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Moderni pristupy k diagnostice a Ié¢bé karcinomu mocového méchyre

Modern approaches to diagnostics and therapy of bladder cancer

ABSTRAKT

V poslednich nékolika letech jsme svédky zasadnich zmén v diagnostice a 1é¢bé karcinomu mocového
méchyfre. VylepSeni zobrazovacich vysetreni, inovace v endoskopické vizualizaci nddord a nové metody
tekuté biopsie budou v blizké budoucnosti urcovat vyvoj diagnostiky. Pokroky v genomovych
vySetfenich pfinesly zasadni zmény v porozuméni patogenezi karcinomu méchyre, jsou zdrojem
prognostickych a prediktivnich biomarkerd a také novych cil(l biologické Iécby. Rodici se molekularni
klasifikace karcinomu mocového méchyfe naznacila obrovsky potencidl pro volbu vhodné systémové
|éCby a ptipravuje pidu pro personalizovanou medicinu. Nastup moderni imunoterapie a cilené 1écby

znamenal po 30 letech stagnace prilom v Ié¢bé metastatického onemocnéni.

Predkladand prace je koncipovana formou prehledu aktualnich poznatk(li o nadorech mocového
méchyre a na kazdou kapitolu navazujicich komentovanych praci autora, které se tykaji tfech hlavnich
oblasti. Prvni tematicky okruh je vénovan vyvoji novych biomarkerd vyuZitelnych v diagnostice a pfi
monitorovani onemocnéni. Problémem diagnostiky je jeji zdkladni ndstroj, cystoskopie, kterd je
invazivni a drahd. Atraktivni alternativou pro klinickou praxi je neinvazivni vysetfeni moci, které by
mohlo alespon ¢astec¢né nahradit roli cystoskopie. S timto cilem jsme vyvinuli diagnosticky test na bazi
nekoddujicich RNA s vysokou senzitivitou, jez jsme Uspésné validovali na nezavislé kohorté. V dalsi studii
jsme analyzou mikroRNA v nadorové tkani dokazali zpresnit model pouZivany ke stratifikaci pacient( s

neinvazivnimi nadory do rizikovych skupin.

V druhé c¢asti jsme popsali své desetileté zkusSenosti s neoadjuvantni chemoterapii u invazivnich
nadorl, kterd je i pfes jasna doporuceni pordd malo vyuzivana. Jedna se o zasadni téma, jelikoz
pfiblizné polovina nemocnych v této fazi onemocnéni ma jiz mikrometastatické postizeni a potrebuji
kromé operace také systémovou Iécbu. Kompletni nebo parcidlni odpovéd na chemoterapii, jez jsou
spojeny s vybornou progndzou, jsme dosahli u témér dvou tretin pacient(. Dale jsme se vénovali
optimalizaci vysledk( radikalni cystektomie a sniZeni vyskytu pooperacnich komplikaci. Vyvinuli jsme
novou techniku antirefluxni implantace mo¢ovodu do mocové derivace, kterd s sebou nese minimalni

riziko stendzy ureterdlni anastomadzy a chrani pred infekci a poskozenim funkce ledvin.

V soucasnosti se zkouma velké mnoZzstvi biomarker( u invazivnich nadorl moc¢ového méchyre. Bézné
dostupnymi a levnymi jsou biomarkery zanétlivé reakce. Na souboru pacientl po radikalni cystektomii
jsme popsali vysokou prognostickou hodnotu poméru neutrofilli k lymfocytdm v pooperacnim obdobi

a v Case recidivy.

Treti tematicky okruh se soustredi na roli chirurgie u metastatického onemocnéni. Pacienti s klinicky
prokdzanymi izolovanymi uzlinovymi metastazami maji nejlepsi progndzu a k témto nemocnym je
nutné pristupovat s kurativnim zamérem, coZ jsme zd(raznili v nékolika pracich. V pripadé dobré

odpovédi na indukéni chemoterapii je namisté konsolidacni cystektomie s peclivou lymfadenektomii,



kterd muze vést k vyléceni u tfetiny pripadl. Na zdkladé dat z Narodniho onkologického registru jsme
analyzovali trendy v pécdi o tuto skupinu nemocnych v Ceské republice. Pouze mald &st z nich
podstoupi radikdlni cystektomii a misto indukéni chemoterapie je systémova lécba aplikovana az
adjuvantné. Nase vysledky by méli poslouzit k lepsi informovanosti o této méné casté klinické situaci a
ke zlepsSeni a standardizaci péce. Na vlastnim souboru pacientl s indukéni chemoterapii a cystektomii
jsme prokazali, Ze publikované onkologické vysledky jsou reprodukovatelné a zejména u pacientl
s limitovanym postizenim uzlin lze dosdhnout dlouhodobého preziti. Koncept indukéni chemoterapie
a konsolidacni chirurgie lze rozsifit také na supraregionalni uzlinové postizeni retroperitonea. | kdyz v
této indikaci se zatim jedna o experimentalni postup, selektovani pacienti s dobrou odpovédi na

chemoterapii mGzou mit prospéch z kombinované lécby.

Kli¢ova slova: karcinom mocového méchyre, chemoterapie, cystektomie, imunoterapie, biomarkery

ABSTRACT

In recent years, fundamental changes in diagnostics and therapy of bladder cancer have occurred.
Improvement in imaging, innovation in endoscopic visualization of tumors and new methods of liquid
biopsy will determine the diagnostics in the foreseeable future. Advances in genomics brought about
cardinal changes in understanding of bladder cancer pathogenesis, and they serve as the source of
prognostic and predictive biomarkers as well as new therapeutic targets. Emerging molecular
classification of bladder cancer showed great potential in choosing right systemic treatment, and it
introduces a personalized medicine era. After 30 years of stagnation, the advent of modern
immunotherapy and targeted therapy was a major breakthrough in the treatment of metastatic

bladder cancer.

This thesis consists of an overview of contemporary knowledge of bladder cancer. Every chapter ends
with discussion of author’s work that refers to the topic. The author’s work concerns three major
areas. The first of them involves the development of new biomarkers that can be used in diagnosis or
monitoring of the disease. Cystoscopy, which is the basic diagnostic tool, is invasive and expensive.
Non-invasive urine test that would replace cystoscopy - at least partially - in daily practice is an
attractive alternative. Acknowledging this need, we developed a diagnostic test based on non-coding
RNA that we validated on an independent cohort of patients. In another study, using microRNA analysis
in tumor tissue, we improved the accuracy of the model used for risk stratification of the patients with

non-muscle invasive bladder cancer.

In the second part, we described our ten year experience with neoadjuvant chemotherapy in patients
with invasive bladder cancer, which is still underused among urologists despite clear recommendation.
This is an important topic, because approximately half of these patients have already micrometastatic
disease and they need both surgery and systemic therapy. Almost two-thirds of our patients
experienced complete or partial response to chemotherapy, which is associated with excellent

prognosis. We also pursued the ways how to optimize the outcomes of radical cystectomy and how to
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decrease the incidence of postoperative complications. We developed a new technique of anti-reflux
ureteral reimplantation into urinary diversion, which has minimal risk of anastomotic stenosis and

protects the kidney from infection and functional impairment.

At the present time, there are many biomarkers being developed in muscle invasive bladder cancer.
Among them, inflammation-related biomarkers are available in daily practice and are also relatively
cheap. We described high prognostic value of neutrophil-to-lymphocyte ratio in a cohort of cystectomy

patients, both postoperatively and at the time of progression.

The third thematic area concerns the role of surgery in metastatic disease. Patients with isolated nodal
metastases have better prognosis, and they should be approached with curative intent, which we
emphasized in several studies. Patients with a good response to induction chemotherapy should
continue with consolidative cystectomy with meticulous lymphadenectomy, and such treatment may
lead to a cure in a third of them. We analyzed temporal trends in care of these patients in the Czech
Republic based on the data from Czech National Cancer Registry. We found that only a relatively small
group of patients underwent radical cystectomy and instead of receiving induction chemotherapy
preoperatively, the systemic therapy was applied in adjuvant setting. Our results should lead to better
awareness of this less frequent clinical scenario and to improvement and standardization of care. In
the retrospective cohort study of patients with induction chemotherapy and cystectomy, we showed
that published survival outcomes are reproducible, and long-term survival is possible, particularly in
patients with limited nodal burden. The concept of induction chemotherapy and consolidative surgery
may be broadened to also include cases with retroperitoneal nodal metastases. While this is an

experimental approach, selected patients seem to benefit from combined treatment.

Keywords: urinary bladder neoplasms, chemotherapy, cystectomy, immunotherapy, biomarkers



1 Uvod

Nadory mocového méchyre jsou treti nej¢astéjsi malignitou urogenitalniho traktu a predstavuiji Siroké
spektrum onemocnéni s rliznou progndzou. Nejcastéji jsou diagnostikovany v ¢asné fazi, kdy postihuji
pouze urotel nebo lamina propria (neinvazivni nddory) a dobfe odpovidaji na lokalni I1é¢bu. Jenom
zfidka ohroZuji pacienta progresi onemocnéni, nicméné maji tendenci k rekurenci. Prevalence téchto
nadord stoupa a jeho dlouhodoby monitoring pomoci endoskopie, cytologie moci a zobrazovacich
metod Cini z tohoto onemocnéni jedno z nejdrazsich v onkologii. Vysvobozenim by byla neinvazivni
forma monitoringu, k éemuz se nejlépe hodi vySetfeni moci nemocnych. | pfes vyrazny pokrok v této
oblasti neni prozatim doporuceno pouzivani Zddného z dostupnych biomarker( v bézné klinické praxi
vzhledem k jejich omezené presnosti.

Priblizné tfetinu pfipadl predstavuji invazivni nddory, u kterych se onkologické vysledky i pres pokroky
v operacni Ié¢bé a perioperacni chemoterapii vyrazné neméni a pacienti jsou ohrozeni pooperacnimi
komplikacemi a toxicitou lécby. V soucasnosti probihaji studie s perioperacni imunoterapii, které
muzou vyraznéji zlepsit vysledky preziti.

V 1é¢bé metastatickych nador( doslo po témér 30 letech stagnace k zasadnimu prilomu. Kromé
chemoterapie mame nyni k dispozici také moderni imunoterapii ve formé inhibitord kontrolnich bod
(checkpoint inhibitory), které prinesly u ¢asti nemocnych dlouhotrvajici odpovédi. Lepsi porozuméni
molekuldrni biologii urotelidlnich nador( vedlo k identifikaci novych cild v rdmci biologické Iécby a k
individualizaci |écebného pfistupu, napf. pouZitim FGFR inhibitord (receptor fibroblastového
rGstového faktoru).

Habilitacni prace s nazvem ,Moderni pfistupy k diagnostice a Ié¢bé nadorl mocového méchyre” je
koncipovana formou prehledu aktudlnich poznatkli o patogenezi, diagnostice a |écbé tohoto
onemocnéni, s uz§im zamérenim na moderni trendy v kazdé z téchto oblasti. Rozsah jednotlivych
kapitol, volba témat a podrobnost jejich zpracovani podléhali subjektivnimu vybéru a odrazeji hlavni
sféry vyzkumu autora. Na jednotlivé kapitoly navazuje ¢ast vénovana vlastnim prispévkim k danému
tématu. Komentované prace autora se vénuji zejména tiem oblastem. Za prvé optimalizaci vysledkd
chirurgické a systémové IéCby u invazivnich nddorli mocového méchyre. Za druhé multimodalni |éCbé
u nemocnych s metastatickym postizenim regionalnich miznich uzlin v ase diagndzy. A nakonec vyvoji
diagnostickych a prognostickych biomarkerd, zejména vyuziti neinvazivniho vysetfeni mikroRNA

v modi.

2 Epidemiologie nadorii mocového méchyre

Nadory mocového méchyre jsou celosvétové 9. nejcastéjsim zhoubnym onemocnénim (1). Muzi jsou
postiZeni trikrat Castéji nez Zeny, jedna se u nich dokonce o 7. nejéastéjsi zhoubny nador. Ve svété se
rocné diagnostikuje 430 tisic novych pripadd a zemie 160 tisic nemocnych (2). Incidence je nejvyssi
v rozvinutych zemich v Evropé a v Severni Americe. Vékové standardizovana incidence se pohybuje od
>30/100 tisic muzd ve Spanélsku a Italii po <3/100 tisic muzi v Indii a Ciné. Vzhledem ke starnuti

populace se ocekdva narlst incidence a prevalence onemocnéni. Vyrazné geografické rozdily



v incidenci odrdzi miru vystaveni rizikovym faktorlim, z nichZz nejdUlezZitéjsi jsou koufeni a pracovni
expozice (3). Regiondlnim specifikem v severni Africe a zapadni Asii je infekéni onemocnéni

Schistosoma haematobium, které zpUsobuje skvamozni karcinom.

V Ceské republice (CR) onemocni roéné kolem 2200 pacientd, nejéast&ji v 6. a 7.decéniu a zemie 900
nemocnych (4). V roce 2017 dosahla u muzd vékové standardizovand incidence v CR 15,5/100 tisic a
mortalita 5,5/100 tisic osob. U Zen jsou odpovidajici udaje 4,1/100 tisic a 1,3/100 tisic osob.

V absolutnich &islech je incidence v poslednich letech stabilni.
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Obr.1 Vékové-standardizovana incidence a mortalita karcinomu méchyre v celé populaci (4).

Nejcastéjsim typem je urotelidlni karcinom u vice nez 90% pfipadu, zbytek tvofi skvamdzni, glandularni
nebo neuroendokrinni karcinom. Pfiblizné 70% nové diagnostikovanych onemocnéni jsou neinvazivni
nadory Ta, T1 (non-muscle invasive bladder cancer; NMIBC), u nichzZ je nizka mortalita divodem vysoké
prevalence tohoto onemocnéni. Ve 20% maji pacienti jiz svalovinu invadujici onemocnéni (muscle
invasive bladder cancer; MIBC) a v 10% je diagnostikovano metastatické onemocnéni (1,5). Vyzvou do
budoucna je eliminace rizikovych faktor(, protikufackd osvéta a ¢asnéjsi diagndza u 30% pacientl s
MIBC.

2.1 Vlastni prispévek k problematice

V CR je povinné hlaseni o novotvarech zavedeno od roku 1976 a data jsou sbirdna v Narodnim
onkologickém registru (NOR). V soucasnosti se nékolik dostupnych zdravotnickych databaz propojuje
vramci Ustavu zdravotnickych informaci a statistiky, aby informace byly snadnéji pouzitelné a

poskytovaly komplexnéjsi obraz o onemocnénich.



V nasi praci ,Comparison of different treatment modalities outcomes in clinically node-positive
bladder cancer: analysis of a population-based cancer registry,, (pfiloha 10.1) (6) jsme se zaméfili na
nemocné s postizenim regiondlnich uzlin v ¢ase diagndzy podle zobrazovacich metod (cN1-3M0), ktefi
spadaji do stadia IlIA a llIB podle 8. edice TNM klasifikace. Tato skupina nemocnych byla historicky
fazena mezi metastatické pacienty (klinické stadium IV) a vétSinou jim byla nabizena paliativni
chemoterapie (7). Nedavné retrospektivni studie naznacuji, Ze kombinace predoperacni (indukéni)
chemoterapie s navazujici konsolidaéni cystektomii a lymfadenektomii ma lepsi vysledky ve srovnani
se samotnou chemoterapii (8). Jednim z cili bylo zhodnotit jakd ¢ast nemocnych je v poslednich 20

letech v CR Ié€ena s kurativnim zdmérem i pfes nalez uzlinovych metastaz.

Na zakladé udaji z NOR bylo za obdobi 1996-2015 diagnostikovano 1410 ptipad( nadorl méchyre cN1-
3MO, z nichZ pouze 676 (47,9%) bylo |éceno operaci, radioterapii nebo chemoterapii. U zbytku pacient(
nedoslo k 1é¢bé pro existujici kontraindikaci k chemoterapii, rychlou progresi nebo Spatny celkovy stav.

V rané fazi sledovaného obdobi byla operace obecné opomijenou volbou u tohoto stadia onemocnéni.

Radikalni cystektomii s perioperacni chemoterapii podstoupilo 232 pacientll (16,4%), ale v ramci této
skupiny pouze 1,3% dostalo chemoterapii pred operaci, coz je aktudlné doporucovanym postupem.
Alternativou je adjuvantné podana chemoterapie. Cystektomie s perioperacni chemoterapii byly vice
vyuzivany az v posledni dekadé, ale i v poslednich 5 letech pofad tvofily pouze 44% ze vSech aktivné
|éCenych pripad(. Do budoucna jsou nutné randomizované studie s predoperacni chemoterapii a
imunoterapii, které by prinesly silnéjsi stupen dlkazu pro volbu |é¢ebnych modalit. Zaroven je
zapotrebi zvysit povédomi o této méné Casté skupiné nemocnych, neomezit se v |écbé na paliativni

pfistup, ale pfistupovat k nim s kurativnim zamérem.

3 Etiologie nadorti mocového méchyre

NejdllezitéjSim rizikovym faktorem pro vznik karcinomu méchyre, zodpovédnym za pfiblizné 50%
pripad(, je koureni. Efekt je kumulativni, tedy riziko se zvySuje s délkou a intenzitou koureni. Tabakovy
dym obsahuje aromatické aminy a polycyklické slouceniny, které se vylucuji moci a zplisobuji poskozeni
DNA. Podle metaanalyzy je riziko vzniku nadoru u aktivniho kuraka vici nekurakovi zvysené 3,5krat, u
osoby ktera prestala koufit je riziko jiz pouze 2ndsobné (3). Dllezitym faktem je, Ze u aktivniho kuraka

je zvysena také nadorové-specifickd mortalita o 50% oproti nekurakovi (2).

Pracovni expozice pfispiva ke vzniku nadoru u pfiblizné 6% nemocnych. Rizikova je prace v barviifském
(riziko zvysené 13krat), gumarenském, tabdkovém, textilnim nebo petrochemickém prdmyslu. DalSimi
rizikovymi faktory jsou vystaveni ionizujicimu zareni, chronické drazdéni méchyre zplsobené napft.
litidzou, infekci nebo dlouhodobé zavedenym mocovym katetrem, l1écba cyklofosfamidem a znecisténi

pitné vody arzénem (3).

Zeny jsou postizeny nadorem méné, ale maji vy$si mortalitu. Diagndza byva opozdéna (hematurie byva
pripisovana cystitidé) a nadory se prezentuji ve vyssim stadiu. Z genetickych zmén je prokazano vyssi

riziko v pripadé poruchy detoxifikaénich mechanismu jako jsou N-acetyl transferaza (NAT1, NAT2) a
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glutation S-transferazy M1 (GSTM) (3). U velké casti solidnich nador( sehravaji podstatnou roli
germindlni mutace DNA reparacnich genl. Tato vazba byla doposud méné patrnd u karcinomu
méchyre, ale v nedavné dobé vicero studii potvrdilo zvySené riziko nadorll méchyre u Lynchova
syndromu (9). Kumulativni riziko vzniku do 70 let dosahlo v jedné studii 7,5% u muzl a 1% u Zen, coz
predstavovalo zvyseni relativniho rizika 4,2krat u muzl a 2,2krat u Zen (10). Nejvice ohroZeni byli nosici
MSH2 mutace.

4 Patogeneze karcinomu méchyie

Nadory mocového méchyre Ize hrubé rozdélit na dvé jednotky, které se lisSi na molekularni Urovni a
svym klinickym prabéhem. Prvni skupinu tvofi low-grade svalovinu neinvadujici nadory, které malokdy
progreduji do vyssich stadii, ale typicky recidivuji v méchyfi u vice nez poloviny nemocnych. Ve druhé
|é¢bu. Makroskopicky je mizeme odlisit také charakteristickym typem ristu: pro NMIBC je typicky
papilarni typ rlstu, u MIBC nadory obvykle progreduji z plosnych Iézi typu carcinoma in situ (CIS) a poté
vykazuji solidni typ rlstu. Rané studie s expresi gen( prokazali, Ze u papilarniho rdstu je nejcastéjsi
pfitomna aktivacni mutace FGFR3, naopak u solidniho ristu jsou bézné inaktivacni mutace RB1 a TP53
(12).

4.1 Model patogeneze nadorii moéového méchyre

Na zakladé histopatologickych a molekuldrnich zmén byl navrzen model patogeneze nadorl méchyie
(Obr.2). Low-grade papilarni NMIBC nadory mlzZou vzniknout hyperplazii nebo mirnou dysplazii urotelu
(11). Prvnimi zménami jsou ztrata heterozygozity chromozomu 9 a aktivaéni mutace nebo zvysend
exprese FGFR3. Delece chromozomu 9 se vyskytuje u vice nez poloviny nadorli méchyre. Postizenymi
mlZou byt tumor-supresorové geny jako inhibitor cyklin-dependentni kindzy 2A (CDKN2A) a 2B
(CDKN2B) na 9p21, gen Patched-1 (PTCH1) na 9922 nebo TSC1 na 9g34. V dalsim prlibéhu se pridavaji
dalsi mutace, napft. PIK3CA nebo STAG2. Tyto nddory jsou geneticky relativné stabilni a pouze zfidka
progreduji. Podtyp MIBC s mutaci FGFR3 a CDKN2A muZe predstavovat zfidkavou cestu progrese
plvodné low-grade |éze do invazivniho karcinomu (12). Prekurzorem MIBC nadoru je dysplazie, ze
které se mize vyvinout carcinoma in situ (CIS). Tyto zmény jsou molekuldrné charakterizovany deleci
chromozomu 9 a na rozdil od low-grade |ézi také mutacemi a poruchou exprese regulatord bunécného
cyklu TP53 a RB1. Vyznacuji se genetickou nestabilitou a akumulaci dalSich mutaci, které vedou

k progresi onemocnéni.

11



Obr.2 Model patogeneze karcinomu méchyre. Carkované jsou vyznaceny hypotetické mezikroky.

Upraveno podle Audenet et al (12). LOH = ztrata heterozygozity.

4.2 Molekularni klasifikace

V nedavné dobé provedené sekvenalni genomové studie identifikovaly hlavni geny a molekularni
cesty, které jsou zodpovédné za vyvoj karcinomu méchyfe. Nejcastéji zménénymi oblastmi a signalnimi
drahami byly regulace bunécného cyklu (TP53, MDM2, RB1), tyrozinkindzové receptory (FGFR3, RAS,
PIK3CA, ERBB2), chromatin-modifikujici geny (KDM6A, KMT2A, ARID1A) a DNA-reparacéni geny (ATM,
ERCC2, RAD51B) (13). Ve srovnani s ostatnimi solidnimi nadory je u karcinomu méchyfe pfitomna
vysokd mutacni naloz, ktera odrazi vysokou nestabilitu genomu s ¢astym vyskytem chromozomalnich
zmén, poskozeni DNA-reparacnich genl a alteraci bunécného cyklu. Plivodni patogeneticky model
dvou evolucénich cest nddorli méchyre se témito studiemi komplikuje a poukazuje na jejich velikou

heterogenitu.

V poslednich péti letech nékolik vyzkumnych tyma klasifikovalo na zdkladé genomovych studii MIBC
nadory do skupin podle charakteristické exprese gentli (13-17). Jednotlivé klasifikace vykazovaly pranik
v rozliseni dvou hlavnich skupin, které byly nazvany luminalni a bazalni, podobné jako je tomu u nadort
Genome Atlas), kterd popsala 5 podtypt nador(i na zakladé zhodnoceni somatickych zmén DNA, mRNA
exprese, mMiRNA (mikroRNA), IncRNA (long noncoding RNA; dlouhé nekddujici RNA) a epigenetickych

zmén (18). Vroce 2019 byl publikovan navrh konsenzualni molekularni klasifikace MIBC nador(
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méchyre, ktery mél prekonat jednotlivé rozdily a usnadnit pfijeti klasifikace do klinické praxe. Na
zadkladé 1750 transkriptomO MIBC autofi charakterizovali 6 podtypl: lumindlni papilarni (luminal
papillary - LumP; 24%), luminalni nespecificky (luminal nonspecified - LumNS; 8%), luminalni nestabilni
(luminal unstable - LumU; 15%), bohaty na stromu (stroma-rich; 15%), bazalni/skvamdzni
(basal/squamous — Ba/Sq; 35%) a neuroendokrinni (neuroendocrine-like — NE-like; 3%) (19). Tyto
podtypy se lisi mechanismem vzniku, expresi gend, infiltraci imunitnich nebo stromalnich bunék a

klinickymi charakteristikami.

TFi lumindlni podtypy méli vysokou expresi genll zodpovédnych za diferenciaci urotelu (FOXA1, PPARG,
GATA3), ale lisily se dal3i molekularni charakterizaci. U LumP nador0 byla zaznamenana mutace FGFR3
az v 40%, ztrata funkce CDKN2A, déle byly ¢asté mutace KDM6A (38%). Prevazovali papilarni, cT2NO
nadory s dobrou progndzou. LumNS nadory byly definovany mutacemi ELF3 a PPARG (76%), pfitomna
byla vyssi bunécnd infiltrace stromy, zejména fibroblasty a vyrazné castéji byly zastoupeny
mikropapilarni tumory. U LumU se jednalo o skupinu nadorl s nejvétsi genetickou nestabilitou,
mutacni ndlozi a Spatnou progndzou. Ve vysoké mite byly zaznamenany zmény bunééného cyklu,
mutace TP53 se vyskytly v 76%. Stroma-rich nadory vykazovaly infiltraci stromalnimi a imunitnimi
burikami, z nichZ prevazovaly T- a B- lymfocyty. Ba/Sq a NE-like nadory vykazovali expresi gen(
spojenych se skvamézni a neuroendokrinni diferenciaci, ¢astymi zménami byly mutace TP53 a RBI1.
Oba typy nadorl maji Spatnou progndzu. U Ba/Sq tumort byla ¢asto pfitomna bunééna infiltrace, vyssi

exprese EGFR a jeho ligandd, s ¢astéjsim zastoupenim Zen (19).

Prvni prace ukazuji, Ze odpovéd na neoadjuvantni chemoterapii mlze byt lepsi u Ba/Sq a LumNS
nadorl (19,20). Studie IMvigor210 s atezolizumabem ukazala vétsi efekt PD-L1 (programmed cell
death ligand 1) inhibitoru u LumU, LumNS a NE-like tumort (21). Cilena Iécba s FGFR inhibitorem bude
mit pravdépodobné nejvétsi efekt u podtypu LumP (22).

Podobné u NMIBC umoznily studie posuzujici genovou expresi rozdélit tyto nadory na 2-3 podtypy.
Skupiny z Lundu, Leedsu a skupina UROMOL pouZzivaji vlastni terminologii, jejich klasifikace se ¢astecné
prekryvaji a v sou€asnosti Ize hlavni rozdéleni shrnout na dvé klinické skupiny: s nizkym a vysokym
rizikem, které se lisi podle exprese genl zodpovédnych za progresi nebo asociovanych s CIS (23-25). U
NMIBC budou potiebné dalsi studie ke sjednoceni terminologie, k optimalizaci klasifikace, napf. také
ve vztahu k odpovédi na imunoterapii, jelikoZz BCG a PD-1/PD-L1 inhibitory budou dileZitou soucasti

|é¢by téchto nadord.

