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prehled

VYUZITI LASEROVE MIKRODISEKCE PRO PRIPRAVU KOMPLEXNICH VZORKU
Z NADOROVE TKANE PRO UCELY MIKROGENOMICKYCH ANALYZ

APPLICATION OF LASER CAPTURE MICRODISSECTION IN PREPARATION
OF COMPLEX MALIGNANT TISSUE SAMPLES FOR MICROGENOMIC ANALYSES

DZIECHCIARKOVA M.}, BERKOVCOVA J.!,, TROJANEC R.!, SROVNAL P.!, BOUCHALOVA K.! HAJDUCH M.!2

ILABORATOR EXPERIMENTALNI MEDICINY PRIDETSKE KLINICE LF UNIVERZITY PALACKEHO A FN V OLOMOUCI
20ONKOLOGICKA KLINIKA LF UNIVERZITY PALACKEHO A FN V OLOMOUCI

Souhrn

Laserova zachytna mikrodisekce (Laser capture microdissection, LCM) je rychla a spolehlivd metoda, kterd umozZiiuje izolaci cilo-
vych bunék ze specifického komplexu tkané pro jejich naslednou molekuldrni nebo proteinovou analyzu. Zdkladem LCM je inverz-
ni mikroskop se zabudovanym nizkovykonnostnim infracervenym laserem. Nafezané tkané jsou upevnény na standardni podloZni sklo
a termoplastickd membrana (TM) je umisténa nad dehydratovany preparat. V ohnisku laserového mikroskopu je umistnéna TM, kte-
rou laser roztavi v poZadovaném misté a navédze tak cilovou buiiku ¢i strukturu k membrané. V soucasné dobé méame k dispozici néko-
lik laserovych mikrodisek¢nich systémil, které se li$i zptisobem zachyceni disekovanych bunék, v konfiguraci systému i v jednotli-
vych aplikacich. Laserovou mikrodisekci 1ze pouZit pro izolaci bunék u fady typti bunécnychi tkalovych preparati, véetné zamraZenych
vzorki, formalinem fixovanych parafinizovanych tkani ¢i cytologickych preparatii. V zavislosti na pouZitém materidlu je moZno z mik-
rodisekovanych bunék extrahovat DNA, RNA ¢i proteiny v dobré kvalit€. Kombinaci s dal§imi technikami, jako je napfiklad cDNA
microarray, LCM pomah4 identifikovat nové diagnostické a prognostické znaky vedouci ke zlep$eni diagnosticko terapeutickych
metod v 16¢bé onkologickych onemocnéni. Na naSem pracovisti byly laserovou mikrodisekci izolovédny buriky z cytologickych pre-
parat adenokarcinomu plic ziskanych punk¢ni cytologii zmraZenych ¢i parafinizovanych nddort a také bunécné linie, napt. myelo-
idni leukemii K562. V této praci popisujeme nase zkuSenosti se zavedenim LCM s ndslednou mikroizolaci DNA/RNA a linedrni ampli-
fikaci DNA/RNA pro ucely dalSich genetickych analyz jako je napf. komparativni genomicka hybridizace, expresni studie, ¢i pfimé
sekvenovani vySetfovanych gent z biologického materidlu s minimalnim obsahem nddorovych bunék, ¢i pro studium nddorové hete-
rogenity na jednobuné¢né tirovni.

Klicova slova: EGFR1, komparativni genomickd hybridizace, laserovd mikrodisekce, linedrni amplifikace DNA/RNA, isolace
DNA/RNA, K-ras.

Summary

Laser capture microdissection (LCM) is a rapid, reliable method to obtain pure populations of targeted cells from specific microsco-
pic regions of tissue sections for subsequent analysis. LCM is based on the adherence of visually selected cells to a thermoplastic mem-
brane, which overlies the dehydrated tissue section and is focally melted by triggering of a low energy infrared laser pulse. Tissue sec-
tions are mounted on standard glass slides, and transparent thermoplastic membrane is then placed over the dry section. The laser
provides enough energy to transiently melt this thermoplastic film in to the target cells. Several systems are available for LCM, and
vary in cell-capture method, system configuration and applications. LCM was applied to a wide range of cell and tissue preparations
including frozen samples, formalin-fixed paraffin-embedded tissues or cytology smears. Depending on the starting material, DNA,
good quality mRNA, and proteins can by extracted successfully from captured tissue fragments, down to the single cell level. In com-
bination with another techniques like expression library construction and cDNA array hybridisation, LCM will allow the establish-
ment of new diagnostic and prognostic markers, in order to indicate therapy individually tailored to the molecular profile of a given
tumour. In this paper we refer our experiences with the LCM isolation of single cells from cytology smears of lung carcinomas, fro-
zen and paraffin embedded tumour tissues as well as cell line cytospin preparation. Our ultimate goal was to introduce LCM techno-
logy in combination with DNA/RNA isolation and linear amplification for subsequent genomic analyses such as comparative geno-
mic hybridisation, RNA expression studies and specific amplifications of investigated genes from tissue specimens with minority of
tumour cells and/or for tumour heterogeneity studies based on one the single cell level.

Key words: EGFR genes, genomic hybridisation, laser capture microdissection, nucleic acid amplification techniques, isolation, K-
ras genes.

Uvod: vlastnosti nddorovych onemocnéni. Nicméné, problém pro-
V soucasné dob& molekuldrné biologické vySetfeni bunék teomickych a genomickych studii v pfipad€ analyzy kom-
a tkani na trovni DNA, RNA a proteint pfedstavuje revo-  plexnich nddorovych vzorkl spo¢iva v ptipravé homogen-
lu¢ni obrat v diagnostice a charakterizaci biologickych  ni bunécné populace. Pritokova cytometrie byla dlouhou
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dobu pouzivana jako vyhradni technologie k ziskani jed-
notlivych buné¢nych typt do suspenze, av§ak moZnost zis-
kani ¢istych bunék ze vzorkl solidni tkang, jako je biopsie,
je ¢asové zdlouhava. Dalsi nevyhodou pritokové cytomet-
rie je, Ze vyZaduje specificky selek¢ni marker (1). Pro zlep-
Seni metody izolace jednotlivych bunék nebo samostatnych
bunéénych populaci byla proto vyvinuta technika laserové
mikrodisekce (LCM) (2, 3,4). Laserova mikrodisekce byla
pouZita pro isolaci bun€k u fady typi bunéc¢nych i tkato-
vych preparatl, véetné zamraZenych vzorki, formalinem
fixovanych a parafinizovanych tkéni ¢i cytologickych pre-
paratd. V zavislosti na pouZitém materialu je moZno z mik-
rodisekovanych bunék extrahovat DNA, RNA ¢i proteiny
v dobré kvalité. Kombinaci s dal$§imi technikami, jako napfi-
klad cDNA microarrays, pak LCM pomaha identifikovat
nové diagnostické, prediktivni a prognostické markery,
vedouci ke zlepSeni diagnosticko terapeutickych metod
v 1é¢bé onkologickych onemocnéni.

Princip a vyvoj laserové mikrodisekce

Laserova mikrodisekce je rychla a spolehliva metoda, kte-
rd umoziiuje izolaci cilovych bunék ze specifického kom-
plexu tkdné pro jejich ndslednou molekularni nebo protei-
novou analyzu (5).

Pocatek laserové mikrodisekce se datuje do roku 1970, kdy
byl poprvé poZit laser pro zachyceni a manipulaci s bunéc-
nymi populacemi. V poloviné 90. let minulého stoleti byl
vyvinut prvni prototyp laserového mikrodisek¢niho systé-
mu ve spoluprici nékolika tstavli z National Institutes of
Health (NIH). Pozdéji ze spoluprice NIH a firmy Arcturus
(www.arctur.com) vznikl prvni komer¢ni mikrodisek¢ni
systém (6). Tento systém vyfezava buiiky pomoci lasero-
vych pulsi cilenych na okrsky tkané, které jsou prekryty
specidlni membrénou, tzv. fizovinim tkdn€¢ a membrany.
Po disekci prisluSnych bunék je termoplasticka folie s adhe-
rovanymi bufikami odstranéna a zbytek tkané, kterd neby-
la vybrana k disekci, zistdva na podloZnim sklicku. Buriky
na membrané pak mohou byt podrobeny pfisluSnym
extrakénim podminkam pro jejich naslednou mikrogeno-
mickou analyzu.

Rozdilné LCM technologie

LCM umoziiuje disekci nejen jednotlivych bungk ¢i bunéc-
nych kolonii z komplexu tkané uchycené na podloznim
sklicku, ale také vyfezadni jednotlivych chromozémi
avnékterych pfipadech i disekci Zivych bunék piimo z kul-
tivani misky. V soucasné dobé mame k dispozici nékolik
mikrodisek¢nich systémi, které se 1i8i v metod€ odchyté-
véani bunék, v konfiguraci systémui v aplikacich (tab.1) (7).
Nékteré systémy umoZziiuji bezdotykové katapultovéani
oznacenych bunék pfimo do sbérnych zkumavek, nebo
vyzvednuti vyfezanych bun€k piimo vickem mikrocentri-
fuga¢ni zkumavky. LCM systémy mohou mit zabudovany
infracerveny, nizko vykonnostni infracerveny, ultrafialovy
laser, nebo i jejich kombinace. VSechny mikrodisek¢ni
systémy maji laser zabudovany do standardniho mikro-
skopu.

Technologie zachytdvani bunék:

Membrdnové (fiizni) technologie

Jedna z moZnosti, jak zachytdvat vyfezané buiiky, je tzv.
fazni technologie. Fuzni technologie zachytavani bunék je
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zaloZena na selektivni pfilnavosti cilovych bunék a frag-
mentl tkdni k termoplastické membrané, ktera je upevné-
na na prusvitné vicko mikrozkumavky (CapSure™) (viz.
www.arctur.com). Termoplastickd membrana je aktivova-
na nizkovykonnostnim infracervenym laserovym pulsem.
Narezané tkané jsou upevnény na standardni podloZni skli¢-
ko a termoplastickd membrana je umisténa nad dehydrato-
vany preparat. V ohnisku laserového mikroskopu se akti-
vuje termoplastickdi membrina, kterd je navdzana
k identifikované cilové butice v mikroskopované ¢asti pre-
parétu. Laser roztavi termoplastickou f6lii v misté vybrané
cilové buriky (1,5,8). ProtoZe termoplasticka folie absor-
buje vétsinu tepelné energie a laserovy puls trvé jen zlomek
sekundy, poSkozeni biologickych makromolekul je mini-
malni nebo nedetekovatelné. Po disekci pfislu§nych bunék,
je termoplasticka folie s adherovanymi butikami odstrang-
na a zbytek nepouZité tkdn€ ziistava na podloznim sklicku.
Tuto technologii vyuZziva PixCell II laserovy mikrosektor
firmy Arcturus. Novéjsi verze laserového mikrodisektoru
(Veritas) této spole¢nosti mé zabudovany jak nizkovykon-
nostni infracerveny laser, tak UV laser. Pro disekci pomo-
ci UV laseru jsou tkanové preparity upevnény na tenkou
polyetylenovou f6lii. Polyetylenové f6lie s dehydratova-
nym prepardtem je pievrstvena vickem s termoplastickou
membranou (CapSure™). Cilové buiiky jsou mikrodise-
kovény prostfednictvim ultrafialového laseru, ktery presné
obkrouZi feznou drahu podél obvodu disekovanych bunék.
Mikrodisekované Casti tkané tak zlstavaji prichyceny na
spodni ¢asti vicka.

Cell Robotics (www.cellrobotics.com) vyuZivd tzv. tech-
niku ,,Pick-Up Sticks®, kterd umoziiuje zachyceni diseko-
vanych bunék. Tento mikrodisek¢ni systém je zaloZen na
UV laseru. Mikroskalpel produkuje fototermalni reakci
v ohniskovém bodu ¢o¢ky mikroskopu, kde laserovy papr-
sek protina cilovy vzorek. Tkanové preparaty jsou uchyce-
ny na skla pokrytd tenkou polyetylenovou folii, vyfezava-
né buiiky ¢i okrsky tkdné jsou laserem obkrouZeny.
Fototermélni reakce v ohniskovém bodu laseru vypaiinebo
odstrani velmi malou ¢4st cilovych bunék ¢i tkdn€. Dise-
kované okrsky tkané jsou sméfovany elektrostatickou silou
smérem k filmu a film s butikami je pak vloZen do mikro-
centrifuga¢ni zkumavky a zpracovan.

Podobny systém vyfezdvani bunék ma i mikrodisektor mmi-
CellCut firmy MMI Molecular Machines & Industries AG
(www.molecular-machines.com), tento systém se vSak 1isi
od Cell Robotics ve zplisobu zachytavani bunék po disek-
ci. Buiiky jsou vyfezavany automaticky pomoci velmi pres-
ného UV laseru. Vzorky jsou uchyceny na specidlni mem-
brany upevnéné v ramecku. Takto ptipravené vzorky jsou
prekryty sklenénym podloZnim sklickem. Toto pfikryti
efektivné ochrani vzorek pred necistotami z okoli a je roz-
hodujici pro v§echny aplikace, u kterych je kli¢ové zabra-
nit zevni kontaminaci. Vyfezané okrsky tkiné jsou zachy-
ceny vicky, ktera jsou pokryta adhesivni vrstvou.

Systém Bio-Rad Colonis (viz. www.microscopy.bio-
rad.com) pouziva rovnéZ film pro zachyceni bunék, ale
jinou cestou. Tento systém umozZiluje i aplikace s Zivymi
burikami. Film je umistén do kultiva¢ni misky a Zivé buii-
ky jsou na ném piimo kultivovéany. Po vypéstovani kolonii
je mozno fezat buiiky pfimo v kultufe. Vyfezany film je
z kultury odloupnut a poZadované buiiky zlistanou na ném
uchyceny. Je také moZno provést ablaci neZadoucich kolo-
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Tab.1: Srovnéni riznych komer¢éné dostupnych mikrodisek¢nich systémi.

Termoplastickd
membrina
uchycend na shémd [ Odstranénim vicka Zﬂ:m:‘“*_“‘;“f
vicka. Laser roztavi | z preparatu. Cilové e IF laser Er:kma
ARCTURUS | ol | termoplastickou buiky ziistavaji Olnv o‘g?w IFaUV | ano Cylologické
f6lii v daném uchyceny na PR laser Fiveierd
misté, kde jsou membrané vicka. Tedna budka
navizany cilové
bunky.
Tkanové preparaty ;
jsou uchyceny na fyi{fezany kous_e'k ZammZene tking
Kl pokryta olie s bunkami je fovanivind Lalox Parafinované
CELL S3H ol lenovou vilaben do vidks Nikon, Olympus a, UV laser | ano (& mé
ROBOTICS | Robotics f%li:?ﬁ sy o mikrozkumavky .Zei:,s P s
3 ] elektrostatickou ) Zive hufiky
laserem silou ledna buika
obkrouzeny. ;
Tkanove preparaty
2 ZamraZené tkin
jsou uchyceny na | Vyfezané okrasky pﬁmvm ;
MMI mmi CellCut skla pokryta tkané jsou zachyceny tking
Molecular mmi polyetylenovou vicky ktera jsou Nili?ov:%]v ﬁy s | UV laser | nevime C;::;:ﬂf:‘
Machines | SmarCut | £lii, buiiky jsou pokryta adhesivni e s Zivé buiky
laserem vrstvou. Jedna buiika
obkrouzeny. Mikromanipulace
Tkafové preparaty oty
jsou uchyceny na Mikrodisekovane zn;"m;ﬁne
skla pokryta ¢asti tkané padaji do S 76 tking
PALM | MicroBeam's | polyetylenovou | vicka nanozkumavky | T o oY SCISS Gy jger | ano Cyiolggicis
A el - Axiovert 200 prepardty
folii, buiiky jsou pomoci proudu Zivé busky
laserem foton, Jedns bufika
% Mikromanipulace
obkrouzeny.
Tkanové preparaty
T ZamraZené thiné
Jso;k}l:zzﬁ;?;m Mikrodisckované Parafinované
y o % . P I = thiné
LEICA Lc[:‘cca h.?s ety lnovou éist:l tkané padaji do | Invertovany Leica T e Corisausii
S vicka nanozkumavky DMLA St
S, buliky json moci gravitace Zpi:':pbuntkyy
laserem PneRE ' Jedna buitka
obkrouZeny.
Mﬂfrmka.lp.d Kapka s isolovanymi Zamradené thing
seSkrabava bultkami je Parsfinované
PPMD potiebny usek LSS [nvertovany Leica tedne
EPPENDORF | rjicrodissector | tkané do kapky “P”g;:::ni‘sf"““ o DM IRB Rl ||| SR
vody ¢i jiného ; Zive buiiky
;édjia. mikrozkumavky. Jedna buiika
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nii bunék. Ty jsou nésledné odmyty a zbylé buiiky mohou
byt dale kultivovany (7).

Paprskové technologie

Zachytavani bunék pomoci specidlniho filmu neni jedinou
cestou jak izolavat disekovany material (7). PALM Micro-
Beam’s (www.palm-microlaser.com) vyuZiva tzv. techno-
logii laserové tlakového katapultovani (Laser Pressure Cata-
pulting, LPC). Pulzni UV-A laser je zabudovany do
standardniho mikroskopu. Laser je zaostfen pfes objektiv
¢ocky do bodu o velikosti 1_. Uvnitf izkého bodu lasero-
vého ohniska je vytvorend sila pro ablaci materidlu, zatim-
co okolni tkan zastava zcela neporusena. PouZitim tohoto
laserového systému mohou byt separované buiiky nebo
vybrané oblasti tkan€ vyzvednuty a zachyceny do sbérné-
ho zatizeni. Toto je zcela bezkontaktni proces zachytavani
bunék, kdy pro transport selektovanych oblasti do sbérnych
systém je pouZito jenom zaostfené svétlo. Vzorek je pie-
mistén nékolik milimetridl proti gravitaci. Stejny systém je
také aplikovan pro ziskavani Zivych bunék z bunéénych
kolonii (9, 10, 11). Katapultovany materidl miZe byt dale
centrifugovan a pouZit pro naslednou molekulérni analyzu,
nebo dal$i experimenty jako je rekultivace selektovanych
vitilnich bunék.

Dalsi Siroce pouZivanou technikou je laserovy mikropa-
prskovy mikrodisek¢ni systém (12) (viz. www.leica-mic-
rosystems.com). Tento systém pouZivd pulzni ultrafialovy
laser s malym paprskem pro vyfezavani cilovych bunék pro-
sttednictvim fotoablace sousedni tkdné. Tkailové prepara-
ty jsou uchyceny na tenkou polyetylenovou félii. Cilové
buiiky jsou mikrodisekovany prostfednictvim UV laseru,
ktery pfesné obkrouZi fezanou drahu podél obvodu dise-
kovanych selektovanych bunék. Touto ,,studenou‘ ablaci
neni materidl vystaven pfimému laserovému zafeni. Mik-
rodisekované Casti tkdn€ jsou sbirdny do vicka nanozku-
mavky bezkontaktng, tzn. buiiky padaji do vicka zkumav-
ky na zékladé gravitace, a mohou byt niasledn€ pouZity pro
molekularni analyzu.

Mechanické technologie

Dalsi moZnosti zachytdvani bunék nabizi napf. spole¢nost
Eppendorf (www. eppendorf.com) prostfednictvim tzv.
,Piezo power for microdissection” (PPMD) technologie.
Tento systém zahrnuje ultrazvukovy piezo-mikroskalpel
s velmi tenkou kovovou $pickou, ktery je napojen na stan-
dardni mikroskop propojeny s pocitacem. Disekce je pro-
vadéna v kapce vody, xylenu ¢i jiného média a to tak, Ze na
preparat je nanesena kapka daného média, a mikroskalpel
kmitavymi pohyby seSkrabava potiebny tisek tkané do této
kapky. Kapka s izolovanymi butikami ¢i okrsky tkdné je
aspirovéna specidlni pipetou a vnesena do sbérné mikroz-
kumavky.

Aplikace LCM v diagnostice a prognézovani nadoro-
vych onemocnéni

Na naSem pracovisti pouZivame laserovy mikrodisektor
Veritas (Arcturus) (obr.1). Vypracovali jsme rutinni postu-
py pro laserovou mikrodisekci z cytologickych preparat
karcinomi plic ziskanych punk¢ni cytologii barvenych
metodou Giemsa-Romanovski, zamraZenych ¢i parafini-
zovanych nadorovych tkéni (barveno hematoxylinem)
a také cytospinovych preparati z nejriznéjSich bunéénych
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Obr. 1: Laserovy mikrodisektor Veritas firmy Arcturus.

Obr. 2: Laserova zdchytnd mikrodisekce nddorovych bunék
z cytologického prepardtu karcinomu plic ziskaného punk¢ni cyto-
logii (barveno metodou Giemsa-Romanowski), zamraZenych ¢i
parafinizovanych nddorovych tkani (barveno hematoxylinem)
a stabilni bunécné linie K562 (barveno neutrdlni ¢erveni): Na
obrazku jsou A) oznaceny nadorové buiiky cytologického prepa-
ratu karcinomu plic; B) disekované butiky karcinomu plic; C)
oznacené nadorové buiiky z fezu formalinem fixované a parafi-
nizované nddorové tkang; D) vyfezané buriky z tohoto tkafiového
fezu; E) cytospin bunécné nadorové linie K562; F) disekovana
burika nddorové bunécné linie K562.

lini{ (barveno neutralni ¢erveni) (obr.2). Metodickym cilem
bylo zavést kombinaci LCM s linedrni amplifikaci DNA
i RNA pro ucely dalSich mikrogenomickych analyz z bio-
logického materidlu s minimalnim obsahem nddorovych
bunék, ¢i pro studium nadorové heterogenity na jednobu-
nécné urovni. V dalsi ¢asti tohoto sd€leni referujeme nase
odzkouSené metodické postupy, které snad usnadni praci
dal$im zdjemctm o piipravu genetického materidlu tech-
nikou LCM spojenou s amplifikaci DNA ¢i RNA a nésled-
nymi genetickymi analyzami.

Izolace a linedrni amplifikace DNA

Technika linedrni amplifikace DNA byla modifikovana
podle dfive publikovanych praci (13-16). Buiiky ziskané
pomoci LCM (1-1000 bunék) byly v mikropodminkéich
lyzovany proteindzou K. K mikrodisekovanym butikdm
bylo ptidano 5_1 PK pufru [SOmM Tris-HCI (Sigma, USA)
pH=8.1, 1 mg/ml proteindzy K (New England Biolabs,
USA), 1 mM EDTA (Serva, Némecko)] a5 _1 minerdlniho
oleje (Sigma, USA). Ve bylo inkubovano pfes noc pfi
40°C. Druhy den byly zkumavky s natradvenymi buiikami
kratce centrifugovany a inkubovany 10 min. pfi teploté
95°C. Pri této teploté dochazi k inaktivaci proteinizy K.
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Poté byla dvousroubovice DNA roz$tépena restrikénim
enzymem Msel (New England Biolabs, USA). K 5_Ilyza-
tu bylo pfidano 0,2 _I One-Phor-All-Buffer—Plus (Amers-
ham Biosciences, USA), 1 _1 Msel (10 jednotek) a 0.8
_1 H20. Smés byla inkubovana 3 hodiny pfi 37°C. Po
restrikci byly na roz$t€pené konce navazany adaptéry se
specifickymi amplifika¢nimi sekvencemi. Pro annealing
primert byly pouZity primery MseLig — 21 merovy (5_-
AGT GGG ATT CCG CAT GCT AGT-3) a MseLig -12
merovy (5_-TAA CTA GCA TGC-3_) (Generi Bitech, Ces-
karepublika), 0.5_1 One-Phor-All-Buffer-Plusa 1.5_1 H20.
Annealing byl zahdjen inaktivaci restrik¢nich enzymu pii
65°C, pak se teplota sniZovala po 1°C/min az na 15°C. Pfi
15°C bylo k reak¢ni smési pfidano 1 _1 T4 DNA ligdzy a 1
_1T4DNA ligazového pufru (New England Biolabs, USA),
obsahujictho 10mM ATP. Ligace probihala pfes noc pfi
15°C. Pomoci vyS$e zmifiovanych sekvenci primert byla
DNA nésledné amplifikovana v PCR reakci. Pro primarni
amplifikaci bylo k 12 _I ligovaného produktu ptidano 40
_lprimarni PCR smési, kterd obsahovala 3 _1 Expand Long
Template, buffer 1 (Expand Long Template PCR Systém,
Roche, SV}'/carsko), 2 _1dNTPs (10mM deoxynukleotidy,
dATP, dCTP, dGTP, dTTP, Sigma, USA), 35 _1 H2O. Pri-
mérni amplifikace byla zapoc¢ata 4 min. denaturaci pii 68°C.
V tomto kroku jsou odstranény piebytecné oligonukleoti-
dy z vazby na DNA fetézec. Po denaturaci bylo do reakéni
smési pridano 0.7 _I (3.5 jednotek) DNA polymerdzové
smési Taq a Pwo polymerazy (Expand Long Template PCR
Systém, Roche, Svycarsko). V termocykléru byly nastave-
ny tyto amplifika¢ni podminky: 14 cykli — 94°C (40s),
57°C (30s), 68°C (1min. 15s); 34 cykla — 94°C (40s),
57°C (30s), 68°C (1min. 45s) a 1 cyklus—94°C (40s), 57°C,
68°C (5min.). Pro kontrolu kvality a senzitivity DNA ampli-
fikace byla pouZita specifickd PCR amplifikace exonu 2
genu pro lidsky mamaglobin B1 (Obr. 3). NaSe vysledky
ukazuji, Ze linedrni amplifikaci lze reprodukovatelné
namnoZit DNA z jediné disekované builkky do mnozZstvi
postacujictho pro béZzné genetické analyzy zaloZené na
PCR.

