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prehled

PPARs & NADORY
PPARs & CANCER

STRAKOVA N., EHRMANN J., KOLAR Z.
LABORATOR MOLEKULARNI PATOLOGIE,USTAV PATOLOGIE LF UP OLOMOUC

Souhrn: PPARs (Peroxisome Proliferator-Activated Receptors) jsou jaderné receptory, které patii mezi transkripéni faktory
a podileji se na pfenosu signdli z cytoplazmy do jadra. PPARs existujici v né€kolika isoforméch maji charakteristickou struk-
jsou diabetes, ateroskleréza a nadory. V soucasné dob€ se uvazuje o 1é¢bé nékterych niddort prostiednictvim ligandit PPAR,
které mohou zpiisobit napf. inhibici proliferace ¢i indukci apoptézy nadorovych bunék. Clanek podava piehled o nejnovéjsich
poznatcich z oblasti studia role PPARs v karcinogenezi a nastifiuje mozné terapeutické implikace.

Klicova slova: PPARs, jaderné receptory, ligandy, karcinogeneze, 1é¢ba

Summary: PPARs (Peroxisome Proliferator-Activated Receptors) are nuclear receptors belonging to transcription factors that
participate in the transmission of signals from cytoplasm to nucleus. They have several isoforms with characteristic structure
and some of their natural and synthetic ligands have been identified. PPARSs contribute to the pathogenesis of serious illnesses
such as diabetes, atherosclerosis and tumors. Current thinking centers on the use of PPAR ligand in the treatment of some
tumors through modifying the inhibition of proliferation or induction of apoptosis in tumor cells. This review focuses on

carcinogenesis and it describes their potential therapeutics implications.

Key words: PPARs, nuclear receptors, ligands, carcinogenesis, treatment

JADERNE HORMONALNI RECEPTORY

Jaderné hormondlni receptory jsou ligandem aktivované tran-
skrip¢ni faktory, které se podileji na pfenosu signéli z cyto-
plazmy do jadra. Tyto receptory hraji vyznamnou roli béhem
bunééné signalizace. Lidsky genom obsahuje 47 poznanych
jadernych receptorti (Yong et al. 2003). Rodina jadernych
receptord zahrnuje receptory pro klasické steroidni hormo-
ny, jako jsou estrogeny, androgeny, glukokortikoidy, T3/T4
thyroidni hormony, retinoidy a vitamin D3. Dal$i skupinu
predstavuji receptory aktivované meziprodukty lipidového
metabolismu, jako jsou napfiklad mastné kyseliny, leukotri-
eny, prostaglandiny, derivaty cholesterolu, Zlu¢ové kyseliny
nebo derivaty benzoatu (Privalsky et al. 2004). Receptory pro
tyto ligandy jsou oznacovény jako "adoptované orphan"
receptory, protoZe jejich pfirozené nebo syntetické ligandy
jiZ byly objeveny (Yong et al. 2003). Pfikladem jsou PPARs
(Peroxisome Proliferator-Activated Receptors), LXRs (Liver
X Receptors) a FXRs (Farnesoid X Receptors). Tteti skupi-
nou jadernych receptoril jsou "orphan" receptory (Privalsky
et al. 2004; Escriva et al. 2000). Pfirozené ligandy téchto
receptorti zatim nebyly identifikovdny. Pravdépodobné se
jedné o produkty intraceluldrniho metabolismu, které se béz-
né vyskytuji v buiikdch (Arandaetal. 2001). "Orphan" recep-
tory byly objeveny zhruba pfed 10 lety a zahdjily éru tzv.
reverzni endokrinologie, pfi niZ byly vyhleddny nové hor-
mony a jiné uc¢inné latky, jako napfiklad 9-cis retinovd kyse-
lina, kter4 je ligandem pro nékteré ¢leny rodiny RXR (Reti-
noid X Receptor) (Kliewer et al. 1999).

STRUKTURA JADERNYCH RECEPTORU

Rodina steroidnich a retinoidnich receptorti se vyznacuje vyso-
kou homologii. Struktura vSech jadernych receptort se sklada
z 6 domén: AF-1 (A/B), doména vézici DNA (DBD), oblast
¢epu, doména vézajici ligand (LBD), AF-2. Vyvojové nejsta-

prstl. Tyto zinkové prsty jsou typickym znakem jadernych
receptorl a nejsou pritomny u ostatnich proteint véZicich se
k DNA (Mangelsdorf et al. 1995). V kazdé DBD jadernych
receptoril 1ze nalézt devét cysteinli. Spojovaci oblasti mezi
DBD a C-koncovou doménou receptoru vdzajiciligand (LBD)
je oblast ¢epu (doména D) (Escriva et al. 2000). Tato oblast
¢epu je vyznamna pro vazbu kofaktori a pro udrZeni konfor-
mace receptoru. C-koncova vyvojoveé mirné€ nestabilni domé-
na (LBD) umoZiiuje specifickou aktivaci receptoru v pritom-
nosti ligandu. LBD ptisobi jako molekularni pfepinac receptoru
do transkripcné€ aktivniho stavu (Mangelsdorf et al. 1995).

PPAR (PEROXISOME PROLIFERATOR-ACTIVATED
RECEPTOR)

PPAR jsou jaderné receptory, které jsou aktivované prolifera-
tory peroxizomu (Issemann a Green 1990). Peroxizomy jsou
malé kulaté bunécné organely lokalizované v blizkosti endo-
plazmatického retikula, které se Gcastni syntézy glykolipida,
cholesterolu a Zlu¢ovych kyselin. Krysi a mysi jaterni peroxi-
zomy jsou stimulovany skupinou latek, které se souhrnné ozna-
Cuji jako proliferdtory peroxizom (Cimini et al. 2000; Heu-
vel et al. 1999; Chattopadhyay et al. 2000).

Proliferatory peroxizomu (PP) jsou litky, které nejen zvySu-
ji pocet a velikost jaternich peroxizomd, ale také indukuji
enzymy metabolismu mastnych kyselin, jako jsou oxiddza
acetylkoenzymu A a cytochrom P450-A1. Pokusy na krysach
ukdzaly, Ze PP jsou hepatokarcinogenni latky. Ashby se spo-
lupracovniky (1994) nalezli signifikantni vztah mezi opako-
vanou aplikaci Siroké Skdly asi 70 PP a vznikem nédort jater
u potkant. PP ovliviiuji proliferaci bunék, a tim podporuji riist
nadoru. PP jsou oznacovény za negenotoxické karcinogeny
nebot tyto latky nevedou k pfimému poskozeni DNA (Reddy
etal. 1983). Jedna se o strukturdlné riiznorodou skupinu latek,
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které ve své struktufe obsahuji dlouhy hydrofobni fetézec
azbytek karboxylové kyseliny nebo jejiho esteru. PP jsou l4t-
ky pfibuzné mastnym kyselindim (Heuvel et al. 1999). Mezi
proliferdtory peroxizomi patii hypolipidemika, derivaty fta-
14t0, herbicidy, plasticidy, n€které steroidy, apod. (Rokos et
al. 1997).

Receptory, které jsou aktivované pravé prolifertory peroxi-
zomil byly oznaCeny jako PPAR (Issemann a Green 1990).
PPAR hraji roli v mnoha fyziologickych procesech, jako jsou
metabolismus lipidd a lipoproteinti, rovnovéaha glukézy, dife-
renciace bunék atd. (Blanquart et al. 2003). PPAR« reguluje
katabolismus lipid&i a PPARY jejich anabolismus. Aktivace
PPARa« proliferatory peroxizomt vede k vyvoji nadort jater
umys$i a potkani, ackoliv u lidi tento proces nebyl pozorovan,
coZ je zfejmé dano jednak niz$i hladinou mRNA PPAR v jat-
rech u lidi, neZ jak je tomu u mysi a potkant a nebo deleci exo-
nu 6 ve frakci lidské mRNA (Collett et al. 2000).

PPAR je jadernym receptorem, ktery je schopen pienaset sig-
naly odvozené od lipofilnich faktorti (naptiklad hormony, vita-
miny, mastné kyseliny) do genomu. Stejné jako ostatni jader-
né receptory, také PPAR jsou transkrip¢ni faktory aktivované
ligandy. PPAR tvofi dimer s RXR a vznikly komplex
PPAR/RXR se véze k ,,hormon responsibilnimu elementu®
PPRE (Peroxisome Proliferator Response Element). PPRE se
nachdzi naptiklad v promotoru genu pro lipoproteinovou lipd-
zu, proto nékteré ligandy (fibraty, thiazolidindiony) reguluji
hladinu lipida pravé prostfednictvim LPL (Chinetti et al. 1998).
Dale se PPRE nachézi v apoE/apoCl, ¢imz ligandy PPAR regu-
luji expresi apolipoproteinu E. Tim Ize vysvétlit antiatero-
skleroticky efekt TZD (Galetto et al. 2001). Obecné lze fici,
Ze cilovymi geny, které jsou reguloviany pomoci PPAR, jsou
rustové reguldtory, geny ucastnici se transportu a hromadéni
lipidti, modulace imunitniho systému, zrani bunék, apod. (Bull
et al. 2003).

PPAR se vyskytuje ve 3 izoforméch o, B, y. Déle pak roze-
znavame subtypy PPARY1, PPARY2, PPARY3, které se 1i8i
svym 5’koncem a jsou kontrolovadny svym vlastnim promoto-
rem. [zoformy PPAR jsou kédovany rGiznymi geny a vyzna-
Cuji se rozlisnou tkafiovou specifitou. ZvySena exprese PPAR
byla nalezena v mnoha nadorovych bunécnych liniich, a to
vmozkovych, plicnich a prostatickych bunéc¢nych liniich, dile
pak v liniich odvozenych od niddori mlécné Zlazy, Zaludku
atlustého stfeva (Chattapoadhyay et al. 2000; Collet et al. 2000;
Mueller et al. 1998; Takahashi et al. 1999; Blanquart et al.
2003).

PRIROZENE LIGANDY PPARx

Agonisté PPAR jsou faktory zvySujici transkripcni aktivitu
receptord. Mezi pfirozené ligandy PPAR« patii, mimo vySe
zminénych proliferdtor peroxizomil, také esencidlni mastné
kyseliny (kyselina palmitové, stearova, olejovd, arachidono-
v4, linoleova, linolova apod.). Déle pak nékteré eikosanoidy,
jako napriklad 5,8,11,14-eikosatetraenova kyselina (ETYA),
8(S)-hydroxyeikosatetraenova kyselina (8(S)- HETE), pro-
staglandin A, (PGA,), leukotrien By, atd. (Ehrmann et al.
2002).

PRIROZENE LIGANDY PPARY A PPARS

Prirozenymi ligandy PPARY jsou polynenasycené mastné
kyseliny a jejich derivaty jako je 13-hydroxyoktadekadenova
kyselina (13-HODE), 15-hydroxyeikosatetraenova kyselina
(15-HETE), dale tetradecylthiooctova kyselina (TTA), 15-deo-
xy-Al12,14-prostaglandin J, (15d-PGJ,) nebo prostaglandin D,
(PGD>) (Ehrmann et al. 2002). Mezi ptirodni ligandy PPARO
patii prostacykliny (Chen et al. 2003).

SYNTETICKE LIGANDY PPAR«.

Podobné jako pfirozené ligandy, tak i syntetické ligandy akti-
vuji receptory PPAR, to znamenad, Ze prevadéji tyto receptory
do transkripcné aktivnich forem. Nejstudovanéjsi skupinou
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ligandt PPAR0. jsou fibraty (Willson a Wahli 1997). Dale pak
existuje celd fadanovych ligandit PPARa, jako napiiklad kyse-
lina pseudolarovd (PLAB) (Jaradat et al. 2002), WY 14643
(Heuvel et al. 1999), GW9578 (Miyahara et al. 2000).

SYNTETICKE LIGANDY PPARYy

Syntetickymi ligandy PPARY jsou napfiklad thiazolidindiony
(TZD). Jedna se latky, které sniZuji koncentraci glukozy v krvi,
snizuji glykosylovany podil hemoglobinu a hladinu inzulinu
v séru. Tyto tiCinky zvysuji citlivost k inzulinu. Samotna sekre-
ce inzulinu vSak jimi nenf ovlivnéna. TZD dale sniZuji hladi-
nu glukozy v plazmé a sniZuji krevni tlak. Pro svijj antidiabe-
ticky ucinek uzivalo TZD v roce 2000 vic jak milion pacientl
s diabetem II. typu (Houseknecht et al. 2002; Schoonjans
a Auwerx 2000). Mezi TZD se fadi ciglitazon, pioglitazon,
rosiglitazon, troglitazon, englitazon, darglitazon, isaglitazon
(Etgen a Mantlo 2003; Takahashi et al. 1999; Parker 2002).
TZD vyznamné ovliviiuji metabolismus lipidd. Tukové tkan
je hlavnim mistem acinku TZD. Tyto latky zvySuji adipoge-
nezi, a tim sniZuji hladinu volnych mastnych kyselin v krvi.
Jejich pokles blokuje transport tuki do svald, a tim se zlepSu-
jecitlivost svalovych bun€k k inzulinu (Schoonjans a Auwerx
2000).

Stejné jak je tomu u PPARq, tak i v pfipadé PPARY existuje
mnoho dalSich novych ligand, jako napfiklad oxidované
alkyl-fosfolipidy (Azelaoyl-PAF nebo PAz-PC), GW 1929,
LY-171833,GI262570 (Gampe et al. 2000), BRL49653 (Miy-
aharaetal. 2000), GW00072, ibuprofen, indometacin. PPARY
mad velkou ligand vazici doménu, coz vysvétluje Siroké spekt-
rum ligandd tohoto receptoru (Ricote et al 1999).

DUALNI AGONISTE

Dudlni agonisté jsou ligandy, které soucasné aktivuji vice izo-
forem PPAR. Dudlni agonisté PPARo/ynabizeji zajimavé tera-
peutické vyuziti. Tyto latky mohou jak sniZovat hladinu glu-
kozy, tak omezovat vznik a vyvoj ateroskler6zy. Dudlnim
agonistou, ktery aktivuje jak PPARo, tak i PPARY, je hypoli-
pidemikum WY 14643 (Heuvel et al. 1999; Miyahara et al
2000).

ANTAGONISTE PPAR

Latky, které blokuji ucinek agonistll a nasledné receptort se
oznacuji jako antagonisté. Syntetickymi antagonisty PPARa
jsou S.A.0204, GW6471, MK 886 a RU 486 (Margareto et al.
2002). Mezi antagonisty PPARYy patii BADGE (Biphenol
A Diglycidil Eter), PD 068235, SR-202, diclofenac,
TOOT0907, nimesulid a GW9662 (2-chloro-5-nitrobenzani-
lid). Tyto latky blokuji indukci transkripéni aktivity TZD inhi-
bici vazby koaktivatort k receptoru, ¢imZ antagonisté bloku-
ji adipogenezi. Antagonisté ndm mohou usnadnit vysvétleni
vyznamu PPAR u metabolickych onemocnéni (Rieusset et al.
2002).

AKTIVACE A DEGRADACE PPAR

Mechanismy, kterymi dochdzi k regulaci transkripcni aktivi-
ty PPAR jsou fosforylace a ubikvitinace PPAR (Blanquart et
al. 2003). Za fosforylaci PPAR jsou zodpovédné MAP (Mito-
gen Activated Proteinkinase) kindzy. Kato se spolupracovni-
ky (1995) prokazali, Ze MAP kindzy fosforyluji ER. Obecné
fosforylace receptoru koreluje se zvySenim transkripcni akti-
vity receptoru. Stejné jak je tomu u ER, PR aRXR, takiu PPAR
je fosforylace klicovym faktorem regulace jejich transkripéni
aktivity. UPPARYje tomu opa¢né. Obecné 1ze konstatovat, Ze
PPARYje fosfoprotein, jehoZ fosforylace vede k poklesu tran-
skrip¢ni aktivity (Blanquart et al. 2003). Aktivita jadernych
receptort je dale regulovana ubikvitin-proteazomovym degra-
dacnim systémem. K degradaci proteinii dochazi po vazbé ubi-
kvitinu k lyzinovym zbytkiim. Takto modifikované proteiny
jsou nasledné degradovany v proteazomech. K ubikvitinaci
dochazi po zméné polohy AF-2 helixu v PPARY, ke které



dochdzi po vazbé ligandu a korepresoru, k receptoru (Blan-
quart et al. 2003).

VYZNAM PPAR VE FYZIOLOGII A PATOLOGII

Vsechny skupiny jadernych receptort se podileji na pfenosu
signalt z cytoplazmy do jadra, ¢imZ zasahuji do regulace tran-
skripce klicovych geni (Houseknecht et al. 2002). Existuje
fada diikaz{, Ze skupina jadernych receptortt PPAR je zapoje-

N3

betes, ateroskler6za a nddory (Kersten et al. 2000).

HEPATOKARCINOGENEZE HLODAVCU

Prokézalo se, Ze PP u hlodavcit zptisobuji oxidativni stres a zvy-
Senou proliferaci doprovézenou poklesem apoptozy, ¢imZ pfi-
spivaji k vyvoji hepatoceluldrniho adenomu a karcinomu (Catt-
ley a Popp 1989). Marsman se spolupracovniky (1988)
u potkant prokazali, Ze vznik karcinomu jater ti¢inkem PP je
déan zvySenou syntézou DNA.

Epidemiologické studie lidi, ktefi dlouhodobé uZivali PP
(napriklad fibraty) neprokdzaly zvySené riziko vzniku nadort
jater. Vyjimkou je troglitazon, kde hepatokarcinogenni ti¢inek
byl prokazéin (Ashby et al. 1994). PoSkozeni jater je pravde-
podobné vysledkem hypersenzitivni reakce k troglitazonu.
U ostatnich TZD nebyla jaterni toxicita prokdzana, ale dopo-
ruCuje se sledovéni jaternich enzymi ptfed zah4jenim a v pri-
béhu aplikace 1éki.

Hepatokarcinogeneze u hlodavcld miZe souviset s tim, Ze
nékterd hypolipidemika (klofibrat, ciprofibrat) zvySuji tran-
skripci proto-onkogent c-myc, c-Ha-ras (Cherkaoui Malki et
al. 1990). DalSim moZnym vysvétlenim je lokalizace katala-
zy, enzymu ktery metabolizuje H,O,. Kataldza se u hlodavcu
vyskytuje v peroxizomech, zatimco u lidi se nach4zi vétSinou
v cytoplazmé, coZ u lidi sniZuje oxida¢ni stres. Dale hlodavci
maji jednak vys8i hladinu mRNA PPAR anavic se tento recep-
tor u hlodavct vaZze k DNA s vyssi afinitou (Lake 1995).
Vysledky studii na lidskych bunéénych liniich odvozenych od
nadoru jater prokdzaly, Ze 15d-PGJ, (15-deoxy-prostaglandin
J,) atroglitazon sniZuji syntézu DNA, zastavuji buné¢ny cyklus
ve fazi Gy/Gy a aktivuji apoptotickou signalni drédhu (Li et al.
2003).

PPAR A ANGIOGENEZE

PPARYje exprimovan ve vysoké hladin€ v proliferujicim nado-
rovém endotelu. Systematické podavani nizSich davek rosig-
litazonu sniZuje angiogenezi. Rosiglitazon inhibuje angioge-
nezi jak pfimo inhibici ristu endotelidlnich bunék, tak nepfimo,
a to poklesem riistovych faktorit VEGR (Vascular Endotheli-
al Cell Growth Factor), FGF (Fibroblast Growth Factor). Navic
rosiglitazon brani invazivnimu ristu nidorovych buné€k ajejich
pronikdni do cév, stejné€ jako inhibuje aktivitu MMP (Matrix
Metalloproteinase) (Panigrahy et al. 2002; Tsubouchi et al.
2000). PPAR také antagonizuji u¢inek angiotenzinu II (Schiff-
rin et al. 2003).

PPAR A NADORY

Ukazalo se, Ze PPAR jsou také zapojeny do vyvoje nadorti
(Heuvel 1999). Proto se v soucasné dob€ uvazuje o 1é¢bé nado-
ri prostfednictvim ligandii PPAR, které inhibuji proliferaci
a indukuji apoptézu (Elstner et al. 2002). Bylo také zjisténo,
Ze ke vzniku nadort pfispivaji somatické mutace PPAR. Jed-
nou z mutaci PPARY, kterd ovliviiuje diferenciaci epitelidlnich
bunék, je mutace LBD v kodonu 422 (Gupta et al. 2003). Tyto
vysledky sv&d¢i o tom, Ze PPARYse chové jako nddorovy sup-
resor a jeho ligandy by proto mohly byt potencidlné vyuZity
v protinddorové terapii. Zjistilo se také, Ze primarni i metasta-
ticka loZiska nadort mlécné Zlazy exprimuji receptor PPARY.
TZD v téchto buiikdch zptisobuji vyraznou akumulaci lipida,
zmeény exprese genl souvisejici s vyssi diferenciaci, nizsi
malignitou a poklesem rychlosti ristu (Mueller et al. 1998).
Clay se spolupracovniky (1999) zjistili, Ze 15d-PGJ, inhibuje

proliferaci, blokuje vstup bunék do faze S a vede u bunécnych
liniich odvozenych od nddort mlécné Zlazy k indukci apopt6-
zy. Naopak aktivace PPARo v lidskych bunécnych liniich
odvozenych od nddoru mlé¢éné Z14zy vede ke stimulaci proli-
ferace bunék (Suchanek et al. 2002). Mehta se spolupracovni-
ky (2000) popsali inhibici proliferace buné¢nych linii odvo-
zenych od naddorti mlé¢né Z14zy po aplikaci troglitazonu spolu
s ligandy RXR nebo RAR. Synergicky efekt nebyl z4visly na
expresi p53, Bag-1, Bcl-2 a ERo. Nejefektivngjsi kombinaci
bylo pouziti troglitazonu spolu s 9-cis-retinovou kyselinou,
a to obzvl43t& u bun&énych linii, které exprimuji p27¥ipl
aBRCAI. Apopt6za byla pozorovana pouze u linii, které maji
vysokou hladinu Bcl-2 (Elstner et al. 2002). Pioglitazon, rosig-
litazon a 15d-PGJ, sniZuji invazivitu nddorovych bunék mléc-
né Zlazy (Liu et al. 2003). Sarraf se spolupracovniky (1999)
prokazali spojeni mezi nadory tlustého stfeva a mutaci PPARY,
kterd vede ke ztraté funkce receptoru. Ligandy PPARY (rosig-
litazon, troglitazon a 15d-PGJ,) sniZuji rast nidorovych buné¢k
tlustého stfeva. U mysi s nemutovanym genem pro APC (Ade-
matosis Polyposis Coli) funguje PPAR jako nddorovy supre-
sor (Bull etal. 2003). Campbell se spolupracovniky (2003) zji-
stili, Ze alfa a gama izoforma vitaminu E (o-tokoferol,
v-tokoferol) zvySuji v lidskych buné¢nych liniich odvozenych
od nadoru tlustého stfeva expresi mRNA i proteinu PPARY .
PPARY indukuje apoptozu naddorovych bunék stfeva, sniZuje
expresi cyklooxygendzy 2 (COX 2), kterd podporuje vznik
nadort traviciho traktu (Yang a Frucht 2001). Ligandy PPARY
(15d-PGlJ,, rosiglitazon) inhibuji riist karcinomu pankreatu in
vivo ainvitro. K prohloubeni u¢inku dochézi pii soucasné apli-
kaci ligandu PPARy a RXRa (Dong et al. 2003). Han se spo-
lupracovniky (2003) prokézali, Ze 15d-PGJ, a troglitazon akti-
vaci drdhy p53 inhibuji rist bunék odvozenych od nadoru
ZluCovych cest, tim Ze aktivuji drahu p53. Ligandy PPARytaké
indukuji apoptézu u transformovanych T-bunék (Harris
a Phipps 2002). Hase se spolupracovniky (2002) zjistili, Ze
ligandy PPARY, jako jsou troglitazon, pioglitazon a 15d-PGJ,
maji antiproliferacni efekt na testikularni nddorové bunécné
linie. Exprese PPARY je u bunék hypofyzy omezena na buii-
ky, které sekretuji ACTH (adrenokortikotropni hormon).
Nadorové buriky hypofyzy exprimuji vy$si hladinu PPARynez
buiiky nenddorové. Troglitazon nebo rosiglitazon zastavuji
buriky ve fazi Go/G| bunécného cyklu, coZ nabizi nové moz-
nosti 1écby Cushingova syndromu (Heaney et al. 2002). Trog-
litazon a pioglitazon sniZuji proliferaci promyelotickych leu-
kemickych buné¢nych linii HL60. Analyza bunééného cyklu
ukdzala, Ze TZD indukuji zastavu cyklu ve fazi Go/G, a vedou
k apoptéze. Synergicky efekt byl pozorovan pfi soucasné apli-
kaci ligandi PPARY a RXR (Hirase et al. 1999). Bezafibrat
a gemfibrozil sniZuji proliferaci nékterych lidskych leuke-
mickych bunécnych liniich (Scatena et al. 1999). U 30 % pa-
cientl s nddorem prostaty byla detekovédna delece v oblasti
3p25, kterd nese gen pro PPARY (Rosen a Spiegelman 2001).
Kubota se spolupracovniky (1998) zjistili, Ze troglitazon ma
na prostatické nddorové bunécné linie zavislé na androgenech
antiproliferativni efekt a Ze sniZuje hladinu PSA (Prostaticky
Sérovy Antigen), kterd koreluje s velikosti nddoru prostaty.
Hisatake se spolupracovniky (2000) prokézali, Ze troglitazon
inhibuje schopnost androgent aktivovat promotor genu pro
PSA, a tim sniZuje jeho hladinu. Troglitazon mé tedy antian-
drogenovy ucinek. U¢inn&jsim TZD se jevi byt rosiglitazon
(Mueller et al. 2000). Experimenty na my$im modelu nepro-
kéazaly vliv heterozygotni nebo homozygotni delece na vyvoj
nadort prostaty (Saez et al. 2003). Collett se spolupracovniky
(2000) nalezli signifikantni vztah mezi drdhou AR a PPAR.
Zjistili, Ze androgeny sniZuji expresi PPAR. Tento ucinek je
pak blokovén antiandrogeny, coz dokazuje propojeni téchto
dvou signalnich drah. V bunécnych liniich odvozenych od
nadoru prostaty LNCaP dochdzi vlivem androgent ke stimu-
laci lipogennich enzymi, a tim k hromadéni kapének lipida
v butikach. Exprese mRNA PPARo byla zaznamendna pouze
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v cytoplazmé prostatickych epitelidlnich bunék. U benignich
1ézi prostaty nebyl PPARo detekovén, nebo jen velmi slabg.
Androgenovy receptor ovliviiuje drahu PPAR pravdépodob-
né pres spolecné koaktivatory. Kim se spolupracovniky (2003)
dokazali, Ze lidské neuroblastomové buiiky exprimuji PPARY
a Ze 15d-PGJ, inhibuje buné¢ny rist a indukuje apoptozu.
Ligandy PPARY, jako je 15d-PGJ, a ciglitazon, sniZuji proli-
feraci a indukuji apoptézu v lidskych bunéénych liniich odvo-
zenych od melanomu (Placha et al. 2003). Troglitazon zvySu-
jeexpresi gend, které jsou zapojeny do terminélni diferenciace
adipocytil. U pacientt s liposarkomem po 1é¢bé troglitazonem
dochézi k indukci buné¢né diferenciace a zastaveni prolifera-
ce bunék (Demetri et al. 1999). Inoue se spolupracovniky
(2001) prokézali, Ze nadorové buiiky ledvin nesou receptor
PPARY. Navic Ze 15d-PGlJ,, troglitazon a pioglitazon inhibu-
jirast buné¢nych linii odvozenych od karcinomu ledvin.

