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EDITORIAL

Precizovana onkologie

Mame zde zase novy maddni termin,
ktery v posledni dobé semilaji onkolo-
gické kongresy a konference, firemni
materialy, kurzy ideovych onkocinitel(,
a dokonce i tuzemské grantové projekty.
Vyuzivaje vyznamovou jemnost cestiny,
budu to Iépe nez jako ,precizni” prekla-
dat adjektivem ,precizovana”. To vzhle-
dem k nedokonavosti ideje preciznosti
v nejblizsim tisicileti. Uplné precizni lid-
ska ¢innost nikdy nebyla ani nebude,
tim spiSe ne v biologickych védach, ce-
loplo$né a ekvitné.

Na druhé strané, kdo z onkologli by
nechtél byt lepsim a preciznéjsim. A kdo
by to nechtél aspon deklarovat. Nelze
nevzpomenout verbalnich aspiraci mi-
nulych let a desetileti, které také zlstaly
nenaplnény, le¢ v né¢em nds vzdy posu-
nuly. Treba i v poznéni rozdilu mezi pfa-
nim a skutec¢nosti.

Pfed desetiletimi jsme s entuziaz-
mem toxikoman( zavedli termin kura-
tivni chemoterapie, prestoze u solidnich
nador( byla kurativni zfidkakdy, tedy ze
by sama vylécila pokrocilé onemocnéni.
Ale obcas se to zadafrilo, tieba s pricho-
dem platiny u pokrocilych nadort var-
lat, takZe tak Uplné se s onou kurativni
ideou zase nelhalo. Jenom trosku vét-
sinové. Kurativni chemoterapii fikdme
nyni u solidnich nador{ pro jistotu pa-
liativni chemoterapie. Asi neskodi znét
precizné moznosti i limity jakékoli é¢by
a precizné se postarat o trvale nevylé-
¢itelné i jinak je jisté vitané. Casto na to
pouha nabidka farmaprdmyslu nestaci.

Také jsme zde méli modlu radikality
onkochirurgie, coz nezfidka i mame. Ra-
dikality anatomické, méné uz biologické.
Radikality rozsahem, nikoli dopadem vy-
konu. Mnozi uz to pochopili a hovofime
radéji o operacich adekvatnich, pfimére-
nych situaci nez snové radikalnich. Chlu-
bime se minimalni invazivitou tam, kde
je to patfi¢né. Zajimaji nds vice resekéni
okraje a parametr R nez vaha resekat(
nebo pocet blokové odstranénych or-
gan(. | to je obcas nutné, ale radikalni to
i ve své radikalité ¢asto neni. Kdyz se na-
opak radikalita zvrhne, zlstane radikali-

zmus a leccos byva zbytecné poniceno.
Na téle i na duchu.

Let's make excision with some preci-
sion, komentovaval zertem pred mnoha
lety své operovani mij oblibeny man-
chestersky ucitel, chirurg Mr. Phil Scof-
field, kdyz ukrajoval rektum tésné pod
tumorem hluboko v panvi tak, aby mohl
jesté nasitanastomdzu a vyhnul se trvalé
kolostomii, le¢ bez rizika lokalIni recidivy.
Proto se vzdy vice zaméroval na radidlni
sifeni nadoru a precizni excizi mezo-
rekta jesté |éta predtim, nez to uvedl ve
znamost jako operacni standard profe-
sor Heald v roce 1986. Asi je dobré pre-
cizné védét, kam a pro¢ fezeme. Casto
na to pouhé oko nestaci. Ceka nas preci-
zace chirurgie obrazem, tedy Ze budeme
|épe védét, do ¢eho jdeme z vice metod
a také ve 3D.

Byla zde také prvni nadsena éra imu-
noterapie. Rosenbergovy prestimulo-
vané lymfocyty si samy nasly nadorové
bunky a obdivuhodné je nicily. V kultu-
rach a modelech.V redlném nadoru neni
zpravidla onéch akénich efektord dosta-
tek. Pét ¢i padesat motivovanych rozha-
néch padesatitisicovy dav nerozezene,
leda tak poplasnou zpravou, Ze se chysta
néco vétsiho. Asi bude tfeba precizné
védét, jak ty efektory v dostate¢ném
poctu a kvalité do nddoru dostat.

Byla zde i dalsi nadSend éra imunote-
rapie pomoci cytokinl. Nékdo by rekl
nespecifickd imunostimulace a mél by
pravdy vice. Energeticky népoj fidice po-
vzbudi, nechd vzplanout mysli, ale na-
klad neodveze a smér ani cil neukéze.
Asi je dobré precizné védét, co a proc
zatim dost neprecizné stimulujeme,
resp. drazdime.

Paul Ehrlich kdysi oznacil protilatky za
magické strely, které trefi a ponici cil, je-li
znam. UZ po 100 letech od této predikce
na nas dopadla nova éra biologické
|1é¢by. Optimisté ji fikaji cilena l1éc¢ba, rea-
listé selektivni vazba preparatu na re-
ceptor. Uz zdaleka nejde jen o protilatky,
sthose Y-shape funny things”, jak je ozna-
Coval pred lety jiz zminény Mr. Scoffield,
ale o stovky novych molekul, které maji

dvé spolecné vlastnosti, relativni speci-
ficnost vazby a neimérné vysokou cenu.
Lec vazby se dale precizuji a o udrzitel-
nosti cen uz také hovofi preciznéji. Jde
o dalsi precizovani cilené onkoterapie
a budoucnosti cilenych preparatl v or-
ganizmu jednotlivém, oviem i spole¢en-
ském, ma-li to byt uhrazeno.

Jde hlavné o c¢lovéka, tvrdi skoro
vsichni predstavitelé obort, odvétvi, in-
stituci a vlad. Neddvno i k nam dora-
zila vize individualizované ¢i personali-
zované mediciny, potazmo onkolécby.
Je pfitazliva, logicka, zddana. ,Nejsem
zrnko pisku v kvadru betonu, jsem indi-
viduum, resp. persona,” zni sebeuvédo-
ménim lépe, ,a tak by se se mnou mélo
zachazet také u doktora,” fekne si lec-
kdo pravem. Vlastné se tak odeddvna
¢inilo, nez se medicina pocala oborové
stépit, byrokraticky odlidstovat a poli-
ticky ekvalizovat. Tradi¢ni kultury znaji
model - jeden Saman, jeden nemocny,
jedna chyse. Skupinové seance jen obcas
kolem ohné pfi oslavach nebo spolec¢-
ném ohrozeni. JenZe ona individuali-
zace biologickd, geneticka a molekularni
jaksi nejde dohromady se stavem na-
$eho poznani a soucasnym absolutnim
statistickym poZadavkem na evidence-
-based medicine. Evidence vznika z cet-
nosti, mnohosti, organizovanych sou-
bord, analyz, megaanalyz a metaanalyz.
Ty pak paradoxné postihnou konkrétni
osud pani Novékové opét jen pravdé-
podobnostné, nékdy malo a nejisté, coz
pani Novakova je, nebo neni ochotna
akceptovat jako zaklad pro individudini
pfistup pravé k ni. Takzvana individua-
lizace je v nasi realité jen mirné zlepse-
nou stratifikaci obecné skupinové 1écby,
individudlné upravované podle snasen-
livosti, moznosti a dalSich okolnosti. Je
asi dobré preciznéji vnimat, co na indi-
vidualizované |é¢bé individualizované
skute¢né je a co neni a co je individudlné
precizni.

Dorazila k ndm uz i tfeti vina nad3ené
imunoterapie, kterd proménuje onkolo-
gii. Pomoci nékolika molekul umime in-
hibovat nékolik molekul, aby nezlobily
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EDITORIAL

a nechaly se imunité samotné vyrovnat
s nadorem a nejlépe napofad. Regulu-
jeme check-pointy, tedy kontrolni body,
nebo si to aspon myslime. Obcas se do-
stavi prekvapujici Uspéch, ¢asto nikoli.
Hleddme a provadime imunostaging
z toho, co zatim umime. Komplexnost
imunitniho systému se tim nanestésti
i nastésti zaskodit nedd a otaci se v tom
po svém. Casto ignoruje a toleruje nador
i nas. Nelze nevzpomenout také pana
Prehna ze 70. let, ktery vztah nasich imu-
nitnich bunék k bunkdm nadorovym ne-
vnimal jen jako nepratelsky, ale zhusta
i jako pratelsky a podplrny. A pak se
v tom vyznejte. Nezbyva nez precizovat
poznani a tlumit nadseni z kone¢ného
precizniho vitézstvi.

Z fyzikéalniho nahledu obcana je ma-
loco preciznéjsi nez paprsek, tedy zéreni
elektromagnetické nebo &asticové. La-
serovy paprsek presné trefi mikrodrazku
v cédécku popularniho zpévaka, své-
telny paprsek vykresli na filmu i véci ne-
vykreslitelné krasy ¢i bizarnosti. Zéreni je

asi precizni od pfirody, ale Ize ho zamé-
fovat a davkovat, tudiz precizovat. Coz
se déje, a tak mame IGRT (image-gui-
ded radiation therapy), IMRT (intensity
modulated radiotherapy), VMAT (volu-
metric modulated arc therapy), radiochi-
rurgii, tedy nékolik zvladnutych a ne-
zvladnutych metod radioterapie. V CR
se tfeba precizovanim radioterapie na-
konec zjisti, jak provozné vytizZit a uzivit
ono Stastné prazské protonové praco-
visté, které se v kontextu doby a uda-
losti stalo neStastnym a proslo jizohném
médii, reklamy a soudd, aby zapalovalo
nadéje i vasné. Zda se, ze mezindrodné
nyni zdUraznovanou precizaci onkologie
v tuzemsku vyuzijeme také pro poradek
v indikacich a thradéch.

Precizovanim onkologie neumim byt
nenadsen. Jen si tak postupné ujasnuji,
co ta nova vize ¢i ideologie v praxi zna-
mena a jak dlouho ndm ten termin vy-
drzi. Nebot precizovat budeme muset
naporad. V chirurgii, abychom fadné od-
stranili vée nezbytné a rozpoznali to od

zbytného, v radioterapii, abychom cilili
do nezdravého a zdravé ochranili, v me-
dikamentézni 1é¢bé, abychom indivi-
dudlné déle precizovali orientaci v bio-
logicky precizni heterogenité nadora.

Lze to vidét i tak, Ze evoluci tvofi mnoho
malych revoluci. Zda rychlejsi stfidani ma-
lych revolucievoluci urychluje, nebo brzdi,
neni pfilis jasné. Jasné vsak je, ze pouhy
nadseny vykfik revoluci neznamena.

Co tedy bude precizovand onkolo-
gie? Zahrnuje zfejmé vsechno, co uz
tady bylo a co postupné bude. Klasik by
radil — precizovat, precizovat, precizovat!
Ovsem i v organizaci onkologické péce
a véelidové informovanosti. Tam to také
nemalo vazne a zda se, Ze i sam internet
to spiSe zaSmodrchava, nez resi.

I v nové dobé precizované onkologie
nas ¢eka hlavné aktivni trpélivost a faci-
litovana evoluce oboru.

prof. MUDr. Jan Zaloudik, CSc.
feditel Masarykova onkologického
ustavu
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PREHLED

Vyuziti mikroRNA ve slinach pro diagnostiku

nadorovych onemocnéni

Use of Salivary MicroRNAs for Diagnosis of Solid Cancers

Kubickova A.', Slaby O.'?

' CEITEC - Stiedoevropsky technologicky institut, MU, Brno
2Masarykdv onkologicky Ustav, Brno

Souhrn

Vychodiska: Jednim z modernich pfistupl identifikace biomarkerd nadorovych onemocnéni,
a to jak na tkanové urovni, tak i v télnich tekutinach, je profilovani exprese mikroRNA (miRNA).
miRNA tvofi skupinu téméf 3 000 kratkych, 18-25 nukleotidli dlouhych nekédujicich RNA.
Slouzi jako regula¢ni prvky, které fidi expresi genl na posttranskrip¢ni trovni, tj. na irovni mo-
lekul mRNA. Schopnost miRNA inhibovat translaci ¢i indukovat degradaci onkogent a nado-
rovych supresorl je podstatou jejich zapojeni do procest kancerogeneze. Dikazl o funkcich
miRNA v regulaci procesu, jako jsou apoptdza, bunécna proliferace, diferenciace ¢i invazivita,
neustdle pribyva. Analyza expresnich profild miRNA je proto stale ¢astéji vyuzivana pro Ucely
molekularni diagnostiky nadorovych onemocnéni, analogicky jako je tomu u studii zaloze-
nych na profilovéni kédujicich RNA. Z hlediska analytického vyuziti je podstatna skute¢nost,
Zze miRNA jsou vysoce stabilni v télnich tekutindch v¢. slin a vyskytuji se zde v relativné vy-
sokych hladinach. miRNA ve slinach jiz byly pro diagnostické tGcely Uspésné testovany u rady
nadorovych onemocnéni, pficemz hlavni vyhodou slin jako biologického materidlu je skutec-
nost, Ze jsou ziskatelné zcela neinvazivné. Cil: Cilem ptehledového ¢lanku je shrnout dosavadni
miru poznani z oblasti cirkulujicich miRNA u nddorovych onemocnéni se zaméfenim na vyuZziti
miRNA ve slinach pro tcely onkologické diagnostiky.

Klicova slova
mikroRNA - sliny — diagnostika — nddorové onemocnéni

Summary

Background: A modern approach to identify biomarkers of solid cancers in tissues and body
fluids is based on microRNA (miRNA) expression profiling. miRNAs are a group of approxima-
tely 3.000 short noncoding RNAs containing 18-25 nucleotides that regulate gene expression
at the post-transcriptional (mRNA) level. The abilities of miRNAs to inhibit the translation or
induce degradation of oncogenes and tumor suppressors indicate that they are involved in
carcinogenesis. There is increasing evidence that miRNAs regulate apoptosis, cell proliferation,
differentiation, and invasion. miRNA expression profiles are therefore often analyzed for mo-
lecular diagnostics of solid cancers, similar to analyses based on mRNA profiling. It is impor-
tant that miRNAs are highly stable and present at high levels in body fluids, including saliva,
for analytic usage. miRNAs in saliva have been successfully tested as potential diagnostic bio-
markers of many solid cancers. The main advantage of these miRNAs is that saliva samples
can be collected non-invasively. Aim: This review aims to summarize current knowledge of
circulating miRNAs in solid cancers, with a focus on the use of miRNAs in saliva for oncology
diagnostics.

Key words
microRNA - saliva - diagnosis — cancer
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VYUZITI MIKRORNA VE SLINACH PRO DIAGNOSTIKU NADOROVYCH ONEMOCNENT

Uvod

MikroRNA (miRNA) jsou kratké nekédu-
jici molekuly RNA o délce 18-25 nuk-
leotidd, které posttranskripéné reguluji
genovou expresi. miRNA byly popsany
teprve na zacaku 90. let 20. stoleti a od
té doby bylo zjisténo, Ze se v organiz-
mech Ucastni biologickych déjq, jako je
napf. proliferace, buné¢ny cyklus, apo-
ptéza, diferenciace ¢i invazivita. Vy-
znam miRNA v diagnostice a prognos-
tikaci nddorovych onemocnéni proto
neustale narlsta. Témér polovina sou-
¢asného vyzkumu v oblasti miRNA je za-
méfena na studium deregulace miRNA
u nadorovych onemocnéni. V¢asna dia-
gnostika mnoha nadorovych onemoc-
néni zvysuje pravdépodobnost Uspésné
[é¢by, jednim z hlavnich cilG vyzkumu
miRNA v onkologii je proto také nalézeni
novych neinvazivnich diagnostickych
biomarker(.

miRNA vyskytujici se v télnich tekuti-
néch jako tzv. cirkulujici miRNA byly po-
psany v krvi, a to v plazmé i séru, moci,
matefském mléku, slzach a slindch. TéIni
tekutiny pfedstavuji sndze dostupna dia-
gnostickd média, nez jsou napf. vzorky
tkani, a proto sledovani pozménénych
hladin miRNA v télnich tekutinach u réz-
nych onemocnéni nabizi velmi zajimavé
moznosti vyuZiti.

V tomto prehledovém ¢lanku je véno-
vana pozornost miRNA ve slinach, které
vykazuji odlisné hladiny u pacient( s na-
dorovym onemocnénim v porovnani
se zdravymi kontrolami, pfipadné mezi
pacienty v rdznych stadiich onemoc-
néni. AZ do soucasnosti byly popsany
odlisné hladiny miRNA ve slindch u na-
dor@ hlavy a krku, jicnu, slinivky bfisni,
tlustého streva a konec¢niku.

Sliny - vyuziti v diagnostice

Sliny predstavuji jednoduse dostupné
diagnostické médium, nebot slinné
Zlazy jsou obklopeny krevnimi kapila-
rami a pro jejich vzdjemnou vysokou
propustnost mize dochéazet k vyméné
molekul. Biomarkery plivodem z krve
se proto mohou vylucovat do slin, je-
jichz odbér za ucelem diagnostiky raz-
nych patologickych stavl je jednodu-
chy a neinvazivni [1]. Sliny jsou oproti
krvi médiem, které Ize odebirat bez ri-
zika i u zvlastnich skupin pacientd, jako

jsou déti, hemofilici nebo osoby uzivajici
intraven6zné narkotika [2].

Termin ,salivaomics” Ize volné prelo-
Zit jako pfistup zalozeny na vysokokapa-
citnich metodach zabyvajici se studiem
molekul pfitomnych ve slinach s cilem
odhalit potencial téchto molekul v dia-
gnostice rliznych patologickych stavd.
V soucasnosti tento termin zahrnuje stu-
dium 3esti typd molekul, a to DNA (tedy
genom a epigenom v pfipadé metylova-
nych gen®), mRNA a miRNA (transkrip-
tom), metabolickych latek (metabolom),
proteinl (proteom) a mikrobl (mikro-
biom) [3,4]. VyuZziti slin v diagnostice
bylo hojné popisovano i ve 20. sto-
leti [5,6] a ve 21. stoleti tento trend stéle
sili. Mezi onemocnéni, u kterych bylo po-
psano vyuziti slinnych biomarker(, patfi
napf. onemocnéni periodontu [7], riziko
zubniho kazu [8], nddorové bujeni[9,10],
autoimunitni choroby, jako je Sjérgenlv
syndrom [11] ¢i celiakie [12], kardiovas-
kuldrni choroby [13], metabolické cho-
roby [14] ¢i infekéni onemocnéni [15].

Genom ve slindch ¢lovéka je tvoren jak
lidskou, tak mikrobialni DNA. Genetické
a epigenetické zmény pfi patologickych
procesech mohou byt tedy sledovany
i ve slindch. Kupfikladu byly stanoveny
odlisné stupné metylace promotorl ve
slinach u pacientl s karcinomem dutiny
Ustni [16]. Proteom ve slinach je tvoren
pfiblizné z 3 000 proteinl vykonavajicich
rdzné biologické funkce [17]. Proteiny
jako biomarkery byly popsany v mnoha
studiich, napt. u sledovani odpovédi
pacientek na terapii karcinomu prsu [18]
nebo u pacientl s periodontitidou [19].
Metabolom je soubor vsech metabo-
lith, které také mohou byt vyuzivany
jako biomarkery onemocnéni. Napfiklad
studie z roku 2010 popsala odlisné pro-
fily metabolitd u pacientd s nadory du-
tiny Ustni, prsu a pankreatu [20], dale
byl identifikovdn metabolom pacient(
s neurodegenerativni demenci [21]. Mi-
krobiom pfedstavuje mikroorganizmy
kolonizujici dutinu ustni, kterych bylo
identifikovano pres 600 druh( [22]. Exis-
tuje ale i studie zvysujici toto cislo na
10 000 druht [23]. Sliny mohou byt pou-
zity k diagnostice infek¢nich chorob
nejen kultiva¢nimi, ale i molekularnimi
metodami [24,25]. Navic bylo popséno
specifické slozeni mikrobiomu u nein-

fekénich onemocnéni, jako je napt. karci-
nom pankreatu [26], nebo dokonce obe-
zita [27]. Transkriptom (mMRNA) ve slinach
byl popsan roku 2004 [28] a od té doby
bylo publikovdno nékolik studii zabyvaji-
cich se mRNA biomarkery u nadorovych
a jinych systémovych onemocnéni. Spe-
cificky transkriptom byl popsan u karci-
nomu pankreatu [29] ¢i plic [30], dale na-
pfiklad u Sjérgenova syndromu [11].
miRNA ve slindch byly prokazany roku
2009, a to v souvislosti s dlazdicobuné¢-
nym karcinomem dutiny ustni (oral squa-
mous cell carcinoma — OSCC) [31]. Zajem
o deregulaci téchto kratkych nekéduji-
cich RNA ve slinach u rliznych onemoc-
néni poté narostl. Deregulace miRNA ve
slindch byla popsdna u pacientd s au-
tismem [32], se Sjorgenovym syndro-
mem [33], a dokonce bylo navrzeno, ze
by mohla souviset se starnutim [34]. Nej-
vice studii v dané oblasti ale sleduje de-
regulace miRNA v souvislosti s nado-
rovymi onemocnénimi, o kterych také
pojednava tento prehledovy ¢lanek.

MikroRNA
miRNA jsou kratké nekodujici mole-
kuly RNA o délce 18-25 nukleotid( vzni-
kajici v bunce dvoustupfiovym proce-
sem. Poprvé byly miRNA popsény roku
1993 u Caenorhabditis elegans. Bylo
zjisténo, ze jeden ze zkoumanych gent,
lin-4, nekéduje zadny protein, ale pouze
transkripty o pfiblizné délce 22 nukleo-
tid@ [35], které jsou diky komplementar-
nim sekvencim k opakovanym sekven-
cim v nepfeklddané oblasti na 3‘ konci
(3‘'untranslated region — 3'UTR) oblasti
genu lin-14 schopny regulovat jeho ex-
presi [36]. Roku 2000 bylo objeveno, ze
i gen let-7 u C. elegans kéduje 21-nukleo-
tidové RNA komplementarni k elemen-
tdm v 3'UTR genu lin-41, které reguluji
expresi tohoto genu [37]. Zahy bylo zjis-
téno, Ze gen let-7 se nachazii u dalsich or-
ganizm0 v¢. ¢lovéka a bylo navrzeno, ze
jeho transkripty, tedy pfiblizné 21nuk-
leotidové RNA, maji pdvod v prekurzo-
rech vlasenkovitych struktur [38]. Nazev
mikroRNA (se zkratkou miRNA nebo miR)
vznikl roku 2001, kdy byly ve tfech labo-
ratofich identifikovany dalsi druhy téchto
kratkych molekul [39-41].

Vyznam miRNA v nadorové transfor-
maci u ¢lovéka jako prvni popsali Carlo
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Croce a George Calin, ktefi zkoumali de-
leci na chromozomu v oblasti 13q14,
kterd se vyskytuje u vice nez poloviny
pacientl s chronickou lymfocytarni leu-
kemii. Zjistili, Ze v dané oblasti se na-
chazeji geny mir-15 a mir-16, jejichz sni-
Zend exprese by mohla vést ke vzniku
leukemie [42]. Brzy poté byly identifi-
kovany snizené hladiny miR-143 a miR-
145 u pacientd s kolorektalnim karci-
nomem (colorectal cancer — CRC) [43],
nizsi exprese let-7 byla zaznamendana
u pacientd s rakovinou plic [44] a dalsi
miRNA se zménénou expresi byly po-
psany u glioblastomu [45] a u rakoviny
prsu [46].

Od té doby az do soucasnosti bylo dle
databaze miRBase popsano 2 588 lid-
skych miRNA (miRBase Sequence Da-
tabase, Release 21, dostupna online na
www.mirbase.org) [47], pficemz jejich
vyznam pfi vzniku rakoviny neustéle
nardstd. Diky profilovani miRNA a hlu-
bokému sekvenovani [47,48] pfibyva
didkazl o moznostech vyuZiti miRNA
v diagnostice, prognostikaci, a dokonce
terapii nadorovych onemocnéni [49-51].

Biogeneze miRNA je proces, kdy jsou
geny mir pfepisovany a prekladany
v tzv. primarni miRNA (pri-miRNA), které
jsou nasledné upraveny v tzv. prekur-
zorové miRNA (pre-miRNA) a poté ve
zralé miRNA za uUcasti ribonukledz a dal-
Sich proteinl [52-55]. Zralé jednoretéz-
cové miRNA jsou vazény do uml¢ujiciho
komplexu indukovaného RNA (RNA-in-
duced silencing complex — RISC), ktery
je schopen regulace genové exprese na
posttranskripéni Urovni [56-58]. Regu-
lace probiha dvojim zplsobem v zavis-
losti na komplementarité mezi miRNA
a cilovou mRNA. Je-li komplementa-
rita Uplna nebo témér Uplna, dochazi
k degradaci cilové mRNA, kde se uplat-
nuje princip RNA interference [59-61].
Pokud je komplementarita pouze ¢és-
te¢nd, dochézi k represi translace vaz-
bou na 3'UTR cilové mRNA [36]. Hlavni
biologické funkce miRNA zahrnuji regu-
laci diferenciace a proliferace bunék [35],
apoptozy [62], metabolizmu lipida [63]
a glukozy [64] ¢i odpovéd na stres [63].
Dysregulace a porusena funkce miRNA
mohou tedy vést ke vzniku rliznych one-
mocnéni, jako jsou napt. kardiovasku-
larni [65], neurologické choroby [66]

ribonukleoproteinové
komplexy

nukleofosmin

multivezikularni téliska

@ %zomy

©
O

mikrovezikuly

(@]
X

0 apopticka téliska
0O

@

Obr. 1. Vznik a formy cirkulujicich miRNA [86].

a prevazné onemocnéni naddorova [42],
kde miRNA funguji jako onkogeny i jako
naddorové supresory [67].

Cirkulujici miRNA

Roku 2008 bylo poprvé popséno, ze se
miRNA vyskytuji v télnich tekutindch,
konkrétné v plazmé a séru, ve vysoce
stabilni formé [68,69]. Navic byly toho
roku detekovany zvysené hladiny miRNA
v séru pacientll s nadorovymi onemoc-
nénimi, jako je difuzni velkobunécny
B lymfom [70] a karcinom prostaty [71].
Pritomnost miRNA byla v nésledujicich
letech popsana i v dalsich télnich teku-
tinach, a to ve slindch [31,72], moci [73],
slzadch ¢i matefském mléce [74,75]. Se-
krece miRNA do télnich tekutin probiha
dvéma hlavnimi zpUsoby. Sekrece m{ize
byt bud’ pasivni, kdy se miRNA uvolfuji
do cirkulace z poSkozenych bunék ¢i
tkani [69,71,76], napf. pfi metastazovani
¢i chronickych zanétech nebo z kratce
bocyty a monocyty [77]. Druhym zp(so-
bem je aktivni sekrece. miRNA mohou
byt uvolhovany v extracelularnich vezi-
kulech, jako jsou mikrovezikuly [78,79],
mezi které se fadi i exozomy [80]. Dalsi
vezikuly obsahujici cirkulujici miRNA
jsou apopticka téliska [81]. Bylo zjis-
téno, Zze se miRNA mohou vyskytovat
i mimo vezikuly, a to ve vazbé na pro-
teiny Ago2 [82] a Ago1, Ago3, Ago4 [83],
nukleofosmin 1 [84] a HDL [85]. Jednot-

livé formy cirkulujicich miRNA popisuje
obr. 1[86].

Cirkulujici miRNA vykazuji vysoky stu-
pen stability. Hladiny miRNA se neméni
pfi inkubaci pfi pokojové teploté [71],
pfi 4 °C a uchovavani pfi =70 °C [87], zU-
stavaji stabilni po mnoha cyklech za-
mrazovani a rozmrazovani, po varu
a po pusobeni vysokych a nizkych hod-
not pH [69]. Odolavaji plsobeni RNaz,
které jsou pfitomny v krvi [69,71,88].
Pfedpokladd se, ze stabilita miRNA
v télnich tekutinach je zajisténa uza-
vienim v mikrovezikulech [78-80]
a vazbou na proteiny [82,84,85]. Mikro-
vezikuly se zdaji byt odolnéjsi proti pa-
sobeni RNaz nez miRNA v komplexu
s proteiny [89]. Byla také vyslovena hy-
potéza, Ze cirkulujici miRNA muze byt
chranéna modifikacemi. Mezi obecné
modifikace miRNA patii metylace [90],
adenylace [91] a uridylace [92]. Vychazi
se z predpokladu, Zze tatdz miRNA je
odolnéjsi vici plsobeni RNaz v cirkulaci
nez v tkani ¢i bunce, a proto je mozné,
Ze je tato odolnost zajisténa pravé zmi-
nénymi modifikacemi. Nicméné modi-
fikované cirkulujici miRNA jesté nebyly
prokazany [77].

miRNA jako hormony

V souvislosti s objevem cirkulujicich
miRNA bylo navrzeno, Ze miRNA mohou
fungovat jako hormony, tedy jako sig-
nalni molekuly pfendsejici informace
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Tab. 1. Metodické aspekty ovliviujici diagnostické vyuziti miRNA ve slinach.

Postup

nakladani se vzorkem

izolace RNA

kvantifikace miRNA

hybridizac¢ni
Cipy

sekvenovani
nové generace

PCR - polymerazova fetézova reakce

mezi donorovymi a recipientnimi bun-
kami ¢i tkanémi. Prvni dikaz o této
funkci miRNA byl podan ve studii z roku
2007, kdy bylo zjisténo, Ze miRNA jsou
transportovany v exozomech a zZe tyto
exozomy jsou predavany mezi bun-
kami [80]. Koncept cirkulujicich miRNA
jako hormona byl popsan v mnoha stu-
diich, pocinaje rokem 2008, kdy Hunter
et al prokazali pfitomnost miRNA v mi-
krovezikulech v periferni krvi u zdra-
vych jedinct a navrhli, Ze by tyto miRNA
mohly regulovat homeostézu krevnich
bunék a jejich metabolické drahy [78].
Nasledné Skog et al pozorovali mikro-
vezikuly pochdzejici z glioblastomu.
Tyto mikrovezikuly obsahovaly proteiny,
mRNA a miRNA a byly transformovéany
normalnimi burikami v signdly podporu-
jici nddorové bujeni [93]. miRNA se v cir-
kulaci vyskytujii v apoptickych téliskach.
Tento objev prinesl také zjisténi, ze se
konkrétné miR-126 muze podilet na in-
hibici rozvoje aterosklerézy u mysi [81]
a v souladu s timto zjisténim byly pozo-

PCR

Aspekty

kontaminace slin bunéénymi miRNA (epitelialni bunky,

leukocyty, trombocyty)

zplsob odbéru vzorku,

Cas do zpracovani a zpUsob zpracovani vzorku

podminky a délka archivace
pfitomnost vysokych hladin proteint
nizkd koncentrace miRNA

rizné postupy izolace RNA

vysoka senzitivita a pfesnost

nizkokapacitni metoda

Reference

[78,99,100]
[101,102]

[103]
[104]
[105-107]
[108]
[109]
[110,111]

optimalni pro detekci 1 miRNA u vice vzork(

nizka cena na vzorek
nizsi senzitivita a specificita

vysokokapacitni metoda

[112]

detekce velkého mnozstvi miRNA ve vzorku

vysokd cena na vzorek

vysokokapacitni metoda

vysokd cena na vzorek

rovany nizsi hladiny miR-126 u pacient(
s koronarni aterosklerézou [94].

Dalsi moznosti transportu miRNA v cir-
kulaci je vazba na proteiny. Tyto miRNA
jsou cilovymi bunkami z cirkulace za-
chycovany pomoci receptord, které ro-
zeznavaji proteiny vazajici RNA [85,95].
Zatim bylo popsano plsobeni miRNA
jako hormonu pouze v komplexu s HDL,
kdy po pfijeti takového komplexu reci-
pientni burikou doslo k posttranskripcni
regulaci pfislusné mRNA [85].

Mnoho dalSich studii se zabyva mezi-
bunéénou komunikaci pomoci cirkulu-
jicich miRNA, a to predevsim ve vezik-
lech, nebot tyto miRNA by mohly byt
potencidlné vyuzity k terapeutickym
ucellim [96]. Tyto objevy znaci, Ze cirku-
lujici miRNA vyznamné ovliviuji buriky
a tkané v rliznych ¢astech téla, a to dvo-
jim zplsobem — mohou napomahat pro-
gresi onemocnéni (destruktivni efekt),
nebo pred poskozenim organizmu chra-
nit (protektivni efekt) [97]. Tyto poznatky
predstavuji nové moznosti vyuZiti cirku-

necilena detekce vsech miRNA ve vzorku

lujicich miRNA, a proto je v této oblasti
veden intenzivni vyzkum.

Metodické aspekty detekce
cirkulujicich miRNA

| pfes znacné vyhody cirkulujicich miRNA
z0stava jejich detekce ndro¢nd. Pro vy-
znamné rozdily ve vysledcich izolace, mé-
feni a kvantifikace miRNA provadénych
rznymi metodami neexistuje jednotny
postup, ktery by byl aplikovatelny pro
klinické vyuziti cirkulujicich miRNA jako
biomarker(. Tyto rozdily jsou dany pre-
devs$im odlisSnym zpracovanim vzorka,
neefektivni izolaci, hemolyzou ve vzor-
cich krve, ne vzdy spolehlivou ucinnosti
reverzni transkripce a polymerazové feté-
zové reakce (polymerase chain reaction —
PCR), které se ke kvantifikaci miRNA
uzivaji, ¢i nejednotnosti v pouzivani refe-
rencnich gen( [96,98].

