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prehled

IMUNOLOGIE NADORU - SOUCASNY STAV A POZNATKY

Z 1. MEZINARODNI KONFERENCE ZAKLADNI A KLINICKE
IMUNOGENOMIKY.

CAST I- INTERAKCE NADORU A IMUNITNIHO SYSTEMU

TUMOUR IMMUNOLOGY - PRESENT STATUS AND LESSONS FROM

THE 1ST INTERNATIONAL CONFERENCE ON BASIC AND CLINICAL
IMMUNOGENOMICS.

PARTI-INTERACTION BETWEEN THE TUMOUR AND THE IMMUNE SYSTEM

HATINA J.
UNIVERSITA KARLOVA, LEKARSKA FAKULTA V PLZNI, USTAV BIOLOGIE

Souhrn: Vyvoj nadoru je automaticky provazen spontdnni imunitni odpovédi. Nadorové buriky exprimuji fadu nddorovych
antigenu, které umozZiiuji specifické rozpoznéani butikami imunitniho systému. Jako nadorové antigeny vystupuji jednak nové
proteinové sekvence, které jsou vysledkem somatické mutageneze, chyb ve splicingu atp. onkogent a tumorovych supre-
sorovych gent (tumor-specifické antigeny), nebo normélni bunécné proteiny nadmérné exprimované v nadorovych buii-
kach, at uz jako pozistatek expresniho profilu vychoziho bunécného typu nadoru ¢i jakozto vysledek globalnich zmén
v expresi genomu provazejicich vyvoj a progresi nddort (tumor-asociované antigeny). Identifikace nadorovych antigent
byla tradi¢né€ zaloZena na imunologickych metodikach, nové nadorové antigeny jsou v soucasnosti ovSem charakterizové-
ny nejcastéji s vyuZitim metodik moderni molekularni biologie, zejména charakterizaci specifického expresniho profilu
nadorovych bunék. Vztah imunitniho systému a naddoru pfedstavuje komplexni vzdjemnou interakci, kterd prochazi béhem
vyvoje nadoru nékolika stidii. Po¢ate¢ni kontrolni funkce imunitniho systému, ktera charakterizuje f4zi imunitniho dozo-
ru a fazi rovnovahy, je ztracena v dalSich etapach vyvoje nadoru, které se projevuji inikem z imunitni kontroly. Tento tnik
je samozfejmym pfedpokladem vyvoje nadoru do stavu klinické detekovatelnosti a je zaloZen na dvou skupinach mecha-
nismi — nddorem indukované imunosupresi a ztraté¢ rozpozndvacich antigennich struktur z povrchu nddorovych bunék.
Nadorem indukovand imunosuprese mize byt vysledkem exprese specifickych signalnich molekul na povrchu nadorovych
bunék (fasL) ¢i sekrece specifickych cytokind, zejména TGF-P a IL-10, jejichZ pasobeni charakterizuje systemicka imu-
nosuprese, nebo se tato imunosuprese mize zakladat na zménach v diferenciaci pomocnych T-lymfocyti ve smyslu pomé-
ru Th1 a Th2 subsett. Na interakci nddoru a imunitniho systému se tcastni celd fada dalSich specializovanych populaci leu-
kocytt, vedle cytotoxickych T-lymfocyti, které predstavuji hlavni efektorovou populaci protinddorové imunity, se déle
jedna zejména o tumor-asociované makrofagy a regulacni supresorové T-lymfocyty. Rozeznéani a odpovéd na riizné nado-
rové antigeny ze strany imunitniho systému probiha s velmi rozdilnou efektivitou, jejimz vysledkem je imunodominance
nékterych antigend. Imunitni systém plisobi jako vyznamny selekéni prvek vyvoje imunorezistentnich variant naidorovych
bunék v ramci procesu imunoeditingu.

Klicova slova: nadorové antigeny, imunitni dozor, Gnik z imunitni kontroly, nidorem indukovana imunosuprese, regula¢ni
T-lymfocyte, Th2/Th2 polarizace

Summary:Tumour development is generally accompanied by a spontaneous immune response towards the developing
tumour. Tumour cells bear a lot of tumour antigens, which are specifically recognized by immune cells. Tumour antigens
are either new protein sequences resulting from somatic mutagenesis, splicing errors etc. in oncogenes and tumour
suppressor genes (tumour-specific antigens), or normal cellular proteins overexpressed or aberrantly expressed by the
tumour. These latter tumour-associated antigens are either a remnant of genes expressed in a cell type, from which the
tumour originates, or result from global changes in the expression of genome along the tumour development and
progression. Identification of tumour antigens has been traditionally based on immunological techniques, new tumour
antigens are nowadays more frequently identified, however, by means of molecular biology and especially genomics. The
relationship between the tumour and the immune system is best characterized in terms of a complex mutual interaction,
which takes different forms as the tumour is initiated and develops. Three stages are generally distinguished. Initially, the
immune system manages to control the tumourigenic process, either by eliminating initiated tumour cells (immune
surveillance) or by keeping the tumour cell population at a constant, tiny number (equilibrium). Development of clinical
cancer implies previous loss of this immune control (escape). Two groups of processes underlie the escape of tumour cells
— tumour-induced immunosuppression and loss of immune recognition structures from escaping tumour cells. The tumour-
induced immunosuppression can result from expression of specific signalling molecules on the surface of tumour cells
(fasL), secretion of specific immunosuppressive cytokines (TGF-f, IL-10), or from changes in differentiation of helper T-
lymphocytes along the Th1/Th2 paradigm. Various other specialized leukocyte populations are involved in the complex
interaction between the tumour and the immune system, notably cytotoxic T-lymphocytes, which provide the main effector
antitumour population, tumour associated macrophages and regulatory T-cells. Different tumour antigens tend to induce the
immune response with markedly different efficacy, resulting in immunodominance of some antigens. Besides, the immune
system might be regarded as an important selection pressure driving the development of tumour escape variants, a process
termed immunoediting.

Key words: tumour antigens, immune surveillance, escape from immune control, tumour-induced immunosuppression,
regulatory T-cells, Th1/Th2 polarization
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Ve dnech 3.-7.fijna 2004 se v Budapesti seSel 1.kongres kli-
nické a experimentalni imunogenomiky. Jednalo se o velky,
obecné zaméfeny kongres pokryvajici celou §ifi sou¢asné imu-
nologie, s metodickym diirazem ne moderni postupy moleku-
larni biologie a obzv14sté genomiky. Imunologie nadort pred-
stavovala jen relativné malou ¢4st napln€ kongresu, oviem
jednotlivé prispévky byly zvoleny tak dimyslnég, Ze ve svém
celku pokryvaly pfevdZnou Cast discipliny. Jejich piehled,
doplnény o nezbytny molekuldrné biologicky a imunologicky

nout cenny prifez souc¢asnou nddorovou imunologii.

Imunologie nadorta

Imunologie nddort je nesmirn€ komplexni hrani¢ni discipli-
nou mezi dvéma obory, jejichZ komplexita sama o sob¢ jiZ bere
dech - onkologii a imunologii. Jejim cilem je oded4vna nale-
zeni klice k pochopeni vztahu niddoru a imunitniho systému
a vyuZiti této znalosti pro efektivni 1é¢bu nddorti. Nadorova
imunologie ma velmi dlouhou historii a za jejtho zakladatele
se poklada Paul Ehrlich, ktery poprvé pfiSel s hypotézou aktiv-
niho monitorovani tkani a organi ze strany imunitniho systé-
mu s cilem vcas zachytit a znicit transformované butiky; tato
hypotéza byla posléze v 60. letech formulovédna do koncepce
imunitniho dozoru (1). Ze strany praktickych onkologii pfispél
k zdkladim oboru zejména William Coley, ktery na zdkladé
pozorovani spontanni remise naddord u pacientl prodélavsich
hore¢natou infekci provedl zfejmé prvni zdafilou imunotera-
pii, a to nespecifickou aktivaci imunitniho systému superna-
tanty z bakteridlnich kultur (2, 8). Pro teoretické zéklady obo-
ru mélo kliCovou roli vypracovani metodik transplantace
nadorti v rdmci inbrednich mySich kment ve 40. a 50. letech,
kdy se podaftilo poprvé nade v§i pochybnost demonstrovat, Ze
transplantovany nador indukuje specifickou imunitni odpovéd
(3). Tento posun od pfirozené ke specifické imunitni odpové-
di musel mit pak logicky za nésledek postupnou charakteriza-
ci nddorovych antigenii a znalost nddorovych antigenii zase
nemuZe vést nikam jinam neZ k pokusiim vyuZit téchto anti-
genl pro Zadouci stimulaci imunitniho systému odpovidajici
vakcinaci (4).

Nadorové antigeny

Rozeznani nadorovych bunék specifickym imunitnim systé-
mem implikuje existenci specifickych nddorovych antigend,
které jsou imunitnimu systému prezentovany ve formé kom-
plext peptidovych fragmentii nddorovych antigent a proteind
hlavniho histokompatibilitniho komplexu (MHC) a které jsou
po aktivaci pfisluSné imunitni odpovédi cilem obou zédklad-
nich efektorovych vétvi specifické imunitni odpovédi, .
humorélni imunity, jejimiZ antigennimi receptory jsou imu-
noglobuliny produkované B-lymfocyty, a buné¢né imunity,
uniZ antigen rozeznavaji T-bunécné receptory (TCR) na povr-
chu aktivovanych T-lymfocytt, v pfipadé protinddorové imu-
nity zejména cytotoxickych T-lymfocytd (CTL) (5). Nadoro-
vé antigeny byly na molekuldrni trovni charakterizoviny
v dobé relativné neddvné, tj. aZ od 90. let, a v mnoha ohledech
se v této otdzce stal jakymsi prikopnickym systémem malig-
ni melanom, a to z nékolika pficin - relativné vysoké inciden-
ci onemocnéni, relativni pfistupnosti populace tumor-infiltru-
jicich lymfocytii (TIL) a pomérné schiidn€ moZnosti kultivace
melanomovych buné¢nych linii in vitro (6). Pii popisu nado-
rovych antigentl je uZite¢né rozliSovat dvé velké kategorie -
tumor-asociované antigeny (TAA) a tumor-specifické antige-
ny (TSA). U prvni kategorie asociovanych antigeni se jedna
o normdlni bunécné proteiny, které jsou z néjakého divodu
exprimovany s vyssi Cetnosti u urcité kategorie nadort, ale
jejich exprese je vZdy rovnéZ zaznamendna u vétsiho ¢i men-
S§iho rozsahu normélnich bunéénych typt. Patfi sem zejména
tzv. liniové-specifické ¢i diferenciacni antigeny, tj. proteiny
specifické pro bunécny typ, ze kterého se vyviji nador (napf.
melanomové antigeny MART-1/Melan A, gp100, tyroziniza
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a tyrozindza-pfibuzné proteiny TRP-1 a TRP-2, taktéZ expri-
mované v normélnich melanocytech). Druhou velkou skupi-
nu tumor-asociovanych antigent tvoii onkospermatogonalni
antigeny (cancer/testis antigens), které jsou fyziologicky expri-
movdany v pribéhu spermatogeneze a aberantné aktivoviny
v pribéhu nadorové transformace. Pfedpoklada se, Ze podsta-
tou jejich aktivace v pribéhu tumorigeneze je globalni deme-
tylace genonu, ktera je dileZitou soucésti procest imortaliza-
ce a genomické nestability nddorovych bunék. Mezi
onkospermatogondlni antigeny patii genové rodiny MAGE-1,
-2a-3,CAGE, GAGE, SAGE, XAGE, NY-ESO-1 aPRAME;
tyto antigeny nebyvaji vyhranéné specifické jen pro urcité typy
nadort. Pfibuznou skupinu pfedstavuji onkofetdlni antigeny,
které jsou kromé nadori detekovany i v pribéhu embryondl-
niho a fetdlniho vyvoje a mezi jejichZ typické zastupce patii
karcinoembryondlni antigen (CEA) a antigen OFA/ILRP
(immature laminin receptor protein). Exprese nadorové-aso-
ciovanych antigend je tedy bud ,,zdédéna* z normélniho dife-
renciaéniho programu vychoziho buné¢ného typu, nebo pra-
meni z globdlnich zmén v regulaci exprese genomu (1-8).
Nadorové-specifické antigeny oproti tomu piedstavuji prote-
iny, které nejsou exprimovany mimo nador a zpravidla jsou
i kauzaln€ spjaty s procesem karcinogeneze. Patfi sem zejmé-
na muta¢né zménéné onkogeny a tumorové supresorové geny,
jakoZ i proteinové sekvence, jejichZ exprese prameni z naru-
Seni mechanismt genové regulace (napt. kodované introny,
k jejichZ expresi dochézi v diisledku poruch sestfihu). Zv1ast-
ni skupinu nddorovych antigent pak piedstavuji antigeny viro-
vé, u virové-indukované tumorigeneze, a antigeny klondlni, tj.
napf. povrchové imunoglobuliny a T-bunéfné receptory
u nadord vychazejicich z B- a T-lymfocytt (3, 7).
Identifikace a charakterizace nddorovych antigent tradi¢né
vychdzela z imunologickych technik, kdy naidorem indukova-
né imunologické efektory byly pouzity ke screeningu expres-
nich ¢i peptidovych knihoven; tento postup byva nékdy sou-
borné oznaCovan jako reverzni imunologie. Takto byly
identifikovany a charakterizovany jak nddorové specifické, tj.
mutované antigeny (napf. ribozomdlni protein L9, helikdza
p68, B-katenin, cyklin-dependentni kinaza 4 aj.), tak nadoro-
vé asociované antigeny, napt. rodin MAGE a NY-ESO-1 (3,
9). Zvlasté tento posledné jmenovany se ukazal jako velice
cenny svou imunogenicitou ve smyslu indukce buné¢né imu-
nitni odpovédi, ovS§em jeho izolace probé&hla screenovanim
expresni knihovny sérem ziskanym z onkologickych nemoc-
nych, tj. na zdkladé samovolné humoralni imunitni odpovédi
(tzv. metodika SEREX - viz dale) (2). Tato soubéZna humo-
ralni a buné¢na imunitni odpovéd ovSem zdaleka nemusi byt
pravidlem a fada imunitnich regula¢nich mechanismii piisobi
proti tomuto soub&hu. UpIn& opacny postup identifikace nado-
rovych antigenli vychazi z molekuldrné biologické analyzy
nadort, kdy vysoce frekventni mutace ¢i expresni zmény v kli-
¢ovych onkogenech ¢i tumorovych supresorovych genech jsou
zkoumadny z hlediska jejich antigenicity. Zatimco imunolo-
gické vyuZiti mutaci v ras-onkogenu ¢i mutaci a ndsledné sta-
bilizované exprese p53-tumorového supresorového proteinu
se ukazuje zatim jako problematické, telomerdza se ukazala
jako velmi dobry antigenni cil, jak je rozvedeno déle. Soucas-
né pristupy k identifikaci a charakterizaci novych naddorovych
antigen® s vyuZitim metod genomiky a proteomiky predstavil
ve svém prispévku Dr. Laszlo Radvanyi (Aventis Pasteur,
Toronto) (Obr. 1, tab.1) (2).

Uplatnéni nejnovéjsich postupti genomiky a proteomiky v sou-
Casné experimentdlni onkologii pfedstavuje dosti Sirokou pro-
blematiku pfesahujici moZnosti tohoto pfispévku; na tomto
misté chci pouze dosti povrchné zminit zakladni principy ana-
lyzy prostfednictvim tzv. DNA-Cipt (DNA-microarrays). Jed-
nd se o na urcity pevny podklad (nylon, sklo) roboticky nane-
sené fragmenty DNA, které jsou hybridizovany s populaci
znacenych cDNA molekul, ziskanou izolaci mRNA z pfislus-
né tkané ¢i orgnu, reverzné prepsanou na cDNA a popt. ampli-



Obr. 1. Soucasné pristupy k identifikaci nadorovych antigenii. Nadorovy antigen musi byt s vysokou preferenci exprimovan nadorovymi butika-
mi. Takové proteiny 1ze odhalit modernimi molekuldrn€ biologickymi piistupy, jako jsou metodiky identifikace diferencidlné exprimovanych gend,
at uZz v podobé DNA-mikrocipii nebo napf. postupem ,,differential display* ¢i subtrakéniho klonovéni. Vysledky ziskané na genové trovni je nutné
ovéfit na drovni proteinu a z takto identifikovanych nadorové-specificky exprimovanych proteint jsou potom v fadé krokl postupné identifikovany
ty, které predstavuji skute¢né nadorové antigeny, tj. jsou prezentovany nadorovymi bufikami a jsou schopny zprostiedkovat cytotoxicitu protinadoro-
vych efektorovych T-lymfocyti. Na tuto imunologickou validaci pak navazuje formulovéni protinddorovych vakcin a jejich klinické testovani. V celém
prubéhu tohoto procesu jsou tdaje uklddany do obecné pfistupnych databazi a ddle zpracovavany bioinformatickymi pfistupy. Upraveno podle ref. 2.

Genomika

Proteomika

Exprese na drovni proteini

Validované cilové antigeny,
klinické studie

Multiantigenni vakeiny,
monitorovani efektorovych
T-bunék

Imunologicka validace

Charakterizace specifickych
CTL, identifikace epitopi,
kvantifikace tumor- specifické
cytotoxické aktivity

PFiprava expresnich
reagenci

mikrocipy

Identifikace
cilovych
antigeni

Expresni vektory,
HLA-vazebné peptidy,
protilitky

DNA- mikroCipy
“Differential display™

Imunohistochemicka analyza
normalni a nadorové tkané, proteinoveé
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SEREX a ostatni imunologické piistupy

> piistupnych databazi

fikovanou prostfednictvim polymerizacni fetézové reakce
(PCR). Pfi analyze se mohou uplatnit dva zdkladni scénare.
Prvnim klasickym uspotfaddénim je pouZiti tzv. ,,cDNA-mic-
roarrays, kdy na dany podklad jsou naneseny fragmenty
cDNA-molekul zndmych genil. Ze srovndvanych bunéénych
populaci, napf. nddorovych a odpovidajicich normélnich
bunék, jsou pfipraveny populace cDNA-molekul, které jsou
fluorescen¢né znaceny odliSnymi fluorofory (napf. cDNA pfi-
pravend z nddorovych bunék zelen€ a z norméalnich bunék cer-
veng). Obé cDNA populace jsou potom smichidny v poméru
1:1 a hybridizovéany na pfislu§ny cDNA-mikrocip. Z poméra
cerveného a zeleného fluorescencniho signalu na hybridizo-
vaném mikrocCipu lze potom identifikovat geny, specificky
nadmérné ¢i naopak redukované exprimované v piisluSnych
dvou buné¢nych populacich (10, 11). Druhym moZnym uspo-
fadanim jsou oligonukleotidové Cipy, naptiklad fy Affimetrix.
V tomto piipadé€ jsou pfimo na daném pevném podkladu syn-
tetizovany oligonukleotidové sondy pro jednotlivé geny, obvy-

Tab. 1. Idealni vlastnosti nadorového antigenu z hlediska navrhu
protinadorové vakciny.

Nadmérnd exprese v >95 % bunék pozitivné klasifikovaného nadoru
a v >50% analyzovanych klinickych nddort (analyzovano imunohis-
tochemicky)

Exprese v Zivotné diileZitych normélnich tkédnich nesmi byt detekova-
telnd, exprese v ostatnich organech (gonady, kiiZe) je pfipustna

Vysokd imunogenicita, indukce buné¢né imunitni odpovédi jak na irov-
ni CD8* tak i CD4* T-lymfocyti u normélnich osob i onkologickych
pacientt

Stabilni exprese v primarnim nidoru i metastazach

Uroveti exprese je minimalng ovlivnéna chemo- a imunoterapii

MiZe byt snadno kombinovén s jinymi antigeny v rdmci multianti-
gennich vakcin, nevykazuje imunodominanci vici jinym antigeniim

Exprese neni dot¢ena rozsdhlejsi variabilitou na drovni splicingu, popt.
na dalSich expresnich trovnich

Upraveno podle ref. 2.

kle kolem 25 nukleotidii dlouhé. Pfitom kaZzdy zkoumany gen
je zachycen nékolika sondami odvozenymi z rliznych oblasti
genu a ke kazdému oligonukleotidu s dokonalou shodou vici
znamé sekvenci genu (PM-oligonukleotidy — perfect match)
jsou syntetizovéany oligonukleotidy se sekvencni odchylkou
uprostied (MM-oligonukleotidy — missmatch). Toto uspora-
déni skyta principidlné jinou moZnost experimentdlni analy-
zy, neZ je tomu u cDNA-Cipl. Hybridizace k PM a MM-oli-
gonukleotidiim totiZ poskytuje unikétni hybridiza¢ni vzor,
ktery je pfimo zavisly na koncentraci pfislu$né sondy (tedy
mRNA v analyzovaném vzorku) a timto zpisobem lze tedy
odvodit pfimo relativni expresni hladiny jednotlivych genii
v jediném analyzovaném vzorku (12).

Dr. Radvanyi pouZil praveé toto druhé experimentalni uspora-
dani, tj. na zakdzku délané oligonukleotidové Cipy fy Affi-
metrix, jejichZ pomoci screenoval 54 vzorki karcinomu prsu
oproti 150 normalnim dospélym tkdnim a buné¢nym typlm,
predstavujicim v soucasnosti nejrozsahlejsi reprezentativni
profil normalni genové exprese u ¢lovéka. Vysledkem byla
izolace péti novych gent specifickych pro vysoky podil nddo-
rovych vzorki (oznaenych jako BFA4, BFAS, BFY3, BCZ4
a BCY1). Jednim z kritérii pro selekci uvedenych nadorové
specifickych genti z pohledu mozné terapeutické protinddoro-
vé vakcinace je vzajemné se dopliiujici expresni profil v nddo-
rech (napt. BAF4 a BFY3 jsou v riznych nddorech alterna-
tivné exprimovany); pomoci takto vzijemné se dopliiujicich
nadorove specifickych gent kolektivné pokryvajicich rozho-
dujici ¢ast nddorovych vzorkl je mozné koncipovat multian-
tigenni vakciny, u¢inné vici velkému podilu nadori. Z funk¢-
niho hlediska je mezi t€émito 5 niddorové specifickymi geny
zfejmé nejzajimavéjsSi BCZ4, ktery je totoZny s genem pro N-
acetyltransferdzu NAT-1, propiijcujici rezistenci vici doxo-
rubicinu, a BCY1, coZ je RNA-vazebny protein podle v§eho
regulujici motilitu a proliferaci nadorovych bunék (imunohis-
tochemické analyza exprese v izolované rostoucich koloniich
bunécné linie odvozené z nadoru prsu BT474 odhalila speci-
fickou expresi na okrajich kolonie, coZ je ziejmy ekvivalent té
¢4sti nddoru, kterd aktivné invaduje do okoli). V soucasnosti
probihd imunologicka validace takto definovanych potencial-
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nich nddorovych antigeni, to znamen4, Ze je tfeba odhalit, jest-
li jsou peptidy téchto proteini prezentovany (obecné a zejmé-
na nadorovymi buiikami), jestli je mozné izolovat klony cyto-
toxickych T-lymfocytd schopnych rozeznat takto prezentované
antigeny a jestli jsou tyto cytotoxické T-lymfocyty schopny
zabit prezentujici nidorové buiiky. Radu t&chto experimenti
Ize provadeét in vitro (naptfiklad velmi vyhodna je v této fazi
imunologické validace thymomov4 bunééna linie T2, ktera
nese mutaci v genu pro peptidovy transportér TAP-1, v dasled-
ku ¢ehoz jsou na bunécném povrchu vystaveny pouze nesta-
bilni prazdné prezentujici komplexy HLA-A2 molekul, které
je moZné stabilizovat externim pfiddnim zkoumanych anti-
gennich peptidil). DleZitym prvkem in vivo-analyzy je pak ve
fazi imunologické validace HLA-A2-transgenni mys, kterd
umoZiiuje pfimou imunizaci a néslednou izolaci a analyzu
mySich HLA- a antigen-specifickych T-lymfocyti a rovnéz
umoZziiuje formulovat vakcinacni schéma. Projekt Dr. Radva-
nyiho se v soucasnosti nachézi v tomto stadiu.

Interakce nadoru a imunitniho systému

Nutnym logickym dasledkem samotné kategorie nddorovych
antigent je rozeznani naddoru efektorovymi mechanismy imu-
nitniho systému, tedy protinddorové imunitni odpovéd. Podle
soucasnych modell prochdzi protinddorové imunitni odpovéd
v priibéhu karcinogeneze tfemi stadii. Ve stddiu imunitniho
dozoru (immune surveillance) mé ve vzajemném vztahu trans-
formované butiky a imunitniho systému navrch pravé imunit-
ni systém, ktery je schopen rozeznat a znicit transformovanou
buiiku dfive, neZ by dala vznik nadoru. Pravé tohoto mecha-
nismu se dovoldvali Pual Ehrlich, Macfarlane Burnett a Geor-
ge Thomas, kteti védecky koncipovali teorii imunitniho dozo-
ru. Klinicky detekovatelné nadory samoziejmé nemohou jiz
podléhat mechanismiim imunitniho dozoru a v jejich pripadé
se hovofi o iniku z imunitniho dozoru €ili ,,escape* (viz déle).
Predpoklada se dale, Ze mezi ob&éma krajnimi fizemi imunit-
niho dozoru a tniku existuje jeSt€ faze rovnovahy (equilibri-
um), pii které zlstava populace nddorovych bunék konstant-
ni a pod urovni klinické detekovatelnosti, nicméné imunitni
systém ji neni schopen eliminovat. Ve prospéch této rovno-
vazné faze hovoti klinickd pozorovéani nahlého se objeveni
nadorl v transplantovanych organech, pfi¢emz zpétné se zjis-
tuje, Ze darci transplantdtd byli pfed 1éty aspéSné vyléceni
z naddorového onemocnéni; predpoklida se pfitom, Ze imuno-
supresivni posttransplantacni 1é¢ba rusi rovnovahu na tkor
imunitniho systému a pfitomny mikronador velice snadno pre-
chézi do ,,escape*-faze (13).

