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1 UVOD

Bronchogenni karcinom je celosvétove stale nejCastéjSim onkologickym onemocnénim [1].
Spole¢né s karcinomem mammy, kolorekta a zaludku tvoii vice nez 40% vSech malignit.
Incidence tohoto onemocnéni ma stoupajici tendenci hlavné u Zen. Bronchogenni karcinom
dé€lime podle morfologie a biologického chovani na skupinu malobunéénych plicnich
karcinomt - Small Cell Lung Cancer (SCLC), které tvoii zhruba 20% vSech plicnich
karcinomt a skupinu nemalobunéénych plicnich karcinomtl - Non Small Cell Lung Cancer,
které se pak d¢€li na dalsi histologické subtypy. Pro malobunééné karcinomy je
charakteristicky rychly rast a ¢asné metastazovani. Vzdalené metastazy jsou pfitomny casto v
dobé diagnozy, a proto je progndza tohoto onemocnéni neptizniva. Nemalobunééné
karcinomy plic rostou i metastazuji pozd¢ji a progndza onemocnéni zavisi na stadiu nemoci.

Problémem zlstava ¢asna diagnostika onemocnéni, ktera by umoznila vyléceni pacientt.
Casna stadia této nemoci byvaji bezp¥iznakova, proto je tento nador u vice neZ poloviny
nemocnych diagnostikovan v dob¢ pritomnosti vzdalenych metastaz, s nemoznosti radikalni
chirurgické 1écby.

Hlavnim etiologickym faktorem vzniku bronchogenniho karcinomu je koufeni cigaret. I ptes
vyrazny pokrok v diagnostice i terapii v poslednich letech, jsou vysledky 1écby tohoto
onemocnéni stale neuspokojivé. Navzdory vyvoji novych cytostatik nedoslo k vyraznému
prodlouzeni zivota nemocnych, proto v posledni dobé dochazi ke snaze o ,,personalizaci*
1é¢by, ktera je zaloZena na vysledcich vysetieni molekularné genetickych charakteristik
nadorovych bunék. Hlavné u NSCLC je v souCasné dobé vysetiovana fada markert, které
mohou ur¢ovat prognézu a predikovat G€innéjsi 1écbu pro konkrétniho pacienta.

Tato préace se zabyva sledovani souboru 75 radikalné odoperovanych pacienti s NSCLC ve
stadiu IB-IITA v letech 2006 -2011, kterym byly nasledné podany 4 cykly adjuvantni
chemoterapie ve slozeni platinovy derivat + vinorelbin. Na zéklad¢ histologie nadoru, jeho
gradingu, pfipadného postiZeni pleury nebo prokazané angioinvaze, hodnoty B-Tubulinulll,
pfitomnosti EGFR mutaci, amplifikace genu EGFR ¢i ALK-translokace jsme se pokouseli
zjistit, zda lze predikovat netspéch této adjuvantni kombinace a zda Ize na podklad¢ téchto

vySetieni stanovit progndézu onemocnéni, ptipadné predikovat relaps onemocnéni.



1.1.Bronchogenni karcinom

1.1.1. Epidemiologie

Jako bronchogenni karcinom se oznacuji nadory plic a pradusek. Jedna se o ¢asté nadory

s vysokou mortalitou. Celosvétove je bronchogenni karcinom nej¢astéji se vyskytujicim
malignim onemocnénim, v r. 2008 byl diagnostikovan u 1.61 miliont lidi, coz bylo 13% ze
vSech zhoubnych onemocnéni. Nejvyssi incidence je v Severni Americe, vychodni Asii a
100000 obyvatel je Ceska republika na 13 mist& s incidenci 34/100000 obyvatel. Na prvnich 3
mistech se umistuje Mad’arsko ( 52/100000), Francouzska Polynésie ( 43,6/100000) a USA
(42,1/100000) [2]. V Ceské republice doslo k nartistu tohoto onemocnéni u muzi od 20.let
minulého stoleti, u Zen asi o 30 let pozdgji. Zatimco u muzi v CR v poslednich letech dochéazi
k mirnému poklesu incidence 1980:97,6/100000, 2010:89,9/100000, u Zen pocet novych
onemocnéni stoupl za poslednich 30 let vice nez trojnasobné 1980:10,6/100000,
2010:35,3/100000. V CR je bronchogenni karcinom 3.nejéastéjsi malignitou u muZi ( po

karcinomu prostaty a kolorekta) i u Zen (po karcinomu prsu a kolorekta). U muz v CR je

vvvvvvvv

vvvvvvvv

na malignitu po karcinomu prsu a karcinomu kolorekta, ale zde jsou rozdily zcela minimalni

( karcinom prsu 30,9/100000, karcinom kolorekta 30,0/100000, bronchogenni karcinom
29,1/1000000). Nejvétsi incidence i mortalita je v Karlovarském a Usteckém kraji, nejnizsi ve
Zlinském kraji a na Vysocing. [3] V USA bronchogenni karcinom zaujima 1.misto v
mortalité¢ na zhoubnd onemocnéni u muzl i u Zen. Na tuto diagnoézu zde zemie kazdym

rokem vice nemocnych nez na karcinom stfeva, prsu a prostaty dohromady [4].

1.1.2. Etiologie

Vyjimecéné 1ze u familidrnich ptipadi, kdy se rakovina plic opakuje ve vice generacich najit
zarode¢nou mutaci nékterého ze znamych tumor supresorickych genti ( APC, RB1, NF2,
MSH2). Roli genetickych a epigenetickych faktorti pfi vzniku rakoviny plic ukézala i studie
publikovana online v ¢asopise Nature Genetics. Bylo uvedeno, ze variace tfi lokust v genomu
(dva na chromozomu 6 a jeden na chromozomu 10) je asociovéana s plicnim karcinomem u
zen nekuracek v Asii [5]. V bunkach bronchogenniho karcinomu byly pozorovany rizné

abnormality, jak na Grovni cytogenetické ( chromozomalni aberace), molekularné genetické i



molekularné cytogenetické. Nejcastéjsi genetickou alteraci v primarnim nadoru jsou mutace
v genu p53, které se zjist'uji sekvencni analyzou DNA 1 na Grovni exprese proteinu v nadoru
( imunohistochemicky). Tento gen lokalizovany na 17.chromozému kéduje onkosupresorovy
protein p53, ktery reguluje apoptdzu a bunécny cyklus. Mutovany gen ptestava indukovat
expresi proteinu p53 a tim dochazi k urychleni proliferace, inhibici diferenciace bunck,
apoptozy a usnadnéni angiogeneze. S horSim piezivanim jsou spojena i detekce bodovych
mutaci v onkogenu K-ras ( lokalizovany na 6.chromozému, kdduje G-protein zodpovidajici za
prenos extracelularniho signélu do jadra) nebo overexprese erbB-2. Z dalsich endogennich
faktorti se na vzniku bronchogenniho karcinomu mtize podilet zvySena aktivita cytochromu
P450 (CYP) . Jde o rodinu klic¢ovych enzymt ucastnicich se metabolismu cizorodych latek.
V poslednich desetiletich byla zkoumana souvislost vzniku rakoviny plic s riznymi
genetickymi polymorfismy CYP. Gen CYP2A6 kdduje enzym zodpovédny za mechanismus
metabolismu nikotinu v lidském organismu na kotinin [6]. Osoby s deleci tohoto genu
metabolizuji nikotin na kotinin jen minimalné. CYP je zapojen i do metabolismu estrogent a
muze hrat roli i v rozdilném riziku vzniku bronchogenniho karcinomu podle pohlavi,
specidlné u mladsich zen. Z celkového poctu nemocnych tvofi zeny nekutracky 15-20%,
zatimco muzi nekutéci jen 10% [7,8,9]. V nékterych studiich byla v krvi zen s NSCLC
nalezena vyS$i hodnota estrogenti neZ u kontrolniho souboru zdravych zen stejného véku[10].
Dalsich nékolik studii se vénovalo souvislosti pfitomnosti polymorfismu CYP a vznikem
rakoviny plic v mladsim veéku [11,12]. CYP19A1 koduje aromatazu, kli¢ovy enzym v
biosyntéze estradiolu. Jeho mutace mize vést ke zvySeni nebo snizeni aktivity aromataz,
haplotypy CCA a ACA byly nalezeny u pacientli s bronchogennim karcinomem. Zatimco
CCA se vyskytuje signifikantné €astéji u vSech pacientl, pak ACA u nekufaki a zen
nekuracek. [13].

Z exogennich pti¢in se mohou na vzniku tohoto naddoru uplatiiovat vlivy biologické ( viry),
ionizujici zafeni, azbest, t€zké kovy, radon, chlorované uhlovodiky, polycyklické aromatické
Podle Cancer Prevention Study II zvySuje koufeni cigaret riziko onemocnéni rakovinou plic u
muzl 24,2x au zen 12,5x [14]. Na svété je asi 1 miliarda muzt kutdkd a 250 miliont zen
kutaéek. V Ceské republice byla provedena fada specializovanych Setfeni ke zjisténi
prevalence koufeni v populace, v sou¢asnosti jde o dotaznikova Setfeni provadéna Ustavem
zdravotnickych informaci a statistiky ( UZIS CR). Jde o dotazniky HIS- Health Interview
Survey, Setieni se provadi kazdé 3 roky. Posledni vyzkum byl proveden v r. 2011 a vysledky

se vzdy srovnavaji s pfedchozimi lety. U muZzi doslo k poklesu prevalence kutakt z 49% v
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r.1985 na 37% v r.1998, u Zen za toto obdobi nedoslo k vyrazné zmén¢, 28% kutacek v r.1985
a26% vr.1998 [15]. V r.2011 byl potvrzen dalsi pokles celkové prevalence u muzi na 26,9%
au zen na 21,3% [16]. Naopak k vzestupu prevalence kufactvi dochazi u adolescenti [17],
nejvyssi je ve veékové skuping 15-24 let, 33,7%, vyraznéjsi pokles pak nastava u obcani
star§ich 55 let. Koufeni cigaret je preventabilnim faktorem a jeho omezovani ve vyspélé

spolecnosti miize vyznamné piispét ke zlepsSeni zdravotniho stavu populace.

1.1.3. Klinicky obraz a diagnostika

Casna stadia bronchogenniho karcinomu jsou bezptiznakova, onemocnéni byva velmi ¢asto
zjisténo nahodné pii pfedopera¢nim vysSetfeni nebo preventivni prohlidce. U pokrocilych
stadii nemoci se mohou vyskytovat ptiznaky obecné, jako je tnava, slabost, vahovy tubytek a
subfebrilie. Z lokalnich ptiznakl byva az v 80 % pritomen kasSel, dusnost u centralnich 1ézi,
atelektazy nebo fluidotoraxu, hemoptyza pii erozi cévy, recidivujici pneumonie za maligni
sten6zou bronchu, pfi invazi tumoru do pleury, Zeber nebo hrudni stény pak bolesti na
hrudniku. Pii postiZzeni n.laryngeus recurens tumorem nebo postizenymi lymfatickymi
uzlinami se objevuje chrapot, dysfagické potize pii tlaku jicnu tumorem nebo zvétSenymi
uzlinami.. Prvnim projevem onemocnéni mohou byt i pfiznaky mimoplicni pii generalizaci
onemocnéni ( CNS, skelet, jatra, nadledviny). Mohou se vyskytnou i paraneoplastické
syndromy, které jsou ¢astéj$i u malobunééného karcinomu a jsou zptsobeny produkci
biologicky aktivnich latek nddorovymi buiikami nebo se jedna o reakci nenadorovych bunck
na pfitomnost naddoru. Zde fadime syndrom nepiimétrené sekrece ADH, Cushingtiv syndrom,
hyperkalcémii, hypertrofickou plicni osteoartropatii ( palickovité prsty), paraneoplastické
kozni projevy ( dermatdzy, erytémy, Acantosis nigrans, dermatomyozitis), paraneoplastické
neurologické syndromy ( neuropatie, encefalomyelopatie, myelitis, paraneoplasticka
cerebelarni degenerace, polyneuropatie, myastenia gravis) a hematologické paraneoplastické
projevy ( anémie, leukocytoza, trombocytodza, migrujici tromboflebitidy)

Na zaklad¢ anamnézy, klinického vySetieni a zobrazovacich metod (CT, PET/CT, MR,
scintigrafie) lze vyslovit podezieni na bronchogenni karcinom, které musime potvrdit
Kromé zakladni flexibilni bronchoskopie nebo videobronchoskopie mame dnes moZnost
vyuziti fady dalSich metod a navigacnich systému k ptesnéjsi diagnostice. K detekci
premalignit a ¢asnych malignich 1ézi se pouziva autofluorescencni bronchoskopie, kdy na
podkladé zménéné aktivity chromofort dochazi ke zméné pozorovaného svétla na tmave

cervené. Dalsi metodou je Narrow band imaging, vySetfovani uzkym svazkem svétla
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k hodnoceni normalni a patologické vaskularizace sliznice. K upfesnéni stagingu s moznosti
ovéfeni postizeni mediastinalnich uzlin mizeme vyuzit endobronchiéalni sonografii ( EBUS) a
ovéefeni malych perifernich lozisek umoznuje elektromagneticky navigovana bronchoskopie,
ktera vyuziva nizkofrekvencniho elektromagnetického pole, dat virtudlni bronchoskopie a
vlastni bronchoskopie. Neendoskopickou metodou pouzivanou k morfologickému ovéteni
perifernich 1€zi je pak transparietalni biopsie plic pod CT, skiagrafickou nebo sonografickou
kontrolou. Pokud se ani jednou z téchto metod nepodaii prokazat etiologii loZiska, je nutno
pouzit nékterou z chirurgickych metod. Bud’ mediastinoskopii k ovéfeni postizeni
mediastinalnich uzlin, zejména kontralateralnich nebo videotorakoskopii k ovéteni loZiska,
v ptipad¢ solitarni drobné 1éze pak i torakotomii s resekci v rozsahu zavislém na peroperacni
histologii. VySetieni onkologickych markerii se také béZzné pouziva pii diagnostice
onemocnéni, ale pouzivaji se pak spiSe k monitoraci dynamiky onemocnéni [18]. Jde o CEA
( karcinoembryondlni antigen) a CA 19-9 u adenokarcinomi, NSE ( neuronspecificka
enoldza) u malobunécného karcinomu, CYFRA 21-1 ( senzitivita pro spinocelularni karcinom
55%, adenokarcinom 28%, velkobun&ény karcinom 35%), TPA ( tkdnovy polypeptidovy

antigen) a SCC ( antigen karcinomu ze skvamdznich bunék).

1.2. Morfologicka diagnostika bronchogenniho karcinomu.

Podle klasifikace WHO existuje fada plicnich karcinomt plic, charakterizovanych podle
ruznych morfologickych a rtistovych vlastnosti [19]. Klasifikace nadort plic prodélava
v posledni dobé dynamicky rozvoj. Je to podminéno jednak novinkami v oblasti molekularni
patogeneze, ale hlavné rozsifujicimi se moznostmi morfologické diagnostiky, ktera je
dopliovana imunohistochemii. Pfesné morfologické zatazeni je hlavnim pfedpokladem
identifikace pacientli vhodnych pro jednotlivé druhy protinddorové 1écby. Z praktického
klinického hlediska délime bronchogenni karcinom na dva zékladni typy s rozdilnym
biologickym chovanim a to malobunécny plicni karcinom (SCLC) a nemalobunécny plicni

karcinom ( NSCLC)

1.2.1. Malobunéény bronchogenni karcinom (Small Cell Lung Cancer , SCLC)

Jde o nador vysokého stupné¢ malignity, ktery tvoii kolem 20% vSech bronchogennich
karcinomu. Je charakterizovan rychlym ristem a ¢asnym metastazovanim, takze moznost
chirurgické 1éCby je znatn€ omezend. Lokalizovan byva ptevazné centralné, obvykle je

senzitivni k chemoterapii i radioterapii, ale doba 1é¢ebné odpovédi je kratka a i 1écba recidiv
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je malo uspésna. Morfologicky jde o Spatné diferencovany neuroendokrinni karcinom,
tvofeny malymi buikami s velmi malym mnoZstvim cytoplasmy. Cetné jsou apoptdzy,
mitotickd aktivita je vysoka, jadra jsou bez jadérek. Proliferacni aktivita Ki67 ptesahuje
80%][20]. Asi 10% tvoii kombinované malobunécné karcinomy s piimési nemalobunécné
komponenty ( spinocelularni karcinom, velkobunéény karcinom nebo adenokarcinom). Po
chemoterapii stoupa jejich zastoupeni az na 30%, ale chovani téchto nadort je stejné jako u
¢istych SCLC.[20]. V n&kterych pfipadech nelze jednoznaéné rozlisit malobunéény karcinom
od nemalobunééného. Zde muze s uptfesnénim diagndézy pomoci imunohistochemické
vySetfeni s prikazem pfitomnosti neuroendokrinnich markert ( synaptofyzin, chromogranin,
NSE, CD56/NCAM). Pozitivita téchto markert svédci pro neuroendokrinni diferenciaci
nadorovych bun¢k a umoziuje urceni diagnézy malobuné¢ného karcinomu. Morfologicka
diagnostika u SCLC zlstava stézejnim vySetienim a pro klinickou praxi je i zdkladnim

prognostickym a prediktivnim faktorem.

1.2.2. Nemalobunéény bronchogenni karcinom (Non Small Cell Lung Cancer, NSCLC)

Nemalobunééné plicni karcinomy tvoii kolem 80%, jejich riist je vétSinou pomalejsi nez u
SCLC a délime je na dalsi histologické subtypy, z ditvodu odlisné odpovédi na dané 1éky.
Podle klasifikace WHO z r.2004 se rozlisuji tii hlavni typy nemalobunécného karcinomu plic
a to spinocelularni karcinom, adenokarcinom a velkobunéény karcinom. Kromé toho pak

existuji i méné obvyklé karcinomy. Spinocelulérni ( dlazdicobunéény karcinom) je nador

vychazejici z bronchidlniho epitelu, jeho histologicka diagnoza je zaloZena na ptitomnosti
mezibunécnych mustkl a/nebo keratinizaci. Existuje né¢kolik variant spinocelularniho
karcinomu - papilarni, svétlobunéény, malobunéény a bazaloidni karcinom. Vétsinou tyto
varianty obsahuji i oblasti typického dlazdicobunééného karcinomu. Imunohistochemicky
tento nador exprimuje rizné typy cytokeratinli, véetné cytokeratinu 5/6. Typicka je pozitivita
p63, exprese p40 je dilezita k rozliSeni adenokarcinomu, u kterého je p40 negativni [20].
Pozitivita TTF1 je vzacna a pouze fokalni. Spinoceluldrni karcinom je v CR stile nejéastéji

zastoupenym nemalobunéénym karcinomem plic. Adenokarcinom- v USA je nejcastéjSim

histologickym typem karcinomu plic jak u muzi, tak i u zen [21]. V Ceské republice je
druhym nejcastéj$im nadorem celkové, nejcastéjSim histologickym typem u Zen, ale

v poslednich letech je zaznamenan nartst poctu adenokarcinomi. Zejména

v pneumoonkologickych centrech se jedna jiz o nejcastéjsi typ NSCLC napt. Pneumologicka

klinika 2.LFU, FN Motol a FN Olomouc [22,23]. V roce 2012 byl na Klinice plicnich nemoci
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a tbc FN Olomouc diagnostikovan adenokarcinom u vice nez 58% pacientti s NSCLC [23].
Adenokarcinomy plic piedstavuji Sirokou skupinu odlisnych nadorovych jednotek.

V poslednich letech doslo ke zménam v klasifikaci adenokarcinomd, diive klasifikovanych
jako bronchioloalveolarni karcinom (BAC), kdy doslo k nahrazeni ndzvem adenokarcinom

s ptrevazné lepidickym zplisobem ristu. Nejnovesi klasifikace adenokarcinomt plic vznikla
podle doporuceni IASCLC ( International Association for Study of Lung Cancer), ATS

( American Thoracic Society) a ERS ( European Respiratory Society). Byly nové zavedeny
terminy adenokarcinoma in situ (AIS) — nddor 3cm a mensi ( diive BAC), ktery se dale mtize
délit na nemucin6zni, mucindzni a smiSeny mucin6ézni/nemucindzni. Dalsi jednotkou je
minimaln¢ invazivni adenokarcinom (MIA)- nador 3 cm a mensi s predominantn¢ lepidickym
zpisobem rlstu s loziskem invaze 0,5 cm nebo mensim. Opét se miZe vyskytovat ve varianté
nemucindzni, mucindzni a smisené. Pokud je invaze vétsi nez 0,5 cm, pak jiz hovotime o
invazivnim adenokarcinomu. Ten se d€li na nasledujici podskupiny: s predominantné
lepidickym zpiisobem riistu, predominantné acinarni, predominantné papilarni,
predominantné mikropapilarni a predominantné solidni s hlenotvorobou. Variantami
invazivniho karcinomu jsou: invazivni mucin6zni adenokarcinom ( ptivodné¢ mucinézni
varianta BAC), koloidni, fetalni a entericky [20]. Diagnéza plicniho adenokarcinomu se opira
o rozpoznani zlazové diferenciace a pouziti markerti odliSujici adenokarcinom od
spinocelularniho karcinomu. Nej€ast¢jSimi markery jsou histochemicky prikaz hlenotvorby
uzitim alcidnové modfi, imunohistochemicka reakce proti TTF-1, ale ta miize byt v 10-15%
ptipadi negativni, napsinu A, surfaktanovému proteinu, cytokeratinu 7. Jaderna pozitivita p63
se vyskytuje u 20-30% adenokarcinomd, ale je jen slaba a fokalni. Vzorek, ktery nema
jednoznacné diagnostické znamky adenokarcinomu, ale imunohistochemicka vysetfeni
odpovidaji tomuto typu nadoru je oznaCovan jako nemalobunéény karcinom, nejspise

adenokarcinom. Adenoskvamozni karcinom obsahuje komponentu spinocelulérniho

karcinomu i adenokarcinomu, pfic¢emz minoritni slozka musi tvofit aspon 10% nadoru.

Velkobunécény karcinom je vzacnéj$im nadorem. Jde o nediferencovany karcinom tvofeny

velkymi buitkami s jadérky a vysokou mitotickou aktivitou [24]. Pfedstavuje méné nez 10%

bronchogennich karcinomi [25]. Jesté vzacnéjSim pak je mukoepidermoidni karcinom, kdy

jsou v nadoru pfitomny buiiky dlazdicové, hlenotvorné a intermediarni. Histologicky je tento

nador identicky se stejnojmennym nddorem slinnych z1az [20].
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1.3. Prognostické faktory u bronchogenniho karcinomu

Prognostické faktory jsou data, ktera umoziuji odhadnout dalsi priibéh onemocnéni bez
ohledu na zvolenou terapii. Patii sem zejména stadium onemocnéni, grading tumoru, invaze
tumoru do pleury nebo angioinvaze, exprese VEGF, kvalita zivota, vahovy ubytek, hodnoty
onkomarkert, LDH, anémie, pfitomnost amplifikace genu C-MYC, KRAS mutace [26].
Rada z nich maze mit kromé& prognostického vyznamu i vyznam prediktivni. Dal§imi
prognostickymi faktory vySetfenymi z nddorové tkané pak jsou exprese f-Tubulinu III, u
malobunécného karcinomu uroven exprese neuroendokrinnich markerti. Zvysena exprese
ERCC1 nebo zvySena exprese RRM1 jsou pfiznivym prognostickym ukazatelem u asnych

stadiif NSCLC [27].

