Univerzita Karlova v Praze

Lékarska fakulta v Plzni
Klinika Pneumologie a Ftiziologie LF UK v Plzni a FN Plzen

Klinické vyuziti stanoveni genové exprese RNA u
nemalobunécného plicniho karcinomu (NSCLC)

Dizertacni prace
Studijni program: Vnitini nemoci

Plzen, 2017

Autor prace: MUDr. Martin Svaton
Skolitel: prof. MUDr. Milo$ Pesek, CSc.



Prohlaseni

Prohlasuji, Ze jsem predkladanou dizerta¢ni praci vypracoval samostatné, a Ze jsem vSechny
pouzité informacni zdroje fadné uvedl v piilozeném seznamu literatury. Dale prohlasuji, ze
tato prace nebyla vyuzita k ziskani jiného nebo stejného titulu.

V Plzni dne 5.9.2017



Predmluva

Tato prace vznikla na zakladé spoluprace Kliniky pneumologie a ftizeologie FN a LF UK v
Plzni, Siklova tstavu patologie, Ustavu biologie a Ustavu Iékatské chemie a biochemie LF
UK v Plzni pod odbornym vedenim prof. MUDr. Milose Peska, CSc.

Chtél bych velice pod€kovat skoliteli prof. MUDr. Milosi Peskovi, CSc. za jeho cenné rady,
podporu a vedeni v pribéhu celého doktorandského studia, ddle mému konzultantovi doc.
RNDr. Martinu Pestovi, Ph.D. a MUDr. Vlastimilu Kuldovi za provedeni molekularnich
analyz a rady v oblasti genetiky tumorti, MUDr. Petrovi Mukensnablovi, Ph.D. za ochotné
dohledani a poskytnuti bioptickych vzorkii, MUDr. Milené Rousarové za spolupraci na
uptesnéni klinickych dat a v neposledni fadé 1 prim. MUDr. Gabriela Krakorové, Ph.D. za
cenné podnéty v oblasti klinické pneumoonkologie.



Abstrakt

Uvod

Nemalobunéény plicni karcinom (NSCLC) patii k nejCastéjSim pricinam nadorovych amrti
celosvétové. Chemoterapie (CHT) je dosud (az na vyjimku s pemetrexedem) davana pausalné
dle stadia nemoci a jejich komorbidit, bez uziti dalSich prediktivnich markerti. To vede

k pouze nizké objektivni 1é¢ebné odpovédi, kterd se 1isi pacient od pacienta, bez jasnéji
znamych pficin.

Cile

Cilem naseho vyzkumu bylo nalézt mozné prediktivni markery v podobé mRNA ¢i miRNA,
které by pomohly snizit recidivy NSCLC resp. zlep$it u¢inek CHT u vybranych skupin
pacientu.

Metody

Ve tiech souborech pacienti (42 pacienti s radikalné resekovanymi adenokarcinomy stadia 1;
90 pacientil s NSCLC, ktefi podstoupili chirurgickou resekei a 59 z nich pak i adjuvantni
CHT; 81 pacientt paliativné 1écenymi CHT v kombinaci platinovy derivat +
paclitaxel/gemcitabin +/- sekvenéni radioterapie s pokroc¢ilymi dlazdicovymi NSCLC stadii
3B, 4) jsme zkoumali vliv exprese vybranych mRNA a miRNA na dobu do recidivy
onemocnéni (DFI) resp. progrese onemocnéni (PFS) a dobu celkového preziti (OS). Exprese
byly stanovovany real-time PCR metodikou za uZziti UPL sond. Statistické analyzy vyuzivaly
Coxitv regresni model a Kaplan-Meierovy distribu¢ni funkce.

Vysledky

V prvni skupiné nemocnych jsme neprokazali Zadny statisticky vyznamny vztah mezi expresi
vybranych markerti a DFI/OS v celkovém souboru. Pouze u podskupiny kutakt/exkurakii byl
prokazan signifikantni vztah mezi hladinou mRNA BRCA1 a OS. U druhé skupiny pacientii
jsme v celkové populaci nezaznamenali signifikantni vztah k DFI a OS, tyto vysledky byly
signifikantni pouze pro vybrané podskupiny. V analyze vice proménnych jsme nenasli Zadné
posilujici/zeslabujici kombinace exprese danych mRNA. U paliativné lé¢enych pacientli jsme
neprokazali vztah stanovovanych markerti k PFS a v celkové skupiné ani k OS. Statisticky
vyznamné rozdily v OS byly ziskany opé€t v urCitych podskupinach pro nékteré miRNA (miR-
342-3p, miR-34a a miR-224). Téz jsme poukazali na vazby mezi témito miRNA.

Zavéry

U pacientl s plicnimi adenokarcinomy stadia 1 se nam nepodafilo nalézt ve vybraném panelu
marker, ktery by byl vhodnym prediktorem podani ¢i nepodani adjuvantni chemoterapie.
Pacienti s nepokroc¢ilym onemocnénim s vysokou expresi opravnych gentt DNA maji po
chirurgické 1é¢bé dobrou prognoézu, nase prace pak nepotvrdila prediktivni vyznam nami
zkoumanych genti na adjuvantni CHT. U skupiny paliativné 1é€enych nemocnych

s dlazdicovymi NSCLC stadii 3B a 4 je na zdklad€ naSich vysledkl exprese nékterych

miRNA spojena s OS a mohou tak slouZit jako potencionalni prognostické markery v danych
skupinach nemocnych.



Abstract

Introduction

Non-small cell lung cancer (NSCLC) belongs to the most frequent causes of cancer deaths
worldwide. Chemotherapy (CHT) has still (except pemetrexed) administered according to
stages and patients comorbidities, without the use of other predictive markers. It results into
only low objective therapeutical response that differs in indivial patients without more clearly
known causes.

Aims

The aim of our research was to find possible predictive markers in the form of mRNA or
miRNA, which would help to reduce the effect of NSCLC / CHT for selected groups of
patients.

Methods

In three groups of patients (42 patients with radically resected adenocarcinomas stage 1; 90
patients with NSCLC who have undergone surgical resection and 59 of them consequently
adjuvant CHT; 81 patients palliatively treated in combination platinum derivative +
paclitaxel/gemcitabine +/- sequential radiotherapy with advanced squamous NSCLC stages
3B, 4), we examined the effect of expression of mRNA and miRNA until relapse (DFI) /
progression (PFS) and overall survival (OS). Expressions were determined with the real-time
PCR methodology using UPL probes. Statistical analysis used cox regression model and
Kaplan - Meier distribution functions.

Results

In the first group of patients we demonstrated no statistically significant relationship between
expression of selected markers and DFI / OS in the whole set. Only a subset of
smokers/exsmokers shown significant relationship between levels of mRNA BRCAland OS.
The second group of patients of the general population has no significant relationship to DFI
and OS, these results were significant only for the selected subgroups. In the analysis of more
variables we found no reinforcing/debilitating combinations of expression of given mRNA. In
palliativelly treated patients we didn’t prove relationship arranged markers to PFS and in the
overall group neither to OS. Statistically significant differences in the OS were obtained in
certain subgroups for some miRNA (miR - 342 - 3p, miR - 34a and miR — 224). We also
pointed out the complex links between these miRNAs.

Conclusion

In patients with lung adenocarcinomas stage 1 we didn’t manage to find in the selected panel
the marker, which would be an appropriate predictor of administration or non-administration
of adjuvant chemotherapy. Patients with non-advanced disease with a high expression of
DNA repair genes have had good prognosis after surgery, our investigation hasn’t confirmed
the predictive significance of predictive genes which we investigated to adjuvant CHT. In the
palliatively treated patients with squamous NSCLC of stages 3B and 4 on the basis of our
results the expression of certain miRNA is associated with OS and may serve as a potential
prognostic markers in these groups of patiens.
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Seznam pouzitych zkratek
3D-CT - tfidimenzionalni CT

ABC — ATB binding cassette

ACC — adenokarcinom

AFB — autofluorescen¢ni bronchoskopie

ACTH - adrenokortikotropni hormon

ADH - antidiureticky hormon

ALI — advance lung cancer inflammation index
ALP — alkalické fosfatdza

ALK — anaplastic lymphoma kinase

AK — aminokyselina

AKT - serine-threonine protein kinase

AUC — plocha pod kiivkou

BTublIl — B-tubulin tidy I11

BALP — bone specific alkaline phosphatase

Bcl-2 — B-cell lymphoma 2

BER — base excision repair

BFSK — bronchofibroskopie

BSC — nejlepsi podptirna 1é¢ba

BRAF — B-raf proto-oncogene

BRCA1 — breast cancer type 1 susceptibility protein
CEA — karcinoembryonalni antigen

CECs — cirkulujici endotelidlni buniky

CEP17 — pericentromeric alpha satellite repeat on chromosome 17
CEPs — cirkulujici endothelidlni progenitorové bunky
CNS — centralni nervova soustava

cMET — mesenchymal-epithelial transition factor
COX2 — cyklooxyneaza 2

CRP — C-reaktivni protein

CT — pocitatova tomografie

CTCs — cirkulujici nddorové bunky

ctDNA — cirkulujici nddorova DNA

CTLA-4 — cytotoxic T-lymphocyte-associated protein 4
CTR-1 — constitutive triple response 1

CYFRA-21-1 — cytokeratinovy fragment 21-1

CR — Ceska republika

DDOT - dlouhodoba domaci oxygenoterapie
DDR2 — discoidin death receptor 2

DFI — interval doby bez recidivy onemocnéni (disease free interval)
DLCO - difusni kapacita plic pro oxid uhelnaty
DNA — deoxynukleova kyselina

DRC — DNA repair capacity

dTMP — deoxythymidinmonofosfat

dUMP — deoxyuridinmonofosfat

EBUS — endobronchiélni endosonografie

ECOG - Eastern Cooperative Oncology Group
EKG — elektrokardiogram



ErbB - avian erythroblastosis oncogene B = epidermal growth factor family of receptor
tyrosine kinases

ERCCI1 — excision repair cross-complementation group 1
EGFR — receptor pro epidermalni rastovy faktor
EML-4 — microtubule-associated protein-like 4

EMN - elektromagnetickd navigace

EMT - epithelial to mesenchymal transition

ERI1 — estrogenovy receptor 1

ERS — Europe respiratory society

ESMO - Europe society for medical oncology

EUS — jicnova endosonografie

FDA - Food and Drug Administration

FEV1 — forced expiratory volume in first second

FFPE — formalinem fixované parifinové blocky

FGF — fibroblast growth factor

FHIT — fragile histidine triad protein

FISH — fluorescenéni in situ hybridizace

FOXMI1 - Forkhead box M1

GAPDH - glyceraldehyd-3-fosfat dehydrogenaza
GDP — guanosindifosfat

GG-NER - global genome NER

GSH - gluthathion

GTP — guanosintrifosfat

HDAC — histon deacetylazy

HE — hematoxylin a eosin

hENT1 — human equilibrative nukleoside transporter 1
HER-2 — human epidermal growth factor 2 = ErbB-2 receptor tyrosine kinase 2
H-FABP — heart fattyacid-binding protein

HGF — hepatocyte growth factor

HIF-1a — hypoxia-inducible factor-1 alpha

HR — hazard ratio

HRR — homologous recombination repair

CHOPN - chronické obstrukéni plicni nemoc

CHT — chemoterapie

CHT-RT - chemoradioterapie

IDO1 — indoleamine 2,3-dioxygenase 1

IFN — interferon

IGF — insulin-like growth factor

IGFIR — insulin-like growth factor receptor-1

IHC — imunohistochemie

IMRT — intensity modulate RT

IT — imunoterapie

KRAS — Kirsten rat sarcoma viral oncogene homolog = V-Ki-ras2 Kirsten rat sarcoma viral
oncogene homolog

LAG-3 — lymphocyte-activation gene

LD — laktat dehydrogenaza

LDCT — nizkodavkove CT

LIRG — rich repeats and immunoglobulin-like domains
LKBI1 — liver kinase B1

IncRNA — dlouhé nekoduji RNA



LMWH - nizkomolekularni heparin

LU — lymfatické uzliny

LVD - lymphatic vascular density

MAP — mitogen-activated protein

MAGE-A3 — melanoma-associated antigen A3
MEK — mitogen activated extracellular signal-regulated kinase
MET — hepatocyte growth factor receptor (HGFR)
MIC — mitomycin C + isofosfamid + cisplatina
miRNA — mikro RNA

MMP — matrixové metaloproteinazy

MMR — mismatch repair

MPV — mitomycin + cisplatina + vinblastin

MR — magnetické rezonance

mRNA — mediadtorovda RNA

mTOR — mammalian target of rapamycin

MTYV — metabolic tumor volume

MUCI — episialin

NBI — narrow band imaging

NCCN — National Comprehensive Cancer Network
ncRNA — nekodujici RNA

NER — nucleotide excision repair

NF-xB — nuklearni faktor kappa B

NGS — next generation sequencing

NHET — non-homologous end joining

NICE — National Institute for Health and Care Excellence
NK — natural killer

NK-1 — neurokinin 1

Nrf2 — nuclear factor erythroid 2-like factor 2
NSCLC — nemalobunéény plicni karcinom

NSCLC NOS - NSCLC not otherwise specified
NSE — neuron-specifické enolaza

NTX — N-telopeptide of type I collagen

NU — nezadouci uginky

ORR — objektivni odpovéd’ na 1écbu

OS — celkové preziti

OSR — one step repair

PARP1 — poly adenosine diphosphate-ribose polymerase 1
PCR — polymerazova fetézova reakce

PD-1 — programmed cell death protein 1

PD-L1 — Programmed death-ligand 1

PDGEF — platelet derived growth factor

PGE2 — prostaglandin E2

PET — pozitronova emisni tomografie

PFS — doba do progrese onemocnéni

PIK3 — phosphoinositide 3-kinase

PIK3CA — phosphoinositide-3-kinase catalytic alpha polypeptide
PKC — protein kinaza C

PLKs — polo-like kinases

PORT — pooperacni radioterapie

PS — stav vykonosti (dle ECOQG)



PTEN — phosphatase and tensin homolog
PTHrP — parathyroid hormon-related protein
QoL — kvalita zivota

R — receptor (oznacuje receptor daného faktroru pfipojenim na konce jeho zkratky)

RANKL — ligand pro receptor aktivatoru nuklearniho faktoru kB
Rb — retinoblastoma gen

RET - ret proto-oncogene

ROS 1 — C-ros oncogene 1 receptor tyrosine kinase
RECIST — Response Evaluation Criteria In Solid Tumors
RECK - reversion-inducing cysteine rich protein with Kazal motifs
RING - really interesting new gene

RNA - ribonukleova kyselina

RNAPII — RNA polymeraza I1

RRM1 — ribonucleotide reductase M1

RT - radioterapie

ROS1 — proto-oncogene tyrosine-protein kinase ROS 1
SABR - stereotactic ablative body radiotherapy

SCC — dlazdicovy karcinom

SCLC — malobunéény plicni karcinom

SIADH — syndrom nadmérné sekrece antidiuretického hormonu
sICAM-1 - soluble intercellular adhesion molecule-1
SNPs — jednonukleotidové polymorfismy

SPC — souhrn udaji o (1é¢ivém) piipravku

SRE — skeletal-related events

SRS — stereotakticka radiochirgie

STAT 3 — signal transducer and activator of transcription 3
SUV — standard uptake value

TAMs — tumor asociované makrofagy

TBNA — transbronchial needle aspiration

TC-NER — trascription coupled NER

TEN- tromboembolickd nemoc

TGFp — transforming growth factorf3

Tim3 — T-cell immunoglobulin-3

TIMP — tissue inhibitor of metalloproteinase

TK — thymidinkinaza

TKI — tyrozinkinazovy inhibitor

TLG — total lesion glycolysis

TOP2a — topoisomerase Ila

TS — thymidylatsyntaza

TTF-1 — thyroid transcription factor-1

UPL sonda — Universal Probe Library sonda

USG — ultrasonografické vySetieni

VAMS - video asistovand mediastinoskopie

VATS - video asistovand torakoskopie

VEGF - vascular endothelial growth factor

VCS — vena cava superior

XP — xeroderma pigmentosum (3. pismeno pak znaci konkrétni gen této rodiny — napt. XPC)

WBRT - celkové ozafeni mozku
WHO — Word Health Organization
WT — wild type
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1 Uvod

Plicni karcinom zaujima ptedni pozice v incidenci 1 mortalité¢ na nadorova onemocnéni

v Ceské republice (CR) i celosvétové. Na zakladé morfologie ho 1ze rozdélit na dva zakladni
typy — malobunéény plicni karcinom (SCLC) a nemalobunéény plicni karcinom (NSCLC),
ktery s vice nez 80% vyskytem dominuje. Oba typy tumort jsou diagnostikovany obvykle

v pokrocilych stadiich, kdy je mozna jiz pouze paliativni 1écba. Navic i1 ¢ast pacientt, ktefi
podstoupi radikalni resekci, se docka recidivy onemocnéni a to i pfes adjuvantné poddvanou

chemoterapii (CHT) u stadii 2 a 3.

Plicni karcinom byl dlouhou dobu v pokrocilych stadiich nelécitelnym onemocnénim a asna
operovana stadia méla vysoky vyskyt recidiv. Situaci ¢astecné zménila poddvana paliativni a
adjuvantni chemoterapie, ktera vSak s sebou piinasi téz fadu nezadoucich ucinkti a rozdilné
efekty u jednotlivych nemocnych. Bylo tedy jasné, ze v dal$Sim vyvoji bude nutny posun od
1é¢by charakterizované heslem ,,jedna 1é€ba pro vSechny* (,,one fits for all*) k 1éc¢b¢ cilené dle
individudlnich dispozic a znakti danych pacientii — tzv. personalizované medicing. Jejim
zakladnim predpokladem je nalezeni potfebnych prediktivnich a prognostickych markert pro
vybér jednotlivych 1é€ebnych modalit pro konkrétni nemocné. Tyto markery mohou byt

klinického razu (pohlavi, etnikum, gradu tumoru, histologie apod.), tak i molekularni povahy.

Prognostickym markerem se obvykle rozumi parametr ukazujici na dalsi pribéh onemocnéni
bez vlivu na podanou lécbu. Prognostické markery tak nachazeji uplatnéni predevs§im

v bedlivéj$im sledovani 1écebnych odpovédi resp. remisi nadorech onemocnéni, ptipadné pak
v agresivngjSich 1écebnych postupech. Prediktivni marker je naopak spojen s danou konkrétni
1écbou a mél by tedy, v idedlnim ptipad€, poskytnou odpoveéd’ na otazku, zda tuto 1écbu
nasadit ¢i uZit jinou terapeutickou modalitu. Nékteré markery pak mohou plnit roli

prognostického 1 prediktivniho markeru zaroven.

V nasi praci se vénujeme uZiti ribonukleovych kyselin (RNA) jako markerti predikce a
progndzy u pacientll s NSCLC. Ze Siroké palety podtypli RNA jsme se zabyvaly vybranymi
mRNA (medidtorové RNA) a tzv. miRNA (mikro RNA). Oba typy maji jako mozné markery
v klinicke praxi jisté vyhody 1 nevyhody oproti pfipadnym ostatnim molekuldrnim ciltim (coz
bude dale diskutovano v textu) a potvrzuji tak, ze zcela idedlni marker zatim neni a patrné ani
nebude nalezen. Reseni miize potencialng piinést uziti panelu vice markerti zaroveii nebo u
n¢kterych molekul vice méteni daného markeru v pribéhu onemocnéni. I pies fadu

nedostatki se jiz u NSCLC dostaly do praxe prvni z markert na bazi deoxynukleovych
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kyselin (DNA). Mutacni stav genu EGFR (receptor pro epidermalni rastovy faktor) ¢i
zjisStovani ptipadnych translokaci genu ALK (anaplastic lymphoma kinase) pomaha pfi

vybéru tzv. cilené 16¢by. Rada markerti bude patrné v blizké dobé nasledovat.
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2 Cil prace

Tato prace se zabyva moznym vyuzitim mRNA a miRNA jako potencionalnich prediktivnich

¢i prognostickych markerti u NSCLC, coz by mohlo napomoci Iépe cilit 1é¢bu u téchto

pacientil.

Této problematice byly vénovany tii prace tykajici se odliSnych problematik. Prvni z nich fesi

mozné vyuziti vybranych tzv. opravnych genti v managementu pacientti s resekovanymi
plicnimi karcinomy, kde je nadale diskutovana otazka vybéru pacientti vhodnych pro
adjuvantni 1é¢bu. Druha a tfeti prace pak zkouma panel vybranych mRNA a miRNA u dvou
souborll nemocnych. Zaprvé u pacientt stadia I s radikdlni chirurgickou lé€bou a bez
podavané adjuvantni chemoterapie, kdy nas zajimal mozny vliv exprese vybranych markert
na zvoleni pacientli vhodnych k podani adjuvantni 1écby i v této skupiné nemocnych. Cilem
druhého souboru pak byli pacienti s pokro¢ilymi tumory, kdy jsme zkoumali moznou
souvislost naseho panelu mRNA a miRNA na odpovéd’ chemoterapie a progndzu téchto

pacientul.
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3 Popis soucasného stavu a problematiky

3.1 Epidemiologie karcinomu plic

Obyvatelstvo CR ¢&italo mezi lety 2013-2015 cca 10,5 milionu obyvatel (s mirnou
pievahou muzi), z ¢ehoz ro¢ni timrtnost se pohybovala v rozmezi 105-110 tisic obyvatel
[1]. Obyvatelstvo Plzenského kraje ¢ita cca 577 tisic obyvatel [1]. Nadéje na doziti se u
muzi uvadi na 75 let a u zen na 81 let [1]. Mezi nemoci, které tento vék mohou vyrazné
zkrétit, patii v CR i celosvétové bronchogenni karcinom, ktery se fadi na prvni pticky mezi
pti¢inami nddorovych Gmrti i nejcastéjsi typy zhoubnych nadort [2].

V CR je uvadéna incidence [3] (v§echna niZe data standardizovana na svétovy vékovy
standard, vSechny data vztahnuta na 100 000 obyvatel) bez ohledu na pohlavi v roce 2014
28,38, mortalita pak 24,7. V incidenci i mortalité vyrazné prevazuji muzi nad Zzenami -
42,25 vuaci 17,38 resp. 38,7 vici 13,63. Priznivou zpravou je pokles incidence u muzii a

stagnace u Zen v poslednich nékolika letech.

Co se tyce stadii tumord je dobrou diagnostickou vizitkou pomérné vyrazny pokles
nezndmého stadia projevujici se cca od roku 2006 (incidence/mortalita v roce 2014 =
2,31/2,05). Trvale ptevazuje stadium IV (14,8/14,11), nésledované stadiem III (6,19/5,81),
stadia I (2,88/1,28) a I1 (2,19/1,44) méla v roce 2014 incidenci i mortalitu obdobnou.

Vékové v CR dominuji u obou pohlavi nemocni mezi 60-75ti lety [3].

Pro Plzeinisky kraj incidence dosahovala hodnoty 32,85 a mortalita 28,58. Opét bylo patrné
vys$§i zastoupeni muzil vici Zendm v incidenci 1 mortalité (48,15 vici 20,01 resp. 43,7 vuci
16,12). Celkové patfil Plzefisky kraj v incidenci v letech 2007-2014 na 3. misto v CR,
pfi¢emz u muzil obsadil 3. misto a u Zen 5. misto mezi kraji. Incidence tedy byla nad
pramérem CR. Stran stadii ve srovnani s CR se mirné vice objevuje stadium I a IV, naopak
neznamych stadii je znacné méné. VEkove rozlozeni obyvatel je obdobné, dominuji

nemocni mezi 60-75ti lety [3].

Ve srovnani s okolimi staty [3] obsadila (dle posledné dostupnych dat z roku 2008, data na
100 000 obyvatel) CR v Evropé 9. misto (incidence 34 vs. 1. Mad’arsko 52), coz bylo vice
nez incidence v ramci Evropska unie (30,2). Pfi posuzovani dle pohlavi byl vyskyt
bronchogenni karcinomu mezi muzi i Zzenami na 11. misté v Evropé€. Vyskyt incidence

v CR byl vys§i i neZ pramér na viech kontinentech vyjma Severni Ameriky (incidence
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41,51). Proto nepiekvapi, Zze v ramci celosvétového srovnani (posuzovano 183 zemi) byla

CR na 13. misté (13. mezi muzi a 24. mezi Zenami).

Pokud bychom se zaméfili na publikovany vyskyt EGFR mutaci v Ceské republice piinasi
dosud patrné nejvétsi publikovany soubor prace Fialy et al. [4]. Zde byly senzitivni EGFR
mutace uvadény u 15,2% obyvatel, pticemz u muzt dosahoval jejich vyskyt 8,8% procent,
naopak u zen 24,3%. Vyssi vyskyt byl téZ pozorovan u nekufakli a nemocnych do 65- ti let

veéku.

Pro rok 2016 pak bylo v Modré¢ knize [5] predikovand incidence NSCLC (ktery by m¢l
¢itat cca 65% vsech zhoubnych nadort plic) 4690 pacientt. Dle stadii se o¢ekavaly tyto
pocty nemocnych:stadium I 571, stadium II 339, stadium III 1221 a pro stadium IV 2170,
kdy pro 389 pacientt je predikované neznamé stadium. Prevalence by pak méla dosahnout
vice nez 15 000 nemocnych s opét prevahou stadia I'V. Pocet nové 1écenych pacientt je

predikovan na 4343 nemocnych.

3.2 Etiologie karcinomu plic

[29 69 79 8]

Je v§eobecné znamo, ze nejdilezitejSim etiologickym faktorem karcinomu plic je koufeni
tabakovych vyrobkd, které zvysuje riziko onemocnéni bronchogennim karcinomem u
muzl 24,2x a u zen 12,5x. RovnéZ i pasivni kufactvi zvySuje riziku vzniku plicniho
karcinomu o 20-35%. U kuték stoupa riziko vzniku plicniho karcinomu zejména mezi

nemocnymi s poklesem FEV1 (forced expiratory volume in first second).

Plicni karcinom u nekuiaki (tedy pacientll, kteti za cely Zivot nevykoufili vice nez 100
cigaret) je dle WHO diagnostikovan u pfiblizné€ 25% piipadii. Nicméné jsou popisovany
znacné rozdily mezi zdpadnimi zemémi (cca 10% ptipadll) a Zenami v Asii (az 40%
piipadi). U nekutaki je jako mozny etiologicky vliv diskutovano ionizujici zafeni (v CR
se tyka predevSim radonu v prostiedi a hornikl z uranovych dolit). Dale se diskutuje o
expozici té¢zkym koviim (rtut’, nikl, chrom, arzen), azbestu, nékterym organickym
sloucenindm (napft. chlorované uhlovodiky), vypartim oleju pfi vaifeni ¢i vafeni na
otevieném ohni v domé (tyka se pfedevsim asijského prostiedi), znecisténi ovzdusi,
chronickym plicnim zanétlivym a fibrotizujicim chorobam ¢i vlivu hormonalni substitu¢ni

1é¢by u Zen (nejednoznacné vysledky). Rovnéz nelze opomenout hereditarni vlivy.
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3.3 Histopatologicka klasifikace plicnich karcinomii

Klasifikace plicnich tumort se fidi novym doporu¢enim WHO z roku 2015 [9]. Ta ¢leni
plicni tumory na epitelidlni, mesenchymalni, lymfohistiocytické, ektopického origa a
metastatické. Tato prace se pak zabyva casti epitelidlnich plicnich tumord, které jsou

v klinické praxi oznacovany jako NSCLC. Mezi NSCLC se obvykle fadi skupina (pii
vysetieni resekatu) adenokarcinomu, dlazdicového karcinomu, adenoskvamozniho
karcinomu, velkobunécéného karcinomu a sarkomatoidniho karcinomu. Z malych
diagnostickych vzorki tak zbyva déleni na adenokarcinom (ACC) a dlazdicovy karcinom
(SCC), coz je klicové pro nékteré druhy 1écby. Nekdy je pouze morfologické odliseni
téchto dvou typtli obtiZzené. V tomto piipad¢ se Ize ve vétsiné pripadl ptiklonit k jednomu
z téchto typl za pomoci imunohistochemického vySetieni pomoci protilatek TTF1 (thyroid
transcription factor-1) pro ACC a p40 (synonymum interleukin-12B) pro SCC. Pokud ani
za pomoci tohoto vySetfeni nelze rozhodnout mezi danymi dvéma typy tumord, piiklanime
se k diagn6ze NSCLC NOS (NSCLC not otherwise specified). U ACC, spise ACC a
NSCLC NOS je pak standardem vySetfeni na pfitomnost EGFR senzitivnich mutaci a ALK

translokaci, nebot’ jejich pritkaz je prediktorem pro nasazeni piislusné cilené terapie [10].
3.4 Diagnostika

3.4.1 Klinické projevy
[2,6,7,11,12]

Klinicke projevy NSCLC lze rozdélit na n¢kolik skupin. Jednak na symptomy lokalni,
dale pfiznaky ze vzdalenych metastaz, paraneoplastické projevy a klinické ptiznaky
zjisténé pii fyzikalnim vysetieni. Cast nemocnych je bezpiiznakovych (okolo 10%
pacientil) - jsou diagnostikovani nahodné pfi jiném vySetieni. Vyskyt pfiznaki je obvykle

spojen s pokroCilymi tumory a tudiz horsi progndzou.
Lokalni priznaky

Mezi lokélni pfiznaky patii zejména kasel (pfipadné zména jeho charakteru), kdy jeho
cetnost v dobé diagndzy je obvykle ptes 50%. Az u 1/3 nemocnych (obzvlaste u
nemocnych s SCC pro jeho ¢etnéjsi centralni lokalizaci) 1ze pozorovat hemoptyzu. Mezi
dalsi varovné piiznaky patii duSnost, bolest na hrudi, opakované pneumonie ¢i stridor.
Obzvlasté u kuraki by tyto projevy meély vést k indikaci odborného vysetieni. Dalsi
progresi nadoru mize dochézet k chrapotu pfi postiZzeni nervus laryngeus recurens,
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projeviim syndromu horni duté Zily, polykacim obtizim pfi prortstani do jicnu ¢i jeho
utlaku, neurologickym obtizim pfi ristu do patefniho kandlu a zvétSeni kréni mizni uzliny.
Pancoasttiv tumor (tumor plicniho hrotu) se miize projevit krutymi bolestmi horni
koncCetiny pfi postizeni plexus brachialis nebo Hornerovym syndromem (midza-ptoza-

enoftalmus) diky postizeni sympatiku.
Piiznaky ze vzdilenych metastiz

Metastazy do CNS (centralni nervové soustavy) vyvolavaji neurologické ¢i psychické
obtize. Prortstani do skeletu vede k bolestem a frakturdm a pfipadné hematologickému
némé, pti jejich vyraznéjsi progresi 1ze nékdy pozorovat ikterus ¢i bolest v podzebii

z ditvodu distenze jaterniho pouzdra pfi hepatomegalii. Klinické pfiznaky metastdz do

nadledvin jsou raritni.
Paraneoplastické projevy

Mezi celkové ptiznaky (nespecifické paraneoplastické projevy) patii zejména hubnuti,
nechutenstvi, nauzea, ortostatickd hypotenze a celkova slabost. N&kdy Ize pozorovat

zvysSené poceni a teploty.

Mezi endokrinnimi syndromy patii zejména hypertrofické osteoartropatie (s palickovitymi
prsty diky piisobeni vazoaktivnich substanci), Cushingtiv syndrom z ektopické produkce
ACTH (Castéji vSak vidany u SCLC), syndrom nepifimétené sekrece antidiuretického
hormonu (SIADH) - téZ ¢ast&j$i u SCLC- vedouci k hyponatremii a hypochloremii. Dale
pak maligni hyperkalcemie (patrn€ vlivem produkce PTHRP — parathyroid hormon-related

proteinu) vedouci k nechutenstvi, zacpé, polyurii, zmatenosti az arytmii a imrti.

Mezi dal$i paraneoplastické ptiznaky miZeme tadit rizné koZni projevy (napt. migrujici
tromboflebitida), neurologické syndromy (piedevs§im periferni neuropatie), hematologické
projevy (zejména anemie), koagulopatie (sklon k trombdzdm), vyjimecné (literarni udaje)
pak autoimunitni choroby — napft. vaskulitidy, renalni postizeni (glomerulonefritidy) a

metabolické projevy (laktatova acidéza, hypourikémie).

Fyzikalni vySetieni miiZze prokdzat zvétSeni nadkli¢kovych lymfatickych uzlin, pfiznaky
syndromu horni duté Zily, zkrdceny hrudni poklep pti vypotku, hepatomegalii, oslabeny

poslech pii plicni atelektaze apod.
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3.4.2 Screening
[13, 14, 15, 16, 17]

Je zndmo, ze nizsi stadia NSCLC jsou spojena s vysSim pétiletym prezitim a dokonce i
velikost tumoru v ramci daného stadia patrné odréazi pétileté pieziti (u stadia IA se napf.
uvadi 80% pétileté preziti u tumorti velikosti 1,6-2cm, 85% pro velikost 1-1,5cm a 100% u
tumorti mensich nez Icm). To by se téZ mélo odrazit v nové chystané TNM Kklasifikaci
tumort (viz nize). Zda se tedy, ze plicni screening, ktery by odhalil plicni tumory v nizSich

stadiich, by mohl pfispét ke sniZzeni mortality na toto onemocnéni.

Piivodni prace zabyvajici se screeningem plic (mimo jiné i respektovana Czechoslovak
study) porovnavaly skiagram plic se sledovanim rizikovych pacientii. Vysledek vSak
nevedl ke sniZeni mortality ve screeningovém rameni, a proto bylo od myslenky
screeningu na néjaky ¢as upusténo. Pocitacova tomografie (CT) byla zpoc¢atku zatizena
neumérnou davkou zafeni, novy impuls tak pfinesla az moznost provadéni

nizkodavkového CT (LDCT) v dostatec¢né kvalité.

Studie NLST byla prvni praci, ktera prokazala sniZeni mortality za uziti LDCT. Jednalo se
o rozséhlou americkou studii (Citajici 54349 Gcastniki), kterd porovnavala LDCT

se skiagramem hrudniku (obé€ provadéné 3 roky po sob¢) u vysoce rizikové skupiny
tézkych kurakt. LDCT skupina zachytila vice plicnich karcinomt (obzvlasté ¢asnych
stadii) nez skiagram hrudniku (1,1 vs. 0,7%). Vysledkem bylo 20% sniZeni mortality
spojené s karcinomem plic a 6% sniZeni mortality celkové. I pfes vysoké procento faleSné
pozitivnich nalezli (screening byl bran jako pozitivni u 27,3% sledovanych) se zda byt
nakladové efektivni pro americké prosttedi. JelikoZ nelze zcela vztdhnout americké

vysledky na evropskou populaci, objevily se i dalsi evropské studie.

Nejprve vznikly mensi danské (DLST) a italské studie (Italung, DANTE, MILD), které na
svych 1000-2000 tcastnicich nepotvrdily vysledky studie NLST. To mohlo byt dano
jednak malym souborem nemocnych a téZ odliSnostmi v protokolu studie, kdy napf.
vysledek studie DANTE vykazoval nizkou senzitivitu a navic byla nemalé ¢ast pacientl pfi

dal§im vySetfovanim podrobena chirurgickému vykonu s negativnim vysledkem.

Tyto nedostatky se snazi odstranit svym designem belgicko-nizozemska studie NELSON,
ktera zahrnula 15822 tézkych kuraki (s mirn€ odliSnymi kritérii nez ve studii NLST).
Utastnici byli randomizovani mezi LDCT a kontrolni rameno. LDCT bylo provadéno ve

zvysuyjicich se intervalech (1, 2 a 2,5 roku). Pfi LDCT zde byla nové vyuzita volumometrie
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a dvojstupnovy proces vyhodnoceni vysledki, kdy pacienti se ,,sttedni hodnotou vystupy
byly zafazeni mezi pozitivni ¢i negativni na zdklad€ dalsiho LDCT provedeného po 3-6
mésicich. Tim se podafilo vyrazné redukovat faleSné pozitivni ndlezy screeningu, které

dosahly pouze 2,7%. Vysledky na mortalitu nejsou prozatim znadmy.

Zatimco americké NCCN guidelines jiz zanesla screeningem do svych algoritmil, evropské
standardy Evropské respiracni spolec¢nosti (ERS) jsou prozatim obezietnéjsi — viceméne se
¢eka na vysledky studie NELSON a jsou vyhodnocovany mozna tskali screeningu

z ptedchozich studii. Je ziejmé, Ze kvalitni screening se musi opirat o spravny vybér
rizikové populace a nasledné co nejlepsi vyhodnoceni negativnich vs. pozitivnich vysledka
a jejich dalsi optimalni management. Rovnéz nelze zapominat na mozna rizika radiace pfi
pfilis ¢astych opakovanich LDCT, kdy by mé&ly byt napomocné nové ptistroje a techniky
znacné redukujici davku jednoho vySetieni. TéZ je diskutovano zapojeni dalsich klinickych
parametrt (napf. ptitomnost chronické obstrukéni plicni nemoci = CHOPN) a biomarkeri
k vybéru rizikové populace. V neposledni fad¢ je tfeba pomyslet na benefit zachyceni
vedlejSich diagnoz jako je emfyzém u CHOPN, intersticialni plicni onemocnéni ¢i
osteopordza. Pouze po dikladném zvaZeni a rutinnim zvladnuti vSech téchto bodu je

mozné uvazovat o nakladové efektivnim screeningu plicniho karcinomu v CR.

3.4.3 Staging a morfologicka diagnostika

Zakladem uspésné 1écby NSCLC je provedeni kvalitniho stagingu a morfologické

potvrzeni histologického typu tumoru.
Klasifikace pro staZovani

Stazovani se v soucasné dobé¢ tidi 7. TNM klasifikaci zhoubnych nadorta [35], ackoliv brzy
vstoupi v platnost 8. verze TNM klasifikace [18, 19], kterd ma 1épe odrazet progndzu
jednotlivych skupin pacientti. 7. verzi TNM klasifikace shrnuje Tabulka 1, stdzovani pak

Tabulka 2.

8. verze TNM [19] pak pfinese jednak lepsi roz¢lenéni prognostickych skupin na zéklade
rozsahlého sbéru dat, ale téZ urcité praktické stranky pro 1écbu. U stadia I bude diky
roz¢lenéni na stadia [A az IC snadnéj$i vyclenit moznou skupinu nemocnych, u kterych by
snad postaCovala jako radikalni 1é€ba pouze segmentektomie ¢i SABR (stereotactic
ablative body radiotherapy). Naopak u stadia IV bude diky upravé faktoru M1b (jedna

vzdalend metastdza) mozné zkoumat ptinos radikalnéjsiho postupu (napi. SABR na
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metastatické lozisko a chemoradioterapie, CT-RT, hrudniku) vici stavajicimu postupu

(systémova 1écba).

Tabulka 1 — TNM klasifikace karcinomu plic [35]

T- primarni nador

TX | Primarni naddor nelze hodnotit nebo je nador prokézan pouze na zéklad¢ pritomnosti
malignich bun¢k ve sputu nebo bronchidlnim vyplachu, ale neni viditelny
zobrazovacimi vySetfovacimi metodami nebo bronchoskopicky

TO Bez znamek primarniho nadoru

Tis | Karcinom in situ

TI Nador < 3 cm v nejvétsim rozméru, obklopeny plici nebo visceralni pleurou, bez
bronchoskopickych zndmek postizeni proximalnéji od lobarniho bronchu (tj. ne
v hlavnim bronchu)

Tla | Nador do 2cm v nejveétsim rozméru

T1b | Nador vétsi nez 2cm, ne vSak vice nez 3cm v nejveétsim rozméru

T2 Nador > 3 c¢m, ne vSak vice nez 7 cm; nebo nador s nékterou z nasledujicich charakteristik:
Postihuje hlavni bronchus 2cm a distalnéji od kariny; §ifi se na visceralni pleuru; je spojen
s atelektazou nebo obstrukénim zanétem plic, ktery se $iti az k hilu, ale nepostihuje celou
plici

T2a | Nador > 3 cm, ne vSak vice nez 5 cm v nejvét§im rozmeéru

T2b | Nador > 5 cm, ne vSak vice nez 7 cm v nejvét§im rozmeéru

T3 Nador > 7 ¢cm nebo piimo postihujici nékterou z nasledujicich struktur:
Hrudni stény (véetné nadort horniho sulku), branice, frenického nervu, mediastinalni
pleury, parietalniho perikardu nebo
Nador hlavniho bronchu ve vzdalenosti do 2cm od kariny, av§ak bez postiZeni kariny nebo
Ptidruzena atelektdza ¢i obstrukéni pneumonitida celé plice nebo
Samotny nadorovy uzel (uzly) v témze laloku jako primarni nador

T4 Nador jakékoli velikosti, ktery postihuje nékterou z nasledujicich struktur: mediastinum,

srdce, velké cévy, trachea, nervus laryngeus recurrens, jicen, télo obratle, karina, nebo

samotny nadorovy uzel (uzly) v jiném stejnostranném laloku neZ primarni nador

N — regionalni mizni uzliny

NX | Regionalni uzliny nelze hodnotit
NO V regionalnich uzlinach nejsou metastazy
N1 Metastazy ve stejnostrannych peribronchialnich a/nebo stejnostrannych hilovych uzlinach a

uzlinach intrapulmondlnich, v€etné postizeni pfimym Sifenim
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N2 Metastazy ve stejnostrannych mediastinalnich a/nebo subkarinnich miznich uzlinach

(uzling)

N3 Metastazy v druhostrannych mediastinalnich, druhostrannych hilovych, stejnostrannych ¢i

druhostrannych skalenickych nebo supraklavikuladrnich miznich uzlinach (uzling)

M - vzdélené metastazy

MX | Vzdalené metastazy nelze hodnotit

MO | Nejsou vzdalené metastazy

M1 | Vzdalené metastazy

Mla | Samostatny uzel (uzly) v druhostranném laloku, nador s pleuralnimi uzly nebo s malignim

pleuralnim ¢i perikardialnim vypotkem

M1b | Vzdalené metastazy

Tabulka 2) Stazovani karcinomu plic.

