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VYUÎITÍ  LASEROVÉ  MIKRODISEKCE  PRO  P¤ÍPRAVU  KOMPLEXNÍCH  VZORKÒ 
Z NÁDOROVÉ  TKÁNù  PRO  ÚâELY  MIKROGENOMICK¯CH  ANAL¯Z

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

DZIECHCIARKOVÁ M.1, BERKOVCOVÁ J.1, TROJANEC R.1, SROVNAL P.1, BOUCHALOVÁ K.1 HAJDÚCH M.1,2

1 LABORATO¤ EXPERIMENTÁLNÍ MEDICÍNY P¤I DùTSKÉ KLINICE LF UNIVERZITY PALACKÉHO A FN V OLOMOUCI
2 ONKOLOGICKÁ KLINIKA LF UNIVERZITY PALACKÉHO A FN V OLOMOUCI

Souhrn
Laserová záchytná mikrodisekce (Laser capture microdissection, LCM) je rychlá a spolehlivá metoda, která umoÏÀuje izolaci cílo-
v˘ch bunûk ze specifického komplexu tkánû pro jejich následnou molekulární nebo proteinovou anal˘zu. Základem LCM je inverz-
ní mikroskop se zabudovan˘m nízkov˘konnostním infraãerven˘m laserem. Nafiezané tkánû jsou upevnûny na standardní podloÏní sklo
a termoplastická membrána (TM) je umístûna nad dehydratovan˘ preparát. V ohnisku laserového mikroskopu je umístnûna TM, kte-
rou laser roztaví v poÏadovaném místû a naváÏe tak cílovou buÀku ãi strukturu k membránû. V souãasné dobû máme k dispozici nûko-
lik laserov˘ch mikrodisekãních systémÛ, které se li‰í zpÛsobem zachycení disekovan˘ch bunûk, v konfiguraci systému i v jednotli-
v˘ch aplikacích. Laserovou mikrodisekci lze pouÏít pro izolaci bunûk u fiady typÛ bunûãn˘ch i tkáÀov˘ch preparátÛ, vãetnû zamraÏen˘ch
vzorkÛ, formalínem fixovan˘ch parafinizovan˘ch tkání ãi cytologick˘ch preparátÛ. Vzávislosti na pouÏitém materiálu je moÏno z mik-
rodisekovan˘ch bunûk extrahovat DNA, RNA ãi proteiny v dobré kvalitû. Kombinací s dal‰ími technikami, jako je napfiíklad cDNA
microarray, LCM pomáhá identifikovat nové diagnostické a prognostické znaky vedoucí ke zlep‰ení diagnosticko terapeutick˘ch
metod v léãbû onkologick˘ch onemocnûní. Na na‰em pracovi‰ti byly laserovou mikrodisekcí izolovány buÀky z cytologick˘ch pre-
parátÛ adenokarcinomu plic získan˘ch punkãní cytologií zmraÏen˘ch ãi parafinizovan˘ch nádorÛ a také bunûãné linie, napfi. myelo-
idní leukemii K562. V této práci popisujeme na‰e zku‰enosti se zavedením LCM s následnou mikroizolací DNA/RNA a lineární ampli-
fikací DNA/RNA pro úãely dal‰ích genetick˘ch anal˘z jako je napfi. komparativní genomická hybridizace, expresní studie, ãi pfiímé
sekvenování vy‰etfiovan˘ch genÛ z biologického materiálu s minimálním obsahem nádorov˘ch bunûk, ãi pro studium nádorové hete-
rogenity na jednobunûãné úrovni. 

Klíãová slova: EGFR1, komparativní genomická hybridizace, laserová mikrodisekce, lineární 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.

Úvod:
V souãasné dobû molekulárnû biologické vy‰etfiení bunûk
a tkání na úrovni DNA, RNA a proteinÛ pfiedstavuje revo-
luãní obrat v diagnostice a charakterizaci biologick˘ch

vlastností nádorov˘ch onemocnûní. Nicménû, problém pro-
teomick˘ch a genomick˘ch studií v pfiípadû anal˘zy kom-
plexních nádorov˘ch vzorkÛ spoãívá v pfiípravû homogen-
ní bunûãné populace. PrÛtoková cytometrie byla dlouhou
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dobu pouÏívána jako v˘hradní technologie k získání jed-
notliv˘ch bunûãn˘ch typÛ do suspenze, av‰ak moÏnost zís-
kání ãist˘ch bunûk ze vzorkÛ solidní tkánû, jako je biopsie,
je ãasovû zdlouhavá. Dal‰í nev˘hodou prÛtokové cytomet-
rie je, Ïe vyÏaduje specifick˘ selekãní marker (1). Pro zlep-
‰ení metody izolace jednotliv˘ch bunûk nebo samostatn˘ch
bunûãn˘ch populací byla proto vyvinuta technika laserové
mikrodisekce (LCM) (2, 3, 4). Laserová mikrodisekce byla
pouÏita pro isolaci bunûk u fiady typÛ bunûãn˘ch i tkáÀo-
v˘ch preparátÛ, vãetnû zamraÏen˘ch vzorkÛ, formalínem
fixovan˘ch a parafinizovan˘ch tkání ãi cytologick˘ch pre-
parátÛ. V závislosti na pouÏitém materiálu je moÏno z mik-
rodisekovan˘ch bunûk extrahovat DNA, RNA ãi proteiny
v dobré kvalitû. Kombinací s dal‰ími technikami, jako napfií-
klad cDNA microarrays, pak LCM pomáhá identifikovat
nové diagnostické, prediktivní a prognostické markery,
vedoucí ke zlep‰ení diagnosticko terapeutick˘ch metod
v léãbû onkologick˘ch onemocnûní. 

Princip a v˘voj laserové mikrodisekce
Laserová mikrodisekce je rychlá a spolehlivá metoda, kte-
rá umoÏÀuje izolaci cílov˘ch bunûk ze specifického kom-
plexu tkánû pro jejich následnou molekulární nebo protei-
novou anal˘zu (5). 
Poãátek laserové mikrodisekce se datuje do roku 1970, kdy
byl poprvé poÏit laser pro zachycení a manipulaci s bunûã-
n˘mi populacemi. V polovinû 90. let minulého století byl
vyvinut první prototyp laserového mikrodisekãního systé-
mu ve spolupráci nûkolika ústavÛ z National Institutes of
Health (NIH). Pozdûji ze spolupráce NIH a firmy Arcturus
(www.arctur.com) vznikl první komerãní mikrodisekãní
systém (6). Tento systém vyfiezává buÀky pomocí lasero-
v˘ch pulsÛ cílen˘ch na okrsky tkánû, které jsou pfiekryty
speciální membránou, tzv. fúzováním tkánû a membrány.
Po disekci pfiíslu‰n˘ch bunûk je termoplastická fólie s adhe-
rovan˘mi buÀkami odstranûna a zbytek tkánû, která neby-
la vybrána k disekci, zÛstává na podloÏním sklíãku. BuÀky
na membránû pak mohou b˘t podrobeny pfiíslu‰n˘m
extrakãním podmínkám pro jejich následnou mikrogeno-
mickou anal˘zu. 

Rozdílné LCM technologie
LCM umoÏÀuje disekci nejen jednotliv˘ch bunûk ãi bunûã-
n˘ch kolonií z komplexu tkánû uchycené na podloÏním
sklíãku, ale také vyfiezání jednotliv˘ch chromozómÛ
a v nûkter˘ch pfiípadech i disekci Ïiv˘ch bunûk pfiímo z kul-
tivaãní misky. V souãasné dobû máme k dispozici nûkolik
mikrodisekãních systémÛ, které se li‰í v metodû odchytá-
vání bunûk, v konfiguraci systému i v aplikacích (tab.1) (7).
Nûkteré systémy umoÏÀují bezdotykové katapultování
oznaãen˘ch bunûk pfiímo do sbûrn˘ch zkumavek, nebo
vyzvednutí vyfiezan˘ch bunûk pfiímo víãkem mikrocentri-
fugaãní zkumavky. LCM systémy mohou mít zabudovan˘
infraãerven˘, nízko v˘konnostní infraãerven˘, ultrafialov˘
laser, nebo i jejich kombinace. V‰echny mikrodisekãní
systémy mají laser zabudovan˘ do standardního mikro-
skopu. 

Technologie zachytávání bunûk:
Membránové (fúzní) technologie 
Jedna z moÏností, jak zachytávat vyfiezané buÀky, je tzv.
fúzní technologie. Fúzní technologie zachytávání bunûk je

zaloÏena na selektivní pfiilnavosti cílov˘ch bunûk a frag-
mentÛ tkání k termoplastické membránû, která je upevnû-
na na prÛsvitné víãko mikrozkumavky (CapSureTM) (viz.
www.arctur.com). Termoplastická membrána je aktivová-
na nízkov˘konnostním infraãerven˘m laserov˘m pulsem.
Nafiezané tkánû jsou upevnûny na standardní podloÏní sklíã-
ko a termoplastická membrána je umístûna nad dehydrato-
van˘ preparát. V ohnisku laserového mikroskopu se akti-
vuje termoplastická membrána, která je navázána
k identifikované cílové buÀce v mikroskopované ãásti pre-
parátu. Laser roztaví termoplastickou fólii v místû vybrané
cílové buÀky (1,5,8). ProtoÏe termoplastická folie absor-
buje vût‰inu tepelné energie a laserov˘ puls trvá jen zlomek
sekundy, po‰kození biologick˘ch makromolekul je mini-
mální nebo nedetekovatelné. Po disekci pfiíslu‰n˘ch bunûk,
je termoplastická fólie s adherovan˘mi buÀkami odstranû-
na a zbytek nepouÏité tkánû zÛstává na podloÏním sklíãku.
Tuto technologii vyuÏívá PixCell II laserov˘ mikrosektor
firmy Arcturus. Novûj‰í verze laserového mikrodisektoru
(Veritas) této spoleãnosti má zabudovan˘ jak nízkov˘kon-
nostní infraãerven˘ laser, tak UV laser. Pro disekci pomo-
cí UV laseru jsou tkáÀové preparáty upevnûny na tenkou
polyetylenovou fólií. Polyetylenová fólie s dehydratova-
n˘m preparátem je pfievrstvena víãkem s termoplastickou
membránou (CapSureTM). Cílové buÀky jsou mikrodise-
kovány prostfiednictvím ultrafialového laseru, kter˘ pfiesnû
obkrouÏí fieznou dráhu podél obvodu disekovan˘ch bunûk.
Mikrodisekované ãásti tkánû tak zÛstávají pfiichyceny na
spodní ãásti víãka.
Cell Robotics (www.cellrobotics.com) vyuÏívá tzv. tech-
niku „Pick-Up Sticks“, která umoÏÀuje zachycení diseko-
van˘ch bunûk. Tento mikrodisekãní systém je zaloÏen na
UV laseru. Mikroskalpel produkuje fototermální reakci
v ohniskovém bodu ãoãky mikroskopu, kde laserov˘ papr-
sek protíná cílov˘ vzorek. TkáÀové preparáty jsou uchyce-
ny na skla pokrytá tenkou polyetylenovou fólií, vyfiezáva-
né buÀky ãi okrsky tkánû jsou laserem obkrouÏeny.
Fototermální reakce v ohniskovém bodu laseru vypafií nebo
odstraní velmi malou ãást cílov˘ch bunûk ãi tkánû. Dise-
kované okrsky tkánû jsou smûfiovány elektrostatickou sílou
smûrem k filmu a film s buÀkami je pak vloÏen do mikro-
centrifugaãní zkumavky a zpracován. 
Podobn˘ systém vyfiezávání bunûk má i mikrodisektor mmi-
CellCut firmy MMI Molecular Machines & Industries AG
(www.molecular-machines.com), tento systém se v‰ak li‰í
od Cell Robotics ve zpÛsobu zachytávání bunûk po disek-
ci. BuÀky jsou vyfiezávány automaticky pomocí velmi pfies-
ného UV laseru. Vzorky jsou uchyceny na speciální mem-
brány upevnûné v rámeãku. Takto pfiipravené vzorky jsou
pfiekryty sklenûn˘m podloÏním sklíãkem. Toto pfiikrytí
efektivnû ochrání vzorek pfied neãistotami z okolí a je roz-
hodující pro v‰echny aplikace, u kter˘ch je klíãové zabrá-
nit zevní kontaminaci. Vyfiezané okrsky tkánû jsou zachy-
ceny víãky, která jsou pokryta adhesivní vrstvou.  
Systém Bio-Rad Colonis (viz. www.microscopy.bio-
rad.com) pouÏívá rovnûÏ film pro zachycení bunûk, ale
jinou cestou. Tento systém umoÏÀuje i aplikace s Ïiv˘mi
buÀkami. Film je umístûn do kultivaãní misky a Ïivé buÀ-
ky jsou na nûm pfiímo kultivovány. Po vypûstování kolonií
je moÏno fiezat buÀky pfiímo v kultufie. Vyfiezan˘ film je
z kultury odloupnut a poÏadované buÀky zÛstanou na nûm
uchyceny. Je také moÏno provést ablaci neÏádoucích kolo-
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Tab.1: Srovnání rÛzn˘ch komerãnû dostupn˘ch mikrodisekãních systémÛ.
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nií bunûk. Ty jsou následnû odmyty a zbylé buÀky mohou
b˘t dále kultivovány (7). 

Paprskové technologie
Zachytávání bunûk pomocí speciálního filmu není jedinou
cestou jak izolavat disekovan˘ materiál (7). PALM Micro-
Beam’s (www.palm-microlaser.com) vyuÏívá tzv. techno-
logii laserovû tlakového katapultování (Laser Pressure Cata-
pulting, LPC). Pulzní UV-A laser je zabudovan˘ do
standardního mikroskopu. Laser je zaostfien pfies objektiv
ãoãky do bodu o velikosti 1_. Uvnitfi úzkého bodu lasero-
vého ohniska je vytvofiená síla pro ablaci materiálu, zatím-
co okolní tkáÀ zÛstává zcela neporu‰ena. PouÏitím tohoto
laserového systému mohou b˘t separované buÀky nebo
vybrané oblasti tkánû vyzvednuty a zachyceny do sbûrné-
ho zafiízení. Toto je zcela bezkontaktní proces zachytávání
bunûk, kdy pro transport selektovan˘ch oblastí do sbûrn˘ch
systémÛ je pouÏito jenom zaostfiené svûtlo. Vzorek je pfie-
místûn nûkolik milimetrÛ proti gravitaci. Stejn˘ systém je
také aplikován pro získávání Ïiv˘ch bunûk z bunûãn˘ch
kolonií (9, 10, 11). Katapultovan˘ materiál mÛÏe b˘t dále
centrifugován a pouÏit pro následnou molekulární anal˘zu,
nebo dal‰í experimenty jako je rekultivace selektovan˘ch
vitálních bunûk.
Dal‰í ‰iroce pouÏívanou technikou je laserov˘ mikropa-
prskov˘ mikrodisekãní systém (12) (viz. www.leica-mic-
rosystems.com). Tento systém pouÏívá pulzní ultrafialov˘
laser s mal˘m paprskem pro vyfiezávání cílov˘ch bunûk pro-
stfiednictvím fotoablace sousední tkánû. TkáÀové prepará-
ty jsou uchyceny na tenkou polyetylenovou fólií. Cílové
buÀky jsou mikrodisekovány prostfiednictvím UV laseru,
kter˘ pfiesnû obkrouÏí fiezanou dráhu podél obvodu dise-
kovan˘ch selektovan˘ch bunûk. Touto „studenou“ ablací
není materiál vystaven pfiímému laserovému záfiení. Mik-
rodisekované ãásti tkánû jsou sbírány do víãka nanozku-
mavky bezkontaktnû, tzn. buÀky padají do víãka zkumav-
ky na základû gravitace, a mohou b˘t následnû pouÏity pro
molekulární anal˘zu. 

Mechanické technologie
Dal‰í moÏností zachytávaní bunûk nabízí napfi. spoleãnost
Eppendorf (www. eppendorf.com) prostfiednictvím tzv.
„Piezo power for microdissection“ (PPMD) technologie.
Tento systém zahrnuje ultrazvukov˘ piezo-mikroskalpel
s velmi tenkou kovovou ‰piãkou, kter˘ je napojen na stan-
dardní mikroskop propojen˘ s poãítaãem. Disekce je pro-
vádûna v kapce vody, xylenu ãi jiného média a to tak, Ïe na
preparát je nanesena kapka daného média, a mikroskalpel
kmitav˘mi pohyby se‰krabává potfiebn˘ úsek tkánû do této
kapky. Kapka s izolovan˘mi buÀkami ãi okrsky tkánû je
aspirována speciální pipetou a vnesena do sbûrné mikroz-
kumavky. 

Aplikace LCM v diagnostice a prognózování nádoro-
v˘ch onemocnûní
Na na‰em pracovi‰ti pouÏíváme laserov˘ mikrodisektor
Veritas (Arcturus) (obr.1). Vypracovali jsme rutinní postu-
py pro laserovou mikrodisekcí z cytologick˘ch preparátÛ
karcinomÛ plic získan˘ch punkãní cytologií barven˘ch
metodou Giemsa-Romanovski, zamraÏen˘ch ãi parafini-
zovan˘ch nádorov˘ch tkání (barveno hematoxylinem)
a také cytospinov˘ch preparátÛ z nejrÛznûj‰ích bunûãn˘ch

Obr. 1: Laserov˘ mikrodisektor Veritas firmy Arcturus.

Obr. 2: Laserová záchytná mikrodisekce nádorov˘ch bunûk
z cytologického preparátu karcinomu plic získaného punkãní cyto-
logií (barveno metodou Giemsa-Romanowski), zamraÏen˘ch ãi
parafinizovan˘ch nádorov˘ch tkání (barveno hematoxylinem)
a stabilní bunûãné linie K562 (barveno neutrální ãervení): Na
obrázku jsou A) oznaãeny nádorové buÀky cytologického prepa-
rátu karcinomu plic; B) disekované buÀky karcinomu plic; C)
oznaãené nádorové buÀky z fiezu formalinem fixované a parafi-
nizované nádorové tkánû; D) vyfiezané buÀky z tohoto tkáÀového
fiezu; E) cytospin bunûãné nádorové linie K562; F) disekovaná
buÀka nádorové bunûãné linie K562.

linií (barveno neutrální ãervení) (obr.2). Metodick˘m cílem
bylo zavést kombinaci LCM s lineární amplifikací DNA
i RNA pro úãely dal‰ích mikrogenomick˘ch anal˘z z bio-
logického materiálu s minimálním obsahem nádorov˘ch
bunûk, ãi pro studium nádorové heterogenity na jednobu-
nûãné úrovni. V dal‰í ãásti tohoto sdûlení referujeme na‰e
odzkou‰ené metodické postupy, které snad usnadní práci
dal‰ím zájemcÛm o pfiípravu genetického materiálu tech-
nikou LCM spojenou s amplifikací DNA ãi RNA a násled-
n˘mi genetick˘mi anal˘zami. 

Izolace a lineární amplifikace DNA
Technika lineární amplifikace DNA byla modifikovaná
podle dfiíve publikovan˘ch prací (13-16). BuÀky získané
pomocí LCM (1-1000 bunûk) byly v mikropodmínkách
lyzovány proteinázou K. K mikrodisekovan˘m buÀkám
bylo pfiidáno 5_l PK pufru [50mM Tris-HCl (Sigma, USA)
pH=8.1, 1 mg/ml proteinázy K (New England Biolabs,
USA), 1 mM EDTA (Serva, Nûmecko)] a 5 _l minerálního
oleje (Sigma, USA). V‰e bylo inkubováno pfies noc pfii
40°C. Druh˘ den byly zkumavky s natráven˘mi buÀkami
krátce centrifugovány a inkubovány 10 min. pfii teplotû
95°C. Pfii této teplotû dochází k inaktivaci proteinázy K.
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Poté byla dvou‰roubovice DNA roz‰tûpena restrikãním
enzymem MseI (New England Biolabs, USA). K 5_l lyzá-
tu bylo pfiidáno 0,2 _l One-Phor-All-Buffer–Plus (Amers-
ham Biosciences, USA), 1 _l MseI (10 jednotek) a 0.8
_l H2O. Smûs byla inkubována 3 hodiny pfii 37°C. Po
restrikci byly na roz‰tûpené konce navázány adaptéry se
specifick˘mi amplifikaãními sekvencemi. Pro annealing
primerÛ byly pouÏity primery MseLig – 21 merov˘ (5_-
AGT GGG ATT CCG CAT GCT AGT-3) a MseLig -12
merov˘ (5_-TAA CTA GCA TGC-3_) (Generi Bitech, âes-
ká republika), 0.5_l One-Phor-All-Buffer-Plus a 1.5_l H2O.
Annealing byl zahájen inaktivací restrikãních enzymÛ pfii
65°C, pak se teplota sniÏovala po 1°C/min aÏ na 15°C. Pfii
15°C bylo k reakãní smûsi pfiidáno 1 _l T4 DNA ligázy a 1
_l T4 DNA ligázového pufru (New England Biolabs, USA),
obsahujícího 10mM ATP. Ligace probíhala pfies noc pfii
15°C. Pomocí v˘‰e zmiÀovan˘ch sekvencí primerÛ byla
DNA následnû amplifikována v PCR reakci. Pro primární
amplifikaci bylo k 12 _l ligovaného produktu pfiidáno 40
_l primární PCR smûsi, která obsahovala 3 _l Expand Long
Template, buffer 1 (Expand Long Template PCR Systém,
Roche, ·v˘carsko), 2 _l dNTPs (10mM deoxynukleotidy,
dATP, dCTP, dGTP, dTTP, Sigma, USA), 35 _l H2O. Pri-
mární amplifikace byla zapoãata 4 min. denaturací pfii 68°C.
V tomto kroku jsou odstranûny pfiebyteãné oligonukleoti-
dy z vazby na DNA fietûzec. Po denaturaci bylo do reakãní
smûsi pfiidáno 0.7 _l (3.5 jednotek) DNA polymerázové
smûsi Taq a Pwo polymerázy (Expand Long Template PCR
Systém, Roche, ·v˘carsko). V termocykléru byly nastave-
ny tyto amplifikaãní podmínky: 14 cyklÛ – 94°C (40s),
57°C (30s), 68°C (1min. 15s); 34 cyklÛ – 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 pouÏita specifická PCR amplifikace exonu 2
genu pro lidsk˘ mamaglobin B1 (Obr. 3). Na‰e v˘sledky
ukazují, Ïe lineární amplifikací lze reprodukovatelnû
namnoÏit DNA z jediné disekované buÀky do mnoÏství
postaãujícího pro bûÏné genetické anal˘zy zaloÏené na
PCR. 

Obr.3: V˘sledek genovû specifické PCR amplifikace exonu 2
genu pro lidsk˘ mamaglobin B1 z mikrodisekovan˘ch bunûk,
jejichÏ DNA byla lineárnû amplifikována. Produkt selektivní
amplifikace exonu 2 genu pro lidsk˘ mamaglobin B1 se nacházel
v oblasti 133bp. Zleva: 1)DNA ladder, 2)templát pfiipraven˘ line-
ární amplifikací DNA z 1 buÀky, 3)templát pfiipraven˘ lineární
amplifikací DNA z 10 bunûk, 4)templátem byla kontrolní DNA.