Novym terapeutickym pfistupem miiZe byt indukce termindlni
diferenciace ulidskych nadori pomoci ligandi PPARy. PPARY
je vysoce exprimovan v nddorovych burikdch Zaludku a ligan-
dy tohoto receptoru (troglitazon, 15d-PGJ,) inhibuji rist nedi-
ferencovanych nadorovych bunék Zaludku a indukuji jejich apo-
ptézu (Takahashi et al. 1999). Tsubouchi se spolupracovniky
(2000) prokézali expresi PPARo. a PPARY v bunécnych liniich
odvozenych od nadort plic. K inhibici buné¢ného riistu ainduk-
ci apoptdzy dochazi v plicnich nddorovych buiikach pouze tcin-

kem troglitazonu, ciglitazonu nebo 15d-PGJ, (ligandy PPARY),
nikoli vSak tc¢inkem bezafibratu (ligand PPARo) (Tsubouchi et
al. 2000). Ciglitazon také podporuje diferenciaci bunék nema-
lobunécného karcinomu plic (Wick et al. 2002).

Rist neoplastickych bunék predstavuje poruchu rovnovahy
mezi proliferaci, apoptozou a diferenciaci bunék. U normal-
nich bunék je diferenciace provazena zastavou proliferace.
Lécba nddorovych onemocnéni indukci bunécéné diferenciace
proto miiZe byt zajimavou alternativou. V klinické praxi se pfi
terapeutické indukci diferenciace nejcastéji setkavame s apli-
kaci all-trans retinové kyseliny (ATRA). ATRA je ligandem
RAR, ktery je schopen podpofrit diferenciace malignich bunék,
napf. akutni promyeolocytdrni leukémie (Demetri et al. 1999).
Ligandy PPARY blokuji proliferaci a podporuji diferenciaci
bunék. Tyto latky tedy mohou byt vyuZity ke zpomaleni pro-
liferace a dediferenciace nddorovych bunék regulaci aktivity
transkripCnich faktord E2F/DP (Heuvel et al. 1999). V sou-
Casné dob€ existuji jasné ditkazy o tom, Ze PPARY zabratiuje
nadorové transformaci buné€k a je i¢innym inhibitorem jejich
angiogeneze (Murphy et al. 2000).

Price byla podpofena grantem IGA MZ CR NR/8370-3.
Omlouvame se, Ze z diivoda limitace literdrnich odkazt neby-
lo moZné uvést celou fadu zajimavych praci, které se tykaji
této problematiky.
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puvodni prace

PREDIKTIVNI CENA #™T¢-MIBI SCINTIGRAFIE UNEMOCNYCH
S MNOHOCETNYM MYELOMEM A POTENCIALNI ULOHA METODY
PRI JEJICH SLEDOVANI PO TERAPII

TECHNETIUM-99m-MIBI SCINTIGRAPHY IN PATIENTS WITH MULTIPLE
MYELOMA: ROLE OF THE EXAMINATION IN THE FOLLOW-UP
AND ITS PROGNOSTIC VALUE

MYSLIVECEK M.!, BACOVSKY J.2, KAMINEK M.!, KORANDA P.!, VYTRASOVA M.2, HUSAK V.1,
SCUDLA V.2, NEKULA J.3

I KLINIKA NUKLEARNI MEDICINY FAKULTNI NEMOCNICE A LF UP OLOMOUC
211 INTERNI KLINIKA FAKULTNI NEMOCNICE A LF UP OLOMOUC
3RADIOLOGICKA KLINIKA FAKULTNI NEMOCNICE A LF UP OLOMOUC

Souhrn: Vychodiska: Doposud byl jen ojedinéle prezentovén prediktivni potencial “*™Tc-MIBI scintigrafie a moZnost jejiho
vyuZiti pfi monitorovani nemocnych s mnohocetnym myelomem (MM) po terapii. Typ studie a soubor: Cilem nasi prace bylo
zjistit, zda a jakou prediktivni cenu u pacientii s MM ™ Tc-MIBI scintigrafie ma a zda ji lze vyuZit pi jejich sledovani po 1é¢-
bé&. Predmé&tem analyzy byl soubor 29 pacientii s MM, kteif podstoupili dvé **™Tc-MIBI scintigrafie; pred a po intenzivni che-
moterapii. Metody a vysledky: Rozhodnuti zah4jit chemoterapii bylo zaloZeno vyhradné na klinickych a laboratornich ukaza-
telich onemocnéni, nikoliv na vysledcich scintigrafie, stejné tak k rozhodnuti provést druhou #*™Tc-MIBI scintigrafii vedly
zmény klinického stavu a laboratornich vysetieni pacienti. V dobé provedeni druhého scintigrafického vysetfeni byl prova-
dén restaging a klinicky stav i scintigrafické nilezy byly hodnoceny z hlediska progrese, zlepseni a stability. Mezi 9™ Tc-MIBI
scintigrafif pfed Ié¢bou a klinickym stavem nemocnych po chemoterapii byla zjisténa signifikantni korelace (x*= 14,5; P=0,001)
podobné jako mezi scintigrafii a klinickym obrazem pacientti po chemoterapii (x2= 15,29; P=0,004;). Dile byla prokazana
korelace zmén scintigrafickych nalezti se zménami klinického obrazu pacientf pred a po chemoterapii (32=23,5; P<0,001).
Zdvéry: Vysledky nai prace ukézaly, Ze °™Tc-MIBI scintigrafie nemocnych s MM Ize vyuZit jak v predikci vysledki che-
moterapie, tak v monitorovani vysledki a pribéhu choroby.

Kli¢ova slova: mnohocetny myelom; *™Tc-MIBI scintigrafie; prediktivni cena; sledovani po terapii

Summary: Backgrounds: A potential predictive role of 99mTc-MIBI scintigraphy and its possible role in monitoring the disease
in patients with multiple myeloma after therapy has been presented only infrequently till now. Design and Subjects: The aim of
our study was to evaluate whether 99mTc-MIBI scintigraphy has a predictive value in patients with multiple myeloma and
whether it is useful in their follow-up. Twenty-nine patients with multiple myeloma who had undergone two 99mTc-MIBI
scintigraphic examinations at least 2 months apart were enrolled in the study. All patients received intensive chemotherapy in
the interval between the two scintigraphic studies. Methods and Results: Variations in clinical status and laboratory data guided
the decision to permorm a second 99mTc-MIBI scan. Comparison of clinical status and scintigraphic patterns before and after
therapy indicative of progressive, improved or stable disease was performed in each patient. Significant correlations were
observed between the baseline scintigraphic patterns and clinical status at follow-up in patients evaluated after chemotherapy
(x>=14.5; P=0.001), and also between the scintigraphic examinations and clinical findings, both after therapy (x2=15.29;
P=0.004). Variation in 9mTc-MIBI findings comparing baseline and follow-up evaluations was significantly associated with
clinical status (32=23.5; P<0.001). Conclusions: Our results indicate that 9mTc-MIBI scintigraphy could serve both as
a prognostic tool and an examination for monitoring the disease in patients with multiple myeloma.

Key words: multiple myeloma; 9mTc-MIBI scintigraphy; prognostic value; follow-up after therapy

Uvod

VyuZiti ™Tc-MIBI scintigrafie jako velmi pfinosné zobrazo-
vaci modality v diagnostice pacientli s mnohoc¢etnym myelo-
mem (MM) bylo v poslednich letech publikovéano v fad€ praci
[1-11, 14]. Bylo zjisténo, Ze celot&lova ®™Tc-MIBI scintigra-
fie mZe slouZit jako jednoduchy a senzitivni ukazatel biolo-
gické aktivity MM a u jednotlivych typti akumulace 99™Tc-
MIBI pacientii s MM byla nalezena signifikantni korelace se
stupném aktivity onemocnéni v kostni dieni i mékkych tkdnich
a déle s klinickym stavem onemocnéni. VySetfeni umozZiiuje
s vysokou senzitivitou odliSit pacienty v remisi od pacientll
s relapsem onemocnéni po terapii a metody tedy lze vyuZit
k selekci nemocnych, u kterych je nutné zahéjit 1écbu.

Na zakladg 2™Tc-MIBI scintigrafie lze rovnéZ stanovit opti-
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malni misto pro punk¢ni biopsii a pfispét ke zpresnéni vysled-
ka pfi zjiStovani procenta infiltrace plazmatickymi buiikami
v kostni dfeni nebo extramedularné.

Jen v ojedinélych studiich byl prezentovén prediktivni poten-
cidl metody a moZnost jejiho vyuZiti pfi monitorovani nemoc-
nych s MM po 1é¢bé [12]. Cilem naSi prace bylo zjistit, jakou
ma 99™Tc-MIBI scintigrafie cenu v predikci vysledkii chemo-
terapie u pacientl s MM a zda je metoda uZité€¢na pfi jejich sle-
dovéni po 1é¢be.

Soubor nemocnych a metody

V obdobi kvéten 2001 aZ zati 2003 jsme pomoci *™Tc-MIBI
scintigrafie vySetfili 194 pacientil. Pfedmétem analyzy byl v této
préci soubor 29 pacientti s MM (14 muzi, 15 Zen, primérny vék



62 let, vékové rozmézi 47 — 79 let), ktefi pod-
stoupili dvé& ®MTc-MIBI scintigrafie; pred a po
intenzivni chemotgerapii. Rozmezi mezi scin-
tigrafickymi vySetfenimi bylo 4 — 16 mésict
(primérné 8 mésici). Rozhodnuti zahdjit che-
moterapii bylo zaloZeno vyhradné na klinickych
a laboratornich ukazatelich onemocnéni, niko-
liv na vysledcich scintigrafie. Diagnéza a sta-
ging onemocnéni byly stanoveny v souladu se
standardnimi kréterii [13]. VSichni nemocni
podstoupili prehledné rtg vySetfeni skeletu,
biopsii kostni dfené se stanovenim % plazma-
tické infiltrace (PB), indexu apoptézy PC-
AI/CD138, proliferacni aktivity plazmocyti
PC- PI/CD138, dale byl stanoven paraprotein
(MIG) v séru a v moci, C-reaktivni protein
(CRP), beta-2-mikroblobulin v séru (B2M),
tymidinkindza v séru (sTK), LDH, hemoglobin
(HB), kalcium v séru (Ca), marker kostni resorp-
ce (1CTP) a kostni novotvorby (P1CP). K roz-
hodnuti provést druhou *™Tc-MIBI scintigra-
fii vedly zmény klinického stavu a laborarornich
vySetfeni pacientil. V dobé druhého scintigra-
fického vySetieni byl provadén restaging one-
mocnéni. Jako progrese MM bylo hodnoceno
zvySeni hodnoty paraproteinu a/nebo % plaz-
matické infiltrace. Za kompletni remisi one-
mocnéni bylo povazovano, jestliZe hodnota %
plazmatickych bunék v kostni dieni dosahla
hodnoty niZs8i nez 5 % a hodnota paraproteinu
byla redukovéna o vice neZ 75 %. Kritéria par-
cialni remise choroby byla dosaZena pfi reduk-
ci hodnoty paraproteinu v rozmezi mezi
50-75 %. Pokud nedoslo k zZadné z vySe uve-
denych laborartornich zmén, bylo onemocnéni
klasifikovéano jako stabilni.

Celotélova scintigrafie v pfedni a zadni pro-
jekci byla Erovédéna 10 min. po i.v. aplikaci
800 MBq **™Tc-MIBI na scintilaéni kamefe
E-CAM, Siemens, se dvéma detektory vyba-
venymi nizkoenergetickymi paralelnimi koli-
matory s vysokym rozliSenim. Rychlost posu-
nu vySetfovaciho lizka byla 12 cm/min., bylo
pouZito matice 256 x 1024.

Scintigram;/ byly klasifikovany podle typu aku-
mulace %9™Tc-MIBI jako N (normélni),
D (difuzni), F (fokélni) a F+D (kombinované).
Dale byly hodnoceny semikvantitativné podle
rozsahu postiZeni (skére E) a stupné akumulace
99mTc.MIBI (skére I) a bylo stanoveno sumac-
ni skore (SS =E +I). Podrobny popis klasifika-
ce asemikvantitativniho hodnoceni scintigrami
je uveden v nasi predchozi praci [14].

U kazdého pacienta jsme provadéli srovnani
99mTc_MIBI scintigramil pfed a po chemote-
rapii. Kritériem progrese scintigrafického
nélezu byla zména typu scintigramu N na typ
D, typu N a D na typy F a F+D nebo zvySeni
sumacniho skére u D typu scintigrami. Za
zlepSeni nélezu byl povazovén opacny trend
scintigrafickych zmén. Jako stabilni byly hod-
noceny scintigramy beze zmén pred a po inten-
zivni chemoterapii.

Ke statistickému hodnoceni prediktivni ceny
prvni 9MTc-MIBI scintigrafie (bazalni) pred
chemoterapii a vyznamu scintigrafie a jejich
zmén po chemoterapii ve srovnani s klinickym
hodnocenim nemocnych po chemoterapii jsme
pouZzili Chi-kvadrat analyzy. Za signifikantni
byly povaZzovany hodnoty P <0,05.

Vysledky

Z 29 pacientti naSeho souboru byli 3 v klinickém stadiu I, 16 v klinickém sta-
diu IT a 10 ve stadiu III. V obdobi provedeni druhého scintigrafického vySet-
feni po intenzivni chemoterapii bylo 15 nemocnych v klinické remisi (kom-
pletni nebo parcidlni), 8 mélo stabilni onemocnéni a 6 pacientd vykazovalo
znamkKy progrese MM.

Obr. 1. Non-sekreéni myelom

a) Pri rtg vySetieni panve byla zjiSténa rozsdhla osteolytickd 1éze vpravo . Biopticky potvr-
zena dg. mnohocetného myelomu.

b) Na bazélnich celotélovych scintigramech v piedni a zadni projekci lze diferencovat roz-
sahlé loZisko patologické akumulace 99mTc-MIBI v kostech panve vpravo, v identické loka-
lizaci jako osteolytické loZisko pfi rtg vySetfeni. Dal§i mensi patologicka loZiska jsou v hfe-
benu kosti ky¢elni vpravo a v zadnim priibéhu Zebra vpravo (Sipky). Kromé toho je patrna
patologicka akumulace difuzniho typu v kostni dfeni sterna, Zeber, patefe, pAnve a proximal-
nich epifyz humerti a femort (aktivni onemocnéni pfed chemoterapii, typ scintigramu F+D).
¢) Na celotélovych scintigramech po intenzivni chemoterapii vymizela patologicka loZis-
ka, 1ze diferencovat pouze akumulaci 99mTc-MIBI difuzniho typu a nizké drovné v kostni
dfeni sterna, patefe a kosti panve (typ scintigramu D, sumacni skére 2, klinicky parcidlni
remise).
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Tab. 1. Prediktivni cena bazilni ®*™Tc-MIBI scintigrafie u pacienti po intenzivni che-
moterapii (n = 29).

Klinicky stav nemocnych po chemoterapii
Typ bazalni *™Te-MIBI
scintigrafie Aktivai onemocnéni Remise
N 0 9
D 5(88=4) 2(SS=3)
F a F+D 9 4

x2=14,5,P=0,001

Tab. 2. Role opakované **™Tc-MI BI scintigrafie pfi sledovani pacientii po intenzivni
chemoterapii (n = 29).

Typ **™Tc-MIBI scintigrafie Klinicky stav nemocnych po chemoteryapii
po terapii
Aktivai onemocnéni Remise
N 2 13
D 4 1
FaF+D 8 1

x2=152,P=0,0004

Tab. 3. Korelace zmén scintigrafickych nalezii pfed a po chemoterapii s klinickym
stavem pacienti v dobé ukonceni chemoterapie (n = 29).

Zmény nalezii p¥i " Te- | Zmény Klinického stavu nemocnych po chemoterapii
MIBI scintigrafii po
1écbé Remise Stabilni stav Progrese
Zlepseni 8 0 0
Stabilni 7 8 2
Progrese 0 0 4

x2=23,5,P <0.001
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Pfed zahijenim intenzivni chemoterapie mélo
9 pacientl typ scintigramu N, 7 pacientl typ
D (2xseSS 3, 5x se SS >4) a 13 pacientii mélo
bud F a nebo F+D typ bazalniho scintigramu.
Pfi zjitovani prediktivni ceny bazdlni **™Tc-
MIBI scintigrafie bylo vSech 9 pacientl s nor-
malnim bazalnim scintigramem (typem N) po
chemoterapii v klinické remisi. Na druhé stra-
né, z 20 pacientil s bazalnim scintigramem typu
D, F nebo F+D bylo v klinické remisi pouze 6
pacientll. Ze 7 pacientl s typem D pfi bazalni
scintigrafii byli v klinické remisi 2

s hodnotnou SS 3, klinicky aktivni po chemo-
terapii zistalo 5 pacient se SS = 4.. Mezi
bazalni 9™Tc-MIBI scintigrafii (pfed 1é¢bou)
a klinickym stavem nemocnych po intenzivni
chemoterapii jsme zjistili signifikantni kore-
laci (2 = 14,5; P = 0,001; tab. 1). Obr. 1 a 2
demonstruji nemocné s rozdilnou odpovédi na
intenzivni chemoterapii.

Pii hodnoceni korelace druhé °™Tc-MIBI
scintigrafie (po chemoterapii) a klinického
obrazu ve stejném obdobi jsme zaznamenali,
Ze z 15 pacientd s normdalnim scintigramem
(typem N) bylo 13 v klinické remisi. Ctyti z 5
pacientll se scintigramem typu D a 8 z 9
s typem F a F+D mélo po chemoterapii klinic-
ké zndmky aktivniho onemocnéni. Pii statis-
tickém hodnoceni byla prokdzéna signifikant-
ni korelace mezi **™Tc-MIBI scintigrafii
a klinickym obrazem pacientli po chemotera-
pii (2 = 15,29; P = 0,004; tab. 2).

Dile jsme hodnotili korelaci zmén scintigra-
fickych nélezli se zmé&nami klinického obrazu
pacientd s MM pred a po chemoterapii. Bzfla
zjiSt€na statisticky vyznamna korelace (- =
23,5; P<0,001, tab. 3). VSichni pacienti s pro-
gresi scintigrafického nédlezu méli i progresi
klinického stavu MM. Zadny nemocny se zlep-
Senym a pouze 2 ze 17 se stabilnim scintigra-
fickym nélezem méli klinickou progresi MM.

Diskuze

V nasi praci byla hodnocena mozni role ™ Tc-
MIBI scintigrafie v predikci a odhadu zmén
klinického stavu nemocnych s MM po inten-
zivni chemoterapii.

U pacientt, ktefi podstoupilii chemoterapii byla
nalezena signifikantni korelace obou scinti-
grafickych vySetieni s klinickym stavem po 1é¢-
b&. Normdlni vysledek *™Tc-MIBI scintigra-
fie (bazélni scintigrafie pfed chemoterapif)
vykazoval vysokou prediktivni presnost
(100%) pro dosaZeni klinické remise u pacien-
tl s MM po ukonceni 1é¢by. Typy scintigramtt
FaF+D addle typ D se SS s hodnotou = 4 nao-
pak predikovaly inkompletni odpovéd na che-
moterapii u 70 % nemocnych.

99mTc_MIBI scintigrafie provedend u nemoc-
nych po chemoterapii (druhd scintigrafie)
vykazovala normélni nilez (typ scintigramu
N) u 87 % pacientd, kteti byli po 1é¢bé v remi-
si a D, F a F+D typy nélezli u 86 % pacient,
u kterych po chemoterapii pietrvavalo aktivni
onemocnéni. Lze tedy konstatovat, Ze druha
99mTc-MIBI scintigrafie velmi pfesn& odrazi
klinicky stav nemocnych po chemoterapii.
Tyto nélezy byly potvrzeny i v pfipadé, kdyZ
vSichni pacienti s negativni bazalni °™Tc-
MIBI scintigrafii byli ze statistické analyzy



vylouceni. Vysokou senzitivitu i specificitu
99mTc_MIBI scintigrafie v detekci aktivniho
MM potvrdilatada dal§ich autort [2, 6, 11, 14].
Zmény scintigrafickych ndlezi mezi bazalnim
vySetfenim a vySetienim po 1é¢bé, tedy pro-
grese, stabilni scintigram a zlepSeni scintigra-
fického nélezu, vykazovaly signifikantni sou-
hlas se zménami klinického stavu nemocnych
po chemoterapii.

Jsme si védomi nékterych limitaci této pred-
bézné studie. Do souboru byl zarazen relativ-
né maly pocet pacientil, coZ mohlo do jisté
miry ovlivnit statistickou analyzu. Pace a spol.
[12], ktefi publikovali studii s podobnou pro-
blematikou se souborem 30 pacientli vSak
dospéli k velmi podobnym vysledkim. Proto-
Ze se nejednalo o prospektivni studii a o ter-
minu druhé %™Tc-MIBI scintigrafie rozhodo-
valo klinické a biochemické posouzeni stavu
pacientil, rozdily v ¢ase mezi obéma scinti-
grafickymi vySetfenimi potencidlné mohly
ovlivnit vysledky hodnoceni: ¢asnéjsi hodno-
ceni nemocnych po chemoterapii teoreticky
mohlo vykazovat lepsi vysledky nez hodno-
ceni v delSim ¢asovém odstupu.

Zavér

Vysledky na$i prace ukdzaly, Ze *™Tc-MIBI
scintigrafie vykazuje relevantni potencidlni
roli u nemocnych s MM jak v predikci vysled-
ki chemoterapie, tak v monitorovéni prabéhu
choroby.

Pti potvrzeni naSich vysledki na prospektiv-
nich studiich a pocetné€jSich souborech by
mohla byt 9™Tc-MIBI scintigrafie inkorpo-
rovana do klinického algoritmu jak v diagnos-
tice, tak pri sledovéni pacienttl s MM.

Tato prace byla podporena grantem IGA
MZ CR,NC6724

Obr. 2. Mnohocetny myelom, stadium ITIA.

a) Na rtg panve je patrnd osteolyticka 1éze v lopaté kosti kycelni vpravo.

b) Na bazalnich celotélovych scintigramech v piedni a zadni projekci je v identické lokali-
zaci loZisko patologické akumulace *™Tc-MIBI, dalii je v SI skioubeni vlevo. Patologick4
akumulace radiofarmaka difuzniho typu je také v kostni dfeni sterna, Zeber, patefe a proxi-
mélnich epifyz humert a femurti (aktivni onemocnéni pfed chemoterapii, typ scintigramu
F+D).

¢) Na celotélovych scintigramech po intenzivni chemoterapii do$lo k vyznamné progresi
patologického ndlezu. Kromé zvétieni jiz existujicich loZisek patologické akumulace ™ Tc-
MIBI se objevila dalsi zejména v kostech panve, ale i v lebce, femorech a do$lo ke zvySeni
urovné a rozsahu difuzni patologické akumulace radiofarmaka v kostni dfeni (typ scinti-
gramu F+D — progrese, klinicky rovnéZ progrese onemocnéni, pacient byl refrakterni k che-
moterapii).
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informace

ONKOLOGICKE INFORMACNI CENTRUM MOU V BRNE
JOUKALOVA Z., PUCHRIKOVA H.

Ceska republika zaznamen4va kazdoro¢ng piibliZzné padest pét tisic novych
nadorovych onemocnéni a figuruje na pfedni pfic¢ce v Evropé, zejména v kar-
cinomu kolorekta, plic a prsu. Podle statistik Narodniho onkologického regist-
ruma kazdy tieti v CR onkologické onemocnéni a kazdy ¢tvrty na tuto nemoc
zemfe.

Existuje fada screeningovych programd, které jsou zaméfeny na vyhledava-
ni jednotlivych nadorovych onemocnéni, ale pfesto se ¢asto zachyti nemoc
piili§ pozdé.

Vcasné diagnostika pfitom hraje st€Zejni roli a vede k tiplnému vyléceni paci-
enttl, atorelativné levné zekonomického hlediska. Neméné dileZitd je dostup-
nost genetickych vySetfeni u mladsi generace.Je zndmo, Ze fad¢€ nddorovych
onemocnéni Ize predejit nebo riziko vzniku minimalizovat tim, Ze dojde ke
zméné Zivotniho stylu. O tom vSem a dalSich problémech je nutné vetejnost
neustéle informovat. )

Masarykiv onkologicky tstav (MOU) v Brné je akreditované pracovist€ SAK
CR ajediné komplexni onkologické centrum v Ceské republice. Je také védec-
ko-vyzkumnym pracovistém s pre-i postgraduélni vyukou lékatl a zdravot-
niku. Ke komplexni onkologické péci patfi i informovanost pacienti a veftej-
nosti, a proto bylo pred tiemi roky v MOU zaloZeno Onkologické informac¢ni
centrum (OIC), dosud jediné svého druhu v republice, jehoZ poslanim je Site-
ni a poskytovani informaci z oblasti onkologie (tykajici se prevence, dia-
gnostiky, 1écby, genetiky, psychologickych a socidlnich aspekti) nejen paci-
entim MOU a jejich rodinnym piislu$nikiim, ale viem ob&antiim Ceské
republiky.

Onkologické informacni centrum mé k dispozici brozury se zakladnimi onko-
logickymi diagnézami, letdky o vySetfenich a jiné informacni materidly.
Navstévnici OIC si mohou pujcit knihy o onkologickych diagnézéch, CD,
naucné videoprogramy, pracovat na Internetu, kopirovat 1ékarské zpravy ¢i
odborné ¢lanky.