Stadium T N M
Okultni karcinom X NO MO
Stadium 0 Tis NO MO
Stadium TA Tla, T1b NO MO
Stadium IB T2a NO MO
T2b NO MO
Stadium ITA Tla, T1b N1 MO
T2a N1 MO
Stadium IIB T2b N MO
T3 NO MO
Tla, T1b, T2a, T2b N2 MO
Stadium IITIA T3 N1, N2 MO
T4 NO, N1 MO
T4 N2 MO
Stadium IIIB
Jakékoliv T N3 MO
Stadium IV Jakékoliv T Jakékoliv N M1

Zobrazovaci metody stiZovani
[2,7,20,21, 22,23, 24,25, 26]

Prvotni zobrazovaci metodou nadale ziistava skiagram hrudniku, ktery je obvykle
voditkem k indikaci dalSich vySetfeni — napf. pfi podezieni na pleuralni vypotek mtze diky

vcasné indikaci torakocentézy vyrazné urychlit diagnostiku. Zakladni zobrazovaci
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technikou pak ztistava CT plic a mediastina (s kontrastni latkou nejsou-li kontraindikace)

s rozSifenim na horni bfisni partie s diirazem na zobrazeni jater a nadledvin. Né&ktera
doporuceni pak doporucuji provedeni kompletniho CT bficha, jind naopak piipousté;ji
doplnéni USG bficha (n¢kdy dopliiované i o oblast nadklickt pro lepsi citlivost na tuto
oblast). Pii podezifeni na metastazovani do skeletu je vhodné doplnéni scintigrafického
vySetfeni skeletu, pfipadné rentgenové vysetieni oblasti s podezienim na metastatické
postizeni. U nemocnych s neurologickymi projevy se doporucuje doplnéni MR
(magneticka rezonance) mozku, v pfipadé¢ jeho kontraindikace (magnetické kovové
implantaty v téle pacienta) CT mozku s kontrastni latkou. MR se téz doporucuje u tumort
horniho plicniho sulku (Pancoastiv tumor) nebo pfi podezieni na proristani do hrudni
stény, patefe ¢i syndromu horni duté Zily. K potvrzeni podezieni na pleuralni vypotek je
vhodné USG (ultrasonografické vySetieni) pleury. Alternativou k vySe popsanému
stagingovému postupu je provedeni PET/CT (pozitronova emisni tomografie/CT) a MR
mozku, které slucuji fadu vySe popsanych postupti. Navic u nemalého poc¢tu nemocnych
vedou k naslednému ptestazovani choroby (obvykle k vys$§imu stadiu). Proto jsou tato
vySetfeni jednoznacné doporucena u nemocnych s kurativnim zdmérem dle mezinarodnich
(NCCN, ESMO, NICE) i ¢eskych guidelines. PET/CT je téZ vyhodné pii tumorech

s okolni atelektazou. U jiz prokdzan¢ho metastatického onemocnéni neni jejich provedeni
nezbytné nutné, nebot’ by v drtivé vét§in€ ptipadl neménilo diagnosticky postup, a proto se
pfi omezené dostupnosti (a vysokych nakladech) tato vySetfeni u stadia IV v fadé zemi
neprovadi. Nedilnou soucésti stagingu je, z definice TNM klasifikace, téZ bronchoskopické
vySetfeni, nebot’ az u 40% pacientt (obvykle v pokrocilém stadiu) se vyskytuje

endobronchidlni rast tumoru.
Metody morfologické diagnostiky
(2,7, 16, 20,21, 22, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30]

Podezieni na plicni karcinom a klinické stadium urcené na zéklad¢ zobrazovacich metod
by mélo byt standardné potvrzeno morfologickym vySetfenim. Vzhledem k naristajici
naro¢nosti molekularnich analyz je preferovan biopticky odbér, v ptipadé jeho neimérné
naro¢nosti ho v§ak miize nahradit cytologicky preparat — optimalné zpracovany ve forme
cytobloku. VZzdy by méla byt snaha morfologicky potvrdit misto urcujici nejvyssi stadium

onemocnéni (vyjma zjevné generalizovaného tumoru). To plati zejména o pritkazu solitarni
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metastazy a dale u miznich uzlin u lokalné pokrocilého onemocnéni, nebot’ potvrzeni resp.

vylouceni téchto postizeni muze sehrat kritickou ulohu v 1é¢ebném planu.

Primarni tumor je morfologicky diagnostikovan obvykle pomoci bronchofibroskopie
(BFSK) ¢i transtorakalni biopsie (Core jehlou ¢i tenkou jehlou), ktera je metodou volby
pro perifern¢ ulozené tumory vétsi nez 1-2 cm. Bronchoskopicky pfistup se lisi v zavislosti
na viditelnosti tumoru v dohledu pfistroje. Pfi tumorech objevujicich se ve vétSich
praduskach je metodou volby obvykle biopsie za pomoci klesti ¢i kryobiopsie, pii
uspésny) postup nastava v pripad¢ perifernéji ulozeného tumoru. Lze vyuzit nékolik
metod s riznou mirou vytéznosti, ale i narocnosti na piistrojové vybaveni a s riznym
rizikem komplikaci. Nejsnaze dostupnou metodou je aspirace/brush ze segmentu urceného
na podklad€ CT vysetfeni. Sofistikovanéj$i metody obnasi uziti navigace pomoci
skiaskopu ¢i radialniho EBUS (endobronchialni endosonografie), optimélné pak za jejich
kombinace s naslednym odbérem jehlou/klestémi/kryosondou. Posledni moznosti zlstava
vyuziti elektromagnetické navigace (EMN). Jeji rutinni vyuZiti nardzi na enormné vysoké
naklady a nedostate¢nou vytéznost v ptipad¢ absence tzv. ,,bronchus sign* (viditelné
prudusky na CT snimku prochdzejici v oblasti tumoru). Nadé€jné jsou nékteré noveé
vyvijené metody (pouziti tenkych fibroskopt, vytvotfeni pfimého ,,tunelu* z vétsich
bronchi pifimo k poZzadované 1€zi apod.). V pfipade nevytéZnosti vysSe popsanych metod a
nutnosti ovéfeni primarni 1éze (nejde o lokaln€ pokrocily ¢i metastaticky karcinom) zbyva
uziti chirurgickych technik. Dle zkuSenosti pracovisté a dostupnosti 1éze za uziti VATS
(video asistovana torakoskopie) Ci oteviené torakotomie s provedenim peroperacni
zmrazené biopsie, s ptipadnym dokoncenim radikéalniho chirurgického vykonu dle jejiho

vysledku.

Lymfatické uzliny (LU) Ize v ptipadé podezieni na postizeni LU nadklickti potvrdit punkci
pod kontrolou hmatu nebo USG. Néarocnéjsi je pak prikaz metastaz do hilovych a
mediastinalnich LU. V pfipadé¢ zvétSenych dolnich paratrachedlnich, subkarinnich a
pfiznive€ ulozenych hilovych LU se lze pokusit o transbronchidlni punkci jehlou (TBNA)
pfi znalosti CT nalezu. Pfi jejim neuspéchu je metodou volby punkce za pomoci EBUS ¢i
EUS (jicnova endosonografie), piipadné jejich kombinace (zalezi na misté danych uzlin).
Pokud jsou jediné suspektni LU v aortopulmonalnim okné, je nutné provedeni VATS.

V ptipad¢ zvazovaného operacniho vykonu u pacientti s PET/CT negativnimi LU je
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diskutovana vhodnost provedeni systematického samplingu mediastinalnich LU v ur¢itych
ptipadech. Dle dostupnych studii a doporuceni tento postup neni nutny u perifernich
tumorti mensSich nez 3 cm, které vykazuji pozitivitu na PET/CT, nebot’ pravdépodobnost
pozitivnich LU stadia N2/N3 je mensi nez 6%. Naopak u tumorti centralngji
lokalizovanych, vétSich nez 3 cm (zvlasté u adenokarcinomil), s pozitivnimi N1 uzlinami
dle PET/CT ¢i nevykazujicich PET pozitivitu (tudiZ s podezienim na absenci této
pozitivity i v N2/N3 LU) je dle ERS systematicky sampling doporucovan (na nizké urovni
doporuceni). Uvadi se, Ze pii kombinaci EBUS + EUS a pfi jejich negativité provedeni
VAMS se prokaze 6-30% pacientil s pozitivnimi N2/N2 LU, ktefi tak nemusi podstoupit
lobektomii. Na druhou stranu tato data nepochézeji z velkych randomizovanych studii, a
proto toto doporuceni neni pfedmétem jinych guidelines véetné ¢eskych. Naopak

s vysokou mirou jistoty lze konstatovat, Ze pti tomto typu stdzovani by m¢l byt prioritné

pouzit EBUS spolu s EUS optimaln¢ v jednom sezeni.

Metastatické onemocnéni mize byt diagnostikovano pomoci torakocentézy ¢i torakoskopie
(chirurgické ¢i medicinské) v ptipad€ podezieni na maligni vypotek. Kostni metastazy ¢i
metastdzy do jater byvaji obvykle dosazitelné punkci pod USG ¢i CT kontrolou, pii
podezieni na generalizaci do kostni diené 1ze pfistoupit k sterndlni punkci. Metastazy do
mozku se ovétuji chirurgickou cestou na pracovistich neurochirurgie. Metastazu v levé
nadledving 1ze nékdy ovétit pomoci EUS, v ptipade neuspéchu je obvykle nutna

chirurgicka cesta. Ta je téZ preferovana pii suspektni metastaze do pravé nadledviny.

Odebrany vzorek je nasledné barven a podroben cytologickému ¢i histologickému
vySetieni. Histologické vzorky by mély byt dale zpracovany za pomoci IHC
(imunohistochemie), jak je popsano vyse. Nedilnou soucasti vySetteni vzorku je u
nedlazdicovych NSCLC a vybranych SCC (zejména mladé nekuracky) vySetieni na
ptitomnost EGFR a ALK mutaci. U EGFR se doporucuje minimaln¢ vysetieni tzv. Castych
mutaci (bodova mutace L858R na exonu 21 a delece na exonu 19) validovanou metodou
(obvykle zaloZené na PCR = polymerazova fetézova reakce). Optimalni je pak vySetfeni
vSech mutaci na exonech 18 az 21. Stran ALK translokaci se v souasné dobé doporucuje
testovat pomoci IHC a nizce pozitivni vzorky (1+/2+) nasledné konfirmovat pomoci FISH
(fluorescensni in situ hybridizace). Dle NCCCN je v piipadé dostupné 1€cby (po schvaleni
ke klinickému uziti ¢i v ramci klinickych studii) téz na zvazeni vySetfeni mutaci genu

HER?2 (ErbB-2 receptor tyrosine kinase 2) a BRAF (B-raf proto-oncogene) - zejména typu
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V600E, translokaci ROS1 (proto-oncogene tyrosine-protein kinase ROS 1) a RET (ret
proto-oncogene) a MET (hepatocyte growth factor receptor) amplifikaci. V dobé
nastupujici imunoterapie se objevuje pozadavek na vysetfovani PD-1 (programmed cell

death protein 1) pozitivity.

3.4.4 Dalsi vySetreni nutna k vybéru 1écby
[2,7,20,21,22,31]

Pti vybéru 1écby zastavaji, krom presného stdzovani a uréeni typu tumoru, dalezitou roli i
dalsi faktory. Je nutné vzit v potaz dals$i komorbidity nemocného (pfedevsim stran
unosnosti planované operacni ¢i celkové 1é€by), ztratu hmotnosti v poslednich mésicich a
jeho celkovy stav obvykle vyjadieny jako performance status (PS) dle ECOG (Eastern
Cooperative Oncology Group). Déle je nutné znat laboratorni parametry pacienta
(pfedevsim krevni obraz, jaterni a renalni panel, stav vyzivy, iontogram a laktat
dehydrogenazu). Uloha stanoveni onkomarkeri neni jasna, ESMO guidelines jejich rutinni
uzivani nedoporucuji. Pied zvazovanou radikalni 1écbou je nutné stanovit inosnost
pacienta k tomuto postupu. Jasné parametry ohledné¢ celkového stavu ¢i spirometrickych
hodnot stran unosnosti k radioterapii nejsou dany, pacienty by mél posuzovat
multidisciplinarni tym. Naopak ERS vypracovala pomérmné jasna doporueni pro posouzeni

unosnosti resekéniho vykonu z hlediska kardiopulmonalnich funkci.

Kardialni hledisko je na zvazeni interniho 1€kate (resp. kardiologa), ktery by mél
vyhodnotit pacientovu anamnézu, fyzikalni vySetfeni, EKG (elektrokardiogram) a
dostupny index rizikovosti, na jejichz zdklad€ zvazi doplnéni echokardiografie ¢i dalSich
vySetieni a upravi ptipadné medikaci pacienta. Pacienti schopni operace z kardialniho
hlediska by méli podstoupit bodypletysmografické vySetteni se stanovenim zejména FEV1
a DLCO (difusni kapacita plic pro oxid uhelnaty). Pokud jsou ob& hodnoty nad 80% je
pacient schopen pneumektomie. JestliZe je jednak z nich (pfipadné ob¢€) niZsi, je vhodné
doplnéni spiroergometrie, na zékladné které je pacient urcen jako unosny ¢i netinosny
pneumektomie, ptipadné s moznosti operace do vypocitaného rozsahu (viz Schéma 1 nize).
Tento vypocet se provadi bud’ na zakladé znalosti zbylych segmentli nebo pfesnéji pomoci
ventilacné-perfusni scintigrafie. Orientacné lze vySe zminéné postupy nahradit testem
chiize po schodech. VSem nemocnym pied operacnim vykonem by mélo byt doporu¢eno

duasledné nekuractvi a nacvik dechové rehabilitace.
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Schéma 1 — ur€eni rozsahu chirurgického vykonu na zéklad¢ kardiopulmonalni

rezervy [31]
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3.5 Lécba NSCLC

Lécba nemalobunééného plicniho karcinomu se odviji pfedevsim od histologického a
genetického typu tumoru, jeho rozsahu a v neposledni fad€ i dle celkového stavu
nemocného. V podkapitolach niZe je uveden jednak piehled pouZzivanych lé¢ebnych
modalit véetné popisu preparatii vyuzivanych k celkové 1écb¢ a 1écebna schémata

jednotlivych stadii v¢etné Castych paliativnich postupt a dispenzarizace.
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3.5.1 Jednotlivé 1écebné modality

Chirurgicka lé¢ba

Radikalni chirurgicka resekce zstava metodou volby pro stadia I a II, po projednani
multidisciplindrnim tymem je ji mozno zvazovat i u vybranych pacientt stadia II1A [7].
Vyjma stadia I jde obvykle o 1é¢bu kombinovanou (viz nize). Standardnim postupem je
provedeni lobektomie [7, 14, 18, 20, 21, 32]. Mensi operacni vykony (segmentektomie,
klinovité resekce) jsou piipustné pouze u pacienti, ktefi nemaji rezervy na standardni
vykon a ESMO je déle ptipousti téz pro pacienty s ACC in situ a ptipadné nesolidnimi
1ézemi do velikosti 2cm. VEtsi rozsahy operacniho vykonu by mély byt zvazeny
multidisciplindrnim tymem, nebot’ je zndmo, ze obzvlasté pneumektomie vedou ke zvyseni
postoperac¢ni morbidity a mortality. Nékterym témto vykoniim se Ize vyhnout za pouziti

bronchoplastickych vykond.

Standardni souc¢asti provedeni radikalniho chirurgického vykonu je téZ disekce
mediastinalnich a hilovych lymfatickych uzlin [7, 14, 20, 21, 25, 32]. NICE guidelines
doporucuji provedeni ,,en bloc* disekce, zatimco ESMO guidelines a britsk4 hrudni
spolecnost se kloni k systémovému nodalnimu samplingu, kdy se doporucuje odebrat LU

ze 6 etazi, kdy alesponi 3 by mély byt z mediastina a jedna z nich pfitom subkarinni.

VATS je brana jako pfipustnd metoda v rukou zkuSeného tymu, kdy jeji uziti miize vést
k lepSim kratkodobym pooperacnim vysledkim [16, 25]. Robotické operace nejsou dle

ESMO doporucovany [25].

Vyjimecné je chirurgicka 1écba indikovana u generalizovaného onemocnéni. Jde jednak o
ptipady vybranych solitarnich metastaz (viz niZe) nebo o paliativni postupy (feSeni jedné
metastazy do CNS, utlaku miSniho kmene, provadéni pleurodézy apod.) [22]. V ostatnich

pifipadech radikaln€ inoperabilnich tumorii neni chirurgicka 1é¢ba doporucovana.
Radioterapie

SABR (stereotactic ablative body radiotherapy) je metodou volby pro pacienty se stadiem
I, ktefi nejsou schopni podstoupit ¢i odmitaji operacni feseni [16, 25]. U perifernich 1ézi je
dle dostupnych dat vystup této metody patrné srovnatelny s chirurgickym feSenim [33].
Dalsi moznosti je ozéfeni oligometastaz [34]. Jednak jde o zavedené uziti pii
oligomestazach do CNS, kde se zda byt metodou volby. Rovnéz je diskutovano uziti pii

cilené 1€¢b¢ a oligometastatické progresi, kdy by mohla tato metoda vést k delsi kontrole
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onemocnéni a tim i kvalité zivota pacientli. Nicmén¢ prozatim nejde o standardni metodu

klinické praxe.

Radikalni radioterapie pomoci fotonové 1écby je pak metodou volby u pacientti se stadiem
IT (ptipadn€ nevhodné centraln€ ulozenymi stadii I) pfi nemoznosti podstoupit chirurgicky
vykon [25]. M¢la by pak byt doplnéna néaslednou chemoterapii. Pfipadné lze pouzit

konkomitantni chemoradioterapii [16].

Pooperacni radioterapie (PORT) neni bézn¢€ indikovéna [16, 20, 25]. Uzivana by mé¢la byt
pouze u pacientl s neradikalni resekci a zvazovana je pii prikazu N2 pozitivnich LU

v resekatu, kde patrn¢ prodluzuje pteziti nemocnych. Pfedopera¢ni RT je bézn¢ uzivana
v konkomitanci s CHT u tumort horniho plicniho sulku a v nékterych ptipadech téz pti
multimodalni 1é¢bé stadia IIIA po konzultaci multidisciplindrnim tymem [16]. V této

indikaci je doporucované davka mezi 40 a 50Gy [25].

Pro stadium III je u inoperabilnich pacientt radioterapie spolu s chemoterapii zakladem
1é¢by. Historie uziti radioterapie v této indikaci saha az do 60. let 20. stoleti [36], kdy RT
prokazala zlepSeni pieZiti ve srovnani s observaci pacientd. Postupné byla jako standardni
davka urcena 60 Gy podavanych po frakcich 2 Gy. Studie faze 3 CHART poukazala na
mozny benefit hypofrakcionace na pteziti, ale tato metoda se dodnes, vzhledem

Nasledné studie CALBG poukézala na benefit sekvencni 1é€by ve schématu CHT-RT.
Posledni vyraznéjsi posun ptinesla studie RTOG0941, kterd prokéazala benefit
konkomitantné podavané CHT-RT nad sekven¢nim schématem. To bylo nasledné
potvrzeno 1 metaanalyzou dalSich praci [37], kdy zlepSeni pétiletého pieziti ve srovnani se
sekvenc¢im schématem doséahlo 4,5% za cenu vyssi toxicity na jicen. ZvySeni davky na
74Gy nevedlo ve studii RTOGO0617 ke zlepSeni pieziti (ba naopak), coZ je ptikladano
jednak nezadoucimu ucinku na okolni tkané (zejména srdce) a ptiliSnou dobou klasického
rezimu s vy$s$i davkou [36]. Standardem dle ESMO i NCCN guidelines je tedy nadale
konkomitantni CHT-RT v davce 60 GY s jednotlivou frakci 2Gy poddvanou jednou denné
[16, 26]. Standardem je rovnéz planovani pomoci tfidimenzonélniho CT (3D-CT), které
vede téz k lepSim vysledklim u pacientii [16]. Dalsi snizeni toxicity (a potencionalné
zlepSeni pieziti) mize pfinést technika intenzity modulované RT (IMRT) a souhra

podavané RT s dechem nemocného (napf. tzv. 4D-CT technika) [16]. Sekvencni RT-CHT
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je urcena pro pacienty s hor§im stavem vykonosti ¢i komorbiditami neumoziujicimi

konkomitantni CHT-RT [7, 16, 26].

Radioterapie je téZ uzivana jako paliativni metoda u stadia IV (viz nize). Zvlastni postaveni
zde hraji roli metastdzy do mozku — jejich management je popsan v sekci specialnich

paliativnich postupi.

Nov¢ diskutovanou otazkou je uziti protonové 1é€by misto klasické fotonové terapie [38].
Ta vychazi z odlisného fyzikalniho chovani protont viici fotonim, coz by mélo vést k nizsi
toxicité 1écby. To mlze pomoci zvysit davku zafeni s piijatelnymi neZadoucimi G€inky

s ndslednym prodlouzenim zivota nemocnych. Velké randomizované studie na toto téma
probihaji, vysledky zatim nejsou znamy. Nad¢je jsou téz vkladany do kombinace

imunoterapie s radioterapii [39].
Celkova lécba

Do celkové 1é¢by lze zaradit chemoterapii uzivanou v prakticky vsech stadiich NSCLC [6].
Dale pak cilenou 1é¢bu, biologickou 1écbu a imunoterapii, které¢ jsou prozatim doménou
metastatického NSCLC (ptipadné lokalné pokrocilého NSCLC bez moznosti podani RT)
[2]) — blize jsou popsany niZe, stejné jako principy CHT u stadia IV.

Chemoterapie je u resekovanych pacientli uzivana obvykle jako adjuvantni 1é¢ba ve stadiu
I, ptipadné u stadia IB s tumorem vétSim neZ 4 cm [2, 7]. U stadia IIIA je téZ podavéana
bud’ jako neoadjuvantni ¢i adjuvantni 1é¢ba. U tumort horniho plicniho sulku pak

v podobé neoadjuvantni CHT-RT [16]. U neresekovanych pacientl ve stadiu III je CHT
podavana bud’ jako soucast konkomitantni CHT-RT ¢i pfed RT pii sekvencnim schématu

[7, 26].

3.5.2 Preparaty pouZivané u terapie metastatického NSCLC
A) Chemoterapie

Cisplatina

Cisplatina byla prvni pouzivana latka z fady platinovych derivati. Jeji objev je datovan jiz
do roku 1844, protinadorova aktivita pak byla prokazana v 60. letech. Pocatek jejiho
schvaleného uzivani (od FDA = Food and Drug Administration) se datuje do roku 1976,

kdy byla registrovana pro 1écbu testikularnich a ovaridlnich nadort [40]. Sviyj
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antitumordzni efekt dosahuje pomoci tvorby tzv. adukti (tedy kovalentni vazby cisplatiny

na DNA), ¢imz je poskozeno vlakno DNA (pfedevsim guaninu) [41].

V 80. letech 20. stoleti je cisplatina zkouSena i u plicnich tumori at’ uz v monoterapii ¢i

v kombinaci s tehdej$imi chemoterapeutiky (pfedevsim mitomycin, v Evropé vinca
alcaloid vindesin, etoposid a isofosfamid). Objektivni odpovédi byly pozorovany u max.
ptezivalo méné nez 20% pacientd s generalizovanym NSCLC. Nicméné u ¢asti nemocnych
dochazelo ke zmenSeni naddoru a zlepSeni kvality Zivota pacient. Ukazalo se, Ze silny vliv
ma celkovy stav nemocného, kdy nemocni s PS 2 dosahovali vyznamné horsich vysledkt
nez pacienti s PS 0/1. Rovnéz byl diskutovan vliv davky cisplatiny — souhrnem praci se
dospélo k tomu, Ze v davee 20 -200 mg/m? je efekt 1é¢by obdobny a patrné tedy existuje
pouze dolni prah, pod kterym jiz ztraci podani cisplatiny vyznam. Jako nejperspektivnéjsi

se jevil rezim cisplatiny spolu s etoposidem ¢i vindesinem [42].

V této dobé bylo realizovano téz 6 randomizovanych studii faze III porovnavajici efekt
téchto 1€kt [43]. Klastersky et al. ve své studii porovnavali u 162 pacientl reZim s
cisplatinou vici cisplating s etoposidem [44]. Studie neprokazala signifikantni rozdil v OS
(celkove preziti). Rosso et al. v obdobné designované studii srovnavajici rovnéZz etoposid
vici etoposidu s cisplatinou u 216 pacientd s opét srovnatelnym OS i ptes vy$si ORR
)objektivni odpoveéd na lécbu) v kombinovaném rezimu [45]. Crino et al. porovnavali u
156 pacientil 3 rezimy 1écby — cisplatinu, cisplatinu + etoposid a cisplatinu + etoposid +
mitomycin C [46]. ReZim se samotnou cisplatinou byl pfed¢asné zastaven pro
nedostatecnou ORR. Nicmén¢ i tak byl prokdzan benefit stran OS dvou kombinovanych
rezimu viici samotné cisplating, pfidani mitomycinu C pak jiz k dal§imu zlepSeni OS
nevedlo. Lawrence et al. ve studii Citajici 124 pacientl porovnavala vindesin jednak viici
vindesinu s cisplatinou a také vii¢i vindesinu + cisplatiné + mitomycinu C [47]. Studie
neprokazala zlepSeni OS kombinovanych reZimi vii¢i samotnému vindesinu. Elliott et al.
téz porovnavali vindesin samotny vii¢i vindesinu s cisplatinou u 205 pacienta [48]. Tato
studie naopak prokazala signifikantni prodlouZeni preziti (4 vs. 11 mé&sicli). Serensen et al.
ve své studii ¢itajici 279 pacientli porovnavali efekt vindesinu viici lumustinu +
cyklofosfamidu + metotrexatu ¢i kombinaci vSech téchto Ctyt 1ékti [49]. Kombinované
rezimy neprokazali zlepSeni pteziti. Bonomi et al. ve studii EST 1583 porovnavali u 699

pacientt celkem 5 rezimt (1. cisplatina + vinblastin + mitomycin, 2. viblastin a cisplatina,
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3. rezim 1. stfidajici se s cyclophosphamidem, doxorubicinem, metotrexatem a
procarbazinem, 4. carboplatina nasledovana po progresi rezimem 1., 5. iproplatina stfidana
rezimem 1. po progresi) [50]. Rezim Cislo 1. prokazal nejlepsi ORR, a proto bylo
porovnano jeho preziti s ostatnimi rezimy prvni linie, kde vSak carboplatina dosahla
lepsiho vysledku za cenu nizsi toxicity. Autofi proto doporucovali dalsi studie zabyvajici
se monoterapii v 1. linii NSCLC. Z dnesniho pohledu chybi studie faze III porovnavajici
dané rezimy s BSC (best supportive care) a téZ bychom ocekavali vétsi pocet pacientii u

fady studii. Vysledky tedy byly nadéle rozporuplné.

Potvrzeni ohledné prodlouZzeni pteziti pfinesly az metaanalyzy z 90. let 20. stoleti. V roce
1995 byla publikovana metaanalyza vice nez 50 ptedchozich studii, ktera dokladala
signifikantné zlepSeni preziti u pacientil s plicnim karcinomem vii¢i placebu a to i u
generalizovaného onemocnéni [51]. Zde bylo 1 ro¢ni pteziti zlepSeno o 10% a median
preziti stoupl o zhruba 1,5 mésice. Nejcastéji uzivané rezimy byly kombinace cisplatiny

s etoposidem ¢i cisplatiny s vinca alkaloidy. Metaanalyza z roku 2008 potvrdila ptedchozi
vysledek (viz Obraz 1) i pro pouze skupinu pokrocilych nemalobunéénych plicnich
karcinomil, kdy CHT vyznamné zlepSila pteziti viici nejlepsi podptrné 1€cbé (BSC) [52].
HR (hazard ratio) dosahlo hodnoty 0,77, 1 ro¢ni pfeziti bylo zlepSeno o 9% z 20 na 29%.
Studie neprokézala rozdil mezi jednotlivymi lécebnymi modalitami, coZ bylo patrné dano

zastoupenim studii se star§imi lé¢ebnymi kombinacemi.
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Obraz 1 — CHT vs. BSC v 1. linii 1é€by NSCLC [52]

Nasledné bylo metaanalyzou prokazano, Ze rezim obsahujici platinovy derivat dosahuje
lepsich vysledki stran OS (HR = 0,88, sniZeni rizika refrakterity na CHT) pii obdobném
vyskytu nezadoucich uginki (NU) [53]. Dalsi metaanalyza pak prokézala na vice nez
13000 pacientech zlepSeni pteziti pii uziti monoterapie ¢i dvojkombinace chemoterapeutik,
ale pridani 3. 1€ku jiz vedlo pouze ke zvySeni nezadoucich t€inkt [54]. Dalsi prace se
zabyvaly poctem cykli 1écby. Korejské prace zkoumala podani 2 ¢i 4 cykld CHT po
uvodnich 2 cyklech 1€¢by u neprogredujicich pacientii [55]. Ve studii bylo randomizovano
314 pacientti, kdy nemocni se 6 cykly dosahli lepsi PFS (doba do progrese) (6,2 vs. 4,6
mésice), avSak OS bylo obdobné (1 ro¢ni pteziti dosahlo 59% pro celkem 4 cykly Iécby a
62,4% pii uziti 6 cykld 1écby). Tyto zavery potvrzuje 1 metaanalyza neprokazujici rozdil
mezi podanim 3 ¢i 4 cykla 1écby vici 6 cyklim (Obraz 2) [56]. Platinovy doublet

s obvyklymi 4 cykly se tak stal zlatym standardem v 1é¢bé NSCLC.
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Obraz 2 — Preziti pti podani 3 ¢i 4 cykla 1écby platinovym doubletem vici 6 cyklim [56]

Béhem 90. let 20. stoleti byly objeveny tzv. cytostatika 3. generace (docetaxel, paclitaxel,
gemcitabin, vinorelbin), které zlepS$ily vysledky vici predchozim rezimim (blize u danych
chemoterapeutik nize). Bylo tedy otazkou, zda by mél byt néktery z nich preferovan

v 1é€bé 1. linie. Na toto odpovédély shodné dvé metaanalyzy. Scagliotti et al. porovnavali
3 platinové doublety (cisplatina+gemcitabin, cisplatina+vinorelbin a carboplatina plus
paclitaxel) mezi sebou u 612 pacientti [57]. Bylo dosaZzeno obdobného OS (mezi 9,5 a 10
meésici), objektivni odpovédi na 1écbu 1 PFS. Jednotlivé reZimy se vyznamné lisily pouze
ve spektru nezddoucich uc¢inki, kdy kombinace s vinorelbinem byla spjata s v&tSim
vyskytem neutropenii a nauzey, gemcitabin s vice trombocytopeniemi a paclitaxel s vice
neuropatiemi a alopeciemi. Schiller et al. pak porovnavali 4 1écebné rezimy
(cisplatina+paclitaxel, carboplatina+paclitaxel, cisplatina+gemcitabine,
cisplatinatdocetaxel) u 1155 pacientt, kdy bylo dosaZzeno obdobného OS (Obraz 3), které
v medianu dosahovalo 7,9 mésice s 1 rocnim ptezitim u 33% nemocnych [58]. Rovnéz
bylo zaznamenano odli§né spektrum NU v zavislosti na vybraném 1é¢ebném rezimu. Vybér
partnera k cisplating tedy zavisi na ocekdvaném spektru nezddoucich uc¢inkl v porovnéani

s jednotlivymi komorbiditami pacienta.
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Obraz 3 — Porovnani pfeziti u rezimi kombinujicich platinovy derivat s cytostatikem 3.

generace [58]

V kombinovaném rezimu je doporucované davkovani cisplatiny 80 mg/m” jednou za 3
tydny (se snizenim pii poruSe renalnich funkci ¢i myelosupresi) [59]. Vzhledem

k nefrotoxicité je nutna dostate¢na hydratace pacienta pied poddnim 1écby a doporucované
je téZ podani manitolu ¢i diuretika po podani. Podani cisplatiny je kontraindikovano pfi
zname hypersenzitivité, u pacientl s poskozenim sluchu, dehydrataci ¢i vyznamnéjsi
myelosupresi nebo poruchou ledvin. Mezi nejéastéjsi NU patfi nefrotoxicita, neuropatie,
ototoxicita, emeticky a myelosupresivni ti¢inek. Lécba (obdobné jako u jinych vysoce a
sttedné¢ emetogennich chemoterapeutickych rezimi) je nutn€ provazena podavanim
antiemetik (kortikoidy, setrony, antagonista NK1 (Neurokinin 1) receptort, ptipadné
olanzapin) dle ptislusnych ESMO schémat [60]. RovnéZ jsou vypracovany ESMO
doporuceni pro vyskyt febrilni neutropenie po podani chemoterapie zamétujici se

pfedevsim na uZziti granulocytil stimulujicich faktort a antibiotik [61].
Carboplatina

Vzhledem k fad¢ nezddoucich ucinkt cisplatiny volili néktefi I€kati u nemocnych rezim
s carboplatinou, i pfesto, ze zpocatku nebylo jasné, zda dosahuje obdobné uc¢innosti. Tuto
otazku se pokusila zodpoveédét metaanalyza Citajici 2968 pacientii [62]. Rezimy

s cisplatinou byly spojeny s vyssi ORR. V celkovém souboru se OS neliSilo mezi obéma
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skupinami (HR = 1,07, p = 1,0). To ale neplatilo pro pacienty s nedlazdicovymi karcinomy
a pro pacienty, ktefi byli 1é¢eni cytostatiky 3. generace, kde bylo pteziti mirné lepsi pro
pacienty lé¢enych cisplatinou (HR = 1,11 resp. 1,12) (Obraz 4). Tento rezim byl ale spjat

s vy$8im vyskytem NU (piedev§im nauzey/zvraceni, nefrotoxicit a neuropatii, naopak
carboplatina vykézala vice trombocytopenii). Platinovy doublet s cisplatinou je tak
preferovan pro pacienty v dobrém celkovém stavu (PS 0-1), ktefi nemaji kontraindikaci

jejiho podani [22].
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Obraz 4 — Preziti u pacientil 1é¢enych platinovym doublety — porovnani cisplatiny a

carboplatiny v jednotlivych podskupinach [62]
Naopak u pacientt s PS2 je dle ESMO doporuc¢ovan rezim s carboplatinou, ktery prokazal
lepsi preziti neZ monoterapie cytostatitky 3. generace [22]

V kombinovaném rezimu se doporuc¢ované davkovani karboplatiny odviji od glomerularni

filtrace a pozadované AUC (area under the curve) s vypoctem konkrétni davky podle
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vzorce dle Calverta [59]. Urceni AUC se odviji predevsim od celkového stavu pacienta a
jeho rendlnich parametra. Lécba je kontraindikovana pii hypersenzitivité na 1écbu ¢i tézké
myelosupresi nebo renalni insuficienci. Mezi nejcastéjsi nezadouci ucinky patii

myelosuprese, neuropatie, ototoxicita, emeticky efekt, nefrotoxicita a alopecie.
Vinorelbin

Vinorelbin patii mezi 2. generaci vinca-alkaloidd. Jako i ostatni zastupci této skupiny
spociva jeho efekt ve vazbé¢ na tubulin (zdkladni soucast mikrotubul) a tim naruseni
mitotického vieténka [63]. Diky vysledku svych studii byl schvélen k 1é¢bé NSCLC jak

v monoterapii, tak spole¢né s platinovym derivatem [64]. Sviij potencial prokazal jako
monoterapie jiz v multicentrické studii porovnavajici u 216 pacientli 1éCbu vinorelbinem (v
davce 30 mg/mz) ve srovnani s fluorouracilem spolu s leucovorinem (v davce 425 mg/m2
resp. 20 mg/mz) [65]. Vinorelbin dosahl staticky lepsiho pteziti (p = 0,03), kdy median pro
vinorelbin ¢inil 30 tydnl a pro kombinaci fluorouracil+leucovorine 22 tydni. Ve studii
SWOG prokazal dale vinorelbin svoji superioritu nad samotnou cisplatinou jak v PFS (2
vs. 4 mésice), tak v OS (6 vs. 8 mésicil) [66]. Nasledovali tedy studie srovnavajici
kombinované rezimy. Chevalier et al. ve své studii srovnavali zavedeny rezim
vindesine+cisplatina vii¢i vinorelbinu+cisplatiné a samotnému vinorelbinu [67]. V této
studii byl vinorelbin spolu s cisplatinou lepsi v ORR i OS vici zbylym dvéma rezimim,
zatimco vinorelbin samotny dosahl obdobnych vysledki jako kombinace cisplatiny

s vindesinem. Depierre et al. pak porovnavali samotny vinorelbin (30 mg/m” 1x tydng)
vigi cisplating (80 mg/m” a 3 tydny)+vinorelbinu (30 mg/m” 1x tydn&) u 231 pacienti
[43]. Stejné jako ve studii Chevaliera et al. doséhli vii¢i samotnému vinorelbinu vyznamné
lepSiho ORR (43 vs. 16%) a PFS (20 vs. 10 tydnti), ale OS doséhlo stejnych hodnot (33 vs.
32 tydnit). Vzhledem k velkému rozpéti PFS a ORR a ptfedchozi studii Chevaliera se vSak
vinorelbin pouziva v kombinaci s cisplatinou, kde dosahl obdobnych vysledki jako dalsi
moderni rezimy chemoterapie [68]. Studie GLOB3 pak prokazala mozny rezim s p.o.
vinorelbinem v den 8. [68]. U 381 pacientii byl porovnéan rezim docetaxel+cisplatina vs.
cisplatinatvinorelbine i.v. (den 1.) a vinorelbin p.o. (den 8.), kdy bylo dosazeno obdobné
ORR, PFS, OS i QoL (kvality zivota). Peroralni vinorelbin se diky této a n€kolika dalSim

mensSim studiim stal alternativou k i.v. podani [69].

Pi monoterapie je podavana davka 25-30 mg/m” jednou tydn&, v kombinované 1é¢b& pak

25-30 mg/m” spolu s cisplatinou (80 mg/m?) 1. den. Nésledn& samotny vinorelbin (25-30
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mg/m?) 8. den [59]. 30 mg/m? i.v. vinorelbinu odpovida davka 80 mg/m” p.o. vinorelbinu
(25 mg/m* pak 60 mg/m?). Kontraindikovéno je jeho podani p¥i zname hypersenzitivité a
zavazné myelosupresi, pii t€zké poruse jater se doporucuje redukce jeho davky na 20
mg/m?. Mezi nejéast&jsi NU patii myelosuprese, alopecie, neurotoxicita, stomatitidy a

emeticky efekt.
Gemcitabin

Gemcitabin je deoxycytidinovy analog, ktery je intracelularné aktivovan fosforylaci na
aktivni metabolity inhibujici DNA syntézu [70]. Svoji protinadorovou aktivitu u NSCLC
potvrdil v monoterapii v nékolika studiich faze II [70]. Studie faze III srovnavajici rezimy
cisplatina+gemecitabin oproti samotnému gemcitabinu prokéazala superioritu kombinované
1é¢by vici monoterapii stran ORR, PFS 1 OS [71]. Studie faze III proto dale porovnavali
jeho efekt ve srovnani s cisplatinou a cisplatinou s etoposidem [72, 73]. Sandler et al.
porovnavali G¢innost kombinace cisplatina + gemcitabin (100 mg/m*v den 1 + 1000
mg/m” v den 1, 8 a 15 z 28 denniho cyklu) vii¢i samotné cisplating (100 mg/m” 1. den z 28
denniho cyklu) u 522 pacientti. Gemcitabin byl superiorni v ORR (30,4 vs. 11,1%), PFS
(5,6 vs. 3,7 mésice) 1 OS (9,1 vs. 7,6 mésice) pii vy$si myelosupresivni toxicité. Cardenal
et al. tedy nasledn& srovnavali rezimy cisplatina (100 mg/m” — den 1) + gemcitabin (1250
mg/m’ — den 1 a 8) viii rezimu cisplatina (100 mg/m* — den 1) + etoposid (100 mg/m* —
den 1 a 3) u 135 pacientd ve 21-denich cyklech 1écby. Gemcitabin s cisplatinou dosahl
lepsiho ORR (40,6 vs. 21,9%) a PFS (6,9 vs 4,3 mésice) pfi podobném vyskytu NU. Nebyl
vSak prokazan benefit v OS (8,7 vs. 7,2 mésice, p = 0,18), coz mohlo byt dano malym
poctem pacientli ve studii (primarnim cilem byla ORR, na kterou byla designovana
velikost studie). Obdobné vysledky piinesla italska studie porovnavajici u 307 pacientii
rezim cisplatina+gemcitabin oproti cisplatiné s mitomycinem a isofosfamidem [74]. Opét
byl signifikantné zlepSen ORR pfi nezhorSené QoL, av§ak OS dosahovalo opét obdobnych
hodnot (p = 0,877). Je vSak nutno poznamenat, Ze primarnim cilem opét nebyl OS, ale
QoL. Prace srovnavajici rezim cispaltinat+gemcitabin s ostatnimi platinovymi doublety

s cytostatitiky 3. generace prokézala srovnatelné pfeziti mezi témito rezimy (viz
Cisplatina). Nasledn¢ vznikla metaanalyza pfedchozich praci, ktera prokazala zlepSeni OS
pro cisplatinu+gemcitabin viici cytostatikiim 1. a 2. generace (HR = 0,84), nikoliv vSak 3.
generace (zde pouze patrny trend bez statistické vyznamnosti) [75]. Gemcitabin

s cisplatinou se tak staly jednim ze standardnich chemoterapeutickych rezimti u NSCLC.