Obr.4: Schématick˘ princip komparativní genomické hybridiza-
ce (CGH).

Komparativní genomická hybridizace (CGH) jako jedna
z moÏností pouÏití lineárnû amplifikované DNA získané
z bunûk izolovan˘ch LCM. 
Principem komparativní genomické hybridizace (CGH;
obr.4) je porovnání referenãní a vy‰etfiované DNA. KaÏdá
z obou DNA je oznaãena jinou fluorescenãní barvou. Na
na‰em pracovi‰ti konsenzuálnû znaãíme referenãní DNA
ãervenû a vy‰etfiovanou DNA zelenû. Obû DNA jsou smí-
chány v pomûru 1:1 a hybridizovány na normální lidské
metafázní chromozómy. Interpretace v˘sledkÛ je zaloÏena
na zmûnû pomûru intenzity zelené a ãervené fluorescence
u chromozómÛ, na nichÏ obû DNA byly hybridizovány
(17,18,19). Delece (loss) ve vy‰etfiované DNA zpÛsobí
barevn˘ posun smûrem do ãervena, amplifikace (gain)
posun do zelena. Nev˘hodou CGH je fakt, Ïe dokáÏe zachy-
tit pouze nebalancované cytogenetické zmûny, které jsou
pfiítomny alespoÀ u 50% jader, z nichÏ byla izolována DNA.
V pfiípadû nádorov˘ch preparátÛ je vzorek více ãi ménû
„kontaminován“ i nenádorov˘mi populacemi bunûk, které
mohou v˘sledky CGH ovlivnit nafiedûním cytogenetick˘ch
alterací pod detekãní limit CGH. Laserová mikrodisekce
proto umoÏÀuje citlivûj‰í zachycení cytogenetick˘ch zmûn,
v˘bûrem poÏadovan˘ch nádorov˘ch populací ãi pouze jedi-
né (ne)nádorové buÀky.
Pfiíkladem tohoto tvrzení je jeden z na‰ich experimentÛ, ve
kterém jsme technikou u laserové mikrodisekce izolovali
jednotlivé buÀky z linie myeloidní leukémie K562. Tech-
nikou lineární amplifikace byla DNA namnoÏena a produkt
primární amplifikace byl pouÏit pro CGH. Pomocí CGH
jsme porovnávali DNA získanou izolací klasick˘m zpÛso-
bem ze smûsné kultury bunûk a DNA po LCM jediné buÀ-
ky s následnou lineární amplifikací. Na obrázku 5 jsou
zobrazeny v˘sledky této CGH studie, vãetnû idiogramÛ po
LCM a lineární amplifikaci DNA z jediné buÀky v porov-
nání se smûsn˘m vzorkem myeloidní leukemické linie
K562. Z v˘sledn˘ch idiogramÛ je patrné, Ïe se nálezy ãás-
teãnû li‰í díky nádorové heterogenitû bunûk v tkáÀové kul-
tufie. U myeloblastu podrobeného LCM je napfi. patrná nová
amplifikace v oblasti chromozómu 15. Z anal˘zy také
vypl˘vá, Ïe pfii vy‰etfiení DNA získané ze smûsné popula-
ce bylo detekováno men‰í mnoÏství cytogenetick˘ch zmûn,
neÏ v pfiípadû DNA izolované z jedné buÀky. U smûsného
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vzorku tedy nebyly zachyceny aberace ménû frekventní,
nedosahující zastoupení alespoÀ u 50% bunûk v celkové
populaci. 

Specifická amplifikace vy‰etfiovan˘ch genÛ pro úãely
mutaãních studií
V souãasné dobû pouÏíváme techniku laserové mikrodi-
sekce zejména pfii anal˘ze mutací genÛ egfr1 a k-ras u paci-
entÛ s nemalobunûãn˘m plicním karcinomem (20). Oddû-
lením nádorové populace od nenádorov˘ch bunûk si totiÏ
v˘znamnû zvy‰ujeme sensitivitu DNA sekvenace. DNA
získaná z 300-500 mikrodisekovan˘ch bunûk je amplifi-
kována ve dvoukolové nested PCR. Dvoukolová nested
PCR je zaloÏena na 30 cyklech amplifikace s externím
párem genovû specifick˘ch primerÛ. Vznikl˘ PCR produkt
je vyuÏit jako templát pro druhé kolo amplifikace ve 30 cyk-
lech s interním párem primerÛ. V˘sledn˘ amplikon je pak
podroben klasické sekvenaãní anal˘ze. 

Izolace, lineární amplifikace a hodnocení kvality mikroi-
zolované RNA po LCM s pouÏitím IR nebo UV laserÛ
Laserovou mikrodisekcí byly izolovány buÀky kryopre-
zervované nádorové tkánû karcinomÛ rekta. Pro srovnání
byly buÀky disekovány IR laserem nebo UV laserem a to
jednak jako 1) rozsáhlej‰í úseky tkánû ãítající >1000 bunûk
a také jako 2)jednotlivé shluky 1-3 nádorov˘ch bunûk. RNA

Obr.5: V˘sledek komparativní genomické hybridizace: A)
V˘sledn˘ preparát (mitóza) pfii vy‰etfiení cytogenetick˘ch zmûn
DNA získané ze smûsného vzorku kultury myeloidní leukemic-
ké linie K562. B) V˘sledn˘ preparát (mitóza) pfii vy‰etfiení DNA
po LCM a lineární amplifikaci získané z jedné buÀky myeloidní
leukemické linie K562. C) Idiogram získan˘ stanovením cytoge-
netick˘ch zmûn u DNA získané ze smûsného vzorku kultury mye-
loidní leukemické linie K562. Cytogenetick˘ nález: REV ISH
ENH (3q29qter; 5p12-13.3; 5p15.2pter; 6p25.1pter; 12p11.1pter;
16p11.2-12; 18q21.3qter) REV ISH DIM (9q34.1qter; 12q21.1-
21.3; 13q11.1qter; 16q12.1-13; 17p11.1-11.2; 18q11.2-12.1;
19p13.3pter). D) Idiogram cytogenetick˘ch zmûn DNA po LCM
a lineární amplifikaci získané z jedné buÀky myeloidní leukemické
linie K562. Cytogenetick˘ nález: REV ISH ENH (1p36.2pter;
3q26.3qter; 4p11.1pter; 4q35qter; 6p11.1-12.1; 9q13-21;
12p11pter; 15q11.2-24.1; 16p11.2.-12; 17p12.1pter; 17q22qter;
18q22qter) REV ISH DIM (5q11.2-15; 5q34.0-35.1; 7q11.2-21.1;
9p12-21; 9q21.3qter; 10q22.1-22.3; 10q26.1qter; 12q21.1-21.3;
13q11.1qter; 16q12.1.-22; 19p13.3pter)

Obr. 6: Anal˘za kvality RNA získané z nádorové tkánû karcino-
mu rekta po mikrodisekci IR nebo UV laserem na bioanalyzáto-
ru Agilent 2100 kitem RNA 6000 Pico: 1) RNA získaná po disek-
ci celé tkánû pomocí IR laseru. 2) RNA získaná po disekci
izolovan˘ch nádorov˘ch bunûk pomocí IR laseru. 3) RNA získa-
ná po disekci celé tkánû pomocí UV laseru. 4) Degradovaná RNA
získaná po disekci izolovan˘ch nádorov˘ch bunûk pomocí UV
laseru. L) Specifick˘ selekãní marker kontroly kvality a reprodu-
kovatelnosti elektroforetické separace. 

byla izolovaná pomocí PicoPureTM RNA Isolation kitu
(Arcturus, USA), kter˘ umoÏÀuje purifikaci pfies centrifu-
gaãní kolonky. Kontrola degradace získané RNA byla pro-
vedena pomocí RNA 6000 Pico Kitu na bioanalyzéru Agi-
lent 2100. Na obrázku 6 je znázornûn v˘sledek získané RNA
po mikrodisekci IR versus UV laserem. Vidíme, Ïe pfii
disekci mal˘ch okrskÛ tkánû (napfi. jednotlivé infiltrující ãi
metastatické buÀky) je vhodnûj‰í pouÏít IR laser, protoÏe
bûhem disekce mal˘ch úsekÛ tkánû pomocí UV laseru
dochází ke znaãné tepelné degradaci RNA. 
RiboAmp RNA amplifikaãní kit (Arcturus, USA) byl pou-
Ïit pro amplifikaci vyizolované RNA. Tento kit umoÏÀuje
amplifikaci jiÏ nanogramového mnoÏství celkové RNA na
mikrogramové. Lineární amplifikace RNA byla zapoãata
pfiepisem jednovláknové molekuly RNA na cDNA reverz-
ní transkriptázou se souãasnou inkorporací T7 promotoru.
Druhé vlákno cDNA bylo dosyntetizováno pomocí exo-
genních primerÛ s následn˘m pfieãi‰tûním dvou‰roubovice
cDNA. In vitro transkripce cDNA na antisense RNA byla
provedena pomocí T7 RNA polymerázy. Amplifikace RNA
byla ukonãena isolací a pfieãi‰tûním získané antisense RNA.
Takto pfiipravenou RNA lze pouÏít pro úãely vût‰iny expres-
ních anal˘z. 

Závûr:
V souãasnosti existuje celá fiada mikrodisekãních systémÛ,
které se li‰í nejen metodou zachytávání bunûk, (tzv. mem-
bránové nebo-li fúzní technologie, paprskové technologie
ãi mechanické technologie), ale také konfiguraci systému
a v následn˘ch aplikacích. Pomocí v‰ech tûchto systémÛ
lze vy‰etfiovanou tkáÀ prohlédnout pod mikroskopem pfied
a po mikrodisekci. Tím je zkontrolována homogenita stu-
dovaného materiálu a zachování morfologie disekované
ãásti tkánû na víãku. Tyto systémy také umoÏÀují obrazo-
vou dokumentaci po kaÏdé disekci, coÏ poskytuje pfiíleÏi-
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tost ke korelaci histopatologick˘ch nálezÛ s v˘sledky mole-
kulární anal˘zy. 
Na na‰em pracovi‰ti je k dispozici laserov˘ mikrodisekãní
systém Veritas firmy Arcturus, kter˘ má zabudovan˘ jak
IR tak UV laser, coÏ nám umoÏnilo provedení rÛzn˘ch apli-
kací. Laserovou mikrodisekcí byly isolovány buÀky z cyto-
logick˘ch preparátÛ karcinomÛ plic, zamraÏen˘ch ãi para-
finizovan˘ch nádorov˘ch tkání, i ze stabilních bunûãn˘ch
linií. Za úãelem získání dostateãného mnoÏství DNA/RNA
jsme zavedli techniku lineární amplifikace DNA/RNA.
V souãasné dobû pouÏíváme techniku laserové mikrodi-
sekce zejména pfii anal˘ze mutací genu EGFR1 a k-ras, pro

techniku komparativní genomické hybridizace (CGH) a pro
izolaci RNA za úãelem dal‰ích expresních anal˘z. Z na‰ich
zku‰eností jednoznaãnû vypl˘vá nutnost pouÏití LCM pro
pfiesnou diagnostiku, predikci terapeutické odpovûdi a pro-
gnózování solidních nádorÛ vyznaãujících se vysokou tká-
Àovou i bunûãnou heterogenitou. 
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KARDIOTOXICITA  ADJUVANTNEJ  LIEâBY  KARCINÓMU  PRSNÍKA

CARDIOTOXICITY  OF  BREAST  CANCER  ADJUVANT  TREATMENT

CINGELOVÁ S.,1 JURGA ª.,1 MLADOSIEVIâOVÁ B.2

1ONKOLOGICKÁ KLINIKA FN TRNAVA,
2ODDELENIE KLINICKEJ PATOFYZIOLÓGIE LFUK BRATISLAVA

Súhrn
Pacientky s vãasn˘m ‰tádiom karcinómu prsníka patria z hºadiska kardiotoxicity spolu s pediatrick˘mi onkologick˘mi pacientmi
k najprísnej‰ie sledovan˘m skupinám. Kardiotoxicita protinádorovej lieãby sa z krátkodobého aj dlhodobého hºadiska dostáva do
popredia najmä teraz, keì karcinóm prsníka vo vãasnom ‰tádiu je povaÏovan˘ za kurabilnú malignitu. KeìÏe v˘znamná ãasÈ t˘chto
pacientiek preÏíva dlhodobo, je vy‰‰ia pravdepodobnosÈ vzniku neskorej kardiotoxicity. Na‰ím cieºom je ponúknuÈ prehºad súãasn˘ch
poznatkov o mechanizmoch kardiotoxicity, o jej incidencii, detekcii a prevencii v súvislosti s adjuvantnou terapiou. Roz‰írením 
spektra cytostatík (taxány, trastuzumab) sa situácia skomplikovala, pretoÏe  tieto farmaká sú kardiotoxické a naviac môÏu potencovaÈ
kardiotoxicitu doxorubicínu. F. Pein et al., (2004) popísal v˘znamn˘ vzostup incidencie zlyhania srdca aÏ po 12 rokoch po podaní ant-
racyklínov, i pri niÏ‰ích kumulatívnych dávkach. Súãasné techniky rádioterapie („respiratory-gating“ a Intensity modulated radiothe-
rapy - IMRT) zniÏujú dávku Ïiarenia na myokard, a t˘m zniÏujú riziko vzniku kardiotoxicity. Napriek tomu pri rádioterapii ºavo-
stranného karcinómu prsníka po prsník zachovávajúcej operácii, môÏe tieÏ dôjsÈ k po‰kodeniu myokardu. Optimálny spôsob 
a frekvenciu monitorovania kardiotoxicity doteraz nepoznáme. PouÏitie lipozomálneho doxorubicínu, alebo kardioprotekcie 
dexrazoxanom v adjuvantnom usporiadaní ostáva kontroverzné. Hºadanie vyváÏeného postupu, ktor˘ minimalizuje riziko recidívy
nádoru a zároveÀ riziko neskorej kardiotoxicity, je stále aktuálnym problémom.

Klúãové slová: kardiotoxicita, adjuvantná terapia karcinómu prsníka.

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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Antracyklíny
Z hºadiska nástupu toxického po‰kodenia myokardu pozná-
me akútnu kardiotoxicitu, ktorá sa prejavuje ako perikar-
ditída alebo myokarditída hodiny aÏ dni po prvej dávke, je
zriedkavá a manifestuje sa obvykle poruchami rytmu. Sub-
akútna kardiotoxicita sa prejaví po mesiacoch príznakmi
kongestívneho zlyhania srdca. Neskorá toxicita sa môÏe
prejaviÈ najskôr rok po ukonãení lieãby. (2) Pri akútnej toxi-
cite sa uplatÀuje predov‰etk˘m voºnoradikálov˘ mecha-
nizmus za úãasti iónov Ïeleza (vznik Ïelezodoxorubicíno-
vého komplexu – pozor na preÈaÏenie organizmu Ïelezom
po opakovan˘ch transfúziách). Myokard má nízku aktivi-
tu superoxid dismutázy a katalázy; teda má nízku schop-
nosÈ eliminácie voºn˘ch reaktívnych radikálov. (3) Pri
neskorej toxicite sa upatÀuje pôsobenie metabolitu doxo-
rubicinolu a zníÏenie expresie génov kódujúcich kontrak-
tilné a iné proteíny. Kardiotoxicita je dávkovo závislá.
(4,5,6) Zo v‰etk˘ch troch foriem je najlep‰ie pre‰tudovaná
subakútna kardiotoxicita. (1) Je známe, Ïe dcérske antra-
cyklíny, t.j. epirubicín a idarubicín, sú menej kardiotoxic-
ké v ekvimolárnej dávke. (7) Lipozómov˘ doxorubicín je
menej kardiotoxick˘, ale nemáme k dispozícii rozsiahlej-
‰ie klinické ‰túdie o jeho pouÏití v adjuvantnej lieãbe. (8)

Tabuºka 2. Kategórie kardiotoxicity antracyklínov. Podºa: Giant-
ris et al., 1998 (2), KMP-kardiomyopatia.

Pri dlhodobom preÏívaní pacientiek po adjuvantnej proti-
nádorovej lieãbe je väã‰ia pravdepodobnosÈ rozvoja nesko-
rej toxicity (vrátane kardiotoxicity) terapie, ktorej inciden-
cia narastá s dæÏkou Ïivota po lieãbe. (9) Ku klinickej
manifestácii neskorej kardiotoxicity dochádza pribliÏne u
polovice pacientov so subklinickou kardiotoxicitou, a to

najmä po vírusov˘ch infekciách, neprimeranej fyzickej
(izometrickej) záÈaÏi, v súvislosti s chirurgick˘ch zákro-
kom, tehotenstvom, pôrodom, ischemickou chorobou srd-
ca, hypertenziou a obezitou. Funkcia srdca môÏe byÈ zacho-
vaná do urãitého kritického stupÀa ‰trukturálneho
postihnutia, potom v‰ak môÏe nastaÈ r˘chly zvrat do zly-
hania srdca. (10,11) F. Pein et al., (12) popísal v súbore 226
detsk˘ch pacientov v˘znamn˘ vzostup incidencie zlyhania
srdca aÏ po 12 rokoch po podaní antracyklínov, i pri niÏ-
‰ích kumulatívnych dávkach, (Obr. ã.1). Z obr. ã. 1 vypl˘-
va niekoºko zaujímav˘ch zistení. Bezpeãná kumulatívna
dávka neexistuje a pri niÏ‰ích kumulatívnych dávkach sa
incidencia srdcového zlyhania zvy‰uje aÏ pri dlhodobom
sledovaní. J. Bonneterre et al., (‰túdia French Adjuvant Stu-
dy Group - FASG) sledovali pacientky po podaní epirubi-
cínu (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 stúpla incidencia na 3,7% resp. 3,0%
z 537 pôvodne hodnoten˘ch pacientiek, (14). Z 305 paci-
entiek sledovan˘ch 10 rokov to v‰ak tvorí uÏ 6,9% resp.
5%. Prekvapujúca je niÏ‰ia incidencia kardiotoxicity epi-
rubicínu pri dávke 100mg/m2 v porovnaní s dávkou
50mg/m2; rozdiel v‰ak nie je ‰tatisticky v˘znamn˘.

Obr. 1 ZávislosÈ rizika zlyhania srdca od ãasu (v rokoch) a kumu-
latívnej dávky doxorubicínu Podºa: Pein F. et al., 2004. (12)

Lieãba Hlavn˘ mechanizmus Toxicita
Antracyklíny Tvorba voºn˘ch radikálov Kardiomyopatia, arytmie, myokarditída-

perikarditída syndróm, infarkt myokardu, 

náhla kardiálna smrÈ, zlyhanie srdca 

Taxány Potencuje konverziu Potencuje kardiotoxicitu

doxorubicínu na doxorubicinol antracyklínov, arytmia, infarkt myokardu, náhla

kardiálna smrÈ

Trastuzumab Inhibícia HER2/neu Potencuje kardiotoxicitu antracyklínov, 

zlyhanie srdca, infarkt myokardu

Rádioterapia na oblasÈ Tvorba voºn˘ch radikálov  ICHS, infarkt myokardu, kardiomyopatia, 

hrudníka v endoteli perikarditída, arytmie, chlopÀové chyby 

Kardiotoxicita cytostatík v adjuvantnom usporiadaní
Mechanizmy kardiotoxicity jednotliv˘ch cytostatík uvádzame v tabuºke ã. 1.

Tabuºka 1. Po‰kodenie srdca adjuvantnou lieãbou karcinómu prsníka. Podºa: Swain SM a Bird BR, 2006 (1).
ICHS-ischemická choroba srdca

Kategória Typ po‰kodenia âas vzniku
Akútna arytmie, myoperikarditída, hodiny,dni po lieãbe,

zlyhanie srdca, KMP          väã‰inou prechodná

Subakútna myoperikarditída, arytmie, poãas 1. roka po ukonãení

dilataãná KMP, lieãby

zlyhanie srdca

Neskorá dilataãná KMP, zlyhanie > 1 rok po ukonãení lieãby

srdca, arytmie
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Taxány
Mechanizmus kardiotoxického úãinku taxánov nie je zná-
my. Niektorí autori uvádzajú, Ïe skôr vehikulum cre-
mophor EL a nie paclitaxel spôsobuje kardiotoxicitu.
Pravdepodobn˘ efekt cremophoru EL je masívne 
uvoºnenie histamínu. Pri experimentoch na zvieratách
viedla stimulácia histamínov˘ch receptorov v tkanive srd-
ca k poruchám vedenia vzruchu a arytmiám. (15) Histo-
logick˘ obraz po‰kodenia myokardu taxánmi ukazuje
závaÏné zmeny (dilatácia sarkoplazmatického retikula,
strata kontraktiln˘ch elementov, nahromadenie lipofus-
cínu, vakuolárna degenerácia asi 20% myocytov, inters-
ticiálny edém). Zápalové zmeny neb˘vajú prítomné.Ten-
to nález sa niekedy dával do súvislosti v˘hradne
s kardiotoxicitou antracyklínov, ktorá nie je tak ‰pecific-
ká, ako sa pôvodne predpokladalo. Paclitaxel spôsobuje
arytmie (asymptomatická bradykardia) u 0,5% pacien-
tov, zriedkavo ischemické príhody a hypotenzie. (16)
Kardiotoxicita paclitaxelu nie je jednoznaãná, môÏe v‰ak
potencovaÈ kardiotoxicitu antracyklínov a trastuzumabu.
OvplyvÀuje totiÏ elimináciu doxorubicínu potencovaním
jeho konverzie na doxorubicinol, ktor˘ je zodpovedn˘ za
neskorú kardiotoxicitu. V tabuºke 3. uvádzame incidenciu
kardiotoxicity vybran˘ch ‰túdií s taxánmi v adjuvantnej
lieãbe. Pri lieãbe metastatického karcinómu prsníka inci-
dencia kardiálnych neÏiadúcich úãinkov prudko stúpa,
v prípade prekroãenia kumulatívnej dávky doxorubicínu
360 mg/m2. (17,18,19)

Tabuºka 3. Incidencia klinickej kardiotoxicity vybran˘ch klinic-
k˘ch ‰túdií s antracyklínmi +/- taxánmi v adjuvancii. (20-24)

F - 5-fluorouracil 
E – epirubicín
C – cyklofosfamid
A – doxorubicín
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

Trastuzumab
Trastuzumab sa viaÏe na HER2/neu a inhibuje signál-
nu cestu receptora pre epidermálny rastov˘ faktor. Je
známe, Ïe funkãn˘ HER2/neu chráni pred dilataãnou
kardiomyopatiou. Je potrebn˘ pre rast a preÏívanie kar-
diomyocytov, ale tieÏ nádorov˘ch buniek. (25) Samot-
n˘ trastuzumab zriedka spôsobuje po‰kodenie srdco-
vého svalu. Je známe, Ïe poruchy funkcie myokardu
sú ãastej‰ie u pacientov súãasne lieãen˘ch antracyk-
línmi. (26) Ewer MS et al. (32) nazvali trastuzumabo-
vú kardiotoxicitu ako tzv. „dysfunkcia srdca typu II“
(ide o „type II chemotherapy-related cardiac dysfunc-
tion“); zdôrazÀujú tak odli‰nosÈ tejto entity od známej
doxorubicínovej kardiotoxicity. Tieto dva typy kardi-
otoxicity sa tieÏ môÏu vyskytnúÈ aj súãasne u jedného
pacienta. Porovnanie kardiotoxicity doxorubicínu
a trastuzumabu uvádzame v tab. 5. Synergick˘ efekt
antracyklínov a trastuzumabu pri vzniku kardiotoxici-
ty viedol k ich sekvenãnému pouÏívaniu. (27) Kombi-
novaná anal˘za dvoch klinick˘ch ‰túdií fázy III (Nati-
onal Surgical Adjuvant Breast and Bowel Project
[NSABP] B-31 a N9831) ukázala, Ïe podávanie tras-
tuzumabu 1 rok po ukonãení ajduvantnej terapie
u HER2-pozitívnych pacientiek vedie k 33% relatív-
nej redukcii rizika úmrtia a k 12% zlep‰eniu bezrelap-
sového preÏívania poãas 3 rokov (28). V oboch kli-
nick˘ch skú‰aniach bol trastuzumab podávan˘ súbeÏne
s paclitaxelom; v ramenách s trastuzumabom sa zistil
‰tatisticky v˘znamn˘ vzostup incidencie kardiotoxici-
ty. V ‰túdii Herceptin Adjuvant (HERA) bol 1 rok
podávan˘ trastuzumab; po najmenej ‰tyroch cykloch
adjuvantnej alebo neoadjuvantnej terapie do‰lo k zlep-
‰eniu 2-roãného bezrelapsového preÏívania o 8.4%
(absolútne riziko), ale celkové preÏívanie sa signifi-
kantne nezlep‰ilo. Incidencia ÈaÏkého kongestívneho
zlyhania srdca bola 0.5%. (29) Incidenciu kardiotoxi-
city vo vybran˘ch ‰túdiách s trastuzumabom uvádza-
me v tab. 4.