Za posledni dekadu vyznamné pokrocilo porozuméni molekularnim déjim v pozadi vzniku a vyvoje
nadord méchyre, coz ndm umoznilo lépe stratifikovat nemocné, identifikovat nové lécebné cile a do

budoucna ziskat prognostické a prediktivni biomarkery pro klinickou praxi.

4.3. Vlastni prispévek k problematice

Nekddujici RNA, kam se zarazuji mikroRNA nebo IncRNA, ovliviuji transkripci a expresi genl

zodpovédnych za vznik a progresi nador méchyre a maji velky potencial jako biomarkery nebo lécebné
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cile. Funkéné mizZou mit roli jak onkogenni, tak tumor-supresivni (26). Expresni profily miRNA i IncRNA
dokazaly v projektu TCGA oddélit molekularni podtypy, které korelovaly s podtypy na bazi mRNA a
umoziovaly jemnéjsi rozliseni uvnitf téchto skupin (18). Zajimavou prednosti nekddujicich RNA je jejich

stabilita v moci, v séru a zejména pouzitelnost formalinovych vzorkd tkani pro analyzu.

Diky spolupraci s pracovistém molekuldrni onkologie solidnich nadorl prof. Slabého (vyzkumné
centrum CEITEC v Brné) se podilime na vyzkumu v této oblasti od roku 2014. Spoluprace vedla
k prfehledové praci ,Urine microRNAs as potential noninvasive biomarkers in urologic cancers”
(pfiloha 10.2) (27), ve které jsme popsali postaveni miRNA v karcinogenezi a jejich potencial v roli
biomarkert. MIRNA jsou nekddujici iseky RNA dlouhé 18-25 nukleotidl, které na tGrovni mRNA
reguluji genovou expresi. Vicero studii prokazalo jejich vliv na bunécnou proliferaci, diferenciaci a
apoptdzu. Napriklad miRNA-200 ovliviiuje epitelo-mesenchymalni transici regulaci ZEB1 a ZEB2, které
za normalnich podminek potlacuji expresi epitelidinich markerd (28). Jednim z mechanizmi zvysené

exprese FGFR3 u nador( méchyre je jeho regulace cestou miR-99a/100 (29).

V dalsi praci ,,Overexpression of long non-coding RNA TUG1 predicts poor prognosis and promotes
cancer cell proliferation and migration in high-grade muscle-invasive bladder cancer” (pfiloha 10.3)
(30) jsme hodnotili funkci IncRNA TUG1 (taurine-upregulated gene 1) u invazivnich nadord mocového
méchyre. LncRNA jsou vétsi nekddujici RNA dlouhé 200 nukleotidl az pfiblizné 100 kilobazi. Vice
s nadorem-asociovanych IncRNA je zvysené exprimovano u MIBC (MALAT1, UCA1, DANCR). TUG1 byl
poprvé popsan ve studii, ktera zkoumala jeho vliv na normalni vyvoj fotoreceptort v retiné. Nedavné

studie prokazaly efekt TUG1 pfi vzniku a progresi mnoha solidnich nador.

V samotné praci jsme hodnotili expresi TUG1 v 47 parovych vzorkach nadorové a nenadorové tkané u
MIBC z tkariové banky MOU. Prokazali jsme, ze exprese TUG1 byla sedmkrat vy$$i v nddorové tkani nez
v pfilehlé nenadorové oblasti (p<0,0001). Hladiny TUG1 byly vyssi u metastatickych nador( (p=0,014)
a korelovaly s kratSim celkovym prezitim (p=0,024). Dale jsme na bunécné linii T-24 funkéné TUG1
charakterizovali pomoci interferujicich molekul siRNA (small interfering RNA). Cileny Gtlum exprese
TUG1 pomoci siRNA vedl k 34% poklesu proliferace nddorovych bunék a 23% poklesu jejich migrani
kapacity. Vysledky naznacuji onkogenni roli TUGI u MIBC a potencidl jeho vyuZiti jako prognostického

biomarkeru.

5 Diagnostické metody u nadorti mocového méchyre

Pokrok v diagnostice nadorli méchyre se v poslednich letech ubiral hlavné tfemi sméry. K lepsi
vizualizaci tumoru pfi endoskopickém vysetfeni, ke zlepSeni zobrazovacich metod pfi posouzeni
lokalniho rozsahu nadoru a k vyzkumu neinvazivnich biomarker(, které by umoznili casnou diagnézu a

mohli by ¢astecné nahradit kontrolni cystoskopie v rdmci sledovani po 1é¢bé.
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5.1 Symptomy

NejcastéjSim pfiznakem poukazujicim na nadorové onemocnéni mocového méchyre je makroskopicka
hematurie, ktera musi byt ddvodem kompletniho vySetfeni mocovych cest. U carcinoma in situ (CIS)
se mUzZou vyskytnout mikéni potiZze charakteru dysurii a urgenci. Lumbalgie mUZou byt projevem
hydronefrézy pfi obstrukci ureterdlniho Usti nddorem. S nespecifickymi systémovymi projevy, jako jsou

hubnuti, nechutenstvi nebo febrilie se setkdvdme az pfi metastatickém onemocnéni.

5.2 Zobrazovaci metody

Pti hematurii nebo podezfeni na nddor méchyfe mizZeme provést ihned dobfe dostupné ultrazvukové
vySetieni, které rychle vylouci vétsi intralumindlni postizeni méchyfe nebo hydronefrézu. Vzhledem
k nizké senzitivité ale nemuze pfi detekci nadoru mocovych cest a posouzeni pfi¢in hematurie nahradit
CT-urografii a cystoskopii. Standardnim vySetfenim je CT-urografie, kterym posoudime stav hornich
mocovych cest a v pfipadé nadoru méchyrfe zhodnotime také stupen infiltrace stény méchyre,
perivesikalnich struktur a pfipadnou lymfadenopatii (31). Otazkou z(stava, jestli v pfipadé jiz znamé
diagnézy drobného Ta low-grade nddoru méchyre, potrebuje kazdy pacient CT vySetieni. S vysokou
pravdépodobnosti v takovém pripadé CT nepfinese novou informaci, jelikoZ riziko lymfadenopatie

nebo synchronniho postiZzeni hornich mocovych cest je velmi nizké.

Slibnym pfistupem k lokdlnimu stagingu je vyuZiti multiparametrického vySetfeni magnetickou
rezonanci (magnetic resonance imaging, MRI). Podobné jako u karcinomu prostaty byla nedavno
publikovana standardizovana terminologie VIRADS a dalsi studie ukazou, jestli a v jakych indikacich ma
MRI pfinos (32). Podle metaanalyzy dokdze 3 Tesla MRI kombinaci T2 a DWI (diffusion-weighted
imaging; DWI) zobrazeni velice presné odlisit <T1 nadory od T2 (senzitivita 92%, specificita 96%) (33).

V pfipadé potvrzeni MIBC je standardnim vySetfenim k vylouceni metastdz CT hrudniku, bficha a
panve. V diagnostice metastatického onemocnéni nebo pfi posouzeni odpovédi na Ié¢bu mlze mit roli

18-FDG-PET/CT, nicméné v soucasnosti neni dostatek dat pro jeho bézné vyuziti (34,35).

5.3 Endoskopie

Pro diagnézu nadoru mocového méchyre je zadsadni cystoskopické vysetieni v bilém svétle (dale
cystoskopie), které poskytuje informaci o postizeni dolnich mocovych cest, o velikosti a po¢tu tumord,
o jejich lokalizaci a charakteru rlstu (5). Histologickou diagnézu muiZeme potvrdit biopsii pfi
ambulantni cystoskopii nebo castéji v celkové anestezii pfi transuretralni resekci tumoru (transurethral
resection of bladder; TURB).

Mezi nové metody endoskopického zobrazeni patfi fotodynamickd diagnostika fluorescencni
cystoskopii (FC) a vysetfeni v Uzkopasmovém zobrazeni (narrow-band imaging; NBI). Obé metody
zvysuji zachyt nador( méchyre oproti bézné cystoskopii na ukor nizsi specificity (36,37). V metaanalyze

studii s FC byla dosaZena vyssi senzitivita 92% versus 71% u bézné cystoskopie (38). Obé metody snizuji
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diky lepsi vizualizaci nadort jejich rekurenci, zatim ale neni prokazany efekt na progresi onemocnéni a
mortalitu (5,37). Pfi FC je nutné pred operaci do méchyfe instilovat fotosenzibiliza¢ni latku hexylester
kyseliny aminolevulové, kterad je zvySené absorbovana malignimi burfikami. Pfi vySetfeni v modrém
svétle se mista s absorbovanou latkou vizualizuji ¢ervenou fluorescenci. VySetfeni NBI vyuZiva zdzeni
svételného spektra na vinové délky 415 a 540nm, které jsou dobfe absorbovany hemoglobinem, a
proto dochazi ke zvyraznéni cévni kresby sliznice, coZ pti patologické vaskularizaci nadorl vede k jejich

lepsi identifikaci.

5.4 TNM Kklasifikace

Zakladem pro uréeni stadia onemocnéni je histopatologické zhodnoceni preparatu z TURB a vysledek
zobrazovaciho vysetreni (nejcastéji CT). Tato klasifikace urcuje dalsi lécebny postup a ma velkou
prognostickou hodnotu. Pfehled 8. vydani TNM klasifikace z roku 2017 je uveden v tabulce ¢.1 a 2 (39).

TNM 8.vydani (2017)
T Primarni nddor
Tx Primarni nddor nelze hodnotit
TO Bez zndmek primdrniho nadoru
Ta Neinvazivni papilarni karcinom
Tis Urotelidlni karcinom in situ
Tl Ndador invaduje lamina propria
T2a Nador invaduje vnitfni polovinu muscularis propria
T2b Nador invaduje zevni polovinu muscularis propria
T3a Nador proristd do perivesikalnich tkani mikroskopicky
T3b Nador prorusta do perivesikalnich tkani makroskopicky
T4a Nador prorusta do stromatu prostaty, semennych vacku, délohy, pochvy
T4b Nador invaduje panevni nebo bfisni sténu
N Regionalni mizni uzliny
Nx Uzlinové metastazy nelze hodnotit
NO Bez zndmek uzlinovych metastaz
N1 Solitarni regiondlni uzlinova metastdaza (perivesikalni, obturatorni, zevni a vnitrni

ilicka, presakraini)
N2 Mnohocetné regiondlni uzlinové metastdzy (perivesikalni, obturatorni, zevni a
vnitini ilické, presakralni)

N3 Metastaza v spolecnych ilickych uzlinach
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M Vzdalené metastazy

MO Bez vzdalenych metastaz
M1la Metastazy v supraregionadlnich uzlindch
M1b Organové metastazy

Tab.1 TNM klasifikace karcinomu méchyre, 8. vydani z roku 2017 (39).

TNM 8.vydani (2017)
Stadium Oa Ta NO MO
Stadium 0is Tis NO MO
Stadium | T1 NO MO
Stadium Il T2 NO MO
Stadium IIIA T3-4a NO MO
T1-4a N1 MO
1B T1-4a N2-3 MO
Stadium IVA T4b nebo M1la
IVB M1b

Tab.2 Stadia karcinomu méchyre dle TNM, 8. vydani z roku 2017 (39).

5.5 Cytologie moci

Cytologické vysetfeni moci je standardni soucédsti diagnostického postupu a slouZi k zachytu high-grade
karcinomu méchyre. Nedavno byla publikovana nova klasifikace, ktera standardizovala jeji terminologii
(40). Cytologie moci ma vysokou senzitivitu pfi detekci high-grade karcinomu (84%) a CIS, ale nizkou u

low-grade nadorl (41). Fale$né pozitivni ndlezy jsou zfidkavé v 5-10%.

5.6 Nové biomarkery

Vzhledem k nizké senzitivité cytologie moci u low-grade nadorld bylo vyvinuto celé spektrum
molekuldrnich diagnostickych testl, ale Zadny znich se vbéiné klinické praxi neprosadil a
v soucasnosti nelze pfi diagnostice karcinomu méchyre nahradit cystoskopii Zadnym biomarkerem.
Z molekularnich test vyvinutych v poslednich 20 letech jenom nékolik bylo schvalenych pro klinické
pouZziti (napf. BTA test, NMP-22, UroVysion FISH) a jejich senzitivita a specificita se pohybuje v rozpéti
57-82%, resp. 74-88% (42). Maji tedy vyssi senzitivitu neZ cytologie na ukor vyssiho podilu falesné
pozitivnich vysledk(. PoZadavky na jejich analytické vlastnosti (senzitivita, specificita, negativni
prediktivni hodnota) jsou urcovany klinickou situaci (zachyt karcinomu, sledovani po 1écbé atd.) (43).
V diagnostice mlzZou byt dopliikem cystoskopie k omezeni vyskytu falesné negativnich vysetreni.

V této indikaci je dlleZita vysoka senzitivita pro high-grade nadory.
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S rozvojem genomovych vySetfeni se objevilo celé spektrum potencidlnich biomarker(. Velice
atraktivni cestou je neinvazivni vySetfeni moci se zamérenim na rtizné produkty jako jsou volné buriky
(cytologie, UroVysion FISH), nadorova DNA (circulating tumor DNA; ctDNA), mRNA (CxBladder),
miRNA, exozomy, proteiny (NMP-22, BTA) nebo epigenetické zmény (UroMark) (43,44). Nékteré testy
jsou postaveny na detekci mutace genl, jez se vyskytuji s vysokou frekvenci u nddor méchyre, napf.
FGFR3 nebo TERT (45,46). Takovy test mlze mit vyuZiti zejména v ramci sledovani nemocnych po |écbé
NMIBC, ktefi maji prokdzanou danou mutaci. U pacientd s mutaci FGFR3 mélo sledovani této mutace

v moci v pribéhu onemocnéni senzitivitu 73% a negativni prediktivni hodnotu (NPV) 94% (46).

V poslednich letech byly publikovany velice slibné vysledky u nékolika testll, u nichZ zatim ale chybi
rozsahlejsi externi validace a zejména posouzeni dopadu na klinickou praxi v prospektivnich studiich.
Jednim z téchto testl je CxBladder, ktery vySetfuje expresi 5 mRNA v nefrakcionované moci (/GF,
HOXA, MDK, CDC, IL8R). Existuje ve 3 variantech pro rlizné klinické situace. CxBladder Detect slouzi
k urceni pacientl s vysokym rizikem nadoru méchyre, ma vysokou senzitivitu 82%, ktera je vyssi nez
90% u high-grade nadoru a vysokou negativni prediktivni hodnotu 97% (47,48). Ribal et al publikovali
vysledky diagnostického testu, ktery posuzuje expresi dvou genl IGF-2 a MAGE-A3. Ve validacni fazi
dosdhli vysoké presnosti testu s AUC (area under curve) 0,92, senzitivitou 81% a specificitou 91% (49).
Vynikajici vysledky byly publikovany u testu UroMark, jenZ hodnoti DNA metylaci 150 CpG lokus(. Ve
validacni fazi popsali autofi senzitivitu 98% a NPV 97% (50). Tento test je nyni hodnocen ve dvou
prospektivnich observacnich studiich (51). Dalsi z metylacnich testl AssureMDX je urcen k detekci
nadorl méchyre pfi ndlezu hematurie. Hodnoti metylaci 3 gent a mutace FGFR, TERT a HRAS (52). Ve
validacni fazi dosahl tento test senzitivity 93% a NPV 99% (AUC 0,96), coZ by vedlo k redukci
diagnostickych cystoskopii az o 77%.

5.7 Vlastni prispévek k problematice

Jednim z hlavnich vyzkumnych cild u NMIBC je vyvoj biomarkeru, ktery by umoznil neinvazivni cestou
spolehlivou diagnézu a detekci recidivy. Z tohoto pohledu je optimalnim materidlem k vySetfeni moc
pacient(. V jiz uvedené prehledové préci ,Urine microRNAs as a potential non-invasive diagnostic
biomarkers in urologic cancers,,(pfiloha 10.2) (27) jsme popsali potencidlni vyuZiti miRNA jako
diagnostickych a prognostickych biomarker(. Nasledné jsme formou grantového projektu provedli
analyzu expresnich profildl miRNA v moci pacient s nadory méchyre a vysledky jsme publikovali v praci
,Genome-wide identification of urinary cell-free microRNAs for non-invasive detection of bladder
cancer” (pfiloha 10.4) (53). Ve studii jsme vysSettili supernatant ze vzorkd moci u 205 nemocnych
s karcinomem méchyre a 99 zdravych kontrol pomoci mikroRNA Cipl (celkem detekce 2578 miRNA).
Prokazali jsme odliSnou expresi u 76 miRNA, z nichZ jsme vybrali pro dal$i hodnoceni trojici miR-31-5p,
miR-93-5p a miR-191-5p, které byly signifikantné zvysené v moci pacientli s nadorem méchyre.
Metodou logistické regrese jsme stanovili diagnosticky panel dvou miRNA — DxScore (miR-93-5p a miR-
31-5p), ktery umoznil detekci karcinomu méchyre s pomérné dobrou presnosti, senzitivita dosahla 82%

(tréninkova faze AUC 0,84; validaéni faze AUC 0,81). Hodnoty DxScore se signifikantné lisily mezi low-
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grade a high-grade nadory (p=0,006) a mezi NMIBC a MIBC (p=0,005). Dale jsme prokazali snizeni

hladin téchto miRNA po endoskopickém odstranéni nadoru.

Deregulace miR-93-5p a miR-191-5p byly popsdny i v praci TCGA konsorcia, kterd prokazala moznost
molekuldrni klasifikace nador(i méchyre na zakladé ctyf miRNA klastr(i (18). Pfedchozi studie, které
hodnotily miRNA v moci pacientll s nadory méchyre byly Casto zatizeny chybami, jako nap¥. malou
velikosti souboru, Spatné definovanou preanalytickou fazi nebo chybéjici validacni fazi. Srovnatelnou
praci publikovali Menguel et al., ve které hodnotili expresi miRNA v moci 181 pacientll s nddory
méchyfe a u 136 kontrol. Vytvofili diagnosticky panel 6 miRNA, ktery v tréningové fazi dosahl
vybornych vysledku (AUC 0,92) (54). Na rozdil od nasi prace vySetfovali bunécnou slozku moci a
neprovedli validaci na nezavislych vzorcich. Vysledky téchto praci podtrhuji problémy
s reprodukovatelnosti a validaci vysledk, které ¢asto m(iZou byt zplsobeny odliSnymi preanalytickymi
postupy. Po vyreseni téchto problém mlizou mit miRNA roli pfi casné detekci recidivy NMIBC, bud

samostatné nebo v kombinaci s jinymi biomarkery.

6 Lécba nadorti mocového méchyre
6.1 Neinvazivni nddory mocového méchyre

NMIBC tvoti heterogenni skupinu z hlediska jejich biologické povahy. Low-grade nadory jsou typické
Castou rekurenci, coz ale vétSinou nema vliv na nddorové-specifické preziti (cancer-specific survival;
CSS), a proto se jednd o onemocnéni s vysokou prevalenci. Na druhém konci spektra jsou nadory T1
high-grade, u kterych se hledaji nové zpUsoby, jak spolehlivé predpovédét jejich chovani a urdit, ktefi
nemocni jsou ohroZeni progresi a pottrebuji radikalni |é¢bu. Vyzkum je zaméren také na nové lécebné

postupy, které by byly vyuZitelné zejména v pfipadé selhani intravesikalni 1écby.

6.1.1 Transuretralni resekce nadorli méchyre

Zakladem lécby je spravné provedena transuretralni resekce tumoru, kterd poskytuje histologickou
diagndzu, umozniuje stratifikovat nemocné podle rizika a jeji kvalita ovliviiuje dalsi pribéh onemocnéni
(5,55). TURB by mél byt proveden systematicky a mélo by byt dosazeno makroskopicky kompletni
resekce v nékolika krocich. Obvykle se zacdina resekci exofytické casti, poté baze tumoru az do
detrusoru méchyfe a na zavér posouzeni okraji resekce (5). VSechny mista sliznice méchyre
s abnormalnim vzhledem by méla byt bioptovana, protoZe zmény pfi carcinoma in situ nemaji
specificky charakter. V pfipadé pozitivni cytologie nebo u pacientl s nddory, které neméli papilarni

vzhled v minulosti, se doporucuje odebrat biopsie z pfeddefinovanych mist i u normalniho urotelu (5).

Zvlastnosti endoskopické 1é¢by NMIBC je, Ze klasicky provedeny TURB jde proti zakladnim principm
onkochirurgie. Tumor je pfi operaci ufiznuty po ¢astech, pficemz dochazi k uvolnéni nddorovych bunék
do modi s rizikem vzniku implantacnich metastaz. Na tuto skutec¢nost reagoval vyvoj operacni techniky
»en bloc“ TURB, ktery se provadi pomoci monopolarni/bipolarni kauterizace, laseru nebo hydrodisekce

(56). Tumor je odstranén vcelku, coz by mohlo sniZit riziko recidivy a navic ,,en bloc” resekce zasadné
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zlepsSuje moznosti posouzeni invaze svaloviny patologem diky lepsi kvalité odstranéného preparatu.

V soucasnosti probihaji studie, které posoudi pfinos ,,en bloc” resekce oproti klasickému postupu (57).

Nové metody vizualizace nadord byly rozebrany v kapitole 5.3. Fotodynamicka diagnostika pomoci
fluorescencni cystoskopie i vySetfeni v Uzkopasmovém zobrazeni zvysuji detekci nadord, snizuji riziko
recidivy, ale zatim nebyl prokdzdan vliv na progresi onemocnéni a na preziti (5,37). Opticka koherentni
tomografie (OCT) se zkouma jako doplnék cystoskopie. Vyuziva infracerveného zareni k vytvoreni
pricnych fezl sténou méchyre do hloubky 2-3 mm a ocekava se od ni, Ze by mohla zpfesnit posouzeni
invaze u nador(l T1 (58). Ve studii Schmidbauera et al. dokazala OCT odlisit benigni léze a zvysila
specificitu fluorescencni cystoskopie na 98% (59). Dalsim zkoumanym doplikem cystoskopie je
konfokalni laserovd mikroskopie, kterd poskytuje v redlném ¢ase mikroskopicky obraz stény méchyre

a zdmérem je umoznit peroperacni rozliseni benigni tkané od low-grade a high-grade lézi (60,61).

Jednim ze zakladnich ukazatel( kvality TURB je pfitomnost tkané detrusoru v odstranéném materialu,
jez je predpokladem spravného stagingu. Aby se predeslo vlivu nerovnomérné kvality primarniho TURB
na progndzu pacienta, prosadil se v poslednich dvou dekadach princip re-resekce po 2-6 tydnech u
pacientd svyssim rizikem podhodnoceni stagingu (62,63). Studie hodnotici re-TURB prokazaly
pritomnost detrusoru ve 30-100% pripadu, pficemz Uspésnost zachytu byla spojena se zkusSenosti
operatéra. Rezidualni nador byl detekovan u 55% (17-67%) pacientli s pivodné Ta nadorem pfi
primarnim TURB a u 51% (20-71%) s T1. Progrese do MIBC byla zastizena u 8% (0-32%) pripad(i s T1
nadory (64). Co se tyka vlivu re-resekce na rekurenci nebo preZiti, jsou dostupna data nejednoznacna
a k definitivnimu zhodnoceni bude nutnd randomizovand studie (64-66). V retrospektivni studii
hodnotici 2541 pacientl s T1 high-grade 1é¢enych BCG vakcinou byl prokazan pozitivni vliv re-TURB na
rekurenci, progresi, CSS a celkové prezZiti (overall survival; OS) pouze v pfipadé nepfitomnosti
detrusoru v preparatu primarniho TURB (62). V soucasnosti je re-resekce doporucovana v pripadech,
kdy preparat neobsahuje detrusor (s vyjimkou Ta low-grade nador(i nebo izolovaného CIS) a u vSech
T1 tumord (5).

6.1.2 Stratifikace pacienti do rizikovych skupin

Po TURB muZeme na zakladé klinickych a histopatologickych kritérii zaradit pacienty do rizikovych
skupin, které se lisi pravdépodobnosti rekurence a progrese a také urcuji dalsi |écebny postup. Bézné
pouzivané EORTC tabulky jsou zaloZeny na datech 2596 pacientl Ta-T1, do hodnoceni nebyli zafazeni
nemocni s izolovanym CIS nebo léc¢eni BCG vakcinou (67). V multivariatni analyze byly nejsilnéjsimi
prediktory rekurence multifokalita (HR 1,56), velikost tumoru (HR 1,54) a pfedchozi frekvence recidiv
(HR 1,35). Naopak, pfi hodnoceni rizika progrese byly prediktory CIS (HR 3,41), grade 3 (HR 2,67) a T1
kategorie (HR 2,19). U pacientl lécenych BCG lze vyuzit Spanélskych CUETO tabulek nebo
aktualizovanych EORTC tabulek, které urcuji riziko rekurence a progrese u této specifické skupiny.
Silnymi prediktory recidivy jsou predchozi vyskyt recidiv a cetnost nadorl (68,69). Jednodussi

alternativou k EORTC tabulkdm je rozdéleni do rizikovych skupin podle Evropské urologické spolecnosti
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(Tab.3) (5,70). V blizké budoucnosti se ocekdva zarazeni molekuldrnich faktorl do stratifikace

nemocnych, coz by mélo tyto systémy zpresnit.

Rozdéleni do rizikovych skupin Charakteristika

Nizké riziko Primarni, solitarni Ta G1 (PUNLMP, low-grade), <3 cm, bez
CIS

Stfedni riziko Vsechny tumory mezi nizkym a vysokym rizikem

Vysoké riziko Cokoliv z: T1 / high-grade / CIS nebo

Multifokalni, recidivujici, >3 cm Ta low-grade
Nejvyssi riziko T1 high-grade + CIS

Multifokalni / veliky >3 cm T1 high-grade nebo

Recidivujici T1 high-grade + CIS prostatické uretry

Variantni histologie

Lymfovaskuldrni invaze

Tab.3 Stratifikace do rizikovych skupin (volné podle doporuceni Evropské urologické asociace) (5).
PUNLMP — papilarni urotelidlni neoplazie s nizkym malignim potencidlem, CIS — carcinoma in situ.

Pfiblizné 20% nador( T1 progreduje do stadia T2 (71). Hloubka invaze do podslizni¢ni tkané odpovida
riziku progrese a jeji rozsah hodnoti dvé metody patologické stratifikace. Prvni z nich posuzuje invazi
do lamina muscularis mucosae (T1a/b), druha sleduje, jestli je hloubka invaze >0,5 mm (mikroinvazivni
/ extenzivni invaze). Ze srovnani téchto dvou pfistupd na kohorté 601 nemocnych s primarnimi T1
nadory vysSel podstatné Iépe metricky systém, ktery dokazal Iépe odlisit pacienty ohrozené progresi a

v multivariatni analyze byl nezavislym prediktorem progrese (72).