38



Dalsi otazkou bylo, zda by nebylo mozné uzit carboplatinu misto cisplatiny v rezimu

s gemcitabinem. Rudd et al. provedli studii faze III porovnavajici rezim
gemcitabin+carboplatina vici cisplating s isofosfamidem a mitomycinem (MIC) u 422
pacientt [76]. Rezim s gemcitabinem prokézal zlepseni OS (HR = 0,76, p = 0,008) pii
zlepSeni QoL. Danson et al. provedli obdobou studie faze III, ktera porovnéavala u 372
pacientli opét gemcitabin + carboplatinu vici rezimu MIC nebo vici rezimu MVP
(mitomycin + vinblastin + cisplatina) [77]. Tato prace neukazala zadny benefit
gemcitabinu + carboplatiny vii¢i rezimiim MIC a MVP. Dalsi studie faze III pak prokéazala
benefit ro¢niho preziti rezimu carboplatina + gemcitabin oproti cisplatiné s vinblastinem
pii obdobné toxicité [78]. Pfimé srovnani cispaltiny s gemcitabinem vici carbolating

s gemcitabinem piinesla ¢eskd multicentrickd studie faze I1I [79]. Zatloukal et el. u 176
randomizovanych pacientil neprokazali vyznamny rozdil v Gi¢innosti téchto CHT pfi
odlisném spektru toxicity souvisejici s vybérem platinového derivatu. Vzhledem k prikazu
zlepseni OS rezimu s carboplatinou v provedené metaanalyze vici star§im rezimam a lepsi
toleranci carboplatiny se tento rezim jevi jako schiidny pro nemocné, ktefi nemohou byt
lé¢eni cisplatinou (s pfihlédnutim k metaanalyze favorizujici cisplatinu nad carboplatinou)

[62, 75, 80].

Dalsi prace se zabyvaly téz posouzenim kombinované 1é¢by modernimi cytostatiky viici
zavedenym platinovym doubletim. Metaanalyzy srovnavajici 1é€bu gemcitabinem +
docetaxelem [81], gemcitabinem + paclitaxelem [82], studie faze III

s gemcitabinem-+vinorelbinem [83] a studie faze I s gemcitabinem + pemetrexedem [84]
prokazali obdobné preziti viic¢i platinovym doubletiim 3. generace. Tyto rezimy se vSak

v klinické praxi neujali, patrné i z divodu metaanalyzy, ktera poukazala na lepsi vysledky
rezimu s platinou [53]. Obdobnou G¢innosti stran OS skoncila i prace porovnavajici rezim
vinorelbin + gemcitabin nasledovany docetaxelem vii¢i paclitaxelu s carboplatinou [85].
Rovnéz byla provedena studie porovnavajici rezim s gemcitabinem a oxaliplatinou proti
zavedenému schématu carboplatina + paclitaxel, kdy bylo dosazeno obdobné ucinnosti
obou rezimil [86]. Pfesto se oxaliplatina v klinické praxi neujala pro své limity ohledné

toxicity.

Gemcitabin byl téz zkouman jako mozny Iék druhé linie, kdy fada praci faze 11 ukazala na
jeho moznou aktivitu, nicméné studie faze I1I nebyla nikdy provedena [87]. Rovnéz byly

provedeny studie stran jeho mozného uziti jako udrzovaci 1é€by po 1. linii CHT. Studie
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faze 111 CECOG srovnavala u 352 pacientii udrzovaci terapii (neprogredujici nemocni po
1. linii 1é¢by) gemcitabinem viic¢i BSC po 1. linii 1é€by (gemcitabin + cisplatina) s cilem
prokazat vyznamny rozdil v Case do progrese mezi témito dvéma rezimy [88]. Ackoliv
byla doba do progrese zlepsena v rameni s gemcitabinem, OS se vyznamn¢ neliSilo
(p=0,195). To vsak nebyl primarni cil prace, a proto byly doporuceny dalsi studie na toto
téma. Francouzska studie faze III (IFCT) srovnavala opét udrzovaci 1écbu gemcitabinem
(¢i erlotinibem) vi¢i BSC u neprogredujicich pacienti po 1. linii 1écby
(cisplatinat+gemcitabin) [89]. Opét bylo vyznamné prodlouzeno PFS pfi 1écbe
gemcitabinem (i erlotinibem) viici BSC a studie tak splnila sviij primarni cil. OS opét
vyznamné prodlouzeno nebylo. Naslednd metaanalyza praci srovnavajici data z celkem 8
studii (3736 pacientl), v€etné téch s gemcitabinem, potvrdila zlepSeni v PFS, ale ne v OS
pfi srovnani kontinuélni udrzovaci terapie ve srovnani s BSC (p = 0,124) [90]. Vzhledem
k tomu, ze vSechny 3 studie této metaanalyzy s gemcitabinem byly ve schématu

kontinualni 1é¢by, nejevi se tato terapie jako vhodna.

Doporugené davkovani gemcitabinu p¥i monoterapii je 1000 mg/m? ve 21 dennich
cyklech. V kombinované 16¢bé& s cisplatinou je doporu¢ena davka 1250 mg/m” 1. a 8. den
cyklu [59]. Rezim s carboplatinou neni u NSCLC zahrnut do SPC (souhrn tdajti o 1é¢ivém
piipravku). Gemcitabin je kontraindikovan pfi hypersenzitivits. Mezi nej¢ast&jsi NU patii
myelotoxicita, elevace jaternich enzymt, emeticky u¢inek, hematurie ¢i mirna proteinurie,

syndromy podobné chifipce a nékdy respiracni obtize (dusnost, kasel, rinitida).
Docetaxel

Docetaxel patii mezi taxany, jejichz mechanismem ucinku je vazba na mikrotubuly, coz
inhibuje bunécné déleni [91]. Rozskowski et al. prokézali u¢innost docetaxelu ve studii
faze 111, kdy docetaxel prodlouZzil OS a zlepsil tumor6zni obtiZe pacientil ve srovnani s

BSC [92].

Nasledovali proto prace porovnavajici efekt platinového doubletu s docetaxelem viici
ostatnim rezimim. Kubota et al. srovnavali docetaxel s cisplatinou vii¢i vindesinu

s cisplatinou u 302 pacientti [93]. Docetaxel s cisplatinou zaznamenaly lepsi ORR (37 vs
21%, p <0,01), OS (11,3 vs. 9,6 mesice, p = 0,014) i QoL (p = 0,02). Dalsi studie
porovnavala docetaxel s carboplatinou s rezimy MIC a MVP u 433 pacientti [94]. Oba
rezimy méli obdobnou ucinnost, ale docetaxel s carboplatinou vykazaly lepsi QoL.

Nasledovala registracni studie TAX 326 srovnavajici celkem u 1218 pacientti docetaxel
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(75 mg/m?) s cisplatinou (75 mg/m?) resp. carboplatinou (AUC 6) vii&¢i modernimu reZimu
cisplatiny (100 mg/m?) + vinorelbinu (25 mg/m?) [95]. ReZim docetaxelu s cisplatinou
prokazal signifikantné lepS§i ORR (31,6 vs 24,5%, p = 0,029) 1 medidn OS (11,3 vs. 10,1
mésice, p = 0,044). Naopak rezim docetaxelu s caboplatinou byl stran OS i ORR
srovnatelny s vinorelbinem a cisplatinou. Oba rezimy s docetaxelem navic prokézaly
zlepseni QoL ve srovnani s cisplatinou a vinorelbinem. Nasledné metaanalyzy vSak
prokazaly srovnatelné vysledky platinovych derivatl s cytostatiky 3. generace [57, 58].

Docetaxel s cisplatinou se tak staly dal$i moznosti volby pro 1. linii 1éCby.

Dalsi prace se zabyvaly srovnanim docetaxelu v monoterapii s kombinovanymi rezimy.
Studie faze III s docetaxelem + gemcitabinem vic¢i samotnému gemcitabinu byla
piedCasné zastavena pro nizsi pieziti v rameni s monoterapii [96]. Naopak docetaxel

s carboplatinou [97] 1 docetaxel s cisplatinou [98] ve studiich faze Il neprokazaly zlepSeni
OS vici monoterapii s docetaxelem. Nicméné studie s carboplatinou podavala nizsi davky
carboplatiny (AUC4) nez je zvyklé, méla signifikantné lepsi PFS pro platinovy doublet a
OS bylo ¢iselné v medianu o 2,5 mésice vyssi s pouze mirné nadhrani¢ni p hodnotou, coz
mohlo byt dano pouze 132 pacienty ve studii. Studie s cisplatinou pak v kombinovaném
rezimu prokézala vy$s$i ORR a téz vyssi preziti ve 2. roce (49 vs. 15%). Kombinovany

rezim tak zGstava nadale volbou v 1. linii 1é€by pro inosné pacienty.

Docetaxel v monoterapii se naopak prosadil ve 2. linii 1é€by diky studiim TAX 317 a TAX
320 [99, 100]. TAX 317 srovnévala ve 2. linii 1é¢by docetaxel (v rezimech 75mg/m2 a 100
mg/m”) s BSC u 204 pacientii. Docetaxel vyznamné prodlouzil PES i OS, kdy bylo
dosazeno lepsich vysledki pti davkovani 75 mg/m? (median OS 7.5 vs. 4,6 mésice, p =
0,01), naopak pro rezim se 100 mg/m” se OS vyznamné neligilo (Obraz 5). Na zaklads této
studie byl docetaxel schvalen k 16&bé& pacientd ve 2. linii NSCLC v davce 75 mg/m”.
TAX320 pak porovnavala ve 2. linii 1é¢by docetaxel s vinorelbinem a isofosfamidem, kdy
docetaxel prokazal lepsi ORR, PFS 1 OS viici zbylym dvéma reZimim (OS pouze pro
davku 75 mg/m?). Japonska studie JCOGO104 srovnavala ve 2. linii monoterapii

s docetaxelem oproti rezimu docetaxel + gemcitabin [102]. Studie byla pro neocekdvany

vyskyt intersticialnich plicnich procesti v kombinovaném rezimu ptedcasné ukoncena.
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Obraz 5 — Docetaxel vs. BSC ve 2. linii 1écby NSCLC [99]

Dalsi prace se zabyvaly srovnanim tydenniho rezimu podévani docetaxelu v davkach 33,3 /
35 / 36 mg/m” viiéi docetaxelu ve zvyklém tfitydennim rezimu v davee 75 mg/m* [102,
103, 104]. VSechny prace prokéazaly obdobné OS pro oba rezimy s mirn€ odliSnym
profilem toxycity, ktery spolu s QoL favorizoval spiSe tydenni rezim. Ten se tak stal
alternativou tfitydenniho podavani, v praxi v§ak nardZzi na logistické obtiZe a neuvedeni

tohoto rezimu v SPC pfipravku [59].

Docetaxel byl téZ zkousen ve studiich faze III v alternativnim rezimu s gemcitabinem,
ktery se vSak v klinické praxi neujal a to 1 ptes slibné vysledky [91]. Rovnéz byl zkoumén
mozny piinos docetaxelu jako udrZovaci 1é¢by po 1. linii platinového doubletu (gemcitabin
+ carboplatina) vii¢i docetaxelu podavaného az standardné ve 2. linii po progresi
onemocnéni u pacientil, kteti neprogredovali po 1. linii CHT [105]. Ac¢koliv bylo
prokazéano zvyseni PFS pfi udrzovaci 1é€b€ ve srovnani s opoZzdénou 1é€bou, OS nebylo
signifikantné vyssi (i ptes vyssi absolutni hodnotu — 12,3 vs. 9,7 mésice, z ¢asti danou 1
tim, Ze ¢ast pacientl s odlozenym rezimem jiz na 2. linii 1é¢by nedoséhla) a tento rezim se

v klinické praxi neujal.

Obvyklé davkovani je v 1. 1 vyssi linii 1éEby (po selhani ptfedchozi chemoterapie) 75
mg/m” jednou za tii tydny, kdy v prvni linii je docetaxel kombinovan s cisplatinou [59].

Docetaxel je kontraindikovan pfi zndmé hypersenzivité na jeho podéni, t€Zké neutropenii a
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zavazné porusSe funkce jater. Mezi nej¢astéjsi nezadouci Gcinky patii neutropenie, anemie,

alopecie, nauzea, zvraceni, stomatitida, priijem a astenie.
Paclitaxel

Paclitaxel patii stejn¢ jako docetaxel mezi taxany [106]. Sviij protinadorovy efekt po
n¢kolika studiich faze II potvrdil i ve studii faze III porovnavajici paclitaxel s BSC u 157
pacientti [107]. Paclitaxel prokézal nejen prodlouzeni pieziti (median OS 6,8 vs. 4,8

mésice), ale 1 zlepSeni kvality zivota v porovnani s BSC.

Dalsi studie faze III srovnavaly jeho efekt v rezimu s cisplatinou se star§imi rezimy CHT.
Gatzemeier et. al. ve své praci prokazali zlepSeni ORR a PFS pro rezim
cisplatina+tpaclitaxel vii¢i samotné vysokodavkované cisplating pti podobné QoL, OS vsak
zlepSeno nebylo [108]. Bonomi etl. al. srovnavali u¢innost paclitaxelu (v davce 135 a 250
mg/mz) s cisplatinou vuci cisplating s etoposidem u 599 pacientd [109]. Medidn OS byl
signifikantné zlepSen pro rezim s paclitaxelem (9,9 vs. 7,6 mésice, p=0,048) pti podobné
QoL. Nebyl prokazan rozdil v pteziti mezi nizkou a vysokou davkou paclitaxelu. Giaconne
et al. porovnavali cisplatinu s paclitaxelem (175 mg/m?) viéi rezimu cisplatina + teniposid
u 332 pacientti [110]. Rezim s paclitaxelem opét prokazal lep§i ORR. OS i PFS byly
obdobné, ale QoL i spektrum NU byly lepsi pro rezim s paclitaxelem. Paclitaxel

s cispaltinou se tak celkové zdal byt vhodnéjsi volbou nez starsi rezimy CHT.

RovnéZ probihali studie faze III kombinujici paclitaxel s carboplatinou. Lilenbaum et al.
porovnavali G¢inek samotného paclitaxelu vii¢i kombinaci paclitaxel + carboplatina u 561
pacientt [111]. Kombinovany reZim dosahl zlepSeni v ORR a PFS, avSak celkové OS bylo
obdobné. Je zajimavé, Ze pro podskupinu nemocnych s PS 2 bylo OS vyssi pro
kombinovany reZzim. ReZim carboplatina + paclitaxel byl téZ superiorni v ORR viici
cisplatin€ s etoposidem, ale opet nedosahl lepsiho OS, nicméné QoL byla ve prospéch
rezimu s paclitaxelem [112]. Nasledné byla prok4zéana téz obdobna Gc¢innost paclitaxelu

s carboplatinou jako carboplatiny s vinorelbinem stran OS za lepsiho profilu NU [113].
Treat et al. dale poukazali na obdobné pieziti ve své studii o ramenech carboplatina +
paclitaxel vs. gemcitabin + carboplatina vs. gemcitabin + paclitaxel [114]. Jednotlivé
rezimy se lisily pouze ve spektru NU. Rosell et al. pak porovnavali paclitaxel

s carboplatinou nebo cisplatinou u 618 pacientii [115]. Jejich prace prokazala obdobnou
QoL a ORR obou rezim, ale OS bylo signifikantné zlepSeno u rezimu cisplatina +

paclitaxel (median OS 9,8 vs. 8,2 mésice, p =0,019).
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Metaanalyzy pak prokazaly obdobny efekt kombinace paclitaxel + carboplatina jako
ostatnich kombinaci platinového derivatu a cytostatika 3. generace a tento rezim se stal
dalSim moznym pii 1€cbé pokrocilého NSCLC [57, 58]. Rezim s cisplatinou se v klinické

praxi piili§ neujal, mimo jiné i pro vyssi vyskyt trombocytopenie [106].

Dalsi studie zkoumaly ucinnost paclitaxelu s gemcitabinem vici platinovému doubletu.
Préce Treata, Egberta i Kosmidise [114, 116, 117] potvrdily stejnou t¢innost i QoL obou
rezimu, kdy rozdily byly pouze ve spektru NU. Posun v OS nepfinesla ani studie
srovnavajici tydenni podavani paclitaxelu spolu s carboplatinou podédvanou jednou za 4

tydny vici standardnimu 3 tydennimu podavani paclitaxelu + carboplatiny [118].

Ve 2. linii 1é¢by probéhlo nékolik nadéjnych studii faze 11, avSak studie faze III nebyla
nikdy pro samotny paclitaxel provedena [106].

Paclitaxel se dle SPC podéava v davce 175 mg/m2 spolu s cisplatinou [59], a¢koliv Modra
kniha naopak zmifnuje pouze kombinaci s carboplatinou [4]. Kontraindikovan je u pacienti
s prokazanou hypersenzitivitou a vyznamnou neutropenii. Mezi zdvazné NU patii reakce

z precitlivélosti (t€Zké se objevuji u cca 1% nemocnych, ale v mirnéjSich formach az u
34% pacientil). Mezi ¢asté NU fadime utlum kostni dfeng, periferni neuropatie, atralgie a

myalgie, alopecie, zvySeni hodnot AST a priijmy i zvraceni.
Nab-paclitaxel

Paclitaxel vazajici nanopartikule albuminu (nab-paclitaxel) byl vyvinut s cilem zmensSit
nékteré NU klasického paclitaxelu [119]. Jeho ginnost demonstrovala studie faze 11
srovnavajici efekt nab-paclitaxelu (100 mg/m”* tydng) + carboplatiny (AUC6 a 21 dni) vici
klasickému paclitaxelu (200 mg/m? a 21 dni) s carboplatinou (AUC6 a 21 dni) [120]. Nab-
paclitaxel s carboplatinou prokazal signifikantné vyssi ORR (33 vs. 25%, p = 0,05)

v celkové skupin€ nemocnych, z pohledu histologie toto platilo pouze pro SCC, u ACC
byla ORR obdobna. OS i PFS bylo pro celkovy soubor obdobné, vyssi OS pak bylo
prokazéano u pacientt starSich 70-ti let. Nab-paclitaxel byl spjat s niz§im vyskytem
neuropatii, neutropenii, atralgii a myalgii, ale s vy$§im poctem trombocytopenii. Nab-
paclitaxel s carboplatinou je tak moZnym reZimem pro prvni linii SCC, kde by mé&l byt
preferovan zejména u starsich pacienttl. V. CR ma viak tthradu zatim pouze pro vybrané

pacientky s karcinomy prsu [59].
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Pemetrexed

Pemetrexed predstavuje antifolat puisobici na vice enzymatickych cild, diky cemuz
inhibuje syntézu jak purint, tak pyrimidini [121]. Schvalen byl k 1é¢bé pokrocilych ACC
v 1. linii (v rezimu cisplatina + pemetrexed) na zaklad¢ studie Scagliottiho et al. [122].
Jejich prace porovnavala cisplatinu (75mg/m?) s gemcitabinem (1250mg/m?) vidi
cisplating (75mg/m?®) s pemetrexedem (500mg/m?) na zaklad& prokézané aktivity
pemetrexedu spolu s platinovym derivatem ve studiich faze II. Jednalo se o non-inferiorni
studii faze III (s Gcasti 1725 pacientll) srovnavajici OS, bylo podavéano (pokud mozno)
celkem 6 cykll 1é€by v obou ramenech. Studie splnila sviij priméarni cil, kdy prokéazala
non-inferioritu rezimu pemetrexed + cisplatina v celkovém souboru pacientt. Tato
kombinace pak méla lepsi OS pro pacienty s ACC (medidn OS 12,6 vs. 10,9 mésice) a
velkobunéénymi karcinomy (median OS 10,4 vs. 6,7 mésice) (Obraz 5), zato u nemocnych
s SCC méli lepsi OS pacienti l1éceni cisplatinou s gemcitabinem (median OS 10,8 vs. 9,4
mésice). Navic kombinace s pemetrexedem vykazala nizi vyskyt vétsiny NU (vyssi
vyskyt méla jen nauzea). Pemetrexed s cisplatinou se tak staly standardem pro 1. linii

nemocnych s ACC (pokud nejsou kontraindikovani k této 1écebné kombinaci).
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Obraz 6 — OS pacientii s pokroc¢ilymi nedlazdicovymi NSCLC lé€enych pemetrexedem +

cisplatinou vs. gemcitabinem + cisplatinou [122]

Norska prace (faze I1I) pak porovnavala v 1. linii 1é¢by rezim pemetrexed + carboplatina
vuci gemcitabinu s carboplatinou [123]. Oba rezimy byly porovnatelné stran QoL
(primarni cil). OS téz dosahlo srovnatelnych hodnot pfi niz§im vyskytu hematologickych
toxicit v rezimu s pemetrexedem. Dalsi studie faze III srovnavala u pacientii s hor§im
stavem vykonnosti (ECOG PS 2) monoterapii pemetrexedem vici kombinované 1é¢bé
pemetrexed + carboplatina (AUC 5). Kombinovany rezim prokazal superioritu stran OS za

cenu vys$iho vyskytu anemii a neutropénii.

Hanna et al. se ve své studii faze III zabyvali u&innosti pemetrexedu (500mg/m>) ve 2.
linii 1écby NSCLC, kdy jako komparator slouzila zavedena terapie docetaxelem [124]. Na
souboru 571 pacientl byla prokédzana obdobnd ucinnost stran ORR, PFS 1 OS pfi lepSim
profilu toxicity pemetrexedu. Jeho praktické uziti je vSak s ohledem na horsi ti€innost u
SCC omezeno pouze na nedlazdicové karcinomy [125]. Cullen et al. nasledné porovnavali
moznost zlepSeni vysledl ve 2. linii 1é¢by pii uziti vysoce davkovaného pemetrexedu

(900mg/m2) vuci standardni davce (SOOmg/mz) [126]. Studie byla ptfedcasné ukoncena,
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nebot’ interni analyza poskytovala pouze malou Sanci na zlepSeni OS ve vysoce

davkovaném rezimu. Standardem je proto nadale davkovani 500mg/m?.

Pemetrexed byl navic zkouman i jako mozny 1ék vhodny pro udrzovaci 1é¢bu po 1. linii
CHT. Byly posuzovany 2 schémata — ve studii JMEN tzv. switch udrzovaci 1écba (tedy
zmeéna z jiné prvni linie CHT na novy 1€k — zde pemetrexed) a ve studii PARAMOUNT
tzv. kontinualni udrzovaci lécba (tedy pokracovani 1ékem, ktery byl podavan v predchozim
rezimu — zde tedy pemetrexed po cisplatin€ s pemetrexedem) [127, 128, 129]. Ob¢ studie
srovnavaly pemetrexed s placebem u neprogredujicich pacientt po 4 cyklech ptedchozi
1é¢by — ve studii JMEN platinovy doublet, ve studii PARAMOUNT pemetrexed +
cisplatina. Studie shodn¢ prokézaly signifikantni zlepSeni PFS i OS i pacientt

s nedlazdicovymi karcinomy (JMEN — 15,5 vs. 10,3 mésice; PARAMOUNT — 16,9 vs. 14

mésict — Obraz 7). UdrZovaci 1écba u nemocnych s ACC se tak stala standardem.

1.0 deen Pemetrexed: median = 16.9 mos (15.8 to 19.0 mos)
\:‘u Placebo: median = 14.0 mos{12.9 to 16.5 mos)

:.;."‘ h Log-rank F=.0191
S 084 Unadjusted HR; 0.78 {0.64 to 0.96)
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Obraz 7 — Vysledky OS ze studie PARAMOUNT — kontinuélni udrZovaci 1é€ba

pemetrexedem vs. placebem [128]
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Pemetrexed je dle SPC indikovan v davee 500 mg/m? v 1. linii pokrogilych nedlazdicovych
NSCLC spolu s cisplatinou, dale pak u stejné skupiny pacientii v monoterapii k udrzovaci
1é¢be po 1. linii CHT (pokud nedoslo k progresi béhem 4 cykli 1écby) a téz ke 2. linii
1éCby [59]. Pacienti musi byt suplementovani kyselinou listovou a vitaminem B12.
Kontraindikaci je opét hypersenzitivita. Mezi nejéast&jsi NU patii myelosuprese,

gastrointestinalni obtize a vyrazky.
B) Cilena a biologicka 1é¢ba
Necitimumab

Necitimumab je lidska protilatka 2. generace cilici na EGFR, s vys$$i vazbou na receptor
nez cetuximab, ktery piedstavoval 1. genereci téchto latek [130]. Ackoliv cetuximab ve své
studii faze III FLEX prokazal u 1125 pacientl po pfidani cetuximabu k cisplating¢

s vinorelbinem signifikantn¢ del$i OS (HR = 0,871, medidn OS 11,3 vs. 10,1 mésice, p =
0,044) pro celkovou populaci s lepsim vysledkem skupiny s SCC (HR = 0,80), v klinické
praxi se neujal [117]. Na tento vysledek navazala studie faze II1 SQUIRE porovnavajici u
1093 nemocnych rezim cisplatina + gemcitabin s/bez pfidani necitimumabu v 1. linii 1écby
u pacientll se SCC s ECOG PS 0-2 [130]. Gemcitabinu s cisplatinou byly podavany 4
cykly, v ptipad¢ neprogredujiciho onemocnéni bylo v rameni s necitimumabem
pokracovano udrzovaci lécbou. Kombinovand 1é€ba ptinesla zlepSeni pteziti (HR = 0,84,
median OS 11,5 vs. 9,9 mésice, p=0,01) za pfijatelné toxicity (vzestup NU byl patrny pro
hypomagnezemii a rash, obé dobte zvladnutelné). Paz-Ares et al. pak prokézali, Ze efekt na
preziti byl vyssi ve skupiné s EGFR expresi (HR = 0,79, median OS 11,7 vs. 10 mésict, p
=0,002) (Obraz 8), naopak u pacientii neexprimujicich EGFR (pouze 5% pacientil) nebyl
efekt na OS prokazan [131]. Necitimumab se tak stal soucasti 1é¢by SCC podobné jako

pemetrexed u ACC. V CR vsak prozatim nema thradu.
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Obraz 8 — OS pro rezim cisplatina + gemcitabin +/- necitimumab u pacient s SCC

s EGFR expresi v 1. linii lécby [131]

EGFR-TKI

Senzitivni EGFR mutace se uk4zaly byt vyznamnym prediktivnim markerem ucinnosti
lécby pomoci EGFR-TKI. V soucasné dobé¢ jsou jedinym klinicky pouZivanym
biomarkerem uZivanym v klinické praxi pro prvni linii 1é€by témito preparaty. Celosvétoveé
se uvadi vyskyt EGFR mutaci u zhruba 20% pacienti. Jejich Cetnost je ale vyssi u asijské
populace, Zen, nekurdkl a pfedevsim adenokarcinomu. Nicméné je znamo, Zze EGFR-TKI
jsou u€inné i u ¢asti nemocnych bez téchto mutaci ve vyssich liniich terapie, kde se v§ak

pouzivaji de facto necilené. Tyto 1€ky lze rozdélit do 3 generaci [132].

1. generace EGFR-TKIs

Z této skupiny 1€kt se v klinické praxi pouzivaji v prvni linii 1é€by u pokrocilého NSCLC
dvé reverzibilni EGFR-TKI — gefitinib a erlotinib.

Gefitinib

Prvni studii faze III, kterd jasné dokumentovala prediktivni potencidl EGFR senzitivnich
mutaci ve vztahu k 1é€bé EGFR-TKI byla asijska studie IPASS, na zaklad¢ které¢ EGFR-
TKI vstoupily do prvni linie 1é¢by u takto selektovanych nemocnych [133]. Studie

porovnavala G¢innost gefitinibu (v davce 250 mg/den p.o.) s kombinaci paclitaxel-

carboplatina u pacientt s pokro¢ilymi NSCLC. Primarnim cilem byla PFS. V celkové
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skupin¢ neselektovanych nemocnych byl PFS vyssi ve skupiné s gefitinibem. Pokud se
vSak provedlo rozdéleni podle EGFR statutu, ukazalo se, Ze nemocni bez EGFR
senzitivnich mutaci profitovali vice z chemoterapie a naopak ti s EGFR mutacemi
signifikantné z podavani gefitinibu (HR = 0.48; 95% CI, 0.36 to 0.64; p <0.001) (Obraz
9). Bylo tedy jasné, ze PFS v celkové skupiné bylo zlepSeno prave diky této populaci (u
Asiatli jsou EGFR mutace pomérné ¢etné). ORR byla u mutované skupiny téz vyznamné
vys$si ve prospéch gefitinibu (71,2 vs. 47,3%). Mezi nej€astéjsi nezadouci G€inky gefitinibu
patfil rash, prijmy a elevace jaternich enzymu. Vysledky nepfinesly zlepSeni OS ve
srovnani s chemoterapii, coz je v§ak davano do souvislosti se znacnym piekiizenim

,»Crossover*) mezi obéma vétvemi studie [134].

EGFR-Mutation-Positive
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Obraz 9 — PFS pro EGFR mutované pacienty ve studii IPASS (paclitaxel + carboplatina vs.
gefitinib) [133]

Dalsi prace asijskych autorti potvrdily tento vysledek ve svych studiich faze II1 [135, 136].
Utinnost a dobra snasenlivost gefitinibu na kavkazské populaci byla demonstrovana studii
faze IV [137]. Gefitnib se tak stal standardem pro 1. linii [é€by u pacientti s EGFR

senzitivnimi mutacemi.
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Gefitinib byl téZ zkouman jako moznost 1écby 2. linie NSCLC. Ve studii faze 111
INTEREST byl srovnavan gefitinib s docetaxelem s cilem prikazu non-inferiority stran
OS [138]. Gefitinib splnil tento primarni cil a navic ukazal obdobné PFS jako docetaxel.
Dalsi studie faze III V15-32 tento zavér ale nepotvrdila (ackoliv OS i1 PFS téz nebyly
signifikantné odlisné) [139]. Navic gefitinib ve studii faze Il neprokéazal zlepSeni preziti

vuci BSC [140], a proto se v této indikaci nepouziva.
Erlotinib

Druhym lékem, ktery prokézal svoji uc¢innost u pacientt s pokro¢ilym NSCLC nesoucimi
EGFR mutace byl erlotinib. Z pohledu Evropy je zasadni piedevsim studie faze III
EURTAUC, kterd porovnavala u¢innost erlotinibu (v davce 150 mg/den p.o.) ve srovnani

s platinovym doubletem (=cisplatina, popt. carboplatina + docetaxel/gemcitabin) u
nepiredlécenych nemocnych s pokrocilymi NSCLC jednak u pouze evropské populace a
jednak pouze u pacientti s EGFR senzitivnimi mutacemi [ 141]. Primarnim cilem byl
rovnéz PFS. Studie splnila sviyj cil, kdy PFS bylo pfi 1écbé erlotinibem signifikantné
prodlouzeno (HR = 0,37, median PFS 9,7 vs. 5,2 mésice, p<0,0001) (Obraz 10). Hlavnimi
nezadoucimi ucinky byl opét vyskyt rash a prijma. Prodlouzeni OS ani v této studii (opét

nejspise v dusledku crossover) nebylo dosazeno [134].
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Obraz 10 — PFS u 1. linie 1é¢by erlotinibem vs. platinovym-doubletem u EGFR + pacientl
ve studii EURTAC [141]

Erlotinib byl dale zkouman jako mozny Iék vysSich linii NSCLC. Jeho ptinos prokazala
studie BR.21 srovnavajici efekt erlotinibu (150mg/den) vici BSC ve 2. a 3. linii 1éCby
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NSCLC celkem u 731 pacientti [142]. Erlotinib doséhl zlepSeni pteziti (HR = 0,70, medidn
0OS 6,7 vs. 4,7 mésice) (Obraz 11) a stal se tak pouzivanym lékem ve 2. a 3. linii [éCby
NSCLC. Jelikoz je znamo, ze aktivni nikotinismus muze negativné ovlivnit vysledky 1écby
erlotinibem, vznikla nasledn¢ studie faze III srovnavajici davku 150mg/den a 300mg/den u
této skupiny pacientli. Vyssi davka nepfiinesla zlepseni vysledki, davka 150 mg/den tak

zustava standardni zahajovaci davkou.

Overall Survival

P<0.001 by stratified log-ranl test
Hazard ratio, 0.70 {95% d, 0.58-0.85)

Patients (%)

Months

Obraz 11 — OS v 2. a 3. linii 1écby ve studii BR.21 srovnavaji erlotinib s BSC [142]

V dobé vzniku studie vSak nebyl jeste ve 2. linii 1écby zaveden docetaxel a pemetrexed a
nebylo tedy jasné, jak by dopadlo porovnani erlotinibu s témito rezimy. Na tuto otazku
odpovédéla studie TITAN srovnavajici u 2590 pacientt 1é€bu erlotinibem vii¢i docetaxelu
u pacientii ve 2. linit NSCLC bez ohledu na mutac¢ni status EGFR [143]. PFS 1 OS bylo
obdobné pro oba rezimy 1écby. Potvrzeny EGFR wt (wild type) status byl jen u cca 40%
nemocnych, ale i zde byly vysledky stran OS obdobné. Nelze ale vyloucit, Ze tyto hodnoty
mohla ovlivnit dalsi 1é€ba. Obdobna fecka prace srovnavala pemetrexed s erlotinibem u
357 pacientt, kdy primarni cilem bylo PFS [144]. PFS 1 OS byli vyrovnané pro oba typy
1é¢by v celkové populaci, erlotinib pak ptevySoval pemetrexed u SCC. EGFR status byl
znam pouze u 123 pacientl, kdy EGFR-wt (55 pacientl) mé¢li rovnéz obdobnou PFS i OS.
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Ohledné OS vsak tato studie neméla dostatecnou silu k prokazani rozdilti a navic nelze
opét vyloucit vliv nasledné 1écby. Chybélo tedy stale definitivni srovnani pro EGFR-wt
pacienty stran PFS a OS. Studie DELTA porovnavala erlotinib s docetaxelem u 301
pacientt s predem definovanou podskupinou EGFR-wt nemocnych (199 pacientti) [145].
Priméarnim cilem bylo PFS, mezi sekundarni patiilo OS. Studie neprokdzala signifikantné
delsi PFS v rameni s docetaxelem vici erlotinibu (3,2 vs. 2 mésice, p=0,09), stejné tak OS
bylo obdobné. V podskupiné pacientii s EGFR-wt (uzity citlivéjsi detekéni metody nez ve
studii TITAN) bylo naopak PFS vyznamnég prodlouzeno pro docetaxel vii¢i erlotinibu
(median PFS 2,9 vs. 1,3mésice, p=0,01), OS bylo obdobné, coz mohlo byt ovlivnéno
jednak diky crossover mezi rameny studie a nelze vyloudit ani vliv niz$i davky docetaxelu
(60 mg/mz). Nésledné studie TAILOR srovnavala u 222 pacientli s EGFR-wt efekt
erlotinibu (150mg/den) viiéi docetaxelu (75mg m? a 3 tydny nebo 35 mg/m” v tydennim
rezimu) [146]. Primarnim cilem bylo OS, crossover nebyl povolen. Studie prokazala
signifikantné lepsi preziti pti uziti docetaxelu oproti erlotinibu (HR = 0,73, median OS 8,2
vs. 5,4 mésice, p= 0,05) a potvrdila vysledek studie DELTA stran PFS. Docetaxel se tudiz

stal preferovanéjsi volbou ve 2. linii 1écby u pacientli v dobrém klinickém stavu.

Erlotinib byl zkouman 1 jako mozny 1€k pro pouziti v udrZovaci 1é€bé po 1. linii CHT.
Touto problematikou se zabyvala studie SATURN srovnavajici u 844 pacientli
(neprogredujicich po 4 cyklech CHT) erlotinib (150mg/den) s placebem [147, 148].
Nemocni nebyli stratifikovani stran EGFR muta¢niho stavu. Studie prokézala zlepSeni
PFS, OS pak bylo vyznamné zlepSeno pouze ve skupiné pacientii dosahujicich jen
stabilizace onemocnéni po 4 cyklech CHT (HR = 0,72). U nemocnych

s parcialni/kompletni odpovedi na ivodni 1é¢bu nebyl piinos erlotinibu na OS patrny.

Lécba se 1 pres nadéjné vysledky v klinické praxi neujala.
2. generace EGFR-TKIs

Vzhledem ke vzniku rezistence na 1é¢bu EGFR-TKI mj. v disledku rezistentnich EGFR
mutaci (napf. T790M) a neovéteni jejich ucinku na tzv. vzacné EGFR mutace byly hledany
cesty, jak tyto vysledky zlepsit (studie IPASS i EURTAC byly provadény jen u pacientii

s tzv. ¢astymi EGFR mutacemi — tedy bodové mutaci na exonu 21 L858R a delecich na
exonu 19 — tvoticimi témét 90% spektra EGFR mutaci). Nad¢je na prekonani téchto obtizi
byly vkladany do ireverzibilnich EGFR-TKI t¢innych i1 na dalsi receptory z rodiny ErbB,

z nichz se do klinické praxe prosadil afatinib [132].
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Afatinib

Afatinib je prvni peroralni, vysoce selektivni, ireverzibilni blokator ErbB (epidermal
growth factor family of receptor tyrosine kinases) rodiny. Toho dosahuje diky kovalentni
vazbe¢ na tyrosin kinazovou doménu receptori ErbB 1,2 a 4. Receptor ErbB3 nema tyrosin
kindzovou doménu, a proto nemuze byt afatinibem blokovan pfimou cestou. Blokace je
zde dosazeno diky vazb¢ na ostatni molekuly ErbB rodiny a tim pddem znemoZznénim
tvorby heterodimerti s ErbB3 [386]. Jeho ucinnost u pacientd s pokrocilym NSCLC se
senzitivnimi EGFR mutacemi prokéazaly studie LUX-LUNG 3 a LUX-LUNG 6 [149, 150].
Studie LUX-LUNG 3 u evropské i neevropské populace porovnavala afatinib (40mg/den
s ptipadnou redukci davky pii nezddoucich ucincich) s nejucinnéj§im platinovym
doubletem (cisplatina-pemetrexed) v prvni linii u 345 nemocnych s pokro¢ilym NSCLC

s EGFR mutacemi. Primarnim cilem byla opét PFS, ktera byla pii 1é€bé afatinibem
signifikantné zlepSena — celkové o 4,4 mésice (11,1 vs. 6,7 mésice) a u skupiny s ¢astymi
mutacemi dokonce o 6,7 mésice (13,6 vs. 6,9 mésice) (Obraz 12). Rovnéz byla
signifikantné zlepSena ORR a kvalita Zivota nemocnych (QoL). Studie LUX-LUNG 6 pak
dosahla obdobnych vysledki na ¢isté asijské populaci, kdy byl afatinib srovnavan

s chemoterapeutickou kombinaci gemcitabin-cisplatina. V obou studiich mezi nej¢ast&jsi
nezadouci U€inky spojené s afatinibem patfil prijem, rash, stomatitidy a paronychia. OS
nebyl v celkovém souboru zlepSen (opét patrn€ vliv crossover), ale nasledna metaanalyza
vznikl4 spojenim obou zminénych studii prokazala jako prvni prace prodlouZzeni pteziti u
EGFR-TKIs — zde konkrétné pro subpopulaci pacientli s EGFR mutacemi s deleci 19
[151]. To mtze poukazovat na odlisny mechanismus t¢inku mezi dvéma tzv. Castymi

mutacemi.
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Obraz 12 — Srovnani PFS afatinibu vs. cisplatiny + pemetrexedu v 1. linii 1é€by u EGFR +
(tzv. Casté mutace) pacientll ve studii LUX-LUNG 3 [149]

Diivéjsi fada studii faze III tedy prokéazala benefit EGFR-TKI 1. a 2. generace u pacientd
se senzitivnimi EGFR mutacemi ve srovnani s platinovymi doublety. Pfimé srovnani
téchto 1€kl v prvni linii 1é€by mezi sebou dlouhou dobu neprobéhlo a bylo k dispozici
pouze nékolik metaanalyz, dle kterych se zdala G¢innost téchto 1ék obdobna [152]. Tento
nedostatek nabourala studie LUX-LUNG 7 [153]. Slo o otevienou randomizovanou
explorativni studii fdze 2B srovnavajici afatinib s gefitinibem v prvni linii [écby u pacientl
s pokrocilymi plicnimi karcinomy nesouci tzv. asté EGFR senzitivni mutace. Studie
prokazala ptedevs§im rozdil v PFS, kdy HR doséhlo signifikantni irovné (HR = 0,73),
pfitemz podet pacientii s ukondenou 1é&bou pro NU byl obdobny (6%). Nicméné je nutno
poznamenat, zZe se nejednalo o klasickou superiorni studii. Pro jednoznacné zavéry by tedy
vysledky mély byt potvrzeny studii faze 3.