1.3.1. Stadium onemocnéni

U malobunécného karcinomu je z praktického hlediska vhodné pouzivat zjednoduSenou
klasifikaci, ktera byla piivodné zavedena americkymi odborniky sdruzenymi ve VALG
( Veterans Administration Lung Cancer Group). Tato klasifikace pak byla zrevidovéana
v 1.1999 a pozménéna pracovni skupinou IASLC a pouZziva déleni na limitovanou formu
onemocnéni ( limited disease -LD) a extenzivni formu onemocnéni ( extensive disease —ED)
[28]. U limitované formy onemocnéni je postizeno jedno plicni kiidlo s postizenim
stejnostrannych nebo 1 kontralateralnich mediastinalnich uzlin, mohou byt postiZeny i
supraklavikularni uzliny a mize byt pfitomen i pleuralni vypotek na postizené strané. Jde tedy
o takovy rozsah postiZeni, které 1ze zahrnout do jednoho ozatovaciho pole. Asi 30% pacientti
s malobunéénym plicnim karcinomem je diagnostikovano s timto rozsahem onemocnéni.
Onemocnéni pfesahujici rozsahem LD se oznacuje jako extenzivni. U limited disease se
udava stfedni doba pfeziti bez 1écby asi 3 mésice, pifi pouziti chemoterapie 12-14 mésict a pii
kombinaci chemoterapie s radioterapii dochazi k jejimu prodlouzeni na 16-20 mésict. U
extensive disease se median preziti pacientli bez 1écby pohybuje kolem 6 tydni, s pouZitim
chemoterapie dochazi k jeho prodlouzeni na 7-8 mésicu. 2 roky pieziva asi 5% pacientil
s SCLC [29]. Pro urceni rozsahu, zptsobu 1éby a prognézy u NSCLC je pouzivana TNM
klasifikace, ktera presn¢ definuje klinickd stadia onemocnéni. TNM klasifikace s vyvojem
diagnostickych i l1é¢ebnych trendii prosla inovaci a pfehodnocenim. V soucasné dobé¢ j&
v platnosti klasifikace z roku 2009 (sedma v potadi) [30]. V této klasifikaci je nové

rozliSovano 5 skupin velikosti nddoru, kdy hranice velikosti jsou 2,3,5 a 7 cm. Doslo i ke
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zméné hodnoceni satelitniho nddorového uzlu ve stejném laloku z ptivodniho T4 na T3, i

satelitniho nadorového uzlu v jiném laloku z M1 na T4 a tim 1 sniZeni stadia onemocnéni.

Ptitomnost pleuralniho vypotku je nové hodnocena jako M1a, stejné jako postizeni plic
metastazami. Vzdalené metastazy jsou hodnoceny jako M1b [31]. Podrobna klasifikace a

stadia onemocnéni jsou uvedeny v tabulkach 1 a 2.
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Tabulka 1: Parametry nové TNM Kklasifikace

T Primarni tumor

TX Primérni tumor nelze hodnotiz nebo byla prokazana ptitomnost malignich
bunék ve sputu nebo bronchidlnim vyplachu, ale nddor nebyl prokazan
zobrazovacimi vySetfenimi nebo bronchoskopicky

TO Primérni tumor neprokdzan

TIS Karcinom in situ

T1 Tumor dosahujici maximaln€ 3 cm v nejvétsim rozméru. Tumor je obklopen
plicni tkani nebo visceralni pleurou. Bronchoskopické Sifeni proximalnim
smérem nepiesahuje lobarni bronchus ( nesiti se do hlavniho bronchu)

Tla Nédor do 2 cm v nejvetsim rozméru

T1lb Nador vétsi nez 2 cm, ale ne vétsi nez 3 cm v nejveétSim rozméru

T2 Nédor vétsi nez 3 cm, ale ne vétsi nez 7 cm, nebo postihuje hlavni bronchus
nebo je spojen s atelektazou nebo obstrukéni pneumonitidou, ktera nepostihuje
celou plici

T2a Nador vétsi nez 3cm, ale ne veétsSi nez 5 cm v nejvetsim rozméru

T2b Nédor vétsi nez Scm, ale ne vétsi nez 7 cm v nejvetSim rozméru

T3 Nador vétsi nez 7 cm nebo postihuje nékterou z nasledujicich struktur —hrudi
sténu, branici, n.phrenicus, med.pleuru, parietalni pleuru nebo nador v hlavnim
bronchu do 2 cm od kariny nebo s piidruzenou atelektdzou nebo obstrukéni
pneumonitidou postihujici celou plici nebo satelitni nodulus ve stejném laloku

T4 Nador jakékoliv velikosti s postizenim mediastina, srdce, velkych cév, trachey,
n.laryngeus recurrens, jicen, télo obratle, karinu nebo satelitni nodulus v jiném
laloku stejnostranné plice nez primarni nador

N PostiZeni regiondlnich lymfatickych uzllin

NX Regionalni uzliny nelze hodnotit

NO Regiondlni uzliny bez metastaz

N1 Metastazy v ipsilateralnich peribronchialnich a/nebo ipsilateralnich hilovych
uzlindch a uzlindch intrapulmonalnich

N2 Metastazy v ipsilateralnich mediastinalnich uzlinach a/nebo subkarinalnich
miznich uzlindch

N3 Metastazy v kontralateralnich mediastindlnich uzlinach, kontralateralnich
hilovych, ipsilateralnich nebo kontralateralnich skalenickych nebo
supraklacikularnich uzlinach

M Vzdalené metastazy

MO Bez vzdalenych metastaz

Mla Satelitni nddorovy uzel v kontralateralnim laloku nebo ptitomnost noduli na
pleufe nebo maligni pleuralni nebo perikardidlni vypotek

M1b Vzdélené metastazy
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Tabulka €.2: Zarazeni do klinickych stadii podle stavajici klasifikace

okultni karcinom TX NO MO
stadium 0 TIS NO MO
stadium 1A Tla, T1b NO MO
stadium IB T2a NO MO
stadium ITA T2b NO MO
T1a,T1b,T2a N1 MO

stadium I1B T2b N1 MO
T3 NO MO

stadium IIIA Tla,b, T2a,b N2 MO
T3 N1, N2 MO

T4 NO, N1 MO

stadium I1IB T4 N2 MO
jakékoliv T | jakékoliv N MO

stadium IV jakékoliv T | jakékoliv N M1

Mezi lety 1990 a 2010 doslo v CR ke sniZeni poétu nemocnych diagnostikovanych ve stadiu

[all z30% na 16% a to urcité vzhledem k ptesnéjsi diagnostice, proto klesa i pocet
nediagnostikovanych onemocnéni [3]. Procentudlni pocet zastoupeni klinickych stadii v r.

1990 a 2010 je uveden v tabulce ¢.3.

Tabulka €.3: Procentualni zastoupeni jednotlivych stadii v letech 1990 a 2010

1990 2010
stadium I 16,3% 10,2%
stadium 11 13,6% 5,8%
stadium I11 23,3% 23,9%
stadium IV 29,9% 51,1%
neznano 16,9% 9%

Pfezivani pacientil je nejvyssi u pocatecnich stadiich onemocnéni, kdy pro stadium I se

udava pétileté preziti v rozmezi 60-70%, u st.II 30-50% a u st.IITA 10-30%. Data v USA z
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National Cancer Institute’s Surveillance Epidemiology and End Resuls udavaji nasledujici
petileté prezivani pacientl, kteti byli diagnostikovani mezi lety 1998-2000. Stadium 1A 49%,
IB 45%, 11A 30%, IIB 31%, II1A 14%, I1IB 5% a st.IV 1% [32]. Stadium onemocnéni v dobé

diagnozy je tedy vyznamnym prognostickym faktorem dlouhodobého pieziti nemocnych.

1.3.2. Grading nadoru

Gradingem nadoru oznacujeme stupeii jeho predpokladané agresivity a diferenciace.
Grading je zalozen na hodnoceni proliferacni aktivity a stupné diferenciace nddorovych
bunék. Pii stanoveni diferenciace buiiky se opirame o nukleoplazmaticky pomér, ktery nartsta
s mirou anaplazie, velikost a pravidelnost bunky, schopnost formovat urcité struktury
( napt.zlazové tubuly), stupeil soudrznosti s ostatnimi buiikami a pfitomnost nebo
nepiitomnost jadérka nebo vice jadérek. Proliferacni aktivitu lze sledovat riznymi metodami,
nejcastéji stanovenim mitotického indexu a imunohistochemickymi metodami ( Ki67) [33].
Na zaklad¢ gradingu se maligni nadory rozdé€luji do 4 skupin podle nartistajiciho stupné
anaplazie ( G1-G4), u adenokarcinomu plic je grading tiistupnovy GI-III [20]. VySssi stupenl

gradingu znamena horsi prognézu onemocnéni.

1.3.3. Invaze tumoru do okoli, krevnich a lymfatickych cév

Invaze nadorovych bunék z primarniho nadoru do okoli a cév zavisi na schopnosti nadoru
aktivovat proteolytické enzymy, které rozpoustéji bazalni membrany a vazivovou tkan [34].
Patti zde matri¢ni metalo-proteolytické enzymy (MMP —matrix metalloproteinazy), jako napf.
kolagenaza IV. ZvySena aktivita téchto enzymti zvySuje Sanci nadorové buiiky na proniknuti
ptes bazalni membranu. Za fyziologickych podminek jsou MMP regulovany specifickymi
inhibitory, napt. TIMP ( tissue inhibitor of metalloproteinases). Pokud v nddorovych bunkach
dojde ke ztraté exprese TIMP, dojde ke zvySeni aktivity proteolytickych enzymt a tim
k navySeni agresivniho potencidlu bunék. Kromé MMP je dilezity i systém u-PA
( urokinase- typ-plasminogen-activator-systém), ktery se sklada ze serinové protézy plazminu,
jejich aktivatorti t-PA a u-PA a inhibitort alfa2-antiplazminu PA1 a PA2 ( PA- plazminogenni
aktivator) [35]. Plazmin je za normdalnich podminek aktivovan u-PA, ten je kontrolovan
obéma inhibitory PA1 a PA2. Vypadek téchto inhibitorti mé za nasledek zvySeni invaze
nadorovych bun¢k a metastazovani. Vysoka koncentrace u-PA v naddorové tkani je
nepiiznivym prognostickym faktorem [36]. Po invazi do sliznice pronikaji nadorové bunky do
lymfatickych a krevnich cév. Témi bud’ cestuji s proudem tekutin nebo se usadi a mnozi se.

Invaze do okoli i do cév zhorSuje progndzu pacienta, protoze dochazi k Sifeni nemoci.
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1.3.4.Gen KRAS

KRAS gen patii do rodiny sav¢ich RAS genii. Pied vice nez 40 lety byly objeveny vysoce
orogenni RNA viry, které zpiisobovaly nddory Harvey a Kirsten my$iho sarkomu. Ty indukuji
vznik sarkomil a erytroleukémii u krys [37]. Tyto virové onkogeny byly pojmenovany HRAS
a KRAS. Spojitost téchto gent s karcinomy u lidi byla zjiSténa na zéklad¢ studii pfenosu
genu, kdy byly zjistény transformujici a mutované formy KRAS v bunécnych liniich
karcinomu plic a tlustého stfeva. Stejnym zptisobem byl identifikovan v neuroblastomu 3.¢len
této rodiny NRAS. Tyto RAS geny kéduji proteiny, které patii do tzv. superrodiny guanosin-
5’-trifosfataz ( GTPaz). V normalnich klidovych bunkéch je RAS véazéan na guanosindifosfat
(GDP) a neni aktivni. K pfechodné tvorbé aktivni fotmy RAS vazané na guanosintrifosfat
(GTP) zptsobuji extracelularnimi podnéty ( napf.epidermalni ristovy faktor). Tento
aktivovany komplex se vaze na celou fadu efektorovych cili ( kindzy RAF). KRAS je
lokalizovéan na kratkém raménku chromozomu 12. Mutované geny KRAS postihuji oblast
regulujici uroven enzymatické activity a tim dochézi k trvalé aktivité proteinu KRAS
nezavislé na stimulu. Napiiklad mutace kodonu, ktery koduje aminokyselinu glycin

( aminokyselina bez postranniho fetézce) v pozici 12, vede k zaclenéni jiné aminokyseliny s
postrannim fetézcem. Tim je naruSena hydrolyza GTP a zpétné uvedeni KRAS do
inaktivniho stavu. Nepfetrzita aktivace KRAS pak vede ke zvyseni proliferace a snizeni
apoptdzy. Az 90% mutaci se vyskytuje v kodonech 12 (90%), 13 a 61 [38,39], v menSim
poctu pak 1 v kodonu 146 [40]. VétSinou jsou spojené s koufenim a pievazné se vyskytuji u
adenokarcinomil a v kavkazské populaci[38,41]. Spojitost s koufenim prokédzala nedavna
analyza, kdy u kutakt nebo byvalych kuiaka se vyskytuvala KRAS mutace v 26% ptipadi,
zatimco u nekufakil jen v 6% ptipadii[42]. Pro pfesnou charakteristiku naddorovych buné¢k se
stale Cast&ji vyuziva cytogenetického vySetteni jadra na fezech nddorovou tkani metodou
fluorescencni in situ hybridizace (FISH). Pouzivaji se fluorescenéné znacené DNA sondy,
které sekvencné odpovidaji detekovanému tseku na chromozomu. Sondy jsou za
specifickych podminek hybridizovany na tkanové preparaty, které jsou fixovany na
podloznim skle. Pocet kopii genu ptitomného v jednotlivych nadorovych buiikéach je stanoven
pii odecitani poctu fluorescencnich signalti. Mira exprese genu se stanovuje histologickou
metodou —imunohistochemickou reakci na trovni proteinii (IHC). Pfitomnost exprimovanych
proteintl je prokazovéana pomoci specifickych protilatek s navazanymi chemickymi
slouceninami umoziujicimi jejich vizualizaci. Identifikaci bodovych mutaci v oblasti genu,
ktera vede k aktivaci proteinu umoziuji metody molekularni diagnostiky. Nejcitliveéjsi je

polymerdzova fetézova reakce v readlném case (QPCR) s alelicky specifickymi primery (napf.
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Kity K-RAS TheraScreen DxS), je mozné i vyuziti senzitivnich, ale Casové narocnych DNA
hybridizaénich technik (K-ras Strip Assay) [43]. Mutace KRAS se vyskytuji zhruba asi u 20%
pacientll s NSCLC. Slebos a kol. zkoumali u pacientii s NSCLC vztah mezi pozitivitou
KRAS, chraketristikou nadoru a ptezivanim. Nadory u pacientt s pozitivni KRAS mutaci
byly mensi, hiife diferencované. Soubor tvofilo 23 Zen a 46 muzia s NSCLC ve stadiich [A-
IITA. Z celkového poctu 19 pacientl s mutaci zemielo 12 béhem sledovaného obdobi ve
srovnani s 16 z 50 pacientii bez mutace, coz bylo statisticky vyznamné (p=0.002) a tento
rozdil v prognéze mezi témito 2 skupinami byl také zaznamenan v trvani doby bez piiznaku
onemocnéni [44]. V roce 2005 byly zvetfejnény vysledky metaanalyzy, ktera v 28 nezavislych
studiich porovnavala prognosticky vyznam KRAS mutace. V této analyze bylo zatfazeno 3620
pacientil a bylo prokazéano horsi pteziti u téch, kteti méli mutaci [45]. V dalsi analyze byl
KRAS statisticky velmi vyznamnym prognostickym faktorem u adenokarcinomt, u
spinocelularnich karcinomt se to nepotvrdilo. V r.2007 v Kanad¢ bylo vySetfovano 450
pacientil s resekovanym NSCLC ve stadiu IB-II, kteti byli nasledné 1é¢eni adjuvantni
chemoterapii ve slozeni cisplatina + vinorelbin nebo byli jen sledovani. Z této skupiny mélo
pfitomnu mutaci KRAS 117 pacientd, ale nebylo zde prokazano horsi celkové preziti ve
srovnani s pacietny bez mutaci [46,47]. I dalsi studie z r.2008 ale nepotvrdily mutaci genu
KRAS jako nezavisly prognosticky faktor. [48]. Skupina autorli v Plzni vySetfovala mutaci
genu KRAS spoleéné s mutaci genu EGFR a PIK3CA u 223 pacienti se spinocelularnim
karcinomem. V tomto souboru byla prokdzana mutace genu KRAS u 16 z 215 pacientt
(7,4%), U téchto pacientl nebyl prokazan rozdil v dob¢ do progrese onemocnéni ( PFS —
progression free survival), ale byla prokazana krat$i doba preziti pacientii s mutaci KRAS (OS
—overal survival) [49]. Prognosticky vyznam mutaci genu KRAS u NSCLC zatim ztlistava
neobjasnén.

Narozdil od prognostické role KRAS mutaci byl potvrzen jejich prediktivni vyznam pro
1é¢bu inhibitory tyrozinkindz u NSCLC. Analyza vzorkt pacientii zafazenych do studie faze
IIT TRIBUTE, kdy byli nemocni s pokro¢ilym NSCLC lé¢eni v I.linii kombinaci
chemoterapie a placeba nebo kombinaci chemoterapie a erlotinibu ukazala, Zze mutace KRAS
byla nalezena ptiblizn€ u 21% nadort. Pacienti s mutaci méli signifikantné horsi celkové
priziti 1 kratS$i dobu do progrese [50]. Tyto horsi vysledky byly rovnéz zaznamenéany u
pacientl s pokro¢ilym NSCLC s KRAS mutaci v randomizované studii faze I1I BR.21
lé¢enych ve druhé nebo tieti linii erlotinibem versus placebem [51]. Ke stejnym zaveérim
dospéla metatanalyza, ktera shrnovala vysledky 22 studii. Do této metaanalyzy bylo zatazeno

1470 pacientli s NSCLC, KRAS mutace byla detekovéana u 231, tedy v 16% ptipadu. I zde
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bylo potvrzeno, ze pritomnost mutaci KRAS je negativnim prediktivnim faktorem pro 1é¢bu
NSCLC inhibitory tyrozinkinazy [42]. VétSina studii dokézala, ze KRAS mutace a mutace
genu EGFR se vzdjemné vylucuji, maji tzv.mutacni exkluzivitu, proto je klinicky vyznam

KRAS vysetieni u NSCLC velmi nizky.

1.3.5.Gen BRAF

U zdravych bunck je BRAF soucésti vysoce regulované distalni drahy, ktera
zprosttedkovava ucinky receptort pro ristovy faktor. Gen BRAF kdduje nereceptorovou
serin/threonin kinazu. Ta je v signalni draze aktivovéna za proteinem Ras, s kindzovou
doménou, kterda ma podobnou strukturu jako jiné proteinkinazy vcetné receptoru pro
epidermalni riistovy faktor ( EGFR) a HER2 receptoru. [52,53]. Kindza BRAF navazuje na
aktivovany KRAS a pfenasi signal dale smérem k jadru. Somatické mutace BRAF byly
prokézany v riiznych typech solidnich nadorti, hlavné v malignim melanomu [54]. Déle taky
v papilarnim karcinomu §titné zlazy[55], sporadicky v kolorektalnich karcinomech [56], low
—grade ser6znim karcinomu vajec¢niku[57] a plicnich karcinomech[58]. V genu BRAF je
mutace nejcastéji detekovana v kodonu 600, kde dochazi k zdméné aminokyseliny valin za
kyselinu glutamovou —mutace V60OE. Tim dojde k aktivaci kindzy BRAF, ktera se stava
nezavisla na signalizaci z EGFR a tim podporuje transformaci buiiky v nddorovou. Tato
mutace se vyskytuje u 1,5-2,8% adenokarcinomu plic. Nadory s mutaci V60OE se Casto
vyznacuji mikropapildrnimi rysy a jsou spojeny s horsi prognézou onemocnéni [59,60]. Ve
studii faze I BRF 113928 byli pacienti s touto mutaci 1é¢eni dabrafenibem. Zatazeni byli
pacienti se st.IV NSCLC, u kterych doslo k progresi po ptfedchozi chemoterapii. Dabrafenib
byl podavan peroralné 2x denné v davce 150 mg. Kontroly nemoci bylo dosazeno u 60%
z nich, parcialni regrese ve 40% ptipadd, stabilizace onemocnéni u 20% nemocnych.
K progresi onemocnéni doslo u 30% pacienti s touto terapii. [61]. Dabrafenib je
v soucasnosti pouzivan k terapii metastatického melanomu s mutaci BRAF V600E.
Ptitomnost této mutace v naddoru je prediktivnim faktorem této 1écby. Mutace BRAF a KRAS

se vyskytuji soucasné u téhoz pacienta jen velmi vyjimecné (0,6%).

1.3.6.Gen C-MYC
Gen C-MYC je lokalizovan v oblasti 8q24 . C-MYC protoonkogen kéduje jaderny protein,
ktery je exprimovan u fady bunéénych typt. Je zodpovédny za rist bunék a regulace G1 faze

bunécného cyklu a rovné je zahrnut v myeloidni diferenciaci. K jeho zménam dochézi
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v souvislosti s maligni transformaci, kdy dochézi k jeho amplifikaci nebo translokaci s jinym
genem. Nejcastéjsi aberaci predstavuje translokace t(8;14) (q24;q32), jejimz nasledkem je
fuze genu C-MYC a genu pro téZky fetézec imunoglobulinu H (IgH). Tato translokace se
vyskytuje velmi ¢asto u maligniho Burkitova lymfomu [62]. Protoonkogen C-MYC kéduje
transkripcni faktor C-MYC, ktery hraje dilleZitou roli v regulaci bunééného cyklu a hraje
kli¢ovou tlohu v mnoha bunéénych procesech jako je bunécny riist, proliferace, bunécna
diferenciace a apoptdza. Ke zvysené expresi C-MYC v nadorovych buitkach dochézi
prostiednictvim rznych mechanismd, jako je amplifikace genu, chromozomalni translokace,
jadernym polymorfismem v regulac¢ni oblasti, mutacemi v nadfazenych signalnich drahach a
mutacemi, které zvysuji stabilitu proteint [63,64,65]. MYC je onkogen, u kterého se
amplifikace vyskytuje nejcastéji. Amplifikace MYC byla nalezena u fady nadorti i u
karcinomu plic. ZvySena exprese jeho produktu transkripéniho faktoru C-MYC je spojena

s vy$$i agresivitou naddoru a Spatnou prognozou. [66]. Amplifikace MYC se vyskytuje u
malobuné¢ného 1 nemalobunééného karcinomu plic. Vyskyt je Castéj$i u SCLC a jeji
pritomnost u pacienti s relabujicim SCLC je spojena s kratsSim prezitim [67]. K detekci
translokaci zahrnujicich C-MYC se v soucasné dob¢€ pouziva fluorescenéni in-situ hybridizace

( FISH).