Il g

Ll

o — - 133 bp

Obr.3: Vysledek genové specifické PCR amplifikace exonu 2
genu pro lidsky mamaglobin B1 z mikrodisekovanych bunék,
jejichZ DNA byla linedrn€ amplifikovana. Produkt selektivni
amplifikace exonu 2 genu pro lidsky mamaglobin B1 se nachazel
v oblasti 133bp. Zleva: 1)DNA ladder, 2)templat pfipraveny line-
arni amplifikaci DNA z 1 buiiky, 3)templat pfipraveny linedrni
amplifikaci DNA z 10 bunék, 4)templdtem byla kontrolni DNA.
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Obr.4: Schématicky princip komparativni genomické hybridiza-
ce (CGH).

Komparativni genomickd hybridizace (CGH) jako jedna
z moznosti pouZiti linedrné amplifikované DNA ziskané
z bunék izolovanych LCM.

Principem komparativni genomické hybridizace (CGH;
obr.4) je porovnani referen¢ni a vySetfované DNA. Kazda
z obou DNA je oznacena jinou fluorescenéni barvou. Na
naSem pracovisti konsenzudlné znac¢ime referenéni DNA
cervené a vySetfovanou DNA zelené. Obé DNA jsou smi-
chiny v poméru 1:1 a hybridizovidny na normélni lidské
metafdzni chromozOomy. Interpretace vysledkil je zaloZena
na zméné poméru intenzity zelené a Cervené fluorescence
u chromoz6émi, na nichZ obé DNA byly hybridizoviny
(17,18,19). Delece (loss) ve vySetfované DNA zplsobi
barevny posun smérem do Cervena, amplifikace (gain)
posun do zelena. Nevyhodou CGH je fakt, Ze dokaZe zachy-
tit pouze nebalancované cytogenetické zmény, které jsou
pfitomny alespoti u 50% jader, znichZ bylaizolovana DNA.
V ptipadé nadorovych preparitl je vzorek vice ¢i méné
,.kontaminovan‘ i nenddorovymi populacemi bunék, které
mohou vysledky CGH ovlivnit nafedénim cytogenetickych
alteraci pod detek¢ni limit CGH. Laserovd mikrodisekce
proto umoziuje citlivéjsi zachyceni cytogenetickych zmén,
vybérem poZadovanych nadorovych populaci ¢i pouze jedi-
né (ne)nddorové buiiky.

Piikladem tohoto tvrzeni je jeden z naSich experimentu, ve
kterém jsme technikou u laserové mikrodisekce izolovali
jednotlivé buriky z linie myeloidni leukémie K562. Tech-
nikou linedrni amplifikace byla DNA namnoZena a produkt
primarni amplifikace byl pouZit pro CGH. Pomoci CGH
jsme porovnavali DNA ziskanou izolaci klasickym zpuso-
bem ze smésné kultury bunék a DNA po LCM jediné buni-
ky s naslednou linedrni amplifikaci. Na obrazku 5 jsou
zobrazeny vysledky této CGH studie, v€etné idiogramt po
LCM a linearni amplifikaci DNA z jediné buiiky v porov-
nani se smésnym vzorkem myeloidni leukemické linie
K562. Z vyslednych idiogram je patrné, Ze se nilezy Cas-
te¢né lisi diky nddorové heterogenité bunék v tkaniové kul-
tufe. U myeloblastu podrobeného LCM je napt. patrnd nova
amplifikace v oblasti chromozému 15. Z analyzy také
vyplyvé, Ze pfi vySetfeni DNA ziskané ze smésné popula-
ce bylo detekovano men$i mnoZstvi cytogenetickych zmén,
neZ v piipadé DNA izolované z jedné butiky. U smésného
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Obr.5: Vysledek komparativni genomické hybridizace: A)
Vysledny preparat (mitéza) pfi vySetfeni cytogenetickych zmén
DNA ziskané ze smésného vzorku kultury myeloidni leukemic-
ké linie K562. B) Vysledny preparat (mit6za) pfi vySetfeni DNA
po LCM a linedrni amplifikaci ziskané z jedné buitky myeloidni
leukemické linie K562. C) Idiogram ziskany stanovenim cytoge-
netickych zmén u DNA ziskané ze smésného vzorku kultury mye-
loidni leukemické linie K562. Cytogeneticky nilez: REV ISH
ENH (3g29qter; 5p12-13.3; 5p15.2pter; 6p25.1pter; 12p11.1pter;
16p11.2-12; 18q21.3qter) REV ISH DIM (9q34.1qter; 12q21.1-
21.3; 13qll.1qter; 16q12.1-13; 17p11.1-11.2; 18q11.2-12.1;
19p13.3pter). D) Idiogram cytogenetickych zmén DNA po LCM
alinedrni amplifikaci ziskané z jedné butiky myeloidni leukemické
linie K562. Cytogeneticky nédlez: REV ISH ENH (1p36.2pter;
3q26.3qter; 4pll.lpter; 4q35qter; 6pll.1-12.1; 9ql13-21;
12pllpter; 15q11.2-24.1; 16p11.2.-12; 17p12.1pter; 17q22qter;
18q22qter) REV ISHDIM (5q11.2-15;5q34.0-35.1; 7q11.2-21.1;
9p12-21; 9q21.3qter; 10q22.1-22.3; 10q26.1qter; 12g21.1-21.3;
13q11.1qter; 16q12.1.-22; 19p13.3pter)

vzorku tedy nebyly zachyceny aberace méné frekventni,
nedosahujici zastoupeni alespoii u 50% bunék v celkové
populaci.

Specifickd amplifikace vySetfovanych gend pro ucely
mutacnich studii

V soucasné dobé pouzivame techniku laserové mikrodi-
sekce zejména pii analyze mutaci gent egfr! a k-ras u paci-
entll s nemalobunéénym plicnim karcinomem (20). Odd¢-
lenim nadorové populace od nenddorovych bunék si totiz
vyznamné zvySujeme sensitivitu DNA sekvenace. DNA
ziskana z 300-500 mikrodisekovanych bunék je amplifi-
kovéana ve dvoukolové nested PCR. Dvoukolova nested
PCR je zaloZena na 30 cyklech amplifikace s externim
parem genové specifickych primert. Vznikly PCR produkt
je vyuZzit jako templét pro druhé kolo amplifikace ve 30 cyk-
lech s internim parem primert. Vysledny amplikon je pak
podroben klasické sekvenacni analyze.

Izolace, linedrni amplifikace a hodnoceni kvality mikroi-

zolované RNA po LCM s pouZitim IR nebo UV laserti
Laserovou mikrodisekci byly izolovany buiiky kryopre-

zervované nadorové tkané karcinomu rekta. Pro srovnéni
byly buiiky disekovény IR laserem nebo UV laserem a to
jednak jako 1) rozsdhlejsi dseky tkané Citajici >1000 bunék
ataké jako 2)jednotlivé shluky 1-3 nddorovych buné¢k. RNA
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Obr. 6: Analyza kvality RNA ziskané z nadorové tkané karcino-
mu rekta po mikrodisekci IR nebo UV laserem na bioanalyzéto-
ru Agilent 2100 kitem RNA 6000 Pico: 1) RNA ziskand po disek-
ci celé tkdné pomoci IR laseru. 2) RNA ziskand po disekci
izolovanych naddorovych bunék pomoci IR laseru. 3) RNA ziska-
nd po disekci celé tkané pomoci UV laseru. 4) Degradovand RNA
ziskand po disekci izolovanych nadorovych bunék pomoci UV
laseru. L) Specificky selekéni marker kontroly kvality a reprodu-
kovatelnosti elektroforetické separace.

byla izolovana pomoci PicoPureTM RNA Isolation kitu
(Arcturus, USA), ktery umoziluje purifikaci pfes centrifu-
gacni kolonky. Kontrola degradace ziskané RNA byla pro-
vedena pomoci RNA 6000 Pico Kitu na bioanalyzéru Agi-
lent2100. Na obrazku 6 je zndzornén vysledek ziskané RNA
po mikrodisekci IR versus UV laserem. Vidime, Ze pfi
disekci malych okrski tkdné (napf. jednotlivé infiltrujici ¢i
metastatické buiiky) je vhodnégjsi pouZit IR laser, protoZe
béhem disekce malych tsekl tkdné pomoci UV laseru
dochazi ke znané tepelné degradaci RNA.

RiboAmp RNA amplifika¢ni kit (Arcturus, USA) byl pou-
Zit pro amplifikaci vyizolované RNA. Tento kit umoZiiuje
amplifikaci jiZ nanogramového mnoZstvi celkové RNA na
mikrogramové. Linedrni amplifikace RNA byla zapocata
pfepisem jednovldknové molekuly RNA na cDNA reverz-
ni transkriptdzou se soucasnou inkorporaci T7 promotoru.
Druhé vldkno cDNA bylo dosyntetizovdno pomoci exo-
gennich primert s ndslednym pfeci§t€énim dvousSroubovice
cDNA. In vitro transkripce cDNA na antisense RNA byla
provedena pomoci T7 RNA polymerazy. Amplifikace RNA
byla ukoncenaisolaci a preciSténim ziskané antisense RNA.
Takto pfipravenou RNA 1ze pouZzit pro tiely vétSiny expres-
nich analyz.

Zavér:

V soucasnosti existuje celd fada mikrodisek¢nich systémd,
které se 1isi nejen metodou zachytavani bunék, (tzv. mem-
branové nebo-li fizni technologie, paprskové technologie
¢i mechanické technologie), ale také konfiguraci systému
a v néslednych aplikacich. Pomoci vSech t€chto systému
lze vySetfovanou tkan prohlédnout pod mikroskopem pied
a po mikrodisekci. Tim je zkontrolovdna homogenita stu-
dovaného materidlu a zachovéani morfologie disekované
¢asti tkané na vicku. Tyto systémy také umoZiuji obrazo-
vou dokumentaci po kazdé disekci, coZ poskytuje pfileZi-
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tost ke korelaci histopatologickych nalez s vysledky mole-
kulérni analyzy.

Na naSem pracovisti je k dispozici laserovy mikrodisek&ni
systém Veritas firmy Arcturus, ktery ma zabudovany jak
IR tak UV laser, coZ nim umoZnilo provedeni riznych apli-
kaci. Laserovou mikrodisekci byly isolovany butiky z cyto-
logickych preparatt karcinomil plic, zamraZenych ¢i para-
finizovanych nadorovych tkani, i ze stabilnich buné¢nych
linii. Za ucelem ziskani dostate¢ného mnoZstvi DNA/RNA
jsme zavedli techniku linedrni amplifikace DNA/RNA.
V soucasné dob& pouZivime techniku laserové mikrodi-
sekce zejména pfi analyze mutaci genu EGFRI ak-ras, pro

techniku komparativni genomické hybridizace (CGH) a pro
izolaci RNA za ti¢elem dalSich expresnich analyz. Z naSich
zkuSenosti jednozna¢né vyplyva nutnost pouZiti LCM pro
presnou diagnostiku, predikci terapeutické odpovédi a pro-
gndzovani solidnich nddori vyznacujicich se vysokou tké-
flovou i buné€nou heterogenitou.
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KARDIOTOXICITA ADJUVANTNE] LIECBY KARCINOMU PRSNIKA
CARDIOTOXICITY OF BREAST CANCER ADJUVANT TREATMENT

CINGELOVA S.,! JURGA L., MLADOSIEVICOVA B.?

IONKOLOGICKA KLINIKA FN TRNAVA,
20DDELENIE KLINICKEJ PATOFYZIOLOGIE LFUK BRATISLAVA

Sihrn

Pacientky s v€asnym Stddiom karcindmu prsnika patria z hladiska kardiotoxicity spolu s pediatrickymi onkologickymi pacientmi
k najprisnejsie sledovanym skupindm. Kardiotoxicita protinddorovej liecby sa z kratkodobého aj dlhodobého hladiska dostdva do
popredia najmi teraz, ked karciném prsnika vo v€asnom §tadiu je povaZovany za kurabilni malignitu. KedZe vyznamn4 Cast tychto
pacientiek preZiva dlhodobo, je vy$Sia pravdepodobnost vzniku neskorej kardiotoxicity. Nasim ciefom je poniknut prehlad sticasnych
poznatkov o mechanizmoch kardiotoxicity, o jej incidencii, detekcii a prevencii v stvislosti s adjuvantnou terapiou. Roz§irenim
spektra cytostatik (taxdny, trastuzumab) sa situdcia skomplikovala, pretoZe tieto farmaka si kardiotoxické a naviac moZzu potencovat
kardiotoxicitu doxorubicinu. F. Pein et al., (2004) popisal vyznamny vzostup incidencie zlyhania srdca aZ po 12 rokoch po podani ant-
racyklinov, i pri niZ§ich kumulativnych ddvkach. Sucasné techniky rddioterapie (,,respiratory-gating* a Intensity modulated radiothe-
rapy - IMRT) zniZuji ddvku Ziarenia na myokard, a tym zniZuju riziko vzniku kardiotoxicity. Napriek tomu pri radioterapii Tavo-
stranného karcinému prsnika po prsnik zachovavajicej opericii, moZe tieZ dojst k poSkodeniu myokardu. Optimélny sposob
a frekvenciu monitorovania kardiotoxicity doteraz nepoznidme. PouZitie lipozomélneho doxorubicinu, alebo kardioprotekcie
dexrazoxanom v adjuvantnom usporiadani ostdva kontroverzné. Hladanie vyvdZeného postupu, ktory minimalizuje riziko recidivy
nidoru a zéroveri riziko neskorej kardiotoxicity, je stile aktudlnym problémom.

Klicové slova: kardiotoxicita, adjuvantna terapia karcindmu prsnika.

Summary

Patients with early stage breast cancer along with pediatric oncology patients belong to most thoroughly monitored groups due to car-
diotoxicity of chemotherapy and transcardial radiotherapy . Both short-term and long-term cardiotoxicity of the anticancer treatment
is getting all the more attention nowadays when early stage breast carcinoma is considered and treated as a curable disease. Since many
of these patients benefit from a long-term survival, the probability of late cardiotoxicity development increases. Our goal is to offer
a summary of contemporary knowledge about mechanisms of cardiotoxicity, about its incidence, detection and prevention in the con-
text of breast cancer adjuvant therapy. Current therapeutic alternatives such as the addition of taxanes and trastuzumab to anthracyc-
lines increased the complexity of the situation, as these drugs are cardiotoxic and may potentiate the cardiotoxicity of doxorubicin.
Significant increase of heart-failure incidence was described by F. Pein et al., 2004, more than 12 years after anthracycline treatment
was administered, notwithstanding the low cumulative doses. Contemporary radiotherapy techniques (,,respiratory-gating* and
intesity modulated radiotherapy - IMRT) reduce the dose administered to myocardium, thereby reducing the risk of cardiotoxicity. In
spite of the improved radiotherapy techniques myocardial damage can be caused by the left thorax irradiation after breast-conserving
surgery. Optimal way and frequency of cardiac monitoring are still unknown. The use of liposomal doxorubicin and cardioprotection
with dexrazoxan in adjuvant setting remain controversial. Therefore, the search for a well-balanced procedure which would minimi-
ze the risk of relapse while consequently lowering the risk of late cardiotoxocity is still on.

Key word: cardiotoxicity, breast cancer; adjuvant drug therapy.
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Kardiotoxicita cytostatik v adjuvantnom usporiadani

Mechanizmy kardiotoxicity jednotlivych cytostatik uvddzame v tabulke ¢. 1.

Liecba Hlavny mechanizmus

Toxicita

Antracykliny Tvorba volnych radikalov

Kardiomyopatia, arytmie, myokarditida-
perikarditida syndrém, infarkt myokardu,
néhla kardidlna smrt, zlyhanie srdca

Taxany Potencuje konverziu Potencuje kardiotoxicitu
doxorubicinu na doxorubicinol antracyklinov, arytmia, infarkt myokardu, ndhla
kardidlna smrt
Trastuzumab Inhibicia HER2/neu Potencuje kardiotoxicitu antracyklinov,

zlyhanie srdca, infarkt myokardu

Rédioterapia na oblast
hrudnika

Tvorba volnych radikélov
v endoteli

ICHS, infarkt myokardu, kardiomyopatia,
perikarditida, arytmie, chloptiové chyby

Tabulka 1. PoSkodenie srdca adjuvantnou lie¢bou karcindmu prsnika. Podla: Swain SM a Bird BR, 2006 (1).

ICHS-ischemicka choroba srdca

Antracykliny

Z hladiska nastupu toxického poSkodenia myokardu pozné-
me akutnu kardiotoxicitu, ktord sa prejavuje ako perikar-
ditida alebo myokarditida hodiny aZ dni po prvej divke, je
zriedkava a manifestuje sa obvykle poruchami rytmu. Sub-
akutna kardiotoxicita sa prejavi po mesiacoch priznakmi
kongestivneho zlyhania srdca. Neskora toxicita sa moZe
prejavit najskor rok po ukonceni lie¢by. (2) Pri aktitnej toxi-
cite sa uplatiiuje predovSetkym volnoradikdlovy mecha-
nizmus za ucasti iénov Zeleza (vznik Zelezodoxorubicino-
vého komplexu — pozor na pretaZenie organizmu Zelezom
po opakovanych transfizidch). Myokard ma nizku aktivi-
tu superoxid dismutizy a kataldzy; teda ma nizku schop-
nost elimindcie volnych reaktivnych radikalov. (3) Pri
neskorej toxicite sa upatiiuje posobenie metabolitu doxo-
rubicinolu a zniZenie expresie génov kédujicich kontrak-
tilné a iné proteiny. Kardiotoxicita je davkovo zavisla.
(4,5,6) Zo vSetkych troch foriem je najlepSie pre§tudovana
subakiitna kardiotoxicita. (1) Je zname, Ze dcérske antra-
cykliny, t.j. epirubicin a idarubicin, st menej kardiotoxic-
ké v ekvimolarnej davke. (7) Lipozémovy doxorubicin je
menej kardiotoxicky, ale nemame k dispozicii rozsiahlej-
Sie klinické §tadie o jeho pouZiti v adjuvantnej liecbe. (8)

najmi po virusovych infekciach, neprimeranej fyzickej
(izometrickej) zatazi, v savislosti s chirurgickych zakro-
kom, tehotenstvom, poérodom, ischemickou chorobou srd-
ca, hypertenziou a obezitou. Funkcia srdca moZe byt zacho-
vand do wurcitého kritického stupiia Strukturdlneho
postihnutia, potom v8ak moZe nastat rychly zvrat do zly-
hania srdca. (10,11) F. Pein et al., (12) popisal v stibore 226
detskych pacientov vyznamny vzostup incidencie zlyhania
srdca aZ po 12 rokoch po podani antracyklinov, i pri niz-
Sich kumulativnych davkach, (Obr. ¢.1). Z obr. €. 1 vyply-
va niekolko zaujimavych zisteni. Bezpe¢na kumulativna
davka neexistuje a pri niZSich kumulativnych davkach sa
incidencia srdcového zlyhania zvySuje az pri dlhodobom
sledovani. J. Bonneterre et al., (Stadia French Adjuvant Stu-
dy Group - FASG) sledovali pacientky po podani epirubi-
cinu (FEC 50 vs. FEC 100) 10 rokov. Po 5 rokoch bola inci-
dencia neskorej kardiotoxicity 2,2%, resp. 1,5%, (13). Po
10 rokoch sledovania stiipla incidencia na 3,7% resp. 3,0%
z 537 povodne hodnotenych pacientiek, (14). Z 305 paci-
entiek sledovanych 10 rokov to v3ak tvori uz 6,9% resp.
5%. Prekvapujtca je niZ$ia incidencia kardiotoxicity epi-
rubicinu pri ddvke 100mg/m2 v porovnani s davkou
50mg/m?; rozdiel vSak nie je Statisticky vyznamny.

Kategoria Typ poskodenia Cas vzniku

Akiitna arytmie, myoperikarditida, hodiny,dni po liecbe,
zlyhanie srdca, KMP vicSinou prechodnd

Subakitna myoperikarditida, arytmie, pocas 1. roka po ukonCeni
dilata¢nd KMP, liecby
zlyhanie srdca

Neskora dilata¢nd KMP, zlyhanie > 1 rok po ukonceni liecby
srdca, arytmie

Tabulka 2. Kategoérie kardiotoxicity antracyklinov. Podla: Giant-
ris et al., 1998 (2), KMP-kardiomyopatia.

Pri dlhodobom preZivani pacientiek po adjuvantnej proti-
nadorovej liecbe je vicsia pravdepodobnost rozvoja nesko-
rej toxicity (vratane kardiotoxicity) terapie, ktorej inciden-
cia narastd s dizkou Zivota po liecbe. (9) Ku klinickej
manifesticii neskorej kardiotoxicity dochddza priblizne u
polovice pacientov so subklinickou kardiotoxicitou, a to

0,30 -
0,25 1
0,20 1

0,15 1

Riziko zlyhania srdca

0,10 1

0,05
<250 mg/m?

0,00 T
0 5 10 15
Cas od podavania antracyklinov

20 25

Obr. 1Zavislostrizika zlyhania srdca od ¢asu (v rokoch) a kumu-
lativnej davky doxorubicinu Podla: Pein F. et al., 2004. (12)
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Taxany

Mechanizmus kardiotoxického t¢inku taxdnov nie je zna-
my. Niektori autori uvadzaji, Ze skor vehikulum cre-
mophor EL a nie paclitaxel sposobuje kardiotoxicitu.
Pravdepodobny efekt cremophoru EL je masivne
uvolnenie histaminu. Pri experimentoch na zvieratich
viedla stimul4cia histaminovych receptorov v tkanive srd-
ca k poruchdm vedenia vzruchu a arytmidm. (15) Histo-
logicky obraz poSkodenia myokardu taxdnmi ukazuje
zavazné zmeny (dilaticia sarkoplazmatického retikula,
strata kontraktilnych elementov, nahromadenie lipofus-
cinu, vakuoldrna degenericia asi 20% myocytov, inters-
ticidlny edém). Zapalové zmeny nebyvaju pritomné.Ten-
to ndlez sa niekedy daval do suvislosti vyhradne
s kardiotoxicitou antracyklinov, ktora nie je tak Specific-
kd, ako sa povodne predpokladalo. Paclitaxel spdsobuje
arytmie (asymptomaticka bradykardia) u 0,5% pacien-
tov, zriedkavo ischemické prihody a hypotenzie. (16)
Kardiotoxicita paclitaxelu nie je jednozna¢nd, moZe vSak
potencovat kardiotoxicitu antracyklinov a trastuzumabu.
Ovplyviiyje totiZ eliminaciu doxorubicinu potencovanim
jeho konverzie na doxorubicinol, ktory je zodpovedny za
neskoru kardiotoxicitu. V tabulke 3. uvddzame incidenciu
kardiotoxicity vybranych $tidii s taxdnmi v adjuvantnej
liecbe. Pri liecbe metastatického karcindmu prsnika inci-
dencia kardidlnych neZiadtcich u¢inkov prudko stipa,
v pripade prekrocenia kumulativnej divky doxorubicinu
360 mg/m2. (17,18,19)

Tabulka 3. Incidencia klinickej kardiotoxicity vybranych klinic-
kych $tadii s antracyklinmi +/- taxdnmi v adjuvancii. (20-24)

Stidia Pocet pacientov | Adjuvantnd CHT | Follow-up (roky)|  Incidencia
Klinickej

Kardiotoxicity

NSABP B-28 3060 ACvs AC—T 5 <2% nesignif.

(Mamounas E

etal. 2003)

MDACC 524 T—FAC vs FAC 5 <2% nesignif.

(Buzdar AV et al.

2002)

CALGB 9344 3121 ACvs AC—T 5 <2% nesignif.

(Sartor CL et al.

2005)

BCIRG 001 1491 TACvsFAC 5 1,6% vs 0,5%

(Martin M et al.

2003)

PACS 01 1999 FEC100x6 vs 5 <2% nesignif.

(Roche Het al. FEC100x3

2004) —docetaxel

F - 5-fluorouracil

E — epirubicin

C - cyklofosfamid

A — doxorubicin

T — paclitaxel

NSABP - National Surgical Adjuvant Breast and Bowel Project
BCIRG - Breast Cancer International Research Group
MDACC - M. D. Anderson Cancer Center

CALGB - Cancer and Leukemia Group B

PACS - Picture Archiving and Communication Systems
CHT - chemoterapia
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Trastuzumab

Trastuzumab sa viaZe na HER2/neu a inhibuje signél-
nu cestu receptora pre epidermdlny rastovy faktor. Je
zndme, Ze funkény HER2/neu chrani pred dilata¢nou
kardiomyopatiou. Je potrebny pre rast a preZivanie kar-
diomyocytov, ale tieZ nddorovych buniek. (25) Samot-
ny trastuzumab zriedka spdsobuje poSkodenie srdco-
vého svalu. Je zndme, Ze poruchy funkcie myokardu
su CastejSie u pacientov sucasne lieCenych antracyk-
linmi. (26) Ewer MS et al. (32) nazvali trastuzumabo-
vi kardiotoxicitu ako tzv. ,,dysfunkcia srdca typu II*
(ide o ,,type II chemotherapy-related cardiac dysfunc-
tion*); zdoraziuju tak odliSnost tejto entity od zndmej
doxorubicinovej kardiotoxicity. Tieto dva typy kardi-
otoxicity sa tieZ mozu vyskytnut aj si¢asne u jedného
pacienta. Porovnanie kardiotoxicity doxorubicinu
a trastuzumabu uvadzame v tab. 5. Synergicky efekt
antracyklinov a trastuzumabu pri vzniku kardiotoxici-
ty viedol k ich sekven¢nému pouzZivaniu. (27) Kombi-
novand analyza dvoch klinickych Studii fazy III (Nati-
onal Surgical Adjuvant Breast and Bowel Project
[NSABP] B-31 a N9831) ukézala, Ze podavanie tras-
tuzumabu 1 rok po ukonceni ajduvantnej terapie
u HER2-pozitivnych pacientiek vedie k 33% relativ-
nej redukcii rizika tmrtia a k 12% zlepSeniu bezrelap-
sového prezivania pocas 3 rokov (28). V oboch kli-
nickych sktiSaniach bol trastuzumab podavany stibeZne
s paclitaxelom; v ramendch s trastuzumabom sa zistil
Statisticky vyznamny vzostup incidencie kardiotoxici-
ty. V Studii Herceptin Adjuvant (HERA) bol 1 rok
podavany trastuzumab; po najmenej Styroch cykloch
adjuvantnej alebo neoadjuvantnej terapie doslo k zlep-
Seniu 2-ro¢ného bezrelapsového preZivania o 8.4%
(absolttne riziko), ale celkové preZivanie sa signifi-
kantne nezlepSilo. Incidencia tazkého kongestivneho
zlyhania srdca bola 0.5%. (29) Incidenciu kardiotoxi-
city vo vybranych Stadidch s trastuzumabom uvadza-
me v tab. 4.