Prvnim krokem v detekci miRNA z tél-
nich tekutin je nakladani se samotnym
vzorkem. V pfipadé krevnich vzork(
je situace komplikovana skutecnosti,
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Ze trombocyty, leukocyty [78,99] i ery-
trocyty [100] obsahuji vlastni miRNA,
a je proto mozné, ze uméle zvysuji hla-
diny extracelularnich miRNA. Bylo do-
kazano, ze koncentrace miRNA se mé-
nily pfi dlouhodobém uchovavani
trombocytl [101] i erytrocytd [102] pfi
pokojové teploté a Ze hladiny miRNA
ovliviiuje i hemolyza erytrocytl [103].
ZvySovani poctd krevnich elementd pfi
nékterych patologickych podminkach
muze také ménit koncentrace extracelu-
[arnich miRNA [104], stejné jako se miRNA
mohou vyplavovat z trombocytU pfi sra-
Zeni krve za ucelem ziskani séra [105].
S tim se poji i vybér samotného koagu-
la¢niho cinidla. Bylo zjisténo, ze nejlepsi
volbou je kyselina ethylendiamintetraoc-
tova (ethylenediaminetetraacetic acid -
EDTA), nebot citrat i heparin, které se pro
koagulaci také vyuzivaji, mohou inhibo-
vat kvantitativni PCR (gqPCR) [106,107].
Faktory jako napf. hemolyza nejsou v pfi-
padé slin relevantni, nicméné kontami-
nace vzorku miRNA pochdzejicimi z bu-
nécnych elementt slin (napf. epitelidlni
buriky dutiny Ustni, leukocyty ¢&i trombo-
cyty) problém predstavuje.

Izolaci miRNA z télnich tekutin, kon-
krétné z plazmy a séra, komplikuje vice
faktorG. Je mezi nimi i pfitomnost pro-
teinl, které mohou zhorsit vytéZznost
izolace a nasledné i ovlivnit prabéh
PCR [108]. miRNA se také v télnich teku-
tindch vyskytuji ve velmi nizkych kon-
centracich [109]. Pro izolaci miRNA se
pouzivaji rdzné komer¢ni kity, jejichz
vhodnost porovnavalo jiz mnoho studii.
Jednotlivé kity se v Uuspésnosti izolace
extraceluldrni RNA odlisuji [110,111].

Dal$im krokem je kvantifikace izolo-
vané miRNA, kterd probihd nejcastéji
tremi zpUsoby. Nejvice pouzivanou meto-
dou je gPCR, déale sekvenovéni nové ge-
nerace ¢i hybridiza¢ni metody s pouzitim
mikrocipl. Kazd4 z téchto metod posky-
tuje jisté vyhody i nevyhody, jako jsou
napf. rozdily v senzitivité a specificité,
kapacité pfistroju ¢i cené [112]. Faktory
ovliviujici detekci volnych miRNA ve sli-
nach jsou shrnuty v tab. 1.

Diagnostické vyuziti miRNA

ve slinach

miRNA byly poprvé ve slinach deteko-
vany roku 2009, kdy byla prokazana

pfitomnost miRNA ve slinach i ve slin-
ném supernatantu [31]. miRNA byly na-
sledné ve slinach detekovany v exo-
zomech [72], pficemz bylo zjisténo, Ze
v této formé se vyskytuji nejvice [113].
Bylo navrzeno, ze by miRNA ve slindch
mobhly slouzit jako biomarkery nadoro-
vych a jinych onemocnéni, predevsim
z oblasti hlavy a krku. IdedlIni biomarkery
by mély byt senzitivni a specifické, sta-
bilni, mély by byt produktem drah za-
pojenych pfimo do vzniku onemocnéni,
neovlivnitelné potravou, méfitelné v me-
zich detekce [114], dostupné neinvaziv-
nimi metodami, specifické pro danou
chorobu, mély by chorobu pfedpovi-
dat jesté pred nastupem klinickych pfi-
znaku a biomarkery nalezené u modelo-
vych organizmi by mély byt pouzitelné
i u ¢lovéka [74]. Mezi RNA biomarkery
fadime i miRNA, a to tkanové i extrace-
luldrni neboli cirkulujici. V. mnoha stu-
diich byla popséna deregulace exprese
miRNA pfi rdznych onemocnénich v¢.
nadorovych [115]. miRNA ve slinach se
fadi mezi cirkulujici miRNA. Tyto miRNA
jsou vhodnymi biomarkery nadorovych
onemocnéni z mnoha dlvodu. Jsou to
méné komplexni molekuly bez post-
transkrip¢nich modifikaci, jejich detekce
a amplifikace je snadnd a jejich sekvence
jsou konzervované u ¢lovéka a u dalsich
modelovych organizm0 [74]. Zmény je-
jich exprese se snadno detekuji a jejich
expresni profily jsou pro danou téIni te-
kutinu specifické [69]. miRNA ve slinach
tyto podminky splniuji. Vyskytuiji se ve vy-
soce stabilni formé [116] a jejich exprese
je u nddorovych onemocnéni deregulo-
vana [31]. Sliny samy o sobé jsou vhod-
nym médiem pro vyuziti v diagnostice
onemocnéni. Odbér slin je nendrocny,
neinvazivni, vzorky se jednoduse zpra-
covavaji, transportuji i uchovavaji [117].
Nasledujici podkapitoly popisuji jed-
notlivé studie zabyvajici se vyskytem
miRNA ve slinach ve spojitosti s nadoro-
vymi onemocnénimi. Souhrn viech de-
regulovanych miRNA poskytuje tab. 2.

Nadory hlavy a krku

Nadory hlavy a krku zahrnuji nadory
dutiny ustni, faryngu (konkrétné na-
sofaryngu, orofaryngu a hypofa-
ryngu), laryngu, dutiny nosni a vedlej-
Sich dutin nosnich, velkych a malych

slinnych zlaz [118]. Jedna se o velmi
casté nadorové onemocnéni, ro¢né je
na celém svété diagnostikovano kolem
900 000 novych pfipadl [119]. Nejcas-
téjsim bunécnym typem je dlazdicobu-
nécny (spinoceluldrni) karcinom, ktery
tvofi az 90 % vsech nadort hlavy a krku.
Postihuje nejcastéji rty, dutinu Ustni,
hitan i hrtan [120]. Jedna se o maligni
nador vyvijejici se z dlazdicovych bunék,
které lemuji dychaci a travici trakt a ktery
mU0zZze metastazovat lymfatickymi cé-
vami [121]. ProtoZe je mira preziti dlaz-
dicobunécéného karcinomu (squamous
cell carcinoma - SCC velice nizka [120],
hledaji se nové zplsoby ¢asné detekce
onemocnéni a Uspésné Iécby.

Spojitost mezi dlazdicobuné¢nym kar-
cinomem hlavy a krku (head and neck
squamous cell carcinoma - HNSCC)
a miRNA byla objevena roku 2008, kdy
byla tkdnovad miR-21 analyzovéna jako
onkogen podporujici rlist nadoru. Pro
studii byli vybrani pacienti s nddory oro-
faryngu, dutiny Ustni, laryngu a hypofa-
ryngu [122]. miRNA ve slinach byla ob-
jevena o rok pozdéji, a to u pacientu
s OSCC [31]. Od tohoto objevu se vy-
zkumné tymy zaméfily na vyuziti miRNA
ve slindch jako biomarkerl pro dia-
gnostiku HNSCC, zvlasté pro OSCC,
v jehoz pfipadé se sliny zdaji byt vhod-
néjsim médiem nez plazma ¢&i vzorky
tkani, nebot karcinom pfimo omy-
vaji [123]. Navic ve slinach byly jiz pro
diagnostiku OSCC biomarkery popsany,
a to biomarkery proteinové [124], mRNA
biomarkery [9] a DNA biomarkery [125].

OSCC tvoiiaz 90 % vsech nadorl dutiny
Ustni. Jedna se o agresivni karcinom s vy-
sokou mortalitou, nicméné pfi ¢asné de-
tekci onemocnéni se mira preziti zvysuje
az na 90 % [126]. Pfi porovnani pacient(
s OSCC se zdravymi kontrolami byla po-
prvé zaznamenana odliSna exprese
miRNA ve slindch roku 2009. Jednalo
se o snizeni hladin miR-200a a miR-125
u pacientd s OSCC. Bylo tedy navrzeno, ze
by se tyto dvé miRNA mohly uzivat jako
neinvazivni a rychlé diagnostické markery
v diagnostice OSCC [31]. Wiklund et al na-
sledné pozorovali aberantni expresi miR-
375 a metylaci miR-200c-141 u OSCC jak
ve tkénich, tak ve slinach [127].

OSCC se vétsinou vyviji z prekance-
réz, mezi které patfi napt. leukoplakie.
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Tab. 2. Piehled deregulovanych miRNA ve slindch u pacient s nddorovymi onemocnénimi.

miRNA yr  Potet - Pocet Senzitivita AUC Patologie Reference
pacientii  kontrol a specificita
miR-125a 0,03 0,62
2 50 50 ' - ’ 0scC 31
miR-200a 0,01 0,65 31
miR-375 \ 15 7 - - - 0scC [127]
miR-31 0 45 24 < 0,0001 - 0,82 0SCC [132]
miR-21 0 32 16 0,003 84,4 %, 62,5 % 0,762 nadory jicnu [141]
miR-15b 0,0019
miR-132 39 maligni 0,003 maligni vs. benigni
— [ 0
miR-140-5p v 29 benigni 0,0003 B R nadory pfiusni zlazy [138]
miR-223 0,0542
miR-10b-3p 0,001 89,7 %, 57,6 % 0,762
miR-144 0 0,012 92,3 %, 47,4 % 0,706 nadory jicnu (sliny)
miR-451 0,002 84,6 %, 57,9 % 0,705
miR-10b 39 19 0,013 79,5 %, 57,9 % 0,702 (142]
miR-21 0,015 89,7 %, 47,4 % 0,698 nadory jicnu
1 y)
miR-144 0,036 43,6 %, 89,5 % 0,671 (supernatant slin)
miR-451 0,006 51,3 %, 84,2 % 0,725
miR-10b T 0,008
miR-708 0 0,0028 orélni leukoplakie
miR-99b \2 45 7 0,0118 - - (progresivni [129]
miR-145 J 0,034 Vs. neprogresivni)
miR-181c 2 0,028
Zgzii’ 0,027 85,7 %, 100 % 0,96 Osgécc "Os's'é‘zmro'y -
miR-27b (I [ 9 0,038 85,7 %, 83,3 % 0,88 OSCCVS. y f’l.'er:“'s' [133]
’ 0,016 85,7 %, 100 % 0,98 vs. oraintiichen
8 OLP planus
miR-136 ! 0,021 88,9 %, 100 % 0,97 OSCC vs. kontroly
0,004 88,9 %, 85,7 % 0,9 OSCC vs. OSCC v remisi
miR-9 ) <0,0001 0,85
miR-134 4 56 56 < 0,0001 - 0,98 HNSCC [134]
miR-191 T < 0,001 0,74
miR-21 0,012 71,4 %, 100 %
miR-23a 2 0,001 85,7 %, 100 % nadory pankreatu
. 7 maligni, 9 9 - k I
miR-23b 0,014 85,7 %, 100 % vs. kontroly
miR-29¢ k4 pan- 4 0,03 57 %, 100 % [146]
reatitis
miR-216 0 0,024 50 %, 100 % - nadory pankreaty
vs. pankreatitis
miR-211 46 14 < 0,001 91 %, 86 % 0,94 nadory pfiusni Zlaz [139]
miR-1233 ! Or 0 ’ yp y
40 0,008 82,5 %, 45 % 0,673 maligni nadory
miR-3679-5p 4 maligni 40 0,006 90 %, 40 % 0,68 pankreatu vs. kontroly [150]
miR-940 0 20 0,007 90 %, 45 % 0,716 maligni vs. benigni
benigni 0,004 62,5 %, 75 % 0,729 nadory pankreatu
miR-372 pokles po resekci tumoru HNSCC [135]
254 Klin Onkol 2018; 31(4): 249-259
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Tab. 2 - pokracovani. Prehled deregulovanych miRNA ve slinach u pacientl s nadorovymi onemocnénimi.

miRNA W chet . Pocet Sen2|t.|V|.ta AUC
pacientii kontrol a specificita
miR-21 T 65 %, 65 % 0,73
miR-145 4 80 20 < 0,001 70 %, 60 % 0,68
miR-184 0 75 %, 80 % 0,86
miR-139-5p N 25 25 0,006 - 0,805
miR-21 0,74
T _ I

miR-31 20 24 <001 0,76
miR-1246 . 3 0,008 66,7 %, 100 % 0,814
miR-4644 0,026 75 %, 76,9 % 0,763
miR-21 T 31 34 = 97 %, 91 %

miR-196a 0 5 5 0,007 -

Patologie Refe-
rence
maligni transformace
1 ; [130]
oralnich prekanceréz
TSCC [137]
oralni prekancerézy [131]
nadory pankreato-
-bilidrniho traktu [153]
CRC [154]
ESCC [143]

AUC - plocha pod kfivkou, OSCC - dlazdicobuné¢ny karcinom dutiny tstni, OLP - ordlni lichen planus, HNSCC - dlazdicobunécny
karcinom hlavy a krku, TSCC - dlazdicobunécny karcinom jazyka, CRC - kolorektalni karcinom, ESCC - dlazdicobunécny karcinom

jicnu
4T - snizena ¢i zvysena exprese

Casna detekce prekanceréz snizuje ri-
ziko rozvoje nadoru [128]. Byla proto
zkoumana exprese miRNA ve slinach
u prekancerdz dutiny Ustni. Prvni studie
porovnavala deregulaci exprese miRNA
ve slindch u progresivni a neprogresivni
oralni leukoplakie. Byla prokdzdna od-
lisnd exprese 25 miRNA, pficemz signi-
fikantni rozdily mezi progresivnimi a ne-
progresivnimi leukoplakiemi vykazovaly
miR-10b, miR-145, miR-708, miR-181c
a miR-99b. Byla také srovnavana ex-
prese miRNA ve tkani pacientl s podob-
nymi leukoplakiemi s expresi miRNA ve
slinach a byla detekovana deregulovand
exprese stejnych miRNA, ackoli hla-
diny miRNA ve slinach byly nizsi [129].
Ve druhé studii bylo zjisténo, Ze zvy-
send exprese miR-21, miR-145 a miR-
-184 mlze napomahat casné dia-
gnostice prekancerdéz, které se maligné
transformuji v OSCC, pficemz pouze
v pfipadé miR-184 existuje statisticky
signifikantni korelace [130]. Hung et al
o rok pozdéji popsali, ze hladiny miR-21
a miR-31 jsou zvyseny u pacientl s pre-
kancerézami dutiny ustni [131], coz
je v souladu s vysledky studie z roku
2012, kdy byly zvySené hladiny miR-31
ve slindch popsany u OSCC. V této stu-
dii bylo navic pozorovano, ze po ex-
cizi karcinomu hladiny miR-31 prudce
poklesly [132].

Dalsi poznatky poskytla rozsahld stu-
die, ve které byly porovnavany vzorky
slin od pacienti s OSCC, OSCC v remisi,
orélnim lichen planus a od zdravych kon-
trol. Nejdulezitéjsim nalezem byly zvy-
$ené hladiny miR-27b u pacientt s OSCC
oproti viem ostatnim skupindm, coz
zmiR-27b ¢ini dllezity biomarker tohoto
onemocnéni. Byly pozorovany i snizené
hladiny miR-136 u OSCC oproti zdravym
kontroldm i OSCC v remisi [133].

Mezi dalsi miRNA, které byly navrzeny
jako nové neinvazivni markery HNSCC,
patfi i miR-9, miR-191 a miR-134. Navic
byla popsédna metoda pro izolaci vel-
kého mnozstvimiRNA i zmalého objemu
slin [134]. Dale bylo objeveno, Zze miR-
-372 podporuje rozvoj HNSCC a Ze jeji
hladiny po resekci tumoru klesly [135].

Mezi HNSCC, resp. OSCC, se radi i dlaz-
dicobunécny karcinom jazyka (tongue
squamous cell carcinoma - TSCC). Jazyk
byva postizen karcinomem ve 41 % pfi-
padd karcinomt dutiny ustni [136]. Duz
et al popsali snizené hladiny miR-193-5p
u pacientd s TSCC oproti zdravym kon-
troldm. Nadto zjistili, Ze ve vzorcich slin
odebranych po operaci tumoru se hla-
diny této miR vratily k normalu, coz by
z miR-193-5p mohlo ¢init marker speci-
ficky pro TSCC [1371].

Prvni studie zkoumajici deregulaci ex-
prese miRNA ve slinach pacientl s kar-

cinomy slinnych Zlaz se zaméfila na kar-
cinom pfiusni zlazy. V této studii byly
popsany rozdily exprese miRNA u be-
nignich a malignich néador0 pfiudni
Zlazy. Nejvétsi specificitu, a tedy i moz-
nost klinického vyuziti, vykazovala kom-
binace navrhovanych markerd miR-140,
miR-223, miR-15b a miR-132 [138].
Stejni autofi také sledovali rozdily v ex-
presi miRNA ve slinach u pacientt s réz-
nymi histologickymi typy nador0 pfiusni
Zlazy, a to benignimi i malignimi. Ve vy-
sledku identifikovali sedm miRNA s vyssi
expresi u pacientll s nadorem, z toho vy-
brali dvé miRNA, miR-1233 a miR-211,
jako biomarkery nadorl pfiusni zlazy
s 91% senzitivitou a 86% specificitou.
V této studii bylo také zjisténo, ze pét ze
sedmi miRNA, které vykazovaly odliSnou
expresi u pacientl s nadorem a u zdra-
vych kontrol, nebylo exprimovano ve
slindch ziskanych pfimo z pfiusni zZlazy.
Z toho plyne, Ze by tyto miRNA nemély
byt specificky exprimovany ¢&i vyluco-
vany postizenou pfiusni Zlazou [139].

Nadory jicnu

Karcinom jicnu pfedstavoval v roce
2015 celosvétové jedendacté nejcas-
t&jsi nddorové onemocnéni s incidenci
483 000 a Sestou nejcastéjsi pficinu
umrti kvlli nadoru se 439 000 umrtimi
za rok [119]. Nadory jicnu se déli na dva
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hlavni typy — SCC vyvijejici se z epite-
lovych bunék, a adenokarcinom, ktery
miva pocatek v dolni ¢asti jicnu [140].
Z dlvodu hledani alternativy k invaziv-
nim vysSetfenim a nutnosti ¢asné dia-
gnostiky onemocnéni bylo zkoumano,
zda by miRNA ve slinach nemohly
pfedstavovat nové biomarkery karci-
nomu jicnu. Prvni studie se zabyvala ex-
presi miRNA ve slinném supernatantu
pacientl. Byly pozorovany zvysené hla-
diny miR-21[1411].V dalsi studii byly ana-
lyzovany vzorky slin i supernatantu slin.
Ve slinach byla zaznamenéna zvysena
exprese miR-10b*, miR-144 a miR-451,
v supernatantu kromé jmenovanych
i exprese miR-21. Tyto miRNA byly tedy
navrhnuty jako nové biomarkery kar-
cinomu jicnu [142]. Dalsi studie se za-
byvala miRNA ve slindch i tkanich
u dlazdicobunééného karcinomu jicnu
(esophageal squamous cell carcinoma -
ESCC). Byly pozorovany zvysené hladiny
miR-196a ve tkanich i ve slindch oproti
zdravym kontroldm. Déle byla zkouména
funkce miR-196a v patogenezi ESCC. Byl
vysloven nazor, Ze se tato miRNA zapo-
juje do nékolika vyznamnych signélnich
drah, jako je napf. regulace buné¢ného
cyklu pomoci proteinu p53, a mohla by
se proto podilet na inhibici apoptdzy na-
dorovych bunék [143].

Nadory slinivky bFisni
Nadory slinivky bfisni pfedstavovaly
roku 2012 sedmou nejcastéjsi pficinu
umrti zpUdsobenou nadorovym one-
mocnénim [144]. Pocet novych pfi-
padl za rok 2015 se pohyboval okolo
425 000 [119]. Nejcastéjsim typem kar-
cinomu pankreatu je duktalni adenokar-
cinom se zastoupenim 85 % [145]. Kar-
cinom postupuje agresivné a neexistuje
efektivni screening pro jeho ¢asnou de-
tekci.V dlsledku toho se onemocnéni az
v 85 % pfipadl dostane do pokrocilych
stadii, kdy je chirurgickd |é¢ba moznd
pouze u 15 % pacient [146]. Pozdni sta-
dia karcinomu nelze resekovat, protoze
jiz metastazuje ve vzddlenéjsich ¢as-
tech téla ¢i vrlsta do cév [147]. Nalezeni
vhodného biomarkeru pro ¢asnou de-
tekci onemocnéni by tedy mohlo zlepsit
jeho prognézu.

Prvni studie zabyvajici se vhod-
nosti miRNA jako biomarker( nadort

pankreatu sledovaly a zaznamenaly
zménu exprese miRNA v plazmé [148]
a tkani [149]. Pro cetné vyhody slin
jako diagnostického média provedli Xie
et al studii exprese miRNA ve slinach
u pacientd s resekabilnim karcinomem
pankreatu a jako biomarkery vhodné
pro diagnostiku onemocnéni navrhli
miR-3679-5p a miR-940. Rozdilnad ex-
prese téchto miRNA byla pozorovéna
i pfi porovnani maligniho karcinomu
pankreatu s benignim [150]. Humeau
et al u pacientl s neresekabilnim ade-
nokarcinomem pankreatu zaznamenali
zvysenou expresi miR-21, miR-23a, miR-
-23b a miR-29c oproti zdravym kontro-
Iam. Kromé tohoto objevu navic popsali
miR-210 a let-7c jako biomarkery pan-
kreatitidy a miR-216 jako miRNA, jejiz
exprese odliSuje pankreatitidu od karci-
nomu, i kdyz v tomto pfipadé senzitivita
dosahovala pouze 50 % [146].

Dalsi studii zabyvajici se miRNA ve sli-
nach u nadorl pankreatu publikovali
Machida et al. Tato studie oviem po-
pisuje karcinomy pankreatobilidrniho
traktu, ktery zahrnuje kromé slinivky
bfisni i Zlu¢nik a mimojaterni Zlu¢ové
cesty. Autofi se zaméfili na exozomalni
miRNA, pficemz vychazeli z pfedpo-
kladu, Ze miRNA se ve slinach vyskytuji
pfevazné v exozomech [72,113] a ze jiz
byly popsény Ctyfi exozomalni miRNA
v séru u pacientl s karcinomem slinivky.
Jednalo se o0 miR-1246, miR-4644, miR-
-3976 a miR-4306 [151]. Dvé z téchto
exozomalnich miRNA, miR-1246 a miR-
4644, vykazovaly zvy3ené hladiny ex-
prese i ve vzorcich slin pacientd s pan-
kreatobilidrnim karcinomem. Bylo tedy
navrzeno, ze tyto exozomalni miRNA
maji plvod v postizené tkani, nebot zvy-
$ené hladiny miR-1246 u pacientd s pan-
kreatobilidarnim karcinomem byly pozo-
rovany i ve tkanich [152], ze kterych se
mohou vyplavovat do krve a z krve do
slin. Nicméné limitaci uvedené studie
je fakt, ze byli vybrani pouze pacienti
s pokrocilymi stadii karcinomu. Aby
byl screening karcinomu na podkladé
miRNA biomarkerd efektivni, bylo by
tfeba provést dalsi studie zkoumajici ex-
presni hladiny miRNA v ¢asnéjsich sta-
diich vyvoje karcinomu ¢i u pacientt
s chronickou pankreatitidou, ze které se
karcinom ¢asto vyviji [153].

Nadory kolorekta

CRC predstavuje tfeti nejcastéjsi nado-
rové onemocnéni na svété [119]. Souvis-
lost mezi miRNA ve slindch a CRC popi-
suje v soucasnosti v anglické literature
jedina studie, kdy byly prokazany zvy-
$ené hladiny miR-21 u pacient(, a to
nejen ve slinach, ale i v plazmé. Nicméné
miR-21 ve slindch se jevi jako vhod-
né&jsi biomarker pro screening CRC diky
vétsi senzitivité i specificité, navic sliny
predstavuji technicky jednodussi dia-
gnostické médium [154].

Zaveér

miRNA jsou dulezité posttranskripcni re-
guldtory genové exprese a v télnich teku-
tinach, jako je krev, moc ¢&i sliny, predsta-
vuji dlilezité biomarkery stavu organizmu.
V mnoha studiich bylo prokazano, ze se
mira exprese miRNA u rlznych patolo-
gickych stavll a onemocnéni vyrazné lisi,
pficemzZ nejvice pozornosti je vénovano
expresi miRNA u pacientd s nadorovymi
onemocnénimi. Porovnavanim expres-
nich hladin miRNA u pacient(l a zdravych
kontrol Ize identifikovat diagnostické bio-
markery, porovnanim rdznych skupin
pacientl pak biomarkery prognostické.

Vyuziti cirkulujicich miRNA ve slindch
pro ¢asnou diagnostiku a pfipadné sta-
noveni prognézy u pacientd s naddoro-
vym onemocnénim ma nesporny poten-
cial pro zlepseni kvality Zivota pacient(.
U ¢tyr typU nadorovych onemocnéni, je-
jichz ¢asna diagnostika je pro terapii kli-
¢ova, byla popsana vyznamna deregu-
lace exprese rtznych slinnych miRNA.
Zavedenim metod vyuzivajicich de-
tekce miRNA ve slinach jako biomarker(
téchto nddorovych onemocnéni by se
tedy mohla urychlit diagnostika ¢i pfip.
posoudit progndza. Sliny navic pro jed-
noduchost odbéru, skladovani i dalsi
zpracovani predstavuji vhodné neinva-
zivni diagnostické médium.

Nicméné aby slinné miRNA mohly byt
vyuzivany v klinické praxi, je treba zhod-
notit vliv fady metodickych aspektl zp (-
sobujicich technologickou variabilitu pfi
jejich detekci. Po nalezeni optimalnich
analytickych postupU a jejich standardi-
zaci a po rozsifeni studii na vétsi pocet
pacientl a nezavislych validacich vy-
sledkd by miRNA mohly slouzit jako uzi-
te¢né biomarkery danych onemocnéni.
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Summary

Background: Lung cancer as the most fatal cancer of men has prompted researchers to find
biomarkers for early detection and prognosis. Among the possible biomarkers are a group of
non-coding transcripts with sizes more than 200 nucleotides called long non-coding RNAs
(IncRNAs). Aims: In the present study, we evaluated the expression levels of the IncRNA OIP5 an-
tisense RNA 1 (OIP5-AST) in 32 non-small cell lung cancer (NSCLC) samples compared with
their corresponding adjacent non-cancerous tissue (ANCTs) by means of real-time polymerase
chain reaction. The samples were obtained from patients who were admitted at Labbafi-Nejad
Hospital during 2015 and 2016. Results: OIP5-AS expression levels was significantly decreased
in tumoral tissues compared with ANCTs in total samples and in male subgroup. However, no
association was found between relative expression of OIP5-AS1 and clinicopathological data
of patients or history of smoking. Expression levels of this INcRNA were not correlated with pa-
tients’ age. Conclusions: This IncRNA is possibly a novel biomarker of NSCLC in Iranian patients.
Future studies are needed to confirm the results of our study in larger sample sizes. Moreover,
based on the difference in lung cancer associated risk factors in different populations, popula-
tion-based studies are needed to explore the role of this INcRNA in the pathogenesis of cancers
in each region to design appropriate targeted therapies for each population.

Key words
lung cancer - OIP5-AS - IncRNA - long non-coding RNA

Souhrn

Uvod: Karcinom plic jako nejvice fatalni nddor muza ptimél vyzkumniky ke hledani biomarker(i
pro véasnou detekci a prognézu. Mezi mozné biomarkery patii skupina nekédujicich tran-
skriptl o velikosti vice nez 200 nukleotidd nazyvana dlouhé nekédujici RNA (IncRNA). Cile:
V této studii jsme vyhodnotili hladiny exprese OIP5 antisense RNA 1 (OIP5-AS1) u 32 vzork( ne-
malobunécéného karcinomu plic (non-small cell lung cancer - NSCLC) ve srovnani s odpovidajici
sousedici nenadorovou tkani (adjacent non-cancerous tissue - ANCT) pomoci polymerazové
fetézové reakce v redlném case. Vzorky byly ziskany od pacientd, ktefi byli pfijati v nemocnici
Labbafi-Nejad v letech 2015 a 2016. Vysledky: Urovné exprese OIP5-AS byly vyznamné snizeny
v nadorovych tkanich ve srovnani s ANCT v celkovych vzorcich a v podskupiné muz(. Nebyla
vsak zjisténa zadna souvislost mezi relativni expresi OIP5-AS1 a klinicko-patologickymi daty
pacientl nebo historii koufeni. Expresni hladiny této IncRNA nebyly korelovany s vékem pa-
cientl. Zdvéry: Tato IncRNA je mozny novy biomarker NSCLC u irdnskych pacientd. K potvrzeni
vysledkl nasi studie jsou potiebné budouci studie u vétsich poctd pacientll. Navic na zékladé
rozdilu v rizikovych faktorech spojenych s rakovinou plic v rliznych populacich jsou studie zalo-
Zené na populaci potiebné k prozkoumani role této INcRNA v patogenezi onkologickych one-
mocnéni v kazdé oblasti za u¢elem navrzeni vhodnych cilenych terapii pro kazdou populaci.

Klicova slova
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Background

Lung cancer has been regarded as the
most fatal cancer in men and women
worldwide and in distinct regions,
resp. [1]. Analysis of data provided by the
Iranian National Pathology Based Cancer
Registry (INPBCR) estimated the 5-year
prevalence to be 4.21 (95% uncertainty
level - 3.37-5.38) per 100,000 adults,
with a male - female ratio of 2.01 [2].
The most common type of lung cancer
is non-small cell lung cancer (NSCLC)
which accounts for approximately 85%
of all cases and is further categorized into
three types - squamous-cell carcinoma,
adenocarcinoma, and large-cell carci-
noma [3]. The cure rate of patients is
disappointedly low [4] possibly due to
extensive disease burden, unsuitable
performance condition, several comor-
bidities, deprived socio-economic status
and malnutrition [5]. Identification of
proper biomarkers for early detection
of lung cancer is expected to enhance
patients’ outcomes. Among putative
biomarkers for lung cancer are long
non-coding RNAs (IncRNAs). These
heterogeneous types of transcripts
have various fundamental functions
in gene regulation and are involved in
the pathogenesis of human cancers
[6-11]. A comprehensive study to find
the IncRNA and mRNA signature in lung
adenocarcinoma samples and normal
tissues has identified more than two
thousands IncRNAs with differential
expression in these two sets of sam-
ples [12]. More recently, the IncRNA
opa interacting protein 5-antisense 1

(OIP5-AST) has been shown to be
involved in the pathogenesis of lung
adenocarcinoma through sponging
miR-448 and indirectly altering the
expression of Bcl-2 [13]. The present
study aimed to assess the expression
level of OIP5-AST in NSCLC samples
compared with their corresponding
adjacent non-cancerous tissues (ANCTSs).
We hypothesized that the expression
level of this IncRNA is higher in can-
cerous tissues compared with ANCTs
in association with patients’ clinical
data.

Methods

Patients’ samples

A total of 32 patients with definite diag-
nosis of NSCLC who were admitted at
Labbafi-Nejad Hospital during 2015 and
2016 entered the study. Lung cancer
tissues and the corresponding ANCTs
were removed during surgery and snap-
frozen in liquid nitrogen instantly. All
patients signed the informed consent
forms. The study protocol was approved
by the ethics committee of Shahid
Beheshti University of Medical Sciences
(IR.SBMU.MSP.REC.1395.525).

Sampling and

RNA extraction

Total RNA was isolated from cancerous
tissues and ANCTs using the TRIzol™
Reagent (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA)
based on the protocol provided by the
company except for inclusion of a DNase
| treatment step. RNA concentration was
assessed by 260/280 nM absorbance

Tab. 1. The primers and probes sequences and PCR product length.

Primer
Gene . Product
Primer and probe sequence and probe
name length
length
F: AGCCTAAGATGAGAGTTC 18
HPRT1 R: CACAGAACTAGAACATTGATA 21 88
FAM -CATCTGGAGTCCTATTGACATCGC- TAMRA 24
F: TCAGCCTCCCAAGTAGCTAGG 20
OIP5-AS1 R: GTCCCAGCCTTTTCAGCCTAG 21 77
FAM- CGCACCACCACGCTCAGCCTGATT-TAMRA 24

PCR - polymerase chain reaction

using Nanodrop equipment (Thermo
Scientific).

cDNA synthesis and quantitative
real-time polymerase chain reaction
(RT-PCR)

Applied Biosystems High-Capacity cDNA
Reverse Transcription Kits was used for
cDNA synthesis based on the manu-
facturer’sinstructions. Afterwards, synth-
esized cDNAs were stocked at -20 °C
until PCR was performed. Primers and
probes used for PCR were designed
using the allele ID 7 for x64 Windows
software (Premier Biosoft, Palo Alto,
USA). HPRT1 was chosen as the reference
gene.The primers and probes sequences
and PCR product length are shown in
Tab. 1. All experiments were performed
on the rotor gene 6000 corbett RT-PCR
System. Applied Biosystems TagMan®
Universal PCR Master Mix was used
for quantification of relative levels of
transcripts. PCR program included
a denaturation step at 95 °C for 10 min,
followed by 40 cycles of 95 °C for 10 sec
and 60 °C for 60 sec. The final extension
step was performed at 72 °C for 5 min.

Statistical analysis

SPSS version 18 (Chicago, IL, USA) was
used for statistical analysis. Relative
expression of OIP5-AS T in tumoral tissues
compared with ANCTs was assessed
using Ln [EfficiencyAACT] values. The
association between OIP5-AS1 relative
expressions and clinicopathologic
data of patients was estimated using
Chi-square test. Spearman correlation
coefficient was calculated to assess the
correlation between OIP5-AST transcript
levels and patient’s age. To test the
significance of difference in means
of transcript levels between tumor
and ANCT groups we used Kruschke’s
Bayesian estimation to fit two-sample
Bayesian paired t-test. P values less than
0.05 were considered significant.