Tabuºka 4. Incidencia klinickej kardiotoxicity po podávání tras-
tuzumabu v adjuvantnom usporiadaní. 
(28-31)

H - trastuzumab
HERA - Herceptin Adjuvant

·túdia Poãet pacientov Adjuvantná CHT Follow-up (roky) Incidencia 

klinickej

kardiotoxicity

NSABP B-28 3060 AC vs AC→T 5 <2% nesignif.

(Mamounas E 

et al. 2003)

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

(Buzdar AV et al. 

2002)

CALGB 9344 3121 AC vs AC→T 5 <2% nesignif.

(Sartor CL et al. 

2005)

BCIRG 001 1 491 TAC vs FAC 5 1,6% vs 0,5%

(Martin M et al. 

2003)

PACS 01 1 999 FEC100x6 vs  5 <2% nesignif.

(Roche H et al. FEC100x3

2004) →docetaxel

·túdia Poãet Incidencia incidencia P Follow
pacientov -trastuzumab +trastuzumab up

NSABP B-31 1816 0,8(AC-T) 4,1 (AC-TH) <0,001 4

(Tan Chiu E

et al. 2005)

N-9831 1534 0 (AC-T) 2,9(AC-TH) <0,001 4

(Romond EH

et al. 2005)

HERA 5090 0,06 1,73(+H) <0,001 2

(Piccart-

Gebhart MJ

et al. 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

et al. 2005)
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Rádioterapia
Ionizujúce Ïiarenie generuje voºné radikály, ktoré de‰tru-
ujú nukleové kyseliny a proteíny. OÏiarenie oblasti srdca
spôsobuje mikroskopické zmeny v zmysle fibrotickej pre-
stavby kardiomyocytov, perikarditídy, drobn˘ch zjazvení
a akcelerovanej aterosklerózy. Klinicky sa kardiotoxicita
po rádioterapii prejavuje ako kardiomyopatia, so zhrubnu-
t˘m perikardom a ischemickou chorobou srdca. (33) Rádio-
terapia ºavostrann˘ch karcinómov prsníka zaÈaÏí srdce 2 aÏ
3 -krát vy‰‰ou dávkou Ïiarenia ako pravostranná rádiotera-
pia. (34) Pacientky lieãené rádioterapiou pre ºavostrann˘
karcinóm prsníka majú signifikantne vy‰‰iu incidenciu kar-
diotoxicity. Nov‰ie techniky rádioterapie sú v‰ak ‰etrnej-
‰ie, a teda lateralita nádoru v˘znamne neovplyvÀuje v˘skyt
kardiotoxicity. (35, 36)

Diagnostika kardiotoxicity
Najãastej‰ie pouÏívanou metódou v monitorovaní kardio-
toxicity je dvojrozmerná echokardiografia. Pred zaãatím
lieãby antracyklínmi alebo trastuzumabom by mala byÈ sta-
novená ºavokomorová ejekãná frakcia (EF ªK) pacienta.
Pokles EF ªK o viac ako 20% v priebehu lieãby môÏe pred-
chádzaÈ klinick˘m príznakom zlyhania srdca, a je potreb-
né zváÏiÈ redukciu dávky alebo zastavenie lieãby. (37) Biop-
sia z apexu pravej komory poskytuje veºmi presnú
informáciu o mikroskopick˘ch zmenách myokardu, je inva-
zívna a obmedzená na klinické ‰túdie. Z biochemick˘ch
metód sledovania kardiotoxicity ide o sériové merania kar-
diálnych troponínov a brain natriuretic peptidu - BNP. (38,
39) ëal‰ou nekonvenãnou metódou je vysokorozli‰ovacia
elektrokardiografia (high-resolution ECG, HRECG).
UmoÏÀuje získavaÈ informácie o tak˘ch elektrick˘ch dejoch

v myokarde, ktoré nie sú detegovateºné pomocou klasickej
elektrokardiografie. (40)

Prevencia a lieãba kardiotoxicity
MoÏnosti prevencie kardiotoxicity sú zatiaº v adjuvantnom
usporiadaní obmedzené a lieãba je prevaÏne symptomatic-
ká. V prevencii kardiotoxicity je potrebné sústrediÈ sa na
redukciu rizikov˘ch faktorov vzniku kardiotoxicity. Odpo-
rúãa sa monitorovaÈ ejekãnú frakciu ºavej komory, a vãas
diagnostikovaÈ potenciálne abnormality. Podávanie menej
kardiotoxick˘ch antracyklínov˘ch cytostatík môÏe tieÏ zní-
ÏiÈ incidenciu kardiotoxicity. Pri subklinickej kardiotoxi-
cite sa podávajú inhibítory angiotenzín-konvertujúceho
enz˘mu a betablokátory, v snahe zabrániÈ jej prechodu do
klinicky manifestnej kardiotoxicity. Lieãba klinickej kar-
diotoxicity (kardiomyopatie) je symptomatická, ide
o ovplyvnenie kongestívneho zlyhania srdca a arytmií. (38)
Strata myofibríl vedie k poklesu kontraktility myokardu,
ktorá neodpovedá na kardioglykozidy.

Záver
Do ‰túdií s trastuzumabom v adjuvancii autori nezahrnuli
pacientky s nízkou ºavokomorovou ejekãnou frakciou,
ochoreniami srdca a artériovou hypertenziou. Incidencia
kardiotoxicity u pacientov s t˘mito rizikov˘mi faktormi
bude pravdepodobne vy‰‰ia. Je predpoklad, Ïe pri dlho-
dobom sledovaní (viac ako 5 rokov) bude incidencia kar-
diotoxicity stúpaÈ.(1) Urãenie toleranãn˘ch dávok 
transkardiálnej rádioterapie a kumulatívnych dávok doxo-
rubicínu predstavuje len hrub˘ odhad rizika neskorej kar-
diotoxicity. Ideálne by mal byÈ biomarker, resp. test sub-
klinického po‰kodenia jednoduch˘, opakovateºn˘, re-
produkovateºn˘, dostatoãne senzitívny a ‰pecifick˘, umoÏ-
Àujúci lekárovi vãas redukovaÈ/vysadiÈ lieãbu a vyhnúÈ sa
Ïivot ohrozujúcej toxicite. VyÏaduje sa dobrá korelácia
hladiny markera (hodnoty testu) s patofyziologickou prí-
hodou zodpovednou za orgánové po‰kodenie. Ak sa pozi-
tivita markeru (testu) zachytí paralelne so vznikom letál-
neho po‰kodenia, vy‰etrenie je bezcenné. âasto je vzostup
markera (testu) skôr dôsledkom neÏ prediktorom letálne-
ho po‰kodenia. (41) Nekonvenãnou metódou je vysoko-
rozli‰ovacia elektrokardiografia (high-resolution ECG,
HRECG). UmoÏÀuje získavaÈ informácie o tak˘ch elek-
trick˘ch dejoch v myokarde, ktoré nie sú detegovateºné
pomocou klasickej elektrokardiografie. (40) Pokojová
a námahová echokardiografia a rádionuklidová ventriku-
lografia sa systematicky pouÏívajú na detekciu skor˘ch aj
neskor˘ch príznakov antracyklínovej toxicity; väã‰inou
v‰ak neboli sledované prospektívne. V súlade so smero-
vaním k medicíne zaloÏenej na dôkazoch boli vytvorené
odporúãania na sledovanie kardiotoxicity. Ich pouÏitie
v praxi v‰ak ostáva kontroverzné.

Tabuºka 5. Porovnanie kardiotoxicity doxorubicínu a trastuzu-
mabu. Podºa: Ewer et al. (32) ECHOKG-echokardiografia.

Typ I (po‰kodenie srdca) Typ II (dysfunkcia myokardu)
Cytostatikum Doxorubicín Trastuzumab

Klinick˘ priebeh, MôÏe sa stabilizovaÈ, Vysoká pravdepodobnosÈ

odpoveì na terapiu po‰kodenie je v‰ak vylieãenia do 24 mesiacov

ireverzibilné, relaps za (reverzibiln˘ proces)

niekoºko mesiacov alebo

rokov môÏe súvisieÈ

s kardiálnym stresom

Efekt dávky Kumulatívny Nesúvisí s veºkosÈou dávky

Mechanizmus Oxidaãn˘ stres, voºné radikály Inhibícia HER2/neu 

Ultra‰truktúra Vakuoly, vymiznutie Bez zjavn˘ch

myofibríl, nekróza ultra‰trukturálnych 

myocytov, fibróza abnormalít

Neinvazívna Globálna funkãná porucha Globálna funkãná porucha

diagnostika srdca na ECHOKG srdca na ECHOKG

a ventrikulografii a ventrikulografii
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ÚLOHA  EXPRESE  GENÒ  CHINONOXIDOREDUKTÁZY  1  A 2 
V ROZVOJI  KARCINOMU  PRSU

ROLE  OF  GENE  EXPRESSION  OF  QUINONE  OXIDOREDUCTASE  1  AND  2 
IN  PROGRESSION  OF  BREAST  CANCER

HUBÁâKOVÁ M.1,2, VÁCLAVÍKOVÁ R.1, KUBALA E.3, KODET R.4, MRHALOVÁ M.4, NOVOTN¯ J.5, 
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Souhrn
V˘chodisko: Karcinom prsu je velmi závaÏné onemocnûní, pfii kterém je vãasná diagnóza nemoci kritick˘m pfiedpokladem úspû‰né
léãby. V souãasné dobû vrcholí snaha hledat spolehlivé prognostické faktory, které by umoÏnily co nejlépe odhadnout v˘voj nemoci.
Vhodn˘mi prognostick˘mi markery se jeví také skupina biotransformaãních enzymÛ chinonoxidoreduktáz (NQO1 a NQO2), u kte-
r˘ch jiÏ bylo prokázáno spojení s rizikem vzniku karcinomu prsu. Metody a v˘sledky: Pomocí metody real-time PCR byla deteko-
vána exprese NQO1 a NQO2 ve v‰ech sledovan˘ch vzorcích pacientek s karcinomem prsu (42 párov˘ch vzorkÛ nádorové tkánû, okol-
ní tkánû bez histologicky prokázané infiltrace nádorov˘mi buÀkami a 19 vzorkÛ lymfocytÛ periferní krve). Exprese u obou genÛ
vykazovala velkou individuální variabilitu a byla rovnûÏ charakterizována deregulací v nádorové tkáni. Statisticky byly zhodnoceny
vztahy mezi expresí obou genÛ a klinick˘mi a histopatologick˘mi charakteristikami onemocnûní. V˘znamnû vy‰‰í exprese NQO1
byla nalezena v nenádorové tkáni pacientek po menopauze (P = 0,036), u pacientek s pN0 (tj. bez metastatického postiÏení axilárních
lymfatick˘ch uzlin, P = 0,044) a u pacientek s prokázanou expresí receptorÛ pro estrogen (P = 0,020) a progesteron (P = 0,040). Cel-
kovû vysoká exprese NQO1 v nenádorové tkáni korelovala s pfiízniv˘mi prognostick˘mi faktory. Tento trend bude je‰tû tfieba ovûfiit
anal˘zou pfieÏívání v del‰ím ãasovém horizontu. Pacientky s invazivním duktálním karcinomem mléãné Ïlázy mûly v˘znamnû niÏ‰í
expresi NQO2 v nádorové tkáni ve srovnání s lobulárním typem nádoru mléãné Ïlázy (P = 0,011). Závûr: Exprese NQO1 i NQO2
korelují s v˘znamn˘mi prognostick˘mi faktory u nemocn˘ch s karcinomy prsu a jejich studiu je tfieba se dále vûnovat na vût‰ím sou-
boru.

Klíãová 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 NQO1 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 NQO1 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 NQO1 and
NQO2 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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Úvod
Karcinom prsu je nejãastûj‰ím zhoubn˘m nádorem Ïen
a patfií mezi tzv. hormonálnû regulované nádory, ovlivnû-
né expresí zejména estrogenÛ (1). Estrogeny i xenoestro-
geny pfiítomné v zevním prostfiedí navíc indukují zv˘‰enou
expresi nûkter˘ch rÛstov˘ch faktorÛ jeÏ ovlivÀují prolife-
raãní aktivitu bunûk (1). Tyto procesy se uplatÀují u vût‰i-
ny tzv. sporadick˘ch forem karcinomu prsu, tj. u 75 – 85 %
nemocn˘ch. U 10 – 15 % vzniká karcinom prsu na základû
dûdiãn˘ch genetick˘ch zmûn (tzv. hereditární formy kar-
cinomu prsu), které jsou podmínûny pfiedev‰ím mutacemi
genÛ BRCA1 nebo BRCA2. Kromû tûchto majoritních pre-
dispoziãních genÛ (angl. high penetrance) je nyní studová-
na úloha i tzv. genÛ s nízkou penetrancí (angl. low pene-
trance), mezi které patfií i biotransformaãní geny.
Chinonoxidoreduktázy jsou flavoproteiny úãastnící se dru-
hé fáze biotransformace. V lidském genomu se vyskytují
dva geny kódující enzymy NAD(P)H:chinonoxidoreduk-
tázu 1 (NQO1, chromosom 16q22.1, ãíslo OMIM 125860)
a NRH:chinonoxidoreduktázu 2 (NQO2, chromosom 6p25,
ãíslo OMIM 160998). Tyto enzymy katalyzují dvouelek-
tronové redukce chinonÛ a chinoidních slouãenin na rela-
tivnû stabilní hydrochinony. Ty mohou b˘t dále konjugo-
vány a vyluãovány. Navíc látky s chinoidními strukturami
patfií mezi nejpouÏívanûj‰í cytostatika (antracykliny).
NQO1 je cytosolick˘ enzym vyuÏívající jako donor elek-
tronÛ kofaktory NADH nebo NAD(P)H. NQO1 se vysky-
tuje jako homodimer, v kaÏdém aktivním centru má jednu
prosthetickou skupinu FAD (flavin adenin dinukleotid) (2).
NQO1 hraje dÛleÏitou roli v ochranû bunûk proti toxicitû
chinonÛ tím, Ïe sniÏuje jejich mutagenitu a karcinogenitu.
Vysoká hladina NQO1 byla popsána u fiady nádorÛ a byly
nalezeny i rozdíly v hladinách exprese mezi nádorovou
i nenádorovou tkání (3). V na‰í pfiedchozí studii jsme zjis-
tili, Ïe polymorfismus NQO1, zpÛsobující témûfi absolutní
redukci enzymové aktivity, je rizikov˘m faktorem vzniku
karcinomu prsu (4). Tyto v˘sledky jsme potvrdili nezávis-
lou studií rakouské populace nemocn˘ch s karcinomy mléã-
né Ïlázy (5).
Enzym NQO2 se podobnû jako NQO1 vyskytuje v cytoso-
lu a jako kofaktor vyuÏívá ribosid dihydronikotinamid
(NRH) spí‰e neÏ NAD(P)H. NQO2 katalyzuje nejen dvou-
elektronovou redukci chinonÛ, ale také ãtyfielektronovou
redukci, pfii které jako elektronov˘ akceptor in vitro vyuÏí-
vá methyl ãerveÀ (methyl red). U NQO2 bylo nalezeno spe-
cifické místo pro vazbu kovÛ (angl. metal binding site), kte-
ré u NQO1 není pfiítomno (6). Enzym NQO2, stejnû jako
NQO1, chrání buÀky proti nûkter˘m chemick˘m karcino-
genÛm (7). NQO2 metabolicky aktivuje protinádorové léky,
napfi. CB1954, ãímÏ zvy‰uje jejich cytotoxicitu a stimulu-
je bunûãnou smrt (8). V nedávné dobû bylo také prokázá-
no, Ïe exprese lidského NQO2 je indukována antioxi-
danty (9).
Tato pilotní studie se zamûfiila pfiedev‰ím na kvantitativní
stanovení exprese NQO1 a NQO2 v souboru pacientek s kar-
cinomem prsu. Poprvé bylo provedeno, metodou absolut-
ní kvantifikace, zhodnocení rozdílu v expresi jednotliv˘ch
genÛ mezi prsní nádorovou a nenádorovou tkání. Jako moÏ-
n˘ marker hladin expresí NQO1 a NQO2 jsme sledovali
expresi tûchto genÛ u lymfocytÛ periferní krve. Hlavním
cílem bylo prozkoumání v˘znamu exprese NQO1 a NQO2
pro prognózu v˘voje onemocnûní u pacientek s karcino-

mem prsu, jeÏ bylo provedeno korelací hladin expresí s kli-
nick˘mi nálezy a histopatologick˘mi charakteristikami kar-
cinomÛ.

Pacientky a metody
Do studie bylo zahrnuto 42 nemocn˘ch s histologicky potvr-
zenou diagnózou karcinomu prsu z období let 1998 – 2005.
Sledované klinické a histopatologické charakteristiky paci-
entek jsou uvedeny v tabulce ã. 1. V‰echny pacientky pode-
psaly formuláfi informovaného souhlasu ve shodû s Hel-
sinskou deklarací a studie byla schválena etickou komisí
Státního zdravotního ústavu v Praze. U 19 sledovan˘ch
nemocn˘ch byla v prÛbûhu operace odebrána periferní krev
a ihned pouÏita k separaci lymfocytÛ a izolaci RNA s vyu-
Ïitím TRIzol reagent (Invitrogen, Carlsbad, CA). 

V prÛbûhu operaãního v˘konu byl nemocn˘m odebrán vzo-
rek tkánû z makroskopicky suspektního loÏiska nádoru (pro
úãely peroperaãní biopsie) a k nádoru pfiiléhající okolní
tkáÀ. Vzorky tkání byly histologicky zpracovány a vy‰et-
fieny podle standardních diagnostick˘ch procedur. Expre-
se receptorÛ pro estrogen a pro progesteron byla stanove-
na imunohistochemicky na histologickém fiezu z formolem
fixované a do parafinu zalité tkánû. Tkánû s histologicky
prokázan˘m karcinomem byly zafiazeny jako reprezenta-
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Charakteristika N §

PrÛmûrn˘ vûk v dobû diagnózy (66,6 ± 12,4) 42 (100)

Menopauzální stav premenopauzální 6 (14,3)

postmenopauzální 36 (85,7)

Histologick˘ typ nádoru invasivní duktální karcinom 32 (76,2)

invasivní lobulární karcinom 7 (16,7)

jin˘ typ † 2 (  4,8)

neurãeno 1 (  2,3)

PrÛmûrná velikost nádoru (23,8 ± 10,3 mm)

≤ 20 mm 21 (50,0)

21 – 49 mm 19 (45,2)

≥ 50 mm 2 (  4,8)

Histologick˘ grade 1 7 (16,7)

2 19 (45,2)

3 9 (21,4)

neurãeno 7 (16,7)

Klinické stadium I 12 (28,6)

II 20 (47,6)

III 5 (11,9)

IV 1 (  2,4)

neurãeno 4 (  9,5)

Receptor pro estrogen pozitivní 27 (64,3)

negativní 15 (35,7)

Receptor pro progesteron pozitivní 19 (45,2)

negativní 23 (54,8)

PostiÏení uzlin* pozitivní 15 (35,7)

negativní 23 (54,8)

neurãeno 4 (  9,5)

Tabulka 1: Klinické a histopatologické charakteristiky sledova-
n˘ch pacientek.

§ N = poãet pacientek (procentuelní zastoupení je uvedené
v závorce)

† mucinozní a malobunûãn˘ karcinom
* kritérium „pozitivity“ – alespoÀ jedna uzlina s metastatick˘m

postiÏením
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tivní pro izolace nukleov˘ch kyselin. Ve vzorcích okolní
nenádorové tkánû pouÏit˘ch pro izolace nukleov˘ch kyse-
lin nebyla morfologicky prokázána pfiítomnost nádorov˘ch
bunûk. 5 μm tenké kryostatové fiezy nádorov˘ch a nenádo-
rov˘ch tkání byly uchovávány v tekutém dusíku a násled-
nû pouÏity pro izolaci celkové RNA s vyuÏitím TRIzol rea-
gent. Kvalita v˘sledného preparátu celkové RNA bylo
ovûfiena agarózovou elektroforézou a koncentrace urãena
spektrofotometricky pomocí pfiístroje Cary 300 (Varian,
Palo Alto, CA). Pro syntézu cDNA bylo pouÏito 0,5 μg cel-
kové RNA a kit na syntézu cDNA (MBI Fermentas, Vilni-
us, Litva). Pfiípadná kontaminace genomovou DNA byla
posouzena PCR amplifikací fragmentu kontrolního genu
ubichitinu C za vzniku produktu z cDNA (190 bp) a z geno-
mové DNA (1009 bp) popsanou metodou (10).
Vy‰etfiení expresí metodou real-time PCR bylo provedeno
na systému RotorGene 6000 (Corbett Research, Sydney,
Australia) za pouÏití TaqMan Gene Expression Assays pro
sledované geny (Applied Biosystems, Foster City, CA).
Souãasnû se vzorky byly v prÛbûhu real-time PCR mûfieny
i standardy obsahujících cílovou sekvenci genÛ NQO1 nebo
NQO2 naklonovanou do plasmidu pDONR201 pomocí
GATEWAY Cloning Kit podle instrukcí v˘robce (Invitro-
gen, Carlsbad, CA). Jako kontrolní gen byl vyuÏit cyklofi-
lin A (PPIA, chromosom 7p13, ãíslo OMIM 123840), kte-
r˘ byl stanoven za stejn˘ch podmínek PCR amplifikace jako
NQO geny.
Vyhodnocení real-time PCR reakcí bylo provádûno soft-
warem Rotor-Gene 6000 série verze 1.7. Exprese NQO1
a NQO2 byla analyzována metodou absolutní kvantifikace
s vyuÏitím externí kfiivky pfiíslu‰n˘ch standardÛ plasmidÛ
o koncentracích: 102, 103, 104, 105 a 106 kopií/vzorek. Poãet
kopií NQO1 a NQO2 v kaÏdém vzorku byl vztaÏen na
μg celkové RNA. Podobnû byl vyhodnocen i poãet kopií
kontrolního genu PPIA. Nakonec byla provedena normali-
zace poãtu kopií NQO1 nebo NQO2 na poãet kopií PPIA.
Hladiny exprese NQO1 a NQO2 byly korelovány s klinic-
k˘m prÛbûhem onemocnûní a s histopatologick˘mi nálezy
pomocí neparametrického Mann-Whitney U testu. Za sta-
tisticky v˘znamnou byla povaÏována hodnota P < 0,05. Sta-

tistická anal˘za byla provedena programem Statistica 7
(StatSoft, Inc., Tulsa, USA).