MOU provozuje na Internetu dvoje webové stranky: www.mou.cz, kde jsou
osvétové materidly MOU ke staZeni, a www.prevencenadoru.cz, kde ndvsteév-
nici najdou kazdy mésic dva nové ¢lanky o prevenci onkologickych one-
mocnéni. Na obou webovych strinkéch je on-line poradna, jejimZ pro-
stfednictvim se pacient dozvi Zddané informace od odbornika MOU
nejpozdéji do 48 hodin. V roce 2004 navstivilo on-line poradnu pres 500 kli-
entd.

Na www.prevencenadoru.cz, je, mimo jiné, umistén i unikatni preventivni
program MOU, vypracovany na zakladé tdaji Narodniho onkologického
registru, s uvedenim nadorovych rizik pro urcitou vékovou kategorii.

OIC je obsluhovano dvéma zkuSenymi zdravotnimi sestrami, které maji na
starosti také bezplatnou nadorovou telefonni linku (800 222 322) zaméfe-
nou na vSechny onkologické diagnézy — diky tomu je jedinou svého druhu
v republice — ostatni jsou zaméfeny na jednotlivd onemocnéni. Ukazalo se,
Ze spojeni vSech tff moznosti kontaktu — osobni névstéva, telefonicky roz-
hovor a zcela anonymni Internet — je idealni. UmoZiiuje komunikaci se vse-
mi, ktefi se cht&ji informovat o onkologickych onemocnénich a pfitom jim
tieba stud apod. nedovoluje pfimy kontakt s 1ékafem.
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Mési¢ni monitoring OIC umoZiluje pruZné zlepSovat jeho sluzby a dava pre-
hled, o které broZury s diagnézami nebo letaky s vySetfenimi je nejvetsi zdjem,
apodle toho se rozhoduje o jejich vydadvani nebo objednavéni broZur u jinych
organizaci. Podle potieb pacientli se nakupuje odbornd literatura, kazety a CD,
shani se dalsi informace (napf. na Internetu atd.), které by zajistily pacien-
tim nejen dobrou informovanost o jejich diagnéze, ale i 0 zméné Zivotniho
stylu a naucily by pacienta Zit komfortné€ i s onkologickym onemocnénim.
V OIC jsou pacienti informovani i o kulturnich akcich, které pordda Cent-
rum komunikace s vefejnosti v MOU, at jsou to pravidelné vernisaze, které
se konaji kazdy prvni ¢tvrtek v mésici v Galerii Zluty kopec MOU nebo kon-
certy populdrni i vdZzné hudby a umélecka vystoupeni. OIC uzce spolupra-
cuje s nékterymi obCanskymi sdruzenimi, takZe pacienti jsou informovani
o jejich aktivitich, rekondi¢nich pobytech atd.

Diky statistice je zndm pocet klienttd, ktefi volaji na bezplatnou nddorovou
linku, zda se jedn4 o muZe ¢i Zenu, odkud klient vold, o jakou diagndzu se
zajima a jaké dalsi informace potfebuje znit. TotéZ je u ndvstévnosti OIC,
existuje prehled kolik klientt si pfiSlo pujcit knihu, kazetu ¢i CD, kolik jich
meélo zdjem o praci na Internetu, kolik klientt ptislo kopirovat lékai'skou zpra-
vunebo nové informace ke své diagnoze, kolika pacientiim z celé CR se zasla-
ly broZurky, ale také kolika pacientiim byla doporucena psychoterapie ¢i
navstéva socidlnich pracovnic v MOU.

Pro zajimavost — od 1. ledna 2002 do 31. prosince 2004 navstivilo Onkolo-
gické informa¢ni centrum pres 5000 lidi, pfevaZné Zen, které maji obecné
daleko vétsi zajem o informace, tykajici se nejen jejich onemocnéni, ale i one-
mocnéni rodinnych pfislu$niki ¢i prétel. Asi polovina pfichozich je z Brna.
Nejcastejsi dotazy k diagndze se tykaji nddorového onemocnéni prsd, stfeva
a kone¢niku, gynekologickych a urologickych nédori, plic a nddort kiZe.
Dale navstévniky zajimaji informace o vyZivé, terapii, psychologickych, soci-
alnich a pravnich problémech, genetice a o odvykani koufeni.

Co se tyk4 telefonatt, od 1. ledna 2002 do 31. prosince 2004 volalo s pros-
bou o radu asi 2500 klientl. Nejcastéjsi telefonické dotazy sméfovaly k moz-
nosti vySetfeni v MOU. Do Masarykova onkologického dstavu miize p¥i-
jit kazdy, kdo ma priznaky onkologického onemocnéni, bez doporuceni
praktického lékare a objednani. K tomuto ticelu je tady zfizena konzi-
lidrni ambulance, kter4 je oteviena kazdy vSedni den od 8.00 do 13.00
hodin. Dile se ptaji na placeny preventivni program MOU, ktery probihd
osobotich, genetické poradenstvi a psychologické a socidlni problémy, vyZi-
vuasamoziejmé na jednotlivé diagnézy. Nechybi ani otazky tykajici se alter-
nativni 1é¢by.

Od 1. bfezna 2003 se zacala d¢lat statistika o poctu rozdanych a rozeslanych
brozur a letdki (at uz byly brozury rozdany ¢i rozeslany jednotlivym klien-
tm, exkurzim, na semindiich, pfi vyuce mediki, obéanskym sdruZenim,
onkologickym oddélenim, na riznych akcich (konference, BOD, veletrh
MEFA atd.). Do 31.prosince 2004 to bylo téméf 90 000 kusii! Tady je nut-
no podotknout, Ze penize na tuto ¢innost se ziskavaji z nejriiznéjSich projek-
ti, které se podavaji na MZ CR, oslovuji se sponzofi, ktefi jsou ochotni vyda-
vani tiskopisi financovat. Jinak veskery provoz OIC financuje MOU.

Tti roky provozu OIC v Masarykové onkologickém tdstavu naprosto jasné
dokézaly potiebnost takového centra, ur¢eného viem generatnim skupinam
vefejnosti.



VYSLEDKY SLEDOVANI FEN-PAIN-1 U ONKOLOGICKE BOLESTI,
JEJICH ANALYZA A KOMENTAR

RESULTS OF FEN-PAIN-1 OBSERVATION IN ONCOLOGICAL PAIN:
ANALYSIS AND CEMMENTARY

HRIB R., HAKL M.

CENTRUM PRO LECBU BOLESTI, ANESTEZIOLOGICKO-RESUSCITACNI KLINIKA FAKULTNI NEMOCNICE
U SVATE ANNY V BRNE

Souhrn: Vychodiska: Bolesti se vyskytuji u vice nez 1/3 nemocnych v ¢asném stadiu, u 70 % pacientit v pokrocilém stadiu
a u téméf 90% pacienti v termindlnim stadiu onkologického onemocnéni. Vé&tSina onkologickych nemocnych udéva, Ze vyraz-
néjsi podil na obavach a strachu z nddorového onemocnéni ma piedstava silnych bolesti nezZ sama nemoc. Typ studie a sou-
bor: Oteviené prospektivni vyzkumné Setfeni, zabyvajici se 1éCenim silné chronické onkologické bolesti, s nutnosti nasazeni
silnych opioidi. Ovéfeni i€innosti a bezpecnosti podani transdermdlniho fentanylu v pfipravku Durogesic. Dtraz v hodnoce-
ni byl kladen na analgezii, kvalitu spanku a vyskyt neZddoucich tcinkd, tedy faktory tzv. kvality Zivota pacienta. Sbér dat pro-
stiednictvim strukturovaného dotazniku, vypliiovaného Iékafem. Sledovéano bylo 466 pacientt trpicich bolesti na zakladé€ onko-
logického onemocnéni, podil Zen a muzi byl pfiblizné stejny. Metoda a vysledky: V souboru se vyskytovala pfevazné nociceptivni
bolest, nezanedbatelny byl podil bolesti neuropatické. Intenzita bolesti byla hodnocena na 10 stuptiové analgetické Skéle (VAS
—visual analog scale, 0-10), dal$i parametry byly hodnoceny vétSinou pétibodovou stupnici. K nejvyraznéjSimu ovlivnéni doslo
v hlavnim sledovaném faktoru, kde intenzita bolesti poklesla v pribéhu 2 mésict sledovéani o vice nez 50 %, na VAS mensi
neZ 3. Zaznamenéno bylo vyrazné vylepSeni spanku, vyrazné zlepSeni dennich pracovnich i rodinnych aktivit pacienti. Spekt-
rum a cetnost neZadoucich Gcinku se neliSily od ddajii uddvanych vyrobcem, tedy niZ§im Cetnosti neZ pii jiné opioidni medi-
kaci. Zdvér: Nase sledovani potvrdilo v§eobecné znamou informaci, Ze Durogesic je vynikajicim lékem proti bolesti. Pfi srov-
néni s jinymi aplika¢nimi formami opioidni medikace vykazuje vyrazné niZ§i vyskyt neZadoucich tcinkt. Proto také drtiva
vétSina pacientil naSeho souboru davala pfednost tomuto zplisobu léceni. Durogesic je vhodnym zpisobem 1é¢by silné chro-
nické onkologické bolesti.

Klicova slova: Bolest, spanek, fentanyl, Durogesic

Summary: Backgrounds: Pain appears in more than 1/3 of patients in early stage of cancer, 70% patients in advanced stage
and almost in 90% patients in terminal stage. Most of the patients with malignant illnesses state that the fear of severe pain
presents the major share of distress caused by cancer rather than the illness itself. Design and Subjects: Open-label
prospective evaluation regarding the management of severe chronic pain requiring the use of strong opioids. Proving efficacy
and safety of transdermal fentanyl (trade name Durogesic). The focus was upon so called Quality of Life factors, such as
analgesia, quality of sleep and adverse effects occurrence. Totally, 466 patients suffering from pain caused by malignant
disease were included with practically equal proportion of male and female participants. Methods and Results: Among this
set of patients, nociceptive pain prevailed, however the share of neuropathic pain was inconsiderable, as well. The intensity
of pain was evaluated using a 10-point analgesia scale (VAS scale — Visual Analog Scale; 0 to 10), whereas additional
parameters were mostly assessed on a 5-point scale. The most pronounced influence was seen in pain intensity, the main
evaluated factor, which decreased by 50%, i.e. score less than 3 on VAS, during 2 month evaluation. Clear improvements in
sleep and normal daily as well as family activities were recorded. No differences in profile and incidence of adverse effects
have been seen compared to the manufacturer’s specification, i.e. their less frequent occurrence compared to other opioid
products. Conclusions: Our research has confirmed a generally known fact that Durogesic is an outstanding analgesic. There
are markedly less adverse effects when compared with other pharmaceutical forms of opioid preparations. For this reason, an
overwhelming majority of patients from our group preferred this type of treatment. Durogesic is a suitable remedy to treat
severe chronic cancer related pain.

Key words: pain, sleep, fentanyl, Durogesic

Uvod

Bolesti se vyskytuji u vice neZ 1/3 nemocnych v ¢asném sta-
diu, u 70 % pacientil v pokrocilém stadiu a u téméf 90 % paci-
entd v termindlnim stadiu onkologického onemocnéni. Kazdy
den na svété trpi vice neZ 4 miliony nemocnych bolestmi sou-
visejicimi s nddorovym onemocnénim. Bolesti jsou u onkolo-
gickych nemocnych nejc¢astéj$im piiznakem probihajici cho-
roby.

Vétsina onkologickych nemocnych udava, Ze vyraznégjsi podil
na obavéch a strachu z nddorového onemocnéni ma predstava
silnych bolesti neZ sama nemoc.

Nadorové bolesti byvaji obvykle chronické a trvalé, jejich sig-

nalni vyznam (informace o tkafiovém postiZeni) je vSak typic-
kou vlastnosti bolesti akutni. Proto neni bolest u onkologic-
kych onemocnéni definovana jako typicka chronicka bolest,
ale jako sled bolestivych syndrom, které se stuptiuji v zvis-
losti na progresi onemocnéni a které se v priibéhu ¢asu chro-
nifikuji.

K 1é¢bé bolesti nddorovych i nenddorovych mé 1ékat k dispo-
zici celou $kalu medikamentt. Jednim z piliiG farmakologic-
ké 1écby onkologické bolesti jsou opioidni analgetika. Umoz-
nuji pacientim trpicim chronickou bolesti zlepSit kvalitu jejich
Zivota. Kvalita Zivota je jisté velice Siroky, t€Zko piesné defi-
novatelny pojem, stejné€ jako bolest samotna. Jistymi ukazate-
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li kvality Zivota jsou urcité droveti bolesti, kvalita a kvantita
spanku a mnoZstvi vedlejSich neZadoucich ti¢inku daného zpi-
sobu 1écby.

Lécbu opioidy ovSem provazeji, stejné jako jinou 1é¢bu, urci-
té nezadouci ucinky. Je snahou kazdého lékare, ktery se 1é¢-
bou onkologicky nemocnych zabyva, omezit tyto nezadouci
ucinky. Lze toho docflit raciondlni 1é¢bou, adjuvantnimi léky
a pouZivdnim modernich preparatd. PoZadavky na moderni
preparat spliiuje v algeziologické praxi silné opioidni analge-
tikum fentanyl v transdermélnim systému v prepardtu Duro-
gesic. Diky zajisténi stabilni hladiny analgetika v krvi pied-
chézi vykyviim v analgetickém piisobeni. Komfortni poZivani
v naplastové formé a vyrazné niZ8i vyskyt neZadoucich Gcin-
ki predurcuji moZnosti jeho Sirokého pouZiti. JelikoZ je stale
Castéji pouzivéan k 16€bé€ silnych bolesti, rozhodli jsme se pro-
vést sledovani nazvané FEN-PAIN-1, abychom méli moZnost
jeho Zadouci i neZzddouci ucinky zhodnotit.

Cilem studie bylo zhodnoceni 1é¢by pacientt, kterym byl poda-
vén piipravek Durogesic.

Metodika.

Prospektivni dvoumésicni sledovani FEN-PAIN-1 bylo pro-
vadéno v minulém roce na nékolika desitkach pracovist v Ces-
ké republice, zabyvajicich se silnou opioidni 1écbou u indiko-
vanych onkologickych pacienti. Nejvice byla zastoupena
pracoviSt€ onkologickd, méné algeziologickd, v menSi mife
i pracovisté neurologickd a pracoviste ostatnich specialista.
Databyla ziskdvana metodou pisemnych zdznamil o 1é¢bé. Byl
vytvofen strukturovany formulaf, ktery vypliiovali samostatné
1ékafi, jenZ piisluSné pacienty lécili. Byla zaznamenéna diag-
noéza, typ bolesti, délka trvani bolesti a pfedchozi analgetickd
1écba a jeji nezaddouci tcinky. Po shromdzdéni dotaznikil byla
data prevedena do elektronické formy a zpracovana zakladni-
mi statistickymi postupy, které umoZiiuji detailni tfidéni zpra-
covavanych informaci pro jejich nejlepsi interpretaci.

Celkem bylo sledovadno 466 pacientii s chronickou onkolo-
gickou bolesti.Jejich primérny vék byl 63,1 roku. Ve skupiné
mirné€ prevaZzovali muZi (51,7 %) nad Zenami (46,8 %).
Nejvyraznéji byly zastoupeny diagnézy C15-C2627,04%, dale
C30-C39 17,6 % a C50 15,45 %, podil dalsich diagn6z nepte-
vysil 10 %.

Sledovany byly samoziejmé analgetické ucinky, vliv na béz-
né Cinnosti, vliv na aktivity rodiny, ovlivnéni ndlady, vliv na
kvalitu spanku. Déle byl sledovan vyskyt neZddoucich ucin-
ka, vyvoj davky a vztah pacienta k 1é¢bé Durogesicem.

Vysledky a jejich analyza.

Chronickou onkologickou bolesti v délce trvani do 3 mésict
pfed nasazenim piipravku trpéla téméf polovina pacientd,
bolest trvajici do 6 mésicti méla témér 1/4 pacientt (Graf 1).

Graf 1: Doba trvani bolesti pied lé¢bou.
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Nejcastéji se vyskytujicim typem bolesti byla bolest nocicep-
tivni, kterou udavaly témét 2/3 pacientl (61 %), neuropatic-
kou bolesti trpélo 13,5 % pacientl a smiSenou 25 % pacientil.
Zajimavé je i rozdé€leni pacientl podle pfedchézejici analge-
tické medikace. Lécbu silnym opioidem mélo 38,6 % pacien-
th, slabym opioidem 39,1 % pacienti, 15 % uZivalo pouze
nesteroidni analgetika.

Jednim z hlavnich hodnoticich faktorti analgetické 1écby je
pochopitelné ovlivnéni trovné bolesti. V naSem vzorku paci-
entl do§lo k vyznamné tleve od bolesti jiZ po prvnim nasaze-
ni preparatu pii hodnoceni po 1. mésici od zacatku 1éCby, pfi
dalsi kontrole po 2 mésicich jiZ nebyl proti pfedchozi kontro-
le pokles drovné bolesti tak strmy, nicméné primérn4 hodno-
ta VAS skore na 10 stuptiové Skdle (0-10) byla pod hranici 3.
Po dvou mésicich podavéani Durogesicu do$lo k poklesu inten-
zity bolesti o vice nez 50 % (Graf 2).

Pfitom pramérnd ddvka Durogesicu pii jeho nasazeni byla
47,7 ng/hod., po 1. kontrole 64,2 pg/hod a po druhé kontrole
72,9 pg/hod.

Z dal§ich parametri bylo hodnoceno ovlivnéni (naruseni) béz-
né denni ¢innosti, ovlivnéni (naruseni) béZnych rodinnych akti-
vit a ovlivnéni (zhor$eni) ndlady vlivem bolesti.

Hodnoceni probéhlo v 5 stupnich od ,,viibec ne“ (1) do ,,vel-
mi hodné* (5). Primérné do$lo za 2 mésice 1écby bolesti Duro-
gesicem ke zlepSeni parametrti o 1-1,5 stupné (tj. 0 20-25 %)
(Graf 3).

Dalsim dalezitym ukazatelem uspéSnosti analgetické 1éCby je
ovlivnéni spanku pacienta. Opét byla pouZita k hodnoceni 5
bodova §kala, obdobna jako u predchozich otdzek. V pribéhu
sledovéni doslo k vyraznému zlepSeni kvality spanku, kon-
krétné o 1,3 stupné $kély. K vyraznéjSimu zlepSeni kvality
spanku doSlo uZ po prvnim nasazeni Durogesicu (Graf 4).
Jako kazdy 1€k prinasi s sebou i Durogesic nezadouci tcinky.
Vyskytovaly se vétSinou obecné nezadouci G¢inky opioidni 1é¢-
by. Nejcastéji se vyskytovalatnava v 35 %, zacpa v 30 %, nechu-
tenstvi v 30 %, nevolnost v 18 % a zvraceni v 10 %, ostatni neZa-
douci dc¢inky se vyskytovaly s etnosti pod 1 % (Graf 5).
Zajimavy je udaj o vyvoji celkové Cetnosti nezddoucich ucin-
kiim po nasazeni Durogesicu. Pfed nasazenim preparitu se
vyskytovaly neZadouci i€inky 1écby bolesti v 70,6 % ptipad,
pfi prvni kontrole u 58 % piipadt a pfi druhé kontrole jiZ jen
v 53,8 % pripadi.

Déle byla hodnocena celkové kvalita Zivota. Byla opét hod-
nocena na 5 stupiiové Skéle (do ,,velmi dobra* aZ po ,,velmi
$patna“). V praméru doslo ke zvySeni kvality o 20 % u paci-
entl sledovaného souboru.

Pacientdm byl pfi prvni i druhé kontrole v rdmci sledovéni polo-
Zen dotaz, zda by preferovali 1écbu formou ndplasti nebo pero-
ralni 1é¢bu. Lécbu Durogesicem by preferovalo 92,2 % pacien-
tl po prvni navstéve, po druhé navstéve to bylo 88,8 % pacientt.
Po prvni navs§tévé ukoncilo 1é¢bu Durogesicem 14,9 % paci-
entll. TémeEF polovina z nich mezi prvni a druhou névstévou
v ramci sledovani zemfela, u 11,6 % byla divodem k ukonce-
ni1éby progrese onemocnéni a zhorSeni stavu, u 10,1 % paci-
entd bylo diivodem k ukonceni 1é¢by zvraceni. Dalsi diivody
se vyskytovaly mén¢ Castéji.

Diskuse.

Vysledky Setfeni nejsou nijak prekvapivé, potvrzuji predpo-
klad, Ze Durogesic je vybornym analgetickym lékem, kom-
fortni v pouZivani a vyrazné Setrnéjsi v neZadoucich ti¢incich.
Jeho SirSi uplatnéni brzdi dle naSeho nazoru rozsifeny nizor
o nakladnosti terapie a urcité administrativni omezeni. Vzhle-
dem k vyrazn€ menSimu vyskytu neZadoucich uc¢inka je nut-
no pocitat i s vyrazné niz§imi niklady na jejich 1éc¢bu, které
naopak 1écbu jinymi preparaty prodraZuji. Z tohoto hlediska
tedy celkova terapie Durogesicem neni ndkladn&j$i nez lécba
jinymi preparaty. Administrativni omezeni, tedy kod P, kdy je
predpis 1éku omezen indikaci jisté také neni nepfekonatelnym
problémem.
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Zarazejicim faktem byl pro nés idaj o délce trvani bolesti pied
nasazenim dostate¢né 1é¢by, kdy témét 40 % pacientl trpélo
bolesti vice neZ 1/2 roku. Déle se ndm zdala pomérné pocetna
skupina pacientt, ktefi méli onkologickou bolest lé¢enou sla-
bymi opioidy (39,1 %), coZ potvrzuje tidaj o urcitych rozpa-
cich v nasazeni silnych opioidii. Zv1ast€ v onkologické boles-

ti neni jediného raciondlniho diivodu k protahovani 1é¢by
bolesti slabymi opioidy, ¢asto azZ nad hranici, kdy je patrny
stropovy efekt. Tento efekt u TTS fentanylu neni a jedinym
omezenim ve velikosti davky je zdvaznost pfipadnych vedlej-
Sich ucinkt. Pravdépodobné dalsi pfekaZkou v nasazovani sil-
nych opioidi jsou rizné myty a polopravdy tykajici se nivy-
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ku a tolerance. Jenom poznamendvame, Ze syndrom z odnéti,
pfindhlém vysazeni opioidu bez ndhrady je normélni fyziolo-
gickou reakci a jeho vyskyt pfi pobytu pacienta ve zdravot-
nickém zafizeni je prakticky vZdy zavinén iatrogenné. Dal§im
zavaznym problémem v pfedpisu v§ech silnych opioidi je neo-
chota mnoha Iékarti vypliiovat recepty s modrym pruhem, pfi
jejichZ pouZivani je tfeba jistych jednoduchych administrativ-
nich ukont.

Zavér.

Nase sledovani potvrdilo v§eobecné zndmou informaci, Ze
Durogesic je vynikajicim 1ékem proti bolesti. Pfi srovnini
s jinymi aplika¢nimi formami opioidni medikace vykazuje

s

vyrazné niz§i vyskyt neZadoucich Gc¢inkd. Pohodlné uZivani
ajemné vedend analgezie jsou divodem k vyznamnému zlep-
Seni kvality Zivota pacienttl, obzvlasté v jejich zakladnich cha-
rakteristikach jako jsou sniZeni bolestivosti a vyznamné vylep-
Seni spanku pacienta. Proto také drtiva vétSina pacientll naseho
souboru ddvala prednost tomuto zplsobu léceni. Durogesic
je vhodnym zptisobem 1é¢by silné chronické onkologické
bolesti.

Sledovdni probéhlo za podpory firmy Janssen-Cilag, konzul-
tanty sledovdni byli MUDr Marek Hakl, MUDr Radovan HFib,
MVDr Petr Matéjka, zpracovdni dat provedla firma Cegedim
CZ, Ad-hoc divize.
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IDENTIFIKACE NADOROVE-SPECIFICKYCH TLYMFOCYTUNA ZAKLADE
PRODUKCE INTERFERONU GAMA UMNOHOCETNEHO MYELOMU

IDENTIFICATION OF TUMOR-SPECIFIC T CELLS BASED ON INTERFERON
GAMMA PRODUCTION IN MULTIPLE MYELOMA
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Souhrn: Vychodiska: Mnohocetny myelom je nadorové onemocnéni, které je charakterizovano zhoubnou klonalni prolifera-
ci plazmatickych bunék. Incidence jsou 4 nemocni na 100 000 obyvatel. Median dlouhodobého preZiti je 4-5 let. Vedle stan-
dardni 1é¢by vysokoddvkovanou chemoterapii se rovnéz zacina uplatiiovat imunoterapie. Typ studie a soubor: V in vitro stu-
dii byla na souboru zdravych darcti testovdna moZnost aktivace, separace a expanze myelom-specifickych T lymfocyti. Metody
a vysledky: Myelomové buiiky linie ARH 77 byly po ozéfeni pfidany k alogennim mononukledrnim buiikdm periferni krve,
které obsahuji antigen-prezentujici butiky a T lymfocyty. Postupné doslo k aktivaci myelom-specifickych T lymfocytt cha-
rakterizované produkci interferonu gama, které byly separovany pomoci imunomagnetickych kulic¢ek a expandovany in vitro
a7 do hodnot 400x10° T lymfocytii béhem 4 tydnti. Zdvéry: Tato price ukazuje moznost identifikace a separace protinadoro-
vych T-lymfocyti, které je moZno expandovat in vitro na mnoZstvi vyuZitelné v klinické praxi.

Klic¢ova slova: Mnohocetny myelom, imunoterapie,interferon gama, T lymfocyt

Summary: Backgrounds: Multiple myeloma is a hematological disease caused by clonal proliferation of a malignant plasma
cell clone. Its incidence is 4 in 100 000. Median survival is 4-5 years. Besides standard therapy including high-dose
chemotherapy new approaches such as immunotherapy are taking place. Design and subjects: Identification of myeloma-
specific T cells from healthy blood donors has been tested in an in vitro study based on T cell activation, separation and
expansion. Methods and results: Myeloma cell line ARH 77 has been irradiated and used as apoptotic bodies to stimulate
allogeneic mononuclear cells from peripheral blood. Activated myeloma-specific T cells produce interferon gamma, can be
captured by immunomagnetic beads and further expanded in vitro up to 400x10° T cells within 4 weeks. Conclusion: This
study demonstrates feasibility of identification and separation of tumor-specific T cells that can be expanded in vitro to numbers

used in clinical application.