Results

Relative expression of OIP5-AS in lung
cancer tissues compared with ANCTs
OIP5-AS1 expression levels were
significantly decreased in tumor tissues
compared with ANCTs in total samples
and in male subgroup (Tab. 2).
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Tab. 2. Relative expression of OIP5-AS1 in lung cancer samples compared with ANCTs in age- and sex-based subgroups of pati-
ents (HDI - 95% credible interval based on Bayesian approach).

OIPS-AS expression ~ Sample number
total 32
male 24
female 8
<60 male 15
female 5
> 60 male 9
female 3

Relative expression SD Effect size p 95% HDI
-2.815 0.73 -0.721 < 0.0001 -4.28,-1.37
-2.976 0.9191 -0.718 0.016 -4.75,-1.11
-2.385 1.6 -0.667 0.101 -5.52,0.78
-4.201 1.462 -0.947 0.006 -7.06,-1.24
-1.668 5.15 -0.385 0.406 -10.15,7.24
-1.774 1.288 -0.456 0.12 -4.35,0.75
-2.975 5.533 -0.703 0.223 -11.89, 6.55

ANCT - adjacent non—-cancerous tissue, HDI — human development index, SD - stadard deviation

Association study of

OIP5-AS1 expression and
clinicopathological data of patients
No association was found between re-
lative expression of OIP5-AS1 and clinico-
pathological data of patients (Tab. 3).

Assessment of correlation between
OIP5-AS1 expression and patient’s
age

There was no correlation between pa-
tient’s age and relative expression of
OIP5-AS1 either in tumor tissues or in
ANCTs (Graph 1).

Discussion

The critical roles of IncRNAs in regulation
of genes involved in DNA repair [14],
induction of epithelial to mesenchymal
transition (EMT) [15,16], inhibition of
tumor suppressors [17,18], control of
apoptosis and cellular metabolism [19]
and regulation of nuclear receptors
function [20] potentiate them as
molecular markers of cancer. Expression
levels of several IncRNAs have been
assessed in lung cancer specimens and
cell lines. For instance, the metastasis-
-associated lung adenocarcinoma
transcript 1 (MALATT) has been recog-
nized as a predictive marker of metastatic
capacity of lung cancer cells which acts
through modulation of expression of se-
veral metastasis-associated genes [21].
The maternally expressed gene 3 (MEG3)
has also been involved in the EMT in lung
cancer cells [22]. The oncogenic effects
of OIP5-AST have also been clarified in

Tab. 3. Association study of OIP5-AS1 expression and clinicopathological data of

OIP5-AS1 Total p

up-regulation down-regulation number

patients.

OIP5-AS1
Age
< 60 years 7 (43.8%)
> 60 years 8 (50%)
Gender
male 12 (50%)
female 3(37.5%)
Smoking
yes 12 (48%)
no 3 (42.9%)
Stage
| 6 (85.7%)
Il 3(27.3%)
11l 6 (42.9%)
Subtype
adenocarcinoma 7 (38.9%)
squamous cell carcinoma 8(57.1%)

lung adenocarcinoma recently [13]. This
IncRNA is transcribed in the antisense
direction from the OIP5 gene, an
oncogene overexpressed in numerous
malignancies [23]. While OIP5-AST plays
oncogenic roles in lung cancer [13], in
Hela cells, it inhibits cell proliferation

9 (56.3%) 16 0.723
8 (50%) 16

12 (50%) 24 0.691
5 (62.5%) 8

13 (52%) 25 1
4(57.1%) 7

1(14.3%) 7 0.068
8(72.7%) 1

8(57.1%) 14

11 (61.1%) 18 0.305
6 (42.9%) 14

possibly through interaction with
the RNA-binding protein of human
antigen (RBP HuR) and decreasing its
readiness to target mRNAs of cyclins A
and D1 (CCNA2 and CCNDT) and SIRTT [24].
In an effort to validate the results of the
previous study on the role of OIP5-AS1
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Graph. 1. Correlation between patient’s age and OIPS-AS1 relative expression in tumo-
ral tissues as well as ANCTs (E - efficiency, delta Ct=Ct , ,-Ct, ).

ANCT - adjacent non-cancerous tissue

in lung cancer [13] and assess its po-
tential as a biomarker in these patients,
we evaluated the expression levels of
this IncRNA in NSCLC samples from
Iranian patients compared with the
corresponding ANCTs. However, contrary
to Deng et al. we detected down-re-
gulation of its expression levels in
tumor tissues compared with ANCTs.
Nevertheless, our study is in line with
Deng et al., study regarding the lack of
association between OIP5-AST expression
levels and patient’s age. We also assessed
the association between its expression
levels and history of smoking in patients
as well as disease stage and found no
associations. The latter parameters were
not evaluated in Deng et al. study. The
discrepancy between the results of our
current study and those of Deng et al. [13]
can be explained by the heterogeneity of
samples in our study (comprising both
adenocarcinoma and squamous cell
carcinoma) or the inherent difference
in the pathogenesis of lung cancer due
to geographic-related dissimilarities or
hazards exposures. A previous study
revealed geography-related patternsinthe
methylation profiles of NSCLC tumors [25].
Moreover, exposure to inorganic dusts,
heavy metals and chemical compounds
has been associated with lung cancer
risk in Iranian patients [26]. Thus, the

possibility of specific geographic-based
hazards and their possible effects on gene
expression signature cannot be ignored.
Consequently, population-based studies
are needed to explore the role of IncRNAs
in the pathogenesis of cancers in each
region to design appropriate targeted
therapies for each population.
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REVIEW

A Combined Bioinformatics and Literature
Based Approach for Identification

of Long Non-coding RNAs That Modulate
Vitamin D Receptor Signaling in Breast Cancer

Kombinovany bioinformaticky a literarni pfistup k identifikaci
dlouhych nekddujicich molekul RNA, ktere moduluji signalizaci

pres receptor vitaminu D u karcinomu prsu

Kholghi Oskooei V., Ghafouri-Fard S., Omrani MD

Department of Medical Genetics, Shahid Beheshti University of Medical Sciences, Tehran, Iran

Summary

Background: Long non-coding RNAs (IncRNAs) as an important fraction of human transcrip-
tome have been shown to exert fundamental role in regulation of signaling pathways implica-
ted in carcinogenesis. Among them is vitamin D receptor (VDR) signaling whose participation
in various cancers including breast cancer (BC) is evident. In spite of the presence of several
evidences for participation of IncRNAs as well as VDR signaling in BC pathogenesis, no com-
prehensive study has evaluated the link between IncRNA dysregulation and VDR signaling in
BC. Aim: To introduce a bioinformatics approach for identification of IncRNAs that modulate
VDR signaling in BC. This approach includes co-expression analysis, in silico identification of
IncRNAs that target VDR and literature search. Conclusions: Tens of IncRNAs are predicted to
affect VDR signaling. Among them are some IncRNAs such as MALATT which has prominent
role in BC pathogenesis. Identification of the IncRNAs that influence VDR gene expression is
possible through in silico analysis. Considering the prominent role of VDR in BC pathogenesis
as well as availability of VDR modulating agents, evaluation of VDR signaling pathway and re-
lated networks are of practical significance and bioinformatics tools are expected to facilitate
such action.

Key words
vitamin D receptor — long non-coding RNAs - co-expression - bioinformatics - calcitriol recep-
tor — computational biology
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A COMBINED BIOINFORMATICS AND LITERATURE BASED APPROACH FOR IDENTIFICATION OF LONG NON-CODING RNAS

Souhrn

Uvod: Bylo prokézano, ze dlouhé nekédujici RNA (IncRNA) jako dleZita frakce lidského transkriptomu hraji zésadni roli pfi regulaci signalnich
drah, které se podileji na karcinogenezi. Mezi nimi je signalizace receptoru vitaminu D (VDR), jejiz Ucast na rliznych nadorech v¢. nadoru prsu
(breast cancer - BC) je patrnd. Navzdory pfitomnosti nékolika dikazi ucasti IncRNA, stejné jako signalizace VDR v patogenezi BC, zddna souhrnna
studie nehodnotila vztah mezi dysregulaci IncRNA a signalizaci VDR u BC. Cil: Zavést bioinformaticky pfistup k identifikaci IncRNA, které moduluji
signalizaci VDR u BC. Tento pfistup zahrnuje koexpresni analyzu, in silico identifikaci IncRNAs, které jsou zaméreny na VDR a literarni vyhleda-
vani. Zdvér: Predpoklada se, ze desitky IncRNA ovlivni signalizaci VDR. Mezi nimi jsou nékteré IncRNA, jako je MALATT1, ktery ma vyznamnou roli
v patogenezi BC. Identifikace IncRNA, které ovliviiuji expresi genu VDR, je mozna pomoci in silico analyzy. Vzhledem k prominentni roli VDR
v patogenezi BC a dostupnosti modulac¢nich cinidel VDR je hodnoceni VDR signaliza¢ni drahy a souvisejicich siti praktického vyznamu a nastroje

bioinformatiky by mély usnadnit tuto ¢innost.

Key words

receptor vitaminu D - dlouhé nekédujici molekuly RNA - koexprese — bioinformatika - receptor kalcitriolu - vypocetni biologie

Introduction

Breast cancer (BC) as the most common
women’s malignancy is regarded as an
important health problem [1]. Several
researchers have identified biomarkers for
early detection or prognosis evaluation
of BC patients [2-4]. Among pathways
which involvement in BC pathogenesis
has been well studied is vitamin D
receptor (VDR) signaling pathway.
The VDR is a member of the nuclear
class Il receptor family and a ligand
transcription factor that facilitates the
roles of 1,25-dihydroxyvitamin D3 in
cell growth and differentiation [5]. In
BC samples, VDR expression has been
negatively associated with aggressive
tumor features, such as large tumor
size, hormonal receptor negativity,
and triple-negative subtype [6]. In
addition, elevated expression of VDR
in breast tumors has been associated
with a lower risk of cancer-associated
mortality [7,8]. The protective effect of
vitamin D against other types of human
cancers, such as skin cancer, has also
been documented [9]. Such effect has
been associated with alterations in the
expression of certain transcripts includ-
ing long non-coding RNAs (IncRNAs)
in a way that these IncRNAs have
been suggested as skin cancer bio-
markers which are secreted into the
blood or urine via exosomes [10]. In
general, IncRNAs comprise an important
portion of human transcriptome with
fundamental roles in virtually every
aspect of cell physiology [11]; their
aberrant expression has been associated
with pathologic conditions such as
cancer [12-18]. More specifically, VDR-

regulated IncRNAs has been shown to
participate in imprinting, tumor sup-
pression and invasion/metastasis which
implies their involvement in the protec-
tive effect of VDR signaling against skin
cancer [10]. LncRNAs expression in skin
cells changes in response to vitamin D
in a way that diminishes their oncogenic
activity while increasing their tumor
suppressive role [9]. In BC, there is also
evidence for the presence of a link
between VDR signaling and IncRNAs.
For instance, H19 has been shown to be
up-regulated in a significant proportion
of BC tissues [19]. On the other hand,
H19 has been shown to suppress VDR
expression via microRNA 675-5p (miR-
675-5p) in colon cancer. Besides, H19 up-
regulation leads to vitamin D resistance
both in vitro and in vivo [20]. Recently,
we have introduced a bioinformatics
approach for identification of miRNAs
implicated in BC [21].

In spite of the presence of evidence
supporting the individual role of
IncRNAs as well as VDR signaling in BC
pathogenesis, no comprehensive study
has evaluated the link between IncRNA
dysregulation and VDR signaling in BC.
Consequently, in the present study, we
introduce a bioinformatics approach for
identification of IncRNAs that modulate
VDR signaling in BC.

Material and Methods
Co-expression analysis

In order to find IncRNAs, which are co-
expressed in breast tissues with VDR,
we used co-LncRNA. This web-based
computational tool facilitates detection
of Gene ontology (GO) annotations

and Kyoto Encyclopedia of Genes and
Genomes (KEGG) pathways that are
influenced by co-expressed protein-cod-
ing genes and IncRNAs. Co-expression
pattern of IncRNAs and protein-coding
genes has been retrieved from publicly
available human RNA-Seq datasets,
comprising 241 datasets from 6 560 total
datasets which exemplify 28 tissue
types/cell lines. Subsequently, IncRNA
combinatorial influence on particular
GO annotations or KEGG pathways is
analyzed [22]. Spearman rank order
correlation analysis was used to define
the relationship between expression
of VDR and certain IncRNAs. For such
purpose, a Spearman correlation rank
order correlation coefficient higher than
0.5 and p value less than 0.001 were
regarded as statistically significant.

In silico identification of IncRNAs

that target VDR

LncRNA2Target tool was used for
identification of IncRNAs that function
upstream of VDR. This database provides
the list of IncRNA targets, which have
been identified through IncRNA
knockdown or overexpression expe-
riments [23].

Identification of IncRNAs with
genomic changes in breast cancer
Subsequently, we used the cBioPortal
for Cancer Genomics tool and the
Catalogue of Somatic Mutations in
Cancer (COSMIC) to find IncRNAs that
harbor genomic alteration in BC tissues.
The cBioPortal for Cancer Genomics
facilitates discovering, envisioning, and
analyzing multidimensional cancer
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Tab. 1. Summary of IncRNAs that possibly regulate VDR signaling in breast cancer.

Interaction
. o Interaction with  with tumor
Somatic Copy num- Transcriptional .
IncRNA g tumor suppressors suppressor Disease name
ber alterations regulator
or oncogenes or oncogene
miRNAs
breast cancer [29],
amplification colorectal cancer [30],
PVTI1 (14-26%) GATA3, cMYC, ZNF217, TP53, FGFR1, TTN BT Ee Rl
gastric cancer [32]
FAM66A deletion (0.5-6%)
FAM66B deletion (1.2-5.8%) TP53
FAMS83 . . 0 breast cancer [33],
H-AST amplification (20%) cMYC, ZNF217 colorectal cancer [34]
FLG-AST  amplification (20%) ERBB2 SEEIEIBEC
carcinoma [35]
LGALS8-AST amplification (4-23%) FGFR1, ERBB2
SMG7-AS1  amplification (3-21%) TP53, FGFR, ERBB2
LINC00672 amplification (3-8%) ERBB2 endometrial cancer [36]
LINC00968 amplification (4—13%) ERBB2 eSiel @l
cancer [37]
LINCO1132 amplification (4-24%) GATA3, cMYC, ZNF217 P53, FCG,\;YR'CERBBZ’ mir-31
MIR205HG amplification (5-26%) TP53, PTEN, FGFR1, TTN
PRSS51 deletion (5%)
ZFHX4-AS1  deletion (6-17%) FGFR1
WFDC21P amplification (9%)
RGS5 amplification (4-23%) A7) I [?’8]' Rl
cellular carcinoma [39]
OVAAL amplification (20%) cMYC, GATA3, ZNF217 ERBB2, FGFR1, MU16 endometrial cancer [40]
RUSC1-AS1 amplification (6-21%) PTEN
C10RF220 amplification (3-21%)
FAM157C deletion (2%) ERBB2
FAM66E deletion (1-6%)
e cMYC, ERBB2, FGFR1,
LINC01588  amplification (2%) TTN, GATA3
. . breast cancer [41], blad-
[0 -
LINC00346 deletlop (19), amplif der cancer [42], hepato-
cation (2-5%) .
cellular carcinoma [43]
LINC00511 amplification (4-25%)  cMYC, GATA3, ZNF217 PTEN srastenerliibman:
-small cell lung cancer [45]
SNHG6  amplification (6-15%) cMYC PTEN, TP53 gastric cancer [46], hepa-
tocellular carcinoma [47]
deletion (1%), amplifi- . breast cancer [48],
MALATT cation (0.4-3%) CMYC, GATA3 mir-155 gastric cancer [49]
breast cancer [50],
SNHGT6 amplification PTEN, TP53 mir-31 colorectal cancer [51],

(6-11%) bladder cancer [52],
neuroblastoma [53]

IncRNA - long non-coding RNA, VDR - vitamin D receptor,
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co-expression analysis of IncRNA
with VDR

!

identification of VDR
upstream IncRNAs

)

CNV and mutation screening of IncRNAs

predictive interaction analysis of IncRNA with miRNA, oncogenes
and tumor suppressor genes

literature review

Schema 1. The pipeline used for identification of VDR related IncRNAs in breast

cancer.

VDR - vitamin D receptor, IncRNA - long non-coding RNA, CNV - copy number variation

genomics data at genetic, epigenetic,
gene expression, and proteomic le-
vels [24]. COSMIC is regarded as the
most all-inclusive source for discover-
ing the effect of somatic mutations in
human cancer [25].

In silico functional analysis

of IncRNAs

The functional interactions of selected
IncRNAs with tumor suppressor and
oncogenes (including both mRNA coding
and miRNA genes) which are implicated
in BC have been evaluated using two
online tools. AnnoLnc is an online tool
which provides IncRNAs annotations
including their interactions with miRNA
and proteins [26]. The miRcode has
provided a map of possible miRNA target
sites across the complete GENCODE
annotated transcriptome, including more
than 10 000 IncRNA genes so facilitates
the identification of miRNA-IncRNA
interactions [27]. Schema 1 shows the
pipeline used for identification of VDR
related IncRNAs in BC.

Network construction

Pathway studio software [28] was used
for construction of a network among
VDR, miRNAs IncRNAs and mRNA cod-
ing genes.

Results
By using co-IncRNA tool, we could
identify 304 IncRNAs which are co-

expressed with VDR in BC tissues.
Then, we used LncRNA2Target tool to
identify VDR upstream IncRNAs which
led to identification of four IncRNAs
including metastasis associated lung
adenocarcinoma transcript 1 (MALATT),
lincFOXF1, lincTNST and DA125942.
Application of cBioPortal and COSMIC
resulted in identification of 26 IncRNAs
among total 304 IncRNAs which have
been the subjects of amplification,
deletion or mutation in BC tissues. Finally,
we have shown that these IncRNAs
have interactions with transcription
factors, such as MYC, GATA3, ZNF217,
TP53 and ESRT as well as BC related
tumor suppressors or oncogenes (RBT,
PTEN, CCND1, ERBB2, FGFR1, MAP3KI1,
MUCT16, PIK3CA and TTN). In addition, the
interactions of the selected IncRNAs with
oncomiRs (miR-125b, miR-205, miR-17-92,
miR-206, miR-200, miR-146b, miR-126,
miR-335 and miR-31) as well as tumor
suppressor miRNAs (miR-10b, miR-
21, miR-155, miR-373 and miR-520c¢)
have been demonstrated. Tab. 1 shows
the summary of IncRNAs that possibly
regulate VDR signaling in BC. Using
Pathway studio, we designed a network
among VDR, miRNAs, IncRNAs and mRNA
coding genes. By using “regulation’, “direct
regulation’, “binding’, “promoter binding”
and “expression”filters, 829 genes (includ-
ing MRNA coding, IncRNAs and miRNAs)
were retrieved that interact with VDR.
Subsequently, we narrowed the search

by exclusive inclusion of cancer related
genes which led to construction of the
desired network.

Discussion

In addition to protein coding mRNAs
which have been documented to be
regulated by VDR through application
of microarray based methods, miRNAs
and IncRNAs have been shown to be
regulated by this signaling pathway as
well. Several patterns of co-expression,
co-regulation and interactions have been
revealed through integrated analyses
of mRNA, miRNAs and IncRNAs [54].
Animal studies have shown the effect of
VDR on IncRNA expression in a way that
in VDR null mouse epidermis, mHOTAIR,
MALATT and SRA are up-regulated
while Foxn2-as, Gtl2-as and H19-as are
down-regulated [55]. However, VDR
transcriptome puzzle has many gaps
which is mostly originated from the
scarcity of RNA-Seq data focused on VDR
function [54]. With the purpose of fill-
ing such knowledge gap, in the present
study, we aimed at identification of
the complex network between IncRNA
expression, VDR signaling and BC us-
ing a novel bioinformatics approach.
Previously, several bioinformatics
approaches have been suggested for
identification of disease or phenotype
related VDR downstream networks -
combination of VDR and chromatin
immunoprecipitation (ChlP)-Seq studies
with genome-wide association studies
or combination of VDR ChlIP-Seq with
Cancer Genome Atlas (TCGA) data to
evaluate the influence of VDR target
genes in tumorigenesis process [56].
In the present study, using co-LncRNA
tool, we assessed IncRNAs that are co-
expressed with VDR in BC tissues. To find
more clinically relevant candidates, we
used other tools to identify those with
genomic alterations in BC tissues and
assess their interactions with known
tumor suppressor genes and oncogenes.
The final IncRNA list provided by this
approach offers researchers potential
candidates for functional or expression
analyses. Finally, we demonstrated the
interaction network between mRNA
coding genes, IncRNAs and VDR. As
demonstrated in this network, LINC00261
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is among IncRNAs which bind to VDR.
LINC00261 is a tumor suppressor which
decreases the stability of Slug proteins
leading to inhibition of epithelial-
mesenchymal transition [57]. SLUG
has been previously shown to bind
to the E2-box sequences of the VDR
gene promoter leading to suppression
of VDR gene expression through
chromatin remodeling [58]. MALATT as
a well-known IncRNA in VDR signal-
ing pathway has been demonstrated
to interact with several genes in this
network. However, due to scarcity
of experimental data regarding the
interactions between IncRNAs and VDR,
this network does not include many of
putative IncRNAs. Future experimental
studies would help in enrichment of this
network.

Identification of the IncRNAs that
influence VDR gene expression is pos-
sible through genome-wide orindividual
gene expression analysis following
silencing or overexpressing each IncRNA.
However, such experiments are time-
consuming and need prior identification
of potential candidates which are
expected to influence or be influenced
by VDR signaling pathway. Consider-
ing the prominent role of VDR in BC
pathogenesis as well as availability of
VDR modulating agents, evaluation
of VDR signaling pathway and related
networks are of practical significance
and bioinformatics tools are expected to
facilitate such action.
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PREHLED

Monoklonalni gamapatie nejasného vyznamu

(MGUS)

Monoclonal Gammopathy of Undetermined Significance (MGUS)

Sandecka V., Pour L., Adam Z., Krej¢i M., Stork M., Sev¢ikova S.2, Kral Z."

'Interni hematologické a onkologicka klinika LF MU a FN Brno
?Babakova myelomovd skupina, Ustav patologické fyziologie, LF MU, Brno

Souhrn

Vychodiska: Monoklonalni gamapatie nejasného vyznamu (monoclonal gammopathy of unde-
termined significance — MGUS) patii mezi nejcastéjsi premaligni stavy. Riziko maligni transfor-
mace je pfiblizné 1 % za rok. MGUS typu IgG a IgA jsou prekurzory pro mnohocetny myelom
(MM), MGUS z lehkych fetézct (light-chain MGUS) pro MM z lehkych fetézcl. IgM MGUS je pre-
kurzor pro Morbus Waldenstrom (MW), nebo jiné lymfoproliferativni onemocnéni. Cil: Klinicky
priibéh pacientd s asymptomatickou monoklonalni gamapatii (MG) zavisi na nékolika klicovych
biomarkerech, mezi které patfi — koncentrace a typ sérového paraproteinu (M proteinu) v séru,
pomeér volnych lehkych fetézcli v séru (free light chain ratio - FLC), infiltrace kostni diené plaz-
mocyty, pokles jedného nebo dvou polyklonélnich imunoglobulind (imunoparéza), stabilita kon-
centrace sérového M proteinu v Case (evolving a non-evolving typ MGUS), pomér fenotypové
normalnich a abnormalnich populaci plazmocytt v kostni dieni za pomoci flowcytometrické ana-
lyzy a pfitomnost cirkulujicich plazmocyt v periferni krvi. V soucasné dobé jsou znamy tfi rizikové
stratifikacni modely predikce transformace MGUS do maligni formy monoklondlni gamapatie -
MAYO, PETHEMA a CMG model. Cilem vsech tii modelu je spravna identifikace prognostickych
marker(, na zakladé kterych lze MGUS pacienty rozdélit na pacienty s nizkym rizikem progrese
(low-risk MGUS) a vysokym rizikem progrese (high-risk MGUS). Zdvér: Tento prehledovy ¢lanek
piinasi pohled na definici, patogenezi, diagnosticky algoritmus, klinicky vyznam a stratifikaci
pacientt s MGUS s naslednym doporucenim intervald dispenzarizaci podle rizikovosti pacienta.

Klicova slova
monoklonalni gamapatie nejasného vyznamu — mnohocetny myelom — progrese - rizikové faktory

Summary

Background: Monoclonal gammopathy of undetermined significance (MGUS) is one of the most
prevalent premalignant conditions associated with a risk of malignant transformation to multiple
myeloma (MM) or other forms of lymphoproliferative disorders with risk of progression of approxi-
mately 1% per year. IgG and IgA MGUS are precursor conditions of multiple myeloma (MM), whereas
light-chain MGUS is a precursor condition of light chain MM. IgM MGUS is a precursor condition of
Waldenstrom macroglobulinemia (MW) or other lymphoproliferative diseases. Aim: Assessment of
the risk of progression of patients with asymptomatic monoclonal gammopathies (MG) is based on
various factors, including the serum paraprotein (M protein) concentration, isotype of M protein,
serum free light chain ratio, infiltration of bone marrow plasmocytes, reduction of one or two non-
involved immunoglobulin subtype levels (immunoparesis), evolving and non-evolving subtype
of MGUS, ratio of normal/abnormal plasma cells in bone marrow identified by multiparametric
flow cytometry techniques and number of circulating plasma cells in peripheral blood. Three risk
stratification models have been constructed that are useful in daily practice for predicting risk of
progression of MGUS into malignant forms of monoclonal gammopathy — MAYO, PETHEMA and
CMG model. The goal of all three models is to identify correctly prognostic markers that can divide
patients into low-risk MGUS and high-risk MGUS groups. Conclusion: This review provides a look at
the definition, pathogenesis, diagnostic algorithm, clinical significance and stratification of MGUS
patients, followed by recommendations for patient risk dispensarisation intervals.

Keywords
monoclonal gammopathy of undetermined significance — multiple myeloma - progression —
risk factors
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MONOKLONALNI GAMAPATIE NEJASNEHO VYZNAMU (MGUS)

Uvod

Termin monoklondlni gamapatie ne-
jasného vyznamu (monoclonal gam-
mopathy of undetermined signifi-
cance - MGUS) je definovan na zakladé
pfitomnosti monoklonalniho proteinu
(M proteinu), ktery lze detekovat v séru
nebo v moci pacienta, a soucasné ne-
jsou splnéna diagnosticka kritéria mno-
ho¢etného myelomu (MM), Walden-
stromovy makroglobulinemie (WM),
primarni AL amyloidézy (AL) ¢i jiného
maligniho lymfoproliferativniho one-
mocnéni [1]. V podstaté jde o klinicky
némy, bezptiznakovy stav vyznacujici se
pozvolnou klondlni a nezhoubnou pro-
liferaci plazmatickych bunék produkuji-
cich M protein, ktery je ale potencialné
maligni [2]. Kazdému MM predchazi vy-
vojové stadium MGUS [3]. Nazev MGUS
byl zavedeny v roce 1976 Kylem. Jde
o nejcastéji se vyskytujici MG [4]. V sou-
¢asné dobé jsou popsany dva druhy
MGUS - lymfoidni typ (nebo lymfoplaz-
mocytarni typ) a plazmocytarni typ. Pfi-
blizné 15-20 % pacientl z celkového
poctu MGUS produkuje IgM typ M pro-
teinu a ma lymfoidni nebo lymfoplaz-
mocytarni fenotyp. Naopak vétsina non
IgM pacientl s MGUS ma plazmocytéarni
fenotyp. Incidence M proteinu klesa na-
sledovné - IgG > IgA > Ig z lehkych fe-
tezcd > IgD > IgE. Osoby s plazmocy-
tarnim typem MGUS maji vyssi riziko
progrese do MM nebo jinych plazmo-
celularnich nemoci. Osoby s lymfoid-
nim typem MGUS mohou progredovat
do MW, lymfomu nebo jinych malignich
lymfoproliferativnich nemoci [3,5].

Epidemiologie MGUS

Vyskyt MGUS je rozdilny u rGznych et-
nickych skupin. U ¢ernoch( je vyssi nezli
u bélochl, nejméné se vyskytuje u Ja-
poncll, coz potvrzuje klinickd studie,
kde vyskyt M proteinu byl u 8,6 % cer-
nochd z 916 osob ve srovndni s 3,6 %
u bélochl a 2,7 % u Japoncu [6]. Roz-
dilnd se jevi i prevalence MGUS v sou-
vislosti s vékem. U ¢ernochll v ghanské
populaci je prevalence stejna, s vékem
se nezvysuje (5,33 % v 50-54 letech,
5,38 % v 70-74 letech), na rozdil od oby-
vatel( USA (bélosi i Afroamericané), kde
prevalence MGUS s vékem stoupa [3].
U osob mladsich 50 let se vyskytuje

v 0,2 %, nad 50 let v 1-1,7 %, nad 70 let
jizv 3 % a v obdobi nad 80 let dokonce
ve 4-5 % [7]. Nemalou ulohu v incidenci
MGUS sehravaji genetické zmény. Ge-
netickd predispozice pro vyskyt MGUS
je opfena o skutecnost, Ze u piibuznych
1. linie osob s MGUS je vyskyt MM 3,7x
Castéjsi nez u bézné populace. Nicméné
typickd mendelovskd dédi¢nost neni
znama [8].

Patogeneze MGUS
Zakladni biologické, molekuldrni a ge-
netické mechanizmy vzniku MGUS ne-
jsou zatim pIné objasnény. Vliv Zivotniho
prostiedi, fyzikalnich a chemickych fak-
torll (expozice azbestu, hnojiviim, mine-
ralnim olejlim, pesticidim, radiaci, obe-
zita) zfejmé souvisi s vyvojem MGUS
a MM [9]. Podobné casté nebo chro-
nické infekce, autoimunitni onemocnéni
mohou také souviset s patogenezi one-
mocnéni a jsou spojované s vyssi frek-
vendi jak u MGUS, tak u MM. Malik et al
uvadi, ze u 39 (66 %) z 59 pacientl dia-
gnéze MGUS predchazela infekce He-
licobacter pylori [10]. Studie s mensim
poctem pacientll z Olmsted County na-
opak neidentifikovala vyssi vyskyt Heli-
cobacter pylori u pacientt s MGUS [11].
Rada studii prokazala, ze stejné jako
jiné nadorové choroby je i MM typicky
vyskytem specifickych genetickych od-
chylek. Podstatnymi nalezy jsou pfre-
devsim chromozomové aberace, a to
translokace zahrnujici gen pro tézky re-
tézec Ig (immunoglobulin heavy chain -
IGH), poc¢etné chromozomové zmény
rozdélujici pacienty na hyperdiploidni
(HD) a non-HD (NHD) skupinu ¢i de-
lece zahrnujici tumor-supresorové geny
RBT a TP53. Cilené vysetieni téchto chro-
mozomovych zmén je doporucovano
v rdmci rutinnich analyz pfi stanoveni
diagnozy a je také souddsti rizikové stra-
tifikace pacientd s MM [12,13]. Diky pro-
kédzané biologické pfibuznosti MGUS
a MM neni prekvapivé, Ze stejné chro-
mozomové aberace jsou detekovéany
i u pacientd s MGUS. Zatimco u MM jsou
tyto abnormality spojeny se znamou
prognostickou ¢i prediktivni hodno-
tou, vyznam jejich pfitomnosti ve stadiu
MGUS zlstava nejisty. Vyskyt genovych
mutaci a jejich prognosticky vyznam je
u diagnézy MGUS stejné neprobadanou

oblasti jako v pfipadé chromozomovych
aberaci [14].

Diagnostika MGUS

Elektroforéza bilkovin

Analyza séra a moci je nezbytna u viech
paraproteinemii. Nejlepsim laborator-
nim screeningem pro prikaz M proteinu
v séru a v moci zlstava kvalitni elekt-
roforéza bilkovin. Jako délici médium
(nosi¢) se nejcastéji vyuzivd agardza
a acetylovana celuléza. V poslednich le-
tech pronikd do velkych rutinnich labo-
ratofi klinické biochemie kapilarni elekt-
roforéza (capillary electrophoresis — CE).
Soucasné elektroforetické metody jsou
velmi citlivé a dokdzou zachytit M-gra-
dienty kolem 0,5g/1 [15].

Imunofixace

Pfi prikazu M-gradientu nebo podezieni
na jeho ptitomnost v elektroforeogramu
by pro potvrzeni nebo vylou¢eni M pro-
teinu méla nasledovat imunofixaéni
elektroforéza séra nebo moci. Imunofi-
xace je nezbytnd pro urceni imunoglo-
bulinové tfidy M proteinu a pro uréeni
antigenniho typu lehkych fetézcl Ig (im-
munoglobulin light chain - IGL) [16].