Tabulka 4. Incidencia klinickej kardiotoxicity po poddvani tras-
tuzumabu v adjuvantnom usporiadani.

(28-31)

Stidia Pocet Incidencia incidencia P Follow
pacientov | -trastuzumab | +trastuzumab up

NSABP B-31 1816 0,8(AC-T) 4,1(AC-TH) |<0,001 4
(Tan ChiuE
etal. 2005)
N-9831 1534 0(AC-T) 2,9(AC-TH) |<0,001 4
(Romond EH
etal. 2005)
HERA 5090 0,06 1,73(+H)  |<0,001 2
(Piccart-
Gebhart MJ
etal. 2005)
BCIRG 006 3200 0,95(AC-T) 2,3 (AC-TH) | 0,016 4
(Slamon DJ 0,95(AC-T) 1,33 (TCH) 0,54
etal. 2005)

H - trastuzumab
HERA - Herceptin Adjuvant
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Tabulka 5. Porovnanie kardiotoxicity doxorubicinu a trastuzu-
mabu. Podla: Ewer et al. (32) ECHOKG-echokardiografia.

odpoved na terapiu

Typ I (poskodenie srdca) | Typ II (dysfunkcia myokardu)
Cytostatikum Doxorubicin Trastuzumab
Klinicky priebeh, MoZe sa stabilizovat, Vysokd pravdepodobnost

poSkodenie je vSak
ireverzibilng, relaps za
niekolko mesiacov alebo
rokov moZe stvisiet

vylieCenia do 24 mesiacov
(reverzibilny proces)

s kardidlnym stresom

Efekt davky Kumulativny Nestvisi s velkostou davky
Mechanizmus Oxidacny stres, volné radikaly Inhibicia HER2/neu
Ultrastruktira Vakuoly, vymiznutie Bez zjavnych

myofibril, nekréza ultraStrukturdlnych

myocytov, fibréza abnormalit
Neinvazivna Globélna funk¢énd porucha Globélna funkénd porucha
diagnostika srdca na ECHOKG srdca na ECHOKG

a ventrikulografii a ventrikulografii

Radioterapia

Tonizujtce Ziarenie generuje volné radikély, ktoré deStru-
ujui nukleové kyseliny a proteiny. OZiarenie oblasti srdca
sposobuje mikroskopické zmeny v zmysle fibrotickej pre-
stavby kardiomyocytov, perikarditidy, drobnych zjazveni
a akcelerovanej aterosklerézy. Klinicky sa kardiotoxicita
po rédioterapii prejavuje ako kardiomyopatia, so zhrubnu-
tym perikardom a ischemickou chorobou srdca. (33) Radio-
terapia lavostrannych karcindmov prsnika zatazi srdce 2 aZ
3 -krat vy$Sou davkou Ziarenia ako pravostranné radiotera-
pia. (34) Pacientky liecené radioterapiou pre lavostranny
karcindm prsnika maju signifikantne vysSiu incidenciu kar-
diotoxicity. NovSie techniky radioterapie su vSak Setrnej-
Sie, ateda lateralita nddoru vyznamne neovplyviiuje vyskyt
kardiotoxicity. (35, 36)

Diagnostika kardiotoxicity

NajcastejSie pouZivanou metédou v monitorovani kardio-
toxicity je dvojrozmernd echokardiografia. Pred zacatim
lie¢by antracyklinmi alebo trastuzumabom by mala byt sta-
novenda lTavokomorova ejek¢nd frakcia (EF LK) pacienta.
Pokles EF LK o viac ako 20% v priebehu lie¢by mozZe pred-
chédzat klinickym priznakom zlyhania srdca, a je potreb-
né zvazit redukciu davky alebo zastavenie lieCby. (37) Biop-
sia z apexu pravej komory poskytuje velmi presnd
informéciu o mikroskopickych zmenach myokardu, je inva-
zivna a obmedzend na klinické Studie. Z biochemickych
metdd sledovania kardiotoxicity ide o sériové merania kar-
didlnych troponinov a brain natriuretic peptidu - BNP. (38,
39) Dalsou nekonven&nou metédou je vysokorozlisovacia
elektrokardiografia (high-resolution ECG, HRECG).
UmoZiiuje ziskavat informécie o takych elektrickych dejoch

v myokarde, ktoré nie si detegovateIné pomocou klasickej
elektrokardiografie. (40)

Prevencia a liecba kardiotoxicity

MoZnosti prevencie kardiotoxicity su zatial v adjuvantnom
usporiadani obmedzené a liecba je prevazne symptomatic-
ka. V prevencii kardiotoxicity je potrebné sustredit sa na
redukciu rizikovych faktorov vzniku kardiotoxicity. Odpo-
rica sa monitorovat ejek¢énu frakciu lavej komory, a v¢as
diagnostikovat potencidlne abnormality. Pod4dvanie menej
kardiotoxickych antracyklinovych cytostatik moze tieZ zni-
Zit incidenciu kardiotoxicity. Pri subklinickej kardiotoxi-
cite sa poddvaju inhibitory angiotenzin-konvertujticeho
enzymu a betablokatory, v snahe zabranit jej prechodu do
klinicky manifestnej kardiotoxicity. Liecba klinickej kar-
diotoxicity (kardiomyopatie) je symptomatickd, ide
o ovplyvnenie kongestivneho zlyhania srdca a arytmii. (38)
Strata myofibril vedie k poklesu kontraktility myokardu,
ktora neodpoveda na kardioglykozidy.

Zaver

Do $tadii s trastuzumabom v adjuvancii autori nezahrnuli
pacientky s nizkou ITavokomorovou ejek¢énou frakciou,
ochoreniami srdca a artériovou hypertenziou. Incidencia
kardiotoxicity u pacientov s tymito rizikovymi faktormi
bude pravdepodobne vysSia. Je predpoklad, Ze pri dlho-
dobom sledovani (viac ako 5 rokov) bude incidencia kar-
diotoxicity stdpat.(1) UrcCenie toleran¢nych davok
transkardidlnej radioterapie a kumulativnych ddvok doxo-
rubicinu predstavuje len hruby odhad rizika neskorej kar-
diotoxicity. Idedlne by mal byt biomarker, resp. test sub-
klinického poSkodenia jednoduchy, opakovatelny, re-
produkovatelny, dostato¢ne senzitivny a Specificky, umoz-
flujuici lekarovi véas redukovat/vysadit liecbu a vyhnit sa
Zivot ohrozujtcej toxicite. VyZaduje sa dobra koreldcia
hladiny markera (hodnoty testu) s patofyziologickou pri-
hodou zodpovednou za orgdnové poSkodenie. Ak sa pozi-
tivita markeru (testu) zachyti paralelne so vznikom letal-
neho poskodenia, vySetrenie je bezcenné. Casto je vzostup
markera (testu) skor dosledkom neZ prediktorom letilne-
ho poskodenia. (41) Nekonven¢nou metddou je vysoko-
rozliSovacia elektrokardiografia (high-resolution ECG,
HRECG). Umoziiuje ziskavat informdcie o takych elek-
trickych dejoch v myokarde, ktoré nie su detegovateIné
pomocou klasickej elektrokardiografie. (40) Pokojova
a ndmahova echokardiografia a rddionuklidova ventriku-
lografia sa systematicky pouZivaji na detekciu skorych aj
neskorych priznakov antracyklinovej toxicity; viac¢Sinou
vSak neboli sledované prospektivne. V stlade so smero-
vanim k medicine zaloZenej na dokazoch boli vytvorené
odporucania na sledovanie kardiotoxicity. Ich pouZitie
v praxi v8ak ostdva kontroverzné.
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IN PROGRESSION OF BREAST CANCER
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Souhrn

Vychodisko: Karcinom prsu je velmi zdvazné onemocnéni, pfi kterém je v€asna diagnéza nemoci kritickym piedpokladem tspésné
1é¢by. V soucasné dob€ vrcholi snaha hledat spolehlivé prognostické faktory, které by umoZznily co nejlépe odhadnout vyvoj nemoci.
Vhodnymi prognostickymi markery se jevi také skupina biotransformacnich enzymu chinonoxidoreduktiz (NQO1 a NQO2), u kte-
rych jiZ bylo prokazéano spojeni s rizikem vzniku karcinomu prsu. Metody a vysledky: Pomoci metody real-time PCR byla deteko-
véna exprese NOQO1I a NQO?2 ve vSech sledovanych vzorcich pacientek s karcinomem prsu (42 parovych vzorkt nadorové tkané, okol-
ni tkdné bez histologicky prokdzané infiltrace nddorovymi butikami a 19 vzorkt lymfocyti periferni krve). Exprese u obou gent
vykazovala velkou individudlni variabilitu a byla rovnéZ charakterizovana deregulaci v nddorové tkdni. Statisticky byly zhodnoceny
vztahy mezi expresi obou gent a klinickymi a histopatologickymi charakteristikami onemocnéni. Vyznamné vys$§i exprese NQOI
byla nalezena v nenadorové tkani pacientek po menopauze (P = 0,036), u pacientek s pNO (tj. bez metastatického postiZeni axilarnich
lymfatickych uzlin, P = 0,044) a u pacientek s prokdzanou expresi receptorti pro estrogen (P = 0,020) a progesteron (P = 0,040). Cel-
kové vysokd exprese NQO! v nenddorové tkdni korelovala s pfiznivymi prognostickymi faktory. Tento trend bude jesté tfeba ovéfit
analyzou pfeZivani v del§im ¢asovém horizontu. Pacientky s invazivnim duktdlnim karcinomem mlé¢né Z1azy mély vyznamné nizsi
expresi NQO2 v nadorové tkdni ve srovnani s lobuldrnim typem nadoru mlééné Zlazy (P = 0,011). Zavér: Exprese NQOI i NQO2
koreluji s vyznamnymi prognostickymi faktory u nemocnych s karcinomy prsu a jejich studiu je tfeba se déle v€novat na vétS§im sou-
boru.

Klicova slova: karcinom prsu, NQO1, NQO2, exprese, real-time PCR.

Summary

Background: Breast cancer is a highly serious disease in which early diagnosis presents a critical step to successful therapy. At pre-
sent time, identification of reliable prognostic markers that enable more precise estimation of disease progression is a major scientific
target. The group of biotransformation enzymes quinone oxidoreductases (NQO1 and NQO2) seems to be among such targets, as
their association with breast cancer risk has been already published. Methods and Results: Expression of NQOI and NQO2 was detec-
ted by real-time PCR in 42 paired tumor and surrounding (without morphologically verified presence of tumor cells) tissue samples
and in 19 samples of lymphocytes of breast cancer patients. Large inter-individual variability in expression of both genes was found
along with deregulation in tumor tissue. Statistical comparisons of expression levels of both genes with clinical and histopathology
findings were performed. Postmenopausal patients had significantly higher NQO1 expression in their non-tumor samples when com-
pared to premenopausal ones (P =0,036). Higher NOQO expression in non-tumor samples was found in patients without axillary lymph
node metastasis (P = 0,044) and in patients with immunohistochemically detected expression of the estrogen receptor (P = 0.020) and
progesterone receptor (P = 0,040). Generally, high NQO1 expression in non-tumor tissue correlated with factors of good prognosis.
This trend should be further verified by survival analysis from a long-term perspective. Lower NQO2 expression was observed in
tumor tissues of patients with invasive duct carcinomas of the mammary gland (P = 0.011). Conclusion: Expressions of NOQOI and
NQO?2 correlate with well-established prognostic factors in breast carcinoma patients and should be studied further on larger number
of patients.

Key words: Breast cancer, quinone reductase 1, quinone reductase 2, gene expression, PCR.
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Uvod

Karcinom prsu je nejcastéj$im zhoubnym nddorem Zen
a patfi mezi tzv. hormondlné regulované nadory, ovlivné-
né expresi zejména estrogent (1). Estrogeny i xenoestro-
geny ptitomné v zevnim prostiedi navic indukuji zvySenou
expresi nékterych rastovych faktort jeZ ovliviiuji prolife-
racni aktivitu bunék (1). Tyto procesy se uplatiiuji u vétsi-
ny tzv. sporadickych forem karcinomu prsu, tj. u 75 -85 %
nemocnych. U 10— 15 % vznika karcinom prsu na zakladé
dédi¢nych genetickych zmén (tzv. hereditarni formy kar-
cinomu prsu), které jsou podminény predev§im mutacemi
genlt BRCA1 nebo BRCA2. Kromé téchto majoritnich pre-
dispozi¢nich genil (angl. high penetrance) je nyni studové-
na dloha i tzv. genti s nizkou penetranci (angl. low pene-
trance), mezi které patii i biotransformacni geny.
Chinonoxidoreduktizy jsou flavoproteiny icastnici se dru-
hé faze biotransformace. V lidském genomu se vyskytuji
dva geny kédujici enzymy NAD(P)H:chinonoxidoreduk-
tdzu 1 (NQOI1, chromosom 16¢22.1, ¢islo OMIM 125860)
aNRH:chinonoxidoreduktazu 2 (NQO2, chromosom 6p25,
¢islo OMIM 160998). Tyto enzymy katalyzuji dvouelek-
tronové redukce chinont a chinoidnich slou¢enin na rela-
tivné stabilni hydrochinony. Ty mohou byt dile konjugo-
vany a vyluCovany. Navic latky s chinoidnimi strukturami
patii mezi nejpouzivanéjsi cytostatika (antracykliny).
NQOL je cytosolicky enzym vyuZivajici jako donor elek-
trond kofaktory NADH nebo NAD(P)H. NQO1 se vysky-
tuje jako homodimer, v kazdém aktivnim centru ma jednu
prosthetickou skupinu FAD (flavin adenin dinukleotid) (2).
NQOI hraje dtleZitou roli v ochrané bunék proti toxicité
chinont tim, Ze sniZuje jejich mutagenitu a karcinogenitu.
Vysoka hladina NQO1 byla popsana u fady nadori a byly
nalezeny i rozdily v hladindch exprese mezi nddorovou
i nenddorovou tkéni (3). V nasi pfedchozi studii jsme zjis-
tili, Ze polymorfismus NQO1, zplsobujici téméf absolutni
redukci enzymové aktivity, je rizikovym faktorem vzniku
karcinomu prsu (4). Tyto vysledky jsme potvrdili nezivis-
lou studii rakouské populace nemocnych s karcinomy mlé¢-
né zlazy (5).

Enzym NQO2 se podobné jako NQO1 vyskytuje v cytoso-
lu a jako kofaktor vyuZiva ribosid dihydronikotinamid
(NRH) spise neZ NAD(P)H. NQO2 katalyzuje nejen dvou-
elektronovou redukci chinond, ale také ¢tyfelektronovou
redukci, pfi které jako elektronovy akceptor in vitro vyuZi-
vamethyl Cervenl (methyl red). UNQO2 bylo nalezeno spe-
cifické misto pro vazbu kovil (angl. metal binding site), kte-
ré u NQOI neni pfitomno (6). Enzym NQO?2, stejné jako
NQOI, chréni butiky proti nékterym chemickym karcino-
gentm (7). NQO2 metabolicky aktivuje protinddorové Iéky,
napt. CB1954, ¢imZ zvySuje jejich cytotoxicitu a stimulu-
je bunécnou smrt (8). V nedavné dobé bylo také prokaza-
no, Ze exprese lidského NQO?2 je indukovana antioxi-
danty (9).

Tato pilotni studie se zaméfila predev§im na kvantitativni
stanoveni exprese NQOI a NQO?2 v souboru pacientek s kar-
cinomem prsu. Poprvé bylo provedeno, metodou absolut-
ni kvantifikace, zhodnoceni rozdilu v expresi jednotlivych
genli mezi prsni nddorovou a nenddorovou tkani. Jako moz-
ny marker hladin expresi NOQOI a NOO?2 jsme sledovali
expresi té€chto genidl u lymfocytd periferni krve. Hlavnim
cilem bylo prozkoumani vyznamu exprese NOQOI a NQO?2
pro prognézu vyvoje onemocnéni u pacientek s karcino-
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mem prsu, jeZ bylo provedeno korelaci hladin expresi s kli-
nickymi nélezy a histopatologickymi charakteristikami kar-
cinomi.

Pacientky a metody

Do studie bylo zahrnuto 42 nemocnych s histologicky potvr-
zenou diagndzou karcinomu prsu z obdobi let 1998 —2005.
Sledované klinické a histopatologické charakteristiky paci-
entek jsou uvedeny v tabulce €. 1. VSechny pacientky pode-
psaly formulaf informovaného souhlasu ve shodé s Hel-
sinskou deklaraci a studie byla schvalena etickou komisi
Statniho zdravotniho tstavu v Praze. U 19 sledovanych
nemocnych byla v pribéhu operace odebrana periferni krev
a ihned pouZita k separaci lymfocyti a izolaci RNA s vyu-
zitim TRIzol reagent (Invitrogen, Carlsbad, CA).

Tabulka 1: Klinické a histopatologické charakteristiky sledova-
nych pacientek.

Charakteristika N§
Priméry vék v dobé diagnézy (66,6 + 12,4) 42 (100)
Menopauzdlni stav premenopauzdlni 6(14,3)
postmenopauzalni 36(85.7)
Histologicky typ nidoru invasivni duktalni karcinom 32(76,2)
invasivn{ lobulrni karcinom 7(16,7)
jiny typ* 2(48)
neurceno 1(23)
Priimérnd velikost nadoru (23,8 £ 10,3 mm)
<20 mm 21(50,0)
21 -49 mm 19(45,2)
>50 mm 2(48)
Histologicky grade 1 7(16,7)
2 19(45,2)
3 9(214)
neurceno 7(16,7)
Klinické stadium I 12(28,6)
il 20(47,6)
11 5(119)
v 1(24)
neurceno 4(9,5)
Receptor pro estrogen pozitivni 27(64,3)
negativni 15(35,7)
Receptor pro progesteron pozitivni 19(45,2)
negativni 23(54,8)
Postizeni uzlin* pozitivni 15(35,7)
negativni 23 (54,8)
neurceno 4(9,5)

§ N = pocet pacientek (procentuelni zastoupeni je uvedené
v zavorce)

+ mucinozni a malobunéény karcinom

* kritérium ,,pozitivity* — alespoii jedna uzlina s metastatickym
postiZenim

V pribéhu opera¢niho vykonu byl nemocnym odebran vzo-
rek tkdné z makroskopicky suspektniho loZiska nddoru (pro
ucely peroperacni biopsie) a k nddoru pfiléhajici okolni
tkan. Vzorky tkéni byly histologicky zpracovéany a vySet-
feny podle standardnich diagnostickych procedur. Expre-
se receptortl pro estrogen a pro progesteron byla stanove-
na imunohistochemicky na histologickém fezu z formolem
fixované a do parafinu zalité tkan€. Tkané& s histologicky
prokdzanym karcinomem byly zafazeny jako reprezenta-
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Tabulka 2: Porovnani exprese NQO1 a NQO2 v nadoru, nenddorové tkani a lymfocytech periferni krve pacientek s karcinomem prsu.

(A) Hladina expresi pro NQO! a (B) hladina expresi pro NQO2.

A)

Exprese NQOI (vyjadiena jako pomér poctu kopii na ug RNA NQO1/PPIA)

Typ vzorku N3§ Minimum Maximum Pramér S.E. Median Variabilita
nador 42 0,0248 3,0821 0,5266 0,0961 0,2804 122-krat
nenddorova tkai* 42 0,0143 3,7983 0,7815 0,1474 0,3618 265-krat
lymfocyty 19 0,0015 0,2335 0,0409 0,0153 0,0112 156-krat
B)

Exprese NQO2 (vyjadfena jako pomér poctu kopii na ug RNA NQO2/PPIA)
Typ vzorku N3 Minimum Maximum Primér S.E. Median Variabilita
nador 42 0,0023 1,8085 0,1681 0,0530 0,0735 786-krat
nenddorova tkai* 42 0,0059 1,1459 0,2097 0,0433 0,0910 194-krat
lymfocyty 19 0,0112 0,2278 0,0838 0,0148 0,0731 20-krat

§ pocet sledovanych vzorki

* tkan z okoli nddoru bez morfologicky prokdzanych zndmek pfitomnosti nidorovych bunék

tivni pro izolace nukleovych kyselin. Ve vzorcich okolni
nenadorové tkdné pouZitych pro izolace nukleovych kyse-
lin nebyla morfologicky prokédzana pfitomnost nidorovych
bunék. 5 um tenké kryostatové fezy nadorovych a nenado-
rovych tkini byly uchovavany v tekutém dusiku a nasled-
né pouZity pro izolaci celkové RNA s vyuZitim TRIzol rea-
gent. Kvalita vysledného preparitu celkové RNA bylo
ovéfena agarézovou elektroforézou a koncentrace uréena
spektrofotometricky pomoci pfistroje Cary 300 (Varian,
Palo Alto, CA). Pro syntézu cDNA bylo pouZito 0,5 ug cel-
kové RNA akit na syntézu cDNA (MBI Fermentas, Vilni-
us, Litva). Pfipadna kontaminace genomovou DNA byla
posouzena PCR amplifikaci fragmentu kontrolniho genu
ubichitinu C za vzniku produktu zcDNA (190 bp) az geno-
mové DNA (1009 bp) popsanou metodou (10).

VysSetfeni expresi metodou real-time PCR bylo provedeno
na systému RotorGene 6000 (Corbett Research, Sydney,
Australia) za pouZiti TagMan Gene Expression Assays pro
sledované geny (Applied Biosystems, Foster City, CA).
Soucasné se vzorky byly v prib&€hu real-time PCR méfeny
i standardy obsahujicich cilovou sekvenci gentt NQO1 nebo
NQO?2 naklonovanou do plasmidu pDONR20I pomoci
GATEWAY Cloning Kit podle instrukci vyrobce (Invitro-
gen, Carlsbad, CA). Jako kontrolni gen byl vyuZit cyklofi-
lin A (PPIA, chromosom 7p13, ¢islo OMIM 123840), kte-
ry byl stanoven za stejnych podminek PCR amplifikace jako
NQO geny.

Vyhodnoceni real-time PCR reakci bylo provadéno soft-
warem Rotor-Gene 6000 série verze 1.7. Exprese NOQOI
a NQO?2 byla analyzovéina metodou absolutni kvantifikace
s vyuZitim externi kfivky pfislu§nych standarddi plasmida
okoncentracich: 102, 103, 104, 105 a 10¢ kopii/vzorek. Pocet
kopii NOQO1 a NQO2 v kazdém vzorku byl vztaZen na
ng celkové RNA. Podobné byl vyhodnocen i pocet kopii
kontrolniho genu PPIA. Nakonec byla provedena normali-
zace poctu kopii NQOI nebo NQO?2 na pocet kopii PPIA.
Hladiny exprese NQOI a NQO?2 byly korelovany s klinic-
kym pribéhem onemocnéni a s histopatologickymi nilezy
pomoci neparametrického Mann-Whitney U testu. Za sta-
tisticky vyznamnou byla povazovana hodnota P <0,05. Sta-

tistickd analyza byla provedena programem Statistica 7
(StatSoft, Inc., Tulsa, USA).