Studie faze III LUX-LUNG 8 se vénovala 2. linii 1é¢by, kde srovnavala u¢innost erlotinibu
vuci afatinibu u pacientt se SCC (a tedy pravdépodobné EGFR-wt). Studie prokézala lepsi
PFS (HR = 0,82, median PFS 2,6 vs. 1,9 mésice, p=0,0103) i OS (HR = 0,81, median OS
7,9 vs. 6,8 mésice, p= 0,0077) pii vyssi incidenci prijmi a stomatitid u afatinibu a akné u

erlotinibu. Celkovy podet NU 3. a vyssiho stupné byl obdobny. Afatinib se tedy stal
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moznosti volby u pacientt se SCC ve vyssich liniich po selhani pfechozi CHT (v CR vsak

neni v této indikaci hrazen) [59].
3. generace EGFR-TKIs

Ptes své uspechy, a moznou aktivitu u pacientl s nékterymi tzv. vzacnymi EGFR
mutacemi, nenaplnil afatinib sva ocekavani ve vztahu k EGFR mutaci T790M, kterd je
vysokou efektivitou cilily pravé na tuto mutaci. Naplnéni ocekavani ptinesly EGFR-TKI 3.
generace, kde do klinické praxe vstoupil osimertinib (AZD9291). Nicmén¢ i na tyto
preparaty jsou jiz potvrzené mechanismy rezistence, v budoucnu lze tudiz ocekévat dalsi
generaci EGFR-TKI ¢elici tomuto problému [132]. Dle dostupnych udaju je jiz 4. generace
EGFR-TKI ve vyvoji a napt. preparat EAI-045 patrné dokaZze piekonat rezistenci na

vvvvvvvv

osimertinib [154].
Osimertinib

AZD9291 je peroralné podavany irreverzibilni EGFR-TKI citlivy vii¢i EGFR senzitivnim
mutacim 1 rezistentni mutaci T790M, naopak citlivost viici EGFR-wt buitkdm je mensi
oproti pfedchozim EGFR-TKI. To pfinds$i mensi nezddouci €inky, mezi které patii
ocekavany prijem a rash a déle se uvadi zvraceni [155]. V klinické studii AURA faze I/I1
s navySovanim klinické davky u pacientt s pokro¢ilym NSCLC po selhani EGFR-TKI

v prvni linii bylo dosaZeno pro celkovou skupinu ORR 51%. ORR byl vyrazné vyssi pro
nemocné s rezistentni mutaci T790M v porovnani s pacienty, u kterych nebyla tato mutace
prokézéana (61% vs. 21%) [156]. Stejny rozdil byl pozorovan i v PFS, kdy pro pacienty

s mutaci T790M dosahl 9,6 mésice, naopak pro nemocné bez této mutace pak jen 2,8
mesice. Nasledné osimertinib v ddvce 80mg/den dosahl ve studii faze I (AURA2) u
pacientt predléCenych EGFR 1. ¢i 2. generace PFS 11 mésicii [155, 157]. Celkové
osimertinib dosahl u 441 pacientl ve studiich faze II (rozSifena studie AURA a studie
AURA 2) ORR 66%, kontroly onemocnéni u 91% pacientti a PFS 9,7 mésice [59, 154]. Na
zaklade téchto dat byla schvalena jeho indikace u pacientii s prokdazanou mutaci T790M

v davce 80mg/den, s moZnosti jejiho sniZzeni na 40mg/den v ptipad¢ vyskytu vyraznéjsich
NU [59]. Nadgjné vysledky recentné potvrdila studie faze IIl AURA3, ktera prokazala
signifikantné vyssi PFS u pacientt s mutaci T790M (ptedlécenych jiz 1- linii EGFR-TKI)

lécenych osimertinibem vici tém, ktefi byly 1é€eni standardnim platinovym doubletem
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(cis/carbo-platina + pemetrexed). PSF bylo v medianu vyssi o 5,7 mésice piti HR = 0,30 ap
<0.001 [158].

ALK-TKI

Pouze nékolik let po zavedeni EGFR-TKI do bézné praxe byl vyvijen 1ék — crizotinib - pro
dalsi fidici onkogen ALK, ktery u ¢asti pacientl vytvaii fuzni gen s genem EML4
(echinoderm microtubule—associated protein-like 4). U NSCLC se objevuje translokace
genu ALK u zhruba 5% nemocnych (celosvétove). Jeji Castejsi vyskyt je téz spjaty

s mlad$imi zenami, nekufdckym statutem a adenokarcinomy. Zlatym standardem
diagnostiky je FISH, jako screening slouzi IHC (i kdyz u jasné pozitivnich typti jiz piejima
roli FISH — viz vyse). Omezenimi crizotinibu se ukdzal opét vznik rezistence po urcité
dobé terapie a dale nizky prinik do CNS, kdy jednim z moZnosti jejiho pfekonani je

podavani preparatu vyssi generace. [132, 159].
Crizotinib

Crizotinib ptedstavuje dal§iho zastupce cilenych 1é¢iv ze skupiny TKI, ktery je ti¢inny i na
nékteré dalsi onkogeny — napt. ROS1 [170]. Na zaklad¢ studii faze III (PROFILE 1014 a
1007) prokazal u¢innost v davce 250md 2x denné u pacientil s fiznim genem EML4-ALK
jak v prvni, tak ve druh¢ linii 1€¢by [160, 161]. U druhé linie 1écby bylo dosazeno medianu
PFS 7,7 mésice, v prvni linie pak 10,9 mésice, v obou piipadech signifikantné vice nez u
porovnavané chemoterapie (median PFS pro prvni linit CHT 7,0 mésice, pro 2. linit CHT
pak 3,0 mésice; HR = 0,45 resp. 0,49) (Obraz 13, Obraz 14). OS nebyl v obou studiich
vyznamné prodlouzen — opét nejspise v disledku cross-overu. Crizotinib je obvykle
pacienty dobfe snasen, k nejcastéjsim nezddoucim ucinkim ve studiich patfily poruchy
vizu, gastrointestinalni obtizZe, elevace jaternich enzymu a periferni otoky. Pfi terapii je

dale tfeba davat pozor na mozny vznik pneumonitidy a prodlouZeni QTc intervalu [59].

V CR mél tento 1ék do¢asnou tthradu, pro 1é¢bu pacientl s ALK translokacemi ve 2. linii

1é¢by, do 1. 3.2017, ktera vSak nebyla prozatim prodlouzena.
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Obraz 13 — PFS pro 1. linii 1écby crizotinibem vs. cisplatinou/carboplatinou +

pemetrexedem u ALK + pacientii [161]
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Obraz 14 — PFS pro 2. linii 1écby crizotinibem vs. pemetrexedem/docetaxelem u ALK +

pacientt [160]
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Ceritinib

Stejné jako u jinych cilenych 1é¢iv, tak i na crizotinib si tumor obvykle postupné vytvori
rezistenci. Jsou popsany dvé hlavni skupiny pfi¢in — tzv. ALK dominantni (ALK mutace,
ALK amplifikace, metastdzy do CNS) a ALK nedominantni cesta (mutace ¢i amplifikace
jinych fidicich genti poptipadé pfeména v sarkomatoidni typ tumoru) [159]. Pravé na prvni
skupinu cili tzv. ALK inhbitory 2. generace, jejichz snahou je jednak zlepSeni priniku do
CNS a pak i t¢innost proti nékterym znamym rezistentnim mutacim (svat-cil.tp.). Mezi
tyto Iéky patfi i ceritinib. Jeho Gi¢innost u pacientl predlécenych crizotinibem prokéazala
klinicka studie faze I/II [162]. Jako optimalni davka bylo stanoveno podani 750mg
ceritinibu jednou denn€, kdy PFS ¢inilo 7 mésici. Hlavni nezddouci uc¢inky mél 1€k na
zazivaci trakt. Na zaklad¢ této studie byl 1€k piredCasné schvalen k uzivani u pacienti po
ptedchozi 1é¢bé crizotinibem [132]. Dale byl publikovan update této studie (ASCEND-1)
[163]. U pacientt predlécenych crizotinibem dosdhla ORR 56%, PFS 6,9 mésice a mira
kontroly metastaz do CNS ¢inila 65%. Pro pacienty neptedlécené ALK inhibitorem
dosahly tyto hodnoty: ORR 61%, PFS 18,4 mésice, kontrola metastaz do CNS 79%.

V obou ramenech mezi nejéastéjsi NU patiil prifjem, zvraceni a elevace jaternich enzymil.
Spektrum NU dale potvrdila studie faze Il ASCEND-2 provedena u 140 pacientt
predlécenych crizotinibem [164]. Vysledky u€innosti ceritinibu zde byly mirné horsi (ORR
38,6%, PFS 5,7 mésice). Na svétové konferenci o plicnich nadorech pak byly v prosinci
2016 piedstaveny vysledky studie faze III ASCEND-4, ktera srovnavala u pacientl

s prokézanou ALK translokaci (imunohistochemicky) podavani ceritibu vici
standardnimu platinovému doubletu v prvni linii 1é¢by [165]. PFS pro ceritinib dosahlo

v celkové skupiné pro cerinib 16,6 mésice vs. 8,1 mésice pro CHT (HR = 0,55, p<0.001).
Pro nemocné bez metastaz do CNS byl rozdil v medianu PFS jesté¢ markantnéjsi (26,3 vs.

8,3 mésice). Nejéast&jsi NU ceritinibu byly nauzea, prijem a elevace jaternich enzymd.
Alectinib

Alectinib patfi stejné€ jako ceritinib mezi ALK-TKI 2. generace [166]. Jeho u¢innost
potvrdily dvé studie faze II, na zdkladé¢ kterych byl FDA 1 evropskou lékovou agenturou
schvalen k uziti u pacientt progredujicich na crizitinibu ¢i téch, co ho netoleruji [167,
383]. V obou studiich faze II byl alectinib podavan v davce 600mg 2x denné peroralné
[168, 169]. Ou et al. ve své praci demonstrovali u crizotinibem ptedlécenych pacientii

ORR 50% a median PFS 8,9 mésice. Nejéast&jsi NU byly zacpa (ve 33%), slabost (26%) a
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periferni edémy (25%), obvykle stupné 1 a 2. Shaw et al. ve své praci prokazali obdobnou
ucinnost (ORR 52%, PFS 8,1 mésice) 1 spektrum nezadoucich ucinkt (vice byly
popisovany myalgie). Ob¢ prace téz ukazaly na dobrou Gc¢innost alectinibu v CNS. Diky
slibnym vysledktim byla provedena studie faze I1I J-ALEX srovnavajici u ALK + pacienta
(s ECOG PS 0-2 s zddnou nebo jednou piedchozi CHT) 1écebny rezim s alectinibem vici
crizotinibu [166]. Vysledky byly prezentovany na konferenci ASCO 2016. Studie byla pro
velmi dobry efekt alectinibu dle 2. interni analyzy pied¢asn¢ ukoncena. Celkem tedy bylo
randomizovano 207 pacientl. Celkovy bezpecnosti profil byl lepsi pro alectinib, stejné
jako ORR (91,6 vs. 78,9%). PFS jednozna¢né favorizovalo alectininib pti HR = 0,34
(median pro alectinib zatim nedosazen, pro crizotinib ¢inil 10,2 mésice). Vysledky je nutno
brat zatim s opatrnosti, nebot’ ob¢€ ramena studie nebyla vyvazena v po¢tu mozkovych
metastdz (13,6 v rameni s alectinibem vs. 27,9% v rameni s crizotinibem). Bude tedy
zajimavé sledovat, zda japonskou praci bude ve vysledcich podporovat i studie ALEX

probihajici ve zbytku svéta.
ROS1 - TKI
[170, 171]

Gen ROSI (proto-oncogene tyrosine-protein kinase ROS 1) neni v normalni plicni tkani
exprimovan. Jeho ligand neni dosud znam, nicméné jeho nitrobunééné drahy dokladaji
jeho onkogenni efekt. Trvala aktivita ROS1 pak mize byt navozena jeho translokaci, které
byly prokézany i u nékterych pacientii s NSCLC. V soucasné dob¢ je zndmo minimalné 6
faznich partnerti tohoto genu, pficemz kodovany rozsah ROS1 domény ziistava stale
stejny. Vyskyt tohoto onkogenu je uvadén u NSCLC pfiblizné u 1% populace, n¢které
prace popisuji 1 vyssi vyskyt. Jejich zastoupeni je vyssi u pacientii s adenokarcinomem,
nekuraki/lehkych kutdkl a zen. Zlatym standardem diagnostiky je, stejné jako u
translokace genu ALK, opét metoda FISH, ktera na rozdil od PCR (polymerdzova fetézova
reakce) dokéze spolehlivé detekovat rizné fuzni partnery genu ROS1. IHC vySetieni je pro
moznou faleSnou negativitu vhodnéjsi spise jako screeningovy test. Vzhledem

k podobnosti s molekulou ALK byla na zéklad¢ preklinickych nadéjnych vysledkt
realizovana studie faze I s crizotinibem s jeho zvyklym déavkovanim 250md 2x denn¢.
Vysledkem bylo dosazeni velmi slibného ORR dosahujiciho 72%. Na zéklad¢ tohoto
obdrzel od FDA, podobné jako ceritinib, status prilomového 1é€iva s moznym klinickym

vyuzitim. Na nas$i klinice jiz evidujeme jednu Gspésné 1écenou pacientku.
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Inhibitory angiogeneze

U mnoha nadora, v¢éetné NSCLC, byl prokazan vyznamny vliv proangiogennich cest na
Sifeni, progresi a metastazovani nadora. Preklinicky vyzkum vyty¢€il jako zasadni molekuly
podporujici angiogenezi piedevsim vascular endothelial growth factor (VEGF), platelet-
derived growth factor (PDGF) and fibroblast growth factor (FGF). Proto vznikly snahy
vyvinout preparaty, které by tuto funkci mohly blokovat. Byla zkouSena fada molekul
jednak na bazi protilatek z kategorie biologické 1€¢by, tak i cilenych chemoterapeutik
blokujicich zminéné tyrosin kinazy, avSak do soucasné realné klinické praxe pronikly
doposud jen 3 léky v kombinaci s klasickymi chemoterapeutickymi rezimy. Trvajicim

nedostatkem téchto 1€kil je nadale absence prediktivnich markert pro jejich pouziti [132].
Bevacizumab

Bevacizumab ptedstavuje rekombinantni monoklonalni humanizovanou protilatku proti
VEGF, ktera je schvalena k 1é¢be pokroc¢ilého nemalobunécéného plicniho nedlazdicového
NSCLC v kombinaci s platinovym doubletem v prvni linii 1é¢by [59]. Svoji u€innost
ukdazal v n€kolika klinickych studiich. Studie faze IIl ECOG 4599 porovnavala terapii
paclitaxel + carboplatina +/- bavacizumab (15mg/kg) u neskvamoézniho pokrocilého
NSCLC (pacienti s dlazdicobunécnym typem tumort byly na zaklad¢ predchozich studii
pro zvysené riziko krvaceni vyfazeni). Vysledkem piidani bevacizumabu bylo signifikantni
zlepseni ORR (35 vs. 15%), PFS (6,4 vs. 4,5 mésice) 1 OS (12,3 vs. 10,3 mésice) (Obraz
15) [172]. Dalsi studie taze II1 AVAIL porovnavala €innost rezimu cisplatina +
gemcitabin +/- bavacizumab (15mg/kg nebo 7,5 mg/kg) opét u neskvamozniho
pokrocilého NSCLC. Studie prokazala signifikantni benefit stran PFS u obou davek
bevacizumabu, avSak OS tentokrate signifikantné zvySeno nebylo [173, 174]. To mohlo
byt zplisobeno jednak odlisnym chemoterapeutickym rezimem (u dalSich molekul bylo téz
dosaZeno pozitivnich vysledkl také s taxany) nebo naslednou 1écbou vyssich linii [132].
Nelze vsak vyloucit ani faleSné€ pozitivni vysledek u studie s paclitaxelem, kdy dostupna
souhrnna metaanalyza studii faze III neprokéazala zlepSeni OS pfii 1é¢bé s bevacizumabem
[175]. Pro riziko krvaceni neni tato 1é€ba doporucovana u pacientli s pfedchozi anamnézou
hemoptyzy v anamnéze a tumort v blizkosti vétSich cév. Podezieni na riziko podavani
pacientim s metastdzami do mozku se naopak pozdéjSimi pracemi nepotvrdilo [132]. Mezi

nejcastéj$i nezadouci ucinky 1éku patii, mimo zminéné hemoptyzy, vyskyt arterialni
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hypertenze a proteinurie [59]. Pfijatelnou bezpecnost bevacizumabu potvrdila déle studie
faze IV Sail [176]. Jeho u¢innost pak potvrdila metaanalyza studii faze II a 11, ktera
doklada zlepseni nejen stran PFS, ale 1 OS [177].
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Obraz 15 — Vysledky OS v rezimu paclitaxel + carboplatina +/- bevacizumab ve studii

ECOG 4599 [172]

Bevacizumab se ve studii ECOG 4599 ukézal byt téZ vhodnym lékem pro udrzovaci 1é€bu,
kdy nasledné analyzy poukazaly na zlepSeni PFS i OS u pacientt lécenych bevacizumabem
v udrZzovacim rezimu vici pacientim s CHT bez udrzovaci 1é¢by [178]. V observacni
kohortoveé studie ARIES byly sledovani pacienti neprogredujici po ivodnich 4 az 6
cyklech 1écby (CHT + bevacizumab). 540 pacientii obdrzelo a 675 neobdrzelo
bevacizumab [179]. PFS 1 OS byly opét lepsi v rezimu s bevacizumabem. Studie
AVAPERL (faze III) porovnavala u 376 pacientii udrZzovaci 1é€bu bevacizumabem vs.
bevacizumabem + pemetrexedem pii neprogresi po 4 cyklech 1écby cisplatina +
pemetrexed + bevacizumab [180]. PFS od doby randomizace bylo zlepSeno pro rezim

s bevacizumabem + pemetrexedem vici samotnému bevacizumabu (HR = 0,48, median
PFS 7,4 vs. 3,4 mésice, p < 0,001). Nasledné studie faze I1I PointBreak podéavala

pacientim 1éCbu bevacizumab + carboplatina + pemetrexed (4 cykly) nasledovanou
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udrzovaci terapii bevacizumab + pemetrexed nebo byl podan druhy 1é¢ebny rezim
spocivajici v ivodnich 4 cyklech bevacizumabu + carboplatiny + paclitaxelu nasledovanou
udrzovaci terapii bevacizumabem. Studie nesplnila sviij primarni cil, nebot’ OS bylo
obdobné v obou ramenech (p = 0,949). Rovnéz dalsi mensi studie potvrdila stejné PFS u
rezimu pemetrexed + bevacizumab vs. pemetrexed v udrzovaci 1écb¢ po ivodnich 4
cyklech CHT [184]. Probihajici studie faze IIl ECOG 5508 porovnava udrzovaci 1é¢bu
pemetrexedem vs. bevacizumabem vs. obéma modalitami dohromady po 4 cyklech 1écby
paclitaxel + carboplatina + bevacizumab [185]. Priméarnim cilem je OS a vysledky by mély
byt publikovany v roce 2018. Studie faze III S130 si dala za cil porovnat PFS v rezimu
pemetrexed + carboplatina nasledovana pemetrexedem vici paclitaxelu + carboplating +

bevacizumabu nasledované bevacizumabem [186]. Vysledky zatim nebyly publikovany.
Ramucirumab

Ramucirumab predstavuje humanni monoklonalni protilatku cilici na extracelularni
doménu receptoru VEGFR-2. Klinicka studie faze IIl REVEL porovnévala jeho ucinnost v
druhé linii 1écby, kde byl podavéan docetaxel (75 mg/m2 kazdé 3 tydny) s/bez tohoto
preparatu [388]. Bylo prokazano signifikantni prodlouzeni PFS (4,5 vs. 3 mésice) 1 OS
(10,5 vs. 9,1 mésice, HR 0,86, p=0,023) po pfidani ramucirumabu pro skvamdzni 1
neskvamozni NSCLC (Obraz 16). NejcastéjSimi nezadoucimi u€inky gradu > 3 byla

neutropenie (resp. febrilni neutropenie) a tinava (oboji vyssi ve vétvi s ramucirumabem).
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Obraz 16 — OS ve 2. linii [é€by NSCLC studie REVEL — ramucirumab + docetaxel vs.
docetaxel [388]

Nintedanib

Nintedanib pfedstavuje TKI, ktery cili jednak na VEGFR a dale na PDGFR a FGFR.

V klinickych studiich LUME-lung 1 a 2 bylo zkouméno zvySeni t¢innosti druhé linie
1éEby po jeho ptidani k docetaxelu resp. pemetrexedu [184]. Ve studii LUME-lung 1 byl
podéavan docetaxel (v davce 75mg/m2 kazdé 3 tydny) s/bez nintedanibu (v davece 200mg
2x denn¢) [185]. Bylo dosazeno signifikantniho nartistu v PFS (3,4 vs. 2,7 mésice) a pro
pfedem definovanou skupinu adenokarcinomti v OS (12,6 vs. 10,3 mésice, HR = 0,83, p =
0,0359). Mezi nejcastéjsi nezadouci ucinky patiilo zvraceni, prijmy a zvySeni jaternich
enzymi. Celkovy pocet nezadoucich ucinkl byl srovnatelny v obou ramenech. Studie
LUME-lung 2, kde byl podavan pemetrexed s/bez nintedanibu, byla po subanalyze
naznacujici nedosazeni primarniho cile (PFS) pfed¢asné ukoncena [184]. Nakonec se vSak

ukazalo, ze bylo dosazeno vyznamného zvySeni PFS. Hodnoty OS byly obdobné, to ovsem
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mohlo byt ovlivnéno pred¢asnym ukoncenim studie bez vyhodnoceni potiebné¢ho poctu

pacienttl.
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Obraz 17 — OS ve 2. linii 1écby ACC — studie LUE-lung 1 — nintedanib + docetaxel vs.
docetaxel [185]

C) Imunoterapie (IT)

Imunoterapie zaZiva po fad¢ netspéchill renesanci na poli NSCLC. Jejim cilem je umozZnit
imunité rozpoznat a eradikovat tumor napravou imunitni odpovédi pozménéné nadorovym
mikroprostiedim. V tomto hraji zasadni roli T- lymfocyty, jejichz aktivace je zavisla
pfedevsim na dvou signalech — od hlavniho histokompatibilniho komplexu a od dalsiho
receptoru, ktery muze byt kostimulacni ¢i inhibi¢ni (44). Jako inhibi¢ni signély vysilané
tumorem a jeho mikroprostfedim byla rozpoznana mimo jiné i molekula PD-1
(programmed death-1), resp. jeji receptor, na néz pak cili v klinické praxi recentné
pouzivané molekuly [387]. Mezi typické NU téchto latek patii inava, snizena chut’ k jidlu
a t&lesna slabost, zvysené je pak tieba davat pozor na mozné autoimunitni NU (prijmy pii
kolitidach, pneumonitidy, atralgie a dalsi) [186]. Vzhledem k moZné tzv. pseudoprogresi
po zacatku terapie (v disledku zanétlivé infiltrace tumoru) je diskutovana vhodna
alternativa pouzivanym RECIST (Response Evaluation Criteria In Solid Tumors) kritériim.
Stejné tak je stale zkoumana a uptfesiiovana role PD-L1 (Programmed death-ligand 1) jako

prediktivniho markeru [186].
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Nivolumab

Nivolumab je protilatka cilici na PD-1 receptor podavana v davce 3mg/kg vahy kazdé dva
tydny i.v. Svoji G€¢innost ve srovnani s docetaxelem ve 2. linii 1écby prokazal jak u
skvamozniho tak 1 neskvamozniho dlazdicového karcinomu ve studiich CheckMate 017 a
CheckMate 057 [187, 188]. U skvamoznich karcinomti byl median pieziti zlepSen o 3,2
meésice (9,2 vs. 6 mésict, HR = 0,59) a u neskvamoznich tumort pak o 2,8 mésice (12,2 vs.
9,4 mésice, HR = 0,73) (Obraz 18 a 19). Vyznam exprese receptoru PD-L1 nebyla
presvédcivym prediktivnim markerem. Obé& studie prokazaly vyznamné sniZeni téZkych

NU oproti docetaxelu.
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Pembrolizumab

Pembrolizumab ve studiit KEYNOTE-010 [189] rovnéZ prokazal svoji superioritu

v medidnu celkového preziti viici docetaxelu (10,4 mésice pro pembrolizumab v davce
2mg/kg — HR = 0,71; 12,7 mésice pro pembrolizumab v ddvce 10mg/kg — HR = 0,61, vici
8,5 mesice pro docetaxel) ve 2. linii 1é¢by obou histologickych subtypti (Obraz 20) u
pacientdl s PD-L1 expresi alespont 1%. Rozdily mezi pembrolizumabem a docetaxelem
byly dale zvyraznény pti expresi PD-L1 pies 50%, kdy median OS dosahl 14,9 mésice (HR
=0,54) pro davku 2 mg/kg, 17,3 mésice (HR = 0,50) pro davku 10 mg/kg vici 8,2mesicim
u docetaxelu. Nezadouci ucinky byly opét niZsi pii uziti imunoterapie. Na zaklad¢ této
studie byl embrolizumab FDA schvélen pro 1é€bu vysSich linii u pacientli s prokdzanou

PD-L1 expresi [190].
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Pembrolizumab v 1. linii 1€cby byl nejprve zkousen spolu s kombinaci pemetrexed +
carboplatina, kdy ve studii faze [l KEYNOTE 021 dosahla IT signifikantné lepsi ORR nez
rameno se samotnou CHT piti obdobnych NU [191]. Studie faze Il KEYNOTE 024 pak jiz
u 305 pacientdl, s expresi PD-L1 vyssi nez 50%, porovnavala pembrolizumab v dévce
200mg kazdé 3 tydny s platinovym doubletem [192]. Primarnim cilem bylo PFS, crossover
byl povolen po progresi onemocnéni. Studie doséhla svého primarniho cile, kdy
pembrolizumab vyznamné prodlouzil PFS (HR = 0,50, median PFS 10,3 vs. 6,0 mésice,
p<0,001). Pembrolizumab téz dosahl zlepseni ORR a OS po 6-ti mé&sicich od pocatku 1écby
(HR = 0,60). Obdobna studie faze III (KEYNOTE 042), ktera by mohla potvrdit a¢innost
pembrolizumabu v 1. linii 1écby u pacientli s vysokou PD-L1 expresi, probiha [193].
Nicméné jiz na zakladeé vysledkil studie KEYNOTE 021 byl pembrolizumab schvalen
(FDA) pro 1. linii 1é¢by pacient s PD-L1 expresi pies 50%, kdy tito nemocni zaroven

nemaji EGFR senzitivni mutaci ¢1 ALK translokaci [194].
Atezolizumab
Atezolizumab ptedstavuje dalsi anti-PD-L1 protilatku zkousenou u NSCLC [186]. Ve

studii faze Il POPLAR byla srovnavana jeho ucinnost s docetaxelem u 287 pacientli u
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pacientd lécenych ve 2. resp. 3. linii &by [195]. Studie splnila svlij primarni cil, kdy
prokazala zlepSeni OS v rameni s docetaxelem (HR = 0,73, median OS 12,6 vs. 9,7 mésice,
p =0,04) (Obraz 21). Tyto vysledky pak potvrdila studie faze III OAK [196]. U 850
pacientli demonstrovala zlepSeni PFS 1 OS (HR = 0,73) atezolizumabu (v davce 1200 mg
1.v. a 3 tydny) vici docetaxelu a to bez ohledu na histologii ¢i PD-L1 status. Nicmén¢ o
obou zminénych studiich byla vyssi exprese PD-L1 spjata s tendenci k lepSim vysledkiim
[195, 196]. Na zaklad¢ téchto vysledkt byl atezolizumab téz schvéalen (FDA) pro vyssi
linie 1éCby [194].
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Obraz 21 — Vysledky OS ze studie faze Il POPLAR (atezolizumab vs. docetaxel ve 2. a 3.
linii [é¢by) [195]

3.5.3Lécebné schéma

Onemocnéni stadia L a Il

Metodou volby je radikalni chirurgické feSeni tumoru, jak je popsano vyse. V ptipad¢, ze
pacient nemlze podstoupit resekci tumoru je pro nemocné se stadiem I pouzivan
prednostné SABR obvykle bez adjuvantni CHT. Pro pacienty stadia Il pak CHT
kombinovana s RT (pfi tnosnosti pacienta konkomitantng). Pro nemocné stadia II je
indikovana adjuvantni CHT, pro stadium I je na zvaZeni pouze u pacientli s tumory vétSimi

nez 4cm [7, 16, 26].

Role adjuvantni CHT nebyla zprvu pfili§ jasnd. Ackoliv metaanalyza z roku 1995

prokazala zlepSeni pétiletého preziti o 5%, vysledek nedosahl statistické vyznamnosti [197,
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198]. Nasledovala navic studie ALPI porovnavajici 3 cykly adjuvantni CHT v rezimu
mitomycin + vindesin + cisplatina vii¢i samotné dispenzarizaci u 1088 resekovanych
pacientt stadia I-IITA, kdy vysledek opét nedosahl statistické vyznamnosti pii HR = 0,96
[197]. Dalsi studie faze III jiz pouzivaly moderni kombinace CHT a znamenaly pralom na
tomto poli [197, 198]. Prvni z nich byla studie IALT, které u 1867 pacientt stadii I-III (s
PS 0-1) porovnavala podani 3-4 cykli adjuvantni CHT vici sledovani nemocnych.
Nejcastéjsi CHT rezimy byly kombinace cisplatiny s vinorelbinem a cisplatiny

s etoposidem. Studie prokazala signifikantné lep$i nejen DFI (interval doby bez recidivy
onemocnéni) (HR = 0,83), ale také OS (HR = 0,86), kdy 5 leté pieziti bylo ve skupiné

s adjuvantni CHT zlepSeno o 4,1%. Tento vysledek nasledné potvrdily studie JBR10 a
ANITA. Studie JBR10 byla provedena u 482 pacientt stadii IB a II, kdy byly srovnavéany 4
cykly adjuvantni CHT v kombinaci cisplatina-vinorelbin se sledovanim nemocnych. HR
dosahlo hodnoty 0,69 a 5-leté preziti bylo zlepseno o 15%. Studie ANITA se ztcastnilo
celkem 840 pacienti stadii IB az IIIA, kdy lé¢ena skupina obdrzela CHT ve slozeni
cisplatina-vinorelbin. Opét bylo dosazeno vyznamného prodlouzeni pfeziti pacientli ve
skupin€ s adjuvantni lécbou (HR = 0,80) se zlepSenim pétiletého preziti o 8,6%.Tyto
zavery potvrdila metaanalyza LACE C¢itajici 4584 nemocnych, kdy bylo potvrzeno
signifikantné lepsi ptreziti u pacientl 1é¢enych adjuvantni CHT. Nicméné vysledky nebyly
optimalni pro stadium IA a otazné u stadia IB. Proto vznikla studie faze I CALBG 9633
Citajici 344 pacientt stadii 1B, ktefi byly bud’ sledovani, nebo obdrzZeli 4 cykly CHT ve
sloZeni carboplatina (AUC 6) + paclitaxel. Vysledek nedosahl statistické vyznamnosti
stran preziti (p=0,12), nicméné post-hoc analyza prokazala vyznamné lepsi pteziti u
pacientl s tumorem vét§im nez 4 cm. Na zadklad¢ téchto dat se stala adjuvantni CHT
standardni soucasti 1écby pro pacienty se stadii II a III po radikélni plicni resekci nadoru. U
stadia IB ziistdva moZnosti pro nemocné s tumorem vétSim nez 4 cm, ackoliv existuje
metaanalyza, kterd poukazuje na mozny benefit 6 cykl adjuvantni CHT u stadia 1B

komplexné [199]. U stadia IA tato 1écba doporuovana neni [7].

V roli adjuvantni 1é€by byla (a nadéle je) zkoumana téz cilend 1écba. Prvni prace se
zabyvala pouzitim EGFR-TKI bez vztahu k mutacim na genu EGFR [200]. Studie faze III
BR19 neprokézala ptinos gefitinibu v adjuvantnim podani u pacientt stadii IB az Il u
populace bez ohledu na EGFR status. Neuspéchem skoncila téz studie faze Il RADIANT,
kdy erlotinib neprokazal pfinos u pacientt stadii IB az III, kteti mé&li pozitivni status EGFR

na zaklad¢ IHC ¢i FISH. Nov¢ se proto zajem zaméfuje na mutované pacienty s EGFR

70



mutacemi ¢i ALK translokacemi, kteti by mohli mit prospéch z podévani TKI. Tuto

problematiku soucasné fesi naptiklad studie faze [l ALCHEMIST [200].
Lokalné pokrocilé onemocnéni (stadium IIT)

Stadium III je heterogennim onemocnénim s vzdy multimodalnim lé¢ebnym pfistupem.
Jednotlivé 1é¢ebné schéma by meélo byt posouzeno na zdklad¢ multidisciplinarniho tymu,
ktery urci pacienty smétujici k opera¢nimu feSeni s naslednou adjuvantni CHT (stejna jako
u stadia II), pacienty s podanim neoadjuvantni CHT (schéma téZ jako u adjuvantni 1éCby
stadia II) ¢i vyjimecné neodjuvantni CHT-RT (pfedevsim tumory horniho plicniho sulku)
s navazujici operaci nasledovanou piipadné¢ CHT ¢i RT. A dale vybere kandidaty na
konkomitantni CHT-RT (preferovana volba), ptipadné sekvenéni CHT-RT. U nemocnych,
ktefi nejsou schopni podstoupit jednu z vyse uvedenych lééebnych modalit, je bud’ volena

pouze paliativni RT ¢i celkova 1écba jako u stadia IV [7, 16, 26].

Chirurgicka 1é¢ba musi byt zvazovana predevsim u tumort stadia I1I s TNM klasifikaci
T3N1MO (resekce metodou volby), T1-3N2MO (resekce za predpokladu moznosti dosazeni
radikality stran mediastinalnich LU, nékdy pfedchézi neoadjuvantni CHT) a T4NO-1MO. U
tumorti charakterizovanych jako T4 je nutné peclivé posoudit moZnost resekce postizenych
struktur (zvazit 1ze resekci levé srdecni sin€, velkych cév, trachey ¢i obratlového téla spolu
s tumorem). Resekce hrudni stény ,,en bloc* ¢1 branice u stadii T3 Ize provést s patrné
pozitivnim efektem na pteZiti nemocnych [20]. Stadium IIIB je obecné brano jako

neoperabilni [7].

Chemoterapie u pacientil ve stadiu III lze rozd¢€lit na adjuvantni pfistup a neoadjuvantni
podani. Adjuvanti CHT se fidi principy, jak je uvedeno vySe pro stadium II. Neoadjuvantni
CHT podavana pted operacnim vykonem byla zkouména v mensich randomizovanych
studiich na pocatku 90. let. Tyto prace srovnavaly resekéni vykon u stadia IIIA s nebo bez
neoadjuvantni 1é¢by. Jak studie Rosella et al., tak i prace Rotha et al. prokazaly lepsi
preziti pti aplikaci této 1€cby. Nicméné pro urcité pochybnosti ohledné jejich designu byly
zadany potvrzujici prace [201]. To pfinesly nasledné zejména studie SWOG 9900 a
CHEST [201]. Studie SWOG 9900 prokazala ¢iselné prodlouzeni pteziti (62 versus 41
mésict) u pacientt, ktefi pred radikélnim operacnim vykonem obdrZeli neoadjuvantni
CHT (paclitaxel+carboplatina) ve srovnani s témi, ktefi podstoupili pouze operacni vykon.
Studie nedosahla statistické vyznamnosti, coz vS§ak mohlo byt zplisobeno jejim

pfed¢asnym ukoncenim z diivodu vyrazného ¢iselného rozdilu v pfeziti mezi obéma
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skupinami. Studie CHEST porovnavaji pacienty stadii IB az IIIA, ktefi byli léceni pouze
chirurgicky nebo neoadjuvantni CHT (cisplatina+gemcitabin) spolu s resek¢nim vykonem,
prokazala statisticky vyznamné zlepseni DFI a OS u pacientii s neoadjuvantni 1é¢bou.
Obdobného vysledku dosdhla 1 metaanalyza, ktera prokézala zlepSeni pétiletého preziti o
cca 5% [202]. Stejn¢ jako u adjuvantni 1é€by nebyl prokazan benefit neoadjuvantni CHT
pro stadium IA ve studii NATCH (srovnavajici 3 ramena 1écby, ktera vSak doséhla
statisticky neodliSného preziti). Nasledovaly prace porovnévajici neoadjuvantni a
adjuvantni podani CHT, kdy jiZ zminéna studie NATCH neprokazala vyznamny rozdil

v preziti mezi témito dvéma rezimy. Tento vysledek byl potvrzen i metaanalyzou.
Vyhodou adjuvantni 1écby miize byt vétsi adherence nemocnych, nevyhodou pak oddaleni
chirurgického vykonu (zejména objevi-li se nezddouci ucinky CHT). Dalsi prace se
zabyvaly moznym benefitem zatazeni neoadjuvantni RT, u pacienti se stadiem IITIA

s pozitivnimi N2 uzlinami, k neoadjuvantni CHT pied resekénim vykonem. Zde nékolik
studii faze III (byt’ s ponékud rozdilnym designem) — napt. Svycarska studie SAKK ¢i
obdobné ladéna némecka prace — neprokdzaly vliv na pteziti. Tato 1écba se proto v bézné

klinické praxi prozatim neujala.
Generalizované onemocnéni (stadium IV)

V piipade¢ stadia IV je v drtivé vétSin€ pripadt indikovana celkova paliativni 1écba.
Vyjimku tvofi tumory s pouze jednou resekabilni metastazou (do mozku, plic ¢i
nadledviny) a bez pritkazu postiZzeni mediastinalnich LU, kdy Ize zvaZovat chirurgické
feSeni spolu s adjuvantni ¢i neoadjuvantni 1écbou [7, 20]. Radioterapie je téZ pouze
paliativni moznosti s cilem zlepsit kvalitu Zivota nemocnych — zejména u pacienti

s metastazami do mozku, syndromem horni duté zily, bolestivymi metastazami do kosti ¢i
stendzou dychacich cest [2, 7]. Diskutované je uziti SABR — viz vySe. Nize bude popsana
zvlast’ 1écba generalizovaného ACC a SCC. Obecneé se jejich 1écba doporucuje u pacientti s
ECOG PS 0-2, pro pacienty s PS 3-4 (v disledku tumoru) je preferovana pouze
symptomaticka 1écba [22].

A) Adenokarcinom

(4,7, 16,22, 384, 385]

U plicnich adenokarcinomil je pfedevsim tieba jiz na pocatku vyclenit pacienty s moznosti
cilené 16¢by (jak blize ukazuje schéma z Modré knihy — Schéma 2). V CR je zatim jasny
postup ohledné testovani EGFR mutaci a ALK translokaci, obdobn¢ jsou koncipovana i
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ESMO doporuéeni. NCCN pak doporucuje i testovani ROS1 a PD-L1. V CR je prozatim
testovani ROS1 doporuceno na zadost klinika, podobné jako u PD-L1.

Pacienti s EGFR senzitivnimi mutacemi jsou vhodni kandidati k podani EGFR-TKI 1. ¢i 2.
generace (erlotinib, gefitinib &i afatinib). V piipadé progrese je v CR zatim mozné pouze
zahajeni CHT 1. linie. Svétova doporuceni (ESMO a NCCN) postupuji naopak dle
nekolika kritérii. Zaprvé je tieba rozliSeni symptomatické (nutnd iprava terapie) a
asymptomatické progrese (na zvazeni pokracovani v 1€¢b¢). Zadruhé je tieba rozlisit
oligoprogresi (mozna lokélni 1écba napt. pomoci SABR) a celkovou progresi, kdy je nutna
zmeéna lécebného rezimu. A za tfeti je vhodné provedeni rebiopsie (at’ uz klasickou cestou
histologie ¢i cytologie nebo uzitim tzv. ,.tekuté biopsie* z krve) s cilem odhaleni EGFR
mutace T790M na exonu 20. V ptipadé jejiho pritkazu mohou mit pacienti benefit

z nasazeni EGFR-TKI 3. generace osimertinibu. V opacném ptipadé€ je pak nutné zahdjit

bud’ 1écbu pembrolizumabem (v zavislosti na PD-L1 expresi) ¢i 1. linii CHT.