1.3.7. VEGF ( vaskularni endotelidlni ristovy faktor )

ve vyvoji nadoru. Nador, ktery presahne uréitou velikost ( 1mm?®) pottebuje systém cév

k dodédvani zivin a kysliku. V 1.1980 byl izolovan VEGF jako silny stimuldtor rastu
endotelovych sév, ktery aktivuje tyrozinkindzové receptory na povrchu bunék endotelu a je
tak hlavnim regulatorem normalniho i patologického ristu cév. VEGF je produkovan
nadorem zejména pii hypoxii. Nadorové cévy jsou nevyzralé s nepravidelnym proudénim

v cévni siti, proto je prunik cytostatik k nddorové bunce obtizny [68]. Angiogeneze je nutnd
k rstu i metastdzovani nddoru. U nemocnych s nadory je hladina VEGF zvySena jak

v télesném obé¢hu, tak i v nadorové tkani. Vysoka produkce VEGF je spojena s horsi
prognozou onemocnéni. VEGF je glykoprotein vazici heparin. Patii do podskupiny cytokind,
ktera je odvozena od destickového riistového faktoru. VEGF se primarné vaze na dva
receptory nachazejici se na vaskuldrnich endotelovych buiikach vyvijejicich se tkani, a to
VEGEF- receptor 1( VEGFR-1) a VEGF-receptor-2 (VEGFR-2). Vazbou VEGF na receptor se

aktivuji signalni cesty a tim 1 stimulace angiogeneze. Protilatky proti VEGF se vazi na VEGF,
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tim znemozni jeho vazbu na receptory nebo blokuji pfimo receptory [43]. Touto cestou
dochazi k regresi nové vytvorenych cév, v uvodni fazi potom k normalizaci krevniho fecisté
v nadoru, v jehoz dasledku pak dochézi i k lepSimu priniku protinddorovych 1€ki. V dalsi
fazi pak zabranuji vzniku novych cév, ¢imz znemoziiuji rist nadoru i metastaz. Protoze po
ukonceni 1€cby se riist nadorovych cév obnovuje, je nutno 1é¢it témito 1éky az do progrese
onemocnéni. Prvnim 1ékem registrovanym v Llinii 1é¢by NSCLC je bevacizumab (Avastin).
Jedna se o humanizovanou verzi mysi protilatky tfidy IgG a je z 93% lidského a ze 7%
mys$iho ptivodu. Po nitrozilnim podani dochazi k blokovani vazby VEGF na receptor a tim

k inhibici angiogeneze, ale také ke sniZeni intersticialniho tlaku v nddoru a tim 1 lepSimu
pruniku nizkomolekularnich cytostatik. Bevacizumab je indikovan v I.linii 1é¢by nemocnych
s NSCLC jiného histologického typu nez predominantné z dlazdicovych bun¢k v kombinaci
se standardnim platinovym rezimem chemoterapie. Po ukonceni chemoterapie pii lécebné
odpovédi pokracuje 1é¢ba az do progrese onemocnéni. Uginnost a bezpe&nost tohoto
preparatu byla prokazéna v n€kolika studiich [69]. V americké studii E4599 byl v jednom
rameni podavan bevacizumab kazdé 3 tydny v davce 15 mg/kg s chemoterapii ve slozeni
CBDCA, paklitaxel, v druhém rameni byli pacienti lé¢eni jen chemoterapii. V rameni

s bevacizumabem byl dosazen vétsi pocet 1€cebnych odpoveédi ( 35% vs.15%), delsi preziti
bez progrese (6,2 vs 4,5 mésice) 1 delsi celkové preziti (12,3 vs.10,3 mésice). Jesté vyrazngjsi
posun v délce pieziti doslo u podskupiny nemocnych s adenokarcinomem — 14,2 mésice[70] .
V dalsi studii faze III AVAIL byl bevacizumab podavan ve dvou riznych davkach 7,5 mg/kg
nebo 15 mg/kg kazdé 3 tydny s chemoterapeutickym rezimem cisplatina + gemcitabin. Ve
srovnavacim rameni bylo s chemoterapii podavano placebo. Vétsi Cetnosti 1é¢ebnych
odpovédi bylo dosazeno v rameni s bevacizumabem a to u davky 7,5 mg/kg nez ve srovnani
s placebem ( 34% vs.20%) 1 delSiho pteziti bez progrese (6,8 vs.6,2 mésice), ale v této studii
nedoslo k statisticky vyznamnéjsimu prodlouzeni celkového preziti ( 13,6 vs.13,1 mésice). To
mohlo byt zptisobeno, tim, ze skoro dvé tfetiny nemocnych byli dale 1é¢eni jinou
protinadorovou terapii [71]. Ve studii faze IV SAIL byl bevacizumab ptidan k jakémukoli
standardnimu rezimu chemoterapie prvni linie. Do této studie bylo zatazeno vice nez 2000
nemocnych. Bylo dosazeno ¢etnosti odpovédi 50,8%, stfedni doby do progrese 7,8 mésice a
doby sttedniho celkového pieziti 15,3 mésice. Vzhledem k riziku krvaceni byli vyfazeni
nemocni s dlazdicobunéénym karcinomem, z dalSich nezddoucich ucinkl byla nejcastéji
pozorovana hypertenze [72]. Exprese VEGF koreluje s prognozu u fady nadord, ale neni
prediktivnim faktorem, protoze doposud nebyl prokézan vztah mezi expresi VEGF a u¢innosti

terapie
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1.3.8. p tubulin tFidy III (TUBB3)

B tubulin tfidy III je protein o molekulové hmotnosti 50kD. Je kddovany genem
lokalizovanym na dlouhém raménku 16.chromozomu. Jako ¢len tubulinové ,,rodiny* se podili
na tvorbé mikrotubulli. V soucasné dobé¢ je pokladan za jeden z markerti Casnych fazi
neuronalni diferenciace, a to jak za vyvojovych podminek, tak i ve tkani nadorové [73].
TUBB3 u NSCLC je jak prognostickym, tak i prediktivnim faktorem. Vysoka exprese
TUBBS3 je spojena s horsi odpovédi na 1écbu chemoterapii, rychlejsi progresi onemocnéni a
krat$i dobou pieziti nemocnych. B tubulin spole¢né s o tubulinem jsou stavebnimi prrvky
mikrotubulu. Tyto dva tubuliny se slucuji do heterodimeru. Oba tyto tubuliny vytvaieji
linearni vldkno se stfidajicimi se podjednotkami a a B, které je ozna¢ovano jako
protofilamentum. Mikrotubulus je tvofen z 13 protofilament, jeden jeho konec je oznaovany
jako (-) zakon¢eny jen a tubuliny, druhy konec (+) jen B tubuliny. Mikrotubulus roste jen na
plusovém konci. Klicovou tlohu pfii ristu nebo rozpadu mikrotubult hraje pteména GTP na
GDP. Vazba GTP k a tubulinu je stabilni, ale pti vazb¢ k B tubulinu mtze byt GTP
hydrolyzovan na GDP, ¢imZ dochazi ke zméné mechanické vlastnosti § tubulinu. TUBB3
ovliviiuje tvorbu mitotického vieténka. Pomoci latek, které jsou pouzivany jako protinadorové
1éky je mozné mikrotubuly bud’ stabilizovat pomoci paklitaxelu nebo naopak
depolymerizovat naptiklad pomoci kolchicinu [74]. TUBB3 ovliviiuje tvorbu mitotického
vieténka a probéhla fada studii zamétenych na moznost predikce lepsi odpovédi urcitych
cytostatik v adjuvantni chemoterapii [75]. Inhibici polymerace mikrotubulli zptisobuji Vinca
alkaloidy, které se vazi na bunécné mikrotubuly a blokuji jejich funkci. Mistem vazby je
mikrotubularni protein tubulin, specificky se vazi na obé& jeho podjednotky a i béhem S faze
bunécného cyklu. Po tomto navazani je ukoncena formace mikrotubuld, je vyvoladna jejich
depolymerizace a rozpusténi mitotického vieténka. Vysledkem je zastava mitdzy. Taxany se
také vazi na mikrotubuly, ale vazebné misto je jiné. Navazani taxanii inhibuje depolymerizaci
mikrotubulil, ktera normaln€ v bunice nastava na konci bunééného deleni. Bunky
s nerozlozenymi tubuly se pfestavaji délit a riist. Rada studii prokazala prognosticky vyznam
exprese TUBB3, ale dalsi studie zkoumaly TUBB3 jako prediktivni faktor pfeziti u pacientti
s resekovanym NSCLC. Seve a kol. publikovali signifikantni prodlouZeni celkového pieZiti
pacientl s vysokou experesi TUBB3, ktery byla podana chemoterapie ve sloZeni cisplatina +
vinorelbin ve srovnani s pacienty, ktefi nepodstoupili adjuvantni 1écbu[76]. V fad¢ studii bylo
prokazano, ze vysoka exprese TUBB3 je spojena s rezistenci nddorovych bunék na paklitaxel

( NSCLC, karcinom ovaria, karcinom prostaty, karcinom prsu) a u karcinomu pankreatu
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s rezistenci na docetaxel.[77,78,79,80]. V tad¢ dalsich studii pak bylo potvrzeno, ze u
pacientti s pokro¢ilym NSCLC je nizka exprese TUBB3 spojena s odpovédi na 1écbu a
lepSimi klinickymi vysledky, pokud jsou 1éCeni preparaty, které inhibuji depolymerizaci
mikrotubuli [81,82,83,84,85]. Vysledky téchto studii naznacuji, ze B-tubulin tfidy I1I by mohl
byt dobrym prediktivnim faktorem, s moZnosti vybrat spavnou lé€bu pro konkrétnniho

pacienta.

1.3.9.MikroRNA

MikroRNA (miRNA) byla poprvé popsana v r. 1993 tymem Victora Ambrose. Byl
identifikovan gen, ktery nekddoval protein, ale kratkou molekulu RNA. Ta se véazala na
netranslatovanou oblast mRNA jiného genu a tlumila jeho translaci. V 1.2000 byla ziskana
fada poznatkli o funkci miRNA a jejich roli pfi vyvoji malignich onemocnéni. MiRNA patii
mezi vyznamné regulatory genové exprese a kontroluji fyziologické i patologické procesy

v organismu. U malignich onemocnéni miRNA funguji jako nddorové supresory a onkogeny.
Poprvé popsal nddorove supresorickou funkei miR-15 a miR-16 profesor Carlo Croce u
chronické lymfatické leukémie (CLL) [86]. MiRNA je definovéna jako kratké ( 21-23
nukleotidil) dlouha jednotfetézcova RNA. Vzniké z dlouhého primarniho transkriptu (pri-
miRNA) a vlasenkové prekurzorové struktury ( pre-miRNA) u¢inkem ribonukleaz

v cytoplasmé a jadie. Jeji hlavni funkei je post-traskripéni regulace genové exprese.

V soucasné dobé€ je znamo vice nez 1000 miRNA v lidském genomu, ale ptedpoklada se, Ze
jejich pocet je daleko vyssi. MiRNA hraji zdsadni roli v procesech, jako je vyvoj,
diferenciace, proliferace, apoptdza a podileji se na biologii nadorovych kmenovych bun¢k,
angiogenezi, epitelialné¢ mezenchymalnim piechodu, metastazovani a rezistenci k 1ékam.
Typickym ptikladem je miR-21, k jehoZ nadmérné expresi dochazi u vétSiny nadorovych
onemocnéni, napt. u karcinomu prsu, kolorekta, pankreatu, neuroblastomu, leukémii a
lymfomu [87,88]. MiR-21 cili na n€kolik nddorové supresorovych genii véetné¢ PTEN s cilem
zvyseni proliferace a omezeni apoptdzy [89]. Transkripci fady nadoroveé supresorovych
miRNA potlacuje protoonkogen MYC, veetné jejich tiidy let-7. Snizend exprese let-7 miRNA
byla zaznamenana u fady malignit a je spojena se Spatnym prezitim. Ter¢em tiidy let-7 je gen
RAS, ktery se podili na bun&&ném ristu, diferenciaci a preziti. Rada miRNA této t¥idy se
nachdzi v oblasti genomu, kterd je detekovana u pacientil s karcinomem plic [90].

K identifikaci miRNA slouzi rizné molekularné biologické ptistupy, od ptimé genetiky,
klonovani miRNA az po sekvenovani [86]. Mitogenni signaly jsou k cilovym bunkdm vedeny

pomoci transmembranovych receptori s tyrozin-kinazovou aktivitou (RTK) na zaklad¢ jejich
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interakci s riistovymi faktory a cytosiny. Pokud dojde k navySeni hladin povrchovych RTK
receptortl, vykazuji buniky zvySenou senzitivitu i k nizkym koncentracim rastovych signali a
tim dochézi ke zvyseni replikace. ZvySena exprese nebo konstitutivni aktivace receptorovych
tyrozin-kinaz byla zjisténa u fady solidnich nadori. Jde o receptorovou rodinu ErbB, receptor
pro vaskularni endotelialni faktor (VEGFR — vascular endothelial growth factor receptor),
receptor pro rustovy faktor odvozeny od krevnich desticek (PDGFR- platelet-derived growth
factor receptor) a c-MET [91]. K narusené regulaci téchto povrchovych receptort a jejich
signalnich drah ptispiva deregulovana exprese miRNA v nadorovych bunikéch, dochazi

k nezavislosti na produkei ristovych signalil a tim k abnormalni bunééné proliferaci. Ve dvou
pracich byla popséana snizena hladina miR-7 a miR-128, které¢ maji schopnost pfimo tlumit
signalizaci EGFR, a to u buné¢nych linii karcinomu prsu, kolorekta a plic [92,93]. Podle
n¢kolika studii mtize identifikace specifickych expresnich profili miRNA v séru pacientii vést
k detekci karcinomu plic v ¢asném stadiu. Byla nalezena signifikantné zvySena exprese
miR-1254 a miR-574-5p v séru pacientl s Casnym stadiem NSCLC oproti sériim zdravych
darci. Dale byla publikovana skupina 11 sérovych miRNA ( miR-486, miR-22, miR-30d,
miR-21, miR-26b, let-7i, miR-378, miR-1, miR-206, miR-146b a miR-499), jejichz exprese
byla vice nez pétindsobn¢ zménéna u déle prezivajicich pacientd ( primér 49,54 mésicli) ve
srovnani s kratce piezivajicimi pacienty ( pramér 9,54 mésicti). Bylo zjisténo, ze miR-21 je
vyznamny sérovy prognosticky biomarker u pacientti s NSCLC a zarove je i prediktivnim
biomarkerem senzitivity k chemoterapii s cisplatinou [94]. Hennessey et al. publikovali dvé
sérové miRNA a to miR-15b a miR-27b, pomoci kterych odlisili se 100% senzitivitou a 84%
specifitou nemocné s NSCLC od zdravych kontrol [95]. Byla provedena i fada studii se
sledovanim exprese riznych miR v séru, ale prob¢hly i studie ke stanoveni expresniho profilu
miRNA ve sputu. Byla zjiSténa signifikantné vyssi exprese miR-21 u pacientd s NSCLC
oproti zdravym kontrolam [96]. Dalsi studie se zaméfily na casnou detekcei histologickych
podtyptt NSCLC. U adenokarcinomu byly nalezeny ¢tyfi miRNA se zvySenou hladinou
(miR-21, miR-182, miR-200b, miR-375) a tfi miRNA se snizenou hladinou ( miR-486,
miR-26 a miR-145) v porovnani se zdravou plicni tkani. U spinocelularniho karcinomu byla
nalezena zvySenad hladina tfi miRNA ( miR-126, miR-139, miR-429) a sniZzena hladina také tii
miRNA ( miR-205, miR-210, miR-708) [86]. S pfitomnosti mozkovych metastaz je
asociovano asi deset miRNA, a to naptiklad miR-145*a miR-328. Byly identifikovany i
specifické profily miRNA, které¢ vyznamné korelovaly bud’ s progndzou onemocnéni nebo

s odpovédi na protinddorovou terapii. Yanaihara et al. identifikovali osm miRNA spojenych

s pfezivanim pacientii s adenokarcinomem plic. Vysoké exprese miR-155, miR-17-3p, miR-
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106a, miR-93, miR-21 a nizké exprese let-7a-2, let-7b a miR-145 jsou asociovany se §patnou
prognézou. MiR-155 a let-7a-2 maji prognosticky vyznam, ukézalo se, ze pacienti s vysokou
expresi miR-155 nebo nizkou expresi let-7a-2 vykazuji signifikantng kratsi prezivani [97]. U
spinocelularniho karcinomu bylo zjisténo, ze vysoka hladina miR-146b je spojena s kratSim
prezitim nez nizka hladina této miR. Se Spatnou progndzou je asociovana i zvySena exprese
miR-130a a snizend exprese miR-451[98]. U pacientt po radikalni chirurgické resekci
NCSLC st.I Duncavage popsal asociaci recidivy nadorti s expresi miR-7, let-7¢, MiR-21, miR-
155, miR-210 a miR-221. Nadory s relapsem mély mnohonasobné nizsi hladinu miR-221 nez
nadory, u kterych k relapsu nedoSlo [99]. Byly zkoumdany 1 expresni profily miRNA u
pacientli senzitivnich a rezistentnich na pooperacni radioterapii. U radiosenzitivni skupiny
bylo nalezeno 5 zvySenych miRNA ( miR-126, let-7a, miR-495, miR-451, miR-128b) a sedm
snizenym miRNA ( miR-130a, miR-106b, miR-19b, miR-22, miR-15b, miR-17-5p, miR-21)
[100]. Jedna z velmi mala studii byla zaméfena na expresni profil miRNA u SCLC. S
chemorezistenci SCLC by signifikantn€ asociovany miR-92a*, miR-147 a miR-574-5p.

S krats$i dobou preziti korelovala vyssi hladina miR-92a-2*[101]. Jako potencialni
terapeuticky cil se jevi miR-21, jejiz exprese vyznamné redukuje u bunék NSCLC jejich rust,
invazivitu a posiluje apoptdzu. Dalsim slibnym terapeutickym cilem je miR-145, jejich
ektopickd exprese vede u bunéénych linii NSCLC k zastaveé bunééného cyklu[86]. Lécbu na
miRNA lze zacilit dvéma zplsoby: redukci miRNA, kdy dochazi k inaktivaci téch miRNA,
jejichz exprese je v nddorech zvySena nebo nadmérna a na substituci miRNA. Pfi substituci
jde o opétovné vneseni miRNA, jejichz exprese je sniZzena nebo jsou depletovany

z nadorovych bunék. Byly provadény studie na mysich modelech nemalobunééného
karcinomu plic s aktivovanym KRAS, kdy mimetikum miRNA miR-34a nebo let-7 vytvoftilo
komplex s neutralni lipidovou emulzi, coz vedlo k 60% redukci rozsahu nadoru[89]. Dalsi
rozvoj studia molekularni patologie nadord by mohl vést k identifikaci biomarkert vhodnych
pro ¢asny zachyt onemocnéni nebo recidivy nemoci, ke stanoveni prognozy a zvySeni
efektivity chemoterapie a cilené 1écby. Zapojeni miRNA do kli€¢ovych signalnich drah
karcinomu plic ukazuje, Ze mohou kromé prognostického a prediktivniho potencidlu byt i

slibnymi terapeutickymi cili pti [é€bé NSCLC.

1.3.10.Ostatni prognostické faktory
Ubytek na vaze se vyskytuje zejména u pokrogilych forem nemoci a je spojen s horsi

prognézou onemocnéni. Ke kachexii dochazi v mnoha ptipadech pii progresi onemocnéni a
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kromé nechutenstvi se uplatituje systémovy efekt riiznych cirkulujicich cytokind, TNF-a
(tumor necrosis factor-o), IL-1B (interleukin-1p) a fada dalsich ptisobka [102]. Cim vétsi je
1é¢by. Nadorovou kachexii 1ze charakterizovat jako syndrom, ktery zahrnuje ztratu télesné
hmotnosti, anorexii, astenii, svalovou atrofii a ¢asto i anémii. Casto je p¥itomna u
onkologickych nemocnych jiz v dobé diagnézy. Ztrata hmotnosti miize nepitiznivé ovliviiovat
vykonnostni stav a kvalitu Zivota pacientd, ktefi také hiife snaSeji chemoterapii [103,104]. Za
vyznamny je povazovan vahovy ubytek o vice nez 10% z piivodni hmotnosti za poslednich 6
mesict. V laboratornim obrazu svéd¢i pro malnutrici snizena koncentrace nékterych proteind,
jako jsou albumin, transferin a prealbumin. Hypalbuminémie je také povazovana za
vyznamny negativni prognosticky faktor. Stav vyZivy nemocného kromé prognostického
faktoru mize byt dle brnénskych autord, ktefi hodnotili 122 pacientt s bronchogennim
karcinomem i prediktivnim faktorem [105].

V¢Ek nepredstavuje signifikantni prognosticky faktor u karcinomu plic, protoZe toto
onemocnéni se vyskytuje ve vyssim véku, ma ale vyznam ve spojeni s vykonnostnim stavem
pacienta a rozsahem onemocnéni [106]. Vice nez 50% plicnich karcinomi je diagnostikovano
ve veéku nad 65 let. Star§i nemocni reaguji hlife na chemoterapii, casteji u nich dochéazi
k relapsu onemocnéni i pocet dosazenych remisi je mensi. Nékdy se vzhledem k pfidruzenym
onemocnénim nebo komplikacim z pfedchozich cyklii chemoterapie podavaji nizsi 1é¢ebné
davky, coz ma za nésledek horsi 1é¢ebné vysledky.

Stav vykonnosti (performance status-PS) hodnoti celkovy stav pacienta, pouziva se k volbé
1é¢by a hodnoceni kvality Zivota. Pacienti v celkové Spatném stavu obvykle snaseji terapii
hlife a maji z ni mensi prospéch. S klesajici fyzickou zdatnosti se snizuje 1 pfinos
chemoterapie, proto vzdy musime zvazit mozny profit z 1écby pro daného pacienta [107].

K hodnoceni stavu vykonnosti se pouziva Karnofského skére nebo WHO klasifikace.
Karnofského skore ma hodnoty od 100 do 0, kde 100 je normalni stav a 0 je smrt. WHO

stupnice pouziva hodnoceni 0-4 ( normalni stav az trvalé upoutani na 1izko). Tabulka 4 a 5.
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Tabulka ¢.4:Karnofského $kala

100% | normalni aktivita, bez projevli nemoci

90% | schopen normalni aktivitdm pfitomny minimalni znaky nebo ptfiznaky nemoci

80% | s Gsilim schopen normalni aktivity, pfitomny znaky nebo pfiznaky nemoci

70% | sobéstacny, neschopen normalni aktivity nebo prace

60% | potiebuje obasnou pomoc, ale pfevazné je sobéstacny

50% | potiebuje vyraznou pomoc a ¢astou lékatrskou péci

40% | nesobéstacny, vyZzaduje zvlastni péci a pomoc

30% | zcela nesobéstacny, je indikovana hospitalizace, ale bezprostiedni imrti nehrozi

20% | nemohouci, nutnd hospitalizace, nutné aktivni podplirna lécba

10% moribundni

0% Smrt

Tabulka ¢.5: PS dle WHO Kklasifikace

0 schopen normalni télesné aktivity

1 neschopen tézké fyzické namahy, mlize vykonavat leh¢i praci

2 sobéstacny, ale neschopen prace, travi vice nez 50% denni doby mimo ltizko
3 omezené sobéstacny, pies den travi na ltizku vice nez 50% denni doby

4 zcela nesobéstacny, trvale upoutan na lizko

Dalsim prognostickym faktorem je pohlavi pacienta. V fad¢ studii bylo prokazano lepsi
pteziti Zen s bronchogennim karcinomem a to u SCLC i NSCLC. Pfi¢iny nejsou zcela znamy,
je mozny podil pohlavnich hormoni na regulaci nddorového rastu [108,109,110].

Rasa miize rovnéz ovlivilovat progndézu nemocnych s bronchogennim karcinomem. Jsou
prokazany rozdily mezi asijskou a kavkazskou populaci u SCLC 1 NSCLC v celkovém
piezivani, Cetnosti Iécebnych odpovédi, vyskytem toxicity pti 1é¢bé chemoterapii 1 cilené
1écbé. Prokazala to i velka studie nemocnych s SCLC, do které bylo zatazeno 4782 pacientl,
z toho 71,7% s extensive disease. V této skupiné bylo jen 2,5% nekuraka, Setieni ukazalo, ze
asijska rasa predstavuje ptiznivy prognosticky faktor. V této studii se rovnéz prokazalo, ze

nekutéaci dosahli delSiho cekového preziti (13,6 més. vs. 9,9 més.) a dvouleté preziti ( 17% vs.
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7%) nez kutaci [111]. V Kalifornii byla provedena analyza 19702 pacientti s NSCLC ve st.I.
U asijského etnika bylo prokézano sniZeni rizika tmrti ve srovnani s jinymi etniky. V dalSich
studiich bylo prokazano u asijského etnika delsi celkové prezivani u st. Il a IV bez zévislosti
na anamnéze kouteni [112].

Laktat dehydrogenaza (LDH) je bunécny enzym, ktery se podili na pfeméné pyruvatu na
laktat v poslednim kroku anaerobni glykolyzy. Do krve se dostava z bézného obratu bunék. Je
také produkovana nddorovymi bunikami, zvySenou aktivitu miizeme nalézt ve vypotku
karcinomatozniho ptivodu. Hladina LDH v séru malignich pacientl koreluje s horsi
progndzou, rezistenci k chemoterapii 1 radioterapii u fady malignich procest. V
klinickopatologickych studiich je zvySena hladina LDH v séru spojovana s rezistenci a
vys$§im poctem relapsii po chemoterapii u lymfomu [113], karcinomt prsu a ovaridlnich
karcinomu [114,115] a také u malobuné¢ného karcinomu plic [116,117].

Anémie je charakterizovana poklesem hladiny hemoglobinu pod fyziologickou mez (120 g/l
u zen, 135 g/l u muzh). Je Castym nalezem u pacientll s nddorovym onemocnénim a vyraznou
merou se muze podilet na snizeni kvality zivota onkologickych nemocnych a v nékterych
piipadech miZze mit dopad 1 na GispéSnost 1écby. Muze byt zplsobena krevnimi ztratami nebo
infiltraci kostni dien¢. V diisledku hypoxie pfi anémii dochédzi v tumoru ke genové instabilité
a vznikaji tak agresivngj$i tumory. Hypoxii je také stimulovdna angiogeneze a nadory tak
ziskavaji vetsi potencial k metastazovani. Anémie je negativnim prognostickym faktorem, je
spojena s hor§im stavemm vykonnosti pacienta a miize vyrazné omezit i [é¢ebné moznosti

[118,119].