Key words: Multiple myeloma, immunotherapy, interferon gamma, T cell

1.UVOD

Mnohocetny myelom (MM) je nddorové onemocnént, které je
charakterizovano zhoubnou klonalni proliferaci plazmatickych
bunék. Incidence tohoto onemocnéni ¢ini pfibliZzn€ 4 nemoc-
ni na 100 000 obyvatel. Zaujima 10% z hematologickych
malignit a 1 % ze vSech nddorovych onemocnéni. Neefektiv-
nost standardni chemoterapie pifi 1écbé onemocnéni vedla
k zavedeni vysokoddvkované chemoterapie (1, 2). Tato l1éceb-
nd strategie dosahuje vysokého procenta lé¢ebnych odpovédi
(80-90 %) s maximalnim podilem kompletnich remisi v roz-
mezi 30-40 %. Parametry dlouhodobého pieZiti jsou lepsi nez
pfi pouZiti standardni 1é€by: medidn 3 roky pro dobu do relap-
su onemocnéni a median 4-5 let pro celkové dlouhodobé pte-
Ziti (2, 3). Vysledky randomizované studie potvrdily pfinos
vysokoddvkované 1écby oproti standardni chemoterapii pro
nemocné s MM (4). PfestoZe je zafazeni autologni transplan-
tace do 1écebné strategie pacientd s MM vyraznym pifinosem,
relaps onemocnéni je zpravidla neodvratny. I pies dosaZeni
kompletni remise zlstdvd v organismu pacienta zbytkova
nadorova populace.

MM je povaZovén za nevylécitelné onemocnéni (5, 6), a proto
jsou hledany nové cesty, jak zlepSit prognézu pacientti s MM.
Jednu z nich pfedstavuje protinidorova imunoterapie, ktera
zaznamenala zna¢ny Uspéch u melanomu a rendlniho karcino-
mu, které jsou povazovany za vice imunogenni. V poslednim
desetileti byly podany experimentdlni diikazy o moZnostech

navozeni imunitni reaktivity i vii¢i mén€ imunogennim nido-
ram vcetné MM (7, 8, 9). Imunitni systém mutZe byt aktivovan
specifickymi nddorovymi antigeny. V pfipadé MM se nabizi
vyuZiti monoklonélniho imunoglobulinu, ktery je produkovan
nadorovym klonem plazmatickych bunék. Tento tzv. idioty-
picky protein (Id-protein) miiZe byt izolovén z plazmy pacien-
ti s MM a pouzit jako specificky nddorovy antigen ke stimu-
laci cytotoxickych T lymfocytt (CTL) schopnych lyzovat
autologni myelomové butiky in vitro (10, 11). Aktivace T lym-
focyti byla prokdzana jak in vitro, tak in vivo. Id-protein je vSak
madlo imunogenni, a proto vakciny pfipravené z Id-proteinu
doséhly jen velmi limitovanych aspécht (12, 13, 14).
Dalsimi pfi¢inami neuspokojivych vysledkil imunoterapie
u MM jsou mnohocetné defekty imunitniho systému pacientil
s MM, které zahrnuji defekty dendritickych bunék (DB) ajejich
schopnosti aktivovat T lymfocyty (15, 16), malou imunogen-
nost myelomovych bunék (17), defekty imunitniho systému
pacientil s MM (18) a funkéni zmény T lymfocytd, NK bunék
a B lymfocytt (17).

Ve druhé poloving 90. let bylo s vyhodou vyuZito DB naloZe-
nych niddorovymi antigeny, které maji schopnost aktivace pro-
tinddorové specifickych CTL (19, 20). V soucasné dob€ jsou
timto zpiisobem testovany rtizné druhy potencilnich nidoro-
vych antigenti. Bylo prok4zéano, Ze myelomové buiiky, u nichz
byla navozena apoptdza ozafenim a byly vyuZity jako nado-
rové antigeny a naloZeny do DB, indukuji odpovéd myelom-
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specifickych CTL in vitro (21). Po opakované stimulaci T lym-
focyti apoptickymi télisky nadorovych bunék naloZenych do
DB dochézi k jejich aktivaci, kterou 1ze standardn€ méfit pomo-
ci produkce interferonu gama (IFN-y) (23, 24, 25). Cilem této
studie byla identifikace specifickych protinddorovych T lym-
focyth, které 1ze separovat a expandovat in vitro.

2. MATERIAL A METODY
2.1.Bunécné kultury a priprava antigenu

Mononukledrni buiiky (MN) byly izolovany z nesrdzlivé
periferni krve zdravych darct z transfuzni stanice ve FN Brno
po podepséni informovaného souhlasu metodou gradientové
centrifugace (Histopaque 1077, Sigma-Aldrich, Praha, Ces-
karepublika) a kultivovany v kompletnim médiu (KM) obsa-
hujicim X-VIVO 15 (50mg/l gentamycin, 2mM L-glutamin,
25mg/ml hepes pufr: BioWhittaker, Walkersville, MD, USA)
s tepelné inaktivovanym 10% lidskym AB-sérem (Sigma-
Aldrich, Praha, Ceska republika) pti 37 °C v atmosféte 5%
CO,a4,5% O,. Bunécnost kultury byla nastavenana 1,0x1 00
bunék/ml KM. Jako zdroj nddorovych bunék byla vyuZita
myelomova bunécna linie ARH 77 (dar, ktery byl laskavé
poskytnut profesorem B. Barlogiem, University of Arkan-
sas, USA, 1995). Nadorovy antigen byl pfipraven ozéfenim
myelomovych bunék ddvkou 60Gy.1.den byl pfiddn antigen
- myelomové buitky (MB) linie ARH 77 ozafené ddvkou 60
Gy v poméru MN:MB = 20:1, 8.den byly opét pfidiny MB
v poméru MN:MB = 2:1.

2.2. Znaceni pomoci IFN-ya magnetickd separace
Aktivované T lymfocyty produkujici IFN-ybyly 9. den zhod-
noceny pomoci Secretion Assay Cell Enrichment And Detec-
tion Kit (MACS Reagens, Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach,
Némecko) podle pokyntl vyrobce (23).

Magneticka separace byla provadéna tyZ den na kolon€ umis-
téné v magnetickém poli pristroje Vario MACS (MACS Rea-
gents, Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach, Némecko). Pozi-
tivni frakce byla ziskdna dvojitou separaci pro zvyseni Cistoty.

2.3. Pritokovd cytometrie:

T lymfocyty (1x10°) z pozitivni a negativni frakce po MACS-
separaci byly inkubovany 15 minut s monoklondlnimi proti-
latkami anti-CD4 znacenymi fluoroisothiokyanatem (FITC),
anti-CD8 FITC, anti-CD3 phycoerythrin-cyaninem (PE-Cy)
(Immunotech, Marseille, Francie) a s anti-IFN-y phycoeryth-
rinem (PE) (Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach, Némecko).
T lymfocyty byly analyzovany na pritokovém cytometru Cyto-
mics™ FC 500 (Beckman Coulter, Miami, Florida, USA).

2.4. Expanze T lymfocytii in vitro

IFN-ypozitivni T lymfocyty byly expandovany in vitro v KM
obohaceném o interleukin 2 (IL-2) v mnoZstvi 500 IU/ml KM
(Proleukin, Chiron, Amsterdam, Holandsko). 1. den expanze
byl pfidan phytohemaglutinin (PHA) (Sigma-Aldrich, Praha,
Ceska republika) v mnoZzstvi 5ug/ml KM. Po celou dobu
expanze byla udrzovina bunéénost kultury 1-3 x 10° T lym-
focyti/ml KM. KM vcetné IL-2 bylo vyménovano 2x tydné
a 1x tydné byly soucasné pridavany alogenni MN periferni
krve ozéafené davkou 30Gy.

3. VYSLEDKY A DISKUSE

Bylo provedeno celkem 8 experimentll zahrnujicich stimula-
ci, restimulaci, separaci a expanzi myelom-specifickych T lym-
focytli. MN izolované z periferni krve zdravych darct obsa-
hujici antigen-prezentujici butiky a T lymfocyty byly v den 1
stimulovany ozafenymi MB v poméru 20:1 (T lymfocyt:MB).
V den 7 byla provedena restimulace ozafenymi MB v pomé-
ru 2:1 (T lymfocyt:MB). Pfi téchto pomérech byla produkce
IFN-y maximadlni, jak jsme zjistili v pfedchozich experimen-
tech (25). 24 hod po restimulaci byla provedena identifikace
protinddorovych myelom-specifickych T lymfocyti na priito-
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Tab. 1: Identifikace a separace myelom-specifickych T lymfocytu.
Procentudlni hodnoty aktivovanych IFN-y*CD4+ a IFN-y*CD8* myelom-
specifickych T lymfocytil ve vstupni, pozitivni a negativni frakci po mag-
netické separaci (MACS). Méfeno na priitokovém cytometru 24 hod po
restimulaci. Uveden median, minimalni, maximalni hodnota (%) a statis-
tickd vyznamnost obohaceni IFN-y*CD4" (p;) aIFN-y"CD8* (p,) T lym-
focytl v pozitivni frakci oproti frakei vstupni. Data byla vyhodnocena
pomoci Wilcoxonova testu.

Cislo Vstupni frakce Pozitivni frakce Negativni frakce
experimentu [%] 1%] [%6]

CD4'IFNy * [ CD8'IFNy * | CD4'IFNy * | CDS'IFNy * | CD4"IFNy * [ CDS'IFNy *
1. 4.38 3.26 61,94 51.47 222 1,71
2. 4,58 1.14 1725 64.85 277 093
3. 2,18 1,60 15,14 3,90 1.34 0,34
4. 2.99 1.99 82,98 72,08 2.06 1.46
5. 235 1.16 59.70 74,26 1,73 0.96
6. 3,68 3.40 68.69 84,59 2.50 2,12
7. 1,97 1.83 33,61 88.75 141 1,36
8. 2,67 2,12 37,47 83.99 1.40 1.16
median [%] 2,83 1,91 48,59 73,17 1,90 1,26
minimum |%] 1.97 1.14 15,14 3.90 1,34 0.34
maximum |%] 4.58 3.40 82.98 88.75 2.77 2,12
P pi=0,012 | p>= 0,012

kovém cytometru. Aktivované IFN-y" T lymfocyty byly méfe-
ny ve vstupni frakci pfed magnetickou separaci. Procentudlni
zastoupeni aktivovanych T lymfocyta (CD4% a CD8*) ve
vstupni frakei bylo 1,97-4,58 % (median 2,83%) pro CD4*
a 1,14-3,40 % (median 2,63%) pro CD8" viz Tab. 1. Resti-
mulované aktivované myelom-specifické T lymfocyty byly
magneticky separovany na piistroji Vario MACS. Separace
IFN-y* frakce byla provedena dvakrit pro zvySeni Cistoty.
Doslo k obohaceni aktivovanych T lymfocytd v pozitivni
frakci na 15,14-82,98 % (median 48,59 %) pro CD4*
a3,90-88,75 % (median 73,17 %) pro CD8* oproti frakci nega-
tivni: 1,34-2,77 % (mediin 1,90 %) pro CD4+ a 0,34-2,12 %
(median 1,59 %) pro CD8* viz Tab. 1 a Obr. 1.

Separované myelom-specifické T lymfocyty byly u 5 poku-
stt expandovény in vitro. Expanze byla provddéna pomoci
PHA, IL-2 a alogennich ozafenych MN periferni krve zdra-
vych dérct, viz metodicka Cast. Obr. 2 ukazuje expanzi pro-
tinddorovych T lymfocytl in vitro v ¢ase. Buiiky byly poci-
tany kazdy tyden a jejich mnoZstvi zaznamendvéano po dobu
4 tydni. Béhem 4 tydnt doSlo k expanzi z poc¢ate¢nich hod-
not 0,5-0,6 x10° T lymfocytii na hodnoty 150-420x10° (me-
didn 160x10%) T lymfocyti.

Naméfené vysledky jsou v souladu s publikovanymi prace-
mi (23, 24), které rovnéZ ukdzaly moZznost identifikace
a nasledné expanze protinddorovych T lymfocyti. Uspésna
adoptivni T-bunéfnd imunoterapie byla demonstrovdna
u nékterych nddorovych onemocnéni, zejména u melanomu.
V tomto sdéleni ukazujeme, Ze i u MM, ktery je povaZzovan
za malo imunogenni, I1ze identifikovat populaci potencidlné
myelom-specifickych T lymfocytl a expandovat je do kli-
nicky aplikovatelného mnoZzstvi.

Existuji i dal$i metody identifikace antigen-specifickych
T lymfocytt, naptiklad vyuZiti komplexu tetramer nebo pii-
prava lymfocytarnich linii ¢i klonti (24). Nicméné tyto meto-
dy jsou limitovany. V pfipadé komplexu tetramer je vyznam-
nym omezenim vazba na urcity hlavni histokompatibilitni
antigen (MHC) Ltidy a nutnd znalost nadorového antige-
nu/peptidu. Tetrametry neumoziiuji izolaci CD4* T lymfocy-
td, které zfejmé sehrdvaji vyznamnou roli pfi eliminaci nddo-
rovych bunék. V pfipadé protinddorovych linii ¢i klonl
T lymfocyti je zpravidla hlavnim omezenim limitovany reper-
toar antigennich struktur, které jsou témito burikami rozpo-
znavéany a eliminovany (24).

Narozdil od vy8e uvedenych postupt ma identifikace protina-
dorovych T lymfocytii na zakladé produkce IFN-y vyhody, kte-



Obrazek 1: Identifikace a separace myelom-specifickych T lymfocytii na pritokovém cytometru.

Meéfieni aktivovanych T lymfocytl pomoci produkce IFN-yu CD4* a CD8* T lymfocytl 24 hod po restimulaci. T lymfocyty byly separovany v mag-
netickém poli na piistroji Vario MACS. Cervenou barvou je zndzornéno procento aktivovanych CD4*, resp. CD8* T lymfocytt ve vstupni frakci pred
separaci a obohaceni v pozitivni frakci po separaci.
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Graficky jsou zde zndzornény vysledky jednotlivych experimenti (odliSeny riznym Srafovanim). Pocty bunék  qeti izolace jak CD4 tak CD8
(v milionech) byly zaznamenévany kaZzdy tyden po dobu 4 tydnd. T lymfocyti bez nutné znalosti
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4.ZAVER

V této studii jsme prokézali, Ze myelomové buiiky indukuji
odpovéd myelom-specifickych T lymfocytt in vitro. Po opa-
kované stimulaci T lymfocyt apoptotickymi télisky nado-
rovych bunék dochézi k jejich aktivaci, kterou lze standard-

né méfit pomoci produkce IFN-y. Takto ziskané T lymfocy-
ty lze dale expandovat in vitro na hodnoty pouZitelné v kli-
nické praxi.

Tato prdce byla cdstecné podporena grantem IGA MZ 7475-3.
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MEDICAL THERAPY OF BREAST CANCER

RAYTER Z., MANSI J. (EDS.)
CAMBRIDGE, CAMBRIDGE UNIVERSITY PRESS 2003
394 s., cena 70,- GBP. ISBN 0-521-49632-2.

V poslednich letech do$lo k vyznamnému pokroku v diagnostice
a lé¢bé karcinomu prsu. Cilem recenzované knihy, kterou vytvo-
fil kolektiv 21 autorii pfevaZné z Velké Britdnie, je nabidnout cte-
néfi nejnovéjsi poznatky v této oblasti v souhrnné formé. Samo-
zfejmé se tak déje v kontextu se skute¢nostmi zndmymi jiZ delsi
dobu a i kdyZ je hlavni t&€Zist€ informaci zaméfeno na medika-
mentdzni 1é¢bu karcinomu prsu, nalezneme zde i informace o 1é¢-
bé chirurgické a také o prevenci, screeningu a genetickych aspek-
tech tohoto zdvazného onemocnéni.

Obsah dila je rozdélen do 14 kapitol. V prvnim oddile je zminéna
historie 1é¢by karcinomu prsu, od prvnich dochovanych informa-
ci ze starovékého Egypta az po soucasnost. Opakované se tu pre-
svédCujeme, Ze chirurgické postupy hraly v historii vZdy rozho-
dujici dlohu, zatimco teprve v poslednim obdobi jsou
zaznamendvany vyznamnéjsi uspéchy medikamentdézni 1écby.
Druhé kapitola popisuje vyznam preventivni chemoterapie u paci-
entek s vysokym rizikem vzniku karcinomu prsu. Jde zejména
o Zeny, které jsou nositelkami mutaci genit BRCA1aBRCA2. Kri-
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tickému rozboru jsou zde podrobeny publikované vysledky studii
s tamoxifenem a raloxifenem. Nasleduje 9 stran vénovanych fami-
lidrnimu vyskytu karcinomu prsu a 20 stran o hormondlni terapii.
Autofi zde rozebiraji zatim neuplné a misty i kontroverzni poznat-
ky otloze endogennich a exogennich estrogentl, jejich ti¢inkti a tlo-
hy v obdobi menopauzy. Dalsi kapitola popisuje roli screeningu,
vyhody a omezeni jednotlivych zobrazovacich metod v ném i véko-
vé hranice, od kterych by mél byt screening provadén. V Sesté kapi-
tole nalezneme postupy pouZivané v 1é¢bé in situ karcinomil prsu,
véetné chirurgickych zdchovnych operaci. DalSich 8 oddili, repre-
zentujicich pfevdZnou ¢4st knihy, je vénovano nechirurgické 1é¢-
bé&. Nalezneme zde informace o v§ech vyznamnych v soucasnosti
pouzivanych moZnostech — adjuvantni systémové terapii, adju-
vantni radioterapii, primarni chemoterapii véetn€ vysokodavkové,
novych imunologickych pfistupech, tloze bifosfonétt a paliativ-
ni terapii. Rozsédhly oddil je vénovan moZnostem predikce uspés-
né terapeutické odpovédi i rezistence na jednotlivé druhy 1écby.
Kazd4 kapitola kon¢i ¢etnymi literdrnimi odkazy.

Ve viech oddilech knihy je patrny kriticky pfistup k dosud publi-
kovanym informacim a snaha o zafazeni nejnovéj$ich poznatka
do kontextu jiz zndmych a provéfenych faktl. Nejde tedy o kla-
sickou ucebnici, ale dilo pfinaSejici v souhrnné formé aktudlni
informace v oblasti 1é¢by karcinomu prsu. M. H.



IMUNOMAGNETICKA SEPARACE BUNEK Z KOSTNI DRENE U PACIENTU
S MNOHOCETNYM MYELOMEM - STANOVENI DELECE 13q14 POUZITIM
INTERFAZNI FLUORESCENCNI IN SITU HYBRIDIZACE

IMMUNOMAGNETIC SEPARATION OF BONE MARROW CELLS
IN MULTIPLE MYELOMA PATIENTS - DETECTION OF 13q14 DELETION
USING INTERPHASE FLUORESCENCE IN SITU HYBRIDIZATION

SMEJKALOVA J.!, VRANOVA V.4, KOVAROVA L.I, KUGLIK P.%, FILKOVA H.3, HEINIGOVA ]J.!, ADAM Z.2,
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Souhrn: Vychodisko: Chromosomalni aberace jako je delece 13q14 jsou dileZitym prognostickym faktorem u mnohocetné-
ho myelomu. Nizka mitoticka aktivita malignich plazmatickych bunék a jejich slaby rust v bunécnych kulturach snizuje dostup-
nost cytogenetickych informaci. K ziskéni co nejpiesnéjsiho cytogenetického nalezu u myelomovych bunék se pouZivaji meto-
dy, které umoziiuji selekci této bunécné populace z bunék kostni diené. Jedna se o imunomagnetickou separaci v kombinaci
s interfazni fluorescencni in situ hybridizaci. Typ studie a soubor: Pfedkladame vysledky cytogenetického vySetieni u 40 paci-
entti s mnohocetnym myelomem. Metody a vysledky: Pro hodnoceni vzorki kostni dfené bylo pouZzito G-pruhovani chromo-
somt a interfazni fluorescencni in sifu hybridizace na neseparovanych buiikach a na butikach separovanych metodou imuno-
magnetické separace pomoci CD 138 specifické protilatky. Metodou interfazni fluorescencni in sifu hybridizace byla sledovana
delece v oblasti q14 na chromosomu ¢. 13. U neseparovanych vzorkt byla delece 13q14 nalezena u 10 pacienti ze 40 (25%),
u obohacené bunécné suspenze byla tato delece nalezena u 25 pacientii ze 40 (62.5%). Zdvéry: NaSe vysledky potvrzuji, Ze
pouZitim interfazni fluorescencni in situ hybridizace u imunomagneticky separovanych bunék lze zvysit zachyt delece 13q14
v malignich plazmatickych buiikich mnohocetného myelomu.

Klicova slova: Mnohocetny myelom, imunomagnetickd separace, interfazni fluorescencni in situ hybridizace, delece 13q14

Summary: Background: Chromosomal abnormalities, such as 13q deletion, are emerging as important prognostic factors in
multiple myeloma. The availability of cytogenetic information has long been hampered by the low mitotic activity of the plas-
ma cells. To obtain a direct assessment of the myeloma cells pathology in high purity cell population, we have used magnetics-
activated cell sorting in combination with intephase fluorescence in situ hybridization. Design and subject: The study inclu-
ded 40 patients with multiple myeloma. Methods and results: We used chromosomal G-banding and interphase in situ
hybridization on CD138+ and CD138- cells after selection by magnetic-activated cell separation. Hybridization was perfor-
med to detect the 13q14 deletion in unselected bone marrow cells and, in parallel, in CD138+ enriched samples. The 13q14
deletion was found in 10 of 40 (25%) of bone marrow samples without cell selection and in 25 of 40 (62.5%) of samples with
CD138+ enriched myeloma cells. Conclusions: Our results confirm that immunomagnetic selection of CD138+ cells increa-
ses the probability of detection of the 13q14 deletion in bone marrow samples.

Key words: Multiple myeloma, magnetic-activated cell separation, interphase fluorescence in situ hybridization, 13q14 deletion

Uvod

Cytogenetickd analyza u mnohocetného myelomu je velice
naro¢nd. Ditvodem je nizky pocet plazmatickych bunék v kost-
ni dfeni a jejich nizky mitoticky index. Cytogenetické nalezy
jsou pfitomny ve 20 — 60% a jsou komplexni (1,2).

Mezi specifické strukturni a numerické aberace patii translo-
kace zahrnujici téZky imunoglobulinovy fetézec na chromo-
somu 1432 amonosomie nebo delece chromosomu €. 13. Tyto
aberace byly zjiStény jak konven¢nim cytogenetickym vySet-
fenim, tak interfazni fluorescencni in situ hybridizaci [FISH]
(3,4,5). Abnormality chromosomu €. 13 jsou spojovany se Spat-
nou prognozou (6,7,8,9,10).

Intersticilni delece oblasti 13q14 a monosomie chromosomu
¢. 13 jsou asociovany s agnogeni myeloidni metaplazii (AMM),
mnohocetnym myelomem (MM), chronickou lymfatickou leu-
kémii (CLL), polycytemii vera (PV) a s dal§imi hematologic-
kymi malignitami (4). Gen RB1 je tumor supresorovy gen ama
daleZitou tlohu v patogenezi solidnich nadortl, avSak jehorole

v onkohematologickych onemocnénich neni doposud zcela
objasnéna. Nicméné jsou sekvence tohoto genu vyuZivany jako
DNA sonda pfi interfdzni FISH k urCeni ztraty ¢asti nebo celé-
ho chromosomu €. 13.

Studie, které srovnavaji zachyt chromosoméalnich abnormalit
pfi pouZiti klasické cytogenetické metody a metody FISH uka-
zuji, Ze metoda FISH detekuje abnormality, které nejsou kon-
ven¢ni metodou zachytitelné (7,11,12).

Nizké mitotickd aktivita plazmatickych bunék a jejich slaby
rast v bunécénych kulturdch sniZuje dostupnost cytogenetic-
kych informaci. Podle Pérez-Simén 1ze zvySit zachyt patolo-
gickych karyotypt tehdy, kdyZ jsou buiiky kostni dfené inku-
bovény v pfitomnosti interleukinu-3 a interleukinu-6 (7).

K ziskédni co nejptesnéjsiho karyotypu myelomovych bunék
se pouZivaji metody, které umoZiiuji selekci této bunécné popu-
lace z buné€k z kostni diené. Jednd se o imunomagnetickou
separaci (MACS), fluorescencni imunomagnetickou separaci
(FACS) v kombinaci s interfazni FISH (13).

KLINICKA ONKOLOGIE 18 22005 59



Cilem této studie bylo ur€it, zda metoda interfazni FISH dete-
kujici deleci RB1 genu na separovanych myelomovych buii-
kéch je vice pfinosné&jsi neZ na buiikdch neseparovanych. Jed-
nd se o roz§ifeny soubor pacientil v ndvaznosti na pilotni praci

FiSerovi a kol. (13).

Pacienti a metody

Soubor pacienti a protokol studie

Kostni dieii byla ziskdna od 40 pacient s mnohocetnym mye-

lomem. Dvacet Sest pacientii bylo nové diagnostikovanych, 10

bylo v relapsu onemocnéni, 1 pacient vykazoval maximalni
lécebnou odpovéd a 3 pacienti

Tabulka ¢. 1: Charakteristika méli doutnajici myelom_ Cha-

pacientu. rakteristika pacienti je uvedena
Potet pacientit 40 v tabulce €. 1. VSichni pacienti
- podepsali informovany souhlas.
Zeny 19 Jeden ml kostni dieng& byl zpra-
Muzi 2 covan standardnim postupem
IgA 9 pro genetické vySetfeni, nasle-
IeG 26 dovalo G-pruhovani chromoso-
}SgM 1 mu a vySetfeni metodou inter-
ence-Jones 2 L
nesekre¢ni 2 fazni FISH.
- — Soucasné bylo odebrdno 60-
Vek primér ;‘7‘ (315) 80ml kostni dfen& pro imuno-
rozpty _ magnetickou separaci myelo-
Stadium I 3 movych bunék. Takto ziskané
EI 23 myelomové buiiky byly vySet-
nezafazeno 4 ﬁggf metodou interfizni FISH

IgA, IgG, IgM, Bence-Jones —
typy monoklondlniho paraprote-
inu, stadium — stadium dle Durie-
Salmon.