Nemocni s prokazanou ALK translokaci profituji v 1. linii 1é€by z podavani crizotinibu,
ktery by tedy mé&l byt (prozatim) lékem volby. V CR bohuzel m4 tento preparat dosud
uhradu az pro 2. linii 1é¢by, kdy je tedy pfedem nutné predléceni CHT. Pfi progresi na
ALK-TKI 1. generace (zmiflovany crizotinib) je dle ESMO a NCCN postup obdobny jako
u EGFR mutovanych pacientii (v CR takovyto postup mozny neni a po progresi je nutné
pozadat o 1écbu ceritinibem, popf. zahgjit 1écbu 3. linie). U asymptomatickych nemocnych
je na zvazeni pokrac¢ovani 1é€by crizotinibem, u oligoprogrese (zejména pii metastdzach

v mozku) je doporucovana lokalni terapie (napt. SABR), pfi celkové symptomatické
progresi pak uziti ALK-TKI vySsi generace - ceritinibu ¢i alectininibu. Po progresi na této
1é¢be je doporucovana 1écba pembrolizumabem (v zavislosti na PD-L1 expresi) nebo 1.

linie CHT.

U nemocnych s prokazanou translokaci ROS1 NCCN doporucuje uziti crizotinibu v prvni
linii a po progresi nasledné€ 1écbu pembrolizumabem (v zavislosti na PD-L1 expresi) nebo
1. linii CHT. Do ¢eskych ani ESMO doporuceni tento model jesté nepronikl (je nutno vzit

v uvahu cCastéjsi obmeény NCCN guidelines oproti ESMO a Modré knize).

V NCCN je rovnéz doporuceno testovani PD-L1 exprese a u nemocnych, u kterych je
vyssi nez 50% (a zaroven nemaji EGFR, ALK ¢i1 ROS1 senzitivni mutaci) je doporuceno

podéani pembrolizumabu v 1. linii 1é¢by.
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V CR (v USA v piipadé exprese PD-L1pod 50%) je u nemocnych s negativnim testovanim
na senzitivni mutace (EGFR, ALK, pfipadné¢ ROS1) ¢i po progresi na dostupnych
preparatech cilené 1écby (popt. IT) je pro prvni linii adenokarcinomu vyhrazena CHT.
Podava se v kombinaci cisplatina + pemetrexed, v pfipad¢ nemoznosti podavat cisplatinu
pak carboplatiny s cytostatikem 3. generace (docetaxel, paclitaxel, gemcitabin, vinorelbin,
nab-paclitaxel). U minoritni ¢asti nemocnych s PS2 a /nebo vaznymi komorbiditami, kde
neni mozné ani podani redukované davky karboplatiny, se doporucuje monoterapie
cytostatikem 3. generace. U nemocnych, kde neni kontraindikovan bevacizumab, by jeho

podani mélo byt zvazeno spolu s platinovym doubletem.

U pacienttl, kteti dosahnou stabilizace ¢i regrese onemocnéni, je dale vhodna udrzovaci
1é¢ba pemetrexedem, piipadné bevacizumabem, po 4 cyklech tivodni 1é¢by. Pokud dojde
k progresi béhem prvnich 4 podani CHT 1. linie, je u nemocnych s trvajicim dobrym

stavem vykonnosti (ECOG PS 0-2) vhodna dalsi linie 1éCby.

V CR ma pro 2. linii 1é¢by adenokarcinomu prozatim schvalenou thradu pouze
pemetrexed, docetaxel a erlotinib, ktery je vSak povétSinou ponechavéan az do linie tieti.
ESMO 1 NCCN guidelines jiz zapracovaly 1 novéjsi léky pro vyssi linie (zvaZzovani
nemocni bez moznosti cilené 1€cby). Konkrétné je na vybér z pemetrexedu, docetaxelu,
erlotinibu (jiZ neni soucasti NCCN), nivolumabu, pembrolizumabu (pii alespon 1% expresi
PD-L1), atezolizumabu (pouze dle NCCN), kombinaci docetaxelu s ramucirumabem ¢i
docetaxelu s nintedanibem (pouze dle ESMO), NCCN uvad¢ji téZ gemcitabin (ackoliv

nema potiebnd data ze studie faze Il pro tento typ 1écby).
B) Dlazdicovy karcinom
[4, 16, 22]

U SCC neni testovani senzitivnich mutaci rutinné provadéno (jejich prilkkaz je raritni a je
otazkou, zda nejde o smiSené adenoskvamozni karcinomy, kdy byla diky malé biopsii
zachycena pouze dlazdicova komponenta), na zvazeni je u nekutrakt/lehkych kutakl, kde

je dale postupovano jako u ACC (viz vyse).

Obdobné¢ jako u ACC je i pro SCC v NCCN guidelines rovnéz vhodné testovani PD-L1
exprese. U nemocnych, u kterych je vyssi nez 50% (a zaroven nemaji EGFR, ALK ¢i

ROSI senzitivni mutaci) je doporuceno podani pembrolizumabu v 1. linii [éCby.
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U ostatnich nemocnych (a v CR i pii prikazu vysoké exprese PD-L1) je indikovana CHT
prvni linie platinovym derivatem (preferovana cisplatina pted carboplatinou) a
cytostatikem 3. generace (docetaxel, paclitaxel, gemcitabin, vinorelbin, nab-paclitaxel).
ESMO guidelines nové uvadi téZ moznost uziti kombinace cisplatiny + gemcitabinu +
necitimumabu. NCCN naopak operuji s udrzovaci 1écbou gemcitabinem ¢i docetaxelem,
tyto 1éCebné modality vSak nemaji jasnd data pro zlepseni preziti, a proto nejsou v Evropé

podéavana.

V CR ma pro 2. linii 1é¢by dlazdicového karcinomu prozatim schvalenou thradu pouze
docetaxel a erlotinib, ktery je vSak povétSinou ponechévan az do linie tfeti. ESMO i NCCN
guidelines jiz zapracovaly i novéjsi 1éky pro vyssi linie (zvazovani nemocni bez moznosti
cilené 1écby). Konkrétné je na vybér z docetaxelu, erlotinibu (jiz neni souc¢asti NCCN),
afatinibu (pouze dle ESMO), nivolumabu, pembrolizumabu (pfi alesponi 1% expresi PD-

L1), atezolizumabu (pouze dle NCCN) ¢i kombinaci docetaxelu s ramucirumabem, NCCN

uvadéji téz gemcitabin (ackoliv nema potiebna data ze studie faze I1I pro tento typ 1éCby).

Schéma 2 — Modra kniha — doporuéeni pro 1é¢bu 1. linie NSCLC stadia IV v CR [5]

NSCLC, stadium IV.
|
|
S T LCo dlazdicobun&ény karcinom
a blize nespecifikovany NSCLC
& Iy & Iy | EGFR M- | pemetrexed *gytostatikum lll. generace
ALK EGFR + cisplatina + platinovy derivat
nemocni monoterapie,
ALK + EGFR M+ s kontraindikaci nebo kombinace karboplating L nemocni s kontraindikaci cisplatiny
cisplatiny s cytostatikem lll. generace
inil bez h iV h : b4 dunikombi - A
o B stupné 22, b + di Mty
* *crizotinib erlotinib B Taran et e cytostatika lll. generace karboplatiny s cytostatikem Ill. generace
afatini Dl s platinovjm derivatem
antikoagulace
U nemocnych
s prokézanou
deleci na exonu 19
maél byt na prynim
T ” misnéy:vazopvan
afatinib. NSCLC, st. IV, kostni metastazy
|
Iéky ovliviiujici metabolizmus kosti (BMA - bone modifying ag ): bi aty nebo d

* Kromé pemetrexedu, ktery je registrovan pro léébu 1. linie NSCLC jiného histologického typu, ne predominantné z diaZdicowich bunék pouze v kombinaci s cisplatinou
** Podani crizotinibu je moZné aZ po selhani chemoterapie.
*** Podanl ceritinibu je moiné po selhani crizotinibu; o Ghradé ceritinibu z prostifedkd vefejného zdravotntho pojisténi nebylo k 1. 3. 2016 rozhodnuto
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3.5.4 Vybrané casté specialni paliativni postupy u NSCLC
Hemoptyza

[2,7,203]

Hemoptyza se vyskytuje u vice nez poloviny pacientl s plicnim karcinomem a zaroven
plicni karcinom patii mezi nejCastéjsi pfi¢iny hemoptyzy. Obvykle jde o mirnou az stredné
tézkou formu, kterou se dafi zvladnout symptomatickymi postupy (klid na lizku

v polosedé, ledovani hrudniku, antitusika, hemostyptika, pfipadné¢ oxygenoterapie).

V ptipad¢ neuspéchu je indikovana bronchoskopie s pokusem o lokalni osetfeni
krvacejiciho mista, pfi dalSich obtizich provedeni embolizace bronchidlni arterie na
pracovisti invazivni radiologie nebo 1 konzultace hrudniho chirurga ke zvazeni resekéniho
vykonu (s pfihlédnutim k progn6ze nemocného). Masivni hemoptyza (obvykle provazejici

pokrocila onemocnéni) byva Casto fatalni.
Syndrom horni duté zily
[2,7,204]

Syndrom horni duté Zily vznika na podkladé€ sniZeného priitoku vena cava superior (VCS)
nejcastéji na podkladé jejiho utlaku tumorem. Nasledné dochazi ke staze krve ve VCS

s otokem obli¢eje, krku a hornich koncetin. Toto je doprovazeno dilataci Zil v horni
poloving téla, dusnosti a kaslem. Diagndza je pak potvrzena CT vySetienim.
Symptomatickd 1é¢ba spociva v podavani kortikoidi a diuretik. Resenim miize byt

zavedeni stentu, paliativni RT ¢i zmenSeni masy tumoru celkovou 1é¢bou.

Obstrukce dychacich cest tumorem
[2,7,205-212]

Obstrukce velkych dychacich cest (trachea, hlavni bronchy) se vyskytuje asi u 30%
pacientl s plicnimi karcinomy. Pfeziti nemocnych bez 1écby dosahuje pouze 1-2 mésice,
kdy umrti nastava obvykle v disledku asfyxie. Intervenéni bronchoskopie tak témto
pacientim muze nabidnout nejen zlepSeni kvality Zivota s ustupem dusnosti, ale nejspise i
prodlouzeni zivota (jednozna¢na randomizovana studie neni z pochopitelnych etickych
divodi proveditelné a prace proto obvykle srovnavaly skupinu s provedenou rekanalizaci

dychacich cest vii¢i nemocnym, ktefi tento postup odmitli, ¢i se nezdafil). V zévislosti na
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rustu tumoru lze zvolit z fady metod, které délime do dvou hlavnich skupin — na ,,resek¢cni*
metody (laser, kryoterapie apod.) a dilata¢ni metody (dilatace samotnym bronchoskopem,
balonkem ¢i stenty). V praxi se ob¢ metody velmi ¢asto kombinuji. ZjednodusSené lze fici,
ze dilata¢ni metody se vice hodi pro utlak trachey zvenci a naopak ,,resek¢ni metody pro

endobronchidlné rostouci masy tumoru. Samostatnou skupinu pak tvoti brachyterapie.

Mezi ,,resekéni metody fadime laserovou koagulaci, kryoterapii, elektrokauterizaci, uZziti

argon-plasmového koagulatoru a fotodynamickou 1€cbu.

Laserova koagulace ptedstavuje pomérné ptesny, rychly a robustni nastroj k feSeni
endobronchialnich sten6z. Ohievem dochazi ke koagulaci, vaporizaci a karbonizaci tumoru
(s unikem karcinogennich vyparti). Nevyhodou je nutnost uziti rigidniho fibroskopu,
moznost vzniku ,,pozaru® v dychacich cestach, vétsi riziko hemoptyzy a nezanedbatelné
riziko perforace dychacich cest (zejména pii nepiehlednosti dané oblasti), které nartsta
smérem do jejich periferie. Proto se doporucuje jeho pouziti pouze v pridusnici a hlavnich

bronsich.

Kryoterapie piedstavuje metodu zmenseni nadorové masy (debalking), kterou 1ze provadét
jak s flexibilnim, tak s rigidnim bronchoskopem. Obvykle je spojena s nizkym stupném
krvéaceni a velmi nizkym rizikem perforace dychacich cest. Vyhodou je rovnéz absence
rizika vzniku poZaru v dychacich cestach (ve srovnani s laserem), coz lze s vyhodou pouZzit
pii feSeni granulaci v oblasti silikonovych ¢i metalickych potazenych stentii. Limitaci je

pak piedevs§im opozdénéjsi efekt 1écby (s vykaslavanim nekrotickych hmot tumoru).

Elektrokauterizace vyuZziva vysokofrekvencniho stfidavého napéti. Vyhodou jsou jednak
nizké potizovaci nadklady a moZnost pouZiti elektrokoagula¢ni klicky. Nicméné efekt

laseru je robustnéjsi pii obvykle krat$i dobé vykonu.

Argon-plasmovy koagulator je bezkontaktni difusni metoda s mensim destrukénim
vykonem oproti laseru. Nejvétsi vyhodou je pak hemostypticky efekt, ktery lze vyuzit

pfedevsim u krvacejicich ¢i siln€ prokrvenych tumordznich hmot.

Fotodynamicka léc¢ba vyuziva fotodynamického efektu v tkédni po podani tzv.
fotosenzitizéru intraven6zné a naslednym lokalnim ozafenim argonovym laserem ¢i
xenonovou lampou. Cytolyzy je pak dosazeno diky vzniku a piisobeni kyslikovych

radikala. Vzhledem k nakladnosti metody neni pfilis rozsitena.
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Dilata¢ni 1é¢ba spociva v nejsnaz§im piipade v dilataci samotnym flexibilnim ¢i rigidnim
bronchoskopem piipadné dilatacnim balonkem (s obvykle ¢asové limitovanym efektem),
v indikovanych ptipadech pak v aplikaci stentu do dychacich cest. Stenty mizeme rozdélit
na silikonové a metalické (obvykle potazené). Silikonové stenty na rozdil od (potazenych)
metalickych vyzaduji vzdy uziti celkové anestezie s rigidnim bronchoskopem a maji $irsi
sténu. Je t€Z nutné vybrat jejich presny rozmér vici priimeéru stenotického useku, nicméné
metalickych. Navic Ize upravit jejich rozmér dle potieb konkrétniho pacienta a obvykle
vykazuji mensi tendenci k mukostaze a tvorbé granulaci. Na druhou stranu maji mirné
vyssi tendenci k migraci a tvorbé pseudomembran. Volba tak zalezi na konkrétnim
ptipadé. Mezi nezddouci projevy obou typtl patii zejména mukostiza (nutné inhalace
mukolytik a dechové rehabilitace pacienta), tvorba granulaci (nad a pod stentem) a migrace
stentu. K nad¢jnym smérim mezi stenty, které by mohly odstranit nékteré z jejich limitaci,
patii stenty vyrobené na miru danému pacientovi, stenty potazené 1éky ¢i biodegradabilni

stenty.

Brachyterapie ptedstavuje paliativni metodu 1é¢by stendzy dychacich cest, kdy se pomoci
zavadéce (tzv. afterloading) do dychacich cest vpravi obvykle iridiova sonda s aplikaci 4-
10 Gy ve 2-6 frakcich. Nebezpeci piedstavuji postiradiacni sten6zy a masivni hemoptyzy.
Dosud neexistuji studie porovnavajici efekt brachyterapie se zevni radiaci. Vzhledem

k naro¢nosti metody a synchronizace péce mezi interven¢nimi bronchology a

radioterapeuty se provadi pouze na nékterych pracovistich.
Maligni pleuralni ¢i perikardialni vypotek
[2, 7,203,204, 213, 214]

Maligni pleuralni vypotek se vyskytuje asi u 8-15% pacient s plicnimi malignitami.
Projevuje se nejcasteji dusnosti diky kompresi ptilehlého plicniho parenchymu. Neékdy
mohou pacienti v disledku infiltrace pohrudnice udavat i kasel a hrudni bolesti. Nicméné
ne vSechny vypotky u plicniho karcinomu musi byt nutné maligni. Krom dal$ich znamych
forem (kardialni, zanétlivy, pfi plicni embolii) se mize paramaligni vypotek objevit

v disledku poruchy lymfatické drenaze, hypoalbuminémie ¢i pii syndromu VCS. Na
pfitomnost vypotku ¢asto poukazuje jiz samotny skiagram hrudniku, nicméné definitivni
potvrzeni vypotku ptinasi az USG ¢i CT nélez. VSechny exudaty pti NSCLC jsou

podezielé z malignity, avSak pro jasnou diagnézu maligniho fluidothoraxu je nutné
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cytologickeé ¢i histologické ovétreni malignich bunék ve vypotku ¢i z pleurdlnich uzli. To
muze byt zprostfedkovano bud’ torakocentézou ¢i medicinskou nebo chirurgickou
torakoskopii. Lécba pak zavisi na prognoze pacienta a rychlosti dopliovani vypotku.

V piipadé pomalého dopliovani si Casto vystacime pouze s opakovanim torakocentézy,

v pripad¢ rychlejsi tvorby vypotku je nutné volit jiny postup. Ten spoc¢iva v zavedeni trvalé
hrudni drenaze tenkym drénem u pacientli s nedobrou prognozou (resp. celkovym stavem)
nebo v pleurodéze. K pleurodéze se nejCasteji pouziva talek pro svoji vysokou ucinnost

s obvykle dobie zvladnutelnymi nezadoucimi Gcinky (teplota, pleurdlni bolesti),
alternativou jsou bleomycin, tetracyklin ¢i doxycyklin. Talek lze aplikovat cestou tenkého
drénu ¢i tzv. pudrazi béhem torakoskopie. Nutnym piedpokladem tspéchu je odsati
kompletniho vypotku a plné rozvinuti plice pted talkézi. Pokud se toto nedaii, je obvykle

metodou volby trvalé zavedeni drénu.

Perikardialni maligni vypotek se vyskytuje u 10-15% pacientl s karcinomy a predstavuje
potencionalné fatalni komplikaci pro dané pacienty. Mezi nejcastéj$i symptomy (které se
objevuji asi u 1/3 nemocnych) jsou dusnost, tachykardie, hypotenze ¢i pulsus paradoxus.
Pfi¢ina vzniku je obvykle v obstrukei lymfatickych cév, ptimém prorastani tumoru nebo
metastazovani tumoru na perikard. Nutno vSak poznamenat, Ze benigni vypotky se mohou
vytvoftit 1 na zdkladg infekce, podavané CHT ¢i RT. Podezieni na perikardialni vypotek 1ze
vyslovit jiz na zakladé¢ skiagramu hrudniku, ale definitivni potvrzeni je provadéno pomoci
echokardiografie ¢i CT vySetfeni. Potvrzeni malignity vypotku je opé&t nutné cytologicky ¢i
histologicky, i1 kdyZ diagnostika provadéna pouze z jednoho odbéru miize byt ¢asto falesné
negativni. U nemocnych bez hemodynamickych obtizi (zvlasté pokud je v planu celkova
protinadorova 1é¢ba) je preferovano sledovani. U symptomatickych nemocnych je na vybér
z drenaze ¢i chirurgického feseni. V ptipadé drendZe se jednoznacné doporucuje jeji
provadéni pod echokardiografickou kontrolou — v opaéném ptipad€ hrozi nadmérny pocet
komplikaci 1 imrti (az 6%) v disledku vykonu. Samotnd perikardiocentéza vSak u vétSiny
pacientll nevede k trvalému feSeni vypotku. Proto je metodou volby pfi akutnim feseni
obtizi a méla by byt nasledovana bud’ aplikaci sklerotizujicich latek (tetracyklin) ¢i 1épe
chirurgickym feSenim. To obvykle spociva ve vytvoifeni pleuroperitonedlniho okénka nebo

subxyfoidealni perikardiotomie s vyvedenim vypotku do oblasti peritonea.
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Respiracni insuficience
[2,7]

Vzhledem k postihu plic a bronchi trpi fada pacientt s pokrocilymi plicnimi karcinomy
respiracni insuficienci. Pro moznost pokracovéani v ambulantnim oSetfovani nemocnych je
velkym pfinosem indikace dlouhodobé domaci oxygenoterapie (DDOT) po splnéni
nalezitych podminek (zejména objektivni priikkaz respiracni insuficience a inosny vzestup

hyperkapnie na optiméalnim pratoku kysliku).
Tromboembolické onemocnéni
[2,203,204, 215]

Pacienti s nadory maji obecn¢ prokoagulacéni stav, ktery mtize dale umocnit lokéani rtst
tumoru s obstrukei nekterych Zil (u NSCLC jde zejména o VCS), podavana 1écba (napf.
bevacizumab) ¢i chirurgicky vykon. Vyskyt plicni embolie se udava az u 50% pitvanych
nemocnych se zhoubnymi nadory, pfi¢emz za zivota je zjisténa jen u asi 15% z téchto
ptipadi. Celkové je vyskyt tromboembolické nemoci (TEN) 4-7x vyssi v nadorové
populaci nez u nedaddorové, kdy Zilni tromboza je nachdzena aZ u 18% hospitalizovanych
nemocnych. Z téchto divodii se profylaxe TEN nizkomolekularnim heparinem (LMWH)
doporucovana u vSech hospitalizovanych nemocnych a dale u ambulantnich pacienti do
10-ti dnti po chirurgickém vykonu. U jinych ambulantnich pacientii, bez dal$ich rizikovych
faktoril, neni preventivni podavani LMWH (nizkomolekuldrni heparin) doporu¢ovano, coz
podporuje i1 vysledek studie FRAGMATIC. V této multicentrické randomizované studii
bylo srovnavana lécba nadoru s profylaktickym podadvanim LMWH ¢i bez néj. Ackoliv
doslo ke snizeni vyskytu Zilnich tromb6z ve skupiné s LMWH, nebylo prokazano zlepSeni
preziti této skupiny ve srovnani s kontrolami. Navic podavani LMWH bylo spojeno

s vétsim poctem krvacivych komplikaci.

Hyponatremie

[2,216,217]

Hyponatremie se vyskytuje az u cca 20% pacientti s NSCLC. V naSem souboru byl jeji
vyskyt 21,5%, kdy jsme rovnéz potvrdili (stejné jako fada dalSich praci) jeji negativni
prognosticky vyznam. Mira zastoupeni hyponatremie zavisi mimo jiné i na cut-off pro

urceni hyponatremie, které se pohybuje v zavislosti na danych laboratotich obvykle

v rozmezi 130-135 mmol/l. Nej¢astejsi pricina je paraneoplasticka — jedna se o tzv.
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syndrom nepfimérené sekrece antidiuretického hormonu (ADH) = SIADH. Diky nadmérné
sekreci ADH dochazi ke zvySené resorpci vody v ledvindch a tim k hyponatremii a
hypoosmolarité séra se zaroven hyperosmolarni moci u euvolemického pacienta. Mirné
priznaky se obvykle projevuji pti poklesu natremie pod 130 mmol/l, kdy se dostavuje
zejména nechutenstvi a nauzea. Pii dal$im poklesu natremie se objevuji neurologické
ptiznaky zhorsujici se od zmatenosti az po koma. Lécba SIADH spociva jednak v feSeni
samotné hyponatremie, ale nedilnou soucasti je (v pfipadé trvajicich moznosti) 1 zaléceni
samotného naddoru. Hyponatremii 1ze zlepsit restrikei tekutin (do 500 ml/den), nizkou
davkou diuretik, infuznim podanim roztokt s chloridem sodnym, ptipadné aplikaci

tolvaptanu (kompetitivni antagonista receptoru pro vasopresin).
Hyperkalcemie
[2,218]

Hlavnimi pfi¢inami hyperkalcemie u nddorovych onemocnéni jsou metastazy do skeletu
(diskutované nize) a predevsim paraneoplastickd produkce parathyroid hormone-related
proteinu (PTHrP). Hyperkalcemie se miize manifestovat fadou neurologickych (inava az
koma), kardidlnich (arytmie), gastrointesninalnich (zvraceni, zadcpa) a renalnich (renélni
selhani) problému. Pii zjiSténi zvySeného kalcia by méelo nasledovat (nejde-li o akutni stav)
doplnéni ionizovaného vapniku, parathormonu, PTHrP, vitaminu D a vySetteni pfipadnych
metastaz do skeletu. Terapeuticky 1ze zasdhnout zavodnénim nemocného, podavanim
kalcitoninu (kratkodoby efekt) nebo bisfosfonati (dlouhodobé&jsi, ale opozdény efekt)
ptipadné denosumabu (v praxi se vSak preferuji spiSe bisfofonaty). V piipadé¢ rendlniho

selhani je na misté uvazovat o uziti hemodialyzy.
Kostni metastazy

Kostni metastazy se vyskytuji az u 40% pacientti s NSCLC, kdy mohou vyznamné¢ zkratit
délku 1 kvalitu zivota pfi objeveni se tzv. skeletal-related events (SRE) [20, 22]. Jako SRE
se oznacuji patologické fraktury, nutnost RT ¢i chirurgicky vykon na kostech postizenymi
metastdzami (napt. pro fraktury ¢i bolesti) ¢i komprese michy pii metastdzach do patete.
NSCLC obsahuje typicky jak osteolytické, tak osteoblastické metastazy s naruSenym
kostnim obratlem. Tento nepiiznivy trend se podatilo zvratit dvéma skupinam 1éki. Prvni
z nich jsou bisfosfonaty (kde nejlepsi data jsou zndma pro kyselinu zolendronovou), které
redukuji aktivitu osteoklastli. Diky tomu se signifikantné snizuje pocet SRE a navic, diky

své mozné protinadorové aktivité bisfosfonatli (na angiogenezi, invazivitu, imunomodulaci
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a proliferaci tumortt), se patrn¢ zpomaluje progrese onemocnéni a prodluzuje zivot
nemocnych (data vSak pottebuji potvrzeni v dalSich studiich). Druhym lékem, ktery snizuje
pocet SRE je denosumab [219]. Jde o pIln€¢ humanni protilatku proti ligandu pro receptor
aktivatoru nuklearniho faktoru kB (RANKL). RANKL piedstavuje klicovy faktor potfebny
k diferenciaci a aktivaci novych generaci osteoklasti. Oproti kyselin¢ zolendronové

zlepSuje kvalitu Zivota pacientil a patrn€ i délku jejich Zivota.
Metastazy do mozku

Ptistup k mozkovym metastazdm se zaklada na stavu vykonosti pacienta (u nemocnych ve
Spatném stavu je preferovana pouze symptomaticka 1é¢ba) a na zakladé jejich
symptomati¢nosti [22]. U metastaz, které nevykazuji ptiznaky, a nebyla podana zadna
celkova 1écba, je doporuceno nejprve podani systémové 1écby (u ALK piipadné 1 vyssi
generace TKI) a az v pfipadé neuspéchu piejit k lokalnimu feSeni. Pacienti se
symptomatickymi metastazami by méli byt jednak zajisténi kortikoidem (snaha o potlaceni
mozkového edému, preferovan dexamethason v ddvce 4mg/den) a pii dobrém stavu
vykonosti podstoupit lokalni 1é¢bu metastaz. V piipad€ oligometastaz (1-3 metastazy) je
preferovana stereotakticka radiochirurgie (SRS), v pfipad¢ vice metastaz zatim celkové
ozateni mozku (WBRT). Ackoliv prace japonskych autorti naznacuje, ze by SRS mohla
byt i pro tyto pacienty stejné ucinna jako WBRT stran OS a to s méné nezddoucimi u€inky
[220]. Slo viak pouze o observaéni studii bez pfimého srovnavani dat s WBRT. V piipadé
vicecetnych metastdz do mozku bylo navic doneddvna otdzkou, zda WBRT piinasi dalsi
prospéch k dexametahasonu u nemocnych s vice metastazami. Timto tématem se zabyvala
studie faze Il QUARTZ s non-inferiornim designem, kdy interni analyza poukazovala na
pravdépodobné stejny efekt WBRT jako symptomatické 1€¢by [221]. Definitivni vysledky
v celkové populaci neprokazaly rozdil mezi OS a kvalitou Zivota [222]. Je vSak tfeba
upozornit na rozdily v podskupinach, kdy nemocni se Spatnou kvalitou Zivota neméli
zadny benefit z WBRT, naopak mladsi pacienti s dobrou kvalitou zivota, pouze
mozkovymi metastdzami a kontrolovanym celkovym onemocnénim patrné profitovali

z WBRT. U pacientd s nekontrolovanym plicnim tumorem a u star§ich nemocnych se
rovnéz nezdal byt vyznamny vliv WBRT, coz by vSak bylo vhodné potvrdit dalsi studif
cilici na tyto skupiny. WBRT je tedy nadéle standardem pro vicecetné metastazy do mozku
u pacientii s dobrym stavem vykonosti, kdy zvyklymi schématy je podani 20Gy v 5
frakcich ¢i 30Gy v 10 frakcich se srovnatelnymi vysledky [22].
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3.5.5 Dispenzarizace

Po radikalni 1é¢b¢ karcinomu plic je doporuceno dalsi sledovani pacientt s cilem vcasného
zachyceni ptipadného relapsu onemocnéni ¢i duplicitniho tumoru. Soucasti sledovani je
pravidelné vySetfeni pacienta s dotazem na mozné ptiznaky nadorového onemocnéni,
pravidelné skiagramy plic a CT plic + mediastina, kdy v prvnim roce jsou doporuceny

kontroly po 3 mésicich, v dalSich letech nasledné s rozvoliiovanim ¢asovych usekt [2, 7].

3.6 Prediktivni a prognostické markery NSCLC

Prognostickym markerem oznacujeme klinicky ¢i molekularni faktor, ktery je nezavisly na
druhu 1écby a pfedjima pieziti nemocného. Jako prediktivni marker pak oznacujeme faktor
s pfimou vazbou na efekt konkrétni 16¢by (at’ uz jde o NU, PFS ¢&i OS). Obecné lze obé
skupiny rozdélit na markery klinické (napt. demografické idaje, histologie apod.) a
molekularni. Tohoto rozdéleni se drzi text nize, kdy prognostické a prediktivni faktory déle
nerozdéluje do zvlastnich kapitol, nebot’ fada markeri je jak prognostickym, tak
potencionalné i prediktivnim markerem [223, 224]. V praxi se vSak vyuziva pouze drtivy
zlomek zkoumanych markert, kdy hlavnim problémem ztstava jejich validace pro klinické

uziti, coz Casto narazi na jin€ laboratorni postupy mezi zvetejnénymi studiemi [225].

3.6.1 Klinické markery

Mezi nejvyznamnéj$i klinické prognosticke faktory patii PS (stoupajici PS spojeno s horsi
progndzou), stadium onemocnéni v¢. jeho TNM predeminant (vyssi stadia spjata s horsi
prognozou), pohlavi (Zeny maji lepsi progndzu), rasa (delsi prezivani popisovano u Asiatl)
a kachektizace (spojena se Spatnou prognozou). S lepsi prognozou se dale poji nizsi
uroven symptomi onemocnéni, mensi pocet komorbidit, nekufactvi a odpoveéd’ na
predchozi 1écbu, ktera je zaroven i1 prediktivnim faktorem pro dalsi linii terapie. Sporny je
vliv histologie adenokarcinomu (role dostupné 1é€by) a véku, ktery patrn€ neni negativnim
prognostickym faktorem sdm o sobé¢ (obvykle se ptidruzuje vliv komorbidit). [226-232].
Histologické varianty se té€z ukazuji jako faktory majici vliv na progn6zu nemocnych,
stejné jako grade tumoru [233, 234]. Nizké plicni funkce jsou pak negativnim
prognostickym faktorem u operovanych pacientti [235]. U pokrocilych tumort hraje
negativni roli syndrom horni duté Zily [19]. Koufeni se navic jevi i jako negativni
prediktivni faktor odpoveédi na EGFR-TKIs, zatimco patrné nema prediktivni vliv na

ucinek chemoterapie a diskutuje se pozitivni vliv pfedchoziho kouteni na u¢inek PD-L1
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inhibitorti [236, 237]. Nemalou tlohu hraje pochopitelné i dostupnost potiebné péce

v daném staté [19].

U metastatického onemocnéni pak stran progndzy onemocnéni zalezi i na poctu mist
diseminace tumoru. Delsi pfeziti je pfipisovano oligometastatickému onemocnéni (obvykle
definovéno jako 1 az 3 metastazy) a to obzvlasté pii jejich metachronni (tedy po feseni
primarniho tumoru se nasledné objevi metastazy) nez synchronni (metastazy ptitomny jiz
od pocatku onemocnéni). Roli zde hraje 1 moznost radikalnéjsi 1€cby (za uziti chirurgie ¢i
SABR) oproti tumoru s mnohocetnou diseminaci [238, 239]. Jako dalsi faktor Spatné
progndzy byly uréeny nékterymi pracemi i mikrometastazy do kostni diené (kdy dle
metaanalyzy postacuje detekce jedné nadorové buiiky) nebo mikrometastazy

v resekovanych LU mediastina [240, 241].

Mezi dalsi histologické prognostické (a prediktivni) faktory patii tzv. epithelidlng-
mezenchymalni pfechod (epithelial to mesenchymal transition = EMT), ktera je spojena
jednak s horsi progndzou a téz s rezistenci na EGFR-TKI. Jde o reverzibilni proces, kdy
malo pohyblivé epitelidlni buiiky podstoupi vlivem okoli morfologické zmény, ¢imz se
zméni na mesenchymalni buiiky s moZnosti migrace a zakladani metastaz. Nador se tak

stava vice invazivnim [242].

Moznym prognostickym faktorem muliZe byt i stupen nekrdz ¢i apoptéz v tumoru — obvykle
vyjadiené jako nekroticky a apopticky index, ktery miize vystihovat stupen agresivity

nadoru. Uloha tohoto markeru ale musi byt jesté ovéfena [243].

Cirkulujici endotelidlni (CECs) a endothelialni progenitorové buiiky (CEPCs) jsou bunky
odloucené z tumoru, které v ptipadé CEPCs mohou exprimovat urcité antigeny, nicméné

v malé mife jsou z cévni stény produkovany 1 u zdravé populace. Uvadi se jejich blizky
vztah k angiogenezi nadorti. Mohly by tedy byt prediktivnim markerem angiogenni terapie,

kdy pfi t€inku 1é€by lze oc¢ekavat jejich pokles v krvi [244].

PET/CT se dostalo téz do zajmu urceni progndzy zejména resekovanych pacientl na
zéklad¢ PET zobrazeni tumoru pfed vykonem. Liu et al. ve své metaanalyze zkoumali vliv
SUV (snadard uptake value — tedy semikvantitativniho urceni koncentrace radiokativity
v daném miste), SUV pnax (= maximalniho SUV tumoru) a dvou volumetrickych parametri
(MTV — metabolic tumor volume, TLG — total lesion glycolysis) na prognézu
resekovanych nemocnych s NSCLC. Vysledkem byla zvySené riziko recidivy tumoru u
pacientl s vysokym SUV .« a vysokou hodnotou MTV a TLG [245]. Navic je mozné, ze
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hladina SUV, resp. jeho ¢asné zmény, by mohla byt i prediktivnim markerem odpovédi na
protinddorovou lécbu [246]. Dal§imi radiologickymi parametry slouzicimi k prognoze
onemocnéni ¢i predikci odpovédi na 1écbu se zabyva tzv. radiomika. Je zkoumana napf.

denzita tumoru, jeho tvar, homogenita ¢i vztah k okoli [247].

Mezi negativnimi prognostickymi faktory je uvaddéna téz hypoxie, kdy jeji efekt na
radioterapii je patrné i prediktorem horsi odpovédi na 1é¢bu [248]. V biologii tohoto jevu
se publikace zamétuji nejvice na vliv HIF-1a (Hypoxia-inducible factor-1 alpha), ktery je
blize zminén niZe.

S rozvojem imunoterapie jsou v ¢im dal tim vét$i pozornosti klinické imunitni markery
[226]. Infiltrace T lymfocyty jsou obecné spojovany s dobrou prognézou, ale rozdily
panuji dle typt téchto bunék. Napt. regulacni T lymfocyty (Tregs) jsou negativnim
prognostickym faktorem a naopak CD8+ lymfocyty se poji s lepsi progndzou a patrné
predikuji i lepsi odpoveéd’ na PD-1 inhibitory. Vliv B lymfocytti neni tak dobfe znam, ale
jsou spise spojovany s lepsim piezitim. U NK bunék nebyl zatim vliv na prognézu
prokazan. Tumor asociované makrofagy (TAMs) maji prognézu odlisnou dle svého
subtypu — zatimco infiltrace fenotypem M1 je pozitivnim prognostickym markerem,
fenotyp M2 koreluje se Spatnou progndzou. Dendritické buiiky maji patrn€ pozitivni
prognosticky vliv stejné jako buiiky Langerhansovy [249, 250]. Dal§im zkoumanym
faktorem je pomér neutrofilt a lymfocytd, ktery ma dle metaanalyzy prognosticky vyznam
u pacientd s NSCLC [236, 251]. Advance lung cancer inflammation index (ALI) patii mezi
dal$i mozné prognostické imunitni markery. Tento parametr se snazi zahrnout celkovy
pohled na zanét v dob¢ diagnozy, kdy hodnoti vahu, vysku, albumin a pomér neutrofil

k lymfocytiim u dan¢ho tumoru [252, 253]. Jako prediktivni parametr pro PD-1 inhibitory
muze slouzit téz kutacky statut (vys$si mutacni ndloz tumoru) a zndmky EMT (pojici se se

zanétlivym prostiedim) [236].

Mezi negativni laboratorni prognostické parametry se obvykle fadi snizeni hemoglobinu
(Hb), albuminu a natria a naopak elevace CRP (C-reaktivni protein), vapniku, laktat
dehydrogenéazy (LD) a alkalické fosfatazy (ALP) [217, 224, 226, 254, 255]. Snizeni Hb,
snizeni lymfocyti a naopak elevace neutrofild, fibrinogenu a desticek se jevi jako
negativni prognosticky marker u ¢asnych stadii NSCLC (pr63). Téz je uvadén vliv exprese
antigenti krve (ABO systém) v tumoru na progndzu pacienta stejné jako negativni vliv

elevace D-dimert [256, 257].
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Nadorové markery byly téZ zkoumany mnoha studiemi. Rada z nich potvrdila negativni
korelaci mezi elevaci CEA (karcinoembryonalni antigen), CYFRA-21-1 (cytokeratinovy
fragment 21-1), TK (thymidinkindza) a NSE (neuron-specificka enolaza) a negativnim OS
u Casnych stadii NSCLC [258-261].

Mezi nad€jné prognostické markery se pak tadi prikaz nadorovych exosomi zajist'ujicich
komunikaci s okolim nadorovych bun¢k [262]. Dale je popisovan vliv prokazané
laymfaningoinvaze u ¢asnych stadii [263], negativni prognosticky dopad cévni invaze
tumoru v resekatu [264], hustoty cév zhorSujici prognézu [265] €i rash jako prognosticky i
prediktivni marker odpovédi na EGFR-TKI [266]. Obdobné byl zkouméan vliv arteridlni
hypertenze jako predikce terapie inhibitory angiogeneze, kde ale Zadna korelace prozatim
prokazéana nebyla [267]. Naopak byl prokézéan vliv negativni prediktivni vyznam
dlazdicové histologie a pfedchozi hemoptyzy na vyskyt hemoptyzy pii 1écbé

bevacizumabem [268].

Jako mozné markery dobrého efektu radioterapie se jevi predevsim mensi velikost tumoru
a absence hypoxie nadorovych lozisek [269]. Rada praci se také zabyvala predikci vzniku
pneumonitidy pfi radioterapii. Z jejich metaanalyzy je patrné, Ze toto riziko signifikantné
stoupa pii davce pres 20 Gy na plicni tkan a dale pii uziti CHT v kombinaci paclitaxel +

carboplatina pfi konkomitantni CHT-RT (zejména u starSich pacient) [270].