Stanoveni volnych lehkych fetézcii
Denni produkce polyklonalnich volnych
lehkych fetézct Ig (free light chains -
FLC) u zdravych jedincl je asi 500 mg.
Tyto lehké fetézce jsou vylucovény glo-
meruly a prakticky kompletné absor-
bovany v proximalnich tubulech, takze
denné je vylu¢ovano moci asi 1-10mg
FLC. ZvySené hodnoty polyklondlnich
FLC mohou byt spojeny s autoimunit-
nimi onemocnénimi. Zvysené hodnoty
monoklondlnich FLC a jejich indexu K/L
byvaji spojeny s maligni proliferaci plaz-
matickych bunék, AL amyloidézou a ne-
moci z lehkych fetézcl. Vysoka citlivost
metody na stanoveni koncentrace FLC
v séru i v moci umoznuje jinak obtiznou
diagnostiku tzv. nesekre¢niho myelomu.
U téchto nemocnych a déle i u MM z leh-
kych fetézcl a u AL amyloidozy se jevi
jako vyhodné sledovani koncentrace FLC
v séru, pfipadné v moci. Metoda pouziva
protildtku zaméfenou na vnitini epitop
lehkého fetézce, a tak odlisi FLC od va-
zanych. Jde o citlivou metodu, ktera sta-
novi koncentraci FLC od 2mg/I [17-19].
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Vysetieni para tézkych/lehkych
fetézc imunoglobulinu

(Hevylite™ assay)

Hevylite (heavy/light chain - HLC) je
analyticka metoda rozsitujici dosavadni
moznosti diagnostiky, typizace a moni-
torovani pribéhu malignich MG adalsich
B bunécnych lymfoproliferativnich stavi
v¢. primarni systémové AL amyloiddzy,
primdrni MW a potenciadlné i non-hodg-
kinskych lymfom. Jsou popsana vycho-
diska této nové techniky a metodické
aspekty automatizované kvantitativni
imunochemické analyzy vyuzivajici vy-
soce specifické avidni polyklondlni ov¢i
HLC protildtky s vyznamnym potlacenim
zkFizené reaktivity, jejichz ter¢em jsou
unikatni junkéni epitopy umisténé mezi
konstantnimi doménami molekul IGH
a IGL. Tato nova metoda poskytuje re-
produktibilni vysledky i v pfipadé nizké
hodnoty Mig a FLC v séru nebo i v si-
tuaci ,prekryti” M proteinu napf. trans-
ferinem, haptoglobinem nebo C3 sloz-
kou komplementu v ramci standardni
elektroforézy bilkovin séra. Vysetfeni
HLC rozsifuje dosavadni moznosti nejen
v oblasti diagnostiky, ale i ve sféfe moni-
torovéni pribéhu malignich MG s moz-
nosti v€asné detekce remise, relapsu ¢i
progrese nemoci a nepostrada ani pro-
gnosticky potencidl. Skute¢né postaveni
HLC metody oviem vyplyne teprve z vy-
sledk( dalsich prospektivnich randomi-
zovanych studii a ze zkuSenosti redlné
klinické praxe [20,21].

Fenotypova charakteristika
nadorovych plazmatickych bunék

a moznosti jejich separace

Plazmatické buriky (plasma cells — PC) vy-
stavuji na svém povrchu charakteristické
typy antigen(, které slouzi k jejich iden-
tifikaci. Zakladnim znakem vsech PC je
vysoka exprese antigenu CD38 [22]. N&-
dorové zménéné PC viak mohou tento
antigen exprimovat velmi slabé [23].
Pro rozpoznani PC u MG je proto vhod-
néjsi antigen CD138, ktery je exprimo-
van na fyziologickych i patologickych
PC [24]. Pro rozliseni normalnich (normal
plasma cells - nPC) a nddorové zméné-
nych (antigen plasma cells - aPC) plaz-
matickych bunék se vyuzivaji antigeny
CD19aCD56[25]. Pomoci pratokové cyto-
metrie je u MG mozné odlisit dvé zdkladni

bunécné populace - nPC (CD138+ CD19+
CD56-) a aPC (CD138+ CD19- CD56+/-).
Vyuziti protilatek proti znamym charak-
teristickym fenotypovym rysdm PC pak
umoziuje separovat PC do samostatné
suspenze. Tyto protilatky mohou byt kon-
jugovany bud's magnetickymi ¢asticemi
(magneticky aktivovana separace bunék
(magnetic activated cell sorting — MACS)),
nebo s fluorochromy (fluorescenéné akti-
vovana separace bunék (fluorescence acti-
vated cell sorting — FACS)) [26,27]. Pravé
separace PC technikou FACS je v soucas-
nosti nejdokonalejsim postupem v izolaci
nadorovych bunék u pacientd s MGUS.
Nase vyzkumna skupina prokazala, ze
u vzorkl s nizkou vstupni infiltraci PC do-
toty neboli vy3siho vystupniho zastou-
peni PC v ziskané bunécné suspenzi [28].
Navic FACS umoziuje separaci dle vice
povrchovych bunécnych markerd, a tedy
pomoci rlizné fluorescen¢né znacenych
protilatek proti CD138, CD19 a CD56 od-
déleni frakce aPC a nPC. Bylo zjisténo, ze
nPC tvofi u pacientd s MGUS vyznamnéjsi
podil vsech PC nez u pacientd s MM [29].
Pfitomnost nPC pfi nedostatecné separaci
muze pak vyznamné podhodnocovat vy-
sledky naslednych molekularnich analyz.

Klasické cytogenetické metody
Klasické cytogenetické vysetfeni ka-
ryotypu zaloZzené na analyze metafaz-
nich chromozom( je zlatym standardem
u mnoha hematoonkologickych malig-
nit, avsak u MG je obecné problema-
tické. Abnormalni klon PC mé v ¢asnych
stadiich MG casto nizkou prolifera¢ni ak-
tivitu a vétsina kultivaci ziskanych hod-
notitelnych metafazi pochazi z jinych
bunék kostni dfené. | kdyz ma tedy kla-
sickd cytogeneticka analyza u MM své
specifické misto a je Casto soucasti ru-
tinni diagnostiky v fadé laboratofi, apli-
kace tohoto postupu u celkové malého,
pomalu se déliciho klonu PC u pacientud
s MGUS neni v souvislosti s jejich pro-
gndzou pfilis vypovidajici [30].

Vysetieni specifickych
chromozomovych aberaci pomoci
fluorescencni in situ hybridizace
(FISH)

Metoda I-FISH je u MG v soucasnosti nej-
rozsifené;jsi molekularné-cytogenetickou

technikou umoZznuijici cilené testovani spe-
cifickych chromozomovych aberaci [12].
Pomoci metody I-FISH je u pacientd s MM
mozné zachytit chromozomové abnor-
mality az v 90 % piipadl [31].

Stanoveni diagnézy MGUS
Diagn6za MGUS se stanovuje ,per
exclusionem’, tzn. na podkladé spl-
néni viech vytyéenych laboratornich
kritérii a po vylouceni jiné MG, pfip. ji-
ného zhoubného B lymfoproliferativ-
niho onemocnéni [2]. Diagnosticka kri-
téria byla dle International Myeloma
Working Group (IMWG) aktualizovana
v roce 2016. Hodnota M proteinu v séru
(non-IgM typ) musi byt pod 304g/I,
pocet klondlnich plazmocytt (PCs)
v kostni dieni nesmi pfesdhnout hod-
notu 10 %, u MGUS z lehkych fetézcl
musi byt pfitomnd abnormalni hod-
nota FLC poméru (< 0,26 nebo > 1,65)
a nejsou znamky organového posko-
zeni (CRAB symptomy), které by souvi-
sely s plazmoceluldrnim onemocnénim
(tab. 1) [32].

Prognostické faktory maligni
transformace MGUS
Riziko maligni transformace MGUS do
MM nebo jinych asociovanych nemoci
je priblizné 1 % roc¢né [33,34]. Pro MGUS
typu IgM je riziko maligni transformace
1,5 % ro¢né [35].V minulosti jiz byla pub-
likovana fada studii popisujicich rizné
potencialné rizikové faktory maligni
transformace MGUS. Jako vyznamné
prognostické faktory byly prokazany
predevsim nasledujici parametry:

- koncentrace sérového Mig [36,37];

- stabilita koncentrace sérového Mig
v Case (evolving a non-evolving typ
MGUS) [38];

- izotyp tézkého fetézce Mg [36,37];

+ pomér FLC v séru (FLC ratio) [39];

« pritomnost B-J proteinurie [36];

- infiltrace kostni dfené PC [14,36,38];

+ imunoparéza neklonalnich Ig
[36,40,41];

- pomér fenotypové normalnich a ab-
normdlnich populaci PC za pomoci
flowcytometrické analyzy [42];

- pfitomnost cirkulujicich PC v periferni
krvi [43];

- stanoveni IGH metodikou
hevylite [20,21];
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Tab. 1. Diagnosticka kritéria MGUS, upraveno podle [32].

Non IgM MGUS

M protein <309/

FLC pomér -
Infiltrace KD PC

Organové postizeni

< 10 % klonalnich PC
nepritomnost
C:S/Ca < 2,75 mmol/I

R: S/kreatinin < 177 umol/I
nebo CrCL <40 ml/min

A:Hb > 100 g/I

IgM MGUS
<3049/

nepfitomnost
anémie
hyperviskosity

lymfadenopatie

B: osteolytickych 1ézi/
osteopordzy a kompresivnich

fraktur

< 10 % lymfoplazmocytt

hepatosplenomegédlie

Light chain MGUS

sérum -0 g/l

negativni imunofixace

moc¢ < 500 mg/24 hod

< 0,26 nebo > 1,65

< 10 % klonalnich PC

nepfitomnost

C:S/Ca < 2,75 mmol/I

R: S/kreatinin < 177 pmol/I|
nebo CrCL < 40 ml/min

A:Hb > 100 g/I

B: osteolytickych lézi/
osteoporozy a kompresivnich
fraktur

MGUS - monoklonalni gamapatie nejasného vyznamu, M protein — monoklonalni protein, FLC - free light chains pomér,
KD - kostni dien, PC - plazmocyty, CRAB (organové postizeni pfi mnohocetném myelomu - C - calcium, R - renalni insuficience,
A —anémie, B — bone lesions), Ca — kalcium (mmol/l), CrCL - klirens kreatininu (ml/min), Hb — hemoglobin (g/1)

- DNA aneuploidia a cytogenetické
zmény [30,31].

Ze zobrazovacich vysetfeni maji své
misto v predikci rizika maligni transfor-
mace vysetfeni MRI a vysetfeni pozitro-
nova emisni tomografie (PET/CT) [44,45].
Nanestésti vSak zadny z doposud zna-
mych prognostickych marker( nedokaze
zcela samostatné a jednoznacné indivi-
dudlni progndzu jedince s MGUS stanovit.

Rizikové modely maligni
transformace MGUS

MAYO model

V roce 2005 byl Mayo klinikou navr-
zen prvni rizikové stratifika¢ni model
(MAYO model) predikce maligniho zvratu
MGUS. Tento model byl zaloZen na de-
tekci tfi rizikovych faktord - koncent-
race sérového Mlg = 15g/l, non-IgG izo-
typ tézkého fetézce Mlg a abnormdlini
(< 0,26 nebo > 1,65) pomér FLC v séru. Bylo
zjisténo, Ze 58 % pacientll s témito tfemi
faktory v rizikovych hodnotach progreduje
béhem 20 let od stanoveni diagnozy [39].

PETHEMA model

V roce 2007 byl Pethema skupinou pu-
blikovan rizikové stratifika¢ni model
(PETHEMA model) maligni transformace

pacientd s MGUS zalozZeny na stanoveni
procenta fenotypové abnormalnich PC
aPCv ramciviech PCkostni dfené a aneu-
ploidni zmény (tzv. DNA index) pomoci
pratokové cytometrie [42]. Autofi této
studie zjistili, ze pacienti s MGUS, u nichz
je = 95 % PC kostni dfené abnormalniho
fenotypu a zaroven je pfitomna aneu-
ploidie, maji 46% riziko maligniho zvratu
v nadchdzejicich 5 letech sledovani.

O 3 roky pozdéji publikovala tataz
vyzkumnd skupina podobny rizikové
stratifikacni model progrese pacientt
s MGUS, ktery zahrnoval analyzu pro-
porce aPC, stejné jako predchozi model
a kontinudlni hodnoceni stability mnoz-
stvi sérového M proteinu v case. Vyvi-
jejici se MGUS, tzv. ,evolving”, byl de-
finovan jako minimalné 10% zvyseni
koncentrace M proteinu v séru béhem
3 let, jez bylo potvrzeno dvéma nésle-
dujicimi méfenimi po nejméné 1 mésici.
Bylo popsano, ze 72 % pacientll s MGUS
s = 95% proporci aPC v ramci viech PC
v kostni dfeni a ,evolving” charakterem
progreduje béhem nasledujicich 7 let od
stanoveni diagnézy [46], viz tab. 2.

CMG model
V roce 2017 byl Ceskou myelomovou
skupinou navrzen tieti rizikové stratifi-

ka¢ni model (CMG model) predikce ma-
ligniho zvratu MGUS do MM nebo jiné
hematologické malignity. Model byl po-
staven na péti rizikovych faktorech -
koncentrace M proteinu v séru > 159g/I,
patologicky pomér FLC < 0,26 nebo
>1,65, infiltrace kostni dfené plazmocyty
(bone marow plasma cell - BMPC) > 5 %,
imunoparéza a hodnota sérového he-
moglobinu < 1204g/l. Riziko progrese
pfi 10letém sledovani bylo 1,6 % pro
skupinu bez rizikového faktoru; 16,9 %
pro skupinu s 1 rizikovym faktorem;
22,9 % pro skupinu se 2 rizikovymi fak-
tory; 39,4 % pro skupinu se 3 rizikovymi
faktory a 52,3 %, pokud bylo pfitomno
4-5 rizikovych faktorl (p < 0,001). MGUS
skupina, kterd méla 4-5 rizikovych fak-
tor, méla 63x vyssi riziko progrese
pfi porovnani s referen¢ni skupinou
(p < 0,001), viz tab. 2 [47].

Diagnosticky algoritmus MGUS

Spréavné urceni diagnézy MGUS vyza-
duje nejenom odliseni od inicidlnich
forem malignich MG, ale i od MG asocio-
vanych s B lymfoproliferativnimi nebo
jinymi nemalignimi nemocemi. V pri-
béhu sledovani osoby s MGUS je do-
porucen standardni panel vy3etfeni
(krevni obraz, zdkladni biochemické vy-
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Tab. 2. Srovnani rizika maligni transformace MGUS do MM nebo jiné hematologické malignity v riiznych modelech, upraveno

podle [39,42,46,47].

Pocet rizikovych

faktort

low-risk MGUS 5
low-intermediate MGUS 21
high-intermediate MGUS 37
high-risk MGUS 58

ultra high-risk MGUS —

MAYO model (2005)
riziko progrese
ve 20 letech (%)

riziko progrese
v 5 letech (%)

2
10
46

PETHEMA model (2007) PETHEMA model (2010)
riziko progrese
v 7 letech (%)

CMG model (2017)
riziko progrese
v 10 letech (%)

2 1,6
16 17
72 23
- 39
= 52

MAYO model (2005) - ctyri rizikové skupiny pacientl s MGUS definovany na zdkladé pfitomnosti 0-3 rizikovych faktor(: > 15 g/I
koncentrace sérového MIG, non-IgG izotyp tézkého fetézce Mlg a abnormalni pomér FLC v séru. PETHEMA model (2007) - dvé ri-
zikové skupiny pacienti s MGUS definovany na zékladé 0-2 rizikovych faktor(: > 95% proporce aPC v rdmci vsech PC v kostni dieni
a aneuploidie DNA. PETHEMA model (2010) - tfi rizikové skupiny pacientd s MGUS definovany na zakladé 0-2 rizikovych faktor(:
> 95% proporce aPC v ramci vsech PC v kostni dieni a,evolving” povaha sérového MIG. CMG model (2017) - pét rizikovych skupin pa-
cientd s MGUS definovény na zékladé pfitomnosti 0-5 rizikovych faktor(: koncentrace M proteinu v séru > 15 g/l, patologicky pomér
FLC < 0,26 or > 1,65), infiltrace kostni dfené plazmocyty (BMPC) > 5 %, imunoparéza a hodnota sérového hemoglobinu < 120 g/I.

MGUS - monoklonalni gamapatie nejasného vyznamu, MM — mnohocetny myelom, Mlg — monoklondini imunoglobulin, aPC - na-

dorové zménéné plazmatické buriky

Setfeni zahrnujici vysetfeni urey, krea-
tinu, vapniku, celkové bilkoviny, C reak-
tivniho proteinu, B2 mikroglobulinu,
albuminu, laktat dehydrogenazy, jater-
nich enzymd, glukézy, kvantitativni sta-
noveni lg, FLC vysetfeni, imunoelek-
troforézy séra a moci). Vysetreni kostni
dfené neni nutné u asymptomatickych
pacientd se zjevnym IgG MGUS, jest-
lize sérovy M protein je < 159/l a ne-
jsou zndmky orgdnového poskozeni.
Na druhé strané vysetteni kostni dfené
by mélo byt soucasti diagnostického al-
goritmu pro viechny pacienty s MGUS
typu IgA a IgM. Zobrazovaci vysetieni
neni bézné doporucovano u pacientl
s M proteinem typu IgG < 159/l a pfi
M proteinu typu IgA < 109/l bez kost-
nich bolesti. U vSech ostatnich pacient(
je vhodné provedeni RTG celého skeletu,
celotélové MRI, PET/CT nebo PET/MRI
vysetieni [14].

Dispenzarizace MGUS pacientt

Vzhledem k tomu, Ze u pacientdi s MGUS
s délkou sledovani nedochdzi ke snizeni
rizika progrese, je doporuceno jejich ce-
loZivotni sledovani. V prvnim roce sledo-
vani je doporuceno upfesnit dynamiku
narlstu M proteinu (napf. pravidelné vy-
Setfenia 2., 4., 7.a12.mésicv 1 roce) pro
ur¢eni dynamiky MGUS. Pacienti s niz-

kym rizikem by méli byt sledovani po
6 mésicich, a pokud jde o stabilni stav
bez zndmek progrese, pak staci kontrola
jiz pouze kazdé 2-3 roky. Vsichni ostatni
pacienti s MGUS by méli byt kontrolovani
v intervalu po 4-6 mésicich, a pokud jde
o stabilni stav, pak jednou ro¢né [14,47].
Obecné plati, Ze s délkou sledovani pfi
stabilnim MGUS muze klesat pocet kon-
trol. Minimalni interval 1 roku mezi kon-
trolami se zdd z praktického hlediska
optimalni dobou, nebot pfi vétsim roz-
volnéni intervalll se pacienti castéji ztra-
ceji ze systému dispenzarizace.

MGUS a jiné nemoci

Spravné urceni diagnézy MGUS vyza-
duje odliseni od inicidlnich forem ma-
lignich MG, ale i od MG asociovanych
s B lymfoproliferativnimi nebo jinymi ne-
malignimi nemocemi. Pomérné casto je
M protein pfitomen u nonhodgkinskych
lymfomd a chronické lymfatické leu-
kemie. U nenadorovych krevnich one-
mocnéni byla pfitomnost M proteinu ve
zvySené mife pozorovéna u von Wille-
brandovy a Gaucherovy nemoci a u per-
niciézni anémie [48,49]. Pfitomnost
M proteinu je pomérné ¢asto asociovana
s periferni neuropatii a s nemocemi po-
jiva, zejména revmatoidni artritidou,
lupus erythematodus, ankylozujici spon-

dylitidou a revmatickou polymyalgii.
Asociace M proteinu s koznimi nemo-
cemi je zndma. | kdyz M proteiny se ve
vétsiné pripadll nevazou na zadné télu
vlastni antigeny, existuji stavy, kdy nava-
zani M proteinu (IgA typu) v epidermis
na télu vlastni antigen zpUsobi posko-
zeni imunitniho mechanizmu s vysled-
kem vezikulopustulézniho kozniho one-
mocnénis ndzvem IgA pemphigus, ktery
je podobny subkornedlni pustularni der-
matdze [50]. Mezi dalsi kozni nemoci
asociovany s MG patfi nemoci ze sku-
piny mucinéz typu skleredému a skle-
romyxedému [51]. Chronicka kopfivka
a pfitomnost M proteinu jsou pFiznaky
systémové nemoci zvané Schnitzlerdv
syndrom [52]. S vyskytem M proteinu,
nékdy jenom prechodnym, je tfeba po-
¢itat u imunodeficientnich stav(, napt.
pro transplantaci ledvin ¢i jater [2].

Zaveér

Vcasna a spravna identifikace vysoce
rizikovych MGUS pacient(, u kterych
hrozi maligni transformace do MM nebo
vznik jinych hematologickych malig-
nit, je nevyhnutelnd. Rizikové strati-
fika¢ni modely v¢. CMG modelu pfi-
naseji jasnou identifikaci rizikovych
faktor(l, na zakladé kterych mlzeme
MGUS pacienty rozdélit do rizikovych
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skupin. VSichni pacienti by méli podlé-
hat dispenzarizaci ve specializovanych
hematologickych centrech, k ¢emuz
by mél pomoci Registr monoklonal-
nich gamapatii (RMG), pfedstaveny
Ceskou myelomovou skupinou roku
2007 [54]. Z uvedeného plyne, Ze pro-
blematika kolem diagnézy MGUS je ak-
tudlni a zivé a Ze nové znalosti v identifi-
kaci rizikovych faktori by mohly MGUS
pacientim ptinést prospéch z hlediska
oddaleni, popt. az zabranéni maligni
transformace.

Podékovani

Dékuji viem pracovnikdim hematologickych center CR
za sbér klinickych dat v rdmci Registru monoklonalnich
gamapatif a jejich poskytnuti pro Ucely analyz. Taky deé-
kuji statistikim za pomoc pfi zpracovavani a interpretaci
vysledkd.
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POVODNA PRACA

Metastaza do lymfatickych uzlin na krku

pri neznamom primarnom tumore

Carcinoma of Unknown Primary in Head and Neck Region

Uhliarova B.", Navratilova M., Calkovsky V.2, Hajtman A2

'Oddelenie otorinolaryngoldgie FNsP FD Roosevelta, Banska Bystrica
2Klinika otorinolaryngoldgie a chirurgie hlavy a krku, UK JLF a UNM Martin

Sudhrn

Uvod: Metastaza (MTS) do lymfatickych uzlin (LU) na krku pri nezndmom primarnom tumore sa dia-
gnostikuje u 5 % pacientov s malignym nadorom hlavy a krku. V manazmente pacientov s MTS do LU
na krku je vzdy potrebné komplexné pétranie po okultnom nédore. Detekcia origa umoznuje cielenu
Specificku liecbu, ¢o vyrazne zlepsuje prognézu choroby. Materidl a metodika: Retrospektivna ana-
lyza pacientov, ktori boli hospitalizovani na Klinike otorinolaryngoldgie a chirurgie hlavy a krku UK
JLF a UNM v Martine od januara 2012 do septembra 2017 pre MTS do LU krku pri nezndmom primar-
nom tumore. Zamerali sme sa na diagnosticky postup a Uspesnost detekcie primarneho tumoru.
Vysledky: V subore bolo 40 pacientov, priemerny vek 59,4 + 1,5 rokov (35-78 rokov). CT vysetrenie
aj panendoskopické vysetrenie v celkovej anestézii sa vykonalo u vietkych pacientov. Ipsilateralna
tonzilektémia (TE) sa realizovala u 34 (80 %). U zvysnych 6 sa TE neindikovala - u 2 sa zistilo origo pri
panendoskopickom vysetreni a u 4 bola vykonana TE v minulosti. Odber slepych vzoriek z nosohl-
tana, korena jazyka a piriformného recesu na histopatologické vysetrenie sa vykonalo u 38 pacientov
(95 %). PET/CT vysetrenie sa indikovalo u 12 pacientov (30 %). Primérny nador sa nezobrazil ani u jed-
ného z nich. Po realizovanych vysetreniach sa origo diagnostikovalo u 21 (52,5 %). U 16 (40 %) sa pri-
marny nador nasiel v hornom aerodigestivom trakte, u 5 (12,5 %) sa primarny nador nachadzal mimo
ORL oblast. U 19 (47,5 %) sa nepodarilo origo identifikovat. Zdver: Aj napriek vyuzitiu dostupnych
zobrazovacich a endoskopickych metdd nie je mozné primarny tumor vzdy identifikovat.

Kiu¢ové slova
metastdza do lymfatickych uzlin na krku - nezndmy primarny tumor - diagnostika - PET/CT -
panendoskopia

Summary

Introduction: Carcinoma of unknown primary (CUP) in head and neck region is diagnosed in 5%
of patients with malignant tumour of head and neck. In the management of patients with CUP,
complex investigation to diagnose the occult tumour is always necessary. Detection of origin
allows targeted specific treatment that significantly improves the prognosis of the disease. Mate-
rial and methods: Retrospective analysis of patients treated at the Department of Otorhinolaryn-
gology and Head and Neck Surgery of the UK JLF and UNM in Martin between January 2012 until
September 2017 for CUP in head and neck region. Diagnostic procedure and success of primary
tumour detection were evaluated. Results: In study group, there were 40 patients with average
age 59.4 + 1.5 years (35-78 years). CT scan and panendoscopic examination in general anaesthesia
were performed in all patients. Ipsilateral tonsillectomy (TE) was performed in 34 patients (80%).
For the remaining 6 patients, TE was not indicated - 2 found originally in the panendoscopic exa-
mination and in 4 TE was performed in the past. Blinded samples from the nasopharynx, the base
of the tongue and the pyriform recess were taken in 38 patients (95%). PET/CT screening was indi-
cated in 12 patients (30%). The primary tumour did not detect the primary tumour in any of them.
Primary tumour was diagnosed in 21 cases (52.5%). In 16 patients (40%), the primary tumour was
found in the upper aerodigestive tract, in 5 patients (12.5%) the primary tumour was located out-
side the ENT region. The primary tumour was not identified in 19 cases (47.5%). Conclusion: Despite
the modern imaging and endoscopic methods, the primary tumour cannot always be identified.

Keywords
metastasis into cervical lymph nodes - carcinoma of unknown primary - diagnosis - PET/CT -
panendoscopy
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METASTAZA DO LYMFATICKYCH UZLIN NA KRKU PRI NEZNAMOM PRIMARNOM TUMORE

Uvod

Nadory hlavy a krku tvoria 3-5 % zo v3et-
kych novodiagnostikovanych malignit
ro¢ne. Najcastejsie sa diagnostikuje spi-
noceluldrny karciném horného aerodi-
gestivneho traktu (t. j. dutina Ustna, oro-
farynx, hypofarynx a larynx) [1]. Pre tieto
tumory je charakteristické skoré meta-
stazovanie (MTS) do regionalnych lym-
fatickych uzlin (LU) na krku [2]. U casti
pacientov s metastatickym postihnutim
LU krku sa vsak primarny proces, z kto-
rého MTS pochadza, nezisti — ide o MTS
pri nezndmom primarnom tumore.

MTS do krénych LU pri nezndmom pri-
marnom tumore, synonyma — okultny
karciném hlavy a krku, MTS ad NL colli e
locoignoto, MTS ad NL colliorigoincerta,
v anglosaskej literatdre oznacovana ako
scarcinoma of unknown primary” (CUP),
je definovand ako histologicky alebo cy-
tologicky dokazana MTS do LU krku bez
nalezu primarneho nadoru. V tejto prob-
lematike sa nejedna o lymfomy a karci-
némy stitnej Zlazy [3].

Patofyziologicky mechanizmus vzniku
MTS do LU pri nezndmom primarnom
tumore nie je dokonale vysvetleny. MTS

4 N
Lateralita Pocet MTS Solidna vs. cysticka
22,5%
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B .
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Obr. 1. Charakteristika MTS do LU na krku pri nezndmom primarnom tumore.
MTS — metastdza, LU — lymfatické uzliny
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Graf 1. N stadium MTS do LU krku pri nezndmom primarnom tumore (podla TNM

klasifikacie).

MTS — metastéza, LU — lymfatické uzliny

nemdze vzniknut de novo. Existuju 3 te-

6Orie vzniku:

1. primarny nador existuje, ale nebol
detegovany;

2. primarny nador existoval, ale bol eli-
minovany imunitnym systémom;

3. malignizovana epitelidlna vystelka
kongenitélnej cysty [4]

Material a metodika
V praci sme retrospektivne analyzo-
vali pacientov, ktori boli hospitalizovani
na Klinike ORL a ChHaK UK JLF a UNM
v Martine od janudra 2012 do septem-
bra 2017 pre MTS do LU krku pri nezna-
mom primarnom tumore. Sledovali sme
demografické udaje (pohlavie, vek), rizi-
kové faktory (fajcenie, alkohol), dizku trva-
nia symptémoy, lateralitu, velkost, vysle-
dok histopatologického vysetrenia MTS.
Zamerali sme sa na diagnosticky postup
a Uspesnost detekcie primarneho tumoru.
Charakteristiku siboru pacientov asle-
dované déta sme vyhodnotili pomocou
frekvencnej sumarizacie a deskriptivnej
Statistiky — priemer, medidn, smerodajna
odchylka, kvartil minima a maxima. Roz-
diely medzi sledovanymi parametrami
sme vyhodnotili Standardnymi nepara-
metrickymi testami — Pearsonov c2-test
s Yatesovou korelaciou a Mannovym-
-Whitneyho U testom. Za Statisticky vy-
znamné sme v rdmci vietkych pouzitych
testov povazovali hodnoty hladiny vy-
znamnosti p < 0,05. Na Statisticku ana-
lyzu sme pouzili program STATISTICA
Cz10.

Vysledky

Na Klinike ORL a ChHaK UK JLF a UNM
v Martine bolo v obdobi janudr 2012 az
september 2017 lie¢enych 40 pacientov,
priemerny vek 59,4 + 1,5 rokov
(35-78 rokov), pre MTS do LU na krku pri
nezndmom primarnom tumore.V subore
bolo 29 muZov (72,5 %) a 11 Zien (27,5 %,
p = 0,012). Priemerny vek u muzov bol
59,7 + 1,8 rokov a 58,5 + 2,6 rokov u zien
(p=0,387).

Z rizikovych faktorov sme zazname-
nali fajcenie u 52,6 % a alkohol u 27,1 %.
Priemerna doba trvania tazkosti bola
3 mesiace a 1 + 2 tyzdne.

Median velkosti MTS bol 47,1 +19,5mm
(14-90 mm). MTS v LU sa castejsie dia-
gnostikovala vpravo (23 pacientov;
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57,5 %; p = 0,037). U 1 pacienta sa MTS
postihnutie LU na krku detegovalo
obojstranne. MTS sa castejsie zistila
v 1 uzline (solitarna MTS, 24 pacientov,
60 %; p = 0,023) v porovnani s MTS vo
viacerych LU na krku (16 pacientov,
40 %). Cystickd MTS sa diagnostikovala
u 9 pacientov (22,5 %; p = 0,002) (obr. 1).

Najcastejsie sme zistili MTS v LU v §ta-
diu N2 (60 %, p = 0,021) (graf 1). MTS
boli signifikantne castejsie postihnuté
LU v hornej ¢asti krku — level Il a lll (70 %;
p=0,018) (graf 2). Histopatologickym vy-
Setrenim sa najcastejsie diagnostikoval
zle diferencovany spinoceluldrny karci-
ném (40 %) a nediferencovany karciném
(27,5 %) (graf 3).

U vietkych pacientov bola MTS v LU po-
tvrdend histopatologickym vysetrenim —
z predchéddzajlcej excizie, exstirpacie LU
alebo na zéklade peroperacnej histolégie.
CT vysetrenie sa realizovalo u vietkych
pacientov, a to u 90 % pred panendosko-
pickym vysetrenim v celkovej anestézii.
Samotné ultrasonografia krku predope-
racne bolo realizované u 10 %, tymto sa
nasledne doplnilo aj CT vy3etrenie krku.

Panendoskopické vysetrenie v cel-
kovej anestézii sa vykonalo u vietkych
pacientov. Ipsilaterdlna tonzilektémia
(TE) sa realizovala u 34 (80 %). U zvys-
nych 6 sa TE neindikovala - u 2 sa zis-
tilo origo pri panendoskopickom vyset-
reni a u 4 bola vykonana TE v minulosti.
Odber slepych vzoriek z nosohltana, ko-
rena jazyka a piriformného recesu na
histopatologické vysetrenie sa vykonal
u 38 pacientov (95 %).

PET/CT vySetrenie sa indikovalo
u 12 pacientov (30 %). U 3 pacientov
(7,5 %) sa PET/CT vykonalo este pred pa-
nendoskopickym vySetrenim v celkovej
anestézii. Ani jednom pripade sa PET/CT
vysetrenim origo nezobrazilo. Po panen-
doskopickom vysetreni v celkovej anes-
tézii so slepymi exciziami a ipsilateralnou
TE sa detegovalo origo u 2 z nich (tonzila
a koren jazyka). U zvysnych 9 pacientov
(22,5 %) sa PET/CT realizovalo az po pa-
nendoskopickom vySetreni. Primarny
nador sa nenasiel ani u jedného z nich.

Pacienti boli nasledne odoslani na
konzultéciu onkolégom. Pri nami ne-
detegovanom origu bolo doplnené
plucne, gastroenterologické a gynekolo-
gické/urologické vysetrenie.
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Graf 3. Vysledok histopatologického vysetrenia z MTS.
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Po realizovanych vy3etreniach sme
z poévodného suboru 40 pacientov
diagnostikovali origo u 21 (52,5 %).
U 16 (40 %) sa primarny nador na-
Siel v hornom aerodigestivom trakte,
u 5 (12,5 %) sa primarny nador nacha-
dzal mimo ORL oblast. U 19 (47,5 %) sa
nepodarilo origo identifikovat (obr. 2).

U Zien sa priméarny nador detego-
val najcastejsie v ORL oblasti (54,5 %,
zistilo (55,2 %, p = 0,034). MTS lokali-
zovana v hornej casti krku (level I, 111)
bola spojena s detekciou origa v ORL
oblasti (45,1 %) pripadne sa origo ne-
zistilo (48,4 %). Pri MTS lokalizovanej

v dolnej casti krku sa najéastejsie dia-
gnostikoval primarny tumor mimo ORL
oblast (66,7 %, p = 0,009). Pri MTS ade-
nokarcinému sa origo zistilo mimo ORL
oblast u 90 % (p = 0,0001). Pri MTS epi-
dermoidného karcinému ¢i nediferen-
covaného karcinému sa primarny tumor
Castejsie diagnostikoval v ORL oblasti.
Pri cystickej MTS sa signifikantne cas-
tejsie origo detegovalo v ORL oblasti
(66,7 %, p = 0,009) (tab. 1).

Diskusia

MTS do LU krku pri nezndmom primar-
nom tumore sa zisti u 5 % pacientov
s malignym tumorom hlavy a krku. In-
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Tab. 1. Detekcia primarneho tumoru v sledovanom subore. )
ORL oblast  mimo ORL nezname )
(%) oblast (%) origo (%)

muzi 34,5 10,3 55,2 0,034
zeny 54,5 27,3 18,2 0,027
oblast -1l 45,1 6,5 48,4 0,007
oblast IV-V 0,0 66,7 333 0,009
spino CA G2 571 14,3 28,6 0,021
spino CA G3 50,0 50,0 0,0 0,467
nediferencovany CA 46,2 13,3 40,5 0,012
adeno CA 0,0 90,0 10,0 0,0001
cysticka MTS 66,7 0,0 333 0,009
solidna MTS 323 16,1 51,6 0,036
spino CA - spinoceluldrny karciném, G2 - stredne diferencovany, G3 - zle diferenco-
vany, adeno CA — adenokarcindm, MTS — metastaza

)

\J

Origo?

origo?