Vysledky

U vSech sledovanych vzorkil byla hladina exprese NQO1
a NQO?2 spolehlivé detekovatelnd. V naddorové i nenddoro-
vé tkani byly nalezeny vy$$i primérné hladiny NQO! nez
NQQO?2. Exprese obou genll se vyznacovala velkou indivi-
dudlni variabilitou mezi jednotlivymi pacientkami. Pfi
porovnini rozdil expresi obou sledovanych genti byly nale-
zeny vyznamné& vySSi primérné exprese v nenddorové tka-
ni oproti nddorové tkani (viz. tabulka ¢.2). Pfi hodnoceni
hladin ve vzorcich jednotlivych pacientek byly nalezeny
vys$i hodnoty expresi NQO1 a NQO?2 v nenddorové oproti
nadorové tkani u 20 (47,6%) resp. 26 (61,9%) z celkového
poctu 42 vzorkl. Na druhé strané vSak u nékterych pacien-
tek byly nalezeny vice neZ 3x vyS$si hladiny exprese NQO1
(u 12 pacientek ze 42, tj. 28,6%) i NQO2 (u 6 pacientek ze
42, tj. 14,3%) v naddorové oproti nenddorové tkani.
Klinické a patologické charakteristiky souboru pacientek
jsou shrnuty v tabulce ¢.1. Vékovy prumér sledovaného
souboru pacientek s karcinomem prsu byl 67 let a 85,7%
pacientek se nachazelo v obdobi po menopauze. Lokalné
rozvinuté nadory (klinické stadium I, IIA ¢i IIB) mélo
76,2% pacientek. Z histologického hlediska se jednalo pre-
devs§im o invazivni duktlni karcinomy prsu (76,2%) s pri-
mérnou velikosti vS§ech typti nddori 23,8 = 10,3 mm. Expre-
se receptort pro estrogen byla nalezena u 64,3 % a exprese
receptorl pro progesteron u 45,2% pacientek.
Pfihodnoceni vztaht hladin NQOI a NQO2 ke sledovanym
klinickym a histopatologickym faktorim byla nalezena fada
vyznamnych korelaci, které jsou shrnuty v tabulce ¢.3.
Pacientky po menopauze mély vyznamné vyS$§i hladinu
exprese NQO1 v nadorové tkani ve srovnani s pacientkami
pfed menopauzou (P = 0,033; viz. tabulka ¢.3A). Obdob-
n¢ tomu bylo v jejich nenddorové tkani (P = 0,036, viz.
tabulka ¢.3B). Vys$§i expresi NQOI v nenddorové tkani
jsme zjistili u nemocnych bez metastatického postiZzeni lym-
fatickych uzlin, tj. pNO (negativni node status, P = 0,044)
a s pozitivitou jak receptoril pro estrogen (P = 0,020) tak
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Tabulka 3: Vyznamné vztahy mezi expresi gentt NQOI a NQO?2
v nddorové a nenadorové tkéani a klinickymi a histopatologicky-
mi charakteristikami karcinomu vySetfenych nemocnych

A. NQOI nédorova tkan N§ Primér+S.E. P (2-sided)
Postmenopauzalni stav 36 0,59+0,11

Premenopauzdlni stav 6 0,16 0,09 0,033

B. NQOI nenddorova tkdn N Primér+S.E. P (2-sided)
Postmenopauzaln{ stav 36 0,88+0,17

Premenopauzdlni stav 6 0,21+0,01 0,036
Uzliny bez metastdz (NO) 23 1,14+0,24

Uzliny s metastdzami (N1-N3) 15 0,38 _0,11 0,044
Pozitivni ER * 27 09140,18

Negativni ER 15 0,56 £0,25 0,020
Pozitivni PR * 19 1,07£0,25

Negativni PR 23 0,55+0,17 0,040

C. NQO2 nadorova tkari N Primér£S.E. P (2-sided)
Invazivni duktalni karcinom 32 0,46+ 0,08

Invazivni lobularni karcinom 7 0,55+0,22 0,011

D. NQO2 nenddorova tkan N Primér+S.E. P (2-sided)
Klinické stadium T1 18 0,15£0,06

Klinické stadium T2-T4 20 0,30£0,07 0,048

§ pocet sledovanych vzorki
* ER —receptor pro estrogen, PR — receptor pro progesteron

pro progesteron (P = 0,040). Pacientky s invazivnim duk-
tdlnim karcinomem mély vyznamné niZ$i expresi NQO?2
v nddorové tkéani neZ pacientky s lobularnim typem néado-
ru (P =0,011, viz. tabulka ¢.3C). Exprese NQO2 v nené-
dorové tkani byla ve vztahu k velikosti nddoru na hranici
vyznamnosti. Pacientky s vy$$i expresi NOQO2 mély casté-
ji nddory vétsi nez 20 mm (P = 0,048, viz. tabulka ¢.3D).
Dalsi vyznamné vztahy hladin exprese studovanych genii
ke klinickym a histopatologickym faktorim nebyly nale-
zeny. Exprese NQOI ani NOQO2 v lymfocytech nekorelo-
vala s prisluSnou expresi téchto genli v nidorové ¢i nené-
dorové tkéni.

Diskuze

V naSich predchozich studiich, které se zaméfily na sledo-
vani polymorfismu NQO1, se ndm podafilo prokizat vztah
genotypu NQOI k riziku vzniku karcinomu prsu u ¢eské
populace (4) a v mezinarodni studii jej potvrdit na rakous-
ké populaci (5). Proto jsme se v této pilotni studii snaZzili
tento rizikovy potencidl hloubéji prozkoumat a pfipadné
nalézt dal§i mozZné informace o tloze NQO! a pfibuzného
NQO?2 naurovni genové exprese. Tato pilotni studie za pou-
ziti metody real-time PCR jednozna¢né prokazala expresi
genlt NQOI a NQO?2 v nadorech, v okolni pfiléhajici nena-
dorové tkani i v perifernich lymfocytech pacientek s karci-
nomem prsu. Vysoké exprese NQO] jizbylanalezena v fadé
lidskych nadorovych inenadorovych tkani (karcinom prsu,
plic, tra¢niku, jater atd.) (11,12,13,14,15). Pomoci Nort-
hern blotu byla hladina genové exprese NQO?2 zjiSténa v srd-
ci, mozku, plicich, jatrech, ledvinach a v kosternich svalech
(16). Imunohistochemickymi studiemi bylo zji$t€no, Ze
NQO1 v lidskych tkani je hlavné lokalizovén v endotelidl-
nich a epitelidlnich tkdni v mnoha riiznych organech vcet-
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néoka (17). Nase studie je unikatni v tom, Ze nabizi vyznam-
né presnéjsi stanoveni genové exprese metodou absolutni
kvantifikace pomoci real-time PCR jeZ dosud nebylo pub-
likovéno.

V priméru byly nalezeny vy$Si exprese geni NQOI
a NQO?2 v nenadorové oproti nddorové tkéni, tzn. v nado-
rové tkani béhem rozvoje onemocnéni doslo ke sniZeni
exprese sledovanych gent (downregulace). U nékterych
pacientek vSak byly nalezeny vice nez 3x vys$si hladiny
exprese NOQOI i NQO?2 v nddorové oproti nenddorové tka-
ni (upregulace). Tento fakt naznacuje mozné vyuZiti kvan-
titativniho stanoveni exprese NQOI a NQO2 v budoucnu
pfi individualizované chemoterapii cytostatiky zaloZeny-
mi na aktivaci enzymy kédovanymi NQOI nebo NQO?2.
V odborné literatuie jiZ na toto téma probiha diskuze
(7,18,19).

Ve snaze zjistit zda by bylo mozZné, pro odhad hladin expre-
se ve sledované tkani, pouZit lymfocyty periferni krve byly
u 19 pacientek korelovany hladiny exprese NQOI a NQO?2
v lymfocytech s hladinami ve zkoumanych tkanich. Expre-
se NQO1 ani NQO?2 v perifernich lymfocytech vSak s expre-
si v naddorové ¢i nenddorové tkini vyznamné nekorelova-
la. Pravdépodobné tedy nebude mozné pouZit pro vySetfeni
exprese NOQOI a NQO?2 lymfocyty (coZ by umoZiiovalo
nejen primarni stanoveni hladin exprese téchto geni, které
je vhodnéjsi pfimo z nddorové tkéné, ale hlavné by umoz-
nilo priibéZné sledovani dynamiky exprese v pribéhu 16¢-
by a po jejim ukonceni).

Pro posouzeni vyznamu exprese NOQOI a NQO2 pro pro-
gnézu vyvoje karcinomu prsu jsme porovnali vysledky sle-
dovani exprese NQOI a NQO2 s klinickymi a histopatolo-
gickymi charakteristikami nddord jednotlivych nemocnych.
Studie zabyvajici se podobnou tématikou nebyly dosud pub-
likovéany. NaSe studie nalezla nékteré velmi zajimavé vzta-
hy. Vyznamné vy3§i exprese NQO1 zjisténé v tkanich paci-
entek s primarni diagnézou onemocnéni po menopauze
naznacuje mozné ovlivnéni kolisinim hormonélnich hla-
din u premenopauzilnich Zen. Tento pfedpoklad vychazi
z toho, Ze k regulaci exprese NQO1 miiZe dochézet nejen
pomoci Ah receptoru ¢i fenolickych antioxidant a meta-
bolitli polycyklickych arométt, ale i pomoci antiestrogent
a estrogenovych receptord (20). Ndlez vyznamné niZ$i
exprese NQO2 v nadorové tkani pacientek s invazivnim
duktalnim karcinomem oproti pacientkdm s invazivnim
lobul4rnim karcinomem by bylo vhodné korelovat na tirov-
ni proteinu s imunohistochemicky zji§ténou expresi NQO1
a NQO2 protein u jednotlivych typt karcinomil. V piipa-
dé€ potvrzeni vztahu exprese na trovni mRNA a proteind
a ovéfeni vyznamu tohoto stanoveni na vét§im souboru
nemocnych by bylo moZné gen NQO2 zaclenit do panelu
markert molekularné-patologického profilu karcinomu
prsu. K nejzajimavéjSim vztahiim patii ndlez vyznamné
zvysené exprese NQO! u pacientek s lepsi prognézou one-
mocnénim (postmenopauzalni stav, pNO, ER+aPR+). Ten-
to vysledek by mohl mit vyznam pro zpfesnéni zatazeni jed-
notlivych nemocnych do 1é¢ebnych skupin. Pro ovéfeni
a lep$i vyuZiti poznatki je tfeba rozsifit studii na vétsi sku-
pinu pacientek, porovnat vyvoj onemocnéni u jednotlivych
pacientek s odstupem Casu po 1é¢bé (korelace s preZitim,
kompletni remisi, recidivami atd.) a rovnéZ prozkoumat
vztah mezi genovou expresi a hladinami proteinu sledova-
ného naptiklad imunohistochemicky. Dal$i zajimavé infor-
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mace ohledné prognostického a prediktivniho vyznamu
expresi obou genti miiZe pfinést analyza pfeZivani ve vzta-
hu k typu pouZité chemoterapie, kterou planujeme v dlou-
hodobéjsi perspektive.

Zavér

Pilotni studie sledujici expresi gent 2.fize biotransfor-
mace NQOI a NQO?2 prokézala na souboru pacientek
s karcinomem prsu vyznamné exprese jak v nddorové tak
i v nenddorové tkani a v lymfocytech periferni krve. Na
zakladé dosaZenych vysledki je moZno usuzovat, Ze vyso-
ka exprese NQO1 v nenddorové tkani by mohla charakte-
rizovat pacientky s lepSi prognézou vyvoje nemoci.

Naproti tomu nizké exprese NQO2 by mohla naznaCovat
vétsi pravdépodobnost vyvoje agresivnéj$iho pribéhu
onemocnéni. Celkové se tedy exprese NOQOI 1 NQO?2 jevi
jako potencidlni prognosticky faktor vyvoje karcinomu
prsu. Pro moZzné vyuZiti vysledkt v klinické praxi navr-
hujeme ovéfit ziskané informace sledovanim hladin NQO1
a NQO?2 i ptislu§nych proteinovych produktii u vétsiho
souboru pacientek a s Casovym odstupem od diagnézy
onemocnéni.

Podeékovdni: Projekt byl podpofen grantem IGA 9426-3,
Grantem Univerzity Karlovy GAUK ¢. 94507 a vyzkum-
nym programem na podporu mladych védci SZU Praha.
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Souhrn

Vychodiska: Non-hodgkinské lymfomy (NHL) jsou tvofeny fadou jednotek s rozdilnym biologickym chovanim. Jejich inci-
dence celosvétové stoupd, zastoupeni jednotlivych podtypti se miize vyrazné lisit dle geografické lokality. Udaje o distribuci
NHL v CR zatim nejsou znamy. Metodika: V letech 1999 az 2006 bylo v registru KLS zachyceno 3518 novych pfipadtt NHL.
Pro analyzu distribuce byly pouZity vS§echny nové pfipady, pro analyzu pfeZiti pfipady registrované do roku 2005. Vysledky:
Nejvyraznéjsi zastoupeni ma diftzni velkobunéény lymfom (DLBCL) s 45%, na dal$ich mistech jsou folikularni lymfom (FL)
s 19%, lymfom z margindlni zény (MZL) s 6,9%, lymfom z plaStovych bunék (MCL) s 6,5%. Zastoupeni DLBCL je vys8i neZ
v publikovanych studiich, zastoupeni FL nevybocuje z Sirokého rozpéti, tak jak bylo zaznamenéno i v Evrop&€. Pravdépodob-
nost celkového preZiti ve 3 letech bylo vice nez 80% pro FL, primérni mediastindlni B lymfom (PMBCL), MZL lymfom MALT
typu, a splenicky MZL, pieZiti 60-70% bylo pozorovano u DLBCL, anaplastického velkobuné¢ného lymfomu (ALCL) a Bur-
kittova lymfomu. PreZiti kolem 40-60 % bylo pozorovéano u periferniho T lymfomu, MCL a lymfoblastického lymfomu. Pfi
podrobnéjsi analyze nemocnych s DLBCL se ukdzal jako nejvyznamnéj$i prognosticky faktor mezinarodni prognosticky index
(IPI), dédle 1é¢ba rituximabem a provedeni vysokoddvkované terapie s autologni transplantaci. Zatazenim rituximabu se prav-
dépodobnost cekového preZiti zvysila o 19% a preZiti bez zndmek progrese 0 27% proti skupiné 1é¢ené jen chemoterapii (p<0,001
resp. <0,001). Pfestoze v letech 2004 a 2005 bylo 1é¢eno rituximabem pouze 74% nemocnych méli tito nemocni o 14% lepsi
pravdépodobnost celkového preZiti a 0 28% preZiti bez progrese ve srovnani s nemocnymi lé¢enymi jen chemoterapii (p<0,05
resp <0,01).Z4avér: Predkladana souhrnnd analyza ukazuje zastoupeni jednotlivych typt lymfomi v CR, pieZiti jednotlivych
typu, které se neli§i od svétovych tdaji. V nejpocetnéji zastoupené skupiné DLBCL doslo v pribéhu 6 let k vyraznému zlepSe-
ni preZziti zavedenim rituximabu.

Klicova slova: NHL, non-hodgkinsky lymfom, pfeZiti, registr, incidence.
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Summary

Background. The Non-Hodgkin’s lymphoma (NHL) incidence increased significantly during last decades. Numerous NHL subtypes
with different biology vary in their distribution with respect to various geographical regions. We present the analysis of the Czech
Lymphoma Study Group (CLSG) registry. Methods: 3518 newly diagnosed NHL cases have been registered during the years 1999-
2006. All cases were included into distribution analysis, only patients diagnosed until 2005 were included into survival analysis.
Results: The diffuse large B-cell lymphomas (DLBCL) represent the major subtype with 45%, followed by follicular lymphomas (FL)
with 19%, marginal zone lymphomas with 7%, and mantle cell lymphomas with 6.5%. The DLBCL proportion is greater when com-
pared with previously published data. The proportion of FL varies significantly based on geographic region, with our figures within
the range of published data. Overall survival (OS) probability at 3 years exceeded 80% in FL, primary mediastinal B-cell lymphomas
(PMBCL), MALT type of MZL, and splenic MZL. OS probability between 60-70% has been noticed in DLBCL, anaplastic large cell
lymphomas (ALCL) and Burkitt_s lymphoma (BL). The worst outcome with steadily sloping curves and 3 year OS between 40-60%
was observed in peripheral T-cell lymphomas not otherwise specified (PTL NOS), MCL, and T-lymphoblastic lymphomas. More
detailed analysis of DLBCL was performed and LDH, age, PS WHO, clinical stage, International prognostic index (IPI), rituximab
therapy, high dose therapy with autologous stem cell transplantation, and year of diagnosis were found significant for OS as well as
for progression free survival (PES). Conclusion: The presented analysis describes for the first time the NHL lymphoma subtypes distri-
bution as well as their outcome in Czech Republic. The outcome improvement has been demonstrated by the introduction of new the-

rapeutic approaches.

Key words: Non-Hodgkin’s lymphoma, registries, distribution, survival, incidence.

Uvod

Lymfoproliferativni nidorova onemocnéni patti do skupi-
ny chorob se vzristajici incidenci pohybujici se mezi 10-
15 nemocnymi na 100.000 obyvatel. Tento jev je pozoro-
vatelny prakticky ve vSech zapadnich zemich 2 kdyz
nejvyraznéjsi vzestup zaznamenaly non-hodgkinské malig-
nilymfomy (NHL). Zd4 se, Ze nejvyssiincidence je v USA,
kde se pohybuje mezi 15-19/100.000 obyvatel v roce 1999
34

Ceska republika na tom neni jinak a pfestoZe data shro-
mazdovand v Narodnim onkologickém registru (NOR) nel-
ze povazovat z fady divodu za nejpfesnéjsi ukazuji, Ze
napfiklad incidence NHL v roce 1999 byla 10,2 na 100.000
obyvatel, vroce 2003 to bylo 11,1 promuZe a 10,6 pro Zeny
56, Pfedstavuje to situaci, kdy v CR je kazdych 8 hodin dia-
gnostikovan novy pacient s NHL a kaZdych 15 hodin jeden
nemocny s lymfomem zemfe. V soucasné dobé Ize odhad-
nout, Ze v CR Zije vice nez 10.000 lidi, u nichZ byla stano-
vena diagn6za lymfomu (NHL nebo Hodgkinova lymfo-
mu) (odhad u¢inén extrapolaci dat podle 7).

Diagnostika lymfom je v8ak ndro¢nd a zatiZena fadou pro-
blémt, u vétSiny populacnich registrti pak chybi kontrola téch-
to diagnostickych tdajt, kontrola vstupnich dat obecné a cel-
kova vypovéd o struktuie lymfomil je pak problematicka.
V roce 1994 byl publikovan navrh klasifikace lymfoprolifera-
ci REAL 8, ktera se stala zdkladem pro WHO Kklasifikaci pub-
likovanou v roce 2001 °. Na zaklad€ domluvy skupiny praco-
vidt byla v CR v roce 1998 ustavena Kooperativni lymfomové
skupina (Czech Lymphoma Study Group—CLSG), jejimZ jed-
nim cilem bylo ziizeni registru nemocnych s NHL, ktery zacal
fungovat od roku 1999. Tento registr neni populacni a je zamé-
fen pfedevsim na distribuci jednotlivych typti lymfomi, jejich
charakteristiky a pfeZiti. V ptredkladané praci podavame pre-
hled distribuce lymfomil a preZiti hlavnich typt.

Metodika:
Registr je zaloZen na anonymizovaném sbéru zékladnich
klinickych dat u nemocnych s nové diagnostikovanym

NHL. Ke sbéru je vyZadovéan souhlas nemocného s tim-
to sbérem. Sbér probiha ve stupiiovité formé registrac-
niho formuléfe, terapeutického formulére a sledovaciho
formuléfe. Tyto lze vyplnit bud v papirové podobé nebo
elektronicky (www.lymphoma.cz). Soucasti klinickych
udajt je identifikator nemocného, datum narozeni, datum
diagnozy, vlastni diagndza (ta musi byt doprovozena
anonymizovanou kopii histologického vySetfeni jak
z prvého tak z referen¢niho ¢teni), hodnoceni klinické-
ho stavu, celkového stavu (performance status — PS),
laboratornich dat (KO, LDH, beta2mikroglobulin), zhod-
noceni rizika nemocného podle prognostickych systémi
(IPI'9 — mezinidrodniho prognostického indexu pro
nemocné s agresivnimi lymfomy, FLIPI !'- mezinarod-
ni index pro nemocné s folikuldrnim lymfom — FL), roz-
hodnuti o terapii, vlastni 1é¢ba (typ chemoterapie,
monoklondlni protilatky, radioterapie, transplantaéni
1é¢ba, chirurgicka 1é¢ba), vysledek 1é¢by, datum pro-
grese resp. relapsu, datum tumrti a datum posledniho sle-
dovani. Odpovéd je hodnocena podle mezinarodnich kri-
térif 12.

Tyto tdaje jsou zpracovany v datacentru, je provedena for-
malni kontrola a pfipadné nesrovnalosti a dal$i otazky jsou
pfedmétem dotazu na referujici centrum. Data mohou byt
z databaze exportovéna dle vybranych kritérii.

V piekladané obecné analyze bylo ze statickych metod pou-
Zito hodnoceni preZiti podle Kaplan Maiera, ke srovnani
preZiti podle prognostickych kritérii log rank test a k vice-
faktorové analyze Coxova regresni analyza.

Pfi hodnoceni osudu nemocnych byla pouZita pravdépo-
dobnost celkového preZiti (OS), definovaného jako rozdil
mezi datem diagnozy a datem posledniho sledovéni, uda-
losti bylo imrti nemocného z jakéhokoli diivodu. Déle byla
pouZita pravdépodobnost preZiti bez progrese (PFS), kdy
progrese je definovédna jako progrese Ci relaps Ci rezistent-
ni onemocnéni po induk¢ni 1é¢bé nebo umrti z jakékoli
pfi¢iny 3. Pravdépodobnost pieZiti byla hodnocena
ve 3 letech.
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Distribuce lymfom byla hodnocena u nemocnych dia-
gnostikovanych v letech 1999-2006, pteZiti bylo hodnoce-
no pouze u nemocnych diagnostikovanych v letech 1999-
2005 a to u nemocnych, ktefi méli alespoti jedno sledovéni.
Do podrobnéjsiho hodnoceni nemocnych s DLBCL byli
zafazeni pouze nemocni, u nichZ byla zahijena lécba che-
moterapii s antracyklinovym antibiotikem.

Vysledky
Distribuce NHL

Od roku 1999 do roku 2006 (data za rok 2006 nejsou Uplnd)
bylo celkem registrovano 3518 nemocnych s NHL. Pocet
registraci v jednotlivych letech se od roku 1999 do roku 2005
prakticky zdvojndsobil (z 333 v roce 1999 na 603 v roce
2005). Vyvoj zastoupeni jednotlivych diagnéz byl v pribé-
hu let celkem stacionarni (graf 1 ukazuje vyvoj zastoupeni
DLBCL, FL, MALT,MCL a SLL). Nej¢asté&jSim typem lym-
fomu byl diftizni velkobuné¢ny lymfom (DLBCL) s 45%
(n=1596), v tom je zahrnut primarni mediastinilni velkobu-
nécny lymfom B fady (PMBCL) s 2,3% (n=82). Na druhém
misté je FL s 19% (n=669) a dile lymfom z marginalni zény
(MZL) s 6,9% (n=243). Do MZL zahrnujeme extranodalni
MZL typu MALT (mucosa associated tissue) s 5,5%, nodal-
ni MZL (NMZL) s 0,5% (n=19) a splenicky MZL (SMZL)
s 0,7% (n=23). Lymfom z plastovych bun¢k (MCL) tvoii
6,5% (n=230), malobunécny lymfom (SLL) 4,7% (n=165).
Z T lymfomu byly nej¢astéji zachyceny anaplasticky velko-
bunécny lymfom (ALCL) s 2,3% (n=81), periferni T lym-
fom bliZe nespecifikovany (PTL) s 2,2% (n=79). Jako blize
neuréeny B lymfom bylo hodnoceno 5,2% nemocnych
(n=175) a jako bliZe neurc¢eny T lymfom bylo hodnoceno
1,0% (n=35). Jednotlivé typy lymfoma piehledné zahrnuje
tabulka 1 a rovnéZ udava srovnani distribuce u vybranych
typl s mezinirodni analyzou14. VE€kovy medidn nemocnych
byl 60 let (16-94), pomér muZii a Zen byl vyrovnany (1,1:1),
v jednotlivych podtypech lymfomu vSak byly zaznamenéany
rozdily. Nejmlads$i nemocni byli ve skupiné PMBCL a Bur-
kittova lymfomu (BL) s vékovym medidnem 33 a 42 let, nej-
star$i ve skupiné MCL a SLL s medidnem 65 let. Nejvyraz-
néjSi prevaha muZzi byla ve skupiné MCL (2,1:1),
nejvyraznéjsi prevaha Zen byla ve skupiné MALT (1,4:1).~

60,0%

50,0% 1

—— DLBCL celkem
—a— FLcelkem
—— MCL

—0— MALT

—— SLL

40,0% A

30,0% A

20,0% 1

10,0% 4

0,0% T T T T T T T
1999 2000 2001 2002 2003 2004 2005 2006

Tabulka 1: Zastoupeni jednotlivych typld lymfomi, vékovy
medidn, procentudlni zatoupeni muzi. Srovnani s distribuci lym-
fomi ve studii ILSG (International Lymphoma Study Group)
(podle citace 14)

DG n % 1 celk. muZi (%) | median | Zastoupeni
poctu NHL véku v analyze
ILSGH
DLBCL
celkem 1596 45,4% 52,8% 61 33,0%
DLBCL 1514 43,0% 53,0% 62 30,6%
PMBCL 82 2,3% 47,6% 33 24%
FL celkem 669 19,0% 45,3% 56 2,1%
MCL 230 6,5% 67.4% 65 6,0%
MALT 201 5,7% 42,8% 61 7,6%
NMZL 19 0,5% 42,1% 63 1,8%
SMZL 23 0,7% 39,1% 59 <1%
SLL 165 4,7% 64,8% 65 6,7%
BL 34 1,0% 58,8% 42 <1%
LPL 20 0,6% 65,0% 60 1,2%
AILT 16 0,5% 68,8% 60 1,2%
ALCL 81 2,3% 54,3% 56 24%
PTL 79 2,2% 62,0% 59 3,7%
T-NHL neur¢. 35 1,0% 57,1% 56 -
B-NHL neur¢. | 175 5,0% 50,3% 64
Jiné Dg. 175 5,0% 61,7% 59
celkem 3518 100,0% 53,0% 60

Graf 1: Podil nejc¢astéjsich diagnéz na celkovém poctu pacientl
v registru NHL v letech 1999 - 2006
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Pravdépodobnost preziti podle typu diagnozy.