3.6.2 Molekularni markery

Tyrozinkinazy patii mezi nejvice zkoumané molekularni markery u NSCLC. Jednak jde o
sérii tyrozinkinazovych receptorti (EGFR, ALK, ROS1, HER2, MET, FGFR apod.) a pak
pfenosné signaly na cesté do jadra kdy mezi nejvyznamnéjsi drahy patii PIK3-AKT-
mTOR a RAS-BRAF-MEK-ERK (Obraz 22, zkratky rozvedeny u jednotlivych gent nize)
[271].
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Obraz 22 — Vyznamné tyrozinkinazové drahy u NSCLC — pievzato z [271]

Mezi klicoveé markery rutinné klinicky stanovované u NSCLC patii EGFR statut. ZvySena
exprese EGFR vede k zvySené proliferaci, invazivité a angiogenezi nadorovych bunck
predevsim diky cestdm vedoucim skrze drahy PIK3-AKT-mTOR a RAS-RAF-MEK.
EGFR se obvykle nevyskytuje s dalSimi tzv. fidicimi mutacemi (ty, které na rozdil od
»cestujicich mutaci* davaji ,,ptimo* selektivni vyhodu rastu nddorovym buitkkam). U SCC
je exprese tohoto genu spjata s odpovedi na necitimumab. U ACC se pak rutinné stanovuji
EGFR mutace, které 1ze rozd¢lit na tzv. Casté (delece na exonu 19 a bodova mutace L858R
na exonu 21) a vzacné (ostatni mutace na exonech 18 az 21). Casté mutace jsou

prediktivnim faktorem pro EGFR-TKI. Jsou Castéjsi u Asiatli, nekurakt a zen. Vzacné
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mutace je nutné posuzovat individudlné, stejné tak jako dvé soucasné se vyskytujici
mutace. N¢ekteré jevi citlivost k EGFR-TKI, jiné jsou naopak rezistentni a mutace T790M
je pak prediktorem odpovédi osimertinibu. Prediktivni vyznam EGFR exprese na EGFR-
TKI je nejasny — nékteré prace poukazuji na lepsi preziti pacientt se zvysenou EGFR
expresi, jiné toto naopak neprokazaly. Celkové se vSak zvysend exprese EGFR nejevi jako
dobry prediktivni marker pro ur€ovani nasazeni EGFR-TKI. Amplifikace EGFR se v nasi
praci téz neukazala byt prediktivnim faktorem odpovédi EGFR-TKI. Naopak pro protilatky
cilici na EGFR je exprese tohoto proteinu vyznamnym prediktivnim markerem. Déle byl
posuzovan i vliv SNPs (jednonukleotidové polymorfismy) na t¢inek a toxicitu predevsim
gefitinibu, které cituje n¢kolik malych studii. Tyto vysledky je nutno ovétit vétSimi

pracemi [130, 156, 271-277].

ALK (anaplastic lymphoma kinase) translokace se u NSCLC objevuje celosvétove u cca
5% nemocnych. Tyto translokace jsou ¢ast¢jsi u mladsich zen, nekutracek

a adenokarcinomi. ALK je tyrozinkindza s proliferacnim a antiapoptickym efektem diky
pusobeni na dalsi tyrosinkinazové drahy. Jde zejména o cestu STAT3 (signal transducer
and activator of transcription 3) a tzv. MAP (mitogen-activated protein) kindzy (napf.
KRAS - V-Ki-ras2 Kirsten rat sarcoma viral oncogene homolog). Fiznim partnerem u
NSCLC je obvykle EML4 (microtubule-associated protein-like 4) s riznymi varietami
fuze. IHC pozitivita ALK se zda byt spiSe pozitivnim prediktivnim faktorem, zatimco pro
FISH pozitivitu nebyl vztah k OS popisovan. ALK translokace ptedstavuje vyznamny
prediktivni marker u¢innosti ALK inhibitorQ a rutinné se uziva v klinické praxi u
pokrocilych adenokarcinomi. Diagnostika se provadi z histologickych vzorki tumoru,
dalsi mozZnost predstavuji CTCs (cirkulujici nadorové bunky). Samotnou diagnostickou
metodou volby je IHC, kterd by u slabé pozitivnich pfipadi méla byt validovana pomoci
metody FISH. Jde o fidici mutaci, ktera se obvykle nevyskytuje s jinymi mutacemi tohoto
typu, ale existuji 1 vyjimky. Soucasny vyskyt ALK translokace a KRAS mutace je patrné
negativnim prediktivnim markerem pro u¢inek crizotinibu. Vliv sou¢asné EGFR mutace

neni dobfe znam [159, 271, 278-282].

ROS1 (C-ros oncogene 1 receptor tyrosine kinase) piedstavuje tyrozinkindzu z inzulinové
rodiny receptord. Jeho sekvence vykazuje podobnost s ALK, nebot’ maji stejnou téméf
polovinu stavebnich aminokyselin a ve vazebném misté az 77%. U zdravych jedincl neni

znama produkce této tyrozinkinazy v plicich. Jeho nitrobunécné cesty tvoii mimo méné
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znamé posly (napt. STAT3) i dobte popsané cesty jako PIK3-AKT-mTOR ¢i cesta RAS-
RAF-MEK. Souhrnné pak tyto drahy vedou k bunécné proliferaci, migraci a potlaceni
apoptozy — role genu ROSI je tedy onkogenni. V soucasné dob¢ je znamo minimaln¢ 6
faznich partnert genu ROS1 u NSCLC, kdy vsak rozsah kddované ROS1 domény je stale
stejny. To mize mit potencionalné i klinicky vyznam, nebot’ byla popsana odliSnost
nékterych nitrobunéénych sestupnych drah v zavislosti na druhu fuzniho partnera. Rovnéz
byla publikovana pomérné¢ Castd nadmérna exprese ROS1 u NSCLC a je znamo 1 n€kolik
mutaci u plicnich tumord, jejich vyznam vSak zlistdva prozatim neobjasnén. Vyskyt
fazniho genu ROS1 u NSCLC je popisovan u velkych praci v necelém 1% ptipadi
NSCLC. Vétsi vyskyt byl pozorovan u adenokarcinomu, nekuraki/lehkych kuraka, zen a
spiSe nizsich stadii. Rlzny vyskyt mezi asijskou a kavkazskou populaci nebyl pozorovan.
Potvrzeni tohoto onkogenu je mozné z bioptickych vzorkd, ale i z cytobloku (napf.

z hrudniho vypotku). ROS1 se obvykle neobjevuje s dal$imi fidicimi onkogeny. Zlatym
standardem diagnostiky je metoda FISH, ale je mozné uziti screeningu za pomoci IHC

s naslednym FISH potvrzenim pozitivnich nalezii. U bélocht nebyl prokazan prognosticky
vyznam ROS1, ale predstavuje prediktivni faktor pro odpoveéd’ na 1écbu crizotinibem [170,

271,273, 282].

RET (rearranged during transfection) se téz vyskytuje u NSCLC jako fizni gen a to u
priblizné 1-2% ptipadi NSCLC. Chova se jako onkogen podilejici se mimo jiné na fizeni
bunécné migrace a diferenciace. Je nadéjnym prediktivnim markerem pro vyvijené
inhibitory, kdy dosud neni jasno, zda postaci IHC diagnostika ¢i bude opét nutna FISH
konfirmace [271, 282].

HER2 (human epidermal growth factor 2) je tyrozinkyndzovy receptor kodovany genem
ERBB2. Jeho aktivace vede opét ke spusténi nitrobunéénych cest skrze PIK3
(phosphoinositide 3-kinase) a KRAS. U NSCLC se vyskytuji jak HER2 amplifikace (10-
20% ptipadi NSCLC), tak 1 zvySena exprese (az 1/3 ptipadli NSCLC) a HER2 mutace
(ptedevsim na exononu 20, cca 2-4% piipadi NSCLC). HER2 mutace je obvykle muta¢né
se vyluéujici s dalsimi ¥idicimi onkogeny. Cast&jsi vyskyt je popisovan opét u nekuiacek

s adenokarcinomy. Stav receptoru HER2 patrn€ nema vliv na prognézu pacientii, nicméné

muZe byt prediktivnim faktorem HER?2 inhibitort [273, 283-285].

FGFRI (fibroblast growth factor receptor 1) kdéduje rodinu 4 tyrosinkinazovych receptorti
(FGFR 1-4). Jejich hlavni nitrobunééné cesty op¢t piedstavuji drahy skrze PIK3 a KRAS.
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U NSCLC se vyskytuji jak FGFR amplifikace (okolo 20% SCC, Castéjsi u kuraki), tak i
mutace (az 10% NSCLC bez ohledu na histologii). Zejména u SCC (2-3,5%) se Ize setkat i
s FGFR translokacemi. Amplifikace neprokazala vliv na OS nemocnych, FGFR vsak muze

do budoucna byt prediktivnim markerem vyvijenych inhibitora [284, 286].

cMET (mesenchymal-epithelial transition factor) je abnormalné stimulovan u fady
NSCLC. Navazani ligandu HGF (hepatocyte growth factor) zptisobi dimerizaci této
tyrozinkinazy s jeji autofosforylaci a aktivaci naslednych signalii (cestou KRAS, PIK3-
AKT, STAT3 a NF-kB = nuklearni faktor kappa B), které vedou k bunééné motilité a
invazivité a vaskulogenezi nadorovych bunék. Je spojovan s rezistenci na EGFR-TKI, ale i
nékteré CHT a RT. Je tedy zfejmé, Ze by mohl slouzit jako cil TKI. Otazkou vSak zlstava,
ktery biomarker je v souvislosti s cMET nejlepsim prediktivnim faktorem. Plivodni prace
se zabyvaly jeho expresi a nasledn¢ amplifikaci. Nové se téZ zkoumaji i mutace této TKI,
kdy terapeuticky nejzajimavéjsi se prozatim jevi tzv. skippinig mutace exonu 14. Jde o
abnormalni sestfih vedouci k pfeskoceni exonu 14 ve ctecim ramci, coz mé za nasledek
zvySenou expresi tohoto receptoru. Tato genova alterace se nachézi ptiblizné u 4% NSCLC

[271, 287, 288].

DDR2 (Discoidin death receptor 2) je tyrosinkinaza stimulovéana hlavné kolagenem. Jeji
funkci je pfedev§im modulovat interakce mezi nadorem a extraceluldrni matrix. U NSCLC
byly pospany mutace DDR2 u max. 4% SCC, kde by mohl mit prediktivni vyznam

k vyvijenym inhibitortim [282, 284].

IGF1R (insulin-like growth factor receptor-1) je soucasti tzv. insulin-like growth factor
(IGF) cesty, ktera se vyznamné podili na bunééném ristu, metabolismu a transformaci.
Jeho exprese je uvadéna jako negativni prognosticky faktor u NSCLC a je spojovana

s velikosti tumoru a kutackym statutem [289].

PTEN (phosphatase and tensin homolog) je tumor supresor hrajici vyznamnou roli

v bunééné regulaci, proliferaci, diferenciaci a motilité. Je uzce spjat pfedevsim s negativni
regulaci cesty PIK3-AKT-mTOR. Mutace genu PTEN byly nalezeny pfiblizné u 4-8%
NSCLC, ptedevsim u SCC. Jejich vyskyt je davan do souvislosti s rezistenci na EGFR-
TKI [282, 284].

PIK3CA (phosphoinositide-3-kinase catalytic alpha polypeptide) je lipidova kinaza
kontrolujici bunécnou proliferaci a rist skrze cestu PIK3-AKT-mTOR. Mutace PIK3CA se
vyskytuji u asi 1-3% NSCLC, vice u adenokarcinomti. Mutace tohoto genu mohou
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ptredstavovat negativni prediktivni faktor pro u¢innost EGFR-TKI, nebot’ byly pozorovany
u nekterych pacientil se ziskanou rezistenci na EGFR-TKI [282, 284].

AKT (serine-threonine protein kinase) je tyrozinkinaza hrajici dilezitou roli v cesté PIK3-
AKT — mTOR. Rovnéz ovlivituje dalsi geny véetné¢ EGFR. Jeji zvySena exprese je u

NSCLC spojovana s horsi prognézou pacientti [290].

Naopak pro znamy onkogen mTOR (mammalian target of rapamycin) neprokazala
metaanalyza signifikantni vliv jeho exprese na progndézu nemocnych, prestoze hraje

vyznamnou Ulohu v bunécném riistu, proliferaci a motilite [291].

KRAS (Kirsten rat sarcoma viral oncogene homolog) mutace patii mezi ¢asté ,,fidici
mutace™ u ACC s celosvétovym zastoupenim u cca 20% pacientii. VEtsi vyskyt je
pozorovan u kufdkl a kavkazské populace. KRAS funguje jako GDP / GTP
(guanosindifosfat / guanosintrifosfat) — regulujici spoustéc / vypina€. Aktivovany KRAS
pak vede k celé fad¢ stimuld vedoucich celkové k bunéEnému rastu, proliferaci a rovnéz

k podpofe angiogeneze, zvyseni rezistence k bunééné apoptdze a schopnosti invaze bunék.
Nejcastéji je tento gen mutovan na kodonu 12, vzacnéji pak na kodonech 13 a 61. Na
kodonu 12 se typ mutace dosti casto odviji od kutackého statutu — u kufak je Castéjsi
mutace G12C, zatimco u nekutrdki G12D a G12S. Pro sviij znacny vliv byl tento gen
zkouman jako mozny prognosticky 1 prediktivni faktor a to ve vztahu k EFGR-TKI i1 CHT
(prl, pr14). Celkové se KRAS nezda byt spolehlivym prediktivnim faktorem pro obé
skupiny 1€k, avSak je mozny vliv jednotlivych druht mutaci zv1asté pro 1é¢bu EGFR-TKI
u EGFR-wt. Naopak je fadou autorii (véetné nasi prace) popisovan prognosticky vyznam
mutovaného KRAS, kdy je navic rizna progndza dle typu KRAS mutace. Vliv vySetieni
KRAS mutaci z krve (ctDNA — cirkulujici nddorova DNA) neni zatim pfili§ zndm [292-
296].

BRAF (B-Raf proto-oncogene) je tyrozinkinaza spojujcici KRAS s dal§imi proteiny na
kaskade¢ této onkogenni cesty. U NSCLC se vyskytuje cca 2% BRAF mutaci (prakticky
vyhradné u ACC), kdy nejcastéjsi typ predstavuje mutace V60OE. Tato mutace je opét
nejcastejsi u zen nekutacek. Naproti tomu zbylé (tzv. non-V600E) mutace se vyskytuji
takika vyhradné jen u kutéki. Prognosticky vyznam BRAF mutaci je zatim nejasny, ale

mohly by slouzit jako prediktivni marker testovanych inhibitora [271, 273, 284].

MEK (mitogen activated extracellular signal-regulated kinase) je soucasti kaskady
tyrozinkinaz skrze onkogen KRAS. MEK mutace se vyskytuji asi u 1% NSCLC,
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predevsim u ACC. Predstavuje mozny prediktor pro nadéjné vyvijené MEK inhibitory,
které by mohly fesit zablokovani aktivovaného onkogenu KRAS ([284, 297].

Tzv. tekutym biopsiim je v poslednich letech vénovana velka pozornost, nebot’ (alespon u
nekterych) pacientli mohou pfinést potiebné genetické vysetieni pouze z krevniho odbéru
bez uziti invazivnich metod (BFSK apod.). Pozornost se zamétuje jednak na tzv.
cirkulujici tumordzni bunky (CTCs) a déle pak na cirkulujici volnou nddorovou DNA
(ctDNA) ptipadné dalsi nukleové kyseliny (pfedevsim mikroRNA). CTCs piedstavuji
pomérné naro¢nou a nédkladnou metodu, kterd miize byt vyuzitelna nejen k urceni
prediktivnich mutaci (v¢. translokaci), ale patrné¢ mtize najit uplatnéni i v diagnéze. Navic
je popisovan prognosticky vyznam poctu CTCs, které mohou slouzit i pro kontrolu vyvoje
odpovédi ¢i recidivy onemocnéni. ctDNA se uplatiiuje jiz v klinické praxi u diagnostiky
EGFR senzitivnich a rezistentnich mutaci, kdy je nutno vzit v ivahu zatim nedostate¢nou
citlivost téchto metod (negativni vysledek tedy automaticky neznamena absenci dané
mutace). Je téZ znama korelace mezi mnozstvim ctDNA a celkovym objemem tumoru.
Schopnost diagnostiky translokaci touto metodou je nejistd — patrné lze uspét pouze

s metodou NGS (next generation sequencing). miRNA z krve jsou zatim pouze zkoumany

jako mozny diagnosticky, prognosticky i prediktivni marker u NSCLC [298-300].

Mezi geny ovliviiyjicimi angiogenezi patii VEGF (vascular endothelial growth factor) a
jeho receptory, FGF (fibroblast growth factor) se svymi receptory, HGF (hepatocyte
growth factor), n¢které interleukiny, PDGF (platelet derived growth factor), TGFj
(transforming growth factorf), COX2 (cyklooxyneaza 2) ¢i endothelin [265, 301, 302].
Zvysena exprese VEGF je spojovana s horsi prognozou, stejné to plati pro jeho receptory
(VEGF 1-3) [265]. Mezi nejvice zkoumané receptory FGF patti FGF-2 (téz zndmy jako
tzv. basicFGF = bFGF), ktery ovliviiuje pfedev§im nékteré matrixové metaloproteinazy
(MMP). Dle metaanalyzy Hu et al. je spojovan s horsi prognézou u resekovanych pacientii
s NSCLC, na prognozu pokroc€ilych tumort nemél v této praci vliv [301]. Obdobny vztah
plati i pro PDGF secernovany z destic¢ek, kdy jeho ptitomnost zvySuje migracni schopnost
epitehlidlnich bunek [234, 265]. COX2, resp. jeho hlavni metabolit prostaglandin E2
(PGE2), jsou zvysené exprimovany u fady tumort v¢. NSCLC. Podili se nejen na
angiogenezi, ale t€Z na nadorovém riistu, inavazivit€ a sniZzeni protinadorové imunity, ¢imz

pusobi jako negativni prognosticky faktor [303].

92



Rovnéz byly zkoumany markery lymfangiogeneze, ktera je vnimana jako negativni
prognosticky faktor sama o sobé [304]. Metaanalyza prokézala jako nejvyznamné;jsi
faktory VEGF-C a D (vascular endothelial growth factor C a D) a jejich receptor VEGFR-
3 (vascular endothelial growth factor receptor 3) a LVD (lymphatic vascular density), dale
je patrny vliv FGF, IGFR1 a COX2 [263, 305].

Vliv na prognézu pacienti mohou hrat i nékteré parametry u kostnich metastaz — jde o
napft. o molekulu RANKL (inhibovanou denosumabem) ¢i zvySené hladiny BALP (bone
specific alkaline phosphatase) nebo NTX (N-telopeptide of type I collagen) spojené

s kostni remodelaci, jejichz pokles je spjat s u€inkem kysliny zolendronové [306].

Vyznamnymi prognostickymi markery jsou i molekuly regulujici bunéény cyklus,
pfedevsim cykliny (napi. zvySend exprese cyklinu D1, B1 a E je spojena s horsi
progndzou) a jejich regulatory — tzv. cyklin dependentni kindzy. Jejich nefunkénost je
spojena s horsi progndzou — patii sem napt. p21, p27, p57 ¢i znamy p53 diskutovany nize
[307]. Existuji vSak i protichiidné prace — napt. metaanalyza nepotvrzujici vliv cyklinu D
na prognozu [308]. Aurora kinasa A je regulatorem DNA poskozeni spoustéjiciho
apoptézu. Jeji amplifikace je téZ davana do souvislosti s prognézou u NSCLC a téz

odpovédi na cisplatinu [307, 309].

p53 reguluje odpovéd’ na fadu bunécnych stresi zastavenim bunécného cyklu ¢i
apoptozou. Aktivatorem tohoto tumorsupresoru je poSkozeni DNA. Mutovany gen p53 se
objevuje u cca 50% NSCLC, vice u kutaki (a tedy SCC). Tyto mutace zabranuji normalni
funkci p53 a jeho ochranné funkci pfed maligni transformaci. Mutace p53 je uvadéna jako
negativni prognosticky faktor, rovnéz je spojovana s horsi odpovédi na terapii cisplatinou
[310]. Funkci p53 ovliviiuje dalsi fada genli — pozornost byla vénovana naptiklad TP53,
ktery je téZ prognostickym faktorem a né¢kterymi autory je davan i do souvislosti

k rezistenci na cisplatinu [310]. Bcl-2 (B-cell lymphoma 2) je lokalizovéan na vnitini
mitochondrialni membrané, kde inhibuje apoptézu pomoci zastaveni cyklu v GO/G1 fazi.
Jeho zvySena exprese je spojovana s lepsi prognézou pacientti [311]. Rb (retinoblastoma
gen) je vyznamnym kontrolorem bunécného cyklu a u NSCLC je ¢asto inaktivovan, coz

vSak patrné neni spojeno s horsi progn6zou nemocnych [312].

Pozornost byla vénovéna téz ptipadnému hormonalnimu vlivu na NSCLC, kdy se
pozornost zamétovala predevsim na estrogen. Samotné studie méli rozporuplné vysledky a

byly pomérné heterogenni, jejich metaanalyza tak pfinasi pouze omezenou informaci, kdy
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se zdd mozny vliv estrogenového receptoru 1 (ER1) na progndzu pacientil zejména
s pokroc¢ilymi NSCLC. Tuto domnénku je vSak nutno déle ovérit [313]. Mezi dalsi
hormonalni vlivy s dopadem na prognoézu pacient by mohly byt produkty tukové tkané —

tzv. adiponektiny [314, 315].

Dal$im znamym molekularnim markerem jsou tzv. nekddujici RNA (ncRNA). ncRNA lze
rozd¢lit na dvé velké skupiny — na kratké (do 200 bp), kam z klinického pohledu fadime
predevsim mikroRNA (miRNA), a na tzv. dlouhé nekdéduji RNA (IncRNA), které jsou
delsi nez 200 bp [316].

IncRNA byly objeveny v 90. letech 20. stoleti a dnes jsou znamy jiz stovky téchto
epigenetickych faktori. Jejich exprese je piisn€ regulovana fadou mechanismi, kdy
vysledné IncRNA reguluji expresi vybranych genli na mnoha trovnich, a tak se mohou
podilet mj. na fizeni proliferace a diferenciace bunék ¢i Iékové rezistenci. U NSCLC byla
popsana zménénd exprese fady z nich, kdy je nékterymi autory davan vztah k hladiné
jejich exprese a kuractvi ¢i znecisténi ovzdusi. Potencionalné mohou byt téz vyuzitelné

k diagnostice NSCLC, odliseni SCC od ACC, jako prognostické i prediktivni faktory
(popisovan mozny vztah k cisplatiné ¢i gefitinibu). Zatim vSak jejich role neni dostate¢né
charakterizovana a je tieba fady dalSich studii k pfesnéjSimu pochopeni jejich funkce [316,

317].

miRNA patii mezi malé nekddujici RNA. Jeji funkcei je regulace genové exprese na
posttranskripéni irovni. Na své cile ptsobi bud’ ttlumem piepisu dané mRNA nebo jeji
degradaci. Pisobi takika na vSechny bunééné déje veetné bunécného cyklu a proliferace,
apoptozy, angiogeneze, invazivity a metastazovani, ¢imz se stava vyznamnym hracem

v onkologii. Podle ptevahy regulujicich molekul (jedna miRNA piisobi obvykle na desitky
mRNA) miZe vystupovat jako tumorsupersor i onkogen u fady tumorti véetné NSCLC.
Samotné miRNA pak podléhaji dalsi epigenetické regulaci (napt. methylace jejich ¢teciho
rdmce) a mohou se u nich objevit téz SNPs ¢i mutace v jejich ctecim ramci. Jejich vyhodou
je stabilita ve tkani 1 t€lnich tekutinach a proto dobrd moznost stanoveni jako ptipadného
biomarkeru. Jejich potencionalni uplatnéni je bohaté — od diagnostiky a histopatologického
ur¢eni NSCLC pftes prediktivni (CHT i cilené 1écby) a prognostické markery aZ po mozné
cile 1écby NSCLC. Mezi nejcastéji zkoumané miRNA patii predev§im tumorsupresorova
rodina let-7 (spojena s horsi prognézou pii negativni regulaci fady onkogenti jako KRAS)

a onkogenni miR-21 (s patrné prognostickym vyznamem). Byla zkoumana cel4 fada
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dalgich miRNA, z nichZ n&které z nich jsou blize popsany v Reseni vlastni studie [318-

324].

Dalsim epigenetickym faktorem, ktery se maze uplatnovat v progn6ze NSCLC jsou tzv.
hypermythylace DNA, které vedou ke sniZzeni exprese takto pozménénych genti. Wu et al.
ve své metaanalyze naptiklad dokladaji prognosticky vliv hypermethylaci tumor supresoru
FHIT (fragile histidine triad protein), ktery hraje roli v alveolarni diferenciaci [325]. Jind
prace poukazuje na prognosticky vliv hypermethylace tumorsupersoru p16, ktery vystupuje
jako negativni regulator bunéného cyklu [326]. OvSem moznych zkoumanych gend,
jejichz methylace je spojena patrné s horsi prognézou, bylo daleko vice [305]. Je tfeba téz
upozornit na provazanost jednotlivych epigenetickych faktorti, kdy kody pro miRNA
mohou byt t¢Z methylovany a naopak miRNA miiZe regulovat methylaci DNA [327].

Mezi vyznamné epigenetické mechanismy patii 1 stupeil acetylace histont ovliviiujici
stupen transkripce. Za odstranéni acetylovych skupin z histont jsou odpovédné HDAC
(histon deacetylazy), které se d¢li do n¢kolika tfid. Exprese fady z nich je deregulovana (u
nékterych 1 diky methylaci) u NSCLC. SniZené exprese HDAC 5 a 10 z druhé ttidy histont

je pak spojovéna s negativnim prognostickym vyznamem u NSCLC [328].

Stran cytogenetiky je NSCLC obvykle spojen s nebalancovanymi abnormalitami
chromosomii. Jsou ¢asto odlisné nejen mezi dlazdicovym karcinomem a
adenokarcinomem, ale i mezi jednotlivymi grady a stadii tumorti a dokonce Casto i mezi
jednotlivymi nadory samymi. Ur¢it jejich prognosticky vyznam tedy neni prozatim, pii

absenci rozséahlejSich praci, mozné [312].

Velké pozornost je v souc¢asné dobé vénovana prediktivnim a prognostickym faktoram
imunoterapie. Jako prediktivni markery odpovédi na imunitni vakciny (cilici pravé na tyto
molekuly) bylo zkouméno nékolik markerti, ale prozatim vSechny netispé$né. Mezi
nejznaméjsi historické cile patii MAGE-A3 (melanoma-associated antigen A3) na n¢jz
byla zamétena vakcina zkouSend v rozsahlé studii faze I1I u adjuvantni 1écby NSCLC
[329]. MUCI (episialin) byl cilem tecemotidu ve studii faze III START. Ackoliv se MUCI1
jevi jako prognosticky faktor u NSCLC a je abnormalné glykosylovany u NSCLC,
tacedomide neprokazal zlepseni OS v celkové populaci tumort stadia IIT [330, 331].
Rovnéz byla zkoumana role nékterych chemokinind, kdy napi. pro CD184 je popisovan
vztah k prognéze [332]. Zatim jedinym vyuzivanym prediktivnim markerem

v imunoterapii je PD-1 resp. PDL-1, ktery ma patrné vliv na stupent odpovédi novych
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checkpoint inhibitort (nivolumab, pembrolizumab, atezolizumab) [186]. Jeho nevyhodou
je zatim nejednotnost testovani, heterogenita v tumoru a jeho mozné zmény v ¢ase (i napf.
vlivem podavané kortikoterapie), odliSeni PD-L1 exprese nadorovych bun¢k od okoli ¢i
patrn¢ falesné zvyseni pii zanctu ¢i nadmérné expresi drahy EGFR [333, 334]. Vyssi
exprese PD-L1 je téz spojovana s hor$i progn6zou nemocnych [335]. Uptesnéni

k prognéze PD-L1 by mohl pfinést soucasné stanoveny stupent somatickych mutaci

v nadoru ¢i stanoveni pomocného markeru. Nejvice se v tomto smyslu pracuje s CTLA-4
(cytotoxic T-lymphocyte-associated protein 4), ale uplatnéni mozna najdou 1 dalsi
molekuly — napt. PD-L2, fractalkine (CX3CL1), Tim3 (T-cell immunoglobulin-3) ¢i LAG-
3 (lymphocyte-activation gene) [334]. RovnéZ je popisovan ptiznivy vliv vyssi exprese IFN
(interferon) y resp. jeho induktori — napt. gen IDO1(indoleamine 2,3-dioxygenase 1) [236].
Stupeit mutaci v tumoru se zda byt relativn€ snadno méfitelnym parametrem, ale jeho
problémem je rozdilny vyznam mutaci jako neoantigenti a ovlivnéni imunity nékterymi
mutacemi (napt. EGFR), kter¢ je tfeba detailnéji prozkoumat pied uvedenim tohoto
parametru do rutinni klinické praxe [336]. sSICAM-1 (soluble intercellular adhesion
molecule-1) patfi mezi rodinu imunoglobulind. Je dileZity pro transendotelidlni transport
leukocytl a jeho zvySena exprese je ddvana do souvislosti s hor§i progn6zou nemocnych
[337]. Mezi zkoumané potencionalni prognostické markery patii fada dalSich gent

podilejicich se na imunitnich reakcich [253].

Nédorové kmenové buiiky jsou teoreticky ,,jadrem* tumoru, které produkuje ostatni, jiz
vice ¢i méné heterogenni, nadorové populace. Markerem téchto buné¢k je napt. CD133,u
kterého byl téz prokazan vztah k prognéze NSCLC [338, 339]. Rovnéz 1 dalsi antigeny
spjaté s nddorovymi kmenovymi bunikami (CSCs) — BCRP-1 (=ABCG-2 — viz niZe) a
ALD-HI — jsou patrné spjaté s progndzou pacientil s plicnimi karcinomy. CSCs tedy
predstavuji dulezity faktor pro OS pacientii [340]. Je téZ popisovana rezistence bunék

exprimujicich CD133 k cisplatiné [309].

Matrixové metaloproteinazy (MMP) a jejich inhibitory (TIMP) hraji vyznamnou ulohu

v procesu nadorové invaze a metastazovani diky schopnosti rozruSovat (resp. blokovat)
extracelularni matrix. Pro n¢které z nich je téZ popisovan prognosticky vyznam u NSCLC
[341-343]. RovnéZz RECK (reversion-inducing cysteine rich protein with Kazal motifs) —

inhibitor MMP-2 a 9 — prokézal prognosticky vyznam u NSCLC [344, 345].
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Jako dal$i mozné prognostické faktory jsou uvadény i v klinice méné znamé geny. Jde
napiiklad o HIF-1a (Hypoxia-inducible factor-1 alpha), ktery v metaanalyze prokazal
zvysenou expresi u NSCLC (zejména v postizenych LU a u SCC) se zhorSenim OS, kdy
jeho hladina korelovala téz s VEGF a EGFR [346]. Mezi alterované geny az u 1/3 SCC lze
radit Nrf2 (nuclear factor erythroid 2-like factor 2). Vyssi exprese tohoto onkogenu je
spjata s horsi progndzou nemocnych diky zvySenému potencialu pteziti takto postizenych
bun¢k a jeho alteraci s dalSimi onkogennimi drahami (napi. KRAS ¢i PIK3-AKT) [347].
Dal$im prognostickym markerem muze byt survivin. Jde o regulator apoptodzy a mitdzy,
kdy jeho zvysené exprese u NSCLC jsou spojovany s horsi progndzou pacientt [348].
FOXM1 (Forkhead box M1) patii mezi regulatory bunééného cyklu s vlivem na bunéénou
proliferaci a metastazovani tumort. Metaanalyza prokazala téz jeho prognosticky vliv u
NSCLC [349]. LIRG (rich repeats and immunoglobulin-like domains) jsou
tumorsuperesory s vazbou na EGFR, RET ¢i MET. Metanalyza prokéazala jejich
prognosticky vyznam u plicniho karcinomu [350]. Rodina gend S100 méa za kol
intracelularni regulace aktivit spojenych predevsim s Ca™". Jeji &len S100A2 je pak davan
do souvislosti s prognézou zejména u Casnych stadii NSCLC [351]. STATS3 (signal
transducer and activator of transcription 3) piedstavuje jednu z aktivacnich drah signalu od
EGFR. Aktivaci STAT3 jsou v nukleu exprimovany signaly vedouci k angiogenzezi,
inhibici apoptdzy a bunécné proliferaci. STAT3 je negativnim prognostickym markerem u
NSCLC [352]. Dalsim ¢asto mutovanym genem u NSCLC je LKB1 (liver kinase B1).
LKBI1 patii k calcium/calmodulin regulujici kinazové rodin€ a je spojovana s horsi
progndzou pii vetsi tendenci k metastazovani tumoru [353]. Mezi dtlezité proteinové
kinéazy patii téZ PKC (protein kindza C), ktera hraje vyznamnou tlohu v pfenosu
bunéénych signall do jadra, mimo jiné i na cesté skrze KRAS. PKC vystupuje jako
onkogen s negativnim prognostickym efektem [354]. Amplifikace onkogenu myc se
objevuje u 5-10% pacientli s NSCLC a je spojena s nadorovou proliferaci a t€z zhorSenou

prognozou pacienti [312].

Mezi potencionalni prediktivni biormakery 1é¢by s nutnou dalsi validaci patii fada molekul
dale ¢lenéna dle korelace k dané CHT. K cisplatin¢ je udavan vztah jednak efluxnich pump
(ptedevsim tzv. ABC transportéri), které jsou blize diskutovany v Reseni vlastni studie a
maji vztah téz k taxaniim i etoposidu. Dale patrné hraji roli molekuly podilejici se na

v

jedna se predevsim o NA/K-ATPazu a gen CTR-1 (constitutive triple response 1). GSH
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(gluthathion) se pak mtze podilet na nadmérné detoxikaci cisplatiny. V neposledni fad¢ je
dalezity vliv tzv. opravnych genii — napt. PARP1 (poly adenosine diphosphate-ribose
polymerase 1), dal$i z nich jsou diskutovany nize [309, 355, 356]. B-tubulin tfidy III
(BTublII) je dilezitou soucasti mikrotubul. Neékteré prace poukazuji nejen na jeho
prognosticky efekt, ale i mozny prediktivni ukazatel vii¢i odpovédi na vinorelbin a taxany
[357, 358]. Vyse popisovany HIF mlze mit krom prognostické hodnoty i prediktivni
vyznam pii [éCbé taxany [356]. Mezi mozné prediktivni faktory vinorelbinu Ize fadit 1
PLKs (polo-like kinases), jejichz zvySené exprese u NSCLC ovliviiuje pozitivné Gi€innost
vinorelbinu diky vlivu na mikrotubuly [356]. Folatovy receptor (hrajici roli v transportu
pemetrexedu) a nize diskutovana TS (thymidylat syntdza) maji patrné vliv na i¢innost
pemetrexedu [356, 359]. Jako prediktivni marker gemcitabinu miize slouzit RRM
(diskutovano nize) ¢i hENT1 (human equilibrative nukleoside transporter 1) podileji se na
absorpci gemcitabinu do bunky [355, 356]. Rovnéz byl popsdn mozny prediktivni vliv
snizené exprese deoxycitidine kindzy, ktera je zodpovédna za pfeménu gemcitabinu

v aktivni metabolit. Opaény vliv ma 5’-nukleotidaza, ktera defosforyluje aktivni metabolit
gemcitabinu, pfipadné mize byt deaktivovan cytidine deaminazou [360]. ZvySena exprese
TOP2a (topoisomerase Ila), kterd je cilem etoposidu ¢i duplikace CEP17 (ericentromeric
alpha satellite repeat on chromosome 17) jsou jedny ze zvazovanych prediktivnich

markera etoposidu [355, 356].

Opravné geny (predev§im ERCC1= excision repair cross-complementation group 1,
BRCA1 = breast cancer type 1 susceptibility protein, RRM1 = ribonucleotide reductase
M1 a TS) byly zkoumény jako mozné prediktory adjuvantni, ptipadné téz paliativni,
chemoterapie. Funk¢ni vyznam geni ERCC1, RRM1 a BRCAL je popsén nize v ¢asti
Reseni vlastni studie. TS katalyzuje methylaci deoxyuridinmonofosfatu (dUMP) na
deoxythymidinmonofosfat (dATMP), ktery hraje kli¢ovou roli v replikaci a opravé DNA a
proliferaci nadorovych bunék. TS je klicovym cilem pemetrexedu. Stran progndzy je
sniZzend exprese RRM1 spojovana s hor$i prognézou, u ERCC1, BRCAI1 i TS existuje fada
odporujicich si praci, jejichz spolecnd interpretace je pro jejich vzajemnou heterogenitu
pomérné obtizna. Obdobna situace panuje i na poli jejich mozného prediktivniho vyznamu
(obecné nizsi exprese téchto genli ma vést k lepSimu efektu dané 1é¢by), kdy ERCC1 je
spojovan piedevs§im s odpovédi na cisplatinu, RRM1 s odpovédi na gemcitabin, BRCAI

s odpovédi na taxany a TS s odpovédi na pemetrexed. Problémy zlstava rozdilna

metodika stanoveni (IHC vs. RT-PCR) s riznymi uzitymi protilatkami, cut-off i vzorky
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(FFPE vs. mrazena tkan) a heterogenitou jednotlivych skupin pacienti mezi
publikovanymi studiemi. Navic je otazkou, zda jeden z genli podilejicich se na opravnych
krocich DNA, mlze obsdhnout cely tento slozity a komplexni d¢j a zda tedy nebude nutné
stanovit a validovat §irs§i molekularni panel [357, 359, 361-366]. U fady opravnych genti
nemusi hrat roli jen samotna vyse jejich exprese, ale téZ stanoveni jednonukleotidovych
polymorfismi (SNPs) téchto genti [367-369]. Vysledkem je, Ze z&dny z téchto markert se
zatim neuziva v klinické praxi a je tieba provést precizni prospektivni studie k vyjasnéni

vyse popsanych problémd.

Jiné prace neoperuji s pouze jednim genem ¢i miRNA, ale snazi se stanovit geneticky
panel slouzici k diagnostickym, prediktivnim ¢i prognostickym tceltim. Problém vSak
zlstava validace téchto vysledkl dal$imi studiemi a stanoveni pfesnych postupt
uchopitelnych v klinické praxi [370-374]. Pozornost byla vénovana i hmotnostni
spektrometrii pfi ur¢ovani panelu peptida v plasme resp. séru. U NSCLC byly zkoumany
vybrané panely zejména ve vztahu k EGFR-TKIs, kde prokazaly nadéjny prediktivni i
prognosticky efekt. Vzhledem k malym souboriim je vSak nutné tyto vysledky podpofit

rozsahlejsi konfirmacni praci [375].

Pozornost byla téZ vénovéana IHC urceni prognostickych biomarkeri, kdy byla uréena fada
kandidatnich molekul, av§ak zadna z nich zatim nepronikla do klinické praxe [376].

Z uzivanych markert popisuje metaanalyza Qiana et al. prognosticky vliv TTF-1, avSak
tato prace se nezaklada pouze na IHC vySetfenich [377]. Vliv dal§iho znamého indexu Ki-

67 (marker proliferace) na prognézu zlstava nejasny [378].

Slibné se rozvijejicim oborem je proteomika, kterd zkouma funkci proteinti. U NSCLC lze
takto vySetfovat fadu vzorki — nddorovou tkan, plicni vypotek, krev, mo¢ ¢i sputum. Jeji
vyuziti mize byt v diagnostice plicnich tumorti. Ale téz maze slouzit k urceni
prognostickych (napt. rodina S100, annnexiny) i prediktivni markert — napt. H-FABP
(heart fattyacid-binding protein) je spojovan s odpoveédi na EGFR-TKI [379].

Zajimavou moznost piedstavuje téZ méfeni markert neinvazivni cestou pomoci zachyceni
v kondenzatu vydechovaného vzduchu, kde se ohledné diagnostiky NSCLC pracuje
nejcastéji s markery oxidativniho stresu a prozanétlivymi proteiny rodiny S100, které by

navic mohly byt markery i pro CHOPN [380].
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4 ResSeni vlastni studie

Souborem feSeni jsou tfi samostatné prace, jejichZ problematika je uvedena nize [41, 381,

382].

4.1 Vliv exprese vybranych protein kodujicich genii a mikroRNA

na riziko relapsu plicnich adenokarcinomii stadia 1

[381]

Uvod

Plicni karcinom patii mezi nejcastéjsi pfi¢iny umrti na nddorova onemocnéni na svéte, kdy
dominantni roli zaujima nemalobunécny plicni karcinom (NSCLC). Chirurgické resekce je
zlaty standard 1écby pacientt stadia 1A a 1B (dle 6. TNM klasifikace), kdy nasledné pétileté
preziti je uvadéno v rozmezi 60 az 90%, ¢ast nemocnych umira v disledku recidivy tumoru.
Adjuvantni 1écba se v soucasné dobe¢ tidi stadiem nemoci. Pro pacienty stadii 2-2A je
doporucovéna adjuvantni chemoterapie (CHT) platinovym doubletem (obvykle 4 cykly
cisplatiny a vinorelbinu), pro pacienty s pozitivnimi N2 uzlinami je mozné téz doplnéni o
postoperacni radioterapii (PORT) s cilem sniZit riziko lokalni recidivy tumoru. Adjuvantni
CHT u té&chto nemocnych vedla dle dat z velkych randomizovanych studii (IALT, JBR10,
ANITA, BLT) k prodlouZeni pétiletého preziti o 4-15%, metaanalyza (LACE) uvadi
prodlouzeni pétiletého preziti 5,4%. Ackoliv existuji prace dokladajici pfinos adjuvantni CHT
1 u pacientl stadia 1B (n€ktefi autofi doporucuji navysit 1écbu na 6 cykli), v
nejrespektovanési studiit CALGB nebyl obecny benefit pro tyto nemocné prokazan. Post-hoc
analyza prokazala vyznam pouze u nemocnych s tumorem vétSim nez 4 cm. Dalsi snahy se
proto logicky upiraly k nalezeni dalSich klinickych (udévan vliv pohlavi, buné¢né
diferenciace, vaskularizace nadoru nebo vykonnostniho stavu) ¢i biologickych (stanoveni
exprese samostatnych genti nebo vybraného panelu genti) parametru, které by pomohly 1épe
definovat prospéch adjuvantni chemoterapie a pfipadné ji tak nabidnout i né¢kterym
nemocnym stadia 1. Jiné prace posuzuji pouziti cilené 1é€by u vybranych nemocnych misto
standardni CHT - napt. nadéjna studie ALCHEMIST zkoumajici cilené uZiti
tyrozinkinazovych inhibitorl u pacientd s prokdzanymi senzitivnimi mutacemi genu EGFR ¢i
ALK translokacemi. Dosud vSak zZadny z téchto postupti nevedl k uziti v klinické praxi.