Samotny imunitni dozor pfedstavuje zfejmé nejproblematic-
t&j$i fazi tohoto vztahu, jejiZ vnimani také proSlo nejdrama-
ti¢téjSim vyvojem, od jeho vzyvani jakoZto bariéry proti celo-
svétové epidemii nidorovych onemocnéni v klasickych
teoriich az po jeho popfeni na konci 90. let. Problémem je, Ze
tato faze je implicitné klinicky neanalyzovatelnd a celd tato
koncepce imunitniho dozoru stoji na vyuZiti modelovych expe-
rimentdlnich systémi, popf. na epidemiologickych pozorova-
nich u imunosuprimovanych lidskych populaci. Pravé tento
druhy smér analyzy poskytl nejvice argumentll proti obecné
roli imunitniho dozoru — u pacienti podrobujicim se dlouho-
dobé imunosupresi po orgdnovych transplantacich ¢i napf.
uinfikovanych HIV nedochdzi k Zidnému dramatickému néra-
stu nejcastéjSich naddorti, imunosupresi provézejici nddorova
onemocnéni zahrnuji prfedev§im urcité specifické hematolo-
gické nadory a zejména virové indukovana nadorova one-
mocnéni (3). Co se tyCe experimentalnich zvifecich modeld,
nejnovéjsi pokusy s mySimi modely vytvofenymi metodika-
mi cilené manipulace genomu, popt. s cilenou depleci defino-
vanych populaci leukocytil, ptinesly spiSe diikazy pro existenci
imunitniho dozoru. Rada mygich kment s cilené vnesenymi
defekty imunitniho systému vykazuje signifikantné zvySenou
citlivost viici etablovanym protokoliim chemické karcinoge-
neze. Ukdzalo se pritom, Ze velmi vyznamnou, mozna i roz-
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hodujici tilohu v imunitnim dozoru hraji sloZky ptirozené (nea-
daptivni) imunity. Signifikantné zvySena citlivost vici che-
mické karcinogenezi byla napf. shleddna u mysi nemajicich
v/8 T-lymfocyty (TCRY-/- knockout), NK-a NK T-buiiky (dep-
lece specifickou protilatkou), a rovnéZ u IFNy-/-, IFNGR -/-
a STATI -/- knockout kment (13). Konec¢né, existenci ¢asto
velmi diimysInych a komplexnich mechanismi nidorem-ini-
ciované imunosuprese (viz dale) 1ze rovnéZ pojmout jako
nepfimy diikaz imunitniho dozoru — kdyby neexistovala Zad-
nd imunitni odpovéd na vyvijejici se nador, bylo by stézi
vysvétlitelné, Ze by se v ném rozvinuly tyto dokonalé mecha-
nismy protittoku v podobé paralyzy celé fady imunitnich efek-
torovych mechanismd.

Jiny aspekt velmi ¢asné imunitni odpovédi viici nddoru vyply-
nul z piispévku Dr.Anne-Lise Bgrresen-Dale (Institute for Can-
cer Research, The Norwegian Radium Hospital, Oslo). Jedna
z otazek, kterou si ve svém prispévku polozila, byla — existuje
néjaky bunécny typ, ktery by pusobil jako obecny ,,senzor*
vyvijejiciho se nddoru? Experimentalni schéma, které pouZila
bylo nésledujici. Od pacientek, podstupujicich diagnostickou
mamografii, byly souCasné s vySetfenim odebriny vzorky leu-
kocyti periferni krve a expresni profil gentl v této heterogenni
bunécné populaci byl korelovén s naslednou diagnézou. Sku-
te¢né se podaftilo identifikovat skupinu gent specificky expri-
movanych u leukocytll vzorkil z pacientek posléze pozitivné
diagnostikovanych, a prakticky vSechny tato geny odpovidaji
expresnimu profilu aktivovaného neutrofilu. Toto pozorovani
ukazuje na ¢asnou zanétlivou reakci na nador a potvrzuje posta-
veni zanétu jakoZto jednoho z markert nadoru.

Zanétliva odpovéd ovSem piedstavuje velice komplexni pro-
blém v nddorové imunologii. Na jedné strané zanét miiZe pred-
stavovat rozhodujici mechanismus piechodu od pfirozené nea-
daptivni k antigen-specifické imunitni odpovédi (zanétlivé
cytokiny pasobi napf. dokonceni diferenciace dendritickych
bunék, které jsou schopny s vysokou uc¢innosti prezentovat
nadorové antigeny naivnim T-lymfocytiim a aktivovat je) (5),
na druhé strané dochdzi s rozvojem populace tumor-asocio-
vanych makrofagii (TAM) k ristovému synergismu s nadoro-
vymi butikami i k rozvoji mechanismil umoziiujicich ustave-
ni tolerance vic¢i nadoru a tedy uniku nadoru z imunitni
kontroly (8, 14).

Imunitni odpovéd vici nadoru

Samotnd existence nddorovych antigent, z nichZ nemala c¢ast
byla ostatné objevena metodami reverzni imunologie, impli-
kuje existenci spontdnni imunitni odpovédi vici nadoru. Jeji
existence, zejména ve formé tumorantigen-specifickych T-lym-
focyti a protilatek, byla pfesvédcivé popsana v fad€ praci u Siro-
kého spektra nddord a lze ji dnes pokladat za prokdzanou.
Dokonce na ptikladu melanomu se ukazalo, Ze intenzita této
odpovédi, pfinejmensim v kvantitativnim vyjadfent, tj. kvanti-
fikaci nadorové specifickych T-lymfocyti, se zvySuje paralel-
né s progresi nddoru. Postuluje se pfitom, Ze zejména metasta-
zovéani do spadovych miznich uzlin, spolu se zvySujici se
kvantitou nddorovych antigent s rostouci niddorovou masou,
predstavuji vyrazné aktivacni signdly pro expanzi a diferenci-
aci nadorové-specifickych efektorovych bunék. Tato spontan-
ni protinddorova imunitni odpovéd vykazuje vyznamné inter-
individudlni rozdily a ptizna¢na je pfitom zejména ta skutecnost,
Ze tyto rozdily nijak nekoreluji s klinickym pribéhem one-
mocnéni (15). Nadorové buiiky totiZ v pritbéhu nadorové pro-
grese aktivuji mechanismy tniku z této imunitni kontroly, kte-
ré jsou schopny dopad této imunitni odpovédi efektivné
neutralizovat. Téchto ,,escape‘-mechanismii byla popsdna celd
fada a stdle jsou objevovéany nové. Z¢asti jsou dilem samotnych
nddorovych bunék, z¢4sti pak kooptovanych populaci imunit-
nich bunék, zejména tumor-asociovanych makrofagti (TAM)
a CD4*CD25" regula¢nich T-lymfocytil. V principu miZeme
tyto mechanismy rozdélit do dvou skupin - mechanismy syste-
mické i lokdlni paralyzy efektorovych mechanismu protinddo-



rové imunity a mechanismy ztraty struktur na povrchu nado-
rovych bunék umoZziujicich jejich rozpoznéni a likvidaci efek-
torovymi imunitnimi butikami.

Byla popséna fada systemickych zmén imunitniho systému
onkologickych pacientd, a to jak na velmi povSechné polyk-
londlni drovni, tak na urovni nddorové antigen-specifickych
bunék; vzhledem k tomu, Ze s vyjimkou nejpokrocilejsich sta-
dii nevykazuje imunitni systém pacientl s nidory obecné dis-
funkce, napf. v reakci na infekci, 1ze predpokladat, Ze pozoro-
vani na obecné i na antigen-specifické irovni popisuji v zdsadé
tytéZ fenomény. Na trovni onéch obecnych pozorovani se
napfiklad uvadi sniZend proliferacni odpovéd perifernich lym-
focytli na mitogenni stimulaci ¢i sniZend cytolytickd aktivita
NK-bunék. Tyto funk¢ni defekty na trovni lymfocyti peri-
ferni krve jsou zpravidla mirné€jsi neZ je tomu na Grovni popu-
lace tumor-infiltrujicich lymfocyt (TIL) - z toho 1ze usuzo-
vat, Ze Cast paralyzujicich efekti ndidoru na imunitni systém
ma systemickou povahu, vétsi ¢ast se ov§em odehrava v ram-
ci mikroprostfedi nddoru. Produkce imunosupresivnich cyto-
kintl, zejména transformujiciho rastového faktoru-f a interle-
ukinu-10, jakoZ i dal§ich imunosupresivnich latek, jako jsou
prostaglandiny, by mohla mit onen systemicky efekt, ovS§em
i zde, vzledem k obecné povaze cytokinil pisobit na kratké
vzdélenosti mezi buiikami, 1ze pfedpoklddat zvySeny efekt na
urovni samotného nadoru. V fad€ modelovych situaci byla tilo-
ha TGF-f a IL-10 v naddorové imunosupresi experimentalné
prokézana, nicméné také plati, Ze, jako u vSech cytokind, se
jednd o pleiotropni regula¢ni molekuly, jejichZ regulacni piso-
beni mize byt velmi rozdilné v riizném biologickém kontex-
tu a pro oba cytokiny téZ bylo popsano urcité specifické akti-
vacni piisobeni (16).

Co se tyce nadorové specifickych efektorovych bunék, zda
se, Ze jsou ¢asto ve zvySené mife smérovany k apoptoze. To
muZze byt vysledkem celé fady navzdjem komunikujicich
mechanismu. Efektorové buiiky protinidorové imunity vyka-
zuji specifické signélni defekty, zejména ztratu &-proteinu,
ktery je soucasti TCR-signdlniho komplexu cytotoxickych
T-lymfocytt a FCyRIII-komplexu NK-bunék, a ddle poruchy
signdlni dréhy transkripcniho faktoru NF-xB. Zv145té tato dru-
ha porucha by mohla mit kauzélni postaveni pro vétsi apo-
ptotickou nachylnost téchto bunék, nebot mezi cilové geny
NF-xB patfi vyznamné antiapoptotické geny - Bcl-2, Bcl-XL
abunécné inhibitory apoptdzy (cIAP), arovnéZ gen pro inter-
leukin-2. Co se ty&e &-podjednotky receptorovych komplexi,
tam je situace sloZit&jsi, ponévadZ na jedné stran¢ samoziej-
mé nedostatecny ,,prvni‘ signal pfes TCR-komplex muiiZe ori-
entovat cytotoxicky T-lymfocyt smérem k apoptdze, na dru-
hé strané samotna &-podjednotka byla identifikovana jako
pfimy substrat kaspaz -3 a -7. DalSi z moZnych spoustécich
drah apoptdzy je samoziejme draha fasL - fas; byla popsdna
fada agresivné rostoucich nadort konstitutivn€ exprimujicich
fasL a bylo pfineseno dostatek diikazli ve prospéch hypotézy,
Ze tato konstitutivni exprese pfimo indukuje apopt6zu tumor-
infiltrujicich lymfocytt exprimujicich receptorovou moleku-
lu fas. Ani tady neni ovem zfejmé situace takto Cernobild,
nebot se ukdzalo, Ze zvySend exprese fasL u experimentdlnich
transplantovanych nadort pisobi jako aktivacni signal pro
neutrofily, které plisobi rychlé zniceni transplantovaného
nadoru. Tato funkce aktivovanych neutrofill je pfitom zru-
Sena pasobenim TGF-f (16, 17).

ZvySend urovein apoptdzy efektorovych bunék protinddorové
imunity nachézi sviij vyraz ve dvou obecnych pozorovénich.
Za prvé, nebyva provazena lymfopenii, to znamend Ze musi
byt kompenzovana rychlejSim obratem bunék (17). Za druhé
zpusobuje, Ze zejména cytotoxické T-lymfocyty ziidka dosa-
huji termindlnich diferencia¢nich stddii charakterizovanych
vysokou expresi cytotoxickych molekul perforinu a granzy-
mu B (15).

Co se ty¢e unikovych mechanismil na irovni samotnych nado-
rovych bunék, tyto mechanismy miZeme rozlisit do dvou sku-

pin - mechanismy rezistence vi¢i imunitnimu ataku a mecha-
nismy ukryti se pfed rozpoznanim imunitnim systémem. Pokud
se jednd o mechanismy rezistence, na prvnim mist€ z hledis-
kaklinického vyznamu stoji mechanismy rezistence vii¢i indu-
kované apoptdze, ponévadz ty mohou stat pravé tak dobie za
chemorezistenci nddorovych bunék. Byla jich popsdna celd
Skala podél jednotlivych apoptézu-indukujicich signdlnich
drah, tj. v pfipad€ ataku imunitnich efektorovych bunék dri-
ha perforin - granzym B a fasL - fas. Jeden z nové popsanych
mechanismi rezistence nadorovych bunék zneuZziva sebeo-
brany vlastnich cytotoxickych lymfocytl proti nahodilé akti-
vaci intraceluldrniho granzymu B. CTL exprimuji inhibitor
granzymu B ze skupiny serpintl, znimy jako proteindzovy inhi-
bitor -9 (PI-9), a aktivace exprese PI-9 byla popsdna u celé fady
lidskych klinickych i experimentalnich mySich nddort - neni
potom divu, Ze jsou rezistentni vii¢i ataku CTL. Co se tyce dal-
$ich efektorovych mechanismil protinddorové imunity, u fady
nadoril byla popsdna zvySend exprese proteinti typu DAF
(decay accelerating factor) - CD46, CD55 a CD59 - se zfej-
mym dopadem v podobé rezistence vii¢i piisobeni komple-
mentu (16).

Pokud jde o ztratu rozpoznavacich struktur, nejcastéji se jed-
nd o ztratu povrchové exprese MHC-glykoproteint 1. t¥idy
a o ztratu exprese tumor-asociovanych antigenti. Exprese MHC
gend a proteint L.tfidy miZe mit celou fadu pficin, jak na drov-
ni gent, tak na trovni represe jejich exprese, a jak na Grovni
samotnych MHC-geni, tak na trovni dalSich proteint zacast-
nénych v procesu prezentace antigenu, napiiklad peptidovych
transportértt TAP-1 a -2. Logickym dasledkem je potom ztra-
ta antigennich struktur z povrchu naddorovych bunék, a tedy
ztrata specifického rozeznani imunitnim systémem (1, 3, 16).
Raznorodost téchto mechanismit nddorové imunosuprese
miZe nachézet svlj prot&jSek v bunécné heterogenit€ uvnitt
nadoru - rizné mechanismy mohou byt soucasné vyjadieny
riznymi subpopulacemi nddorovych bunék. Imunitni systém
pak pasobi jako duleZity selek¢ni prvek bunécné evoluce nado-
ru. Vztah nddoru a imunitniho systému je tedy oboustranna
komplexni interakce, kdy spontdnni imunitni odpovéd miZe
byt jednou z hnacich sil nddorové progrese Ustici ve stav imu-
nitni suprese a rezistence - tato relativné nova koncepce byla
oznacena jako imunoediting (13).

Regulacni T-lymfocyty

Koncepce regulacnich supresorovych T-lymfocytd jakoZto
jednoho z velmi dileZitych mechanismi periferni tolerance
zaziva v poslednich n€kolika letech své znovuzrozeni, poté co
byla po vice neZ jednu dekddu téméf zakazéana (18). Jedny
z prvnich naznaki aktivni role supresorovych bunék 1ze najit
jiZ na pocatku 80. let, a to souCasné ve fotoimunologii i nddo-
rové imunologii. V prvni oblasti stoji za zminku pozorovéni,
7e UV-ozéfené mysi se stavaji necitlivé vici aplikaci kon-
taktnich alergent, coZ je vysledkem antigen-specifické tole-
rance, kterd miZe byt pfenesena na neoSetfend zvifata spleno-
cyty tolerizovanych mysi, pficemz jako kritickd byla shleddna
populace T-lymfocytii (5). Naprosto analogicky se chovaji UV-
indukované mysi nadory; jednd se zpravidla o siln€ imuno-
genni nadory, po transplantaci vyvolévajici prudkou imunitni
reakci ustici v odhojeni transplantovaného nadoru (typ nado-
ru oznaceny jako ,;regresor®), presto vSak vykazujici progre-
sivni rist kon¢ici smrti u té mysi, u niZ byl indukovan ozate-
nim (3). To je opét v souladu s modelem UV-indukované
aktivni suprese, kterd paralyzuje protinidorovou imunitni
odpovéd v prvotnim hostiteli pies nepochybnou silnou imu-
nogenicitu nadoru.

Problematika regulacnich T-lymfocyti zacala nabyvat kon-
krétné€jSich obrysii koncem 90.let, kdy byla né€kolika tymy
nezévisle charakterizovéna jedna specifickd populace téchto
supresorovych bunék, kterd je charakterizoviana kombinaci
exprese CD4 a konstitutivni exprese o-podjednotky recepto-
ru pro IL-2 (CD25), na trovni jadernych regulacnich proteint
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charakterizuje tuto buné¢nou populaci pfitomnost transkrip¢-
niho represoru FOXP3. Aktiva¢nimi antigennimi peptidy pro
CD4*CD25* Treg-buiiky jsou peptidy organismu vlastnich
,self“-proteinil, po této antigenni stimulaci autoantigeny se
stavaji ve svém supresorovém pulsobeni nezavislymi na anti-
genu a jsou schopny efektivni inhibice efektorovych bunégk,
ato zfejmé soucasné nékolika mechanismy jako je pfimy mezi-
bunécny kontakt ¢i sekrece imunosupresivnich cytokind. Jed-
né se o minoritni populaci T-lymfocytt (5-10%), kterd proka-
zala své schopnosti suprese efektorovych mechanisma imunity
v riznych modelovych situacich, jako jsou autoimunni reak-
ce ¢i odhojeni transplantitu. A ponévadZ st€Zejni Cast experi-
mentilni nddorové imunologie vZdy vychazela z metodiky
transplantace nddord, nenechal na sebe dlouho ¢ekat nélez, Ze
deplece této lymfocytarni populace o.-CD25 monoklonélni
protildtkou zvySuje imunitni odpovéd vici tranplantovanému
nadoru (19).

CD4*CD25* Treg-butiky jsou soucasti populace tumor-infilt-
rujicich lymfocytl a vysoké hladiny téchto bunék byly nale-
zeny v nadorech plic, prsu, pankreatu a vajecnikd. Pravé
posledné jmenovany typ nddoru byl v dobé velmi nedavné pod-
roben v tomto ohledu podrobné analyze. Ukézalo se, Ze tyto
buriky byly v nddoru signifikantné€ ¢etné&jsi neZ odpovida fyzi-
ologickym perifernim hodnotdm (az23%), pfi¢emZ jejich hla-
dina se zvySovala s progresi nddoru, soubézné ov§em klesala
ve spiddovych miznich uzlinich. Jako atraktant regula¢nich T-
lymfocytl byl identifikovan chemokin CCL22, produkovany
jak naddorovymi butikami samotnymi tak tumor-asociovany-
mi makrofagy; regula¢ni T-lymfocyty pfitom exprimovaly
odpovidajici chemokinovy receptor CCR4. Tyto s nddorem
asociované Treg-lymfocyty byly schopny efektivné blokovat
tumor-specifické cytotoxické T-lymfocyty jak in vitro, tak in
vivo v xenotransplantitovém modelu, pfi¢em? tento inhibi¢ni
efekt byl blokovan o-CCL22 protildtkou. Podstatné je téz
pozorovani, Ze hladina nidorovych regula¢nich T-lymfocytd
predstavovala vyznamny negativn€ prognosticky faktor one-
mocnéni; toto pozorovani znovu ilustruje obecné paradigma
existujici spontanni imunitni antitumorové reakce, kterd musi
byt v zdjmu vyvoje nddoru paralyzovana (20, 21).

DileZitou praktickou otdzkou, pokousime-li se definovat
postaveni regulacnich T-lymfocytd v nddorové biologii, je
identifikace jejich antigent. V jednom piipad€, na modelu
maligniho melanomu, byl tento antigen identifikovan jako
LAGE-1, coz je zastupce tumor-asociovanych antigeni typu
,,cancer-testis* (22). Jiné voditko v této oblasti zminila ve svém
pfispévku Dr. Aija Line (Biomedical Research and Study Cent-
re, University of Latvia, Riga), kterd se zaméfila na vyuZiti
SEREX-metodiky (viz vySe) v procesu identifikace nddoro-
vych antigend. Jde o to, Ze protilatky sér onkologickych nemoc-
nych Casto identifikuji praveé fadu normalnich bunéénych pro-
teind, a byl podan dikaz, Ze takto definované konstitutivni
SEREX-identifikované proteiny mohou pfedstavovat ,,self*-
antigeny nutné k aktivaci pravé CD4*CD25* regula¢nich
T-lymfocytl. Zajimavé pfitom je, Ze sou¢asnd imunizace nado-
rovym a SEREX-antigenem zvySuje intenzitu efektorové
odpovédi, zatimco imunizace pouze SEREX-antigeny navo-
zuje stav tolerance vici nddoru pravé v disledku aktivace
CD4*CD25* Treg-bun&k. Celkovy osud imunitni odpovédi
tedy do zna¢né miry z4vis{ na antigennim kontextu (23).

Regulace protinddorové imunitni odpovédi prostfednictvim
Th1 a Th2 subpopulaci pomocnych T-lymfocytl

Jakékoliv antigen-specifickd imunitni odpovéd vyZaduje kro-
meé rozezndni antigenu efektorovymi buikami (B-lymfocyty
¢i cytotoxické T-lymfocyty) jeSté dalsi signal doruceny pii-
slu§né antigenem aktivované buiice pomocnymi T-lymfocy-
ty, jednak ve formé tzv. kostimula¢nich povrchovych mole-
kul, jednak ve formé cytokint (5). Na zdkladé repertodru
exprimovanych cytokini byvaji pomocné T-lymfocyty klasi-
fikovény do dvou subpopulaci oznacovanych jako Th1 a Th2.
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Tyto polarizované populace pomocnych T-lymfocytt dife-
rencuji z tzv. ThO prekursorii pod vlivem dosti komplexnich
a ne aplné pochopenych signdld od antigen prezentujicich
bunék (APC), svou tlohu pfitom hraji jednotlivé kostimulac-
ni molekuly exprimované na povrchu APC, typ antigenu
a cytokinové prostfedi, v némZ tato diferenciace probihd. Thl
subpopulace diferencuje hlavné€ pod vlivem interleukinu-12
ajejim klasickym vlastnim cytokinem je IL-2 a zejména inter-
feron . Th1 buriky se tak podili zejména na aktivaci buné¢né
imunitni odpovédi aktivaci NK-bunék, CTL a makrofégii, ana
zanétlivé reakci. Th2 - subpopulace diferencuje pod vlivem
a sama preferencné syntetizuje IL-4, ktery spolu s dalSimi
secernovanymi interleukiny -5, -6, -9 a -10 zejména aktivuje
B-lymfocyty a humorélni typ imunitni odpovédi a zaroven
subsetl maji tendenci navzijem antagonizovat, coz ¢asto vede
k polarizované celkové imunitni odpovédi v jednom ¢i dru-
hém sméru. Je ov§em také pravda, Ze imunitni odpovéd miZe
probihat jako integrovand, zahrnujici jak buné€nou tak humo-
rlni ¢ast; v tom piipadé se na jeji regulaci podili bud pomoc-
né butiky typu ThO nebo Th1- a Th2-subsety v jejim ramci koe-
xistuji (5, 24).

Na nékolika mistech piedchoziho textu jiZ byla zminéna kli-
¢ové funkce bunécné imunity v imunitni odpovédi vaci nado-
ru. Z tohoto pohledu mtZe hrat rovnovdha mezi Thl- a Th2-
subpopulacemi pomocnych T-lymfocyt velmi vyznamnou
regulacni funkci. Polarizace ve sméru Thl bude zasadni pro
ucinnou aktivaci protinddorové imunitni odpovédi, zatimco
Th2-polarizace svym inhibi¢nim d¢inkem na diferenciaci ve
sméru Th1 bude na celkovou protinddorovou imunitni odpo-
véd plisobit negativné. Uvedend disbalance Th1 —Th2 dife-
renciace byla skute¢né popsana u celé fady nadord, jako je
kolorektdlni karcinom, karcinom mocového méchyfte, ledvin,
prostaty ¢i melanom (24).

Zajimavy prispévek k této problematice uvedla Dr. Julia Sze-
keres (Department of Medical Microbiology and Immunolo-
gy, Pecs University, Pecs). Jeji prace vySla z oblasti repro-
dukéniimunologie. JiZ delSi dobu je zndmo, Ze rovnéZ gravidita
je jednim z faktorti zasahujicim do polarizace pomocnych T-
lymfocytl ve sméru Th2; tato polarizace patfi mezi jeden z gra-
viditu ochrarujicich efektii progesteronu a jejim prostiedni-
kem je protein zvany PIBF, ktery je uvolnén z lymfocytl
v odpovéd na progesteronovy signdl. PIBF ziejmé plisobi na
urovni aktivace transkrip&niho faktoru STAT-6, coz je faktor
fyziologicky aktivovany interleukinem-4 prostfednictvim dob-
fe popsané JAK-STAT signalni drahy a hrajici kliCovou a neza-
stupitelnou tlohu ve fyziologickych dopadech IL-4 ve sméru
Th2-diferenciace (25). Z hlediska dopadu tohoto ¢ldnku je
ovSem podstatna ta ¢ast sdéleni Dr. Szekeres, v jejimZ rdmci
byla exprese PIBF prokdzina nejen v lymfocytech gravidni
samice, nybrZ rovnéz v celé fad€ nadord - mo¢ového méchy-
fe, varlete, ledvin, melanomu, nddora oblasti hlavy a krku
a hematologickych nddorovych onemocnéni. Neutralizace
sekrece PIBF specifickou protildtkou zvySuje senzitivitu vici
lytickému ptisobeni NK-bunék in vitro aimunizace viici PIBF
signifikantné brzdi rast ndsledné transplantovaného myelomu
a melanomu. Zd4 se tedy, Ze se jednd o dalsi priklad toho, Ze
ndador si je schopen osvojit z hlediska tumorigeneze naprosto
nepifibuznou regula¢ni drahu k tomu, aby paralyzoval G¢innou
imunitni odpovéd.