6.1.3 Adjuvantni intravesikalni Iécba

Ptes 30 let jsou vyplachy mocového méchyre BCG vakcinou nebo chemoterapii (Epirubicin, Mitomycin)
soucasti adjuvantni Ié¢by u nemocnych s NMIBC. Pooperacni instilace chemoterapeutika sniZuje podle
metaanalyzy riziko rekurence v absolutnich Cislech o 14% (z 59% na 45%) ve srovnani se samotnym
TURB (73). Predpokladanym mechanismem ucinku je zniceni cirkulujicich nadorovych bunék a
chemoablace rezidualniho prehlédnutého nadoru po TURB. Jedna pooperacni instilace je dostatecna
nutné pokracovat v udrZovacim rezimu. Pfi pokracovani v chemoterapii snizime riziko rekurence o 38%

oproti samotnému TURB (74).
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Vice metaanalyz potvrdilo, Ze BCG je ucinnéjsi v prevenci recidiv nez samotny TURB nebo jeho
kombinace s mitomycinem (MMC) (75,76). V metaanalyze individualnich dat 2820 pacientt sniZovala
BCG v udrZovacim rezimu riziko rekurence o0 32% ve srovnani s MMC (75). Co je duleZitéjsi, BCG sniZuje
oproti MMC také riziko progrese o 27% (9,8% versus 13,8%) (77). Na druhé strané, BCG je mnohem
toxi¢téjsi a v soucasnosti pouze omezené dostupnd. Porad se ale jednd o Iécbu volby u pacient(

s vysokym rizikem progrese a u CIS.

| kdyzZ je instilacni [éCba méchyre pomérné Uspésnd, problémem zlstavaji rekurence a progrese, ke
kterym presto dochdzi. Vyvoj sméruje dvéma hlavnimi sméry. Prvnim je zlepseni efektu v soucasnosti
pouzivanych léciv zvysenim priniku do nddoru a stény méchyre. Patii sem chemohypertermie (ChHT),
ktera kombinuje instilace MMC s hypertermii vyvolanou radiofrekvencni energii nebo EMDA
(electromotive drug administration), jejiz princip je zaloZzen na usnadnéni prlniku léciva pomoci
elektrického proudu iontoforézou a elektroosmdézou (78). ChHT se v klinické praxi pouziva jiz vice nez
15 let. V roce 2016 byla publikovdna prvni randomizovand studie srovnavajici hypertermii
s Mitomycinem v(ci BCG vakciné u NMIBC se stfednim a vysokym rizikem. Dvouleté preziti bez recidivy
dosahlo 78,1% versus 64,8% ve prospéch ChHT, studie vSak neméla dostatecnou statistickou silu
(p=0,08) (79). Jedna se tedy o efektivni a bezpecnou lécbu, kterou Ize navic dosdhnout kompletni
remise u témér poloviny nemocnych s BCG refrakternim onemocnénim (80). Dalsimi zkoumanymi
postupy jsou nové nosice chemoterapeutik, mukoadhezivni latky, genetické modifikace BCG vakcin

nebo intravesikalni systémy s pomalym uvolriovanim Iéciva (78).

Druhou cestou vyzkumu je vyvoj léCiv s novymi mechanismy plsobeni. Velice slibna je imunoterapie s
pouzitim checkpoint inhibitor(l. V soucasnosti probihd celd fada studii s PD1/PD-L1 inhibitory
podavanymi intravendzné, a dokonce i intravesikalné, samotné nebo v kombinaci s BCG (81).
V nedavné studii faze 2 s intraven6znim podanim PD1 inhibitoru pembrolizumabu u 103 nemocnych
s BCG-refrakternim CIS byla dosazena kompletni odpovéd' u 39%, z nichz 80% mélo délku odpovédi
delsi nez 6 mésicu (82). DalSimi slibnymi strategiemi je cilena lécba FGFR inhibitory, |écba konjugaty
protilatky a léciva, nové cytotoxické latky (gemcitabin, taxany) nebo genovd lécba pomoci

adenovirového vektoru (Instiladrin®) (83,84).

6.1.4 Biomarkery vyuzitelné pfi detekci recidivy

Pacienti s NMIBC jsou v dalSim pribéhu onemocnéni ohroZeni rizikem rekurence a progrese, a proto
musi byt dlouhodobé sledovani pomoci cystoskopie a cytologie moci. Atraktivnim pfistupem je
nahrazeni invazivni cystoskopie neinvazivnim vysetfenim moci, které predpoklada uvolfiovani
nadorovych bunék a jejich souéasti do moci. PoZzadované analytické vlastnosti biomarker( se lisi podle
grade onemocnéni a klinické situace. Pokud je cilem alespon snizit frekvenci cystoskopii, tak u high-
grade nadoru je vyZzadovana vyssi senzitivita a negativni prediktivni hodnota neZ u low-grade nadord,
jelikoz prehlédnuti recidivy by u high-grade tumoru mohlo vést k progresi onemocnéni (43,85). Naopak
u nadorll zarazenych do nizkého rizika se témér vidy jedna o low-grade recidivy, kde ¢asna detekce

neni pro Uspésnou lécbu nevyhnutelna.
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Strucny prehled novych molekuldrnich testd a jejich vyuZiti v primarni diagnostice byl uveden
v kapitole 5.6. Tyto testy se vétSinou skladaji z panelu biomarker( a dosahuji velice slibnych

analytickych vlastnosti, chybi u nich ale rozsahlejsi externi validace (Tab.4).

Test Vsechny NMIBC High-grade NMIBC
Senzitivita NPV AUC Senzitivita NPV AUC

Xpert BC Monitor?’ 74% 93% 79% 83% 98% 77%

Cxbladder Monitor®® 93% 97% 73% 95%

Bladder EpiCheck® 68% 95% 82% 92% 99% 94%

Tab.4 Prehled analytickych vlastnosti novych test slouZicich k monitoraci karcinomu méchyre.

CxBladder Monitor detekuje recidivy vySetfenim 5 mRNA v moci. Pfi interni validaci dosahla senzitivita
93%, NPV 97% a AUC 0,73. Vysokou senzitivitu 86% popsali autofi i pro low-grade léze (86). Xpert BC
Monitor je také vySetfeni zaloZzené na detekci 5 mRNA. V nedavné multicentrické prospektivni studii
zahrnujici 239 nemocnych s NMIBC, ktefi byli sledovani pomoci Xpert testu, cytologie a UroVysion, byla
nejvyssi senzitivita a NPV prokazana u testu Xpert (senzitivita 74%, NPV 93%) (87). Bladder EpiCheck
test je panelem 15 metylac¢nich biomarkerd. V prospektivni multicentrické studii u 353 pacientl
sledovanych s NMIBC byla dosaZena senzitivita 68%, specificita 88% a NPV 95%. Pokud by se vyloucily
recidivy Ta low-grade, tak vysledky byly jesté lepsi s AUC 0,94, senzitivitou 92% a NPV 99% (88).

Vyzkum je zaméren také na predikci odpovédi na BCG vakcinu. Abnormalni ndlez UroVysion FISH po
indukéni davce BCG byl spojen se selhdnim Iécby, podobné jako vysokd hodnota IL-2 v moci. DalSimi
potencialnimi biomarkery jsou rtzné cytokiny (IL-8, IL-18), které odrazi intenzitu imunitni odpovédi

vyvolané BCG instilaci (89).

6.1.5 Casna cystektomie u pacientd s vysokym rizikem

Riziko podhodnoceni stagingu u T1 nadord mlZe dosdhnout az 50% (90). Cast NMIBC nadord
progreduje ¢asem do vyssiho stadia, a je zajimavé, Ze preziti v této skupiné je horsi nez u primarnich
MIBC. Proto je pacientim s nejvyssim rizikem progrese (Tab. 3), zejména v pfipadé selhani BCG
instilaci, doporucovana casna radikalni cystektomie. Pétileté CSS u T1 high-grade nador( obvykle
presahuje 80%, ale zdleZi na skladbé nemocnych a kdy je ¢asnad cystektomie indikovana (71, 90).
V multicentrické retrospektivni studii 1136 T1 high-grade pacient(, ktefi postoupili RC, mélo 16%
prokazané uzlinové metastazy a 36% zemfelo na metastatické onemocnéni (90). Rozhodovani o
provedeni cystektomie u nemocnych s NMIBC je komplexni, pacient musi byt poucen o riziku

komplikaci, o kvalité Zivota po radikalni [écbé a onkologickém riziku konzervativniho postupu.
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Pouze limitovana data jsou publikovana k parcidlni cystektomii u NMIBC, kterou Ize selektivné zvazZit u
starSich nemocnych se solitarnim onemocnénim bez CIS. V americké populacni studii, ktera hodnotila
7243 pacientt IéCenych radikalni nebo parcialni cystektomii v Iétech 1988-2004 se pohybovalo 10leté

CSS u Ta-T1 nadoru kolem 85% a nelisilo se od vysledki po radikalni cystektomii (91).

6.1.6 Radioterapie u T1 nadori

Pro pacienty s NMIBC s vysokym rizikem progrese, ktefi nejsou schopni podstoupit nebo odmitaji
¢asnou cystektomii, je alternativou trimodalni Ié¢ba (trimodal therapy, TMT), kdy po kompletnim TURB
nasleduje radiochemoterapie (92,93). Ve studii z Erlangenu bylo |é¢eno 141 pacientl s T1 nadory (z
toho 81 T1 high-grade) trimodalni 1écbou a 10leté CSS dosdhlo 73% (94). Neexistuji ale zadné
randomizované studie, které by srovnavaly TMT s observaci nebo s casnou cystektomii. Britska
randomizovana studie pouze prokazala, Ze samotna radioterapie bez chemoterapie nezlepsila ¢as do

progrese ani OS ve srovnani s observaci nebo intravesikalni [éCbou (94).

6.1.7 Vlastni prispévek k problematice

NMIBC maiji vysokou prevalenci s vysokou frekvenci recidiv a zejména u high-grade nadort vyzaduji
dlouhodobé sledovani. Snahou je nahradit pfi sledovani invazivni cystoskopii neinvazivnim stanovenim

biomarkeru v modi.

V praci ,Genome-wide identification of urinary cell-free microRNAs for non-invasive detection of
bladder cancer,(pfiloha 10.4) (53), jez byla jiz podrobné popsdna v kapitole 5.7, jsme stanovili
diagnosticky panel dvou miRNA DxScore (miR-31-5p, miR-93-5p). Dosahli jsme senzitivity 82% (AUC
0,81), pti hodnoceni hladin vybranych miRNA byl patrny pokles jejich koncentrace 3 mésice po operaci
a prokazali jsme, Ze jejich hladiny mliZou sledovat prlibéh onemocnéni v pfipadé recidivy. Validace na
vétsim prospektivnim souboru pacientli by mohla posoudit pfinos tohoto vysetfeni. Jedna se o slibny
biomarker, dalsi zpfesnéni testu by bylo mozné kombinaci s cytologii moci nebo s jinymi mocovymi

biomarkery.

Kazdé onemocnéni NMIBC by mélo byt stratifikovano podle rizika rekurence a progrese. V soucasnosti
pouzivané EORTC tabulky (viz kap. 6.1.2), které na zadkladé poctu tumord(, jejich velikosti, frekvence
recidiv, T kategorie, grade a pfitomnosti CIS zafazuji pacienty do 4 prognostickych skupin, maji velice
nizkou presnost zejména pfi odhadu rekurence. Pfi externich validacich dosahli C-indexy (index
konkordance, odpovidd AUC) 0,55-0,61 v pfipadé posuzovani rizika recidivy a o néco lepsi vysledky
0,66-0,81 u rizika progrese (95,96).

V praci ,Tumor expression of miR-34a-3p is an independent predictor of recurrence in non-muscle-
invasive bladder cancer and promising additional factor to improve predictive value of EORTC
nomogram*“ (pfiloha 10.5) (97) jsme se snazili najit biomarker na bazi miRNA, ktery by zpresnil EORTC
tabulky pti posuzovani rizika recidivy. Jednalo se o prvni praci, kterd zkoumala globalni expresi miRNA

v tkani nadord po TURB ve vztahu k jejich rekurenci. Do studie bylo zafazeno 78 nemocnych, z nichz u
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32 doslo k recidivé do 18 mésicl od operace a u 46 nebyla pozorovana recidiva po dobu 30 mésicu.
Celkem 137 miRNA mélo odliShou expresi mezi témito dvéma skupinami, z nichz jsme vybrali sedm,
které byly dal zkoumadny ve validacni fazi. Z téchto pouze miR-34-3p byla spojena s rekurenci, pficemz
jeji vyssi exprese znamenala nizsi riziko recidivy u NMIBC (p=0,01; AUC 0,72). Pfesnost samotnych
EORTC tabulek byla nizka (AUC 0,64), pfidanim miR-34-3p do spole¢ného modelu se vyrazné zvysila
presnost predikce rekurence (AUC 0,84; p<0,0001). Existuje pouze nékolik studii hodnoticich ptinos
molekularnich marker( k zpfesnéni EORTC tabulek. Van Rhijn et al. hodnotili tzv. molekularni grade,
ktery byl tvofen vysetfenim FGFR3 mutace a exprese MIB-1 (98). Molekularni grade byl nezavislym
prediktorem progrese a zpresfioval EORTC tabulky (AUC 0,82). V nasi praci byl miR-34-3p v
multivariatni analyze nezavislym prediktorem recidivy NMIBC (HR 0,32; p=0,03). Potencialni funkce
miR-34 v patogenezi karcinomu méchyre byla popsdna cestou Wnt signdlni drahy a zejména MDM2,
ktery je regulatorem p53 (99). Nase studie byla limitovana malym souborem nemocnych, opét je nutna

externi validace a zvyseni presnosti je mozné cestou kombinace s dalSimi biomarkery.

6.2 Invazivni nddory mocového méchyre

Dominantni postaveni v |é¢bé invazivnich nadorl méchyre ma chirurgicka 1écba, ktera se drZi stejnych
principt posledni ¢tyti dekady. Slibnym pfistupem je roboticky-asistovana radikalni cystektomie, ktera
i kdyZ nezlepSuje onkologické vysledky, je atraktivni svym miniinvazivnim pfistupem a rychlejsi
rekonvalescenci. Invazivni karcinom méchyrfe je onemocnéni 6.-7. dekady, a proto celkovy stav
nemocného, komorbidity a stddium onemocnéni vyrazné ovliviiuji vybér jak primarni |éCby, tak i typu
derivace moci. Standardni soucasti je perioperacni systémovad lécba. Nékolik randomizovanych studii
prokazalo efekt neoadjuvantni chemoterapie (NACHT) u karcinomu méchyre a v posledni dobé jsou
dostupné i prvni nadéjné vysledky studii s pfedoperacni imunoterapii. Pro selektované pacienty
s onemocnénim ohranicenym na méchyr je mozZnou alternativou k radikalni cystektomii kombinace
kompletni transuretralni resekce tumoru s naslednou chemoradioterapii. K lepsi volbé lécby by méla

prispét i rodici se molekularni klasifikace invazivnich nadord (viz vyse).

6.2.1 Operacni lécba
6.2.1.1 Radikalni cystektomie

Radikalni cystektomie s panevni lymfadenektomii (lymph node dissection, LND) je zdkladem |écby
invazivnich nadorl méchyre cT2-4aN0. DalSimi indikacemi jsou neinvazivni nadory T1 high-grade
s vysokym rizikem progrese, refrakterni na lécbu BCG nebo endoskopicky netesitelné objemné
papilarni nadory (31). Operacni Iécba ma vyborné vysledky u nadord ohrani¢enych na sténu méchyre.
V klasické studii Stein et al. hodnotili onkologické vysledky u 1054 pacient( se samotnou chirurgickou
|éCbou a dosahli 5-letého preziti bez progrese (progression-free survival, PFS) 76% u nadord pT1, 74%
u pT2, 52% u pT3 a 36% u pT4 (100). Nalez uzlinovych metastaz se pohybuje kolem 25% a vyrazné
zhorsuje prognézu nemocnych. Jejich 5leté CSS se pohybuje mezi 22-44% (101-103).
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Panevni lymfadenektomie je povaZovdana za nedilnou soucast radikalni cystektomie od 80. let minulého
stoleti, kdy vedla ke sniZeni lokdlnich recidiv a dlouhodobému preziti u ¢asti nemocnych s minimalnim
uzlinovym postizenim (104). Nejasnou zUstavala otazka, jaky je jeji optimalni rozsah. V roce 2019 byly
publikovany vysledky dlouho ocekavané némecké studie, ve které bylo na souboru 401 pacientl
s urotelidlnim karcinomem cT1-T4NO srovndno pétileté preziti bez recidivy (recurrence-free survival,
RFS) u dvou templatl LND (105). Prvni z nich byl kranialné ohranicen bifurkaci spole¢nych ilickych cév
(limitovand LND), druhy znich odstupem dolni mesenterické arterie (rozsSitrena LND). Studie
neprokazala superioritu rozsitené oproti limitované LND ve vztahu k RFS (5leté RFS 65% vs 59%; HR
0,84; p=0,36) ani CSS (5leté CSS 76% vs 65%; HR 0,70; p=0,10). Studie byla Siroce komentovana a za
dlvody jejiho negativniho vysledku byly uvadény nedostatecna velikost souboru a zejména skutecnost,
Ze do studie bylo zarazeno pfilis mnoho nadord omezenych na sténu mocového méchyre (az 60% pT1-
2 pripadu). U téchto pacientu je frekvence lymfadenopatie pfilis nizka k tomu, aby se mohl projevit
efekt rozsifeni templatu LND. Ocekavana je nyni americka studie SWOG S1011 s podobnym dizajnem
ale vys$sim poctem nemocnych a s vyloucenim ¢asnych nador( cT1NO.

Radikalni cystektomie je operace s vysokou morbiditou, i v centrech s velkymi zkuSsenostmi se vyskyt
zavaznych komplikaci (grade 3-4) pohybuje kolem 13-22% (106-108), 30denni mortalita dosahuje 1,2-
3,2% a 90denni mortalita aZ 8,4%. Podle retrospektivni studie hodnotici vysledky 7922 cystektomii byly
prediktory casné mortality stoupajici vék, Charlson comorbidity index, T kategorie a rocné
provedenych méné nez 15 cystektomii (109). Vyrazny narust komplikaci je patrny ve vysSSim véku.
V multicentrické studii hodnotili autofi komplikace u 199 a 52 pacientl’ ve véku 75-84, resp. >85 let a
zaznamenali 90denni mortalitu u 14%, resp. 32% (110).

Jednim ze zpUsob, jak omezit komplikace, je obecné miniinvazivni operacni pfistup. V roce 2003 se
zacala rozvijet roboticky-asistovana radikalni cystektomie (RARC). Plvodni nadseni bylo pfibrzdéno
popisem atypicky lokalizovanych metastaz, pfipad( peritonedlni diseminace a nutnosti selekce
vhodnych nemocnych s lokalizovanym onemocnénim. Zdlouhavy byl také vyvoj a rozsiteni operacni
techniky, zejména prechod z extrakorporalni na intrakorporalni provedeni derivace moci. V neddvnych
dvou randomizovanych studiich, které srovndvaly klasickou cystektomii s RARC s extrakorporaini
derivaci u 118, resp. 302 nemocnych, nebyl prokazan rozdil v OS nebo CSS, avsak studie nemély
dostate¢nou statistickou silu (111,112). Komplikace byly ve studii RAZOR srovnatelné, RARC byla
spojena pouze s mensi krevni ztratou a kratsi dobou hospitalizace (112). Vytkou k obéma studiim je, Ze
se nejednalo o skutec¢né miniinvazivni RARC, jelikoZ derivace moci nebyla provedena intrakorporalné.
Od RARC nelze ocekavat zlepSeni onkologickych vysledk(, proto pro budouci postaveni RARC bude
zasadni vysledek studie iROC, ktera srovnava klasickou cystektomii s RARC s intrakorporalni derivaci a

zhodnoti efekt RARC na vyskyt komplikaci, délku hospitalizace a kvalitu Zivota (113).

Po cystektomii je ¢asty vyskyt erektilni dysfunkce a v ptipadé ortotopické derivace také inkontinence
moci. Ke zlepseni funkénich vysledk( byly popsany techniky Setfici panevni organy. | kdyzZ se jedna o
relativné malé retrospektivni soubory s kratsi délkou sledovani, zda se, Ze u vysoce selektovanych a

motivovanych pacientl s klinicky lokalizovanym karcinomem méchyie je mozné bezpecné usetfit u
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muzl prostatu, kapsulu prostaty nebo semenné vacky a u Zen délohu a pochvu (114). U muz( je nutné

pred operaci vyloucit karcinom prostaty.

6.2.1.2 Derivace moci

Volba derivace moci zalezi na stadiu onemocnéni, celkovém stavu nemocného a jeho preferencich.
Vzhledem k relativné vysokému riziku pozdnich komplikaci, je nutné sledovat tyto pacienty doZivotné.

Obecné Ize derivace rozdélit na nékolik zakladnich typ(:

1. Ureterokutaneostomie

Jedna se o nejjednodussi variantu, kdy se mocovody vysiji na kliZi. PouZiva se u starSich nemocnych se
zavaznymi komorbiditami, kde je poZzadavek na co nejkratsi operaci, a kde se ocekavaji komplikace
spojené s pouzitim stfevniho segmentu k derivaci. Kvalita Zivota je srovnatelnd jako pfi iledlnim
konduitu, z komplikaci je castéjsi stendza stomie (115).

2. lledIni konduit (ureteroileostomie)

Jedna z nejbéznéjsich derivaci, pfi které se uretery nasiji na 15-20 cm exkludovaného terminalnihoilea.
Populacni studie naznacuji, Ze se pouziva az u 80% nemocnych (116). Pozdni komplikace se vyskytnou
u priblizné poloviny nemocnych, nejcastéji stendza stomie, parastomalni kyla, stendza uretero-
intestinalni anastomdzy, uroinfekce nebo urolitidza. U nemocnych s vysokym ozarenim panve je
vhodné misto ilea pouzZit 15 cm colon transversum (kolonicky konduit).

3. Ortotopickd derivace (iledlni neovesika)

Existuje vice technik konstrukce ilealni neovesiky, spole¢nymi principy jsou detubularizace ilea a
vytvoreni nizkotlakového rezervoaru, ktery se nasije na mocovou trubici (117). K vytvoreni neovesiky
se obvykle pouZije 50-60cm terminalniho ilea. Nutnd je peclivd selekce nemocnych, neovesika
vyzaduje motivovaného a spolupracujiciho pacienta k dosaZeni poZadovaného objemu rezervoaru,
k nacviku jeho vyprazdnovani a dosazeni kontinence. V publikovanych velkych sériich jsou udavany
denni a nocni kontinence kolem 80-100%, resp. 70-90% (118). Pfi sledovani musi byt vylouéeny
poruchy vnitfniho prostiedi, zejména metabolickd aciddza.

4. Heterotopickd derivace (kontinentni kutdnni derivace)

Jedna se o méné vyuzivanou derivace, k jejiz konstrukci se vyuziva detubularizované colon descendens,
ileocékum nebo ileum. K dispozici je nékolik technik vytvoreni kontinentniho mechanismu. Nevyhodou
je nutnost cévkovani a vétsi komplexnost operace, s ¢imZ souvisi vySsi riziko reoperaci a pozdnich
komplikaci.

5. Andlini derivace (ureterosigmoideostomie)

PFi této malo vyuzivané derivaci se detubularizuje a rekonfiguruje sigma do sférického tvaru, ¢imz je
dosazeno nizsiho tlaku, a tim sniZeni rizika uroinfekce a inkontinence. Nocni kontinence se uvadi nad
90% (119). Pred operaci je nutno vyloucit patologii tlustého stfeva a 5 let od operace se doporucuji

pravidelné kolonoskopie k vylouceni sekundarniho karcinomu.
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6.2.2 Perioperacni systémova lécba

U témér poloviny pacientd s MIBC po radikalni cystektomii dojde k progresi onemocnéni. Pfedpoklada
se, Ze i pfes negativni zobrazovaci vySetfeni maji tito pacienti jiz v ¢ase diagndzy mikrometastatické
postizeni. Prvni studie naznacuji, ze ¢asny zadchyt metastatického onemocnéni je v soucasnosti mozny
pomoci detekce cirkulujicich nddorovych bunék nebo jejich volné DNA (ctDNA) (120,121). Autofi
z Aarhusu publikovali vysledky detekce ctDNA v plazmé u 68 nemocnych s MIBC pomoci sekvenovani
somatickych mutaci specifickych pro jednotlivé pacienty (120). Nalez ctDNA kdykoliv v priibéhu
onemocnéni byl silnym prognostickym ukazatelem. V pfipadé pozitivniho nalezu ctDNA u MIBC po
TURB byla zaznamendna recidiva v46% ve srovnani s 3% pfi negativnim ndlezu. Podobné po
neoadjuvantni chemoterapii (NACHT) se recidiva vyskytla u 75% versus 11% podle pozitivity ctDNA
v plazmé.

Proto je u MIBC, podobné jako u jinych solidnich nadord, prosazovan koncept neoadjuvantni
systémové lécby, jejiz cilem je ovlivnit mikrometastatické postiZzeni. Podle registrovych studii je vSak
NACHT porad malo vyuZivana (122,123). Cestou ke zlepseni je zavedeni mezioborovych komisi, spravna
indikace systémové lécby, Uzkd spoluprace pfi koordinaci chemoterapie a operace, aby se co nejvice

omezilo riziko opozdéni radikalni |écby.

6.2.2.1 Neoadjuvantni chemoterapie

Neoadjuvantni chemoterapie je v soucasnosti doporucovana u pacientl s cT2-4aNO onemocnénim
(31,124). Podani chemoterapie pred operaci ma nékolik vyhod. Stav nemocnych neni ovlivnén operaci,
pacienti |épe toleruji chemoterapii a mlzZe dojit ke zmenseni, downstagingu nadoru (125). Nevyhodou
je naopak skutecnost, ze nemame spolehlivé prediktivni biomarkery odpovédi na lécbu, cast
nemocnych bez mikrometastdz je zbyte¢né lé¢ena a u nemocnych bez odpovédi na NACHT hrozi
progrese z opozdéni radikalni operace (126).

V metaanalyze 11 randomizovanych studii s 3005 pacienty byl prokdzan benefit NACHT 5% u celkového
preziti a 9% u nadorové-specifického preziti (127). Vétsina zarazenych studii byla zatizena rliznymi
chybami jako maly pocet pacientd, nestandardni protokol chemoterapie nebo radikalni [é¢by. Pokud
by byly brany v Gvahu pouze studie s modernimi kombinacemi chemoterapie zaloZenymi na cisplatiné,
tak absolutni benefit by byl 8% (45% versus 53%) a NACHT by sniZila riziko umrti o 18% (128). Jedna
z nejvétsich studii byla SWOG 8710, ktera randomizovala 317 pacient s MIBC (cT2-4aN0) k samotné
cystektomii nebo k neoadjuvantni chemoterapii MVAC (metotrexat, vinblastin, adriamycin, cisplatina)
s naslednou cystektomii (129). Median preziti byl 77 mésicl pfi NACHT oproti 46 mésicim pfi samotné
cystektomii (p=0,06) a bylo prokazano snizeni rizika umrti na karcinom méchyre o 33%. Nepfitomnost
reziduadlniho nadoru v definitivnim preparatu (pTO) byla silnym prognostickym faktorem, a co je
dulezité, po NACHT bylo pTO dosazeno mnohem ¢astéji nez po samotné chirurgické Iécbé (38% versus
15%).