Z pohledu pfeZiti bylo hodnoceno celkem 2546 nemocnych
s medidnem sledovéni Zijicich nemocnych 27 mésici. Pti
srovnani B a T lymfoma byla pravdépodobnost OS ve 3
letech 72% pro B-NHL a 53% pro T-NHL, pravdépodob-
nost PFS byla 54% proti 41%. Pfi srovnani preZiti nemoc-
nych s nejcastéjSimi diagnézami bylo 3leté celkové pieZi-
ti (OS) uPMBCL 89,7%, MALT 87,6%, FL 84,6%, SMZL
82,5% (graf 2A), SLL 67,9%, DLBCL 66,2%, ALCL
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Graf 2. Celkové pieziti (OS) unemocnych s MPBCL, MALT, FL
a SMZL (2A), DLBCL, ALCL, BL (2B), : MCL, PTL, T-LBL
(20),

2A: MPBCL, MALT, FL a SMZL
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Graf 3: preZiti bez progrese (PFS) u nemocnych s MPBCL,
MALT, FL a SMZL (3A), DLBCL, ALCL, BL (3B), : MCL,
PTL, T-LBL (3C) , 3A: MPBCL, MALT, FL a SMZL

65,6%, BL 59,0% (graf 2B), MCL 58,5%, T-LB 53,1%,
PTL 44,0% (graf 2C). Pravdépodobnost pteZiti do progre-
se (PFS) bylau PMBCL 79,6%, MALT 75,1%, FL 55,0%,
SMZL 63,7% (graf 3A), SLL 41,9%, DLBCL 54,9%,
ALCL 53,5%, BL 47,4% (graf 3B), MCL 31,5%, T-LB
37%%, PTL 33,0% (graf 3C). Pfehledné ukazuje celkové
preziti a pretrZiti bez znimek progrese tabulka 2 a grafy 2
(OS) a 3 (PFS).

Vzhledem k velkému poctu nemocnych ve skupiné DLBCL
a dostate¢né dobé€ sledovani pro tento typ lymfomu byla
provedena analyza rozSifend o nékteré parametry.

Diftizni velkobunéény lymfom (DLBCL).
Zatazeni byli nemocni, ktefi byli 1é¢eni pro diagnézu

3B: DLBCL, ALCL, BL

DLBCL v letech 1999 az 2005 reZimem s antracyklino-
vym antibiotikem (tabulka 3). Celkem se jednalo o 1008
nemocnych (949 s DLBCL a 59 s PMBCL). Vékovy
medidn byl 57 let (16-87), pomér muzd a Zen 1,2:1.
V pokrocilém klinickém stadiu bylo diagnostikovano 542
nemocnych (53,8%), vys$§i hodnotu LDH mélo 530
nemocnych (53,8%), podle mezinarodniho prognostic-
kého indexu (IPT) mélo nizké, stiedné nizké, stfedné vyso-
ké a vysoké riziko 35,0%, 23,8%, 18,8% a 18,4% nemoc-
nych (grafy 4A a 4B). Nej¢astéj$im reZimem byl CHOP
v 81,8% piipadi, jiny antracyklinovy reZim byl pouZit
u 8,1% nemocnych a u 10,0% byla pouZita intenzifiko-
vané indukce s eskalaci davek v reZimu CHOP (mega-
CHOP). V ramci primoterapie byl u 34,2% nemocnych
pouZitrituximab au 12,1% nemocnych konsolidace vyso-
kodavkovanou chemoterapii (HDT) s autologni trans-
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Tabulka 2: Celkové preZiti (OS) a preZiti bez progrese (PFS)
ve 3 letech podle jednotlivych typi lymfoma

3C: MCL, PTL, T-LBL

plantaci krvetvornych bunék. Tyto faktory byly hodno-
ceny i jako proménné pfi jednofaktorové i vicefaktorové
analyze. Medidn sledovani Zijicich nemocnych byl 29
mésicl. Pro celkové preZiti (zde uddvané ve 3 letech) se
v rdmci jednofaktorové analyzy ukézaly jako vyznam-
né diagnéza (71% pro DLBCL vs 91% PMBCL,
p<0,005), vék (79% pro < 60 let a 62% pro >60 let,
p<0,001), hladina LDH (87% pro LDH v normé a 59%
pro LDH nad normu, p<0,001), klinické stddium (81%
pro Casné tj. I a Il vs 58% pro pokrocilé tj IIT a IV,
p<0,001), PS dle WHO (pro PS 0-1 80% vs 54% pro PS>
2), IPI riziko (94% pro nizké vs 79% pro stfedné nizké
vs 60% pro stiedné vysoké vs 41% pro vysoké, p<0,001)
a pouZiti rituximabu v terapii (81% pro skupinu lécenou
rituximabem proti 68% pro skupinu lécenou bez rituxi-
mabu, p<0,001). Pro pravdé€podobnost preZiti bez pro-
grese (zde udavané ve 3 letech) se v radmci jednofaktoro-
vé analyzy se ukazaly jako vyznamné diagnéza (65% pro
DLBCL vs 82% PMBCL, p<0,01), vék (69% pro < 60 let
a49% pro >60 let, p<0,001), hladina LDH (75% pro LDH
v normé a 49% pro LDH nad normu, p<0,001), klinické
staddium (73% pro Casné tj. I a II vs 44% pro pokrocilé tj
[ITalV,p<0,001), PS dle WHO (pro PS 0-1 67% vs 45%
pro PS> 2), IPI riziko (82% pro nizké vs 67% pro stred-
né nizké vs 40% pro stiedné vysoké vs 37% pro vysoké,
p<0,001), pouZziti rituximabu v terapii (71% pro skupinu
1éCenou rituximabem proti 56% pro skupinu lécenou bez
rituximabu, p<0,001). Zafazenim rituximabu se tedy
pravdépodobnost celkového pieziti zvysila relativné
0 19% a preZziti bez znamek progrese o 27% proti skupi-
né lécené jen chemoterapii (za zdklad je brano pfeZiti
nemocnych lécenych chemoterapii) (grafy 4C a 4D).
Vyznamnym faktorem bylo rovnéZ obdobi 1é¢by, nemoc-
ni 1éCeni v letech 2004 a 2005 (medidn doby sledovéni =
21 mésict) méli signifikantné leps§i OS i PFS proti nemoc-
nym léCenym v letech 1999 a 2000 (grafy 4E a 4F), pro
OS: 75% proti 66% (p=0,03) a pro PFS 68% proti 53%
(p=0,01). PrestoZe v letech 2004 a 2005 bylo 1éceno ritu-
ximabem pouze 74% nemocnych méla skupina nemoc-

344 KLINICKA ONKOLOGIE 20 5/2007

1,04
typ lymfomu 0S (%) PFS (%)
B-NHL 72,0 54,0
% T-NHL 53.0 41,0
DLBCL 66,2 54,9
061 PMBCL 89,7 79,6
0 BL 59,0 474
o FL 84,6 55,0
0.4- TLBL MALT 87,6 75,1
MCL 58,5 31,5
SLL 67,9 41,9
0,24 e PTL SMZL 82,5 63,7
ALCL 65,6 53,5
ML T-LB 53,1 37,0
0,0 PTL 44,0 33,0
) ) I T )
v S s uda i nych diagnostikovanych v tomto obdobi o 14% lepsi rela-
roky tivni pravdépodobnost celkového pieZiti a 0 28% preZiti

bez progrese ve srovnani s nemocnymi lé¢enymi jen che-
moterapii (za zdklad je brano pfeZiti nemocnych lé¢enych
v letech 1999 a 2000). Ve vicefaktorové analyze pfi zafa-
zeni vSech faktori kromé IPI se pro OS i PFS ukézaly
jako vyznamné vék, LDH, KS, PS dle WHO, konsolida-
ce HDT s ASCT a pouziti rituximabu (p=0,001), nevy-
znamnd byla diagnéza (PMBCL vs DLBCL) arok 1é¢by.
Pfi zatazen{ IPI a vynechani véku, LDH, KS a PS WHO
se ukazaly jako vyznamné IPI (p=0,001), rituximab
a ASCT (p=0,005), a nevyznamna byla diagn6za a rok
1é¢by.

Grafy 4 ukazuji prognosticky vyznam nékterych veli¢in
a tabulka 4 shrnuje jednofaktorovou analyzu a tabulka 5
multifaktorovou analyzu.

Diskuse

Predkladana préce ve stru¢nosti shrnuje distribuci podtypi
NHL a zékladni charakteristiky pieZiti. Jedna se o prvou,
i kdyZ vzhledem k rozsahu souhrnné publikace stéle pred-
bé&Znou analyzu popisujici situaci v Ceské republice.
Zékladnim problémem dat ziskdvanych z popula¢nich
registrt je absence byt formalni kontroly shromazdovanych
udajt a diskrepance mezi Mezindrodni klasifikaci nemoci,
uZivanou Narodnim onkologickym registrem, a klasifika-
ci lymfoproliferativnich onemocnéni dle WHOO9. Z dat zis-
kanych z ptehledu zpracovavaného Narodnim onkologic-
kym registrem a UZIS vyplyv4, Ze incidence NHL byla
v roce 2003 11,1 na 100.000 obyvatel pro muZe a 10,6 pro
Zeny. Pii srovnani s udaji z ostatnich evropskych zemi za
rok 2002 3 vyplyv4, Ze pro CR je uvadéna incidence 10,2
resp. 8,2 pro muZe resp. pro Zeny. NejniZsi incidence je
v Evropé udavéana v Recku 5,5 resp. 3,9, ve srovnatelném
Slovensku to je 9,2 resp. 6,8, Rakousku 14,8 resp. 9,8. Nej-
vysSiincidence je uvadéna pro Francii (16,8 resp. 9,8) a Ita-
lii (17,0 resp. 10,9). Pro USA je uvadéna dle téhoZz zdroje3
souhrnnd incidence v roce 2002 16,9 na 100.000 obyvatel.
Je otdzkou, zda tak velké rozdily v incidenci jsou skutec-
nym odrazem reality nebo zda se jednd o metodologické
problémy.

ZaloZeni registru v ramci ¢innosti CLSG bylo logickym
krokem, jehoZ hlavnim cilem bylo zmapovat nikoli inci-
denci (nejedna se o populacni registr), ale distribuci jedno-
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Tabulka 3: Soubor nemocnych s DLBCL lé¢enych v letech 1999 aZ 2005 chemoterapii s antracyklinovymi antibiotiky

DLBCL PMBCL celkem
n 949 (94,1%) 59 (5,9%) 1008
vék (median; min — max) 59 (16 - 87) 33 (18-174) 57 (16 -87)
pohlavi (muZi/Zeny) 527/422 (1,25) 271732 (0,84) 554 /454 (1,22)
median sledovani u Zijicich 2,41 roku (879d.) 2,23 roku (814,5d.) 2,4 roku (875d.)
Zije 701 73,9% 54 91,5% 755 74,9%
zemielo 248 26,1% 5 8,5% 253 25,1%
klinické stadium:
I 175 18,4% 6 10,2% 181 18%
I 260 27,4% 22 37,3% 282 28%
I 154 16,2% 6 10,2% 160 15,9%
v 357 37,6% 25 42,4% 382 37,9%
Nevyplnéno 3 0,3% - 3 0,3%
lokalizované (I nebo II) 435 45,8% 28 47,5% 463 45,9%
pokrocilé (III nebo IV) 511 53,8% 31 52,5% 542 53,8%
LDH:
Normalni hodnota 441 46,5% 10 16,9% 451 44,7%
Nadhrani¢ni hodnota 482 50,8% 48 81,4% 530 52,6%
Neznamé 26 2.,7% 1 1,7% 27 2,7%
IPI:
Nizké riziko 328 34,6% 25 42,4% 353 35,0%
Stfedné nizké riziko 225 23,7% 15 25,4% 240 23,8%
Stfedné vysoké riziko 181 19,1% 9 15,3% 190 18,8%
Vysoké riziko 176 18,5% 9 15,3% 185 18,4%
Neznimé 38 4,0% 1 1,7% 39 3,9%
Nevyplnéné 1 0,1% - 0,0% 1 0,1%
Lécba prvni linie:
antracykliny jiné 80 8,4% 2 3,4% 82 8,1%
CHOP 791 83,4% 34 57,6% 825 81,8%
megaCHOP 78 8,2% 23 39,0% 101 10,0%
Rituximab 308 32,5% 37 62,7% 345 34,2%
ASCT 102 10,7% 20 33,9% 122 12,1%
Graf 4: Prognosticky vyznam pro celkové preZiti (OS) a pfeZiti bez zné-
mek progrese (PES): OS dle IPI (4A), PES dle IPI (4B), OS dle pouZiti
rituximabu (4C), PFS dle pouziti rituximabu (4D), OS u nemocnych léce- 1,0 P
nych v letech 1999-2000 vs 2004-2005 (4E), PES u nemocnych lé¢enych
v letech 1999-2000 vs 2004-2005 (4F)
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o Graf 4B: PreZiti bez zndmek progrese (PFS) dle rizika podle IPI (1 = nizké
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Graf 4A: Celkové preziti dle rizika podle IPI (1 = nizké riziko, ml= stfed-
né nizké riziko, mh = stfedné vysoké riziko, h = vysoké riziko)
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Graf4C: Celkové pteziti podle toho, zda nemocny byl 1é¢en rituximabem
(1) nebo ne (0)

Graf 4D: PreZiti bez znamek progrese (PFS) podle toho, zda nemocny
byl 1éCen rituximabem (1) nebo ne (0)
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Graf 4E: Celkové preZiti podle roku diagnézy: 1999-2000 (2000.00) vs
2004-2005 (2004.00)

tlivych typl lymfomi, zjistit zdkladni trendy v 1éCbé,
zakladni prognostickou stratifikaci, preZiti nemocnych
a také umozZnit podrobnéji analyzovat i nékteré vzacnégjsi
jednotky. Pokud bychom vzali za smérodatny odhad inci-
dence z dat NOR lze fici, Ze pfi pfedpoklddané incidenci
v soucasné dobé mezi 11 a 12 na 100.000 obyvatel je regist-
rovano v databazi ro¢né vice neZ 50% novych piipadi dia-
gnostikovanych v CR.

Z4sadnim bodem pro jakoukoli analyzu je spravna patolo-
gicka diagnostika, vzhledem k obtiZnosti té€to problematiky
obzvlasté v oblasti lymfomi je jednoznacné doporuceno,
aby bylo provadéno referen¢ni ¢teni. Toto bylo provedeno
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Graf 4F: PreZiti bez znamek progrese (PFS) podle roku diagnézy: 1999-
2000 (2000.00) vs 2004-2005 (2004.00)

u vice nez 70% pripadil. Vysledky distribuce ukazaly, stej-
né jako v dalSich analyzéch, Ze nejcastéj$im typem lymfo-
mu je DLBCL, na dal$ich mistech je FL, MZL, MCL, SLL
a dalsi. Srovnani s mezinarodni analyzou !4, ale i dalSimi
analyzami !5, ukazuji, Ze v CR je vy3§i zastoupeni DLBCL
(45%) a nizsi zastoupeni FL a nékterych dalSich lymfomi,
napt. T typu (PTL) (tabulka 6). Pfi¢ina tohoto pozorovéni
neni zcela jasnd. Trend v zastoupeni jednotlivych typa lym-
fomi v prabéhu let je prakticky identicky. Jedno moZné
vysvétleni miZe spocivat v tom, Ze do registru pfispivaji
zejména vetsi pracovisté, kde miZze dochazet na zkladé refe-
rovdni nemocnych s agresivnéj§imi formami lymfomi
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Tabulka 4: Analyza prognostickych faktorti ovliviiujicich pre-
Ziti u nemocnych s DLBCL

Tabulka 5: Multifaktorova analyza prognostickych faktori
ovliviiujicich pfeZiti u nemocnych s DLBCL

kjejich koncentraci ve srovnéni s indolentnimi formami jako
je napt FL. Druhou moZnosti je nadhodnoceni néjaké jed-
notky patology, nicméné predb&Zna analyza ukazuje, Ze se
jedna o jev spole¢ny vétSin€ patologickych center a to se
setrvalou tendenci, coZ ¢ini tuto moZnost mén¢ pravdépo-
dobnou. Dalsi moznosti je, Ze tato distribuce odrazi skutec-
ny stav v CR. JiZ vy3e bylo uvedeno pozorovani vysoce roz-
dilné incidence NHL v ramci Evropy3. Nadto je popsan
pomérné vyrazny rozdil v distribuci lymfomu v zavislosti
na riznych geografickych oblastech svétal6. Pokud srov-
ndme zastoupeni FL napf. v Lyonu, Londyné, Wiirzburgu,
Locarnu a v Omaze, pohybuje se od 11% do 32%. Zastou-
peni FL v naSem souboru se bliZi zastoupeni v Lyonu
a Wiirzburgu. Zastoupeni DLBCL je vSak v naSem soubo-
ru vy$§i nez ve viech zminénych oblastech (viz tab. 6).

WHO Kklasifikace nedé€li lymfomy podle stupné malignity,
nebo agresivity do n€kolika skupin. Nicméné z praktické-
ho pohledu je jist€ uzite¢né znat jaky pribéh ma kiivka pre-
ziti konkrétni klinickopatologické jednotky. Z analyzy cel-
kového preZziti nemocnych s jednotlivymi typy lymfomi
(tam, kde to bylo moZné z pohledu poc¢tu nemocnych
a dostupnosti dat) vyplyva, Ze je 1ze rozdé€lit podle pravdé-
podobnosti preZiti do 3 skupin. Nejlepsi prognézu celko-
vého preZiti maji nemocni s FL, PMBCL, MALT a SMZL
(pravdépodobnost pieZiti ve 3 letech nad 80%), stfedné dob-
rou prognézu nemocni s DLBCL, BL, ALCL (pravdépo-
dobnost OS kolem 60%) a nejhorsi prognézu PTL, MCL
a T-LBL s pravdépodobnosti OS od 40 do 60%, ale s trva-
jicim poklesem. Tato distribuce odpovidéd kfivkdm publi-
kovanym pro tyto skupiny 415, zd4 se, Ze v8ak pravdépo-

faktor 0S (% ve 3 letech) PES (% ve 3 letech) l.analyza  OS PFS 2. analyza 0S PFS
Diagnéza: ~ DLBCL 71 65 diagnéza  nesignifik.  nesignifik. diagnéza nesignifik. nesignifik.
PBMCL 91 82 vék p=0,001 p=0,001  IPI p=0,001 p=0,001
p <0,005 <0,001 LDH p=0,001 p=0,001 rituximab p=0,005 p=0,005
Vek: <60 79 69 KS p=0,001 p=0,001  ASCT p=0,005 p=0,005
> 60 62 49 PSWHO  p=0,001 p=0,001 rok nesignifik. nesignifik.
P <0,001 <0,001 rituximab ~ p=0,001 p=0,001
LDH: < norma 87 75 ASCT p=0,001 p=0,001
>norma 59 49 rok nesignifik.  nesignifik.
p <0,001 <0,001
KS: Casné (Iall) 81 73 Tabulka 6: Srovnani distribuce hlavnich subtypt non-Hodgkin-
pokrogilé (I a IV) 58 m skych lymfoma (NHL) ze studie ILSG (citace 16) a sou¢asné ana-
» <0,001 <0,001 lyzy (CLSG)
PSdle WHO 0-1 80% 67%
27 54 45% Omaha  Vancouver  London  Lyon  Locarno CLSG
p <0.001 <0.001 Diagnéza (n=200) (n=200) m=119) (=192) (@©=79) n=3518
! i 0
IPIriziko:  nizké 94 82 SLCL 7;0 1% SZO 8:70 SLZ; 5;%
stfedné nizké 79 67 MCL 372” 3763‘; 278; 72”7 1‘1‘; 79{;
stfedn€ vysoké 60 40 L % 1% 2 17% 11% 19%
[ MALT 6% 7% 3% 13% 9% 6%
vysokeé 4 g DLBCL  28% 29% 27% 25% 36% 43%
p <0,001 <0,001 . . . i =2 .
— PMBCL 0% 2% 2% 4% 9% 2%
Rituximab:  ano 81 71
e 6 56 PTL 3% 1% 8% 4% 6% 2%
y 0 0] 0
» <0,001 <0,00] ALCL 2% 3% 2% 3% 0% 2%
Obdobi: 2004-2005 75 68 . " ; . .. .
1999-2000 66 53 dobnost OS je vy$§i. Nemocni s ALCL maji v nasi sestavé
» <003 <001 pravdépodobnost OS stejnou jako napt DLBCL, coZ je roz-
: - dil proti ILSG (International Lymphoma Study Group).

Predpoklddame, Ze to miZe byt zpisobeno spole¢nou ana-
lyzou ALCL ALK negativniho a ALCL ALK pozitivniho
podtypu, které maji jinak vyrazn€ odliSnou prognézu 17.
Na druhé strané nemocni s PMBCL patfili do skupiny s vel-
mi dobrou prognézou na rozdil od studie ILSG'4, a potvr-
zuje tak i dal8i pozorovani 8.

Vzhledem k velkému poctu nemocnych s DLBCL a rela-
tivné dostatecné dobé sledovéni jsme provedli podrobnéj-
§i analyzu této skupiny. Podle o¢ekdvani jsme potvrdili
vyznamnost jiZ standardné pouZivanych prognostickych
parametril, zejména IPI. Pfi srovndni OS u nemocnych
s jednotlivymi typy rizika lze konstatovat, Ze ndmi pozo-
rovand pravdépodobnost preZiti ve 3 letech byla ve vSech
skupinéch vys3i nez ve starSich publikovanych sestavach,
jak piivodniho souboru, na némzZ byla zaloZena tvorba
mezinarodniho prognostického indexu!?, tak jesté vyraz-
néji ve srovnani s idaji z holandského populacniho regist-
ru 1. Za vyznamné pozorovani 1ze oznacit rozdil v preziti
nemocnych lé¢enych imunochemoterapif (rituximab + che-
moterapie) proti samotné chemoterapii. V randomizova-
nych studiich bylo prokdzéano , Ze pravé zatrazeni rituxi-
mabu do 1é¢by DLBCL vede k signifikantnimu zlepSeni
jak OS tak PFS 2021, NaSe pfedb&Zn4 analyza je po analy-
za v Britské Kolumbii?2 druhou, ktera potvrzuje toto zlep-
Seni na neselektované populaci nemocnych lé¢enych ritu-
ximabem a chemoterapii. V na$i sestavé nebyl nikdo
v letech 1999 a 2000 1é¢en v rdmci indukéni 1é¢by rituxi-
mabem, v roce 2004 to bylo 60% nemocnych, v roce 2005
90% nemocnych.

Vyznam registrové analyzy spociva v nékolika trovnich.
Za prvé se jedna o prvou analyzu populace nemocnych

KLINICKA ONKOLOGIE 20 512007 347



puvodni prace

s NHL v CR. Lze konstatovat, 7e distribuce odpovida vari-
acim pritomnym v riznych geografickych oblastech, jedi-
nym rozdilem je vy$si vyskyt DLBCL. Déle jsme pozoro-
vali pomémné zietelnou distribuci do nékolika skupin
s riiznou prognézou. Ve skupiné s DLBCL jsme demon-
strovali vyznam zafazeni rituximabu do 1é¢by nemocnych
s timto typem lymfomu, coZ se projevilo jednak pfi srov-
nini nemocnych lécenych chemoterapii a imunochemote-

rapii, alei v signifikantnim zlepSeni pfeZiti pii srovnani 16¢-
by v letech, které od sebe byly vzdaleny jen tfi roky. Uka-
zuje se tak vyznam budovani registru a jeho analyza nejen
z diivodi a védeckych, ale pti spravném pouZiti mohou tak-
to ziskana data sehrat velky vyznam pfi tvorbé zdravotnic-
ké politiky.

Préce byla podpofena grantem IGA MZ CR: NR 8231/3.
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PERKUTANNI ENDOSKOPICKA GASTROSTOMIE U PACIENTU
S TUMORY HLAVY A KRKU

PERCUTANEOUS ENDOSCOPIC GASTROSTOMY IN PATIENTS WITH NEOPLASM
OF THE HEAD AND NECK

WASIKOVA, Si., PISKAC, P, SPURNY,V.Z, ROTNAGLOVA, S.2

LIL.CHIRURGICKA KLINIKA FN U SV.ANNY A LF MU BRNO,
2 ODDELENI RADIACNI ONKOLOGIE FN U SV. ANNY

Souhrn

Vychodisko: Perkutanni endoskopicka gastrostomie je metoda slouZici k zajiSténi podminek pro enteralni vyZivu v situacich, kdy tato
vyziva neni mozna klasickym pfijmem stravy per os. Metody: Prvni PEG byl zaveden na na§em pracovisti v bfeznu roku 1993. V nasi
studii pracujeme se souborem pacientii béhem obdobi 1.1.2004 - 30.4.2006, kdy bylo celkem provedeno 130 pokust o perkutanni endo-
skopickou gastrostomii, z nichZ 124 bylo aspé$nych, pficemZ u 98 pacientll byl zaveden PEG pied kurativni nebo paliativmi davkou
zafeni u diagndzy tumoru v ORL oblasti. Vysledky: Zavedena sonda pomaha zlepsit $patny nutri¢ni stav téchto pacienti a protoZe na
rozdil od nasogastrické sondy neprochézi ozafovanou oblasti, odpada lokdlni draZdéni sliznice ozafované oblasti spolu se v§emi nega-
tivnimi dasledky. Zavér: PEG piedstavuje relativné snadny zptisob zajisténi enteralni vyZivy. Ve srovndni s ostatnimi metodami pro-

ku pro endoskop.
Kli¢ova slova: Gastrostomie, nadory.

Summary

Backgrounds: Percutaneous Endoscopic Gastrostomy is a procedure providing nutrients in patients who require long-term enteral
feeding yet are unable to maintain sufficient oral intake. Methods: In our department the first PEG insertion was performed in 1993.
The PEG procedure was attempted in a group of 130 patients during 1/2004-4/2006. The PEG was successfully established in 124
cases. In 98 cases the PEG installation preceded curative and palliative x-ray therapy in patients with neoplasms of the oropharynx,
larynx and esophagus. Results: The installed PEG helps to improve a bad nutritive condition in these patients and in contrast with the
nasogastric tube there is no local irritation as the PEG does not pass through the irradiated area. Conclusion: PEG is a relatively easy
way to provide enteral intake. Compared to other methods of approaching enteral nutrition PEG represents a successful, safe, and effec-
tive procedure. The limitation is the stomach accessibility for the endoscope.

Keywords:
Gastrostomy, tumors.