Imunodominance

Jednim z problém protinddorové imunitni odpovédi, a to jak
prirozené, tak stimulované specifickou vakcinaci, ktery ovSem
nebyva prili§ Casto diskutovan, je problém imunodominance.
Podstatou imunodominance je skutecnost, Ze piestoZe nido-
rové transformovand, poptfipadé v mensi mife virovée infiko-
van, buiika exprimuje a prezentuje soucasné fadu epitopi,
které mohou slouZit jako cilové struktury buné&né imunitni
odpovédi, imunitni systém zpravidla neni schopen soubézné



imunitni odpovédi proti témto riiznym antigennim strukturdm.
Pouze jeden nebo n€kolik malo antigent je v kazdém ¢asovém
okamzZiku pfedmétem imunitni odpovédi - tyto antigeny se
oznacuji jako imunodominantni. Tato antigenni hierarchie ma
celou fadu zdvaZnych biologickych a praktickych dasledka.
Mimo jiné velmi napoméha selekci a progresi klont, které uni-
kaji pfirozené endogenni protinddorové imunitni reakci, a to
ve dvou ohledech. Pfedné, imunodominance chréni nadorové
buriky, které ztratily expresi imunodominantniho antigenu, a to
dokud jsou pfitomny butiky pivodni nddorové populace v mis-
té nddoru. Exprese imunodominantniho antigenu totiZ diktuje
antigenni specificitu v misté nadoru, takZe ,.escape‘-varianty,
prestoZe exprimujifadu dal§ich antigeni, jsou pro lokalniimu-
nitni odpovéd neviditelné. Za druhé, v experimentdlnich
systémech se ukazuje, Ze imunodominanci je mozZné tésné
korelovat s rychlosti imunitni odpovédi proti danému antige-
nu - imunodominantni antigen indukuje rychlou imunitni odpo-
véd, zatimco nastup imunitni odpovédi proti imunorecesivnim

antigenim je pomalejsi. Tento vztah plati pfi soucasné imuni-
zaci riznymi antigeny. Pochopitelné v pribéhu nadorové pro-
grese, tedy postupné mutageneze a objevovani se novych anti-
gennich variant spolu s fenotypickou progresi nidoru neni tato
,startovni ¢ara® jednotlivych antigent totoZna - existujici imu-
nitni odpovéd mé tendenci se chovat dominantné vii¢i nove se
objevujicim antigeniim, takZe imunitni odpovéd byva defor-
movand ve prospéch ¢asnéjsich benignich ¢i méné malignich
stadii, ponévadz antigeny charakterizujici napf. metastatické
buriky mohou zlistat timto zptisobem neaktivni. Kone¢nég, imu-
nodominance miiZe zivaZnym zptsobem sniZit i¢innost mul-
tiantigennich protinddorovych vakcin, jejichZ koncepci ve
svém piispévku rozebral Dr. Radvanyi (viz vy$e) - imunodo-
minantni antigen nepfipusti indukci $iroké imunitni odpovédi
proti v§em antigeniim v prislusné vakcing€. Imunodominance
muZe byt v tomto piipadé pfekondna oddélenou vakcinaci imu-
norecesivnimi antigeny, ovSem v kazdém piipad€ je nutné ji
vzit v ivahu pii koncipovéni vakcina¢niho schématu (26).
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IMUNOLOGIE NADORU - SOUCASNY STAV A POZNATKY
Z 1. MEZINARODNI KONFERENCE ZAKLADNI A KLINICKE
IMUNOGENOMIKY. CAST II - PROTINADOROVA IMUNOTERAPIE

TUMOUR IMMUNOLOGY - PRESENT STATUS AND LESSONS FROM
THE 1ST INTERNATIONAL CONFERENCE ON BASIC AND CLINICAL
IMMUNOGENOMICS. PART II - TUMOUR IMMUNOTHERAPY

HATINA J.
UNIVERSITA KARLOVA, LEKARSKA FAKULTA V PLZNI, USTAV BIOLOGIE

Souhrn: Cilem imunoterapie nadorti je ovlivnit pacientiv imunitni systém v pribéhu samotného niddorového onemocnéni
tak, aby doslo k eliminaci ¢i alespoi redukci populace nadorovych bunék. Aktivni imunoterapie se snazi tohoto cile doséh-
nout prostfednictvim aktivni imunizace, tj. terapeutickou vakcinaci. Jeji podstatou je specificka aktivace imunitniho systé-
mu pacienta vhodnou aplikaci nddorovych antigenii, v nejriznéj$ich formach (letidlné ozarené nadorové buiky, nadorové
lyzéty, purifikované proteiny, peptidy, peptidy naloZené dendritické butiky aj.). Dosavadni G¢innost téchto postupt, vyja-
dfend klinickou odezvou, je nizka (3 — 10 %). Sou€asny vyvoj aktivni imunoterapie nadorl se ubird dvéma sméry. Prvnim je
snaha pochopit faktory determinujici klinickou odezvu na terapeutickou vakcinaci nadorti na imunologické a molekularné
biologické trovni, tj. analyzou diferencidlni exprese gent ¢i polymorfismi pfimo v sekvenci genomu. DiileZitym dil¢im cilem
tohoto Usili je pfedpovédét s dostatecnou presnosti klinickou odezvu nadoru pfed zahdjenim vlastni vakcinace. Druhym smé-
rem vyvoje je hledani novych nddorovych antigent, popt. novych vakcinacnich strategii, s vy$si klinickou uspé&S$nosti. Jako
velmi nadéjny nadorovy antigen pro terapeutickou vakcinaci vystupuje v posledni dobé katalyticka podjednotka telomerazy.
Z novych vakcina¢nich schémat na sebe podobné upozoriuje pouZziti komplext peptidl a proteinti tepelného Soku. Jejich tera-
peuticka ucinnost oviem musi byt vymezena rozsahlejSimi klinickymi studiemi. Druhym hlavnim pfistupem protinddorové
imunoterapie je pasivni imunoterapie, jejiZ podstatou je doplnéni imunitniho systému onkologického pacienta ex vivo pfi-
pravenymi a aktivovanymi imunitnimi efektory. Tradi¢nim z4stupcem pasivni imunoterapie je protilatkova lécba, v posled-
ni dobé byly zaznamenany vyznamné klinické aspéchy rovnéz ve dvou oblastech bunécné pasivni imunoterapie — v oblasti
aktivace NK-bunék v rdmci alogenni ¢i haploidentické transplantace hematopoetickych kmenovych bunék pii 1é¢bé nékte-
rych leukémii a v oblasti kratkodobé in vitro expanze/aktivace tumor-infiltrujicich lymfocytt pti 1é¢bé metastazujiciho malig-
niho melanomu. Novym smérem pasivni buné¢né imunoterapie je snaha o cilené zasahy do genti pro T-bunétné receptory
s cilem zvySeni jejich afinity pro nddorové antigeny. Ponékud stranou téchto dvou hlavnich proudi protinadorové imunote-
rapie je 1éCba cytokiny, zejména interleukinem-2 a interferony-o.. Molekularné biologicka analyza expresnich zmén mela-
nomovych bunék v odpovéd na aplikaci IFNo naznacuje, Ze vysledkem interferonové 1é¢by by mohlo byt oslabeni imuno-
dominance nékterych liniové-specifickych antigent, ¢ehoZz by mohlo byt s vyhodou vyuZito v rdmci nésledné terapeutické
vakcinace.

Klicova slova: terapeutickd vakcinace, telomerdza, komplexy peptidll a proteint tepelného Soku, protildtkova lécba,
NK-buiiky, adoptivni transfer tumor-specifickych efektorovych bunék, cytokinova 1é¢ba

Summary: The ultimate goal of tumour immunotherapy is to modulate a patient’s immune system in the course of cancer
disease to the extent of being able to eliminate or at least reduce the tumour load. The active immunotherapy tries to achieve
this goal by active immunization, i.e. therapeutic vaccination. Its underlying principle is a specific activation of the
patient’s immune system by a convenient delivery of tumour antigens of choice, which can adopt a variety of forms (lethally
irradiated cancer cells, tumour lysates, antigenic proteins or peptides, peptide-loaded dendritic cells etc.). Actual efficacy
of these approaches, in terms of an objective clinical response, is quite low (3 — 10 %). Two prominent directions are
appearing in the current development of the active immunotherapy of cancer. The first is an effort to understand the factors
determining the clinical response on a level of basic immunological and molecular biological knowledge, e.g. in terms of
differentially expressed genes or polymorphic information in the genome itself. Important goal of this approach is to predict
with reasonable accuracy the clinical response of a tumour before starting the vaccination. The second direction of the
current development in this field is a search for new tumour antigens or vaccination protocols with improved clinical
efficacy. Telomerase seems to be such a promising new antigen and, likewise, application of vaccines based on complexes
of peptides with heat shock proteins is similarly regarded with hope. Their clinical impact awaits, nevertheless, validation
in larger clinical studies. The second main approach to the tumour immunotherapy, namely the passive immunotherapy,
consists in supplementing the patient’s immune system with ex vivo prepared and activated immune effectors. Traditionally
represented by antibody-based therapies, passive immunotherapy approaches scored recently important clinical successes
for cell-based therapies as well, namely in exploiting natural killer cell activation in frames of allogeneic and haploidentical
blood stem cell transplantation in treatment of some leukaemias, and in adoptively transferred short-term in vitro expanded
autologous tumour infiltrating lymphocytes in treatment of metastasizing malignant melanoma. A new development in
passive cellular immunotherapy is an effort to manipulate the T cell receptor genes to increase their affinity for a tumour
antigen in question. A little removed from these two main immunotherapeutic branches is tumour treatment based on sole
cytokine administration, with the two major cytokines being interleukin-2 and interferons-o. Molecular analysis of genes
activated and repressed by IFN o, treatment of malignant melanoma suggests that this treatment might result in suppression
of some melanocyte-specific immunodominant antigens, which could be exploited with advantage in terms of successive
therapeutic vaccination.

Key words: therapeutic vaccination, telomerase, heat shock protein-peptide complexes, antibody therapy, natural killer cells,
adoptive transfer of antitumour cells, cytokine therapy
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Imunoterapie nadora

Znalost dobfe charakterizovanych nddorovych antigend spo-
lu s diikazem existence pfirozené imunitni odpovédi vici nado-
ru piimo vybizi k hledani strategii jak vyuZit tuto protinddo-
rovou imunity klinicky, tj. jakoZto 1é¢ebnou strategii. Naddorova
imunoterapie maZe byt koncipovana bud jako aktivni, t.zn.
terapeutickd vakcinace, jejimz cilem je vhodnou imunizaci
aktivovat imunitni systém nemocného, nebo pasivni, spoc¢iva-
jici v podévani jiz hotovych efektorovych sloZek, jako jsou
protilatky ¢i aktivované a expandované lymfocyty (1-6). Aktiv-
ni imunoterapie, pakliZe by se ji skute¢né podafilo formulovat
do podoby tc¢inné vakciny, by méla celou fadu prednosti - v pfi-
padg ucinného a Siroce exprimovaného nddorového antigenu
by ji bylo moZno podévat Sirokému souboru pacientt, 1écba
by mohla probihat ambulantné a vzhledem k existenci endo-
gennich regula¢nich mechanismu se ukazuje riziko neZadou-
ci aktivace imunitniho systému, naptiklad v podobé¢ indukce
autoimunity, jako nizké (7). Navic, u tspéSné vakcinace se
predpoklada dlouhodoba imunitni odpovéd, tedy vytvoreni
imunologické paméti, i kdyZ se v dob& velmi neddvné ukéaza-
lo, Ze imunitni pamét miZe byt vysled-

uspéchem? Je tfeba predevSim uvést, Ze se jednd o cil ze samot-
né biologické podstaty zna¢né ambiciozni - aktivovat imunit-
ni systém v pribéhu onemocnéni tak, aby byl schopen toto one-
mocnéni zlikvidovat. Tohoto cile se zatim nepodafilo
dosdhnout ani u virovych onemocnéni, které Casto byvaji uva-
dény jako nedostizny vzor protinddorové aktivni imunotera-
pie, oviem u nichZ se dosaZené tispéchy omezuji na profylak-
tickou vakcinaci, tj. pfed vlastnim onemocnénim, a to je pritom
imunogenicita virovych antigent daleko vyssi neZ je tomu
u nadorovych antigenii. U terapeutické vakcinace nadorQ
k tomu pfistupuje navic celkové zeslabeni imunitniho systé-
mu jak v disledku samotného nddoru, tak v disledku 1éCby
predchézejici vlastni imunoterapii.

O systematicky pohled na problémy aktivni imunoterapie
nadort se ve svém piispévku pokusil Dr. Francesco Marinco-
la (Immunogenetics Section, Department of Transfusion Medi-
cine, Clinical Center, National Institutes of Health, Bethesda)
(Obr.1). Imunitni odpovéd na terapeutickou vakcinaci sestd-
va z nékolika diskrétnich krokt, z nichz kazdy musi probéh-
nout s dostate¢nou t¢innosti, aby mohlo dojit ke klinické odpo-

kem i nékterych zdaftilych protokoli
pasivni imunoterapie. V klinickych
experimentech byla dosud testovédna
celd fada vakcinacnich schémat, které
lze velmi povSechné rozdélit na dvé
skupiny - vakcinace nddorovymi buii-
kami nebo vakcinace pfimo nidoro-
vym antigenem. Nejjednodussi vakci-
ny maji podobu letdln€ ozafené
kratkodobé nadorové bunécné kultury
¢i nddorového antigenu, bud v podobé
celého proteinu nebo pfimo specific-
kého prezentovaného peptidu. Soucas-

Obr. 1. Sled procesii formovani imunitni odpovédi vii¢i nadoru. Nadorovy antigen, at uz ptivodu
endogenné se vyvijejictho nddoru nebo aplikovany v rdmci aktivni immunoterapie, vede nejprve k lokal-
ni odpovédi, nejCastéji v ramci spadovych lymfatickych organti. Zde dochazi k prezentaci antigenu
profesiondlnimi antigen-prezentujicimi buitkami naivnim T-lymfocytim a k diferenciaci jak APC, tak
aktivovanych T-bunék. Intenzita této lokalni odpovédi zdvisi na fadé faktort, jako je imunogenicita
antigenu, cytokinové prostiedi, exprese kostimula¢nich molekul atp., a tyto faktory také urcuji, nako-
lik je lokdlni odpovéd rozvinuta do systemické odpovédi. Pro klinickou protinddorovou odpovéd je
nezbytné, aby se systemickd imunitni odpovéd posléze pfenesla na troveii nadoru. To pfedpoklada
lokalizaci aktivovanych protinddorovych T-lymfocytl v mist€ naddoru a jejich pfimou cytotoxickou
aktivitu vic¢i nddorovym buiikdm, zprostfedkovanou jejich rozeznanim na zakladé exprimovanych
nadorovych antigentl. Bezprostfedni klinickd odpovéd je do zna¢né miry pfedurcena charakteristika-
mi mikroprostiedi kazdého nddoru, na délce klinické odpovédi ve smyslu relapsu ptivodné citlivych
nadort se vedle toho vyznamné podileji faktory imunoeditingu, kdy imunitni systém plisobi jakoZto
selek¢ni prostiedi ristu rezistentnich bunécnych klont, které ztratily ptivodni citlivost napf. v disled-
ku ztraty exprese nddorovych antigentl, poruchy jejich prezentace ¢i aktivace exprese imunosupresiv-

ti takovych vakcin ov§em rovnéZ mize

nich faktort. Upraveno podle ref. 9.

byt vhodné adjuvans, jehoZ tikolem je
atrahovat a aktivovat antigen-prezen-
tujici buiiky; jako na vhodné adjuvans
1ze nahliZet i na nékteré cytokiny, napft.
GM-CSEF ¢i IL-2. Jinou cestou k akti-
vaci prezentace niddorovych antigent
je vakcinovat dendritickymi butikami,
které byly predtim in vitro oSetfeny
tak, aby ve zvySené mife prezentova-
ly cilovy nadorovy antigen, napiiklad
inkubaci s nddorovym lyzatem, nado-
rovym antigenem ¢i pfimo prezento-
vanym peptidem (tzv. peptide-pulsed
dendritic cells), €i transfekci genu pro
nadorovy antigen (1-6). Rada téchto
klinickych studii terapeutické vakci-
nace byla pfed velmi kratkou dobou
predmétem kritického shrnuti, jez
vyustilo v konstatovani velmi nizké
klinické ucinnosti terapeutické vakci-
nace (nicméné je tfeba podotknout, Ze
zuvedeného shrnuti byly vylouceny ty
studie, kdy vakcina¢ni protokol zahr-
noval také nespecifickou aktivaci imu-
nitniho systému cytokiny, takZe vysle-
dek tohoto shrnuti neni zcela
reprezentativni) (7). Toto konstatové-
ni vyvolalo néslednou diskusi o per-
spektivnosti celé této imunoterapeu-
tické strategie (8); podle zdroje
kompilace se klinickd odpovéd na tera-
peutickou vakcinaci udava v rozmezi
od 3% do 10% vakcinovanych paci-
entll. Pro¢ se terapeutickd vakcinace
zatim jen ziidka setkala s klinickym

Klinicka rezistence

Nadorovy antigen Lokdlni odpovéd Charakteristika aplikovaného antigenu

Spadova mizni uzlina Lokoregiondlni odpovéd’ Migrace a maturace antigen prezentujicich

Cirkulace Systemicka odpovéd Stav diferenciace a aktivace efektorovych bunék
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Exprese imunosupresivnich faktort
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bunék, prezentace antigenu
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ve&di (9). V rdmci soucasnych vakcina¢nich schémat se zd4 byt
relativné schiidné dosdhnout systemické imunitni odpovédi
u vyznamné Casti vakcinovanych pacientd, hlavnim problé-
mem zUstdvd, Ze tato systemickd imunitni odpovéd nenaléza
svou odezvu v odpovidajici klinické odpovédi naddoru. Tym
Dr. Marincoly se pokusil porozumét tomuto poslednimu pro-
blému analyzou diferencidlni exprese genti a polymorfismu
v sekvenci DNA, tedy prostfedky moderni genomiky. Prvni
otdzka znéla - je néjaky rozdil v globdlni expresi genli mezi
individudlnimi metastdzami (vSechny projekty byly feSeny na
modelu maligniho melanomu) odpovidajicimi klinicky na
aktivni imunoterapii a t€mi, u kterych ke klinické odpovédi
nedoslo? U citlivych metastdz doslo v pribéhu klinické odpo-
védi k aktivaci exprese specifické sady gend, zatimco u rezi-
stentnich 16zi Zadnou specifickou genovou expresi nebylo moz-
né prokazat. Tento vysledek je moZno interpretovat v tom
smyslu, Ze mikroprostfedi kaZdého jednotlivého nadoru obsa-
huje determinanty, které rozhoduji o jeho citlivosti viici akti-
vovanym lymfocytim. Nejsou-li tyto determinanty naplnény,
je nador vuci okolni systemické imunitni odpovédi rezistent-
ni. Klinick4 rezistence vici aktivni imunoterapii je tedy v prv-
nifad€ zplisobena nedostate¢nou citlivosti a tedy nikoli mecha-
nismy uniku odpovidajicimi imunoeditingu v pfipadé
spontanni protonddorové imunity (protoZe jinak by rovnéz
u rezistentnich metastiz musela byt prokazatelna specifickd
expresni zména) (10).

Druhd otdzka byla nasledujici - je moZné identifikovat geny,
jejichz exprese pred vlastni vakcinaci bude prediktabilni pro
néslednou klinickou odpovéd c¢i rezistenci? Odpovéd Dr.
Marincoly zni ano - srovnanim expresniho profilu metastiz
pozdéji klinicky odpovidajicich a klinicky rezistentnich bylo
identifikovano 33 genil, jejichZ expresni profil kolektivné urcu-
je pozdgjsi klinickou odpovéd; asi polovina z téchto gend,
u nichZ je zndma jejich funkce, k6éduje proteiny pfimo impli-
kované v imunitni a z4nétlivé odpovédi, coZ opét hovorii ve
prospéch piedesle naznac¢eného principu, Ze mikroprostredi
kaZdého jednotlivého nddoru ma v sobé jiZ v okamZiku zah4-
jeni vakcinace zakédovanu pozdéjsi klinickou odpovéd (10).
Otézka tfeti - 1ze na molekularni drovni charakterizovat tilohu
IL-2 jakoZto adjuvans terapeutické vakcinace? Uloha IL-2
v regulaci imunitni odpovédi je totiZ zna¢n€ komplexni; na
jedné stran€ plsobi jako prominenti riistovy faktor T-lymfo-
cytl a NK-bungk, ktery je nepostradatelnou soucasti veske-
rych kultivaénich médii pouZzivanych pro jejich in vitro expan-
zi a aktivaci, na druhé stran€ mySi nesouci mutace v genu pro
IL-2 ¢i v genech kédujicich jeho receptorové podjednotky trpi
generalizovanou autoimunitou ( a nikoli imunodeficienci, jak
by na zéklad¢ in vitro kultivace bylo moZno soudit) (11, 12).
Reseni tohoto imunologického paradoxu pravdépodobné pied-
stavuji vySe zminéné regula¢ni T-lymfocyty (CD4*CD25%) -
CD25 predstavuje o-podjednotku receptorového komplexu
pro IL-2, nutnou pro vysoce afinitni vazbu ligandu, a IL-2 je
nepostradatelny pro vyvoj této bunécné populace, odkud pra-
meni ziejmé jeho tolerizacni tcinek (11).

IL-2 se ovSem ukdzal jako faktor vyznamné zvySujici imunit-
ni i klinickou odpovéd na terapeutickou vakcinaci a ve svétle
jeho spiSe toleriza¢niho tGcinku neni lehké porozumét, proc
tomu tak je. Odpovéd vzesla opét z analyzy diferencidlni expre-
se genll a zjistilo se pfitom, Ze vSechny geny aktivované IL-2
v ramci aktivni imunoterapie hraji tlohu v procesu aktivace
monocytl a makrofagli. Tedy makrofdgy a monocyty, a niko-
li lymfocyty, jsou onim bunéénym typem stojicim za terapeu-
tickym efektem IL-2 v rdmci vakcina¢nich protokolil a tento
ndlez hovofi ve prospéch vyznamu lokalniho zanétu pro kli-
nickou odpovéd nadoru.

Poslednim diskutovanych projektem skupiny Dr. Marincoly,
o némZ na konferenci referovala Dr. Wangov4, byla analyza
DNA-polymorfismu jakoZto klice k deSifrovani vysledku pro-
tinddorové imunitni odpovédi. Otazka pfitom znéla - do jaké
miry je klinickd odpovéd nddoru vysvétlitelna faktory nado-

128 KLINICKA ONKOLOGIE 18 4/2005

rové heterogenity a specifického mikroprostiedi kazdého nado-
ru a do jaké miry je naopak uréena rozdily na trovni genomu?
Zminény projekt vychézel z pozorovani velmi odli§né odpo-
védi na terapeutickou vakcinaci peptidem gp100,(9.517 (jeden
z klasickych melanom-asociovanych antigend) v kombinaci
s IL-2, pro néjZ byla v jedné studii zaznamenana velmi dobra
systemickd imunitn{ i klinickd odpovéd v bélo$ské populaci
a prakticky Zadna odpovéd v Cinské populaci. Z vakcinova-
nych pacienti obou populaci byly izoloviny mononukleary
periferni krve, které jednak poslouzily jako zdroj DNA pro
analyzu typu SNP (single nucleotide polymorphism) (13), jed-
nak byly dale kultivovany v pfitomnosti IL-2 a vyuZity jako
zdroj RNA pro analyzu transkripéniho profilu na cDNA mic-
roCipu a zdroj proteint pro proteomickou analyzu. U obou
populaci 1ze najit jasné rozdily v genech aktivovanych IL-2
jak na trovni transkripce, tak na drovni proteomu, a v soucas-
nosti jsou tyto rozdily korelovény s polymorfismem v sekven-
ci DNA. Nalezeni funk¢nich a regulacnich polymorfisma
v sekvenci pfisluSnych gent a jejich promotoril ve vztahu
k odli§né aktivaci interleukinem-2 nepochybné vyznamné
posune nase pochopeni imunomodulacniho tG¢inku tohoto
cytokinu, a to jak v rdmci aktivni protinddorové terapie, tak
i nad jeji rAmec v oblasti obecné imunologie. Zjevnym cilem
v oblasti terapeutické vakcinace nadori je najit takové poly-
morfismy v DNA, které by byli prediktabilni pro pozdé;jsi imu-
nitni a klinickou odpovéd. To by umoznilo 1épe selektovat
pacienty podrobujici se aktivni imunoterapii a zvysit tak efek-
tivitu celého tohoto terapeutického piistupu.