Nalez pTO pfi cystektomii je spojen s vybornymi onkologickymi vysledky nezdvisle od toho, jestli byl
dosazen po samotném TURB nebo jeho kombinaci s NACHT (130). Rozdil v preZiti se zda byt zplsoben
vyssim podilem 25-38 % pacientl s pTO po NACHT oproti 12-15 % po samotném TURB (129,131,132).
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V metaanalyze studii s NACHT byla popsana kompletni odpovéd u 29 % nemocnych a u této skupiny
bylo snizeno riziko Umrti o0 55 % (133).

Z klasickych chemoterapeutickych protokol( jsou dostupna randomizovana data pouze pro MVAC, jenz
je ale pro svou toxicitu malo vyuzivany. V soucasnosti jsou v rdmci NACHT doporuéovany gemcitabin
s cisplatinou (GC) a dose-dense MVAC (ddMVAC), ucinnost kterych je ale potvrzena z randomizovanych
studii pouze u metastatického karcinomu méchyre (134). Nicméné z vysledkl retrospektivnich studii
se zda, Ze jejich Ucinnost je stejna jako u MVAC a jsou méné toxické (135-137). U pacientl neschopnych
podani cisplatiny neni v soucasnosti indikovana NACHT, jelikoz kombinace s karboplatinou maji mensi
procento odpovédi (127). Tito pacienti by mohli byt jiz v kratké dobé na zakladé probihajicich studii
faze Il kandidaty neoadjuvantni imunoterapie.

Jak jiz bylo uvedeno, v soucasnosti neni k dispozici spolehlivy prediktor odpovédi na chemoterapii.
Proto se nékteré vyzkumné skupiny zaméfili na moznost selekce nemocnych podle béznych klinickych
faktor(. Culp et al. definovali pacienty s vysokym rizikem, u kterych ma NACHT nejvétsi ptinos. Mezi
rizikové faktory patfi onemocnéni cT3b-4a, pritomnost hydronefrézy, lymfovaskuldrni invaze a
variantni histologie (mikropapilarni, neurendokrinni). Autoti prokazali, Ze pacienti s rizikovymi faktory

méli horsi 5leté CSS 64% ve srovndni s 84% ve skupiné bez rizikového faktoru (138).

6.2.2.2 Adjuvantni chemoterapie

Jak jiz bylo diskutovano v predeslém textu, vyhodou adjuvantni chemoterapie (ACHT) oproti NACHT je
skutecnost, Ze u pacientd nedochazi k opozdéni chirurgické 1écby a systémova lécba je podana pouze
nemocnym s vysokym rizikem rekurence (lokalné pokrocily nddor pT3-4 nebo uzlinové postizeni pN1-
3). Zastanci NACHT ale naopak poukazuji, Ze pacienti jsou v lepsim fyzickém stavu pred operaci, u ¢asti
pacientld s pokrocilym onemocnénim bude systémova lécba podana opoZdéné a néktefi z nich
chemoterapii kvili zhorSeni stavu po operaci viibec nedostanou. Donat et al. hodnotili retrospektivné
soubor 1142 cystektomii a zjistili, Ze 30% pacientl nebylo schopno podani adjuvantni chemoterapie
kvlli pooperacnim komplikacim (139). Navic po cystektomii mize dojit ke zhorSeni renalnich funkci,
coZ znemozni podani cisplatiny az u 25% nemocnych (140).

Studie s ACHT byly vétSinou malé, zatizené ¢etnymi metodologickymi chybami. V metaanalyze studii
zroku 2005 ACHT snizovala riziko umrti o 25%, coZ v absolutnich Cislech predstavovalo zlepSeni
3-letého OS 0 9% (141). Aktualizovana analyza 9 studii s 949 pacienty z roku 2016 potvrdila snizeni
rizika Umrti o 23% (HR 0,77; p=0,002) (142). Doposud nejvétsi studii je EORTC 30994, kterd
randomizovala 284 pacient(l (pT3-4 nebo pN+) z planovanych 660 do skupin s okamzitou chemoterapii
(4 cykly po operaci) nebo odloZzenou (6 cykll pfi progresi) (142). Povolenymi protokoly byly GC, MVAC
nebo ddMVAC. Studie neprokdzala zlepSeni celkového preziti, 5leté OS bylo 53,6% u okamZzité a 47,7%
u odlozené chemoterapie (HR 0,78; p=0,13). Pfi analyze podskupin bylo zajimavym zjisténim, Ze
nejvétsi prospéch z okamzité chemoterapie méli pacienti bez uzlinového postizeni pNO (5leté 0OS 79,5%
versus 59%; HR 0,37; p=0,012).

Podle soucasnych doporuceni by pacient mél dostat NACHT, ale pokud se tak nestalo a po operaci ma

potvrzené lokdlné pokrocilé onemocnéni pT3-4 nebo pN+, je indikovana adjuvantni chemoterapie
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(31,124). V blizké budoucnosti mize byt algoritmus lé¢by zasadné ovlivnén vysledky studii faze Il

s adjuvantni imunoterapii.

6.2.2.3 Predikce odpovédi na chemoterapii

U pfiblizné poloviny nemocnych s MIBC nezaznamendame odpovéd na chemoterapii (CHT), tito pacienti
jsou zbytecné vystaveni toxicité |écby a potencidlné ohrozeni odddlenim radikalni operace. Vyzkum
v této oblasti se orientuje na molekularni typizaci karcinomu méchyfe a vyvoj spolehlivého

prediktivniho biomarkeru na zakladé hodnoceni mutace genl nebo expresni analyzy.

V nedavné dobé byly identifikovany mutace nékolika gent, zejména ze skupiny DNA reparacnich gend
(DNA damage repair, DDR), které vykazovaly spojitost s odpovédi na kombinacni chemoterapii
zalozené na cisplatiné (143,144). Van Allen et al. popsali vyskyt mutace genu ERCC2 (soucast
nukleotidové excizni reparace) pouze u nemocnych s odpovédi na CHT (143). Podobné Plimack et al.
dosahli vysoké predikce odpovédi, kterd byla vazana na zjisténou mutaci alespori jednoho z genli ATM,
FANCC nebo RB1 (144). V soucasnosti je mutace DDR genl jednim z nejslibnéjSich biomarkera
odpovédi na CHT, coz je podtrzeno neddvnou studii lyer et al, ve které autofi prokdazali pozitivni
prediktivni hodnotu 89% v pfipadé popsané mutace (145). Na druhé strané frekvence téchto mutaci
neni vysokd, coz znamend Ze u vétsiny responderd se musi jednat také o odlisné mechanismy

chemosenzitivity.

Druhou oblasti zajmu je definovani molekularnich podtyp( karcinomu méchyre pomoci exprese gent
(viz kapitola 4.2), kdy samotné podtypy maji prediktivni hodnotu. VSechny publikované klasifikace se
shoduji, Ze v nejvyssim stupni hierachie se karcinomy méchyre déli na luminalni a bazalni typ.
Zjednodusené lze fict, Ze lumindlni typ ma lepsi progndzu a horsi odpovéd na CHT a u bazdlniho typu
je to obracené (14,18,146). V nedavné studii Seiler et al. hodnotili asociaci molekularnich podtypl a
chemosenzitivity u 343 MIBC s NACHT a 476 bez chemoterapie. Zadny z podtypl nebyl spojen s vy3si
frekvenci patologické odpovédi (<pT1NO). Nejvétsi vliv NACHT byl patrny u bazalniho podtypu, u
kterého bylo 3leté OS 49% ve skupiné bez CHT ve srovnani s 78% po NACHT (147). Molekularni
klasifikace ma prediktivni hodnotu i ve vztahu kimunoterapii nebo cilené |écbé, a proto bude

pravdépodobné hrat dalezitou roli ve volbé optimalni systémové |éCby (147).

6.2.2.4 Imunoterapie

Lepsi porozuméni odpovédi imunitniho systému na nadorové onemocnéni a mechanizm(m, kterymi
nadory unikaji imunitnimu dohledu, vedlo k zavedeni novych Iéku, tzv. checkpoint inhibitor(. Tyto Iéky
pusobi na imunosupresivni drahy blokadou PD-1/PD-L1 a CTLA-4 (cytotoxic T-lymphocyte-associated
protein-4), coz ma za nasledek mobilizaci imunitni reakce. Inhibitory PD-1/PD-L1 a CTLA-4 nasly své
misto nejdrive vIlécbé metastatického onemocnéni. V soucasnosti ale probiha vice studii, které
hodnoti jejich pfinos v ¢asnéjsich fazich onemocnéni, pred a po radikalni cystektomii, jako soucast
trimodalni Iécby, a dokonce jiz u NMIBC (148).
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Nadory méchyfe maji mezi solidnimi nddory vysokou imunogenicitu, sekvenacni studie u nich
prokdzaly vysokou mutacni naloz, coz je predurcuje k dobrému efektu imunoterapie. Ve fazi MIBC
probiha rada studii faze Il s neoadjuvantnim podanim PD1/PD-L1 inhibitor(. Ve studii PURE-01 bylo 50
pacientl |é¢eno 3 cykly pembrolizumabu (149). Kompletni (ypTO) a parcidlni (<pT1) patologické
odpovédi bylo dosazeno u 42%, resp. u 54% nemocnych. Pfi hodnoceni prediktorl odpovédi byla
prokdzana spojitost s vysokou mutacni nalozi, aktivaci signalni drahy IFN-y a expresi PD-L1 vyjadienou
CPS (combined positive score) 210%. Kompletni odpovéd' byla zaznamendna u 54% s CPS 210% ve
srovnani s 13%, pokud bylo CPS <10%. Imunoterapie byla velice dobte tolerovana, komplikace grade
3-4 se vyskytly pouze u 6% nemocnych. Ve studii s atezolizumabem bylo neoadjuvantné |é¢eno dvéma
cykly 95 pacientl, u kterych byla kontraindikovana cisplatina. Kompletni odpovédi dosahlo 31%
nemocnych. PD-L1 bylo pozitivni u 40% pacientl a v této skupiné bylo pozorovano 39% kompletnich
odpovédi (150). V kontrastu k predchozi studii nebyla mutacni naloz spojend sodpovédi na
imunoterapii. Pozitivnimi prediktory byla mira T-bunec¢né imunity, zejména CD8+ fenotyp a rezistence
byla spojena se stromalnim faktorem TGF-B a aktivaci fibroblastl. Vysledky biomarkerovych studii
ukazuji na komplexnost interakce imunity a nadoru, ktera neni zatim Uplné objasnéna a v soucasnosti
chybi jasny prediktor odpovédi (148,150). Aktudlné probihaji studie s imunoterapii v neoadjuvanci,
které hodnoti kombinace PD-1/PD-L1 inhibitorli s chemoterapii nebo s anti-CTLA-4 protilatkou a
v adjuvantnim rezimu jsou kratce pred ukoncéenim tfi studie faze 3, jejichz vysledky jsou ocekavany
v roce 2020 (151).

6.2.3 Perioperacni radioterapie

Vétsina randomizovanych studii s pfedoperacni radioterapii jsou staré nékolik desitek let a kromé
downstagingu neprokazaly jednoznacny vliv na preziti (152). Obvyklad perioperacni davka je 45-50 Gy
v 1,8-2,0 Gy frakcich. Pouze velice omezend data existuji pro pooperacni radioterapii. U lokalné
pokrocilych nadort pT3-4N0-2, zejména s pozitivnim resekénim okrajem, je mozné zvazit adjuvantni
radioterapii ke snizeni lokdlniho relapsu (153). V pfipadé, Ze chemoterapie nebyla podéana

neoadjuvantné, Ize ji podat konkomitantné.

6.2.4 Méchyi-zachovné postupy
6.2.4.1 Transuretrdlni resekce méchyre

Cést nemocnych s MIBC neni schopna radikalni 1é&by kvali celkovému stavu nebo ji odmitd z dGvodd
vysoké morbidity. U vysoce selektovanych nemocnych je alternativou méchyt-zachovny postup
samotnym TURB. Podminkou je dosaZeni makroskopicky kompletniho TURB, postiZzeni pouze
povrchové ¢asti detrusoru, negativni biopsie spodiny, bez nalezu hydronefrézy a CIS. Nékolik studii
prokazalo u takto vybrané populace pacientl 5leté CSS 76-93% a zachovani méchyie v 57-76% (154-
156). Pfesto, pokud je pacient s cT2NO nadorem v dobrém celkovém stavu, mél by podstoupit radikalni
cystektomii nebo TMT (31,124).
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6.2.4.2 Radioterapie

Obvykld davka kurativni radioterapie je 64-66 Gy, dalsi eskalace davky do 70 Gy nezlepsuje OS (157).
Analyza amerického registru prokazala lepsi 2leté OS u chemoradioterapie (54%) ve srovnani se
samotnou radioterapii (42%) (158). Naopak v britské randomizované studii s 360 pacienty nezlepsila
chemoteradioterapie (s fluorouracilem a mitomycinem C) signifikantné 5leté OS (48% versus 35%; HR
0,82; p=0,16) (159). Jako prediktory preziti jsou udavany kompletni TURB, odpovéd na radioterapii,
velikost nadoru a nepfitomnost hydronefrézy.

Samotna radioterapie v |é¢bé MIBC ma horsi vysledky neZ chirurgickd Iécba nebo jeji kombinace
s chemoterapii. Proto je na misté pouze v ptipadé, kdy pacient neni schopen radikalni cystektomie
nebo chemoterapie v ramci trimodalni [éCby. V paliativnim reZimu se radioterapie vyuzZiva také ke

zvladnuti hematurie.

6.2.4.3 Trimodalni lécba

Trimodalni lécba sestdvd optimalné z kompletniho TURB, po kterém nasleduje konkomitantni
chemoradioterapie. Tato metoda vyZaduje velice Uzkou mezioborovou spolupraci. Radioterapie spolu
s TURB zajistuji lokoregionalni kontrolu a chemoterapie plsobi jako radiosenzitizér, a zaroverh ma
potencial ovlivnit mikrometastatické postiZeni. Nejcastéji se pouzivaji protokoly zaloZeny na cisplatiné
nebo mitomycin s 5-fluorouracilem. Radioterapie muize byt aplikovana kontinualné nebo rozdélena na
2 bloky s indukéni fazi 40Gy. Tyto postupy se lisi nacasovanim presetifeni pomoci cystoskopie s biopsii
méchyre. Soucasti strategie TMT je ¢asna indikace zachranné cystektomie, pokud nebylo dosazeno

kompletni odpovédi nebo doslo k progresi onemocnéni (160).

TMT cili na dvé skupiny nemocnych. V prvnim pripadé se jednd o vysoce selektovanou skupinu pacientd
v dobrém stavu, schopnych cystektomie, pro které je TMT alternativou. Jedna se o pacienty s cT2NO
onemocnénim po radikalnim TURB, bez CIS a hydronefrézy a s dobrou funkci méchyre. Neexistuji
zadné randomizované studie srovnavajici radikalni cystektomii s TMT. Na zadkladé retrospektivnich
populacnich studii a parovych analyz se vSak zd3, Ze u takto vybrané populace nemocnych jsou vysledky
radikalni cystektomie a TMT srovnatelné (161,162). Pétileté CSS dosahuje v publikovanych studiich 50-
82% (160,163). V druhém ptipadé jsou cilovou skupinou pacienti neschopni cystektomie, ktefi jsou
Casto starsi, s komorbiditami, nicméné schopni chemoterapie a pro né je TMT optimalnim postupem.

Vylucovaci kritéria jiz nejsou tak pfisna, ale CIS a mald kapacita méchyre z(stavaji kontraindikaci.

Navic se musi jednat o dobfe spolupracujici pacienty, jelikoZ je nutné doZivotni sledovani zachovaného
méchyfre. Recidivy jsou nejc¢astéji povrchové, casto zvladnutelné endoskopicky. Ve studii 342 pacient(
s kompletni odpovédi na TMT se objevila recidiva u 25% a tito pacienti méli horsi 10leté CSS (78%
versus 72%) (164). Celkové musi ptiblizné 30% nemocnych pocitat s nutnosti podstoupit zachrannou

cystektomii pro progresi onemocnéni.
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6.2.5 Vlastni prispévek k problematice

Radikalni chirurgicka lécba predstavuje velikou zatéz pro nemocné, ktefi jsou nejcastéji v Sestém a
sedmém decéniu, obvykle s ¢etnymi komorbiditami, proto je dlilezita optimalni pfedoperacni priprava
a pooperacné kvalitni intenzivni péce. Na nasem pracovisti se dlouhodobé snazime optimalizovat
provedeni radikalni cystektomie, veliky ddraz klademe na peclivé provedeni panevni lymfadenektomie,
kterd je jednou z mala chirurgickych proménnych, které mizZou zdsadné ovlivnit onkologické vysledky.
PFi rekonstrukéni fazi jsme hledali postupy, které by sniZily riziko komplikaci jako je napf. striktura
ureteroenterdlni anastomadzy. V dalSich pracich jsme se vénovali vyvoji prognostickych biomarkeru

vhodnych pro rizné faze 1é¢by MIBC.

Péce o pacienty sinvazivnimi nddory mocového méchyre je velice komplexni a vyZaduje Uzkou
mezioborovou soucinnost. Diky vyborné spolupraci s onkology jsme vroce 2010 zavedli u MIBC
neoadjuvantni chemoterapii. Principy a vysledky NACHT jsme popsali v pfehledové préci
,Neoadjuvantni chemoterapie u invazivnich nadorti moc¢ového méchyie” (priloha 10.6) (165). V roce
2016 jsme publikovali vlastni zkuSenosti s NACHT na vétSim souboru nemocnych v préci
,Neoadjuvantni chemoterapie u invazivnich urotelidlnich nadorti méchyfre: korelace lééebné
odpovédi a preZiti pacientd” (pfiloha 10.7) (166). Do studie bylo zafazeno 27 pacientl s cT2-4NO a 14
s cT2-4N1-3 onemocnénim. VSichni postoupili NACHT a ndsledné radikalni cystektomii s LND. Odpovéd
na chemoterapii jsme definovali jako kompletni (ypTONO) nebo parcialni (SpT1INO). Nejéastéji (v 85%)
byla poddna kombinace gemcitabinu a cisplatiny, v pfipadé renalni insuficience byla cisplatina u Sesti
pacientll nahrazena karboplatinou. Dvouleté preZiti bez progrese (PFS) pro cely soubor bylo 69%. U
pacientll bez vstupni lymfadenopatie (cT2-4N0) dosdhlo az 81% ve srovnani s 52% u nemocnych se
vstupnim postizenim uzlin (cN1-3). Kompletni nebo parcidlni odpovéd jsme zaznamenali u 41 %, resp.
59 % pacientll. Vyrazné lepsi odpovéd (67%) byla dosazena v podskupiné 27 pacientd s klinicky
negativnimi uzlinami cT2-4NO, u niZ jsme zaznamenali kompletni odpovéd az v 48%. DosaZeni
kompletni odpovédi bylo spojeno s vybornou progndzou. Dvouleté PFS bylo 93% u patologického ypTO,
83% u ypT1, 50% u ypT2 a 31% u ypT3-4 (p=0,003).

Je nutné opét pfipomenout, Ze i pres pokroky v systémové 1é¢bé je pro progndzu pacienta rozhodujici
kvalita chirurgické |écby, z nichz predevsim peclivost lymfadenektomie a vyskyt pozitivnich okrajl jsou
nejdllezitéjsimi ukazateli. V jedné z randomizovanych studii s NACHT (SWOG 8710) byl signifikantni
rozdil v pétiletém celkovém preziti 44 %, resp. 61 %, pokud méli pacienti pfi operaci odstranéno méné
nebo vice nez deset uzlin (167). V nasem souboru byl medidn odstranénych uzlin 24 (IQR 18-30).
Vsichni pacienti podstupuji panevni LND s kranidlnim ohrani¢enim v misté ktizeni ureteru se
spolecnymi ilickymi cévami, u nemocnych s lokdlné pokrocilym onemocnénim posouvdme kranidlni
hranici na bifurkaci aorty a jak bude déle v textu rozebrano, u selektovanych nemocnych s postizenim
uzlin retroperitonea provadime i retroperitonedlni LND po odstup rendlnich cév. Pti obvyklém rozsahu

LND odstranujeme zevni ilické, obturatorni, vnitini ilické, presakralni a spolecné ilické uzliny (Obr.3).
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Obr.3 Stav po panevni lymfadenektomii, pohled do panve vpravo. Oblasti disekce: 1 — zevni ilicka, 2 —

obturatorni, 3 — vnitfni ilickd, 4 — presakralni, 5 — spolecna ilickd. Zdroj: archiv autora.

V soudasnosti nas soubor ¢itd 37 pacientd cT2-4NO0 (bez klinické lymfadenopatie) Iécenych s NACHT.
Aktualni vysledky a srovndni s retrospektivnim souborem nemocnych lé¢enych radikalni cystektomii
bez NACHT (celkem 144 pacientl) jsme publikovali formou abstraktu v roce 2019 (168). U skupiny
pacientl s onemocnénim ohrani¢enym na mocovy méchyr (cT2NO) jsme dosahli vynikajiciho 5letého
CSS 90% ve skupiné s NACHT a 87% bez chemoterapie. | to je divodem, pro€ jsme od roku 2014 omezili
indikaci NACHT u cT2NO pouze na pacienty s rizikovymi klinickymi faktory jako jsou hydronefréza,
lymfovaskuldrni invaze nebo variantni histologie (138). Pokud byl pfitomen rizikovy faktor, méli
nemocni bez NACHT signifikantné horsi Sleté CSS 67% neZ zbytek kohorty (p=0,03). Vétsi efekt méla
NACHT u lokdIné pokrocilého onemocnéni cT3-4NO0, kde skupina s NACHT dosahla Sletého CSS 79% ve

srovnani s 47% bez chemoterapie (p=0,09).

Radikalni cystektomie je spojena svysokym rizikem komplikaci v poopera¢nim pribéhu. Jednou
z Castych pozdnich komplikaci je ziZeni uretero-enteralni anastomodzy pfi rekonstrukci mocovych cest.
Obvyklou techniku napojeni mocovodl na tenkostievni klicku predstavuje technika podle Nesbita
nebo Wallace. U Nesbitovy techniky se jedna o prosté nasiti mo¢ovodu end-to-side ke strevni kli¢ce. U

Wallacovy techniky nasivdme spatulované uretery k proximdlnimu konci stfevni klicky.

Na nasem pracovisti byla vyvinuta nova technika provedeni anastomdzy, tzv. flap-and-trough technika
(F-T), kterd sestava z everze spatulované Casti ureteru (flap) a poté jeji vsiti do demukozované casti
stfevni klicky (trough). V praci ,Effect of ureterointestinal anastomosis on renal function and
morbidity in intestinal urinary diversion” (pfiloha 10.8) (169) jsme na prospektivhim souboru 49

pacientd srovnali vysledky antirefluxni anastomoézy F-T (n=20) a refluxni ureterointestindlni
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anastomodzy podle Nesbita nebo Wallace (n=29). Vyskyt infekci ledviny se nelisil v obou souborech,
nesignifikantné vyssi byla striktura anastomadzy u refluxni techniky (p=0,16). Dale jsme hodnotilizménu
v glomerularni filtraci a velikosti ledviny. Pouze v pfipadé kontinentnich derivaci jsme zaznamenali
zhorSeni parametrl pfi refluxni anastomdze ve srovnani s antirefluxni. Nase technika
ureterointestindlni anastomadzy s sebou nese dlouhodobé minimalni riziko vzniku ureteroenteralni
stendzy a poskytuje ochranu ledvindm pred infekci a zhorSenim funkce, a to i v terénu kontinentnich

andlnich derivaci (sigma-rectum pouch typu Mainz Il).

V poslednich letech se diky vyraznému pokroku v molekularni biologii nador( objevilo velké mnoZstvi
potencidlnich prognostickych a prediktivnich biomarker(. Velikou vypovédni hodnotu miZou mit ale i
béZné dostupné laboratorni parametry. Jednoduchymi klinickymi ukazateli jsou CRP, pomér neutrofili
k lymfocytlim (neutrophil-to-lymphocyte ratio; NLR) nebo odvozeny NLR (dNLR; pomér neutrofil(i
k rozdilu leukocytl a neutrofilll), které odrazZeji stupen aktivace systémové zanétlivé reakce
v pfitomnosti nddorového onemocnéni. V naddorovém mikroprostredi podporuje zanétliva reakce rust
a invazi nddoru, na systémové Urovni ma nepfiznivy vliv na nutrici a funkéni stav nemocnych.
Metaanalyza studii u riznych solidnich nador( prokazala, Ze elevace NLR znamena pro pacienty o 81%

vyssi riziko umrti (170).

V nasi praci ,Prognosticky vyznam parametri vychazejicich z poméru neutrofild k lymfocytiim
u invazivnich nadort mocového méchyie” (priloha 10.9) (171) z roku 2017 jsme hodnotili NLR a dNLR
longituddlné pred radikalni cystektomii, tfi mésice po cystektomii a v ¢ase recidivy. Celkem jsme do
studie zahrnuli 110 nemocnych s MIBC, ktefi podstoupili radikalni cystektomii bez NACHT. Arbitrarné
jsme stanovili cut-off hodnoty 3,9 pro NLR a 2,7 pro dNLR. Pooperacné zvysené hodnoty NLR a dNLR
byly negativnimi prediktory nddorové-specifického preziti. Pacienti s pooperaénim dNLR vys$Sim nez
cut-off 2,7 méli vice nez trikrat vétsi riziko umrti a pétileté CSS bylo 63% (dNLR < 2,7) versus 30% (dNLR
> 2,7) (HR 3,7; p=0,002). Oproti jinym studiim jsme hodnotili tyto ukazatele i v ¢ase recidivy, kde se
také potvrdil jejich prognosticky potencidl. Median preziti po recidivé ve skupinach pacientli s NLR
vétsim a mensim nez hodnota cut-off 3,9 dosahl 4, resp. 14 mésicl. U odpovidajicich skupin dNLR se
jednalo o 3, resp. 12 mésicQ. Markery systémové zanétlivé odpovédi NLR a dNLR jsou jednoduché,
levné a jejich monitoring umoznuje identifikovat vysoce rizikové pacienty po radikalni cystektomii,

kterym hrozi progrese a také urcuji progndzu pacient(l v ¢ase recidivy onemocnéni.

Vjiz zmifnované praci (kapitola 4.3) , Overexpression of long non-coding RNA TUG1 predicts poor
prognosis and promotes cancer cell proliferation and migration in high-grade muscle-invasive
bladder cancer” (ptiloha 10.3) (30) jsme hodnotili funkci IncRNA TUG1 u 47 invazivnich nadora
mocového méchyre a jeji prognosticky potencial. Exprese TUGI byla vyssi u metastatickych nadord
(p=0,014) a byla spojena s horsim celkovym prezitim (HR 2,54; p=0,024). Moznymi mechanizmy je
zvysSend proliferace a podpora epitelo-mesenchymalniho prechodu. TUGI je slibnym negativnim
prognostickym biomarkerem nejenom u nadord méchyre, ale také u Zaludecniho nebo kolorektalniho

karcinomu.
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6.3 Metastatické nadory mocového méchyre

Pacienti s metastatickymi nadory mocového méchyfe maji Spatnou progndzu, pifi samotné
chemoterapii je median preziti 15 mésicl a 5 let se dozije pfiblizné 15% nemocnych (7,31). V prvni linii
je standardem kombinacni chemoterapie gemcitabin + cisplatina, klasicky MVAC nebo ddMVAC.
Randomizovana studie prokazala stejnou ucinnost u GC a MVAC, nicméné GC je spojen s nizsi toxicitou,
ucinnéjsi nez MVAC, pficemz oba tyto protokoly by méli byt doplnény o rlstové faktory (172). Pokud
je cisplatina kontraindikovana, m(ze byt nahrazena karboplatinou. Ve druhé linii maji své misto taxany,

pemetrexed nebo vinflunin (31).