1.4. Prediktivni faktory u bronchogenniho karcinomu

V poslednich letech stoupa pocet vysledkli molekularniho vyzkumu patogeneze maligniho
onemocnéni. Objevuji se nova protinadorova 1é€iva, jejichz mechanismus tcinku je
specificky pro ur€ity typ naddoru. Prediktivni faktory umoziuji predpoveédét ucinnost
konkrétni 1é¢ebné modality u nemocnych, kteti dany faktor maji ve srovnani s i€innosti
terapie u nemocnych bez tohoto faktoru [26]. Tim dochézi k individualizaci terapie.
Prediktivni faktory se mohou vztahovat k frekvenci lécebnych odpovédi, délce pieziti nebo
doby do progrese. Nékteré maji jak prediktivni, tak i prognosticky vyznam. Mezi prediktory

ucinnosti chemoterapie patii histologicky typ nadoru, exprese 1 ribonukleotid reduktazy
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(RRM1), ERCCI1, Thymidylat syntetazy (TS), BRCA1 ( breast cancer susceptibility gene 1),
B tubulin tfidy III, genové polymorfismy. Mezi prediktory ti¢innosti cilené biologické 1€cby

fadime mutace genu EGFR, mutace genu KRAS, zlom genu ALK.

1.4.1. Histologicky typ nadoru

Do 1. 2004 nebyl zaznamenan rozdil G¢innosti kombinované chemoterapie u jednotlivych
histologickych typli NSCLC. K 1é¢bé se pouzivaly kombinace platinovych derivati
( cisplatina CDDP nebo karboplatina CBDCA) s cytostatikem IIl.generace ( gemcitabin,
vinorelbin, paklitaxel, docetaxel). V roce 2004 byly publikovany vysledky studie faze II1
JMEN. Pacienti s NSCLC byli randomizovani do dvou ramen a ve Il linii [éCby jim byl
podavan docetaxel nebo pemetrexed. Pivodné byl medidn ptezivani bez statistické
vyznamnosti v obou ramenech ( 8,3 vs. 7,9 mésice)[120]. Ale v roce 2007 Peterson a kol.
publikovali retrospektivni analyzu této studie se zaméfenim na G¢innost pemetrexedu
v zavislosti na histologickém typu nadoru. Ve skupiné adenokarcinomu a velkobunécného
karcinomu se prokazalo signifikantné delsi preziti pti 1é¢bé pemetrexedem nez u skupiny
pacientil se spinocelularnim karcinomem ( velkobunéény ms 12,8 mésice, adenokarcinom ms
9 mésict, spinocelularni ms 6,3 mésice) [121]. Na zakladé vySe uvedenych studii je
pemetrexed indikovan ve druhé linii 1é€by u pacientil s jinym histologickym typem neZ
predominantné dlazdicobunéénym a docetaxel ve druhé linii 1€cby u pacienti se
spinocelularnim karcinomem. V roce 2008 pak byla publikovana studie faze III JMDB autora
Scagliotiho a kol., ktera srovnaval uc¢innost dvou lé¢ebnych kombinaci ( cisplatina +
pemetrexed a cisplatina + gemzar) u jednotlivych histologickych typti nadoru. Studie
prokézala lepsi celkové pieziti u adenokarcinomu pfi pouziti kombinace pemetrexed +
cisplatina. Medidn pfeziti v této skupiné byl 12,6 vs. 10,9 mésice. U velkobunécného
karcinomu byl tento rozdil jesté vétsi: 10,4 vs. 6,7 mesice. U spinocelularniho karcinomu
naopak byla ¢inngjsi kombinace cisplatina + gemzar 10,8 vs. 9,4 mésice [122]. Proto i
v Llinii u pacientl s jinym histologickym typem neZ predominantn¢ dlazdicobunéénym je
indikovana lé¢ba kombinaci cisplatina + pemetrexed, kterd prokazatelné u téchto typt nadoru
dava pacientim Sanci na dels$i preziti nez jiné 1é¢ebné kombinace. Ve studii JMEN se podaval
pemetrexed nebo placebo nemocnym, kteti po ¢tyfech cyklech kombinované chemoterapie
neméli prokdzanou progresi onemocnéni a tato 1é€ba pokracovala az do progrese. I zde
pacienti s nedlazdicobunécnym karcinomem, ktefi byli 1é€eni pemetrexedem dosahli
statisticky vyznamného prodlouzeni celkového preziti (15,5 vs. 10,3 mésice), preziti bez

progrese (4,4 vs.1,8 mésice). U pacientii s adenokarcinomem bylo dosazeno pteziti bez
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progrese 4,6 mésice a celkového preziti 16,8 mésice [123,124]. Nasledné¢ tato data byla

potvrzena ve studii faze [l PARAMOUNT, kdy z ptivodné 939 pacientii po prvni linii

cisplatina s pemetrexedem, 539 u kterych nedoslo k progresi onemocnéni pokracovalo

v 1é¢be pemetrexedem nebo placebem. V rameni maintenance ( udrzovaci ) terapie

s pemetrexedem bylo dosazeno signifikantné lepsiho celkového ptezivani ( 13,9 vs.11,0

més.)[125,126].

1.4.2. Exprese ERCCl1(excision repair cross-complemating group 1)

ERCCI1 je nukleéza, ktera se podili na syntéze a opravé poskozené DNA platinovymi
cytostatiky. Protinddorova aktivita platinovych komplexii vyplyva z jejich schopnosti vytvaret
na DNA kovalentni adukty [127]. Cisplatina tvofi rizné typy téchto aduktd, ¢imz inhibuje
syntézu DNA, coz je zékladem jeji protinadorové aktivity. Vznikla DNA posSkozeni jsou
opravovana piedev§im mechanismem nukleotidové excise ( nukleotide excision repair —
NER) za ucasti reparacnich proteini. V mnoha studiich bylo prokazano spojeni rezistence
k cisplating se schopnosti buiiky opravit poskozenou DNA. V liniich téchto rezistentnich
buné¢k byl nalezen vyznamné vyssi transkript genu ERCCI [128]. V retrospektivni studii 56
pacientli s pokro¢ilym NSCLC, kteti byli 1é€eni kombinaci cisplatina, gemcitabin byl median
pieziti vyznamné delsi u pacientl s nizkou expresi ERCC1 (61,6 mésice) ve srovnani
s pacienty s vysoukou expresi ERCCI ( 20,4 mésice) [129]. V né€kolika studiich bylo
prokéazano vyznamné delsi preziti pacientd po kompletni resekci nddort s neptitomnosti
ERCCI1, kterym byla podavana cisplatina jako soucast adjuvantni chemoterapie[130]. Hladina
exprese ERCCI1 je prediktorem Gc¢innosti chemoterapie zaloZené na bazi cisplatiny, vysoka

exprese ERCCI je zodpovédna za rezistenci k tomuto 1é¢ivu.

1.4.3. Exprese RRM1 ( Ribonucleotide Reduktase Subunit M1)

RRM1 gen kdduje regulacni podjednotku ribonukleotidové reduktazy. RRMI je klicovym
enzymem zapojenym do syntézy DNA a jeho exprese ovliviluje odpoveéd naddoru na
gemcitabin ziejme prostfednictvim enzymu cytidin deaminazy [131]. V roce 2004 byla
publikovana studie Rosella a spol., ktefi sledovali vysi exprese ERCC1 a RRM1 u pacientii
s pokro¢ilym NSCLC. Pacienti byli 1é¢eni riznymi chemoterapeutickymi kombinacemi:
gemcitabin + cisplatina, geemcitabin + cisplatina + vinorelbin nebo gemcitabin + vinorelbin,
nasledné kombinaci vinorelbin + ifosfamid. V rameni gemcitabin + cisplatina vykazovali

pacienti s nizkou expresi RRM1 signifikantné delSi median piezivani nez pacienti s vysokou
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expresi RRM1 ( 13,7 més. vs 3,6 més.) [132]. Vliv urovné exprese RRM1 na Gc¢innost
gemcitabinu byla prokazana i v jinych studiich. V randomizované studii faze I1I Raynoldse a
spol. u pacientli s NSCLC s PS 2, ktefi byli léceni bud’ kombinaci CBDCA + gemcitabin nebo

gemcitabinem v monoterapii se potvrdilo del$i pfezivani pacientl s nizsi expresi RRM1 [133]

1.4.4. Thymidilat syntetaza ( TS)

Thymidilat syntetdza je klicovym enzymem v metabolismu DNA. Jeho hlavni ulohou je
tvorba thymidilatu, ktery je nasledné inkorporovan do DNA. Tento enzym byl diive zkouman
v uc¢innosti fluoropyrimidinii (5-fluorouracilu) u nadoru gastrointestinalniho traktu. Vysoké
hladiny tohoto enzymu u nékterych nadort jsou jednou z pfi€in Iékové rezistence. Zkoumaly
se 1 hladiny TS u NCLC. U pacientli s resekovanym NSCLC byly nalezeny vyssi hladiny TS
u spinocelularniho karcinomu nez u adenokarcinomu[134]. Navic v bunéénych nadorovych
liniich rezistentich na antifolaty byly nalezeny vysoké exprese TS. Tato data koreluji
s klinickou rezistenci k pemetrexedu. U adenokarcinomu a velkobunééného karcinomu je

nizka hladina TS spojena s vyssi €innosti pemetrexedu[135].

1.4.5. BRCAT1 ( Breast cancer susceptibility gene 1)

BRCAL1 je tumor supresorovy gen. Protein vytvofeny z tohoto genu je v multiproteinovych
komplexech, které jsou vyznamné pro udrzeni stability genomu. Je soucasti komplext fidicich
reparacni procesy indukované DNA poskozenim, ucastni se aktivace transkripce a regulace
bunécného cyklu. Jeho poSkozeni zptisobuje hromadéni mutacnich zmén v buiice a mize
vyustit v jeji maligni transformaci. Je zndno, Ze mutace genu BRCA1 zptlisobuje predispozici
ke vzniku nddoru prsu, ovaria a v posledni dobé¢ 1 karcinomu prostaty. V posledni dob¢ stoupa
zajem o BRCAL jako prognosticky nebo prediktivni faktor i u jinych nadorii, i NSCLC. Bylo
zjisténo, ze nizkd exprese BRCA1 je spojena s del§Sim pieZitim pacientl s kompletné
resekovanym NSCLC. BRCA1 hraje kli¢ovou roli pii opravé DNA a také ovliviiuje aktivitu
mitotického vieténka. Z téchto diivodi nizka exprese BRCA1 mtize predikovat lepsi prezivani
pii lécbé cytostatiky poskozujici DNA ( cisplatina), zatimco zvySend exprese BRCA1 muze

ukazovat benefit pti pouziti chemoterapeutik, které ptisobi na tubulin ( taxany) [136,137].
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1.4.6. EGFR ( Receptor pro epidermalni ristovy faktor)

Tento receptor je kddovan genem EGFR, ktery je lokalizovan na chromozomu 7 (7p13-
q22)[138]. Receptory lokalizované v bunéc¢né membrang hraji klicovou roli v udrzeni
homeostazy vnitiniho prostiedi butiky. Jednou z mnoha skupin téchto receptorii jsou
receptory c-erbB/HER. Jde o transmembranové receptory s kinazovou aktivitou. K jejich
aktivaci dochézi po navazani peptidovych riistovych faktorii na jejich extracelularni doménu a
tim k jejich oligomerizaci. Aktivace receptoru vede ke spusténi intracelularni signalni
kaskady, ktera ve svém diisledku miiZe ustit v nekontrolovanou proliferaci, zvyseni
invazivniho rustu, metastazovani a indukci angiogeneze. Aberantni aktivace c-erbB receptorti
muze byt zpiisobena zvySenou produkci ristovych faktorli, zvySenou syntézou téchto
receptord ( overexpresi), zmnozenim gentl pro tyto receptory ( amplifikaci) a mutacemi téchto
gent, které vedou k tvorbé abnormélnich receptort. Miize dochézet i k riznym kombinacim
téchto moznosti [139]. Epidermalni ristovy faktor (EGF) je peptid, ktery je tvofen z 53
aminokyselin. Jeho kodujici sekvence jsou umistény na chromozomu 4q25. EGFR je protein,
jehoz struktura se sklada z extracelularni domény tvotrené 621 aminokyselinami.Tato
extracelularni doména je ¢asto glykosylovana a obsahuje ligand vazebnou oblast. Dal§imi
soucastmi receptoru jsou hydrofobni transmembranova oblast z 23 aminokyselin a
intracelularni doména z 542 aminokyselin. Intracelularni doména obsahuje tyrozinovou
kinazu. EGFR byl poprvé identifikovan a klonovan z mammarnich a zalude¢nich karcinomi.
EGEFR je ve zvySené mife exprimovan u fady nadorti, u NSCLC az 60-80%. Nadmérna
exprese EGFR byla v fad¢ studii spojena se Spatnou prognézou onemocnéni [140,141]. Po
vazbé signalni molekuly (ligandu) na extraceluldrni doménu EGFR, dojde nejdfive ke
zméndm samotného receptoru — tvorbé homodimert nebo heterodimerti. Heterodimery jsou
vice mitogenni a poskytuji vys$si mnozstvi fosfotyrozinovych zbytkl pro vazebné partnery.
Tim dochazi ke zvyseni tyrozin kindzové aktivity a fosforylaci tyrozinovych zbytkt, nasledné
se indukuji dalsi bunécné pochody, kterymi se pfenasi signal pomoci kaskady MAPK a PI3K..
Kone¢nym vysledkem tohoto procesu je zvySeni proliferace nddorovych bunék, aktivace
angiogeneze, metastazovani a vznik rezistence k chemoterapii a radioterapii [142]. ZvySena
exprese EGFR a jeho ligandi mtze byt detekovatelna jiz v nemalignich 1ézich, které
zpiisobuji apokrinni signalizaci ¢asného stadia formovani nadoru. Narist exprese EGFR lIte
prokézat u celé fady epitelovych malignit (Ca prsu, plic, vajecniki, prostaty, hlavy a krku,
mocového méchyte). Kromé vysoké exprese maji aktivujici charakter i mutace ptitomné

v tyrozinkindzové doméné receptoru. Této oblasti odpovidaji exony 18-24 genu EGFR. Vice
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nez 90% aktiva¢nich mutaci v genu EGFR nastava v exonu 19 a 21 a jsou standardné
testovany. V piipadé exonu 19 jde o mutace typu deleci nejméné ti nukleotidt. V exonu 21 je
nejcastéji popisovana bodova mutace 858, aminokyseliny, kterd znamend zaménu leucinu za
arginin- L858R [143]. Asi ve 4% se vyskytuji dalsi aktivaéni mutace v exonu 18 pfi substituci
glycinu za serin, alanin nebo cystein. V disledku téchto mutaci dochéazi k permanentni
aktivaci tyrozinkindzové domény EGFR, bez zavislosti na ligandu a néasledné fosforylaci
dalSich proteinil v signalni draze EGFR. Vyskyt aktiva¢nich mutaci je Cast&jsi u Zen,
nekutakl, adenokarcinomu a v asijské populaci [144,145,146,147]. V kavkazské populaci se
vyskutuji mutace EGFR asi u 10-15% pacienttl, v asijské populaci se vyskytuje u 30-60%
pacientli. Tyto mutace jsou spojeny s lepsi odpovédi na 1ébu inhibitory tyrozinkindzy (TKI).
Existuji 1 mutace s negativnim vlivem na ptsobeni TKI. Ty jsou umistény hlavné v exonu 20
genu EGFR. Jde o bodové mutace a inzerce. Piikladem je bodova mutace T790M v exonu 20
a bodova mutace D762Y v exonu 19 [148]. Pfitomnost muraci v nddorovych bunkéch se
standardné vySetfuje u adenokarcinomti, NSCLC, spiSe adenokarcinomtt a NSCLC NOS.
Spinoceluldrni karcinomy se standardné netestuji, protoze vyskyt EGFR mutaci je u tohoto
histologického typu vzacny. Pfi molekularné biologickém vySetfeni je analyzovana nukleova
kyselina, ptevazné DNA. Vysetieni mize byt provedeno z primarniho tumoru i metastazy,
maligniho vypotku i lavaze. Zékladnim krokem je polymerazova fetézova reakce ( PCR-
polymerase chain reaction). Cilem této reakce je amplifikace zvoleného tiseku DNA s jeho
naslednym piimym sekvenovanim [43].

Ovlivnéni EGFR cilenou biologickou 1é¢bou se jevi jako perspektivni u pacientd s NSCLC.
U nadorovych bunék dochazi k poruse regulace signalni drahy EGFR-TK, coz ma za nésledek
nekontrolovatelny rist bunék. Inhibitory EGFR Ize rozd¢lit do dvou skupin: monoklonalni
protilatky a inhibitory tyrozinkindzy. Monoklonalni protlatky jsou vysokomolekularni a
neprochdzeji bunéénymi membranami ani hematoencefalickou bariérou. Vazi se na
extracelularni doménu, ¢imz zabranuji navazani ligandu, dimerizaci a aktivaci receptoru,
Nésledné pak dochazi k degradaci receptoru s blokovanim intracelularnich signalnich kaskad
[149,150]. Timto zptisobem je inhibovana jednak proliferace a migrace nadorovych bunék a
dale je podporovan proces apoptdzy. Jednou z prvnich zastupct této skupiny byla
humanizovand monoklonalni protilatka t¥idy IgG proti proteinu HER2, trastuzumab
(Herceptin), kterd nasla uplatnéni pii 1écbé karcinomu prsu a HER2 pozitivniho
metastatického karcinomu zaludku. S touto protildtkou probéhly i studie zamétené na 1écbu
NSCLC. Ve studiich se kombinoval trastuzumab s taxany, ale nebyla potvrzena uc¢innost

trastuzumabu v 1é¢bé NSCLC [151,152]. Dalsi zkoumanou monoklonalni protilatkou je
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cetuximab ( Erbitux). Jde o chimérickou (mysi/lidska) protilatku tfidy IgG blokujici aktivaci
EGFR vazbou na jeho extracelularni doménu. Navic stimuluje degradaci EGFR a
protinadorovou imunitni odpovéd’. Je indikovan k 1é¢b€ pacientil s metastazujicim
karcinomem kolorekta exprimujicim EGFR a vyjazujicim gen KRAS divokého typu v 1. i
II.linii 1é¢by v kombinaci s chemoterapii nebo 1 samostatné u pacientti po selhani
chemoterapie na bazi oxaliplatiny a irinotekanu. V 1é¢bé NSCLC se v monoterapii jeho
ucinky nepotvrdily. Ve studii faze II a III FLEX u pacienti s NSCLC ve st.IIIB a IV, EGFR
pozitivnich po pfidani cetuximabu k chemoterapii ve slozeni cisplatina + vinorelbin doslo
k prodlouzeni pteziti pacientli ve srovnani s témi, kteti byli 1é€eni pouze chemoterapii (11,3
vs.10,1 mésice) [153]. V dalsi studii po piidani cetuximabu k chemoterapii ve slozeni
CBDCA, paklitaxel v Llinii 1é¢by pokroc¢ilného a metastatického NSCLC se nepotvrdil efekt
cetuximabu na 1é¢bu NSCLC ve srovnani s u¢innosti pti 1é¢bé ca kolorekta [154,155].
Cetuximab neni registrovan v Ceské republice pro 1é¢bu NSCLC.

Druhou skupinou inhibitordt EGFR tvofi inhibitory tyrozinkinazové fosforylace
v intracelularni doméné EGFR. Jde o latky s nizkou molekuldrni hmotnosti, které prechazi
ptes cytoplazmatickou membranu a vazi se na intracelularni doménu EGFR. Zde soutéZi o
vazbu s molekulou ATP, tim brani aktivaci efektorovych proteinti fosforylaci a inhibuji
signalni drahy smétujici z EGFR do jadra. Bézné jsou v 1é¢bé NSCLC uzivané dva preparaty:
gefitinib (Iressa) a erlotinib (Tarceva). Vyznam mutaci EGFR jako prediktoru dobré odpovéedi
na inhibitory tyrozinkinazy byl poprvé popsan v r. 2004 autory Lynchem a Paezem a nésledné
byl potvrzen fadou studii [156-160]. Gefitinib (Iressa) je nizkomolekularni synteticky
pfipraveny anilinochinazolinovy derivat, ktery patii do skupiny selektivnich inhibitori
tyrozinkinazy receptoru pro epidermalni riistovy faktor. Ve dvou studiich IDEAL-1 a
IDEAL-2, ve kterych byli pacienti 1é¢eni ve druhé nebo tfeti linii, bez ohledu na mutaéni
statut EGFR, gefitinibem v davce 250 mg nebo 500 mg, se Cetnost 1écebnych odpoveédi
pohybovala v rozmezi 9-19% a ovlivnéni symptom1l v rozmezi 35-43%[161,162]. Na zdkladé
téchto vysledku byl gefitinib povolen v USA a Japonsku k 1é¢bé NSCLC v monoterapii po
selhéni standardni chemoterapie. Nasledovala studie faze III ISEL, kterd porovnavala
gefitinib s nejlepsi podptirnou 1é¢bou u pacientd s progresi po prvni nebo druhé linii
chemoterapie. Bylo prokdzano pouze statisticky nevyznamné prodlouzeni pteziti v rameni
s gefitinibem (5,4 vs.5,1 més.), ale staticky vyznamné vyssi procento odpovédi na 1écbu (8%
vs.1,3%) a delsi doba do progrese [163]. Tato studie ale ukazala vys$si odpoveéd na 1é€bu u
pacientil s prokdzanou EGFR mutaci ( 37,5 vs. 2,6%) a tim upozornila na vyhodu této 1écby

pro urcitou konkrétni skupinu pacienttl. Navic v dalSich studiich INTACT-1 a INTACT-2, ve
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kterych se srovnaval efekt 1é€by kombinaci chemoterapie zalozené na plating a gefitinibu se
samotnou chemoterapii také nedoslo ke zlepSeni preziti pacientli [164,165]. Na zakladé téchto
vysledkl byla pozastavena registrace tohoto preparatu. V r. 2008 byly zvetejnény vysledky
studie INTEREST, kde se srovnavala u¢innost gefitinibu v ddvce 250 mg/den ve ILlinii 1écby
se standardn& pouzivanym docetaxelem v davce 75 mg/m®. Do této studie bylo zafazeno 1466
pacientl a vysledkem bylo prokazani non-inferiority gefitinibu v porovnani s docetaxelem pii
hodnoceni celkového preziti. Sttedni doba pieziti pro gefitinib byla 7,6 mésicii a pro
docetaxel 8 mésict. Navic v této studii 1 pacienti, u kterych se predpovidala lepsi odpovéd’ na
1é€bu TKI ( asiati, nekufaci, adenokarcinom, zenské pohlavi) profitovali z obou Ié¢ebnych
modalit. V obou skupindch byla dosaZzena shodnéa doba do progrese, ale kvalita Zivota byla
signifikantné vyssi ve skupiné pacientt 1écenych gefitinibem [166,167]. Tato data vedla

k obnoveni registra¢niho fizeni tohoto preparatu. Nasledovala studie faze III IPASS ( Iressa
Pan-Asia study), kterd zkoumala ¢inek gefitinibu u neptedlécenych pacientt. Studie
probihala v Asii, pacienti v této studii byli selektovani — nekufaci nebo nekoufici 15 let

s adenokarcinomem. Nemocni byli 1é¢eni bud’ gefitinibem nebo kombinaci CBDCA

s docetaxelem. V celém souboru bylo dosazeno lepsi celkové odpovédi u pacientl [é€enych
gefitinibem ( 43% vs. 32%), tento rozdil se zvyraznil u pacientl s pozitivni EGFR mutaci
(71,2% vs. 47,3%) [168]. Na zakladé této studie se stala mutace EGFR prediktivnim faktorem
lepsi odpovédi na 1é€bu TKI nez chemoterapii. Gefitinib byl registrovan rozhodnutim EMEA
pro Llinii [é€by 1.7.2009 u pacientl s lokélné pokroc¢ilym nebo metastatickym NSCLC

s piitomnosti aktivaéni mutace EGFR. V Ceské republice probihal program &asného piistupu,
k dispozici je gefitinib v této indikaci od tnora 2011 [169-171].

Druhy TKI erlotinib (Tarceva) je rovnéz synteticky piipraveny anilinocinazolinovy derivat,
ktery silné inhibuje intraceluldrni fosforylaci HER 1/EGFR receptoru. Uéinnost a bezpe&nost
tohoto preparatu v 1é¢bé NSCLC byla potvrzena v randomizované, dvojité zaslepené,
placebem kontrolované studii BR21. Do této studie bylo zafezno 731 pacientl s lokalné
pokrocilym nebo metastazujicim NSCLC s progresi onemocnéni po 1€cb& chemoterapii.