Bylorovnéz formulovano nékolik imunologickych strategii, jak
zvySit ucinnost terapeutické vakcinace. Jednou z moZnosti je
soucasné s vakcinaci provadét blokovani negativnich regulac-
nich mechanismt zodpovédnych za udrzovani imunologické
tolerance. Jedna se napiiklad o pouZiti blokujicich protilatek
vii¢i CTLA-4 (povrchova molekula aktivovanych T-lymfocy-
th, kterd interaguje s kostimula¢nimi molekulami B7-1 a B7-2
a vysledkem této interakce je velmi silny negativni signél doru-
¢eny T-lymfocytu) (14), ¢i o neutralizaci CD4*CD25" regulac-
nich T-lymfocyt prosttednictvim o.-CD25-neutralizaéni proti-
latky (problematicka strategie, ponévadz CD25 je exprimovan
rovnézna aktivovanych efektorovych T-lymfocytech) nebo far-
makologicky (5). Pro ani jednu z t€chto moZnosti nejsou k dis-
pozici odpovidajici klinické studie, 1ze ov§em predpoveédet, Ze
jednim z problému bude riziko obecné autoimunni aktivace.
Jinou z moZnosti je pouZit pro vakcinaci peptidy, do jejichz
sekvence byly zaneseny cilené aminokyselinové substituce,
které zvySuji jejich afinitu viici prezentujicim HLA-moleku-
1am (6). Konecné, je také nutné uvazovat o nové generaci nado-
rovych antigeni, které se vedle vysoké specificity exprese
vyznacuji rovnéZ ptimou funkci v procesu nddorové transfor-
mace; lze predpokladat, Ze nadorové buiiky nebudou schopny
reprimovat expresi takovych antigent do té miry, jak to bylo
napfiklad popsno ufady tumor-asociovanych antigenu. Pres-
toZe mechanismy Gniku nehraji zfejmé Zadnou vyznamnou roli
v prvotni rezistenci nddoru vici imunoterapii (viz vy$e), v pri-
béhu samotné imunoterapie se zcela jisté¢ dostavaji ke slovu
a projevuji se relapsem a rezistenci ptivodné citlivych nadori
(4). Jednim z té€chto novych tumorovych antigent, jehoZ imu-
noterapeutické vyuZiti by timto nebezpecim nemélo byt zati-
Zeno, je telomerdza, a prvni klinické vysledky s terapeutickou
vakcinaci prezentoval na konferenci Dr.Gustav Gaudernack
(Section of Immunotherapy, Institute for Cancer Research, The
Norwegian Radium Hospital, Oslo).

Telomerdza jako nddorovy antigen nové generace
Telomeréza piedstavuje komplexni ribonukleoprotein schopny

aktivniho prodluZovani konct chromozomi - telomer, a timto
zptisobem udéluje buiice imortalizovany fenotyp. Bunécna
imortalizace je dileZitou a stabilni souc¢asti nadorové transfor-
mace a ektopicky exprimovana telomeraza je schopna koope-
rovat s buné¢nymi a virovymi onkogeny v procesu transforma-



ce lidskych bunék in vitro. Telomerdzovy komplex sestiva
z n€kolika podjednotek, z nichZ jako limitni vystupuje kataly-
tickd podjednotka - hTERT (human telomerase reverse transc-
riptase). Aktivace exprese této reverzni transkriptizy je naléza-
nave shruba 85 % klinickych nidort, vedle toho v germinélnich
burikdch a na podstatn€ niZsi Grovni v bazalni vrstvé keratino-
cyt, kmenovych butikich a aktivovanych lymfocytech (15).
Telomeriza je cilem vyvijené protinddorové terapie nejen ve
smyslu imunoterapie, ale samozrejmé téZ ve smyslu farmako-
logickych inhibitoril. U farmakologického blokovéani ovsem st4-
le ziistavaji pochybnosti ohledné moZnych toxickych ucinkt na
zminéné normdlni telomeraza-pozitivni buriky, zatimco imu-
noterapie se v tomto ohledu zd4 velmi nddorové-specifickd; niz-
ka exprese v kmenovych burikich ziejmé vylucuje, aby se tyto
buriky, vzhledem k nizké aktigenni denzité, staly citlivé vici pii-
slusnym cytotoxickym T-lymfocytiim, a germindlni buiiky zase
viibec neexprimuji HLA-geny L.tfidy, se stejnym efektem. Bylo
prokazano, Ze h\TERT-protein je procesovan a odpovidajici pep-
tidy prezentovany nejroz$ifenéjSimi class I HLA-alelickymi
variantami - HLA-A2, - A3 a-A24, arovnéZ, coZz miZe byt dille-
zité z hlediska dlouhodobé imunitni odpovédi, HLA class II-
prezentacni drahou (HLA-DR7). CD8* CTL specifické pro
nékolik hnTERT-peptida byly izolovany z periferni krve a po in
vitro aktivaci byly schopné lyzovat celou $kdlu nadorovyczh
bunéénych linii, rovnéz byly izolovany odpovidajici CD4*
pomocné T-lymfocyty. Z této teoretické prace vyplynulo, Ze
telomeraza vystupuje jako efektivni a univerzalni nddorovy anti-
gen (16).

Dr. Gaudernack prezentoval pfedbézné vysledky norsko-§vy-
carské klinické studie terapeutické vakcinace hTERT-peptidy
unemocnych s neoperovatelnym karcinomem pankreatu (bez
pfedchozi chemoterapie), nemalobunécnou rakovinou plic
a malignim melanomem. K vakcinaci byl pouZit pér z ¢asti
identickcyh peptidi - delsi peptid predstavoval HLA class II -
epitop pro indukci pomocnych T-lymfocyti, z né¢ho odvoze-
ny kratsi peptid byl selektovan pro vazbu s HLA molekulami
L.tfidy pro indukci cytotoxickych T-lymfocytd. Peptidy byly
aplikovany intradermdlné soucasné¢ s GM-CSF (pro aktivaci
dendritickych a Langerhansovych bunék) v reZimu 1., 2., 3.,
4.,6.210. tyden. Uvedeny vakcina¢ni reZim byl schopen vel-
mi efektivni aktivace imunitni odpovédi (indukce pomocnych
a cytotoxickych T-lymfocytl byla zaznamenéna u 80 % paci-
entt) a prvni vysledky naznacuji velmi slibnou klinickou odez-
vu - v prvni malé sérii pacientl se objevilo nékolik komplet-
nich a ¢astecnych klinickych odpovédi u vSech tfi nddorovych
kategorii. Aktivovana imunitni a klinickd odpovéd byly pfi-
tom nezavislé na HLA-alelické konfiguraci, coZ potvrzuje dfi-
véjsi vysledky Siroké prezentace telomerdzovych peptidd
napfi¢ HLA-alelickym spektrem. Podafilo se rovnéZ optima-
lizovat davku peptidu pro vakcinaci; ukdzalo se totiZ, Ze vysled-
kem prili§ vysoké davky peptidu je anergie T-lymfocytd, prav-
dépodobné v disledku nadmérného aktivacniho signalu.

Vakcinace bunéénymi komplexy peptida a proteini tepelného
Soku

Nevyhodou béZnych vakcina¢nich strategii tak, jak byly popsa-
ny az dosud, je, Ze se jednd o do zna¢né miry neselektivni
postup ve vztahu k jednotlivym nddorGim, ktery neptihliZi k uni-
katnim molekularnim vlastnostem kazdého jednotlivého nado-
ru. Tyto neselektivni strategie musi byt nutné zaloZeny na
tumor-asociovanych antigenech, tedy pfevazn€ norméalnich
bunécnych proteinech koexprimovanych ve vyznamném podi-
1t nddort dané nddorové kategorie. Tato strategie s sebou nese
dvé zakladni nevyhody. Jednak vzhledem k tomu, Ze tyto pro-
teiny nejsou nijak funk¢éné implikovany v procesu nadorové
transformace, pfedstavuje utlumeni jejich exprese jeden z pii-
hodnych mechanismi tniku niddorovych bunék pred imunit-
nim atakem, jednak, jelikoZ se jednd o t€lu vlastni normalni
proteiny, 1ze vychézet z toho, Ze imunitni odpovéd vici nim
bude zatiZena soucasné probihajicimi mechanismy tolerance

a jejich imunogenicita bude tudiZ pomérné slaba. Jiz z klasic-
kych experimentl transplantace nadort vyplyva, Ze vétSina
nadorid vlastni silné imunogenni determinanty, které jsou
ovSem specifické pro kazdy individuélni nador a které podle
v$eho odpovidaji tumor-specifickym antigentim, tj. mutova-
nym proteinim kauzaln€ implikovanym v etiologii daného
nadoru (2). Z hlediska nadoru tudiZ nebude lehké tyto geny
expresné vypnout a vzhledem k tomu, Ze se jedné o nové pro-
teinové sekvence vzniklé mutacemi piivodnich gent, mecha-
nismy imunologické tolerance vii¢i nim nebudou zfejmé aktiv-
ni. Unikatni kombinace téchto specifickych antigennich
determinant v kaZzdém nadoru ovSem vylucuje béZné vakci-
nacni postupy, napf. peptidy ¢i peptidem naloZenymi dendri-
tickymi butikami. Objevila se ovSem nova vakcinacni strate-
gie, kterd by mohla byt zaméfena prave vici témto unikatnim
tumor-specifickym antigenim, a to vakcinace komplexy pep-
tidd a proteint tepelného Soku (HPC-PC - heat shock protein-
peptide complexes).

Proteiny tepelného Soku totiZ vedle své klasické funkce mole-
kuldrnich chaperonti v procesu sbaleni proteinu do spravné
sekundarni a tercidlni struktury maji jeSté dalsi specifickou
funkci v procesu aktivace imunitniho systému, a sice jako tran-
sportéry peptidl. V cytoplazmé kazdé buiiky byly detekova-
ny komplexy téchto proteinti s antigennimi peptidy; predpo-
klada se pritom, Ze dojde-li ve tkdni k bunécné lyze, jsou tyto
komplexy uvolnény do prostiedi a ndsledn€ interaguji se spe-
cifickymi receptory na povrchu profesiondlnich antigen-pre-
zentujicich bunék, predev§im dendritickych bunék. Dosud bylo
popsano nékolik receptori pro HSP-PC, zejména CD 14, CD91
a receptory Toll-like rodiny, pfedev§im TLR2 a TLR4. Tato
interakce vede k endocytdze komplexi, ovsem nasledované
class I -prezentacni drahou (crosspresentation). Takto dopra-
vené peptidy jsou nédsledné vystaveny na povrchu APC v kom-
plexu s MHC glykoproteiny L.tfidy a mohou tak nastartovat
aktivaci cytotoxickych CD8* T-lymfocyti. HSP-PC zastdva-
ji kromé tohoto transportu peptidii dal$i vyznamné imunomo-
dula¢ni funkce, zejména aktivuji diferenciaci dendritickych
bunék (a tedy zvySeni exprese kostimula¢nich molekul) a sou-
Casné jsou schopny pfimou vazbou aktivovat NK-buiiky. HSP-
PC tedy aktivuji vyhradné buné¢nou imunitni odpovéd (17).
Proteiny tepelného Soku ptedstavuji z biochemického hledis-
ka dosti heterogenni skupinu, zahrnujici nejméné 5 proteino-
vych rodin, vyraznég se li§icich ve svych imunogennich vlast-
nostech; nejvetsiimunogenicitu vykazuji peptidové komplexy
hsp-proteinit Hsp 70 a gp 96. HSP-PC svym sloZenim, tedy
zastoupenim jednotlivych peptidli, vZdy odrdZeji antigenni
vlastnosti bunék, ze kterych jsou izolovany. Izolace HSP-PC
znédort tedy poskytuje cestu k unikdtnim tumor-specifickym
antigennim peptidim a vzhledem k jejich shora naznacené
funkci 1ze HSP-PC komplexy izolované z chirurgicky odstra-
néného nidoru pfimo pouZit jakoZto protinddorovou vakcinu
(18). Své zkuSenosti s timto zpiisobem vakcinace na konfe-
renci prezentoval Dr. Giorgio Parmiani (Unit of Immunothe-
rapy of Human Tumors, Instituto Nazionale per lo Studio e la
Cura dei Tumori, Milan).

Dr. Parmiani prezentoval vysledky dvou malych klinickych
studii, jedné zaméfené na maligni melanom a druhé na do jater
metastazujici kolorektélni karcinom. Ve vSech pfipadech byly
k vakcinaci pouZity peptidové komplexy s proteinem tepelné-
ho Soku gp96, izolované z chirurgicky odstranéného nadoru
aaplikované intradermdlng, bud samostatné nebo, u jedné sku-
piny pacientd s malignim melanomem, spole¢né s GM-CSF
(s cilem aktivace dendritickych bunék) a interferonem-o.
(s cilem zvySeni exprese HLA molekul I. t¥idy). Ve vSech pfi-
padech se podatilo dosdhnout vyznamné systemické protina-
dorové imunity; vzhledem k tomu, Ze v tomto pfipadé€ nezna-
me specificky antigen, je nutné pfijmout speciilni postupy
kvantifikace této systemické imunitni odpovédi - kvantifika-
ce se v tomto piipadé€ provadéla na zédkladé schopnosti lymfo-
cytl periferni krve lyzovat nddorové butiky urcitého repre-
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zentativniho panelu nddorovych bunéc¢nych linii. Celkovad doba
preziti byla signifikantn€ vyssi u pacienti odpovidajicich na
vakcinaci systemickou imunitou ve srovnani s pacienty, u nichZ
této systemické odpovédi dosaZeno nebylo; u skupiny pacien-
th s kolorektalnim karcinomem bylo moZné toto odliSeni pro-
vést na velmi silné hladin€ vyznamnosti (p<0,0001), u malig-
niho melanomu tak impozantni hladiny vyznamnosti dosazeno
nebylo (p<0,01). Stejné jako u jinych pfistupil terapeutické
vakcinace nebylo moZné ani zde korelovat systemickou imu-
nitni a klinickou odpovéd nadoru. Za zminku stoji rovnéZz sku-
tecnost, Ze ve vSech piipadech pozitivni odpovédi na vakci-
naci byla prokdzdna aktivace protinddorovych CTL
i NK-bunék.

V literatufe je moZné najit nékolik dalSich koncepcné podob-
nych klinickych studii terapeutické vakcinace HSP-peptido-
vymi komplexy, se srovnatelnymi vysledky. Randomizovana
studie faze III v soucasnosti probihd u melanomu a karcinomu
ledviny a jeji vysledky lze ocekavat s velkym zdjmem. Zie-
telnou nevyhodou tohoto zptisobu vakcinace je ovSem naprosta
zévislost na vstupnim vzorku odoperovaného nadoru, a to jak
v kvantitativnim slova smyslu (k pfipravé HSP-peptidovych
komplext je nutnd urcitd miniméalni velikost nddoru, aspoi 1
az 5 g, 1épe 10 g, vakcinace konci vycCerpanim tohoto jedno-
razov€ pripraveného mnoZstvi HSP-PC), tak kvalitativné
(nador by mél byt naptiklad prost rozsihlejsi nekrézy, pro-
blémy s pfipravou HSP-PC mohou ¢init rovnéZ nadory ze tka-
ni se zvySenym obsahem protedz jako je naptiklad karcinom
Zaludku ¢i pankreatu) (18). MoZné feSeni téchto problému
nacrtl ve svém prehledu Milani et al., a to Ze by bylo moZné
sestavit pro kazdou nddorovou kategorii urcity antigenné repre-
zentativni panel nddorovych bunéénych linii a ty by pak pied-
stavovaly potencidlné nekone¢ny zdroj HSP-peptidovych
komplext pro vakcinaci (17). DimysIné rozvinuti této strate-
gie zminil v diskusi Dr. Parmiani - podafilo-li by se sestavit
tento reprezentativni panel nddorovych bunécnych linii, bylo
by je moZné stabilné transfektovat modifikovanymi genovy-
mi konstrukty Asp-geni, které by umoZznily sekreci HSP-PC
do kultiva¢niho média, coZ by ohromné usnadnilo pfipravu
odpovidajici vakciny. Zda se tudiz, Ze v této oblasti protina-
dorové terapeutické vakcinace 1ze v budoucnosti o¢ekavat fas-
cinujici vyvoj.

Pasivni imunoterapie

Terapeutickd vakcinace predstavuje zdkladni smér aktivni
protinddorové terapie. Druhou moZnou cestou je pasivni imu-
noterapie, pfi které dopliiujeme pacientilv imunitni systém
jiZ hotovymi ex vivo pfipravenymi a aktivovanymi efektoro-
vymi mechanismy. Z hlediska humordlni imunity pfichaze-
ji v tivahu jako snad nejzndmé;jsi predstavitelé pasivni imu-
noterapie monoklondlni protilatky, z nichZ nékolik ziskalo
postaveni standardnich schvalenych 1é¢iv. Postaveni proti-
latek v nddorové imunologii obecné je ov§em zahaleno fadou
otaznikil. Z hlediska mechanismu ucinku si Ize pfedstavit
dvoji typ plisobeni - plisobeni zaloZené na imunologickych
mechanismech a piisobeni zaloZené na blokovéni a nasledné
funk¢ni neutralizaci povrchovych signdlnich molekul. Imu-
nologické mechanismy si Ize v podstaté pfedstavit trojiho
druhu - aktivaci komplementu, aktivaci tzv. na protilatkdch
z4avislé bunécné cytotoxicity (ADCC - antibody dependent
cellular cytotoxicity), jejiZ podstatou je vazba Fc-receptorti
a néslednd aktivace specifickych efektorovych bunécnych
populaci, zejména NK-bunék a makrofagu, ¢i konecné za tie-
ti aktivaci idiotypické regulacni sité (14). Protilatky proti
nadorovym antigentim jsou stabilni soucasti séra onkologic-
kych pacientll, ostatné metodika identifikace nddorovych
antigenl screenovanim expresnich knihoven sérem onkolo-
gickych nemocnych (SEREX) jiz byla n€kolikrat zmin€na.
Z4dné zjevné lytické ptisobeni téchto protildtek na nadorové
buiiky in vivo ov§em nikdy nebylo prokazano, piestoze in vit-
ro po pfidani heterologniho komplementu mazZe byt tento
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efekt docela snadno pozorovén (2). Vyhranén€ humoralni typ
imunitni odpovédi vii¢i nddoru Ize povaZovat za prognostic-
ky spiSe Spatné znameni, ponévadz tento typ imunitni odpo-
védi predpokladd polarizaci pomocnych T-lymfocytl ve smé-
ru subsetu Th2, coZ s sebou automaticky nese potlaceni
diferenciace ve sméru subsetu Th1, ktery je kriticky vyznam-
ny pro rozvoj bunééné imunitni odpovédi, jejiZ misto v pro-
tinddorové imunité je na rozdil od protildtek nezpochybni-
telné (19).

Kromé strategii zaméfenych na imunologické poptipadé sig-
nélné-blokujici mechanismy lze afinitu protilatek viici povr-
chovym nadorovym antigenim vyuZit jesté jednim zpulso-
bem, totiZ jakoZto prostiedku transportu cytotoxickych
substanci do bezprostfedni blizkosti nadorové buiiky. V tom-
to pripadé se ovSem nepouZivaji zpravidla protilatky v té
podobé, jak se vyskytuji in vivo (tzn. tetramer dvou lehkych
advou tézkych fetézctl), nybrz metodikou rekombinanti DNA
se ve vhodném usporadini kombinuji genové useky odpovi-
dajici antigen-vazebnym doméndm (tzv. single-chain anti-
body). Na tyto molekuly je potom moZné konjugovat napf.
radioaktivni izotop, rostlinny toxin nebo cytostatikum. Obec-
nym problémem protildtkové 1€¢by je u pevnych nadora pfi-
stupnost bunék lokalizovanych uvnitf nadoru. Zfejmé nej-
snadnéj$i bude proto uplatnéni protilatkové 1é¢by bud ve
stddiu minimalni rezidudlni nemoci u pevnych nddort, ane-
bo pfi 1é¢be leukémii (1).

Bunécné pasivni imunoterapie rovnéz prosla svym vyvojem
a jejim klasickym klinickym ptikladem je vyuZiti tzv. LAK-
bunék (lymphokine activated killers). Jedna se o heterogenni
populaci lymfocyta periferni krve aktivovanych kritkodobou
kultivaci v pfitomnosti interleukinu-2 a poté zpétné aplikova-
nych pfislu§nému pacientovi. Uvedeny postup vedl v nékte-
rych pripadech ke klinické odezvé u pacientli s melanomem
a karcinomem ledviny, tento vysledek ve ov§em nepodafilo
potvrdit v §ifeji koncipovanych klinickych studiich a celd tato
strategie byla v podstaté opuSténa. MoZné imunologické
vysvétleni fenoménu LAK-bunék je v zasadé dvoji - jednak
aktivace NK- a NK T-bunék, jednak aktivace cytotoxickych
T-lymfocyti (IL-2 pfedstavuje moZny kostimulacni signél pro
aktivaci CTL a bylo prokdzéano, Ze tumor-infiltrujici lymfo-
cyty nabyvaji schopnosti lyzovat nddorové buriky aZ po néko-
likahodinové kultivaci v pfitomnosti IL-2) (1, 20). Heterogenni
povaha LAK-populace ovS§em dosti zt€Zuje imunologickou
analyzu tohoto fenoménu.

Klinicky vyznamnym pfikladem bunécné antigen-nespeci-
fické pasivni imunoterapie je alogenni, resp. haploidentickd
transplantace kostni dfené€ ¢i hematopoetickych kmenovych
bunék pfi 1é¢bé celé fady zhoubnych onemocnéni krevnich
bunék. Vykazuji-li darce a ptijemce transplantatu alelické roz-
dily v HLA-genech, zejména L.tfidy, pak to miZe vést jednak
k odhojeni transplantétu tak, jako u tranplantaci vSech ostat-
nich orgdnil, nebo, specificky v pfipadé¢ transplantace kme-
novych bunék krvetvorby, k reakci nové zrekonstruovaného
imunitniho systému proti somatickym butikdm piijemce trans-
plantétu (graft vs. host disease - GVHD - reakce $tépu proti
hostiteli). Tato reakce predstavuje na jedné strané vyznam-
nou klinickou posttransplantacni komplikaci, ov§em podafi-
li se ji pfekonat, sniZuje se vyrazné riziko pozdéjsiho relapsu
leukémie (tzv.efekt graft vs. leukaemia - GvL). Toto zprvu
empirické pozorovani se vysvétluje tak, Ze imunitni odpovéd
nové zrekostruovaného imunitniho systému na bdzi kmeno-
vych bunék dérce transplantatu aktivovand alelickym rozdi-
lem v HLA-genech se také zamétuje proti rezidualnim leuke-
mickym bunikdm, které preZily chemo- a radioterapii
predchazejici vlastni transplantaci. Dvé bunécné populace
jsou zfejmé z hlavni ¢asti odpovédné za GvL-efekt - aktivo-
vané T-lymfocyty a NK-buiiky. Z hlediska CTL je GvL-efekt
vysvétlovan tak, Ze vysledkem alelickych rozdill v prezen-
tujicich HLA glykoproteinech je odlisné spektrum prezento-
vanych peptidii polymorfnich vnitrobuné¢nych protein, kte-



ré se oznacuji jako tzv. minoritni histokompatibilni antigeny
(4, 20). Co se tyce NK-bunék, pravé jejich vyznam je v sou-
Casnosti predmétem bedlivé analyzy a teoreticky zéklad jejich
vyuziti pro GvL-efekt poskytla obecn€ imunogeneticka pied-
naska, kterou na konferenci proslovil Dr. John Trowsdale
(Immunology Division, Department of Pathology, Universi-
ty of Cambridge).

Pro biologickou aktivaci NK-bunék jsou kliové receptory pro
MHC glykoproteiny L.tfidy; u €lovéka jsou tyto receptory kodo-
vany tzv. KIR-geny (killer immunoglobuline-like receptors),
pfi¢emzZ interakce s odpovidajicim HLA class I-ligandem pted-
stavuje pro NK-buriku prominentni negativni signél (tato kon-
cepce aktivace NK-bunék se oznacuje jako ,,missing self*).
Vedle t€chto inhibi¢nich receptort jsou k dispozici rovnéZz akti-
vacni KIR, plati ovSem, Ze kaZzda NK-burika exprimuje urcity
inhibicni receptor a Ze jim doruceny negativni signdl dominu-
je i v pripadé soucasného aktiva¢niho signalu. Na genetické
urovni vykazuji HLA-geny i KIR-geny fadu pozoruhodnych
paralel. V obou piipadech jsou geny uspotfddiny do velkych
genovych clusterd - HLA-komplex na chromozomu 6p21 a LCR
(leukocyte receptor complex), jehoZ sloZkou je KIR-podkom-
plex, na chromozomu 19q13. V obou ptipadech doslo ke znac-
né diverzifikaci jak poctu gent, tak na trovni alelické boha-
tosti. Z evolucniho hlediska se zd4, Ze tyto aspekty se béhem
evoluce vyvijely opakované a nezévisle - srovnini napf. ¢lo-
véka a mySi neumoZiiuje kupf. dedukovat ortologni geny pro
MHC geny I.tfidy (neexistuje Zadna sekvencni homologie, kte-
r4 by umozZnila pfifadit HLA-A, -B a -C k my$im H-2K, -D
a-L geniim) a jeSté o poznani vétsi druhova specificita existu-
je u KIR-gent. Tyto geny jsou u mysi pfitomny jen rudimen-
tarn€ a jejich funkci plni strukturné odli$né geny rodiny Ly-49
- to je dikazem rychlé evoluce obou genovych sestav. Podstatné
je rovnéZ, Ze HLA- a KIR-geny spolu na nékolika urovnich
funk¢né interaguji. Naptiklad na genetické trovni byla proka-
zana epistaze (tj. interaktivni, nikoli aditivni piisobeni) v gene-
tické etiologii komplexni imunitnich fenotypt, jako je napf.
progrese AIDS a psoriaticka artritida (21, 22).