V˘sledky
U v‰ech sledovan˘ch vzorkÛ byla hladina exprese NQO1
a NQO2 spolehlivû detekovatelná. V nádorové i nenádoro-
vé tkáni byly nalezeny vy‰‰í prÛmûrné hladiny NQO1 neÏ
NQO2. Exprese obou genÛ se vyznaãovala velkou indivi-
duální variabilitou mezi jednotliv˘mi pacientkami. Pfii
porovnání rozdílÛ expresí obou sledovan˘ch genÛ byly nale-
zeny v˘znamnû vy‰‰í prÛmûrné exprese v nenádorové tká-
ni oproti nádorové tkáni (viz. tabulka ã.2). Pfii hodnocení
hladin ve vzorcích jednotliv˘ch pacientek byly nalezeny
vy‰‰í hodnoty expresí NQO1 a NQO2 v nenádorové oproti
nádorové tkáni u 20 (47,6%) resp. 26 (61,9%) z celkového
poãtu 42 vzorkÛ. Na druhé stranû v‰ak u nûkter˘ch pacien-
tek byly nalezeny více neÏ 3x vy‰‰í hladiny exprese NQO1
(u 12 pacientek ze 42, tj. 28,6%) i NQO2 (u 6 pacientek ze
42, tj. 14,3%) v nádorové oproti nenádorové tkáni.
Klinické a patologické charakteristiky souboru pacientek
jsou shrnuty v tabulce ã.1. Vûkov˘ prÛmûr sledovaného
souboru pacientek s karcinomem prsu byl 67 let a 85,7%
pacientek se nacházelo v období po menopauze. Lokálnû
rozvinuté nádory (klinické stádium I, IIA ãi IIB) mûlo
76,2% pacientek. Z histologického hlediska se jednalo pfie-
dev‰ím o invazivní duktální karcinomy prsu (76,2%) s prÛ-
mûrnou velikostí v‰ech typÛ nádorÛ 23,8 ± 10,3 mm. Expre-
se receptorÛ pro estrogen byla nalezena u 64,3 % a exprese
receptorÛ pro progesteron u 45,2% pacientek.
Pfii hodnocení vztahÛ hladin NQO1 a NQO2 ke sledovan˘m
klinick˘m a histopatologick˘m faktorÛm byla nalezena fiada
v˘znamn˘ch korelací, které jsou shrnuty v tabulce ã.3.
Pacientky po menopauze mûly v˘znamnû vy‰‰í hladinu
exprese NQO1 v nádorové tkáni ve srovnání s pacientkami
pfied menopauzou (P = 0,033; viz. tabulka ã.3A). Obdob-
nû tomu bylo v jejich nenádorové tkání (P = 0,036, viz.
tabulka ã.3B). Vy‰‰í expresi NQO1 v nenádorové tkáni
jsme zjistili u nemocn˘ch bez metastatického postiÏení lym-
fatick˘ch uzlin, tj. pN0 (negativní node status, P = 0,044)
a s pozitivitou jak receptorÛ pro estrogen (P = 0,020) tak
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A)
Exprese NQO1 (vyjádfiená jako pomûr poãtu kopií na μg RNA NQO1/PPIA) 

Typ vzorku N § Minimum Maximum PrÛmûr S.E. Medián Variabilita
nádor 42 0,0248 3,0821 0,5266 0,0961 0,2804 122-krát

nenádorová tkáÀ* 42 0,0143 3,7983 0,7815 0,1474 0,3618 265-krát

lymfocyty 19 0,0015 0,2335 0,0409 0,0153 0,0112 156-krát

B)
Exprese NQO2 (vyjádfiená jako pomûr poãtu kopií na μg RNA NQO2/PPIA) 

Typ vzorku N § Minimum Maximum PrÛmûr S.E. Medián Variabilita
nádor 42 0,0023 1,8085 0,1681 0,0530 0,0735 786-krát

nenádorová tkáÀ* 42 0,0059 1,1459 0,2097 0,0433 0,0910 194-krát

lymfocyty 19 0,0112 0,2278 0,0838 0,0148 0,0731 20-krát

Tabulka 2: Porovnání exprese NQO1 a NQO2 v nádoru, nenádorové tkáni a lymfocytech periferní krve pacientek s karcinomem prsu.
(A) Hladina expresí pro NQO1 a (B) hladina expresí pro NQO2.

§ poãet sledovan˘ch vzorkÛ

* tkáÀ z okolí nádoru bez morfologicky prokázan˘ch známek pfiítomnosti nádorov˘ch bunûk
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pro progesteron (P = 0,040). Pacientky s invazivním duk-
tálním karcinomem mûly v˘znamnû niÏ‰í expresí NQO2
v nádorové tkáni neÏ pacientky s lobulárním typem nádo-
ru (P = 0,011, viz. tabulka ã.3C). Exprese NQO2 v nená-
dorové tkáni byla ve vztahu k velikosti nádoru na hranici
v˘znamnosti. Pacientky s vy‰‰í expresí NQO2 mûly ãastû-
ji nádory vût‰í neÏ 20 mm (P = 0,048, viz. tabulka ã.3D).
Dal‰í v˘znamné vztahy hladin exprese studovan˘ch genÛ
ke klinick˘m a histopatologick˘m faktorÛm nebyly nale-
zeny. Exprese NQO1 ani NQO2 v lymfocytech nekorelo-
vala s pfiíslu‰nou expresí tûchto genÛ v nádorové ãi nená-
dorové tkáni.

Diskuze
V na‰ich pfiedchozích studiích, které se zamûfiily na sledo-
vání polymorfismu NQO1, se nám podafiilo prokázat vztah
genotypu NQO1 k riziku vzniku karcinomu prsu u ãeské
populace (4) a v mezinárodní studii jej potvrdit na rakous-
ké populaci (5). Proto jsme se v této pilotní studii snaÏili
tento rizikov˘ potenciál hloubûji prozkoumat a pfiípadnû
nalézt dal‰í moÏné informace o úloze NQO1 a pfiíbuzného
NQO2 na úrovni genové exprese. Tato pilotní studie za pou-
Ïití metody real-time PCR jednoznaãnû prokázala expresi
genÛ NQO1 a NQO2 v nádorech, v okolní pfiiléhající nená-
dorové tkání i v periferních lymfocytech pacientek s karci-
nomem prsu. Vysoká exprese NQO1 jiÏ byla nalezena v fiadû
lidsk˘ch nádorov˘ch i nenádorov˘ch tkání (karcinom prsu,
plic, traãníku, jater atd.) (11,12,13,14,15). Pomocí Nort-
hern blotu byla hladina genové exprese NQO2 zji‰tûna v srd-
ci, mozku, plicích, játrech, ledvinách a v kosterních svalech
(16). Imunohistochemick˘mi studiemi bylo zji‰tûno, Ïe
NQO1 v lidsk˘ch tkání je hlavnû lokalizován v endoteliál-
ních a epiteliálních tkání v mnoha rÛzn˘ch orgánech vãet-
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nû oka (17). Na‰e studie je unikátní v tom, Ïe nabízí v˘znam-
nû pfiesnûj‰í stanovení genové exprese metodou absolutní
kvantifikace pomocí real-time PCR jeÏ dosud nebylo pub-
likováno. 
V prÛmûru byly nalezeny vy‰‰í exprese genÛ NQO1
a NQO2 v nenádorové oproti nádorové tkáni, tzn. v nádo-
rové tkáni bûhem rozvoje onemocnûní do‰lo ke sníÏení
exprese sledovan˘ch genÛ (downregulace). U nûkter˘ch
pacientek v‰ak byly nalezeny více neÏ 3x vy‰‰í hladiny
exprese NQO1 i NQO2 v nádorové oproti nenádorové tká-
ni (upregulace). Tento fakt naznaãuje moÏné vyuÏití kvan-
titativního stanovení exprese NQO1 a NQO2 v budoucnu
pfii individualizované chemoterapii cytostatiky zaloÏen˘-
mi na aktivaci enzymy kódovan˘mi NQO1 nebo NQO2.
V odborné literatufie jiÏ na toto téma probíhá diskuze
(7,18,19).
Ve snaze zjistit zda by bylo moÏné, pro odhad hladin expre-
se ve sledované tkáni, pouÏít lymfocyty periferní krve byly
u 19 pacientek korelovány hladiny exprese NQO1 a NQO2
v lymfocytech s hladinami ve zkouman˘ch tkáních. Expre-
se NQO1 ani NQO2 v periferních lymfocytech v‰ak s expre-
sí v nádorové ãi nenádorové tkáni v˘znamnû nekorelova-
la. Pravdûpodobnû tedy nebude moÏné pouÏít pro vy‰etfiení
exprese NQO1 a NQO2 lymfocyty (coÏ by umoÏÀovalo
nejen primární stanovení hladin exprese tûchto genÛ, které
je vhodnûj‰í pfiímo z nádorové tkánû, ale hlavnû by umoÏ-
nilo prÛbûÏné sledování dynamiky exprese v prÛbûhu léã-
by a po jejím ukonãení).
Pro posouzení v˘znamu exprese NQO1 a NQO2 pro pro-
gnózu v˘voje karcinomu prsu jsme porovnali v˘sledky sle-
dování exprese NQO1 a NQO2 s klinick˘mi a histopatolo-
gick˘mi charakteristikami nádorÛ jednotliv˘ch nemocn˘ch.
Studie zab˘vající se podobnou tématikou nebyly dosud pub-
likovány. Na‰e studie nalezla nûkteré velmi zajímavé vzta-
hy. V˘znamnû vy‰‰í exprese NQO1 zji‰tûné v tkáních paci-
entek s primární diagnózou onemocnûní po menopauze
naznaãuje moÏné ovlivnûní kolísáním hormonálních hla-
din u premenopauzálních Ïen. Tento pfiedpoklad vychází
z toho, Ïe k regulaci exprese NQO1 mÛÏe docházet nejen
pomocí Ah receptoru ãi fenolick˘ch antioxidantÛ a meta-
bolitÛ polycyklick˘ch aromátÛ, ale i pomocí antiestrogenÛ
a estrogenov˘ch receptorÛ (20). Nález v˘znamnû niÏ‰í
exprese NQO2 v nádorové tkáni pacientek s invazivním
duktálním karcinomem oproti pacientkám s invazivním
lobulárním karcinomem by bylo vhodné korelovat na úrov-
ni proteinu s imunohistochemicky zji‰tûnou expresí NQO1
a NQO2 proteinÛ u jednotliv˘ch typÛ karcinomÛ. V pfiípa-
dû potvrzení vztahu exprese na úrovni mRNA a proteinÛ
a ovûfiení v˘znamu tohoto stanovení na vût‰ím souboru
nemocn˘ch by bylo moÏné gen NQO2 zaãlenit do panelu
markerÛ molekulárnû-patologického profilu karcinomÛ
prsu. K nejzajímavûj‰ím vztahÛm patfií nález v˘znamnû
zv˘‰ené exprese NQO1 u pacientek s lep‰í prognózou one-
mocnûním (postmenopauzální stav, pN0, ER+ a PR+). Ten-
to v˘sledek by mohl mít v˘znam pro zpfiesnûní zafiazení jed-
notliv˘ch nemocn˘ch do léãebn˘ch skupin. Pro ovûfiení
a lep‰í vyuÏití poznatkÛ je tfieba roz‰ífiit studii na vût‰í sku-
pinu pacientek, porovnat v˘voj onemocnûní u jednotliv˘ch
pacientek s odstupem ãasu po léãbû (korelace s pfieÏitím,
kompletní remisí, recidivami atd.) a rovnûÏ prozkoumat
vztah mezi genovou expresí a hladinami proteinu sledova-
ného napfiíklad imunohistochemicky. Dal‰í zajímavé infor-

A. NQO1 nádorová tkáÀ N § PrÛmûr ± S.E. P (2-sided)

Postmenopauzální stav 36 0,59 ± 0,11

Premenopauzální stav 6 0,16 ± 0,09 0,033

B. NQO1 nenádorová tkáÀ N PrÛmûr ± S.E. P (2-sided)

Postmenopauzální stav 36 0,88 ± 0,17

Premenopauzální stav 6 0,21 ± 0,01 0,036
Uzliny bez metastáz (N0) 23 1,14 ± 0,24

Uzliny s metastázami (N1-N3) 15 0,38 _ 0,11 0,044
Pozitivní ER * 27 0,91 ± 0,18

Negativní ER 15  0,56 ± 0,25 0,020
Pozitivní PR * 19 1,07 ± 0,25

Negativní PR 23 0,55 ± 0,17 0,040

C. NQO2 nádorová tkáÀ N PrÛmûr ± S.E. P (2-sided)

Invazivní duktální karcinom 32  0,46 ± 0,08

Invazivní lobulární karcinom 7 0,55 ± 0,22 0,011

D. NQO2 nenádorová tkáÀ N PrÛmûr ± S.E. P (2-sided)

Klinické stádium T1 18 0,15 ± 0,06

Klinické stádium T2-T4 20 0,30 ± 0,07 0,048

Tabulka 3: V˘znamné vztahy mezi expresí genÛ NQO1 a NQO2
v nádorové a nenádorové tkáni a klinick˘mi a histopatologick˘-
mi charakteristikami karcinomÛ vy‰etfien˘ch nemocn˘ch

§ poãet sledovan˘ch vzorkÛ
* ER – receptor pro estrogen, PR – receptor pro progesteron
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mace ohlednû prognostického a prediktivního v˘znamu
expresí obou genÛ mÛÏe pfiinést anal˘za pfieÏívání ve vzta-
hu k typu pouÏité chemoterapie, kterou plánujeme v dlou-
hodobûj‰í perspektivû.

Závûr
Pilotní studie sledující expresi genÛ 2.fáze biotransfor-
mace NQO1 a NQO2 prokázala na souboru pacientek
s karcinomem prsu v˘znamné exprese jak v nádorové tak
i v nenádorové tkáni a v lymfocytech periferní krve. Na
základû dosaÏen˘ch v˘sledkÛ je moÏno usuzovat, Ïe vyso-
ká exprese NQO1 v nenádorové tkáni by mohla charakte-
rizovat pacientky s lep‰í prognózou v˘voje nemoci.

Naproti tomu nízká exprese NQO2 by mohla naznaãovat
vût‰í pravdûpodobnost v˘voje agresivnûj‰ího prÛbûhu
onemocnûní. Celkovû se tedy exprese NQO1 i NQO2 jeví
jako potenciální prognostick˘ faktor v˘voje karcinomu
prsu. Pro moÏné vyuÏití v˘sledkÛ v klinické praxi navr-
hujeme ovûfiit získané informace sledováním hladin NQO1
a NQO2 i pfiíslu‰n˘ch proteinov˘ch produktÛ u vût‰ího
souboru pacientek a s ãasov˘m odstupem od diagnózy
onemocnûní.
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Souhrn
V˘chodiska: Non-hodgkinské lymfomy (NHL) jsou tvofieny fiadou jednotek s rozdíln˘m biologick˘m chováním. Jejich inci-
dence celosvûtovû stoupá, zastoupení jednotliv˘ch podtypÛ se mÛÏe v˘raznû li‰it dle geografické lokality. Údaje o distribuci
NHL v âR zatím nejsou známy. Metodika: V letech 1999 aÏ 2006 bylo v registru KLS zachyceno 3518 nov˘ch pfiípadÛ NHL.
Pro anal˘zu distribuce byly pouÏity v‰echny nové pfiípady, pro anal˘zu pfieÏití pfiípady registrované do roku 2005. V˘sledky:
Nejv˘raznûj‰í zastoupení má difúzní velkobunûãn˘ lymfom (DLBCL) s 45%, na dal‰ích místech jsou folikulární lymfom (FL)
s 19%, lymfom z marginální zóny (MZL) s 6,9%, lymfom z plá‰Èov˘ch bunûk (MCL) s 6,5%. Zastoupení DLBCL je vy‰‰í neÏ
v publikovan˘ch studiích, zastoupení FL nevyboãuje z ‰irokého rozpûtí, tak jak bylo zaznamenáno i v Evropû. Pravdûpodob-
nost celkového pfieÏití ve 3 letech bylo více neÏ 80% pro FL, primární mediastinální B lymfom (PMBCL), MZL lymfom MALT
typu, a splenick˘ MZL, pfieÏití 60-70% bylo pozorováno u DLBCL, anaplastického velkobunûãného lymfomu (ALCL) a Bur-
kittova lymfomu. PfieÏití kolem 40-60 % bylo pozorováno u periferního T lymfomu, MCL a lymfoblastického lymfomu. Pfii
podrobnûj‰í anal˘ze nemocn˘ch s DLBCL se ukázal jako nejv˘znamnûj‰í prognostick˘ faktor mezinárodní prognostick˘ index
(IPI), dále léãba rituximabem a provedení vysokodávkované terapie s autologní transplantací. Zafiazením rituximabu se prav-
dûpodobnost cekového pfieÏití zv˘‰ila o 19% a pfieÏití bez známek progrese o 27% proti skupinû léãené jen chemoterapií (p<0,001
resp. <0,001). PfiestoÏe v letech 2004 a 2005 bylo léãeno rituximabem pouze 74% nemocn˘ch mûli tito nemocní o 14% lep‰í
pravdûpodobnost celkového pfieÏití a o 28% pfieÏití bez progrese ve srovnání s nemocn˘mi léãen˘mi jen chemoterapií (p<0,05
resp <0,01).Závûr: Pfiedkládaná souhrnná anal˘za ukazuje zastoupení jednotliv˘ch typÛ lymfomÛ v âR, pfieÏití jednotliv˘ch
typÛ, které se neli‰í od svûtov˘ch údajÛ. V nejpoãetnûji zastoupené skupinû DLBCL do‰lo v prÛbûhu 6 let k v˘raznému zlep‰e-
ní pfieÏití zavedením rituximabu. 

Klíãová slova: NHL, non-hodgkinsk˘ lymfom, pfieÏití, registr, incidence.
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Úvod
Lymfoproliferativní nádorová onemocnûní patfií do skupi-
ny chorob se vzrÛstající incidencí pohybující se mezi 10-
15 nemocn˘mi na 100.000 obyvatel. Tento jev je pozoro-
vateln˘ prakticky ve v‰ech západních zemích 1,2, kdyÏ
nejv˘raznûj‰í vzestup zaznamenaly non-hodgkinské malig-
ní lymfomy (NHL). Zdá se, Ïe nejvy‰‰í incidence je v USA,
kde se pohybuje mezi 15-19/100.000 obyvatel v roce 1999
3,4. 
âeská republika na tom není jinak a pfiestoÏe data shro-
maÏìovaná v Národním onkologickém registru (NOR) nel-
ze povaÏovat z fiady dÛvodu za nejpfiesnûj‰í ukazují, Ïe
napfiíklad incidence NHL v roce 1999 byla 10,2 na 100.000
obyvatel, v roce 2003 to bylo 11,1 pro muÏe a 10,6 pro Ïeny
5,6. Pfiedstavuje to situaci, kdy v âR je kaÏd˘ch 8 hodin dia-
gnostikován nov˘ pacient s NHL a kaÏd˘ch 15 hodin jeden
nemocn˘ s lymfomem zemfie. V souãasné dobû lze odhad-
nout, Ïe v âR Ïije více neÏ 10.000 lidí, u nichÏ byla stano-
vena diagnóza lymfomu (NHL nebo Hodgkinova lymfo-
mu) (odhad uãinûn extrapolací dat podle 7). 
Diagnostika lymfomÛ je v‰ak nároãná a zatíÏena fiadou pro-
blémÛ, u vût‰iny populaãních registrÛ pak chybí kontrola tûch-
to diagnostick˘ch údajÛ, kontrola vstupních dat obecnû a cel-
ková v˘povûì o struktufie lymfomÛ je pak problematická.
V roce 1994 byl publikován návrh klasifikace lymfoprolifera-
cí REAL 8, která se stala základem pro WHO klasifikaci pub-
likovanou v roce 2001 9. Na základû domluvy skupiny praco-
vi‰È byla v âR v roce 1998 ustavena Kooperativní lymfomové
skupina (Czech Lymphoma Study Group – CLSG), jejímÏ jed-
ním cílem bylo zfiízení registru nemocn˘ch s NHL, kter˘ zaãal
fungovat od roku 1999. Tento registr není populaãní a je zamû-
fien pfiedev‰ím na distribuci jednotliv˘ch typÛ lymfomÛ, jejich
charakteristiky a pfieÏití. V pfiedkládané práci podáváme pfie-
hled distribuce lymfomÛ a pfieÏití hlavních typÛ. 