V jedné skupiné byli pacienti [éCeni erlotinibem v davce 150 mg/den, ve druhé skupiné
dostavali placebo. Celkové preziti bylo signifikantné delsi ve skupiné s erlotinibem (6,7 vs.
4,7 mésice) , v této skupiné byl 1 vySsi pocet pacientd zijicich déle nez 1 rok ( 31,2% vs.
21,5%) [172]. V této studii méli prospéch z 1é€by erlotinibem vSechny skupiny pacientd, tedy
1 muzi, kutéci i pacienti bez aktiva¢nich mutaci EGFR. V r. 2009 byly prezentovany vysledky
studie SATURN, dvojité zaslepené randomizované studie faze III s erlotinibem v udrzovaci

1&Ebe ve srovnani s placebem u nemocnych s pokrocilym NSCLC bez progrese po L.linii 1écby
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rezimem s platinou. Pacienti s progresi po I.linii chemoterapie mohli byt zafazeni do paralelni
studie TITAN, kde byla srovnavana ucinnost erlotinibu s docetaxelem nebo pemetrexedem.
Ve studii SATURN podévani erlotinibu v udrZovaci 1écbé zvysilo dobu bez progrese (12,3
tydnt vs.11,1 tydnti) [160,173], celkové preziti (12 mésicli vs 11 mésicll) a rovnéz v této
studii se ukazal benefit z této 1é¢by 1 u pacientt bez mutaci EGFR. U studie TITAN nebyl
pozorovan signifikantni rozdil v celkovém pieziti jednotlivych skupin (5,3 mésice u erlotinibu
a 5,5 mésice v rameni s chemoterapii), ani v 1-ro¢nim pieZiti ( 26% u erlotinibu a 24% u
chemoterapie), ani v dobé do progrese ( 6,3 tydnti u erlotinibu a 8,6 tydnd u chemoterapie).
Lécba s erlotinibem byla v této studii Iépe tolerovana [174]. Udrzovaci 1é€b¢ byla vénovana 1
dalsi studie ATLAS, ktera porovnavala podani bevacizumabu samotného nebo spolecné

s erlotinibem u nemocnych po ukonceni L.linie 1é¢by chemoterapie s bevacizumabem u
nemocnych s pokro¢ilym nebo metastatickym NSCLC. I zde ptidani erlotinibu k terapii
zlepsilo pieziti bez progrese ( PFS ) [175,176]. V Ceské republice je erlotinib schvélen pro II.
a [1L.1inii 1é€by u pacientil bez zavislosti na muacnim statutu, nové od prosince 2013 1 do
I.linie 1écby NSCLC u pacientti s aktivacni EGFR mutaci. Mutace EGFR jsou podle poznatki
ze studii s erlotinibem 1 gefitinibem ¢astéj$i u nekutaki s adenokarcinomem, piedpoklada se,
7e nekuféci a pacienti s mutaci profituji z 16¢by erlotinibem. Cetnost mutaci se snizuje

s rostoucim po¢tem vykoutenych cigaret. Vyssi pravdépodobnost vyskytu mutaci je interval
zanechani koufeni 25 let a méné né¢z 10 balicki za rok [177]. VéEtSina pacientl, ktefi jsou
1é¢eni inhibitory tyrozinkinazy ziska do jednoho roku rezistenci [178]. Je popsano nékolik
mechanismi rezistence, ale mezi nejvyznamné;jsi patii sekundarni bodovd mutace genu EGFR
T790M v exonu 20 a amplifikace genu C-MET [179,180]. Jedna se o bodobou substituci
thyminu za cytosin v nukleotidu 2369, coZ ma za nasledek zaménu treoninu za metionin

v kodonu 790. Tato mutace zasahuje do ATP vazebného mista, kde ztizi vazbu TKI, ale
nezasahuje do vazby ATP. Builky se senzitivni mutaci L858Ra soucasné rezistentni mutaci
T790M byly stokrat méné citlivé vici erlotinibu nez ty, u kterych byla prokazana jen
rezistentni mutace. Maheswaran s kolektivem zjistili analyzou nddorovych bunék
cirkulujicich v krvi pfitomnost T790M mutace u 38% pacienti, kteti nebyli 1éceni TKI.
Mutantni alela byla pfitomna pouze v malé populaci bun€k, a proto nezabranovala v odpovéedi
na 1écbu TKI, ale byla spojena s krat$i dobou do progrese onemocnéni. PFS byl u pacient

s touto mutaci 7,7 mésice, zatimco u pacientll bez mutace 16,5 mésice [181]. Pfedpoklada se,
ze pii lécbe TKI ziskava tato rezistentni mutace prostor pro vlastni expanzi. Podobné se
chovaji i dalsi mutace D761Y, L747S a T854A, ale jejich vyskyt je velmi vzacny. Zastupcem

nové generace TKI je afatinib (Giotrif), ktery ireverzibilné inhibuje receptor pro epidermalni
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rustovy faktor typu 2 (HER2) a spucasné i EGFR. Je u¢inny jak u aktivacnich mutaci EGFR,
ale 1 u mutace T790M. Jeho ucinnost byla prokazana ve studii faze III LUX-Lung. Zde byl
afatinib v davce 40 mg 1x denné srovnavan s chemoterapii cisplatina + pemetrexed u nové
diagnostikovanych pacientl s adenokarcinomem plic ve st.I1IB a IV s pfitomnosti EGFR
mutace. V rameni s afatinibem doslo ke statisticky vyznamnéjSimu prodlouzeni doby bez
piiznakii onemocnéni (PFS)- median 11,1 vs.6,9 mésice u pacientli s chemoterapii. U pacientii
s deleci v exonu 19 a s mutaci L858R byl medidn PFS 13,6 mésice. Ve skupiné s afatinibem
byl vyssi i pocet objektivnich odpovédi (56% vs. 23%) [182,183]. Afatinib byl schvalen
Evropskou komisi koncem zafi 2013 v monoterapii k 1é¢bé pacientl s lokaln€ pokrocilym
nebo metastatickym NSCLC s mutacemi EGFR, ktefi doposud nebyli 1é¢eni inhibitory
tyrozinkindz. Druhym mechanismem ziskané rezistence je amplifikace genu C-MET. Jde o
protoonkogen kddujici receptor pro hepatocytarni ristovy faktor (HGFR) s tyrozinkindzovou
aktivitou, ktery se nachazi v chromozomalni oblasti 7q31. Je amplifikovan u fady nadorda. U
NSCLC se ziskanou rezistenci k TKI ja tato amplifikace nalezena asi u 20% ptipada [184].
Signalni draka spusténa hepatocytarnim rastovym faktorem (HGF) se podili mimo jiné i na
onkogenezi, progresi nadoru a podporuje bunécnou invazivitu vedouci k metastazovani.
Amplifikace C-MET aktivuje HER3 a PI3-Akt signalni drahu nezévisle na stimulaci EGFR. V
soucasnosti je C-MET u NSCLC jednim z nad€jnych prediktivnich markert a slibnou se jevi
1é¢ba zamétena na soucasnou blokaci EGFR I C-MET [185]. Probihaji studie s tivantinibem,
kdy se ve studii faze Il kombinace tivantinibu s erlotinibem proti erlotinibu s placebem
potvrdilo prodlouzeni PFS a zlepseni celkového preziti u pacientl s tivantinibem [186]. Nyni
probihaji studie faze III. Uginnym lékem u pacientii s amplifikaci C-MET je crizotinib, 1¢k

indikovany u pacienti s ALK piestavbou [187].

1.4.7. Gen ALK (anaplastic lymphoma kinase)

Gen ALK ( anaplastic lymphoma kinase) je u ¢loveéka lokalizovan na chromozomalnim
useku 2p23. Tento gen kdduje tyrozinkindzovy receptor, ktery patii do skupiny inzulinovych
receptori. ALK protein obsahuje extracelularni, transmembranovou a intracelularni oblast.
Gen ALK je tkanovée specificky, v pribehu vyvoje ve exprimovan v nervové soustave a
reguluje zde spravny rist a vyvoj. V dospélosti je exprimovan v mozku a ve varlatech [188].
Prestavba genu ALK byla poprvé nalezena v r. 1994 jako soucast translokace t(2;5)(p23;q35).
Tato translokace vede k expresi fuzniho proteinu NPM1-ALK, zptsobujici anaplasticky
velkobunéény lymfom [189]. U NSCLC byla ptestavba genu ALK nalezena v r. 2004. Jde o
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paracentrickou inverzi mezi oblastmi 2p21 a 2p23, kterou se kindzovd doména dostane na
pocatek genu EML4 a nésledné je exprimovan fazni protein EML4-ALK. Gen ALK se $tépi
v misté exonu 20, den EML4 nejcastéji v exonech 6 a 13. Podle typu Stépeni existuji riizné
varianty EML4-ALK fuzniho proteinu. U NSCLC ptedstavuje EML4-ALK 99% vsech
translokaci, mén¢ Castymi jsou TFG-ALK, KIFB5-ALK [190]. Frekvence translokaci ALK se
pohybuje od 2 do 7% vSech pacientil s diagnostikovanym NSCLC [191-195]. Translokace
EML4-ALK vede k aktivaci kindzy ALK a k potlaceni apoptdzy buné€k s témito zménami.
Podobné jako mutace EGFR stoupa ¢etnost fuzi EML4-ALK u osob s adenokarcinomy,
nekuraka, slabsich kutékt, Zen a asiatii a u osob mladsiho véku [196-198]. U silnych kutradkt
se tato alterace vyskytuje vzacnéji [199]. Mutace EGFR a ALK jsou u NSCLC vzijemné
exklusivni, soucasny vyskyt téchto dvou mutaci se popisuje jen asi u 1% nemocnych. Stejné
vzacny je i soucasny vyskyt KRAS mutace a ALK translokace [200-202]. U nemocnych

s translokaci ALK se Castéji vyskytuje postizeni pleury nebo perikardu a generalizace do jater.
K detekci genovych fuzi ALK se u NSCLC pouzivaji metody imunohistochemické (IHC),
metoda fluorescencni in situ hybridizace (FISH) a real-time polymerazova fetézova reakce
(RT-PCR). Nejjednodussi a nejlevnéjsi metodou je IHC, ale nezachyti pozitivitu vS§ech FISH
ALK pozitivnich ptipadi. RT-PCR je zase metoda velice narocna na material, proto byla jako
,»zlaty standard* pro ALK diagnostiku zvolena metoda FISH. ALK lze vySettit pomoci FISH
break-apart sondy a transloka¢ni sondy EML4-ALK. Pomoci prvni jmenované sondy lze
detekovat vSechny varianty ALK pfestaveb, pomoci druhé pouze translokaci EML4-ALK, ta
vSak tvofi naprostou vétSinu translokaci. Vysetfovani na ptitomnost translokace ALK jsou
nemocni s adenokarcinomy, velkobunéénymi karcinomy, smisenymi tumory, obsahujici
slozku adenokarcinomu a s bliZze nespecifikovanymi NSCLC. Translokace ALK je
prediktivnim faktorem 1éEby crizotinibem. Crizotinib ( preparat Xalkori) je tyozinkinazovy
inhibitor s u¢innosti na signalni drahy aktivované ALK, MET a ROS1. Pvodné byl vyvinut
jako selektivni inhibitor C-MET, ale pozdéji byla zjiSténa 1 schopnost inhibice ALK. Klinicky
ucinek tohoto preparatu u NSCLC byl potvrzen v klinickych studiich. Studie faze | PROFILE
1001 prokézala 61% cetnost lé¢ebnych odpovédi a dobu do progrese 10 mésicii bez zavislosti
na véku, pohlavi, PS a linii 1écby. Déle nez 1 rok zilo 81% pacienti. Velmi podobnych
vysledkii bylo dosazeno ve studii faze II PROFILE 1005. Studie se ucastnilo 12 statt,
zatazeni byli pacienti s ALK pozitivnim NSCLC s progresi po jedné a vice liniich 1écby.
Kompletni remise byla zaznmanéana u 4 pacientti( 2%), parcialni remise u 151 pacientti (58%),
stabilizace onemocnéni u 69 pacientl (27%), pouze u 19 pacientt ( 7%) doslo k progresi

onemocnéni, median PFS byl 8 mésict [203,204]. Nasledovala studie faze 11l PROFILE
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1007, srovnavajici t¢inek crizotinibu s chemoterapii docetaxel nebo pemetrexed u pacientli

s ALK translokaci, ktefi v L.linii 1é€by dostavali chemoterapii s platinovym derivatem.
Nemocni 1éceni crizotinibem méli delsi PFS (7,7 vs. 3,0 mésice), vétsi pocet 1écebnych
odpovédi ( 65% vs 20%) pti dobré toleranci 1éCby. V této studii sice nebyly zaznamenany
rozdily v dobé pteziti, ( 20,3 mésice u crizotinibu vs. 22,8 mésice u chemoterapie), ale to
mohlo byt zpisobeno tim, Ze 86% nemocnych po chemoterapii bylo nasledn¢ 1é¢eno
crizotininibem. [205-209]. I ptes pocatecni 1é¢ebny tspéch dojde u nemocnych diive nebo
pozdéji k progresi onemocnéni. Nejéastéji se vyskytuje generalizace do CNS, pak do jater a
skeletu [210]. PfiCinou byvaji tzv. rezistentni mutace C1156Y a L1196M popsany
japonskymi autory, pozd¢ji byla popsana jesté fada dalSich mutaci. Proto jsou nyni vyvijeny a
testovany inhibitory ALK druhé generace, napi. AP26113 asi s desetkrat vétsi uc¢innosti a
AF802 [211]. V Ceské republice byla moznost 16¢it ALK pozitivni pacienty crizotinibem ve
II. nebo IIl.linii v rdAmci programu ¢asného ptistupu. Na zékladé téchto zkuSenosti jsme sami
mohli vidét dobrou snasenlivost 1é€by a dobré 1é¢ebné odpovédi [212]. V soucasné dobé je
tento ptipravek v CR registrovan pro 16¢bu nemocnych s jiz diive 1é¢enym pokrocilym
NSCLC s pozitivnim prikazem mutace EML4-ALK. Od 1.3.2014 m4 stanovenu thradu a lze

jej tedy pouzit k 16¢be pacientli s prokdzanou ALK translokaci ve druhé nebo tieti linii 1é¢by.
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2. CiL PRACE

V poslednich letech doslo k vyvoji fady novych protinddorovych 1é¢iv, kterd jsou ucinnd jen u
specifického typu nadoru nebo pacientti. Dochazi k individualizaci 1é¢by onkologickych
nemocnych, ktera je umoznéna zejména velkym rozvojem molekularné biologickych metod.
K prognéze onemocnéni, tzn. predpokladanému prubéhu nemoci bez ohledu na zvolenou
1é¢bu se miizeme vyjadfit na zékladé prognostickych faktorti. Rada z nich je znama jiz delsi
dobu ( stadium nemoci, grading tumoru, angioinvaze nadoru, prortstani nddoru do pleury,
celkovy stav pacientil, laboratorni odchylky), n€které byly objeveny v poslednich letech

( exprese VEGF, amplifikace genu C-MYC, BRAF mutace, mikroRNA)
[18,20,26,32,43,48,59,60, 61,67,68,69,71,75,86,102,103,104,107,110,111,115].

Prediktivni faktory ndm pak mohou poskytovat prospektivni informaci o pravdépodobném
ucinku ptesné specifikované 1éc¢by [76,77,84,122,124,126,129,133,135,137,145,151,157,
159,168,173,182,197,200,]. Velky nartst téchto faktort se objevil s rozvojem molekularné
biologickych a genetickych vysetteni, jejich pocet stale nartista. Nékteré markery mohou mit
jak prognosticky, tak i prediktivni vyznam.

Cilem prace bylo sledovat vyskyt téchto markert u skupiny pacientd s radikalné
odoperovanym NSCLC ve st.IB-IITA, nasledn¢ 1écenych adjuvantni chemoterapii ve slozeni
vinorelbin plus platinovy derivat. U pacientl byla hodnocena doba do progrese, celkové
prezivani a jejich vztah k jednotlivym sledovanym parametriim (stadium onemocnéni, grading
tumoru, angioinvaze, proristani tumoru do pleury, hladina tubulinu BIII, pfitomnost EGFR
mutace, amplifikace, ALK translokace, pfitomnost KRAS mutace, BRAF mutace, a
amplifikace C-MET nebo jeho delece).

V souboru jsme sledovali, zda parametry pohlavi, koufeni, angioinvaze, invaze tumoru do
pleury, stadium onemocnéni, hladina tubulinu BIII, pfitomnost jednotlivych mutaci nebo
volba platinového derivatu ovliviiuji progndzu prezivani. Dale jsme zkoumali, zda Ize
posoudit prediktivni vyznam sledovanych parametrtl pti pouZiti historickych udaji o

pfezivani bez adjuvantni chemoterapie.
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3.METODIKA

Do studie byli zatazeni pacienti, ktefi v letech 2005-2011 prodélali radikalni resekci
nemalobunécného plicniho karcinomu ( NSCLC) ve stadiu IB-IIIA, a kterym byla nasledné
podéana adjuvantni chemoterapie. VSichni pacienti pfed operaci absolvovali vySetieni
pozitronovou emisni tomografii ( PET) a nasledn€ u nich byla provedena radikalni
chirurgicka operace, tzn. vykon v rozsahu nejméné lobektomie s negativni resekéni linii a
lymfadenektomii. V odstupu 4-6 tydni po hrudni operaci byla zahéjena adjuvantni
chemoterapie. V planu bylo podani 4 cykli chemoterapie ve sloZeni cisplatina nebo
karboplatina (CBDCA) v kombinaci s vinorelbinem. Cisplatina se podéavala intraven6zné
(i.v.) vden 1 v davce 80mg/m’, kazdé 3 tydny, CBDCA 1i.v. v davce AUC 5, rovnéz

v intervalu 21 dnd. Vinorelbin se v r. 2005 podéval i.v. den 1. a 8. kazdého cyklu v davce 30
mg/m”. V letech 2006-2008 se vinorelbin osmy den cyklu podaval v peroralni forms (p.o.)

v davece 60 mg/m? ( preparat Navelbine oral). Od r. 2009 se pouzivala v adjuvantni 16¢b& jen
peroréalni forma vinorelbinu v davce 60 mg/m” den 1 a 8. Po ukonéeni adjuvantni
chemoterapie byli pacienti pravidelné v tfimési¢nich intervalech sledovéni v nasi
pnumoonkologické ambulanci. Pokud nebyly klinické zndmky recidivy nebo generalizace
onemocnéni, provadélo se kazdy rok kontrolni CT plic, nadledvin a jater, ptipadné scintigrafie
skeletu. V piipadé podezieni na recidivu nebo metastatické postizeni, byli nemocni
vySetfovani neprodlené.

U vsech pacientli patolog zhodnotil piesnou velikost nddoru, postizeni lymfatickych uzlin,
grading nddoru, vztah tumoru a pleury, pfitomnost nebo neptfitomnost angioinvaze. Pokud to
bylo mozné stanovil i hodnotu tubulinu B III. K detekci byla pouzita metoda nepiimé
immunohistochemie. VySetfeni bylo provadéno na tkanich fixovanych ve formalinu a zalitych
v parafinu. Rezy silné 5 pm byly uchyceny na silanizovana skla (3-aminopropyl-
triehoxysilan, Sigma, USA), odparafinovany a zavodnény. Epitopy antigent byly
revitalizovany v 10 mM citratovém pufru (pH 6,0) v mikroviném generatoru po dobu 20
minut pii 700 W. Byla pouzita monoklonalni protilatka, anti-tubulin III, ktera ptsobila hodinu
pii 21°C. Byl pouzit detekéni systém DAKO En Vision (Dako Cytomation, Dansko) a exprese
proteini byla vizualizovand pomoci 3,3’ -diaminobenzidinu.

Poté byl vzorek tumoru odeslan do Laboratofe experimentalni mediciny. Zde byla po ziskani
DNA z parafinového blocku vysetfovana pfitomnost EGFR mutaci, amplifikaci EGFR, ALK
translokaci, KRAS mutaci, mutaci BRAF a C-MET mutaci nebo amplifikaci. Po ziskani DNA

kolonkovou metodou byly pomoci polymerazové fetézové reakce ( PCR) s méfenim nartistu
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mnozstvi cilové sekvence v realném case, kitem PNAClamp EGFR do r. 2012 a poté kitem
cobas EGFR Mutation Test, testovany v genu EGFR mutace: delece v exonu 19, substituce
G719X (G719S,G719A,G719C) v exonu 18, substituce S7681 a T790M v exonu 20, inzerce
v exonu 20, substituce L858R v exonu 21. Amplifikace genu EGFR byla vySetfovana
metodou fluorescenéni in situ hybridizace (FISH) s pouZitim sondy LSI EGFRI1 pfimo
znacené SpectrumOrange a centromerické sondy pro chromozom 7 znacené SpectrumGreen,
stanovil se pocet kopii genu EGFR1 a chromozomu 7. S pouzitim sondy LSI ALK Spectrum
Green ( pocatek genu ALK;ALK1)/SpectrumOrange (konec genu ALK; ALK?2) byl stanoven
pocet kopii genu ALK a translokace distalni ¢asti genu ALK. Kitem therascreen KRAS PCR
Kit (QUIGEN) se vysetfovaly mutace genu KRAS ( kodon 12:Ala, Asp, Arg, Cys, Ser, Val a
kodon 13:Asp). Kitem BRAF p.Val600Glu ( IntellMed) byla vySetfovana pfitomnost mutace
V600E genu BRAF. Metodou FISH pak C-MET amplifikace nebo delece C-MET.

V souboru jsme sledovali, zda parametry pohlavi, koufeni, angioinvaze, invaze tumoru do
pleury, stadium onemocnéni, hladina tubulinu BIII, pfitomnost jednotlivych mutaci nebo
volba platinového derivatu ovliviiuji progndzu a piezivani. Déle jsme zkoumali, zda 1ze
posoudit prediktivni vyznam sledovanych parametri pii pouZiti historickych udajl o

prezivani bez adjuvantni chemoterapie.

Statistické vyhodnoceni bylo provedeno pomoci long rank testu.
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4. VYSLEDKY

4.1. Klinické charakteristiky souboru

Do studie bylo zarazeno 75 pacientd, u kterych byla v letech 2005-2011 provedena radikalni
chirurgicka resekce pro NSCLC ve stadiu IB-IIIA. V souboru bylo 50 muzi a 25 zen, vékovy
prumér 64 let se prilis nelisil od medianu 65 let ( 29 -78 let). NejcastéjSim histologickym
typem byl spinocelularni karcinom, ktery se vyskytl u 42 nemocnych, druhym nejc¢astéji
zastoupenym nadorem byl adenokarcinom, u 25 pacientd, ten byl ale nej¢astéjSim naddorem u

zen, velkobunécny karcinom se vyskytl u 8 pacientt. Viz tabulky ¢.6-8, Graf ¢.1,2

Tabulka €.6: Histologické typy nadoru a jejich zastoupeni v zavislosti na pohlavi

celkovy pocet muZzi Zeny
Spinocelularni karcinom 42 (56%) 35 (46,7%) 7 (9,3%)
Adenokarcinom 25 (33,33%) 11 (14,7%) 14 (18,6%)
Velkobunéény karcinom 8 (10,66%) 4 (5,3%) 4 (5,3%)

Tabulka €.7: Histologické typy nadorii u Zen

Celkovy pocet | Spinocelularni | Adenokarcinom | Velkobunéény

Zeny 25 7 (28%) 14 (56%) 4 (16%)

Graf ¢.1: Histologické typy nadori u Zen
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Tabulka €.8: Histologické typy nadori u muzi

Celkovy pocet

Spinocelularni

Adenokarcinom

Velkobunécny

Muzi 50

35 (70%)

11 (22%)

4 (8%)

Graf ¢.2: Histologické typy nadorii u muzu
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Pacienti byli rozdéleni do stadii na zaklad€ definitivniho histologické vySetieni postiZeni

mediastinalnich ( N2) a spadovych (N1) uzlin s pouzitim TNM klasifikace. Nejcasteji byli

operovani pacienti se stadiem onemocnéni IB 35 x, ve stadiu IIA 8x , ve stadiu [IB 13x a 19

pacientil bylo operovano ve stadiu IIIA. Zastoupeni jednotlivych stadii onemocnéni je

znazornéno v tabulce ¢.9.

Tabulka €.9: Zastoupeni jednotlivych stadii onemocnéni

celkovy pocet muzi Zeny
stadium IB 35 (46,66%) 26 9
stadium ITA 8 (10,66%) 4 4
stadium IIB 13 (17,33%) 10 3
stadium I1TA 19 (25,33%) 10 9




Kurtéci tvotili 60% celého souboru ( 45 nemocnych). Byvali kufaci, pacienti, kteti prestali

koufit déle nez 1 rok pted stanovenim diagnozy predstavovali necelych 30% vSech

nemocnych ( 22 pacientl) a nekurakt bylo 8 (10,7%). Podrobné rozdéleni zobrazuje graf ¢.3 a

tabulka ¢.10.