Na trovni vyvoje imunitniho systému a z hlediska vysvétle-
ni GvL-efektu je kliCovy jiny typ interakce. Jde o to, Ze ale-
lick4 sestava HLA-gent L.tfidy diktuje to, které konkrétni KIR-
geny budou klondlné exprimovany NK-butikami tak, aby byla
naplnéna koncepce ,,missing self”. Jinymi slovy, populace
NK-bunék kazdého jedince sestava z klonil, z nichZ kazdy
exprimuje urcitou typickou kombinaci KIR-gen, které sou-
borné dorucuji negativni signdl pfi interakci s pfitomnymi ale-
lickymi variantami HLA-glykoproteint I.t¥idy - timto zptso-
bem je zaji$téna tolerance na tirovni NK-bunék (23). A odtud
prameni vysvétleni icasti NK-bun€k v GvL-reakci. Alelicky
rozdil v HLA-genech Ltfidy (zejména HLA-B a HLA-
C genech) mezi piijemcem a darcem transplantétu, je-li tako-
vé povahy, Ze NK-buriky darce nejsou inhiboviny HLA-gly-
koproteiny piijemce, vede k aktivaci NK-bunék. Tato aktivace
jezdavodi, které nejsou dosud uspokojiveé vysvétleny, zamé-
fena predevsim viic¢i krevnim butikdm pfijemce (a nikoli ostat-
nim somatickym buitkdm jako je tomu u T-lymfocytt s vysled-
kem GvHD). To ma nékolik dasledkt. Za prvé se tim pfimo
vysvétluje GvL-efekt. Za druhé se tato aktivita rovnéz obra-
ci k rezidudlnim T-lymfocytiim pfijemce transplantitu, ¢imz
se sniZuje pravdépodobnost jeho odhojeni, a za teti vici anti-
gen-prezentujicim buiikam piijemce (zejm. dendritickym buti-
kam), které jsou nezbytné pro aktivaci T-lymfocyti trans-
plantatu v rdmci GVHD, jejiZ frekvence se tudiZ také sniZuje
- vSechny tyto efekty byly klinicky prokazény u akutni mye-
loidni leukémie i samoziejmé na experimentdlni Urovni
u mySiho modelu tohoto onemocnéni. Zda se tedy, Ze typiza-
ce darce a pfijemce transplantitu na vhodnou alelickou nesho-
du HLA-genu Ltfidy a KIR-genli miZe mit vyznamné klinic-
ké uplatnéni (24-26).

Pasivni specifickd buné¢nad nddorovd imunoterapie mé v sou-
¢asnosti zejména podobu pokusil o adoptivni transfer defino-

vanych populaci tumor-antigen-specifickych cytotoxickych
T-lymfocyti, naptiklad v podobé izolace, in vitro expanze
azpétné aplikace tumor-infiltrujicich lymfocyti (TIF) ¢iz nich
odvozenych bunécnych klond tumor-reaktivnich CTL. In vit-
ro expanze téchto bunék se vétSinou provadi o-CD3 monok-
londlni protilatkou (coZ simuluje antigenni signél zprostfed-
kovany TCR) pfi kultivaci v pfitomnosti IL-2. Tato in vitro
expanze je dnes metodicky dobfe zvladnuta a timto zpiisobem
je moZné dosdhnout u oSetfovanych pacientii jednorazové vel-
mi vysokych hladin tumor-reaktivnich T-lymfocytl, zajisté
vyrazn€ vyS§$ich, neZ je hladina dosaZitelna aktivni imunizaci
(20). Touto metodikou in vitro expanze a nasledného ado-
ptivniho transferu se v neddvné dobé podafilo dosdhnout
vyznamnych klinickych aspéch pti 1é¢be pacientl s pokroci-
lym metastazujicim malignim melanomem. Klinicka odezva
byla ov§em zaznamenéna jen pfi adoptivnim transferu krat-
kodobé expandovanych TIF (tedy nikoliv pfi aplikaci ¢istych
bunécnych kloni), a to pacientiim, u nichZ byla tésné pred ado-
ptivnim transferem indukovéna lymfopénie kratkodobou inten-
zivni chemoterapii (kombinaci cyklofosfamidu a fludarabinu).
Objektivni klinickd odpovéd pfi tomto reZimu adoptivniho
transferu byla zaznamenana u 50% oSetfenych pacientd, cozZ
je vysledek nikdy nedosaZeny jakoukoli terapeutickou vakci-
naci (27).

Za nim stoji pravdépodobné nékolik nezavislych imunolo-
gickych fenomént. PouZiti kratkodobé expandované hetero-
genni smési tumor-infiltrujicich lymfocytt je pravdépodob-
né spojeno s nizkou mirou vycerpdni vnitiniho prolifera¢niho
potencidlu bunék. Bylo rovnéz prokdzano, Ze tato heterogenni
TIF-populace obsahuje jak CD8* tak i CD4* T-lymfocyty
a lze tudiZ predpokladat, Ze v tomto piipadé se aplikuji akti-
vované cytotoxické i pomocné lymfocyty, jejichZ koopera-
ce je nutna pro kratkodobou i dlouhodobou imunitni odpo-
véd; v této souvislosti neni piekvapujici velmi neddvné
sdé€leni, Ze adoptivné prenesené CTL diferencuji aZ v pamé-
tové cytotoxické T-lymfocyty (29). Obdobna aplikace klo-
novanych vysoce afinitnich CD8*-CTL musi byt logicky spo-
jena s daleko vétSi arovni in vitro expanze (s moZnymi
dasledky napfiklad v podobé pfibliZeni se senescen¢nimu
limitu) a nijak nefesi otdzku pomocnych T-lymfocytt. Indu-
kovana lymfopénie pak pravdépodobné plisobi na irovni tzv.
homeostatické proliferace, tj. pomérné malo definovaného
pfirozeného regula¢niho mechanismu udrzujiciho fyziolo-
gické hladiny perifernich lymfocyti. Jednou ze sloZek této
homeostatické regulace miZe byt kompetice o limitni kon-
centrace proristovych cytokint (IL-2, IL-7, IL-15) - v tom-
to pfipadé si lze predstavit, Ze cilend redukce endogenniho
imunitniho systému pfed vlastnim adoptivnim transferem
udéli kompetitivni vyhodu pfendSenym lymfocytim. V kaz-
dém pfipadé€ pouze uvedend kombinace kratkodobé expan-
dovanych tumor-infiltrujicich lymfocytl a lymfopenického
pfijemce téchto lymfocytl zajiStuje dlouhodobou perzisten-
ci (po fadu mésict) vysokych hladin (az 70 % vSech lymfo-
cytl periferni krve) aktivovanych antitumorovych lymfocy-
ti, kterd s sebou nese klinickou odpovéd (27, 28).
Zajimavou moZnost dal$tho vyvoje pasivni buné¢né imunote-
rapie shrnul ve svém pfispévku Dr. Michael I. Nishimura
(Department of Surgery, University of Chicago, Chicago). Jed-
nd se o strategii cileného smérovéani imunitni odpovédi tran-
sferem a- a B-gent pro T-bunééné receptory specifickych pro
Zadany nadorovy antigen. Jde tedy o to klonovat geny pro T-
bunécné receptory vykazujici vysokou specificitu a afinitu vaci
prezentovanym peptidovym epitopiim daného nadorového
antigenu, tyto geny vsunout do retrovirovych vektora a tyto
vektory pouZit pro genovou manipulaci vlastnich paciento-
vych lymfocyt. Zdrojem vhodnych TCR-genti mohou byt
tumor-infiltrujici lymfocyty ¢i naptiklad HLA-transgenni mys$i
po prislu$né imunizaci. Ty jsou zejména vyhodné pro izolaci
vysoce afinitnich TCR vi¢i self-antigentim (coZ je zna¢nd Cast
tumor-asociovanych antigenll), protoZe v tomto pifipad¢ lze
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predpokladat, Ze T-buiiky nesouci vysoce afinitni TCR budou
deletovany z periferniho repertodru ¢lovéka (30). Dr. Nishi-
mura v této souvislosti prezentoval nanejvy§ pozoruhodny
ndlez, a to identifikaci TCR specifického pro peptid tyrozina-
zy (368-376, restrikce HLA-A2), izolovaného z klonu CD4*T-
lymfocyth z TIF-populace maligniho melanomu (31). Jedna
se tedy o vyjime¢ny ptipad TCR exprimovaného CD4*T-lym-
focyty a pfesto rozezndvajici peptid v kontextu prezentace
HLA molekulami L.tfidy. Tento nélez otevird cestu k jedné vel-
mi zajimavé praktické moZnosti a k celé fad€ experimental-
nich aplikaci.

Afinita pfislu§ného TCR vii¢i komplexu daného peptidu a pre-
zentujici molekuly HLA-A2 je zjevné tak velkd, Ze je scho-
pen efektivni interakce s nddorovym epitopem i bez pfitom-
nosti koreceptoru, tj. CD8 (exprimovany CD4 se nemiiZe
v kontextu HLA molekul L.tfidy uplatnit). Lze si tudiz pted-
stavit moZnost, Ze by mohlo dojit k soucasné interakci niado-
rové buiiky s adoptivné podanymi geneticky manipulovany-
mi CD4*T-lymfocyty vybavenymi timto TCR a endogennimi
tumor-specifickymi CD8* CTL, a v tomto pfipadé by k akti-
vaci protinddorové buné¢né imunitni odpovédi mohlo dojit
pfimo v prostfedi nddoru, ponévadz tyto geneticky modifi-
kované CD4*T-lymfocyty by pfimo zde mohly uplatnit svo-
ji pomocnou funkci.

Z experimentélnich aplikaci je celd oblast manipulace lymfo-
cytl TCR-geny propijcujicimi zndmou antigenni specificitu
a afinitu velmi vhodna pro analyzu vzajemného vztahu afini-
ty (tj. sily molekularni interakce mezi TCR- a MHC-komple-
Xy), avidity (vyjadiujici celkovou silu interakce mezi CTL
a cilovou nadorovou butikou, ktera je funkci exprimovanych
koreceptor(, afinity a hladiny exprese interagujicich TCR-
a MHC-komplexil) a fenoménu aktivaci-indukované bunécéné
smrti (AICD - activation induced cell death). Podstatou AICD
je skuteCnost, Ze prilis silny signdl doru¢eny TCR-komplexem
indukuje v prislusném T-lymfocytu apopt6zu, a pro zdmérné
programovani T-lymfocyti transferem TCR-genl je samo-
ziejmé kriticky vyznamné znit optimdlni Groveni afinity
a expresni hladiny vnesenych TCR-gent, ktera by zajiStovala
maximalni specificitu a aviditu vici cilovym nddorovym buii-
kam, ale jeSté€ neindukovala AICD.

Klinické pouziti interferonii a ostatnich cytokini

Razné cytokiny jsou soucasti fady protokolt aktivni i pasivni
imunoterapie, jak je v jednotlivych konkrétnich ptipadech uve-
deno vyse, vedle toho ovSem existuji protokoly samostatného
farmakologického pouZiti nékterych cytokint. Nejrozsifenéj-
§i jsou v tomto ohledu interferony, zejména interferony-c,
ainterleukin-2. Pfimé farmakologické nasazeni cytokini neméd
zdaleka tak obecny charakter jako je tomu u ostatnich imuno-
terapeutickych postupt a tyka se pouze nékolika typil nadord
- vedle nékolika hematologickych nddorovych onemocnéni jde
z pevnych nadorti zejména o karcinom ledviny a maligni mela-
nom, u IL-2 i o hepatoceluldrni karcinom.

Lécebné pouZiti samotného IL-2 je principidlné totoZné s jeho
adjuvantnim uplatnénim v protokolech terapeutické vakcina-
ce ¢i adoptivniho transferu efektorovych bunék, jednd se tedy
o pokus obecné aktivovat imunitni systém. JiZ ptedesle cito-
vané piiklady doklddaji ovSem, Ze IL-2 se nijak nevymyka
z obecnych dvou principtl fungovéni cytokind - redundance
apleiotropie, tj. fada fenotypickych efekti IL-2 je taktéZ deter-
minovdana dal§imi cytokiny, at uZ nezavisle ¢i v kooperaci,
a IL-2, jakoZto kaZdy jiny cytokin, ma fadu rGznych a nékdy
i protichiidnych efektii na rizné populace leukocyt; jeho sou-
Casné postaveni v mechanismech aktivace efektorové odpo-
védi i tolerance bylo jiz pfedesle popsano. Lze proto jen zopa-
kovat zavér, ktery byl na strankéch tohoto ¢asopisu jiZ u¢inén,
Ze samostatné poddvani imunomodulaénich cytokinil bude
vZdy tak trochu sazkou do loterie, ponévadz klinickd odezva
bude vzdy velmi zdvisld na velmi jemnych odstinech stavu
a miry aktivace imunitniho systému oSetfovaného pacienta,
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a to jak na systemické drovni, tak na drovni léceného nadoru,
pfi¢emZ je velmi obtiZné tyto aspekty v potfebné mife analy-
zovat pied zahdjenim terapie (32).

Postaveni interferont je v tomto ohledu pon¢kud odli§né. Bio-
logicky ucinek interferont zahrnuje totiZ jak imunomodulac-
ni paisobeni, v nékterych ohledech analogické interleukinu-2,
ovSem jeho soucasti je rovnéZ piimy efekt na somatické buii-
ky. Receptory interferont (zejména typu o/B) jsou Siroce tka-
nové distribuovany a mezi pfimé biologické efekty na trov-
ni somatickych bunék patfi napf. inhibice proliferace, indukce
diferenciace a inhibice angiogeneze. Signél doruceny inter-
ferony je butikou zpracovavan v pomérné velmi komplexni
podobé na né€kolika drovnich, jejichZ podrobny popis ptesa-
huje rdmec tohoto ¢lanku - primérni signdl je z bunééného
povrchu do jadra pfevadén transdukcni drahou JAK-STAT,
mezi takto nové exprimovanymi geny se ov§em nalézaji geny
pro dalsi transkrip¢ni faktory, jako je rodina transkripénich
faktori IRF, ddle PML a CIITA, které propaguji interferono-
vy signdl v rdmci sekundérni transkripéni odpovédi (33, 34).
Mezi geny aktivovanymi interferonem je i klasicky tumoro-
vy supresorovy gen p53, a to jak v rdmci primarni odpovédi
(35), tak prostfednictvim faktoru PML (36, 37), vedle toho
byl pfimy tumorovy supresorovy icinek popsan i pro prote-
in IRF-1 (38). Interefony vedle toho standardné zvysuji expre-
si HLA gent L.tfidy. Interferonovy signdl ma ovSem na druhé
strané za nasledek i represi specifickych genil, mj. genu pro
vaskularni endotelovy riistovy faktor-1, odkud se pravdépo-
dobné odvozuje jeho inhibi¢ni G¢inek na nadorovou angio-
genezi (39).

Maligni melanom je nddor, u kterého je IFNo pfimo farma-
kologicky pouZivéano (40) a molekularni podstata tohoto far-
makologického pisobeni interferont byla pfedmétem pfis-
pévku Dr. Jézsefa Timdra (National Institute of Oncology,
Budapest). Cilem bylo identifikovat geny, jejichZ exprese
zaklada v klinické praxi velmi heterogenni odezvu na apli-
kaci interferonti. Po metodické strance projekt zahrnoval
identifikaci a porovnéni souboru aktivovanych a reprimova-
nych gend kultivovanych buné¢nych populaci kryjicich celou
Skalu vyvoje a progrese melanomu (normalni kultivované
melanocyty, melanomové bunécné linie odpovidajici riiznym
stadiim nddorové progrese - primdrni vs. invazivni vs. metas-
tatické - a riznym Grovnim rstové senzitivity na interfero-
novy signdl - senzitivni vs. rezistentni). Projekt dosud nebyl
publikaéné dokoncen a proto neni mozné uvést detailni vycet
zjisténych diferencidlné exprimovanych genil. Dva nélezy
ovSem stoji za zdlraznéni - zjistilo se, Ze IFNo reprimuje
expresi genu pro MART-1/Melan A a soucasné zvySuje
expresi genu pro multilékovou rezistenci MDR-1. Tyto nale-
zy jsou velice zajimavé z hlediska diskuse, jakd forma nésled-
né terapie by byla nejvyhodnéjsi v pfipad€, Ze dany melanom
vykazuje rezistenci vici interferonu. Aktivace MDR-1-genu
dopredu diskvalifikuje chemoterapii, ovSem jak represe
MART-1/Melan A-genu, tak aktivace MDR-1-genu spolu
s aktivaci HLA-gent L.tfidy by bylo potencidlné moZné
s vyhodou vyuZit pro naslednou specifickou imunoterapii.
MDR-1-pumpa totiZ podle vSeho zvySuje sekreci cytokini,
véetné IL-2 (41), coZ by mohlo pfispét k vytvoreni vhodné-
ho mikroprodtiedi pro aktivaci imunitni odpovédi. Jesté
vyznamnéjsi se zda nélez represe MART-1/Melan A-genu.
Jedna se totiZ o imunodominantni liniové-specificky antigen,
tzn. Ze je exprimovan uz na melanocytech, T-lymfocyty nami-
fené proti nému musi byt tudiZ fyziologicky pfedmétem
mechanismu tolerance, zaroven ov$em, vzhledem ke své imu-
nodominanci, diktuje specificitu imunitni odpovédi a zasti-
fluje pozdéjsi melanomové-specifické antigeny. Represe
tohoto genu nédsledkem pfedchozi interferonové terapie by
tudiZ mohla byt velmi vyhodna pravé z pohledu zruSeni této
imunodominance, coZ by mohlo otevfit dvefe k vyvoji a uplat-
néni novych melanomové-specifickych vakcin s lepsi vyhlid-
kou na klinickou odezvu.
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VULVARNA HISTIOCYTOZA Z LANGERHANSOVYCH BUNIEK
VULVAR LANGERHANS CELL HISTIOCYTOSIS
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Sihrn: Histiocytéza z Langerhansovych buniek je vzacne proliferativne ochorenie, ktoré ma nejasnu etioldgiu, pestré klinic-
ké symptomy a velmi Siroké biologické spravanie. Liecba nie je presne definovana a je velmi individudlna. ObtaZnost terapie
spociva aj v nemoznosti predpovedat klinicky priebeh ochorenia. St potrebné dalSie klinické Stidie s cielom predikcie prie-
behu ochorenia a definovania prognostickych faktorov. Vyskumné usilie sa musi zamerat na objasnenie patogenézy a vypra-
covanie raciondlnej terapie. Autori ¢ldnku podavaju prehlad o vulvarnej lokalizicii histiocytézy z Langerhansovych buniek
a prezentuju sicasnu koncepciu biologickych funkcii Langerhansovych buniek.

KIdcové slova: histiocytéza z Langerhansovych buniek, vulva, imunohistochémia, terapia

Summary: Langerhans cell histiocytosis (LCH) is a rare proliferative disorder of Langerhans cells with uncertain etiology,
wide spectrum of clinical symptoms and varied behavior. Treatment is not well defined and is highly individualized. The
difficulty of the therapy also lies in the unpredictability of the clinical course. Further clinical studies are required to establish
the natural course and prognostic factors of this disease and more research needs to be conducted to understand the pathogenesis
and rational management of this disorder. The authors present a review of vulvar localization of LCH, and the current concept

of Langerhans cell biofunction is also outlined.

Key words: Langerhans cell histiocytosis, vulva, immunohistochemistry, treatment

INTRODUCTION

Langerhans cell histiocytosis (LCH) encompasses a group of
diverse disorders that are typically characterized by the
accumulation and infiltration of monocytes, macrophages,
and dendritic cells in the affected tissues. The clinical
presentation in this group of disorders varies greatly, ranging
from mild to life threatening.

Although nearly a century has passed since the recognition of
histiocytic disorders, their pathophysiology remains an
enigma. LCH may affect patients of any age.

The exact adult disease incidence is unknown, but is much
more common in children. The estimated pediatric incidence
is approximately 3-4 per million with a peak between 1 and 3
years (1). The estimated total mortality of LCH is
approximately 3% in adults and 15% in children (2). Most
reports are based on a single-specialty experience and there
are only a few describing relatively large series of patients (3).

TERMINOLOGY

Langerhans cell histiocytosis (LCH), also known as
Langerhans cell granulomatosis or histiocytosis X was first
described by Paul Langerhans in 1868 (4).

Lichtenstein originated the term histiocytosis X in 1953 to
describe a group of poorly understood diseases that differed in
presentation but had a common pathologic characteristic:
histiocyte proliferation (5).

In 1987, the International Histiocyte Society changed the
name of the disease from histiocytosis X to Langerhans’ cell
histocytosis (6).

Patients with LCH can have a broad spectrum of disease
manifestations, from involvement of a single site to wide-
spread systemic involvement. This spectrum of clinical
presentations has led to a number of terms for LCH.
Eosinophilic granuloma refers to disease limited to a single
site, usually bone. Patients with Hand-Schiiller-Christian
disease present with a classic triad of multiple bone lesions,
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exophthalmos, and diabetes insipidus. Abt-Letterer-Siwe
disease is an acute, progressive, and often fatal multisystem
variant of LCH that usually affects the very young. There may
be transitional forms between the three entities from the outset
or during the evolution of the disease (7).

PATHOGENESIS

Although the clinical and histological aspects of LCH are well
established, the cause and pathogenesis of LCH remain
unclear. Infectious agents and cellular and immune system
dysfunction, whether related to lymphocytes and cytokines,
genetic factors, cellular adhesion molecules, or a combination
of these, have been implicated in the etiology and
pathophysiology of these disorders.

LCH is a disorder of Langerhans cells (LC). LC are dendritic,
peripheral, antigen-processing cells of bone marrow origin.
They present various environmental, viral, and tumor-associated
alloantigens to immunologically competent T-lymphocytes,
stimulate allogeneic and syngeneic mixed leukocyte reactions,
secrete interleukin-1, function as accessory cells in the
generation of cytotoxic T-lymphocytes, and are target cells for
the generation of delayed hypersensitivity reactions and
possibly for cytotoxic T-lymphocytes in acquired immune
deficiency syndrome. Thus, Langerhans cells constitute an
important part of the afferent limb of the localized immune
response (8, 9, 10). These cells are found throughout the body
but are primarily located in the suprabasal layer of human
epidermis (11).

LC act as sentinels. They recognize, internalize, and process
antigens encountered in the skin. Upon encountering antigens,
LC become activated with subsequent maturation and
induction of their migratory capacity. Activated LC then
detach from their surrounding epidermal microenvironment
and travel to draining lymph nodes via afferent lymphatics,
where they are termed interdigitating dendritic cells. Once in
the lymph node, LC lose their ability to take up and process



antigen, but instead acquire immunostimulatory capabilities.
These capabilities include: upregulation of MHC molecules,
expression of B7 molecules, necessary for naive T lympho-
cyte activation, and the upregulation of several adhesion
molecules, important for interactions with antigen-specific
T cells. In this way, LC are able to process and present
antigens encountered in the skin to naive T lymphocytes in the
draining lymph nodes. Maturation into functional LC is
affected by cytokines such as GM-CSF, IL-1, and TNF-o
(12-16).

The disease is believed to result from a disorder of immune
regulation (17).

Langerhans cells in patients with LCH are aberrant and
profoundly differ from normal LC. They differ from their
normal counterparts in their migration, efficiency of antigen
presentation, cytokine production, and expression of
important cell surface proteins. LCH cells can accumulate in
organs that are outside of the normal physiologic distribution
of LC cells. Langerhans cells normally reside only in skin,
lymph nodes, or thymus. LCH cells may also involve the
abnormal accumulation of dendritic cell progenitors, which
are CD34+. In a small study, the percentage of CD34+ cells
isolated from the peripheral blood of patients with LCH was
three times higher than in normal controls (18).

Whether LCH is reactive or neoplastic is even debated, and
several features provide seemingly contradictory evidence on
this point: spontaneous resolution of disease on the one hand
and clonality of lesional LCH on the other (19, 20).

Like cancer, LCH can affect any organ system. LCH is not
regarded as a ,,conventional“ malignancy. Histopatologist
describes Langerhans’ cell ,,accumulation® or ,,activation®
rather than ,,proliferation” important difference from true
malignancy. Even studies of clonality may yield puzzling
results, with some reports examining only one sample per
patient and therefore showing evidence of LCH cell
monoclonality in some forms of the disease (21) whilst others
have reported polyclonality, when distinct lesions of the same
patient have been studied at the same time (22).

The alternative possibility of LCH arising from somatic
mutations that cause clonal expansion of Langerhans cells or
their precursors has been proposed. However, this theory also
may involve a viral theory in which viral nucleic acids give
rise to such mutations, but the search for viral cause and for
molecular abnormalities are still unsuccessful (23, 24, 25).
Concept of clonality in LCH remains controversial (26).
Several important insights have recently been made, which
support the hypothesis that LCH is a neoplasia of dendritic
cells (22).

The observation that around 1% of cases of LCH have another
affected relative, either child or adult, suggests a genetic
predisposing factor (27).

Therefore, each theory should not be considered to be
mutually exclusive.

LCH can be progressive and fatal. In other cases, LCH is
localized and self-limited. The natural history of this disease
is atypical and often fluctuates. Its systemic manifestations
include weight loss, fever, chills, and fatigue (28).

LCH is practically the only known human disease of dendritic
cells, whose key immunological role, especially in cancer
surveillance, is now of considerable interest. The importance
of a methodical approach is that it may not only throw light on
adisease process, but also on the physiological function of the
normal cell counterpart (29).

GENITAL INVOLVEMENT

LCH of the lower female genital tract was first reported in a 6-
year-old child by Lane and Smith in 1939. This case was in
association with diffuse cutaneous and multiorgan
involvement (30).

Localization of LCH in the female genital mucosa is rare, and

Axiotis et al reviewed 42 cases in which the lesions, which
were often multiple, preceded systemic evidence by many
years. The age at onset ranged from 8 months to 85 years,
average 29 years. LCH may encompass the vulva, vagina,
cervix, endometrium, and ovary (31). These authors classified
genital LCH into four distinct nosologic groups, based on
initial clinical presentation and natural history:

(a) LCH of only the genital tract, (b) genital LCH with
subsequent multiorgan involvement, (c) oral or cutaneous
LCH with subsequent genital and multiorgan involvement,
and (d) diabetes insipidus with subsequent genital and
multiorgan involvement (31).