Nové metody molekuldrni biologie prinesly vhled do etiopatogeneze onemocnéni a vedly k vyvoji
novych lécebnych pfistupll, jako jsou imunoterapie nebo cilend lécba, které umoznuji dlouho
pozadovanou individualizaci éCby. Po 30 letech relativni stagnace v 1écbé metastatickych nadora byly
v roce 2016 publikovany vysledky 1éCby inhibitory imunitnich kontrolnich bodu (checkpoint inhibitory)
PD-1/PD-L1, které znaéné rozsitily moznosti paliativni lé¢by (173,174). Klinicky d(leZity je poznatek, ze
pokud dojde k odpovédi na checkpoint inhibitory, tak ta byva ¢asto dlouhodoba (175). V soucasnosti
jsou standardni druhou linii Ié¢by, u nemocnych neschopnych Iécby cisplatinou se pouzivaji jiz v prvni
linii, avSak pouze pokud exprimuji PD-L1. V soucasnosti jsou ocekdvany vysledky dvou studii
chemoterapie s checkpoint inhibitory IMvigor130 (PD-L1 inhibitor atezolizumab) a Keynote-361 (PD-1
inhibitor pembrolizumab), od nichZ se o¢ekava dlkaz synergického efektu obou Ié¢ebnych modalit na
preZiti a tyto studie by mohly mit dopad na volbu terapie v prvni linii. Nedavno prezentované pribézné
vysledky studie IMvigor130 prokazaly prodlouzZeni celkového preziti pti kombinaci GC + atezolizumab
ve srovnani se samotnou chemoterapii o 2,6 mésice (median OS 16,0 versus 13,4 mésice). P¥i
kombinacni lé¢bé byla srovnatelnd odpovéd na lé¢bu 47%, resp. 44%, ale vyssi zastoupeni kompletnich
odpovédi 13% versus 7% (176).

Odlisnym smérem se ubira cilena lécba, ktera predpoklada identifikaci mutace nebo zvysené exprese
nékterych z genl zodpovédnych za progresi onemocnéni. V roce 2019 byla publikovana prvni studie
faze 2 sinhibitorem FGFR (receptor fibroblastového ristového faktoru) erdafitinibem (177). U
pacientl predlééenych chemoterapii byla zaznamendna odpovéd v 40% pripadl a byl dosazen median
preziti 13,8 mésicl. DalSim z moZnych pfistupl je pouZiti slozenych molekul (konjugdatl) Iéciva
s protilatkou, které se vazou cilené na nadorové antigeny a lé¢ebny Ucinek je teoreticky omezeny na

samotny nador s mensi toxicitou a vétSim ucinkem (178).

Z hlediska chirurgické lécby jsou v soucasnosti zkoumdany moznosti lokalni konsolidacni 1écby u
nemocnych s uzlinovymi metastadzemi v rdmci multimodalniho pfistupu po pfedchozi systémové
terapii, jak bude rozebrano dale v textu (179). Optimalnimi kandidaty jsou pacienti s limitovanym
rozsahem postizeni a s kompletni nebo alespon ¢aste¢nou odpovédi na chemoterapii. Slibnou indikaci
pro chirurgickou lécbu jsou metachronni solitarni plicni metastazy, u téchto nemocnych Ize

metastazektomii dosahnout dlouhodobého preZiti az v poloviné pripadd (180,181). Luzzi et al. na
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souboru 69 pacientd, z nichz 76% mélo solitarni plicni metastazu, dosahli 5-letého OS 52%, median

Casu do progrese byl 37 mésict (181).

6.3.1 Regionalni uzlinové metastazy (cN1-3)

PostiZzeni panevnich uzlin v ¢ase diagndzy (cN1-3) je spojeno s nepfiznivou progndzou. V disledku
nedostatku randomizovanych studii, které by jasné prokazaly optimdlni postup, chybi dlouhodobé
jasné doporuceni léCby pro tuto klinickou situaci (31). | kdyz byli tito nemocni v minulosti v bézné
klinické praxi casto lé¢eni kombinaci chemoterapie a radikdlni cystektomie s lymfadenektomii,
historicky byli nabirani pouze do klinickych studii s paliativni CHT. Tato |écba dosahla ve vybrané

skupiné nemocnych v dobrém klinickém stavu 5letého celkového preziti 20% (7).

V soucasnosti tedy nemame dlkaz podloZzeny randomizovanou studii, Ze lokalni lécba ma pfinos
vtomto stadiu onemocnéni ve srovnani s paliativni CHT. Nicméné vice retrospektivnich studii
poukazuje na efekt konsolidaéni cystektomie s LND, zejména u pacientld s minimalnim uzlinovym
postizenim, kdy se pétileté CSS pohybuje aZ kolem 50 % (182,183). U pacientl s regionalni
lymfadenopatii nepanuje jednoznacna shoda na rozsahu LND. Obvykle se provadi po bifurkaci aorty a

zahrnuje zevni ilické, vnitfni ilické, obturatorni, spolecné ilické a presakralni uzliny.

Co je dulezité, z retrospektivnich studii vyplyva, Ze samotna chirurgickad lé¢ba neni postacujici a
v soucasnosti je optimadlni ji kombinovat s indukéni CHT, kterou dosdhneme zmenseni primarniho
nadoru, ovlivnéni mikrometastaz a nasledné pacient podstupuje konsolidaéni chirurgicky zakrok
(182,184). V nejvétsi retrospektivni studii Galsky et al. zhodnotili 1739 pfipad( z americké National
Cancer Database za obdobi 2003-2012 a prokdazali nejlepsi preziti pti kombinaci chirurgie a
perioperacni CHT (184). Pétileté OS pro samotnou CHT, samotnou cystektomii, kombinaci cystektomie
s adjuvantni CHT a pro indukéni CHT s cystektomii bylo 14%, 19%, 26% a 31%. Ve srovndni se samotnou
CHT snizovala kombinace indukéni CHT s cystektomii riziko umrti o 20% [HR 0,80 (95% Cl: 0,66-0,97)].
Hermans et al. v holandské multicentrické studii popsali dosazeni kompletni patologické odpovédi v
39% u cN1 a v 27% u cN2-3 po indukéni CHT (182). Kombinace indukéni ChT a cystektomie vedlo ke
snizeni rizika umrti o 53%. Negativnimi prediktory preZiti bylo klinické stadium cT4 (HR 1,6) a vétsi

uzlinové postizeni cN2-3 (HR 1,6).

6.3.1.1 Zmény v TNM klasifikaci

Osmé vydani TNM Kklasifikace reflektovalo vysledky retrospektivnich studii, které demonstrovaly lepsi
progndzu, pokud jsou postizeny pouze uzliny na rozdil od visceralnich metastaz (39). Pfispély k tomu i
nedavné prace, které prokazaly slibné vysledky celkového preziti v pripadé regionalni lymfadenopatie
|é¢ené indukéni CHT a konsolidacni cystektomii. Doslo k rozdéleni stadia Ill a IV na podskupiny A a B.
Co je nejdulezitéjsi, postizeni regiondlnich uzlin bylo pfesunuto do stadia Ill a v ramci stadia IV bylo

vydéleno postiZeni supraregionalnich uzlin (stadium IVA) (185).
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TNM 7.vydani (2010) TNM 8.vydani (2017)
Stadium | T1 NO MO T1 NO MO
Stadium Il T2 NO MO T2 NO MO
Stadium IlIA T3-4a NO MO T3-4a NO MO
T1-4a N1 MO

1B T1-4a N2-3 MO
Stadium IVA T4b nebo N1-3 nebo M1 T4b nebo M1a

IVB M1b

Tab.5 Zmény v TNM klasifikaci mezi 7. a 8. vydanim (39).

6.3.2 Supraregionalni uzlinové metastazy (cM1a)

V posledni dekadé se ojedinéle setkavame s retrospektivnim zhodnocenim chirurgické [é¢by u malych
soubor( pacient( se supraregionalni lymfadenopatii, postihujici retroperitonealni uzliny v oblasti od
bifurkace aorty kranidlné k rendlnim cévam (179). Jedna se o experimentalni postup, jelikoz opét
nemame k dispozici randomizovanou studii srovnavajici vysledky se standardni paliativni CHT. Tato
|éCba je nabizena pouze vysoce selektované skupiné pacientll s nejlepsi odpovédi na chemoterapii,
ktefi dosahli kompletni nebo minimalné caste¢né odpovédi, a je proto sporné, jestli by se jejich
relativné vysoké pétileté CSS 24-36% liSilo i bez chirurgické |é¢by (186-188). DeVries et al. publikovali
zkusenosti s [écbou 14 pacientl s kompletni nebo ¢astecnou odpovédi na chemoterapii. Trileté CSS
bylo 36 %, ale median preziti pouze 10 mésicl i pres dobrou odpovéd na CHT (186). Podobné vysledky
uvadi Sweeney et al. na skupiné 11 nemocnych, ktefi dosahli 4-letého CSS 36% s medianem preZiti 14
mésicl (187). Nejvétsi soubor 61 pacientl |écenych v 34 centrech publikoval v roce 2019 Necchi et al.
Autofi pfi retrospektivnim srovndni celkového preZziti u 116 nemocnych lé¢enych samotnou CHT a 61
s konsolida¢ni operaci s retroperitonedlni LND neprokazali prinos chirurgické 1écby [HR 1,12 (95% CI:
0,68-1,84)] (189). Vysledky muizZou byt ovlivnény heterogenitou zkoumané populace a poskytnuté

péce, spolehlivéjsi data by pfinesla pouze randomizovana studie.

6.3.3 Vlastni prispévek k problematice

Na nasem pracovisti se dlouhodobé vénujeme chirurgické |écbé lokalné pokrocilych nddor(i mocového
méchyre. V pfipadé klinického nalezu uzlinovych metastdz byla historicky pacientim nabizena
radikdlni cystektomie s lymfadenektomii a pacienti v dobrém zdravotnim stavu, bez pooperacnich
komplikaci, pokracovali adjuvantni CHT. Od roku 2010 jsme zménili pfistup a pacientlim je nabizena
predoperacni indukéni CHT v protokolu 4 cykld gemcitabinu a cisplatiny. Naslednou konsolidac¢ni
cystektomii s panevni LND po bifurkaci aorty podstoupili vSichni nemocni, u kterych nedoslo k progresi

onemocnéni béhem chemoterapie.
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V nasSich analyzach jsme zhodnotili jak zkuSenosti s multimodalni lé¢bou na vlastnim souboru
nemocnych s regionalni a supraregionalni lymfadenopatii, tak aktualni stav péce na celorepublikové
Urovni podle dat z Narodniho onkologického registru. V roce 2018 jsme publikovali kratkodobé
onkologické vysledky u 25 pacientl v praci ,Clinically node-positive bladder cancer: oncological
results of induction chemotherapy and consolidative surgery” (pfiloha 10.10) (190). Pfi interpretaci
nasich vysledkd jsme byli limitovani malym rozsahem souboru, nicméné jsme ukazali, Ze &ast
nemocnych, zejména s minimalnim uzlinovym postizenim, se mize vylécit kombinaci indukéni CHT a
konsolidaéni cystektomie s LND. Trilete CSS a PFS dosahlo 52% a 39%, coi odpovidd jinym
publikovanym pracim (186-188). Progndza nemocnych se odvijela od rozsahu uzlinového postizeni a
odpovédi na chemoterapii. Ttileté PFS bylo 56% u cN1 na rozdil od 33% u cN2-3 onemocnéni.
Kompletni patologickou odpovéd (ypTONO) jsme zaznamenaly u 28% nemocnych, coZ je v souladu
s frekvenci 15-30% v jinych studiich. Kompletni uzlinova odpovéd (ypNO) byla dosazena dokonce u 40%
pacient(. Pacienti s kompletni odpovédi (ypTONO) méli nejlepsi progndzu s 3letym CSS 83%. Vzhledem
k malému souboru nebylo v univariatni analyze dosazeno signifikantnich vysledk(, nicméné byl patrny
trend k sniZeni rizika recidivy o 79% pfi dosaZzeni kompletni odpovédi (HR 0,21; p=0,13). Naopak,

pretrvavani uzlinovych metastdz po CHT vyznamneé riziko recidivy po operaci zvysuje (HR 2,94; p=0,10).

Dosazeni klinické kompletni odpovédi na chemoterapii podle zobrazovacich metod je velice
nespolehlivé a neznamend, Ze pacienti jiz nepotfebuji konsolida¢ni chirurgickou [é€bu. V nasi préci
meéla tfetina nemocnych s radiologickou kompletni odpovédi ndlez rezidudlniho nddoru v definitivnim
preparatu. V budoucnu zlepseni zobrazovacich metod muze vést k lepsi selekci nemocnych, ktefi

budou mit prospéch z chirurgické IéCby.

V soucasnosti mame odlécenych 43 pacientd, z nichZ 5 nepodstoupilo konsolida¢ni operaci pro rychlou
progresi. Je pravdépodobné, Ze i okamZitd operace bez predchozi CHT by u téchto nemocnych nemohla
zménit pribéh onemocnéni, a ztohoto hlediska predstavuje indukéni CHT i zplsob selekce

nemocnych, ktefi budou nejvice profitovat z lokalni 1éCby.

V prdci ,,Comparison of different treatment modalities outcomes in clinically node-positive bladder
cancer: analysis of a population-based cancer registry” (pfiloha 10.1) (6) jsme zkoumali, jaky typ léCby
podstupuji pacienti v ramci celé Ceské republiky a jaké jsou trendy. Analyzovali jsme data z Narodniho
onkologického registru za obdobi 1996-2015 a identifikovali jsme 1410 pfipadl s nadorem mocového
méchyre cN1-3MO. Po vyrazeni pacientd, ktefi nepodstoupili Zddnou Iécbu kvili progresi onemocnéni,
nebo u kterych chybéla data, zlstalo k zhodnoceni 661 pfipadll. Z tohoto poctu 234 mélo kombinaci
cystektomie a CHT, 195 mélo samotnou CHT a 232 pouze cystektomii. Pétileté celkové preziti bylo u
jednotlivych skupin 25,4%, 21,7% a 12,1%, s mediany preZiti 23, 17 a 10 mésicd. V multivariatni analyze
byly negativnimi prediktory preziti vék nad 60 let (HR 1,29; p=0,011) a klinické stadium cT3-4 (HR 1,39;
p=0,002). Ve srovnani se samotnou CHT sniZila kombinacni lécba riziko imrti o 21% (p=0,044). Pfi
analyze dat podle pétiletych obdobi byl patrny trend k c¢astéjsimu zastoupeni kombinacni lécby
v poslednim sledovaném obdobi (49 % nemocnych) ve srovnani s obdobim 1996-2000 (10 %) a tyto

udaje odpovidaji postuplim podle aktualnich doporuceni.

39



Co bylo zajimavym zjisténim, pouze 44% operovanych pacientll mélo provedenou panevni LND, ktera
by méla byt standardni soucasti operace. Pfi hodnoceni efektu LND se v univaridtni analyze ukazalo, Ze
kombinacni l1écba sniZuje riziko umrti oproti samotné CHT pouze v pfipadé provedené LND (HR 0,69;
p=0,012). Pokud nebyla provedena LND, tak tento efekt vymizel (HR 0,94; p=0,62). Pétileté celkové
preZiti stouplo u kombinacni [éCby pfi provedené LND na 31,9% a bylo vyznamné vyssi nez 21,7% pfi
samotné CHT. Tyto vysledky jsou velice podobné vysledkiim jiz zminéné americké registrové studie,

kde dosahlo 5Sleté OS pfi kombinacni Ié¢bé s predoperacni CHT 32%.

Oproti jinym registrovym studiim jsme méli dostupna data o nadorové-specifickém preziti. Celkem
zemrelo béhem sledovani 507 nemocnych (77%), z nichz 83% na karcinom méchyte. Pétileté CSS bylo
40% v pripadé kombinacni lécby s LND, 30,5% pfi samotné CHT a 18,2% pfi samotné cystektomii.
Kombinacni [écba s LND sniZila riziko Umrti na nddor méchyre o 30% ve srovnani se samotnou CHT (HR
0,70; p=0,035). Pokud nemocni nejsou schopni podstoupit chemoterapii, jejich progndza je velice
nepfizniva. Limitaci nasi prace byla skutec¢nost, Ze data z NOR neobsahuji nékteré typy udajl, a proto
jsme nemohli posoudit efekt rlznych protokoll CHT, komorbidit, rozsahu LND nebo typu nemocnic na

onkologické vysledky.

V soucasnosti se zda, Ze nejlepSim |é¢ebnym postupem u této skupiny nemocnych je radikalni
cystektomie s perioperaéni CHT, co? je i trendem v Ceské republice v poslednich 5 letech. Na druhé
strané predoperacni CHT je stale malo vyuzivana i pfes jasna mezinarodni doporuceni. Jejiho vétsiho
vyuziti Ize dosdhnout pouze lepsi edukaci a zejména uzkou spolupraci urologli a onkologu. V blizké
dobé muzZou vysledky studii s predoperacni lé¢bou checkpoint inhibitory zasadné zménit terapeutické

postupy.

Pacientlim se supraregionalni lymfadenopatii v dobrém klinickém stavu nabizime od roku 2010
indukéni CHT, po které v pfipadé dosazeni kompletni nebo parcidlni odpovédi pfistupujeme ke
konsolidac¢ni cystektomii s panevni a retroperitonedlni LND. Pfedpokladem je malé uzlinové postizeni
retroperitonea a jistota resekability rezidudlniho onemocnéni. Samotna retroperitonealni LND m{ze
byt komplikovdna desmoplastickou reakci po probéhlé CHT. Jedna se o relativné zfidkavou klinickou
situaci a bez multicentrického hodnoceni neni mozné dosahnout vétsich poctu pacientl k zhodnoceni.
Kratkodobé onkologické vysledky u této skupiny nemocnych jsme publikovali v jiz zmifované préci
,Clinically node-positive bladder cancer: oncological results of induction chemotherapy and
consolidative surgery” (pfiloha 10.10) (190). Medidn odstranénych uzlin pfi panevni a
retroperitonedini LND byl 36 (21-40). Trileté CSS dosahlo optimistickych 40%, coZ je srovnatelné
s publikovanymi pracemi (Tab.6), nicméné interpretace musi byt opatrna vzhledem k velikosti souboru

a s védomim, Ze median doby do progrese byl 8 mésicl.
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N 3leté CSS

Sweeney et al 11 36%*
De Vries et al 14 36%
Liu et al 13 42%?*
Mou 7 39%

Tab.6 Srovnani vysledkid u pacientl s cM1a lé¢enych pomoci indukéni chemoterapie a konsolidacni
cystektomie s lymfadenektomii. MOU — Masaryk(v onkologicky Ustav, CSS — nddorové-specifické
preZiti. 4leté CSS, 22leté CSS.

V soucasnosti ma soubor 7 pacient(, aktudlni 3leté CSS je 39% (95%Cl 9-77). U 6 ze 7 nemocnych jsme
zaznamenali progresi onemocnéni, jeden pacient je v kompletni remisi po imunoterapii 66 mésicd,
dalsi preziva 40 mésicl pti paliativni CHT. U jedné pacientky jsme nezaznamenali recidivu po 20
meésicich. U téchto nemocnych se jedna o pokrocilé systémové onemocnéni, proto u nich bez zasadni
odpovédi na systémovou lécbu nelze ocekavat benefit od konsolidacni chirurgické IéCby. S nastupem

moderni imunoterapie se miZe zménit role konsolidac¢ni chirurgie.

7 Zavér

Nadory mocového méchyre jsou z hlediska jejich biologie a klinického pribéhu velice heterogenni
skupinou onemocnéni. Pro neinvazivni nadory je typickd vysokd prevalence a frekvence recidiv.
V soucasnosti se hledaji nové metody vizualizace nador(i a neinvazivnich zplsobl monitoringu
onemocnéni. U invazivnich nadorli je v case diagndzy pfiblizné u poloviny pfipadd pfitomné
mikrometastatické onemocnéni. Velikou duleZitost ma proto perioperacni systémova lécba, z niz
nejsilnéjsi dikazy o pfinosu mame u neoadjuvantni chemoterapie. Karcinom méchyife ma vsechny
predpoklady pro dobrou Gcinnost imunoterapie, jelikoz ze solidnich nddorl ma jednu z nejvyssich
mutacnich naloZi a dobrou imunogenicitu. V blizké dobé budou ukonleny studie s perioperaéni

imunoterapii, které stanovi jeji misto v |écebném algoritmu.

Velkd oc¢ekavani jsou kladena do rodici se molekularni klasifikace karcinomu méchyre, ktera by mohla
mit i prediktivni roli a napomahat pfi volbé systémové lécby. Vyvoj mocovych biomarker( usnadni
monitoring onemocnéni u neinvazivnich nadord a povede k alespon ¢astecnému snizeni frekvence

kontrolnich cystoskopii.

U metastatického onemocnéni mame po dlouhém obdobi stagnace nové mozZnosti |é¢by, jakou jsou
checkpoint inhibitory a cilend lé¢ba. Nemocni s metastatickym postizenim regionalnich uzlin maji
pravdépodobné nejlepsi vysledky pfi kombinaci indukéni chemoterapie a konsolidaéni cystektomie. U
pokroCilych nadorl se jevi velice slibné nové metody tekuté biopsie, napfiklad vysetfeni volné
nadorové DNA v krvi, které mliZze mit vyuZziti v monitoringu onemocnéni a pfi individualizaci |écby diky

vySetfeni genovych mutaci.
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9 Seznam zkratek

ACHT adjuvantni chemoterapie

AUC area under curve

ARID1A AT-rich interactive domain-containing protein 1A
ATM ataxia telangiectasia mutated

Ba/Sq basal/squamous

BCG bacillus Calmette-Guerin

BTA bladder tumor antigen

CDKN2A inhibitor cyklin-dependentni kindzy 2A
CEITEC Central European Institute of Technology
CIS carcinoma in situ

CPS combined positive score

CRP C-reaktivni protein

CSS cancer-specific survival

CcT pocitacova tomografie

ctDNA circulating tumor DNA

CTLA-4 cytotoxic T-lymphocyte-associated protein-4
CR Ceska republika

ddMVAC dose-dense MVAC

DDR DNA damage repair

DNA deoxyribonukleova kyselina

DWI diffusion-weighted imaging

EGFR receptor epidermalniho ristového faktoru
EMDA electromotive drug administration
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FDG-PET
FGFR
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GATA3
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IFNy

IGF
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MAGE-A2
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European organization for research and treatment of cancer
excision repair cross-complementation group 2
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fluorescencni cystoskopie

fluorodeoxyglukdzova pozitronovd emisni tomografie
receptor fibroblastového rlstového faktoru
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GATA binding protein 3

gemcitabin, cisplatina

glutation S-transferdza M1

chemoterapie

chemohypertermie

hazard ratio

index konkordance

interferon gama

insuline-like growth factor

interleukin

lyzin-specifickd demetylaza 6A
histone-lysine-N-mettyltrasferase

long noncoding RNA; dlouhé nekddujici RNA

lymph node dissection

ztrata heterozygozity

luminal nonspecified

luminal papillary

luminal unstable

melanoma-associated antigen 3

metastasis associated lung adenocarcinoma transcript 1

mouse double minute 2
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miRNA
MMC
MoU
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mRNA
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MVAC
NACHT
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NBI
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NMIBC
NMP22
NLR
NOR
NPV
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0sS
PD-1
PD-L1
PFS
PPARG
PIK3CA
PTCH1
PUNLMP
RARC
RAS
RB1

RFS

muscle invasive bladder cancer

mikroRNA

mitomycin

Masaryklv onkologicky Ustav

magnetic resonance imaging; magneticka resonance
messenger RNA

mutS homolog 1

metotrexat, vinblastin, adriamycin, cisplatina
neoadjuvantni chemoterapie

N-acetyl transferaza

narrow-band imaging

neuroendocrine-like

non-muscle invasive bladder cancer

nuclear matrix protein 22

neutrophil-to-lymphocyte ratio

Narodni onkologicky registr

negativni prediktivni hodnota

opticka koherentni tomografie

overall survival

programmed cell death 1

programmed cell death ligand 1

progression-free survival

peroxisome proliferator-activated receptor gamma
katalytickd subjednotka alfa fosfatidylinositol-kindzy
gen Patched-1

papilarni urotelidini neoplazie s nizkym malignim potencidlem
roboticky-asistovana radikalni cystektomie

rat sarcoma

retinoblastoma 1

recurrence-free survival

58



siRNA small interfering RNA

TCGA The Cancer Genome Atlas

TERT telomerase reverse transcriptase
TGF-R transforming growth factor beta
TMT trimodal therapy

TP53 tumor protein p53

TSC1 tuberous sclerosis 1

TUG1 taurine-upregulated gene 1

TURB transurethral resection of bladder
UCA1 urothelial cancer associated 1
VIRADS vesical imaging reporting and data system
ZEB1 zinc finger E-box binding homeobox 1
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Abstract

Urinary microRNAs (miRNAs) are emerging as clinically useful tool for early and non-invasive detection of various types of cancer including
bladder cancer (BCA). In this study, 205 patients with BCA and 99 healthy controls were prospectively enrolled. Expression profiles of urinary
miRNAs were obtained using Affymetrix miRNA microarrays (2578 miRNAs) and candidate miRNAs further validated in independent cohorts
using qRT-PCR. Whole-genome profiling identified 76 miRNAs with significantly different concentrations in urine of BCA compared to controls
(P < 0.01). In the training and independent validation phase of the study, miR-31-5p, miR-93-5p and miR-191-5p were confirmed to have sig-
nificantly higher levels in urine of patients with BCA in comparison with controls (P < 0.01). We further established 2-miRNA-based urinary
DxScore (miR-93-5p, miR-31-5p) enabling sensitive BCA detection with AUC being 0.84 and 0.81 in the training and validation phase, respec-
tively. Moreover, DxScore significantly differed in the various histopathological subgroups of BCA and decreased post-operatively. In conclu-
sion, we identified and independently validated cell-free urinary miRNAs as promising biomarkers enabling non-invasive detection of BCA.