Nasim cilem bylo zjistit mozny vztah exprese n¢kterych DNA opravnych genti, ABC
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transportéri a vybranych mikroRNA k obdobi bez recidivy onemocnéni (DFI) a celkovému
preziti (OS) u pacientil s radikaln€ resekovanymi adenokarcinomy stadia 1 bez nasledné
podavané adjuvantni chemoterapie a tim najit kandidatni biomarker, ktery ndm umozni urcit

skupinu pacientl, pro které¢ mize byt podani adjuvantni CHT ptinosné.
Pacienti a metody
Design studie

Retrospektivni studie zahrnovala 42 pacienti stadia 1A a 1B s histologicky ovétenym plicnim
adenokarcinomem s radikalnim opera¢nim feSenim bez adjuvantné podavané chemoterapie
lécenych na Klinice pneumologie a ftiziologie FN Plzen. Pacienti podstoupili operacni vykon
v letech 2003-2011, stadium bylo potvrzené histologickym vysetienim plicniho resekatu
(v€etn¢ disekovanych lymfatickych uzlin hilu a mediastina). Nasim cilem bylo stanoveni
exprese vybranych mRNA a mikroRNA, zjisténi jejich vztahu k DFI a OS, a tak se pokusit
najit mozny marker rizika recidivy onemocnéni, ktery by umoznil identifikovat pacienty s

horsi progn6zou nemoci, ktefi by mohli mit prospéch z podéani adjuvantni chemoterapie.

Pacienti byli pooperacné standardné sledovani, prvni rok byl provadén kontrolni skiagram
plic kazdé 3 mésice, 2. rok kazdych ptl roku, kazdy rok az do 5 let od vykonu pak standardné
probihalo CT plic + mediastina jedenkrat rocn¢, po 5. roce od doby resekce byl provadén
pouze skiagram pliclx ro¢né, v prvnich 5 letech pak u vétSiny nemocnych (pokud nevyjadtili
svij nesouhlas) probihala bronchoskopicka kontrola s cilem vyloucit recidivu v misté pahylu
operacni rany. OS bylo stanoveno jako doba pteziti od opera¢niho vykonu do iimrti/konce
sledovani. DFI bylo definovano jako doba od opera¢niho vykonu do recidivy, resp. konce

sledované¢ho obdobi.
Soubor pacientit

N4&s soubor zahrnoval celkem 42 pacientd s medidnem veéku 65 let (rozmezi 48-77 let). 31
(74%) pacientd predstavovali muzi, 11 (26%) pak zZeny; kutakd bylo 18 (42,9%), exkuiakt 20
(47,6%) a nekuraci 4 (9,5%); 27 nemocnych mélo stadium 1A (64%), 15 (36%) stadium 1B
(shrnuje Tabulka 3). Recidiva se objevila u 19 nemocnych, 23 pacientli v dob¢ sledovani
recidivu nemélo. V dobé vyhodnocovani (tnor 2016) ptezivalo celkem 20 pacientd (5
s recidivou a 15 bez recidivy), pficemz 8 pacientli bez recidivy zemfelo z jiného diivodu nez
plicniho karcinomu, ve skupiné s recidivou zemielo vSech 14 nemocnych v souvislosti

s plicnim karcinomem.
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Vzorky tkané a izolace RNA

Bioptické vzorky byly odebrany béhem chirurgické resekce tumoru (lobektomie) a
zpracovany standardnimi laboratornimi metodami na Siklové Gistavu patologie Fakultni
nemocnice Plzen s cilem diagnostiky tumort - barveni hematoxylinem a eosinem (HE) a
imunohistochemické vysetieni (pomoci p63 a TTF1). FFPE (formalinem fixované parifinové
bloc¢ky) tkanovych vzorki byly skladovany pii pokojové teploté do doby analyzy. Parafinové
fezy uzité pro dalsi zpracovani byly opét barveny HE s cilem mikroskopicky verifikovat
nadorové buiiky, kdy jejich okrsky byly patologem vyznaceny pro naslednou makrodisekci
pro ziskani RNA. Celkova RNA (véetné mikroRNA) byla extrahovdna soupravou miRNeasy
FFPE Kit (Qiagen, Hilden, Germany) z 15 um Sirokych FFPE fezii ziskanych makrodisekci

dle korespondujicich HE barvenych sklicek, na kterych patolog vyznacil nddorovou tkan.
Stanoveni exprese vybranych protein kodujicich genii

Kvantitativni stanoveni mRNA vybranych genti (ABCC1, ABCC10, ABCG2, ATP7B,
SLC22A1, SLC29A1, ERCCI1, BRCA1) byla uskute¢néna pomoci real-time RT-PCR

s uzitim Universal Probe Library (UPL) sond (Roche, Mannheim, Germany) v technickych
duplikatech na pfistroji Stratagene Mx3005P (Agilent Technologies, Santa Clara, CA, USA),
jak bylo publikovano diive.

Stanoveni exprese vybranych mikroRNA

Kvantitativni stanoveni vybranych 17 mikroRNA (miR-15b, miR-21, miR-27a, miR34a, miR-
99a, miR-106a, miR-107, miR-143, miR-150, miR-192, miR-211, miR-218, miR-221, miR-
224, miR-342 a miR-375) bylo provedeno pomoci real-time RT-PCR metody za uZiti
TagMan® MicroRNA Assays (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA) v technickych
duplikatech na pfistroji Stratagene Mx3005P (Agilent Technologies, Santa Clara, CA, USA)
podle instrukci vyrobce sond. Exprese RNU6B (U6snRNA) byla uzita jako normalizator za
uziti tzv. ACt pfistupu (2-ACt algoritmus).

Statisticka analyza

Statisticky software SAS verze 9.3 (SAS Institute Inc., Cary, NC, USA) byl uZzit pro vSechny
statistické vypocty. Zhodnoceni prognostické signifikance (vztah markerii k DFI a OS) bylo
provedeno analyzou maximalni vérohodnosti (Coxtliv regresni model), Kaplan-Meierovi
distribu¢ni funkce byly generovany pro signifikantni markery z Coxova modelu. Vysledky

s hodnotou p<0.05 byly povazovany za statisticky vyznamné.
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Tabulka 3 — Klinické vlastnosti 1. souboru pacientii

Pohlavi muzi zeny

31 (74%) 11 (26%)
Kuracky statut Ex/kuféci nekufaci

38 (90%) 4 (10%)
Stadium 1A 1B

27 (64%) 15(36%)
Recidiva Ano Ne

19 (45%) 23 (55%)
Ptezivani 2/2016 Ano Ne

20 (48%) 22 (52%)
Vysledky

Z celkového panelu protein kodujicich genii a mikroRNA, které jsme stanovovali, jsme
neprokézali zadny statisticky vyznamny vztah mezi jejich expresi a DFI/OS v celkovém
souboru. Pouze u podskupiny kutakii/exkuiakt byl prokazan signifikantni vztah mezi

hladinou mRNA BRCAT1 a OS (p =0,0415, HR = 2,23).
Diskuze

Znalost individualniho pribehu karcinogeneze, kterou mtiizeme hodnotit dle konkrétnich de
novo mutaci nebo dle zmén expresniho profilu vybranych genti, by méla pomoci nejen cilit
moderni 1écbu, ale dle jiz publikovanych vysledkt je nadéjna i pro nddorovou diagnostiku a

vybér chemoterapie.

Nasim cilem bylo posoudit vztah exprese nékterych DNA opravnych gent, ABC transportérti
a vybranych mikroRNA k DFI a OS a pomoci nich identifikovat nemocné, kteii by mohli mit

na zakladé tohoto vySetfeni prospéch z adjuvantni chemoterapie 1 ve stadiu 1.

Lidsky genom obsahuje geny pro 48 ABC (ATB binding cassette) transportéra, které se déli
do 7 rodin (ABCA, ABCB, ABCC, ABCD, ABCE, ABCF, ABCQG). Ptestoze se jedna o
ruznorodou skupinu proteint, jejich spole¢nou vlastnosti je schopnost aktivné pienaset riazné
latky pfes membranu za spotieby ATP. Z hlediska protinddorové 1écby je vyznamné, ze
nékteré z téchto proteinl maji schopnost exkrece toxickych latek z buiiky. Na zakladé¢ reserSe
literatury jsme vybrali 6 genti z této skupiny ve vztahu k nadortim plic (ABCC1, ABCCI10,
ABCG2, ATP7B, Slc22al, Slc29a).
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ABCCI1 (190 kDa) je efluxni pumpou, ktera patii do skupiny C transmembranovych genti
ABC. U NSCLC byl zkouman jeji vliv na rezistenci na 1écbu taxany ¢i etoposidem. Jeji
zvysena exprese byla popsana na hematoencefalické bariéte, ve stievech a sliznici tst. Byla
pozorovana jeji zvysena exprese v plicich, coz zfejmé souvisi s jeji ulohou protektivniho
faktoru pied znec¢isténim ovzdusi a inhala¢nimi toxiny. Jeji zvySend exprese je popisovana
nékterymi autory jako negativni faktor pro OS i PFS u nékterych druhtt CHT a dokonce i u
TKI. Roli mohou hrat i "varianty" tohoto proteinu zptisobené polymorfismy, napt. SNP
(single nucleotide polymorfisms). Jeji exprese se zda byt vyssi u dlazdicovych karcinomt a

stadia 1. V nasi studii jsme zadny vztah k DFI ¢i OS nezaznamenali.

ABCCI10 (171 kDa) je dal§im transmembranovym transportérem z rodiny C skupiny ABC
efluxnich pump. Normalné je exprimovéna v fad¢ tkani, zejména v kizi, tlustém steve a
varlatech. U NSCLC je pak popisovéana vétsi exprese ve srovnani s normalni plicni tkéni, coz
muze mit vliv na rezistenci napt. k taxaniim, vinca alkaloidim ¢i TKI. Je tedy moznym

prognostickym/prediktivnim faktorem u NSCLC. V nasi studii jsme vsak toto neprokazali.

ABCG?2 je dalsi z rodiny ABC transportéri, ktery vytvari transmembranové homodimery ¢i
tetramery. Tento gen, nalézajici se na 4. chromozomu, je exprimovan v fadé¢ tkani, napf.
placenté, tenkém stteve, jatrech, ledvinach, mozku ¢i hematopoetickych kmenovych bunkéach.
Jeho zvySena exprese, popt. nékteré z polymorfismti, se davaji do souvislosti nejen

s rezistenci na topotecan ¢i platinu, ale téZ byl popsan vztah k EGFR-TKI i ALK inhibitortim.
Jinde je naopak udavan vliv gefitinibu na jeho inhibici. Navic je popisovan i jeho vztah k
nékterym nezaddoucim uc¢inkiim CHT ¢i TKI. ABCG2 protein je povazovan za marker
kmenovych bunék, které se podileji na proliferacni aktivité tumoru. Proto neptekvapi, Ze fada
praci udava jeho vztah k prognoéze pacientii s NSCLC. U ranych stadii je jeho vztah k OS
sporny, moznd v disledku spoluptisobeni dalSich faktort — udavan napt. vliv CD133. Nase

prace zadny vliv mezi expresi mRNA tohoto genu a DFI ¢i OS neprokazala.

ATP7B patii do rodiny ATPaz transportujicich t€Zké kovy — mimo jiné i méd’. Gen je
exprimovany predevsim v ledvinach a jatrech, kde ma za tikol odstraniovat ptiliSné mnozstvi
médi z bunék — v jatrech tak jeho mutace mize vést ke vzniku Wilsonovy choroby. Jeho
zvySena exprese je davana do souvislosti s rezistenci k cisplatiné u fady naddort vcetné
NSCLC, tyto vztahy jsou ale mozna komplexni a nezavislé na samotné expresi ATP7B. U
NSCLC byla popséana zvysena exprese tohoto genu, ktera byla spojena se snizenou
diferenciaci nadorovych buné¢k a horsi progn6zou nemocnych. Nase prace tuto asociaci
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neprokazala, coz mohlo byt zptisobeno i nizkym stadiem onemocnéni (publikované prace se

zamé&fovaly na pokrocila stadia).

Slc22al je transmembranovy transportér exprimovany predevsim v jatrech, ledvinach a
stieve. Je spojen s efluxem fady 1€kt a toxind. Je exprimovan u fady nadort véetné NSCLC,
kdy muze souviset s chemorezistenci na nékteré druhy CHT a nepiiznivou prognozou. Vliv
tohoto genu je u NSCLC prozatim mélo prozkouman — v jedné praci byly davany do
souvislosti jeho SNP se stupném vyrazky u pacientii Iécenych EGFR-TKI. V nasi praci jsme

pak nezaznamenali jeho vztah k prognoze.

Slc29al je transmembranovy transportér nukleosidli a nukleosidovych analog lokalizovany na
6. chromozomu. U NSCLC byla popséana jeho deregulovana exprese, kterd se miize ménit i

v zavislosti na nékterych SNP. Jeho zvySena exprese je spojovana s horsi 1é¢ebnou odpoveédi
na gemcitabin. Nebyl prokézan rozdil mezi expresi u adenokarcinomu a dlazdicového
karcinomu. U pacientli lé€enych gemcitabinem je popisovan jeho vliv na OS, nikoliv na PFS

(¢as do progrese). U nasi skupiny pacientii nebyl zadny vztah k prognéze prokazan.

Funkci gent ERCC1 a BRCAL, stejné jako jejich moznym prognostickym/prediktivnim
vyznamem u pokroilych tumort, se zabyva nas predchozi ¢lanek. Rada autorti se pak
zabyvala 1 vztahem k mozné predikci odpovédi na adjuvantni chemoterapii, resp. prognoze
radikalné operovanych pacientii s NSCLC, kdy nékteré prace naznacuji mozny prognosticky a
prediktivni potencidl, ale definitivni zavér prozatim nebyl stanoven. V nasi praci jsme vztah
ERCC1 a BRCA1 k DFI ¢i OS u celkového souboru nezaznamenali, ovSem v podskupiné
kutakt/exkuraki jsme prokazali signifikantni vztah exprese BRCAI1 k OS. Je tedy mozné, Ze
expresi BRCA1 v nadorové tkani ovlivituje 1 kutacky statut. Toto tvrzeni je ale nutné potvrdit
dalsimi studiemi. BRCA1 pfispiva k oprave dvojitych zlom DNA a dale funguje jako
regulator chemoterapii indukované apoptdzy — pfedevsim u antimikrotubuldznich latek
(taxany, vinca alkaloidy). Na toto téma vzniklo n¢kolik praci, kdy ¢ast publikaci se zabyvala
pacienty s adjuvantni ¢i neoadjuvantni Ié¢bou a n€které pak, stejn€ jako nase prace, i pacienty
bez adjuvantni 1écby. Taron et al. prokazali lepsi efekt neoadjuvantni CHT (cisplatina +
gemcitabin) u 55 pacientl s nizkou expresi BRCA1. V nasi praci jsme obdobny vztah
nezaznamenali, BRCA1 méla vztah pouze k OS u dlazdicovych karcinomi. Studie faze I11
SCAT pak u 500 pacientii adjuvantné Ié€enych v jednom rameni cisplatinou s docetaxelem a
v druhém dle exprese BRCAL, bud’ cisplatinou + gemcitabinem (pfi nizké expresi BRCA1)
nebo cisplatinou + docetaxelem (pii sttedni expresi BRCAT1) ptipadné jen docetaxelem (pfi

vysoké expresi BRCA1), nezaznamenala rozdil v OS mezi obéma rameny. Rossel et al. pak
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prokézali u 126 pacientli bez adjuvantni 1éCby (stadia 1-3) horsi pieziti u 40 pacienti s vyssi
expresi BRCAT (medidn OS 29 mésicit) oproti 83 nemocnym s nizkou expresi BRCAI
(medidn OS v dobé¢ vydani studie nedosazen). Dalsi studie potvrzovala tyto zavéry u pacienti
se stadii 1B-2B. Sanchis et al. se pak vénovali vylu¢né stadiu 1, kde u 64 pacient téz
neprokazali vliv exprese BRCA1 na OS, avSak vyssi exprese BRCA1 méla vztak k nizSimu

DFL

MikroRNA (miRNA) jsou kratké (22-24 nukleotidit), jednovlaknové, nekddujici RNA
molekuly, které negativné reguluji genovou expresi na posttranskripéni urovni
prostfednictvim inhibice translace a/nebo snizenim stability cilové mRNA. Tento zdkladni
biologicky proces byl objeven teprve nedavno a je intenzivné studovan (Andrew Fire, Craig
Mello — Nobelova cena za rok 2006). Odhaduje se, ze exprese az 50 % genti je ovlivnéna
touto cestou. Bylo identifikovano uz vice nez 2500 lidskych miRNA (databaze miRBase).
Konkrétni mikroRNA se oznacuje pfedponou miR- nasledovanou ¢islem. Jedna konkrétni
miRNA muze cilit stovky riznych RNA transkriptd, ale i obracené, jedna konkrétni mRNA
muze byt cilem pro mnoho riznych miRNA. Z uvedeného je tedy ziejmé, o jak komplexni
regulaéni sit’ se jednd. Rada miRNA se u¢astni karcinogeneze, a to ovlivnénim exprese
tumorsupresorovych genti nebo onkogentl. Tzn. nékteré miRNA vykazuji tumorsupresorovy
nebo onkogenni efekt a jsou typické pro nadorové buniky. V soucasnosti je pro vétSinu
onkologickych onemocnéni, resp. typl nadorové tkang, zndm charakteristicky profil exprese
molekul miRNA a je vkladana nad¢je, Ze nékteré najdou vyuZiti jako naddorové markery. V

nasem piipad¢€ jsme se zajimali o mikroRNA, které hraji roli v patogenezi nadort.

miR-15b byla v souvislosti s NSCLC zkoumana piedevsim jako soucast mozného
diagnostického molekularniho panelu. U NSCLC je popsana jeji zvySena exprese a korelace
se stupném diferenciace (grade) nadoru. Proto by jeji exprese mohla mit souvislost i

s prognézou nemocnych. To se vSak u naSeho souboru pacientd nepotvrdilo.

Mezi mikroRNA s onkogennim efektem patii u fady nadori (véetné NSCLC) intenzivné
studovana miR-21, jejiz gen se nachazi na 17. chromozomu. Podili se na fizeni proliferace,
angiogeneze, invazivity a migrace nadorovych buné¢k, kdy je mimo jiné ddvana do souvislosti
s regulaci EGFR, PTEN, BCL-2 ¢i KRAS. Byl popsan vztah miR-21 k odpovédi na
chemoterapii jak platinovymi derivaty, tak i na radioterapii. U NSCLC je popisovana jeji
zvysena exprese v tkdni, plazmé 1 séru a to zejména u adenokarcinomu, vyssich TNM stadii a
pii niz8im stupni diferenciace (vyssi grade) tumoru. Uplatiiuje se 1 jako soucast

diagnostickych paneltt NSCLC vcetné ranych stadii. Rovnéz je poukazovéno na jeji
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prognosticky vyznam v jednotlivych studiich i v metaanalyze. Prognosticky vyznam
(signifikantni vztah k DFI i OS) byl popsén i u stadia 1. Nase prace pro tyto nemocné zadny

vztah k progn6ze nezaznamenala.

miR-27a se podili na regulaci proliferace a apoptdzy u fady nadort. U NSCLC je udavana jeji
snizena koncentrace v séru a v plasme. V pre-miRNA 1 samotné miRNA bylo nalezeno
nékolik polymorfismt, u kterych néktefi autofi uvadéji vliv na OS, nekteré prace tento vztah
neprokazaly. V souvislosti s miR-27a je u NSCLC vénovan zajem predev§im moznému vlivu
na rezistenci k EGFR-TKI cestou MET (snizena exprese miR vede ke zvysSené expresi MET)
a ptipadné¢ SPROUTY7 (ovliviwyjiciho tézZ MET). Ale byl zkoumén i mozny vliv miR-27a na
angiogenenezi a rezistenci k platinovym derivatim. V nasi praci jsme vSak zadny vliv na

prognézu nemocnych neprokazali.

miR-34a je tumor supresorova mikroRNA lokalizovana na 1. chromozomu. Je deregulovand u
fady tumort — karcinomu prsu, prostaty, osteosarkomu 1 NSCLC. K jejimu sniZeni mize
dochazet jednak vlivem nékterych mutaci, ale zejména pak epigeneticky pomoci metylace
jejiho promotoru. Ovlivnénim procesu reparace DNA se miR-34a podili na citlivosti nddorové
tkan¢ k radioterapii, dale je uvadeén jeji vliv na ucinnost EGFR-TKI diky ovliviiovani drah
MET a KRAS onkogent, ale vztah je popisovan i k imunité skrze pisobeni na NK bunky ¢i
TGFB. Rovnéz se podili na fizeni apoptdzy — cestou bel2 a p53 — a proliferace nadorovych
bunék —cestou Rb, TGF ¢i1 PDGFR. Jedna prace pak, v kontrastu k pfedchozim publikacim,
uvadi zvySenou expresi u NSCLC. U tumort nizkych stadii je popisovano sniZeni u
dlazdicovych forem (SCC) a naopak zvySeni u adenokarcinomil. OdliSné sloZeni souboru
pacientl tak mlze byt vysvétlenim pro zvySenou expresi miR-34a u vySe zminéné prace. U
NSCLC nizkych stadii byl té€Z zmifovan vliv na prognézu pacientti. My jsme vsak, podobné

jako Wang et al. takovyto vztah neprokazali.

miR-99a je mikroRNA s tumorsupresorym efektem, jejiz gen je lokalizovan na 22.
chromozomu. Je uvadéna jeji snizend exprese ve tkani NSCLC (ACC 1 SCC). Diky cileni na
mTOR a fadu gent podilejicich se na epitelidln€ mesenchymalni pfeméné (EMT) inhibuje
proliferaci, migraci a invazivitu NSCLC. Lze tedy pfedpokladat plisobeni této miRNA na

prognézu nemocnych. Takovyto zavér jsme ale v nasi praci nepotvrdili.

miR-106a byla plivodné povazovéana za onkogenni se zvySenou expresi u NSCLC s vlivem na
proliferaci, invazivitu a migraci nddorovych bun¢k. Rovnéz byla jeji zvySena exprese davana
do souvislosti s rezistenci na cisplatinu diky vlivu na efluxni pumpu ABCA1. Nov¢jsi prace
pak ukazuje i na jeji mozny tumorsupresorovy potencial diky vlivu na autofagii tumor6znich
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bunék. Dle naSich znalosti vliv na prognozu u pacientii ve stadiu 1 nebyl dosud zkouman, kdy

nase prace tuto moznou korelaci nepotvrdila.

miR-107 ma tumor supresorovy efekt u fady nadorti (napt. karcinom zaludku, nadory hlavy a
krku), kdy se podili na fizeni bunécné proliferace a apoptozy. U NSCLC byla popsana téz
snizena exprese této mikroRNA s vlivem na bunéény cyklus a moznym navozenim rezistence
k cisplating. Snizena exprese byla v praci Zhonga et al. ve vztahu ke krat§Simu OS. V nasi
praci jsme tento vztah na naSem souboru pacientt stadia 1 nepotvrdili, coz miize byt

zpusobeno odlisSnym vlivem této mikroRNA u riznych TNM stadii NSCLC.

miR-143 je mikroRNA s tumor supresorovym plisobenim, jejiz gen je lokalizovan na 5.
chromozomu. Hraje vyznamnou tlohu u fady karcinomt véetné NSCLC. Diky ptisobeni na
n¢které onkogeny (napt. KRAS, MMP-13) se podili na regulaci bunécné proliferace,
apoptozy, migrace a metastazovani u NSCLC. Déle je davan vztah miR-143 do souvislosti

s fizenim autofagie a glykolyzy. miR-143 byla rovnéZz zkoumana jako potencionalni
diagnosticky marker pro NSCLC. Jeji snizend exprese u NSCLC byla spojena s kurackym
statutem, coz podobné¢ jako u naseho vysledku u BRCA1, podporuje vliv kutackého navyku
na nékteré molekuly spjaté s rozvojem NSCLC. I ptes znacny zdsah miR-143 do onkogeneze
NSCLC a pievahu kutaki v naSem souboru, jsme nezaznamenali vztah této mikroRNA

k prognoze.

Gen pro onkogenni miR-150 se naléza na chromozomu 19. Tato mikroRNA je zvySené
exprimovana u fady naddort véetné NSCLC (ackoliv Ize najit 1 praci dokladajici snizeni jeji
exprese u NSCLC). Toho lze potencionalné vyuZit téZ pfi diagnostice nizkych stadii NSCLC.
Nicméné exprese miR-150 se zvySuje se stoupajicim stadiem. Mezi funkce miR-150 patii
regulace apoptdzy (spjat s p53) a bunécné proliferace. Rovnéz je davana do souvislosti

s toxicitou radioterapie diky ovliviiovani zanétlivych cest. Ackoliv byl popsan jeji vztah

k prognéze NSCLC, v naSem souboru pacientli jsme tento vztah neprokazali.

Onkogenni miR-192 je zvySen¢ exprimovana v NSCLC. Podili se na fizeni proliferace (cestou
PIK3-AKT-mTOR) a apoptozy (ovliviiuje bel-2 a p53). Jeji zvySena exprese je uvadeéna jako
jedna z cest rezistence k chemoterapii (zkouman rezim cisplatina-gemcitabin). V naSem

souboru jsme neprokazali jeji vztah k prognoze pacientd.

Dalsi onkogenni mikroRNA se zvySenou expresi u NSCLC je miR-211. Tato mikroRNA

ovliviiuje bunécnou proliferaci a invazivitu nadorovych bunék. Je uvadéna jako jeden z
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moznych biomarkert dlazdicového karcinomu, obdobny vztah u adenokarcinomu nebyl

dosud zkouman. V naSem souboru jsme neprokazali jeji vztah k prognéze pacienta.

Tumor supresorova miR-218 vykazuje snizenou expresi ve tkdni NSCLC. Jeji snizeni mize
byt zplisobeno jednak polymorfismy genu (SNP) nebo hypermetylaci jejiho promotoru. Tato
hypermetylace miize mit souvislost s koufenim. Funk¢né se tato mikroRNA podili na bunécné
migraci a invazivité. Je udavana souvislost mezi jeji snizenou expresi a rezistenci na 1écbu
EGFR-TKI a diky regulaci apoptozy i platinovym derivatim. Tento tumorsupresor je davan
do souvislosti s horsi prognézou pacientti s NSCLC. Tento vztah vSak naSe studie u souboru

pacientl stadia 1 nepotvrdila.

miR-221 byla pivodné povazovana za onkogen aktivovany pomoci MET. Jeji zvySena
exprese u NSCLC negativné ovliviiuje inhibitory proliferace a migrace (PTEN, TIMP-3,
MMP, AKT). Nasledné¢ byl popsan i tumorsupresorovy efekt této mikroRNA, piesny vliv na
NSCLC tedy neni dostate¢né znadm a patrné zavisi na mistnim kontextu. V nasi studii jsme

neprokazali vliv miR-221 na prognézu naseho souboru pacientt.

miR-224 byla popisovana u riznych tumort jako tumorsupresor i onkogen. U NSCLC je
davana do souvislosti spise s tumorsupresorovym efektem, tzn. jeji snizena exprese je spojena
s hor$i progndzou pacientli v pokrocilych stadiich. Jina prace pak dokladé vliv na OS jen u
nemocnych s mutaci pS3/KRAS. Funkéné se podili na ovliviiovani proliferace, apoptézy,
invazivity a migrace nadorovych bunék. NaSe prace vztah miR-224 k prognoze u ¢asnych

stadii tumor® neprokézala.

miR-342 vykazuje sniZzenou expresi v tkdni NSCLC s vlivem na proliferaci a invazivitu
tumoru patrné diky ovlivnéni exprese RAP2B. V nasi studii jsme neprokézali vliv této

mikroRNA na progn6zu nemocnych.

miR-375 se podili na fizeni proliferace, migrace a invazivity u fady karcinoml, vykazuje
tumorsupresorovy efekt. Snizeni exprese miR-375 mlZe byt navozeno metylaci jejiho
promotoru. U NSCLC je uvadén podil miR-375 na rezistenci vii¢i CHT (cisplatina-
vinorelbin), coz mize byt zpiisobeno vlivem na DNA opravny gen ERCC1. U NSCLC je
popisovana snizend exprese miR-375 u ACC ve srovnani s SCC, coz miize byt potencionalné
i diagnosticky vyuzitelné. Jeji snizena exprese je spojena s kratSim OS v n€kolika studiich i
jedné metaanalyze, jedna studie naopak uvadi opacnou souvislost. Nase studie zadny vztah

k prognoze neprokazala.
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Rozdilné vysledky mezi riznymi studiemi mohou zéviset jednak na rozdilné metodice
stanoveni a pouzitych cut-off pro dané markery a déle zejména na rozdilném zastoupeni
klinickych skupin (stadium, pohlavi, vék, kutacky status, PS, etnikum) pacientt

v jednotlivych studiich. Proto jsme se snazili v nasi pilotni studii provést méfeni na
homogennim souboru pacientl odrazejicim realné klinické podminky. To vSak mélo za
nasledek vyrazné snizeni velikosti souboru nemocnych, kdy jsme nemuseli mit dostate¢né
velky soubor pro prokazani mensich odchylek. Byla by tedy vhodné validace nasich vysledki

na vEtsi multicentricke studii.

Zavér

Nasim cilem bylo pokusit se najit mozny marker rizika recidivy onemocnéni u pacientti

s plicnimi adenokarcinomy nizkych stadii, ktefi podstoupili pouze radikalni chirurgickou
1écbu. Tento marker by mohl byt nasledné vyuzitelny pro identifikaci pacientli s neptiznivou

prognozou, tzn. téch, ktefi by mohli mit prospéch z podani adjuvantni chemoterapie.

V rutinnich FFPE nadorovych vzorcich jsme prokézali vztah mezi krat§im OS a hladinou
BRCA1 u podskupiny kutédkt/exkuiakti. Tento vysledek je vSak vzhledem k malé skupiné
souboru nutné potvrdit dal$imi studiemi. V celkové skupiné pacientli jsme vztah mezi expresi
nami vybranych genli a DFI/OS neprokézali. V tomto kontextu tedy, dle vysledkii nasi studie,
nelze Zadny ze zkoumanych markerti povazovat za vhodny indikator podani ¢i nepodani

adjuvantni chemoterapie u resekovanych nemocnych s adenokarcinomem stadia 1.

4.2 Prognosticky vyznam ERCC1, RRM1 a BRCAT1 u chirurgicky

léCenych pacienti s nemalobunéénym plicnim karcinomem

[41]

Uvod

Chemoterapie (CHT) je nepostradatelna pti 1€cbé nemalobunééného plicniho karcinomu (non-
small-cell lung cancer, NSCLC). Posledni studie poukazuji na mozné vyuziti molekuldrnich
markert pro pfedpoveéd’ 1écebného efektu podané CHT. U pacientl s asnymi stadit NSCLC
piedstavuje chirurgicka resekce moznou kurativni 1écbu. Kromé pacientt stadia I je
chirurgicka resekce obvykle nasledovana adjuvantni CHT. Cilem nasi studie bylo nalézt
prediktory efektu chemoterapie u pacientt, kteti podstoupili resekci nadorové tkané s
naslednou adjuvantni CHT. Stanovili jsme hladiny mRNA gentit ERCC1 (excision repair

cross-complemetary group 1), RRMI1 (ribonucleotide reductase subunit M1) a BRCA1 (breast
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cancer 1) ucastnicich se oprav poskozené DNA a urcili jejich vztah k bezpiiznakovému
obdobi (disease-free interval, DFI) a celkovému pteziti (overall survival, OS). Také nas
zajimalo, zda potencialni rezidudlni nddorové buiiky po chirurgické resekci odrazeji vlastnosti

primarniho tumoru, na coz bychom usuzovali dle 1é¢ebné odpovédi.

Soucasti hledani novych 1é¢iv a jejich zavadéni do klinické praxe je snaha uplatnit prediktory
efektu 1éCby a to nejen u novych cilenych 1é¢iv, ale také u chemoterapeutik. Lécebny efekt
CHT je limitovan schopnosti nddorovych bunék prekonat u€¢inky chemoterapie pomoci

exprese DNA opravnych genii a enzymu podilejicich se na metabolismu nukleovych kyselin.

Eukaryotické bunky reaguji na poSkozeni své genetické informace aktivaci opravnych
mechanismd, kde hraji klicovou roli: detekce poskozeni DNA, zabranéni replikace poskozené
DNA, moznosti opravy poskozeni a pii jeji neopravitelnosti vyvolani apoptozy buniky.

K opravé poskozené DNA vyuziva na§ genom fadu mechanismt liSicich se efektivitou. Mezi
pojednano dale; BER (base excision repair), ktery se uplatiiuje pti opraveé jedné poskozené
baze (tj. redukované/oxidované/methylované baze); MMR (mismatch repair) podilejici se na
opravach DNA pfi replikaci; HRR (homologous recombination repair), o kterém bude téz
pojednano niZe; a kone¢né OSR (one step repair), kdy dochazi k ptimé jednokrokové opraveé
vlakna DNA. VSechny tyto opravné mechanismy brani poSkozeni genomu jak exogennimi
(chemikalie, UV zafeni, radiace) tak endogennimi vlivy (volné radikéaly bunééného
metabolismu, chyby pfi replikaci). Pokud je vSak ptekrocena jejich kapacita (tzv. DRC =
DNA repair capacity) nebo pokud burika neni schopna DNA opravit z jiného divodu, je
aktivovana apoptdza (tj. programovand bunécna smrt). Jsou-li v§ak poskozeny samy opravné
mechanismy (napf. hereditarni mutace v MMR genech) nebo aktivace apoptozy, dochézi

k ptfenosu mutaci DNA do dalsi bunéné generace. Nedostatecna aktivita opravnych
mechanismu se proto dava do souvislosti jednak s procesem starnuti a jednak s karcinogenezi.
Naopak 1écbu miize komplikovat zvySena aktivita téchto mechanismu branici t¢inku
nekterych chemoterapeutik, jelikoz opravné geny brani efektivnimu poskozeni DNA a tim

aktivaci apoptozy délicich se nddorovych bunék.

Gen ERCC1, kédujici 5'-endonukledzu o 297 aminokyselinach (AK), je lokalizovéan na 19.
chromozomu. Je tvofen 10 exony o celkové délce 15kb. Je klasifikovan jako tumorsupresor.
Protein erccl je dalezitou soucast NER komplexu skladajiciho se z vice nez 30 proteint.
Jednou z hlavnich funkci NER komplexu je oprava tzv. DNA adukti, které vznikaji naptiklad

vlivem UV-zéfeni ¢i n¢kterych latek cigaretového koute, ale 1 pfi terapeutickém vyuziti
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platinovych derivat. Bez opravy téchto adukti dochdzi k ireverzibilnimu poskozeni DNA
(pfedevsim guaninu). Adukty predstavuji kovalentni vazbu molekuly alterujici latky (napf.
cisplatiny) na vlakno DNA (pfedevsim na dusik na 7. pozici guaninu). Pro jejich u¢innou
opravu musi byt adukty nejprve rozpoznany NER komplexem. To se déje dvéma zplsoby,

v zavislosti na typu NER komplexu. Tzv. GG-NER (global genome NER) rozeznava adukty
v celém genomu, zatimco tzv. TC-NER (trascription coupled NER), se aktivuje pouze pfi
poskozeni transkribovanych sekvenci. V tomto pocate¢nim kroku se u GG-NER uplatiiuji
piedevsim geny majici vliv k UV zafeni (napi. UV-DDB, XPC = xeroderma pigmentosum C),
zatimco v TC-NER ptedevsim RNA polymeraza IT (RNAPII). Dalsi cesta je jiz pro oba
systémy spole¢na. Jde nejprve o rozvinuti dvouvlaknové DNA vlivem helikaz XPD (smér 3°-
5°) a XPB (XPB (smér 5°-3°) a jeji stabilizaci pro nasledné kroky. Poté endonukleaza XPG
spolu s helikdzou XPA ovéri DNA poskozeni a §t€pi DNA pfi 3 jeho konci. Dalsi krok je
realizovan nami stanovovanym ERCCI1, ktery po vytvofeni heterodimeru s XPF vystfihne
poskozeny fragment 24 az 32 nukleotidli ve sméru 5°-3° (za pomoci dalSich proteind —
predevsim rodiny XP — xeroderma pigmentosum). Z opac¢né strany pak provadi excizi gen
XPG [44]. Vystiizené vlakno je nasledné doplnéno pomoci polymerazové aktivity DNA
polymerazy 0,¢ ¢i k a nakonec je oprava dokon¢ena spojenim fetézct ligdzou. Jak jiz bylo
vidét na ¢etném zastoupeni genit XP, ma tento systém uzky vztah ke karcinomtiim kiize, avSak
aktivita tohoto komplexu byla prokazana 1 u fady dalSich naddorti - napt. NSCLC. Cisplatina
pusobi cytotoxicky vytvarenim aduktl, které vedou ke crosslinkingu DNA a nasledné
aktivaci programované bunécné smrti. Snizeni mnozstvi poskozeni DNA, at’ uZ niz§im
vytvarenim aduktt (napt. mensi davka 1€ku) ¢i jejich opravou, miize vést k nizsi ucinnosti
tohoto chemoterapeutika. Jak bylo zminéno vySe, NER komplex rozpoznava a odstraiuje
zminéné adukty a tim padem miiZe zpisobovat rezistenci k platinovym cytostatikiim, a to i
bez ohledu na kutacky status ¢i rasu (studie mély obdobné vysledky v asijské i kavkazské
skuping). Tuto myslenku dokladé signifikantni vztah mezi paliativni CHT s pouzitim
cisplatiny a expresi genu ERCC1. N¢které prace vSak zadny vztah mezi paliativni CHT

s platinovym dubletem a expresi ERCC1 u pokroc¢ilého NSCLC neprokazaly. To vSak bylo
davéano do souvislosti s konkrétnimi polymorfismy, ménicimi funkci tohoto genu. Jako
prekazka zavedeni stanoveni exprese ERCCI1 do klinické praxe je namitana problematicka

standardizace tohoto vySetfeni.

Gen RRM1 (délky 55,85kb) je lokalizovany na 11. chromozomu, kde se u NSCLC nachazi

oblast s Castou ztratou heterozygozity. Jeho produktem je prvni podjednotka enzymu
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ribonukleotid reduktazy (druhou podjednotku pak koduje gen RRM2). Na obecné urovni bylo
zjisténo, ze tento tumor supresor brani proliferaci, invazivité i metastazovani nadorti. Dobfte
byl popsan vztah mezi genem RRM1 a tumorsupresorem PTEN. ZvySeni exprese RRM1 vede
k vyssi expresi genu PTEN, ktery inhibuje signalni drahu PI3K/Akt/mTOR a tim inhibuje
proliferaci a migraci bun¢k. RRM1 se rovnéz podili jako opravny gen procesu homologni
reparace v NER komplexu. Ugastni se fize opravy poskozenych ribonukleotidtL.
Ribonukleotid reduktaza predstavuje jediny enzym umoziujici pfeménu nukleotidl

na deoxynukleotidy. Vysoké hladiny RRM1 jsou spojovény s rezistenci na nukleotidovy
analog gemcitabin, ktery indukuje apoptdzu. Gemecitabin funguje jako prolécivo, které pomoci
kindz vytvari samotny u¢inny gemcitabin-di/tri-fosfat. Ten poté nasledn¢ inhibuje DNA
polymerazu a téz ribonukleotid reduktazu, prave spjatou s RRM1, a tim i syntézu DNA.
RRM1 je vsak téz popisovan jako prediktor u¢inku paliativni CHT v kombinaci cisplatina-

vinorebin.