Uvod: e Stupeii III — splyvajici ulcerace nebo pseudomembrany

Pacienti s nadory hlavy a krku pfedstavuji vysoce riziko-

vou skupinu pacientl pro rozvoj malnutrice jiZz v dobé sta-

noveni diagnézy. Naslednd multimodalni 1écba Casto vede

ke zhorSeni jiZ primarné Spatného nutri¢niho stavu. Ten je

vysledkem kombinaci polykacich potiZi a nezaddoucich

ucinkd nasledné radiochemoterapie.

U pacientt s nddory v ORL oblasti — tumory dutiny dstni,

jazyka, m&kkého patra, baze dutiny ustni, hrtanu, hltanu, se

v terapii uplatiiuje vyznamné konkomitantni chemoradio-

terapie. Jeji pouZziti v§ak zvySuje miru zejména slizni¢ni

toxicity.

Stupnice pro t¥idéni mucositidy dle CTC :

e Stuperi I - slizni¢ni erytém

e Stupeii II - loZiskové ulcerace nebo pseudomembrany
— zaujim4 méné nez 50% slizni¢niho povrchu na orél-
ni strané

- zaujimé vice neZ 50% slizni¢niho povrchu na oralni
strané
e Stupeii IV - nekr6za nebo hlubok4 ulcerace
Slizni¢ni toxicita zejména vysS§iho stupné vyrazné zhorSu-
je jiz existujici dysfagii a odynofagii. Vede pak ke zhorSe-
ni peroralniho pfijmu a zhor$eni nutri¢niho stavu pacienti.
Tento nepfiznivy stav se snaZzime korigovat perkutdnni
endoskopickou gastrostomii (PEG-obr.1)
PEG je béZné indikovana v ptfipadech, kdy se predpo-
klada nemoZnost pfijmu stravy per os trvajici déle nez 6
tydnt.(7,8) Mezi nejCastéjsi indikace patfi: neurologic-
ké poruchy spojené s vymizenim polykaciho reflexu /
napi.ALS/, dlouhodobd uméla plicni ventilace, nadory
v oblasti ORL pfi zachovalé priichodnosti pro endoskop,
tracheoesofagedlni pistéle, stavy po rozsahlé chirurgic-
ké intervenci v Celistni oblasti aj. PEG miZe byt modi-
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fikovana na perkutanni endoskopickou gastrojejunosto-
mii. (1,4,6)

Kontraindikace k zavedeni PEG lze rozdélit na absolutni
arelativni. K tém absolutnim patii nemoZnost vzajemného
dotyku /apozice Zaludku a bfi$ni stény, tudiZ pacienti po
subtotalni gastrektomii, s ascitem, nebo s vyznamnou hepa-
tomegélii vyZaduji peclivé rozpoznini diafanoskopického
efektu. Ten maZe byt rovnéZ znemoZnén u pacientl s t€Z-
kou obezitou. Dile nesmi byt PEG zavedena pii obstrukci
¢i afunkci gastrointestindlniho traktu od Zaludku aboralné.
K relativnim kontraindikacim fadime piStéle tenkého stie-
va, neoplastické a infiltrativni procesy Zaludec¢ni st€ny. (8.9)
Poruchy koagulace, pokud jsou zkorigovatelné, nejsou kon-
traindikaci k provedeni PEG.

Metodika:

Na naSich pracovi$tich indikujeme provedeni PEG u paci-
entll s lokaln€ pokrocilymi nadory orofacidlni oblasti T3-
T4,N+, ktefi absolvovali induk¢ni chemoterapii cis DDP,
FU, ¢i CBDCA, paclitaxel, po které nisleduje konkomi-
tantni chemoradioterapie s cis DDP v davce 40 mg /m2
1x tydné, eventuelné i s radioprotekci amifostinem. Apli-
kovana LD 5x2,0 Gy/ tyden do 60-70 Gy.

Dalsi skupinu tvori pacienti s lokaln€ pokrocilym tumorem,
primédrné inoperabilni, kde je indikovana radioterapie
s kurativnim zdmérem. Déle pak pacienti, kde je 1é¢ba pali-
ativni a PEG je nutné k zaji$téni nutrice trvale.
Nejrozsitenéjsi technikou zavadéni PEG je metoda ,,pull®,
poprvé predstavena roku 1980 v Clevelandu v USA Gau-
dererem a Ponskym. Na II.chirurgické klinice byla prvni
PEG zavedena v bfeznu roku 1993. K vykonu je potfeba
bé€Zné vybaveni pro gastroskopii a gastrostomicky set na
jedno pouziti. Personélni zajiSténi se skldda z endoskopu-
jiciho chirurga a v§eobecného chirurga, endoskopické sest-
ry apomocnice. Vzhledem k tomu, Ze set je vyroben z poly-
uretanu, ktery nereaguje s tkanémi lidského téla, miZe byt
zavedena sonda pouZivana nékolik let.

Priprava k vykonu :
U neakutnich vykont, medikuje-li pacient peroralni anti-
koagulancia se 4-5 dni pfedem nahradi p.o. terapie nizko-
molekuldrnim heparinem v terapeutické diavce.Vykon je
pak proveden 12 hodin po posledni aplikaci LMWH.
Pacienti 6-8 hodin pfed vykonem nesmi jist, pit a koufit,
pifipadné je zastaven piijem enterdlni vyZivy sondou. V den
vykonu je zavedena periferni Zilni kanyla, dile vySetfen
krevni obraz, koagulace (INR do 1,3) a hladina trombocy-
th (nad 100 tisic). Vyloudi se kontraindikace vykonu.
Vykon zacind zavedenim endoskopu do Zaludku, jeho insu-
flaci a nasledné pomoci diafanoskopie biisni st€ny vytipo-
vanim mista vpichu. Po aplikaci lokédlniho anestetika (obr.
2) se provede punkce Zaludku (obr. 3) a po vytaZeni man-
drénu (obr.4) se protdhne vodici nit (obr.5 a 6), jeZ je ucho-
pena do tripoidu endoskopu (obr. 7) a zaroveil s nim vyta-
Zena (obr.8 a9) pred asta pacienta (obr.10). Zde se zafixuje
s loopem sondy (obr.11), kterd je druhym koncem vodici
nité pred bfisSni st€énou taZena (,,pull*) dutinou tstni, jicnem
a7z do Zaludku. Ostry konec sondy Zalude¢ni sténu propichne
a dostdva se pred bfisni sténu, zde se odstfihne a upevni
ploskou. Tato fixace zamezuje uniku Zalude¢nich $tav do
dutiny bfisni. Je nutné ji po 24 hodinach uvolnit k zameze-
ni vzniku dekubitu. V této dobé se také sonda ponechiva
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pouze k derivaci Zalude¢nich Stav. Poté je jiz moZné zacit
s enterdlni vyZivou.

Na oddéleni radia¢ni onkologie pak observujeme pacienta,
za monitorace Tk a P,v den vykonu je vyloucen peroralni
piijem, proto hradime tekutiny a energii infusni terapii.
Analgetika aplikujeme i.v., dle potfeby pacienta.
Zavedeni setu PEG milZe byt kdykoliv zruSeno po odezné-
ni indikac¢ni pfic¢iny. Po odstfiZeni fixace vklouzne central-
ni ¢astdo Zaludku a odchazi per vias naturales nebo je vyta-
Zena endoskopicky.

Vysledky:

V na$i studii jsme pracovali se souborem 130 pacientl
zobdobi 1/2004 —4/2006, pfi¢emZ pacientl s nidory v ORL
oblasti bylo celkem 104. Set PEG (obr.12) byl aspé$né zave-
den ve 98 ptfipadech. U Sesti pacientil nebyl PEG zaveden
vzhledem k nemoZznosti diafanoskopie bfis$ni st€ny, aktiv-
nimu odporu pacienta, floridni peptické 1ézi Zaludku, kyle
v jizv€ po horni stiedni laparotomii, jeZ obsahovala klicky
tenkého stieva a ve dvou pfipadech nemoZznosti projit endo-
skopem kolem tumoru do Zaludku.

Komplikace jsou ziidkavym jevem. K leh¢im patfi deku-
bity okolo sondy a infekce rany. Vyskytuji se v 6-7% pfi-
padu. Z téz8ich komplikaci 1ze jmenovat aspiraci, laryngo-
spasmus, perforaci stfev ¢i krvaceni ze Zaludku. Objevuji
se ve 3%, mortalita je v 0,7% pripadil. V nasi sestavé jsme
zaznamenali pouze leh¢i dekubity kolem sondy a netés-
nosti, které byly vyfeSeny opakovanymi pievazy. Zavaz-
néjS$i komplikace v této skupiné pacientll jsme neméli.
(grafxls)

Indikace 2004 2005 do4/2006 | celkem
Tu v ORL oblasti pfed RTG terapii 26 54 24 104
Neurologické onemocnéni 2 6 5 13
Dlouhodobd uméla plicni ventilace 1 2 3 6
Ostatni 0 1 0 1
Neprovedeno 1 2 3 6
Celkem 30 65 35 130

o 42006

T v ORL oblast phed RTG terapti B n OIDlodbodds

Diskuze:

Zavedeni setu PEG pfedstavuje relativné snadny zptsob
zaji$téni enterdlni vyZivy. Ve srovndni s ostatnimi meto-
dami provedeni gastrostomie je endoskopickd pro paci-

NS

zUstava nutnost dostupnosti Zaludku pro endoskop.ZvI4s-
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té v souvislosti s tumory v ORL oblasti byva Casto tato
kontraindikace zveli¢ovéana. Na zdklad€ vlastni zkuSenosti
se domnivame, Ze zkuSeny endoskopista spolu s otorino-
laryngologem a onkologem pomérné snadno vytipuji sku-
pinu pacientt, u kterych je moZzno PEG vyuZit k zajiSténi
vyZivy. Ta podle rozsahu nadorového bujeni bude defini-
tivni, nebo do€asné po dobu ozafovani dané oblasti. Tim
je pacient uSetfen dlouhodobého zavedeni sondy se vSe-
mi jejimi disledky ( dekubity jicnu, krvaceni, zvySeného
drazdéni sliznice v ozafované oblasti). Vhodné je zave-
deni PEG pred zahdjenim onkologické 1é¢by s tim, Ze dle
vysledku je ndsledné ponechén ¢i po obnoveni polykani
odstranén.

Pro pacienty je pfinosem Sance , Ze témét ve 100% piipa-
da, diky zavedenému PEG dodrZi 1é¢ebny plan a dokon

Obrazova priloha:

Obr. ¢. 1 - zavedeny PEG

Obr. ¢. 2 — aplikace lokdlniho anestetika do mista diafanosko-
pického efektu

¢i onkologickou 1é¢bu, bez nutnosti pieruSeni pro vahovy
ubytek a slizni¢ni toxicitu , kterd znemoZiiuje peroralni pii-
jem.

Vyhodou pro pacienty je i moZnost snadné obsluhy PEG
v doméci péci, kdy pouzivd doporucené standardni pii-
pravky polymerni vyZivy s definovanym obsahem protei-
nd, tuk®i na bazi triglyceridil, polysacharidi, vitamini a sto-
povych prvk.

Zdver:

Na zédkladé€ naSich zkuSenosti je enterdlni vyZiva sondou
PEG v priibéhu onkologické 1€cby podstatné vyhodnéjsi
neZ dosud uzivana vyZiva sondou nasogastrickou. Zavede-
ni PEGu pfedchézi zahdjeni 1é¢by a po jejim ukonceni je
snadno odstranén nebo v pfipad€ nutnosti ponechén.

Obr. ¢. 3 — punkce Zaludku punkéni jehlou s mandrénem

Obr. ¢. 4 — vytaZena jehla a ponechdn mandrén
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Obr. ¢. 5 — protazeni vodici nité do Zaludku (pohled z vnejsku)  Obr. €. 6 — protaZeni vodici nité do Zaludku (pohled ze Zaludku)

Obr. €. 7 — uchopeni vodici nité do tripoidu Obr. €. 8 — tdhnuti vodici nité pomoci tripoidu pfes Zaludek

Obr. €. 9 — tdhnuti vodici nité pomoci tripoidu pfes jicen Obr. €. 10 — vodici nit€ vytaZena pfed dsta
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Obr. ¢. 11 —fixace vodici nité€ s loopem gastrické sondy pied dsty
pacienta

Obr. ¢. 12 - set PEG
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NEZVYCAJNY PRIPAD DLHODOBEHO PREZIVANIA PACIENTKY
S CHEMOREFRAKTERNYM MERKELOVYM KARCINOMOM

UNUSUAL CASE OF LONG-TERM SURVIVAL OF THE PATIENT WITH
CHEMOREFRACTORY MERKEL CELL CARCINOMA

MARIA RECKOVA!, LAWRENCE H. EINHORN?

IONKOLOGICKA KLINIKA, UNIVERZITA KOMENSKEHO, NOU BRATISLAVA, SLOVENSKA REPUBLIKA
2INDIANA UNIVERSITY, 535 BARNHILL DRIVE INDIANAPOLIS, IN, USA

Sihrn

Pripad prezentuje 46-ro¢nti pacientku s Merkelovym karcindmom. V inicidlne lokalizovanom $tadiu bola lie¢end chirurgickou
resekciou s ndslednou adjuvantnou chemoterapiou. U pacientky do§lo ndsledne k opakovanym lokoregiondlnym relapsom v krat-
kom ¢asovom odstupe od adjuvantnej chemoterapie a nakoniec k relapsu vo vzdialenej lokalizacii. Distantny relaps bol lieceny
chirurgickou lie¢bou vzhladom k predpokladanej chemorefrakternosti ochorenia. Pacientka je po ukoncenej liecbe bez zndmok
recidivy ochorenia v trvani 16+ mesiacov. Pripad poukazuje na vyznamni dlohu chirurgickej liecby chemorefraktérneho ocho-
renia. PretoZe vzdialeny relaps ochorenia bol diagnostikovany na zdklade kontrolnych rddiografickych vySetreni u asymptoma-
tickej pacientky, mé okrem sledovania pacientov fyzikdlnym vySetrenim vyznam aj rddiografické sledovanie, aspoil v urcitych
pripadoch.

KTicové slova: Merkelov karcindm, chemorefraktérny, radiografické sledovanie.

Summary

The case report presents a 46-year old patient with Merkel cell carcinoma. Initial treatment of localized disease consisted of sur-
gery followed by adjuvant chemotherapy. Shortly after the adjuvant chemotherapy completion she relapsed several times locore-
gionaly and ultimately in a distant location. The distant relapse was treated surgically as the disease was considered to be chemo-
refractory. Since the last treatment, the patient has been disease-free for 16+ months. The case shows the importance of surgical
treatment of chemorefractory disease. Because distant relapse was diagnosed by radiographic studies at the time when no other
symptoms were presented, radiographic follow-up, at least in some cases, plays a very important role in addition to follow-up with

physical examination.

Key words: Merkel cell tumor, drug resistance, radiography, follow-up studies.

Introduction

Merkel cell carcinoma (MCC) is a rare neuroendocrine
carcinoma of the skin first described by Toker.1 The
natural history of MCC varies. In some patients, the cour-
se of disease may be indolent with only localized disea-
se that is well controlled by local excision only. Howe-
ver, MCC is potentially aggressive and usually warrants
aggressive therapy. The combination of wide local exci-
sion (WLE), therapeutic lymph node dissection, and radi-
otherapy (RT) has been suggested for treatment of regi-
onal disease.2 However, if the initial presentation is not
cured, relapses usually occur outside the field of locore-
gional therapy. Although distant metastases can respond
to chemotherapy, the duration of response is brief, simi-
lar to the response achieved in extensive small cell lung
cancer.

The following case presents a patient with unusual long-
term survival of chemorefractory MCC following distant
relapse.

Case Report
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Thisis acase of L.E., Caucasian woman diagnosed with
MCC. This 46-year old female first presented at India-
na Cancer Center with a 3-week of progressive growth
of a blue-reddish nodule localized in the infraorbital
region of her left cheek in February 2003. The nodule
was 1.5 cm in diameter and was minimally tender on
palpation. Short course of antibiotics was administered
without improvement. The mass rapidly increased to
3cm in size. In March 2003, excision biopsy revealed
Merkel cell carcinoma with positive surgical margins.
The patient was referred to plastic surgery for definiti-
ve surgical treatment with reconstruction. In April 2003,
she underwent wide re-excision with 2cm margin along
with left parotidectomy and modified left neck dissec-
tion. Metastatic work-up included CT of the chest, abdo-
men and pelvis. No distant metastases were revealed.
She was then treated with 4 courses of adjuvant che-
motherapy consisting of cisplatin and etoposide. In Sep-
tember 2003, shortly after the 4th cycle of adjuvant che-
motherapy, she relapsed locoregionaly and in the left
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cervical lymph nodes. The Merkel cell tumor relapse
was confirmed by biopsy. She was treated with a com-
plete surgical resection. However, margins from left
neck dissection were positive for malignant cells. Fol-
lowing resection, local radiotherapy with concurrent
docetaxel was administered. She finished the treatment
in November 2003. The treatment was complicated with
weight loss secondary to mucositis and mouth pain, plus
an episode of herpes zoster over her left upper extremi-
ty and chest.

In April 2004, she suffered a second locoregional relap-
se in herright supraclavicular lymph nodes that was con-
firmed by fine needle aspiration. Radiotherapy started in
May 2004 and initially included right face and right neck.
Again she showed excellent response to the radiation,
nevertheless, halfway through the treatment a right ton-
sillar mass was noticed. Tonsillar biopsy revealed Mer-
kel cell tumor. Radiotherapeutic fields were then adjus-
ted to cover the right tonsillar fosse as well. Radiotherapy
was completed in June 2004.

In March 2005, a distant relapse with large pelvic mass
was diagnosed during her regular follow-up. CT scan
revealed a large ovarian mass and an adrenal lesion. She
underwent total abdominal hysterectomy with bilateral
salpingo-oophorectomy, omentectomy and laparoscopic
right adrenalectomy. The ovarian mass and the right adre-
nal demonstrated involvement with Merkel cell carci-
noma. She was asymptomatic at the time of distant relap-
se.

Since the abdominal operation she has remained disea-
se free for 16+ months. PA and lateral chest X-ray and
abdominal/pelvic CT scan as well as history and physi-
cal exam were all normal in July 2006.

Discussion

MCC is a rare, aggressive neuroendocrine carcinoma
with male-to-female ratio of 1:0.9-1.1 and involves
more whites than blacks.3 The tumor is usually locali-
zed at sun-exposed areas of head and neck (45-55%) or
extremities (30-40%) but does occur in the trunk, geni-
talia, and perianal region with a random distribution.3
More frequent occurrence was reported in immuno-
compromised people. MCC stains with immunohisto-
chemistry for neuron specific enolase, synaptophysin
and chromogranin. Itis felt to represent a small cell car-
cinoma of the skin. Unlike small cell lung cancer the-
re is no direct correlation to cigarette smoking. MCC
has a high propensity for local recurrence (20% to 75%),
regional node metastases (31% to 80%), and distant
metastases (26% to 75%), and approximately one-third
of patients eventually die of the disease.4 Although
MCC is a highly aggressive and potentially lethal can-
cer, spontaneous regression has been reported. The

disease is staged according to presence of localized
disease (stage I), locoregional metastases (stage II) or
distant metastases (stage III). Recommended manage-
ment usually consists of wide local excision (WLE)
with 1 cm to 3 cm margins. However, treatment guide-
lines are not well defined because of tumor rarity, which
makes randomized clinical trials with sufficient power
difficult. Reported recurrence rates after primary the-
rapy for MCC with surgery alone are between 22% and
100%.4 Elective lymph node dissection and adjuvant
radiotherapy decreases the rate of locoregional recur-
rence, however has no marked influence on overall sur-
vival.2 Patients with involved nodes or clinically
aggressive disease are usually treated with WLE, loco-
regional radiation therapy and chemotherapy regimens
utilized in small cell lung cancer, such as cisplatin or
carboplatin and etoposide.5-10 High-risk MCC was
defined as having at least one of the following criteria:
primary size greater than 1cm, node involvement, recur-
rence following initial surgery (the recurrence has to
be outside of the previous radiation field), gross resi-
dual disease after surgery, or occult primary with invol-
ved lymph nodes.8 Like other neuroendocrine tumors
the Merkel cell tumors are highly chemosensitive. Alt-
hough distant metastases can respond to chemothera-
py, the duration of response is brief, similar to what is
achieved in extensive small cell lung cancer.

In this report, the patient relapsed locoregionally short-
ly after the end of initial systemic adjuvant treatment with
cisplatin and etoposide, and thus her disease was consi-
dered chemorefractory. She experienced two locoregio-
nal nodal and tonsillar relapses within 5 months of che-
motherapy completion. These were successfully
controlled with radiotherapy. Then she developed distant
visceral relapse with a 15x20 cm ovarian mass and a 6.4
cm adrenal mass. These were resected and she remains
progression free for 16+ months.

Conclusion

The case of L.E. is unusual because of the long disease
free interval (16+ months) of chemorefractory disease
following both locoregional and distant relapse. The case
shows the important role of surgical treatment in che-
morefractory disease. Because the distant relapse was
diagnosed by radiographic studies (CT scans) at a time
when no symptoms were presented, radiographic follow-
up, at least in some cases, appears to play a very impor-
tant role in addition to follow-up by physical examina-
tion.
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Dermatoonkologicka sekce Onkologické spolec¢nosti CLS JEP

Dne 13.9. 2007, v prostorach Dermatovenerologické kliniky FNKV v Praze probéhla ustavujici schiize Dermatoonko-
logické sekce Onkologické spole¢nosti CSL JEP.

Souhlas k pfipravam organizace sekce byl vysloven na zasedéani vyboru COS dne 17.1. 2006. Sekce je zastieSena jak
vyborem Ceské onkologické spolec¢nosti, tak i vyborem Ceské dermatovenerologické spole¢nosti. Podkladem k jednéni
o vzniku samostatné sekce byl ndvrh mezioborové spoluprace pro management maligniho melanomu.

Predsedou Dermatoonkologické sekce byl zvolen Prof. MUDr. Petr Arenberger, DrSc., MBA., mistopfedsedou Doc.
MUDr. Vuk Fait, CSc. a védeckym sekretdfem as. MUDr. Miloslav Salavec, CSc. Ustavujici setkdni dile doporucilo
vytvofeni expertnich skupin a povéfilo vedenim jednotlivych sekci ¢leny. Prozatim doporucila vytvofeni expertnich sku-
pin pro maligni melanom, pro koZni lymfomy, pro nemelanomové nadory kiZe, pro histopatologii koZnich nddort a m-
elanocytarnich 1€zi a pro diagnostické metody koZnich nddorovych onemocnéni.

Sekce si klade za cil kromé jiného vypracovani standardd nékterych koZnich nddorovych diagnéz, ke spolupraci vyzyva
kromé& dermatologt klinické onkology, hematoonkooly, radioterapeuty, chirurgy, plastické chirurgy a dalsi odborniky,
zucastnéné v diagnostice, terapii a vyzkumu koZnich malignit.

Dalsi podrobnosti véetng prihlasky ke ¢lenstvi 1ze nalézt na webovych strankach COS JEP http://www linkos.cz.
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DETEKCIA PHILADELPHIA CHROMOZOMU U PACIENTOV S CHRONICKOU
MYELOIDNOU LEUKEMIOU V PRESOVSKOM KRAJI (1995-2004)

DETECTION OF PHILADELPHIA CHROMOSOME IN PATIENTS WITH CHRONIC
MYELOID LEUKEMIA FROM THE PRESOV REGION IN SLOVAKIA (1995-2004)

BORONOVA I., BERNASOVSKY I., BERNASOVSKA J.

DEPARTMENT OF BIOLOGY, FACULTY OF HUMANITIES AND NATURAL SCIENCE, UNIVERSITY OF PRESOV,
PRESOV, SLOVAC REPUBLIC

Sihrn

Autori analyzovali vysledky cytogenetickych vySetreni zameranych na detekciu Philadelphia chromozému u pacientov chronickou
myeloidnou leukémiou v PreSovskom kraji za obdobie rokov 1995-2004. Siibor a metodika: V praci boli analyzované vysledky 72
cytogenetickych analyz vzoriek kostnej drene pacientov so suspektnou diagnézou CML. Vysledky: Philadelphia chromozém bol dete-
govany u 94,4% pacientov so suspektnou diagnézou CML. V jednom analyzovanom pripade bola zistend komplexna translokécia za-
hrilujica chromozémy 8,9 a22. U jedného pacienta boli detegované pocetné numerické a Strukturdlne chromozémové aberécie. Moza-
ikovy karyotyp bol detegovany u 5,9% pacientov. Zdver: Vysledky analyz potvrdzuju diagnosticky a prognosticky vyznam detekcie
Philadelphia chromozému u pacientov s klinickou diagnézou CML. Konven¢na cytogenetickd analyza zostdva nadalej Standardnou
metddou pre potvrdenie diagndzy, monitorovanie terapeutickej odpovede a minimdalnej rezidudlnej choroby u pacientov s chronickou
myeloidnou leukémiou.

Klicové slova: chronickd myeloidnd leukémia, Philadelphia chromozém, karyotypizicia, cytogenetickd analyza.

Summary

Authors analyzed results of cytogenetic examinations with attention on detection of Philadelphia chromosome performed in patients
with CML in the PreSov region in 1995-2004. Material and methods: Authors analyzed results of cytogenetic examinations perfor-
med in 72 samples of bone marrow cells in pacients with suspected diagnosis of CML. Results: Philadelphia chromosome in bone
marrow cells of patients with suspected diagnosis CML in the PreSov region (1995-2004) was detected in 94,4% of cases . In one pati-
ent a complex translocation involing chromosomes 8, 9 and 22 was identified. One patient has showed extra numerical and structural
chromosomal aberrations. Mosaic karyotype of the Ph chromosome was found in 5,9% of cases. Conclusion: The results of cytoge-
netic analyses confirm diagnostic and prognostic significance of Philadelphia chromosome in patients with clinical diagnosis CML.
Conventional cytogenetic analysis remain the standard method for purposes of diagnosis, monitoring of the therapeutic response and
minimal residual disease in patients with chronic myeloid leukemia.