Metodika: 
Registr je zaloÏen na anonymizovaném sbûru základních
klinick˘ch dat u nemocn˘ch s novû diagnostikovan˘m

NHL. Ke sbûru je vyÏadován souhlas nemocného s tím-
to sbûrem. Sbûr probíhá ve stupÀovité formû registraã-
ního formuláfie, terapeutického formuláfie a sledovacího
formuláfie. Tyto lze vyplnit buì v papírové podobû nebo
elektronicky (www.lymphoma.cz). Souãástí klinick˘ch
údajÛ je identifikátor nemocného, datum narození, datum
diagnózy, vlastní diagnóza (ta musí b˘t doprovozena
anonymizovanou kopií histologického vy‰etfiení jak
z prvého tak z referenãního ãtení), hodnocení klinické-
ho stavu, celkového stavu (performance status – PS),
laboratorních dat (KO, LDH, beta2mikroglobulin), zhod-
nocení rizika nemocného podle prognostick˘ch systémÛ
(IPI10 – mezinárodního prognostického indexu pro
nemocné s agresivními lymfomy, FLIPI 11– mezinárod-
ní index pro nemocné s folikulárním lymfom – FL), roz-
hodnutí o terapii, vlastní léãba (typ chemoterapie,
monoklonální protilátky, radioterapie, transplantaãní
léãba, chirurgická léãba), v˘sledek léãby, datum pro-
grese resp. relapsu, datum úmrtí a datum posledního sle-
dování. Odpovûì je hodnocena podle mezinárodních kri-
térií 12. 
Tyto údaje jsou zpracovány v datacentru, je provedena for-
mální kontrola a pfiípadné nesrovnalosti a dal‰í otázky jsou
pfiedmûtem dotazu na referující centrum. Data mohou b˘t
z databáze exportována dle vybran˘ch kritérií. 
V pfiekládané obecné anal˘ze bylo ze statick˘ch metod pou-
Ïito hodnocení pfieÏití podle Kaplan Maiera, ke srovnání
pfieÏití podle prognostick˘ch kritérií log rank test a k více-
faktorové anal˘ze Coxova regresní anal˘za. 
Pfii hodnocení osudu nemocn˘ch byla pouÏita pravdûpo-
dobnost celkového pfieÏití (OS), definovaného jako rozdíl
mezi datem diagnózy a datem posledního sledování, udá-
lostí bylo úmrtí nemocného z jakéhokoli dÛvodu. Dále byla
pouÏita pravdûpodobnost pfieÏití bez progrese (PFS), kdy
progrese je definována jako progrese ãi relaps ãi rezistent-
ní onemocnûní po indukãní léãbû nebo úmrtí z jakékoli 
pfiíãiny 13. Pravdûpodobnost pfieÏití byla hodnocena 
ve 3 letech. 
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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 (PFS). 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.
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Distribuce lymfomÛ byla hodnocena u nemocn˘ch dia-
gnostikovan˘ch v letech 1999-2006, pfieÏití bylo hodnoce-
no pouze u nemocn˘ch diagnostikovan˘ch v letech 1999-
2005 a to u nemocn˘ch, ktefií mûli alespoÀ jedno sledování.
Do podrobnûj‰ího hodnocení nemocn˘ch s DLBCL byli
zafiazeni pouze nemocní, u nichÏ byla zahájena léãba che-
moterapií s antracyklinov˘m antibiotikem. 

V˘sledky
Distribuce NHL
Od roku 1999 do roku 2006 (data za rok 2006 nejsou úplná)
bylo celkem registrováno 3518 nemocn˘ch s NHL. Poãet
registrací v jednotliv˘ch letech se od roku 1999 do roku 2005
prakticky zdvojnásobil (z 333 v roce 1999 na 603 v roce
2005). V˘voj zastoupení jednotliv˘ch diagnóz byl v prÛbû-
hu let celkem stacionární (graf 1 ukazuje v˘voj zastoupení
DLBCL, FL, MALT, MCL a SLL). Nejãastûj‰ím typem lym-
fomu byl difúzní velkobunûãn˘ lymfom (DLBCL) s 45%
(n=1596), v tom je zahrnut primární mediastinální velkobu-
nûãn˘ lymfom B fiady (PMBCL) s 2,3% (n=82). Na druhém
místû je FL s 19% (n=669) a dále lymfom z marginální zóny
(MZL) s 6,9% (n=243). Do MZL zahrnujeme extranodální
MZL typu MALT (mucosa associated tissue) s 5,5%, nodál-
ní MZL (NMZL) s 0,5% (n=19) a splenick˘ MZL (SMZL)
s 0,7% (n=23). Lymfom z plá‰Èov˘ch bunûk (MCL) tvofií
6,5% (n=230), malobunûãn˘ lymfom (SLL) 4,7% (n=165).
Z T lymfomÛ byly nejãastûji zachyceny anaplastick˘ velko-
bunûãn˘ lymfom (ALCL) s 2,3% (n=81), periferní T lym-
fom blíÏe nespecifikovan˘ (PTL) s 2,2% (n=79). Jako blíÏe
neurãen˘ B lymfom bylo hodnoceno 5,2% nemocn˘ch
(n=175) a jako blíÏe neurãen˘ T lymfom bylo hodnoceno
1,0% (n=35). Jednotlivé typy lymfomÛ pfiehlednû zahrnuje
tabulka 1 a rovnûÏ udává srovnání distribuce u vybran˘ch
typÛ s mezinárodní anal˘zou14. Vûkov˘ medián nemocn˘ch
byl 60 let (16-94), pomûr muÏÛ a Ïen byl vyrovnan˘ (1,1:1),
v jednotliv˘ch podtypech lymfomÛ v‰ak byly zaznamenány
rozdíly. Nejmlad‰í nemocní byli ve skupinû PMBCL a Bur-
kittova lymfomu (BL) s vûkov˘m mediánem 33 a 42 let, nej-
star‰í ve skupinû MCL a SLL s mediánem 65 let. Nejv˘raz-
nûj‰í pfievaha muÏÛ byla ve skupinû MCL (2,1:1),
nejv˘raznûj‰í pfievaha Ïen byla ve skupinû MALT (1,4:1). ¨
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Graf 1: Podíl nejãastûj‰ích diagnóz na celkovém poãtu pacientÛ
v registru NHL v letech 1999 - 2006

Graf 2. Celkové pfieÏití (OS) u nemocn˘ch s MPBCL, MALT, FL
a  SMZL (2A), DLBCL, ALCL, BL (2B), : MCL, PTL, T-LBL
(2C), 
2A: MPBCL, MALT, FL a  SMZL

Pravdûpodobnost pfieÏití podle typu diagnózy. 
Z pohledu pfieÏití bylo hodnoceno celkem 2546 nemocn˘ch
s mediánem sledování Ïijících nemocn˘ch 27 mûsícÛ. Pfii
srovnání B a T lymfomÛ byla pravdûpodobnost OS ve 3
letech 72% pro B-NHL a 53% pro T-NHL, pravdûpodob-
nost PFS byla 54% proti 41%. Pfii srovnání pfieÏití nemoc-
n˘ch s nejãastûj‰ími diagnózami bylo 3leté celkové pfieÏi-
tí (OS) u PMBCL 89,7%, MALT 87,6%, FL 84,6%, SMZL
82,5% (graf 2A), SLL 67,9%, DLBCL 66,2%, ALCL

Tabulka 1: Zastoupení jednotliv˘ch typÛ lymfomÛ, vûkov˘ 
medián, procentuální zatoupení muÏÛ. Srovnání s distribucí lym-
fomÛ ve studii ILSG (International Lymphoma Study Group)
(podle citace 14)

DG n % z celk. muÏi (%) median Zastoupení
poãtu NHL vûku v anal˘ze 

ILSG14

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 2,4%
FL celkem 669 19,0% 45,3% 56 22,1%
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 2,4%
PTL 79 2,2% 62,0% 59 3,7%
T-NHL neurã. 35 1,0% 57,1% 56 -
B-NHL neurã. 175 5,0% 50,3% 64 -
Jiné Dg. 175 5,0% 61,7% 59 -
celkem 3518 100,0% 53,0% 60
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65,6%, BL 59,0% (graf 2B), MCL 58,5%, T-LB 53,1%,
PTL 44,0% (graf 2C). Pravdûpodobnost pfieÏití do progre-
se (PFS) byla u 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). Pfiehlednû ukazuje celkové
pfieÏití a pfietrÏití bez známek progrese tabulka 2 a grafy 2
(OS) a 3 (PFS). 
Vzhledem k velkému poãtu nemocn˘ch ve skupinû DLBCL
a dostateãné dobû sledování pro tento typ lymfomu byla
provedena anal˘za roz‰ífiená o nûkteré parametry. 

Difúzní velkobunûãn˘ lymfom (DLBCL). 
Zafiazeni byli nemocní, ktefií byli léãeni pro diagnózu

p Û v o d n í  p r á c e

2B:  DLBCL, ALCL, BL 2C: MCL, PTL, T-LBL

Graf 3: pfieÏití bez progrese (PFS) u nemocn˘ch s MPBCL,
MALT, FL a  SMZL (3A), DLBCL, ALCL, BL (3B), : MCL,
PTL, T-LBL (3C) , 3A: MPBCL, MALT, FL a  SMZL

DLBCL v letech 1999 aÏ 2005 reÏimem s antracyklino-
v˘m antibiotikem (tabulka 3). Celkem se jednalo o 1008
nemocn˘ch (949 s DLBCL a 59 s PMBCL). Vûkov˘
medián byl 57 let (16-87), pomûr muÏÛ a Ïen 1,2:1.
V pokroãilém klinickém stádiu bylo diagnostikováno 542
nemocn˘ch (53,8%), vy‰‰í hodnotu LDH mûlo 530
nemocn˘ch (53,8%), podle mezinárodního prognostic-
kého indexu (IPI) mûlo nízké, stfiednû nízké, stfiednû vyso-
ké a vysoké riziko 35,0%, 23,8%, 18,8% a 18,4% nemoc-
n˘ch (grafy 4A a 4B). Nejãastûj‰ím reÏimem byl CHOP
v 81,8% pfiípadÛ, jin˘ antracyklinov˘ reÏim byl pouÏit
u 8,1% nemocn˘ch a u 10,0% byla pouÏita intenzifiko-
vaná indukce s eskalací dávek v reÏimu CHOP (mega-
CHOP). V rámci primoterapie byl u 34,2% nemocn˘ch
pouÏit rituximab a u 12,1% nemocn˘ch konsolidace vyso-
kodávkovanou chemoterapií (HDT) s autologní trans-

3B:  DLBCL, ALCL, BL
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plantací krvetvorn˘ch bunûk. Tyto faktory byly hodno-
ceny i jako promûnné pfii jednofaktorové i vícefaktorové
anal˘ze. Medián sledování Ïijících nemocn˘ch byl 29
mûsícÛ. Pro celkové pfieÏití (zde udávané ve 3 letech) se
v rámci jednofaktorové anal˘zy ukázaly jako v˘znam-
né diagnóza (71% pro DLBCL vs 91% PMBCL,
p<0,005), vûk (79% pro ≤ 60 let a 62% pro >60 let,
p<0,001), hladina LDH (87% pro LDH v normû a 59%
pro LDH nad normu, p<0,001), klinické stádium (81%
pro ãasné tj. I a II vs 58% pro pokroãilé tj III a IV,
p<0,001), PS dle WHO (pro PS 0-1 80% vs 54% pro PS≥
2 ), IPI riziko (94% pro nízké vs 79% pro stfiednû nízké
vs 60% pro stfiednû vysoké vs 41% pro vysoké, p<0,001)
a pouÏití rituximabu v terapii (81% pro skupinu léãenou
rituximabem proti 68% pro skupinu léãenou bez rituxi-
mabu, p<0,001). Pro pravdûpodobnost pfieÏití bez pro-
grese (zde udávané ve 3 letech) se v rámci jednofaktoro-
vé anal˘zy se ukázaly jako v˘znamné diagnóza (65% pro
DLBCL vs 82% PMBCL, p<0,01), vûk (69% pro ≤ 60 let
a 49% pro >60 let, p<0,001), hladina LDH (75% pro LDH
v normû a 49% pro LDH nad normu, p<0,001), klinické
stádium (73% pro ãasné tj. I a II vs 44% pro pokroãilé tj
III a IV, p<0,001), PS dle WHO (pro PS 0-1 67% vs 45%
pro PS≥ 2 ), IPI riziko (82% pro nízké vs 67% pro stfied-
nû nízké vs 40% pro stfiednû vysoké vs 37% pro vysoké,
p<0,001), pouÏití rituximabu v terapii (71% pro skupinu
léãenou rituximabem proti 56% pro skupinu léãenou bez
rituximabu, p<0,001). Zafiazením rituximabu se tedy
pravdûpodobnost celkového pfieÏití zv˘‰ila relativnû
o 19% a pfieÏití bez známek progrese o 27% proti skupi-
nû léãené jen chemoterapií (za základ je bráno pfieÏití
nemocn˘ch léãen˘ch chemoterapií) (grafy 4C a 4D).
V˘znamn˘m faktorem bylo rovnûÏ období léãby, nemoc-
ní léãení v letech 2004 a 2005 (medián doby sledování =
21 mûsícÛ) mûli signifikantnû lep‰í OS i PFS proti nemoc-
n˘m léãen˘m 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). PfiestoÏe v letech 2004 a 2005 bylo léãeno ritu-
ximabem pouze 74% nemocn˘ch mûla skupina nemoc-
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3C: MCL, PTL, T-LBL

Tabulka  2:  Celkové pfieÏití (OS)  a pfieÏití bez progrese (PFS)
ve 3 letech podle jednotliv˘ch typÛ lymfomÛ

typ lymfomu OS (%) PFS (%)
B-NHL 72,0 54,0

T-NHL 53,0 41,0

DLBCL 66,2 54,9

PMBCL 89,7 79,6

BL 59,0 47,4

FL 84,6 55,0

MALT 87,6 75,1

MCL 58,5 31,5

SLL 67,9 41,9

SMZL 82,5 63,7

ALCL 65,6 53,5

T-LB 53,1 37,0

PTL 44,0 33,0

n˘ch diagnostikovan˘ch v tomto období o 14% lep‰í rela-
tivní pravdûpodobnost celkového pfieÏití a o 28% pfieÏití
bez progrese ve srovnání s nemocn˘mi léãen˘mi jen che-
moterapií (za základ je bráno pfieÏití nemocn˘ch léãen˘ch
v letech 1999 a 2000). Ve vícefaktorové anal˘ze pfii zafia-
zení v‰ech faktorÛ kromû IPI se pro OS i PFS ukázaly
jako v˘znamné vûk, LDH, KS, PS dle WHO, konsolida-
ce HDT s ASCT a pouÏití rituximabu (p=0,001), nev˘-
znamná byla diagnóza (PMBCL vs DLBCL) a rok léãby.
Pfii zafiazení IPI a vynechání vûku, LDH, KS a PS WHO
se ukázaly jako v˘znamné IPI (p=0,001), rituximab
a ASCT (p=0,005), a nev˘znamná byla diagnóza a rok
léãby. 
Grafy 4 ukazují prognostick˘ v˘znam nûkter˘ch veliãin
a tabulka 4 shrnuje jednofaktorovou anal˘zu a tabulka 5
multifaktorovou anal˘zu. 

Diskuse
Pfiedkládaná práce ve struãnosti shrnuje distribuci podtypÛ
NHL a základní charakteristiky pfieÏití. Jedná se o prvou,
i kdyÏ vzhledem k rozsahu souhrnné publikace stále pfied-
bûÏnou anal˘zu popisující situaci v âeské republice.
Základním problémem dat získávan˘ch z populaãních
registrÛ je absence byÈ formální kontroly shromaÏìovan˘ch
údajÛ a diskrepance mezi Mezinárodní klasifikací nemocí,
uÏívanou Národním onkologick˘m registrem, a klasifika-
cí lymfoproliferativních onemocnûní dle WHO9. Z dat zís-
kan˘ch z pfiehledu zpracovávaného Národním onkologic-
k˘m registrem a UZIS vypl˘vá, Ïe incidence NHL byla
v roce 2003 11,1 na 100.000 obyvatel pro muÏe a 10,6 pro
Ïeny. Pfii srovnání s údaji z ostatních evropsk˘ch zemí za
rok 2002 3 vypl˘vá, Ïe pro âR je uvádûna incidence 10,2
resp. 8,2 pro muÏe resp. pro Ïeny. NejniÏ‰í incidence je
v Evropû udávána v ¤ecku 5,5 resp. 3,9, ve srovnatelném
Slovensku to je 9,2 resp. 6,8, Rakousku 14,8 resp. 9,8. Nej-
vy‰‰í incidence je uvádûna pro Francii (16,8 resp. 9,8) a Itá-
lii (17,0 resp. 10,9). Pro USA je uvádûna dle téhoÏ zdroje3
souhrnná incidence v roce 2002 16,9 na 100.000 obyvatel.
Je otázkou, zda tak velké rozdíly v incidenci jsou skuteã-
n˘m odrazem reality nebo zda se jedná o metodologické
problémy. 
ZaloÏení registru v rámci ãinnosti CLSG bylo logick˘m
krokem, jehoÏ hlavním cílem bylo zmapovat nikoli inci-
denci (nejedná se o populaãní registr), ale distribuci jedno-
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Graf 4A: Celkové pfieÏití dle rizika podle IPI (l = nízké riziko, ml= stfied-
nû nízké riziko, mh = stfiednû vysoké riziko, h = vysoké riziko)

Graf 4B: PfieÏití bez známek progrese (PFS)  dle rizika podle IPI (l = nízké
riziko, ml= stfiednû nízké riziko, mh = stfiednû vysoké riziko, h = vysoké 
riziko)

DLBCL PMBCL celkem
n 949 (94,1%) 59 (5,9%) 1008
vûk (median; min – max) 59 (16 - 87) 33 (18 – 74) 57 (16 – 87)

pohlaví (muÏi/Ïeny) 527 / 422 (1,25) 27 / 32 (0,84) 554 / 454 (1,22)

median sledování u Ïijících 2,41 roku (879d.) 2,23 roku (814,5d.) 2,4 roku (875d.)

Ïije 701 73,9% 54 91,5% 755 74,9%

zemfielo 248 26,1% 5 8,5% 253 25,1%

klinické stadium:

I 175 18,4% 6 10,2% 181 18%

II 260 27,4% 22 37,3% 282 28%

III 154 16,2% 6 10,2% 160 15,9%

IV 357 37,6% 25 42,4% 382 37,9%

Nevyplnûno 3 0,3% - 3 0,3%

lokalizované (I nebo II) 435 45,8% 28 47,5% 463 45,9%

pokroãilé (III nebo IV) 511 53,8% 31 52,5% 542 53,8%

LDH:

Normální hodnota 441 46,5% 10 16,9% 451 44,7%

Nadhraniãní hodnota 482 50,8% 48 81,4% 530 52,6%

Neznámé 26 2,7% 1 1,7% 27 2,7%

IPI:

Nízké riziko 328 34,6% 25 42,4% 353 35,0%

Stfiednû nízké riziko 225 23,7% 15 25,4% 240 23,8%

Stfiednû vysoké riziko 181 19,1% 9 15,3% 190 18,8%

Vysoké riziko 176 18,5% 9 15,3% 185 18,4%

Neznámé 38 4,0% 1 1,7% 39 3,9%

Nevyplnûné 1 0,1% - 0,0% 1 0,1%

Léãba první 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%

Tabulka 3: Soubor nemocn˘ch s DLBCL léãen˘ch v letech 1999 aÏ 2005 chemoterapií s antracyklinov˘mi antibiotiky

Graf 4: Prognostick˘ v˘znam pro celkové pfieÏití (OS) a pfieÏití bez zná-
mek progrese (PFS): OS dle IPI (4A), PFS dle IPI (4B), OS dle pouÏití
rituximabu (4C), PFS dle pouÏití rituximabu (4D), OS u nemocn˘ch léãe-
n˘ch v letech 1999-2000 vs 2004-2005 (4E), PFS u nemocn˘ch léãen˘ch
v letech 1999-2000 vs 2004-2005 (4F)
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Graf 4C: Celkové pfieÏití podle toho, zda nemocn˘ byl léãen rituximabem
(1) nebo ne (0)

Graf 4D: PfieÏití bez známek progrese (PFS)  podle toho, zda nemocn˘
byl léãen rituximabem (1) nebo ne (0)

Graf 4E: Celkové pfieÏití podle roku diagnózy: 1999-2000 (2000.00) vs
2004-2005 (2004.00)

Graf 4F: PfieÏití bez známek progrese (PFS)  podle roku diagnózy: 1999-
2000 (2000.00) vs 2004-2005 (2004.00)

tliv˘ch typÛ lymfomÛ, zjistit základní trendy v léãbû,
základní prognostickou stratifikaci, pfieÏití nemocn˘ch
a také umoÏnit podrobnûji analyzovat i nûkteré vzácnûj‰í
jednotky. Pokud bychom vzali za smûrodatn˘ odhad inci-
dence z dat NOR lze fiíci, Ïe pfii pfiedpokládané incidenci
v souãasné dobû mezi 11 a 12 na 100.000 obyvatel je regist-
rováno v databázi roãnû více neÏ 50% nov˘ch pfiípadÛ dia-
gnostikovan˘ch v âR. 
Zásadním bodem pro jakoukoli anal˘zu je správná patolo-
gická diagnostika, vzhledem k obtíÏnosti této problematiky
obzvlá‰tû v oblasti lymfomÛ je jednoznaãnû doporuãeno,
aby bylo provádûno referenãní ãtení. Toto bylo provedeno

u více neÏ 70% pfiípadÛ. V˘sledky distribuce ukázaly, stej-
nû jako v dal‰ích anal˘zách, Ïe nejãastûj‰ím typem lymfo-
mu je DLBCL, na dal‰ích místech je FL, MZL, MCL, SLL
a dal‰í. Srovnání s mezinárodní anal˘zou 14, ale i dal‰ími
anal˘zami 15, ukazují, Ïe v âR je vy‰‰í zastoupení DLBCL
(45%) a niÏ‰í zastoupení FL a nûkter˘ch dal‰ích lymfomÛ,
napfi. T typu (PTL) (tabulka 6). Pfiíãina tohoto pozorování
není zcela jasná. Trend v zastoupení jednotliv˘ch typÛ lym-
fomÛ v prÛbûhu let je prakticky identick˘. Jedno moÏné
vysvûtlení mÛÏe spoãívat v tom, Ïe do registru pfiispívají
zejména vût‰í pracovi‰tû, kde mÛÏe docházet na základû refe-
rování nemocn˘ch s agresivnûj‰ími formami lymfomÛ
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k jejich koncentraci ve srovnání s indolentními formami jako
je napfi FL. Druhou moÏností je nadhodnocení nûjaké jed-
notky patology, nicménû pfiedbûÏná anal˘za ukazuje, Ïe se
jedná o jev spoleãn˘ vût‰inû patologick˘ch center a to se
setrvalou tendencí, coÏ ãiní tuto moÏnost ménû pravdûpo-
dobnou. Dal‰í moÏností je, Ïe tato distribuce odráÏí skuteã-
n˘ stav v âR. JiÏ v˘‰e bylo uvedeno pozorování vysoce roz-
dílné incidence NHL v rámci Evropy3. Nadto je popsán
pomûrnû v˘razn˘ rozdíl v distribuci lymfomÛ v závislosti
na rÛzn˘ch geografick˘ch oblastech svûta16. Pokud srov-
náme zastoupení FL napfi. v Lyonu, Lond˘nû, Würzburgu,
Locarnu a v Omaze, pohybuje se od 11% do 32%. Zastou-
pení FL v na‰em souboru se blíÏí zastoupení v Lyonu
a Würzburgu. Zastoupení DLBCL je v‰ak v na‰em soubo-
ru vy‰‰í neÏ ve v‰ech zmínûn˘ch oblastech (viz tab. 6). 
WHO klasifikace nedûlí lymfomy podle stupnû malignity,
nebo agresivity do nûkolika skupin. Nicménû z praktické-
ho pohledu je jistû uÏiteãné znát jak˘ prÛbûh má kfiivka pfie-
Ïití konkrétní klinickopatologické jednotky. Z anal˘zy cel-
kového pfieÏití nemocn˘ch s jednotliv˘mi typy lymfomÛ
(tam, kde to bylo moÏné z pohledu poãtu nemocn˘ch
a dostupnosti dat) vypl˘vá, Ïe je lze rozdûlit podle pravdû-
podobnosti pfieÏití do 3 skupin. Nejlep‰í prognózu celko-
vého pfieÏití mají nemocní s FL, PMBCL, MALT a SMZL
(pravdûpodobnost pfieÏití ve 3 letech nad 80%), stfiednû dob-
rou prognózu nemocní s DLBCL, BL, ALCL (pravdûpo-
dobnost OS kolem 60%) a nejhor‰í prognózu PTL, MCL
a T-LBL s pravdûpodobností OS od 40 do 60%, ale s trva-
jícím poklesem. Tato distribuce odpovídá kfiivkám publi-
kovan˘m pro tyto skupiny 14,15, zdá se, Ïe v‰ak pravdûpo-