Graf ¢.3: Rozdéleni souboru dle koureni cigaret
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Tabulka €.10: rozdéleni souboru podle koureni cigaret

cely soubor muZzi Zeny
kufraci 45 (60%) 31 (41,3%) 14 (18,7%)
byvali kuiaci 22 (29,3%) 16 (21,3%) 6 (8%)
nekufraci 8 (10,7%) 3 (4%) 5 (6,7%)

Pokud bychom pacienty rozdé¢lili podle pohlavi, tak ve skupin€ muza tvofili kutaci 62%,

byvali kuraci 32% a nekutéaci pouze 6%. I u Zen tvortily kuracky vice nez polovinu souboru —

56%, byvalé kutacky 24% a nekutacky 20%. Viz.tabulka ¢.11.
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Tabulka €.11: rozdéleni podle pohlavi a koufeni

muZzi Zeny
celkovy pocet 50 25
kurFaci 31 (62%) 14 (56%)
byvali kuiaci 16 (32%) 6 (24%)
nekuraci 3(6%) 5 (20%)

4.2 Chirurgicka resekce

U 5 pacientii se ptred operaci nepodafilo ovéfit etiologii suspektniho, PET pozitivniho loziska.

U téch byl diagnostikovan bronchogenni karcinom peropera¢nim histologickym vysSetfenim,

po kterém nésledovala radikalni resekce. Slo o pacienty ve stadiu IB s malym perifernim
loziskem. Dalsi dva pacienti s PET pozitivnimi kontralateralnimi uzlinami byli nejdtive
odeslani na mediastinoskopii, k histologickému ovéteni eventudlniho postizeni téchto uzlin.
V jednom pfipad¢ se jednalo o sarkoidozu uzlin, u druhého pacienta byly zvétsené a FDG
akumulujici uzliny histologicky bez metastatického postizeni. U vSech pacientli byla
provedena radikalni resekce ( vykon v rozsahu minimaln€ lobektomie ) s histologicky

negativni resek¢ni linii ve smyslu pfitomnosti nadorovych bunék. VSichni pacienti méli

provedenu systematickou mediastinalni lymfadenektomii, ktera spo¢iva v odstranéni veskeré

tukové lymfatické tkdn€¢ mediastina. Jednalo se tedy o disekci celé sité lymfatickych cév a
uzlin spolu s tukovou tkani blokové. Uzliny v preparatu byly oznaceny podle klasifikace
uzlin. Tato metoda umozituje nejpiesnéjsi stanoveni stadia onemocnéni. NejCastejSim
chirurgickym vykonem byla lobektomie ( 50 pacient1), u 5 pacientli bronchoplasticka,

z dlivodu omezeni rozsahlejsiho vykonu pro $patné funkéni parametry. U dalSich ¢tyfech
pacientil byla lobektomie rozsifena o segmentektomii nebo extraanatomickou resekci

z dal$iho laloku pro proristani tumoru do druhého laloku. Druhym nej¢astéj$im vykonem
byla pneumonektomie, ktera byla provedena u 15 pacientl, u 6 pacientii bilobektomie a 4
pacienti mé¢li resekéni vykon v rozsahu rozsifené ( sleewe) pneumonektomie, ve dvou
ptipadech i s parcialni resekci perikardu. Pravostranna pneumonektomie, ktera byla
provedena u 5 pacientli, byla méné castym vykonem,, 14 pacientiim byla odstranéna plice

leva. Pocty vykontl jsou uveneny v tabulce ¢.12 a grafu ¢.4
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Tabulka €.12: Typy operaci

Lobektomie 50 (66,7%)
Bilobektomie 6 (8%)
Pneumonektomie 15 (20%)
Sleewe pneumonektomie 4 (5,3%)

Graf ¢.4: typy operacnich vykont
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U 20 pacientt doslo v poopera¢nim priibéhu ke komplikacim, které vétSinou nebyly zadvazné.

U tiech pacientt §lo o infekci v oblasti operacni rany, u 5 pacientl se jednalo o komplikace

kardialni ( 3x ataka fibrilace sini, 1x infarkt myokardu, 1x kardidlni selhani ), které se zvladly

konzervativni 1é€bou. U 8 pacientil byla nutné déle trvajici pooperacni drenaz pro
protrahovany unik vzduchu (air leak), u 3 ptetrvaval PNO i pies drenaz a byla u nich
provedena chemicka pleurodéza hypertonickym roztokem glukézy. Pouze jeden pacient ze

souboru byl reoperovan pro hemotorax. Poopera¢ni komplikace jsou zobrazeny v tabulce

¢.13.
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Tabulka ¢.13: Pooperacni komplikace

Komplikace celkem 20 (26,7%)
Kardialni komplikace 5(6,7%)
Infekéni komplikace 3 (4%)
Air leak 8 (10,7)
PNO 3 (4%)
Hemotorax 1 (1,3%)

4.3 Adjuvantni chemoterapie

Po dechové rehabilitaci a zhojeni operacni rany byla u pacientli zah4jena adjuvantni
chemoterapie v odstupu 4-6 tydnti od resekéniho vykonu. U vsech pacientli bylo planovéano
podani 4 cykli chemoterapie ve sloZeni platinovy derivat ( cisplatina nebo CBDCA) spole¢né
s vinorelbinem. Cisplatina se podavala v davce 80 mg/m? den 1 kazdého cyklu, CBDCA pak
v davce AUC 5 ( area under the curve — plocha pod kfivkou plazmatickych koncentraci
v ¢ase od startu infuze), rovnéz den 1 kazdého cyklu. Vinorelbin se do r.2006 podaval den 1 a
8 v intravenozni infuzi (i.v.) v davce 30 mg/m?, v letech 2006-2008 den 8 v peroralni forme
( Navelbine oral) v davce 60 mg/m?. Od r.2009 se podaval vinorelbin pouze v oralni formé
vden 118 v davce 60 mg/m”. Chemoterapie byla podavana v ttitydennich cyklech. Vsichni
pacienti uzivali setrony jako prevenci moznych nezadoucich ucinkti gastrointestinalnich. Pred
kazdym podanim chemoterapie se kontrolovaly hodnoty krevniho obrazu ( den 1 a 8), podani
chemoterapie bylo odloZeno, pokud doslo k poklesu Hemoglobinu ( Hb) pod 100 g/1 ,
Leukocytt ( Leu) pod 4,0 x 10°/1, absolutnimu po&tu granulocyti pod 1,5 x 10°/1 a poétu
Trombocytd ( Trombo) pod 100 x 10°/1. Kombinaci cisplatina s vinorelbinem jsme 1&&ili 17
pacientt ( 22,7%), u 58 pacientt ( 77,3%) jsme pouzili kombinaci vinorelbinu
s karboplatinou. CBDCA jsme volili u pacientt starSich, kardiakd, diabetikt a u pacientl
s renalni insuficienci. VSechny 4 cykly adjuvantni chemoterapie byly podany 70 pacientim.
Tti pacienti odmitli podani 4.cyklu chemoterapie, u jednoho pacienta byla chemoterapie
ukoncena po 2 cyklech pro infekéni komplikace s nutnosti hospitalizace a u dal§iho pacienta
byla chemoterapie ukonc¢ena po 3.cyklu pro hematologickou toxicitu. Podani chemoterapie

bylo odloZeno u 24 pacientii ( 32%), vétSinou pro hematologickou toxicitu, u 4 pacienti
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(5,3%) jsme byli nuceni davky cytostatik redukovat na 50%, rovnéz s ohledem na

hematologickou toxicitu. Pouze 3 pacienti museli byt hospitalizovani z divodu nezadoucich

ucinkd. Jeden pacient pro febrilni neutropenii a dva pro infek¢éni komplikaci ( pneumoniti).

Nejcastéjsim nezddoucim t¢inkem chemoterapie byla neutropenie, ktera se vyskytla ve vice

nez poloving ptipadi, DalSimi, jiz méné ¢astymi neZzddoucimi ucinky byla leukopenie,

anémie, trombocytopenie, anorexie, nausea, zvraceni, slabost a infekce. Dyspeptické potize

byly &etn&jii u pacientd, kterym byla podavana cisplatina. Ctyfi pacienti s neutropenii gr. 4

byli lé¢eni ristovymi faktory, u 3 pacientt bylo nutné korigovat hodnoty hemoglobinu

podanim transfuze. Podrobné rozdéleni toxicity je zobrazeno grafem ¢. 5.

Graf ¢. S: Toxicita adjuvantni chemoterapie
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Podrobnéjsi rozdéleni toxicity chemoterapie zobrazuji tabulky ¢. 14,15,16

Tabulka ¢.14: Hematologicka toxicita

Leukopenie Neutropenie Anémie Trombocytop.
gr2 |gr3 |gr4 |gr.2 gr3 |grd4 |gr2 |gr3 |gr.2 gr.3
pocet 16 1 4 17 18 5 16 3 4 4
procento | 21,3 1,3 53 22,7 24 6,7 21,3 4 53 53
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Tabulka ¢.15: Gastrointestialni toxicita

Anorexie Nausea Zvraceni
gr.2 gr.3 gr.2 gr.3 gr.2 gr.3
pocet 20 15 19 15 12 9
procento 26,7 20 25,3 20 16 12
Tabulka €.16: Ostatni toxicita
Slabost gr.2 Slabost gr.3 Infekce gr.2 Infekce gr.3
pocet 21 10 0 2
procento 28 13,3 0 2,7

Po ukonceni adjuvantni chemoterapie byli pacienti sledovani v pneumoonkologické poradné

nasi ambulance v intervalu tfech mésicti. Kazdy rok bylo provedeno kontrolni CT plic,

nadledvin a jater k vylouceni recidivy nebo generalizace onemocnéni. V ptipad¢ novych zmén

na RTG nebo klinickych potizi, bylo provedeno CT drtive, ptipadné doplnéna dalsi vySetieni

(' scintigrafie skeletu, CT nebo magnetick4 rezonance mozku).

4.4. Vysledky sledovani souboru

Ptezivani souboru pacientii bylo sledovano k datu 31.10.2013. K tomuto datu zemftelo celkem

36 pacientl (48%), z toho na progresi bronchogenniho karcinomu 27 nemocnych (36%). U

¢tyfech pacientli se vyskytl duplicitni karcinom ( 1x karcinom moc¢ového méchyte spolecné

s karcinomem prostaty, 1x karcinom hrtanu, 1x svétlobunécny karcinom ledviny a 1x

karcinom tlustého stfeva). Karcinom stfeva byl zachycen v ¢asném stadiu onemocnéni a byl

radikaln€ odoperovan, ostatni 3 maligni onemocnéni méla Spatny priibéh a byla pti¢inou

umrti pacientil. Sest pacientli zemfelo na jiné nez maligni onemocnéni ( 3 pacienti na infarkt

myokardu, 2 na plicni embolii a 1 na akutni CMP s krvacenim do mozku). Béhem

sledovaciho obdobi doslo k relapsu onemocnéni u 34 nemocnych, pouze v jednom ptipadé se
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jednalo o lokélni recidivu a ve dvou ptipadech o generalizaci do mediastinalnich uzlin.

V téchto ptipadech doslo po radikalni zevni radioterapii ke kompletni remisi onemocnéni. U

ostatnic pacientli doslo ke vzdalené generalizaci 8x do CNS, 7x do plic a na pleuru, 6x do
skeletu, u zbylych 10 pacienti se jednalo o mnohocetné metastatické postizeni vice orgénd.
39,65% pacientii v souboru dosahlo 5-letého prezivani (hodnoceno 58 pacientit), 3-leté¢ho

prezivani pak 56,2% (hodnoceno z 69 pacientl1). Jsou zde patrné rozdily v piezivani

v zavislosti na stadiu onemocnéni, jak zobrazuje tabulka ¢. 16 a graf .6 a 7

Tabulka €.16: 5-leté a 3-leté prezivani celého souboru dle stadia onemocnéni

Cely soubor IB I IIIA
3-leté prezivani 56,5% 75,7% 42,9% 41,2%
5-leté prezivani 39,7% 60% 35% 18,8%

Graf ¢.6:3-leté prezivani celého souboru pacientii dle stadia onemocnéni

80,00% -
70,00% A
60,00% -
50,00% A
40,00% A
30,00% -
20,00% -
10,00% -

0,00% -

NN N N N NN

3-leté prezivani

O cely soubor
M st.1B

Ost.i
Ost.llA

54



Graf ¢.7: 5-leté prezivani celého souboru pacientii dle stadia onemocnéni
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Pokud bychom vytadili pacienty, u kterych byla pficina imrti jina, nez bronchogenni
karcinom ( embolie, CMP, IM), pak jsou vysledky 5-leté a 3-let¢ho preziti lepsi, jak je

zobrazeno v tabulce ¢.17.

Tabulka €.17: 3-leté a 5-leté pieziti pacientl po vyirazeni nemocnych, jejichZ pric¢inou

umrti nebyl bronchogenni karcinom

Cely soubor IB I IIIA
3-leté prezivani 62,9% 81,5% 50% 46,7%
5-leté prezivani 44% 70,6% 36,8% 21,4%

Ocekavany median celkového preziti je u celého souboru, se zatazenim pacienti, ktefi
zemteli z jinych pficin 72,16 mésice. Pokud jsme ze statistického zpracovani vytadili
pacienty, ktefi umfeli z jinych pfi¢in, nez na bronchogenni karcinom, pak o¢ekavané¢ho
medidnu OS nebylo dosazeno, ocekdvany pramér OS ¢ini 69,46 mésice. Median doby do
progrese onemocnéni je 60,62 mésice. Median celkového pieziti (OS) a doby do progrese

( PFS) ukazuji grafy ¢.8-10



Graf ¢.8: Celkové preziti (OS) celého souboru:

Ocekavany median OS 72,16 mésice, 95% konfidencni interval = 95CI: 50,78;69,36
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Graf 9.: Doba bez progrese PFS celého souboru

Ocekéavany median doby do progrese celého souboru 60,62 mésice, 95CI: 26,3;94,86
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Graf ¢.10: Celkové preZiti souboru po vyFazeni pacienti, ktefi neumieli na progresi

karcinomu plic

Ocekavany median celkového pieziti nebyl zatim dosazen,
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Pokud jsme srovnavali OS a PFS v zavislosti na pohlavi, tak nebyl nalezen signifikantni

rozdil mezi muzi a Zenami. Porovnani muzl a zen bylo provedeno long rank testem,
Zobrazeni v grafech ¢.11 a 12.

Graf ¢.11: Celkové preZiti v zavislosti na pohlavi (p 0,841)

1,0 pohlavi
I.J M ieny
‘ T muzi
T + Zeny-censored
0,8 1L ~ muii-censored
N
1
206 o,
> r IR
5 1,
W |
£
a 04
0,2 K
0,0
T | T T I T T
0 20 40 60 80 100 120

OS [months]

Graf ¢.12: Doba do progrese v zavislosti na pohlavi (p 0,330):
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Pti srovnani celkového preziti a doby do progrese u jednotlivych stadii onemocnéni, bylo
celkové preziti i doba do progrese signifikantné delsi u st.IB, mezi ostatnimi stadii

onemocnéni (I1A, IIB, IITIA) nebyl nalezen signifikantni rozdil v celkovém pieziti ani v dobé
do progrese onemocnéni.
Viz.grafy 13 a 14.

Graf ¢.13: Celkové preziti —srovnani jednotlivych stadii onemocnéni

Log rank testem byla prokazana statisticky vyznamna zéavislost mezi pravdépodobnosti pieziti

a stadiem nemoci, p = 0,020.
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Graf ¢.14: Doba do progrese — srovnani jednotlivych stadii onemocnéni

Log rank testem byla prokazana statisticky vyznamna zéavislost mezi pravdépodobnosti
vyskytu progrese a stadiem nemoci, p = 0,001.
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Pokud jsme srovnavali celkové preziti a dobu do progrese v zavislosti na diferenciaci nddoru

( grade 1-3), nezaznamenali jsme signifikantni rozdil mezi jednotlivymi skupinami, viz.graf

¢.15ale.

Graf ¢.15: Celkové preziti podle diferenciace nadoru (p 0,531)
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Graf ¢.16: Doba do progrese podle diferenciace nadoru (p 0,726)
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Angioinvaze byla prokdzana u 26 pacientii. Bylo prokazano signifikantné del$i celkové

pfezivani u pacientli bez angioinvaze. Viz.grafy ¢.17 a 18.



Graf ¢.17: Celkové preziti v zavislosti na pritomnosti angioinvaze

Log rank testem byly prokézany statisticky vyznamné vyssi pravdépodobnosti preziti u

pacientil bez angioinvaze, p = 0,028.
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Graf ¢.18: Doba do progrese v zavislosti na pfitomnosti angioinvaze (p 0,089)
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Graf ¢.19: Celkové preZiti v zavislosti na pritomnosti invaze do pleury (p 0,459)
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Graf ¢.20: Doba do progrese v zavislosti na pritomnosti invaze do pleury (p 0,750)
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Rovnéz jsme nezjistili signifikantni rozdily v celkovém preziti a v dobé do progrese

onemocnéni ve vztahu ke kouteni. Pacienti byli rozdé€leni do skupin kutéka, byvalych kutdka
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( prestali koutit 12 mésict pied stanovenim diagndzy bronchogenniho karcinomu) a

nekurdkd. Viz.graf ¢.21 a 21.

Graf ¢.21: Celkové prezivani v zavislosti na koureni cigaret (p 0,840)
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Graf ¢.22: Doba do progrese v zavislosti na koureni cigaret (p 0,483)
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Nezjistili jsme ani signifikantni rozdily v celkovém pieziti a dobé do progrese u jednotlivych

histologickych typti nadorii. Viz.grafy ¢.23 a 24.

Graf ¢.23: Celkové preziti dle histologie nadoru (p 0,180)
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Graf ¢.24: Doba do progrese dle histologie nadoru (p 0,081)
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Pacienti, u kterych nebyla prokézana generalizace do N1 nebo N2 uzlin jsme rozdélili do
skupin podle velikosti nddoru: 2-3 cm, 3-5cm, 5-7 cm a nad 7 cm. Ani zde nebylo prkézano

siginikantné delsi celkové preziti ani doba do progrese u zadné skupiny. Viz.graf ¢.25 a 26.

Graf ¢.25: Celkové preziti dle velikosti nadoru (p 0,919)
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Graf ¢.26: Doba do progrese dle velikosti nadoru (p 0,619)
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Neprokazali jsme ani signifikantni rozdil v celkovém preziti a dobé do progrese v zavislosti

na podaném platinovém derivatu ( cisplatina nebo karboplatina). Viz.grafy 27 a 28.

Graf ¢.27: Celkové preZiti v zavislosti na podaném platinovém derivatu (p 0,76)
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Graf ¢.28: Doba do progrese v zavislosti na podaném platinovém derivatu (p 0,331)
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U 54 pacientt byla stanovena hladina exprese tubulinuf III. Exprese byla rozdé€lena na tii
hladiny nizka,stfedni a vysokd. Nebyl prokdzan vyznam hladiny exprese tubulinuf} III na

celkové prezivani souboru a dobu do progrese. Viz.graf.c.29 a 30.

Graf ¢.29: Celkové preziti v zavislosti na hladiné tubulinup III (p 0,380)
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Graf ¢.30: Doba do progrese v zavislosti na hladiné tubulinup III (p 0,242)
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Dale jsme sledovali vztah exprese tubulinuf I1I, gradingu a histologického typu nadoru.

V nasem souboru pacienti se spinocelularnim karcinomem grade 2 a 3 méli d€lsi
bezptiznakové obdobi ( disease free interval) nez pacienti s adenokarcinomem grade 2 a 3.
K hodnoceni byla pouzita multivariantni coxova analyza. Viz.graf €.31 a 32.

Medién celkového pieziti u pacientl s vysokou expresi TUBB3 ¢inil 49 mésicii pro

spinocelularni karcinom a 45 mésict pro adenokarcinom.



Graf ¢.31: Diseasse free interval pacienti grade 2 a vyssi expresi tubulinuf III
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Graf.€.32: Diseasse free interval pacientii grade 3 a vyssi expresi tubulinuf I1I
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V celém souboru byla vySetfovana ptitomnost EGFR mutaci, bez ohledu na histologicky typ
nadoru. Pozitivni EGFR mutace se vyskytla v péti piipadech ( 6,7%). Slo o Zeny, viechny
meély histologickou diagn6zu adenokarcinomu. Mutace EGFR ve skupin€ adenokarcinomi
tvotily 20% ptipadi. Dvé pacientky byly nekutacky, tii jesté v dobé stanoveni diagndzy
kouftily. Ve tifech piipadech §lo o deleci v exonu 19 ( 2x grade nadoru 3, 1 x grade 2), u jedné
o mutaci v exonu 18 G719X ( grade nadoru 2) a u jedné o mutaci L858R v exonu 21 ( grade
nadoru 1). Kromé pacientky s mutaci L858R, kterd zije bez pfiznaku onemocnéni,u v§ech
ostatnich pacientek doslo k progresi onemocnéni — median progrese od operace €inil 28
mesict. Vzdy se jednalo o generalizaci do vice organii. U tfech pacientek, kterym jsme
nasadili pfi progresi inhibitory tyrozinkinazy ( erlotinib) doslo k parciélni regresi nalezu. Ta
trvala 8 a 14 mésici, posledni pacientka je 1é¢na erlotinibem zatim 8 mésici. Median
celkového preziti této skupiny EGFR pozitivich pacientek je 36 mésict.

Pozitivni KRAS mutace byla nalezena u 11 pacientt (14,7%) . Mutace KRAS se nejcastéji
vyskytuji v kodonu 12 al3 exonul. NejcastéjSimi mutacemi jsou zplisobeny zaménu Glycinu
za Alanin, Asparagin, Valin a Cystin. V nasem souboru §lo 4x o mutaci Glyl12Val, 3x o
mutaci Gly12 Asp, 3x O mutaci Gly12Cys a 1x o mutaci Gly13Asp. Z téchto 11 pacientl
bylo osm muzi a tfi Zzeny. Ve skupiné nebyl zadny nekurak, Sest kurdka a pét byvalych
kutakt. Neprevazoval zadny histologicky typ, pétkrat byl zastoupen adenokarcinom, ctytikrat
o spinocelularni karcinom a dvakrat velkobunéény karcinom. Sest pacientil Zije bez piiznaki
nemoci, jeden pacient zemiel na duplicitni karcinom ledviny a u ¢tyfech pacientt doslo ke
generalizaci onemocnéni, median doby do progrese Cinil 12 mésict. Tti z téchto pacientl méli
mutaci Gly12Cys.

ALK translokace byla prokazana u jedné pacientky, kuifacky s adenokarcinomem. I u této
nemocné doslo po 60 mésicich od operace ke generalizaci na pleuru a do skeletu. V ramci
programu ¢asného pfistupu je nemocna lécena od ledna 2012 crizotinibem, kontrolni PET/CT
ukazalo kompletni remisi onemocnéni a léba pokracuje.

U jednoho pacienta jsme zjistili pozitivni mutaci genu BRAF. Slo 0 muze se spinocelularnim
karcinomem, grade 2, se stadiem IIIA onemocnéni. Jiz tfi mésice od ukonceni adjuvantni
chemoterapie doslo u né&j ke generalizaci do skeletu, nasledné do CNS a jater. Pacient zemftel
11 mésict od operace. U tohoto pacienta byla navic prokazana i amplifikace genu C-MET.

U 60 pacientl ze souboru se vySetfovala pfitomnost mutace genu C-MET. Pfitomnost této
mutace byla prokazana ve 13 ptipadech. Dvandctkat Slo o amplifikaci tohoto genu v jednom
pripad¢ o jeho deleci. V této skupiné bylo deset kutaku a tii byvali kufaci, prevazoval

spinocelularni karcinom ( 8 pacientt), 4 pacienti m¢li diagnostikovany adenokarcinom a
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v jednom piipad¢ se jednalo o velkobunécény karcinom. Pacienti s mutaci genu C-MET méli

signifikantné horsi celkové preziti, v dobé do progrese nebyly signifikantni rozdily nalezeny..
Viz.graf ¢.33 a 34.

Graf €.33: Celkové preziti dle pozitivity mutace genu C-MET

Log-rank testem bylo prokazano statisticky vyznamné horsi celkové piezivani pacienti
s MET, p = 0,046.
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Graf ¢.34: Doba do progrese dle pozitivity mutace genu C-MET (p 0,338)
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Median celkového preziti u pacientti s mutaci genu C-MET byl pro spinocelularni karcinom

54 mésice a 50 mésict pro adenokarcinom.