There appears to be no correlation between the histology and
the outcome of the genital lesions. Complete regression,
partial improvement, persistent lesions, and recurrences were
seen in all four groups of patients.

Genital LCH as the sole manifestation of this disease is very
unusual (32).

,Pure vulvar Langerhans cell histiocytosis is a rare
presentation. To date, 19 cases of isolated (localized) vulvar
LCH have been reported (33, 34). Clinical follow-up of these
cases showed that one third of the patients developed
disseminated disease. The most common sites of
dissemination were bones, including the sella turcica causing
diabetes insipidus. Other sites of dissemination included skin,
lung, oral cavity, bone marrow, and other sites in the female
genital tract. Prognostic conclusions could not be drawn in
this patient series due to a lack of documentation of patient
follow-up.

CLINICAL PRESENTATION OF VULVAR LCH
Vulvar LCH may mimic various neoplastic and non-
neoplastic disorders. Pruritic, erythematous lesions resemble
eczema, seborrheic dermatitis, or Darier’s disease.

Papular lesions with ulceration may resemble chancroid,
granuloma inguinale, or lymphogranuloma venereum. Single
indurated ulcers can have the appearance of syphilitic
chancres, tuberculosis, Crohn’s disease, or squamous cell
carcinoma. Painful multiple ulcerovesicular lesions may be
mistaken for herpes genitalis, erythema multiforme, or
Behcet’s syndrome. When the lesions are projecting,
multicentric masses, the differential diagnosis also includes
malignant melanoma and sarcoma. The rare, diffusely,
indurated lesion clinically mimics Paget’s disease of the vulva
(32, 35-39).

DIAGNOSIS

The diagnosis of LCH is based on histopathology pattern in
biopsy specimens showing multinucleated Langerhans’ cells,
histiocytes, and eosinophils. The presence of Birbeck
granules on electron microscopic examination or the antigenic
markers that react with Cdla glycoprotein and the
cytoplasmic protein S-100 detected by immunoperoxidase
staining is considered diagnostic (4, 8, 40).

Strict diagnostic criteria have been published by the
Histiocyte Society (6): Fresh-tissue biopsy is required to
diagnose the disease. In order to establish a definitive
diagnosis, either Birbeck’s granules must be identified on
electron microscopy or the cells must be CDla-positive.
Birbeck’s granules are pentalaminar cytoplasmic inclusion
bodies that sometimes have a dilated terminal. A less certain
diagnosis can be made if biopsy reveals characteristic
morphology and if two or more of the following are present on
staining: characterictic peanut lectin binding, S-100 protein,
alpha-D-mannosidase, and adenosine triphosphatase.

The differential diagnosis of LCH at the microscopic level
includes immunodeficiency syndromes with graft-versus-
host disease, viral infections, and infiltrative diseases such as
leukemia or lymphoma, reticuloendothelial storage diseases,
Erdheim-Chester disease, and papular xanthomas (41, 42).
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It seems possible that LCH involving the vulva has been
under-diagnosed in the past, considering that almost all cases
of isolated vulvar LCH have been reported within the past
twenty years. Increased awareness of isolated LCH involving
the vulva and other sites in the gynecologic tract is one likely
explanation for these cases being reported during the past two
decades. The availability of immunohistochemical analysis
for routinely processed tissues, which became widespread in
the 1980s, also is a likely explanation.

It is important to exclude systemic disease in any patient
suspected of having vulvar LCH. The routine evaluation
should include measuring serum electrolytes and performing
a chest X-ray, CT of the abdomen and pelvis, and skeletal
survey (43).

TREATMENT OF VULVAR LCH

The course of LCH is unpredictable. In some cases, it resolves
without treatment.

On the other hand, it can recur even after the initial response
to treatment was successful. Due to the rarity of this disease,
treatment of vulvar LCH is still very diverse and is highly
individualized.

Therapeutic options include surgery, topical and systemic
steroids, topical nitrogen mustard, radiotherapy, chemo-
therapy (mechlorethamine, etoposide, methotrexate, cyclo-
sporine, vincristine, vinblastine), photochemotherapy and
other treatment modalities (trimethoprim-sulfamethaxazole,
isotretinoin, interferon, thalidomide) (43-47). Mixed results
have been obtained with all treatment modalities.

Voelklein et al. report the case of a 36-year-old woman who
presented with a 9-year history of vulvar lesions. The
diagnosis of LCH was established by immunohistochemical
techniques. The patient received radiotherapy to the vulva and
responded with complete remission (39).

Pather et al. presented a case of isolated vulvar LCH that was
initially treated with an excision biopsy but recurred 2 months
later. Local vulval radiotherapy resulted in complete
resolution of the lesion and there was no evidence of
recurrence after 24 month of follow-up (35).

Borglin et al, Dadey and Hurxthal performed vulvectomy on the
patients with vulvar LCH as initial therapy(48, 49). Also the case
of Chauffaile et al support the recommendation for the primary
surgical resection of the vulvar histiocytic lesions (50).

It seems that local excision of LCH nodules isolated on the
vulva has the best therapeutic benefit in adult patients but 50%
of the patients with genital LCH who underwent surgical
excision relapsed after surgery (51). If LCH indeed has its
origin in the bone marrow, then itis hardly surprising that such
a high relapse rate exists.

Santillan et al. referred a 33-year-old women with isolated
vulvar LCH. The patient was treated with external beam
radiotherapy to the vulva after excision biopsy. The
recurrence on the vulva was treated with radical vulvar
excision. The second recurrence in the perineum was
successfully treated with thalidomide (46).

Isolated vulvar LCH has the potential for aggressive clinical
behavior, either as local recurrence or disseminated disease.
Two patients of LCH primary involving the vulva presented
by Padula et al after dissemination of the disease were treated
with radiation therapy, vulvectomy and thalidomide (34).
Montero et al advocate in the treatment of genital LCH the use
of immunomodulatory agents (thalidomide, trimethoprim-
sulfamethoxazol, interferons, retinoids) as initial first-line
therapies, rather than surgical excision or radiotherapy (51).
The first case of the successful use of thalidomide for genital
LCH was reported by Gnassia et al in 1987 (52).

Dramatic responses of cutaneous and ano-genital lesions to
thalidomide and interferons have been reported. Interferon o
and P, as well as isotretinoin, have been used in cutaneous
disease with some reports of lasting remissions, and should be
further investigated as potential therapies for genital LCH
(53).

The efficacy of thalidomide in treating several inflammatory
skin diseases suggests that the mechanism of action is related
to immune modulation, cytokine inhibition, and/or anti-
angiogenesis. The reason for its use to treat LCH is that
thalidomide is an inhibitor of tumor necrosis factor, which
plays a prime role in generating Langerhans’ cells from their
CD34+ bone precursors (54).

Several investigators found thalidomide to be effective in
treating cutaneous and genital LCH, but the response was
temporary, and disease recurred after treatment ended (55,
56).

Optimal treatment has not yet been determined. New
treatment modalities are needed for this disease. Large scale,
clinical control, randomized trials to assess optimal therapy
generally are not feasible in such an uncommon disease with
variable clinical features and natural history. The difficulty of
the treatment also lies in the unpredictability of the course of
LCH. The establishment of the International Histiocyte
Society Registry was the first step towards a cooperative effort
in the management of LCH (57).

CONCLUSION

Although the occurrence of LCH on the vulvais very unusual,
gynecologists must bear this possibility in mind when
a woman presents atypical chronic lesions on the genital
mucosa. The clinical diagnosis is impossible to establish
because no typical lesions are found. In such cases, it is
necessary to perform a biopsy on the mucosa, rule out the
possibility of systemic disease, and review the patient
periodically in order to forestall a possible spread of the
disease at any time.

Its etiology and pathophysiology, as well as the most effective
modes of therapy, remain elusive. More research needs to be
conducted so that we may better understand the mechanisms
of LCH and help to predict when the disease is benign and may
resolve on its own, and when it is aggressive and unremitting
and requires treatment.
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puvodni prace

VLIV SELEKCNIHO TLAKU VYBRANYCH ANTIBIOTIK NA REZISTENCI
NEJCASTEJISE VYSKYTUJICICH GRAMNEGATIVNICH BAKTERIALNICH
KMENU NA ODDELENI KLINICKE HEMATOLOGIE VE FAKULTNI
NEMOCNICI V HRADCI KRALOVE

AN INFLUENCE OF SELECTIVE PRESSURE OF ANTIBIOTICS

ON GRAM-NEGATIVE BACTERIAL FLORA RESISTANCE IN THE
HAEMATOLOGY UNIT AT THE TEACHING HOSPITAL HRADEC KRALOVE,
CZECH REPUBLIC

ZEMKOVA M.., JEBAVY L.2, CERMAK P.3, KOBLIHOVA H.!, VLCEK J.!

' KATEDRA KLINICKE A SOCIALNI FARMACIE, UNIVERSITA KARLOVA V PRAZE, FARMACEUTICKA

FAKULTA, HRADEC KRALOVE ) o ) )
2 ILINTERNI KLINIKA - ODDELENI KLINICKE HEMATOLOGIE, LEKARSKA FAKULTA A FN HRADEC KRALOVE
3USTAV KLINICKE MIKROBIOLOGIE, LEKARSKA FAKULTA A FN HRADEC KRALOVE

Cil studie: Analyzovat vztah mezi expozici antibiotikiim (cefotaxim, ceftazidim, ofloxacin, ciprofloxacin, imipenem, mero-
penem, gentamicin, amikacin, netilmicin a amoxycilin/kyselina klavuldnova) a rezistenci nej¢astéji se vyskytujicich gram-
negativnich bakteridlnich kmenti na Oddéleni klinické hematologie II. Interni kliniky Fakultni nemocnice. Pouzité metody:
Jedna se o retrospektivni, observacni studii. Sbér dat byl provddén v obdobi od 1.1.1998 do 31. 12. 2001. Spotieba antibiotik
byla vyjadfena v definovanych dennich davkach vztaZzenych na 100 oSetfovacich dnii - lazkodnt (DDD/100 laZkodnt). Iden-
tifikace bakteridlnich kment a vySetfeni citlivosti (diskové difusni metoda) bylo provedeno v souladu s mezinarodné akcep-
tovanymi pokyny. Do studie byly pro jednu hospitalizaci jednoho pacienta zahrnuty pouze odli$né fenotypy. Zavislost Cetnosti
rezistentnich kment na expozici antibiotiklim byla analyzovana pomoci linearni regrese. Vysledky: Statisticky vyznamna line-
arni zavislost byla zjiSténa mezi relativni ro¢ni spotfebou fluorochinolont a rezistenci kment Enterobacter spp. k fluorochi-
nolonim (r=0,821; p=0,005). Statisticky vyznamna negativni korelace byla zji$t€éna mezi expozici gentamicinu a rezistenci
kment Klebsiella pneumoniae (r=-0,882; p=0,012). Zavér: V prostiedi hemato-onkologického oddéleni bylo zjisténo, Ze sni-
Zeni selek¢niho tlaku fluorochinolont vede rovnéz ke sniZeni vyskytu kment Enterobacter spp. rezistentnich k tomuto antibi-
otiku. Paradoxné byl na oddéleni pfi nizké spotiebé gentamicinu pozorovan vysoky podil kment Klebsiella pneumoniae rezi-
stentnich vici gentamicinu.

Klicova slova: antibiotika, selek¢ni tlak antibiotik, gram-negativni bakterie, hemato-onkologie

Objective: Aim of the study was to evaluate the relationship between usage of antimicrobial agents intended to treat infection
caused by Gram-negative bacteria (cefotaxim, ceftazidim, ofloxacin, ciprofloxacin, imipenem, meropenem, gentamicin,
amikacin, netilmicin and amoxycilin/clavulanic acid) and resistance of those bacteria in the haemato-oncology unit at the
University Hospital. Methods design: Observational, retrospective study. Data had been collected from January 1, 1998 to
December 31, 2001. Antibiotic usage data were obtained by chart extraction. Non-duplicate strains isolated from haemato-
oncology inpatients were tested for their susceptibility by the disk diffusion test. Results: A relationship between relative one-
year consumption (expressed in DDD/100bed-days) and rates of resistance for selected Gram-negative bacteria was evaluated
by the means of linear regression. We identified statistically significant positive correlation for fluoroquinolones usage and
Enterobacter spp. resistance (r=0,821; p=0,005). Statistically significant negative correlation was found for usage of
gentamicin (r=-0,882; p=0,012) and Klebsiella pneumoniae resistance. Conclusion: In the haemato-oncology setting
a decrease of selective pressure of fluoroquinolones entailed a decrease of Enterobacter spp. strains resistant to
fluoroquinolones. In paradox, high resistance of Klebsiella pneumoniae strains to gentamicin was observed at the haemato-
oncology wards with low consumption of gentamicin.

Keywords: antibiotics, antibiotic selective pressure, gram-negative bacteria, haemato-oncology

Uvod

Bakterialni rezistence vici antibiotikim je zdvaZznym celo-
svétovym problémem. ZvySujici se frekvence rezistentnich
bakteridlnich kmeni je opakované zjiStovana jak v nemoc-
ni¢nim prostiedi, tak v komunité.

'V nemocni¢nim prostiedi je situace zdvazna zejména na hema-
to-onkologickych oddélenich a jednotkach intenzivni péce,
kde vysoky selek¢ni tlak antibiotik a mnohdy nedodrZovani
hygienickych opatieni vede ke vzniku a Sifeni nozokomialnich
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ndkaz [1-3]. Kmeny, které tato onemocnéni zpusobuji, byva-
ji Casto multirezistentni a jsou v literatufe ddvany do souvis-
losti s netspé$nou a ndkladnou terapii [4, 5]. Navzdory zvy-
Sujici se prevalenci grampozitivnich bakteridlnich agens
zUstavaji gramnegativni kmeny stile vyznamnymi patogeny
[6, 7].

Selekeni tlak antibiotik je kromé dalSich rizikovych faktort
uvadén jako primarni priCina narGstajici bakteridlni rezisten-
ce vici antibiotikiim. Expozice antibiotikiim je uvadéna jako



jeden z rizikovych faktorti osidleni pacientl multirezistentni-
mi kmeny. Dal§imi rizikovymi faktory (sekundarné€ usnadiiu-
jicikolonizaci/infekci rezistentnimi kmeny) jsou zakladni one-
mocnéni, aplikace cytostatickych reziml se zvyraznénou
slizni¢ni toxicitou, programy autolognich a allogennich trans-
plantaci perifernich kmenovych bunék (PBPCT), intravasku-
larni ¢i permanentni katetrizace, mechanické ventilace, délka
hospitalizace; celkova zdvislost na zdravotnickém persondlu,
dodrZovéni hygienickych opatieni aj. [8, 9].

Nase studie byla provedena s cilem analyzovat vliv selek¢ni-
ho tlaku nékterych antibiotik, pouzivanych v 1é¢bé/profylaxi
infekci gramnegativnimi bakteriemi, a rezistenci nejcastéji se
vyskytujicich gramnegativnich bakteridlnich kment na Oddé-
leni klinické hematologie II. Interni kliniky Fakultni nemoc-
nice [10,11].

Metodika

Soubor nemocnych

Retrospektivné, za obdobi od 1.1. 1998 do 31.12. 2001, byly
ze zdravotnické dokumentace vSech pacientll hospitalizova-
nych na dédle uvedenych jednotkdch Oddéleni klinické hema-
tologie (OKH) ve Fakultni nemocnici v Hradci Krélové, zjis-
tovéany udaje o veskeré expozici antibiotikiim.

Sledované oddéleni:
* Standardni oddéleni 29 lazek
* Integrované oddéleni klinické onkologie (IOKO) 25 liZek

¢ Transplanta¢ni oddéleni 6 luzek
* Oddéleni hematologické intenzivni péce 6 luzek
¢ Jednotka intenzivni péce 4 Tazka

Studie byla schvalena Etickou komisi Fakultni nemocnice
v Hradci Krédlové rozhodnutim ze dne 13. 3. 2002.

Gramnegativni bakterie

Byla provedena frekvencni analyza zachyceni jednotlivych
bakterialnich druhti/rodt. Do dal§iho Setfeni byla zahrnuta rezi-
stence bakteridlnich agens, které tvotily béhem sledovaného
obdobi vice neZ 3 % z celkového zastoupeni izolovanych
G- bakterii.

Mikrobiologické vySetieni

Pacienti podstupuji mikrobiologické vySetfeni, a to pfi piijmu
a nasledné vZzdy, pokud si to klinicky stav pacienta vyZaduje.
Bakteridlni kmeny byly izolovany z klinicky relevantniho bio-
logického materidlu (nazofaryngedlni sekret, bronchoalveo-
larni lavaz, sputum, krev, cerebrospinalni mok, moc, jiné tél-
ni tekutiny a exudaty, intravaskularni katétry). Ve studii jsou
zafazeni pouze pacienti, u kterych byly prokazény infek¢ni
komplikace ziskané béhem hospitalizace (dle CDC definice).
Udaje o citlivosti kment byly zisk4ny z mikrobiologické labo-
ratofe Fakultni nemocnice. Identifikace bakteridlnich kment
a vySetfeni citlivosti (diskova difusni metoda) bylo provede-
no v souladu s mezindrodné€ akceptovanymi pokyny [12].

K vylouceni duplicity kultivaci byly do studie, ke zji§téni cel-
kového podilu rezistentnich kment, zahrnuty pouze odli§né
fenotypy pro jednu hospitalizaci daného pacienta. Jako odlis-
né fenotypy byly definoviny kmeny, které se liily svou citli-
vosti alespoii k jednomu antibiotiku ve Skéle vySetfovanych
antibiotik. U jednotlivych kultivaci se nerozliSovalo, zda se jed-
nd o kolonizaci nebo floridni infekci. Bakterilni rezistence byla
vyjadiena jako podil kment rezistentnich k vySetfovanému anti-
biotiku z celkového poctu izolovanych G- bakterii.

Spotieba antibiotik

Celkové expozice antibiotikiim byla zaznamenana u kazdého
pacienta hospitalizovaného na vySe zminéném odd€leni. Tyto
udaje byly ziskavany ze zdravotni dokumentace pacienta.
Proucely analyzy byla vybrana antibiotika s i¢inkem proti kme-
nim gramnegativnich patogenil: cefalosporiny 3. generace

(cefotaxim, ceftazidim), fluorochinolony (ofloxacin, ciproflo-
xacin), karbapenemy (imipenem, meropenem), aminoglykosi-
dy (gentamicin, amikacin, netilmicin) aaminopeniciliny s inhi-
bitorem beta-laktamézy (amoxycilin/kyselina klavuldnova).
Pro ucely studie byla antibiotika seskupena na zdkladé¢ ATC
klasifikace (Anatomicko-terapeuticko-chemicka klasifikace).
Definované denni davky pro jednotliva antibiotika byly zjis-
tény na zdkladé ATC/DDD klasifikace [13] a agregovana data
byla vyjadfena jak v absolutni (celkové) rocni spotiebé
(DDDatb), tak v relativnich hodnotéch (relativni ro¢ni spotfe-
ba antibiotik; RDDDatb) definovanych dennich ddvek na 100
oSetfovacich dnil - ldzkodnti (DDDatb /100 1aZkodni).
Selekéni tlak antimikrobnich preparatt na Oddéleni klinické
hematologie (OKH) fakultni nemocnice byl hodnocen pomo-
ci parametru RDDDatb, ktery 1ze definovat pomérem abso-
lutniho poctu definovanych dennich davek (DDDatb) jednot-
livych antibiotik na 100 oSetfovacich dni-lizkodnii (DDDatb
/100 laZkodnt) podle vzorce:

RDDDatb = DDDatb x 100/pocet liZzkodni [14]

Pfi hodnoceni byla porovnivana palro¢ni obdobi v intervalu
I. pololeti 1998- II. pololeti 2001 (I1./1998, 11./1998, 1./1999,
11./1999, 1./2000, 1I1./2000, 1./2001, 11./2001).

Statistika

Sledovéano bylo zastoupeni jednotlivych gram-negativnich
kmenil v uvedeném obdobi a procentudlni zastoupeni rezi-
stence na jednotlivd antibiotika. Srovndvany byly zmény
v zastoupeni jednotlivych mikrobii a zmény v rezistenci na jed-
notliva antibiotika v ¢asovém horizontu let 1998-2001. Z4vis-
lost Cetnosti kmenil rezistentnich vii¢i danému antibiotiku na
expozici daného antibiotika na oddéleni klinické hematologie
byla analyzovdna metodou linedrni regrese. Statistickd
vyznamnost byla stanovena na hladin€ 95 %.

Vysledky

Celkovy pocet pacientl hospitalizovanych na Oddéleni klinic-
ké hematologie Fakultni nemocnice Hradec Kralové ve sledo-
vaném obdobi byl 7432 pacienti. Pfehled frekvence gramne-
gativnich bakteridlnich druhd izolovanych z klinicky
relevantnich biologickych materila je podan v tabulce 1. Pro-
centudlni podil kment Escherichia coli ¢inil ve sledovaném
obdobi 13,2-20,5 % izolovanych kment. Z dalSich gram-nega-
tivnich bakterii byly s nejvétsi Cetnosti vyskytu identifikovany
druhy Enterobacter spp. (3,6-8,1 %), Pseudomonas aerugino-
sa (11,8-17,0 %), Acinetobacter spp. (1,8-7,5 %) a Klebsiella
pneumoniae (8,1-17,8%). Frekvence Stenotrophomonas mal-
tophilia byla prokdzana v intervalu 0,3-7,4 %. Analyza aplika-
ce jednotlivych antimikrobnich preparéti ve sledovaném obdo-
bi na Oddéleni klinické hematologie (OKH) je uvedena
v tabulce 2. Na zaklad€ uvedenych dat je zfejmé, Ze aplikace
aminoglykosidovych antibiotik se sniZila o 18,5%, vyznamné-
ho poklesu bylo dosaZeno rovnéZ u amoxicilin/kys. klavula-
nové (o 16,3 %). Vyrazny pokles (o 38,1 % ) byl zaznamenan
u cefalosporint 3. generace. Selek¢ni tlak fluorochinolont byl
vyraznéji redukovén az v roce 2000, kdy jejich spotieba byla
v porovnani s rokem 1999 nizsi o 14,1 %.

Tabulka 1: Frekvence izolovanych G-bakterii u pacientii hospitali-
zovanych na Oddéleni klinické hematologie Fakultni nemocnice
Hradec Kralové.

relativni Cetnost (v %)
Druh 1998 | 1999 [ 2000 [ 2001
Enterobacter spp. 8,1 6,0 7,2 3,6
Escherichia coli 20,5 18,7 13,2 18,8
Pseudomonas aeruginosa 16,6 14,7 17,0 11,8
Klebsiella pneumoniae 13,7 8,1 8,8 17,8
Acinetobacter spp. 7,5 5,7 3,2 1,8
Stenotrophomonas maltophilia 1,3 0,3 3,0 7,4
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Tabulka 2: Seleké¢ni tlak jednotlivych antimikrobnich prepariti na Oddéleni klinické hematologie vyjadfeny pomoci RDDDatb

(DDDatb/100lazkodnu).

ATB ATC 1./1998 11./1998 1./1999 11./1999 1./2000 11./2000 1./2001 11./2001
Ofloxacin JOIMAO11 25,45 27,44 21,08 26,49 17,20 21,57 18,45 12,59
Ciprofloxacin JOIMAO21 1,98 4,51 3,34 7,54 6,86 4,57 6,29 5,59
Gentamicin JO1GBO031 1,81 2,63 2,07 3,39 1,66 2,20 1,73 1,50
Amikacin JO1GBO061 2,63 7,69 5,51 8,47 6,19 6,44 4,82 5,60
Netilmicin JO1GBO071 1,07 1,60 0,61 0,34 0,00 0,12 0,27 0,30
Cefotaxim JO1DA101 1,47 0,93 1,46 3,45 2,74 2,66 1,44 1,05
Ceftazidim JO1DAT111 2,63 1,92 0,61 0,20 1,85 0,97 0,90 0,91
Cefoper.+sulb | JOIDA 1 0,34 2,88 0,71 0,00 2,74 3,22 3,78 3,37
Cefepim JO1DA241 1,65 3,99 2,69 1,36 2,43 0,00 0,00 2,80
Cefpirom JO1DA371 3,31 4,67 2,19 4,14 3,25 4,16 2,33 0,57
Meropenem JO1DHO21 0,68 2,04 0,30 0,50 0,08 0,67 0,00 1,68
Imipenem+inh | JOIDHS511 0,51 0,00 0,00 0,06 0,32 0,48 1,49 0,67
Amx.+enz.inh | JOICRO21 32,78 27,40 35,73 45,14 33,50 26,14 30,05 20,30
Amp.+enz.inh | JOICROI1 0,25 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00

Legenda: oSetfovaci dny na OKH ve sledovanych obdobich: 1998-11789, 1999-16892, 2000-18633, 2001-19295

Tabulka 3: Vysledky linearni regresni analyzy zavislosti rezistence gramnegativnich bakterialnich kmenu na spotiebé antibiotik na Oddéle-

ni klinické hematologie ve Fakultni nemocnici v Hradci Kréalové.