Imunomagneticka selekce
Odebrana kostni dfeii byla pre-
nesena do Iscova Modified Dul-
beccova média (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA), dopl-
néna 100 Ul/ml heparinem a 100 UI/ml DNAse (Boehringer
Mannheim, Indianopolis, IN, USA). Myelomové buiiky byly
separovany imunomagnetickou separaci podle vyrobce (Mil-
tenyi Biotec, Bergisch Gladbach, Germany). Mononukledrni
buiiky kostni dfené byly ziskidny densitni gradientovou cent-
rifugaci na Histopaque-1077 (Sigma-Aldrich) pfi 400g, 35
min. Buriky byly 2x promyty v PBS dplnéném 2mM EDTA.
Po poslednim promyti bylo ptiddno 20 ul MACS CD 138 (Syn-
decan-1) MicroBeads (Miltenyi Biotec) na celkovy pocet 107
bunék. Takto oznacend bunécna suspenze byla prefiltrovana
pfes 30um filtr v LS koloné (Miltenyi Biotec) umisténé v mag-
netickém poli separdtoru Vario MACS (Miltenyi Biotec).
Negativni buiiky prosly kolonou, positivni buiiky byly eluo-
vény po odstranéni kolony z magnetického pole. Byl stanoven
pocet bunék, jejich morfologie a imunofenotypizace.

Morfologické hodnoceni

Z natéru kostni dfené obarveného metodou May-Griinwald-
Giemsa bylo stanoveno procento myelomovych bunék. Ze
separovanych bun€k metodou MACS byly pfipraveny cyto-
spinové preparity a obarveny May-Griinwald-Giemsa. Bylo
stanoveno procento plazmatickych bunék z 250 jadernych
bunék.

cytometrickd (FC) analyza byla provedena na pfistroji Cyto-
mics FC500 (Beckman-Coulter, Fullerton, CA). Analyzova-
nabyla populace CD38++ CD45-CD45%mCD45*, znak CD138
byl hodnocen bud samostatné nebo na této populaci (13).

Bunécna kultivace a priprava skel pro genetické vySetieni
Vzorky byly pfipraveny podle stavajicich cytogenetickych
metod. Vzorky byly kultivovany v médiu RPMI 1640 (Sigma-
Aldrich) doplnénym 20% inaktivovanym fetdlnim sérem 24
hodin pfi teploté 37 °C s 5% CO,.

G-pruhovani chromosomu

Sklicka byla oSetfena trypsinem (Sigma-Aldrich) a obarvena
Giemsou (G-pruhovéni). Chromosomy byly sestaveny v kary-
otyp podle nomenklatury ISCN 1995 (14). Za abnormadlni klon
byl oznacen ndlez dvou a vice metafazi se stejnou struktural-
ni abnormalitou nebo se stejnymi chromosomy navic a nilez
tif metafazi s chybéjicim stejnym chromosomem.

Interfazni fluorescenéni in situ hybridizace

Pro vySetfeni pomoci FISH metody byla pouzita sonda LSI
13/RB-1 Spectrum Orange Probe (Vysis - Abbott), ktera spe-
cificky hybridizuje k sekvencim RB1 genu v oblasti 13q14
chromosomu 13 a referen¢ni sonda LSI 13q34 Spectrum Gre-
en Probe (Vysis - Abbott). Obé sondy byly kodenaturovany
pfi 75 °C po dobu 2 minut a hybridizovéany pti 37 °C pies noc
ve vlhké komiurce. Poté byla sklicka odmyta roztokem
0.4xSSC/0.3 NP-40 pfi 72 °C po dobu 4 minut, poté jednou
v 2xSSC/0,1% NP-40 pti pokojové teplote. Sklicka byla pod-
barvena DAPI II Counterstain (Vysis) a zhodnocena pomoci
fluorescencniho mikroskopu vybaveného pfislu§nymi filtry.
Obraz byl snimdn CCD kamerou Cohu 9410 a analyzovéan
pomoci software LUCIA G4.61-FISH (Laboratory Imaging,
Prague, Czech Rep.). V experimentech bylo hodnoceno 50 az
100 interfaznich jader.

Statisticka analyza

Byla provedena popisna analyza (primeér, rozptyl). Hodnoty
urcujici Cistotu frakei pfi imunomagnetické separaci a etnos-
ti bun€k s chromosomalnimi abnormalitami zjiSténymi meto-
dou FISH jsou vyjadfené v procentech.

Vysledky

Imunomagneticka separace

Cistota ziskanych frakci je hodnocena morfologicky a flowcy-
tometricky (FS). Vysledky jsou uvedeny v tabulce €. 2. Pri-
mérnd hodnota Cistoty frakce 138+ je 98,5% (0,0 —100,0%) hod-
nocena morfologicky z cytospinovych prepardtii. Hodnota z FC
méfeni je 26,3% (rozmezi 0,1 — 99,1%), zde byly nalezeny dvé
populace, které znak CD138 exprimovaly bud slabé ¢i silné.

G-pruhovani a interfazni FISH

Vysledky G-pruhovéni a interfdzni FISH specifickou sondou
pro 13q14.3 LSID13S319 na neseparovanych a separovanych
myelomovych buiikéch jsou uvedeny v tabulce ¢. 3. Hrani¢ni
hodnota pro pozitivitu interfazni FISH (cut off level) byla sta-
novena na 9% (13).

Imunofenotypizace Tabulka & 2. Vsledky i (ké
Vstupni vzorky MBKD  (mononukledrni abulka €. 2. Vysledky imunomagnetické separace.
buiiky kostni dfené) stejn€ jako vzorky pozi- | eisota
tivni a negativni frakce (v mnoZstvi 0,5 x 100 - -
bunék na zkumavku) byly inkubovany s fluo- Flowcytometrie Morfologie
rescencné znaCenymi monoklondlnimi proti- | Vzorek CD138+ [%] CD38++/45+/138+ [%] | Plazmatické buiiky [%]
latkami (Ab) v nasledujicich kombinacich: pramér (rozmezi) pramér (rozmezi) pramér (rozmezi)
gﬁ%%g%%%léé’gg%l&?g a CD3§- Frakce CD138+ | 26,3 (0,1 —99,1) 23,5(0,0-97,1) 98,5 (0,0 — 100,0)

- - mmunotech,
Marseille, Francie). Po 15. minutach pii poko- Frakee CD138- | 28(00-299) 2300-272) 115 0.0-750

jové teploté byly resuspendovany v PBS obsa-

hujicim 1% paraformaldehyd pro fixaci. Flow- noceni.
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Tabulka ¢. 3. Vysledky cytogenetického vySetieni.

e Dg. del ll\gzﬁts(% ) S;%: | el 1315111)4 (%) S;%? ' Karyotyp
1 novéa dg. 3,0 n 4,0 n 46,XY(16)
2 novéa dg. 40,0 a 10,0 a nehodnotitelné
3 nova dg. 13,0 a negat. n 46,XX(19)
4 nova dg. 6,0 n negat. n nehodnotitelné
5 nova dg. 4,0 n negat. n 46,XY(4)
6 nova dg. 47,0 a 18,0 a 46,XY(6)
7 novéa dg. 11,0 a negat. n 46,XY(3)
8 max.od. 10,5 a negat. n 46,XY(7)
9 nova dg. 89,0 a 30,0 a 46,XX(16)
10 novadg. 15,0 a 7,5 n nehodnotitelné
11 relaps 32,0 a negat. n 46,XX(18)
12 relaps 36,0 a 6,0 n nehodnotitelné
13 novéa dg. 11,0 a negat. n 46,XY(20)
14 relaps 10,0 a negat. n 46,XY(15)
15 nova dg. negat n negat n 46,XY(20)
16 nova dg. 61,0 a negat n 46,XX(10)
17 relaps 57,0 a negat n 46,XY(19)
18 relaps 22,5 a 10,0 a 43,XY,-1,-10,der(11),-13,del(14q)(3)/46,XY (4)
19 novéa dg. 56,0 a negat. n 46,XY(14)
20 relaps negat n negat n nehodnotitelné
21 relaps 73,0 a 60,0 a 41,XX,-X,der(1),-4,der(5),-6,der(6),der(9), der(13),der(15),-22,-22
22 relaps 60,0 a 3,5 n 46,XY(5)
23 nova dg. 5,1 n 2,0 n 46,XY(5)
24 nova dg. 6,0 n 3,0 n 46,XX(5)
25 novéa dg. 90,0 a 15,5 a 46,XX(7)
26 nova dg. 55,0 a 21,0 a 45,XX,+3,del(6q),del(10q),-13,-16(3)/46,XX(4)
27 doutn. m. 2,5 n 4,0 n 46,XX(4)
28 nova dg. 7,0 n 1,0 n 46,XX, del(13q)(2)/46,XX(3)
29 nova dg. 80,0 a 7,0 n 46,XX(14)
30 nova dg. 100,0 a 3,5 n 49,XY ,+der(1),+der(4),+9,-13,+20(3)/46,XY(13)
31 nova dg. 7,0 n 1,0 n 46,XX(19)
32 relaps 17,0 a 5,0 n 46,XY(3)
33 nova dg. 2,0 n 0,0 n 46,XY(8)
34 doutn. m. 1,0 n 2,0 n 46,XX(9)
35 doutn. m. negat. n negat. n 46,XX (6), nekl. ztraty (4)
36 novadg. negat. n negat. n 46,XX, t(11;14) (2), 46,XX nekl.ztraty
37 relaps negat. n negat. n 46,XY (15)
38 novéa dg. 34,0 a 11,0 a 46,XY (20)
39 nova dg. 61,0 a 23,0 a 46,XX (16)
40 nova dg. 22,0 a 11,0 a 46,XY (20)

Doutn. m. — doutnajici myelom, MACS del 13q14, KD del 13q14 — interfdzni FISH na separovanych mononuklearnich butikdch (MACS del 13q14)
a neseparovanych mononuklearnich buiikdch (KD del 13q14), Sign. ano/ne — signifikace vysledkt ziskanych metodou interfazni FISH, karyotyp —

vysledky G-pruhovani.

Z celkového poctu 55 vySetfenych pacientit metodou interfazni
FISH mélo 40 pacienti reprodukovatelné vysledky.
Analyzou G-pruhovani byly zji§tény numerické a stukturni
aberace, predevsim se jednd o aneuploidii respektive o deri-
vované a deletované chromosomy.

Interfazni FISH provddénd na neseparovanych buiikach byla
pozitivni v 10 pfipadech, coZ predstavuje 25,0%. V pripadé
separovanych myelomovych bunék byla pozitivita v 25 pfipa-

dech, coz je 62,5%. U pacientt ¢. 3,7, 8, 10, 11, 12, 13, 14, 16,
17,19, 22,29, 30, 32 bylo vySetfeni na separovanych burikidch
hodnoceno jako pozitivni oproti vySetieni provedenym na nese-
parovanych buiikdch. U pacienti €. 2, 6, 9, 18, 21, 25, 26, 38,
39, 40 byla pozitivita stanovena jak na neseparovanych, tak na
separovanych buiikach. U ostatnich pacientl bylo vySetfeni
negativni jak u separované, tak u neseparované kostni dfen¢.
Z 26 nové diagnostikovanych pacientti bylo 16 pozitivnich
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v pfipadé€ separovanych bunék a 8 v pfipad€ neseparovanych
bunék. U 10 pacientil v relapsu bylo pozitivnich 8 v piipadé
separovanych buné€k a 2 v pfipadé neseparovanych bunék.
Jeden pacient ve stddiu maximdlni lécebné odpovédi byl pozi-
tivni pro deleci 13q pouze v pfipadé€ separovanych bunék. Tti
pacienti s diagnézou doutnajici myelom byli negativni v obou
pfipadech.

U pacientt €. 18, 21, 26 se ve vySetieni karyotypu vyskytla
zména na chromosomu €. 13, coz koreluje s vysledky FISH na
separovanych i neseparovanych buiikdch. Pacient ¢. 30 mél
v karyotypu nalezenu mimo jiné monozomii chromosomu ¢.
13, metodou FISH byla potvrzena pouze u separovanych
bunék. U pacienta €. 28 se v karyotypu vyskytla delece chro-
mosomu €. 13, avSak ve vySetieni FISH tato zména byla zazna-
mendna v niZ§im procentu neZ stanovend 9% hranice. Pacient
¢. 30 mél v karyotypu nalezenu delece chromosomu ¢.13, kte-
rd byla ve 100% potvrzena metodou FISH na separovanych
buiikéch, ale na neseparovanych buiikdch se vyskytla pod hra-
nici 9%.

Diskuse

Cistota pozitivni CD138+ frakce byla pfi FC hodnocen{ nizsi
neZ pfi hodnoceni cytospinu. Domnivame se, Ze existuje néko-
lik moZnych vysvétleni tohoto rozdilu: a) vazebnd mista pro
anti CD138 Ab jsou jiZ obsazena magneticky zna¢enou Ab
atudiZ fluorescencné znacend Ab se nemliZe navazat; b) v pra-
béhu zpracovani vzorku dochdzi k vymizeni znaku CD138,
pfi¢emz Jourdan potvrdil, Ze apoptotické myelomové buiiky
ztraceji CD138 (15). Dale Aref zjistil, Ze hodnoty solubilnfho
sérového sydecanu-1 negativné koreluji s jeho buné¢nou for-
mou ajejich hladiny v dobé diagnézy souvisi s prognézou paci-
entl (16). A také Yang zmifiuje, Ze ,,ztraceny ,, syndecan-1
mizZe byt odStépen prostiednictvim sekretdz a uvolnén do
extracelularniho prostoru (17). Bayer-Garner et al. popisuje,
Ze slabd exprese CD138 prindleZela vzorkiim, jejichZ buriky
meély poruSenou membrinu a nachazely se pfevazné v mistech
fibrozy (18).

U 40 pacientl s mnohocetnym myelomem jsme vySetfovali
metodou interfazni FISH pfitomnost monosomie nebo delece
chromosomu €. 13. Predpokléddali jsme, Ze obohacené vzorky
kostni dfené¢ mohou poskytnout vice informaci o danych cyto-
genetickych zménach, neZ vzorky pfipravované klasickym
postupem.

U vzorkt ptipravenych klasickou technikou jsme deleci chro-
mosomu €. 13 nasli ve 25% pripadech a v 62.5% u separova-
nych vzorki. V porovnani s pilotni studii FiSerové (13) je zachyt
patologie nizsi (38,5% respektive 69,2%). Tento rozdil muze
byt zpisoben v naSem pfipad¢ v&t§im souborem pacientd.

Ve vétSiné publikacich se delece 13q14 vyskytuje kolem 40%
(6,12).

Tyto cytogenetické abnormality a abnormality zahrnujici chro-
mosom 11 jsou asociovdny se zkrdcenou dobou pfezivani
u pacientd, ktefi podstoupili autologni transplantaci. Zatim
vSak neni zndm prognosticky vyznam chromosomovych abe-
raci detekovanych FISH u pacientil 1é¢enych konvencni che-
moterapii (7).

Zaznamenali jsme rozdily mezi vyskytem delece 13q14 u paci-
entd v dobé stanoveni diagndzy a ve stidiu relapsu, kdy paci-
enti s novou diagn6zou méli mensi zachyt sledované delece
(61,5% resp. 80,0%). Podobné vysledky zaznamenal i Zojer,
ktery publikoval zéchyt této delece pouZitim sondy pro lokus
rb-1 v 13q14 u 46,2% pacientt s novou diagnézou a u 73,3%
pacientt v relapsu (19).

Nejvétsi zachyt delece 13q14 méli pacienti ve stadiu II. Zojer
uvadi vyskyt delece 13q14 rovnéZ u pacientt ve stadiu I. Jiné
studie potvrzuji vyskyt této delce v plazmatickych buiikdch
u pacientll s monoklondlni gamapatii nejasného pivodu.
Chromosomdlni abnormality jsou pozorovatelné uz v ¢asné
patogenezi malignich chorob postihujici plazmatické butiky
(19).

Metodou G-pruhovéni byly nalezeny patologické karyotypy
v 6 ptipadech, coZ pfedstavuje 15% sledovanych pacientt. Jed-
nalo se o strukturni a numerické aberace. Sawyer v souboru
200 pacientt zachytil abnormélni klony v 32% piipadi (20).
Obecné se u MM abnormadlni karyotypy zachyti u 40% paci-
entd. Toto procento je ovlivnéno mnoha faktory, zaleZi na sta-
diu onemocnéni v dobé€ diagnézy a zda byl pacient 1écen pred
odbérem kostni dfené pro cytogenetické vysetfeni. Nélez hypo-
diploidie je povazovan za dileZity prognosticky faktor, ktery
je provézen Spatnou odpovédi na terapii a kratkym celkovym
prezitim. Hyperdiploidie je spojovana s lepSi progn6zou, av§ak
muZe byt asociovana s dal§imi strukturnimi zménami, €asto se
zménami chromosomu ¢.13, coZ vede ke zhorSeni progndzy
(21). Strukturni pfestavby byvaji spojovany se Spatnou pro-
gnézou (22).

Delece 13q14 je povaZovéna za nejsilnéjsi prognosticky para-
metr. Pro detekci chromosomélnich abnormalit se pouZivaji
ruzné techniky, pfi pouZiti G-pruhovani je zachyceno 10 a vice
numerickych a strukturnich aberaci u 40% pacienti s MM.
Vzhledem k nizké proliferaci myelomovych bunék jsou zmé-
ny v karyotypu touto metodou zachyceny pouze v 30-40% pii-
padt (12). Proto se interfazni FISH jevi jako vhodna metoda
pro detekci urcitych chromosomélnich abnormalit. Pfi pouZi-
ti selektovanych myelomovych bunék vrista citlivost této
metody.

Zavér

Cytogenetickd analyza u mnohocetného myelomu je velice
naro¢nd pro nizky pocet plazmatickych bun€k v kostni dieni
a jejich nizky mitoticky index. Cytogenetické nalezy jsou pii-
tomny ve 20— 60%. Po zavedeni modernich molekuldrné-cyto-
genetickych metod a zejména interfazni fluorescencni in situ
hybridizace se ukazuje, Ze frekvence chromosomovych abe-
raci unemocnych s MM je ve skute¢nosti mnohem vyssi. Dele-
ce 13q14 je povaZovéna za nejsilnéjsi prognosticky parametr.
Nase vysledky potvrzuji, Ze pouZitim interfazni fluorescenc-
ni in situ hybridizace u imunomagneticky separovanych bunék
vzrista zachyt delece 13q14.

Podékovdni. 3
Tato prdce je podporovdna grantem IGA MZ CR NC 7043 —
3/02 a grantem MSM 143100008.
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informace

SETKANI MLADYCH ONKOLOGU

VaZeni kolegové, mili pratelé,

jak se jiz stalo tradici, i letos se kond prvni Cervnovy vikend
Setkani mladych onkologui. Proto bychom Vs radi jménem
organiza¢niho vyboru pozvali k i€asti na této vzdélavaci akci,
které se v minulém roce zucastnilo vice nez 90 lékar.
Setkani se uskute¢ni ve dnech 3.-5. ¢ervna 2005 v hotelu Med-
lov, Fry$ava pod Zakovou horou, okres Zd4r nad Sazavou.
Pro leto$ni rok jsme pro souhrnné prezentace vybrali dva
zékladni okruhy probléma.

Prvnim, velmi aktudlnim tématem je 1écba nadora hlavy a krku,
nebot v souvislosti s ndstupem novych radioterapeutickych
technik i modernich protinddorovych 1€kt dochdzi ke zméndm
v 1é¢ebnych piistupech.

Druhé téma neni vétSinou onkologli vniméno jako téma atrak-

v

tivni — 1é¢ba nadort ve stafi. OvSem se stoupajici stfedni dél-

kou Zivota a pfi stale vzristajicim podilu osob vy$§iho véku
v populaci ndm nezbyva nic jiného, neZ se dostatecné a syste-
maticky vzdéldvat i v této oblasti onkologie.

Program je dile doplnén o dalsi aktudlni témata(viz. pfiloha)
a letos poprvé se pokusime o interaktivni diskusi nad zajima-
vymi pfipady z klinické praxe.

Utastniktim bude v pIné vysi uhrazeno ubytovéni i stravovani.
Zajemci o setkani se mohou prihlasit elektronicky pomoci
webového formulafe umisténého na internetové strance

http://kmo.koc.cz/.
Prijeti pfihlasky Vam bude elektronicky potvrzeno.

Za organizitory: MUDr. Jan Novotny, PhD.
MUDr. Filip Janki
Onkologicka klinika VFN a 1. LF UK
U nemocnice 2
Praha 2, 128 08

KLINICKA ONKOLOGIE 18 22005 63



ANALYZA ZMEN EXPRESE p53-SIGNALNICH GENU V BUNKACH AKUTNI
LYMFOBLASTICKE LEUKEMIE V ZAVISLOSTI NA PUSOBENI
METHOTREXATU

ANALYSIS OF CHANGES IN EXPRESSION OF p53 SIGNALLING GENES
IN ACUTE LYMPHOBLASTIC LEUKEMIA CELLS AFTER METHOTREXATE
TREATMENT

HRSTKA R., MULLER P.!, VOJTESEK B.., NENUTIL R.2, STERBA J.3, VALIK D.4

'ZAKLADNA EXPERIMENTALNI ONKOLOGIE, MASARYKUV ONKOLOGICKY USTAV, ZLUTY KOPEC 7, BRNO
2 ODDELENI PATOLOGIE, MASARYKUV ONKOLOGICKY USTAV, ZLUTY KOPEC 7, BRNO )
3KLINIKA DETSKE ONKOLOGIE, FAKULTNI NEMOCNICE BRNO, DETSKA NEMOCNICE, CERNOPOLNI 9, BRNO
* ODDELENI LABORATORNI MEDICINY, MASARYKUV ONKOLOGICKY USTAV, ZLUTY KOPEC 7, BRNO

Souhrn: Uvod: Mechanismy bun&¢né odpovédi na inhibici DNA syntézy methotrextem zistavaji stile do jisté miry ne
zcela objasnéné. V této praci ukazujeme, Ze pfi chemoterapii naivnich lymfoblastti izolovanych z kostni dfené od pacien-
ti trpicich akutni lymfoblastickou leukémii kultivovanych ex vivo s methotrexatem dochazi ke zménam hladiny proteinu
pS3 i exprese nékterych gent p53 regulujicich i regulovanych. Metody: Sledovali jsme indukci proteinu p53 a p53 sig-
nalnich genii po 24 h ex vivo inkubaci s methotrexatem u naivnich lymfoblastii izolovanych z kostni diené. U ¢Etyf paci-
entl byla provedena imunocytochemicka analyza p53 a pomoci cDNA GEArray membran (www.superarray.com) byly
stanoveny zmény v expresi gentl, které jsou soucdsti p53 signdlnich drah. Vysledky: Ex vivo experimenty byly provadé-
ny v bezfoldtovém mediu, k némuZ byl pfidan 5-methyltetrahydrofolat na kone¢nou koncentraci 25 nmol/l, s cilem para-
lelizovat podminky lidské plasmy. Celkové bylo zji§t€no mirné utlumeni transkripcni aktivity u ex vivo kultivovanych
lymfoblasti po podani methotrexatu. U vSech ¢tyf pacientd, u nichZ byla imunocytochemicky pozorovatelna p53 induk-
ce, dochazelo prokazatelné ke sniZeni exprese nékterych genti uplatiiujicich se pfi regulaci bunééného cyklu jako jsou
CDC2 (cdkl), SP1, NDRG. Naopak v expresi gentl apoptotickych drah nebyly detekovany Zadné signifikantni zmény.
V piipadé gentt APEX (Ref-1) a ARF (p16™k4), jejichZ produkty se uplatiiuji pfi interakcich s p53, pfipadné ovliviiuji jeho
expresi a stabilitu, byly po pfidavku methotrexatu rovnéz detekovéany signifikantni zmény v expresi. Z gen, jejichzZ pro-
dukty maji schopnost modifikovat p53, bylo prokdzano sniZeni exprese po piisobeni methotrexatu, pripadné roskovitinu,
pfedevsim u genu SIRT1. U dvou pacienti (B-ALL) pak dochézelo oproti kontrole k vyraznému sniZeni exprese genu
ATM, vyznamného transkrip¢niho faktoru negativné regulujiciho bunéény cyklus. Dale byly u vSech pacientii zazname-
nany inter-individudlni zmény v expresi genit CSNK1A1, CSNK2, HIPK2 a JINKK?2. Zdvér: Nase vysledky naznacuji, Ze
hladina exprese gent se pfi srovnani B a T typu malignity, i v rdmci jednoho typu nemusi pfesné shodovat pfi jinak stej-
né 1é¢bé za identickych podminek. Determinace zmén v expresi p53 signdlnich gent a indukce samotného proteinu p53
miZe byt diileZitou pomiickou pfi stanoveni individudlni miry ,,funk&ni* odpovédi na ,,high-dose* terapii methotrexatem.
Tyto pfedbézné vysledky by kromé tradi¢né zndmého inhibi¢niho vlivu na DHFR mély rozsifit i soucasné celkové zna-
losti o ptisobeni methotrexdtu na bunécné urovni. Podafilo se ndm identifikovat zhruba 11 gent, u kterych dochazelo ke
zméné v expresi u viech sledovanych pacienti. Takto vytipované geny a jejich produkty budou podrobeny dalsi funk¢ni
analyze na vhodnych modelovych systémech s cilem nalézt souvislost mezi expresi danych geni, jimi kédovanych prote-
ind, typem onemocnéni a mechanismem dc¢inku cytostatika.

Klicova slova: pS53, genova exprese, methotrexat, akutni lymfoblasticka leukémie

Abstract: Background: Cellular events occurring downstream from the inhibition of DNA synthesis by methotrexate have
remained largely unexplored. Here, we show that chemotherapy-naive lymphoblasts isolated from bone marrow of patients
with acute lymphoblastic leukemia cultivated ex vivo with methotrexate resulted in changes in expression of the p53 protein
and in upregulation of several p53-regulating genes. Methods: We investigated induction of p53 protein and pS3-dependent
genes after 24 hour ex vivo incubation with methotrexate in chemotherapy-naive, bone marrow lymphoblasts taken prior to
any therapy. To date, we completed immunocytochemical analysis of p53 and determined changes in expression of genes
involved in p53-dependent biological pathways in four patients using cellular pathway-oriented GEArray membranes
(www.superarray.com) enabling analysis of 112 transcripts. Results: Ex vivo experiments were performed with folate-free
medium to which 5-methyl tetrahydrofolate was added to the concentration 25 nmol/l to parallel serum conditions. GEArray
experiments showed overall decrease of mRNA expression in ex vivo cultivated lymphoblasts after methotrexate treatment.
In the fourth patient, also with immunocytochemically observable p53 induction, we observed decrease of expression of
several cell cycle-regulating genes such as CDC2 (cdkl), SP1, NDRG (n-myc downstream regulated gene) whereas
apoptosis-related genes did not change their expression levels. The APEX (Ref-1) and ARF (p16™4), the p53-upstream
signaling genes encoding proteins involved in p53 interactions showed variable expression. Genes encoding transcription
regulators ATM (2 patients with B-ALL) and SIRT1 (4 patients) participating in p53 interactions showed significant decrease
of their expression. Interindividual differences were also observed in genes involved in p53 pathways such as CSNKI1AI,
CSNK?2, HIPK2 and JNKK?2 gene. Conclusions: We have observed variable induction of p53 and expression of p53-
controlled genes. This result may imply that a disorder — though classified as B- or T- type malignancy — may not respond
identically to otherwise identical treatment under identical conditions. We suggest that assessment of changes in expression
of p53-controlled genes and p53 protein status may be a tool to determine an intraindividual rate of ,,functional response to
high-dose methotrexate therapy. These preliminary results may broaden our understanding on the mechanism of methotrexate
action at the cellular level going beyond the traditional DHFR inhibition effect. We succeeded in identifying about 11 genes
where changes in expression were observed in all patients. Those genes and their products will be subject of additional
investigations to find out connections between gene expression, their products, type of disease and mechanism of therapy
response.