Keywords: bladder cancer e cell-free miRNAs e urine @ hiomarker @ non-invasive diagnosis

Introduction

BCA is the most common cancer of the urinary tract, with approxi-
mately 430,000 new cases diagnosed in 2012 worldwide [1]. More
than 90% of BCA are urothelial carcinoma, of which around 80% are
non-muscle-invasive  (superficial, NMIBC) tumours. Superficial
tumours frequently recur (50-70%) and can progress to potentially
lethal muscle-invasive form (MIBC, 10-15%) [1]. Patients with BCA
are diagnosed and monitored by urethrocystoscopy and may undergo
multiple resections because of the long-term follow-up. Urethrocys-
toscopy as a standard diagnostic method is expensive, invasive and
in case of carcinoma in situ (CIS) or small papillary tumours, does
not exhibit sufficient sensitivity [2]. A non-invasive tool for BCA diag-
nostics is urine cytology; however, this method suffers from low sen-
sitivity for the detection of low-grade and early BCA [3]. In addition,
several urine-based tests for BCA [4] have been approved for clinical
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use, but are not suitable because of their low specificity. Thus, new
both specific and sensitive non-invasive diagnostic biomarkers are
needed for BCA detection and monitoring.

miRNAs are regulatory short non-coding RNAs involved in the
pathogenesis of wide range of cancers including BCA [5]. Recently,
numerous studies have proved that circulating cell-free miRNAs
exist in various body fluids, such as urine [6]. Urinary miRNAs in
particular present emerging novel class of molecular biomarkers
because of their remarkably high stability and good analytical prop-
erties [7]. In this study, we aimed to identify the cell-free miRNA
biomarkers in the urine for non-invasive detection of BCA by use of
genomewide approach in patients with BCA and age-/gender
matched healthy controls, and to validate the results in independent
cohorts.
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Materials and methods

Patients and controls

Between September 2013 and May 2016, adults undergoing endoscopic
treatment with transurethral resection or radical cystectomy for known
or suspected BCA and healthy controls were recruited for participation
in this prospective observational study at Department of Urologic Oncol-
ogy, Masaryk Memorial Cancer Institute (MMCI). The study has been
approved by ethical committee of MMCI and all participating individ-
uals signed informed consent. Healthy controls included patients sur-
gically treated for benign urological conditions. Patients with active
malignancy or history of any cancer, urinary tract infection, and for-
eign bodies in urinary tract or urolithiasis were excluded from con-
trol group. Urine samples of the patients were collected prior to
surgery. In 13 disease-free NMIBC patients, we collected urine also
post-operatively, 3 months after surgery. In one case, urine was col-
lected during the whole follow-up to enable analysis of the dynamics
of identified biomarkers.

The median age of the 205 patients with BCA (154 males, 51
females) and 99 HC (71 males, 28 females) enrolled were 68 (range
31-86) and 66 (range 51-80) years, respectively. There were 68
cases of low-grade and 137 cases of high-grade tumours included in
the study. NMIBC (Ta, T1, Tis) and MIBC (T2-4) patients were repre-
sented by 140 and 65 cases, respectively. Clinical-pathological charac-
teristics of the cohorts are summarized in Table S1. We further
enrolled 30 patients (20 males, 10 females) with non-metastatic clear-
cell renal cell carcinoma (ccRCC) with median age 66 (range 33-87)
years as a control cohort to evaluate specificity of the identified
biomarkers for BCA.

Sample processing and RNA isolation

Samples of first morning voided urine were collected in 15 ml tubes
with EDTA used for nucleic acid preservation, centrifuged at 4°C at
2000 g for 15 min. Supernatant was collected and stored at -80°C until
analysed. Urine samples were centrifuged again before RNA isolation at
4°C at 12,000 g for 15 min. Total RNA from 1 ml of cell-free urine
supernatant was isolated using Urine microRNA Purification Kit (Norgen
Biotek, Thorold, ON, Canada). Tumour tissue and adjacent bladder non-
tumour tissue were removed within transurethral resection of tumour or
radical cystectomy, placed in in RNAlater™ Stabilization Solution (Invi-
trogen by Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA) and stored at
—80°C until analysed. Total RNA enriched for fraction of small RNA
was isolated using mirvVana™ miRNA isolation kit (Invitrogen by Thermo
Fisher Scientific, Waltham, MA, USA) according to manufacturer’s rec-
ommendations. Quality and quantity of RNA were determined using the
NanoDrop™ 2000 spectrophotometer (Thermo Fisher Scientific, Wal-
tham, MA, USA).

Whole-genome microRNA profiling (discovery
phase)

In the discovery phase of the study, the cell-free urine supernatant of
15 patients with BCA and 16 HC was analysed using GeneChip miRNA

3.0 arrays (Affymetrix by Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA,
USA) enabling detection of 2578 human mature miRNAs. The Gene-
Chip raw data were normalized and statistically evaluated in the envi-
ronment of statistical language R [8] using the Bioconductor package
concerning miRNA profiling combined with hierarchical clustering.
miRNAs meeting the pre-defined selection criteria (fold change > 2.5,
average signal > 3, P < 0.0025) were forwarded to the training phase
of the study.

Quantitative reverse transcription PCR (training
and validation phase)

For validation of microRNA profiling data, concentrations of miR-31-5p,
miR-93-5p and miR-191-5p were determined in the urinary samples of
140 patients with BCA, 67 HC and 30 RCC patients (training phase) and
50 patients with BCA and 16 HC (validation phase) by use of quantita-
tive reverse transcription PCR (qRT-PCR) accordingly to the standard
TagMan MicroRNA Assay protocol (miR-31-5p: 1D002279, miR-93-5p:
ID001090, miR-191-5p: 1D002299; Thermo Fisher Scientific) on Roche
LightCycler 480 PCR system. We included interplate calibrator on each
plate for each assay enabling us to correct for interplate variability.
Quantitatively, all measurements were standardized by use of the same
amount of total RNA entering the reverse transcription and PCR reac-
tion. Regarding absolute quantification approach, chemically synthesized
miRNA oligos (IDT, Coralville, IA, USA) were serially diluted and carried
out in parallel with qRT-PCR of biological samples. Ct values of biologi-
cal samples were converted to absolute concentration of miRNAs in the
cell-free supernatant of the urine (fmol/l) based on relevant calibration
curve equation. For all gRT-PCR measurements, we used interplate con-
trols and non-template negative controls to enable interplate compar-
isons and eliminate contaminations.

Statistical analysis

Differences in microRNA level between compared cohorts were evalu-
ated by Mann-Whitney U-test and Kruskal-Wallis test. The ROC (re-
ceiver operating characteristic) analysis was performed to identify the
optimal cut-off value enabling discrimination of patients with BCA and
HC. Bidirectional stepwise logistic regression model was used to estab-
lish the combined miRNA diagnostic score. Statistical analysis was per-
formed with GraphPad Prism version 6.00 for Windows (GraphPad
Software, La Jolla, CA, USA, www.graphpad.com). P < 0.05 was con-
sidered to indicate a statistically significant difference.

Results

Using whole-genome profiling, we identified 76 miRNAs with signifi-
cantly different levels in the urine of patients with BCA compared to
the urine of HC (P < 0.01), thereof 64 had higher and 12 had lower
levels in the urine of patients with BCA (Table S2, Fig. S1). Genome-
wide microRNA expression data have been deposited in the ArrayEx-
press database at EMBL-EBI (www.ebi.ac.uk/arrayexpress) under
accession number E-MTAB-6102. Based on the discovery phase data
and using pre-defined selection criteria, we selected miR-31-5p, miR-
93-5p and miR-191-5p for further independent validation.

© 2018 The Authors.
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Within training phase of the study, we determined expression
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§_ = e & 2 o 140 patients with BCA, 67 HC and 30 RCC patients. The concentra-
& © |RE T IS ~ tions of miR-31-5p (P < 0.0001), miR-93-5p (P < 0.0001) and miR-
191-5p (P < 0.0001) in the urine of patients with BCA were signifi-
= cantly higher in comparison with both control groups, healthy con-
= trols and patients with RCC (Table 1, Fig. S2A). Subsequent ROC
‘@ analysis reflects ability of miR-31-5p, miR-93-5p and miR-191-5p to
a R 8 X X N distinguish between BCA cases and controls with AUC being 0.78, 0.8
and 0.76, respectively (Fig. S2B). Further, we used logistic regression
- to establish diagnostic score (DxScore) combining expression of
o - B L o o — miR-31-5p, miR-93-5p and miR-191-5p. DxScore enables differenti-
EEENCE S 5 S E ate BCA and HC with the sensitivity of 81% and specificity of 70%
(AUC = 0.83, P <0.0001). In the logistic regression, miR-191-5p
was not statistically significant and independent factor, therefore, we
- 2 . o o o o excluded this miRNA from further analysis and reduced the number
2 % S @ o~ ¥ ~ of candidate diagnostic miRNAs from 3 to 2 that were subsequently
included in the final 2-miRNA-based DxScore = 1.0349-1.7308*miR-
@ 31-5p-1.1144*miR-93-5p (cut-off = 2.2). ROC (receiver operating
ﬁ 3 z characteristic) analysis proved that usage of this 2-miRNA-based uri-
py § s . nary DxScore enables to distinguish between patients with BCA from
- % 8 Z 2 % g & § g HC with the sensitivity of 82% and specificity of 70% and AUC being
S [ENEEEN S 2 (S 2 2 0.84 (Table 1, Fig. 1A and B).
» |8 |= 9 o . .
o [T [B=e v v On independent cohort of 50 BCA cases and 16 HC, we confirmed
:E_ significantly higher expression levels of miR-31-5p, miR-93-5p and
; - miR-191-5p in patients with BCA (P = 0.0009, P < 0.0001 and
fg E P =0.0061 resp., Fig. S2C and D). In the same cohort, we validated
= g_,_ B - analytical performance of 2-miRNA-based DxScore using cut-off
k=] » = [ © S = value obtained within training phase of the study. DxScore was able
% to differentiate patients with BCA and HC with the sensitivity of 74%
o - and specificity of 75% and AUC being 0.81 (Fig. 1D and E). More-
it E over, DxScore allowed to discriminate low-grade and high-grade
£ ‘@ NMIBC cases (P=0.0066, Fig. 1G) and MIBC and NMIBC
= & XN X R % & (P=0.0058, Fig. 1H). In addition, we observed significant decrease
£ in miR-31-5p, miR-93-5p and miR-191-5p concentrations (Fig. S2E)
§ 5 & & & < and 2-miRNA-based DxScore in the urinary samples collected
?j ==? = S S o o o 3 mon_ths after surg_ery in disease-free patients pompared to pre-
2 SE2|R 8 ® & 3 operative samples (Fig. 1C). In one NMIBC case with recurrence and
e E=SSNIEN © =N 2 S . available set of follow-up urinary samples, we have shown that miR-
E § 31-5p, miR-93-5p and miR-191-5p (Fig. S2F) and 2-miRNA-based
8 = o DxScore follows the status of the disease (Fig. 1F).
= = o0 = = ~ - = In BCA tumour tissue samples, we observed significantly higher
< £s |V 8 T ° 5 ©xpression levels of miR-93-5p and miR-191-6p (P = 0.002, fold
% S change = 2.6 and P = 0.002, fold change = 2.5, resp.) in compar-
5 o |5 = § ison with control non-tumour bladder tissues (Fig. S3).
3 © | g .-
P R S
sE82s|8 8 8 8 3 ~  Discussion
T =B v = o o o (=) o [<E]
2IE2g8|9 ¢ 9 ¢ ¢ £ , , . -
E $ Urinary cell-free miRNAs are emerging as potential biomarkers of uro-
% . § logic cancers [7]. In our previous study, we have shown that cell-free
£ s = & g s S % = = miRNAs ar.elabundan‘t in qrine pf renal cell carc!nqma patients and pre-
- = = 2 > 2 52> 2 5| 3 sent promlsmg.r?on-l'nvaswe blomgrkers [9]. $|m|lquy, severgl repoﬁs
= = o o o § oo <‘>f<3 s | S described specific miRNA expression profiles in urine of patients with
= E E EE SEEE 8EE | BCA indicating their potential usage for early detection of the disease,
© 2018 The Authors. 3

Journal of Cellular and Molecular Medicine published by John Wiley & Sons Ltd and Foundation for Cellular and Molecular Medicine.



Fig. 1 Analytical characteristics of diagnostic scoring system (DxScore) based on the combination of cell-free miR-31-5p and miR-93-5p concentra-
tions in the urine supernatant. (A) Training phase — DxScore in bladder cancer patients, healthy controls and renal cell carcinoma patients (ANOVA
(Kruskal-Wallis test), P < 0.0001). (B) Training phase — ROC analysis of DxScore to evaluate the ability to distinguish patients with bladder cancer
and healthy controls (P < 0.0001; AUC = 0.84; sensitivity 82%. specificity 70%). (C) Significant decrease in DxScore in urine samples collected
3 months after tumour resection in comparison with pre-operative samples (Wilcoxon Rank Sum Test; P = 0.04). (D) Validation phase — DxScore in
patients with bladder cancer and healthy controls (Mann-Whitney U-test, P < 0.0001). (E) Validation phase — ROC analysis of DxScore to validate
the ability to distinguish patients with bladder cancer and healthy controls using cut-off value from training phase (P < 0.0001; AUC = 0.81; sensi-
tivity 74%. specificity 75%). (F) Dynamics of DxScore within follow-up of patient with bladder cancer developing recurrence of the disease. (G) DxS-
core in low-grade and high-grade NMIBC cases (Mann-Whitney U-test; P = 0.0066). (H) DxScore in MIBC and NMIBC patients (Mann-Whitney U-
test; P = 0.0058).
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prognosis prediction or therapy response [10-12]. However, there is a
low overlap in identified miRNAs in independent studies. Majority of
the studies published so far were statistically underpowered with low
number of patients or with the absent independent validation cohort.
Moreover, these studies suffer either with small analytical perfor-
mance [13] or with diagnostic/prediction systems based on expres-
sion of large number of miRNAs [14] and differed in important
technological aspects, mainly linked to the pre-analytical phase of the
analysis, which can largely affect obtained results [15-17].

In our study, we identified and validated miR-31-5p, miR-93-5p
and miR-191-5p to have significantly higher concentrations in urine
of patients with BCA in comparison with controls. Concentration of
miR-93-5p and miR-191-5p was significantly elevated also in tumour
tissue compared to non-tumour urothelium, which may be associated
with increased secretion of these miRNAs by BCA cells into the urine.
Based on the TCGA BCA dataset, miR-93-5p is significantly up-regu-
lated in tumour tissue in comparison with non-tumour urothelium
and miR-31-5p is the most significantly deregulated miRNA defining
class 4 BCA [18].

We further established and independently validated 2-miRNA-
based urinary DxScore (miR-93-5p, miR-31-5p) enabling sensitive
BCA detection. MiR-191-5p was omitted because of lowest statistical
significance and other monitored outputs (AUC, specificity and sensi-
tivity). Urquidi et al. presented diagnostic model predicting the pres-
ence of BCA with high sensitivity and specificity [14], but based on
the combination of 25 miRNA levels. We believe that reduced number
of biomarkers would be a great advantage for possible clinical appli-
cation of such diagnostic score. In addition to BCA detection, our
DxScore enabled also to distinguish between NMIBC and MIBC and
low-grade and high-grade form of NMIBC and significantly decreased
in the urinary samples collected after surgery in disease-free patients
compared to pre-operative samples. When compared to previous
studies [13, 17], our study is performed on the larger cohort of well-
defined patients with BCA and healthy controls, showing more
promising analytical characteristics of cell-free urinary miRNAs in
BCA than described before.

To conclude, our study is clearly showing the diagnostic potential of
urinary cell-free miRNAs, but further independent studies are needed to
confirm our results and prove potential clinical utility of our 2-miRNA-
based DxScore for non-invasive diagnosis and monitoring of BCA.
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Neoadjuvantni chemoterapie
u invazivnich nadori mocového méchyre

MUDr. Daniel Macik, MUDr. Michal Stanik, Ph.D., doc. MUDr. Jan Dolezel, PhD.
Klinika operacni onkologie, oddéleni urologické onkologie, Masaryklv onkologicky ustav Brno

Standardem lécby invazivnich nadord mocového méchyre je radikdlni cystektomie s panevni lymfadenektomii. Tato Ié¢ba bo-
huzel nepfinesla za poslednich 30 let zasadni zménu ve vysledcich [é¢by. Snahou o zlepseni piezivani pacientl bylo zavedeni
multimodalni kombinované |é¢by. Na invazivni urotelidIni karcinom se zacalo pohliZet jako na systémové onemocnéni, jelikoz
30-50% invazivnich nadorl cT2-T4ANO ma jiz v dobé radikalni cystektomie okultni metastazy. Na zakladé zkusenosti s podavanim
paliativni chemoterapie u pacientl s diseminovanym onemocnénim byla do Ié¢ebného algoritmu invazivniho nddoru mocového
méchyre zafazena perioperacni chemoterapie na bazi platiny. Randomizované studie s neadjuvantni chemoterapii prokazaly 5%
zlepseni celkového preziti pacientl s invazivnimi nadory mocového méchyre.

Kli¢ova slova: invazivni nador mocového méchyre, radikalni cystektomie, neoadjuvantni chemoterapie.

Neoadjuvant chemotherapy for muscle-invasive bladder cancer

Radical cystectomy with pelvic lymph node dissection is a standard of treatment for muscle-invasive bladder cancer. However, no
major improvement of oncological results was seen in the last 30 years. The multimodal therapy was introduced to achieve better
survival of the patients. The muscle-invasive bladder cancer started to be considered a systemic disease as 30-50% of cT2-4N0
tumors have occult metastatic disease at the time of radical cystectomy. Based on experience with palliative chemotherapy for
metastatatic disease, cisplatin-based perioperative chemotherapy was introduced into treatment algorithm of muscle-invasive

tumors. In these patients, randomized trials with neoadjuvant chemotherapy showed a 5% benefit in overall survival.

Key words: muscle invasive bladder cancer, radical cystectomy, neoadjuvant chemotherapy.

Uvod

Karcinom mocového meéchyre je celosvé-
tové nejcastéjsi malignitou mocového traktu.
V Ceské republice se jedna o 5. nejcastéjsi ma-
lignitu u Muzd a 14. u Zen. Incidence v CR se
pohybuje souhrnné okolo 23/100 000 obyvatel
(1,2).U muzd je vyskyt asi 3 Castéjsi (1). 75-85 %
urotelidlnich nadord tvoii superficidlni (svalovinu
neinvadujici) formy (Ta, T1, Tis). Zbytek pfipada
na invazivni, svalovinu infiltrujici nddory T2-4 (3).

U pacientd s nddorem omezenym na méchyf
(pT2) a bez postizeni lymfatickych uzlin (pNO)
skytad samotna radikalni cystektomie 5Sleté preziti
kolem 80%. Pfi extravesikalnim $ifeni se Sance na
Sleté preziti snizuje na 40-50% a pfi pozitivnim

uzlinovém poopera¢nim nélezu se déle snizuje
na 15-35%.V pffpadeé recidivy je nalez distantnich
metastdz castejsi nez lokoregionalnich recidiv
(20-50 % vs. 5-15 % piipadd) (4-8). Tyto ndlezy
podporujf tezi, Ze se jedna jiz v dobé diagndzy
0 systémové onemocnéni a podporuji zavedenti
perioperacni chemoterapie do praxe (5-8).
Soucasna urologickd a onkologicka doporuce-
ni preferuji neoadjuvantni chemoterapii pred ad-
juvantni chemoterapii na zakladé vysledkd kvalitnéj-
$ich dat z randomizovanych studif (3). Metaanalyza
studif s neoadjuvantni chemoterapif prokézala 5%
Zlepseni celkového preziti pacientl s invazivnimi
nadory méchyfe, coz odpovida efektu perioperacni
chemoterapie u jinych typd solidnich nddord (9).

Indikace perioperacni
chemoterapie

Racionalnim oddvodnénim k podani pe-
rioperacni chemoterapie je chemosenzitivita
urotelidinich nddord a Ucinnost chemoterapie
zaloZené na cisplating, kterd byla ovéfena u ne-
mocnych s lokdIné pokrocilym, neoperabilnim
nebo diseminovanym onemocnénim. Odpovéd
na chemoterapii u diseminovaného onemocné-
ni byla 40-60 % (4-9).

Podani neoadjuvantnichemoterapie je indiko-
Vano u pacientd s vysokym rizikem systémového
onemocnént. Tuto skupinu tvoif pacienti s lokalné
pokrocilym nadorem cT3-4 NO. U nddor0 cT2 se
doporucuje neoadjuvantni chemoterapii zvazit ze-
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jména v pifpadé vyskytu negativnich prognostic-
kych faktort (hydronefréza, lymfovaskuldmiinvaze,
variantnf histologie — mikropapilarni, malobunéc-
ny) (10-13). U pacientd s N+ nalezem hovofime
o podaniindukéni chemoterapie s naslednou kon-
solida¢ni cystektomif pfi dobré klinické odpovédi
na chemoterapii. EAU guidelines doporu¢uji poda-
ni neoadjuvantnichemoterapie u viech pacientd
s ndlezem cT2-4 (3, 17). Pro riziko nadbytecné lé¢by
mUZe byt problematickd identifikace pacientd,
ktefi mohou mit z podani chemoterapie profit.
AZ u poloviny pacientd s klinickym stadiem cT2
mUze byt staging podhodnocen, a po nasledné
radikdIni cystektomii je potvrzeno onemocnéni
vys$siho stadia (pT3—4, pozitivni uzlinovy nalez).
Dulezité je také, Ze az 40% pacient( se superficial-
nim urotelidinim karcinomem mocového méchyre,
kteff podstoupili primarné radikalni cystektomii,
mUZe mft onemocnéni stadia pT2 a vy3si. Ani snaha
o vytvoreni predoperacnich nomogramd, které
by predikovaly vysoce rizikové pacienty (pT3-4),
nevedla k vyssf pfesnosti stagingu onemocnénf
ve srovnani's rutinnimi klinickymi vysetienimi, ktera
jsou standardné doporucena (6). Problematicka
je také identifikace non-respondérd, pro které
znamena podani neucinné chemoterapie pouze
¢asovou prodlevu do proveden( radikéIni cystek-
tomie se viemi konsekvencemi.

Neni pfesné stanoven algoritmus poctu cykld
chemoterapie a nacasovani pfesetfeni. Nejcastéji je
indikovano presetfeni pacientl po dvou cyklech
a pii dobré klinické odpovedi je na misté pokra-
Covéani v CHT az do 4 cykld (7). Prozatim nejsme
schopni pfedpovidat vyvoj onemocnéni ani na
zakladé pooperacnich nomogramd, které zahr-
nuji klinické a patologické proménné, histologicky
grading, lymfovaskularniinvazia jiné (6). Divodem
muze byt molekuldrné biologickd heterogenita na-
dorl a tudiz rozdilny klinicky vyvoj onemocnént (4).

Vice studii prokézalo jako pfiznivy prognos-
ticky faktor dosazeni kompletni patologické
odpovédi pT0 (14-16). V metaanalyze 13 studif
a 886 pacientl byla popsana kompletn{ od-
povéd u 29% pacientl a u této skupiny bylo
snizeno riziko umrti o 55% (15). V retrospektivni
multicentrické studii 1130 pacientl s onemoc-
nénim cT2-4NO0 byla zaznamendna kompletn{
odpoved u 41 %, resp. 23 %. Riziko umrti bylo
snizeno o 75 % oproti skupiné bez odpovedi (7).

Rutinni podavéni neoadjuvantni chemote-
rapie se odrazi i v dalsich specifickych kritériich
jako je klinicky stav pacienta, vék, performance
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status (PS 0-1), renélni funkce (eGFR 90+), nefe-
Sitelné krvaceniz tumoru méchyre.

Vysledky studii s neoadjuvantni
chemoterapii

Metaanalyza nékolika studif dokazuje, ze
neoadjuvantni chemoterapie pfed radikalni cy-
stektomif zlepsuje vysledky lé¢by pacientd s in-
vazivnim nadorem mocového méchyre oproti
pacientlim, ktefi podstoupili pouze radikalni
cystektomii. Recentni studie ukazuji, ze neoad-
juvantnf chemoterapie nezvysuje morbiditu ani
mortalitu v asociaci s radikalni cystektomif. Bez
ohledu na vysledky studii, neoadjuvantni che-
moterapie je v uroonkologické obci zatim malo
vyuzivana (5). Nékteré prace uvadf ale vzestup
v zac¢lenéni neoadjuvantni chemoterapie do
multimodaélniho schématu terapie (7, 17-20).

Ve vétsiné randomizovanych studif s ne-
oadjuvantni chemoterapii byli zafazeni jen pa-
cienti s klinicky negativnimi uzlinami cT2-4NO.
Celkové pétileté preZiti se pohybovalo v rozmezi
49-57% (16,19, 20). V roce 2002 byla publikovéna
prvni velkd prospektivni randomizovand studie
s neoadjuvantni chemoterapii, kterou organi-
zovala EORTC v kooperaci s Medical Research
Council. Studie zahrnovala 976 pacient( stadif
T2-4NOMO, kteff byli randomizovani do ramene
s chemoterapif (cisplatina, methotrexat a vin-
blastin) a bez chemoterapie. Mortalita chemo-
terapie byla 1% a nebyl zaznamenan rozdil
v morbidité mezi rameny. Jelikoz cilem studie
bylo zlep3eni 3letého pfeZiti o 10 %, rozdil ve
vysledku nebyl pokladan za signifikantni (rozdil
v preziti byl 6 %) (21, 22).

Vroce 2003 byly publikovany vysledky mul-
ticentrické SWOG studie s 307 pacienty stadia T2-
T4aNo, ktefi byli randomizovani do dvou ramen.
Prvni skupina dostala neocadjuvantni chemote-
rapii M-VAC (methotrexat, vinblastin, adriamycin,
cisplatina) ve tfech cyklech s naslednou radikaini
cystektomif a druhd skupina pouze radikdIni cys-
tektomii. Signifikantné vétsi procento pacient(i v ra-
meni s kombinovanou Ié¢bou nemélo rezidudlni
onemocnént (pT0, 38% vs. 15 %). Celkové pétileté
preZitl bylo prodlouzeno u nemocnych s chemo-
terapif. Ve srovnani s pacienty bez chemoterapie,
neoadjuvantni chemoterapie prodlouzila preziti
ze 46 mésicli na 77 mesicl a sniZila riziko Umrti na
karcinom o 259%. Nejvetsi benefit méli pacienti
s lokalné pokrocilym tumorem (cT3-T4a), 24 mésicl
vs. 65 mésicl s chemoterapif (16).
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Rozsadhla metaanalyza 2 605 pacientd z 11
randomizovanych studif byla publikovéna v roce
2004. Neoadjuvantni chemoterapie obsahuijici
platinu byla asociovana se zlep3enim nadorove
specifického preziti, se snizenim relativniho rizika
umrtf 0 13% a se zvySenim celkového preziti
06,5%. Byla potvrzena souvislost mezi patolo-
gickou odpovédia celkovym prezitim. Mortalita
chemoterapie byla 1,1 % (23).

Dalsi metaanalyza z roku 2005 s 3005 pacienty
obsahovala data z 98 % dostupnych randomizova-
nych kontrolovanych studif s neoadjuvantni che-
moterapif u invazivniho nddoru mocového mé-
chyfte. Vysledky potvrdily signifikantni prodlouzeni
celkového prezivani o 5% a prodlouzenfintervalu
Sletého nadorové specifického preziti o 9 % (9).

M-VAC je standardni lé¢ebnou modalitou
pacientl s pokrocilym a metastatickym one-
mocnénim (20). Vyuziti této kombinace je limi-
tovéano jeji toxicitou, predevsim hematologickou.
Podani kombinace gemcitabin-cisplatiny mélo
stejné onkologické vysledky a Ucinnost u paci-
entd s pokrocilym metastatickym onemocnénim
(25). Retrospektivnim vyhodnocenim Dash, et
al. potvrdili Uc¢innost a bezpe¢nost gemcitabin-
-cisplatiny v neoadjuvantnim podani. Procento
pacientt bez residudlni nemoci bylo po 4 cyklech
podobné jako po podani M-VAC (26).