Klebsiella pneumoniae | Pseudomonas aeruginosa Acinetobacter spp Escherichia coli Enterobacter spp.
ATB? RP pe RP pe pe RP pe RP pe
CTX -0,965 0,044 -0,951 0,049 0,144 0,856 0,678 0,322 0,216 0,784
CTZ 0,842 0,158 -0,023 0,977 0,423 0,577 NT NT 0,175 0,825
GEN -0,882 0,012 -0,549 0,451 0,615 0,385 0,318 0,682 0,706 0,294
AMI -0,777 0,223 0,660 0,340 0,353 0,647 NT NT NT NT
NET 0,364 0,636 -0,998 0,030 -0,067 0,933 0,347 0,653 -0,078 0,922
FQ 0,102 0,898 0,264 0,736 0,236 0,764 -0,994 0,004 0,821 0,005
AMX+CA -0,996 0,004 NT NT 0,679 0,321 0,052 0,948 -0,820 0,180

Legenda: 2) CTX - cefotaxim, CTZ - ceftazidim, GEN - gentamicin, AMI - amikacin, NET - netilmicin, FQ - fluorochinolony, AMX+CA - amoxici-
lin+kys. klavulanové; ® R - hodnota regresniho koeficientu; © P - hodnota pravdépodobnosti (tu¢né zvyrazn&ny statisticky vyznamné hodnoty); 9 NT

- nebylo testovdno

Vyvoj selek¢niho tlaku aminoglykosidovych antibiotik, cefa-
losporinil 3. generace, fluorochinolonil a amoxicilin/kys.kla-
vuldnova ve vztahu k vyskytu rezistentnich kment Klebsiella
pneumoniae, Acinetobacter spp. a Pseudomonas aeruginosa
je pro nazornost uveden v grafech 1-5.

Z vysledkd je zfejma pomérné dobra citlivost sledovanych G-
baktérii k aminoglykosidovym antibiotikiim s vyjimkou zvy-
Sené frekvence gentamicin a netilmicin-rezistentnich kment
Klebsiella pneumoniae (30,3-56,7 %; 27,3-33,0 %), gentami-
cin-rezistentnich kmentt Pseudomonas aeruginosa (32,6-
51,4 %) a Acinetobacter spp. (36,4-43,8 %). Nizkd tiroven rezi-
stence byla prokdzdna u amikacinu, kde vy$§i Cetnost
rezistentnich kmenil byla zaznamenéna u Pseudomonas aeru-
ginosa (11,6-24,3 %), naopak pokles rezistence byl pozorovan
u Acinetobacter spp. (27,3-18,8%). V piipadé cefalosporini
3. generace byl prokazéin pokles miry rezistence u Acineto-
bacter spp. (27,3-12,5 % pro ceftazidim), Enterobacter spp.
(30,8-12,5% pro cefotaxim) a Stenotrophomonas maltophilia
(50,0-37,5% pro ceftazidim). Utinnost fluorochinolont byla
limitovdna u kment Escherichia coli (5,4-24,4 %), Pseudo-
monas aeruginosa (39,5-50,0%) a Stenotrophomonas mal-
tophilia (25,0-37,5 %), pokles rezistence byl dokumentovan
u Klebsiella pneumoniae (24,2-15,5 %). Pokles Cetnosti rezi-
stentnich kmeni k amoxycilinu/kys. klavulanové byl pozoro-
van pouze u Acinetobacter spp. (63,6-25,0 %).

Vysledky regresni analyzy jsou prezentovany v tabulce 3.
V tabulce jsou uvedeny hodnoty koeficientu linearni regre-
se spole¢né s hodnotami spolehlivosti. Statisticky vyznam-
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nd linearni zavislost byla zjiSténa mezi expozici antibiotikim
fluorochinolonové fady arezistenci kment Enterobacter spp.
k fluorochinolonim (r=0,821; p=0,005). Statisticky
vyznamné negativni korelace byla zjiS§t€na mezi expozici
antibiotikim fluorochinolonové fady a rezistenci kment
Escherichia coli k fluorochinolonim (r =-0,994; p=0,004),
spotfebou gentamicinu a rezistenci kmenQ Klebsiella pneu-
moniae k tomuto antibiotiku (r=-0,882; p=0,012), spotfe-
bou cefotaximu a rezistenci kment Klebsiella pneumoniae
k cefotaximu (r=-0,965; p= 0,044), spotfebou amoxycili-
nu/kys. klavulanova a rezistenci kmenti Klebsiella pneumo-
niae k tomuto antibiotiku (r=-0,996; p=0,004) a spotfebou
netilmicinu a rezistenci kmend Pseudomonas aeruginosa
k tomuto antibiotiku (r=-0,998; p=0,030).

Diskuse

Price, kterou zde prezentujeme, patii do $ir$i analyzy hledani
vztahu mezi expozici antibiotik a vyvojem rezistence. Nava-
zujeme na projekt [15], jehoZ vysledky ukdzaly na moZny vztah
mezi vyvojem rezistence fluorochinoloni aamikacinu ve vzta-
hu k jejich spotfebé v prostiedi celé nemocnice. MoZnost toho-
to projektu byla ddna snadnym piistupem k informacim o expo-
zici 1éCiv a o vyvoji rezistence.

Analyza vztahu expozice antimikrobnich 1é¢iv a vyvoje rezi-
stence na Oddéleni klinické hematologie je obtiZné;jsi, proto-
Ze prostiedi ve sledované fakultni nemocnici v soucasné dobé
nedovoluje sledovat expozici 1é€iv pomoci pocitacové techni-
ky pro absenci databaze predepisovanych 1é¢iv na oddéleni.



Graf 1: Vyvoj selek¢niho tlaku aminoglykosidovych antibiotik a cefalosporint 3.generace (ve sloupcich) ve vztahu k vyskytu rezistentnich
kmeni Klebsiella pneumonie (spojené piimky).
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Graf 2: Vyvoj selek¢niho tlaku antibiotik fluorochinolonové rady a amoxycilin/kys. klavuldnova (ve sloupcich) ve vztahu k vyskytu rezi-
stentnich kmeni Klebsiella pneumonie (spojené primky).
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Graf 3: Vyvoj selekéniho tlaku aminoglykosidovych antibiotik a cefalosporinii 3. generace (ve sloupcich) ve vztahu k vyskytu rezistentnich
kmenu Acinetobacter spp (spojené primky).
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Graf 4: Vyvoj selek¢niho tlaku antibiotik fluorochinolonové fady a amoxycilin/kys. klavulanova (ve sloupcich) ve vztahu k vyskytu rezi-

stentnich kmeni Acinetobacter spp (spojené primky).
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Graf 5: Vyvoj selekéniho tlaku aminoglykosidovych antibiotik a cefalosporint 3.generace (ve sloupcich) ve vztahu k vyskytu rezistentnich

kmenti Pseudomonas aeruginosa (spojené primky).
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Naopak vyhodou je, Ze diky studiu dokumentace méme pii-
stup k plné informaci o expozici 1é¢iva.

Diiraz byl kladen zejména na hlavni, v literatufe ¢asto zmirio-
vany, rizikovy faktor pro osidleni multirezistentnimi bakteri-
alnimi kmeny, a to selek¢ni tlak antibiotik [4, 5, 15]. V nasi
studii jsme se zamé¥ili na kmeny gram-negativnich bakterii
a antibiotika, kterd jsou v 1é¢bé&/prevenci infekci zptisobenych
témito patogeny uZivina v praxi. Kvili potencidlni moZnosti
zkiiZené rezistence byla zaznamendvana kompletni antibio-
tickd expozice u jednotlivych pacientl.

Vyznam kmenQ Pseudomonas aeruginosa, Escherichia coli,
Enterobacter spp., Klebsiella pneumoniae, Acinetobacter spp
a Stenotrophomonas maltophilia, jako potencidlni ptivodce
bakteridlnich onemocnéni, ve fléfe pacient na hemato-onko-
logickych oddélenich byl opakované doloZen v recentnich stu-
diich [16-20].

Jsme si védomi problémil, které vyplyvaji z retrospektivniho
zpusobu sbéru dat, moZnou nedplnost prizkumu nebo pra-
béZné zmény v testovacich panelech jednotlivych antibiotik.
VySe uvedené vysledky rezistence zahrnuji pouze antibiotika,
ktera byla testovana stejnou metodikou v celém pribéhu sle-
dovaného obdobi.
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V na$i studii byla nalezena linedrni z4vislost mezi spotfebou
fluorochinolont a vyvojem rezistence kmeni Enterobacter
spp. k tomuto antibiotiku a spotfebou gentamicinu a rezisten-
ci kmenti Kiebsiella pneumoniae ke gentamicinu, pfesto jsme
zde zaznamenali vyznamné rozdily jednotlivych bakteridlnich
populaci.

V souladu s publikovanymi studiemi [6, 7, 8, 15, 23] naSe ana-
lyza potvrdila, pozitivni korelaci vztahu selek¢niho tlaku flu-
orochinolonil a vyvoje resistence Enterobacter spp k této sku-
piné antibiotik. U ostatnich Enterobacterii, E.coli, Klebsiella
pneumoniae nebyl tento vztah prokdzan. Pozitivni hodnota
regresniho koeficientu ukazuje, Ze na oddéleni s nizkym selek¢-
nim tlakem fluorochinolonil byla vét§inou zaznamenéna niz-
ka rezistence kment Enterobacter spp. Tato zavislost byla
pozorovana jiZ diive [16,18] a je vysvétlovédna jednak altera-
ci subjednotky A DNA gyrazy a jednak sniZenou akumulaci
antibiotika v burice. Naprosto odli§né zavislost byla zjiSténa
mezi spotfebou gentamicinu a rezistenci kment Klebsiella
pneumoniae ke gentamicinu. Tento trend neumime uspokoji-
ve& vysvétlit a toto pozorovani je v rozporu s obecné znamym
predpokladem, Ze ¢im niZ§i je selekeni tlak antibiotik, tim niz-
§i je rezistence bakteridlnich kment.



V literatufe se ndm nepodafilo najit sd€leni, které by potvrzo-
valo statisticky vyznamnou korelaci mezi spotiebou gentami-
cinu a rezistenci kment Klebsiella pneumoniae. Eldeen et al.
pozorovali niZsi vyskyt rezistentnich kment Klebsiella pneu-
moniae pii niZsi expozici aminoglykosidovym antibiotikiim.
Autofi vSak neprovedli dostatecnou statistickou analyzu [20].
Dalsi sdéleni uvadéji rovnéz statisticky vyznamny pokles
(nikoliv korelaci) rezistence kment Klebsiella pneumoniae ke
gentamicinu pii niZsi expozici gentamicinu [21-22].

Dalsi studie v§ak naznacuji, Ze vztah spotifeby arezistence mezi
expozici gentamicinu a rezistenci kment Klebsiella pneumo-
niae k tomuto antibiotiku neni tak jednoznac¢ny. Kolaf et al.
neidentifikovali statisticky vyznamnou zavislost [23]. Gerdink
et al. pozorovali statisticky vyznamny pokles rezistence po
vymén€ gentamicinu amikacinem. Po znovuzavedeni genta-
micinu do praxe autofi nezjistili Zddny vzestup rezistence
gramnegativnich bakteridlnich kment ke gentamicinu [24].
RovnéZ Mylotte neprokazal, Ze by navzdory pfevazujici expo-
zici gentamicinu doSlo béhem deviti let k vzestupu rezistence
gramnegativnich kment izolovanych z hemokultur [25].
Asensio et al. identifikovali expozici aminoglykosidiim a expo-
zici cefalosporiniim 3. generace jako nezavisly rizikovy faktor
pro zachyt multirezistentniho kmene Klebsiella pneumoniae
[26]. Také dalsi sdéleni uvadi podavani aminoglykosidovych
antibiotik jako rizikové pro nésledujici osidleni pacienti mul-
tirezistentnimi kmeny Klebsiella pneumoniae, Escherichia coli
a Pseudomonas aeruginosa. Kromé expozice aminoglykosi-
dovym antibiotikiim, vSak shodné& i v na$i studii, byla proka-
zanarovnéZ pozitivni asociace mezi expozici antibiotikim flu-
orochinolonové fady a nadlezem multirezistentnich bakteridlnich
kment [17] a asociace mezi expozici aminopeniciliniim s inhi-
bitorem beta-laktamézy a ndlezem multirezistentnich bakteri-
alnich kment [19].

V souladu s dal$imi sdélenimi [27], i v na$i studii, byla proka-
zana pozitivni asociace mezi expozici aminoglykosidiim a anti-
biotikiim cefalosporinové fady a nilezem multirezistentnich
kment Klebsiella pneumoniae a Pseudomonas aeruginosa.
Asociace mezi expozici aminoglykosidiim, cefalosporintim 3.
generace a aminopenicilinm s inhibitorem beta-laktamazy
a multirezistenci miZe byt vysvétlena existenci gentl koduji-
cichrezistenci k nékolika antibiotikiim [16, 22, 25, 27, 28, 29,
30].

Urcitym vysvétlenim, které vSak zlistdva pouze v rovin€ spe-
kulaci, by mohla byt zkiiZen4 rezistence nebo ,, koncentracni
zavislost* aminoglykosidovych antibiotik (nizkymi ddvkami
by mohly byt zplisobeny subinhibi¢ni koncentrace, které umoz-
tuji rist rezistentnich kmeni) [31,32].

Rezistence ke karbapenemuim je pfevazné zptisobena produk-
ci beta-laktamaz. Literatura uvadi, Ze dal§im mechanismem
pfispivajicim k tomuto jevu je alterace proteint vnéjsi mem-
brany [33]. Neddvno byly identifikovany plazmidy kédujici
multirezistenci k beta-laktdmovym antibiotikiim vcetné kar-
bapeneml. Ahmad akol. pozorovali selekci rezistentnich kme-
nt béhem terapie karbapenemy [34].

Multirezistentni kmeny Pseudomonas aeruginosa, Escheri-
chia coli, Enterobacter spp., Klebsiella pneumoniae, zpiso-
bujici epidemie v nemocni¢nim prostiedi, ¢asto produkuji
ESBL (Sirokospektré beta-laktamézy) [16, 17, 35, 36]. Ve
fakultni nemocnici je provadéna jejich detekce pouze u vybra-
nych kmen.

Pro sledovani vyvoje rezistence pomoci diskové difusni meto-
dy by bylo vhodnéjsi pracovat s evidovanymi prameéry inhi-
bi¢nich zon. Vhodné by byloipouZiti dat o testovani MIC, nic-
méné toto hodnoceni nebylo na sledovaném oddéleni
v uvedeném obdobi provadéno tak Casto, aby mohly byt zis-
kény relevantni vysledky o stavu rezistence mikroorganismtl.
Statistickd vyznamnost vzestupu nebo poklesu rezistence neby-
la hodnocena vzhledem ke kritkému sledovanému obdobi.
Bé&hem péti let byl vSak statisticky vyznamny pokles rezisten-
ce kment Klebsiella pneumoniae a Pseudomonas aeruginosa
vuci cefotaximu, ceftazidimu, gentamicinu, amikacinu a cip-
rofloxacinu pozorovén na neurochirurgické klinice JIP fakult-
ni nemocnice. Tohoto trendu bylo dosaZeno striktnim dodr-
Zovéanim hygienickych opatieni [37]

K zékladnim pfedpokladiim raciondlni antibiotické 1é¢by pat-
i vedle znalosti frekvence bakteridlnich patogend na kon-
krétnim oddéleni i informace o jejich rezistenci k antimikrob-
nim preparatim. Dal§im diileZitym faktorem, ovliviiujicim
vybér vhodnéjsi 1écby, je vyvoj bakteridlni rezistence v sou-
vislosti se selekénim tlakem antibiotik, coZ vyZaduje podrob-
né studium vlivu selekéniho tlaku antibiotik na citlivost bak-
teridlnich agens analyzou epidemiologickych dat, ziskanych
jak z ambulantni, tak nemocni¢ni praxe [38, 39].

I kdyZ je vyznam antibiotické politiky v nemocnicich stéle
nedocenén, predstavuje zakladni néstroj k regulaci rezistence.
Bylo publikovano sdéleni [40], ve kterém program kontroly
spotfeby antibiotik vedl ke sniZeni ndkladl na antibiotika
a zaroveii ke zvySeni citlivosti bakterii k antibiotikim. Tyto
programy kontroly pouZivani antibiotik maji své vyhody (sni-
Zeni ndkladi, snizeni nezddoucich tcinku antibiotik, lepsi vol-
ba pouZitého antibiotika), ale i nevyhody (zvySené ndklady na
administrativu, obtiZzné zavadéni do nemocni¢niho prostiedi
aj.). NaSe sd€leni miZe prispét k motivaci metodicky zvlad-
nout takovy typ analyz a dat tak do rukou antibiotickych cen-
ter dalsi zdroj informaci pro jejich praci.

S vysledky studie byli sezndmeni pracovnici antibiotického
stiediska Fakultni nemocnice v Hradci Krédlové. Ve fakultni
nemocnici se buduje systém monitorovani vyskytu nejcastéj-
Sich nosokomidlnich patogent, ktery je podkladem pro prici
nemocni¢niho hygienika, ktery na zdkladé¢ ziskanych poznat-
kt provadi hygienickd opatieni na konkrétnim pracovisti.
JelikoZ vime, Ze vyvoj rezistence a spotfeby tzce souvisi s mis-
tem a Casem, bylo by zajimavé srovnat vysledky s jinymi
nemocnicemi. Toto bychom radi provedli v dalsi analyze,
pokud bude zdjem z pracovist, kterd maji poZadovand data
k dispozici.

Podékovani: Studie vznikla za podpory CEZ: J13/98: 11600004.
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MOLEKULARNI ZMENY OVLIVNUJICI PROGRESI MALIGNIHO
MELANOMU

MOLECULAR CHANGES INFLUENCING PROGRESSION OF MALIGNANT
MELANOMA

BRYCHTOVA S.!, FIURASKOVA M.!, SEDLAKOVA E.., TICHY M. jr. 2, EHRMANN J. jr.}, BENES M.3,
BRYCHTA T.

! Ustav patologie, Labolatof molekuldrni patologie LF UP Olomouc
2 Klinika chorob koZnich a pohlavnich LF a FN Olomouc

3 Onkologick4 klinika FN Olomouc

4SPEA Olomouc, s.1.0.

Souhrn: Cilem price bylo sledovéni exprese onkoproteinu Myc, PDFG a bFGF u souboru 42 bioptickych vzork,
z nichZ bylo 11 noduldrnich melanomi (NM), 12 superficidlnich melanoma (SSM), 9 dysplastickych névti a 10 kon-
vencnich pigmentovych névi. VySetfeni bylo provedeno na tkdnovych fezech metodou nepfimé imunohistochemie
s pouzitim EnVision plus kitu. Zjistili jsme, Ze exprese Myc a PDGF byla signifikantné€ vy$si u nddorovych bunék nez
u benignich melanocytt. Nebyla prokazana vyznamné vyssi exprese bFGF. Tento protein vS§ak vykazoval rozdilnou
intraceluldrni distribuci. Sledované antigeny jsme prokdzali i ve stromdlnich elementech v okoli malignich 1ézi. Toto
zjiSténi podporuje hypotézu o vzidjemné kooperaci melanomovych bunék a bunék nddorového stromatu pfi rozvoji one-
mocnéni. Nelze vyloudit, Ze ovlivnéni nddorového stromatu miiZe byt jednou z cest, jak terapeuticky ovlivnit progre-
si maligniho melanomu.

Kli¢ova slova: maligni melanom, nddorové stroma, Myc onkoprotein, rtistové faktory

Summary: The aim of this study was evaluation of Myc oncoprotein, PDFG and bFGF expression in the file of a total
number of 42 bioptic specimens including 11 nodular melanomas (NM), 12 superficial spreading melanomas (SSM),
9 dysplastic naevi and 10 common naevi. Detection was performed on tissue sections by indirect immunohistochemistry
using EVision visualization system. We found that Myc and PDGF expression was significantly higher in malignant cells
in comparison to benign melanocytes. We did not prove higher bFGF expression. This protein however showed different
intracellular distribution. The antigen above was also detected in the stromal elements in the neighborhood of malignant
lesions. Our finding supports a hypothesis of mutual cooperation between melanoma cells and tumor stromal cells.
We can not exclude that affecting tumor stroma might be one of the ways how to therapeutically influence malignant

melanoma progression.

Key words: malignant melanoma, tumorous stroma, Myc oncoprotein, growth factors

Teoreticky uvod

Maligni melanom (MM) je vysoce zhoubny novotvar s rapid-
né nartstajici incidenct, ktery vychdzi z pigmentovych bun€k
derivovanych z neurdlni liSty. Jeho prognéza je doposud zalo-
zena hlavn€ na hodnoceni velikosti tumoru, hloubce invaze,
ulceraci a mitotické aktivité. Dané paramentry vSak zdaleka
neumoZiuji pfesnéjsi predikci tohoto onemocnéni. Stale pla-
ti, Ze MM je nador vysoce nevyzpytatelny, schopen metasta-
zovat kdykoli a kamkoli (Heenen a Laporte 2003). Z téchto
diivodi je vyzkum dalSich prognostickych faktort vysoce aktu-
alni.

Transformace normélnich melanocytt je provdzena Cetnymi
genetickymi alteracemi, umoZiiujicimi autonomni riist a nekon-
trolovanou proliferaci bunék, spojenou s poruchou regulace
bunécného cyklu (Halaban 1999). Genetické a cytogenetické
studie odhalily Siroké spektrum chromozomalnich abnormalit
a bodovych mutaci, vedoucich k inaktivaci nddorovych supre-
sorti pRb a jeho variant, p53, PTEN a CDKN2A/p16 (Koenig
22002, Tsao et al. 2003). RovnéZ jsou popisovany mutace a abe-
rantni exprese onkogent ras (Kraehn et al., 1995), c-kit (Las-
sam a Bickford 1992) a dalSich. Exprese nékterych onkogenti
je zavisla na faktorech zevniho prostiedi, z nichZ k nejvy-
znamnéj$im patii UV zéfeni. Doposud vSak Zadn4 zjiSténa gene-
tickd alterace nemiZe byt oznaCena jako faktor jednoznacné
podmitiujici biologicky potenciil tumoru nebo urcujici citli-
vost na terapii. Pfedpoklada se vSak, Ze molekulédrni analyza

genetickych zmén bude dillezitym doplitkem histologického
ndlezu, ktery v budoucnosti pomtzZe objektivné posoudit
vyznam jednotlivych genetickych alteraci.

Nadorova progrese neni jednozna¢né definovana pouze altera-
ci onkogentl a nddorovych supresoril v samotnych nddorovych
burikdach, ale signifikantni vyznam maji i zmény, ke kterym
dochdzi ve stromalnim mikroprostfedi obklopujicim nddorové
buriky a které souvisi s poruchami komunikace mezi timto mik-
roprostfedim a malignimi butikami (Hendrix et al. 2003, Muel-
ler a Fusenig 2002). Bylo prokazéno, Ze dochazi ke zménam
fenotypu nové vytvoreného reaktivniho stromatu, kde se méni
sloZeni a struktura extracelularni matrix, zvySuje se pocet zanét-
livych elementl a zvySuje se aktivita proteolytickych enzymi
(Borgono a Diamandis, 2004). K faktortim, které se nejvy-
znamnéji uplatiiuji v remodelaci stromatu patii ristovy faktor
odvozeny z desticek, fibroblastovy ristovy faktor a transfor-
macni ristovy faktor beta (PDGF, FGF, TGFbeta), skupina mat-
rixovych metaloprotedz (MMP) a jejich inhibitort (TIMP)
arodina vaskularnich rastovych faktortt (VEGF). Tyto fakto-
ry ovliviiuji pfeZivani, proliferaci, migraci nadorovych bunék
a indukuji angiogenezi. Interakce mezi nddorovymi butikami
a stromatem jsou vzdjemné (Fusenig, 2004). Jednak nadorové
buiiky samy reguluji sloZeni nidorového stromatu svou auto-
krinni a parakrinni produkci rastovych faktori, jejich recepto-
rt, regulacnich molekul a remodelujicich enzymii (Ramont et
al. 2003) a jednak podobnou aktivitu maji rovnéZ buiiky stro-
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malni. Nejvyznamnéj$i role je pfi-

Graf 1: Srovnani exprese c-Myc mezi jednotlivymi diagnézami.
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dazové aktivity. Poté byly fezy O Hskare 3-5
inkubovény pfes noc s primérni pro- 20 O H skére 6-9
tilatkou. Po promyti nasledovala 0
detekce byla provddéna pomoci —_— - ——— _—
EnVision plus (Dako Cytomation, benigni névy dyspl:asttclt.‘e superficialni  nodularni
Dansko) po dobu 60 minut p¥i poko- nevy melanomy  melanomy
jové teploté a vizualizace s AEC
(aminoetylkarbazolem). Hodnoceni bylo provedeno semi- c-myc
kvantitativn€ vypoctem H-skoére (procento pozitivnich bunék - - - -
nasobené intenzitou zbarveni). Vysledky byly statisticky ana- Hskore 0 | skére 12| skére35 | skore 69
lyzovany Chi-kvadrat testem (p<0.05). benigni névy 50 40 10 0
dysplastické névy 88 12 0 0
Vysledky o perficidlni melanomy | 43 25 16 16
Onkoprotein Myc (Graf 1), vykazoval granuldrni perinukle- Tularmi mel 37 0 5 15
4rni nebo difuzni cytoplasmatickou expresi (Obr 1). Vy&§i pri- [ 000 armi meranomy
tomnot tohoto onkoproteinu byla zaznamendna v buiikich
melanocytarniho piivodu. Myc byl viak rovnéZ disperzné pri- | ™Y€
tomen ve stromalnich fibroblatech a lymfocytech v okoli infilt- Hskore 0 | skore 1-2 | skore 3-5 | skére 6-9
rativné rostoucich tumori. Statisticky vyznamny rozdil benigni névy 90 0 0 10
v,exlgrem c-}\/lyc.bbyl zjidtén u Sl((l)l}())l;lg’ Nl(;/[ a ?Sl:/[ l\:e: STOVNA-  ["qcnastické névy 55 11 34 0
1(11:1) 20 (())g\ée)tncmml enignimi (p=0,033) a dysplastickymi névy perficilnt melanomy o 0 7 7
’ nodularni melanomy 36 0 28 36
Tabulka 1. c-myc
. H skore O | skore 1-2 | skoére 3-5 | skore 6-9
i14 klon/regi- T
protilatka | typ stracni &, firma fedéni benigni névy 0 20 50 30
PDGF mouse | P-GF.44C | Novocastra Laboratories Ltd.,UK | 1:100 dysplastické névy 67 22 11
FGF-2 rabbit | 147 Santa Cruz Biotechnology,USA 1:100 perficidlni melanomy 50 25 16
c-Myc mouse | 9E11 Novocastra Laboratories Ltd., UK | 1:50 noduldrni melanomy 28 9 45 18
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Obr. 5

Protein PDGF (Graf 2) byl lokalizovan pfevazné v cytoplas-
mé bunék, i kdyZ jsme sporadicky zaznamenali jsme i poziti-
vitu jadernou. Protein byl exprimovén epidermalnimi a foli-
kuldrnimi keratinocyty, vyrazné malignimi melanocyty a déle
burikami stromatu. Jednalo se zejména o fibroblasty v okoli
malignich 1éz{ a misty rovnéZ o endotelie (Obr 2, 3). Zcela oje-
dinéle byl protein exprimovan melanocyty konven¢nich név.
Statisticka analyza potvrdila signifikantné vys§i expresi PDGF
u malignich 1ézi ve srovnani s benignimi (p=0,0001 pro SSM
a p=0,035 pro NM).