Key words: chronic myeloid leukemia, Philadelphia chromosome, karyotyping, cytogenetic analysis.

Uvod

Chronic myeloid leukemia (CML) is one of the commonest
hematological malignancies seen in clinical practice. It was the
firstrecognized form of cancer to have a strong association with
a recurrent chromosomal abnormality, the t(9,22) translocati-
on, which generates the so - called Philadelphia (Ph) chromo-
some.(Saglio and Cilloni, 2004) Philadelphia chromosome is
a characteristic chromosomal marker that is associated with
chronic myelogenous leukemia. 95% of patients with CML
show this abnormality, a remaining 2-3% have a very similar
abnormality. The Ph chromosome is also found in acute lymp-
hoblastic leukemia (ALL, 25-30% in adult and 2-10% in pedi-
atric cases) and occasionally in acute myelogenous leukemia
(AML).(Kurzrock et al., 2003) Cytogenetically, Ph chromo-
some is the result of the reciprocal translocation between chro-
mosome 9 and 22 with 9934 and 22q 11 breakpoints . On mole-
cular level, two hybrid genes are formed by this translocation

BCR/ABL, which is in the vast majority of the cases localized
on the Ph chromosome. It is generally accepted that inception
of BCR/ABL hybrid gene and its product plays one of the main
role in pathogenesis of CML. (Michalové et al., 2002)

The disease has a chronic phase (CP-CML) that lasted for
an average of 4 years before transforming into an advanced
phase (AP-CML) that degenerates into acute leukemia
(mostly myeloid and approximately 20% lymphoid subty-
pe).(Tefferi et al., 2005) It is the result of abnormal and
excess cell proliferation due to deregulated bcr-abl tyrosi-
nase kinase activity as a result of Philadelphia chromoso-
me.(Singhal et al., 2004)

Standard or conventional cytogenetics involves light micros-
copic examination of chromosomes to identify either nume-
rical or structural abnormalities. Cytogenetic characteristics
of CML is the presence of the Philadelphia chromosome. Phi-
ladelphia chromosome is designated Ph (or Ph1) chromoso-
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me and the translocation is termed t(9,22)(q34,q11). The Ph
chromosome is derived from a normal 22 chromosome that
has lost part of its long arm as a result of a balanced recipro-
cal translocation of DNA involving one of the 22 and one of
the 9 chromosomes. Thus the Ph chromosome (22q-) appe-
ars somewhat shorter than its normal counterpart and the 9q+
somewhat longer than the normal 9. Figure 1

Standard cytogenetic studies of the bone marrow diclose the
Philadelphia chromosome, t(9,22)(q34.q11) in approxima-
tely 95% of patients at diagnosis of CML.(Tefferi et al.,
2005) In remaining 5% the Philadelphia chromosome might
be either masked (submicroscopic ber/abl fusion) or part of
a complex variant chromosomal translocation involvement
of other chromosome breakpoints in addition to 9q34 and
22q11. These latter ,, Philadelphia chromosome - negative*
and Philadelphia chromosome - positive cases are readily
identified by either FISH or RT-PCR, thus giving the mole-
cular methods superior sensitivity.(Morel et al., 2003)
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Figure 1:1(9,22)(q34,q11) diagram and breakpoints, G-ban-
ding(left), R-banding(right).

In most instances, the t(9,22), or a variant thereof, is the sole
chromosomal anomaly during the chronic phase (CP) of the
disease.(Johansson et al., 2003) The absence of Philadelphia
chromosome does not exclude the possibility of CML and if
the clinical scenario dictates, a more sensitive genetic test
(e.g. FISH or PCR) should be performed. Additional chro-
mosomal abnormalities of clonal evolution precede the deve-
lopment of the blastic or acute phase in 70% to 80% of CML
cases.(Oudatetal.,2001) Most patients with CML will deve-
lop additional cytogenetic abnormalities (extra Philadelphia
chromosome, trisomy 8, isochromosome 17¢, trisomy 19)
during blast transformation. Such clonal evolution is more
frequent in myeloid compared to lymphoid blast crisis and
may be associated with inferior prognosis. Furthermore the
specific cytogenetic profile at the time of blast transformation
may help distinguish lymphoid (chromosome 7 abnorm-
alities) from myeloid (trisomy 8, isochromosome 17q, triso-
my 19) subtype.(Tefferi et al., 2005) These secondaty chan-
ges usually precede the hematologic and clinical
manifestations of more malignant disease by several months
and thus may serve as valuable prognostic indicator.

Material and methods

The results were obtained after a period of 10 years
(1995-2004) in the PreSov region (Slovakia) in patients
with suspected diagnosis of CML by conventional cyto-
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genetic analysis of bone marrow cells. Bone marrow cells
were cultivated 24 h in RPMI medium with 10% fetal
calf serum without stimulation. In some cases, 1-
ymphocytes of peripheral blood were cultivated for 72
h and chromosomal preparations were examined, also.
Mitoses were harvested after hypotonic treatment with
0,075 M KCl, and slides were prepared using conventi-
onal techniques. At least 15 G-banded cells were exa-
mined on each sample, if available. Cytogenetic exa-
mination in some patients was performed repeatidly.
Cytogenetic analyses were performed on Wright’s G-
banded chromosomes according to ISCN nomenclature.
(ISCN, 1995).

Results

The aim of our study was to confirm the presence of
Philadelphia chromosome and determine their frequency
in patients with CML . The number of cytogenetic exa-
minations of bone marrow cells performed in Department
of clinical genetics in the PreSov region (Slovakia) in
1995-2004 are presented in Table 1. From the overall num-
ber of 347 cytogenetic examinations, 72 samples was w-
ith suspected diagnosis CML. Philadelphia (Ph) chromo-
some in bone marrow cells of patients with suspected
diagnosis CML in the PreSov region in 1995-2004 was
detected in 68/72 (94,4%) of cases. In one patient a com-
plex translocation involing chromosomes 8, 9 and 22(
karyotype 46, XY, t(8,9,22) (q13,q34,q11) was identified.
One patient has showed extra numerical and structural ch-
romosomal aberrations. Mosaic karyotype of the Ph chro-
mosome was found in 5,9% of cases. In analyzed com-
plete the age of patients varied from 19-74 years old
(median age 46,4 years).

Cytogenetic studies were helpful in diagnosis of the diseas-
e. Karyotyping provided additional information for the
differential diagnosis. Our results suggest that standard
cytogenetic studies have significance at the time of CML
diagnosis. On basis of these observations, it is reasonable
to perform bone marrow cytogenetics at the time of dia-
gnosis in patients with clinical diagnosis CML.

Table 1 : Chromosomal analysis of bone marrow cells of patients with
CML in the PreSov region (Slovakia)

Year | The overall number of The number of cytogenetic Normal | Pathological
cytogenetic examinations | examinations with susp. dg.CML | karyotype | Karyotype

1995 9 2 0 2
1996 30 11 1 10
1997 43 14 1 13
1998 48 8 1 7
1999 53 3 0 3
2000 47 10 1 9
2001 28 6 0 6
2002 30 9 0 9
2003 31 3 0 3
2004 28 6 0 6

All 347 7 4 68

Discussion

Chronic myeloid leukemia is a clonal stem cell disease cau-
sed by an acquired somatic mutation that fuses, through
chromosomal translocation, the abl and ber genes on chro-
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mosome 9 and 22, respectively.(Tefferi et al., 2005) The
Philadelphia (Ph) chromosome, resulting from the balan-
ced translocation, t(9,22)(q34,q11 .2) is the diagnostic hall-
mark of chronic myeloid leukaemia.(Wan et al., 2003) CML
is the first disease that was associated with a consistent cyto-
genetic abnormality, the Philadelphia chromosome which
is a shortened chromosome 22 and represents a reciprocal
translocation between chromosomes 9 and 22, t(9,22)(q34,
ql1).(Tefferi et al., 2005) The t(9,22) fuse the c-ABL gene
on chromosome 9 with the BCR gene on chromosome 22,
resulting in the production of chimeric oncoproteins.
(Giugliano et al., 2003)

Presentation may be at any age, but the peak incidence is
atage 40-60 years, with a slight male predominance. In ana-
lyzed complete of patients with clinical diagnosis CML in
PreSov region (1995-2004) the age of patients varied from
19-74 years old (median age 46,4 years) that confirm this
affirmation. Philadelphia chromosome was detected in 27
men and 41 women. In our survey a male predominance
was not confirmed. Other authors finded, that the median
age of patients with Ph+ CML is 67 years age, it can occa-
sionally occur in children (2-3% of all childhood leu-
kaemia).(Faderl et al., 1999) Goldman et al. also postula-
ted that this leukemia is very rare in children.(Goldman,
1997)

Most cases of chronic myeloid leukaemia occur sporadi-
cally. The only known predisposing factor is irradiati-
on.(Goldman, 1997)

The Ph1 chromosome in the bone marrow cells of patients
with suspected diagnosis of CML in the PreSov region in
1995-2004 was detected in 68/72 (94,4%) of cases. In one
patient a complex translocation involing chromosomes 8§,
9 and 22( karyotype 46, XY,t(8,9,22) (q13,934,q11) was
identified. One patient has showed extra numerical and
structural chromosomal aberrations. Mosaic karyotype of
the Ph chromosome was found in 5,9% of cases. Our fin-
dings are simillar to the data from literature concerning stan-
dard cytogenetic analysis in CML. Werner et al. detected
the Ph1 chromosome in 120/128 ( 93%) cases with histo-
pathologic diagnosis of chronic myeloid leukemia
(CML).(Werner et al., 1995)

A prognostic value of cytogenetic analysis was demon-
strated in a number of studies.The diagnosis of chronic
myeloid leukemia in chronic phase can be made from stu-
dy of the peripheral blood film, but the marrow is usual-
ly examined for confirmation. Detection of Ph chromo-
some, BCR/ABL rearrangements and expression of its
aberrant transcript in now utilized as the definitive dia-
gnosis of CML.

The complete absence of Philadelphia chromosome actu-
ally indicates a poor prognosis.(Kurzrock et al., 2003) Sig-
nificant associations have been reported between cytoge-
netic responses of Ph-positive CML and remission
duration or survival.(Oudat et al ., 2000) Basal karyotype
information is important in interpreting subsequent clo-
nal evolution, emergence of new cytogenetically abnor-
mal Philadelphia chromosome-negative clones, and
cytogenetic monitoring of treatment effect.( Tefferi et al.,
2005) During the transformation the additional chromo-
somal abnormalities to the Ph chromosome could be seen
in some patients and are consider as unforable prognostic
sign.(Michalovd et al., 2002)

Rapid developments have occured both in laboratory

medicine and in therapeutic interventions for the manag-
ments of patients with chronic myelogenous leukemia.
With a wide array of laboratory tests available, selecting
the appropriate test for a specific diagnostic or therape-
utic setting has become increasingly difficult.A several
commonly used laboratory assays, including c-
ytogenetics, molecular cytogenetics (FISH), and poly-
merase chain reaction (PCR) have it#s advantages and
disadvantages. Minimal residual disease (MRD) in leu-
kaemia might be detected and variably quantified by vari-
ous laboratory techniques. In general, the sensitivity of
MRD testing is influenced by the type of assay used, sam-
ple source and size, and prevalence of cancer cells in the
test sample.(Butturini et al., 2003) Testing for MRD in
CML has beeen shown to predict relapse.(Hughes et al.,
2003)
Tefferi et al. do not recommend replacing bone marrow
cytogenetics with FISH-based methods in assessing treat-
ment effect in CML. FISH plays a complementary role in
providing information on patients in whom cytogenetic stu-
dies are inadequate because of poor metaphase yield.(Tef-
feri et al., 2005)

New molecular cytogenetic techniques are increasingly
applied as a routine investigative tool in haematological
malignancies, both at diagnosis and subsequent monito-
ring.(Wan et al., 2003) Su et al. finded that combined use
of CGH, chromosome painting, and classic cytogenetic
analysis allows better evaluation of the genomic aberrra-
tion involved in CML blastic transformation, and offers
new directions for its further molecular investigations.(Su
et al., 1999) Vin Sheth et. al. observed that advanced
molecular techniques like FISH and PCR cannot replace
the conventional cytogenetic study but are useful as sup-
portive and confirmative diagnostic tools.(Vin Sheth et
al., 2002)

In conclusion, new molecular techniques improved speci-
fity in minimal residual disease detection and allow the
identification of variant or atypical patterns, in clinical prac-
tise results should not be taken in isolation. They should be
interpreted in the light of information gathered through con-
ventional cytogenetics, FISH and molecular genetic studi-
es.(Wan et al., 2003)

Conclusion

Chronic myeloid leukemia represents a unique model to
understand the molecular mechanisms underlying the
onset and progression of a leukemic process. Philadelp-
hia chromosome is a specific cytogenetic marker, which
detection is necessary for differencial diagnosis and cli-
nical management of patients with clinical diagnosis
CML. It is important, that Ph chromosome occurs in pr-
eleukaemic phase and have important diagnostic and pro-
gnostic significance. Bone marrow karyotyping is useful
for specific identification of cytogenetic profile. Standard
cytogenetics for CML is indicated at the time of diagno-
sis and hematologic relaps, and is reasonable to consider
during follow-up bone marrow examination for any indi-
cation. Conventional cytogenetic analysis remain the
standard method for purposes of diagnosis, monitoring
of the therapeutic response and minimal residual disease
in patients with chronic myeloid leukemia.
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Zpravy

ZPRAVA Z 1. SVETOVEHO KONGRESU
INTERNATONAL ACADEMY
OF ORAL ONCOLOGY

REPORT FROM THE 1ST WORLD CONGRESS
OF THE INTERNATIONAL ACADEMY
OF ORAL ONCOLOGY

NOVAKOVAV.

STOMATOLQGICKA KLINIKA LF UK A FN
HRADEC KRALOVE

Ve dnech 17. —20. kvétna 2007 probéhl v amsterdamském
konferen¢nim centru RAI 1. svétovy kongres International
Academy of Oral Oncology (IAOO). Spole¢nost vznikla
v roce 2005 na Krété. Skupina prednich svétovych odbor-
nikd v problematice nadorovych onemocnéni v oblasti hla-
vy a krku, angaZujicich se v mezindrodni organizaci Inter-
national Congress on Oral Cancer (ICOOC), citila silnou
potiebu vytvofit multidisciplindrni férum, na kterém by se
setkévali jak kliniCti, tak vyzkumni pracovnici, maxilofaci-
4lni a ordlni chirurgové, plasticti a rekonstrukéni chirurgo-
vé, zubni 1€kari, onkologové, radioterapeuti, ordlni patolo-
gové, odbornici z oblasti ordlni mediciny i dalsi zdravotnicky
persondl (zdravotni sestry, rehabilitani pracovnici). Zakla-
dajicimi €leny, ktefi také tvoii pfedstavenstvo akademie,
jsou C. Scully, A. Rapidis, J. P. Shah, J. Langdon a J.-L.
Lefebvre. Snahy o spojeni s ICOOC v jednu organizaci na
kongresu ICOOC v italském Gradu v roce 2006 sice gene-
ralni tajemnik ICOOC A. Varma zamitl, mlada odborna spo-
le¢nost vSak roste velmi rychle a jejiho prvniho kongresu se
zhcastnilo pfes 750 tcastniki z celého svéta.

Program probihal ve ¢tyfech paralelnich sekcich (panelo-
vé diskuse a debaty, sympozia odbornych spole¢nosti zaby-
vajicich se problematikou malignit v oblasti hlavy a krku,
dvé€ sekce pro kratkd ustni sdéleni), samoziejmosti byla
i posterova sekce. Témata zahrnovala genetiku, epidemio-
logii, diagnostiku, staging, terapii a progn6zu zhoubnych
onemocnéni v oblasti hlavy a krku vetné dutiny tstni, reha-
bilitaci a kvalitu Zivota pacientil s t€mito onemocnénimi.
Mnoho ¢asu a prostoru bylo vénovano rekonstrukéni chi-
rurgii, ve které je asi nejvétsim ,,hitem* poslednich let rekon-
strukce defektll v dutin€ tstni pomoci volnych lalok z pred-
lokti, které se v dutiné astni po granulacni fazi dokazi
,remukozalizovat”. UmoZiiuji tedy dosdhnout vybornych
vysledkil i po velmi rozsahlych operacich. Vcelku vSak bylo
seznano, Ze i pfes velké pokroky v diagnostice i terapeutic-
kychmetodach v poslednich desetiletich se nepodafilo nijak
vyrazné zvySit procento prezivajicich pacientll. Jediné
pokroky, kterych obor dosédhl, jsou pravé v moZnostech
rekonstrukce a tim snad i ve zvySeni kvality Zivota téchto
onkologickych pacientl. MoZnosti v rehabilitaci Zvykacich
a polykacich funkci, feci a estetického vysledku jsou ohro-
mujici, jiné funkce, napt. funkci slinnych 714z a €iti v ope-
rované oblasti vSak stdle obnovit nedokaZeme.

Zajimavé byly také prezentace z oblasti vyzkumu moleku-
larné-genetické terapie nddorovych onemocnéni v oblasti
hlavy a krku. Mozné 1écebné pripravky jsou vSak zatim jen
v Casnych stadiich klinického vyzkumu. Zatfazeni té€chto 1€kt
do béZné praxe nelze jesté v nejblizsich letech ocekavat.

Velmi zajimavd a vzruSujici byla polemika na vé¢né téma,
jaky terapeuticky postup zvolit u tzv. klinicky negativni-
ho krku (tj. malignich onemocnéni v oblasti hlavy a krku
bez klinického postiZzeni lymfatického systému a bez
metastaz, dle TNM klasifikace ve stadiu T+ cNO MO0) a uZzi-
ti techniky biopsie sentinelové mizni uzliny (BSMU)
v téchto pfipadech. Obhdjcem této techniky byl S. Sto-
eckliz Curychu, na jehoZ pracovisti je BSMU standardem
péce. Skupinu oponenti v debaté vedl A. Shaha z Memo-
rial Sloan-Kettering Cancer Center v New Yorku. Za kla-
sické indikace BSMU povaZuje Stoeckli staging ipsilate-
ralnich krénich uzlin u jednostranného nddoru ve stadiu
T+ ¢NO MO a staging bilateralnich krénich uzlin u nado-
rt ve stfedni ¢afe ve stadiu T+ cNO MO. Pfidal vSak i sta-
ging kontralaterdlnich krénich uzlin u nadort s ipsilate-
ralné postiZzenymi krénimi uzlinami a dosud neuZivanou
indikaci pro mapovéani lymfatické drendZe lokalnich reci-
div, téZko predvidatelné po pfedchozich chirurgickych,
chemo- nebo radioterapeutickych zakrocich. Zastanci
techniky BSMU, ktefi maji dostatek technickych zkuSe-
nosti, se shodli, Ze BSMU je malo vhodnd pro pouZiti
u niddorového postiZeni spodiny dutiny ustni, kde se sen-
tinelovou uzlinu vzhledem k blizkosti a sile radioaktivity
primédrniho tumoru podaii identifikovat jen o néco vice
nez v 80 % piipadl (u ostatnich oblasti dutiny ustni jsou
schopni dosdhnout vice nezZ 95% tspéSnosti). BSMU zde
tedy tito autofi nedoporucuji, aspoii ne jako jediny sta-
gingovy nastroj, a shoduji se spiSe na bilateralni elektiv-
ni kréni disekci. Techniku také odmitaji pro vyssi procento
nespravnych vysledkt u naddort ve stadiu T3/T4 a nedo-
porucuji ji v dutin€ dstni aplikovat ani v oblasti jizvy po
primdrnim tumoru, byt by byla excize provedena v neda-
vé minulosti. V tom se velmi li§i od BSMU u koZnich
malignit, kde se lymfotropni latka aplikuje ve vétSiné pii-
padd (zejm. u maligniho melanomu) do okoli jizvy jiZ
excidovaného utvaru.

Oponenti i obecenstvo viak byli pro jiny postup terapie
v pripadé stadia cNO — pro tumory ve stadiu T1 by vétSina
pfitomnych zvolila ostraZité sledovani pacienta a pro tumo-
ry ve stadiu T2 elektivni kr¢ni disekci. Na ¢em se oba tabo-
ry shodly bylo konstatovéni, Ze u kaZdého primarniho dlaz-
dicobuné¢ného karcinomu dutiny uastni pfekracujiciho
hloubku 4 mm a tumoru orofaryngu ptekracujiciho hloub-
ku 2 mm je nutné kréni mizni uzliny vySetfit, at uZ pomo-
ci BSMU nebo elektivni kr¢ni disekce.

Dal3i kontroverzni otdzkou zlistava, zda je efektivni uZivat
BSMU i udlazdicobunécnych karcinom rtu, kterdZto loka-
lizace tvofi 40 % piipadd malignit v oblasti hlavy a krku
apravépodobnost jejich metastazovéni je mnohem niZ$inez
u karcinomil v dutiné ustni a v orofaryngu.

Své zkuSenosti s BSMU v oblasti hlavy a krku prezentova-
li formou kratkych ustnich sdéleni i dalsi pfedni odbornici
z oboru.

Abstrakta z konference byla publikovina v supplementu
kvétnového ¢isla Oral Oncology, ktery je oficidlnim peri-
odikem IAOO. Vice informaci 0 IAOO je mozné ziskat na
webovych strankéch http://www.eastman.ucl.ac.uk/iaoo/
a http://www.ia002007.com.

Dalsi kongres IAOO je planovén v roce 2009 v kanadském
Torontu.
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ZPRAVA 7 KONFERENCE ASCO 2007
CHICAGO, IL, 3.-6. CERVNA 2007

PETRAKOVA K.

Letos se konalauz43. konference ASCO, kde se rok od roku
ucastni vice navstévnikt. V disledku velkého poctu ticast-
nikil roste i ndro¢nost na organizaci a prostory. To je hlav-
nim divodem, pro¢ se né€kolik dalsich ro¢nikil konference
bude konat opét v Chicagu, které narokiim vyhovuje.

S dobou se méni i stéZejni témata konference. Hlavnimi
ocekdvanymi tématy jeSté pred par lety byly vysledky vel-
kych klinickych studii bud s novymi cytostatiky nebo
s novou indikaci cytostatik. Leto$ni konference se nesla
hlavné v duchu biologické 1é¢by a prediktivnich a pro-
gnostickych faktorti. Dédle bych zabyvala novinkami z kon-
ference podle jednotlivych témat:

Karcinom prsu.

Vysledky velkych randomizovanych studii, zabyvajicich
se otazkou, jaka je optimalni adjuvantni hormonalni 1é¢-
ba postmenopauzailnich pacientek s pozitivnimi steroidni-
mi receptory, byly prezentovany na poslednich konferen-
cich ASCO. VSechny zatim prokézaly lepsi lécebné
vysledky inhibitort aromatazy (IA) proti tamoxifenu (TX)
samotnému. Otdzkou ziistava ale optimalni pouZiti IA. Pro-
fesor Cuzick ( abstr. 541) s kolegy vytvofili matematicky
model na zdklad€ dosavadnich vysledk klinickych studii
s pouZitim IA (ATAC, BIG 1-98, IES), ktery by mohl pre-
dikovat pfinos 1é¢by IA pfi dobé sledovani 10 a 20 let. Pod-
le modelu je inicidlni 1é¢ba IA ( up-front) dominantni stra-
tegie proti 1é¢bé samotnym TX (riziko rekurence v 10 a 20
letech je 17,9% a 35,4%), iniciélni 1é¢ba IA je jenom mir-
né lepsi nez sekvencni 1é¢ba IA (riziko rekurence v 10 a 20
letech je 18% a 35,5%) a 5-letd 1é¢ba TX je spojena s nej-
vétSim rizikem rekurence ( v 10 letech 22,9% a v 20 letech
39,3%). V podobném duchu vyznéla i price Ciccarese
(abstr. 539), ktery provedl metaanalyzu 10 randomizova-
nych adjuvantnich studii srovnévajicich IA a TX. Podle
vysledkl metaanalyzy ma nejvétsi prinos sekvencni 1écba
IA (absolutni benefit 3,5%), potom prodlouZend adjuvan-
ce (absolutni benefit 2,5%) a nakonec inicidlni 1éCba TA
(absolutni benefit 2,3%). Celkové pteZivani bylo signifi-
kantné lepSi u celé populace pacientek lécenych IA
(p=0,037) a u pacientek 1é¢enych IA v sekvencnim podani
(p=0,003). Navic metaanalyza potvrdila, Ze parametr pie-
Zivani bez zndmek nemoci (DFS- disease free survival) je
silnym prediktorem celkového preZivani pacientek (OS-
overall survival).

Piesto v§ak TX nadale zistava standardnim lé¢ebnym
postupem pro urCitou skupinu pacientek, jak potvrdil
Osbourne ve své edukacni lekci o hormondlni 16Cbé.
Jednim z moZnych prediktivnich faktori rezistence na TX
se podle poslednich praci jevicyclin D1, jak prokazala i pra-
ce Filipitse (abstr. 521). Na souboru pacientek ze studii
ABSCG 5 a 6 potvrdil, Ze pacientky, které mély nadory
s prokazanou pozitivitou cyclinu D1, ktery byl vySetien
imunohistochemicky (IHC), mély signifikantné krat§i OS
(p=0,003) a dobu do relapsu (RFS-relaps free survival)
(p=0,0001). V tvahu je vSak nutné vzit i zmé&nu imunofe-
notypu nddoru v dobé metastazovani.

Zajimavou préci pfednesl Broom (abstr.1021), ve které
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srovnal 62 vzorkd primarnich nddorti karcinomu prsu
a jejich metastaz. AZ v 17,7% ptipada doSlo ke zméné sta-
vu receptoru ER v dob& metastazovéni a aZ v 37,3% piipa-
dt ke zméné stavu receptoru PR, pficemZ nedochézelo
k podstatnéj$im zménam receptoru HER2.