dobnost OS je vy‰‰í. Nemocní s ALCL mají v na‰í sestavû
pravdûpodobnost OS stejnou jako napfi DLBCL, coÏ je roz-
díl proti ILSG (International Lymphoma Study Group).
Pfiedpokládáme, Ïe to mÛÏe b˘t zpÛsobeno spoleãnou ana-
l˘zou ALCL ALK negativního a ALCL ALK pozitivního
podtypu, které mají jinak v˘raznû odli‰nou prognózu 17.
Na druhé stranû nemocní s PMBCL patfiili do skupiny s vel-
mi dobrou prognózou na rozdíl od studie ILSG14, a potvr-
zuje tak i dal‰í pozorování 18.
Vzhledem k velkému poãtu nemocn˘ch s DLBCL a rela-
tivnû dostateãné dobû sledování jsme provedli podrobnûj-
‰í anal˘zu této skupiny. Podle oãekávání jsme potvrdili
v˘znamnost jiÏ standardnû pouÏívan˘ch prognostick˘ch
parametrÛ, zejména IPI. Pfii srovnání OS u nemocn˘ch
s jednotliv˘mi typy rizika lze konstatovat, Ïe námi pozo-
rovaná pravdûpodobnost pfieÏití ve 3 letech byla ve v‰ech
skupinách vy‰‰í neÏ ve star‰ích publikovan˘ch sestavách,
jak pÛvodního souboru, na nûmÏ byla zaloÏena tvorba
mezinárodního prognostického indexu10, tak je‰tû v˘raz-
nûji ve srovnání s údaji z holandského populaãního regist-
ru 19. Za v˘znamné pozorování lze oznaãit rozdíl v pfieÏití
nemocn˘ch léãen˘ch imunochemoterapií (rituximab + che-
moterapie) proti samotné chemoterapii. V randomizova-
n˘ch studiích bylo prokázáno , Ïe právû zafiazení rituxi-
mabu do léãby DLBCL vede k signifikantnímu zlep‰ení
jak OS tak PFS 20,21. Na‰e pfiedbûÏná anal˘za je po anal˘-
za v Britské Kolumbii22 druhou, která potvrzuje toto zlep-
‰ení na neselektované populaci nemocn˘ch léãen˘ch ritu-
ximabem a chemoterapií. V na‰í sestavû nebyl nikdo
v letech 1999 a 2000 léãen v rámci indukãní léãby rituxi-
mabem, v roce 2004 to bylo 60% nemocn˘ch, v roce 2005
90% nemocn˘ch. 
V˘znam registrové anal˘zy spoãívá v nûkolika úrovních.
Za prvé se jedná o prvou anal˘zu populace nemocn˘ch
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Tabulka 4:  Anal˘za prognostick˘ch faktorÛ ovlivÀujících pfie-
Ïití u nemocn˘ch s DLBCL

faktor OS (% ve 3 letech) PFS (% ve 3 letech)

Diagnóza: DLBCL 71 65

PBMCL 91 82

p <0,005 <0,001
Vûk: 60 79 69

> 60 62 49

p <0,001 <0,001
LDH: norma 87 75

> norma 59 49

p <0,001 <0,001
KS: ãasné (I a II) 81 73

pokroãilé (III a IV) 58 44

p <0,001 <0,001
PS dle WHO 0-1 80% 67%

2 54% 45%

p <0,001 <0,001
IPI riziko: nízké 94 82

stfiednû nízké 79 67

stfiednû vysoké 60 40

vysoké 41 37

p <0,001 <0,001
Rituximab: ano 81 71

ne 68 56

p <0,001 <0,001
Období: 2004-2005 75 68

1999-2000 66 53

p <0,03 <0,01

Tabulka 5: Multifaktorová anal˘za prognostick˘ch faktorÛ
ovlivÀujících pfieÏití u nemocn˘ch s DLBCL

1. anal˘za OS PFS 2. anal˘za OS PFS

diagnóza nesignifik. nesignifik. diagnóza nesignifik. nesignifik.

vûk p=0,001 p=0,001 IPI p=0,001 p=0,001

LDH p=0,001 p=0,001 rituximab p=0,005 p=0,005

KS p=0,001 p=0,001 ASCT p=0,005 p=0,005

PS WHO p=0,001 p=0,001 rok nesignifik. nesignifik.

rituximab p=0,001 p=0,001

ASCT p=0,001 p=0,001

rok nesignifik. nesignifik.

Omaha Vancouver London Lyon Locarno CLSG

Diagnóza (n=200) (n=200) (n=119) (n=192) (n=79) (n=3518)

SLL 7% 1% 8% 8% 5% 5%

MCL 7% 7% 7% 7% 14% 7%

FL 32% 31% 28% 17% 11% 19%

MALT 6% 7% 3% 13% 9% 6%

DLBCL 28% 29% 27% 25% 36% 43%

PMBCL 0% 2% 2% 4% 9% 2%

PTL 3% 1% 8% 4% 6% 2%

ALCL 2% 3% 2% 3% 0% 2%

Tabulka 6: Srovnání distribuce hlavních subtypÛ non-Hodgkin-
sk˘ch lymfomÛ (NHL) ze studie ILSG (citace 16) a souãasné ana-
l˘zy (CLSG)
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s NHL v âR. Lze konstatovat, Ïe distribuce odpovídá vari-
acím pfiítomn˘m v rÛzn˘ch geografick˘ch oblastech, jedi-
n˘m rozdílem je vy‰‰í v˘skyt DLBCL. Dále jsme pozoro-
vali pomûrnû zfietelnou distribuci do nûkolika skupin
s rÛznou prognózou. Ve skupinû s DLBCL jsme demon-
strovali v˘znam zafiazení rituximabu do léãby nemocn˘ch
s tímto typem lymfomu, coÏ se projevilo jednak pfii srov-
nání nemocn˘ch léãen˘ch chemoterapií a imunochemote-

rapií, ale i v signifikantním zlep‰ení pfieÏití pfii srovnání léã-
by v letech, které od sebe byly vzdáleny jen tfii roky. Uka-
zuje se tak v˘znam budování registru a jeho anal˘za nejen
z dÛvodÛ a vûdeck˘ch, ale pfii správném pouÏití mohou tak-
to získaná data sehrát velk˘ v˘znam pfii tvorbû zdravotnic-
ké politiky.

Práce byla podpofiena grantem IGA MZ âR: NR 8231/3.
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PERKUTÁNNÍ  ENDOSKOPICKÁ  GASTROSTOMIE  U  PACIENTÒ 
S  TUMORY  HLAVY  A  KRKU

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

WASIKOVÁ, S1., PISKAâ, P1., SPURN¯,V.2, ROTNÁGLOVÁ, S.2

1 II.CHIRURGICKÁ KLINIKA FN U SV.ANNY A LF MU BRNO, 
2 ODDùLENÍ RADIAâNÍ ONKOLOGIE FN U SV. ANNY

Souhrn
V˘chodisko: Perkutánní endoskopická gastrostomie je metoda slouÏící k zaji‰tûní podmínek pro enterální v˘Ïivu v situacích, kdy tato
v˘Ïiva není moÏná klasick˘m pfiíjmem stravy per os. Metody: První PEG byl zaveden na na‰em pracovi‰ti v bfieznu roku 1993. V na‰í
studii pracujeme se souborem pacientÛ bûhem období 1.1.2004 - 30.4.2006, kdy bylo celkem provedeno 130 pokusÛ o perkutánní endo-
skopickou gastrostomii, z nichÏ 124 bylo úspû‰n˘ch, pfiiãemÏ u 98 pacientÛ byl zaveden PEG pfied kurativní nebo paliativmí dávkou
záfiení u diagnózy tumoru v ORL oblasti. V˘sledky: Zavedená sonda pomáhá zlep‰it ‰patn˘ nutriãní stav tûchto pacientÛ a protoÏe na
rozdíl od nasogastrické sondy neprochází ozafiovanou oblastí, odpadá lokální dráÏdûní sliznice ozafiované oblasti spolu se v‰emi nega-
tivními dÛsledky. Závûr: PEG pfiedstavuje relativnû snadn˘ zpÛsob zaji‰tûní enterální v˘Ïivy. Ve srovnání s ostatními metodami pro-
vedení gastrostomie je endoskopická pro pacienty nejménû zatûÏující a nejbezpeãnûj‰í. Omezením zÛstává nutnost dostupnosti Ïalud-
ku pro endoskop. 

Klíãová slova: Gastrostomie, nádory.

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.

Úvod:
Pacienti s nádory hlavy a krku pfiedstavují vysoce riziko-
vou skupinu pacientÛ pro rozvoj malnutrice jiÏ v dobû sta-
novení diagnózy. Následná multimodální léãba ãasto vede
ke zhor‰ení jiÏ primárnû ‰patného nutriãního stavu. Ten je
v˘sledkem kombinací polykacích potíÏí a neÏádoucích
úãinkÛ následné radiochemoterapie.
U pacientÛ s nádory v ORL oblasti – tumory dutiny ústní,
jazyka, mûkkého patra, báze dutiny ústní, hrtanu, hltanu, se
v terapii uplatÀuje v˘znamnû konkomitantní chemoradio-
terapie. Její pouÏití v‰ak zvy‰uje míru zejména slizniãní
toxicity.
Stupnice pro tfiídûní mucositidy dle CTC :
• StupeÀ I - slizniãní erytém
• StupeÀ II - loÏiskové ulcerace nebo pseudomembrány

– zaujímá ménû neÏ 50% slizniãního povrchu na orál-
ní stranû

• StupeÀ III – spl˘vající ulcerace nebo pseudomembrány
- zaujímá více neÏ 50% slizniãního povrchu na orální
stranû

• StupeÀ IV - nekróza nebo hluboká ulcerace
Slizniãní toxicita zejména vy‰‰ího stupnû v˘raznû zhor‰u-
je jiÏ existující dysfagii a odynofagii. Vede pak ke zhor‰e-
ní perorálního pfiíjmu a zhor‰ení nutriãního stavu pacientÛ.
Tento nepfiízniv˘ stav se snaÏíme korigovat perkutánní
endoskopickou gastrostomií (PEG-obr.1)
PEG je bûÏnû indikována v pfiípadech, kdy se pfiedpo-
kládá nemoÏnost pfiíjmu stravy per os trvající déle neÏ 6
t˘dnÛ.(7,8) Mezi nejãastûj‰í indikace patfií: neurologic-
ké poruchy spojené s vymizením polykacího reflexu /
napfi.ALS/, dlouhodobá umûlá plicní ventilace, nádory
v oblasti ORL pfii zachovalé prÛchodnosti pro endoskop,
tracheoesofageální pí‰tûle, stavy po rozsáhlé chirurgic-
ké intervenci v ãelistní oblasti aj. PEG mÛÏe b˘t modi-
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fikována na perkutánní endoskopickou gastrojejunosto-
mii. (1,4,6)
Kontraindikace k zavedení PEG lze rozdûlit na absolutní
a relativní. K tûm absolutním patfií nemoÏnost vzájemného
dotyku /apozice Ïaludku a bfii‰ní stûny, tudíÏ pacienti po
subtotální gastrektomii, s ascitem, nebo s v˘znamnou hepa-
tomegálií vyÏadují peãlivé rozpoznání diafanoskopického
efektu. Ten mÛÏe b˘t rovnûÏ znemoÏnûn u pacientÛ s tûÏ-
kou obezitou. Dále nesmí b˘t PEG zavedena pfii obstrukci
ãi afunkci gastrointestinálního traktu od Ïaludku aborálnû.
K relativním kontraindikacím fiadíme pí‰tûle tenkého stfie-
va, neoplastické a infiltrativní procesy Ïaludeãní stûny. (8.9)
Poruchy koagulace, pokud jsou zkorigovatelné, nejsou kon-
traindikací k provedení PEG.

Metodika:
Na na‰ich pracovi‰tích indikujeme provedení PEG u paci-
entÛ s lokálnû pokroãil˘mi nádory orofaciální oblasti T3-
T4,N+, ktefií absolvovali indukãní chemoterapii cis DDP,
FU, ãi CBDCA, paclitaxel, po které následuje konkomi-
tantní chemoradioterapie s cis DDP v dávce 40 mg /m2
1x t˘dnû, eventuelnû i s radioprotekcí amifostinem. Apli-
kovaná LD 5x2,0 Gy/ t˘den do 60-70 Gy.
Dal‰í skupinu tvofií pacienti s lokálnû pokroãil˘m tumorem,
primárnû inoperabilní, kde je indikována radioterapie
s kurativním zámûrem. Dále pak pacienti, kde je léãba pali-
ativní a PEG je nutná k zaji‰tûní nutrice trvale.
Nejroz‰ífienûj‰í technikou zavádûní PEG je metoda „pull“,
poprvé pfiedstavena roku 1980 v Clevelandu v USA Gau-
dererem a Ponskym. Na II.chirurgické klinice byla první
PEG zavedena v bfieznu roku 1993. K v˘konu je potfieba
bûÏné vybavení pro gastroskopii a gastrostomick˘ set na
jedno pouÏití. Personální zaji‰tûní se skládá z endoskopu-
jícího chirurga a v‰eobecného chirurga, endoskopické sest-
ry a pomocnice. Vzhledem k tomu, Ïe set je vyroben z poly-
uretanu, kter˘ nereaguje s tkánûmi lidského tûla, mÛÏe b˘t
zavedená sonda pouÏívána nûkolik let. 

Pfiíprava k v˘konu :
U neakutních v˘konÛ, medikuje-li pacient perorální anti-
koagulancia se 4-5 dní pfiedem nahradí p.o. terapie nízko-
molekulárním heparinem v terapeutické dávce.V˘kon je
pak proveden 12 hodin po poslední aplikaci LMWH.
Pacientí 6-8 hodin pfied v˘konem nesmí jíst, pít a koufiit,

pfiípadnû je zastaven pfiíjem enterální v˘Ïivy sondou. V den
v˘konu je zavedena periferní Ïilní kanyla, dále vy‰etfien
krevní obraz, koagulace (INR do 1,3) a hladina trombocy-
tÛ (nad 100 tisíc). Vylouãí se kontraindikace v˘konu.
V˘kon zaãíná zavedením endoskopu do Ïaludku, jeho insu-
flací a následnû pomocí diafanoskopie bfii‰ní stûny vytipo-
váním místa vpichu. Po aplikaci lokálního anestetika (obr.
2) se provede punkce Ïaludku (obr. 3) a po vytaÏení man-
drénu (obr.4) se protáhne vodící nit (obr.5 a 6), jeÏ je ucho-
pena do tripoidu endoskopu (obr. 7) a zároveÀ s ním vyta-
Ïena (obr.8 a 9) pfied ústa pacienta (obr.10). Zde se zafixuje
s loopem sondy (obr.11), která je druh˘m koncem vodící
nitû pfied bfii‰ní stûnou taÏena („pull“) dutinou ústní, jícnem
aÏ do Ïaludku. Ostr˘ konec sondy Ïaludeãní stûnu propíchne
a dostává se pfied bfii‰ní stûnu, zde se odstfiihne a upevní
plo‰kou. Tato fixace zamezuje úniku Ïaludeãních ‰Èáv do
dutiny bfii‰ní. Je nutné ji po 24 hodinách uvolnit k zameze-
ní vzniku dekubitu. V této dobû se také sonda ponechává

pouze k derivaci Ïaludeãních ‰Èáv. Poté je jiÏ moÏné zaãít
s enterální v˘Ïivou.
Na oddûlení radiaãní onkologie pak observujeme pacienta,
za monitorace Tk a P,v den v˘konu je vylouãen perorální
pfiíjem, proto hradíme tekutiny a energii infusní terapii.
Analgetika aplikujeme i.v., dle potfieby pacienta.
Zavedení setu PEG mÛÏe b˘t kdykoliv zru‰eno po odeznû-
ní indikaãní pfiíãiny. Po odstfiiÏení fixace vklouzne centrál-
ní ãást do Ïaludku a odchází per vias naturales nebo je vyta-
Ïena endoskopicky.

V˘sledky:
V na‰í studii jsme pracovali se souborem 130 pacientÛ
z období 1/2004 – 4/2006, pfiiãemÏ pacientÛ s nádory v ORL
oblasti bylo celkem 104. Set PEG (obr.12) byl úspû‰nû zave-
den ve 98 pfiípadech. U ‰esti pacientÛ nebyl PEG zaveden
vzhledem k nemoÏnosti diafanoskopie bfii‰ní stûny, aktiv-
nímu odporu pacienta, floridní peptické lézi Ïaludku, k˘le
v jizvû po horní stfiední laparotomii, jeÏ obsahovala kliãky
tenkého stfieva a ve dvou pfiípadech nemoÏnosti projít endo-
skopem kolem tumoru do Ïaludku. 
Komplikace jsou zfiídkav˘m jevem. K lehãím patfií deku-
bity okolo sondy a infekce rány. Vyskytují se v 6-7% pfií-
padÛ. Z tûÏ‰ích komplikací lze jmenovat aspiraci, laryngo-
spasmus, perforaci stfiev ãi krvácení ze Ïaludku. Objevují
se ve 3%, mortalita je v 0,7% pfiípadÛ. V na‰í sestavû jsme
zaznamenali pouze lehãí dekubity kolem sondy a netûs-
nosti, které byly vyfie‰eny opakovan˘mi pfievazy. ZávaÏ-
nûj‰í komplikace v této skupinû pacientÛ jsme nemûli.
(grafxls)

Diskuze:
Zavedení setu PEG pfiedstavuje relativnû snadn˘ zpÛsob
zaji‰tûní enterální v˘Ïivy. Ve srovnání s ostatními meto-
dami provedení gastrostomie je endoskopická pro paci-
enty nejménû zatûÏující a nejbezpeãnûj‰í. Omezením
zÛstává nutnost dostupnosti Ïaludku pro endoskop.Zvlá‰-
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Indikace 2004 2005 do 4/2006 celkem
Tu v ORL oblasti pfied RTG terapií    26 54 24 104

Neurologické onemocnûní 2 6 5 13

Dlouhodobá umûlá plicní ventilace 1 2 3 6

Ostatní  0 1 0 1

Neprovedeno 1 2 3 6

Celkem 30 65 35 130
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tû v souvislosti s tumory v ORL oblasti b˘vá ãasto tato
kontraindikace zveliãována. Na základû vlastní zku‰enosti
se domníváme, Ïe zku‰en˘ endoskopista spolu s otorino-
laryngologem a onkologem pomûrnû snadno vytipují sku-
pinu pacientÛ, u kter˘ch je moÏno PEG vyuÏít k zaji‰tûní
v˘Ïivy. Ta podle rozsahu nádorového bujení bude defini-
tivní, nebo doãasná po dobu ozafiovaní dané oblasti. Tím
je pacient u‰etfien dlouhodobého zavedení sondy se v‰e-
mi jejími dÛsledky ( dekubity jícnu, krvácení, zv˘‰eného
dráÏdûní sliznice v ozafiované oblasti). Vhodné je zave-
dení PEG pfied zahájením onkologické léãby s tím, Ïe dle
v˘sledku je následnû ponechán ãi po obnovení polykání
odstranûn.
Pro pacienty je pfiínosem ‰ance , Ïe témûfi ve 100% pfiípa-
dÛ, díky zavedenému PEG dodrÏí léãebn˘ plán a dokon

ãí onkologickou léãbu, bez nutnosti pfieru‰ení pro váhov˘
úbytek a slizniãní toxicitu , která znemoÏÀuje perorální pfií-
jem.
V˘hodou pro pacienty je i moÏnost snadné obsluhy PEG
v domácí péãi, kdy pouÏívá doporuãené standardní pfií-
pravky polymerní v˘Ïivy s definovan˘m obsahem protei-
nÛ, tukÛ na bázi triglyceridÛ , polysacharidÛ, vitamínÛ a sto-
pov˘ch prvkÛ.

Závûr:
Na základû na‰ich zku‰eností je enterální v˘Ïiva sondou

PEG v prÛbûhu onkologické léãby podstatnû v˘hodnûj‰í
neÏ dosud uÏívaná v˘Ïiva sondou nasogastrickou. Zavede-
ní PEGu pfiedchází zahájení léãby a po jejím ukonãení je
snadno odstranûn nebo v pfiípadû nutnosti ponechán.
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Obrazová pfiíloha:

Obr. ã. 1 – zaveden˘ PEG

Obr. ã. 2 – aplikace lokálního anestetika do místa diafanosko-
pického efektu 

Obr. ã. 3 – punkce Ïaludku punkãní jehlou s mandrénem 

Obr. ã. 4 – vytaÏena jehla a ponechán mandrén
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Obr. ã. 5 – protaÏení vodící nitû do Ïaludku (pohled z vnej‰ku) Obr. ã. 6 – protaÏení vodící nitû do Ïaludku (pohled ze Ïaludku) 

Obr. ã. 7 – uchopení vodící nitû do tripoidu Obr. ã. 8 – táhnutí vodící nitû pomocí tripoidu pfies Ïaludek 

Obr. ã. 9 – táhnutí vodící nitû pomocí tripoidu pfies jícen Obr. ã. 10 – vodící nitû vytaÏena pfied ústa
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Obr. ã. 11 – fixace vodící nitû s loopem gastrické sondy pfied ústy
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Obr. ã. 12 – set PEG
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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

This is a case 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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NEZVYâAJN¯  PRÍPAD  DLHODOBÉHO  PREÎÍVANIA  PACIENTKY 
S CHEMOREFRAKTÉRNYM  MERKELOVYM  KARCINÓMOM

UNUSUAL  CASE  OF  LONG-TERM  SURVIVAL  OF  THE  PATIENT  WITH 
CHEMOREFRACTORY  MERKEL  CELL  CARCINOMA
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Súhrn
Prípad prezentuje 46-roãnú pacientku s Merkelovym karcinómom. V iniciálne lokalizovanom ‰tádiu bola lieãená chirurgickou
resekciou s následnou adjuvantnou chemoterapiou. U pacientky do‰lo následne k opakovan˘m lokoregionálnym relapsom v krát-
kom ãasovom odstupe od adjuvantnej chemoterapie a nakoniec k relapsu vo vzdialenej lokalizácii. Distantn˘ relaps bol lieãen˘
chirurgickou lieãbou vzhºadom k predpokladanej chemorefrákternosti ochorenia. Pacientka je po ukonãenej lieãbe bez známok
recidívy ochorenia v trvaní 16+ mesiacov. Prípad poukazuje na v˘znamnú úlohu chirurgickej lieãby chemorefraktérneho ocho-
renia. PretoÏe vzdialen˘ relaps ochorenia bol diagnostikovan˘ na základe kontroln˘ch rádiografick˘ch vy‰etrení u asymptoma-
tickej pacientky, má okrem sledovania pacientov fyzikálnym vy‰etrením v˘znam aj rádiografické sledovanie, aspoÀ v urãit˘ch
prípadoch. 