Key words: p53, gene expression, methotrexate, acute lymphoblastic leukemia
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Teoreticky tvod
V leukemogenezi hraji prav-

Obr. 1: Schematické zndzornéni cDNA GEArray metody zahrnujici izolaci RNA, pfipravu sond, hybridizaci,
chemiluminiscen¢ni detekci a analyzu.

dépodobné zdsadni roli chro-
mozomadlni prestavby, piesto
proteiny exprimované jako
dasledek téchto translokaci
nejsou obvykle dostacujici

nédort je k plnému rozvoji
maligniho fenotypu krevni
buiiky nutnych vice genetic-
kych zmén a k jejich vzniku
miZe pfispivat predevSim
genomova nestabilita . Pro
vyvoj hematoonkologického
onemocnéni jsou pak nezbyt-
né dal§i mutace, které se
vyskytnou jen u malé podsku-
piny jedinct (1, 2).

Antagonisté kyseliny listové
byly pfi terapii u détskych
hemoblastos poprvé pouZity
v roce 1948 (3). Jejich zave-
deni do klinické praxe
vyznamné prispélo ke zlepSe-
ni prognézy u déti s akutni
lymfoblastickou leukémii.
Hlavnim a doposud nejvice
pouZivanym antifolitem je
methotrexit (4-amino, 10-
methylpterin). Methotrexét je

k plnému rozvinuti onemoc- 'ﬁ-?";_, -
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buiikéch. Je silnym inhibito-
rem enzymu dihydrofolatreduktasy, ktery se vyznamné podi-
li naregulaci homeostdzy intraceluldrnich folatt (4, 5). Mecha-
nismus uc¢inku a farmakogenetika antifolatd byly v posledni
dobé shrnuty v fadé€ prehlednych ¢lanki (4, 6, 7). Zajimavy se
jevi vztah antifolatd k plazmatickym hladinim homocysteinu
(7); zda se, Ze podavani antifolatd konsistentné zvySuje hladi-
ny plazmatického homocysteinu.

Ackoli je o antifoldtovém ucinku methotrexatu zndmo mno-
ho, distalni acinky fol4dtovych antagonistii na bunééné drovni
zUstavaji viceméné nejasné. V ramci nasi studie predpoklada-
me, Ze poSkozeni DNA, vznikajici jako nasledek ptisobeni anti-
folika, vede podobné jako u fady dalSich genotoxickych vlivil
k aktivaci antionkogenu p53. Jeho aktivace mizZe dile vyustit
ve dva diametraln€ odliSné distalni jevy —apoptozu nebo zasta-
vu bunécéného cyklu (8-12). Pfi terapii zhoubného onemocné-
ni je apoptdza Zddoucim konecnym efektem. Naopak zédstava
bunéc¢ného cyklu pak miiZze vést k vytvoreni Casového tiseku,
v némZ muzZe dochdzet k selekci buné¢nych forem resistent-
nich na poddvanou terapii.

Material a metody

Klinicky materidl

U pacientt 1éCenych na klinice détské onkologie s diagndzou
akutni lymfoblastické leukémie jsme z alikvotu diagnostické-
ho vzorku kostni dfené ihned izolovali naivni maligni blasty
pomoci systému Lymphoprep. Blasty byly nésledné pfevede-
ny do bezfoldtového media, k némuz jsme pfidali 5-methyl-
tetrahydrofolat na kone¢nou koncentraci 25 nmol/l, abychom
paralelizovali podminky lidské plasmy. B&éZna kultiva¢ni
media totiZ obsahuji folaty, jednak v rznych formdach a jed-
nak v cca tisicindsobném prebytku ve srovnéni s fyziologic-
kymi podminkami lidské plazmy. Do kultiva¢niho media jsme
pridali i) methotrexat na cilovou koncentraci 40 wmol/l, ii) ros-

Obr. 2: Ukdzka dosaZenych vysledkil u pacienta B1, kdy intenzita jed-
notlivych tetramernich spotl odpovidé transkripeni aktivit€ piisluSnych
genl: A) hladina mRNA po 24 h kultivaci v mediu; B) hladina mRNA po
24 h kultivaci v mediu po pfidavku methotrexatu; C) hladina mRNA po
24 h kultivaci v mediu po piidavku roskovitinu.
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kovitin v koncentraci 20 pmol/l, iii) DMSO jako kontrolu.
Blasty jsme kultivovali po dobu 24 hod, abychom paralelizo-
vali in vivo podminky, za nichZ je poddvan methotrexat paci-
entim ve schématu ,high-dose* dle protokolu ALL-BFMO95.

Imunocytochemickd detekce proteinu p53

Suspenze lymfocytl pro cytospin byla fixovana standardnim,
komer¢né dostupnym sprejem CYTO-fixation a uchovana na
temném suchém misté. Pfed vlastnim barvenim byla skla pro-
myta v 50% etanolu 30 minut a nisledné hydratovéina v desti-
lované vodé 30 minut. Endogenni peroxiddzova aktivita byla
blokovéna po dobu 15 minut 3% roztokem H,O, v PBS (fyzi-
ologicky roztok pufrovany fosfitem na pH 7,5). Primarni
monoklondlni protilditka DO1 [myS$i monoklondlni protilatka
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rozliSujici N-koncovou oblast proteinu p53 (sekvenci amino-
kyselin 20-SDLWKL-25)] (13, 14) byla aplikovana na buiiky
pri teploté 4 °C pfes noc. Po trojim promyti v PBS byla nane-
sena anti-mysi sekundarni protildtka znacend biotinem a ABC
reagencie (Vector Elite ABC kit, Vector) pfesné dle ndvodu
a doporuceni dodavatelem. Peroxiddzova aktivita byla vizua-
lizovana kitem DAB+ (Dako, Denmark).

Analyza exprese p53 signdlnich genii

Exprese p53-dependentnich genii byla monitorovdna pomo-
ci technologie cDNA GEArray (SuperArray Bioscience Cor-
poration) (obr. 1, 2). Na rozdil od metody mikroc¢ipovych
arrays, pomoci kterych je mozné analyzovat soucasné tisice
gentl, jsou GEArray testy schopny sledovat expresi jen pfi-
bliZné stovky gentl, av§ak jejich vyraznou vyhodou vzhledem
k metod€ ,,microarray“ je podstatné niZ$i finan¢ni ndkladnost,
jednodussi technické zdzemi, dobrd reprodukovatelnost
a snaz$i vyhodnocovéni. Dal$i nezanedbatelnou vyhodou
tohoto metodologického pfistupu je mozZnost si pro vlastni
analyzu vytipovat vhodnou skupinu gend, kterd se vztahuje
pfimo ke studované problematice. V naSem provedeni je tato
metoda principidln€ zaloZena na pfipravé cDNA préb znace-
nych biotinem, které jsou pouZity k hybridizaci se sondami
umisténymi na membrandch, jeZ predstavuji specifické
sekvence jednotlivych genti. Po provedeni hybridizace a pii-
slu§nych promyvacich krocich se na biotin vaZe streptavidin
konjugovany s alkalickou fosfatdzou a nasleduje detekce zalo-
Zené na chemiluminiscenci. Spoty predstavujici expresi jed-
notlivych gent pak byly hodnoceny pomoci programu Total-
Lab a ziskané hodnoty byly normalizovdny vzhledem
k expresi ,,housekeeping* genu GAPDH kodujiciho glyce-
raldehyd-3-fosfat dehydrogendzu. Zde uvadime piehled viech
pS3 -signdlnich gen, jejichZ exprese byla touto metodou ana-
lyzovana.

p53 rodina: TP53, TP63, TP73

p53 upstream signdlni geny:

Geny ovliviiujici expresi a stabilitu p53: BZRP (pBR),
CREBBP (CBP), D55346 (DP1), E2F1 (E2F), EP300 (p300),
MDM2, MTBP, NFKB1, NUMB

Geny modifikujici p53: ATM, ATR, CCNH (cyclin H), CDK7
(CAK), CHEKI (Chkl), CHEK2 (Chk2), CREBBP (CBP),
CSNKI1AI (CK1), CSNK2A1, CSNK2A2, CSNK2B, EP300
(p300), HIPK2, KIP2, KIP3, MAP2K4, MAP2K7,
MAPKSIP2, PCAF, PML, PRKCA, PRKCBI1, PRKCG,
PRKCQ, PRKDC (DNA-PK), SIRT1

Geny jejichz produkty se uplatiiuji pfi pS3 interakcich: APEX
(Ref-1), BAP1, BRAP, BRCA1, CDKN2A (p14ARF), E1B-
AP5 (E1B55K), E2F1, MDM2, MYC, RASA1 (Ras), RB1
(pRB), TEAD1 (SV40), WRN, WT1

p53 downstream signélni geny:

Geny regulujici bunécny cyklus: ABCB1 (MDR1), ACTA1
(actin), AD022, APR-3,CDC2, CDKNI1A (P21Wafl), DAXX,
ESRI1, FADD, FAF1, GADD45A, GTSE1 (B99), HIF1A,
HSPA4 (Hsp70), LRDD, MAP4, NDRG (RTP), PIG8 (E124),
PMP22, RELA, REPRIMO, SFN (14-3-3), SP1, STATS5A,
TBP, THRA, TNFAIP1, TNFSF6, TP53TGI, TRAF1, TRAF4,
TRAFS5, WIG1

Regulétory apoptozy: APAF1, BAX, BBC3 (PUMA), BCL2,
CASP9 (Caspase-9), CTSD (Cathepsin D), LRDD (PIDD),
P53AIP1, PMAIP1 (NOXA), PMP22 (GAS-3), TNF,
TNFRSF10B (Killer5/DRS), TNFSF6 (Fas), TP53BP2
(ASPP2)

Geny podilejici se na DNA opraviach: GADD45A, RRM2B
(pS3R2)

Geny kontrolujici angiogenezi a tvorbu metastaz: BAI1, SER-
PINBS (Maspin), THBS1 (TSP1)

Vysledky a diskuse

Kromé genti TP53, TP63 a TP73, které se souhrnné oznacuji
jako tzv. ,,p53 rodina®“ (15), 1ze analyzované geny vzhledem
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Obr. 3: Imunocytochemické stanoveni ex-vivo indukce proteinu p53
v naivnich blastech pomoci monoklondlni protilatky DO1: A) indukce p53
pred kultivaci; B) indukce p53 po 24 h kultivaci v mediu; C) Indukce p53
po 24 h kultivaci v mediu po ptidavku methotrexatu.

o

.

k jejich postaveni viic¢i p53 rozdélit do dvou skupin, a to na
geny p53 regulujici (pS3 upstream signal/p53 modifiers) a geny
p53 regulované (p53 downstream signal/p53 effectors).

Exprese p53 signdlnich gent byla monitorovédna u 3 pacientl
(pracovné oznaCenych B1 - B3) s diagn6zou akutni lymfob-
lastickd leukémie typu B (B-ALL) a jednoho pacienta (pra-
covné oznaceného jako T) s diagndzou akutni lymfoblasticka
leukémie typu T (T-ALL). U téchto 4 pacientt jsme primarné
provedli imunocytochemické barveni a imunochemickou
detekci proteinu pS3 azjistili jsme riznou trovei exprese. Pfi-
klad imunocytochemické detekce protienu p53 je uveden na



Tab.1: Exprese vybranych p53 signdlnich gent u jednotlivych pacientl. Vlastni exprese danych gent je vyjadfena v procentech vzhledem k expresi
,,housekeeging“ genu GAPDH. 'Exprese genii u naivnich blastil po 24 h kultivaci pouze v mediu, 2exprese genti u naivnich blasti po pfidavku met-

hotrexatu, “exprese genll u naivnich blastl po ptidavku roskovitinu.
Status Unigene | GeneBank Gen Pacient B1 Pacient B2 Pacient B3 Pacient T
p53 ID number K' Me® R K Me R K M R K Me R
Apoptéza [Hs.87246  [NM_014417 BBC3 118 128 82 523 100 184 | 514 194 259 | 124 138 102
X Hs.318567 |NM_006096 NDRG 36 7 20 204 83 69 359 102 268 13 20 3
3 Hs.334562 |NM_001786 CDC2 21 6 2 11 9 0 83 14 0 29 3 3
@ Hs.9460 NM_138473 SP1 25 22 6 486 46 100 314 58 61 20 17 10
Hs.73722  |NM_080649 APEX 16 43 20 80 57 78 50 28 37 32 28 9
3 Hs.421349 |NM_000077 ARF 54 92 61 378 100 218 183 155 207 33 53 42
3 Hs.318381 |NM_001892 | CSNK1A1 58 30 29 0 21 68 243 83 138 34 19 3
b Hs.73527  [NM_001320 | CSNK2B 57 60 9 76 31 44 27 16 0 35 1 4
> Hs.110299 [NM_145185 MKK7 79 75 82 370 85 143 638 141 153 48 67 36
& Hs.31176  [NM_012238 SIRT1 114 106 6 0 10 35 226 40 72 80 12 4
Hs.397465 |NM_022740 HIPK2 85 93 92 113 49 101 304 126 90 59 95 62
Hs.169476  NM_002046 GAPDH 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100

obr. 3. V prvni f4zi jsme ovéfovali, zda exprese sledovanych
gent neni ovlivnéna kultivaci naivnich blastil v mediu. Zjisti-
li jsme, Ze obecné pfi kultivaci v proklamovanych podminkach
dochdzi ke statisticky vyznamnym zméndm v expresi pouze
nékolika gend.

Pti sledovéni exprese vSech studovanych genti u pacienta ozna-
¢eného T jsme zaznamenali po podani methotrexdtu resp. ros-
kovitinu vyrazné sniZeni celkové exprese. Pfi analyze vyznam-
nych zmén u jednotlivych gent pfevaZzoval trend sniZovani
genové exprese po podani vySe uvedenych latek. U fady geni
se pak exprese nezmeénila, avSak je tfeba zminit dvojici gend,
u kterych naprosto neoc¢ekdvané dochédzelo v porovnéni s ostat-
nimi geny ke zvySeni exprese. Jedna se o gen BBC3 —kdduji-
ci protein Puma uplatiiujici se pfi p53-regulované apoptoze,
kdy vazbou na Bcl2 umoZiiuje uvoliiovani cytochromu
¢ z mitochondrii (16). Druhym siln€ exprimovanym genem je
BAPI1 - jedna se o BRCAL1 asociovany protein uplatiiujici se
predevsim piinegativni regulaci buné¢né proliferace (17). U4
genll pak byla zjiSté€na zvySend transkripcni aktivita: ARF,
HIPK2, ASPP2, WIGI. Oproti kontrolnim lymfoblastiim doslo
u 3 genil ke zvySeni exprese po pfidani methotrexatu a naopak
ke sniZeni exprese po pfidavku roskovitinu (JNKK2, FAF1
a TP63). U vsech 3 pacientt s B-ALL, stejné jako u pacienta
T-ALL byla prokdzana vyrazné silnd exprese genu BBC3, kte-
rd se ovSem zdsadné neménila ani po pridavku methotrexatu
resp. roskovitinu.

Pfi porovnéni zastoupeni jednotlivych gend a typu zmén
v jejich expresi se ukazalo, Ze jednotlivi pacienti se mezi sebou
liili, a to jak kvalitativné v genech, u nichZ byla prokdzéna
exprese, tak i kvantitativné v hladiné exprese po podini met-
hotrexétu nebo roskovitinu. Pfedpokladdme, Ze tento jev je
zplisoben jednak genetickym pozadim analyzovanych jedin-
cl a predevsim pak charakterem buné¢né odpovédi na inhibi-
ci cilového enzymu dihydrofolatreduktazy. Existuje totiZ cela
fada vice ¢i méné sloZitych mechanism, které se podileji na
udrZeni homeostizy v metabolismu folati (5). Rada s timto
spojenych procest vykazuje pomérné velkou miru inter-indi-
vidudlni variability a tato variabilita je v fad€ pfipadli podmi-
néna genetickymi faktory.

Hlavnim cilem nasi studie bylo vytipovat geny, jejichZ expre-
se vykazuje spolecné rysy a mohly by tedy piedstavovat kan-
didatni geny pro potenciondlni markery vhodné pro sledova-
ni vyvoje onemocnéni a hlavné odpovédi na terapii. Zaméfili
jsme se na hledéni téch genii, u nichZ dochazelo po davce cyto-
statika ke zméndm exprese u vSech pacientil (tab. 1). Z p53
dependentnich gent uplatiiujicich se pfi regulaci apoptdzy
nebyl s vyjimkou silné exprimovaného genu BBC3 nalezen
Zadny gen, jehoZ exprese by byla u vSech pacienti obdobna.
Oproti tomu se zdd, Ze geny buné¢ného cyklu by mohly hrat

mnohem vyznamnéj$i roli, kdy v porovnéni s blasty kultivo-
vanymi pouze v mediu (s definovanou koncentraci folitu ve
formé 5-methyltetrahydrofolatu) prokazatelné u vSech paci-
entll B-ALL dochdzelo ke zméndm v expresi gent CDKI,
NDRG a SP1 po piisobeni jak methotrexatu, tak i roskovitinu.
Zajimavé poznatky byly ziskany i pfi sledovani exprese gentl,
které se uplatiiuji pii interakcich s p53, popiipadé ovliv_ﬁuzji
jeho expresi a stabilitu. U gentt APEX (Ref-1) a ARF (p16i"k%)
dochdazelo po pridavku methotrexétu k signifikantni zméné
exprese, dédle pak v pfipadé 2 B-ALL pacienti dochédzelo po
pusobeni methotrexatu ke sniZeni exprese u genu GAP, kte-
ry ma funkci jako aktivator p21RAS, jenz se uplatiiuje p¥iregu-
laci bunécné proliferace a diferenciace (18). Zbyvajici, nemé-
né dialeZitou skupinou, jsou geny, jejichZ produkty maji
schopnost modifikovat p53. Z téchto genil byla prokazatelné
sniZend exprese po pusobeni methotrexétu, pfipadné rosko-
vitinu, zaznamendna u SIRT1, ktery se podili na deacetylaci
proteinu p53, ¢imZ ovliviiuje jeho transkrip¢ni aktivitu (19).
U dvou pacientil (B2 a B3) pak dochazelo oproti kontrole
k vyraznému sniZeni exprese genu ATM, jehoZ produkt je
vyznamnym ¢lenem rodiny fosfatidylinositol-3 kindz. Tato
kindza ma schopnost specificky fosforylovat protein p53
s cilem ho aktivovat a stabilizovat v rdmci odpovédi na posko-
zeni DNA (20). Dédle byly u vSech tfi pacientt s B-ALL zazna-
mendny zmény v expresi gent CSNK1A1, CSNK2, HIPK2
a JNKK2.

Zavéry

Pomoci cDNA GEArray byly porovnany expresni profily
malignich naivnich blastd u jednotlivych pacientil po inkuba-
cis methotrexdtem a/nebo roskovitinem, nebot stanoveni zmén
v expresi p53 signdlnich genli miiZe pomoci pii stanoveni miry
intra-individudlni odpovédi na high-dose terapii methotrexa-
tem. Tyto pfedbézné vysledky by kromé tradicné znamého
inhibi¢niho vlivu na DHFR mély rozsitit soucasné celkové
znalosti o pisobeni methotrexatu na bunécné drovni. Podafi-
lo se ndm identifikovat celkem asi 11 gent, u kterych doché-
zelo ke zméné v expresi u viech sledovanych pacientl. V pfi-
padé, Ze bude dochézet k expresi téchto genl i u dalSich
pacientii, mohou slouZit jako potencidlni markery onemocné-
ni. Takto vytipované geny a jejich produkty budou podrobe-
ny dal$i funk¢ni analyze na vhodnych modelovych systémech
s cilem nalézt souvislost mezi expresi danych gend, jimi kodo-
vanych proteind, typem onemocnéni a mechanismem ucinku
cytostatika. Ziskané vysledky by se pak mohly stit podkladem
pro cilenou terapii.

Prdce byla podporovdna grantovymi projekty IGA MZ CR
NC7104-3, NC7131-3 a MZO 00209805.
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ANALYTICKA CYTOLOGIE III.

Cesk4 spolec¢nost pro analytickou cytologii (CSAC) pofada
ve dnech 22. —26. Cervna 2005 jiZ tfeti v sérii usp&$nych kon-
ferenci urenych teoreticky, experimentdlné i prakticky
zaméfenym pracovnikim vyzkumnych ustavi, klinickych
pracovist a vysokych §kol, ktefi maji zijem o nejprogresiv-

né&jsi metodologie z oblasti analytické cytologie. Konferen-
ce ,,Analytickd cytometrie III* za Gcasti pfednich zahranic-
nich specialistll se bude konat v atraktivnim prostfedi hor-
ského hotelu Cervenohorské sedlo v pohoii Hrubého
Jeseniku. Dalsi informace budou postupné uvefejiiovany na
webovské strance CSAC:
http://www.ibp.cz/conferences/cytometrie/index.html

68 KLINICKA ONKOLOGIE

MASARYKUV ONKOLOGICKY USTAV V BRNE
. 5 pod zastitou
_ Ceské onkologickeé spolecnosti CLS JEP, Spole¢nosti radiacni onkologie, biologie a fyziky,
Ceské asociace sester, Lékarské fakulty Masarykovy univerzity, Univerzitniho onkologického centra,
Narodniho centra oSetfovatelstvi a nelékarskych zdravotnickych obort v Brné
potrada

XXIX. BRNENSKE ONKOLOGICKE DNY

XIX. KONFERENCI PRO SESTRY A LABORANTY
s mezinarodni acasti
26.-28. kvétna 2005

Misto kondni: Hotel Voron€z, KiiZkovského 47, Brno
Jednaci Fec: CeStina, slovenstina, angliCtina
Sekretaridt organizacniho vyboru: Eva Cechmanova, tel.: 543 132 450, fax: 543 132 455, e-mail: cechmanova@mou.cz

18 2/2005



KOURENI A RIZIKO VZNIKU KARCINOMU PLIC PODLE
HISTOLOGICKYCH TYPU

SMOKING AND LUNG CANCER RISK BY HISTOLOGIC TYPE

KOLLAROVA H.1, CIZEK L., KOUTNA J.2, BESKA F.3, LORENC J.3, JANOUT V.1

' USTAV PREVENTIVNIHO LEKARSTVI, LEKARSKA FAKULTA UNIVERZITY PALACKEHO, OLOMOUC
2 ONKOLOGICKE ODDELENI, M-VIA NOVA LTD, ZABREH )
3 KRAJSKE PRACOVISTE NARODNIHO ONKOLOGICKEHO REGISTRU, FAKULTNI NEMOCNICE, OSTRAVA

Souhrn: Vychodiska: Koufeni je akceptovano jako hlavni rizikovy faktor pro vznik karcinomu plic. Koufeni se vSak uplat-
fluje v rizné mife u jednotlivych histologickych typti karcinomu plic. Studie analyzuje vztah koufeni k jednotlivym histolo-
gickym typiim karcinomu plic u nemocnych z okresu Sumperk. Typ studie a soubor: Jednalo se o studii piipadii a kontrol, ve
které byl analyzovan vztah koufeni k jednotlivym histologickym typtiim karcinomu plic u 451 piipadd a 37 769 kontrol. Meto-
dy a vysledky: Bylo stanoveno odds ratio pro srovnani vyznamu kouieni u jednotlivych histologickych typii a u muzi a Zen.
U spinocelularniho a malobunécného karcinomu byly hodnoty odds ratio 17,9 a 18,6, zatimco u adenokarcinomu a velkobu-
nécéného karcinomu 7,4 a 9,4. Zdvery: Studie potvrdila vyrazn&jsi vztah mezi koufenim a spinoceluldrnim a malobunéénym
histologickym typem na rozdil od adenokarcinomu a velkobuné¢ného karcinomu.

Klic¢ova slova: karcinom plic, koufeni, histologické typy, studie piipadii a kontrol, odds ratio

Summary: Backgrounds: Smoking is accepted as a main risk factor for lung cancer. It has different importance in individual
histological types. This study analyses smoking in relation to different histological types of lung cancer cases from the Sumperk
district. Design and Subject: A case-control study has been used for analysis of smoking in relation to histological types of
451 lung cancer cases and 37.769 controls. Methods and Results: Odds ratio has been used to compare the relationship between
smoking and histological types of lung cancer both in men and women. Odds ratio 17,9 and 18,6 was found for squamous and
small cell types whiles treached 7,4 and 9,4 for adenocarcinoma and large cell types. Conclusion: This study confirms that
smoking represents a more pronounced risk factor for squamous and small cell carcinoma than for adenocarcinoma and large

cell type of lung cancer.

Key words: lung cancer, smoking, histological types, case-control study, odds ratio

Uvod

Nadorova onemocnéni celosvétové predstavuji druhou nej-
zavazn&jsi nadorova onemocnéni fadime také karcinom plic,
ktery patii k nejcastéj$im pti¢indim tmrti na nddorova one-
mocnéni. Svétovd incidence karcinomu plic byla v roce 2002
1352132 osob a ve stejném roce zemielo na toto onemocné-
ni 1178918 osob (1).

V Ceské republice mé karcinom plic stile mirné stoupajici
trend, ktery je vysledkem trvale rostouciho poc¢tu onemocné-
ni u Zen (2). Celkové byla incidence na karcinom plic v Ces-
ké republice v roce 2002 6 198 osob z tohoto poctu bylo 4 891
muzli a 1 307 Zen a ve stejném roce zemfelo na karcinom plic
5860 osob z toho 4 500 muzi a 1272 Zen (1).