Recentni metaanalyza publikovéna v roce 2015
Citala 1543 pacientd, ktefi dostali neoadjuvantni
chemoterapii. Ve studii byli zafazenii pacienti s kli-
nicky pozitivnim uzlinovym nalezem (cN+ 17,7 %).
Vysledky potvrdily dobrou bezpecnost a srovna-
telnou Ucinnost M-VAC i gemcitabin-cisplatiny.
Stejné tak nejlepsi vysledky a odpoveéd u pacient
s lokalné pokrocilym high risk onemocnénim (7).

Zaver

RadikaIni cystektomie s extenzivni panevni
lymfadenektomif je standardni lé¢bou invaziv-
niho nddoru mocového méchyre. Metaanalyzy
dat z randomizovanych prospektivnich studif
potvrzuji zlepseni vysledkl (celkového preZitf
a nadorové specifického preziti) u nemocnych
s podanim neoadjuvantni chemoterapie zalo-
7ené na plating, bez zvyseni celkové morbidity
a mortality této kombinacni lé¢by. Multimodalini
pfistup s chemoterapii je indikovan u pacientd

s vy$sim rizikem systémového onemocnéni.
Podporeno MZ CR - RVO (MOU, 00209805).
Autor prohlasuje, Ze zpracovdni ¢ldnku
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SOUHRN

Stanik M, Poprach A, Macik D, Capék |, Jarkov-
sky J, Malugkova D, Mareckova N, Lakomy R, Dole-
Zel J. Neoadjuvantni chemoterapie u invazivnich
urotelidinich nadord méchyre: korelace lé¢ebné
odpovédi a preziti pacientd.

Hlavni stanovisko: V souboru 41 nemocnych
s invazivnimi nddory méchyfe jsme zaznamenali
vysoky podil odpovédi na neocadjuvantni chemo-
terapii. Pacienti s kompletni odpovédi méli signi-
fikantné lepsi dvouleté preZiti bez progrese nez
pacienti s rezidualnim onemocnénim.

Cil: V randomizovanych studiich byl prokazan
pfinos neoadjuvantni chemoterapie (NACH) na cel-
kové preziti. Cllem prace bylo zhodnotit frekvenci
|é¢ebné odpovédi na NACH a vliv na progndzu
onemocnéni.

Soubor pacienti a metoda: V obdobi od
1/2010 do 1072015 podstoupilo 124 pacient( s na-
dorem méchyfe radikaIni cystektomii, z nichz 41
(33 %) dostalo NACH. K chemoterapii byly indiko-
vany nadory cT3-4 nebo cN+, kategorie cT2NO
(37 %) pouze v pfipadé vyskytu rizikovych faktord
jako hydronefréza, nebo lymfovaskularni invaze.

Kritériem zpUsobilosti pro chemoterapii byla
glomerularnifiltrace >50 ml/min a funk¢ni stav dle
ECOG 1. Nejcasté&ji byla podana kombinace gemci-
tabinu a cisplatiny (85 %). Odpovéd na chemotera-
pii byla definovana jako kompletni (ypTONO) nebo
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parcialnf (<ypT INO). Median délky sledovani dosahl
14 mésict (1-71). Dvouleté pfeziti bez progrese
(PFS) jsme posuzovali pomoci Kaplan-Meierovych
kfivek a srovnani preziti v ramci podskupin pomoci
log-rank testu.

Vysledky: Dvouleté preziti bez progrese
onemocnéni bylo v celém souboru 69% (95 %
Cl 52-86), u pacientt s klinicky negativnimi uzli-
nami (cT2-4N0) az 81 %. Kompletni nebo parciaini
odpoved jsme zaznamenali u 41 %, resp. 59 % paci-
entl. Pravdépodobnost dosazeni alespon parcidlni
odpovédi na chemoterapii (<ypT1NO) byla vys3si
u nadord cT2 (76 %) nez u cT3-4 (40%). Dvouleté
preziti bez progrese onemocnéni bylo signifikantné
lepsi v pfipadé odpovédi na chemoterapii: 93 %
u patologického ypT0, 83% u ypl1, 50% u ypl2
a 31% uypl3-4 (p=0,003).

Zavér: Pacienti s odpovédi na NACH méli sig-
nifikantné lepsi dvouleté preZiti bez progrese ve
srovnani s pacienty bez odpovédi. Do budoucna
je nutna lepsi selekce pacient’ k NACH, identifikace
responderd, k cemuz by mohl pfispét vyvoj novych
molekularnich markerd.

KLICOVA SLOVA
Chemoterapie, neoadjuvantni |é¢ba, nadory mo-
Cového méchyre.

SUMMARY

Stanik M, Poprach A, Macik D, Capék |, Jar-
kovsky J, Maluskova D, Marec¢kova N, Lakomy R,
DoleZel J. Neoadjuvant chemotherapy in muscle-
-invasive urothelial bladder cancer: correlation of
response with patients survival.

Major statement: Response rates to neo-
adjuvant chemotherapy were high in our co-
hort of 41 patients with muscle-invasive bladder
cancer. Patients with a complete response had
significantly improved 2-year progression-free
survival compared with the patients with resi-
dual disease.

Aims: Neoadjuvant chemotherapy (NAC) was
shown to improve the overall survival in rand-
omized trials. The aim of the study was to evaluate
the frequency of response to NAC and the impact
on prognosis of the disease.
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Methods: From January 2010 to October 2015
124 patients with bladder cancer underwent radi-
cal cystectomy and 41 of them (33 %) received
NAC. Chemotherapy was indicated in cT3-4 or
cN+ tumours, cT2NO disease only in presence of
risk factors like hydronephrosis or lymphovascular
invasion.

Glomerular filtration rate >50 ml/min and ECOG
performance status <1 were used as chemotherapy
eligibility criteria. Gemcitabine and cisplatin was the
most frequently used regimen (85 %). Response to
chemotherapy was defined as complete (ypTONO)
or partial (<ypT1NO). The median follow-up was 14
months (1-71). The Kaplan-Meier methods were
used to calculate two-year progression-free survival
(PFS) and subgroup survival comparison using
log-rank test.

Results: Two-year PFS rates were 69% (95 %
Cl 52-86) for the whole cohort and 81 % in patients
with clinically negative lymph nodes (cT2-4N0).
Complete or partial responses to NAC were seen
in 41 9% and 59 %, respectively. The probability of at-
taining at least partial response to NAC (< ypT1NO)
was significantly higher in cT2 tumours (76 %) than
in cT3-4 (40%). Two-year PFS was significantly
higher in case of response to chemotherapy: 93 %
in ypT0, 83% in ypT1, 50% in ypT2 and 31 % in
ypT3—-4 (p=0.003).

Conclusion: Patients with a response to NAC
had significantly improved 2-year PFS compared
with the patients without the response. In the
future, the development of new molecular bio-
markers is warranted, that would allow better se-
lection of patients to NAC.

KEY WORDS

Chemotherapy, neoadjuvant therapy, urinary blad-
der neoplasms.

UvoD

V [é¢bé invazivnich nddorl méchyfe nedoslo za
poslednich 30 let k zésadnimu prllomu. Zakladem



lécby je kvalitné provedena radikdlni cystekto-
mie s panevnilymfadenektomil. Bohuzel 30-50 9%
pacientd ma jiz v Case radikalni operace okultni
metastazy, coz je argumentem pro ¢asné podani
systémoveé lé¢by — chemoterapie (1, 2).

Soucasna urologicka a onkologicka doporucenti
preferuji neoadjuvantni chemoterapii (NACH) pred
adjuvantni na zakladé kvalitngjSich dat z rando-
mizovanych studif (3). Metaanalyza studif s NACH
prokazala 5% zlepseni celkového preZiti pacientd
s invazivnimi nadory méchyre, coz odpovida efektu
perioperacni chemoterapie u jinych typd solidnich
nadord, presto neni koncept NACH v urologické
komunité Siroce pfijat (4).

V soucasnosti existuje shoda na indikaci NACH
u lokalné pokrocilych nadord cT3-4 a/nebo cN+
U nador ohraniceného na méchyr (pT2) je i pfi
samotné radikalni cystektomii riziko rekurence rela-
tivné nizké (20-30%), coz je argumentem odpdrc(
NACH u tumort cT2 (5). Nicnéné nepresnost zob-
razovacich metod vede u kategorie cT2 az v 50%
k podhodnoceni rozsahu onemocnéni, a proto se
také u téchto nddord doporucuje zvazit chemote-
rapii, zejména v piipadé vyskytu rizikovych faktord,
jako jsou nélez hydronefrézy nebo lymfovaskularni
invaze (6-8).

Nalez kompletni patologické odpovédi pT0
pfi radikaIni cystektomii snizuje riziko dmrti
0 55 % a je prognosticky pfiznivym ukazatelem
bez ohledu na to, jestli k ni dodlo po samotné
transuretralni resekci (TUR) méchyfe nebo po
resekci a NACH (9). Pétileté nadorové-specific-
ké preziti u téchto pacientl dosahuje 85-90%
a hlavnim pfinosem NACH se zda byt pravé Cas-
t&jsf vyskyt pT0 (3, 5).

DalSim problémem je biologicka heterogenita
urotelidlnich nadord, jejimz projevem je 30% podil
non-responderll mezi pacienty podstupujicimi
chemoterapii. V soucasnosti chybi spolehlivé
klinické a molekularni prediktory, které by nam
umoznily identifikovat tuto skupinu nemocnych,
ktefi nebudou mit prospeéch z NACH.

Cilem nasi prace je retrospektivni zhodnocenti
frekvence odpovédi na NACH, posouzeni jejiho
prognostického vlivu a identifikace klinickych pre-
diktord odpovédi.

ORIGINALNI PRACE

SOUBOR PACIENTU A METODA

Za obdobi od 1/2010 do 10/2015 podstoupilo
v Masarykové onkologickém Ustavu 124 pacient(
s invazivnim nadorem méchyfe radikalnf cystek-
tomii, z nichz 45 (36 %) dostalo NACH. Z hodno-
cenf byli vyfazeni tfi pacienti s podezfenim na
vstupni postizeni uzlin nad Urovni bifurkace aorty
a jeden pacient s malobuné&nym karcinomem.
U 41 hodnocenych nemocnych tvofil urotelidlni
karcinom dominantni ¢ast histologie nadoru.

K chemoterapii byly indikovany nadory cT3-4
a/nebo cN+. U kategorie cT2NO (37 %) pouze v pfi-
padeé vyskytu rizikovych faktord jako hydronefréza,
lymfovaskularni invaze nebo histologicka varian-
ta urotelidiniho karcinomu (mikropapilarni typ).
Zakladnf stratifikaci v rdmci souboru tvofil nalez
lymfadenopatie pfi diagndze onemocnéni, ¢imz se
soubor rozdélil na skupiny cT2—-4N0 a cT2-4N1-3,
Citajict 27 (66 %), resp. 14 (34 %) nemocnych.

Kritériem zpUsobilosti pro ChT byla glomerular-
nf filtrace >50 ml/min a funk¢ni stav dle ECOG <1.
Nejcastéji byla podana kombinace gemcitabinu
a cisplatiny (GC) v 85%, v pfipadé rendlni insufici-
ence byla v poc¢atecnich letech cisplatina nahraze-
na karboplatinou u Sesti pacientt. Do konce roku
2013 byly podavany tfi cykly NACH s intervalem
28 dni, od ledna 2014 pak ctyfi cykly po 21 dnech.
U kazdého pacienta jsme retrospektivné hodnotili
dodrzeni pfedepsané davky chemoterapie pomoci
John Hopkins Dose Index (JH-DI) (10). Odpovéd
na chemoterapii byla definovana jako kompletni
(ypTONO) nebo parcidlni (<ypTTNO).

Median délky sledovani dosahl 14 mésict (1-71).
Sledovani bylo definovdno dobou od radikalni
cystektomie do posledni kontroly nebo do zazna-
menani recidivy nebo po umrti z jiné pficiny.

Retrospektivné jsme posuzovali vztah jed-
notlivych klinickych charakteristik a odpovédi na
chemoterapii. Hodnocené proménné byly vék,
pohlavi, kategorie cT a cN, primarné invazivni ver-
sus progredujici neinvazivni nador, makroskopicky
kompletni versus nekompletni TUR, lymfovasku-
larni invaze, hydronefrdza, vstupni glomerularni
filtrace (eGFR), protokol chemoterapie a John
Hopkins Dose Index.
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Za ukazatel onkologickych vysledkl jsme vzhle-
dem ke kratké dobé sledovani zvolili dvouleté
preziti bez progrese (PFS), které jsme posuzovali
pomoci Kaplan-Meierovych kfivek a srovnani preziti
v rdmci podskupin pomoci log-rank testu. Schop-
nost predikce byla hodnocena pomoci logistické
regrese a kvantifikovana OR (,odds ratio”) s inter-
valem spolehlivosti a p-hodnotou. Za statisticky
signifikantni byly povaZzovany hodnoty p<0,05.

VYSLEDKY

Charakteristika souboru je uvedena v tabulce 1. Pri-
mérny veék pacientl byl 63 let (42-76), muZi a Zeny
tvofili 73%, resp. 27 % a median délky sledovani
dosahl 14 mésicd (1-71). Klinicky lokalizované (cT2)
a lokalné pokrocilé onemocnéni (cT3-4) mélo 21
(51 %), resp. 20 (49 %) pacientl a panevn{ lymfade-
nopatii dle vstupnich zobrazovacich vysetfeni 14
(349%) nemocnych. Vsichni pacienti podstoupili
radikalni cystektomii po NACH, 30denni mortalita
byla 2 %.

Dvouleté preZiti bez progrese (PFS) dosahlo
69 % (95 %Cl: 52,86), k progresi doslo u deseti pa-
cientll s medianem deset (3-27) mésict (obra-
zek 1). U pacientd s klinicky negativnimi uzlinami
(cT2-4N0) bylo dosazeno dvouleté PFS 81 %, horsi
vysledky jsme zaznamenali u pacientU s klinickym
postizenim uzlin (cT2-4N1-3) 52 %, s medianem
preziti bez progrese 2,3 let (obrazek 2).

Tab. 1. Charakteristika souboru pacientti
Tab. 1. Patient characteristics

Charakteristika N=41
Veék (pramér, rozsah) 63 (42-76)
Pohlavi:

B Muzi 30 (73 %)
E Zena 11 (27 %)
Chemoterapie:

m cisplatina + gemcitabin 35 (85 %)
m karboplatina + gemcitabin 6 (15%)
Klinickd T kategorie:

mCl2 21 (51%)
m C[3-4 20 (49 %)
Klinickd N kategorie:

m cNO 27 (66 %)
m cN1-3 14 (34 %)
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Odpovedi na chemoterapii jsme dosahli celko-
Ve U 24 (59 %) nemocnych, kompletni a ¢aste¢nou
u 17 (41 %), resp. 7 (18%) (tabulka 2). Vy3si prav-
dépodobnost odpovédi na NACH byla u klinicky
lokalizovanych nadorC (cT2) 76 % nez u lokalné
pokrocilych (cT3-4) 40% (p=0,028). U nadorl cT2
jsme zaznamenali lepsi dvouleté PFS 76 % oproti
62 % u cI3-4 onemocnéni, rozdil viak nebyl stati-
sticky signifikantni (p=0,309).

Obr. 1. Pravdépodobnost preziti bez progrese
v celém souboru

Fig. 1. Probability of progression-free survival in the
whole cohort of patients

Obr. 2. Pravdépodobnost pieZiti bez progrese u pa-
cientd s klinicky negativnimi a pozitivnimi uzlinami

Fig. 2. Probability of progression-free survival in pati-
ents with clinically negative and positive lymph nodes



Obr. 3. Pravdépodobnost preZiti bez progrese v ce-
lém souboru podle odpovédi na chemoterapii

Fig. 3. Probability of progression-free survival by
response to chemotherapy

Dvouleté PFS se v rdmci celého souboru sig-
nifikantné lisilo podle odpovédi na chemoterapii
a dosahlo 93 % ve skupiné ypT0, 83% u ypT1,
50% uypT2 a 31 % uypl3-4 (p=0,003) (obra-
zek 3). Podobné u nemocnych bez uzlinovych
metastdz po NACH (ypNO) bylo dosazeno vyssi
dvouleté PFS 82 % oproti 50% u ypN2 a 0%
u ypN3 (p=0,049).

Viyrazné lepsi vysledky jsme zaznamenali u na-
dord bez vstupni lymfadenopatie (cT2-4N0), kde
jsme az u 18 z 27 (67 %) pacientl zaznamenali
odpovéd na chemoterapii a pouze u Sesti (22 %)
nemocnych pretrvavalo lokalné pokrocilé onemoc-
néni (ypT3-4). Dvouleté PFS Cinilo 100% u ypl0,
ypT1iypl2, aviak pouze 33% u ypT3-4.

ORIGINALNI PRACE

Univaridtnim prediktorem kompletni patologic-
ké odpovédi (ypT0) bylo z hodnocenych promén-
nych pouze onemocnénf cT2 versus cT3 (OR 0,15;
p=0,032) a naznaceny trend jsme zaznamenali
v pfipadé makroskopicky kompletniho versus ne-
kompletniho TUR (OR 0,30; p=0,128) (tabulka 3).
Multivaridtni analyza nebyla provedena pro maly
pocet subjektd.

DISKUZE

Vysledky samotné chirurgické 1é¢by invazivnich
nadord méchyfe, zejména u lokalné pokrocilého
onemocnéni, jsou neuspokojivé a ke zlepseni ma-
Zou vést pouze opatfeni cilena na ¢asnéjsi diagnos-
tiku nebo efektivni systémova lé¢ba. Metaanalyzou
studii s NACH bylo prokdzano zlepSeni pétiletého
celkového preziti 0 5%, coz odpovida 13% snizeni
rizika Uumrti (4). | pfes prokazany benefit NACH u in-
vazivnich nddorl méchyre je viak tento koncept
multimodalni Iécby malo vyuzivany. Moznym vy-
svetlenim jsou obavy z toxicity Iécby a z odkladu
radikaInf operace u non-responderd.

V nasi praci jsme retrospektivné zhodnotili 41
pacientl s NACH, u kterych bylo dosazeno dvou-
letého preziti bez progrese 69 %. Vsichni pacienti
podstoupili radikalni cystektomii po chemoterapii
a 30denni mortalita kombinované Ié¢by byla pouze
2 %. Pfi pohledu na skladbu pacientt jsou v naSem
souboru na rozdil od publikovanych randomizova-
nych studif zastoupeni také pacienti s klinicky pozi-
tivnimi uzlinami pfed NACH (34 %), coz znemozZnuje

Tab. 2. Odpovéd na neoadjuvantni chemoterapii podle jednotlivych stadii. CR — kompletni odpovéd, PR —

cdste¢nd odpoveéd

Tab. 2. Response to neoadjuvant chemotherapy stratified by the stage of the disease. CR — complete response,

PR - partial response

ypTONO (CR) | ypTa-1NO ypT<1 (PR) ypT2NO ypT3-4N0 ypN1-3 Celkem
cl2-4N0 13 (48%) 5 18 (67 %) 3 6 0 27
12 9 (56 %) 4 13 (81%) 2 1 0 16
cl3-4 4 (36%) 1 5 (45%) 1 5 0 1
CI2-4N1-3 4 (29%) 2 6 (43 %) 1 1 6 14
cl2 2 (40%) 1 3 (60%) 0 0 2 5
cl3-4 2(22%) 1 3(33%) 1 1 4 9
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Tab. 3. Univaridtni analyza rizikovych faktor’ patologické kompletni odpovédi pomoci metodiky logistické

regrese. OR = odds ratio, Cl = interval spolehlivosti

Tab. 3. Univariate analysis of pathologic complete response risk factors using logistic regression. OR = odds

ratio, Cl = confidence interval.

Proménna OR (95% CI) P hodnota
Vék (roky) — spojité 1,02 (094; 1,11) 0,583
Pohlavf: Zena/muz 0,75 (0,18; 3,11) 0,689
Cl: cT3/cT2 0,15 (0,03;0,85) 0,032
cT4/cT2 0,83 (0,14; 5,08) 0,843
¢N: cN1-3/cNO 0,58 (0,16; 2,19) 0,424
Progredujici neinvazivni/primérné invazivni nddor 0,81 (0,17;3,99) 0,800
Paliativni TUR/ makroskopicky kompletn{ TUR 0,30 (0,06; 1,42) 0,128
Lymfovaskularni invaze, N 29 1,63 (0,32; 8,4) 0,562
eGFR pfed ChT - spojité 0,31 (0,02; 4,16) 0,378
>1,2 ml/s/0,6-1,2 ml/s 0,91 (0,23; 3,59) 0,888
Carboplatina, Gemzar/cDDP, Gemzar 215041, 11,2) 0,362
John Hopkins Dose index:

m 4 cykly/2 cykly nebo 3 cykly s redukcf 2,07 (0,4;10,85) 0,387
m 3 cykly nebo 4 cykly s redukci/2 cykly nebo 3 cykly s redukci 1,75(0,31;9,75) 0,523
Hydronefréza 1,01 (0,26; 3,96) 0,986
'odds ratio a jeho statistickd vyznamnost odvozena z logistické regrese

lodds ratio and its statistical significance derived from logistical regression

pifmé srovnani celého souboru. V randomizovanych
studiich s NACH, do kterych byli zafazeni vétSinou
pouze pacienti s klinicky negativnimi uzlinami
CI2-4N0, se pétileté celkové preziti pohybovalo
v rozmezi 49-57 % (11-13). V nasi srovnatelné skupiné
27 pacientt cl2-4N0 jsme zaznamenali optimistické
dvouleté PFS 81 %, které je ale pravdépodobné
ovlivnéno kratkou dobou sledovani.

Vicero studii prokazalo, ze dosazeni kompletni
patologické odpovedi pT0 je prognosticky pfizni-
vym ukazatelem (5, 9, 11). V metaanalyze 13 studif
a 886 pacientl Petrelli et al. popsali kompletni od-
povéd u 299% nemocnych a u této skupiny bylo sni-
Zeno riziko umrti o 55% (9). V nejvétsi retrospektivni
multicentrické studii 1130 pacient s onemocné-
nim cT2-4NO0 Zargar et al. zaznamenali celkovou
a kompletni odpoved u 41 %, resp. 23 %. Riziko
umrti bylo u nich snizeno o 75% oproti skupiné
bez odpovédi (14). Zastoupeni lokalné pokroci-
lych nadord bylo 53 %, coz je srovnatelné s nasim
souborem, a autofi hodnotili pouze pacienty, ktefi
dostali alespon tfi cykly chemoterapie.

VWborné onkologické vysledky spojeny s nalezem
pl0 pfi cystektomii se nelisi, jestli k nim doslo po sa-
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motném TUR tumoru nebo po TUR a nasledné NACH.
Rozdil v pfeZiti se zda byt zplsoben vyssim podilem
25-38% pacientl s pT0 po NACH oproti 12-15% po
samotné transuretralni resekci (11-13). V nasem sou-
boru jsme zaznamenali odpoved na chemoterapii
(ypI<1) u 59% pacient(, z toho kompletni a ¢astecnou
odpoveéd u 41 9%, resp. 18% pripadd. V podskupiné 27
pacientd s klinicky negativnimi uzlinami cT2-4N0 jsme
dosahli odpovedi u 67 % nemocnych a az 48% tvo-
fili kompletni odpovédi. Tyto vysledky jsou lepsi nez
v randomizovanych nebo vétsich retrospektivnich
studiich, kde se celkova odpovéd (ypl<1) a kompletni
odpoved (ypl0) pohybuje v rozmezi 22-58 %, resp.
10-38% (11, 14). Vy35i podil pacientl s ypl0 v nasem
souboru mdize souviset s malym poctem pacient(,
jejich selekci a navic se jedna o vysledky z jednoho
pracovisté s relativné uniformnim 1é¢ebnym pro-
tokolem. Pozitivni je, Ze také ve skupiné se vstupni
panevni lymfadenopatii jsme dosahli relativné vysoké
odpovédi na NACH 43 %, kompletni odpovéd jsme
zaznamenali u 29% a dvouleté PFS bylo 52% s me-
didnem do progrese 2,3 let.

Velice nepfiznivym faktorem je pretrvavaniin-
vazivniho karcinomu méchyfe po NACH. V pfipadé



nalezu perzistujictho onemocnéni ohrani¢eného
na méchyr (ypl2) je rozhodujici, zda se jednalo
0 pacienta se vstupneé klinicky negativnimi (cNO)
nebo pozitivnimi uzlinami (cN1-3), jelikoz dvouleté
PFS dosahlo v prvnim pfipadé 100% a ve druhém
50%. Naopak, v pfipadé rezidudlniho lokalné po-
krocilého onemocnéni ypT3-4 (27 % pacient),
bylo dvouleté PFS nizké v obou pfipadech a do-
sahlo pouze 33 %, resp. 31 %. Vysledky viak mUzou
byt ovlivnény malym poctem pacientd.

Nékolik studii se snazilo o predikci odpovédi na
NACH, které by umoznilo selektivni podani pacien-
tlim s pravdépodobnym lécebnym benefitem. Zar-
gar et al. popsali klinickou kategorii cT3-4 a aplikaci
jiného chemoterapeutického rezimu nez MVAC
(metotrexat, vinblastin, doxorubicin, cisplatina)
a GC jako negativni prediktivni faktory odpovédi
na NACH (14). V naSem souboru jsme prokazali jako
negativni prediktor pouze kategorii cT3 (OR 0,15;
p=0,032) a trend byl naznacen v pfipadé nekom-
pletniho TUR (p=0,128). Vy3si pravdépodobnost
odpovédi na NACH byla publikovana v pfipadé
veéku pod 60 let a vyssiho poctu aplikovanych cykll
chemoterapie, v naSem souboru ale signifikantné
nevysly (10).

Kvalitni data z randomizovanych studii s NACH
mame ze soucasnych protokold pouze pro MVAC
(11). Pro svou vyssi toxicitu byl vsak MVAC v praxi
z velké ¢asti nahrazen kombinaci GC, nicméné
data potvrzujici non-inferioritu této kombinace
pochazeji z randomizované studie u metastatic-
kého onemocnéni a v pfipadé NACH jenom z re-
trospektivnich studii (15). Podily pacientd, ktefi
dosahli kompletni odpovédi, se ale mezi protokoly
v retrospektivnim hodnoceni nelisi (14).

Je nutné pfipomenout, Ze i pfes pokroky v sys-
témové |é¢bé je pro progndzu pacienta rozhodujici
kvalita chirurgické 1écby. Peclivost lymfadenekto-
mie nebo vyskyt pozitivnich okrajd sehravaji zasad-
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nf roli. V jedné z randomizovanych studif s NACH
(SWOG 8710) byl signifikantni rozdil v pétiletém
celkovém preziti 44 %, resp. 61 %, pokud méli pa-
cienti pfi operaci odstranéno méné nebo vice nez
deset uzlin (16). V nasem souboru byl median od-
stranénych uzlin 24 (IOR 18-30).

Limitaci studie je kratkd doba sledovani
14 mésicd, coz neumozniuje optimalni zhodnoceni
onkologickych vysledkd. Na druhé strané dvouleté
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po operaci. Nuhn et al. prokazali na 1738 pacien-
tech 86% souhlas mezi dvouletym PFS a pétiletym
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roli nez soucasné klinické prediktory (19) a velikym
pfislibem jsou nové moznosti systémové terapie,
jako je cilend |é¢ba nebo imunoterapie.