Kºúãové slová: Merkelov karcinóm, chemorefraktérny, rádiografické 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.
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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 her right 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. It is 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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Dermatoonkologická sekce Onkologické spoleãnosti âLS JEP
Dne 13.9. 2007, v prostorách  Dermatovenerologické kliniky FNKV v Praze probûhla ustavující schÛze Dermatoonko-
logické sekce Onkologické spoleãnosti âSL JEP.
Souhlas k pfiípravám organizace sekce byl vysloven na zasedání v˘boru âOS dne 17.1. 2006. Sekce je zastfie‰ena jak
v˘borem âeské onkologické spoleãnosti, tak i v˘borem âeské dermatovenerologické spoleãnosti. Podkladem k jednání
o vzniku samostatné sekce byl návrh mezioborové spolupráce pro management maligního melanomu.
Pfiedsedou Dermatoonkologické sekce byl zvolen Prof. MUDr. Petr Arenberger, DrSc., MBA., místopfiedsedou Doc.
MUDr. Vuk Fait, CSc. a vûdeck˘m sekretáfiem as. MUDr. Miloslav Salavec, CSc. Ustavující setkání dále doporuãilo
vytvofiení expertních skupin a povûfiilo vedením jednotliv˘ch sekcí ãleny. Prozatím doporuãila vytvofiení expertních sku-
pin pro maligní melanom, pro koÏní lymfomy, pro nemelanomové nádory kÛÏe, pro histopatologii koÏních nádorÛ a m-
elanocytárních lézí a pro diagnostické metody koÏních nádorov˘ch onemocnûní.
Sekce si klade za cíl kromû jiného vypracování standardÛ nûkter˘ch koÏních nádorov˘ch diagnóz, ke spolupráci vyz˘vá
kromû dermatologÛ klinické onkology, hematoonkooly, radioterapeuty, chirurgy, plastické chirurgy a dal‰í odborníky,
zúãastnûné v diagnostice, terapii a v˘zkumu koÏních malignit. 
Dal‰í podrobnosti vãetnû pfiihlá‰ky ke ãlenství lze nalézt na webov˘ch stránkách âOS JEP http://www.linkos.cz.
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Úvod 
Chronic myeloid leukemia (CML) is one of the commonest
hematological malignancies seen in clinical practice. It was the
first recognized form of cancer to have astrong 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 9q34 and 22q11 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. (Michalová 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-

DETEKCIA  PHILADELPHIA  CHROMOZÓMU  U PACIENTOV  S CHRONICKOU  
MYELOIDNOU  LEUKÉMIOU  V PRE·OVSKOM  KRAJI  (1995-2004)

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

BORO≈OVÁ I., BERNASOVSK¯ I., BERNASOVSKÁ J. 

DEPARTMENT OF BIOLOGY, FACULTY OF HUMANITIES AND NATURAL SCIENCE, UNIVERSITY OF PRE·OV, 
PRE·OV, SLOVAC REPUBLIC

Súhrn
Autori analyzovali v˘sledky cytogenetick˘ch vy‰etrení zameran˘ch na detekciu Philadelphia chromozómu u pacientov chronickou
myeloidnou leukémiou v Pre‰ovskom kraji za obdobie rokov 1995-2004. Súbor a metodika: V práci boli analyzované v˘sledky 72
cytogenetick˘ch anal˘z vzoriek kostnej drene pacientov so suspektnou diagnózou CML. V˘sledky: Philadelphia chromozóm bol dete-
govan˘ u 94,4% pacientov so suspektnou diagnózou CML. V jednom analyzovanom prípade bola zistená komplexná translokácia za-
hrÀujúca chromozómy 8, 9 a 22. U jedného pacienta boli detegované poãetné numerické a ‰trukturálne chromozómové aberácie. Moza-
ikov˘ karyotyp bol detegovan˘ u 5,9% pacientov. Záver: V˘sledky anal˘z potvrdzujú diagnostick˘ a prognostick˘ v˘znam detekcie
Philadelphia chromozómu u pacientov s klinickou diagnózou CML. Konvenãná cytogenetická anal˘za zostáva naìalej ‰tandardnou
metódou pre potvrdenie diagnózy, monitorovanie terapeutickej odpovede a minimálnej reziduálnej choroby u pacientov s chronickou
myeloidnou leukémiou.

Kºúãové slová: chronická myeloidná leukémia, Philadelphia chromozóm, karyotypizácia, cytogenetická anal˘za.

Summary
Authors analyzed results of cytogenetic examinations with attention on detection of Philadelphia chromosome performed in patients
with CML in the Pre‰ov 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 Pre‰ov 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.
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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 bcr/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)

Figure 1: t(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.(Oudat et al., 2001) Most patients with CML will deve-
lop additional cytogenetic abnormalities (extra Philadelphia
chromosome, trisomy 8, isochromosome 17q, 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 Pre‰ov region (Slovakia) in patients
with suspected diagnosis of CML by conventional cyto-

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, l-
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 Pre‰ov 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 Pre‰ov 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 Pre‰ov region (Slovakia)

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 bcr genes on chro-

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 72 4 68
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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,
q11).(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
at age 40-60 years, with a slight male predominance. In ana-
lyzed complete of patients with clinical diagnosis CML in
Pre‰ov 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 Pre‰ov 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,q34,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.(Michalová 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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ZPRÁVA Z 1. SVùTOVÉHO KONGRESU 
INTERNATONAL ACADEMY 
OF ORAL ONCOLOGY

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

NOVÁKOVÁ V.

STOMATOLOGICKÁ KLINIKA LF UK A FN 
HRADEC KRÁLOVÉ 

Ve dnech 17. – 20. kvûtna 2007 probûhl v amsterdamském
konferenãním centru RAI 1. svûtov˘ kongres International
Academy of Oral Oncology (IAOO). Spoleãnost vznikla
v roce 2005 na Krétû. Skupina pfiedních svûtov˘ch odbor-
níkÛ v problematice nádorov˘ch onemocnûní v oblasti hla-
vy a krku, angaÏujících se v mezinárodní organizaci Inter-
national Congress on Oral Cancer (ICOOC), cítila silnou
potfiebu vytvofiit multidisciplinární fórum, na kterém by se
setkávali jak kliniãtí, tak v˘zkumní pracovníci, maxilofaci-
ální a orální chirurgové, plastiãtí a rekonstrukãní chirurgo-
vé, zubní lékafii, onkologové, radioterapeuti, orální patolo-
gové, odborníci z oblasti orální medicíny i dal‰í zdravotnick˘
personál (zdravotní sestry, rehabilitaãní pracovníci). Zaklá-
dajícími ãleny, ktefií také tvofií pfiedstavenstvo akademie,
jsou C. Scully, A. Rapidis, J. P. Shah, J. Langdon a J.-L.
Lefebvre. Snahy o spojení s ICOOC v jednu organizaci na
kongresu ICOOC v italském Gradu v roce 2006 sice gene-
rální tajemník ICOOC A. Varma zamítl, mladá odborná spo-
leãnost v‰ak roste velmi rychle a jejího prvního kongresu se
zúãastnilo pfies 750 úãastníkÛ z celého svûta.
Program probíhal ve ãtyfiech paralelních sekcích (panelo-
vé diskuse a debaty, sympozia odborn˘ch spoleãností zab˘-
vajících se problematikou malignit v oblasti hlavy a krku,
dvû sekce pro krátká ústní sdûlení), samozfiejmostí byla
i posterová sekce. Témata zahrnovala genetiku, epidemio-
logii, diagnostiku, staging, terapii a prognózu zhoubn˘ch
onemocnûní v oblasti hlavy a krku vãetnû dutiny ústní, reha-
bilitaci a kvalitu Ïivota pacientÛ s tûmito onemocnûními.
Mnoho ãasu a prostoru bylo vûnováno rekonstrukãní chi-
rurgii, ve které je asi nejvût‰ím „hitem“ posledních let rekon-
strukce defektÛ v dutinû ústní pomocí voln˘ch lalokÛ z pfied-
loktí, které se v dutinû ústní po granulaãní fázi dokáÏí
„remukozalizovat“. UmoÏÀují tedy dosáhnout v˘born˘ch
v˘sledkÛ i po velmi rozsáhl˘ch operacích. Vcelku v‰ak bylo
seznáno, Ïe i pfies velké pokroky v diagnostice i terapeutic-
k˘ch metodách v posledních desetiletích se nepodafiilo nijak
v˘raznû zv˘‰it procento pfieÏívajících pacientÛ. Jediné
pokroky, kter˘ch obor dosáhl, jsou právû v moÏnostech
rekonstrukce a tím snad i ve zv˘‰ení kvality Ïivota tûchto
onkologick˘ch pacientÛ. MoÏnosti v rehabilitaci Ïv˘kacích
a polykacích funkcí, fieãi a estetického v˘sledku jsou ohro-
mující, jiné funkce, napfi. funkci slinn˘ch Ïláz a ãití v ope-
rované oblasti v‰ak stále obnovit nedokáÏeme. 
Zajímavé byly také prezentace z oblasti v˘zkumu moleku-
lárnû-genetické terapie nádorov˘ch onemocnûní v oblasti
hlavy a krku. MoÏné léãebné pfiípravky jsou v‰ak zatím jen
v ãasn˘ch stadiích klinického v˘zkumu. Zafiazení tûchto lékÛ
do bûÏné praxe nelze je‰tû v nejbliÏ‰ích letech oãekávat.

Velmi zajímavá a vzru‰ující byla polemika na vûãné téma,
jak˘ terapeutick˘ postup zvolit u tzv. klinicky negativní-
ho krku (tj. maligních onemocnûní v oblasti hlavy a krku
bez klinického postiÏení lymfatického systému a bez
metastáz, dle TNM klasifikace ve stadiu T+ cN0 M0) a uÏi-
tí techniky biopsie sentinelové mízní uzliny (BSMU)
v tûchto pfiípadech. Obhájcem této techniky byl S. Sto-
eckli z Curychu, na jehoÏ pracovi‰ti je BSMU standardem
péãe. Skupinu oponentÛ v debatû vedl A. Shaha z Memo-
rial Sloan-Kettering Cancer Center v New Yorku. Za kla-
sické indikace BSMU povaÏuje Stoeckli staging ipsilate-
rálních krãních uzlin u jednostranného nádoru ve stadiu
T+ cN0 M0 a staging bilaterálních krãních uzlin u nádo-
rÛ ve stfiední ãáfie ve stadiu T+ cN0 M0. Pfiidal v‰ak i sta-
ging kontralaterálních krãních uzlin u nádorÛ s ipsilate-
rálnû postiÏen˘mi krãními uzlinami a dosud neuÏívanou
indikaci pro mapování lymfatické drenáÏe lokálních reci-
div, tûÏko pfiedvídatelné po pfiedchozích chirurgick˘ch,
chemo- nebo radioterapeutick˘ch zákrocích. Zastánci
techniky BSMU, ktefií mají dostatek technick˘ch zku‰e-
ností, se shodli, Ïe BSMU je málo vhodná pro pouÏití
u nádorového postiÏení spodiny dutiny ústní, kde se sen-
tinelovou uzlinu vzhledem k blízkosti a síle radioaktivity
primárního tumoru podafií identifikovat jen o nûco více
neÏ v 80 % pfiípadÛ (u ostatních oblastí dutiny ústní jsou
schopni dosáhnout více neÏ 95% úspû‰nosti). BSMU zde
tedy tito autofii nedoporuãují, aspoÀ ne jako jedin˘ sta-
gingov˘ nástroj, a shodují se spí‰e na bilaterální elektiv-
ní krãní disekci. Techniku také odmítají pro vy‰‰í procento
nesprávn˘ch v˘sledkÛ u nádorÛ ve stadiu T3/T4 a nedo-
poruãují ji v dutinû ústní aplikovat ani v oblasti jizvy po
primárním tumoru, byÈ by byla excize provedena v nedá-
vé minulosti. V tom se velmi li‰í od BSMU u koÏních
malignit, kde se lymfotropní látka aplikuje ve vût‰inû pfií-
padÛ (zejm. u maligního melanomu) do okolí jizvy jiÏ
excidovaného útvaru.
Oponenti i obecenstvo v‰ak byli pro jin˘ postup terapie
v pfiípadû stadia cN0 – pro tumory ve stadiu T1 by vût‰ina
pfiítomn˘ch zvolila ostraÏité sledování pacienta a pro tumo-
ry ve stadiu T2 elektivní krãní disekci. Na ãem se oba tábo-
ry shodly bylo konstatování, Ïe u kaÏdého primárního dlaÏ-
dicobunûãného karcinomu dutiny ústní pfiekraãujícího
hloubku 4 mm a tumoru orofaryngu pfiekraãujícího hloub-
ku 2 mm je nutné krãní mízní uzliny vy‰etfiit, aÈ uÏ pomo-
cí BSMU nebo elektivní krãní disekce.
Dal‰í kontroverzní otázkou zÛstává, zda je efektivní uÏívat
BSMU i u dlaÏdicobunûãn˘ch karcinomÛ rtu, kteráÏto loka-
lizace tvofií 40 % pfiípadÛ malignit v oblasti hlavy a krku
a pravûpodobnost jejich metastazování je mnohem niÏ‰í neÏ
u karcinomÛ v dutinû ústní a v orofaryngu.
Své zku‰enosti s BSMU v oblasti hlavy a krku prezentova-
li formou krátk˘ch ústních sdûlení i dal‰í pfiední odborníci
z oboru. 
Abstrakta z konference byla publikována v supplementu
kvûtnového ãísla Oral Oncology, kter˘ je oficiálním peri-
odikem IAOO. Více informací o IAOO je moÏné získat na
webov˘ch stránkách http://www.eastman.ucl.ac.uk/iaoo/
a http://www.iaoo2007.com.
Dal‰í kongres IAOO je plánován v roce 2009 v kanadském
Torontu.
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ZPRÁVA Z KONFERENCE ASCO 2007
CHICAGO, IL, 3.-6. âERVNA 2007

PETRÁKOVÁ K.

Letos se konala uÏ 43. konference ASCO, kde se rok od roku
úãastní více náv‰tûvníkÛ. V dÛsledku velkého poãtu úãast-
níkÛ roste i nároãnost na organizaci a prostory. To je hlav-
ním dÛvodem, proã se nûkolik dal‰ích roãníkÛ konference
bude konat opût v Chicagu, které nárokÛm vyhovuje.
S dobou se mûní i stûÏejní témata konference. Hlavními
oãekávan˘mi tématy je‰tû pfied pár lety byly v˘sledky vel-
k˘ch klinick˘ch studií buì s nov˘mi cytostatiky nebo
s novou indikací cytostatik. Leto‰ní konference se nesla
hlavnû v duchu biologické léãby a prediktivních a pro-
gnostick˘ch faktorÛ. Dále bych zab˘vala novinkami z kon-
ference podle jednotliv˘ch témat: 

Karcinom prsu.
V˘sledky velk˘ch randomizovan˘ch studií, zab˘vajících
se otázkou, jaká je optimální adjuvantní hormonální léã-
ba postmenopauzálních pacientek s pozitivními steroidní-
mi receptory, byly prezentovány na posledních konferen-
cích ASCO. V‰echny zatím prokázaly lep‰í léãebné
v˘sledky inhibitorÛ aromatázy ( IA) proti tamoxifenu (TX)
samotnému. Otázkou zÛstává ale optimální pouÏití IA. Pro-
fesor Cuzick ( abstr. 541) s kolegy vytvofiili matematick˘
model na základû dosavadních v˘sledkÛ klinick˘ch studií
s pouÏitím IA (ATAC, BIG 1-98, IES), kter˘ by mohl pre-
dikovat pfiínos léãby IA pfii dobû sledování 10 a 20 let. Pod-
le modelu je iniciální léãba IA ( up-front) dominantní stra-
tegie proti léãbû samotn˘m TX (riziko rekurence v 10 a 20
letech je 17,9% a 35,4%), iniciální léãba IA je jenom mír-
nû lep‰í neÏ sekvenãní léãba IA (riziko rekurence v 10 a 20
letech je 18% a 35,5%) a 5-letá léãba TX je spojená s nej-
vût‰ím rizikem rekurence ( v 10 letech 22,9% a v 20 letech
39,3%). V podobném duchu vyznûla i práce Ciccarese
(abstr. 539), kter˘ provedl metaanal˘zu 10 randomizova-
n˘ch adjuvantních studií srovnávajících IA a TX. Podle
v˘sledkÛ metaanal˘zy má nejvût‰í pfiínos sekvenãní léãba
IA (absolutní benefit 3,5%), potom prodlouÏená adjuvan-
ce (absolutní benefit 2,5%) a nakonec iniciální léãba IA
(absolutní benefit 2,3%). Celkové pfieÏívání bylo signifi-
kantnû lep‰í u celé populace pacientek léãen˘ch IA
(p=0,037) a u pacientek léãen˘ch IA v sekvenãním podání
(p=0,003). Navíc metaanal˘za potvrdila, Ïe parametr pfie-
Ïívání bez známek nemoci (DFS- disease free survival) je
siln˘m prediktorem celkového pfieÏívání pacientek (OS-
overall survival). 
Pfiesto v‰ak TX nadále zÛstává standardním léãebn˘m
postupem pro urãitou skupinu pacientek, jak potvrdil
Osbourne ve své edukaãní lekci o hormonální léãbû. 
Jedním z moÏn˘ch prediktivních faktorÛ rezistence na TX
se podle posledních prací jeví cyclin D1, jak prokázala i prá-
ce Filipitse (abstr. 521). Na souboru pacientek ze studií
ABSCG 5 a 6 potvrdil, Ïe pacientky, které mûly nádory
s prokázanou pozitivitou cyclinu D1, kter˘ byl vy‰etfien
imunohistochemicky (IHC), mûly signifikantnû krat‰í OS
(p=0,003) a dobu do relapsu (RFS-relaps free survival)
(p=0,0001). V úvahu je v‰ak nutné vzít i zmûnu imunofe-
notypu nádoru v dobû metastazování. 
Zajímavou práci pfiednesl Broom (abstr.1021), ve které

srovnal 62 vzorkÛ primárních nádorÛ karcinomu prsu
a jejich metastáz. AÏ v 17,7% pfiípadÛ do‰lo ke zmûnû sta-
vu receptoru ER v dobû metastazování a aÏ v 37,3% pfiípa-
dÛ ke zmûnû stavu receptoru PR, pfiiãemÏ nedocházelo
k podstatnûj‰ím zmûnám receptoru HER2.
Pfiínos adjuvantní léãby Herceptinem u pacientek s pro-
kázanou overexpresí HER2 byl doloÏen v˘sledky nûkoli-
ka klinick˘ch studií a je nesporn˘. Na konferenci byly letos
prezentovány v˘sledky nové kombinované anal˘zy studií
NSABP B-31 a Intergroup N9831 u 3711 pacientek s medi-
ánem sledování 2,9 roku. Hlá‰eno bylo celkem 619 udá-
lostí (rekurence, duplicitní primární karcinom nebo úmrtí
bez rekurence) 397 bylo v kontrolní vûtvi a 222 ve vûtvi
s trastuzumabem. âtyfileté pfieÏívání pacientek bez známek
nemoci (DFS - disease free survival) bylo 85,9% (95% inter-
val bezpeãnosti [CI], 84,0-87,8%) a 92,6% (95% CI; 91,2-
94,2%) u pacientek léãen˘ch trastuzumabem a ãtyfileté cel-
kové pfieÏívání (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) a pro OS 0,65 (p=0,0007;
95 CI, 0,51-0,84). Nová anal˘za tedy prokázala pfietrváva-
jící pfiínos léãby trastuzumabem v adjuvanci i s del‰í
dobou sledování, pfiiãemÏ nebyla nalezena podskupina paci-
entek, která by mûla vût‰í prospûch z léãby. Pfiínos léãby
byl pfiitom nezávisl˘ na dávkovacím schématu paclitaxelu,
pfiiãemÏ trastuzumab sníÏil riziko lokální i vzdálené reku-
rence. Léãba trastuzumabem je vesmûs velice dobfie tole-
rována a nejváÏnûj‰ím neÏádoucím úãinkem zÛstává kar-
diotoxicita. 
Proto byly oãekávané v˘sledky nové anal˘zy karditoxici-
ty trastuzumabu ve studii NSABP B-31. Podle posledních
publikovan˘ch v˘sledkÛ, byla v mediánu sledování 3 let
kumulativní incidence kardiotoxicity u pacientek v kon-
trolní skupinû 0,8% a ve skupinû s trastuzumabem 4,1%.
Podle v˘sledkÛ prezentovan˘ch profesorkou kardiologie
Rastogi (abstr. LBA513) na ASCO 2007 se kardiotoxicita
v mediánu sledování 5 let v˘raznû nezmûnila (0,9% vs
3,9%). Za rizikov˘ faktor lze na základû anal˘zy povaÏo-
vat vûk pacientek nad 49 let, hypertenzi vyÏadující léãbu
a sníÏení LVEF po léãbû s antracykliny pod 54%. 
V poslední dobû se opakovanû fie‰ila otázka, kolik kopií
chromozomu 17, na kterém je lokalizován gen pro HER2,
lze oznaãit za overexpresi HER2. 
Na základû v˘sledku studie CALGB 9840, prezentované
letos Kaufmanem (abstr.1009) byl prokázán pfiínos léãby
trastuzumabem u pacientek s metastatick˘m karcinomem
prsu i pfii pouhé polyzomii chromozomu 17 ( p=0,045). A co
víc, podle anal˘zy ve studii NSABP B-31 prezentované Pai-
kem (abstr.511) byl prokázán pfiínos léãby dokonce i pro
pacientek s negativitou HER 2 (pro IHC negativní p=0,0017
a pro FISH negativní p=0,026).
Jednou z otázek, kterou sebou léãba trastuzumabem pfiine-
sla, je incidence mozkov˘ch metastáz. Podle retrospek-
tivní studie z MD Andersonu na souboru 750 pacientek,
kterou prezentoval Pinder (abstr.1018), mají pacientky
s overexpresí HER2 léãené trastuzumabem 2,8 krát vy‰‰í
riziko vzniku mozkov˘ch metastáz proti pacientkám, kte-
ré trastuzumabem léãeny nebyly. Paradoxnû, pfieÏívání
pacientek po objevení se mozkov˘ch metastáz bylo signi-
fikantnû lep‰í u skupiny léãené trastuzumabem. (33,5 mûsí-
ce vs 29,4 mûsíce). Zajímavé bylo i zji‰tûní Sawriena, kte-
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r˘ na soboru pacientek prokázal, Ïe pacientky s mozkov˘-
mi metastázami a souãasnû overexpresí HER2 Ïijí déle neÏ
pacientky s mozkov˘mi metastázami bez overexprese HER
2 ( 65 t˘dnÛ vs 33 t˘dnÛ; p= 0,025).
Slibn˘m preparátem v biologické léãba karcinomu prsu
u pacientek s overexpresí HER2 se jeví b˘t lapatinib, orál-
ní inhibitor tyrosin kinázy receptoru HER2. Ve studii II.
fáze EGF105084 prezentované Li Nu (abstr. 1012) proká-
zal aÏ u 28% pacientek signifikantní zmen‰ení objemu moz-
kov˘ch metastáz a prodlouÏení doby do progrese (PFS-pro-
gression free survival).