Tumor supresor BRCA1 o délce 81kb se nachazi na 17. chromozomu. Kéduje protein o 1862
aminokyselinach. BRCA1 ma nékolik domén, na které se vaze fada proteint se Sirokym
spektrem funkci jako je aktivace kontrolniho bodu v bunééném dé€leni, regulace transkripce a
DNA opravy. Na N-konci mizeme nalézt tzv. RING (really interesting new gene) doménu,
ktera asociuje (pomoci proteinu BARDI) s ubiquitin ligdzou, ktera je téz klicova v opravé
DNA. C-doména se podili na aktivaci transkripce fady proteinli a centralni Cast se ucastni
oprav DNA. Konkrétné jde o mechanismus opravy zlomil v dvouvldknové DNA. Toto se d&je
jednak za pomoci systému homologni opravy (HRR), kdy DNA na sesterské chromatidé
slouzi jako templat pro opravu poskozeného vlakna, oprava je tudiz nejpiesnéj$i. HHR se
vSak uplatituje pouze v S a G2 fazi bunécného cyklu, mimo tyto faze oprava probiha pomoci
mén¢ presného systému NHET (non-homologous end joining), protoZe dochazi k ptimé ligaci
zlom bez uziti templatu. U linie nadorovych bun¢k s deficitem BRCA1 byla pozorovéana
rezistence na taxany. Rovnéz exprese genu BRCAlje uvadéna jako prediktivni faktor ve

vztahu k cisplatiné aplikované pti paliativni CHT.
Pacienti a metody

Studovana skupina zahrnovala 90 pacientii s NSCLC (primérny vek 69,5 let s rozpétim 49 az
83 let v dobé¢ chirurgického vykonu), kteti podstoupili radikalni chirurgickou resekci NSCLC.
59 z nich bylo nasledné Ié¢eno adjuvantni chemoterapii v letech 2005 az 2007. Rozlozeni
nemocnych podle TNM klasifikace v¢etné stadia a histologického typu nadoru ukazuje

tabulka 1 (Tabulka 4). Informovany souhlas byl ziskan od vSech pacientd a vyzkum schvalen
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mistni etickou komisi. Vylu€ovaci kritéria predstavoval vék nad 85 let, duplicitni malignita a
vysoké kardiopulmonalni riziko neumoziujici bezpe¢né podstoupit lécebny program.
Adjuvantni CHT byla podavana podle doporuc¢eni ASCO (American Society of Clinical
Oncology) z let 2005 az 2007, tzn. platnych v dobé¢ studie [12]. Tato 1écba spocivala

v podavani dvojkombinace cytostatik - mitotického inhibitoru a platinového derivatu (tj.
vinorelbin plus cisplatina ¢i paclitaxel plus carboplatina). Z 59 pacientt 1é¢enych adjuvantni
CHT jich 41 obdrzelo vsechny 4 doporucené cykly CHT, 18 pacientli obdrzelo méné cykli
pro zavazné nezadouci ucinky terapie ¢i z diivodi odmitnuti dalsi 1écby pacientem. Z diivodu
progrese béhem sledovaného obdobi muselo byt 15 nemocnych 1é¢eno 2. linii CHT a 9
pacienttl bylo 1é¢eno pomoci EGFR-TKI (erlotinib ¢i gefitinib). Radioterapie nebyla uzita.
Median doby sledovani byl 17,2 mésice. Parametry DFI a OS byly poc¢itany pouze u 59
pacientil, ktefi podstoupili adjuvantni CHT (primérny vék 67 let v rozpéti 49-81 let v dobé
operace). Distribuci nemocnych podle TNM klasifikace, stadii a histologie ukazuje tabulka 2
(Tabulka 5).

Metody. 90 parovych vzorkid nadorové a normalni plicni tkdné NSCLC bylo ziskano
peroperacné a nasledn€ zmraZeno na -70°C. VSechny vzorky byly histologicky verifikovany.
Nésledné byla komer¢énim kitem ziskdna mRNA (FastRNAPro Green Kit, QBIOgene) a poté
probéhlo kvantitativni stanoveni mRNA vybranych genti pomoci real-time RT PCR za uziti
UPL sond (Universal Probe Library, Roche). UPL sondy byly generovany pomoci
ProbeFinder softwaru firmy Roche. Primery pro PCR byly syntetizovany firmou
GeneriBiotech (CR). Sekvence primerti a p¥isluinych UPL sond ukazuje tabulka 3 (Tab. 3). U
vSech vzorki byla téZ hodnocena exprese housekeeping genu GAPDH (glyceraldehyd-3-
fosfat dehydrogenaza). Vysledky jsou prezentovany jako normalizované hladiny, tj. jako

pomér poctu kopii dan¢ho genu ke GAPDH.

Statistickd analyza. Vysledky porovnani skupin byly vypocteny Wilcoxonovym testem.
Hladina vyznamnosti byla stanovena na obvyklou hladinu 0,05. Pro vypocet prognostickych
udaju byl uzit Coxiiv model. Kaplan-Meierovy kiivky pteziti byly sestaveny na zakladé

optiméalnich hladin cut-off.
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Tabulka 4 — Popis celé skupiny pacientii dle TNM klasifikace (vCetné stddia tumoru) a

histologie
Skupina T N M Stadium Histologie
1 |21 3[40 |>]o0o 1] 1 | 1m]uliv]jAcc|scc]|Ostatni
Muzi | n=65 | 15 [38 | 8 | 4143 [ 2264 |1 3514 [15]1] 21 |41 3
Zeny | n=25| 9 | 13| 21|16 923|215 3 |4 |3]15]7 3
Celkove | . n=90 | 24 [ 51 | 10 | 5|59 [ 31 [87 |3 ]50 |17 [19]4] 36|48 6
% 127%]57%| 11% | 5% 66% | 34%]97% | 3%155% | 19% ] 21%| 5%| 40% | 53%| 7%

Tabulka 5 — Popis podskupiny pacientt, kteti obdrzeli adjuvantni CHT — popis dle TNM

klasifikace (v€etné stadia tumoru) a histologie

Skupina T N M Stadium Histologie
1 12131410 =110 1)1 ]I |MH]JIV]JACC|SCC]|Ostatni
Muzi | n=42 | 5 [ 25| 8 | 4|24 18|41 |1 )16 12|13 |1 12 | 28 2
Zeny |n=17 [ 4 |11 [ 1 |19 |8 |15[2]8 [3 |3 [3[11]S5 1
Celkové| n=59 | 9 |36 | 9 | 5133 [26]56([3]24]15]16] 4] 23 | 33 3
Vysledky

Zaznamenali jsme statisticky vyznamné& niz§i hladinu exprese mRNA ERCC1 a RRM1 u
NSCLC néadorové tkané v porovnani s normalni plicni tkani (p<0,001 resp. p=0,023). U
histologickych subtypll, jsme zaznamenali signifikantné nizsi expresi mRNA ERCC1 a
RRM1 u SCC v porovnani s normalni tkani (p<0,001 resp. p=0,040). Navic jsme zaznamenali
signifikantn€ niz§i hladinu exprese mRNA 1 ERCC1 u adenokarcinomu v porovnani

s normalni plicni tkéni (p=0,007). Porovnavali jsme také expresi vybranych geni ve vztahu
k nadorovym stadiim (I, IL, IIT). Ve stadiu I jsme zaznamenali niZ§i hladinu exprese mRNA
ERCCI1 ve srovnani s normalni plicni tkani (p<<0,001). Ve stadiu II jsme pak tuto zavislost
prokézali pro geny RRM1 a BRCA1 (p=0,005 resp. p=0,045). Ve stadiu I1I jsme Zadné
rozdily neprokazali. Pii porovnani skupin SCC a adenokarcinomu se nam podaftilo prokazat
signifikantni rozdil v expresi mRNA ERCC1 a RRM1 i BRCA1, kdy hladiny exprese byly
niz$i u adenokarcinomu (p=0,021, p=0,011, p=0,011). Rovnéz jsme se zabyvali celkovym
vztahem exprese mRNA téchto genti a cytotoxicitou chemoterapie. Zde jsme vSak
nepozorovali Zadny vztah. Pro pacienty, ktefi obdrzeli adjuvantni CHT, jsme po¢itali vztah
k OS a DFI. Vyssi hladina exprese mRNA RRM1 u pacientli s adenokarcinomem byla ve
spojitosti s delsim OS (p=0,002). Vyssi exprese genu BRCAT1 u pacientt se SCC byla ve
vztahu del§im OS (p=0,041). Dale jsme prokazali, ze u stadia IIl NSCLC je vyssi exprese
RRMI1 a ERCCI (p=0,040 resp. p=0,038) ve vztahu s del§imu DFI. U skupiny SCC stadia I
byla vyssi hladina exprese mRNA BRCA1 a ERCCI1 spojena s delsim OS (p=0,033 resp.
p=0,028) a dale u stadia I1I byla prokazana souvislost mezi vyssi hladinou exprese ERCCI a
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RRM1 (p=0,040 resp. p=0,036) a delsim DFI. Vyssi exprese mRNA RRM1 u stadia III byla
ve vztahu s delsim OS (p=0,044). Na zékladé optimalni cut-off byly nésledné sestaveny
Kaplan-Meierovy ktivky pro DFI a OS.

Daéle jsme se rovnéz zabyvali analyzou vice proménnych, kde jsme se zabyvali otdzkou, zda
existuji posilujici/zeslabujici kombinace nami vybranych genti vzhledem k progndze. Zde
jsme vsak zadny signifikantné vyznamny vztah nezaznamenali, avSak je tfeba poznamenat, ze

jsme porovnavali malé soubory pacienta.

Diskuze

ey e

RRMI1 a BRCAL s lepsi 1é¢ebnou odpovédi paliativni chemoterapie pacientti s NSCLC.
Naproti tomu vysledky studii zabyvajicich se prediktivni a prognostickou hodnotou hladin
mRNA téchto genli u pacientl s adjuvantni CHT, tedy pacientd po radikalnim chirurgickém
vykonu (skupinou pacientd, kterou jsme se zabyvali my) jsou nejednoznac¢né. Neddvno
publikovand metaanalyza neprokézala souvislost mezi piezitim a hladinou ERCC1 u pacientii
s adjuvantni CHT po provedené chirurgické resekci tumoru. Rozdilné vysledky rovnéz
existuji v pfipad¢ srovnani exprese DNA repara¢nich genii v nddorové a normalni plicni tkani.
V nasi skupiné pacientll jsme zaznamenali sniZzené hladiny mRNA ERCCI, RRM1

v nadorové tkani. Simon et al. naopak neprokazali signifikantné nizsi hladinu ERCC1

v nadorové tkani. Jung et al. dokonce zaznamenali zvySenou hladinu ERCC1 v nadorové
tkani, 1 kdyz dany vysledek nebyl statisticky signifikantni. Publikovana prace Lenze rovnéz
nepotvrdila vyznamny rozdil v expresi ERCC1 mRNA v nadorové tkani ve srovnani

s normalni plicni tkdni. Ma et al. pak prokazali signifikantné vyssi expresi ERCC1

v nadorové tkani, kterd byla spojena s horsi prognoézou. Zajimavou skute¢nosti je rozdil
expresi opravnych genit mezi SCC a adenokarcinomem. V nasi praci jsme zaznamenali vySsi
expresi ERCC1, RRM1 i BRCA1 u adenokarcinomu. Rozdilnym hladindm opravnych gent
podle histologie i stadia tumoru se vénuje 1 fada dalSich praci, kdy je obecné dokladano

odli$né chovani adenokarcinomu a SCC.

Adjuvantni CHT je dileZitou soucasti 1é€by pacientl po chirurgické resekci NSCLC. Otdzkou
vSak zUstava, jak nalézt pacienty pro které je adjuvantni terapie vhodna a jaky lécebny rezim
je pro konkrétniho nemocného nejlepsi. V nasi praci jsme se zabyvali souvislosti hladin
mRNA téchto genii s [éCebnou odpovédi pacientii s podanou adjuvantni CHT a tim
potencialnim pouzitim stanoveni exprese téchto genti jako prediktort 1¢cby. Mohli jsme
oc¢ekavat, na zaklad¢ vysledkl publikovanych analyz provedenych u skupiny pacientt bez
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chirurgické 1éCby, ze u pacientii s nizsi hladinou exprese opravnych gentit DNA bude po
podani CHT zaznamenana lepsi 1écebna odpovéd’ a tudiz i delsi DFI a OS. My jsme vSak
vztah mezi niz8i expresi mMRNA gentt ERCC1, RRM1 a BRCAI k DFI a OS, u pacientt
1é¢enych adjuvantni CHT, neprokézali. Naopak jsme zjistili, ze pacienti s dlazdicovym
karcinomem a pacienti se stadiem III s vysSimi hladinami opravnych gent méli lepsi

prognozu. Pozorovali jsme tedy opacny vztah.

Tudiz hladiny opravnych genti mély prognosticky vyznam, avSak nebyly ve vztahu k predikci
ucinnosti adjuvantni CHT. Simon et al. u¢inili podobné zavéry pro ERCCI1. Autofi tohoto
¢lanku uvadéji, Ze neporuseny opravny mechanismus DNA muze redukovat hromadéni
genetickych aberaci, které souviseji s malignim potencidlem daného tumoru. Mohou byt tedy
spojeny s mén¢ agresivni formou, a redukovat tak riziko navratu onemocnéni po 1¢cbé. Na
druhou stranu je tfeba pfiznat, Ze u adjuvantné lécenych pacientli byla u¢inéna i opacna
pozorovani. Bepler et al. publikovali, Ze pacienti s niz§imi hladinami ERCC1 m¢ly lepsi
benefit z adjuvantni CHT, ackoliv neprokazali zadnou statistickou souvislost ve vztahu

k progndze. Dalsi prace pak poukazuje na fakt, ze adjuvantni CHT prodlouzila pteziti

pacientl s nizkou hladinou ERCC1, av§ak ne téch s vy$§imi hladinami.

My jsme zjistili, Ze pacienti s dlazdicovym karcinomem a pacienti se stadiem III s vyS$imi
hladinami opravnych genti méli lepsi prognozu. Na zéklad¢ téchto vysledki a studii
publikovanych dal§imi autory se domnivame, Ze v nasi skupiné pacientii méli nemocni

s vys$§imi hladinami opravnych gent lepsi prognozu pravdépodobné ze dvou riiznych divoda.
Pacienti s nepokroc¢ilym onemocnénim maji po chirurgické 16¢b€ dobrou prognézu (vysoka
hladina opravnych genil) nikoliv v dasledku efektu adjuvantni CHT, ale pro absenci
rezidualnich nadorovych bunék po chirurgickém vykonu (mén¢ agresivni nadorové buiiky).
DalSim vysvétlenim vSak miZe byt to, Ze fenotyp rezidualnich nddorovych bun¢k
nekorespondoval s fenotypem primarniho nadoru (hladiny expresi, které jsme stanovili, pravé

odrazeji majoritni fenotyp primarniho nadoru).

Pacienti s nepokrocilym onemocnénim s vysokou expresi opravnych gentt DNA maji po
chirurgické 1é€bé dobrou prognédzu, pro nizké riziko reziduélni choroby, a proto adjuvantni
CHT muze byt zbytecnd. Nalezeni prediktorti pro podani CHT by pak pomohlo s rozhodnutim
prospésnosti konkrétni adjuvantni CHT pro daného konkrétniho pacienta s hor$i prognézou.
Nicméné nase prace v tomto kontextu nepotvrdila prediktivni vyznam nami zkoumanych genta

u NSCLC.
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Jelikoz je znamo, Ze opravné geny ve slozitych molekularnich drahdch maji 1 spolecné cesty
(viz vySe), zabyvali jsme se téz analyzou posilujicich/zeslabujicich kombinaci ndmi
vybranych gent, kde jsme v naSem souboru nezaznamenali signifikantni vztah. A ackoliv
neni mnoho srovnatelnych praci, Ize konstatovat, ze dalsi autoti dospéli k podobnym
zaveéram. Leng et al., ktefi takto kombinovali vétsi skupinu opranych gentt (ERCC1, BRCAL,
RRM1, BAG-1 a TUBB-3) mezi kombinaci ndmi stanovovanych genti rovnéz zadny vztah

k progndze neprokazali. Su et al. pak poukézali pouze na signifikantni vztah k ¢asu do
progrese mezi kombinaci exprese gentt ERCC1 a BRCA1, ve vztahu k OS byla i jejich prace
negativni. Na zavér je vSak nutné konstatovat, Ze naSe i dal$i zmiflované préace pracuji

s relativné nizkymi skupinami pacientd. Déle je tfeba upozornit, Ze se prace Casto lisily svym
designem, a proto je pomérn¢ slozité provést sjednocujici interpretaci.

Zavér

Opravné geny jsou v soucasné dob€ zkoumany jako nadéjny prediktivni marker pro
individualizaci CHT konkrétnim pacientim v pocinajici éfe personalizované mediciny.
Nicméné v nasi skuping pacientt s adjuvantni CHT po resekci NSCLC jsme prediktivni

vyznam nezaznamenali. Potvrdili jsme vSak jejich vyznam ve vztahu k prognoéze tohoto

onemocnéni.

4.3. Prognosticky vyznam miR-34a, miR-224 a miR-342 u
pacientu 1é¢enych paliativni chemoetrapii pro pokrocilé
dlazdicové plicni karcinomy

[382]

Uvod

Plicni karcinom patii celosvétove mezi nejcastéjsi karcinomy s vysokou mirou umrtnosti.
Incidence v Ceské republice dosahla hodnoty 86,9 na 100 000 obyvatel u muzti a 38 na

100 000 obyvatel u Zen v roce 2011. Pfiblizné 85% vSech nddort plic tvoifi NSCLC s dvéma
hlavnimi histologickymi typy — SCC a ACC. SCC predstavuje ptiblizné 25-30% NSCLC
celosvétove. Prognoza téchto pokrocilych tumort je horsi ve srovnani s pacienty s ACC.
CHT tvoii zakladni lé€ebnou modalitu paliativni 1é€by pacientl s inoperabilnimi pokroc¢ilymi
SCC. Odpovéd na CHT se lisi pacient od pacienta, proto je snaha nalézt biomarkery

predpovidajici odpovéd’ na tato cytostatika. Rezistence nadorovych bunék na CHT muize byt
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zpusobena zvySenym exportem protinddorového 1éCiva z bunky, lepsi schopnosti nadoru
opravit poskozenou DNA ¢i piekonat apoptdézu. Exprese gent podilejicich se na téchto
procesech je regulovana siti mikroRNA. MikroRNA jsou malé nekddujici RNA molekuly o
délce okolo 22 nukleotidt, které se podileji na posttranskripcni regulaci genové exprese.
Lidsky genom miize kodovat pies 2500 téchto miRNA, které mohou cilit na ptiblizné 60%
lidskych genti a jsou hojné v fad¢ lidskych bunéénych typt (blize online miRNA databaze

dostupnd na www.mirbase.org).

Cilem nasi studie bylo stanovit vztah mezi expresi miRNA, které se podileji na procesu
vzniku rezistence k CHT, a OS paliativné 1écenych pacientl s pokrocilymi stadii SCC.
Vsichni nasi pacienti podstoupili paliativni CHT zalozenou na platinovém derivatu (cisplatina

nebo carboplatina) v kombinaci s paclitaxelem ¢i gemcitabinem.

Zaméfili jsme se na miRNA, u nichz jsme ocekavali efekt na procesu vzniku rezistence

k CHT (miR-15b, miR-21, miR-27a, miR34a, miR-99a, miR-106a, miR-107, miR-143, miR-
150, miR-192, miR-211, miR-218, miR-221, miR-224, miR-342 a miR-375). Pfehled
hlavnich charakteristik vybranych miRNA je obsazen v diskuzi Kapitoly 4.1. Je téz zndm

jejich vztah k chemorezistenci u dalSich typt tumort.
Pacienti a metody
Pacienti

Jednalo se o retrospektivni studii ¢itajici celkem 81 pacientli s pokroc¢ilymi dlazdicovymi
NSCLC (stadia 3B a 4) se stavem vykonnosti ECOG PS 0-2 1écenych mezi lednem 2000 a
cervnem 2014 na Klinice pneumologie a ftizeologie v Plzni. Median veéku pacientt byl 62,4
let (s rozmezim 32,7 az 79,3 roku). VSichni pacienti podstoupili paliativni CHT zalozenou na
platinovém derivatu (cisplatina nebo karboplatina) v kombinaci s paclitaxelem ¢i
gemcitabinem. Sekvencni RT byla povolena u pacientl se stadiem 3B, pacienti lé¢eni
konkomitantni CHT-RT byli ze studie vyfazeni. N&kteti pacienti se stadiem 3B nebyli k RT
indikovani, pfedevs$im z ditvodu horsiho stavu vykonosti a komorbiditdm. Klinick4 data o

nemocnych jsou shrnuta v Tabulce 6.
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Tabulka 6 — Klinicko-patologické charakteristiky souboru pacienti (n=81)

Charakteristika Pocet pacientil %
Pohlavi
Muzi 74 91.4
Zeny 7 8.6
Vek (let)
<55 11 13.6
55-65 41 50.6
>65 29 35.8
Kurécky status
Nekutak 0 0
Byvaly kufak 42 51.9
Kurak 39 48.1
Stadium onemocnéni
3B 42 51.9
4 39 48.1
Stav vykonnosti (ECOG)
0 2 2.5
1 58 71.6
2 18 22.2
3 3 3.7
Radioterapie
Ano 25 30.9
Ne 56 69.1
Chemoterapie
Paclitaxel 35 43.2
Gemcitabin 46 56.8

120



Tkanove vzorky a izolace RNA

Bioptické vzorky byly odebrany zejména bronchoskopicky pfed podavanou paliativni CHT a
zpracovany standardnimi laboratornimi metodami na Siklové Gistavu patologie Fakultni
nemocnice v Plzni. FFPE tkanovych vzorkl byly skladovany pii pokojové teploté do doby
analyzy. Parafinové fezy uzité pro dalsi zpracovani byly opét barveny HE s cilem
mikroskopicky verifikovat nadorové bunky, kdy jejich okrsky byly patologem vyznaceny pro
naslednou makrodisekci. Celkova RNA (véetné mikroRNA) byla extrahovana soupravou

miRNeasy FFPE Kit (Qiagen, Hilden, Germany), jak bylo nasim tymem popsano dfive.
Stanoveni exprese vybranych mikroRNA

Kvantitativni stanoveni vybranych mikroRNA (miR-15b, miR-21, miR-27a, miR34a, miR-
99a, miR-106a, miR-107, miR-143, miR-150, miR-192, miR-211, miR-218, miR-221, miR-
224, miR-342 a miR-375) bylo provedeno pomoci real-time RT-PCR metody za uziti
TagMan® MicroRNA Assays (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA) v technickych
duplikatech na pfistroji Stratagene Mx3005P (Agilent Technologies, Santa Clara, CA, USA)
podle instrukci vyrobce sond. Dvoukrokovy protokol vyzadoval reverzni transkripci se
specifickym miRNA primerem nésledovanou real-time PCR s TagMan® sondami. Ve
struénosti, Sng RNA bylo reverzné transkribovano v 20 ul reakci obsahujici 2,5 ul primeru
specifického k dané miRNA. 20 ul PCR reakce obsahovaly 1,0 ul RT produktu, FastStart
TagMan Probe Master (Roche, Manheim, Germany), 2,5 ul kazdého primeru a 2,5 ul UPL
sondy. Reakce byly inkubovany v 96-ti jamkovych desti¢kach pti 95°C po 10 minut a poté
nasledovalo 48 cykli pfi 95°C po 10 sec a 60°C po 30 sec. Exprese RNU6B (U6snRNA) byla

uzita jako normalizator za uziti tzv. ACt piistupu (2-ACt algoritmus) — jak bylo pospano dfive.
Statisticka analyza

Statisticky software SAS verze 9.3 (SAS Institute Inc., Cary, NC, USA) byl uzit pro vSechny
statistické vypocty. Zhodnoceni prognostické signifikance (vztah markerti k OS) bylo
provedeno analyzou maximalni vérohodnosti (Coxiiv regresni model), Kaplan-Meierovi
distribucni funkce byly generovany pro signifikantni markery z Coxova modelu. Vysledky

s hodnotou p<0.05 byly povazovany za statisticky vyznamné. Bioinformatické nastroje
DIANA-TarBase v7.0 a DIANA-miRPath v3.0 byly uzity k identifikovani ptekryvnych

cilovych genii miRNA nasSeho zajmu.
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Vysledky

Pted nasi analyzou vztahu mezi expresi miRNA a PFS a OS jsme srovnavali vysledky pro
podskupiny pacientti dle jednotlivych druhti 1é¢by. Prokézali jsme signifikantni prodlouzeni
OS u pacientil 1éCenych radioterapii spolu s chemoterapii ve srovnani s nemocnymi lécenymi
pouze samotnou CHT (Obraz 23A). Naopak jsme neprokazali signifikantni vztah mezi

druhem chemoterapie a OS (Obraz 23B).

Coxuv regresni model byl uzit ke stanoveni vztahu hodnot hladin markerd k OS a PFS.

Z celkovéh skupiny 17 miRNA jsme prokazali u skupiny kutékt vztah nizké exprese miR-
342-3-p (p=0,0500) a vysoké exprese miR-34a a miR-224 (p=0,0338 resp. p=0,0400) ke
krat§imu OS. Dale jsme prokézali vztah vysoké exprese miR-34 ke kratSimu OS ve skupiné
pacienttl 1é¢enych platinovym derivatem a gemcitabinem (p=0,0364) a téz vztah vysoké
exprese miR-224 ke krat§imu OS ve skupiné pacienti, kteti podstoupili CHT spolu s RT
(p=0,0250). Vztah vybranych miRNA k PFS jsme neprokazali.

Pro markery se statisticky vyznamnymi vysledky byly vybrany optimalni cut-off a
generovany Kaplan-Meierovi distribuéni kiivky pieziti pro OS. Statisticky vyznamné rozdily
v OS mezi podskupinami s hladinou markeru pod a nad hladinou cut-off byly ziskany pro
miR-342-3p ve skupiné kutakl (p=0,0243, Obraz 24A), miR-34a ve skupiné pacientl
lécenych CHT s gemcitabinem (p=0,0239, Obraz 24B) a miR-224 ve skupiné pacientti
1é€enych CHT a RT (p=0,0093, Obraz 24C). Statistické hodnoty vztahujici se ke Kaplan-

Meirové€ analyze jsou shrnuty v Tabulce 7.

MiRNAs s prokdzanym vztahem k OS (miR-34a, miR-224, miR-342) byly nasledné
podrobeny multivarietni analyze. Analyzovali jsme pary téchto miRNA (miR-34a a miR-224,
miR-34a a miR-342, miR-224 a miR-342) ve vztahu k OS. Pro kazdy par miRNA byli
pacienti stratifikovani na skupiny podle hodnoty miRNA exprese nad (vysokd) a pod (nizka)
hodnotou cut-off, tedy na skupinu A (vysokd miR-224 a vysokd miR-342), skupinu B (vysoka
miR-224 a nizkd miR-342), skupinu C (nizkd miR-224 a vysokd miR-342), skupinu D (nizka
miR-224 a nizkd miR-342). Nejprve bylo uzito cut-off z jednorozmérné analyzy, které vsak
vedlo k vysoké disproporcionalni distribuci pacientii mezi skupinami. Proto jsme uzili median
jak hodnotu cut-off. Obraz 25 ukazuje Kaplan-Meierovi distribu¢ni kiivky pieziti pro OS

pacientt stratifikovanych na 4 skupiny podle partt miR-224 a miR-342, jak je popsano vyse.
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Je zde patrné, Ze se zde nachazeji dvé a dvé skuipny s podobnou distribuci pieziti. Obraz 26
ukazuje srovnani pieziti dvou skupin pacientii vytvofenych uvedenim skupin s podobnym
ptezitim z Obrazu 25 dohromady (skupina A + skupina D vs. skupina B + skupina C). Byl
zde prokazan statisticky vyznamny rozdil v pteziti (p=0.0018, 267 vs. 432 dni). Stejny piistup
jsme uzili pro analyzu ostatnich pari miRNA, ale zde jsme jiz zadny statisticky vyznamny
vysledek neprokézaly. Stejnym zpiisobem jsme analyzovali tfi miRNA soucasné (miR-34a,
miR-224, miR-342). Identifikovali jsme expresni vzorec (T miR-224 + 1 miR-342 + 1 miR-
34anebo | miR-224 + | miR-342 + | miR-34a vs. ostatni expresni vzorce téchto miRNA)
spjaty s krat§im prezitim (p< 0.001, 250 vs. 451 dni). Kaplan-Meierovi distribuc¢ni kfivku

pteziti pro OS téchto skupin ukazuje Obraz 27.

Uzitim bioinfomarcnich nastroji DIANA-TarBase v7.0 a DIANA-miRPath v3.0 jsme objevili
6 prekryvajicich se cilovych gent pii prahu p hodnoty 0,05 pro miR-34a, miR-224 a miR-342.
Jsou to geny zapojené do regulace bunécného cyklu, signalizace p53 a opravy DNA,
jmenovité¢ GNAS (guanine nucleotide binding protein alpha stimulating), IGF1R (insulin like
growth factor 1 receptor), CCND1 (cyclin D1), CCNG2 (cyclin G2), SERPINEI (serpin

family E member 1) a RRM2 (ribonucleotide reductase subunit M2).

Tabulka 7 — Vztah mezi hladinou daného markeru a OS

Skupina Lécba Marker Pocet Median OS | Median OS | p-hod-

pacienttl pacienti | pod cut-off | nad cut-off | nota
(dny) (dny)

Kufaci CHT miR-342-3p | 36 311 514 0.0243

Ex/kutaci | Cistgem | miR-34a 41 315 182 0.0239

Ex/kufaci | CHT+RT | miR-224 25 462 262 0.0093
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Obraz 24 A+B+C — A) OS dle hladiny miR-342-3p ve skupiné kutéki; B) OS dle hladiny

miR-34a ve skupiné pacientli [é€enych CHT s gemcitabinem; C) OS dle hladiny miR-224 ve

skupiné pacientti 1é¢enych CHT a RT
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Obraz 25 OS v jednotlivych skupinach pacientti dle exprese miR-224 a miR-342
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miR-224, miR-342 and miR-34a
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Obraz 27 OS u skupiny se zvySenou ¢i sniZzenou expresi miR-224, miR-342 a miR-34a vs.

ostatni kombinace exprese téchto miRNA

Diskuze

MiRNA maji potencidl stat se piesnymi, snadno méfitelnymi biomarkery s ptihodnymi

vlastnostmi pro diagnostické metody jako je stabilita v FFPE tkani, krvi a snad 1 ostatnich

télnich tekutindch. NaSe studie se zaméftila na pacienty s pokrocilymi dlazdicovymi NSCLC.

Tito pacienti nemohou podstoupit radikdni resekci tumoru a jejich 1é€ba je zamétena pouze

paliativné. Existuje n€kolik 1é¢ebnych modalit, které 1ze podavat témto nemocnym. Hlavnim

klinickym zajmem je tedy vybrat vhodné 1é¢ebné schéma. V nasi praci jsme se pak zaméfili

pouze na pacienty léCené platinovym derivatem spolu s paclitaxelem ¢i gemcitabinem (s

ptipadnou RT u nemocnych stadia 3B).

Nejprve jsme se zaméftili na jednorozmérnou analyzu vztahu exprese miRNA k OS. Poté jsme

provedli multivaria¢ni analyzu zahrnujici ty miRNA s odhalenym vztahem k OS. Na zakladé
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naSich vysledkl ukazujeme, ze ucinek jediné miRNA mitize velmi zaviset na urovni exprese

ostatnich Clenti sit€¢ miRNA, jak to diskutujeme pozdéji.

Prokazali jsme vyssi hladiny miRNA-224 indikujici kratsi OS u pacientt 1écenych kombinaci
CHT a RT. Cui et al. publikovali vyznamné zvyseni hladin této miRNA u NSCLC a
poukazovali na jeji onkogenni potencidl u plicnich karcinomt diky cileni na kaspazu 3 a 7.
Wang et al. publikovali analyzu ukazujici na zvySenou hladinu miR-224 u bunéénych linii
rezistentnich na cisplatinu a demonstrovali, Zze miR-224 miize zptsobit rezistenci k cisplating
pomoci regulace apoptozy a piechodu G1/S faze bunécného cyklu diky cileni na p21. To
ukazuje na vliv této miRNA na efekt CHT zalozené na poSkozeni DNA a jeji potencionalni
prediktivni uziti k uréeni odpovédi na tuto CHT. Nicméné¢ studie Zhu et al. publikovala
snizené hladiny miR-224 u NSCLC ve srovnani s nenadorovou tkani. Tito autofi také
pozorovali, Ze vyznamné snizeni exprese miR-224 bylo spojené se Sitenim do lymfatickych

uzlin, pokro¢ilymi TNM stadii a krat§im OS.

Nizké hladiny miR-342-3p byly v nasi studii spojeny s hor$im OS u kutdkt bez vztahu

k Ié¢ebnym modalitam. Xie et al. popisuji snizeni miR-342-3p u NSCLC, kdy diky ptsobeni
na RAP2B by se mohlo jednat o tumorsupresor. Ve stejném duchu Tai et al. poukazuji na
schopnost miR-342-3p nepiimo regulovat aktivitu MYC skrze pfimy vlivu na E2F1. Takahasi
et al. pak zkoumali, jak koufeni cigaret mize ovlivnit profil miRNA v plasmé¢. Jejich prace
pfinasi poznatek o sniZeni plasmatickych hladin miR-342-3p u lehkych kufdkl oproti téZkym
kufaktm.

MiR34a je ¢len rodiny miR-34, kterd ma vliv na cestu p53 v signalizaci bunééné smrti.
Rodina miR-34 je transkripéné aktivovana skrze p53. Naopak p53 je pfimym cilem miR-34a.
Nicméné efekt miR-34a na p53 zavisi na bunééném kontextu. Muze vykazovat 1 pozitivni
efekt na transkrip¢ni aktivitu a proteinovou stabilitu p53 diky ptisobeni na fadu inhibitorii p53
(MDM4, SIRT1, MTA2, HDACI, YY1). Publikované studie prokazaly inhibovani bunécné
proliferace piisobenim miR34a. Rodina miR-34 je spjata s deregulaci v tumoru ve srovnani s
normalni tkani a nizké hladiny miR-34a byly davany do souvislosti s vysokym rizikem
relapsu resekovanych NSCLC. Na druhou stranu byly pozorovany vysoké hladiny cirkulujici
miR-34a u pacientil s NSCLC ve srovnani se zdravymi kontrolami. V nasi préci jsme
prokézali vztah vysokych hladin miR-34a ve vztahu ke krat§imu OS u pacientil 1é¢enych

palitivni CHT obsahujici gemcitabin.

Nasledn¢ jsme provedli multivariacni analyzu, ktera zahrnovala ty miRNA (miR-34a, miR-
224, miR-342). u kterych byl prokazan vztah k OS. Nejpozoruhodnéj§im zjisténim je to, ze
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pacienti s vysokou expresi jak miR-224, tak i miR-342 maji podobné pteziti jako pacienti s
nizkou expresi obou téchto miRNA, kter¢ je vSak signifikantné kratsi nez u pacientt s

vysokou expresi jedné a nizkou expresi druhé z t€chto miRNA.

Poukazujeme tak na fakt, ze efekt jedné miRNA je zavisly na expresi ostatnich ¢lent sité
miRNA. Je dobfe zndmo, ze jedna miRNA muze mit predominantné onkogenni roli v jednom
typu nddoru a tumorsupresivni v jiném. Naptiklad miR-224 byla identifikovana jako tumor
supresor v karcinomu prostaty. Naproti tomu v karcinomu zaludku ¢i kolorektalnim
karcinomu se chova jako onkogen. My jsme navic pozorovali tuto dvojsmyslnou tlohu miR-
224 u jednoho typu tumoru — SCC podtypu NSCLC. Nadorova progrese je vysledek
deregulace mnoha protein kddujicich genti a epigenetickych procesti zahrnujicich téz
deregulaci mnoha miRNA. Proto ptedpokladame, Ze pro pochopeni role jedné konkrétni
miRNA je nutné znat hladinu ostatnich “spoluhract”. Pozorovali jsme, Ze OS je ovlivnéno
vzajemnym vztahem miR-224 a miR-342. Vysok4 hladina miR-224 miiZe byt spojena s
lep$im 1 horSim pfezitim v zévislosti na simultanni hladin€ miR-342. Tyto nalezy mohou
vysvétlovat predchozi rozporné vysledky predchozich publikovanych studii tykajicich se
exprese miR-224 u NSCLC. V roce 2014 Zhu et al. poukazali na vyznamné nizsi expresi
miR-224 u NSCLC, které bylo spjaté s vyznamné krat§im OS. Naopak Cui et al.
identifikovali, Ze miR-224 je vyznamné vice exprimovana u NSCLC a jeji zvySené hladiny
jsou spjaté s bunéénou migraci, invazivitou a proliferaci. Jak jsme jiz zminily vySe, v nasi
praci jsme prokazali, ze vysSi exprese miR-224 je spojend s krat§im pfeZitim u nemocnych se

sekvencni chemoradioterapii.

Za uziti bioinformacnich nastroju jsme odhalili pifekryv v cilovych genech pro miR-34a, miR-
224 a miR-342. VSechny odhalen¢ geny (GNAS, IGFIR, CCND1, CCNG2, SERPINEI a
RRM2) jsou soucasti mechanismil regulujici bunéény cyklus, signalizaci p53 a opravu DNA,
coz muze vysvétlovat sloZitou vzajemnou zavislost téchto miRNA na vztah k nadorové
progresi a u¢innosti podavané 1écby.

Zavér

Pro pochopeni vSech asepktt efektu miRNA na regulaci genové exprese v naddoru a jejich
vztahu k pacientovu pieziti a G€innosti 1é€by bude patrné nutné hlubokych bioinfoam¢nich
analyz. Domnivame se, Ze tento pfistup miliZe oteviit cestu pro budouci uziti miRNA v
klinické praxi. MiRNA mohou byt obecné posuzovany s vétsi presnosti a snadnéji nez mRNA
kodujicich genti. To je v zasad¢ dano tim, Ze, Ze analyza miRNA je mén¢ narocna na jakost i
mnozstvi izolované RNA, tedy problematickych vlastnostech v FFPE vzorcich. Tyto vzorky
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tkani se rutinn€ odebiraji a analyzuji pfi standardnim managementu NSCLC, a proto se
domnivame, Ze miRNA by se mohly stat klinicky pouzitelnymi prediktory ucinnosti paliativni
1é¢by u pacientll s NSCLC. Nicméné nase zjisténi ukazuji, ze vzhledem ke komplexni siti
interakci Ize tento cil dosahnout spise kombinaci vice markerti nez pomoci jednotlivych
miRNA. Na zakladé naSich vysledki mohou byt miR-224, miR-342 a miR-34a ¢leny tohoto

panelu.
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5 Zavéry

Dle naSich zkuSenosti mohou byt miRNA urceny sndze a piesnéji ve srovnani s mRNA
kédujicich gent. To vychazi predevsim z nizsich pozadavkl na kvalitu a kvantitu izolované
RNA, coz jsou obvykle problematické charakteristiky u RNA extrahované z FFPE tkanovych
vzorkl. Tyto vzorky jsou rutinné¢ odebirany a analyzovany béhem diagnostiky NSCLC, a
proto se domnivame, Zze miRNA by se mohly stat klinicky vhodnymi prediktory efektivnosti

paliativni 1é¢by u pacientti s NSCLC.

U pacientt s plicnimi adenokarcinomy stadia 1 se nam nepodafilo nalézt ve vybraném panelu
marker, ktery by byl vhodnym prediktorem podani ¢i nepodéani adjuvantni chemoterapie.
Prokazali jsme pouze vztah mezi krat§Sim OS a hladinou BRCA1 u podskupiny
kurakt/exkurakd. Tento vysledek je vSak vzhledem k malé skupiné souboru nutné potvrdit

dal$imi studiemi.

Pacienti s nepokroc¢ilym onemocnénim s vysokou expresi opravnych gentit DNA maji po
chirurgické 1écbé dobrou prognoézu, pro nizké riziko reziduélni choroby, a proto adjuvantni
CHT mize byt zbyte¢na. Nalezeni prediktort pro podani CHT by pak pomohlo s rozhodnutim
prospésnosti konkrétni adjuvantni CHT pro daného konkrétniho pacienta s hor$i prognozou.
Nicméné naSe prace v tomto kontextu nepotvrdila prediktivni vyznam nami zkoumanych genti

u NSCLC. Potvrdili jsme vSak jejich vyznam ve vztahu k prognoze tohoto onemocnéni.

U skupiny paliativné lécenych nemocnych se skvamoznimi NSCLC stadii 3B a 4 je na
zakladé naSich vysledki exprese miRNA spojené s OS a jejich doplnénim o vysledky dalSich
autord, ktefi se soustfedili na cile téchto miRNA, mohou miR-224 a miR342-3p slouzit jako
potencionalni prognostické markery v danych skupinach nemocnych, zatimco nase zjisténi
ohledn€ miR-34a vyZaduji dal$i vyzkum k ziskdni zavéra. Je vSak nutné vzit v uvahu, ze
vzhledem ke komplexni siti interakci 1ze tento cil dosdhnout spiSe kombinaci vice markert
nez pomoci jednotlivych miRNA. Toto dokladaji Ii nami dolezené interakce mezi miR-224,

miR-342 a miR-34a.
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