ZAVER

V nasem souboru jsme zaznamenali vysoky podil
odpovédi na NACH. Pacienti s kompletni odpo-
vedi méli signifikantné lepsi dvouleté preziti bez
progrese nez pacienti s rezidualnim onemocnénim.
Soucasné klinické prediktory odpovédi na
chemoterapii jsou nedostatecné a je nutny vyvoj
novych biomarkerd, které umozni identifikovat
respondery a selektovat podani NACH.
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SOUHRN

Mareckova N, Stanik M, Capék |, Macik D, Jar-
kovsky J, Maluskova D, DolezZel J. Prognosticky vy-
znam parametr( vychézejicich z poméru neutrofill
k lymfocytdm u invazivnich nddord mocového
méchyre.

Hlavni stanovisko: Elevace poméru neutrofild
k leukocytlim, jako marker systémové zanétlivé

reakce, byla potvrzena jako negativni prediktor
nadoroveé-specifického preziti v souboru 110 pa-
cientd, ktefi podstoupili radikdInf cystektomii pro
invazivni nador mocového méchyre.

Cil: Cilem nasi prace bylo zhodnotit prognos-
ticky vyznam longitudindlné méfenych markerd
systémové zanétlivé reakce NLR (neutrophil-to-
-lymphocyte ratio) a zného odvozeného dNLR (de-
rived neutrophil-to-lymphocyte ratio) u pacientd
podstupujicich radikalnf cystektomii.

Soubor pacientd a metoda: Soubor byl
tvofen 110 pacienty s invazivnim nddorem mo-
¢ového méchyre, ktefi v letech 2006-2014 pod-
stoupili radikalni cystektomii bez neoadjuvantni
chemoterapie. U téchto pacientd byly retrospek-
tivné shromazdény vysledky krevnich odbérd
a vypocteny parametry NLR a dNLR pfed operaci,
tfi az pét mésicl po operaci a v ¢ase recidivy.
Pacienti byli dle hladin NLR a dNLR rozdéleni do
dvou skupin rizika podle cut-off hodnot 3,9 pro
NLR a 2,7 pro dNLR. Kaplan-Meierova analyza
byla pouZita k posouzeni pétiletého nadoroveé-
-specifického preZiti a schopnost predikce byla
hodnocena pomoci logistické regrese a kvanti-
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fikovéna HR (,hazard ratio”) s intervalem spoleh-
livosti a p-hodnotou.

Vysledky: Pooperacni elevace NLR a dNLR byly
negativnimi prediktory naddorové-specifického pre-
Ziti. Pétileté nddorové-specifické preziti dosahlo
64 % v pfipadé NLR<3,9 oproti 42 % u NLR>39
(HR 2,0; p=0,043). Podobné u dNLR<2,7 bylo péti-
leté nadorové-specifické preziti 63 % ve srovnani
s 30 % u dNLR>2,7 (HR 3,7, p=0,002). U pfedope-
ra¢nich hodnot NLR a dNLR nebyly rozdily v preziti
signifikantni. V case recidivy byla vyssi hodnota
NLR a dNLR spojena s kratkym medidanem preziti
Ctyf, resp. tif mésicd ve srovnani se 14 a 12 mésici
v pfipadé hodnot nizsich nez cut-off.

Zavér: NLR a dNLR jsou jednoduché a levné
markery systémové zanétlivé reakce a maji pro-
gnosticky potencial u invazivnich nadorl moco-
vého méchyre. Umoznuji identifikovat vysoce rizi-
kové pacienty v ¢ase po cystektomii a pfi recidive
onemocnént.

KLICOVA SLOVA
Nadory mocového méchyre, prognéza, biomarke-
ry, zanétliva reakce.

SUMMARY

Mareckova N, Stanik M, Capék |, Macik D, Jar-
kovsky J, Maluskova D, Dolezel J. Prognostic sig-
nificance of parameters arising from the ratio of
neutrophils and lymphocytes in invasvie bladder
neoplasms.

Major statement: Elevated lymphocyte to
neutrophile ratio as a marker of systemic inflam-
mation, was confirmed as negative predictors of
cancer-specific survival in the group of 110 patients,
who underwent radical cystectomy for invasive
urothelial carcinoma of urinary bladder.

Aims: The aim of our study was to investi-
gate the prognostic impact of the longitudinal
monitoring of markers of systemic inflammation
neutrophil-to-lymphocyte ratio (NLR, derived NLR)
in patients undergoing radical cystectomy.

Patients and methods: In the period 2006—
2014 110 patients with bladder cancer underwent
radical cystectomy without neoadjuvant chemo-
therapy. Results of blood count before, and 3-5
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months after surgery, and at the time of diagnosis
of relapse, were obtained retrospectively, and pa-
rameters of NLR and dNLR were analyzed. Patients
were divided in two groups according to the NLR
and dNLR with the cut-off values of 3.9 and 2.7
respectively. The prognostic impact of these pa-
rameters on patients’ survival was assessed.

Results: Postoperative elevation od both NLR
and dNLR was a negative predictor of cancer-spe-
cific survival. Five year cancer-specific survival was
64 % in patients with NLR < 3.9 compared to 42 %
in those with NLR > 3.9 (HR 2.0; p=0.043). Similarly,
in case of dNLR, with the cut-off value of 2.7 the
survival rates in the groups were 63% and 30%
respectively (HR 3.7, p=0.002). Pre-operative val-
ues of both parameters showed no prognostic
significance. At the time of relapse, higher values
of NLR and dNLR were associated with shorter
survival (median 4 and 3 months compared to 14
and 12 months).

Summary: Markers of systemic inflammation
showed promising results in identifying high-risk
patients before surgery, as well as in follow-up. In
the case of relapse, they can be helpful in prognosis
prediction. In our study, the values of both NLR
and dNLR obtained 3 months after surgery were
of most importance, with the ability to identify the
group of patients in statistically significant risk of
disease progression.

KEY WORDS
Biomarkers, prognosis, inflammation, urinary blad-
der neoplasms.

UvoD

Urotelidlni karcinom mocového méchyre pred-
stavuje nejcastéjsi malignitu mocového traktu
a ve svété je to osmé nejcastéji diagnostikované
zhoubné onemocnéni (1). Standardni lé¢bou in-
vazivnich nadorl mocového méchyre je radikalni
cystektomie s panevni lymfadenektomif (2). I pres
lé¢bu dochazi u 30-50 % pacientt k recidivé one-



mocnéni (3). Navic, dlouhodobé vysledky po lé¢bé
radikalni cystektomif jsou srovnatelné s vysledky
pred 30 lety (4).

U invazivnich nadorli mocového méchy-
fe chybi jednodussi ukazatelé, ktefi by umoz-
nili stratifikovat pacienty podle prognézy nebo
pfizpusobit adjuvantni [é¢bu. Moznym zdrojem
prognostickych a prediktivnich biomarkerd je
s nddorem asociovana zanétliva reakce. Zanét je
jednim z hlavnich znakd nadorového onemocné-
ni, jehoz progresi podporuje mimo jiné ovlivnéni
rlstu, invaze a migrace nadorovych bunék (5).
Projevuje se nejen na Urovni nddorového mikro-
prostredi, které je infiltrovdno burikami vrozené
i adaptivni imunity, ale plsobenim zanétlivych
cytokind také systémove (6).

Mezi nejjednodussi markery zanétlivé reakce
patff hodnoty odvozené z vysetfeni diferencialniho
krevniho obrazu. Jejich vyhodou je jednoduchost,
dostupnost a moznost snadného longitudindlniho
sledovani (7). Navic pravidelné kontroly krevniho
obrazu jsou soucasti pooperacniho sledovani a ne-
predstavuji zadnou dal3i z&téz pro pacienta.

Vice nedavnych studii prokdzalo spojitost za-
nétlivych ukazateld s prezitim u pacientl se so-
lidnimi nadory. Nejcasté&ji zkoumanymi byly pocty
neutrofill, lymfocytd, trombocytd, hladiny Gre-
aktivniho proteinu (CRP), alouminu, ILl-6 a z nich
ziskané parametry. V posledni dobé je pozornost
upfena na pomeér neutrofill k lymfocytdm (neutro-
phil-to-lymphocyte ratio, NLR) nebo jeho varianta
odvozena z hodnoty leukocytl (derived neutro-
phil-to-lymphocyte ratio, dNLR) (8, 9). Prognosticky
pfinos NLR byl potvrzen také u urotelidlnich nadord
mocového méchyrfe. Vyssi NLR bylo spjato s ne-
pfiznivym histopatologickym nalezem a horsim
nadorove-specifickym preZitim pred i po radikalnf
cystektomii (10, 11). Problémem z(stava definovani
cut-off hodnot k rozdéleni nemocnych podle rizika
progrese.

Cilem nasi prace bylo zhodnotit prognosticky
vyznam longitudinalné méfenych markerd systé-
mové zanétlivé reakce NLR a z ného odvozeného
dNLR u pacientl s invazivnim karcinomem mo-
¢ového méchyfe podstupujicich radikalnf cys-
tektomii.

ORIGINALNI PRACE

METODY

V Masarykové onkologickém ustavu bylo v obdobi
1/2006-8/2014 provedeno 142 radikalnich cystek-
tomif. Do studie byli zafazeni pacienti s karcino-
mem méchyfe cT2-4 NO-3, ktefi pfeZili minimalné
tfi mésice od operace. Pacienti, ktefi podstoupili ne-
oadjuvantni chemoterapii, byli ze souboru vylou-
Ceni. Dana kritéria splhovalo celkem 110 pacientd.

Retrospektivné byly vyhledany zaznamy vyset-
feni krevniho obrazu ve tfech ¢asovych bodech:
pred operaci, tfi az pét mésicl po operaci a u ne-
mocnych, u nichz doslo k progresi, také v ¢ase
detekce recidivy. Zejména v dobé po operaci jsme
se na zakladé klinickych zdznam( snaZili pouzit
vysledek odbéru, kdy nebyly zadné zndmky akut-
niho infek¢niho onemocnéni. Kompletni Udaje
o odbérech krve jsme sesbirali u 93 (85 %) nemoc-
nych pfed operaci, u 107 (97 %) po operacia u 39
nemocnych v case recidivy. Z dohledanych dat
diferencialniho krevniho obrazu byly vykalkulova-
ny dva parametry — NLR, vyjadfujici pomeér poctu
neutrofilt k lymfocytlim, a dNLR, vyjadfujici pomeér
poctu neutrofill a rozdilu leukocytd a neutrofill
(neutrofily/leukocyty — neutrofily). dNLR se vyuziva
zejména ve studiich, kdy neni dostupna hodnota
absolutniho poctu lymfocytl. Doba preZiti byla
stanovena od doby krevniho odbéru do umrti
nebo po posledni kontrolu u Zijiciho pacienta.

Oba sledované parametry NLR a dNLR se cho-
vaji jako spojitd veli¢ina a pro statistické zpra-
covani byly rozdéleny na soubory s vysokym
a nizkym rizikem progrese pomoci arbitrarné
ur¢enych hodnot cut-off v souladu s jiz publiko-
vanymi zkusenostmi v literatufe (10, 12). U NLR byl
stanoven cut-off 3,9 (nizké riziko NLR<3,9; vysoké
riziko NLR>3,9), u dNLR 2,7 (nizké riziko dNLR<2,7:
vysoké riziko dNLR>2,7).

Prognosticky vliv cut-off hodnot NLR a dNLR
jsme posuzovali pomoci pétiletého nadorové-spe-
cifického preziti v pfipadé odbérl pred operaci
a v ase tfi mésice po operaci. U pacientl s recidi-
vou bylo stanoveno dvouleté nddorové-specifické
preziti od doby recidivy. V obou pfipadech bylo
preZiti modelovano pomoci Kaplan-Meierovych
kfivek a pfeZiti srovnano v ramci podskupin pomoci
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log-rank testu. Srovnani charakteristik pacientd bylo
provedeno pomoci ML Chi-square testu pro kate-
gorialni proménné a Mann-Whitneyho U testu pro
spojité proméenné. V jednorozmérné analyze byla
schopnost stanoveni prognézy hodnocena pomo-
ci logistické regrese a kvantifikovana HR (,hazard
ratio”) s intervalem spolehlivosti a p-hodnotou. Za
statisticky signifikantni byly povazovany hodnoty
p<0,05.

VYSLEDKY

Vice nez polovina nasich pacientl byla starsi 65
let, muZi a Zeny byli zastoupeni v 68 %, resp. 32 %.
V 50 % bylo patologem potvrzeno pokrocilé sta-
dium onemocnéni (pT3-4), pres 40 % pacientd
mélo v dobé cystektomie jiz nddorem postizené
lymfatické uzliny (tabulka 1).

Hodnoty pomér’ NLR a dNLR byly zazname-
nany v case pfed operaci, s odstupem tfi aZ péti
mésicl od operace a v Case detekce recidivy. Hod-
nota cut-off byla stanovena arbitrdrné na hodnotu
3,9 u poméru NLR a hodnotu 2,7 u poméru dNLR
k odliseni skupiny s vysokym a nizkym rizikem
progrese. V tabulce 2 je rozdéleni pacientl podle
hodnot zkoumanych pomeér( v ¢ase jednotlivych
krevnich odbérd.

Vztah klinicko-patologickych charakteristik k na-
dorové-specifickému preZiti je uveden v tabulce 3.

Tab. 1. Charakteristika souboru pacienttl

Ze 110 pacientl zemrelo béhem sledovani 42 na
karcinom méchyfe a osm z jiné pficiny. Median
délky sledovani dosahl 39 mésict (3-124), u Zijicich
pacientl 69 mesic (4-124). Pfi univariatni analy-
ze byly ze zakladnich charakteristik negativnimi
prediktory nadorove-specifického preziti (tabul-
ka 3) vék nemocnych nad 75 let (HR 3,4; p=0,007),
pl3-4 (HR 11,3; p<0,001) a pN1 (HR 4,6; p<0,001).
7 vySetfovanych hematologickych marker( vysly
statisticky signifikantné ve vztahu k preZitf pacientd
pooperacni NLR a dNLR (obrazek 2), na rozdil od
jejich pfedoperacnich hodnot (obrazek 1). Poope-
ra¢ni hodnota NLR vétsi nez cut-off 3,9 znamenala
dvojnasobné riziko umrti na karcinom méchyfe
oproti nemocnym s niz$im NLR a pétileté nadoro-
ve-specifické preziti u téchto skupin dosahlo 64 %
(NLR <39)a 42 % (NLR > 3,9) (HR 2,0; p=0,043; ob-
razek 2a). Podobneé pacienti s pooperac¢nim dNLR
vy$sim neZ cut-off 2,7 méli vice nez tfikrat vétsi
riziko Umrti a pétileté nadorové-specifické preziti
bylo 63 % (ANLR <2,7)a 30 % (ANLR > 2,7) (HR 3,7,
p=0,002; obrazek 2b).

V ¢ase pred operaci byl pouze u dNLR naznace-
ny trend k statisticky signifikantnimu rozdflu v pfe-
Zitl. Hodnota dNLR vétsi nez 2,7 byla spojena s ri-
zikem Umrti na nador méchyre o 80% vyssim nez

Tab. 2. Rozdéleni NLR a dNLR u pacientti podle zvo-
lenych hodnot cut-off v case jednotlivych krevnich
odbérd

Tab. 2. NLR and dNLR distribution according to the
cut-off values, at different times of blood sampling

Tab. 1. Patient characteristics cut-off N (%)

N (%) NLR pfed cystektomif <39 69 (74,2 %)

Vek Pod 65 let 48 (43,6 %) >39 24.(25,8 %)
65-74 let 47 (42,7 %) NLR tfi mésice <39 88 (82,2 %)

Nad 75 let 15 (13,6 %) po cystektomi >39 19(178%)

Pohlavi Muz 75 (68,2 %) NLR v ¢ase recidivy <39 19 (48,7 %)
Zena 35(31,8 %) >39 20 (51,3 %)

pl plo 18 (16,4 %) dNLR pred cystektomif <27 74 (79,6 %)
pl1 18 (16,4 %) >2.7 19 (20,4 %)

pl2 19 (17,3 %) dNLR tfi mésice po <27 97 (90,7 %)

oT3-4 55 (50,0 %) cystektomi 527 1093 %)

pN pNO 63 (58,3 %) dNLR v Case recidivy <27 22 (56,4 %)
pN1-3 45 (41,7 %) >2.7 17 (43,6 %)
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Tab. 3. Viiv charakteristik pacient( a zdnétlivych parametrd (binarizované podile cut-off hodnot) na nddorove-
-specifické preZiti pacientd, zhodnoceno univariatni analyzou pomoci metodiky logistické regrese; HR = hazard ratio
Tab. 3. Influence of patient characteristics and inflammatory markers (according to the cut-off values) on
cancer-specific survival; univariate analysis using logistic regerssion; HR = hazard ratio

HR (95% IS) p-hodnota
ek Pod 65 let Referen¢nfi kategorie
65-74 let 1,895 (0,948; 3,788) 0,071
Nad 75 let 3,405 (1,393; 8,322) 0,007
Pohlavi (muz/zena) Muz / Zena 1,544 (0,833; 2,861) 0,168
pl 0-1 Referen¢ni kategorie
2 2,714.(0,607; 12,132) 0,191
3-4 11,330 (3,477; 36,916) <0,001
PN 0/1-3 4,599 (2,378; 8,896) <0,001
NLR pfed cystektomif <39/>39 1,477 (0,745; 2,928) 0,264
NLR tfi mésice po cystektomii <39/>39 2,032 (1,023; 4,036) 0,043
NLR v Case recidivy <39/>39 3,598 (1,644; 7,875) 0,001
dNLR pred cystektomif <27/>27 1,788 (0,887; 3,607) 0,104
dNLR tfi mésice po cystektomii <27/>27 3,688 (1,628; 8,356) 0,002
dNLR v ¢ase recidivy <27/>27 2,996 (1,430; 6,279) 0,004

Obr. 1. Pétileté nddorové-specifické preZiti dle zdnétlivého parametru NLR (a) a dNLR (b) pred cystektomii,
rozliseno podile cut-off hodnot s 95 % IS

Fig. 1. Five year cancer-specific survival according to the values of NLR (a) and dNLR (b) before cystectomy,
divided by the cut-off values (Cl 95 %)

v pifpadé hodnot nizsich nez 2,7 (HR=1,8; p=0,104).
Pétileté nadorove-specifické preziti dosahlo v téch-
to dvou skupinach 38 % a 60 % (obrazek 1b).

V &ase recidivy onemocnéni byly oba ukazatele
NLR (HR 3,6; p=0,001; obrazek 3a) a dNLR (HR 3,0;
p=0,004; obrazek 3b) prediktory délky pfeZiti. Podle

nami zvolenych cut-off hodnot byl soubor rozdélen
priblizné na dvé poloviny, jejichz dalsi progndza se
diametralné lisila. Median preZitl po recidive ve skupi-
nach pacientt s NLR vétsim a mensim nez hodnota
cut-off 39 dosahl 4, resp. 14 mésictl. U odpovidaji-
cich skupin dNLR se jednalo o 3, resp. 12 mésicd.
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Obr. 2. Pétileté nddorové-specifické pieZiti dle zdnétlivého parametru NLR (a) a dNLR (b) tii mésice po cystektomii,
rozliseno podile cut-off hodnot s 95 % IS

Fig. 2. Five year cancer-specific survival according to the values of NLR (a) and dNLR (b) three months after
cystectomy, divided by the cut-off values (Cl 95 %)

Obr. 3. Dvouleté nddorové-specifické preziti dle zanétlivého parametru NLR (a) a dNLR (b) v obdobi po recidive,
rozliseno podile cut-off hodnot s 95 % IS

Fig. 3. Two year cancer-specific survival according to the values of NLR (a) and dNLR (b) at the time of relapse,
divided by the cut-off values (Cl 95 %)

DISKUZE onemocnéni. V poslednich letech je velkd snaha
0 nalezeni novych prognostickych a prediktivnich

RadikdIni cystektomie s panevnf lymfadenek- biomarkerd, které by ndm umoznily vyselektovat
tomii pfedstavuje standard |é¢by invazivniho pacienty podle jejich progndzy a pfizpdsobit jim
urotelidiniho nddoru mocového méchyre. | pres adekvatné rozsah a agresivitu Iécby. V soucasné
lécbu dochazi u 30-50 % nemocnych k recidive studii jsme hodnotili prognosticky potencial lon-

Ces Urol 2016; 20(4): 293-301



gitudindlné sledovanych markerd systémové za-
nétlivé odpovédi NLR a dNLR.

Mechanizmus trvalé aktivace systémové za-
nétlivé odpovédi v pfitomnosti nadorového one-
mocnéni neni Uplné objasnén, ale podili se na ném
pravdépodobné dysregulace imunitniho systému.
Na jedné strané zvysena funkce vrozené, nespe-
cifické imunity, kdy je zanétliva reakce vyvolana
zejména neutrofily a makrofagy, na strané druhé
snizena protinadorova reakce ziskané, adaptivni
imunity, zprostfedkovana lymfocyty. Makrofagy
a neutrofily jsou producenty cytoking, jako je na-
priklad tumor nekrotizujici faktor, interleukin 1,
interleukin 6 a pro-angiogenni vaskularni endo-
telidlni rdstovy faktor (13). Relativni lymfopenie
mUze byt projevem nizké hladiny CD4+ T-helper
lymfocytl hrajicich daleZitou roli v antitumordzni
imunité organizmu. V nddorovém mikroprostfedi
podporuje zanétliva reakce paradoxné rlst a invazi
nadoru (5, 6), na systémové Urovni je dtlezitym na-
sledkem zanétu nepfiznivy vliv na nutrici a funkenf
stav nemocnych (14).

V rozséhlé metaanalyze 100 studif NLR u rdiz-
nych solidnich nddord zkoumali autofi souvislost
NLR a preZiti pacientld. Hodnota NLR vy3si nez
cut-off (median cut-off byl 4) byla nepfiznivym
prognostickym ukazatelem a tito pacienti méli
0 81 9% vyssi riziko umrti. Tento efekt byl pozo-
rovan ve viech podskupinach, lokalizacich one-
mocnéni, ¢i stadiich (8). Podobné vysledky byly
prokazany také u karcinomu mocového méchyre.
Gondo et al. pozorovali u 189 pacient( signifikant-
né vyssi nadorove-specifickou mortalitu u paci-
entl s pfedoperacni hodnotou NLR vy33i jako 2,5
(7). V dalsich studiich byla pozorovana souvislost
vyssiho predoperacniho NLR s rizikem extravezi-
kalniho postizenf a horsim celkovym prezivanim
(10, 15). Vs8I NLR po operaci bylo také spojeno
s nepfiznivou progndzou (11, 16). Kang et al. na
souboru 385 pacientl po radikalni cystektomii
prokazali horsi celkové a nddorové-specifické
preziti u pacientl s NLR vysSim nez 2,0 a vyssi
hodnota NLR byla nepfiznivym prognostickym
prediktorem i pfi multivaridtni analyze (16).

Nase prace je zajimava tim, Ze jsme markery
NLR a dNLR zhodnotili longitudinalng, tedy pfed

ORIGINALNI PRACE

a po operaci a v ¢ase recidivy. Zejména s posouze-
nim prognostického potencidlu NLR a dNLR v ¢ase
recidivy jsme se v literatufe nesetkali. Vysledky pod-
poruji jiz dfive publikované prace a ukazuji smysl
monitorovani téchto jednoduchych markerd pro
stanoveni progndzy nemocnych a detekci recidivy.
Pacienti s pfedoperacné vyssim pomérem NLR
a dNLR vykazovali kratsi nddorové-specifické preit,
ale vysledky nedosahly hladiny statistické vyznam-
nosti. Jako prognosticky vyznamnéjsi byly hodnoty
NLR a dNLR ziskané s kratkym odstupem tif aZ péti
meésicl od operace. Z téchto dvou parametrd mél
vys$si prognosticky potencidl dNLR, jelikoZz umoz-
nil lépe diskriminovat prognézu nemocnych (HR
3,7 vs. HR 2,0). Hladiny NLR a dNLR pfedurcovaly
prognozu také v pfipadé recidivy onemocnént.
Pacienti s vy3sim pomérem NLR a dNLR v ¢ase
recidivy vykazovali statisticky signifikantné kratsi
prezivani, median preziti dosahl v téchto skupinach
pouze Ctyf, resp. tH mésica.

Pred operaci mélo v nasem souboru podle zvo-
lenych cut-off hodnot 20-25 % pacient( zvysené
NLR a dNLR a po operaci doslo u 7-10 % k nor-
malizaci téchto hodnot. Pooperacni pretrvavani
zanétlivé reakce vyjadrené jako elevace NLR, resp.
dNLR mUze byt ukazatelem rezidualniho metasta-
tického onemocnéni a s nim spojeného zanétu.
Tomu odpovidaji i nase vysledky, které ukazaly, ze
prognostickymi prediktory byly pouze pooperacni
hodnoty NLR a dNLR. Na druhé strané je nutné si
uveédomit, Ze hodnoty zénétlivych markeri ma-
zou byt ovlivnény i jinymi faktory nez nadorovym
onemocnénim nebo akutnim zanétem (17). Elevace
NLR je popisovana také u neonkologickych one-
mocnéni, jako jsou aterosklerdza, infarkt myokardu
nebo chronické renalni selhani (18).

NLR a dNLR jsou jednoduché a levné mar-
kery, které jsou bézné vysetfované pii sledovani
pacientd s nadory mocového méchyfe a umoznuiji
snadno monitorovat jejich zmény v Case. PFi
jednorozmeérné analyze byly poopera¢ni hodnoty
NLR a dNLR negativnimi prediktory nadorove-
specifického preZiti, ale ve srovnani s klasickymi
histopatologickymi charakteristikami jako pl3-4
(HR 11,3; p<0,001) a pN1 (HR 4,6; p<0,001) mély
mensi prognosticky potencial. Dalsi studie budou
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nutné k posouzeni piinosu markerd zanétu a jejich
zapracovani do jiz existujicich prognostickych
modelU.

Limitaci nadi studie je, Ze se jedna o retrospek-
tivni studii a neziskali jsme zpétné Udaje krevnich
odbért u vsech pacientd (viz metody). Problémem
je taky zpUsob stanoveni hodnoty cut-off pro jed-
notlivé parametry. Hodnoty cut-off se u jednot-
livych studif ¢asto lisi a v nasi studii byly zvoleny
arbitrdrné (12). Do budoucna je nutna validace
a shoda ohledné jejich pouziti. NLR a dNLR urcuji
progndzu pacientd s invazivnimi nadory méchyre,
ale vzhledem k tomu, Ze nebyla provedena mul-

tivaridtni analyza, nelze posoudit, zdali se chovaji
jako nezavislé prediktivni faktory.

ZAVER

Markery systémové zanétlivé odpovédi NLR
a dNLR maji prognosticky potencial u invazivnich
urotelidinich nddord mocového méchyre. Jsou
jednoduché, levné a jejich monitoring umoznuje
identifikovat vysoce rizikové pacienty po radikalnf
cystektomii a také urcuji progndzu pacientt v ase
recidivy onemocnéni.
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