Pfinos adjuvantni 1écby Herceptinem u pacientek s pro-
kazanou overexpresi HER2 byl doloZen vysledky nékoli-
kaklinickych studii a je nesporny. Na konferenci byly letos
prezentovany vysledky nové kombinované analyzy studii
NSABP B-31 alIntergroup N9831 u 3711 pacientek s medi-
dnem sledovéni 2,9 roku. HlaSeno bylo celkem 619 uda-
losti (rekurence, duplicitni primarni karcinom nebo umrti
bez rekurence) 397 bylo v kontrolni vétvi a 222 ve vétvi
s trastuzumabem. Cty¥leté pieZivani pacientek bez znamek
nemoci (DFS - disease free survival) bylo 85,9% (95% inter-
val bezpecnosti [CI], 84,0-87,8%) a 92,6% (95% CI, 91,2-
94,2%) u pacientek 1éCenych trastuzumabem a Ctyfleté cel-
kové prezivani (OS - overall survival) bylo 73,1 % (95%
CI; 70,6-75,8%) a 89,4% (95% CI; 87,6-91,2%) u pacien-
tek bez trastuzumabu. Hazard ratio (HR) pro DFS byl 0,48
(p<.0,00001;95% CI, 0,41-0,57) apro OS 0,65 (p=0,0007;
95 CI, 0,51-0,84). Nova analyza tedy prokézala pfetrvava-
jici prinos 1écby trastuzumabem v adjuvanci i s delsi
dobou sledovéni, pfi¢emZ nebyla nalezena podskupina paci-
entek, kterd by méla vétsi prospéch z 1éCby. Ptinos 1€¢by
byl pfitom nezavisly na divkovacim schématu paclitaxelu,
pfi¢emzZ trastuzumab sniZil riziko lokdalni i vzdalené reku-
rence. LéCba trastuzumabem je vesmés velice dobie tole-
rovana a nejvaznéjsSim nezddoucim tcinkem zistava kar-
diotoxicita.

Proto byly ocekdvané vysledky nové analyzy karditoxici-
ty trastuzumabu ve studii NSABP B-31. Podle poslednich
publikovanych vysledki, byla v medidnu sledovéni 3 let
kumulativni incidence kardiotoxicity u pacientek v kon-
trolni skupiné 0,8% a ve skuping s trastuzumabem 4,1%.
Podle vysledkt prezentovanych profesorkou kardiologie
Rastogi (abstr. LBA513) na ASCO 2007 se kardiotoxicita
v medidnu sledovéni 5 let vyrazné€ nezménila (0,9% vs
3,9%). Za rizikovy faktor lze na zéklad¢ analyzy povaZzo-
vat v€k pacientek nad 49 let, hypertenzi vyZadujici 1écbu
a sniZzeni LVEF po 1é¢bé s antracykliny pod 54%.

V posledni dobé se opakované feSila otdzka, kolik kopii
chromozomu 17, na kterém je lokalizovan gen pro HER2,
lze oznacit za overexpresi HER2.

Na zédkladé€ vysledku studie CALGB 9840, prezentované
letos Kaufmanem (abstr.1009) byl prokazan piinos 1écby
trastuzumabem u pacientek s metastatickym karcinomem
prsu i pfi pouhé polyzomii chromozomu 17 ( p=0,045). A co
vic, podle analyzy ve studii NSABP B-31 prezentované Pai-
kem (abstr.511) byl prokazan ptinos 1é¢by dokonce i pro
pacientek s negativitou HER 2 (pro IHC negativni p=0,0017
a pro FISH negativni p=0,026).

Jednou z otazek, kterou sebou 1é¢ba trastuzumabem pfine-
sla, je incidence mozkovych metastaz. Podle retrospek-
tivni studie z MD Andersonu na souboru 750 pacientek,
kterou prezentoval Pinder (abstr.1018), maji pacientky
s overexpresi HER2 1é¢ené trastuzumabem 2,8 krat vySsi
riziko vzniku mozkovych metastiz proti pacientkdm, kte-
ré trastuzumabem léCeny nebyly. Paradoxné, preZivani
pacientek po objeveni se mozkovych metastaz bylo signi-
fikantné lepSi u skupiny 1é¢ené trastuzumabem. (33,5 mési-
ce vs 29,4 mésice). Zajimavé bylo i zjiSténi Sawriena, kte-



Zpravy

ry na soboru pacientek prokézal, Ze pacientky s mozkovy-
mi metastdzami a souc¢asné overexpresi HER?2 Ziji déle neZ
pacientky s mozkovymi metastizami bez overexprese HER
2 (65 tydnt vs 33 tydnd; p= 0,025).

Slibnym preparatem v biologické 1é¢ba karcinomu prsu
u pacientek s overexpresi HER2 se jevi byt lapatinib, oral-
ni inhibitor tyrosin kindzy receptoru HER2. Ve studii II.
faze EGF105084 prezentované Li Nu (abstr. 1012) proka-
zal az u 28% pacientek signifikantni zmenSeni objemu moz-
kovych metastdz a prodlouZeni doby do progrese (PFS-pro-
gression free survival).

Gastrointestinalni trakt.

Ani zafazeni novych cytostatik nezlepsilo 1écebné vysled-
ky u karcinomu pancreatu. Dalsi snahou, jak zlepSit pro-
gnézu tohoto onemocnéni, je pfidani biologické 1écby
k standardni cytostatické. Kindler (abstr.4508) prezentoval
vysledky klinické studie III.faize GALGB 80303, které
cilem bylo zjistit pfinos pfidani bevacizumabu k gemcita-
binu proti gemcitabinu samotnému. Nebyl nalezen rozdil
v 1é¢ebnych vétvich ani v parametru 1é¢ebné odpovédi (RR-
response rate) ani v parametru DFS nebo OS. Vysledky kon-
trastuji s nedavno prezentovanymi vysledky studie II. faze.
Rozdil mezi studiemi byl hlavné ve vybéru pacientll. Ve
studii II. f4ze byli zafazeni pacienti s horsi prognézou. Ve
stejném duchu vyznély i zavéry studie SWOG S025 pre-
zentované Philipem (abstr. LBA4509). Lécebné vysledky
kombinaci cetuximab a gemcitabin byly stejné jako gem-
citabin samotny. Lécebné vétve se neliSili ani v parametru
0OS. Jedinym piinosem bylo prodlouZeni doby do selhani
1écby (TTF- time to treatment failure).

Hepatocelularni karcinom je dalsi relativné chemorezi-
stentni onemocnéni. Podle vysledku klinické studie SHARP
prezentované Llovetem (abstra.LBA1) by mohla jeho pro-
gnézu vyrazné zlepsit biologicka 1écba sorafenibem. Pod-
le studie sorafenib zlepSuje OS o0 44% a prodluZuje TTP
0 73%. Na zakladé vysledku této studie byl sorafenib na
konferenci doporucen jako standardni 1é¢ba hepatocelular-
niho karcinomu.

Neoadjuvantni chemoterapie u primarné operabilniho
karcinomu zZaludku a gastroesophagealni junkce nebyl
dosud standardnim postupem. Studie FFCD 9703 prezen-
tovana Puntem (abstr.4510) je dalsi studii, kterd potvrdila
pfinos neoadjuvantni chemoterapie v této indikaci. Pacienti
lé¢eni neoadjuvantni chemoterapii kombinaci cisplatina
a fluorouracil méli signifikantné vy3si podil resekci RO,
DFS (34% vs 21%; p=0,0033) a OS (38% vs 24%; p=0,021).
Onkologové Casto fesi ve své denni praxi otdzku, zda paci-
enta s metastatickym kolorektalnim karcinomem 1é¢it
kombinovanou chemoterapii nebo sekven¢ni monoterapii.
Na tuto otdzku dava ¢astecné odpovéd nizozemska klinic-
ka studie CAIRO prezentovana Puntem (abstr. 4012). Paci-
enti byli 1é¢eni bud kombinaci capecitabin a irrinotecan
v prvni linii a capecitabin a oxaliplatina v druhé linii nebo
capecitabinem v prvni linii, irrinotecanem v druhé linii
a capecitabinem s oxaliplatinou v tfeti linii. Nebyl rozdil
v OS mezi jednotlivymi skupinami pacientd.
Bevacizumab se stal soucasti standardni 1écby prvni linie
kolorektilniho karcinomu. Potvrzuji to i vysledky klinické
studie I1I.faze N016966 (XELOX-1) prezentované Saltzem
(abstr.4028). Pridani bevacizumabu do kombinace s rezi-
mem XELOX nebo FOLFOX prodlouZilo dobu do progre-

se onemocnéni (PFS- progression free survival) (9,4 vs 8,0
mésice; p=0,00223). V parametru OS byl pouze trend ke
zlepSeni ( 19,9 vs 21,3 mésice; p=0,0769).0tazkou zlsta-
va jak dlouho 1é¢it pacienty bevacizumabem.. V observac-
ni studii BRITE (Grothey, abstr.4036) Zili pacienti, ktefi
byli 1é¢eni kombinaci s bevacizumabem i po selhdni prvni
linie 1é¢by v kombinaci s bevacizumabem déle neZ pacien-
ti 1éCeni rezimem bez bevacizumabu (19,9 vs 31,8 mésice).
De Gramont prezentoval vysledky studie MOSAIC v medi-
4nu sledovani 6 let. (abstr.4007) S prodluZzujici dobou sle-
dovéni se pfinos oxaliplatiny v adjuvantnim podani nemé-
ni a zlepSuje DFS celé populace pacientt (67,4 vs 73,3%)
a OS u pacientil v III. klinickém stadiu (HR 0,78; p=0,05).
Nebylo prokazané zlepSeni OS pro skupinu pacientt v II.
klinickém stadiu..

V posledni dobé je opakované diskutovany prognosticky
vyznam cirkulujicich nadorovych bunék u pacient s riz-
nymi malignitami, hlavné karcinomem prsu a kolorektal-
nim karcinomem. Meropol (abst.4010) prezentoval vysled-
ky mezindrodni klinické studie, ve které na souboru 400
pacientl prokézal, Ze pocCet cirkulujicich nddorovych bunék
v periferni krvi, odebranych pred 1é¢bou je silnym predik-
torem PFS i OS. Pfi zavadéni pofdd novych biologickych
1€ka do 1éCby solidnich nidort je snahou urdit aspon pre-
diktivni faktory odpovédi na biologickou 1écbu.. Podle
retrospektivni analyzy Finocchiara (abstr.4021) byl vyssi
pocet kopii EGFR genu a wild-type K-ras spojeny se sig-
nifikantné lepsi odpovédi na 1é¢bu cetuximabem. Vys§i
pocetkopii HER?2 genu predikoval ¢asné selhani 1é¢by cetu-
ximabem.

Karcinom plic.

Biologicka léc¢ba pronika v soucasné dobé do 1é¢by vsech
solidnich nddort. Je tomu tak i u karcinomu plic. Podle
vysledku klinické studie II. faze (Butts, abstr. 7539) ptida-
ni cetuximabu k 1é¢b€ metastatického karcinomu plic kom-
binovanym reZimem cisplatina a gemcitabin signifikatné
prodlouZzilo PFS (4,21 vs 5,09 mésice) a OS (49,9 vs 37,5
tydnt). Japonska klinickd studii III.faze (NiHo, abstr.
LBA7509) srovnava 1éCebny efekt gefitinibu proti doceta-
xelu v monoterapii u pacientil s nemalobuné¢nym metas-
tatickym karcinomu plic, ktefi byli 1é¢eni jednou anebo dvé-
ma chemoterapeutickymi reZimy na bazi cisplatiny. Nebyl
prokazéan rozdil v OS mezi 1é¢ebnymi vétvemi. Lep$i odpo-
véd na lécbu gefitinibem méli: Zeny, pacienti PS2, nekura-
ci, pacienti 1é¢eni za méné neZ 6 mésich od pocatku diag-
nézy a dobra odpovéd na pfedchozi chemoterapii.

Mozek je jednim z nejCastéj$ich mist metastazovani malo-
bunécného karcinomu plic. Proto byla zasadni vysledky kli-
nické studie EORTC 08993-22993 prezentované Slotma-
nem (abstr. 4). Podle jejich vysledki profylaktické ozareni
krania u extenzivniho onemocnéni signifikantné zlepsilo
OS (HR 0,68; p=0,003) a TTF ( HR 0,76; p=0,02).

Urogenitalni trakt

Sorafenib je v soucasné dobé schvalen k 1é¢bé metasta-
tického rendlniho karcinomu po selhani imunoterapie.
Na ASCO konferenci byly Bukowskim (abstr. 5023) pre-
zentovany vysledky kone¢né analyzy klinické studie III.
faze. LécCba sorafenibem signifikantné prodlouZila pte-
Zivéni pacientt proti placebu (HR 0,78; p=0,028). Navic
byly u pacientd méfeny plasmatické hladiny VEGF
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a SVEGFR2 pomoci Elisy. Vychozi plazmaticka hladi-
na VEGF je podle vysledkil studie nezavislym prognos-
tickym faktorem a predikuje vét3i pfinos 1é¢by sorafe-
nibem. Szczylik (abstr. 5025) prezentoval vysledky
klinické studie II.faze, kterd srovnéva sorafenib v prvni
linii pro metastaticky rendlni karcinom proti 1é¢bé inter-
feronem. Nebyl prokdzan signifikantni rozdil v para-
metru PFS. Jediny pfinos 1é¢by sorafenibem byl v kon-
trole onemocnéni .

Sunitinib je dalsi biologickou 1é¢bou, kterd se v dnesni dobg
stala standardni 1é¢bou metastatického renélniho karcino-
mu po selhani imunoterapie. Podle nejnovéjSich vysledki
znamé Motzerove klinické studie III.faze dosahuje 1écba
sunitinibem v prvni linii aZ 44 % RR zatimco 1é¢ba inter-
feronem pouze 11%. Median PFS je 11 mésict proti 4 mési-

ctim. Prediktivnimi faktory lep$i odpovédi na sunitinib jsou
podle studie vychozi hodnoty hemoglobinu, hladina kori-
govaného kalcia, celkovy stav pacienta a pocet lokalit
metastaz.

Hlava a krk

Podle slov J.Vermorkena z Belgie je EXTREME je prvni
klinicka studie za poslednich 25 let, ktera prokézala zlep-
Seni preZivéani pacientd s lokdln€ pokrocilym nebo metas-
tatickym karcinomem hlavy a krku proti chemoterapii na
bazi platiny. Studie srovnava lécbu reZimem cisplatina nebo
karboplatina plus fluorouracil proti stejné kombinaci s pfi-
dénim cetuximabu. Medi4dn OS byl 10,1 mésice pro paci-
enty lé€ené cetuximabem a 7,4 mésice pro pacienty bez
cetuximabu (HR 0,797; p=0,036)

informace

Vazeni kolegové,

srde¢né Vés zveme na onkogynekologicky seminar

Pokroky v diagnostice a 1é¢bé karcinomu ovaria

potfadany Onkogynekologickym centrem
Gynekologicko-porodnické kliniky I. LF UK a VEN v Praze,
1. 1ékatskou fakultou UK
a Nada¢nim fondem Vita et futura

v sobotu dne 10. listopadu 2007 od 9.00 hodin
v poslucharné Gynekologicko-porodnické kliniky, Apolinarska 18, Praha 2.

Program:

® Epidemiologie a prognéza

As. MUDir. D. Pavlista

® Testovani na hereditarni syndromy, profylakticka adnexektomie,

sledovani Zen s mutaci BRCA
® Rizikové faktory, moZnosti prevence
® Zhoubné a border-line nadory v UZ obraze
® Nové biomarkery (proteomika, tumorové markery)
® Management border-line nddorl ovaria
® Ziklady ambulantni chemoterapie a podpuirné 1é¢by
® Management ¢asnych stadii
® Management pokrocilych stadi

MUDr. M. Zikén, PhD

Doc. MUDr. P. Freitag, CSc
As. MUDir. D. Fischerova
MUDr. J. Lacheta

Doc. MUDr. D. Cibula, CSc
MUDr. N. Jan¢arkova
MUDr. J. Sldma

Doc. MUDr. D. Cibula, CSc

Registrace je platna po uhrazeni poplatku.

PrihlaSeni ucastnici kurzu obdrZi pozvanku se sloZenkou (na pozvance bude uvedeno bankovni spojeni pro bezhotovostni pfevod) . Poplatek ¢ini
750,- K&, na misté v hotovosti 950,- K¢. Organizator neni platcem DPH.

Absolventi kurzu obdr# certifikat podle Stavovského predpisu ¢. 16 CLK.

Vase ptihlasky prosim posilejte na adresu: Dékanat 1. LF UK - odd. doskolovani 1ékait, Katetinska 32,
121 08 Praha 2, e-mail: eva.svobodova@If1.cuni.cz, nebo vzdelavani.lekaru@If1.cuni.cz, tel. + fax: 224965675, mobil: 732146799.
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informace COS

Prohlaseni Ceské onkologické spolecnosti
J. E. Purkyné ke zvefejnénym tdajum evropské
populacni studie EUROCARE-4.

The Statement of the Czech Oncology
Society on the Data published in Eurocare-4
- the European Population Study.

Dne 22.8. 2007 byla ¢eska vefejnost informovana o tdaj-
né Spatnych léCebnych vysledcich Ceské onkologie, které
byly publikovany ve studii EUROCARE-4 v zahrani¢nim
Casopise Lancet Oncology. Tato studie srovniava data
o pétiletém pieZiti onkologickych pacienti diagnostiko-
vanych v letech 1995 - 99, s naslednym sledovanim do roku
2003, ve vybranych evropskych statech (1). Navazujici stu-
die potom pfindsii aktualizovana data o pfeZiti v letech 20-
00-2002 (2). Pro Ceskou republiku je zde u fady onkolo-
gickych diagnéz skute¢né publikovéino relativné nizké
dosahované preZiti ve srovnani s nejvyspélejSimi evrop-
skymi stéty.

Vedeni Ceské onkologické spolecnosti se proti t&mto
vystuptim zcela zasadné ohrazuje a odmita je. Kazdy pub-
likovany vystup musime posuzovat a vaZit podle vstupnich
informaci, ze kterych vzeSel. Pro studii EUROCARE-4
byly z CR nahl4Seny zcela nerelevantni a nereprezentativni
udaje, jak dile doloZime. Zahrani¢ni autofi studie ovSem
nejsou na ving, nebot pracovali s oficiidlné pfedanymi daty
naseho statu a neméli diivod je zpochybriovat. Vinu nese
spravce ndrodnich onkologickych dat, Ustav zdravotnic-
kych informaci a statistiky CR (UZIS CR), resp. Minis-
terstvo zdravotnictvi CR, pod jehoZ hlavickou musela byt
data oficidlné pfedana . Na oficidlnich publikacich studie
EUROCARE-4 je jako odpovédna preddvajici osoba uve-
den Mgr. J. Holub, pracovnik UZIS CR. Z ¢asovych tda-
juvyplyva, Ze toto probéhlo jesté za byvalého vedeni minis-
terstva pfed volbami v roce 2006. Velmi smutné je, Ze se tak
stalo opakované, podobné problémy totiZ byly s ¢eskymi

daty jiZ pfi publikovani studie EUROCARE-3 v roce 2003.
Ani pfes velmi silné protesty odborné onkologické spo-
le¢nosti nedos$lo bohuZel k népravé.

Ceska republika vede dlouhodobé (od roku 1977) Nérodni
onkologicky registr, ktery patfi mezi nejvétsi a nejkvalit-
néjSi databaze Evropy. Nadto jde o databézi reprezentativ-
ni a dplnou, nebot jsou v ni zaddna data o vSech pacientech
za celé sledované obdobi. Vedeni této databdze vyplyva ze
zékona a je tedy povinné. Za celé obdobi sledovani registr
obsahuje vice neZz 1,4 milionu zdznam, za obdobi tykaji-
ci se studie EUROCARE-4 (1995-99) jde o vice nez 270
000 zdznam®. Nicméné oficidlni podklady pro studii
EUROCARE-4 byly predany pouze ze zapadnich Cech a to
zfejmé opét nereprezentativné. Zminéné zahrani¢ni publi-
kace uvadi 19 423 ptedanych zadznamd z této oblasti, nic-
méné v Narodnim onkologickém registru mame za obdobi
1995-99 vedeno pro Plzetisky a Karlovarsky kraj 24 257
zdznaml. Obdobné nesrovnalosti 1ze nalézti v datech vyka-
zanych z CR do pokracujici analyzy pro obdobi 2000-2002.
VétSina statl zahrnutych do EUROCARE-4 pfitom poskyt-
latpln, tedy reprezentativni data za celou populaci auved-
la 100% pokryti své populace. Pro Ceskou republiku
EUROCARE-4 uviadi pouze 8% pokryti populace. Preda-
nd data tedy vypovidaji pouze o velmi minoritni ¢4sti naSe-
ho registru a statu. V Zidném pripadé nelze tyto tidaje zobec-
nit na celou republiku. Celorepublikové data, kterd mame
dlouhodobé k dispozici, nebyla do studie pfeddna. Pfedani
dat nebylo s odbornou spole¢nosti nijak konzultovano.

Odborna onkologicka spole¢nost nyni podnikne nutné kro-
ky k ndpravé situace. Cesti onkologové vysledky 1é¢by
dlouhodobé sleduji a maji k dispozici tidaje vypovidajici
o celé Ceské populaci. Tyto relevantni hodnoty prevySuji
u fady onkologickych diagnéz evropsky primér a obhaju-
jitak i velké investice, které ve prospéch onkologické 1é¢-
by Cesky stat vynaklada. V ptiloZené tabulce uvadime hod-
noty preZiti pro nékteré onkologické diagndzy, kalkulované

Tabulka: *Urcité procento nadori je diagnostikovano ve velmi pokro¢ilém stavu, ktery jizZ neumozZiiuje protinddorovou terapii, pfipadné je tato tera-
pie znemoznéna zdravotnim stavem pacienta nebo i jeho vlastnim odmitnutim 1é¢by. Analyza provedend na skupiné ,,vSichni pacienti“ tak sice pfina-
§i celkovd populacni data, o skute¢ném vykonu zdravotnickych zafizeni ale vypovid4 hodnota zji$téna u pacientt, ktefi prosli protinddorovou 1écbou.

Pétileté relativni preziti dosahované v CR Pétileté relativni preziti
uvadéné pro Evropu
Vybrané diagnézy Pacienti ve studii EUROCARE-4
s protinadorovou Vsichni pacienti * (pacienti diagnostikovani
lécbou v obdobi 1995-99)
C50: Prs (Zeny) 80,3 % 78,8 % 79,5 %
CIS Gl Thstettevo 57.1% 49,5% 53,5%
C43: Melanom kiize 84,1 % 83,3 % 85,4 %
C34: Pradusky a plice 13,1 % 9,9 % 10,2 %
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informace

stejnou metodou, jaka byla pouzita ve studii EUROCARE-
4. Uplny piehled vysledki 16¢by pro viechny onkologické
diagnézy byl v bfeznu 2007 publikovén v ¢asopise Klinic-
ka onkologie a v brzké dobé jej dime k dispozici verejnos-
ti na webovych strankdch onkologické spole¢nosti
(www.linkos.cz; www.svod.cz). /Pozndmka redakce:
podrobnd analyza vzniklé situace bude publikovdna v pris-
tim cisle casopisu Klinickd onkologie/.

Vysledky pétiletého relativniho preziti onkologickych
pacientii dosahované v CR

(data pro vybrané diagnézy za obdobi 1995 - 2003, zahr-
nuty jsou validni zdznamy ze vSech typt zdravotnickych
zafizeni, vékové standardizovano, odk. ¢. 3, tab.*).

V tomto prohlaSeni se snazime predevSim zastavit Sifeni
dezinformaci o §patné 16¢b& onkologickych pacientii v CR.
Jde o velmi zdvaznou skute¢nost, jak z profesiondlniho, tak
i z lidského hlediska. V nasem staté Zije n€kolik set tisic
onkologickych pacientl a tito lidé, ani jejich pfibuzni, nesmi
byt psychicky poSkozovéni §itenim takto poplaSnych zprav.
ProhlaSujeme tedy, Ze Ceskd onkologie za poslednich 15 let
vyrazné zlepSuje své vysledky, které jsou nyni na evropské

trovni a v fad€ diagn6z mirné€ pfekracuji evropsky primeér.
Samoziejmé to neznamend, Ze neexistuji problémy. Stéle
je vysoké procento nddorovych onemocnéni zachytdvano
ve velmi pokrocilém stavu, kde je jiZ nad€je na dlouhodo-
bé pteZiti vyznamné sniZena. Tyto problémy ale odpovidaji
situaci v kterékoli jiné evropské zemi. Odborna onkolo-
gické spolecnost ucini ve spoluprici se stavajicim vedenim
Ministerstva zdravotnictvi CR v§echna potiebn4 opatieni,
aby o tomto vérohodné informovala ¢eskou vefejnost a aby
se zdvazna a chybnd interpretace nirodnich dat jiZ neopa-
kovala.

V Brné dne 24. 8. 2007
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Cest jeho pamaitce

Vazené kolegyné, vazeni kolegové,
Vybor Ceské onkologické spole¢nosti si Vam dovoluje ozndmit smutnou zpravu , po dlouhé nemo-
Priméf Fischer byl dlouholetym vedoucim onkologického pracovisté Krajské nemocnice v Ces-
kych Bud€jovicich. Byl nejenom vynikajicim onkologem a radioterapeutem, ale také netinav-
nym bojovnikem a lep$i postaveni ¢eské onkologie a onkologti. Pod jeho vedenim vzniklo v Ces-

kych Budé&jovicich vyznamné onkologické a radioterapeutické pracovisté¢ vybavené moderni

Odchodem primafte Fischera ztraci Ceska onkologie jednoho z piednich odbornikt a ti co ho zna-
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