Gastrointestinální trakt.
Ani zafiazení nov˘ch cytostatik nezlep‰ilo léãebné v˘sled-
ky u karcinomu pancreatu. Dal‰í snahou, jak zlep‰it pro-
gnózu tohoto onemocnûní, je pfiidání biologické léãby
k standardní cytostatické. Kindler (abstr.4508) prezentoval
v˘sledky klinické studie III.fáze GALGB 80303, které
cílem bylo zjistit pfiínos pfiidání bevacizumabu k gemcita-
binu proti gemcitabinu samotnému. Nebyl nalezen rozdíl
v léãebn˘ch vûtvích ani v parametru léãebné odpovûdi (RR-
response rate) ani v parametru DFS nebo OS. V˘sledky kon-
trastují s nedávno prezentovan˘mi v˘sledky studie II. fáze.
Rozdíl mezi studiemi byl hlavnû ve v˘bûru pacientÛ. Ve
studii III. fáze byli zafiazeni pacienti s hor‰í prognózou. Ve
stejném duchu vyznûly i závûry studie SWOG S025 pre-
zentované Philipem (abstr. LBA4509). Léãebné v˘sledky
kombinací cetuximab a gemcitabin byly stejné jako gem-
citabin samotn˘. Léãebné vûtve se neli‰ili ani v parametru
OS. Jedin˘m pfiínosem bylo prodlouÏení doby do selhání
léãby (TTF- time to treatment failure).
Hepatocelulární karcinom je dal‰í relativnû chemorezi-
stentní onemocnûní. Podle v˘sledkÛ klinické studie SHARP
prezentované Llovetem (abstra.LBA1) by mohla jeho pro-
gnózu v˘raznû zlep‰it biologická léãba sorafenibem. Pod-
le studie sorafenib zlep‰uje OS o 44% a prodluÏuje TTP
o 73%. Na základû v˘sledkÛ této studie byl sorafenib na
konferenci doporuãen jako standardní léãba hepatocelulár-
niho karcinomu. 
Neoadjuvantní chemoterapie u primárnû operabilního
karcinomu Ïaludku a gastroesophageální junkce nebyl
dosud standardním postupem. Studie FFCD 9703 prezen-
tována Puntem (abstr.4510) je dal‰í studií, která potvrdila
pfiínos neoadjuvantní chemoterapie v této indikaci. Pacienti
léãení neoadjuvantní chemoterapií kombinací cisplatina
a fluorouracil mûli signifikantnû vy‰‰í podíl resekci R0,
DFS (34% vs 21%; p=0,0033) a OS (38% vs 24%; p=0,021).
Onkologové ãasto fie‰í ve své denní praxi otázku, zda paci-
enta s metastatick˘m kolorektálním karcinomem léãit
kombinovanou chemoterapií nebo sekvenãní monoterapií.
Na tuto otázku dává ãásteãnû odpovûì nizozemská klinic-
ká studie CAIRO prezentována Puntem (abstr. 4012). Paci-
enti byli léãeni buì kombinací capecitabin a irrinotecan
v první linii a capecitabin a oxaliplatina v druhé linii nebo
capecitabinem v první linii, irrinotecanem v druhé linii
a capecitabinem s oxaliplatinou v tfietí linii. Nebyl rozdíl
v OS mezi jednotliv˘mi skupinami pacientÛ.
Bevacizumab se stal souãástí standardní léãby první linie
kolorektálniho karcinomu. Potvrzují to i v˘sledky klinické
studie III.fáze N016966 (XELOX-1) prezentované Saltzem
(abstr.4028). Pfiidání bevacizumabu do kombinace s reÏi-
mem XELOX nebo FOLFOX prodlouÏilo dobu do progre-

se onemocnûní (PFS- progression free survival) (9,4 vs 8,0
mûsíce; p= 0,00223). V parametru OS byl pouze trend ke
zlep‰ení ( 19,9 vs 21,3 mûsíce; p=0,0769).Otázkou zÛstá-
vá jak dlouho léãit pacienty bevacizumabem.. V observaã-
ní studii BRITE (Grothey, abstr.4036) Ïili pacienti, ktefií
byli léãeni kombinací s bevacizumabem i po selhání první
linie léãby v kombinaci s bevacizumabem déle neÏ pacien-
ti léãeni reÏimem bez bevacizumabu (19,9 vs 31,8 mûsíce). 
De Gramont prezentoval v˘sledky studie MOSAIC v medi-
ánu sledování 6 let. (abstr.4007) S prodluÏující dobou sle-
dování se pfiínos oxaliplatiny v adjuvantním podání nemû-
ní a zlep‰uje DFS celé populace pacientÛ (67,4 vs 73,3%)
a OS u pacientÛ v III. klinickém stadiu (HR 0,78; p= 0,05).
Nebylo prokázané zlep‰ení OS pro skupinu pacientÛ v II.
klinickém stadiu..
V poslední dobû je opakovanû diskutovan˘ prognostick˘
v˘znam cirkulujících nádorov˘ch bunûk u pacientÛ s rÛz-
n˘mi malignitami, hlavnû karcinomem prsu a kolorektál-
ním karcinomem. Meropol (abst.4010) prezentoval v˘sled-
ky mezinárodní klinické studie, ve které na souboru 400
pacientÛ prokázal, Ïe poãet cirkulujících nádorov˘ch bunûk
v periferní krvi, odebran˘ch pfied léãbou je siln˘m predik-
torem PFS i OS. Pfii zavádûní pofiád nov˘ch biologick˘ch
lékÛ do léãby solidních nádorÛ je snahou urãit aspoÀ pre-
diktivní faktory odpovûdi na biologickou léãbu.. Podle
retrospektivní anal˘zy Finocchiara (abstr.4021) byl vy‰‰í
poãet kopií EGFR genu a wild-type K-ras spojen˘ se sig-
nifikantnû lep‰í odpovûdí na léãbu cetuximabem. Vy‰‰í
poãet kopií HER2 genu predikoval ãasné selhání léãby cetu-
ximabem.

Karcinom plic.
Biologická léãba proniká v souãasné dobû do léãby v‰ech
solidních nádorÛ. Je tomu tak i u karcinomu plic. Podle
v˘sledkÛ klinické studie II. fáze (Butts, abstr. 7539) pfiidá-
ní cetuximabu k léãbû metastatického karcinomu plic kom-
binovan˘m reÏimem cisplatina a gemcitabin signifikatnû
prodlouÏilo PFS (4,21 vs 5,09 mûsíce) a OS (49,9 vs 37,5
t˘dnÛ). Japonská klinická studii III.fáze (NiHo, abstr.
LBA7509) srovnává léãebn˘ efekt gefitinibu proti doceta-
xelu v monoterapii u pacientÛ s nemalobunûãn˘m metas-
tatick˘m karcinomu plic, ktefií byli léãeni jednou anebo dvû-
ma chemoterapeutick˘mi reÏimy na bázi cisplatiny. Nebyl
prokázán rozdíl v OS mezi léãebn˘mi vûtvemi. Lep‰í odpo-
vûì na léãbu gefitinibem mûli: Ïeny, pacienti PS2, nekufiá-
ci, pacienti léãeni za ménû neÏ 6 mûsícÛ od poãátku diag-
nózy a dobrá odpovûì na pfiedchozí chemoterapii.
Mozek je jedním z nejãastûj‰ích míst metastazování malo-
bunûãného karcinomu plic. Proto byla zásadní v˘sledky kli-
nické studie EORTC 08993-22993 prezentované Slotma-
nem (abstr. 4). Podle jejich v˘sledkÛ profylaktické ozáfiení
krania u extenzivního onemocnûní signifikantnû zlep‰ilo
OS ( HR 0,68; p= 0,003) a TTF ( HR 0,76; p= 0,02).

Urogenitální trakt
Sorafenib je v souãasné dobû schválen k léãbû metasta-
tického renálního karcinomu po selhání imunoterapie.
Na ASCO konferenci byly Bukowskim (abstr. 5023) pre-
zentovány v˘sledky koneãné anal˘zy klinické studie III.
fáze. Léãba sorafenibem signifikantnû prodlouÏila pfie-
Ïívání pacientÛ proti placebu (HR 0,78; p= 0,028). Navíc
byly u pacientÛ mûfieny plasmatické hladiny VEGF
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a sVEGFR2 pomocí Elisy. V˘chozí plazmatická hladi-
na VEGF je podle v˘sledkÛ studie nezávisl˘m prognos-
tick˘m faktorem a predikuje vût‰í pfiínos léãby sorafe-
nibem. Szczylik (abstr. 5025) prezentoval v˘sledky
klinické studie II.fáze, která srovnává sorafenib v první
linii pro metastatick˘ renální karcinom proti léãbû inter-
feronem. Nebyl prokázán signifikantní rozdíl v para-
metru PFS. Jedin˘ pfiínos léãby sorafenibem byl v kon-
trole onemocnûní .
Sunitinib je dal‰í biologickou léãbou, která se v dne‰ní dobû
stala standardní léãbou metastatického renálniho karcino-
mu po selhání imunoterapie. Podle nejnovûj‰ích v˘sledkÛ
známé Motzerove klinické studie III.fáze dosahuje léãba
sunitinibem v první linii aÏ 44 % RR zatímco léãba inter-
feronem pouze 11%. Medián PFS je 11 mûsícÛ proti 4 mûsí-

cÛm. Prediktivními faktory lep‰í odpovûdi na sunitinib jsou
podle studie v˘chozí hodnoty hemoglobinu, hladina kori-
govaného kalcia, celkov˘ stav pacienta a poãet lokalit
metastáz.

Hlava a krk
Podle slov J.Vermorkena z Belgie je EXTREME je první
klinická studie za posledních 25 let, která prokázala zlep-
‰ení pfieÏívání pacientÛ s lokálnû pokroãil˘m nebo metas-
tatick˘m karcinomem hlavy a krku proti chemoterapii na
bázi platiny. Studie srovnává léãbu reÏimem cisplatina nebo
karboplatina plus fluorouracil proti stejné kombinaci s pfii-
dáním cetuximabu. Medián OS byl 10,1 mûsíce pro paci-
enty léãené cetuximabem a 7,4 mûsíce pro pacienty bez
cetuximabu (HR 0,797; p=0,036)
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VáÏení kolegové,

srdeãnû Vás zveme na onkogynekologick˘ semináfi

Pokroky v diagnostice a léãbû karcinomu ovária
pofiádan˘ Onkogynekologick˘m centrem 

Gynekologicko-porodnické kliniky I. LF UK a VFN v Praze, 
1. lékafiskou fakultou UK 

a Nadaãním fondem Vita et futura

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

Program:

● Epidemiologie a prognóza As. MUDr. D. Pavli‰ta 

● Testování na hereditární syndromy, profylaktická adnexektomie, 

sledování Ïen s mutací BRCA MUDr. M. Zikán, PhD 

● Rizikové faktory, moÏnosti prevence Doc. MUDr. P. Freitag, CSc 

● Zhoubné a border-line nádory v UZ obraze As. MUDr. D. Fischerová 

● Nové biomarkery (proteomika, tumorové markery) MUDr. J. Lacheta 

● Management border-line nádorÛ ovaria Doc. MUDr. D. Cibula, CSc 

● Základy ambulantní chemoterapie a podpÛrné léãby MUDr. N. Janãárková 

● Management ãasn˘ch stádií MUDr. J. Sláma 

● Management pokroãil˘ch stádi Doc. MUDr. D. Cibula, CSc 

Registrace je platná po uhrazení poplatku. 

Pfiihlá‰ení úãastníci kurzu obdrÏí pozvánku se sloÏenkou (na pozvánce bude uvedeno bankovní spojení pro bezhotovostní pfievod) . Poplatek ãiní
750,- Kã, na místû v hotovosti 950,- Kã. Organizátor není plátcem DPH. 

Absolventi kurzu obdrÏí certifikát podle Stavovského pfiedpisu ã. 16 âLK.

Va‰e pfiihlá‰ky prosím posílejte na adresu: Dûkanát 1. LF UK - odd. do‰kolování lékafiÛ, Katefiinská 32,
121 08 Praha 2, e-mail: eva.svobodova@lf1.cuni.cz, nebo vzdelavani.lekaru@lf1.cuni.cz, tel. + fax: 224965675, mobil: 732146799. 
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informace âOS

Prohlá‰ení âeské onkologické spoleãnosti 
J. E. Purkynû ke zvefiejnûn˘m údajÛm evropské 
populaãní 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 ãeská vefiejnost informována o údaj-
nû ‰patn˘ch léãebn˘ch v˘sledcích ãeské onkologie, které
byly publikovány ve studii EUROCARE-4 v zahraniãním
ãasopise Lancet Oncology. Tato studie srovnává data
o pûtiletém pfieÏití onkologick˘ch pacientÛ diagnostiko-
van˘ch v letech 1995 - 99, s následn˘m sledováním do roku
2003, ve vybran˘ch evropsk˘ch státech (1). Navazující stu-
die potom pfiiná‰í i aktualizovaná data o pfieÏití v letech 20-
00-2002 (2). Pro âeskou republiku je zde u fiady onkolo-
gick˘ch diagnóz skuteãnû publikováno relativnû nízké
dosahované pfieÏití ve srovnání s nejvyspûlej‰ími evrop-
sk˘mi státy. 

Vedení âeské onkologické spoleãnosti se proti tûmto
v˘stupÛm zcela zásadnû ohrazuje a odmítá je. KaÏd˘ pub-
likovan˘ v˘stup musíme posuzovat a váÏit podle vstupních
informací, ze kter˘ch vze‰el. Pro studii EUROCARE-4
byly z âR nahlá‰eny zcela nerelevantní a nereprezentativní
údaje, jak dále doloÏíme. Zahraniãní autofii studie ov‰em
nejsou na vinû, neboÈ pracovali s oficiálnû pfiedan˘mi daty
na‰eho státu a nemûli dÛvod je zpochybÀovat. Vinu nese
správce národních onkologick˘ch dat, Ústav zdravotnic-
k˘ch informací a statistiky âR (ÚZIS âR), resp. Minis-
terstvo zdravotnictví âR, pod jehoÏ hlaviãkou musela b˘t
data oficiálnû pfiedána . Na oficiálních publikacích studie
EUROCARE-4 je jako odpovûdná pfiedávající osoba uve-
den Mgr. J. Holub, pracovník ÚZIS âR. Z ãasov˘ch úda-
jÛ vypl˘vá, Ïe toto probûhlo je‰tû za b˘valého vedení minis-
terstva pfied volbami v roce 2006. Velmi smutné je, Ïe se tak
stalo opakovanû, podobné problémy totiÏ byly s ãesk˘mi

daty jiÏ pfii publikování studie EUROCARE-3 v roce 2003.
Ani pfies velmi silné protesty odborné onkologické spo-
leãnosti nedo‰lo bohuÏel k nápravû. 

âeská republika vede dlouhodobû (od roku 1977) Národní
onkologick˘ registr, kter˘ patfií mezi nejvût‰í a nejkvalit-
nûj‰í databáze Evropy. Nadto jde o databázi reprezentativ-
ní a úplnou, neboÈ jsou v ní zadána data o v‰ech pacientech
za celé sledované období. Vedení této databáze vypl˘vá ze
zákona a je tedy povinné. Za celé období sledování registr
obsahuje více neÏ 1,4 milionu záznamÛ, za období t˘kají-
cí se studie EUROCARE-4 (1995-99) jde o více neÏ 270
000 záznamÛ. Nicménû oficiální podklady pro studii
EUROCARE-4 byly pfiedány pouze ze západních âech a to
zfiejmû opût nereprezentativnû. Zmínûná zahraniãní publi-
kace uvádí 19 423 pfiedan˘ch záznamÛ z této oblasti, nic-
ménû v Národním onkologickém registru máme za období
1995-99 vedeno pro PlzeÀsk˘ a Karlovarsk˘ kraj 24 257
záznamÛ. Obdobné nesrovnalosti lze nalézt i v datech vyká-
zan˘ch z âR do pokraãující anal˘zy pro období 2000-2002.
Vût‰ina státÛ zahrnut˘ch do EUROCARE-4 pfiitom poskyt-
la úplná, tedy reprezentativní data za celou populaci a uved-
la 100% pokrytí své populace. Pro âeskou republiku
EUROCARE-4 uvádí pouze 8% pokrytí populace. Pfieda-
ná data tedy vypovídají pouze o velmi minoritní ãásti na‰e-
ho registru a státu. V Ïádném pfiípadû nelze tyto údaje zobec-
nit na celou republiku. Celorepubliková data, která máme
dlouhodobû k dispozici, nebyla do studie pfiedána. Pfiedání
dat nebylo s odbornou spoleãnosti nijak konzultováno. 

Odborná onkologická spoleãnost nyní podnikne nutné kro-
ky k nápravû situace. âe‰tí onkologové v˘sledky léãby
dlouhodobû sledují a mají k dispozici údaje vypovídající
o celé ãeské populaci. Tyto relevantní hodnoty pfievy‰ují
u fiady onkologick˘ch diagnóz evropsk˘ prÛmûr a obhaju-
jí tak i velké investice, které ve prospûch onkologické léã-
by ãesk˘ stát vynakládá. V pfiiloÏené tabulce uvádíme hod-
noty pfieÏití pro nûkteré onkologické diagnózy, kalkulované

Vybrané diagnózy

Pûtileté relativní pfieÏití dosahované v âR Pûtileté relativní pfieÏití

uvádûné pro Evropu

Pacienti

V‰ichni pacienti *

ve studii EUROCARE-4

s protinádorovou (pacienti diagnostikovaní 

léãbou v období 1995-99)

C50: Prs (Ïeny) 80,3 % 78,8 % 79,5 %

C18-C21: Tlusté stfievo 
a koneãník

57,1 % 49,5 % 53,5 %

C43: Melanom kÛÏe 84,1 % 83,3 % 85,4 %

C34: PrÛdu‰ky a plíce 13,1 % 9,9 % 10,2 %

Tabulka: *Urãité procento nádorÛ je diagnostikováno ve velmi pokroãilém stavu, kter˘ jiÏ neumoÏÀuje protinádorovou terapii, pfiípadnû je tato tera-

pie znemoÏnûna zdravotním stavem pacienta nebo i jeho vlastním odmítnutím léãby. Anal˘za provedená na skupinû „v‰ichni pacienti“ tak sice pfiiná-

‰í celková populaãní data, o skuteãném v˘konu zdravotnick˘ch zafiízení ale vypovídá hodnota zji‰tûná u pacientÛ, ktefií pro‰li protinádorovou léãbou. 
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stejnou metodou, jaká byla pouÏita ve studii EUROCARE-
4. Úpln˘ pfiehled v˘sledkÛ léãby pro v‰echny onkologické
diagnózy byl v bfieznu 2007 publikován v ãasopise Klinic-
ká onkologie a v brzké dobû jej dáme k dispozici vefiejnos-
ti na webov˘ch stránkách onkologické spoleãnosti
(www.linkos.cz; www.svod.cz). /Poznámka redakce:
podrobná anal˘za vzniklé situace bude publikována v pfií‰-
tím ãísle ãasopisu Klinická onkologie/.

V˘sledky pûtiletého relativního pfieÏití onkologick˘ch
pacientÛ dosahované v âR 
(data pro vybrané diagnózy za období 1995 - 2003, zahr-
nuty jsou validní záznamy ze v‰ech typÛ zdravotnick˘ch
zafiízení, vûkovû standardizováno, odk. ã. 3, tab.*). 

V tomto prohlá‰ení se snaÏíme pfiedev‰ím zastavit ‰ífiení
dezinformací o ‰patné léãbû onkologick˘ch pacientÛ v âR.
Jde o velmi závaÏnou skuteãnost, jak z profesionálního, tak
i z lidského hlediska. V na‰em státû Ïije nûkolik set tisíc
onkologick˘ch pacientÛ a tito lidé, ani jejich pfiíbuzní, nesmí
b˘t psychicky po‰kozováni ‰ífiením takto popla‰n˘ch zpráv.
Prohla‰ujeme tedy, Ïe ãeská onkologie za posledních 15 let
v˘raznû zlep‰uje své v˘sledky, které jsou nyní na evropské

i n f o r m a c e
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VáÏené kolegynû, váÏení kolegové,

V̆ bor âeské onkologické spoleãnosti si Vám dovoluje oznámit smutnou zprávu , po dlouhé nemo-
ci zemfiel prim. MUDr. Jan Fischer. 
Primáfi Fischer byl dlouholet˘m vedoucím onkologického pracovi‰tû Krajské nemocnice v âes-
k˘ch Budûjovicích. Byl nejenom vynikajícím onkologem a radioterapeutem, ale také neúnav-
n˘m bojovníkem a lep‰í postavení ãeské onkologie a onkologÛ. Pod jeho vedením vzniklo v âes-
k˘ch Budûjovicích v˘znamné onkologické a radioterapeutické pracovi‰tû vybavené moderní
technikou.
Odchodem primáfie Fischera ztrácí ãeská onkologie jednoho z pfiedních odborníkÛ a ti co ho zna-
li, dobrého pfiítele .

âest jeho památce

prof. MUDr. Jifií Vorlíãek, CSc.
pfiedseda âeské onkologické spoleãnosti âLS JEP 

V Brnû 18.ãervence 2007

úrovni a v fiadû diagnóz mírnû pfiekraãují evropsk˘ prÛmûr. 
Samozfiejmû to neznamená, Ïe neexistují problémy. Stále
je vysoké procento nádorov˘ch onemocnûní zachytáváno
ve velmi pokroãilém stavu, kde je jiÏ nadûje na dlouhodo-
bé pfieÏití v˘znamnû sníÏena. Tyto problémy ale odpovídají
situaci v kterékoli jiné evropské zemi. Odborná onkolo-
gická spoleãnost uãiní ve spolupráci se stávajícím vedením
Ministerstva zdravotnictví âR v‰echna potfiebná opatfiení,
aby o tomto vûrohodnû informovala ãeskou vefiejnost a aby
se závaÏná a chybná interpretace národních dat jiÏ neopa-
kovala. 

V Brnû dne 24. 8. 2007