I mimo ORL
B ORL oblast

N

neznamy primarny tumor

ORL oblast
tonzila- 10
koren jazyka - 3
nosohltan -2
piriformny reces - 1

Obr. 2. Detekcia primarneho tumoru v sledovanom subore.

cidencia je 0,34/100 000 obyvatelov
za rok. Castejsie sa vyskytuje u muzov
(80 %), priemerny vek je 60 rokov [3,5].
Podobné vysledky sme zaznamenali aj
v nasej studii.

Histologicky sa najcastejSie diagnos-
tikuje MTS epidermoidného karcindmu
(75 %), menej ¢asto MTS nediferenco-
vaného karcinobmu a MTS adenokarci-
nému [3,6]. Aj v nasom subore sa najcas-
tejsie detegovala MTS zle diferencovaného
spinoceluldrneho karcinému (40 %) a ne-
diferencovaného karcindmu (27,5 %).

V etiopatogenéze sa tak ako aj pri os-
tatnych malignych nadoroch horného

aerodigestivneho traktu uplatnuje alko-
hol, faj¢enie, malnutricia, hypovitami-
néza a infekcia fudského papilomaviru
(human papilloma virus - HPV) [7,8]. Tieto
Udaje sa potvrdili aj u nasich pacientov.
Z rizikovych faktorov sme zazname-
nali faj¢enie u 52,6 % a alkohol u 27,1 %.
V manaZmente pacientov s MTS do LU na
krku je vzdy potrebné komplexné pétra-
nie po okultnom néadore. Detekcia origa
umoznuje cielenu Specificku lie¢bu, zlep-
Suje progndzu, znizuje morbiditu asocio-
vanu s externou radioterapiou aj skoru
diagnostiku pripadnej lokoregiondlnej
recidivy. Po ukonceni liecby je potrebna

dlhodobd dosledna dispenzarizacia, pre-
toze origo sa v priebehu dispenzarizacie
zisti u 10-50 %, najcastejsie v orofaryngu,
epifaryngu a hypofaryngu [3]. V dia-
gnostickom postupe ma délezitu ulohu
klinické ambulantné vysetrenie. To za-
hffa celd ORL oblast vratane vlasatej ¢asti
hlavy, kozZe tvare a vonkajsieho zvuko-
vodu. Potrebné je detailné vysetrenie du-
tiny Ustnej a hltana spolu s digitalnou pal-
paciou tonzil a korena jazyka. Sucastou
je endoskopické vysetrenie nosovej du-
tiny, nosohltana, hypofaryngu a hrtana.
Zvysenu pozornost treba venovat typic-
kym lokalitdm vyskytu okultného kar-
cinému - nosohltan, koren jazyka, pod-
nebné mandle a piriformné recesy [3,5,6].
MTS v LU na krku je najcastejsie v oblasti
Il a lll. Lokalizacia MTS pomaha v patrani
po primarnom tumore. Lymfadenopa-
tia v oblasti Il a Ill naznacuje mozné origo
v podnebnej mandli, koreni jazyka, hypo-
faryngu a supraglotickej casti hrtana. Na
druhej strane lymfadenopatia v dolnej
Casti krku (level IV a Vb) svedci skor o pri-
marnom tumore mimo ORL oblast (gas-
trointestindlny trakt, pluca, prsnik, uro-
genitélny trakt) [4,6]. Tieto vysledky sa
potvrdili aj v nasom subore.

Pozornost treba venovat aj nalezu cys-
tickej MTS, ktora sa najcastejsie nacha-
dza v oblasti Il a je typickd pre primérny
nador podnebnej mandle a korena ja-
zyka. Velké cystické MTS su charakteris-
tické aj pre HPV pozitivne nadory hlavy
a krku. Typicky ide o malé karcinémy (T1,
event. nezname origo) orofaryngu (pod-
nebnd mandla, koren jazyka) u mladsich
pacientov (do 60 rokov) s negativnou
faj¢iarskou anamnézou. Histologicky sa
zisti nizko diferencovany nekeratinizu-
juci karciném, bazaloidny typ [7-9].

Dolezitou sucastou diagnostického
algoritmu su zobrazovacie vysetrenia,
ktoré sa odporuca realizovat pred inva-
zivnym chirurgickym vykonom, aby sa
zabranilo falo$nej interpretdcii vysled-
kov. Metédou volby je CT vysetrenie,
ktoré podava detailné morfologické in-
formacie, avsak detekcia origa sa zisti iba
u 10-20 %. MRI vySetrenie ma vyssiu roz-
liSovaciu schopnost jednotlivych tkaniv.
Pomocou MRI je mozne detegovat origo
u 30 % [3,6]. Pri CT/MRI je potrebné zo-
brazit aj prinosové dutiny, aby sa vylu-
¢ilo pripadné origo v tejto oblasti.
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PET je moderna vy3etrovacia me-
téda, ktord umoznuje neinvazivne ur-
¢enie metabolickych pochodov in vivo.
V sucasnosti sa takmer vyhradne pou-
ziva spolu s CT vySetrenim (PET/CT).
Toto vysetrenie je schopné odhalo-
vat metabolické zmeny, ktoré predcha-
dzajui zmeny anatomické (Strukturdlne),
zobrazitelné inymi diagnostickymi me-
todami. Tak je mozné prispiet k lepsej
diagnostike nadorovych choréb a dete-
govat aj existujuce vzdialené MTS [10].
Detekcia okultného karcindomu pomo-
cou PET/CT sa udéava u 30-50 % [11].
Nevyhodou PET/CT je nizdia senzitivita
v diagnostike okultnych karcinémov
Waldayerovho lymfatického okruhu,
ako aj falosna pozitivita tohto vysetrenia
spOsobena fyziologicky zvysenym me-
tabolizmom lymfoepitelového tkaniva
horného aerodigestivneho traktu. Nevy-
hodou je taktiez vyrazne vyssia radiacna
zataz (5-7 mSv pri CT vs. 23-25 mSv pri
PET/CT). Toto vysetrenie je tiez cenovo
drahsie a menej dostupné v porovnani
s CT a MRI vySetrenim [10].

V nami sledovanom subore sa pomo-
cou PET/CT vysetrenia nediagnostikoval
primarny tumor ani u jedného pacienta.
FaloSnu negativitu sme zaznamenali
u dvoch, ktorym sa PET/CT vySetrenim
primarny nador nezobrazil, aviak pri pa-
nendoskopickom vysetreni sa origo naslo.

Na nasom pracovisku je Standardom CT
vysetrenie, ktoré indikujeme pred invaziv-
nym vykonom v celkovej anestézii. PET/CT
vysetrenie v rdmci diagnostického algo-
ritmu u pacientov s MTS do LU na krku pri
nezndmom primarnom neodporicame
ako primarne vysetrenie. Toto vysetrenie by
malo byt rezervované pre pacientov, kto-
rym nebolo konvenénymi zobrazovacimi
metédami ani panendoskopickym vysetre-
nim detegované origo, alebo u pacientov,
u ktorych predpokladdme lokalitu primar-
neho tumoru mimo ORL oblast.

Vysledok cytologického alebo histolo-
gického vysetrenia MTS ur¢i dalsi postup.
Adenokarciném dovoluje suponovat origo
mimo ORL oblast, kdezto u chorého so spi-
nocelularnym ¢i nediferencovanym kar-
cindmom sa primdrny nador s najvac¢sou
pravdepodobnostou nachadza v hornom
aerodigestivnom trakte a je indikované pa-
nendoskopické vysetrenie v celkovej anes-
tézii. Toto vysetrenie sa povazuje za najdo-

leZitejsiu sucast diagnostického algoritmu
pacientov s MTS do LU krku s nezndmym
primarnym tumorom. Ide o kompletné en-
doskopické vysetrenie prehitacich a dycha-
cich organov v celkovej anestézii — zahfna
rinoskoépiu, epifaryngoskoépiu, laryngoskoé-
piu, hypofaryngoskoépiu a ezofagoskopiu.
Sucastou je palpacné vysetrenie korena
jazyka. Vykonava sa odber vzoriek zo sus-
pektnych potencidlnych primarnych lo-
zisk — nodozita, slizni¢na hyperplazia, in-
filtracia, sliznica krvacajuca na dotyk. Pri
negativnom néleze, t. j. fyziologickom na-
leze v hornom aerodigestivnom trakte sa
odoberaju probatérne ,slepé” excizie zo
sliznice nosohltana, korefa jazyka a piri-
formného recesu. Nésledne sa vykond ip-
silaterélna TE, ktora diagnostikuje okultny
nador az u 25 %. Probatérna excizia z po-
vrchu tonzily je nedostato¢na, udava sa
detekcia origa u 3 %. Aj u pacientov po TE
v minulosti je mozny vznik okultného kar-
cindbmu v reziduu tonzilarneho tkaniva,
preto je potrebnd aj kompletnd exstirpa-
cia rezidua po TE [3,12]. Niektori autori in-
dikuju obojstrannU TE [12-14].

V sulade s literdrnymi Gdajmi postupu-
jeme aj na naSom pracovisku. Cytologické
vysetrenie neindikujeme. U pacientov
s histologicky verifikovanou MTS do LU
krku vykondvame panendoskopické vy-
Setrenie v celkovej anestézii s ipsilateral-
nou TE a odberom slepych excizii z nosohl-
tana, korena jazyka a piriformného recesu.

Na zaklade uvedenych diagnostickych
postupov sme diagnostikovali primarny
tumor u 52,5 %. Najcastejsie sa origo zis-
tilo v podnebnej mandli (25 %).

Zaver

MTS do LU na krku pri nezndmom tu-
more je ¢asto lokalizovana v hornej Casti
krku (level Il a lll) a jej povod je najcastej-
Sie zle diferencovany spinoceluldrny kar-
cindm alebo nediferencovany karciném.

V manazmente pacientov s touto cho-
robou je nevyhnutna interdisciplindrna
spolupraca viacerych odbornikov. Iden-
tifikacia origa pri MTS v LU je ddlezitd pre
cielenu lie¢bu a tym aj zlep3enie prog-
noézy ochorenia.

V rdmci zobrazovacich metéd je Stan-
dardom CT vysetrenie. PET/CT vyset-
renie je schopné odhalovat metabo-
lické zmeny, ktoré predchadzajui zmeny
anatomické (Strukturalne) zobrazitelné

inymi diagnostickymi metédami. V ORL
oblasti ma vsak urcité limity, dané pre-
dovsetkym fyziologicky zvysenym me-
tabolizmom v bunkach Waldayerovho
lymfatického okruhu, ¢o vysvetluje niz-
Siu senzitivitu a Specificitu tohto vysetre-
nia v detekcii okultnych karcinémov.

V diagnostickom algoritme je najdéle-
ZitejSie panendoskopické vysetrenie, ip-
silaterdlna TE a odber ,slepych” vzoriek
z kritickych oblasti - nosohltana, korena
jazyka a hruskovitého zalivu.

Aj napriek exaktnému pouzitiu do-
stupnych zobrazovacich a endoskopic-
kych metéd nie je mozné priméarny tumor
u mnohych pacientov identifikovat.
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Souhrn

Vychodiska: Akutnileukemie (AL) je heterogenni skupina malignich onemocnéni hematopoézy,
rozdéluje se na dva zdkladni typy, a to akutni myeloidni leukemie (AML) a akutni lymfoidni
leukemie (ALL). Pacienti s témito onemocnénimi patii mezi tézce imunosuprimované a je u nich
velké riziko vzniku zévaznych infekci. Cilem studie bylo sledovéni vyskytu enterobakterii -
plvodcl téchto infekci — u pacientd s AL hospitalizovanymi na Hemato-onkologické klinice
Fakultni nemocnice v Olomouci a zjisténi jejich antibiotické rezistence. Materidl a metodika:
Do studie bylo zapojeno 49 pacientt s AL, ztoho 37 s AML (16 Zzen a 21 muzt) a 12 s ALL (6 Zen
a 6 muzQ); prdmérny vék pacientd byl 50,5 roku. V prlibéhu 12 mésict (od zafi 2015 do srpna
2016) by od téchto pacientd ziskavany vzorky klinického materialu, které byly podrobeny
zdkladnimu mikrobiologickému vysetfeni. Bakteridlni kmeny byly identifikovany pomoci
MALDI-TOF MS. Citlivost na antibiotika byla stanovena pomoci mikrodilu¢ni metody. Vysledky:
Celkové bylo od pacienttl s AL ziskdno 292 vzorkd, které byly dale podrobeny selekci na
zakladé nékolika kritérii, aby bylo zamezeno zahrnuti identickych kmend ziskanych od téhoz
pacienta. Vysledkem byl vybér 146 klinickych vzorkl z 9 typ( klinickych material( (47x vytér
z krku, 40x stolice, 33x mo¢, 11x hemokultura, 5x vytér z dutiny Ustni, 4x periandini stér,
3x stér z rany, 2x sputum, 1x punktat). Nejvice prevalentni enterobakterii byla Escherichia coli
(42x), dale zastupci Klebsiella spp. (46x), a to Klebsiella pneumoniae (34x) a Klebsiella oxytoca
(12x), a Enterobacter cloacae (19x). Mnohé izolaty vykazovaly rezistenci na testovana antibio-
tika. Zdvér: Pacienti s hematoonkologickymi onemocnénimi jsou kolonizovani rezistentnimi
enterobakteriemi, coz pro né predstavuje potencialni nebezpeci vzniku zdvaznych infekci.
Obecné je vyskyt téchto rezistentnich zastupcl z celedi Enterobacteriaceae v dnesni dobé
zavaznym problémem se zvySujicim se vyskytem. Tato fakta a vysokd imunosuprese jsou
faktory, které hematoonkologické pacienty fadi do zvlast ohrozené skupiny, v niz je aktivni
surveillance naprosto klicova.

Klicova slova
leukemie — enterobakterie — bakterialni |ékova rezistence - infekce spojené se zdravotni péci
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Summary

Background: Acute leukemia (AL) is a heterogeneous group of malignant hematopoietic diseases and is divided into two basic types: acute my-
eloid leukemia (AML) and acute lymphoblastic leukemia (ALL). Patients with these diseases are highly immunosuppressed and therefore at a high
risk of serious infections. This study aimed to perform active surveillance of enterobacteria, which cause these infections, and to determine their
antibiotic resistance in patients with AL who were hospitalized at the Hemato-Oncology Center of University Hospital Olomouc. Materials and
methods: This study involved 49 patients with AL, of whom 37 had AML (16 women and 21 men) and 12 had ALL (6 women and 6 men). The mean
age of the patients was 50.5 years. Samples of clinical material were obtained over 12 months (September 2015 to August 2016) and subjected to
standard microbiological examinations. Bacterial strains were identified by MALDI-TOF MS, and their antibiotic susceptibility was established by
microdilution method. Results: A total of 292 samples were obtained from patients with AL. Some of these samples were excluded from analysis
to prevent the inclusion of identical strains from the same patient. Consequently, 146 clinical samples obtained from the following nine types
of clinical materials were analyzed - throat swabs (n = 47), stools (n = 40), urine (n = 33), hemocultures (n = 11), buccal swabs (n = 5), perianal
swabs (n = 4), wound swabs (n = 3), sputum (n = 2), and puncture fluid (n = 1). The most prevalent enterobacteria was Escherichia coli (n = 42),
followed by Klebsiella spp. (n = 46), specifically Klebsiella pneumoniae (n = 34) and Klebsiella oxytoca (n = 12), and Enterobacter cloacae (n=19).The
most of enterobacteria were highly resistant to many tested antibiotics. Conclusions: Antibiotic-resistant enterobacteria colonize patients with
hemato-oncological diseases and can cause serious infections. These antibiotic-resistant microorganisms are a serious and frequent problem.
These findings together with the high level of immunosuppression mean that patients with hemato-oncological diseases are at a high risk of

developing serious infections and consequently active surveillance is crucial.

Keywords

leukemia - Enterobacteriaceae - antibacterial drug resistance - cross infections

Vychodiska

Akutni leukemie (AL) je heterogenni
skupina malignich hematologickych
onemocnéni vyznacujicich se rdznoro-
dym klinickym a laboratornim nalezem.
Hlavni charakteristikou tohoto one-
mocnéni je pfitomnost blastl v kostni
dreni - dle pfislusnosti téchto nezra-
lych bunék k myeloidni ¢i lymfoidni linii
se AL déli na akutni myeloidni (AML)
a akutni lymfoblastickou leukemii
(ALL) [1,2].

Vroce 2015 bylo v CR celkem 8 547 pa-
cientl sleukemickym onemocnénim (za-
hrnuje diagnézy C91-C95, prevalence
je 81/100 tisic obyvatel), incidence byla
1 353 pacient( [3]. ALL tvofi pouze 20 %
vsech AL a jedna se o nejcastéjsi nado-
rové onemocnéni u déti - objevuje se
predevsim mezi 2. a 5. rokem Zivota a na-
sledné u dospélych starsich 50 let [4,5].
Oproti tomu AML je nejcastéjsi AL
vUbec a jeji vyskyt roste s vékem [2,6].
Prognéza je pro AML i ALL zna¢né rlz-
norodd — odviji se od diagnézy, véku
pacienta, pfidruzenych onemocnéni
a dalSich faktorG [5-7]; mezi mirami
preziti muzl a Zen nejsou vyrazné roz-
dily [8,9]. Za posledni dvé dekady zazna-
menavame zvysovani incidence i pre-
valence leukemickych onemocnéni,
zaroven ale pozorujeme pfiznivy vyvoj
v prezivani pacientl i v mortalité na leu-
kemicka onemocnéni v Evropé - toho
bylo dosazeno pfedevsim diky pokro-

kdm v moderni I1écbé hematologickych
malignit [9,10].

Dani za vysokou ucinnost této |écby
je ale vysoky vyskyt opakujicich se akut-
nich infek¢nich komplikaci. Infekce
u pacientl vznikaji na podkladé vy-
soké imunosuprese dané dlouhodobou
neutropenii a komplexnilé¢bou vyzadu-
jici ¢asté hospitalizace (systémova che-
moterapie, radioterapie, transplantace
krvetvornych bunék). Casto maji pro-
ménlivy a velmi chudy klinicky obraz vy-
znacujici se pouze zvysenou teplotou —
tento stav je pak oznacovan jako febrilni
neutropenie nebo také horecka nezna-
mého plvodu. Maji riznorodou etiolo-
gii a navzdory viem stupidim jejich pre-
vence se tento problém zatim nedafi
eliminovat [2,5,11-15].

Jednémi z nejcastéjsich plvodcl in-
fekci ziskanych pravé na hematoonko-
logickych klinikdch jsou enterobakte-
rie — to dokumentuje napt. Kolar et al
ve studii, kterd zahrnovala dvanact ces-
kych a slovenskych hematologickych
center, v nichz celych 60 % vsech izo-
1ath u pacientl s bakteriemii predstavo-
valy enterobakterie spolu s Pseudomo-
nas aeruginosa [16]. Hematoonkologicka
oddéleni jsou navic typicka svym vyraz-
nym selekénim tlakem na veskeré mi-
kroorganizmy vedoucim ke vzniku rezi-
stence. Tyto rezistentni enterobakterie
jsou celosvétoveé rozsifené a ¢im dal tim
Castéji se vyskytuji ve zdravotnickych za-

fizenich, kde vyvolavaji outbreaky one-
mocnéni mezi pacienty [17].

Cilem studie bylo sledovat u pacientt
s ALM a ALL vyskyt enterobakterii, které
pravé u téchto imunosuprimovanych je-
dinc mohou byt pfi¢inou vzniku zavaz-
nych infekci, jejich cetnost a antibiotické
rezistence.

Material a metody

Sbér vzork

V ramci projektu Comprehensive study
attheissue of oncological diseases, ktery
probihal na Lékarské fakulté Univerzity
Palackého v Olomouci, byly pacientim
s AML a ALL hospitalizovanym na He-
mato-onkologické klinice (HOK) Fakultni
nemocnice Olomouc odebirdny vzorky
klinického materidlu. Sbér vzorkd zacal
v & v roce 2015 a byl ukonéen v srpnu
roku 2016. Vsichni pacienti pfed zahdje-
nim odbérd vzorkd podepsali informo-
vany souhlas. Odbér vzorkd probihal
v pravidelnych intervalech v zavislosti na
tom, jak se jednotlivi pacienti dostavo-
vali na HOK. V ramci pravidelného scree-
ningu jim byly provadény vytéry z krku
a odebirdny vzorky moci a stolice (for-
mou rektdlniho vytéru), daldi klinicky
materidl byl odebiran v pfipadé zhor-
$eni zdravotniho stavu v dlsledku one-
mocnéni. Vzorky byly nasledné zpra-
covany klasickymi mikrobiologickymi
metodami, a to podle typu odebraného
materidlu.
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Kultivace

Pfi kultivaci bylo vyuzito standardnich
mikrobiologickych metod. Klinicky ma-
terial byl vyockovén na pevné kultiva¢ni
pldy, kultivace probihala pfi zvysené
tenzi CO, pfi teploté 35 + 1 °C po dobu
18-24 hod. Hemokultury byly vlozeny
do hemokultiva¢niho systému BACTEC
a kultivace probihala po dobu 5 dn( pfi
teploté 35 + 1 °C. Vzorky krve s pozitiv-
nim nalezem byly vyockovany na pevné
pldy a opét kultivovany pfi teploté
35+ 1°C po dobu 18-24 hod.

Identifikace pomoci

MALDI-TOF

Pfi ndlezu signifikantniho patogenu byla
provedena identifikace kmene metodou
MALDI-TOF (Matrix Assisted Laser Desorp-
tion lonization - Time of Flight) pomoci
pfistroje IVD MALDI biotyper. Pfiprava
vzork(, samotnd identifikace a analyza
dat probihala dle Sauer et al [18].

Stanoveni citlivosti enterobakterii

k vybranym antibiotikiim pomoci
mikrodilu¢ni metody

Stanoveni kvantitativni citlivosti na anti-
biotika bylo provedeno mikrodilu¢ni
metodou pro stanoveni minimalni in-
hibi¢ni koncentrace (minimum inhibi-
tory concentration - MIC). Bylo pouzito
18 antibiotik fedénych v mikrotitracni
desti¢ce dvojnasobnou geometrickou
fadou - ampicilin, ampicilin/sulbaktam,
cefuroxim, gentamycin, kotrimoxazol,
kolistin, ofloxacin, aztreonam, piperaci-
lin, piperacilin/tazobaktam, cefotaxim,
ceftazidim, cefepim, meropenem, cipro-
floxacin, tigecyklin, tobramycin a amika-
cin. Po naockovani byly desticky kulti-
vovany 18-24 hod pfi teploté 35 + 1 °C,
vysledky byly vyhodnoceny podle tes-
tovacich kritérii EUCAST (European Co-
mmittee on Antimicrobial Susceptibility
Testing) 2016.

Vysledky

Vysetiovany soubor

Rozdéleni vysetfovaného souboru dle
véku, pohlavi a diagnézy ukazuje tab. 1 -
jednalo se o celkem 49 pacientd, z toho
12 pacientd mélo diagnézu ALL (24,5 %;
ztoho 6 Zen a6 muzl), a 37 pacientd mélo
diagn6zu AML (75,5 %; z toho 16 Zen
a 21 muzu). Procentualni zastoupeni AML

Tab. 1. Distribuce pacientt v souboru dle véku, diagnézy a pohlavi.

ALL AML
Zeny AML zeny ALL muzi AML muzi ALL
<29let 1 0 1 1
30-39 let 1 1 1 1
40-49 let 5 0 5 1
50-59 let 6 3 4 0
60-69 let 2 1 7 2
> 70 let 1 1 3 1

ALL - akutni lymfoidni leukemie, AML - akutni myeloidni leukemie

a ALL ve studovaném souboru kopiruje
soucasny trend ve vyskytu AL [1].

Primérny vék pacientd byl 50,5 roku.
Pocet pacient(i s AML se zvy3oval spolu
s vékem, jak je pro toto onemocnéni ty-
pické. Charakteristické zvyseni vyskytu
ALL ve dvou vinach (v nizkém véku a ve
véku nad 50 let) pozorovédno nebylo,
coz je mozné prisoudit nizkému poctu
pacientd s ALL ve studii.

Vybér vzorkt
Celkem bylo od 49 pacientl ziskdno
292 vzorkd (pramérné 6 vzorkl od
1 pacienta - nejvice 22, nejméné 1). Nej-
Castéji to byly vytéry z krku (104x), sto-
lice (90x), mo¢ (53x%), hemokultura (16x)
a vytér z dutiny Ustni (12x), minoritné
byly zastoupeny dalsi klinické mate-
ridly — perianalni stér 7x, stér z rany 5x,
sputum 3%, punktat 1x a vytérz nosu 1x.
Po vykondni viech analyz byly vzorky
dale podrobeny selekci na zakladé néko-
lika kritérii, aby bylo zamezeno zahrnuti
identickych kmena ziskanych od téhoz
pacienta.V potaz byly brany klinicky mate-
ridl, popf. misto, z néjz byl vzorek odebran,
Casovy faktor a celkové vysledky fenoty-
pové citlivosti na antibiotika. Vysledkem
selekce byl vybér 146 vzorkl z 9 typu kli-
nickych materialQ (47x vytér z krku, 40x
stolice, 33x mo¢, 11x hemokultura, 5%
vytér z dutiny Ustni, 4x perianalni stér, 3x
stér z rany, 2x sputum, 1x punktat).

Bakterialni nalez

Nejvice prevalujicimi enterobakteriemi
byly Escherichia coli (41x), Klebsiella
pneumoniae (34x), Enterobacter cloacae

(19x) a Klebsiella oxytoca (12x), dale pak
bylo identifikovano dalsich 15 druh( en-
terobakterii (tab. 2).

Escherichia coli, Klebsiella pneumo-
niae, Enterobacter cloacae a Klebsiella oxy-
toca byly nejcastéjsimi nélezy u pacientd
s AML i u pacientl s ALL. Také distribuce
téchto plvodcl dle pohlavi (bez ohledu
na diagndézu) byla, co se pofadi tyce, to-
tozna. Escherichia coli byla dominujici en-
terobakterii ve stérech z dutiny Ustni, he-
mokulturach, mocich a punktatech; ve
vytérech z krku, stérech z periandlu a ve
stolici prevladala Klebsiella pneumoniae.

Rezistence na antibiotika

Piehled rezistence na antibiotika udava
tab. 3. U v3ech ctyf hlavnich plvodct
jsou pozorovany zvySené miry rezistence
na mnoha z testovanych antibiotik. Vice
nez polovina izolatd Escherichia coli byla
rezistentni na peniciliny (~ 57,3 %) a na
aztreonam (55,6 %); zhruba tretina pak
na cefalosporiny (~ 34,7 %), fluorochino-
lony (~ 40,3 %) a kotrimoxazol (31,7 %);
také byly nalezeny dva izolaty rezistentni
na karbapenemové antibiotikum mero-
penem. U izolatl Klebsiella pneumoniae
byly pozorovény nejvyssi miry rezis-
tence vlci penicilinlm (~ 72,6 %), cefa-
losporinlm (~ 65,4 %), fluorochinolo-
ndm (~ 55,9 %) a kotrimoxazolu (82,4 %)
s aztreonamem (70 %); zhruba tfetina
izolatd byla odolna vici aminoglykosi-
ddm (~ 37,8 %). Vice nez polovina izo-
[ata Enterobacter cloacae byla rezistentni
vUdi penicilinim (~ 68,3 %) a cefalospo-
rindm (~ 63,8 %), nizsi miry rezistence
byly vi¢i aminoglykosiddim (~ 35,0 %)
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a aztreonamu (47,4 %) s kotrimoxazo-
lem (40,0 %). Izolaty Klebsiella oxytoca
vykazovaly nejvys$si miru rezistence vici

Tab. 2. Enterobakterie izolované od pacienti s akutnimi leukemiemi.

Nalez Celkem AML x ALL Lo .o
penicilindm (~ 60,4 %) a cefalosporinim
zkratka n(%)  AML-n(%) ALL-n (%) (~ 50 %), dale pak vi¢i kotrimoxazolu
Escherichia coli ESCO 42 (28,8) 30(28,7) 11(28,9) (58,3 %) a aztreonamu (50,0 %); zhruba
Klebsiela pneumoniae KLPN 34(233) 23Q13)  11(289) tfetina byla rezistentni vici fluorochino-
5 3 p —— 5 londm (~37,5 %) a ¢tvrtina vaci amino-
nterobacter cloacae 19 (13,0) 14 (13,0) 5(13,2) glykosiddm (~ 25,0 %). Nebyly nalezeny
Klebsiela oxytoca KLOX 12(8,3) 9(83) 3(79 7adné izolaty Klebsiella pneumoniae, En-

Enterobacter asburiae ENAS 7 (4,8) 6 (5,6) 1(2,6) terobacter cloacae a Klebsiella oxytoca re-
Escherichia hermanii ESHE 6(4,1) 4(3,7) 2(5,3) Zistentni na meropenem.
Morganella morganii MOMO 5(3,4) 4(3,7) 1(2,6) Diskuze
Citrobacter freundi CIFR 4(2,7) 4(3,7) 0(0,0) Cilem studie bylo sledovat u pacientd
Hafnia alvei HAAL 3(2,1) 1(0,9) 2 (5,3) s AML a ALL vyskyt enterobakterii, které
Serratia marcescens SEMA 3(2,1) 3(2,8) 0(0,0) p!'avc;;' u techto |tnurv1’c3'supr|m0\'/anyc’h J%_
oL dinc mohou byt pficinou vzniku zavaz-
Enterobacter ludwigii ENLU 2(1,4) 2(1,9) 0(0,0) nych infekc, jejich prevalenci a antibio-
Proteus mirabilis PRMI 2(1,4) 1(0,9) 1(2,6) tické rezistence.
Citrobacter koseri CIKO 1(0,7) 1(0,9) 0(0,0) Studie potvrdila vysoky stupen kolo-
Enterobacter aerogenes ENAE 1(0,7) 1(0,9) 0(0,0) mzaco\? ;v)aaeptu s AL re2|st.entn|m| Za_
stupci celedi Enterobacteriaceae. Nej-
Pantotea aglomerans PAAG 100.7) 1(09) 0(0,0) ¢ast&jgimi izolaty byly Escherichia coli,
Raoutella ornithinolytica RAOR 1(0,7) 1(0,9) 0(0,0) Klebsiella pneumoniae, Enterobacter clo-
Raoutella planticola RAPL 1(0,7) 1(0,9) 0(0,0) acae a Klebsiella oxytoca - viechny tyto
Salmonella enterica SALMENT  1(07) 0(0,0) 12,6) mikroorganizmy jsou v soucasné li-
o } teratufe popisovany jako problém se
Serratia liquefaciens SELI 1(0,7) 1(0,9) 0(0,0) vzrdstajicim trendem a kvdli svym re-
total 146 (100) 108 (100) 38(100) zistencim i s vysokou zdvaznosti a limi-
tovanymi moznostmi feseni. Bakteridlni
AML - akutni myeloidni leukemie, ALL — akutni lymfoidni leukemie rezistence mikroorganizm0 je global-
nim problémem a redlnou hrozbou pro
Tab. 3. Vysledky testovani MIC.
ESCO; n =41 KLPN; n=34 ENCL; n=20 KLOX;n=12
R (%) S (%) R (%) S (%) R (%) S (%) R (%) S (%)
cefalosporiny (CRX, CTX, CTZ, CPM) 34,7 65,3 65,4 34,6 63,8 36,2 50,0 50,0
aminoglykosidy (TOB, AMI, GEN) 11,4 88,6 37.8 62,2 35,0 65,0 25,0 75,0
peniciliny (AMP, AMS, PIP, PPT) 57,3 42,7 72,6 27,4 68,3 31,7 60,4 39,6
fluorochinolony (CIP, OFL) 40,3 59,7 55,9 441 15,0 85,0 37,5 62,5
monobaktamy (AZT) 55,6 44,4 70,0 30,0 47,4 52,6 50,0 50,0
glycylcykliny (TIG) 14,6 85,4 14,7 85,3 5,0 95,0 83 91,7
pyrimidiny (COT) 31,7 68,3 82,4 17,6 40,0 60,0 58,3 41,7
polypeptidy (COL) 49 95,1 2,9 97,1 5,0 95,0 83 91,7
karbapenemy (MER) 5,0 95,0 0,0 100 0,0 100 0,0 100

MIC — minimalni inhibi¢ni koncentrace, ESCO - Escherichia coli, KLPN - Klebsiella pneumoniae, ENCL - Enterobacter cloacae, KLOX —
Klebsiella oxytoca, S - senzitivni, R - rezistentni, CRX — cefuroxim, CTX - cefotaxim, CTZ - ceftazidim, CPM - cefepim, TOB - tobramy-
cin, AMI - amikacin, GEN - gentamycin, AMP — ampicilin, AMS — ampicilin/sulbaktam, PIP — piperacilin, PPT — piperacilin/tazobak-
tam, CIP - ciprofloxacin, OFL - ofloxacin, AZT - aztreonam, TIG - tigecyklin, COT - kotrimoxazol, COL - kolistin, MER — meropenem
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medicinu i celé lidské spolecenstvi. Exis-
tuji rizné mechanizmy vzniku odolnosti
vlci antibiotikim - mikroorganizmy
produkuji enzymy inaktivujici antibio-
tika, méni permeabilitu své bakteridlni
stény a cytoplazmatické membrany, mo-
difikuji cilova mista antibiotik nebo vy-
uzivaji tzv. bakterialniho efluxu, kterym
zvy$ené vylucuji antibiotika z burnky.
Tyto mechanizmy se vyvijeji pfedevsim
na zékladé selek¢niho tlaku, ktery se vy-
znamné uplatfuje pravé na hematoon-
kologickych klinikdch, odkud je pak
hlasen vysoky vyskyt mikroorganizmu
odolnych vi¢i mnohym antibiotikdim
i onemocnéni jimi zplsobenych [18-22].