I kdyZ karcinom plic je onemocnéni s multifaktoridlni etiolo-
gif, nejvyznamnéj$im rizikovym faktorem je koufeni, které
zplsobuje toto onemocnéni z 83 a2 94% u muziaz 57 az 80%
u Zen(3). Koufeni se jako rizikovy faktor uplatiiuje u vSech
histologickych typt karcinomu plic, ale podle udajt v litera-
tufe se jako hlavni rizikovy faktor podili zejména na vzniku
spinoceluldrniho a malobuné¢ného karcinomu plic (4).

V Ceské republice se histologické typy verifikovanych karci-
nomt plic sleduji od roku 1985 (3). Nejcastéj$im typem je std-
le spinocelulérni karcinom plic, i kdyZ v prabéhu let je pozo-
rovan mirny pokles, naopak postupné pfibyva adenokarcinomi
amalobunécnych karcinomi plic. Rozdily ve spektru histolo-
gickych typli u muzi a Zen jsou pravdépodobné vysvétlitelné
predevsim rozdilnymi kufadckymi navyky, i kdyZ se pfedpo-
klada4, Ze jiné faktory neZ koufeni se mohou u Zen uplatiiovat
ve vetsi mife neZ u muzi (5).

Karcinom plic ma sice fadu histologickych typu, ale nejedna
se 0 homogenni jednotku a podle projevii a moZnosti 1écby se

rozliSuji predevSim dvé skupiny, malobunécny karcinom
(SCLC) anemalobunécné karcinomy plic (NSCLC). Dle toho-
to déleni je karcinomt fazenych do skupiny NSCLC asi 75 az
80% a ve skupiné SCLC 20 az 25% (6).

Cilem pfedloZené studie bylo zhodnotit vliv koufeni na jed-
notlivé histologické typy karcinomu plic.

Material a metody

Pro vyhodnoceni vlivu koufeni na vznik jednotlivych histolo-
gickych typl karcinomu plic byla pouZita analytickd obse-
rvacni studie piipadt a kontrol z databaze preventivnich onko-
logickych prohlidek Sumperského regionu, kterd zahrnuje
49426 osob sledovanych v letech 1975-1978. Tato databaze
se v roce 2002 propojila s nddorovym registrem, kde bylo cel-
kem registrovano 7699 osob, které mély nddorové onemoc-
néni (7). Z tohoto souboru bylo vybrano celkem 998 osob s kar-
cinomem plic, z nichZ u 547 osob sice byla stanovena diagn6za
karcinomu plic, ale nebylo provedeno nebo zaznamenino
histologické vySetieni. Pro ucely prezentované studie byly tedy
pouzity udaje od 451 nemocnych s karcinomem plic, které byly
rozdéleny podle jednotlivych histologickych typi. Kontrolni
skupina byla tvofena 37 769 osobami z této databéze, které
nemély onemocnéni karcinomem plic.

Vysledky

Celkové bylo hodnoceno 451 pfipadt karcinomu plic, jejichZ
primérny vék byl 46.9 + 8.2 a 37769 kontrol jejichZ pri-
mérny veék byl 43.6 = 9.8. Primérny ve&k (v dobé€ zjiStovani
expozice) u ptipadt se vyznamné nelisil u jednotlivych histo-
logickych typt (spinoceluldrni 47,5, malobunécny 47,0, ade-
nokarcinom 48,9) s vyjimkou velkobunécného karcinomu,
kde byl 55,5.
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Tabulka 1. Zakladni demografické charakteristiky pripadii a kontrol.

Tabulka 4. Velikost OR podle histologického typu a pohlavi.

Pohlavi | Spinocelularni | Malobunéény | Adenokarcinom | Velkobunéény
Muzi 11,2 16,0 10,3 6,7
Zeny 2,9 10,6 3,0 2,6
Celkem 17,9 18,6 74 9,4

Na tabulce 1 jsou popsany zdkladni demo-

Vék Mutzi Zeny Celkem
Piipady Kontroly Pripady Kontroly
Kuraci Nekuraci Kuraci Nekuraci Kuraci Nekufaci Kuraci Nekufaci

<34 22 1 2382 1244 3 1470 3749 8875

35-65 351 20 7777 5513 21 29 1829 13674 29214

=66 0 0 37 40 0 0 0 54 131

Celkem 373 21 10196 6797 25 32 3299 17477 38220

Tabulka 2. Rozdéleni piipada podle histologického typu a pohlavi.
Pohlavi Spinocelularni Adenokarcinom Malobunécny Velkobunéény Celkem
Kuraci Nekufaci Kuraci Nekuraci Kuraci Nekufaci Kuraci Nekufaci

Muzi 202 12 77 5 73 3 20 2 394

Zeny 5 9 9 16 10 5 1 2 57

Celkem 207 21 86 21 83 8 21 4 451

Tab. 3. Rozdéleni pripadu podle histologického typu a rizika koufeni.
Diskuse

Histologicky typ Pocet % OR pro koureni Proporce zastoupeni jednotlivych histologickych typi karci-
Spinocelulari 228 50,6 179(112-289) | Momu plicv prezentovaném souboru z okresu Sumperk odpo-
i vida zastoupeni, které bylo zjiSténo proregion celé Moravy (8).
Adenokarcinom 107 23,7 74@5-124) Agkoliv v fadé zemi je popisovan stoupajici trend vyskytu ade-
Malobuné&ny 91 20,2 18,6 (8,7 — 41,6) nokarcinomu u muZzi i Zen ve srovndni se spinocelularnim kar-
Velkobun&eny 25 55 94(3.1-328) cinomem (9), situace v Ceské fsapubllce (reprezentoyzir’la Vysl(?d-
ky z celé Moravy) ukazuje spiSe setrvalou proporci tff hlavnich
Celkem 451 100,0 histologickych typt karcinomu plic u muZzi i Zen (jen s narts-

tem vSech tif typl u Zen) v obdobi let 1984 — 1998 (Graf 1, 2).
AleivCeské republice se tato situace méni, zejména u Zen, kde
ve studii provadéné v okrese Olomouc ve spoluprici s IARC
v Lyonu, byl adenokarcinom u novych onemocnéni v letech
2000-2001 zastoupen v poloving ptipadi (10).

Vysledky ptedloZené studie prokazuji t€snou souvislost mezi

koufenim a vznikem spinoceluldrniho a malobuné¢ného kar-
cinomu, zatimco u adenokarcinomu a velkobunécného karci-

Graf 1. Incidence karcinomu plic na izemi Moravy u muza podle morfologie.

grafické charakteristiky u pfipadi a kon-
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(20,2%) a velkobunéény karcinom (5,5%).
Pokud jde o zhodnoceni vztahu koufeni jako
rizikového faktoru pro vznik jednotlivych
histologickych typ karcinomu plic, jde
soubor rozd€lit na dvé skupiny. Prvni sku-
pina zahrnuje spinoceluldrni a malobuné&c-
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Graf 2. Incidence karcinomu plic na iizemi Moravy u Zen podle morfologie.
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nomu je tento vztah vyrazné mensi. Adenokarcinom plic nebyl
pivodné podle Kreybergovi teorie (11) ve vztahu ke koufent,
ale s postupnym nartistinim frekvence tohoto histologického
typu se ukdzala i zde zavislost na koufeni, i kdyZ mensi nez
u vyse jmenovanych typu.

Ve studiich z Evropy a USA se pohybovaly hodnoty rizika
u spinocelularniho karcinomu v §irokém rozmezi od 7,0 do
37,0, u malobuné¢ného karcinomu od 7,0 do 43,0 a u adeno-
karcinomu od 1,0 do 19,0 (9) coZ ukazuje na velky rozptyl
pravdépodobné v disledku plisobeni celé fady dalSich fakto-
0, které se v etiologii jednotlivych histologickych typt karci-
nomu plic uplatiiuji. Jednd se jak o faktory spojené s kouie-
nim, jako v&k zaCatku koufeni, délka obdobi kuractvi, celkovy
pocet vykourenych cigaret, primérny pocet cigaret za den, zpi-
sob inhalace apod., tak i na piiklad o mensi expozici perifer-
nich ¢asti plic ¢asticim z cigaretového koure (12). To predis-

ponuje spisSe ke vzniku spinocelularniho a malobuné¢ného kar-
cinomu, které vznikaji vétSinou v centrdlnim bronchu na roz-
dil od adenokarcinomu, ktery vznika pievazné v perifernich
Castech plic (13).

Zavér

Studie, provedena u 451 pacientt s karcinomem plic z okresu
Sumperk, potvrdila vyrazngjsi vztah mezi koufenim a spino-
celuldrnim a malobunéénym histologickym typem na rozdil
od adenokarcinomu a velkobuné¢ného karcinomu.

Riziko koufeni pro vznik adenokarcinomu u muzi se pohy-
bovalo na horni hranici publikovanych nalezti. Naopak u Zen
zustalo riziko kouteni pro vznik adenokarcinomu v uddvanych

svNe

niz8ich hodnotach.

Prdce byla podporena grantem IGA MZ CR NC7286-3/2002.
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ORAL CANCER. Fifth Edition

SILVERMAN 8. Jr. (Ed.)
BC DECKER, Hamilton 2003
212s.,252 obr., cena 69,95 USD. ISBN 1-55009-215-4.

Kniha je dal§im dilem rozsahlé edice nakladatelstvi BC Decker
a American Cancer Society, jehoZ nizev je American Cancer Soci-
ety Atlas of Clinical Oncology. V této edici vySlo od roku 1998
sedmndct monografii, pfipravovano je dal§ich 6 dili. Tim by méla
byt pokryta prakticky celd onkologicka problematika. Podrobné
informace o jiZ vyslych svazcich Ize ziskat na Internetové adrese
www.bcdecker.com. Soucasti kazdé knihy nakladatelstvi BC Dec-
ker je digitilni verze dila na CD ROM. Disk obsahuje uplny text
a vSechny ilustrace jako soubory PDF (Acrobat Reader).

Na tomto dile se autorsky podilelo 21 odbornikl ze Spojenych sta-
th. Obsah knihy rozdéleny do 12 kapitol pokryva celou §ifi proble-
matiky karcinomt dutiny astni: vyskyt, etiologii, prevenci, dia-
gnostiku, 1é¢bu 1 péci o pacienty po terapii v¢etné rehabilitace.
Prevazna ¢ast kapitol je vénovéna spinoceluldrnimu karcinomu,
protoZe jde o nej¢astéj$i malignitu v této lokalizaci. V prvnich dvou
kapitoldch je probrana epidemiologie a etiologie. Je zde rozebran
vliv tabaku, alkoholu, nutri¢nich navykd i vir na vznik karcinomu
dutiny astni. Nasleduje dileZity oddil o prekancer6zach, které maji
velky vyznam v sekundérni prevenci a pfi odhalovani ¢asnych forem
malignich onemocnéni. Ctvrt4 kapitola popisuje tilohu zobrazova-
cich metod v diagnostice karcinomi dutiny tstni. Ta je odli§na od
jinych oblasti, protoZe pacienti v naprosté vétSiné ptipada pricha-
zeji s jiZz znamou diagndézou, obvykle i histologicky potvrzenou

a cilem zobrazovéni je pfedevSim posouzeni postiZeni hlubsich
struktur a regiondlnich lymfatickych uzlin. Nejvétsi vyznam maji
v této oblasti CT a magnetickd rezonance. Pfi hodnoceni postiZeni
kr¢nich uzlin se u nés i v Evropé€ vyznamné uplatiiuje také sono-
grafie, kterou americti autofi podcetiuji. StdZovani tumor( a idaje
o0 ptezivani nemocnych jsou hlavnim obsahem nésledujictho oddi-
lu. Dalsi tfi kapitoly rozebiraji lé¢bu a jeji moZné komplikace. Tvo-
i nejdelsi ¢ast knihy a postihuji vSechny moZnosti — chirurgickou
1é¢bu, radioterapii, chemoterapii. Samostatny oddil je vénovéan
rekonstrukénim operacim po rozsdhlych resekénich vykonech
a rehabilitaci po provedené terapii. Nésledujici kapitoly popisuji
jiné maligni procesy neZ karcinomy — leukémie a lymfomy, malig-
ni nddory slinnych 714z a malignity asociované s AIDS.

Srozumitelné napsany text vSech kapitol je doplnén ¢etnymi ilus-
tracemi, v pfevdzné vétSin€ barevnymi, vytiSt€énymi ve vynikaji-
cikvalité. Jejich mnoZstvi je natolik velké, Ze Ize tuto knihu dopo-
rucitijako srovndvaci atlas. Zde se nabizi jedno z jejich moZnych
vyZiti — v ordinacich praktickych zubnich lékati, protoZe jsou to
préavé oni, kdo se nejcastéji s témito nadory ¢i prekancerézami set-
kéavaji jako prvni. Kniha v8ak pravdépodobné bude nejvice pou-
Zivana onkology. Dalsi okruh Ctenard, kterym ji 1ze doporucit,
ptedstavuji stomatochirurgové, patologové (velké mnoZstvi obra-
z0 zachycuje mikroskopické prepardty), otorhinolaryngologové,
radiologové. Jde o kvalitné vypracované dilo pfinaSejici v pfe-
hledné formé vSechny duleZité informace o malignich onemoc-
nénich v oblasti dutiny dstni ve formé textové i obrazové, proti
ostatnim knihdm navic také v digitalni podobé na priloZeném kom-
paktnim disku. M. H.
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sdeleni

VINO A RAKOVINA PROSTATY
VINE AND PROSTATE CANCER

ZALOUDIK J.

MASARYKUV ONKOLOGICKY USTAV A UNIVERZITNI ONKOLOGICKE CENTRUM V BRNE

V poslednim desetileti se objevilo zna¢né mnoZstvi poznatkil
o pfiznivych ucincich polyfenolickych latek obsazenych ve
vinné révé a viné u zhoubnych néadori a z nich pak zejména
u rakoviny prostaty.

Vino je alkoholicky ndpoj a pred t€mi lékafi obvykle varuji.
Nékdy i pausilné, aniZ odliSuji koncentraci alkoholu v népoji
acelkové konzumované davky. Jako i jinde v mediciné je vSak
tfeba ti€inky jakékoli latky posuzovat pravé podle uZivané dav-
ky. VZdyt vSechny léCebné substance ucinkuji piiznivé pouze
v urcitych optimélnich davkéch. Nizké davky jsou zpravidla
nedcinné, vysoké davky pak toxické a nebezpecné. To plati
také o alkoholu. Kardiologové jiZ béZné doporucuji 3-4 dcl
vina pro muZe a 2 dcl pro Zeny denné v prevenci onemocnéni
srdce a cév.

V souvislosti s rakovinou prostaty je ovSem tfeba znovu
komentovat moZné nebezpeci i téchto davek alkoholu z vina,
které by teoreticky mohly naru§ovat jaterni metabolismus. Ste-
roidni hormony, které maji prokazatelny vliv na vyvoj rako-
viny prostaty by tak mohly byt poSkozenymi jatry hiife a opoz-
déné odbourdvany a podporovat nddorovy rist. Tato hypotéza
se v8ak v nékolika velkych studiich nepotvrdila a neexistuje
zadny doklad, Ze by vino svym obsahem alkoholu pfispivalo
k nddorovému onemocnéni prostaty (1-4).

Prace W.M.Schoonena z Hutchinsonova tstavu pro vyzkum
rakoviny v Seattlu (5), srovnavajici piti alkoholickych napoji
ve skupindch 753 pacientl s rakovinou prostaty a 703 zdra-
vych muzl pfinesla dokonce zavér, Ze pfi hodnoceni tyden-
nich davek pravidelné vypitého Cerveného vina vedla kazda
dalsi sklenka k redukci rizika rakoviny prostaty o 6 %.

Piinos bioaktivnich polyfenolickych ltek obsaZenych ve viné
tedy pravdépodobné zna¢né prevysuje potencidlni riziko davek
alkoholu umirnéné pitého vina. NejzndméjSim z té€chto poly-
fenolil je resveratrol. Jeho obsah je vyssi ve vinech Cervenych
nez bilych, coZ souvisi s technologii vyroby cerveného vina,
v némZ jsou vyluhovany slupky hrozni, kde se resveratrol
a dalsi polyfenoly vyskytuji pfedevSim. Stewart (6) upozor-
fuje, Ze resveratrol je pouze jednou z mnoha bioaktivnich poly-
fenolickych latek, které predstavuji 5-10 % biomasy hroznd.
Patfi k nim quercetin, katechin, genistein, apigenin, luteolin
ajiné. Mnohé dalsi fytoalexiny zlstavaji dosud detailn€ nepo-
psany. Nejvice experimentalnich poznatk je zatim o d¢incich
resveratrolu, pfipadné o quercetinu a genisteinu.

Tyto latky byly testovdny na stabilizovanych liniich nddoro-
vych bunék rakoviny prostaty LNCaP, PC3 a DU145 z néko-
nadorového bujeni. K nim patii nadmérné déleni nddorovych
bunék (proliferace), jejich snizené odumiréni pfirozenym z4ni-
kem programovanou bunéénou smrti (apoptdza), regulace
pohlavnimi steroidnimi hormony a rtistovymi faktory. Resve-
ratrol tlumi déleni nddorovych bunék (7-11) a podporuje jejich
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zanik apopt6zou (12-15). Pasobeni resvetrolu vyvolalo zmé-
nu u 555 gend z panelu 2400 genti bun€k rakoviny prostaty
hodnocenych metodou DNA microarray (16). Funkce vétSiny
téchto gent je oviem dosud nezndma a nélez svéd¢i pouze
o vysoké biologické aktivité resveratrolu, ktery ovliviiuje také
genovou expresi. Resveratrol se také vdZe na hormondlni
receptory nadorovych bunék a omezuje tak jejich stimulaci
pohlavnimi hormony (17-20). Kromé& hormonélnich recepto-
ri maji nékteré nadorové buiiky na svych membrinach i jiné
stimula¢ni receptory, na néZ se viZze napiiklad epidermalni
rustovy faktor. Také tato stimulace je reveratrolem blokovana
(21). Resveratrol navic podporuje i signdlni dréhu TRIAL
spoustéjici zanik naddorovych bunék apoptézou (22). Resve-
ratrol také sniZuje produkci specifického prostatického anti-
genu PSA nadorovymi buiikami (23). PSA je béZné& v klinic-
ké praxi pouZivdn jako marker aktivity nadorového
onemocnéni prostaty. Tyto experimentalni poznatky dédvaji
dobry zéklad pro klinické studie, nejen v prevenci, nybrZi v pii-
datné 1é¢bé rakoviny prostaty.

Mezi starnoucimi muZi, tedy jiZ po padesétce, nariista nejen
riziko srdec¢nich a cévnich onemocnéni, nybrz takeé riziko rako-
viny prostaty. Kazdoro¢né u nas pfibyva vice nez 3100 novych
pfipadi rakoviny prostaty a pes 1300 muzii na rakovinu pro-
staty umird. Od konce sedmdesatych let se vyskyt rakoviny
prostaty i imrtnost na toto onemocnéni zhruba ztrojnésobily.
Pfitom nezndme G¢innd preventivni opatfeni nebo preparaty,
které by riziko karcinomu prostaty sniZily. Nepochybné tedy
nelze ignorovat uvedené poznatky o tcincich latek obsaZe-
nych ve ving jiZ proto, Ze takovd pomocné a soucasna che-
moprevence kardiovaskuldrnich onemocnéni i rakoviny pro-
staty bude pro muZe pfijatelnd a pfirozen&jsi nez jakékoli
umélé preparaty v tabletich. Vino pomérné idedlné napliiuje
poZadavky kladené na chemoprevenci (24). Je v doporuce-
nych davkach netoxické, dostupné a relativn€ levné, konzu-
movatelné perordlné jako ndpoj, obecné pro Sirokou vetrejnost
pfijatelné, ma ptiznivy efekt u vice Castych onemocnéni ajsou
zndmy mechanismy jeho pisobeni i uvedenych pfiznivych
ucink.

V této fazi poznani je mozno dat tfi nasledujici doporuceni.
Doporuceni lékaftim, aby vzali experimentalni poznatky o pfiz-
nivych acincich bioaktivnich latek ve viné vdzné a zacali orga-
nizovat klinické studie ovétujici tento protinddorovych efekt
u rakoviny prostaty v praxi. Doporuceni vinaiim, aby se
pokouseli pfi vyrobé vina hledat technologie zvySujici obsah
polyfenolickych bioaktivnich latek jako je resveratrol a dalsi
. Mozna se dockame doby, kdy bude na popisu lahve vina uva-
déno nejen procento alkoholu, ale i obsah téchto zdravi pro-
spéSnych latek. A doporuceni konzumentiim, aby vino pili se
zajmem o jeho kvalitu i i¢inky na zdravi, umirnéné a kultur-
né a pristupovali k nému s respektem jako k pfirodnimu léku.
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CLINICAL ONCOLOGY - BASIC PRINCIPLES
AND PREVENTION, THIRD EDITION

NEAL, A. J., HOSKIN, P. J.
Arnold, A member of the Hodder Headline Group, London 2003
294 str., 149 obr., 28 tab., ISBN 0-340-76409-0, cena 19,99 GBP.

Tato uspés$nd kniha predstavujici vyte¢né napsany uvod do kli-
nické onkologie sestdva z 23 kapitol s touto tematikou: patoge-
néze zhoubnych nidord, principy diagnostiky a stdZovani zhoub-
nych nddort, rozhodovani a komunikace, zéklady chirurgické
onkologie, principy radioterapie, principy systemické 1é¢by, rako-
vina plic a mesotheliom, niddory prsu, naddory GI traktu, urolo-
gické nadory, gynekologické nddory, nddory CNS, hlavy a krku,
endokrinni naddory, sarkomy, lymfomy, hematologické maligni-
ty, maligni tumory u déti, koZni tumory, tumory souvisejici
s AIDS, karcinomy s nezndmym primarnim mistem, nahlé onko-
logické ptihody, paliativni péce.

V prvé kapitole jsou vysvétlovany genetické, chemické, fyzikal-
ni, virové, imunologické a endokrinni faktory, jeZ mohou hrat roli
pfi vzniku zhoubnych nadort. Ve druhé kapitole se pojedniva
o stanoveni diagn6zy jednoduchou biopsii i vice invazivnimi meto-
dami (napf. laparotomii nebo kraniotomif) a ddle o stanoveni veli-
kosti a rozsahu nadoru za pomoci vySetfovacich metod — snim-
kovanim, sonografii, scintigrafii, CT, MRI, pozitronovou
tomografii aj. Obsahem tfeti kapitoly je komentar ke graficky pre-
zentovanému rozhodovacimu schématu, jeZ sestdva ze tfi trovni;
na prvé trovni rozhodnuti zahdjit 1é¢bu ¢i nikoliv, na druhé roz-
hodnuti o radikdlni nebo paliativni 1é¢b€, na tfeti rozhodnuti o pri-

mérni nebo adjuvantni 16bg. Ctvrté kapitola o chirurgické onko-
logii je velmi stru¢né s diirazem na zasahy v pfipad€ primarnich
nadort, kombinaci chirurgie s radioterapii, chirurgii regiondlnich
lymfatickych uzlin a paliativni chirurgii. Obsahem pété kapitoly
je stru¢ny vyklad radioterapeutickych pfistupil s dopliiky o bio-
logickych ucincich ionizujiciho zéfeni a vedlejSich ti¢incich radi-
oterapie. V Sesté kapitole je probrdna chemoterapie, jeji i¢innost
a toxicita, rezistence k chemoterapii, hormondlni, biologickd
aexperimentalni chemoterapie. Uspofddani ndsledujicich kapitol
o riznych druzich nadorl je obdobné, text je ¢lenén do odstavcl
o epidemiologii, etiologii, patologii, pfirozené historii, ptiznacich,
vySetienich, stdZovani, 1é¢bé€, komplikacich vztahujicich se
k nadortim, komplikacich spojenych s 1é¢bou, screeningu a pre-
venci.

Kniha je vyte¢né graficky upravena, uspofddani textu je mimo-
fadné prehledné, dileZité ¢4sti a tabulky jsou oddéleny od ostat-
nich ¢asti textu modrym podkladem, v n€kterych kapitoldch jsou
kasuistiky, mnoZstvi snimkd je kvalitn€ reprodukovéno, je ptipo-
jen velmi podrobny rejtiik. V knize neni citovdna Zddnd odborna
literatura. Z ucebnice ptivodné napsané pro 1ékatské fakulty se
v disledku neustalého zlepSovani a aktualizace v pribéhu pfipra-
vy dvou dal§ich vydani (prvni vydani je z r. 1997) stala vyte¢na
pomiicka nejen pro studenty, ale také pro mladé lékare, stfedné
zdravotnicky persondl i jiné pracovniky ve zdravotnictvi, ktefi
chtéji ziskat pfehled o tom, co je v oblasti soucasné klinické onko-

the hodder Headline Group, 338 Euston Road, London NW1 3BH

UK (www.arnoldpublishers.com). V. H.
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Zpravy

ZPRAVA ZKONFERENCE '"29THESMO CONGRESS"
PORADANE VE VIDNI VE DNECH 29.10.-2.11.2004

ADAMKOVA L., BOUDNY V.
MASARYKUV ONKOLOGICKY USTAV, BRNO

Ve dnech 29.10.-2.11.2004 se konala ve Vidni v Rakousku mezi-
néarodni konference nazvana ,,29th ESMO Congress* a pofa-
dand spole¢nosti ESMO (European Society for Medical Onco-
logy). Konference probihala v Austria Center Vienna, coZ je
rozsahla Ctyfpatrovéd budova itajici Ctyfi velké a nékolik men-
Sich salt umoziiujicich paralelni pribéh nékolika pfednasek
a seminafi. Bohaty program konference byl rozdélen do téma-
tickych bloki v jejichZ rdmci pfednaseli vybrani fecnici sva sdé-
leni. Nedilnou soucasti konference byla také posterova sekce.
Nami byl prezentovén poster ,,STAT 1 PHOSPHORYLATI-
ON INDUCED BY INTERFERONS IN HUMAN MALIG-
NANT MELANOMA* autorského kolektivu Boudny v.L
Adamkové L.!, Kovatik A.2, Fojtovd M.2, Lauerova L.!, Kocak
1.3, Kovaiik J.! (!Z4kladna experimentdlni onkologie, 3Klinika
komplexni onkologické péce, Masaryktiv onkologicky tstav,
Zluty kopec 7, Brno 656 53; 2Biofyzikélni tistav AV CR, Krélo-
vopolska 135, Brno 612 65).