V celém souboru pacientl se pouze v jednom piipad¢ prokazaly soucasné dvé mutace. Slo o
muze se spinocelularnim karcinomem, ktery mél prokdzanou amplifikaci genu C-MET a
pozitivni mutaci BRAF. U tohotro pacienta doslo ke generalizaci onemocnénti jiz tfi mésice

po ukonceni adjuvantni 1é¢by a zemiel necely rok od operace.
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5.SOUHRNE VYSLEDKY A DISKUSE

Ve studii bylo hodnoceno 75 pacientil, 70 pacientd mélo diagnostikovany bronchogenni
karcinom pted operaci, 5 pacientll jsme odeslali k resekénimu vykonu s neovérenym PET
pozitivnim loziskem. VSichni pacienti méli v ramci predoperacniho vySetieni provedenou
bronchoskopii, PET/CT vysetteni. Skupinu tvofilo 50 muza a 25 zen. Nejcastéji zastoupenym
histologickym typem nadoru byl spinocelularni karcinom, ktery byl nalezen u 42 pacienti
(56%). Ten je zatim i nejéast&jsim histologickym typem karcinomu plic v CR [3]. U muzi byl
spinocelularni karcinom nejcastéjSim typem nadoru ( 70%), u Zen se potvrdil jako nejcastejsi
typ adenokarcinom (56%). Kufaci predstavovali nadpolovicni vétSinu souboru ( 60%),
necelou tfetinu tvofili byvali kuraci, ktefi prestali koufit vice nez 12 mésicii pfed stanovenim
diagnozy bronchogenniho karcinomu. Nekufaci byli zastoupeni 10,7%. Ze souboru Zen
s bronchogennim karcinomem tvoftily nekutracky 20%, u muzi bylo nekuiakt jen 6%, coz
koreluje s udavanymi daty [7]. Stadium onemocnéni bylo stanoveno dle TNM klasifikace, na
zéklad¢ hodnoceni velikosti tumoru patologem a histologického vySetieni lymfatickych uzlin.
NSCLC ve stadiu IB jsme diagnostikovalli u 35 pacientti, 21 pacientli mélo onemocnéni ve
stadiu II a 19 pacientl s pozitivnimi stejnostrannymi mediastindlnimi uzlinami ve stadiu IIIA.
Déle patolog vySetioval pfitomnost angioinvaze a vztah tumoru k pleufe. Nej€astejSim
resekénim vykonem byla lobektomie u 50 pacienti, nasledovala pneumonektomie u 15
pacientil z toho se jednalo 5x o pravostrannou pneumonektomii a 10 x o levostrannou
pneumonektomii. Mén¢ Castymi vykony byly bilobektomie, u 6 pacientt, a rozsifena
pneumonektomie u 4 pacientd. V poopera¢nim obdobi doslo u péti pacientiim ke kardidlnim
komplikacim, kterym piedchazel vykon v rozsahu lobektomie. V jednom ptipad€¢ musel byt
pacient po pneumonektomii reoperovan pro hemotorax. Ve tfech ptipadech byla provedena
chemicka pleurodéza hypertonickym roztokem glukdzy pro pretrvavajici pneumotorax.
Vzhledem k vysledkiim metaanalyz velkych studii, kterén potvrdily pozitivni vliv adjuvantni
chemoterapie na relativni snizeni rizika umrti i absolutni zlepSeni pfeziti pacientli s radikalné
resekovanym nemalobunéénym karcinomem plic [75], jsme nesestavili kontrolni skupinu
pacienti, ktefi by byli po radikalnim vykonu jen sledovani, bez dalsi terapie. Na nasem
pracovisti je adjuvantni chemoterapie poddvana u vSech pacientl s resekovanym karcinomem
komplikacemi, star$i, polymorbidni pacienti. Pocet té€chto pacientt je pfili§ maly a soubory by
nebylo mozné porovnat, proto vychazime z dat studie ANITA s adjuvantni chemoterapii

s vinorelbinem. VSem pacientim byla podana kombinovana adjuvantni chemoterapie ve
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sloZeni platinovy derivat s vinorelbinem. Chemoterapie byla zahajena v odstupu 4-6 tydni po
resekci, platinovy derivat se podaval den 1 kazdého tfitydenniho cyklu, vinorelbin pak den 1 a
8. S moznosti podavani tabletové formy vinorelbinu jsme postupné piechazeli na tuto formu
terapie, coz predstavovalo vétsi komfort pro pacienty, bez navyseni toxického profilu 1éCby.
Pivodné planované 4 cykly této adjuvantni chemoterapie nebyly dokonceny u 5 pacientd,

z toho u dvou pro komplikace této 1écby, dalsi 3 pacienti odmitli 4.cyklus 1é¢by. Podéani
chemoterapie bylo odloZeno u 24 pacienttl, vétSinou pro hematologickou toxicitu a u 4
pacientt jsme z téchto diivodu ptikroc€ili k redukcei davky cytostatik. NejcastéjSim nezddoucim
u¢inkem byla hematologicka toxicita, u vice nez 50% pacientl jsme zaznamenali pouze
neutropenii ( 53,4%), v jednom ptipad¢ §lo o febrilni neutropenii s nutnosti hospitalizace. Po
ukonceni adjuvantni 1écby byli pacienti pravidelné sledovani v pneumoonkologické poradné
nasi kliniky.

Ptezivani souboru pacientii bylo sledovéno k datu 31.10.2013. K tomuto datu zemftelo
celkem 36 pacientl (48%). K progresi zdkladniho onemocnéni doslo u 27 nemocnych a to
pouze v jednom piipadé doslo k lokalni recidive, zbytek piipadii predstavovalo
generalizované onemocnéni. U ¢tyfech pacientii jsme zaznamenali duplicitni malignitu ( 1x
karcinom mocového méchyie spole¢né s karcinomem prostaty, 1x karcinom hrtanu, 1x
svétlobunécny karcinom ledviny a 1x karcinom tlustého stfeva). Pouze karcinom stfeva byl
radikalné odoperovan v casném stadiu onemocnéni, ostatni tfi duplicitni malignity byly
pti¢inou umrti téchto pacientl. Jinou pfi¢inu imrti jsme zaznamenali u Sesti pacientd. Tii
zemfeli na infarkt myokardu, dva na plicni embolii a jedna pacientka na akutni hemoragickou
cévni mozkovou piihodu. Ve studii ANITA doslo ke zlepSeni 5-letého pieziti o 8,6% ve
skupin€ s chemoterapii [75]. Median celkového pieziti byl ve skupiné s adjuvantni
chemoterapii 65,7 mésice u adenokarcinomu a 69,4 mésice ve skupiné spinocelularnich
karcinomt. U pacientt, ktefi byli pouze observovani po operaci byl median OS 43,7 mésice.
Ocekavany median celkového pieziti (OS) naseho celého souboru je 72,16 mésice a
ocekavany median doby do progrese ( PFS) 60,62 mésice, coz odpovida vysledkim
adjuvantnich studii [75]. Pokud jsme ze souboru vyloucili pacienty, ktefi nezemfieli na
maligni onemocnéni, pak jesté medianu OS nebylo dosazeno. Neprokazali jsme signifikantni
rozdily v celkovém pieziti a v dob¢ do progrese v zavislosti na pohlavi a kouteni. Pokud jsme
srovnavali OS a PFS u jednotlivych stadii onemocnéni, pak byl long rank testem prokézan
signifikantni rozdil mezi st.IB a ostatnimi st.IT a IIIA. Mezi st. II a IIIA jsme tento rozdil
neprokazali. Tato data odpovidaji vyznamu stadia onemocnéni v dob¢ diagn6zy na jeho

prognozu [32]. V nasem souboru jsme dosahli 2-leté pieZivani 74,66%, coz odpovida 1
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vysledkiim studie ANITA, kde bylo dosazeno 2-letého prezivani 67,9% u pacientli

s adjuvantni chemoterapii a 63,2% u pacientl jen sledovanych [213]. 3-leté pieZivani naseho
souboru je 56,5% a 5-leté preziti dosahlo 39,65% pacientti. To je zatim hors$i vysledek ve
srovnani se studii ANITA, kde bylo dosazeno 5-letého preziti 51,3%. Tento rozdil miZze byt
onemocnéni méné nez 5 let od operace. V Casovém odstupu tak 1ze oekavat zlepSeni tohoto
parametru.

U pacientt, ktefi neméli prokazanou generalizaci do mediastinalnich uzlin (NO), jsme
sledovali celkové pieziti a dobu do progrese v zavislosti na velikosti primarniho nadoru.
Rozdélili jsme je na skupiny pacienti s nddorem do 3 cm, 3-5 cm, 5-7 cm a s nadorem vétSim
nez 7 cm. Slo tedy o pacienty se stadiem onemocnéni IB ( T1-2bNOMO) a IIB (T3NOMO).
Nezjistili jsme signifikantni rozdil v celkovém pieziti ani v dobé do progrese u téchto
pacientl. Vzhledem k tomu, Ze bylo prokazano signifikantni zlepSeni pieziti i doby do
progrese pro samotné stadium IB, Ize piedpokladat lepsi preziti u pacientl bez postizeni
lymfatickych uzlin 1 pfi rozsédhlych tumorech.

Prorustani tumoru do visceralni pleury bylo prokézano u 12 pacientl (16%), ani zde jsme
nenalezli signifikantni rozdil v celkovém pieziti a dob¢ do progrese mezi pacienty
s postizenim pleury nebo bez né;.

Angioinvaze byla prokdzana u 26 pacientil (34,7%). V naSem souboru byla prokézana
statisticky vyznamné vyssi pravdépodobnost pteziti u pacientil bez angioinvaze, p = 0,028.
V dob¢ do progrese jsme rozdil nepotvrdili.

V naSem souboru jsme nenalezli signifikantni rozdil v celkovém pieziti a dobé do progrese
pokud jsme srovnavali stupen diferenciace naddoru ( grading) ani pokud jsme porovnavali
jednotlivé histologické typy.

I kdyz dle literarnich udaji je vysoka exprese tubulinuf III (TUBB3) je spojena s rychlejsi
progresi onemocnéni a kratsi dobou pfeZiti, v naSem souboru jsme nezjistili signifikantni
rozdily v celkové dobé pieziti a dobé do progrese v zavislosti na mife exprese TBB3. Pokud
jsme ale zaroven s expresi TUBB3 brali v tivahu 1 histologicky typ nadoru a stupen
diferenciace, pak pacienti s vysokou expresi TUBB3 se spinocelularnim karcinomem grade 2
a 3 méli delsi bezptiznakové obdobi neZ pacienti s adenokarcinomem se srovnatelnou mirou
exprese TUBB3 a stejnym stupném diferenciace. Zde by mohla hrat roli zvolena
chemoterapie, protoze v fad¢ studii byl prokazan u adenokarcinomti a velkobunéénych
karcinomu leps$i uc¢inek pemetrexedu a tento histologicky typ ma vyznam v predikei uziti této

chemoterapie u lokaln¢ pokrocilého a metastatického onemocnéni. [120,121,122,123,124].
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Pokud jsme vy¢€lenili pouze pacienty s vysokou expresi TUBB3 byl dosazen median
celkového preziti pro spinocelularni karcinom 49 mésict a pro adenokarcinom 45 mésici, coz
je nepatrné lepsi vysledek nez median pacientl bez adjuvantni chemoterapie ve studii
ANITA, ktery byl 43,7 mésice, ale hor$i nez median pacientt s adjuvantni chemoterapii ( 65,7
meésice adenokarcinom, 69,4 mésice spinocelularni karcinom), coz by potvrdilo vysokou
expresi TUBB3 jako negativni prognosticky faktor. V fad¢ studii bylo prokdzano prodlouzeni
celkového preziti u pacientl s vysokou expresi TUBB3 po resekci, pokud byla v adjuvanci
podavana chemoterapie ve slozeni platinovy derivat s vinorelbinem [75,76], mozna prave
diky podani vinorelbinu v adjuvantni chemoterapii, kdy prave vysoky stupen exprese TUBB3
muze hrat roli pozitivniho prediktivniho faktoru pro uptfednostnéni podani vinorelbinu.

Sedmnact pacientl bylo lé€eno cisplatinou, zbyla ¢ast karboplatinou. Ani zde jsme
nepozorovali statisticky vyznamny rozdil v celkovém pfeziti a dobé do progrese, i kdyz
cisplatinou byli léceni mladsi pacienti bez komorbidit.

Pt1 molekularné biologickém vySetieni byla zjiSténa u péti zen s adenokarcinomem
pozitivni EGFR mutace, tedy u 20% pacientt s histolgicky prokazanym adenokarcinomem.
Vsechny pacientky mély aktiva¢ni mutace, které jsou spojeny s lepsi odpovédi na inhibitory
tyrozinkinazy. Ve tiech ptfipadech $lo o deleci v exonu 19, jedenkrat o mutaci v exonu 18
G719X a v jednom ptipad€ u mutaci v exonu 21 L858R [148]. I kdyz se popisuje, ze Castéji se
mutace EGFR vyskytuji u nekufdki, z naSich pozitivnich pacientek byly tii kuracky. Dale je
zajimavé, Ze u Ctyt z téchto pacientek doslo k progresi onemocnéni, kdy median doby do
progrese byl 28 mésicti. K progresi doslo u pacientek s deleci v exonu 19 a u pacientky
s mutaci v exonu 18. Tti pacientky s progresi byly 1éceny inhibitorem tyrozinkinazy,
erlotinibem, a u vSech doslo k 1é¢ebné odpovédi, coz podporuje pozitivni prediktivni vyznam
mutaci pro tuto 1é¢bu. Median trvani odpovédi byl 10 mésictl, coZ odpovidéa publikovanym
udajam [156-160, 178]. Median celkového preziti pacientek s EGFR mutaci ¢inil 36 mésict.
Pteziti téchto nemocnych bylo tedy kratsi nez ve studii ANITA u pacientd bez adjuvantni
1é¢by. Je tedy otdzkou, zda pacienti s EGFR mutaci profituji s adjuvantni 1écby a nebylo by
preziti srovnatelné, pokud by byli 1é¢eni azZ pfi progresi inhibitory tyrozoinkindzy. Moznost
spojeni pozitivni mutace EGFR s horsi progn6zou onemocnéni by méla byt ovéfena na vétsim
souboru nemocnych.

Pozitivni KRAS mutace byla nalezena u 11 pacientl (14,7%). VSichni tito pacienti byli
kufaci nebo byvali kufaci, u kterych je popisovan castéjsi vyskyt téchto mutaci [38,41,42].
V nasem souboru byly zastoupeny tyto mutace u vSech histologickych typt nadori. Deset se

vyskytlo v kodonu 12, jedna v kodonu 13, kde se vyskytuje az 90% téchto mutaci [38,39]. ].
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Ani u naSich pacientti s KRAS mutaci se neprokazalo horsi celkové preziti [46,47],
generalizace zékladniho onemocnéni se objevila u Ctyt pacientl, zajimavé je, Ze tii z nich
méli mutaci typu Gly12Cys. Jde ale o maly pocet pacientii, takZze miZe jit jen o shodu nahod.
V jednom pfipadé jsme zaznamenali pozitivni ALK translokaci, ktera se vyskytuje Asi ve 2-
7% NCLC [191-195]. Slo o Zenu, kufadku s adenokarcinomem. Po 5 letech byla u této
pacientky prokdzana generalizace do skeletu a na pleuru. Translokace ALK je pozitivnim
prediktivnim faktorem pro 1é¢bu crizotinibem. My jsme méli moZnost zatadit pacientku do
1é¢by timto preparatem v ramci programu ¢asného piistuppu. Po nasazeni crizotinibu doslo u
této nemocné ke kompletni remisi onemocnéni, ktera trva déle nez 2 roky[205-209,212].
Nezaznamenali jsme soucasny vyskyt ALK translokace a mutace EGFR nebo KRAS ve
shodé¢ s literarnimi udaji [200-202].

U jednoho pacienta jsme zjistili pozitivni mutaci genu BRAF. I zde $lo o nejcastéjsi typ
mutace v kodonu 600. I kdyZz se vyskytuje spiSe u adenokarcinomil, v nasem ptipad¢ slo o
muZe se spinocelularnim karcinomem. Jedna se o mutaci, ktera je spojena s horsi prognézou
onemocnéni [59,60], ktera se potvrdila i u naseho pacienta. Jiz 3 mésice po ukonceni
adjuvantni chemoterapie doslo u n¢j ke generalizaci onemocnéni do skeletu a nasledné do
CNS a jater. Pacient zemiel 11 mésict po operaci. U tohoto pacienta se v naSem souboru
pacientli vyskytly zaroven dvé mutace. Spole¢né s mutaci BRAF to byla amplifikace C-MET
genu.

Mutace genu C-MET byla prokézana u 13 pacientd z 60 vysetiovanych. Jednou $lo o deleci,
dvanactkrat o ampllifikaci tohoto genu. VSichni pacienti s mutaci byli kufaci nebo byvali
kuraci. Spinocelularni karcinom se prokdzal u osmi pacientil, adenokarcinom u ¢tyf a
velkobunéény karcinom u jednoho. Pacienti s mutaci genu C-MET m¢li signifikantné horsi
celkové preziti, v dobé do progrese nebyly signifikantni rozdily mezi pacienty s mutaci a bez
mutace. Median pieziti t€chto pacientll byl 54 mésict pro spinocelularni karcinom a 50
mesict pro adenokarcinom, coz je opét lepsi vysledek, nez median pieziti jen observovanych
pacientil ve studii ANITA. I tito pacienti tedy jednoznacné profitovali s podani adjuvantni

chemoterapie.
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6. ZAVER

V naSem souboru 75 pacientii s radikaln€ odoperovanym NSCLC ve stadiu IB-IITA

s naslednou adjuvantni chemoterapii ve slozeni platinovy derivat s vinorelbinem jsme doséahli
oc¢ekavaného medianu preziti 72,16 mésice a ocekavaného medidnu doby do progrese ( PFS)
60,62 mésice. Pokud jsme vytadili Sest pacientt, kteii zemfeli z jinych pfi¢in, nez bylo
maligni onemocnéni, tak jest€ nebylo medianu dosaZeno. Ve studii ANITA byl median
celkového preziti ve skupiné s adjuvantni chemoterapii 65,7 mésice u adenokarcinomu a 69,4
mésice ve skupiné spinocelularnich karcinomi, u skupiny pacienti, ktefi nedostali adjuvantni
1é¢bu to bylo jen 43,7 mésice. Nase vysledky celkového prezivani tedy odpovidaji vysledkiim
této studie.V naSem souboru jsme dosédhli 2-letého piezivani 74,66%, coz odpovida i
vysledkiim studie ANITA, kde bylo dosazeno 2-letého ptezivani 67,9% u pacientt

s adjuvantni chemoterapii a 63,2% u pacientl jen sledovanych. 3-leté pfezivani naseho
souboru je 56,5% a 5-letého preziti dosahlo 39,65% pacientti. To je relativné horsi vysledek
ve srovndni se studii ANITA, kde bylo dosazeno 5-letého preziti 51,3%. Tento rozdil mize
byt zplisoben 1 tim, Ze zatim neni do této statistiky zahrnuto 17 pacientt, kteti byli operovani
v letech 2010 a 2011 a zatim ziji bez ptiznakd onemocnéni.

V nasem souboru nebyl prokazan signifikantni rozdil v celkové dobé pieZiti a dobé do
progrese v zavislosti na koufeni, pohlavi, gradingu tumoru, histologii, proristainim do pleury,
zvoleném platinovém derivatu. Muze to byt zptisobeno velikosti souboru. V souladu

s publikovanymi idaji byl prokézan signifikantni rozdil v celkovém pieziti i dobé do progrese
mezi st.IB a ostatnimi stadii II a ITITA.

ZvySena exprese tubulinuf I1I se neukédzala v naSem souboru jako negativni prognosticky
faktor, ale tato data mohla byt ovlivnéna i zvolenou adjuvantni chemoterapii s vinorelbinem,
kde se uplatiiuje TUBB3 jako pozitivni prediktivni faktor. V nasem souboru byl prokazan i
statisticky vyznamny rozdil v dob¢€ do progrese u pacientil s vysokou expresi tubulinu
s adenokarcinomem gr.2 a spinocelularnim karcinomem gr.2 ve prospéch spinocelularniho
karcinomu. V tomto piipad¢ se histologicky typ mlize podilet na predikci chemoterapie, ktera
by prokazala lepsi vysledky ( pemetrexed?).

Ve shodé¢ s publikovanymi poznatky bylo statisticky vyznamnéjsi celkové pteziti u pacientt
bez angioinvaze, v dobé do progrese vyznamné rozdily nebyly nalezeny.

V souboru byla vySetfovana i pfitomnost fady mutaci. Z celého souboru doslo k progresi
zéakladniho onemocnéni u 27 pacientl. Z téchto 27 pacientd jsme u 18 prokézali jeden typ

mutace, u jednoho pacienta byly pfitomny mutace 2. Signifikantn¢ horsi preziti jsme
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prokézali u pacientti s mutaci genu C-MET. Ale i zde medidn celkového pieziti téchto
pacientli byl 54 mésicii ve skupin€ se spinocelularnim karcinomem a 50 mésicti ve skupiné
s adenokarcinomem, coZ jsou lepsi vysledky pieziti nez bylo dosazeno u pacientl bez
adjuvantni chemoterapie ve studii ANITA (43,7 mésict). [ pacienti s touto mutaci tedy
profituji s adjuvantni chemoterapie. Ostatni typy mutaci byly zastoupeny malymi pocty, takze
se nedaji signifikantn¢ porovnat. Pokud jsme sledovali 5 pacientek s pozitivni aktivacni
EGFR mutaci, tak median do progrese téchto zZen byl 28 mésicti a medidn celkového preziti
36 mésicl. Zde jsou vysledky horsi, nez ve studii ANITA u observovanych pacientd. Tti
z téchto pacientek byly 1é€eny inhibitory tyrozinkinazy s dobrou lé€ebnou odpovédi, coz
potvrdilo pozitivni prediktivni vyznam mutaci pro tuto zvolenou 1éc¢bu.

Pokud jsme se zam¢fili na pacienty s progresi onemocnéni, tvofili pacienti s mutacemi
66,7%. Je otazkou dalsich let, zda se pfi rostoucim poctu vysetfovanych pacientli na

ptitomnost mutaci neprokaze jejich neptiznivy prognosticky vyznam.
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7.ABSTRAKT

Prognostické a prediktivni faktory u bronchogenniho karcinomu

Uvod: Bronchogeni karcinom je celosvétové nejéast&jsim onkologickym onemocnénim.
Incidence tohoto onemocnéni ma stoupajici tendenci zejména u Zen. V Ceské republice je
3.nejéast&j$i malignitou u muzii i u zen. U muzi v CR je viak nejéast&jsi pfi¢inou umrti na
malignitu. Podle morfologie a biologického chovani jej délime na skupinu malobunéénych
plicnich karcinomt ( Small Cell Lung Cancer ) a nemalobunéénych plicnich karcinomii ( Non
Small Cell Lung Cancer), které tvoii zhruba 80% plicnich karcinomd, a které pak dale délime
na dalsi histologické typy. Hlavnim etiologickym faktorem vzniku bronchogenniho
karcinomu je koufeni cigaret. Casna stadia tohoto onemocnéni byvaji bezpiiznakova, proto je
u vice nez poloviny nemocnych nador diagnostikovan v dob¢ pfitomnosti vzdalenych
metastdz, s nemoznosti radikéalni chirurgické 1écby. I pfes vyrazny pokrok v diagnostice 1
terapii, jsou vysledky 1éCby stale neuspokojivé. V posledni dobé dochazi

k tzv.“personalizaci 1é€by, kterd je zaloZena na vysledcich molekularné genetickych
charakteristik nadorovych bunék.

Cil: Cilem prace bylo vyhodnoceni souboru pacientl s radikdlnim odstranénim NSCLC ve
stadiu IB-IITA, kterym byla podavana adjuvantni chemoterapie. Posuzovali jsme, zda
parametry pohlavi, koufeni, angioinvaze, invaze tumoru do pleury, stadium onemocnéni,
hladina tubulinu BIII, pfitomnost jednotlivych mutaci nebo volba platinového derivatu
ovliviiuji prognozu piezivani. Déle jsme zkoumali, zda 1ze posoudit prediktivni vyznam
sledovanych parametrta pii pouZiti historickych udaji o pfeZivani bez adjuvantni
chemoterapie.