Kolonizace pacientU s AL rezistentnimi
mikroorganizmy je tedy vyznamnym rizi-
kovym faktorem pro vznik naslednych in-
fekci spojenych se zdravotni péci. Esche-
richia coli je enterobakterie nejc¢astéji
izolovana od neutropenickych pacientd
a zplsobuje nejraznéjsi typy infekta,
napt. infekce krevniho fecisté, urogeni-
talniho traktu nebo ran, sepse, pneumo-
nie aj. [23-271. Rod Klebsiella spp. je pl-
vodcem cca 8 % vsech infekci ziskanych
béhem hospitalizace v USA a v Evropé,
zastupci klebsiel také patii mezi hlavni
patogeny spojené se zdravotni péci
u imunosuprimovanych jedinc( [28,29].
Klebsiella pneumoniae zpUsobuje in-
fekce mocového traktu, pneumonie,
intraabdominalni infekce, bakteriémie,
infekce ran apod. u dospélych i détskych
pacientl [30-32]; oproti tomu Klebsie-
lla oxytoca je castym plvodcem bakte-
remie u novorozencl [33]. Enterobacter
cloacae je oportunni patogen s ubikvi-
térnim vyskytem, zpUsobuje napf. bak-
teriemie, infekce dolnich cest dychacich,
mocového traktu, kiize a mékkych tkani
¢i endokarditidy. Je mozny prenos krev-
nimi derivéty a riznymi druhy zdravot-
nickych pomicek a pfistrojd, napf. ste-
toskopy, endoskopy nebo zafizenimi
pro méfeni intraarteridlniho krevniho
tlaku [34]. Asociace mezi kolonizaci a na-
slednou infekci neni vysadni pouze pro
enterobakterie - byla prokézana i u fady
dalsich plvodcU, napf. u enterokok re-
zistentnich k vankomycinu (VRE), Pseu-
domonas aeruginosa nebo Stenotropho-
monas maltophilia [35].

Pravé infekce jsou nejdulezitéjsi pre-
ventabilni pfic¢iny umrti hematoonkolo-

gickych pacient{. Jejich riziko a zavaz-
nost se odvijeji od stupné a délky trvani
neutropenie [11,36]. Udava se, Ze riziko
umrti na infekéni komplikace leukemie
nebo jeji [é¢by je 1-2 % u pacienta pred
dosazenim remise a 2 % u pacienta v re-
misi [5]. Infekce jsou také primarnimi pfi-
¢inami Umrti u pacient(i po transplantaci
krvetvornych bunék, a to u 8 % pacientu
po autologni transplantaci a u 17-20 %
pacientl po alogenni transplantaci [37].
V poslednich letech pfevazuji mezi he-
matoonkologickymi pacienty infekce
zplsobené multirezistentnimi gramne-
gativnimi pUvodci [21,38], z nichZ do-
minantnimi (65-80 %) jsou pravé za-
stupci Celedi Enterobacteriaceae [19].
Infekty jsou jak endogenni (zptsobené
stfevni i mimostfevni mikroflérou), tak
exogenni. Kolonizace predstavuje riziko
nejen pro daného pacienta, ale také pro
dalsi hospitalizované v rdmci stejného
centra, ktefi osidleni témito mikroorga-
nizmy nejsou - k pfenosu miize dojit
v pfipadé zanedbani hygieny nebo ne-
ucinné prevence. DalSim vyznamnym
zdrojem téchto mikroorganizmd muze
byt zdravotnicky personal, pfenos se
mUze uskutecnit béhem poskytovani ja-
kékoli zdravotni péce [14,39].
Nejzavaznéjsimi infekty jsou pro pa-
cienty na hematoonkologiich infekce
krevniho recisté, které postihuji 11-38 %
z nich a jejichz letalita je az 40 %. Dlou-
hodobé je jejich nejcastéjsim plvodcem
Escherichia coli — zpUsobi az tfetinu in-
fektd krevniho fecisté, casto je rezistentni
na nékolik druhl antibiotik a obvykle je
nutna lé¢ba karbapenemy [38,40]. V této
studii byla Escherichia coli nejvice preva-
lentni enterobakterii v hemokulturdch
(45 %), jeden z izolatl byl navic rezistentni
k meropenemu a dal$im 12 z testovanych
antibiotik, citlivy byl pouze ke kotrimoxa-
zolu, kolistinu, ciprofloxacinu a aminogly-
kosiddim amikacinu a tobramycinu. Pravé
[é¢bu infekci krevniho fecisté aminogly-
kosidy (predevsim amikacinem) doporu-
Cuje ke zvazeni studie Ma et al jako moz-
nost, jak omezit Sifici se rezistenci vici
karbapenemdm, Sirokospektrym a znacné
odolnym rezervnim antibiotikiim, kterd se
uzivaji jako posledni moznost |é¢by zévaz-
nych a zZivot ohrozujicich infekci [40].
Vznik rezistence je spojen nejen s tera-
peutickym, ale také s profylaktickym uzi-

vanim antibiotik, coZ je pro pacienty s AL
typické. Béznou praxi je uzivani fluoro-
chinolon, ackoliv proti témto antibio-
tikdm je v dnesni dobé rezistentnich
35-85 % izolatd Escherichia coli a Kleb-
siella pneumoniae od neutropenickych
pacientll [21]. Podobné vysledky byly
pozorovany i v tomto pfipadé, kdy bylo
rezistentnich 40 % izolatl Escherichia
colia 56 % izolatl Klebsiella pneumoniae.
Je dokumentovano, ze tfetina pacientl
s touto profylaxi ma stfeva kolonizovéna
mikroorganizmy rezistentnimi vi¢i flu-
orochinolonim (nejen z celedi Entero-
bacteriaceae), coz opét predstavuje ri-
ziko vzniku infektu. Na druhou stranu
zastaveni profylaktického uzivani fluoro-
chinolonl pro zabranéni zvysujici se re-
zistence enterobakterii je zatizeno zvy-
$enou mortalitou hematoonkologickych
pacientl v dlsledku sepse [21,41].

V rdmci této problematiky je na misté
zavedeni a management efektivnich
preventivnich opatfeni proti pfenosu re-
zistentnich mikroorganizm, a to nejen
u Celedi Enterobacteriaceae. Studie uka-
zaly, ze nejefektivnéjsi z téchto opat-
feni je dlsledna hygiena rukou vodou,
mydlem a dezinfekénimi prostfedky na
alkoholové bazi. Je nutnd dezinfekce
povrch(, podlah a objektl podle na-
stavenych klinickych doporucenych
postupl. Dalsi moznosti je umisténi
pacientl po transplantaci na izola¢ni
pokoje s pretlakem vyznacujici se vyso-
kym stupném cistoty a monitoringem
prostredi.V téchto mistnostech je vyskyt
patogennich i podminéné patogennich
mikroorganizmd minimalni a pacient
zde setrvava v dobé, kdy je u néj kvali
prolongované neutropenii nejvyssi ri-
ziko vzniku infekce [11,35-37,42-44].

Je zapotiebi dobfe zvazovat profylak-
tické i terapeutické podani antibiotik,
které musi byt raciondlni a individudini,
co se tyce druhu Iéciva, jeho davkovani
i délky uzivani. Pfed samotnym podanim
je nutné provedeni relevantni mikrobio-
logické diagnostiky, kterd |ékafe nasmé-
ruje k vybéru vhodného antibiotika.
Kromé toho je zapotrebi zvazovat cel-
kovy stav pacienta — posoudit hloubku
neutropenie, protinddorovou l|é¢bu
a jeji specificky dopad na infekci, pred-
chozi infekéni komplikace, jiz uzitou an-
tibakterialni profylaxi, zakladni stav one-
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mocnéni, komorbidity a dalsi faktory.
Konzultace a spoluprace s mikrobio-
logem je v pfipadé rezistentnich bakte-
rii nezbytna [45].

Daéle je nutnd aktivni surveillance na-
stavend pro detekci kolonizace asymp-
tomatickych pacientl rezistentnimi
kmeny - napf. Ariza-Heredia et al uvadi,
Ze zavedenim kontrolnich rektdlnich vy-
térh v tydennich intervalech bylo vy-
znamné omezeno klondlni Sifeni van-
komycin-rezistentnich enterokokt [42].
Surveillance také pfispiva k dobré zna-
losti lokalni epidemiologické situace,
umoziuje pozorovat jeji trendy a pfi-
zpUsobovat tomu preventivni i [é¢ebna
opatfeni uzivana v rdmci daného pra-
covisté. Mezi dalsi kroky patfi zavedeni
dekolonizacnich procest u pacientl
a popf. i u personalu [21] a zdsady ba-
riérové osetiovatelské péce zahrnujici
uzivani ochrannych odévli a pomucek,
jednordzovych materidld nebo indivi-
dualizaci pomucek [46]. Samoziejmosti
musi byt dodrzovani preventivnich opat-
feni nejen persondlem, ale také pacienty
samotnymi a véemi osobami, které dané
oddéleni navstivi.

Zaveér

Studie prokdazala vyskyt rezistentnich
enterobakterii mezi pacienty s AL na He-
mato-onkologické klinice Fakultni ne-
mocnice Olomouc. Nejvyssi prevalence
byla pozorovana u Escherichia coli, Kleb-
siella pneumoniae, Enterobacter cloacae
a Klebsiella oxytoca — vsechny tyto ente-
robakterie jsou diskutovany v odborné
literature jako velice casti pavodci in-
fekci u vSech hematoonkologickych
pacient(. U viech také byly pozorovany
vysoké miry rezistence na mnoha z tes-
tovanych antibiotik.

Tato problematika je aktudlni a vy-
znamny problém moderni mediciny.
Skutecnosti vychdazejici z této i mno-
hych dalSich podobnych studii probiha-
jicich ve svété jen podtrhuji dllezitost
aktivni surveillance a zavadéni komplex-
nich preventivnich opatfeni, které za-
brani dalsimu ptrenosu téchto plavodcl
a snizi riziko infekce i pfed¢asného umrti
pacienta. Rezistence mikroorganizmu
jako takova je pak globalnim problé-
mem vyZzadujicim feSeni, aby lidstvo za-
branilo tomu, ze tak cenna léciva, jako

jsou antibiotika, pfestanou byt zcela
uc¢inna. Je ale nutné si uvédomit, ze re-
zistence mikroorganizmd je velkou dani,
kterou moderni medicina plati za svou
stéle se zvysujici uroven a prodlouzeni
délky Zivota mnohych pacientd.
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KAZUISTIKA

Maligne melandmy koze vyrastajuce na nohe
Malignant Melanomas of the Skin Arising on the Feet

Bartos V.!, Kullova M.?

'Oddelenie patologickej anatomie FNsP Zilina
?Dermatovenerologicky stacionar FNsP Zilina

Suhrn

Vychodiskd: U fudi svetlej pleti st dolné kon&atiny velmi ¢astym miestom vzniku melanému, Autofi deklaruji, Ze v souvislosti s pfedmétem
ale na nohe sa vyskytuje len zriedkavo. Na druhej strane u tmavej rasy je noha jednou z naj- studie nemajf Zidné komercni zjmy.
CastejSie postihnutych casti tela. Autori v préci sledovali vyskyt a klinicko-patologické nélezy The authors declare they have no potential

conflicts of interest concerning drugs, products,

melanémov koze lokalizovanych na nohe, ktoré boli biopticky diagnostikované pocas 11-ro¢-
or services used in the study.

ného obdobia. Materidl a metodika: Celkovy stibor pozostaval z 217 primarnych melanémov
ziskanych od 210 pacientov. Vysledky: V sledovanej kohorte bolo registrovanych 8 pripadov Redakcni rada potvrzuje, Ze rukopis prace
(3,7 %) melanémov vyrastajlcich na nohe. Vietky predstavovali invazivne rasticu formu ma- spinil ICMJE kritéria pro publikace zasilané do
lignity. Ziskané boli od 8 pacientov (5 Zien, 3 muzov) vo vekovom rozpéti 56-85 rokov (prie- biomedicinskych asopist.

merny vek 72 rokov). Prevazne islo o lézie vac¢sich rozmerov (priemerny rozmer 3,5cm) s vy-
sokym Breslowym indexom (priemerna hodnota 5,6 mm). Vsetky boli ulcerované a viaceré
invadovali hlboko do podkozia. Histologicky mali tri nddory ¢rty akrdlneho lentiginézneho
melanému, dva vzhlad noduldrneho melanému a jeden vzhlad povrchovo sa Siriaceho me-
lanému. V dvoch pripadoch ich nebolo mozné histologicky typizovat. Zdver: Hoci u nasho
etnika nie su melandmy koze na nohe casté, vac¢sinou su biopticky diagnostikované uz v po-
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kro¢ilom 3tadiu. Klinicky m6zu spociatku pripominat iné chorobné jednotky. Pri lekarskych Oddelvenie patologickej anatomie
vysetreniach by sa preto nemalo zabudat ani na tuto lokalitu a najméa pri nehojacich sa defek- FNsP Zilina
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Summary

Background: Cutaneous melanoma frequently develops on the lower limbs, but rarely on the
feet, in people with light skin. By contrast, the feet are one of the most frequently affected sites
in people with dark skin. This study assessed the prevalence and clinico-pathological findings
of biopsy-proven skin melanomas that were diagnosed over 11 years. Materials and methods:
The study group comprised 217 primary melanomas from 210 patients. Results: Eight (3.7%)
melanomas were located on the feet. These were all invasive and obtained from 8 patients
(5 females and 3 males) aged 56-85 years (mean age 72 years). In general, the lesions were
large (mean diameter 3.5cm) and had a high Breslow index (mean thickness 5.6 mm). They
were all ulcerated, and some invaded deep into the subcutaneous tissue. Histologic analyses
demonstrated that three tumors exhibited features of acral lentiginous melanoma, two
were nodular melanomas, and one was a superficial spreading melanoma. Two cases could
not be histologically classified. Conclusion: Although skin melanomas arising on the feet are
relatively rare in our ethnicity, they are usually bioptically diagnosed at an advanced stage.
Such melanomas may initially imitate other pathologic entities. Therefore, this location should
not be overlooked during the medical workup, and melanoma should be suspected when
patients present with non-healing defects or local pigmented changes on the soles of the feet
or toes.

doi: 10.14735/amko02018289
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Uvod

Maligny melaném (dalej len melaném)
patri u ludi k prognosticky najnepriaz-
nivejsim zhubnym neoplazidm [1]. Pre-
vaznu vadsinu (> 96 %) pripadov pred-
stavuju kozné lézie [2]. V sucasnosti nie
je chdpany ako jedno onkologické ocho-
renie, ale ako skupina morfologicky po-
dobnych nadorov, ktoré sa lisia nielen
svojou histolégiou, charakterom a dyna-
mikou rastu, ale aj molekulovymi zme-
nami a signalnymi drdhami zahrnutymi
v patogenéze [1].V jeho etioldgii zohrava
klfacovu Ulohu najma intenzivna, pre-
vazne intermitentna expozicia ultrafialo-
vému ziareniu, v doésledku ¢oho vznika
zvycajne na tych castiach tela, ktoré su

prechodne vystavené sinku [3,4]. Anato-
micka distriblcia melanému koze sa viak
vyznamne odliSuje v zavislosti od veku,
pohlavia a rasy. V kaukazskej populacii
je u muzov najcastejsie postihnuty trup
a u zien koncatiny [3-5]. Hoci su u fudi
svetlej pleti dolné koncatiny velmi ¢as-
tym miestom vzniku melanému, postih-
nutie nohy (chdpanej anatomicky ako
Cast dolnej koncatiny distalne od ¢len-
kov) je len zriedkavé. Na druhej strane
u tmavej rasy, najma u cernochov, ide
o jednu z najcastejsie postihnutych casti
tela [6-9]. Predpoklada sa [7], Ze etiopa-
togenéza melanémov koZe vznikajucich
na nohe sa odlisuje od melanémov vzni-
kajucich na inych castiach tela. Hodno-

Tab. 1. Prehlad zédkladnych klinickych parametrov a histologickych typov mela-

nému u jednotlivych pacientov.

Pohlavie Vek Lokalizacia Histologicky typ
¢ 1 zena 73 pata favej nohy ALM
¢.2 Zena 63 palec lavej nohy NM
¢.3 zena 84 planta pravej nohy SSM
¢.4 zena 65 [ava noha bez blizsej Specifikacie ALM
¢.5 muz 56 priehlavok a prsty lavej nohy nemozné typizovat
¢.6 muz 74 palec lavej nohy nemozné typizovat
¢.7 muz 85 pata lavej nohy ALM
¢.8 zena 76 dorzum lavej nohy NM

ALM - akrélny lentigin6zny melaném, NM - nodularny melaném, SSM - povrchovo

sa Siriaci melanéom

Tab. 2. Prehlad vybranych histopatologickych parametrov melanému u jednotli-
vych pacientov. Pri melanéme diagnostikovaného z probatérnej biopsie (pripad
¢.7) sa k niektorym nalezom nie je mozné vyjadrit.

tenie incidencie ochorenia je vsak ob-
tiazne, nakolko prevazna vacsina studif
reportuje ich vyskyt na dolnej koncatine
ako celku, bez blizsej topografickej $pe-
cifikacie. V predkladanej praci sme sle-
dovali vyskyt a zdkladné klinicko-patolo-
gické nalezy u pacientov s melanémami
koze lokalizovanymi na nohe.

Material a metodika

Sucastou retrospektivnej studie boli
vsetky pripady primarnych melanémov
koze (vratane in situ foriem), ktoré boli
biopticky diagnostikované na oddeleni
patologickej anatémie FNsP Zilina v ob-
dobi od 1. 1. 2007 do 31. 12. 2017. Vy-
lucené boli lokélne recidivy, ako aj mela-
némy sliznice. Celkovy subor pozostaval
z 217 priméarnych melanémov (31 in situ,
186 invazivnych foriem) ziskanych od
210 pacientov (110 muzov, 100 zien) vo
vekovom rozpati 22-93 rokov. Lézie boli
odstranené na roznych klinickych pra-
coviskdch nemocnice. Biopticky mate-
ridl bol po predchadzajuce;j fixaciiv 10 %
formaline spracovavany podla konvenc-
nych histologickych postupov vo forme
parafinovych blo¢kov. Klinické udaje
o pacientoch boli ziskavané zo sprievod-
ného listu k zasielke bioptického mate-
ridlu alebo dostupnej elektronickej zdra-
votnej dokumentacie.

Vysledky
Z celkového poctu 217 histologicky ve-
rifikovanych melanémov koze sme re-
gistrovali 32 |ézii vyrastajucich na dol-
nej koncatine, z ktorych 8 pripadov bolo
lokalizovanych na nohe. Noha ako ana-
tomicka cast tela zahrriovala 3,7 % v3et-
kych diagnostikovanych melanémov.
Uvedenych 8 nadorov pochadzalo od
8 pacientov (5 zien, 3 muzov) vo vekom
rozpati 56-85 rokov (priemerny vek
72 rokov). Okrem jedného pripadu pro-
batérnej biopsie boli vietky ostatné od-
strdnené totalnou chirurgickou exciziou
(v jednom pripade s pozitivnymi resek¢-
nymi okrajmi a naslednou reexciziou)
alebo amputéciou casti nohy. Vietky
predstavovali invazivne rasticu formu
malignity. I13lo prevazne o lézie vacsich
rozmerov (priemerny horizontalny roz-
mer 3,5cm) s vysokym Breslowym in-
dexom (priemerna hodnota 5,6 mm).
Vsetky boli ulcerované a viaceré invado-

Rozmer lézie  Breslow Clark  Ulceracia Mitézy pT
(cm) (mm) (mm?)  $tadium

¢ 1 20x1,5 2,1 v ano 5/1 pT3b
¢.2 32%x23 5,0 Vv ano 8/1 pT4b
¢.3 2,8x2,5 54 v ano 30/1 pT4b
¢.4 1,1%x1,0 0,8 v ano 11 pT1b
¢.5 8x4 15 \Y ano 25/1 pT4b
¢.6 4x3 3,5 ano 20/1 pT4b
¢.7 4x4 ? ? ano 15/1 ?

¢.8 3%x25 7,5 Vv ano 10/1 pT4b
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vali hlboko do podkozia. Najvacsi mela-
ném bol diagnostikovany u 56-ro¢ného
muza na priehlavku a prstoch lavej nohy.
Réstol 3 roky, dosahoval rozmer 8cm,
hrabku 1,5cm a zasahoval az po kost.
Pacient zomrel na generalizéciu ochore-
nia 11 mesiacov po stanoveni diagnézy.

Kedze vacsinou islo o pokrocilé me-
lanémy s hlbokou infiltrdciou dermy
a podkozia, ich exaktnd histologicka ty-
pizéacia bola obtiazna a v dvoch pripa-
doch nemoznd. Tri nddory mali ¢&rty
akrélneho lentiginézneho melanému
(ALM), dva vzhlad noduldrneho mela-
nému (NM) a jeden vzhlad povrchovo
sa Siriaceho melanému (SSM). Podrob-
nejsie Udaje o lokalizacii a histomorfolo-
gickych parametroch jednotlivych nddo-
rov su v tab. 1 a 2. llustra¢ne doplhiujeme
fotografiu melanému na stupaji nohy
u starsej zeny (obr. 1), ktord bola pocas
sledovaného obdobia vy3etrena na der-
matovenerologickom oddeleni FNsP
Zilina. Nakolko jeho biopticka verifika-
cia a dalsie klinické vysetrenia boli reali-
zované nainych pracoviskach, pacientka
nie je sucastou prezentovaného suboru.

Diskusia

Vyskyt melanémov koze vyrastajucich
na nohe sa velmi lisi v zavislosti od jed-
notlivych studii, ¢o suvisi predovsetkym
s rasovym etnikom v danej krajine. Ako
uz bolo spomenuté, kedZe vacsina pub-
likovanych prac uvadza prevalenciu me-
lanomov na dolnej kon¢atine suhrnne,

3 s

Obr. 1. Maligny melaném na stupaji nohy u starsej zeny.
Snimok z archivu Dermatovenerologického oddelenia FNsP v Ziline.

neumoznuje to stanovenie ich vyskytu
na nohe. V nasom prispevku sme su-
marizovali vysledky niekolkych publi-
kacii, ktoré konkrétne definuju pocet,
resp. percentualne zastipenie melano-
mov koze lokalizovanych na nohe. Spolu
s vysledkami nasho vlastného suboru su
prezentované v tab. 3 [3-12], z ktorej su
zjavné markantné rozdiely medzi jed-
notlivymi svetovymi regiénmi. U euro-
peidnej rasy nepresahuje toto zastupe-
nie 5 %, ¢comu zodpovedaju aj nase

pozorovania. Prace z regiénov s tmavsim
etnikom demonstruji omnoho vyssi vy-
skyt ochorenia. V krajinach Azie (Japon-
sko, Juzna Koérea, Saudska Arabia) je toto
zastUpenie = 40 % [6-8] a v Afrike (Nigé-
ria) takmer 80 % [9]. U tmavej rasy v tejto
lokalite dominuje najma vyskyt ALM,
ktory ma urcité Specifické klinické a pa-
tologické ¢rty [13]. Ako vyplyva z ndzvu,
najcastejsie vznika na chodidlach néh
a dlaniach ruk, pripadne pod nechtami.
V kontraste s ostatnymi typmi jeho pa-

Tab. 3. Percentudlne zastipenie melanémov lokalizovanych na nohe v studiach z r6znych krajin [3-12]. h
Krajina Obdobie studie Melanémy celkovy pocet Melanémyna nohe (%) Literatura
Australia 1987 1272 1,6 [10]
Svajéiarsko 1995-2002 1658 3,5 [3]
Slovensko (Zilina) 2007-2017 217 3,7 nasa studia
Kanada (Britska Kolumbia) 1991-1992 719 2,5 [4]
Anglicko (Buckinghamshire) 2003-2005 214 5 [5]
Cile 1992-2001 575 16,9 [12]
Japonsko 1983-1985 794 39,4 [8]
Saudska Arabia (Jeddah) 1995-2011 16 43,7 [6]
Juzna Kérea 2000-2015 113 46 [7]
Jamajka 1958-2007 220 51,3 [11]
Nigéria 1991-2000 54 79,6 [9]
- J
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Tab. 4. Pat chorobnych znakov na nohe (CUBED), ktorych pritomnost by mala
vzbudzovat podozrenie na zhubné nadorové ochorenie [17].

C (coloured)

U (uncertain diagnosis)
B (bleeding)

E (enlargement)

D (delay)

togenéza pravdepodobne nemd suvis
so solarnou expoziciou [13]. Je zriedkavy
u kaukazskej populdcie, ale velmi casty
u ¢ernosského a azijského etnika. U fudi
svetlej pleti predstavuje < 3 % vsetkych
melanémov, ale u ludi tmavej pleti az
29-72 % [13].

Je diskutabilné, ¢i sa melanémy vyras-
tajuce na nohe a priori lidia svojim klinic-
kym priebehom a prognézou. Niektori
autori [14] potvrdili, Ze noha je nezavisly
negativny prognosticky faktor so signifi-
kantne krat$im prezivanim pacientov. Aj
Walsh et al [15] zistili, Ze pacienti s mela-
némami na nohe a ¢lenkoch mali kratsie
5-ro¢né prezivanie v porovnani s ostat-
nymi ¢astami dolnej koncatiny. Na dru-
hej strane Nam et al [7] nepotvrdili roz-
diely v prezivani medzi pacientami
s melanémami na nohe a na ostatnych
Castiach tela, ani odlisnosti v dalsich kli-
nicko-patologickych parametroch. Je-
diny rozdiel bol v zastupeni ALM, ktory
sa na nohe vyskytoval omnoho ¢astejsie.
V nasom subore islo vd¢sinou o nadory
diagnostikované v pokrocilom $tadiu, na
zaklade ¢oho mozno ocakavat skor ne-
priaznivejsiu progndzu. KedZe sme vsak
u viacerych pacientov nemali dostupné
adekvatne udaje o ich dalsom klinic-
kom priebehu, k pripadnym prognostic-
kym rozdielom sa nemézeme spolahlivo
vyjadrit.

Z praktického hladiska je potrebné
spomenut, Ze oneskorenie diagnostiky
ochorenia je zapric¢inené viacerymi fak-
tormi. Vo velkej miere sa na nom po-
dielaju samotni pacienti dlhodobym ig-
norovanim klinickych priznakov. Okrem
toho recentna studia poukazala [16], Ze

pigmentovana lézia, ktord nema farbu koze
akakolvek lézia bez jednoznacne stanovenej diagnézy
krvacajuca lézia na nohe alebo pod nechtami
zvacSovanie lézie alebo ulkusu napriek lie¢be

oneskorené hojenie lézie trvajuce dlhsie ako 2 mesiace

az tretina vsetkych pripadov byva spo-
¢iatku aj klinicky povazovana za inu cho-
robnu jednotku, napr. chronicky dia-
beticky ulkus, lokdlne traumatické ci
ischemické zmeny. V tomto smere je
pre dermatoléga noha problematic-
kou lokalitou. Dermatoskopickd dia-
gnostika loZiskovych prejavov na stupa-
jach (aj dlaniach) je odlisna od prejavov
na inych castiach tela. Niektoré mela-
némy mozu byt amelanotické, ¢o este
viac komplikuje situdciu. V pripade, Ze
nador postihuje necht, je diagnostika
obtiazna najméa na zaciatku, kedy pri-
padaju do uvahy skoér iné entity, ako su
névy, subungualny hematém, mykoza,
¢i pigmentdacie spésobené liekmi. Na-
vyse len maly pocet dermatolégov vie
spravit z nechta probatérnu exciziu. Ne-
davno bola navrhnuta [17] klinicka po-
mdbcka oznacend anglickym akronymom
CUBED, ktory na nohe definuje pat sa-
mostatnych chorobnych znakov (tab. 4).
Ich pritomnost by mala vzdy vzbu-
dit podozrenie na zhubné nadorové
ochorenie a indikovat dalsie potrebné
vysetrenia.

Zaver

Hoci si melanémy koZe vyrastajuce
na nohe u ludi svetlej pleti pomerne
zriedkavé, vacsinou sa biopticky dia-
gnostikuju uz v pokrocilom stadiu. Kli-
nicky mozu spociatku pripominat iné
patologické jednotky. Pri lekarskych vy-
Setreniach by sa preto nemalo zabudat
ani na tuto lokalitu a najma pri nehoja-
cich sa defektoch ¢iloziskovych pigmen-
tovych zmenach na stupaji a prstoch my-
sliet aj na moznu diagnézu melanému.
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CASE REPORT

Metastases of a Breast Cancer to Skull Base

Metastazy karcinomu prsu do baze lebni
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Summary

Background: Breast cancer (BC) is a frequent malignant disease which tends to develop distant
metastases, but only very rarely in the head and neck region. Case report: We present two case
reports of patients with metastases of invasive BC in this area. They are of different clinical ma-
nifestation with different time relation to the primary tumor and different symptomatology. In
the case of the first patient, a few years without evidence of malignant disease after treatment
of primary tumor in complete remission. In the case of the second patient, as the first symptom
of undiagnosed disease. Metastases were clinically observed in the skull base and maxillary
sinus, manifesting neurologically with foramen jugulare syndrome and orbital symptomes, resp.
In both cases, correlations between histological and clinical findings were essential for diag-
nosis. Palliative multimodal treatment was then employed. Conclusion: Metastases of BC in
the head and neck region occur only very rarely. The extremely variable symptomatology de-
pends on the location of the metastasis and the affected structures. This might be a pitfall for
diagnostics, especially in cases of an unidentified primary breast tumor, which may result in
a delay of correct diagnosis. In addition, the correlation between histopathological and clinical
findings might be of great relevance in these cases.

Key words
skull base metastasis — breast cancer - foramen jugulare syndrome

Souhrn

Vychodiska: Nador prsu patii mezi nej¢astéjsi nddorova onemocnéni s tendency ke vzdale-
nému metastazovani, nicméné metastazy do oblasti hlavy a krku jsou vyjimecné. Pozorovdni:
Prezentujeme dva pfipady pacientek s metastdzamiinvazivniho karcinomu prsu do této oblasti.
Kazdy je se vzajemné odlisnou klinickou manifestaci. | v rozdilném ¢ase ve vztahu k priméarnimu
nadoru. V prvnim piipadé po nékolika letech po 1é¢bé primarniho nddoru v kompletni remisi
a v druhém pfipadé jako prvni pfiznak dosud nediagnostikovaného onemocnéni. Metastazy se
klinicky projevily do oblasti baze lebni a maxilarni dutiny neurologicky syndromem ,foramen
jugulare’, resp. o¢ni symptomatologii pfi metastaze do ocnice. V obou pfipadech byla zcela
zasadni histologicka diagndza. Nasledovala multimodalitni terapie. Zdvér: Projevy vzdéalenych
metastaz karcinomu prsu do oblasti baze lebni mohou byt velmi variabilni, tim se stavaji velkou
diagnostickou vyzvou pro klinika. Obtizna dostupnost nékterych 1ézi znesnadnuje diagnostiku,
zejména v pripadech, kdy se jednd o prvni symptomatologii dosud nezndmého priméarniho
tumoru.

Klicova slova
metastazy do baze lebni - karcinom prsu - syndrom foramen jugulare
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METASTASES OF A BREAST CANCER TO SKULL BASE

Introduction

Breast cancer (BC) is the most frequent
malignancy in women - 25% of all newly
diagnosed tumors, with an increasing
incidence. Although there is decreas-
ing mortality, the incidence of distant
metastases has been increasing in recent
years, perhaps as a consequence of
better treatment results and prolonged
overall survival [1,2]. On the other hand,
metastases to the head and neck area
are still rare and occur at an advanced
stage. However, some cases have been
published in which symptomatology
brought on by such metastases was the
first symptom of a previously undiag-
nosed tumor.

Case 1

A 53-year-old female with history of
a former invasive ductal carcinoma of
the left breast grade 2, pT2N2a (4/22) MO,
(SR+, HER2-) after radical mastectomy
adjuvant, adjuvant chemotherapy,
radiotherapy and hormonal therapy,
without evidence of disease for the last
5 years.

During follow up, she suddenly
experienced mild swallowing difficulties
and aforeign body sensationin the throat.
Flexible laryngoscopy showed a slight
impairment of vocal cord mobility. After
6 months, there was a sudden worsening
of hoarseness and an attack of vertigo,
accompanied by nausea, vomiting, hear-
ing loss and tinnitus, paresthesia in the
right arm and impaired movement of

Fig. 1. CT prior to surgery with a meta-
stasis in orbit.

the right side of the body; in 15 minutes
these troubles completely subsided.
The patient was preliminarily diagnosed
with a cerebral transitory attack in the
vertebrobasilar region by the neurologist.
A CT and MRI of the brain was performed,
without evidence of ischemia; however,
they revealed a new skull base pathol-
ogy - destruction of the pyramidal apex
caused by a lesion, size 22 mm, affect-
ing the carotid channel, protruding into
the middle ear cavity, destructing the
posterior cranial fossa and the jugular
foramen. A jugular glomus tumor had to
be excluded (Fig. 1).

Otomicroscopy revealed a dark bluish
mass behind the intact eardrum. Audio-
metry showed sensorineural hypacusis
(threshold 40-70 dB) nystagmus lll. The
left vocal cord was fixed paramedially.
The patient was unable to extend her
left arm above the horizontal (Disability
no. VI, VIII, IX, X, XI).

Surgical exploration and biopsy were
indicated. Tumorous tissue was removed
(Fig. 2). Histology confirmed malignant
tissue most likely compatible with meta-
stasis of BC although ER-/PR-, perhaps
due to an insufficient amount of repre-
sentative biological material from the
bony tissue.