Soucasny stupeii znalosti molekuldrni podstaty signélnich drah,
které zprostiedkovavaji biologické efekty cytokint a ristovych
hormont a podileji se na kontrole fyziologickych procest buiiky,
jako je rust, diferenciace, senescence a apoptdza, vymezuje tfi
hlavni skupiny proteini, které zprostiedkovavaji pfenos vnéjSich
signéll z povrchu membrény k cilovym gentim v jadie. Mezi tyto
proteiny patii Janus tyrosinkindzy (JAK), signélni transduktory
a aktivatory transkripce (STAT) a jejich endogenni inhibitory
z rodiny SOCS. Jejich nespravnd funkce a defektni vzdjemna
komunikace souvisi s nékolika lidskymi chorobami.

Hromadici se diikazy ukazuji na to, Ze poruchy v téchto protei-
nech mohou souviset s patogenezi lidskych malignit a mohou slou-
Zit jako nové naddorové markery a slibné cile pro nadorovou tera-
pii. Navic se pfedpoklada, Ze defektni drdhy JAK/STAT/SOCS
spojené s nidorovym onemocnénim mohou negativné ovlivnit
léc¢ebnou odpovéd na interferony a jiné cytokiny.

Kli¢ova tloha v komplexnich signélnich procesech je pfipisova-
na proteiniim rodiny JAK (napt. JAK 1, JAK 2, JAK 3, TYK 2)
adosud poznanym sedmi ¢lentim rodiny STAT. AvSak jejich fyzi-
ologickd a patologicka funkce in vivo nebyla dosud zcela objas-
néna. JAK/STAT signélni paradigma bylo velmi dobfe charakte-
rizovdno pro mnoho ligandd. Po vazbé ligandu receptor
dimerizuje. Diisledkem molekularnich procest, které nésleduji po
interakci ligandu s receptorem, je iniciace aktivace proteinkiniz
rodiny JAK spojenych s receptorem prostiednictvim jejich auto-
fosforylace na tyrozinovych zbytcich. Aktivované JAK proteiny
fosforyluji konzervovany tyrozin na cytoplazmatickém konci
receptoru, ¢imZ vznika "docking site" pro STAT proteiny. Tyto
receptorové tyrozinové struktury jsou rozpoznavany SH2 domé-
nami STAT proteint, ¢imZ zprostiedkovévaji ptijeti pfisluSnych
STATG do receptorového komplexu. Nefosforylované STATy
navazané na receptor jsou fosforylovany proteiny JAK na tyrozi-
novych zbytcich. Aktivované STAT proteiny se poté uvoliiuji
z receptorll a dimerizuji diky interakci SH2 domény jednoho
STAT proteinu s fosfotyrozinem druhého. Dimery jsou translo-
kovany do jadra, kde se vazi na specifické DNA sekvence v pro-
motorech responzivnich gent a nésledné ovliviiuji jejich expresi.
Ackoli fosforylace STAT proteinil na tyrozinu se zda byt klico-
vou pro pienos signdlu, vyzkum mechanismi regulujicich akti-
vitu transkripce zprostfedkovanou STATy ukazal, Ze fosforylace
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STAT 1, STAT 3 a STAT 5 na serinovych zbytcich se také aktiv-
né podili na signdlnich drahach potenciaci transkripéni aktivity
a expresi cilovych gent.

Jednotlivé STAT proteiny se lisi fyziologickymi dtsledky své
aktivace. Konecny vysledek zavisi pfedevS§im na typu vnéjsiho
signdlu a skupiné cilovych gend, které jsou prepisovany. Napii-
klad vysledek STAT 1 nebo STAT 3 aktivace miiZe byt pozitiv-
ni ¢i negativni v zavislosti na podnétu a bunééném typu, zatimco
STATy 4, 5 a 6 byly popsény pievazné jako pienasejici pozitiv-
ni rstové signdly. Studie na mySich s deficientnimi STAT pro-
teiny a na modelech se STAT 1 proteinem vyfazenym z funkce
("STAT 1 knock-out") poskytly pfesvédcivé diikazy o prvoradé
tloze, kterou hraji STAT proteiny v pfenosu bunécné odpovedi
na interferony (IFN).

V souvislosti se studiem regulace signdlni funkce STAT protei-
ni bylo v neddvné dobg identifikovano nékolik novych proteinil,
které plsobi jako negativni supresory JAK/STAT signalizace
akteré za fyziologickych podminek inhibuji STAT aktivaci a pfi-
pravuji tak butiku pro odpovéd na nésledujici signal. Nyni jiZ exi-
stuji diikazy nejméné o tfech hlavnich rodinich ptirozenych inhi-
bitord: (1) supresory cytokinové signalizace (SOCS); (2)
proteinové inhibitory aktivovanych STATG (PIAS); a (3) fosfa-
tazy obsahujici SH2 doménu (SHP).

pinu faktorti v klasické negativni zpé€tnovazebné smycce, které
reguluji JAK/STAT signalizaci iniciovanou nejméné 35 rliznymi
polypeptidovymi ligandy vcetné cytokinil. Transkripce vétSiny,
ne-li vSech genii kédujicich SOCS proteiny, je indukovana nebo
regulovdna samotnymi cytokiny, pravdépodobné pfes aktivova-
né STAT proteiny. SOCS proteiny obsahuji centralni SH2 domé-
nu, C-termindlni box a N-termindlni oblast velmi proménlivé dél-
ky. Ackoli bylo popsano 20 ¢lent: této rodiny, které koduji bézny
"SOCS box", pouze ty podskupiny obsahujici zaroveni C-termi-
ndlni SOCS box a centrilni Src homologni doménu (SH2), byly
zahrnuty do signélni drdhy cytokinovych signalu.

Je zndmo vice nez 100 gent, které jsou zapojeny vJAK/STAT/SOCS
signdlnich drahéch nebo jsou témito proteiny indukovany. Nazorné
mohou byt rozdéleny do nésledujicich tif skupin: a) geny, které jsou
integrujici soucdsti JAK/STAT/SOCS signélnich kaskad (vCetné
gent kddujicich receptory, které interaguji s piislu$nymi kindzami);
b) geny koédujici transkripéni faktory interagujici se STAT protei-
ny; c) geny indukované (aktivované) STATy. Ttetd, zjevné nejvet-
§i kategorie, obsahuje geny, které dohliZeji na zakladni fyziologic-
ké procesy a udrzuji buné¢nou homeostdzu. Rizné STATYy jsou,
i kdyZ ne zcela absolutné, nutné k regulaci genové exprese
cdc2, cyklinh A a B, inhibitorti cyklin-dependentnich kiniz
p2 1 WAFI/CIPL 3 INK 4, kaspaz nebo molekul Fas a FasL. Navic tran-
skripce mnoha, ne-li vSech interferony regulovanych genti (IRG)
zodpovédnych za imunomodulacni a proliferacni odpoveédi, je také
pod kontrolou STAT proteint. Jako piiklad mtiZzeme uvést geny
kédujici MHC 1. tfidy, beta 2-mikroglobulin, transaktivator tfidy II
(CIITA), intracelularni adhezivni molekulu 1 ICAM-1), interferon-
regulacni faktor 1 (IFR1), polypeptid 2 s nizkou molekulovou hmot-
nosti (LMP2) a pfenaSec spojeny se zpracovanim antigenu 1 (TAP1).
Cilem nasi studie byl vyzkum inducibility aktivace (fosforylace)
proteinu STAT 1 pomoci interferonil ¢ a y v butikich maligniho
melanomu. Byly pouZity buriky 21 stabilizovanych melanomo-
vych linif a 59 primérnich kultur odvozenych z melanomovych
metastazi. Ke zjiSténi hladiny STAT1 proteinu a inducibility jeho
aktivovanych forem jsme vyuZili metodu Western blotu.

Studie poskytla jasny diikaz o tom, Ze funk¢ni abnormality STAT1
proteinu souvisi s lidskym malignim melanomem. Poruchy
STATI pfevazovaly jak u stabilizovanych bunécnych linii tak
i u primokultur maligniho melanomu.



aktualita

ZRCADLO

Mame starosti s body 4 a 5 Narodniho onkologického programu:
4) Pojmenovat sit center komplexni diagnosticko-lécebné
onkologické péce, akreditovanych COS na principu &tyy kom-
petenci: kvalifikace, vybaveni, sebeevaluace a komunikace.
Vytvorit Radu onkocenter Ceské republiky jako ndstroj pro
koordinaci prdce.

5) Prosazovdni ekvity Cili pokryti populace srovnatelnymi
onkologickymi sluZbami a p¥istupu k informacim o prevenci,
diagnostice a lécbé onkologickych onemocnéni.

Mozna maji starosti i v jinych medicinskych oborech. Jen je
mnohde zatim nepopsali do jakéhosi programu. Starost by
ovSem méli mit hlavné zfizovatelé, Ministerstvo zdravotnic-
tvi a krajské urady. Zatim to netusi a nevédomost hiichu neci-
ni. Leckam slunicko jeSté nezasvitilo. PfredevSim vSak néleZi
starost zdravotnim poji§tovnam, tedy distributortim zdravotni
dang. Nakolik si starost a vykroceni k trvaleji udrZitelnému
rozvoji piipoustéji ukdZze rok 2006 a nové smlouvy. Problém
struktury a (i)relevance sit€ zdravotni péce pro onéch stalych
deset miliond klienttl, coby praotec soucasného stavu blaho-
rovné bezradnosti zlistivd mnohymi za to placenymi neroz-
poznén €i z mysli vytésiiovan. Klientl je uZ od habsburskych
dob stalych deset milont. Jsou snad i zdravéjsi, ale zase Ziji
i spotiebu.

Vcelku by se umélo i zdiivodnit, Ze uz to podle toho progra-
mu vSechno jaksi trochu skoro mame. Jen nebyt téch ¢tyt kom-
petenci v bod¢€ 4. Vlastné jen té jedné. Sebeevaluace. Kvalifi-
kovani jsme aZ hriiza, vybavovani jsme pofdd a spokojeni s tim
stejné nikdy nebudeme, komunikujeme radi a bez ustani. Jen
co s tou sebeevaluaci. Musime promyslet, co s tim, abychom
to pojali vstiicné, ale aby nds ta vstiicnost nedostala. NeZ to
promyslime, radéji si zatim povidejme pohadky. Lépe po ¢4s-
tech, protoZe promyslet budeme radéji dlouho, fikaji si mno-
zi pratelé. At ndm pohadky vydrzi. TakZe ted pohddka o zrcad-
le jako tvodni kapitola z Sipkové Rizenky, které se zatim tieba
sama nabodne a nadlouho usne.

Bylo nebylo. Ci spise bylo a je.

Povéz mi zrcadlo, kdo je na svété nejkrasnéjsi. Jsem uZasnd
kradlovna, myslim to upfimné, vladnu svétu kam az oko dohléd-
ne. To je podle terénu a rajonizace zhruba dvacet az tficet kilo-
metri na kaZzdou stranu, v hordch i vice, v méstské zastavbé
naopak jen néjaky ten kilometr. Stardm se o lid, dé1am co miZu
a délam to krasné, protoZe jsem krasnd. Tak co na to zrcadlo
1ikas ? Jasné, jsi nejkrasnéjsi a délas to dobie, opaci zrcadlo
uz ze zvyku. Kralovna z vdécnosti zrcadlo vylesti véfic, Ze to
tak bude porad.

Zrcadlo visici na viditelném postu v§ak vnima jak se v ném
zrcadli ménici se svét kolem.

V komnaté kralovny se objevil pocitac s internetem, radio
a televize uZ davno, ob¢as zaskoci na navstévu cizozemec,
obcas lezi na stole fotografie z kralovninych cest. Zrcadlo, visic
vnadhledu to zpracovava a syntetizuje. Je ostatné dlouho brou-
Senym zrcadlem a nikoli pfihlouplym okennim sklem, aby vie
co na né&j dopadne jen tak propoustélo. Je zvyklé reflektovat,
ale kralovniny stereotypy uz omrzely.

TakZe zase jednou standardni otdzka, povéz mi zrcadlo, kdo-
Ze je na svété nekrasnéjsi. No, dosud to vypadalo tak, Ze ty kra-
lovno, a dost jsi mi to vnucovala, ale mam podezieni, Ze kus

dal za kopcem by jist4 Sipkova Riizenka mohla byt taky p&k-
nd holka. Co to fikas, zrcadlo, ty jsi se snad pominulo ? No, ja
nevim, nechci jit do konfliktu, uz proto, Ze jsem kfehké struk-
turou i ndturou. Ale vZdyt se holky sejdéte, hodte se do pla-
vek, ¢astecné ty rozdily poznate samy a at se taky nékdo refe-
rencni vyjadii a uvidite, kterd je spiSe miss. OdrdZim jen, co
na m& dopad, a tudle na mé& odkudsi dopadla sliivka ben-
chmarking, ekvita a efektivita, a taky HTA, teda health tech-
nology assessment, jak tomu fik4 anglicka $lechta. J4 tomu
moc nerozumim, jsem vybrousené jesteé za Rusi, azbuky uby-
lo, snazim se zorientovat, ale vim, Ze nemazu odraZet, co neni,
jsem-li odpovédné zrcadlo. Aby mé pak nepoplivali, Ze jsem
Ihalo.
Kréilovna zamyslena ode$la, poprvé nemajic diivod z vdécnosti
zrcadlo prelestit. Radéji by je nakopla, le¢ zachovala trovei
a léty nacvicenou laskavou tvar. Zkusi problém obejit. Co tak
zrcadlo vyhodit, napadlo ji. Ale patii k tomu nejlepS§imu, co
doma md. Co ho tak jakoby ndhodou rozbit ? JenZe bude hluk,
stfepy, ostuda a zilistane viset ten rdmec, co zase nékdo bude
chtit zasklit. Co ho tak zamazat a poSpinit, aby neodrazelo ?
Ale pozvéte zahrani¢ni Slechtu do komnaty se Spinavym zrcad-
lem, které navic 1éta chvilila jak je moudré. Jasné je, Ze zrcad-
lo pfisté nevolit aZ se budou volit i zrcadla. Ale to jesté potr-
va a my monarchisté jsme piece na volby nikdy moc nedali.
Nejlépe bude zrcadlo natfit. A to na bilo. Konstruktivné a opti-
misticky. Takové nové netradi¢ni uméni, tviiréi rozmar a tie-
ba se chyti. Ze nic nebude odraZet nevadi, radi popiieme, co
by odrdzet mélo a vzdyt prece vSichni védi, kdo byl cela 1éta
nejkrasnéjsi. Pro¢ to dokola opakovat. Co zrcadlo neodrazi,
ukomunikujeme. Zlstaneme k zaslepenému zrcadlu pratel3ti,
budeme si ho vaZit a ukazovat o to vice, Ze jsme ho natfeli na
bilo, coz nikdo nemd. Natfeme ho jen vipnem. Kdyby bylo
potieba v budoucnu néco zv1ast odpudivého odjinud objekti-
vizovat, tak ho pro potfebnou reflexi kousi¢ek umyjeme. Ano,
to je ndpad. VZdyt my monarchisté jsme vlastné demokraté
a zrcadla neni¢ime, dokonce je natirime na bilo. Za ben-
chmarkingem vyjedeme spiSe nékam do zahrani¢i zatleskat
mu v anonymité auditoria. Lépe do exotickych zemi, at nejsme
také jen bili a pfi pobytu se opdlime. A ten pocitac, internet,
televize museji z komnaty pry€. Jsou nepovznasejici, zavade-
jici, nekulturni, vZdyt je v nich i ta skandalni obnaZujici por-
nografie.
Pfizveme obchodniky cizozemce. Obdarovavaji prece maly-
mi jiskfivymi zrcatky, v nichZ uvidime jen to, co médme vskut-
ku krasného, tieba uzel na kravaté. Rekneme si k nim je3té
o reproduk¢ni zafizeni na baterky s nahravkou: Ty krélovno,
ty jsi vskutku na svét€ nejkrasnéjsi. Byznysmeni to pochopi
azafidi. Zavedeme zase koncerty smyccového kvarteta jen pro
zndmé. VZdyt jsou to mili lidé a také si, inspirovani i podéSe-
ni, své vlastni zrcadla tfeba nabili. Budeme si vzajemné cho-
dit na koncerty a odrdZet realitu si budeme my sami namisto
zrcadel. Ano, svét bude opét krasny.
Jen aby ndm to dlouho vydrZelo. Aby vydrZely slabnouci bate-
rie arebelové nezlobili. Baterie vyménit, rebely polapit, popra-
vit. NeruSme si ty krdsné vecery s koncerty v sametovych mol-
lovych téninach a v prostfedi hyporeflexnich zrcadel natfenych
na bilo.

Prof. MUDr. Jan Zaloudl’k, CSc.,

védecky sekretdr Ceské onkologické spolecnosti

Masarykitv onkologicky uistav v Brné
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onkologické spole¢nosti

ZAPIS Z JEDNANI VYBORU
CESKE ONKOLOGICKE SPOLECNOSTI
KONANEHO DNE 15. 3. 2005 V PRAZE

Pritomni: Vorli¢ek, Abrahamova, Aschermannovd, Cwiertka, Eck-
schlager, Jelinkova, Konopések, Petera, Pribylova, PetruZelka, Rob,
Stéhalov4, StankuSova

Omluveni: Finek, Vyzula, Zaloudik

1. Diskutovény priority vyboru COS. Vybor je pfed polovinou funké-
niho obdobi, proto je tieba provéstinventuru aktudlnich problémd,
které jsou a budou v popredi zajmu COS.

a) je tieba vénovat pozornost stavu napliiovani jednotlivych bodi
NOP. Prim. MUDr. Aschermannova citi potfebu popularizovat
NOP v laické vefejnosti, informovat je vice o problémech v onko-
logii a zainteresovat sdélovaci prostiedky;

b) pozornost je tfeba obrétit na postgradudlni vzdélavani, zejména
na vzdélavani specialisti v oborech (MUDr. Stankusova);

¢) prof. Vorlicek v této souvislosti informoval o tom, Ze je ustave-
na komise pii MZd, kterd ma zpracovat navrh zptisobu realizace
nového systému postgradudlniho specializa¢niho vzdélavani. Jde
zejména o vyjasnéni kompetenci pro pregradudlni studium akredi-
tovanych LF a FN na stran€ jedné a IPVZ na strané druhé. Novy
zakon ovSem nefesi fadu problému, mezi jinym zejména otdzku
finan¢ni (napf. hrazeni pobytu atestanta na akreditovaném praco-
visti a dalsi);

d) COS se musi nadéle zabyvat lé¢ebnymi standardy v onkologii
(doc. Abrahdmovd). Doc. Rob naléhavé upozornil, Ze oznaceni
,.standardy* neni vhodné, jde o ,,guidlines* nebo jesté 1épe ,,navr-
Zené 1éCebné postupy*. Tyto navrzené postupy je tieba novelizo-
vat po ur¢itém ¢asovém Useku, naprf. za 1-2 roky. Viz jesté bod 13.

2. Prof. Vorli¢ek informoval o projektu Abreast, ktery zaslala COS
firma Sanofi — Aventis. Vybor bere informaci na védomi. Praco-
visté, které se chce studie ucastnit, bude kontaktovat uvedenou
firmu.

3. Probéhla diskuse tykajici se onkologické sité. Podkladem pro pokra-
Cujici diskusi byl tentokrat materidl vypracovany ¢leny KOC Pra-
ha. Sit by méla respektovat regionalni aspekt a je tfeba vytvorit
model oblasti a zajistit rovnovazné rozdéleni (doc. Konopések,
prim. Aschermannova, prof. Vorlicek). Bylo diskutovdno o moz-
nych kompetencich. Doc. Petera upozoriiuje na pomérné velky
pocet radiacnich center s nehodnotitelnou kvalitou. Konstatovéano,
Ze neexistuji pravomoci na fizeni a event. podfizenost ¢i nadfize-
nost pracovist vzajemné. Nutné jsou nepochybné smluvni dohody
na vytvofeni tymi s regionalni ptisobnosti tak, aby nebyla popira-
na svobodna volba lékafe. Pro nds by mohl byt vhodny model bel-
gicky ¢i skotsky. Doc PetruZelka nabidl usporddéni seminare
s odbornikem ze Skotska. Organizaci sité je tfeba dat do souladu
s pojiStovnami, které nepochybné podpoii vytvéreni velkych cen-
ter. Konstatovano, Ze ne vSichni onkologic¢ti nemocni maji u nis
adekvatni 1éCebnou péci. S vytvarenim onkologické sité souvisi
i organizace paliativni onkologické péce a vytvareni tymu palia-
tivni péce v nemocnicich. Prof. Vorlicek informoval, Ze ve FN Brno
na pracovisti v Bohunicich bude letos zfizeno v ramci Interni hema-
toonkologické kliniky oddéleni paliativni péce, které muiZe slouZzit
jako modelové pro dalsi moZna podobné zafizeni. Toto oddéleni
paliativni péce nemuiZze fungovat podle zdsad platnych pro zafize-
ni nasledné péce, ale také ne jako akutni Iizko. Spolecné s VZP
bude hled4n jiny model financovéni. Na pfisti schtizi budou dis-
kutovany podminky pro onkologické centra L., II. a III. typu —n4vrh
zaSle doc. PetruZelka.

4. Prof. Vorli¢ek informoval o jednini v kategoriza¢ni komisi. Pfi-
pravuji se opatieni, kterd vyhledové povedou ke zruSeni kategorie
X aprevedeni dot¢enych Iékovych pripravkii do kategorie P s navy-
Senym pausilem ve zdravotnickych zafizenich, nejspiSe az v roce
2006 spolu s novymi smlouvami s pojiStovnami. Problém maZe byt
mimo jiné zavadéni novych, zv14sté drahych 1ékt. Definovéni cen-
ter onkologické péce je i zajmem zdravotnich pojistoven.
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5.

10.

1

—

12.

13.

14.

Prof. Vorlicek informoval o schiizce s prezidentem republiky Véc-
lavem Klausem na téma podpory Narodnimu onkologickému pro-
gramu dne 24. 2. 2005, které se zacastnil i védecky sekretdf prof.
Zaloudik. Pan prezident pfislibil, Z¢ NOP autoritou hlavy stitu
podpofi a na toto téma uspotada tiskovou konferenci.

. Diskutovano o skriningovych programech. Mamérni skrining je

nepochybnym tispéchem. Vybor COS odpovédél predsedovi CLS
JEP na ziklad¢ podnétu pani ministryné a za skrining se jedno-
znacné postavil s podrobnym vysvétlenim diivodt podpory, veet-
né citaci z v&stnikit MZd CR z roku 2002 a 2004, kde jsou pravi-
dla skriningu uvedena, a odkazu na www.mamo.cz, kde je uvedena
komplexni vefejnosti pfistupnéd informace. Dopis obdrZeli pro
informaci mailovou postou vichni ¢lenové COS.

Jeden z kritiki mammérniho skriningu chirurg Dr. Stastny posi-
14 predsedovi COS dopisy s kritickymi podnéty. Rozhodnuto
pozvat Dr. Stastného a Doc. Danese, zistupce Komise mammo-
diagnostikii a Komise pro skrining nddort prsu na nékterou z pris-
tich schiizi vyboru COS.

. Pokracuje jednéni tykajici se cervikdlniho skriningu. Minuly mésic

se setkali ke spolecnému jednani patologové, gynekologové
a onkologové. Doc. Rob vysvétlil stanovisko ke klasické cytolo-
gii, vakcinaci a profylaktické vakcinaci divek. Prof. Zaloudik, a&
nepfitomen na schiizi vyboru COS, se ozval e-mailem: v Ceské
republice se diskutuje o prijatych zdkonech, vyhldskdch a meto-
dickych opattenich, jakoby neplatily a zpochybriuji je sami vyda-
vatelé, predevsim ministerstvo (viz mamdrni skrining). Pravidla
pro cervikdlni skrining jsou stanovena metodickym opatienim,
které vyslo ve Véstniku MZd jiz v cervenci 2004. V ném se hovori
treba o minimu 15 000 vySetieni pro cytologické laboratore, kte-
rd se ucastni ve skriningu. Stacilo by bez dalsich diskusi pouze
naplnit toto existujici metodické opatieni MZd. Dne 13. 4. 2005
se bude konat v hotelu Corynthia Towers v Praze seminaf véno-
vany pfipravovanym vakcinacim pro HPV jako prevenci cervi-
kalniho karcinomu.

. Schiizka Rady NOR se nekonala, ale pfipravy elektronické hla-

Senky zhoubného novotvaru pokracuji (doc. Abrahamova).

. Spoletnost vSeobecného 1ékaistvi pozadala COS o oponovani

jejich programu tykajiciho se moZnosti véasného zachytu rakovi-
ny prsu. Do této spolupréce se zapoji as. Dr. Pfibylova.

Prim. Dr. Aschermannové jako ¢lenka revizni komise informo-
vala, Ze zprava o stavu tctu bude k dispozici v dubnu t. r.

. Dne 26. 4. 05 se bude konat v Motole schiize onkologynekolo-

gickych center, organizuje doc. MUDr. L. Rob, CSc.

Vybor COS schvilil piijeti novych &lenti: Dr. Dulikova (Nové Ves
pod Plesi), Dr. Smakal (Nova Ves pod Plesi), Dr. Vydra (Nov4
Ves pod Plesi), DIS BeStové (Plzei), Ing. Jelinkova (Praha), Dr.
BeneSova (Praha), Dr. Mindrik (Praha), Dr. Srovnal (Olomouc).
Na zavér se jedndni stocilo jesté jednou k tématu doporucenych
lécebnych postupt. Do pfisti schiize si vSichni pfipravi své nazo-
ry apoznamky k jednotlivym nddorovym lokalizacim, event. po§-
lou své navrhy e-mailem pfedem. Budeme diskutovat, zda je vhod-
né revize a kam se vlastné v této oblasti ubirat.

Minuly vybor COS vydal v nakladatelstvi Galen publikaci s dopo-
rucenymi diagnosticko-1é¢ebnymi nepodkrocitelnymi pravidly.
Prof. Vorli¢ek pozada feditele Houdka o elektronicky pfepis.
Novéjsi guidelines visi na webu www.mou.cz , staci se vyjadrit
coje Spatné, piipadné se miiZzeme pak domluvit na korigovéani a dat
potom odkaz na www.linkos.cz , kde to pak bude k dispozici sta-
le a viem.

Viechny informace o ESMO Breast Cancer Course 25. aZ 28. kvét-
na 2005 v Bratislavé jsou na www.linkos.cz. Informace poda také
Danica Brendlova tel. 421 517 745 934 nebo doc. MUDr. Mdria
Wagnerova, KoSice.

Pristi schiize vyboru COS se bude konat 19. 4. 05 v Mosté, kde se orga-
nizace ujme prim. MUDr. Alena Jelinkovd.

Sledujte www.linkos.cz - denné nové informace nejen o onkologii.