Metodika: Zatazeno bylo 75 pacientt s radikalné odoperovanym NSCLC v letech 2005-
2011, s naslednou adjuvantni chemoterapii ve slozeni platinovy derivat + vinorelbin. U vSech
pacientil bylo stanoveno stadium nemoci dle TNM klasifikace, patologem byl hodnocen grade
tumoru, agioinvaze, prorustani tumoru do pleury a stanovena hladina tubulinu BIII. Néasledné
byl histologicky vzorek vySetfovan v Laboratofi experimentalni mediciny na pfitomnost
EGFR mutaci, KRAS mutaci, ALK-translokaci, C-MET mutaci a mutaci BRAF. Po ukonceni
adjuvantni 1écby byli pacienti kontrolovani v tfimési¢nich intervalech, celkové presetieni
stran mozné recidivy onemocnéni nebo generalizace bylo provadéno 1x ro¢né nebo pfi
potizich.

Vysledky: Skupinu 75 pacientti tvotilo 50 muza a 25 Zen. Pacienti s medidnem 65 let véku
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( 29-78). U 42 se jednalo o spinocelularni karcinom, u 25 o adenokarcinom, ktery byl
nejcastéjSim nadorem u Zen a v 8 piipadech o velkobunécny karcinom. Etiologie onemocnéni
je uzce spojena s koufenim, v naSem soboru bylo 45 kufaki, 22 byvalych kutak a jen 8
nekurakl. Nejcastéji zastoupeno bylo stadium onemocnéni IB u 35 pacientt, stadium IT u 21
pacientl a stadium IITA u 19 pacientd. Nejcastéj$Sim resekénim vykonem byla lobektomie u
50 pacienti, nasledovala pneumonektomie u 15 pacientl z toho se jednalo 5x o pravostrannou
pneumonektomii a 10 x o levostrannou pneumonektomii. Mén¢ ¢astymi vykony byly
bilobektomie, u 6 pacienttl, a rozSifena pneumonektomie u 4 pacientt. Ke komplikacim

v pooperac¢nim obdobi doslo u 20 pacienti. Z toho u péti Slo o komplikace kardidlni, které
byly zvladnuty farmakologickou 1é¢bou, u tfech pacientii doslo k infekénim komplikacim,
déle trvajici unik (air leak) se vyskytl u 8 pacientii. Ve tfech piipadech pretrvaval
pneumotorax v pooperacnim obdobi s nustnosti pleurodézy hypertonickym roztokem glukozy.
Operacni revize byla provedena pouze u jednoho pacienta, a to z divodu hemotoraxu.
Adjuvantni chemoterapii jsme zahajovali 4-6 tydnu po resekci, pouzivali jsme kombinaci
vinorelbinu s cisplatinou nebo karboplatinou. Cisplatinou s vinorelbinem jsme 1¢é¢ili 17
pacientil ( 22,7%), u 58 pacientti ( 77,3%) jsme pouzili kombinaci vinorelbinu

s karboplatinou. CBDCA jsme volili u pacientt starSich, kardiaki, diabetiki a u pacientt

s renalni insuficienci. VSechny 4 cykly adjuvantni chemoterapie byly podany 70 pacientim. 3
pacienti odmitli podani 4.cyklu chemoterapie, u jednoho pacienta byla chemoterapie
ukoncena po 2 cyklech pro infekéni komplikace s nutnosti hospitalizace a u dalsiho pacienta
byla chemoterapie ukoncena po 3.cyklu pro hematologickou toxicitu. U 24 pacientti ( 32%)
bylo podani chemoterapie odloZeno, vétSinou pro hematologickou toxicitu, u 4 pacientii
(5,3%) jsme byli nuceni davky cytostatik redukovat na 50%, rovnéz s ohledem na
hematologickou toxicitu. Pouze 3 pacienti museli byt hospitalizovani z divodu nezadoucich
ucinkd. Jeden pacient pro febrilni neutropenii a dva pro infekéni komplikaci ( pneumonii).
Nejcastéjsim nezadoucim ucinkem chemoterapie byla neutropenie, ktera se vyskytla ve vice
nez poloving ptipadi, DalSimi, jiz mén¢ ¢astymi nezddoucimi ucinky byla leukopenie,
anémie, trombocytopenie, anorexie, nausea, zvraceni, slabost a infekce. Dyspeptické potize
byly ¢etnéjsi u pacientt, kterym byla podavana cisplatina.

Ptezivani souboru pacienti bylo sledovano k datu 31.10.2013. K tomuto datu zemielo
celkem 36 pacientli (48%). K progresi zdkladniho onemocnéni dos§lo u 27 nemocnych a to
pouze v jednom piipadé doslo k lokélni recidivé, zbytek ptipada predstavovalo
generalizované onemocnéni. U étyfech pacientli jsme zaznamenali duplicitni malignitu. Sest

pacientli zemielo na jiné, nez maligni onemocnéni. Tti na infarkt myokardu, dva na embolii
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plicni a jeden na cévni mozkou piihodu. Oc¢ekdvany median celkového pieziti (OS) naseho
celého souboru je 72,16 mésice a ocekavany median doby do progrese ( PFS) 60,62 mésice,
coz odpovida vysledkiim adjuvantnich studii [75]. Pokud jsme ze souboru vyloucili pacienty,
kteti nezemieli na maligni onemocnéni, pak jest¢ medianu OS nebylo dosazeno. Neprokazali
jsme signifikantni rozdily v celkovém pfeziti a v dob¢ do progrese v zévislosti na pohlavi,
koufeni., prortistani tumoru do pleury, podani cisplatiny nebo karboplatiny, gradingu tumoru
ani zavislost na mife exprese tubulinuf III. Prokazali jsme signifikantni rozdil v OS a PFS
mezi st.IB a ostatnimi st.II a [IIA. Mezi st. II a IIIA jsme tento rozdil neprokéazali. V naSem
souboru jsme dosahli 2-leté piezivani 74,66 %, 3-leté prezivani 56,5% a 5-let¢ 39,65% .
Prokazali jsme signifikantné vyssi pravdépodobnost pfeziti u pacientll bez angioinvaze ve
srovnani s témi, u kterych byla angioinvaze prokdzana. Samotna mira exprese TUBB3
vyznamné neovlivnila celkové preziti ani dobu do progrese. Ale pacienti s vysokou expresi
TUBB3 se spinocelularnim karcinomem gr.2 a 3 méli statisticky vyznamné delsi
bezptiznakové obdobi nez pacienti se stejnou expresi TUBB3, ale adenokarcinomem gr.2 a 3.
Vysetfeni mutaci prokazalo ptitomnost 5 aktiva¢nich mutaci genu EGFR u zen
s adenokarcinomem, u 4 z nich doslo k progresi nemoci. Median doby do progrese byl 28
mésict. KRAS pozitivni mutaci jsme nalezli u 11 pacientil, nebyla spojena s horsi prognézou
onemocnéni. V jednom piipad¢€ byla prokazana pozitivita translokace ALK, u Zeny
s adenokarcinomem. I v tomto ptipadé€ doslo k progresi onemocnéni po 60 mésicich od
operace. Mutace BRAF se vyskytla u jednoho pacienta, u kterého doslo zahy ke generalizaci
onemocnéni a pacient zemiel necely rok od operace. U 13 pacientl jsme prokdzali mutaci
genu C-MET. Dvanéctkrat Slo o amplifikaci tohoto genu v jednom piipadé o jeho deleci.
Pacienti s touto mutaci méli signifikantné horsi celkové pteziti neZ pacienti bez mutace.
Zavér: V nasem souboru 75 pacientd s radikaln€¢ odoperovanym NSCLC ve stadiu IB-1TIA
s naslednou adjuvantni chemoterapii ve slozeni platinovy derivat s vinorelbinem jsme doséahli
oc¢ekavaného medianu preziti 72,16 mésice a ocekavaného medidnu doby do progrese ( PFS)
60,62 mésice. Pokud jsme vyfadili Sest pacienttl, kteti zemfeli z jinych pficin, nez bylo
maligni onemocnéni, tak jesté nebylo medianu dosaZeno. Ve studii ANITA byl median
celkového preziti ve skupiné s adjuvantni chemoterapii 65,7% mésice u adenokarcinomu a
69,4 mésice ve skupiné spinocelularnich karcinomd, u skupiny pacientti, ktefi nedostali
adjuvantni 1écbu to bylo jen 43,7 mésice. Nase vysledky celkového piezivani tedy odpovidaji
vysledkiim této studie.V nasem souboru jsme dosahli 2-leté prezivani 74,66%, coz odpovida
i vysledkiim studie ANITA, kde bylo dosazeno 2-letého piezivani 67,9% u pacient

s adjuvantni chemoterapii a 63,2% u pacientl jen sledovanych. 3-leté pfezivani naSeho
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souboru je 56,5% a 5-letého preziti dosahlo 39,65% pacientl. To je relativné horsi vysledek
ve srovndni se studii ANITA, kde bylo dosazeno 5-letého preziti 51,3%. Tento rozdil mize
byt zplsoben i tim, Ze zatim neni do této statistiky zahrnuto 17 pacientt, kteti byli operovani
v letech 2010 a 2011 a zatim ziji bez pfiznakd onemocnéni.

V nasem souboru nebyl prokazan signifikantni rozdil v celkové dobé pieZiti a dobé do
progrese v zavislosti na koufeni, pohlavi, gradingu tumoru, histologii, proriistanim do pleury,
zvoleném platinovém derivatu. MlzZe to byt zplisobeno velikosti souboru. Bylo v souladu
s publikovanymi udaji prokazan signifikantni rozdil v celkovém pteziti i dobé do progrese
mezi st.IB a ostatnimi stadii II a IITA.

Zvysena exprese tubulinuf III se neukazala v naSem souboru jako negativni prognosticky
faktor, ale tato data mohla byt ovlivnéna i zvolenou adjuvantni chemoterapii s vinorelbinem,
kde se uplatiiuje TUBB3 jako pozitivni prediktivni faktor. V nasem souboru byl prokazan i
statisticky vyznamny rozdil v dob¢€ do progrese u pacientil s vysokou expresi tubulinu
s adenokarcinomem gr.2 a spinocelularnim karcinomem gr.2 ve prospéch spinoceluldrniho
karcinomu. V tomto piipad¢ se histologicky typ mtize podilet na predikci chemoterapie, ktera
by prokazala lepsi vysledky ( pemetrexed?).

Ve shodé€ s publikovanymi poznatky bylo statisticky vyznamnéjsi celkové pieziti u pacient
bez angioinvaze, v dob¢ do progrese vyznamné rozdily nebyly nalezeny.

V souboru byla vySetfovana i pfitomnost fady mutaci. Z celého souboru doslo k progresi
zakladniho onemocnéni u 27 pacientll. Z téchto 27 pacientl jsme u 18 prokazali jeden typ
mutace, u jednoho pacienta byly pfitomny mutace 2. Signifikantné horsi pteziti jsme
prokazali u pacientll s mutaci genu C-MET. Ale 1 zde median celkového preZiti téchto
pacinetl byl 54 mésicii ve skupin€ se spinocelularnim karcinomem a 50 meésicti ve skupiné
s adenokarcinomem, coZ jsou lepsi vysledky pieziti nez bylo dosazeno u pacientl bez
adjuvantni chemoterapie ve studii ANITA (43,7 mésict). [ pacienti s touto mutaci tedy
profituji s adjuvantni chemoterapie. Ostatni typy mutaci byly zastoupeny malymi pocty, takze
se nedaji signifikantné porovnat. Pokud jsme sledovali 5 pacientek s pozitivni aktivacni
EGFR mutaci, tak median do progrese téchto Zen byl 28 mésicti a medidn celkového preziti
36 mésicl. Zde jsou vysledky horsi, nez ve studii ANITA u observovanych pacientd. Tti
z téchto pacientek byly 1é€eny inhibitory tyrozinkinazy s dobrou lé€ebnou odpovédi, coz
potvrdilo pozitivni prediktivni vyznam mutaci pro tuto zvolenou 1écbu.

Pokud jsme se zam¢fili na pacienty s progresi onemocnéni, tvofili pacienti s mutacemi
66,7%. Je otazkou dalSich let, zda se pfi rostoucim poctu vysetfovanych pacientli na

pritomnost mutaci neprokaze jejich neptiznivy prognosticky vyznam.
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8.SUMMARY

Prognostic and predictive factors in bronchogenic carcinoma

Background: Bronchogenic carcinoma or lung cancer is the most common cancer
worldwide. The incidence of the disease tends to increase, particularly in women. In the
Czech Republic, it is the third most frequent malignancy in both males and females. In Czech
males, however, it is the most frequent cause of death due to malignancies. Based on its
morphology and biological behavior, lung cancer is classified into small cell lung cancer and
non-small cell lung cancer (NSCLC), accounting for approximately 80% of lung cancer cases.
These are further divided into histological subtypes. The main etiological factor for the
development of bronchogenic carcinoma is cigarette smoking. Early stages of the disease are
without symptoms. That is why in more than a half of patients, the disease is only diagnosed
when distant metastases are present and radical surgery is impossible. Despite significant
advances in the diagnosis and therapy, the treatment outcomes remain unsatisfactory.
Recently, the therapy has been “personalized”, that is, based on results of molecular genetic
characteristics of tumor cells.

Objective: The aim was to study a group of patients with radical surgical resection of stage
IB-IITA NSCLC who were administered adjuvant chemotherapy. Parameters such as gender,
smoking, angioinvasion, pleural invasion, stage, BIII tubulin levels, presence of individual
mutations or selection of platinum derivatives were studied to determine whether they
influence the survival prognosis. Another objective was to find out whether the predictive
value of the studied parameters may be assessed using historical data on survival without
adjuvant chemotherapy.

Methods: Included in the study were 75 patients with NSCLC radically resected in 2005—
2011 and subsequently receiving adjuvant chemotherapy with a platinum derivative +
vinorelbine. In all patients, the disease was staged in accordance with the TNM classification
and a pathologist determined the grade, angioinvasion, pleural invasion and BIII tubulin levels
were measured. Subsequently, histology samples were analyzed in the Laboratory of
Experimental Medicine to determine the presence of EGFR mutations, KRAS mutations,
ALK translocations, c-MET mutations and BRAF mutations. After their adjuvant therapy was

completed, the patients were checked at 3-month intervals; a general examination for possible
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recurrence or generalization of the disease was carried out annually or when difficulties
occurred.

Results: The group of 75 patients, with a median age of 65 years (range, 29—78), comprised
50 males and 25 females. Of those, 42 had squamous cell carcinoma, 25 had carcinoma (the
most frequent cancer in female patients) and 8 had large cell carcinoma. The etiology of the
disease is closely associated with smoking; the group consisted with 45 smokers, 22 ex-
smokers and only 8 non-smokers. The most frequent stage was I B (35 patients), followed by
IT (21 patients) and IIIA (19 patients). The most frequent type of resection was lobectomy (50
patients), followed by pneumonectomy in 15 patients (right-side and left-side
pneumonectomy in 5 and 10 cases, respectively). Less frequent procedures were bilobectomy
(6 patients) and extended pneumonectomy (4 patients). Postoperative complications occurred
in 20 patients. Of those, 5 suffered from cardiac complications managed by pharmacological
therapy and 3 developed infections; prolonged air-leak was observed in 8 patients. In 3 cases,
pneumothorax persisted in the postoperative period, requiring pleurodesis with a hypertonic
glucose solution. In only 1 patient, revision surgery due to hemothorax was needed. Adjuvant
chemotherapy was initiated 4—-6 weeks after resection with combinations of vinorelbine with
cisplatin or carboplatin (CBDCA). Vinorelbine + cisplatin was administered to 17 patients
(22.7%); in 58 patients (77.3%), vinorelbine was combined with carboplatin. CBDCA was
selected in elderly, cardiac and renally impaired patients. All 4 adjuvant chemotherapy cycles
were administered to 70 patients; three patients refused the 4th cycle, in 1 patient,
chemotherapy was discontinued after 2 cycles due to infectious complications requiring
hospital admission and in another patient, chemotherapy was withdrawn after the 3rd cycle
because of hematologic toxicity. Chemotherapy was postponed in 24 patients (32%), mostly
due to hematologic toxicity; in 4 patients (5.3%), doses of cytostatic drugs had to be reduced
to 50%, once again due to hematologic toxicity. Only 3 patients had to be hospitalized for
adverse effects, namely febrile neutropenia (1 patient) and infectious complications
(pneumonia; 2 patients). The most frequent adverse effect of chemotherapy was neutropenia,
accounting for more than a half of the cases. Less frequent adverse effects included
leukopenia, anemia, thrombocytopenia, anorexia, nausea, vomiting, fatigue and infections.
Dyspepsia was more common in patients receiving cisplatin.

Patient survival was assessed as of 31 October, 2013. As of that date, a total of 36 patients
(48%) died. The underlying disease progressed in 27 patients. Of those, local recurrence was
observed in only one case; the remaining patients had generalized disease. Four patients were

noted to have double malignancy. Six patients died of other than malignant diseases, namely
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myocardial infarction (3 patients), pulmonary embolism (2 patients) and stroke. The expected
median overall survival (OS) in the entire group is 72.16 months and the expected
progression-free survival (PFS) is 60.62, which is consistent with results from adjuvant
studies [75]. When excluding patients who did not die of malignancies, the median OS has not
been achieved. There were no significant differences in the OS and PFS with respect to
gender, smoking, pleural invasion, administration of cisplatin or carboplatin, tumor grade or
BIII tubulin expression level. Significant differences in the OS and PFS were found between
stage IB and the other stages II and IITA. The difference was not found between stages II and
IITA. Two-year survival was achieved in 74.66% of the group, 3-year survival in 56.5% and
5-year survival in 39.65%. There was a significantly higher probability of survival in patients
without angioinvasion as compared with those with confirmed angioinvasion. BIII tubulin
expression alone did not significantly affect either the OS or PFS. However, patients with
high BIII tubulin expression levels and grade 2 or 3 squamous cell carcinoma had statistically
significantly longer time without symptoms than those with the same BIII tubulin expression
and grade 2 and 3 adenocarcinoma.

Mutation testing revealed the presence of 5 activating mutations in the EGFR gene in females
with adenocarcinoma; the disease progressed in 4 or them. The median PFS was 28 months.
KRAS-positive mutations were found in 11 patients and were not associated with a poorer
prognosis of the disease. One case, a female with adenocarcinoma, was positive for ALK
translocation. Also in this case, the disease progressed 60 months postoperatively. A BRAF
mutation occurred in one patient in whom the disease became generalized soon after and the
patient died less than one year postoperatively. In 13 patients, mutations of the c-MET gene
were detected. The gene was amplified in 12 cases and deleted in one case. Patients with this
mutation had significantly worse OS than those without it.

Conclusion: In the group of 75 patients with radically resected stage IB—IIIA NSCLC with
subsequent adjuvant therapy consisting of a platinum derivative + vinorelbine, the expected
OS was 72.16 months and the expected PFS was 60.62 months. When six patients who died
of causes other than malignancies were excluded, the median has not been achieved. In the
ANITA study, the median OS for a group receiving adjuvant chemotherapy was 65.7 months
in adenocarcinoma and 69.4 months in squamous cell carcinoma; in patients without adjuvant
chemotherapy, it was only 43.7 months. That is, these survival rates are consistent with those
in the present study. The 2-year survival was achieved in 74.66% which corresponds with
ANITA 2-year survival rates of 67.9% in patients with adjuvant chemotherapy and 63.2% in

observed patients. The 3-year survival was achieved by 56.5% and 5-year survival was
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achieved by 39.65% of patients in the present study. These rates are relatively worse than
those in the ANITA study showing the 5-year survival in 51.3%. The difference may be
explained by the fact that so far, the statistical analysis has not involved 17 patients
undergoing surgery in 2010 and 2011 who have been without symptoms so far.

The present study showed no significant differences in the OS and PFS with respect to
smoking, gender, tumor grade, histology, pleural invasion and platinum derivative selected.
This may be due to the sample size. In agreement with the published data, there was a
significant difference in both the OS and the PFS between stage IB and the other stages II and
MIA.

In the present study, increased BIII tubulin expression did not appear to be a negative
prognostic factor. The data, however, may be influenced by the selected adjuvant
chemotherapy with vinorelbine in which BIII tubulin is a positive predictive factor. There was
also a statistically significant difference in the PFS between patients with high BIII tubulin
expression levels and grade 2 adenocarcinoma and those with grade 2 squamous cell
carcinoma, with more favorable results in squamous cell carcinoma. In this case, histological
subtypes may contribute to prediction of chemotherapy with better outcomes (pemetrexed?).
In accordance with the published findings, the OS was statistically more significant in patients
without angioinvasion; there were no significant differences in the PFS.

The presence of numerous mutations was investigated as well. Among all patients, the
underlying disease progressed in 27 individuals. Of those, eighteen were found to have one
type of mutation; one patient had two mutations. Significantly worse survival was found in
patients with mutations in the c-MET gene. Once again, the median OS of these patients was
54 months in the squamous cell carcinoma group and 50 months in the adenocarcinoma
group. These outcomes are better than those achieved in patients without adjuvant
chemotherapy in the ANITA study (43.7 months). Also patients with this mutation, therefore,
benefit from adjuvant chemotherapy. The other types of mutations were much less numerous
and cannot be significantly compared. When studying 5 females with positive activating
mutations in the EGFR gene, their median PFS and OS were found to be 28 months and 36
months, respectively. These results are less favorable than those in observed ANITA patients.
Three of those patients were treated with tyrosine kinase inhibitors providing good treatment
response, confirming the positive predictive role of mutations for this selected therapy.

When focusing on patients with disease progression, those with mutation accounted for
66.7%. It may be that in the future, with increasing numbers of patients tested for the presence

of mutations, their negative prognostic role may be confirmed.
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9.PREHLED ZKRATEK

AIS
ALK
AUC
BAC
BRAF

BRCA1
CLL
C-MYC

CT
CYP
EGF
EGFR
ERCCI

adenokarcinoma in situ

anaplastic lymphoma kinase

area under the curve

bronchioloalveolarni karcinom

homolog B1 virového antigenu v-raf odvozeného od mysiho sarkomu (v-raf
murine sarcoma viral oncogene homolog B1)

breast cancer susceptibility gene 1

chronicka lymfatickd leukémie

lidsky homolog genu v-MYC izolovany z viru ptaci myelocytomatdzy (v-myc
myelocytomatosis viral oncogene homolog)

pocitacova tomografie

Cytochrome P450

epidermalni ristovy faktor (epidermal growth factor )

receptor epidermalniho ristového faktoru (epidermal growth factor receptor)

excisni reparacni protein komplementacni skupiny 1 (excision repair cross-

complementing group 1)

ERS
FISH
GDP
GTP
Hb
HGF
HGFR
IHC
LV.

KRAS

LDH
MIA
miRNA
NSCLC
NSE
(0N

Evropska respiracni spolecnost ( European Respiratory Society)
fluorescencni in-situ hybridizace

guanosindifosfat

guanosintrifosfat

hemoglobin

hepatocytarni riistovy faktor (hepatocyte qrowth factor)

receptor pro hepatocytarni ristovy faktor (hepatocyte growth factor receptor)
imunohistochemické vySetreni

intravendzni podani

lidsky homolog virového onkogenu v-Ki-ras2 izolovaného z krysiho Kirsten
sarkomu ( v-Ki ras2 Kirsten rat sarcoma viral oncogene homolog)

laktat dehydrogenaza

minimalné invazivni adenokarcinom

mikroRNA

Non Small Cell Lung Cancer — nemalobuné¢ény plicni karcinom

neuron specifickd enolaza

celkové preziti ( overall survival)
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ORR ¢etnost odpovedi ( overall response rate)
PCR polymerazova fetézova reakce ( polymerase chain reaction)
PDGFR receptor pro rustovy faktor odvozeny od krevnich destic¢ek (platelet-derived

growth factor receptor)

PD progrese onemocnéni ( progressive disease)

PFS preziti bez progrese ( progression free survival)

PNO pneumotorax

p.o. peroralni podani

PS stav té€lesné vykonnosti ( performance status)

QPCR polymerazova fetézova reakce v realném Case

RTK receptorové tyrozinkinazy ( receptor tyrosine kinase )

SCLC Small Cell Lung Cancer — malobunécny plicni karcinom

TKI inhibitory tyrozinkinazy

TS thymidylat syntetdza

TUBB3 B-tubulin t¥idy III

VEGF vaskularni endotelidlni ristovy faktor (vascular endothelial growth factor)
VEGFR receptor pro vaskularni endotelidlni ristovy faktor (vascular endothelial growth

factor receptor)

95CI 95% konfidenci interval
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