PET detected another metastatic
lesion in the scapula. Palliative radiother-
apy 30 Gy in 10 fractions to the area
of the skull base and left scapula was
then employed. Complete remission
was achieved in both involved sides.
The patient remained on hormonal
treatment for another 18 months when
further disease progression appeared in
the bones, a biopsy of which proved the
metastasis of BC with ER/PR positivity.

Fig. 2. Surgical access to a metastasis in
scull base.

Case 2

A 65-year-old female presented with
a progressive diplopia and blurred vision
over the preceding 14 days, normal sight
previously. Local finding - protrusion of
left eye (5-6 mm); eyelid swollen, paretic
eyeball in all directions, resembling
orbital cellulitis, ENT local findings were
negative.

CT - left ethmoidal sinuses completely
filled in with dense mass, expand-
ing to the left orbital roof with a dense
tissue rim (approximately 5mm) and
to the nasal cavity, thickening of the
bone of the orbital apex and multiple
lymphadenopathy of the neck up
to 20mm (Fig. 3). Another unknown
exulcerated tumor was revealed in
the left breast, which the patient
had recognized a few months earlier
(of size 40 x 50 mm, with tough rim
100 x 80 mm). Other tumors were also
confirmed on the CT - multiple in the
lungs, mediastinal and retroperitoneal
nodes, liver and bones.

A biopsy sample was taken under
endoscopic control from the fragile
tissue completely filling the posterior
ethmoids, partly destructing the lamina
papyracea.

Histology was compatible with in-
vasive ductal breast carcinoma (HER2-,
ER+) and consistent metastasis to
the ethmoids. Further examination -
with a kind of a “super scan” image -
revealed overall disseminated disease
with multiple lung, liver and bone
metastases. However, the only threaten-
ing symptoms were those involving

Fig. 3. CT prior to surgery with a meta-
stasis to scull base.
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the base of the skull. Systemic weekly
Taxol chemotherapy was recommended
and a palliative radiotherapy aimed at
the ethmoid sinuses was applied with
good and enduring palliative effect. The
patient received no additional treatment
and died after 14 months due to tumor
growth and overall disease progression
outside of the skull base region.

Discussion

Here, we showed two different cases
of BC with metastasis to the head and
neck (specifically, the base of the skull)
region. The first case described the
manifestation of the rare disease after
6 years of no disease activity, and the
second case showed a most apparent
and mutilating disease occurrence within
an otherwise completely disseminated
asymptomatic disease. Both cases were
locoregionally advanced with multiple
nodal involvement [1].

BC often metastasizes to bones, liver,
and lungs, but only very rarely, and at
an advanced stage, to the head and
neck region. The prognosis of these
patients is poor with expected short-
term survival (20-60 months). The most
frequent histological type is an invasive
ductal carcinoma, ER/PR+, HER2/Neu-,
as it was in both of our cases.

There have been cases of metastasis
to different areas of the head and neck
(temporal bone, nasopharynx, larynx,
parotid or paranasal sinuses) described
in the literature [3,4].

In the skull base, metastases usually
occurinthe parasellarregion,in the middle
fossa (Gasserian ganglion syndrome),
occipital condyles, orbit and foramen
jugulare. Metastases may be clinically
silentforalong time or present themselves
only by discreet neuropathy [5].

Orbital lesions present with diplopia,
eyeball proptosis, eyelid swelling, pain,
blurred vision, and ptosis of the upper
eyelid.

Foramen jugulare symptoms may
present variably according to affected
structures. These include Werner syn-

drome (dysphonia, dysphagia, pha-
ryngeal pain - dysfunction of no. IX, X
and XI), Jackson syndrome (dysfunction
of no. X, Xl and Xll), Collet-Sicard
syndrome (dysfunction of no. IX-XII);
Villaret’s syndrome (impaired cervical
sympathetic, Horner syndrome), and
Tapia’s syndrome (dysfunction no. X and
XIL).

Paranasal sinus (PNS) symptoms
are non-specific, often very similar to
common sinusitis (nasal obstruction,
pressure and pain). More severe symp-
toms occur when tumor tissue infiltrates
the orbit (diplopia, eyelid ptosis, blurred
vision), as in our case.

More common origins of foramen
jugulare syndrome (which must be ex-
cluded) are - benign tumors (para-
ganglioma, meningioma, and schwan-
noma), vascular abnormalities, con-
genital and inflammatory processes,
cerebrovascular, infective or metabolic
pathology. In case of malignant lesions,
the most common are those of nodal
metastases or continuously growing
head and neck carcinomas. Distant meta-
stases from the subclavicular primary
tumors appear only very sparsely in
above-mentioned areas.

Metastases to the skull base usually
originate from the lungs or gastro-
intestinal or urogenital tract. Up to 15%
of the cases are of an unknown primary
origin [6].

In the sinonasal area, 96% of the
malignant tumors are primary carcinoma.
Over 70% of distant metastases originate
from renal tumors, less frequently from
gastrointestinal, lower respiratory tract,
prostate or ovarian tumors.

Metastases from BC are very rare,
occurring slightly more often in the skull
base than in the PNS [7].

Detection on a CT is typical (saturating
lesion, with skeletal destruction). MRI
may be added (metastases are mostly
hypointense on T1 and hyperintense on
T2) [6].

The treatment is palliative in advanced
disease stages. Surgery and radiother-

apy are suggested, combined with
systemic chemotherapy or hormonal
therapy, with respect to the patient’s
performance status. Radiotherapy
provides pain relief in up to 90% of
patients and reduces other local symp-
toms. Better results are achieved in
patients with rapidly progressing symp-
toms (less than 1 month). Surgical
treatment — a palliative metastasectomy
is indicated in the case of serious local
symptoms.

Conclusion

Metastases of BC in the head and neck
region occur only very rarely. The
extremely variable symptomatology
depends on the location of the
metastasis and the affected structures.
This might be a pitfall for diagnostics,
especially in cases of an unidentified
primary tumor, but these type of
metastases are rather unexpected also
in cases of identified primary tumors,
which may result in a delay in correct
diagnosis. In addition, correlation be-
tween histopathological and clinical
findings might be of great relevance in
these cases.
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CASE REPORT

Primary Branchiogenic Carcinoma

Primarni branchiogenni karcinom
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Summary

Background: Primary branchiogenic carcinoma (BC) is an exceptional diagnostic entity. In most
cases, suspicion of BC is confirmed to be a cystic lymph node metastasis of an occult primary
tumor. Martin and Khafif therefore established diagnostic criteria, emphasizing above all the
importance of a histologically assessed transformation of cystic lining epithelium into an inva-
sive squamous cell carcinoma in one pathological lesion after the exclusion of a primary tumor.
Case report: We present a case report of an 80-year-old patient who presented for a follow-up
for an 8-year history of a benign lateral cervical cyst, which was not surgically treated due to
the patient’s high risk of complications from general anesthesia. In spite of the risk, the surgery
was performed after a sudden clinical progression, and surprisingly, post-operative histology
revealed BC. Conslusion: BC is a very rare entity, strictly defined by Martin’s and Khafif’s criteria.
Recently, BCs have been presented in the literature only as unique case reports responding as
in our patient to the above mentioned criteria, with particular emphasis on the histological
aspect, imaging the cystic lining epithelium transforming into an invasive squamous cell carci-
noma in one pathological lesion and a long history without evidence of primary tumor.

Key words
branchiogenic carcinoma - lateral branchial neck cyst — occult carcinoma - metastasis of un-
known primary origin

Souhrn

Vychodiska: Primarni branchiogenni karcinom (branchiogenic carcinoma - BC) v lateralni kr¢ni
cysté je vyjimecna klinicka jednotka. V naprosté vétsiné pripadu se jedna o cystickou metastazu
okultniho primarniho nadoru. Martin a Khafif stanovili diagnosticka kritéria zdGraznujici pre-
devsim histologicky potvrzenou transformaci normalni epitelidini vystelky cysty s pfechod-
nou zénou transformace po jednoznacny invazivni karcinom a ddsledné vylouceni primarniho
tumoru. Pozorovdni: Prezentovan je pfipad pacienta (80 let) s 8letou anamnézou zdureni na
krku - suspektni lateralni kréni cystou, pro kterou byl sledovén. Chirurgické reseni nebylo in-
dikovéno pro vyznamné interkurence. Pfistoupeno bylo k exstirpaci az pfi nahlé progresi infil-
tratu. Histologie prekvapivé odhalila BC, jednoznacné splniujici kritéria. Zdvér: Predstavujeme
ojedinély piipad onemocnéni, jehoz existence je jednoznacné definovéana kritérii dle Martina
a Khafifa. Nedavno byl v literatufe prezentovan ojedinély pfipad spliujici zminéna kritéria, od-
povidajici i nasemu pacientovi, s diirazem predevsim na histologii dokumentujici transformaci
epitelu s pfechodnou zénou az po invazivni spinocelularni karcinom v jedné patologické jed-
notce s dlouhodobym sledovanim bez diagnostiky primédrniho néddoru.

Klicova slova
branchiogenni karcinom - laterdlni kr¢ni cysta — okultni nddor - metastaza nezndmého primar-
niho nddoru
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PRIMARY BRANCHIOGENIC CARCINOMA

Introduction

Primary branchiogenic carcinoma (BC)
is a malignant tumor arising in branchial
cervical cysts. It was first described by
Volmannin 1882, and criteria were defined
by Martin in 1950, which were then
modified by Khafif in 1989 [1,2]. Branchial
cyst presents as a smooth, soft ovoid cystic
structure of the lateral neck originating in

the remnant of an incompletely closed
branchial cleft at the anterior margin of
the sternocleidomastoid muscle. The
lining of the cyst consists of a layered
squamous cell epithelium from which its
malignancy (squamous cell carcinoma -
SCQ) develops. The BC diagnosis itself is
accepted only when the strict criteria are
met.

However, many authors still view
the BC only as a cystic metastasis of an
undiagnosed occult primary tumor.

Case Report

An 80-year-old patient had been mo-
nitored in an ear, nose and throat (ENT)
outpatient department for several
years. Eight years ago, he was first exa-

Fig. 1. A) A native CT image in the transversal plane — a cyst located among musculus sternocleidomastoideus, submandibular gland
and vascular bundle with a inhomogeneous dense content and with a wall slightly irregular in width, 5.5 x 3.3 x 8.5 cm in size.
B) Enhacement of the dorsal cyst wall after contrast medium application. C) The vessel in the early arterial phase. D) Sagittal recon-

struction in the early arterial phase. E) Sagittal reconstruction in the late arterial phase.
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mined for a 6 x 6 cm, painless but slowly
progressing lateral neck swelling of
several months duration; otherwise he
was symptom-free. A lateral cervical
cyst was suspected (soft, elastic, fixed,
painless, and located at the level of the
middle third of the sternocleidomastoid
muscle). The diagnosis was supported
by ultrasound and CT scans - a thin-
walled ovoid cystic formation with
fluid content was displayed, without
evidence of increased vascularization
or pathological changes in the sur-
rounding soft tissues, without neck
lymphadenopathy; there was no other
pathology under the regular (includ-
ing endoscopic) ENT examination. As
the patient was polymorbid, already
suffering especially from cardiovascular
diseases, the most conservative pro-
cedure was suggested. An aspiration
biopsy was performed to reduce the
volume and to exclude malignancy. The
patient was regularly monitored. Regular
aspiration of about 40-50 ml of a serous
fluid was performed approximately
2-4 times a year. Cytology never in-
dicated suspicious malignancy. After
8 years, however, there was a clinical
reversal; the swelling progressed
significantly faster, and a sudden bleed-
ing complication emerged after the
puncture. The CT showed an ovoid
structure, 65 X 34 x 87 mm, but it was
heterogenic, with a highly vascular wall
of irregular width, pushing the neck
vessel, deforming the hypopharynx
(Fig. 1). Surgery was suggested despite
the risk of general anesthesia.

A large cystic structure, located be-
tween the jugular vein and the sterno-
cleidomastoid muscle, with inflam-
mation in the surrounding tissues, was
removed. The histology of the structure
was surprisingly determined to be BC,
fulfilling the criterion of the presence
of a squamous cyst in the lining of the
epithelium, the transition zone, and an
invasive SCC comprised in the vestige.

Histology macroscopically identified
a cystic structure 70 X 35 X 30mm in
size, the inner surface with cauliflower
formations and blood coagulants and
a smooth outer surface. Microscopically,
the cyst consisted of a fibrohyalinic wall,
lined with a squamous epithelium with

areas of heavy metaplasia transforming
toinsitu carcinoma and finally to invasive
G2/G3 differentiated SCC with focal
keratinization (p53+, CK5+) (Fig. 2). Due
to a complete removal, assuming non-
aggressive biological behavior and tak-
ing into account the age of the patient,
no other general anesthesia associated
with tonsillectomy and panendoscopy
with guided biopsies were performed.
For the same reason, adjuvantirradiation
was not recommended. The patient has
now been tumor-free for more than one
year after finishing the treatment; he is
under the follow-up care of a general
practitioner.

Discussion

Martin first proposed criteria for the dia-
gnosis of BC (Tab. 1) [1] and Khafif later
modified these criteria (Tab. 2) [2]. As he
disagreed with the third criterion (e.qg.
an independent duplex tumor can be
detected over 5 years or, on the contrary,
an administered adjuvant radiother-
apy could eliminate an occult primary
tumor), he replaced it with different
two criteria — the absence of a primary
tumor in a different location and a clear
histological identification of a cystic
structure where the normal squamous
cell epithelium of the lining with
transition zone of dysplasia, carcinoma
in situ and an invasive SCC. These criteria
are widely accepted. Both authors
emphasize the histological aspect of BC.

BCs have been published in recent
years as unique case reports that meet
Martin’s and Khafif's above-mentioned
criteria. Zimmerman documented the
in situ carcinoma stage without clear
invasion, which confirms the above-
mentioned etiopathogenetic theory [3].
The histological assessment was the
strongest argument supporting the
branchiogenic etiology in our case
as well. Our patient met all of the cri-
teria of localization, histological type
of an invasive SCC, absence of pri-
mary malignancy and, above all, a cha-
racteristic, histologically well-document-
ed process of transition.

Diagnosis of BC is based on clinical, cy-
tological and radiodiagnostic imaging.
Ultrasound, CT and MRI reveal a cha-
racteristic image - a thin-walled cystic

lesion with a back wall enhancement.
However, an atypia may always arise
(pseudosolid, anechogenous, hetero-
geneous, with debris and pseudocysts
or an indistinguishable wall), which
is associated with a change in cyst
content in intra-capsule bleeding or
solidification, thickening of the wall
caused by inflammation, or an increase
in vascularization which may indicate
a malignant transformation. We consider
ultrasound to be an ideal follow-up
method, as it is non-burdensome and
applicable in regular intervals and
allows for guided aspiration biopsy for
cytological assessment [4].

CT corresponded with the diagnosis
of a benign cyst in our patient for
a long period until a rapidly progress-
ing symptomatology recently arose.
This, however, was more suspected to
be inflammation induced by a repeated
Fine needle aspiration biopsy (FNAB)
(cytology was always benign.)

For BC diagnostics, theissue is firstand
foremost to exclude an occult primary
head and neck tumor metastasis; in
the past, this diagnosis was probably
overestimated, whereas nowadays some
authors completely deny the existence
of BC as a pathologic unit itself.

On the other hand, the histology
illustrating a transition of the epithelium
to the carcinoma is the strongest
argument supporting the existence of
this clinical unit, which has never been
explained in another way [5-71.

Cancer of unknown primary origin
(CUP) presenting with cervical metastasis
accounts for approximately 5% of all
head and neck malignancies, over
90% of which, as it was later assessed,
originate from the lymphatic tissue
(tonsil, nasopharynx, root of the tongue).

Though recent theories suggest that
asmall primary tumor may be eliminated
by the patient’s immune system,
examination, including panendoscopy,
biopsy from Waldeyer’s ring and bilateral
tonsillectomy are vastly recommended.
Positron-emission tomography imag-
ing is indicated for excluding a primary
tumor during the diagnostic procedure
and subsequent follow-up, when a me-
tastasis of unknown primary should be
confirmed [8-10].
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Fig. 2. A) Branchial cleft cyst with epithelial dysplasia (40x). B) Branchial cleft cyst with high-grade epithelial dysplasia/squamous
cell carcinoma in situ (100x). C) Invasive squamous cell carcinoma arising in the wall of branchial cleft cyst (100x). D) Epithelium with
high-grade dysplasia/squamous cell carcinoma in situ (400x). E) Epithelium with high-grade dysplasia/squamous cell carcinoma
in situ (400x). F) Nest of invasive squamous cell carcinoma, G3 (400x).

In recent years, oropharyngeal location
is regarded as particularly susceptive
considering the dramatic increase in
incidence of human papillomavirus
(HPV)-associated oropharyngeal car-
cinomas (OPC), known for its early cystic
metastases of small primary tumors. OPC
is finally diagnosed in up to 70% of cases.
From the HPV point of view, an interest-
ing case of HPV-associated BC was
reported by Maeda [11-15].

In our patient, the immunohisto-
chemistry was negative for p16, which
also supports the non-HPV etiology.

In our patient, histology was a great
surprise considering the long-lasting
history with a benign FNAB cytology.
We do not believe the malignancy could
persist for such a long time.

Another theory might arise - the
malign transformation could be brought
on by repeating FNAB; however, this

was not supported by any report in the
reviewed literature.

Therefore, endoscopy followed, but
a tonsillectomy was not performed. The
patient had a very high risk of general
anesthesia and there was no clinical
suspicion of tumor. The 8-year history of
cystic lesion in the lateral neck, free of
progression even without any treatment,
is a very strong argument against the
theory of occult tumor metastasis.

Klin Onkol 2018; 31(4): 296-300
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Tab. 1. Criteria for the diagnosis of branchiogennic carcinoma by Martin [1].

nic cyst).

1 The cevical tumor must have occurred somewhere along the line exten-
ding from a point just anteriot to the tragus, downward along the anterior
border of the sternocleidomastoid muscle to the clavicle.

2 The histologic appearance of the growth must be consistent with an origin
from tissue known to be present in the branchial vestiga.

3 The patient must have survived and have been followed up for at least
5 years withou the primary tumor.

4 The histologic demonstration of cancer developing in the wall of an epi-
thelial cyst situated in the lateral aspect of the neck (a normal branchioge-

Tab. 2. Criteria modified by Khafif [2].

or sinus as defined by Martin.

cyst to carcinoma.

luation of the patient.

1 The location of the tumor in the anatomic region of the branchial cleft cyst

2 Histologic appearance of the tumor consistent with its origin from vran-
chial vestiges, ilel squamous cell carcinoma.

Presence of carcinoma within the linig of an identifiable epithelial cyst.

4 Identification of transition from the normal squamous epithelium of the

5 Absence of any identifiable primary malignant tumor after exhaustive eva-

Complete surgical excision and
adjuvant radiotherapy is considered to
be an adequate therapy; even though
data are rare in a rare diagnosis, a good
prognosis is assumed. In our patient,
a complete excision of a large cyst was
performed. On account of the patient’s
performance status, recommended
panendoscopy and tonsillectomy were
not performed. However, even though
the suggested adjuvant radiotherapy
could not be performed, he is, after
a year of follow-up, recurrence-free
under regular clinical examination.

Conclusion

BC is a very rare entity, strictly defined
by Martin’s and Khafif’s criteria. The
existence of BC itself is denied by
some authors and pathologists and is
considered to be the cystic metastasis of
an unknown primary tumor.

In recent years, BCs have been presen-
ted in the literature only as unique case
reports responding to the above mentio-
ned criteria, with particular emphasis on
the histological aspect, imaging the cys-
tic lining epithelium transforming into an
invasive SCC in one pathological lesion.
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KAZUISTIKA

Fludarabin v lie¢be indolentného lymfému

s chylothoraxom

Use of Fludarabine for the Treatment of Indolent Lymphoma with

Chylothorax

Wild A."?, Holasova J.'?, Kralikova E.

"Hematologické oddelenie, FNsP F. D. Roosevelta Banska Bystrica
2LF SZU v Bratislave

Suhrn

Vychodiskd: Chylothorax je zriedkavou komplikaciou lymfémov. Vyskytuje sa pri zvacseni me-
diastinalnych lymfatickych uzlin a pri velkej retroperitonedlnej tumordznej mase, prip. nésled-
kom upchatia ductus thoracicus lymfocytmi pri chronickej lymfocytovej leukémii (CLL). Ma
nesdpecificky klinicky obraz. Prispieva, najma po opakovanej evakudcii, k imunokompromitacii
a malnutricii pacienta. Diagnosticka je hladina triacylglycerolov v punktate > 1,24 mmol/l a za-
roven cholesterolu < 5,18 mmol/l. Pri malignom chylothoraxe sa ako prva pouziva lie¢ba aso-
ciovanej malignity — chemoterapia alebo radioterapia. Odpoved sa dostavuje po 3-8 kurach
chemoterapie. Publikovanych je niekolko pripadov lie¢by chylotoraxu pri indolentnych lym-
fémoch fludarabinovym rezimom s réznymi vysledkami. Ustup chylotoraxu méze urychlit
podpornd dieta - totalna parenterdlna vyziva alebo nizko-tukova strava kombinovana s uzi-
vanim triacylglycerolov so stredne dlhym retazcom. Pripady: Autori prezentuju pripady dvoch
pacientov s chylotoraxom pri relabujicej CLL, resp. novodiagnostikovanom folikulovom lym-
féme, v oboch pripadoch s velkou tumoréznou masou retroperitonea. Po 1 a 3 kurach fludara-
binu a cyklofosfamidu +/- rituximabu bez dalsej potreby evakudcie chylotoraxu, po 5 kurach
vymiznutie chylotoraxu a dosiahnutie parcialnej, resp. kompletnej odpovede lymfému. Odpo-
ved'v prvom pripade pretrvala 30 mesiacov, v druhom pripade je pacient doteraz bez relapsu
pocas udrziavacej liecby rituximabom. Zdver: Obmedzené skisenosti naznacuju, ze fludarabi-
nové rezimy u pacientov s indolentnymi lymfémami mézu rychlo viest popri zmenseni tumo-
réznej masy aj k regresii chylotoraxu, ¢o zabranuje prehlbovaniu malnutricie a imunokompro-
mitdcie pacienta.
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lymféom - fludarabin - chylotorax
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Summary

Background: Although chylothorax is rare in patients with malignant lymphoma, it has been reported in cases with mediastinal lymphadeno-
pathy, a bulky retroperitoneal mass, or thoracic ducts blocked by lymphocytes in chronic lymphocytic leukemia (CLL). The clinical picture is not
specific. Patients become more immunocompromised and malnourished after repeated evacuations. Chylothorax is usually diagnosed when the
triglyceride level is > 1.24 mmol/I and the cholesterol level is < 5.18 mmol/ | in the effusion. Chemotherapy or radiotherapy of the associated ma-
lignant tumors has been used as the first-line treatment of malignant chylothorax. The responses of chylothorax after 3-8 chemotherapy courses
have been described. A few cases of indolent lymphoma associated with chylothorax that were treated with fludarabine-based chemotherapies
with various outcomes have been published. Total parenteral nutrition or a low-fat diet combined with ingestion of medium-chain triglycerides
can accelerate remission of chylothorax. Observation: This study presents two cases with chylothorax associated with a bulky abdominal mass in
relapsed CLL and newly diagnosed follicular ymphoma, respectively. No further evacuations were required after one and three courses of fluda-
rabine plus cyclophosphamide with/without rituximab in the patients with CLL and follicular lymphoma, respectively. Chylothorax disappeared
after five courses, and a partial or complete response of malignant lymphoma was achieved. The response lasted for 30 months in the patient
with CLL and has persisted throughout maintenance therapy with rituximab in the patient with follicular lymphoma. Conclusion: Limited expe-
rience indicates that fludarabine-based regimes can result in rapid regression of chylothorax, in addition to treating indolent lymphoma, which

prevents patients becoming more malnourished and immunocompromised.

Key words
lymphoma - fludarabine - chylothorax

Uvod
Lymfa obsahuje vysoké koncentracie
cholesterolu, triacylglycerolov (TAG),
chylomikrény, imunoglobuliny, enzymy,
rozpadové produkty a variabilné mnoz-
stvo leukocytov. Priemerne sa jej vy-
tvori 2,41 denne. Lymfa z dolnych kon¢a-
tin a brucha pradi cez ductus thoracicus
(DT), ktory prebieha vpravo od chrb-
tice do Urovne 3. az 6. hrudného stavca,
potom prechadza na favu stranu chrbtice
a Usti najcastejsie do vena subclavia [1,2].
Chylothorax vznika unikom lymfy do
pleurdlneho priestoru, a to poskodenim
DT priamo, jeho utlakom zvonku alebo

Obr. 1.Vzhlad chylothoraxu.

jeho infiltrdciou a naslednou ruptirou
alebo moze dojst k retrogradnemu toku
lymfy cez lymfatické cievy parietdlnej
pleury [1,3]. Etiolégia mbze byt trauma-
tickd (po usilnom zvracani alebo kasli, pri
katetrizacii vena subclavia, po operacii
hrudnika, krku a hlavy) alebo netrauma-
tickd - zhubné nadory (mediastinélna,
zriedkavejsie retroperitonedlna lymfa-
denomegélia, upchatie DT lymfocytmi),
sarkoid6za, retrosternalna struma, amy-
loidéza, trombdza centralnych vén [1,3].
Klinicky obraz je nespecificky — do-
minuje dychavica, bolest na hrudniku
a kasel. Casto sa pridava malnutricia zo
strat proteinov, tukov, vitaminov a mi-
nerdlov, najméa po opakovanych evakua-
cCiach. Strata imunoglobulinov a T lym-
focytov vedie k imunokompromitacii
s vys$im rizikom oportinnych infekcii.
Podla lokalizacie 1ézie méze byt pra-
vostranny alebo favostranny [1,2].
Vzhlad je v polovici pripadov mliecny
(obr. 1), ale méze byt aj ZIty, zeleny, se-
rosanguinolentny az sanguinolentny, pri
hladovani pacienta aZ serézny. Standar-
dom diagnostiky je stanovenie pritom-
nosti chylomikrénov. Ak nie je dostupné,
za diagnostické sa povazuje, ked'v punk-
tate je hladina TAG > 1,24 mmol/I a za-
roven cholesterolu < 5,18 mmol/l. Pri
hladovani a malnutricii to nemusi byt
splnené. Iné odporucané kritérium je
pomer tukov vo fluidothoraxe a v sére —
v pripade TAG nad 1,0 a zéroven choles-
terolu pod 1,0. MdZe sa jednat o exudat

aj transudat. Diferencidlno diagnosticky
treba chylothorax odlisit od empyému
a pseudochylothoraxu. Po centrifuga-
cii ma empyém vrstvu supernatantu,
chylothorax ostane homogénny. Pseu-
dochylothorax znamend tekutinu po-
dobného vzhladu, ktora vznikd pri chro-
nickom fluidothoraxe s hladinou TAG
pod 0,56 mmol/l a absenciou chylomik-
rénov, moézu byt pritomné pseudocho-
lesterolové krystaly [1,2]. Denzita pri
vysetreni pocitacovou tomografiou neu-
moziuje odlisit chylothorax od fluido-
thoraxu inej etioldgie [4].

Kazuistika 1

Muz narodeny v roku 1942 mal stano-
venu diagnézu chronickej lymfocyto-
vej leukémie (CLL) v roku 2003. Lie¢ba
chlorambucil + prednizon bola bez
efektu, 1. kdra fludarabin + cyklofosfa-
mid (FC) komplikovana febrilnou neut-
ropéniou, obrazom cerebelitidy a her-
pes zoster, dosiahnutd bola parcidlna
odpoved' (partial response — PR). Pre
progresiu podané 3 kury chemoterapie
CVP (cyklofosfamid + vinkristin + pred-
nizon) od decembra 2005 s dosiahnu-
tim PR, sprevadzané castymi infekciami
s potrebou substitucie intraven6znych
imunoglobulinov.

Zaciatkom roku 2007 sa zistila pra-
vostranna pneumonia s bilaterdlnym
fluidothoraxom a znamkami progre-
sie v zmysle trombocytopénie, anémie,
generalizovanej lymfadenopatie (v me-
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diastine do 18 mm) s velkou tumoréznou
masou abdomenu (18 x 11 cm). Po zvlad-
nuti pneumodnie od marca 2007 podané
2 kary CVP s regresiou externej lymfade-
nopatie, ale pretrvavanim fluidothoraxu
s opakovanou potrebou evakuacie. Pleu-
rdlny puntdt mal oranzovy opalesku-
juci vzhlad. V aprili 2007 pri hladine TAG
6,28 mmol/l bol diagnostikovany ako
chylothorax. Od jana 2007 podévana
chemoterapia FC (fludarabin 25 mg/m?
i.v., cyklofosfamid 250mg/m? i.v.,
1. az 3. deni) so sucasnou substituciou
imunoglobulinmi. V juli a za¢iatkom au-
gusta boli potrebné este opakované
evakuacie fluidothoraxu. V septembri
dosiahnuta kompletna nodalna remi-
sia.V novembri 2007 uz podla RTG hrud-
nika bez fluidothoraxu, obr. 2 a 3. Cel-
kove bolo pacientovi podanych 5 kar
FC.Vzhladom k uspokojivej odpovedi sa
po komplikujucej kandidovej kolitide uz
v liecbe nepokracovalo. Podla CT hrud-
nika, brucha a panvy a cytoldgie kostnej
drene dosiahnuta kompletna odpoved.

V roku 2009 rie3ena sekundérna autoi-
munna trombocytopénia, v 2010 prog-
resia do Stadia IV podla Raia pri masivnej
infiltracii kostnej drene s ndlezom gene-
ticka aberdcia del p53 v 26 %. Alemtu-
zumab 30mg i. v. 3x tyZzdenne po dobu
12 tyzdnov viedol k 6. PR trvajlicej 2 me-
siace, nasledne 12 dévok ofatumomabu
2 000mg/ davku k 7. PR. Pri nasledujucej
progresii opatovne vznik chylothoraxu.
Prva kira FC bola sprevadzand zavaznou
infekciou, preto v 2. kdre davkovanie zni-
zené (fludarabin 25mg/m? i.v. den 1.,
cyklofosfamid 80 mg/m?, 1. az 2. den) vy-
sledkom bolo progredujuice ochorenie.
R-bendamustin bol rovnako bez efektu
a pacient exitoval v marci 2012.

Kazuistika 2

Muz narodeny v roku 1971 mal stano-
venu diagnézu folikulového lymfému,
stupen 1, klinické stadium IVA s genera-
lizovanou lymfadenopatiou, velkou tu-
mordznou masou retroperitonea a po-
stihnutim kostnej drene. Dva razy bola
potrebna punkcia fluidothoraxu zakale-
ného jantarového vzhladu. Vysetrenie
fluidothoraxu svedcilo pre chylothorax -
celkové bielkoviny 42 g/l, cholesterol
2,1 mmol/I, TAG 2,07 mmol/I. Po predfaze
vinkristin a prednizon podana 1 kura ben-

Obr. 2. Kazuistika 1 - RTG hrudnika pred lie¢bou.

Obr. 3. Kazuistika 1 - RTG hrudnika po liecbe.

damustinu 100mg/m? den 1 a 2 v mo-
noterapii, po ktorej bola potrebna
znovu evakudcia 1 520 ml chylotho-
raxu. Vzhladom k predchadzajucej sku-

senosti bol dalej pacient lieceny kombi-
naciou RFC - rituximab 375mg/m? s FC
(fludarabin 20 mg/m? p.o., cyklofosfa-
mid 150mg/m? p.o. 1. az 5. den kazdych
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28 dni). Po 1. kure RFC bez potreby pleu-
ralnej punkcie. Po 4 kdrach RFC v januari
2016 konstatovand regresia lymfatic-
kych uzlin aj fluidothoraxu. Pre recidivu-
jucu neutropéniu az stupna 3, v jednom
pripade aj so subfebriliami, boli reduko-
vané davky cytostatik a celkovo bolo po-
danych 5 kdr RFC a 1x rituximab v mo-
noterapii do februara 2016. Od aprila
2016 do decembra 2017 bolo poda-
nych 11 davok udrZiavacej liecby rituxi-
mabom kazdé 2 mesiace. V juli 2016 na
CT obraz PR - hrudnik bez lymfadeno-
megdlie a fluidothoraxu, retroperito-
neum s lymfatickymi uzlinami do 22 mm
v priemere, slezina s dlh§im rozmerom
152mm.

Diskusia

Podla literatury [1,2] méze znizit tvorbu
chylothoraxu diéta s obmedzenim vstre-
bavania tukov do lymfatického riecista.
To vedie k zniZzeniu - odstraneniu po-
treby evakuacnych punkcii, ktoré su pri-
¢inou malnutricie a imunokompromita-
cie pacienta. Mozno to docielit totalnou
parenterdlnou vyzivou alebo nizkotu-
kovou stravou s pridanim triacylglyce-
rolov so stredne dlhym retazcom (me-
dium-chain triglycerides — MCT), ktoré
sa rezorbuju priamo do portdlneho
riec¢ista, obchadzaju lymfatické cievy
a tak znizuju tvorbu lymfy. Druhd moz-
nost ¢asto neodstrani potrebu evakua-
cie [2,3]. Tto pomocnd lie¢bu sme u pr-
vého pacienta nepovazovali za prinosnu
a v druhom pripade sme ju nepouzili

pre postoj pacienta ku kvantite a kvalite
stravy.

V pripade maligneho chylothoraxu sa
ako prva pouziva lie¢ba asociovanej ma-
lignity — chemoterapia, kde sa odportca
sucasne aplikovat aj antiinfek¢nu profy-
laxiu a/alebo radioterapiu [1].

V pripade chylothoraxu asociova-
ného s CLL sa v literatire uvadzaju ka-
zuistiky s pouzitim imunochemoterapie
RFC, v jednom pripade [5] s odpove-
dou a v dvoch pripadoch [2,6] bez nej.
V jednom pripade [6] sa progresia s chy-
lothoraxom vyvinula na liec¢be fluda-
rabinom, ale nie je uvedené, ¢i pacient
nemal mutécie spojené s nizkou efek-
tivitou chemoterapie. V druhom pri-
pade [2] chylothorax pretrval napriek
normalizacii krvného obrazu a velko-
sti lymfatickych uzlin po RFC, radiotera-
pii a nésledne vymizol po chirurgickom
rieseni. Pri folikulovom lymféme bola
popisana ucinna nizkodavkovana ra-
dioterapia [3] ako aj chemoterapia ritu-
ximab + bendamustin [7]. Efekt chemo-
terapie na chylothorax pri lymfémoch
sa popisuje po 3-8 kurach [8]. V tejto
praci prezentované kazuistiky pouka-
Zuju na vcasny efekt fludarabinového re-
Zimu u pacientov s indolentnym lymfé-
mom - odstranenie potreby evakuacie
chylothoraxu po 3., resp. 1. kure.

V pripade neefektivity chemotera-
pie/rédioterapie mozno pouzit chemicku
pleurodézu. Pri malignom chylothoraxe
sa zriedkavo aplikuje chirurgicka lie¢ba
vratane pleurektémie a resekcie kompri-

mujuceho tumoru. Popisany bol aj pri-
pad pouzitia octreotidu. [1]

Zaver

Obmedzené skusenosti naznacuju, ze
fludarabinové rezimy u pacientov s in-
dolentnymi lymfémami moézu rychlo
viest popri odpovedi tumordznej masy
aj k regresii chylothoraxu, ¢o zabranuje
prehlbovaniu malnutricie a imunokom-
promitacie pacienta.

Literatara

1. McGrath EE, Blade Z, Anderson PB. Chylothorax: aetio-
logy, diagnosis and therapeutic options. Resp Med 2010;
104(1): 1-8. doi: 10.1016/j.rmed.2009.08.010.

2. Scholtz GA, Sirbu H, Semrau S et al. Persisting right-si-
ded chylothorax in a patient with chronic lymphocytic
leukemia: a case report. J Med Case Reports 2011; 5: 492.
doi: 10.1186/1752-1947-5-492.

3. Van De Voorde L, Vanneste B, Borger J et al. Rapid dec-
line of follicular lymphoma-associated chylothorax after
low dose radiotherapy to retroperitoneal lymphoma lo-
calization. Case Rep Hematol 2014; 2014: 684689. doi:
10.1155/2014/684689.

4. Novotny J, Elids P. Piinos kontrastniho CT v detekci ma-
ligni etiologie pleurédiniho vypotku. Ces Radiol 2007;61(4):
392-399.

5. Thomas LC, Maida MJ, Martinez-Outschoorn U et al.
Chronic lymphocytic leukemia/small lymphocytic lym-
phoma with pancytopenia and chylothorax. Sem
Oncol 2001; 38(2): 165-170. doi: 10.1053/j.seminon-
€0l2010.11.013.

6. Tanriverdi H, Uygur F, Tilkan OK et al. Chylothorax due
to leukemic infiltration in a patient with chronic lympho-
cytic leukemia. Respir Med Case Rep 2015; 16: 131-133.
doi: 10.1016/j.rmcr.2015.09.006.

7. Jagosky M, Taylor B, Taylor SP. A case of chyloperito-
neum secondary to follicular lymphoma and a review of
prognostic implications. Case Rep Hematol 2016; 2016:
4625819. doi: 10.1155/2016/4625819.

8. Janjetovic S, Janning M, Daukeva L et al. Chylothorax
in a patient with Hodgkin's lymphoma: a case report and
review of the literature. Tumori 2013; 99(3): €96-e99. doi:
10.1700/1334.14813.

304

Klin Onkol 2018; 31(4): 301-304




SHORT COMMUNICATION

The Therapeutic Effects of Specific
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Introduction

The current oncology practice recom-
mends that all newly diagnosed
breast cancers (BC) be evaluated for
PR (progestogen receptor) and OR
(oestrogen receptor) protein expression
by immunohistochemistry [1]. Appro-
ximately 70% of patients with metastatic
BC have hormone receptor positive
(HR+) disease and are commonly
treated with hormone-based therapies
that include a non-steroidal aromatase
inhibitor (NSAI) such as letrozole,
anastrozole, or exemestane [2,3]. How-
ever, some patients have intrinsic
resistance or acquired tolerance to hor-
mone or endocrine therapy, which
hampers their survival prolongation [4].
Thus, novel and effective therapies are
urgently required for the BC population
treated with endocrine therapy.

Cancer derives from uncontrolled cell
division, which results from dysregulation
of the cell cycle progression, including
four stages, G1 (Gap phase 1), S phase
(DNA synthesis), G2 (Gap phase 2), and
M phase (mitosis). Cyclin D1 is a major
transcriptional target of the ER. The
cyclin D1-CDK4-RB pathway regulates
cell proliferation by controlling the
G1 to S cell cycle checkpoint [5,6]. The
OR factor (E2F) family of transcription
factors are downstream targets of the
RB protein, which function in the cell

cycle control and contribute to tumour
development [7]. The combination of
RB and E2F causes suppression of E2F
transcription modules through inducing
recruitment of the chromatin remodell-
ing proteins, histone modifiers, and
repressive chromatin marks, result-
ing in cell cycle block [8]. Therefore, the
essential roles of CDK4/6 in the cell cycle
regulation make them effective targets
for cancer therapeutic intervention,
especially in BC [9-11]. Fig. 1 shows
details of the mechanism of action of the
CDK4/6-inhibitors.

Clinical Trials

Palbociclib (Ibrance®, Pfizer), the most
advanced specific CD4/6-inhibitor,
was approved by the US FDA (United
States Food and Drug Administration)
based on the randomised phase Il
PALOMA-1 study, where palbociclib
in combination with letrozole in the
1%t line setting substantially improved
median progression-free survival (mPSF)
and yielded an absolute 10-month
benefit [12]. In order to further confirm
and extend the efficacy and safety
data of PALOMA-1, the double-blind
phase Il PALOMA-2 study enrolled
666 postmenopausal patients with
ER+, HER2- advanced breast cancer
(ABC) who had not received any
treatment for this deadly disease [13].
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A total of 444 patients were randomly
assigned to receive letrozole (2.5mg/d
oral) + palbociclib (125mg/d oral in
4-week cycles, 3 weeks of treatment
followed by 1 week off), and the other
patients received letrozole + placebo.
The overall response rate (ORR) was
42.1% in the letrozole + palbociclib arm
and 34.7% in the letrozole + placebo
arm. In patients with measurable

Klin Onkol 2018; 31(4): 305-308

305




THE THERAPEUTIC EFFECTS OF SPECIFIC CDK4/6-INHIBITORS

S a?
Fa=18"

-

v mh
- -y
- A

<
"“‘-?.'. Ter

\ LI

/ Receptor tyrosine kinase eg HER2

O % Oestrogen

Hormonal
(anti-oetrogen)

Dy, Oetrogen

-P

CDK4/6 inhinitor

|_cDK4,!s |
| —

Mitogen and oetrogen- l e CDmf_ﬁﬂ_lependent
dependent trancription trancription of

of cyclin D

@

-
»

-

/

Fig. 1. Mechanism of action of CDK4/6 inhibitors.

In brief, the CDK4/6-cyclin D axis is hyperactive in hormone receptor-positive breast cancer (BC) because estrogen receptor signaling in-
duce the expression of cyclin D1. Selective CDK4/6 inhibitors prevent the assembly of the CDK4/6-cyclin D1 complex, which normally
functions to phosphorylate the retinoblastoma (RB) protein in order to liberate transcription factor E2F from the inactive RB-E2F com-
plex. Administration of anti-CDK4/6 agents therefore suppresses the bioavailability of the E2F transcription factor, resulting in decreased
transcription and translation of S-phase-related gene sets, causing BC cells to undergo G1 arrest and/or death.

The picture was a courtesy of Dr. Nicholas Syn from the National University of Singapore with small modifications.

disease, the ORR was 55.3% and 44.4%, combination with letrozole dramatically
resp. Evaluation of the primary endpoint, prolonged mPFS (24.8 months) in
mPFS, indicated that palbociclib in  comparison with letrozole + placebo

(14.5 months) (HR 0.58;95% Cl 0.46-0.72;
p < 0.001) [13]. In addition to the
combination of palbociclib and letrozole,
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Tab. 1. Outcomes of treatment with CD4/6 inhibitors in HR+, HER2- advanced or metastatic breast cancer patients.

Clinical trial name Treatment arms ORR (%) ORR (%) in patients
(trial identifier) with measurable
disease
1¢line setting
PALOMA-2 letrozole + palbociclib vs. 42.1 55.3
(NCT01740427) letrozole + placebo 347 444
MONALEESA-2 letrozole + ribociclib vs. 40.7 52.7
(NCT01958021) letrozole + placebo 27.5 37.1
MONARCH-3 NSAI* + abemaciclib vs. 48.2 59.2
(NCT02246621) NSAI* + placebo 345 43.8
After prior hormonal treatment
PALOMA-3 fulvestrant + palbociclib vs. 19 25
(NCT01942135) fulvestrant + placebo 9 11
MONARCH-2 fulvestrant + abemaciclib vs. 35.2 48.1
(NCT02107703) fulvestrant + placebo 16.1 21.3

mPFS Hazard ratio Ref.
(months) (95% Cl)
24.8 0.58 (0.46-0.72) [13]
14.5 p < 0.001
NR** 0.59 (0.41-0.85) [15]
14.7
NR 0.54(0.41-0.72) [17]
14.7

95 046 (0.36-0.59)  [14]
46 p < 0.001

164  0.55(0.45-0.68) [16]
93 p < 0.001

HR - hormonal receptor, HER2 — human epidermal growth factor receptor 2, NSAI — non-steroidal aromatase inhibitor, ORR - overall
response rate, mPFS — median progression-free survival, NR - not reached

*|letrozole or anastrozole

** after 24 months, the mPFS was 25.3 months for the ribociclib arm (updated data)

the efficacy of fulvestrant + palbociclib
was also studied in HR+, HER2- ABC
that progressed in the process of
prior hormone therapy [14]. In the
PALOMA-3 study, 347 patients received
palbociclib (with the same dosage
scheme as PALOMA-2) + fulvestrant
(500mg intramuscularly on day 1 and
15, and on day 1 of subsequent cycles
every 28 days) and 174 patients received
fulvestrant + placebo. The ORR was 19%
in the fulvestrant + palbociclib arm and
9% in the fulvestrant + placebo arm.
In patients with measurable disease,
fulvestrant + palbociclib achieved an
ORR of 25 % compared with 11% in the
controlarm (Tab. 1). There was a clinically
meaningful and statistically significant
improvement in mPFS in patients
receiving palbociclib + fulvestrant
(9.5 months) in comparison with the
placebo group (4.6 months) (HR 0.46;
95% Cl 0.36-0.59; p < 0.001). The most
common grade 3 or 4 adverse events
observed in palbociclib-treated arms
of the PALOMA-2 and -3 studies were
neutropenia, leukopenia, and fatigue.
The myelotoxicity effect > grade 3 or

higher was observed in > 50% of the
palbociclib-treated patients, but the
rate of febrile neutropenia was low. The
myelotoxicity effects were successfully
managed with appropriate supportive
care and dose reductions.

Next to become FDA-approved was
ribociclib (Kisgali®, Novartis), which
when combined with letrozole in the
MONALEESA-2 trial met its primary
endpoint — after 18 months, mPFS was
not reached in the ribociclib (600mg/d
oral in 4-week cycles, 3 weeks of
treatment followed by 1 week off)
arm vs. 14.7 months in the letrozole
(2.5mg/d oral) + placebo arm [15]. In
this randomised, placebo-controlled,
phase lll trial, 668 postmenopausal
(334 assigned to receive ribociclib +
letrozole and 334 assigned to receive
placebo + letrozole) women with HR+,
HER2- ABC who had not received
previous systemic therapy for advanced
disease were eligible. The data were
updated, and after 24 months, the
mPFS for the ribociclib arm showed
25.3 months. The mPFS of the placebo
arm remained the same. The ORR was

40.7% in the letrozole + ribociclib arm
and 27.5% in the letrozole + placebo arm.
The ORR for patients with measurable
disease was 52.7% vs. 37.1%, resp. [15]
(Tab. 1). The most common grade 3 or 4
adverse events were neutropenia (59.3%),
leukopenia (21%), hypertension (9.9%),
lymphopenia (6.9%), and increase of
liver enzymes in < 10% of the patients
treated in the ribociclib arm. A few
cases of febrile neutropenia were also
reported.

A third selective CDK4/6 inhibitor
is abemaciclib (Verzenio®, Eli Lilly and
Company), which was granted a break-
through designation after the positive
results from the MONARCH-2 study in
HR+, HER2- ABC who had progressed
while receiving neoadjuvant or ad-
juvant endocrine therapy [16]. The
MONARCH-2 study enrolled 669 patients
of whom 446 were randomly assigned
to receive abemaciclib (150 mg 2x daily)
+ fulvestrant (500mg intramuscularly
on day 1 and 15, and on day 1 of
subsequent cycles every 28 days) and
223 placebo + fulvestrant. The ORR
was 35.2% in the abemaciclib arm
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and 16.1% in the control arm. Patients
with measurable disease achieved
an ORR of 48.1% in the abemiciclib
arm and 21.3% in the control arm.
Abemaciclib + fulvestrant significantly
extended the mPFS vs. fulvestrant alone
(16.4 vs. 9.3 months; HR 0.553; 95% ClI
0.4449-0.681; p < 0.001) (Tab. 1). In
September 2017, the US FDA approved
abemaciclib based on the results of
the phase Il MONARCH-3 trial, which
was a double-blind, randomised study
of abemaciclib or placebo plus a NSAI
in 493 postmenopausal women with
HR+, HER2- ABC who had no prior
systemic therapy [17]. Patients were
randomly assigned 2 : 1 to receive
abemaciclib or placebo (150mg 2x
daily orally) or matching placebo plus
a NSAI (either 1mg anastrozole or
2.5mg letrozole). The ORR was 59.2% in
the abemaciclib + NSAI arm and 43.8%
in the NSAI + placebo arm. Patients with
measurable disease achieved an ORR
of 59.2% in the abemiciclib arm and
43.8% in the control arm. The mPFS for
the abemiciclib arm was not reached
compared with 14.7 months in the
placebo arm (0.54; 95% Cl 0.41-0.72;
p = 0.00021) (Tab. 1). In both MONARCH
studies, the percentages of grade 3 or 4
myelotoxicity events were lower than
those observed in the palbociclib and
ribociclib studies.

It is worth noting that individual
trials have not been powered to detect
a difference in the overall survival, and
the follow-up data for survival of the
trials are currently immature to conclude
the real benefit for these patients in this
aspect.

Conclusions

From the results presented above, it
can be concluded that the addition
of the three selective approved
CDK4/6-inhibitors in CDK4/6-contain-
ing regimens enhances ORR and mPFS
in the 1% line or relapsed setting for HR+,
HER2- ABC patients. For this reason,
the National Comprehensive Cancer
Network (NCCN) added the follow-
ing recommendations in the NCCN
guidelines version 4 (2017) for BC - the
use of CDK4/6-containing regimens

in the 1% line setting for the treatment
of premenopausal and palbociclib
or ribociclib for the treatment of
postmenopausal HR+, HER2- ABC pa-
tients; and CDK4/6-containing regimens
in the 2 line setting for pre- and
postmenopausal HR+, HER2- ABC
patients [18]. It has to be noted that the
concomitant use of CDK4/6 inhibitors
to standard adjuvant treatments
considerably aggravates the toxic
effects of endocrine therapy. Serious
haematologic toxicities are inevitably
common, consistent with the on-target
inhibition of CDKs 4 and 6, which are
highly expressed in haematopoietic
stem and progenitor cells.

Discussion

Despite the acceptance of anti-CDK4/6-
-containing regimens as a new thera-
peutic benchmark, several questions
remain unresolved, especially whether
the CDK4/6 inhibitor-containing
regimens are more efficient compared
with cytotoxic chemotherapy or what
is the impact on the overall quality of
life due to the toxicity. In fact, there is
still a lot to know about the safety and
efficacy of CDK4/6-containing regimens
across various categories defined by
the menopausal status, age, HER2
positivity and biomarkers (RB expression,
p16 status). Ongoing clinical trials ex-
plore the potential of these agents
outside the HR+, HER2- ABC setting,
including as adjuvant and neoadjuvant
treatments and in combination with
chemotherapy and targeted agents. The
CDK4/6 inhibitors are being evaluated
in women with triple-negative BCs,
and since abemaciclib crosses the
blood-brain barrier, it is also being
evaluated as a treatment for brain me-
tastases, including metastatic BC pa-
tients. Finally, CDK4/6 inhibition may
result in favorable modulation of
the immune microenvironment, and
thus combination trials with immune
checkpoint blockers have also been
initiated.
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Onkologie v obrazech

Nové techniky IGRT — sledovani povrchu téla pacienta (SIGRT)

Simonicova L.", Prochazka T.'

'Klinika radia¢ni onkologie, Masaryk{v onkologicky Ustav, Brno
20ddeéleni radiologické fyziky, Masarykdv onkologicky Ustav, Brno

Techniky [é¢by zafenim se s postupu-
jici dobou a novymi technickymi moz-
nostmi stale zdokonaluji. Soudobé zob-
razovaci modality, planovaci systémy
a moderni ozafovaci pristroje umoznuji
presnou lokalizaci cilovych objem, es-
kalaci 1é¢ebnych davek a soucasné 3et-
feni okolnich zdravych tkani. Nové oza-
fovaci techniky tak vyzaduji funkéni
systém kontrol v celém procesu radio-
terapie, jehoz nedilnou soudasti je kon-
trola polohy pacienta a cilového objemu
po celou dobu ozarfovani.

Ke kontrole spravnosti polohy pa-
cienta se ¢im dal castéji vyuziva zobra-
zovacich modalit, potom hovofime o ra-
dioterapii fizené obrazem (image guided
radiotherapy - IGRT), konkrétni zobra-
zovaci modalita pak zélezi na technické
vybavenosti pracovisté. Vétsina moder-
nich ozafovac¢l umoziuje provedeni
jednak 2D megavoltaznich radiografic-

kych snimkd, 2D kilovoltaZznich radio-
grafickych snimkd, pfip. provedeni tzv.
CBCT (cone beam computed tomogra-
phy), tedy moznost 3D kontroly a Upravy
polohy pacienta na zdkladé srovnani
provedeného CBCT s planovacim CT.
Jmenované moznosti IGRT vyuzivaji io-
nizujici zareni a jejich pouziti znamena
dalsi davku zareni pro pacienta.

Klinika radia¢ni onkologie Masarykova
onkologického Ustavu v Brné je nové vyba-
vena systémem Catalyst firmy C-RAD, ktery
umoziuje sledovat povrch téla pacienta
(surface image guided radiation therapy -
SIGRT) pred zahdjenim ozafovani i v jeho
prabéhu. Systém pracuje ve viditelné ¢asti
elektromagnetického spektra, nevyuziva
ionizujiciho zafeni a jeho pouziti tak pro
pacienta neznamena dalsi radiacni zatéz.

Jelikoz systém sleduje povrch téla
pacienta, je jeho pouziti vhodné ze-
jména pfi ozafovani prsu a koncetin. Na
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obr. 1 a 2 je vidét pouziti systému
béhem polohovani pacientky pfed oza-
fenim pravé hrudni stény. Systém Cata-
lyst snimd obraz a srovnava s obrazem
referen¢nim (typicky kontura téla z pla-
novaciho CT). Radiologicky asistent tak
vidi odchylky v poloze pacienta od Z&-
dané ozafovaci polohy, soucasné je zpét

Obr. 1. Systém Catalyst polohovani pred ozafovanim pravé hrudni

stény.

Ab !
+0,7 cm cm
+02cm +02cm
+0,3cm +0,3cm

0® 0°

Obr. 2. Polohovani pred ozafovanim pravé hrudni stény s vyuzi-

tim projekce odchylek na pacienta.
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Obr. 3. Systém Catalyst polohovani pfed ozafovanim levé dolni
koncetiny.

na pacienta promitan barevny obraz, ve
kterém jsou nevyhovujici oblasti zvyraz-
nény cervenou (pozitivni odchylky) nebo
Zlutou (negativni odchylky) barvou, coz
polohovani pacienta usnadnuje. Pfi-
klady pouziti systému pfi ozafovani levé
dolni koncetiny jsou na obr. 3 a 4.

Obr. 4. Polohovani pfed ozafovanim levé dolni konéetiny s vyu-

zitim projekce odchylek na pacienta.

Kontrola polohy pacienta probihd
nejen pred zahdjenim ozafovani, ale
i v jeho pribéhu. Catalyst kontinudlné
snimd povrch pacienta a kontroluje sta-
lost polohy, v pfipadé nahlé zmény po-
lohy (napf. zakaslani) dojde k prekroceni
zadanych toleranci a pozastaveni zafeni.

Zatazeni SIGRT do radioterapeu-
tickych postupl umozni snadnéjsi
a presnéjsi polohovani pacientd, zvy-
Seni bezpecnosti pacientli béhem oza-
fovani a muaze vést rovnéz k redukci
pfidavnych davek ze zobrazovacich
systéml.
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Tento piripravek je vazan na lékaisky predpis a je hrazen z prostiedkii vefejného zdravotniho pojisténi.

D¥ive nei pripravek predepiSete, seznamte se prosim s tipInym souhrnem tidaji o pfipravku.

*\Simnéte si, prosim, zmén v informacich o lécivém pfipravku.

1. SPCIécivého pripravku Emend.

6 MSD © Copyright Merck Sharp & Dohme s.r.0., 2017. V8echna prdva vyhrazpna.
Merck Sharp & Dohme s.r.0., Na Valentince 3336/4, 150 00 Praha 5, Ceskd republika

Tel.: +420 233 010 111, e-mail: dpoc_czechslovak@merck.com, www.msd.cz 04-201-0NCO-1214599-0000
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PROGRAM:

13.30-13.45 Registrace ticastnikii

13.45-13.50 Uvodni slovo

13.50-14.50 Specifika ran u onkologickych
pacient(i a prevence jejich vzniku

15.00-15.10 Prestavka

15.10-16.10 Zivot pred a po stanoveni
onkologické diagnézy Ca prsu
(Mamma HELP)

16.10-16.30 Prestavka

16.30-17.40 Cile a mozZnosti Iécby ran
u onkologickych pacienttii

17.40-18.00 Diskuze

18.00-18.20 Predavani certifikatt

PREDNASEJICI:
Mgr. Jana Dvorakova,

lektor certifikovaného kursu hojeni ran,
NCO NZO, Brno

EFEKTIVNI HOJENI RAN
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LI ONKOLDGICKYCH PAGIENT()

Konference je urcena pro vSeobecné sestry,
zdravotnické zachranare a farmaceutické asistenty.
Registrujte se na www.centram.cz. Registracni
poplatek 150 KE. Zména programu vyhrazena.
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Lécba predliécenych pacienti s mCRC U RPErL DYy
Vice Ccasu na zazitky T o

trifluridin/tipiracil
. i‘:i !

Zmeénte budoucnost
vasich pacientii s mCRC

LONSURF® (trifluridin/tipiracil) je indikovan pro
lé¢bu dospélych pacient(i s metastazujicim
kolorektalnim karcinomem (mCRC), ktefi byli

v minulosti Ié¢eni nebo nejsou vhodnymi
kandidaty pro terapie zahrnujici chemoterapie
zalozené na fluoropyrimidinu, oxaliplatiné

a irinotekanu, anti-VEGF latek a anti-EGFR
|atek.

LONSURF® je vyvijen spole¢nostmi Servier a Taiho, a na zakladé
licence obchodovan v prisluSnych teritoriich.

: TAIHO PHARMACEUTICAL CO., LTD. *
BT e ISR — SERVIER

Zkracena informace o pripravku Lonsurf®: - Tento Ié&ivy pfipravek podiéhé dalsimu sledovani,

SLOZENI™: Lonsurf 15 mg/6.14 mg; jedna potahovand tableta obsahuje trifluridinum 15 mg a tipiracilum 6,14 mg (jako tipiracili hydrochloridum). Lonsurf 20 mg/8.19 ma: jedna potahovand tableta obsahuje trifluri-
dinum 20 mg a tipiracilum 8,18 mg (jako tipiracili hydrochloridum). INDIKAGE™*: Lécha dospélych pacientii s metastazujicim kolorektalnim karginomem, kieff byli v minulosti 1éSeni nebo nejsou vhodngmi kandidty
pro dostupné terapie zahmujici chemoterapie zaloZend na fluoropyrimidinu, oxaliplating a irinotekanu, anti-VEGF Itek a anti-EGFR latek. DAVKOVAN A ZPUSOB PODANI*: Davkovin: Doporugend Gvodni dévka je
35 mg/m?/ dévku, podavanjch perordlng dvakrat denné 1. aZ 5. den a 8. aZ 12. den kazdého 28denniho cyklu do hodiny po rannim a vecernim jidle. Davkovni pfipravku se poCita podle plochy povrchu 8la a nesmi
prekrogit 80 mg v 1 dévee. Upravy davkovani jsou mozng podle individuini bezpecnosti a snaSenlivosti: jsou povoleny 3 snizeni davky na minimalni hodnotu davky 20 mg/m? dvakrdt denng, zvjiSent davky nenf povoleno
poté, co byla snizena. KONTRAINDIKAGE*: Hypersenzitivita na I6civé latky nebo na kteroukoli pomocnou ldtku. ZVLASTNI UPOZORNENI*: Utlum kostni dfen. Pred zahdjenim terapie, adalev intervalech
potfebnych k monitorovani toxicity je nutno provadét vySetfent kompletniho krevniho obrazu, minimélng vak pred kazdym Iécebnym cyklem. Lécha nesmi byt zahdjena, je-li absolutni poget neutrafild < 1,5 = 10°/1, pocet
trombocytd < 75 x 10%/1, nebo pokud md pacient nevyfesenou klinicky viznamnou nehematologickou toxicitu stupné 3 nebo 4 z predchozi 168by. Stav pacienta je tFeba pedlivé sledovat a, je-i to klimcky indiknvénn, majf
byt nasazena adekvatni opatfeni. Gastrointestinalni toxicita: antiemetika, Iéky proti prajmu a dalsi opatfeni maj byt nasazena, je-li to klinicky indikovano, Gpravy davkovani (odlozeni a/nebo snizeni) se maji aplikovat tak,
jak je tfeba. Porucha funkce ledvin: pfipravek Lonsurf se nedoporucuje u pacienti s t&Zkou poruchou funkce ledvin nebo termindlnim stadiem onemocnéni ledvin. Pacienti se stfedné tzkou poruchou funkce ledvin by méli
byt Gast&ji monitorovani kvili hematologicke toxicits. Parucha funkce jater; pripravek Lonsurf se nedoporuguje k pouZiti u pacientd s vychozi stiedné t&zkou nebo tézkou poruchou funkee jater. Protginurie; doporuguje se
sledovat proteinurii za pomoci diagnostického prouzku pro analyzu moti pred zahdjenim a béhem I68by. /ntolerance laktosy: Pripravek Lonsurf obsahuje laktosu. INTERAKCE™: Opairnosti je zapotebi pfi pouzivini
Iécivjch pripravka, které jsou substraty pro nukleosidové transportéry CNTT, ENT1 a ENT2, inhibitory OCT2 a MATEY, a substraty lidské thymidin-kindzy (zidovudin). FERTILITA*: TEHOTENSTVi A KOJENi*:
Nedoporuguje se. ANTIKONGEPCE™: Muzi i Zeny musf pouzivat iinnou antikancepci v pribghu Ié8by a jeSts 6 mésicti po ukongent Iéchy. UCINKY NA SCHOPNOST RIDIT A OBSLUHOVAT STROJE*: Behem Igshy méze
byt pozorovana (inava, zvraté nebo maldtost. NEZADOUCH UBINKY*: Velmi asts: Neutropenie, leukapenie, anemie, trombocytopenie, snizend chut k jidlu, prajem, nauzea, zvraceni, tinava. Casté: Infekce dolnich
cest dychacich, infekce hornich cest dychacich, febrilni neutropenie, lymfopenie, monocytdza, hypalbuminemie, insomnie, dysgeuzie, periferni neuropatie, zavrat, bolest hlavy, zéervendni, dusnost, kaSel, bolest bricha,
z4cpa, stomatitida, ordlni poruchy, hyperbilirubinemie, syndrom palmoplantémi erytrodysestezie, vyrdzka, alopecie, pruritus, suchd kiize, proteinurie, pyrexie, edém, zanét sliznic, malatnost, zvySend hladina jaternich
enzymd, zvjSend hladina alkalicke fosfatazy v krvi, snizenf télesné hmotnosti. Méné casté: Septicky Sok, stevnf infekce, plicn infekce, infekce ZluGovych cest, chfipka, infekce mogovych cest, infekce désni, herpes zoster,
tinea pedis, kandiddza, bakterilni infekce, infekce, nadorovd bolest, pancytopenie, granulocytopenie, monacytopenie, erytropenie, leukocytdza, dehydratace, hyperglykemie, hyperkalemie, hypokalemie, hypofosfatemie,
hypernatremie, hyponatremie, hypokalcemie, dna, Gzkost, neurotoxicita, dysestezie, hyperestezie, hypestezie, synkopa, parestezie, pocit paleni, letargie, snizeni zrakové ostrosti, rozostrené vidéni, diplopie, katarakta,
konjunktivitida, suché o, vertigo, usni dyskomfort, angina pectoris, arytmie, palpitace, embolie, hypertenze, hypotenze, plicni embolie, pleurdlni vyjpotek, rinorea, dysfonie, orofaryngedini bolest, epistaxe, hemoragicka
enterokolitida, gastrointestindlni krvaceni, akutni pankreatitida, ascites, ileus, subileus, kolitida, gastritida, refluxni gastritida, ezofagitida, porucha vyprazdiovani Zaludku, abdominalni distenze, andlni zénét, ulcerace
v Ustech, dyspepsie, gastroesofagedini refluxni nemoc, proktalgie, bukalni polyp, krvdcenf ddsni, glositida, periodontdln nemoc, onemocnéni zubu, Fihani, flatulence, zdpach z Gst, hepatotoxicita, bilidrni dilatace, olupovani
kiize, koprivka, fotosenzitivni reakce, erytém, akné, hyperhidréza, puchyte, porucha nehtii, otok kloubi, artralgie, bolest kosti, myalgie, svalovd a kosternf bolest, svalova slabost, svalové kfete, bolest kongetin, pocit thy,
rendlni selhdni, neinfekéni cystitida, porucha mikce, hematurie, leukocyturie, menstruatni porucha, zhorSenf celkového télesného zdravotniho stavu, bolest, pocit zmén télesné teploty, xerdza, zvySend hladina kreatininu
v krvi, elekirokardiogram: prodlouzeny interval QT, zvySeni INR, prodlouzenf APTT, zvySend hladina urey v krvi, zvySend hladina laktatdehydrogendzy v kivi, pokles celkové hladiny proteind, vzestup G-reaktivniho proteinu,
pokles hematokritu. Post-marketingové zkuSenosti: hlaSeny pripady intersticidiniho plicniho onemocnéni u pacientd v Japonsku. PREDAVKOVANI* VLASTNOSTI*: Trifluidin | je antineoplasticky analog nukleosidi
zalozeny na thymidinu a tipiracil-hydrochlorid je inhibitor thymidin-fosforyldzy (TPézy). Po zachyceni nadorovymi burikami je trifluridin fosforylovan thymidin-kindzou, dale metabolizovdn v bufikdch na substrét kyseliny
deoxyribonukleové (DNA) a pfimo inkorporovén do DNA, ¢imZ narusuje funkei DNA abranf proliferaci bunék. Po perordlnim podénf je vSak trifluridin rychle rozkladén TPazou a ihned metabolizovan efektem prvniho prichodu,
proto je do sloZenf pfiddn inhibitor TP&zy, tipiracil-hydrochlorid. PODMINKY UCHOVAVANI*: Nevyzaduje zddné zviaStni podminky uchovvani. BALENI*: Baleni obsahuje 20, 40 nebo 60 potahovanych tablet.
Datum posledni revize textu: 08/2017. Registraéni ¢islo: EU/1/16/1096/001-006. Drzitel registraéniho rozhodnuti: Les Laboratoires Servier, 50 rue Carnot, 92284 Suresnes cedex, Francie.
Pred predepsanim pripravku si prectéte Souhrn Gdaji o pripravku. Vydej Iégiveho pripravku je vazdn na Igkarsky predpis. Pripravek je hrazen z prostredk(i vefejného zdravotniho pojistént, viz Seznam cen a dhrad IgGivych
pripravk(: http:/ /www.sukl.cz/sukl/ seznam-leciv-a-pzlu-hrazenych-ze-zdrav-pojisteni platny od 1.10.2017. 0d 2.10.2017 je pripravek k dispozici v Iékérndch. DalSi informace Iz vyZadat na adrese Servier s.ro., Na
Florenci 2116/15, 110 00 Praha 1, tel.: (+420) 222 118 111, www.servier.cz

* pro Uplnou informaci si prosim prectéte cely Souhrn ddajii o pripravku
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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 l1éceni nejméné 2 chemoterapeutickymi rezimy; b) v kombinaci s paklitaxelem k lécbé
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 Gmrti pacienta. Tyto prihody mohou byt soucastl reakci spojenych
s podanim infuze nebo kJechh vyskytu méze dojit pozdé&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 injekcni 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 Gdajé 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 Evropskeé 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 Ucinku Herceptinu a béhem prvniho roku Zivota kojence, budete pozadani o poskytnuti doplriujicich
informaci. To umozni spolecnosti Roche lépe porozumét bezpecnostmmu profilu Herceptmu a poskytnout pfislusné
informace regulacnim autoritdm (SUKL), zdravotnickym pracovnikiim a dalsim pacientdm.

Podrobné informace o tomto pripravku jsou uverejnény na webovych strankach Evropskeé 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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