Obr. 4

Obr 1: Cytoplasmatickd exprese onkoproteinu c-Myc v butikdch nodu-
larniho melanomu, zvétSeno 400x.

Obr 2: Difuzni, silné zbarveni PDGF v nddorovych buiikdch noduldrniho
melanomu, zvétSeno 400x.

Obr 3: Silnd pozitivita PDGF, zejména fibroblastii v nadorovém stroma-
tu nodularniho melanomu, zvétSeno 400x.

Obr 4: Jadernd exprese bFGF v intradermalnim pigmentovém névu, zvét-
Seno 400x.

Obr 5: Cytoplasmaticka lokalizace bFGF v buiikdch noduldrniho mela-
nomu, zvétSeno 200x.

Exprese bFGF (Graf 3) vykazovala rozdilnou lokalizaci
v zévislosti na povaze léze. Zatimco u melanocytil benignich
1ézi jsme pozorovali nuklearni expresi (Obr. 4), u malignich
melanocytl pfevazovala cytoplasmaticka pfitomnost tohoto
proteinu (Obr. 5). Jadernd lokalizace byla pfitomna i u ,,aty-

o ¢

pickych melanocyti vyzrévajicich intradermdalnich pigmen-
tovych névi. Protein byl rovnéz pfitomen ve stromdlnich fib-
roblastech. Signifikantni rozdily ve stupni exprese byly patrny
mezi skupinami dysplastickych névii a SSM (p=0,039), neby-
ly prokazéany vyznamné rozdily mezi konven¢nimi névy a NM.

Diskuze

ZvySena exprese rastovych faktori a onkoproteinu Myc
u malignich melanomil a to nejen pfimo v naddorovych buii-
kach samotnych, ale i v buitkich v bezprostiednim sousedstvi
malignich 1ézi, mZe svédcit pro vzdjemnou komunikaci mezi
obéma typy elementt. Tento fenomén nebyl pozorovén pou-
ze u pokrocilejsich stadii onemocnéni, ale i u stadii s po¢ina-
jiciinvazi. MiZeme tedy pfedpokladat, Ze tato zména souvisi
jiZ s ¢asnou fazi malignizace.
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Protoonkogen c-Myc je aktivovén u celé fady solidnich lid-
skych tumort. K jeho hlavnim t¢inkiim patii stimulace proli-
ferace bunék a inhibice jejich diferenciace. Prokédzalo se také,
Ze tento protein mé i vlastni transformacni potencial. Pfedpo-
kl4da se, Ze vy$si exprese tohoto onkoproteinu v nddorovych
burikach je asociovana s pokrocilejS$imi stddii onemocnéni
(Kraehn a kol. 2001). Myc miZe rovnéZ vyrazné ovliviiovat
proliferaci fibroblasti, a tak i sloZeni nddorového stromatu (Gu
a kol., 2001). Onkoprotein Myc je ve tkanich stabilizovan
pomoci FGF, coz je provdzeno zvySenou proliferacni aktivi-
tou bunék (Lepigiue a kol. 2004). Nddorové stroma pravde-
podobné nemd na nadorové buiiky jen podptlrny Ucinek, ale
predpoklada se i jeho pfimy transformacni vliv. Onkogenni
signély vychézejici z nddorovych myofibroblastl a potencial-
né i z jinych bunék (naptiklad endotelu) stimulovaly progresi
nenddorové bunécné populace v nddorovou. Tato progrese byla
spojovana se zménami genetické exprese a rliznymi genetic-
kymi alteracemi (Tisty, 2001, Philips a kol., 2001). Naopak
nadorové buiiky pienesené do nealterovaného prostfedi ztra-
tily sviij maligni potencidl.

Protein bFGF je zndm jako mitogen, ktery stimuluje lidské mela-
nocyty a podporuje riist melanomovych bunék (Scott a kol.
1991). Predpoklada se, Ze aberantni exprese tohoto faktoru pat-
1 k Casnym zmé&ndm melanocytarnich 1€z, které ovliviiuji pro-
liferaci a dediferenciaci bunék. ZvySena exprese bFGF mize
byt vyvoldna expozici ultrafialovym zafenim (Berking a kol.
2004). K poruse exprese bFGF dochazi pravdépodobné z ditvo-
diinaktivace nékterych nadorovych supresort (Halaban, 1993).
Halaban se spolupracovniky (1988) oznacuji bFGF jako jeden
zhlavnich faktor® ovliviiujicich rist melanomu a popisuji expre-
si bFGF pouze u malignich bunék. Tyto vysledky vSak nebyly
plné potvrzeny dalSimi autory, ktefi expresi bFGF sice rovnéZz
popsali v malignich melanocytech, ale konstatuji, Ze vzhledem
k jeho nélezu i v konvencnich benignich névech (Scott a kol.
1991) tento ristovy faktor rozhodné nemiiZe byt oznacen jako
marker transformace melanocyti. V naSem souboru jsme tento
protein detegovali u 1ézi maligniho melanomu, stejné jako
v benignich, zejména vyzravajicich névech. Doposud nepopsa-
nym fenoménem je také rozdilna intracelularni distribuce toho-

to proteinu. Zatimco u malignich melanocytt je protein lokali-
zovén intracytopasmaticky, u névovych 1ézi dominuje jeho
jaderna lokalizace. Je mozné, Ze pravé rozdilna lokalizace pro-
teinu miZe byt klicem k dal$§imu pochopeni, jak miZe bFGF
ovliviiovat riist malignich 1ézi nebo stimulovat produkci vaziva
a vyzravani konvencnich pigmentovych névi.

Vyraznou mitogenni aktivitu spojenou se stimulaci nadort
muZe miti PDGF (Furuhashi akol., 2004). Jeho zvySena expre-
se neni popisovana pouze v butikdch priméarnich koznich mela-
nomd, ale i v jeho metastazach (Barnhill a kol., 1996). Zaji-
mavym zjisténim je i skute¢nost, Ze PDGF md i transformacni
aantiapoptoticky potencidl (Heldin a Westermark, 1999). Kro-
mé naddorovych bunék je faktor produkovén i aktivovanymi
makrofagy a fibroblasty, endotelem a hladkou svalovinou cév
a epidermalnimi keratinocyty. PDGF déle stimuluje rozvoj
nadorového stromatu a novotvorbu krevnich a lymfatickych
cév. PDGF rovnéZ indukuje desmoplazii a to plisobenim na
stromdlni fibroblasty, které se jeho ti¢inkem diferencuji v myo-
fibroblasty. Myofibroblasty v nidorovém stromatu (nddorové
myofibroblasty) produkuji ristové faktory jako napiiklad
VEGF (vaskularni endotelidlni riistovy faktor), protedzy a sku-
pinu MMP (matrixovych metaloprotedz) (Mueller a Fusenig.
2002). Experimentalné€ bylo prokdzano, Ze melanomové buii-
ky, které zvySené exprimovaly PDGF, indukovaly desmopla-
zii stromatu s ¢etnymi krevnimi cévami. Naopak, buiiky mela-
nomu bez exprese PDGF tvofily tumory chudé
vaskularizované a nekrotizujici, bez zmoZené pojivové tkané
(Tuxhorn a kol. 2001).

Zavérem muZeme shrnout, Ze sledované faktory Myc, bFGF
a PDGF byly prokdzany nejen v malignich buiikdch samot-
nych, ale i v okolnich stromdlnich elementech. Toto zji$téni
podporuje hypotézu o vzijemné kooperaci melanomovych
bunék a buné¢k nadorového stromatu pfi rozvoji onemocnéni.
Ukazuje se, Ze stejné jako u jinych solidnich nadori, takiu MM
muZe byt ovlivnéni nddorového stromatu jednou z cest, jak
terapeuticky potlacit jeho progresi.

Podékovani: Prace byla podpofena grantem IGA MZ CR
1A/8245-3/2004 a MSM 6198959216.
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VYSLEDKY DOBI VYSETRENI V MASARYKOVE ONKOLOGICKEM USTAVU

THE RESULTS OF DOBI EXAMINATIONS IN MASARYK MEMORIAL
CANCER INSTITUTE

BARTONKOVA H., STANDARA M., SCHNEIDEROVA M.
RDG ODDELENI, MASARYKUV ONKOLOGICKY USTAV BRNO

Souhrn: #cel: Zhodnotit novou vySetfovaci metodu pro diagnostiku nadort prsu zaméfenou na méfeni prostupnosti Cervené-
ho svétla prsem a zaznamendni odezvy na tlakovy podnét, ktery vyvoladvd zmény v objemu protékajici krve.

Soubor a metoda: 100 Zenam vySetfenym na RDG oddéleni Masarykova onkologického dstavu v Brn€ mamografii bylo v pfi-
padech, kdy mamografie prokazovala podezfelou 1ézi, nasledn€ provedeno vySetfeni metodou dynamicko optického zobraze-
ni prsu (Dynamic Optical Breast Imaging - DOBI). V§em Zenam byla poté provedena z podezielého mista cilend core-cut biop-
sie a zhodnocena citlivost a pfesnost DOBI ve srovnani s mamografii.

Vysledky: Senzitivita 71% i specificita 64% DOBI vySetfeni z na$i studie diava nad&ji na mozné vyuZiti této nezatéZové meto-
dy v budoucnu k detekci malignich 1ézi prsu.

Summary: Purpose: The purpose of our study was to evaluate an upcoming breast cancer diagnostic modality based on mea-
surements of the red light absorption in the breast and response on pressure stimulus inducing circulating blood volume chan-
ges. Patients and Method: Patients (n=100) with suspicious mammography finding underwent Dynamic Optical Breast Ima-
ging (DOBI) followed by core-cut biopsy in Masaryk Memorial Cancer Institute. Sensitivity and specificity were calculated
to compare DOBI with mammography. Results: Both sensitivity and specificity (71% and 64% respectively) indicates that

DOBI can be a promising minimum-stress method in malignant breast lesion detection.

Uvod

Metody, které prispivaji k diagnostice zhoubnych nadori, jsou
fadu let v popfedi zdjmu lékait a vyzkumnych pracovniki,
nebot maligni tumory jsou v Ceské republice po ischemické
chorobé srde¢ni druhou nejcastéjsi pti¢inou smrti. Zhoubny
nador prsu je u nds nejcastéjSim zhoubnym onemocnénim
u Zen, proto v§emu, co miZe prispét k jeho v€asnému zachy-
tu, je vénovana maximalni pozornost 1ékait a védeckych pra-
covnikd, zabyvajicich se touto problematikou.

K ¢asnému zachytu zhoubného novotvaru prsu v Ceské
republice nesporné prispélo a nadale ptispiva spusténi mamo-
grafického (MG) screeningu v zafi 2002. V poslednich letech
se vSak vénuje pozornost i novym zobrazovacim diagnostic-
kym metod4dm vySetfeni prsu, zejména laserovému zobraze-
ni prsu (CTLM — CT Laser Mammography ) a optickému
zobrazeni tkané mlécné Z1azy ( DOBI — Dynamic Optical Bre-
ast Imaging).

Princip DOBI je obecné zaloZen na poznatku, Ze butiky tvoii-
ci nddor vyZaduji staly pfisun Zivin a zejména kysliku a sou-
Casné se zbavuji odpadnich produktl svého metabolismu /1/.
Rostouci tumor si tvoii sit kapildr, kterou jsou Ziviny a kyslik
privadény ve stile vétsi mite. SloZity proces, vedouci k tvor-
bé novych cév nddoru se nazyva angiogeneze, respektive neo-
angiogeneze /obr. 1/.

Neoangiogeneze a jeji formy jsou intenzivné studoviny
zejména u karcinomu prsu. Neoangiogeneze se v prsu v sou-
Casné dob¢ stanovuje biopsii vzorku prsni tkané. ZvySena
vaskularita spojend s riistem malignich tumor miZe byt zmé-
fena stanovenim tzv. mikrovaskuldrni denzity (MVD). V sou-
Casnosti je hlavnim tikolem standardizace hodnoceni MVD
obrazu/3/. V neddvné dobé jiz bylo na né¢kterych studiich zdo-
kumentovéno, Ze vysokd hodnota MVD koreluje s pfitom-
nosti lokoregionélnich i vzdalenych metastaz /2/, a vytvari tak
vztah mezi pfitomnosti neoangiogeneze a invazivity u karci-
nomu prsu/5,6/. Tato soudobad zji$téni naznacuji, Ze vyssi hod-
nota MVD u karcinomu prsu by mohla slouzit jako predik-
tivni faktor.

Blood vessel

Obr. 1

Mamografie je v soucasnosti nejpouzivanéjsi vysetfeni prsu
v detekci karcinomu prsu. Nelze opomenout ani ultrazvukové
vySetieni prsu, u Zen stfedniho a vys§iho véku vSak vzdy nasle-
duje aZ po mamografii a soucasné vyZaduje znacnou erudici
vySetiujiciho 1ékare. Pak se vSak jednd o metodu nesmirné
vytéZznou z hlediska senzitivity i specificity. Mira detekce
u mamografie se vyznacuje Sirokou variabilitou. Kolb uvadi
celkovou senzitivitu a specificitu u mamografického scree-
ningu 68 % aZ 88 % resp. 82 % az 98% /7/. Citlivost mamo-
grafického vySetfeni je vyS$i u Zen ve véku nad 50 let (vyssi
senzitivita i specificita u involu¢ni Z1azy s tukovou prestav-
bou) ve srovnini se Zenami mladSimi 50 let (vy$si procentu-
alni zastoupeni typu Zlazy neredukované, denzni). Jini autofi
uvadi, Ze vék silné ovliviiyje citlivost mamografie, kterd byla
nejvyssiuZen ve vékové skupiné od 60 do 69 let (87,0 %) a nej-

KLINICKA ONKOLOGIE 18 4/2005 149



niZ8iuZen ve véku 30 az 39 let (67,9 %) /8/. Tato zji$téni nazna-
Cuji, Ze je treba zlepsit vySetfovaci moznosti v diagnostice kar-
cinomu prsu u mladsich Zen au Zen s vy$si denzitou tkané prsa.
Bylo zjiSt€no, Ze zvySend vaskularita asociovand s rstem
malignich 16zi se jednoznacné odliSuje od vaskularity pozoro-
vané u normdlni zdravé tkané. Systém dynamicko-optického
zobrazeni prstt (DOBI) pfistrojem ComfortScan detekuje jeden
z t€chto rozdilt hodnocenim absorpce svétla pii aplikaci vnéj-
Sich tlakovych stimulil v ¢ase. V disledku tohoto tlakového
podnétu dynamické chovani optickych vlastnosti tkan€ vytva-
i rizné dynamické profily pro oblasti s abnormalni vaskula-
rizaci ve srovnani s vaskularizac{ okolni normalni prsni tkdné.
Meéftenim propustnosti cerveného svétla pres prsni tkén a zazna-
mendvanim pfechodné odpovédi na tlakové podnéty je systém
ComfortScan schopen odliSovat oblasti prsit s abnormalni
vaskularizaci od oblasti s normalni tkani. U¢elem systému
ComfortScan jako diagnostického nastroje je neinvazivni roz-
liSeni mezi specifickymi optickymi profily rizné vaskularizo-
vanych oblasti a tim i poskytovéni dopliiujicich informaci pro
1ékafe ohledné angiogenetického stavu suspektni oblasti.
Systém ComfortScan jako pomocné vySetieni k mamografii
je urcen k ziskdvani informaci, které mohou pomoci lékafi
v diagnostickém postupu a potencidlné i v doporucenich pro
1écbu.

MATERIAL A METODIKA

V Masarykové onkologickém ustavu bylo béhem 5 mésici
roku 2004 vySetfeno v klinické studii 100 Zen na ComfortS-
canu. Byly vybrany pouze Zeny, které na predchizejici
mamografii mély patologicky ndlez loZiska nebo podezfeni
na loZiskovy proces v prsu. VSem témto Zendm byla po
mamografii a DOBI vySetieni provedena cilend core-cut
biopsie z podezielého mista. Hodnoceni obrazu z Comfort-
Scanu bylo provedeno v den tohoto vySetfeni, nejpozdéji
nésledujici den a vZdy predchézelo informaci o histologic-
kém nalezu, tak aby vysledky hodnoceni DOBI nemohly byt
ovlivnény.

Vlastni vySetfeni ComfortScanem je pro Zenu podstatné
prijemnéjsi nez vySetfeni mamografii. U pfistroje Com-
fortScan Zena stoji, je provddéna pouze jedna kraniokau-
délni projekce pfi velmi mirné kompresi prsu pruZnou pri-
hlednou membranou pfistroje, ktery celkovou vizadZi
i velikosti mirn€ pfipomind mamograf. Pfi vySetfeni je prs
umistén na vySetfovaci desku pfistroje a jemné kompri-
movan pomoci nafukovaci silikonové membrany. Na vySet-
fovaci desce je umistén zdroj svétla (LED iluminatory).
Zdroj svétla se automaticky nastavi tak, aby osvétloval prs
ve stavu, kdy je membrédna nafouknuta. Tlak na vrcholu
vySetfeni dosahuje 3x niZ$i hodnoty nez pfi RTG mamo-
grafii, tedy zhruba 10 mmHg. Svétlo prochdzejici prsem se
zaznamendva v casové posloupnosti po dobu asi 30 sekund
vysoce citlivou digitidlni kamerou (CCD). Dynamicky se
ménici obrazy se uklddaji do digitdlni paméti a zpracovéa-
vaji pfisluSnym softwarem tak, aby se zdUraznily rozdily
v ¢asovych kolisanich intenzity iluminace mezi normalni
(benigni) a maligni tkani.

Vysetfeni celkové trva cca 12 —13 minut od vstupu do vySet-
fovny a vSechny Zeny ho zvladly velmi dobte.

U kazdé Zeny, zafazené do studie, byl vyplnén i klinicky pro-
tokol obsahujici kompletni anamnestické udaje s dirazem
pfedchozi ¢i soucasné podavani hormondlnich preparatl
a ostatnich 1éciv.

VYSLEDKY

V tabulce 1 jsouuvedeny vysledky hodnoceni obrazti z mamo-
grafie (MG), kterd vZdy pfedchédzela DOBI vySetieni. V tabul-
ce 2 je zhodnoceno vySetfeni DOBI. Pfi posuzovani obrazi
z DOBI hodnotici neznala ani vysledky MG vySetfeni nehod-
notila ani vysledek histologie. U obou typt vySetieni je sou-
Casné vypocitana senzitivita a specificita vySetfeni.
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Histologie Shoda s MG Neshoda s MG
Benigni 59 22 (TN) 37 (FP)
Maligni 41 37 (TP) 4 (FN)
Senzitivita TP/ TP+FN 90 %
Specificita TN/ TN+FP 37 %
Negativni
prediktivni TN/ TN+FN 76 %
hodnota

Tab. 1
Histologie Shoda s DOBI Neshoda s DOBI
Benigni 59 38 (TN) 21 (FP)
Maligni 41 29 (TP) 12 (FN)
Senzitivita TP/ TP+FN 71 %
Specificita TN/ TN+FP 64 %
Negativni
prediktivni TN/ TN+FN 76 %
hodnota

Tab. 2

Obr. 2 DOBI ComfortScaner

Vysledky mamografii podle Sestistupiiové klasifikace BI-
RADS jsme zafadili do skupiny MG-pozitivni nebo MG-nega-
tivni stejné jako se pouZivd toto hodnoceni v MG screeningu
vysledek mamografie BI-RADS 1, 2 a 3 do skupiny negativ-
nich a vysledek BI-RADS 0, 4 a 5 do skupiny pozitivnich
mamografii. Na hodnoceni denzity Zlazy byla pouZita pé&ti-
stuptiové klasifikaci dle Tabéra (Tabér [ az V).

Ve srovnani s pomérné vyrovnanymi hodnotami senzitivity
i specificity u DOBI jsou stejné parametry u mamografie zie-
telné rozdilné. Senzitivita i specificita mamografie byla v nasem
souboru nepochybné ovlivnéna piredev§im pomérné Castym



vysledkem mamografie BI-RADS 0 (60% ze vSech vysledkil
v kategorii BI-RADS 0,4,5) u denzni struktury prst. V naSem
souboru prevladala u vétSiny vySetfovanych Zen stfedné denz-
ni Zl4za typu Tabar I (51%). Vyrazné€ denzni Z14za typu Tabar
IV a Tabéar byla ve 13% vsech vySetfovanych Zen. Denzni typ
prsu byl tedy celkové u 64% vySetfovanych Zen, procentudl-
ni zastoupeni involu¢nich typti Tabér II a III bylo 36%.
U denzniho typu prsu logicky zaznamendvame Castéji vysle-
dek BI-RADS 0, ¢imZ je samoziejmé sniZovéana specificita
vySetfeni.

DISKUSE

Progredujici novotvorba cév spojend s nartistem malignich 1ézi
se li§1 od vaskularniho z4sobeni benignich 1ézi a normélni prs-
ni tkang. Patologicka vaskularita se chova odli$né i v odpové-
di na mirny tlak (pfiblizné 10 mm Hg). Systém DOBI Com-
fortScan umoZiiuje méfeni prostupnosti ¢erveného svétla
prsem a zaznamendva odezvu na tlakovy podnét, ktery vyvo-
lavazmény v objemu protékajici krve. Pohlcovéni svétla v oko-
li malignity je ve srovnéni s absorpci v benigni nebo normal-
ni tkdni zvySené. DOBI systém je urcen pravé ke zjiStovani
tohoto rozdilu, coZ umoziiuje rozliSeni malignich a benignich
oblasti. Zkouma dynamické chovani a optické vlastnosti prs-
ni tkdn€ a rozpoznava typicky kontrast pro maligni poruchy ve
srovnani se sousedni normalni tkani prsu.

Z vysledkd je ziejmé, Ze rozdily senzitivity a specificity obou
hodnocenych metod nejsou vyrazné. V této souvislosti je nut-
né si soucasné uvédomit, Ze metoda DOBI je zcela nové a a¢

hodnotici 1ékatka pro$la Skolenim, nelze prvotni zkuSenosti
s hodnocenim porovndvat s letitymi zkuSenostmi s hodnoce-
nim mamografii. Obrazy jsou navic naprosto odli$né od kla-
sickych rentgenovych snimki. Orientacné lze uvést, Ze se vic
pfibliZuji obraztim z vySetieni v nukle4drni mediciné.

Také hodnocené soubory jsou prozatim velmi malé, literatura
v souCasné dobé uvadi pouze jednu zahrani¢ni malou studii
0 DOBI vySetfovani ve Francii z letoSniho roku /8/ s podobnym
zavérem, jaky predkladdme my. VéEtSi soubory Zen vySetfenych
DOBI ComfortScanem v del§im ¢asovém horizontu nesporné zie-
telnéji napovi, zda je moZné pocitat do budoucna se standardnim
zafazenim DOBI vySetieni v diagnostice malignich 1ézi prsu. Zna-
menalo by to zfetelny zisk nejen z hlediska rozsiteni diagnostiky,
ale predevsim z hlediska radia¢ni z4t¢Ze, kterd u dynamicko-optic-
kého zobrazovani je samoziejmé nulova. Tim by byla tato meto-
da velmi vhodnd k vyuZiti v mamografickém screeningu.

ZAVER

Jako prvni pracovisté v Ceské republice a jedno z mala ve
svété provedl Masaryktv onkologicky ustav v Brné kli-
nickou studii DOBI vySetfovani prst. Uvodni vysledky
u metody, kterd je zcela novd, radia¢né nezatéZujici
a vySetienymi Zenami velmi dobfe sndSend, ddvaji nadéji
na dalsi, zejména softwarovy rozvoj a standardizaci hod-
noticich parametri. Soucasné bychom radi zduraznili
potiebu kvalitni erudice hodnoticich lékafd, kterou pokla-
ddme za enormné dileZitou a velmi ovliviiujici vysledky
vySetfeni.
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sdeleni

POMUCKA PRO VYBER MATERIALU PRO ORIENTACI PREPARATU
V MAMMARNI CHIRURGII

A CLUE FOR CHOOSING APPROPRIATE MATERIAL FOR SAMPLE
ORIENTATION IN BREAST SURGERY

FAIT, V.1, SCHNEIDEROVA, M.2, CHRENKO, V.!

'MASARYKUV ONKOLOGICKY USTAV, ODDELENI CHIRURGICKE ONKOLOGIE
2MASARYKUV ONKOLOGICKY USTAV, ODDELENI RADIODIAGNOSTIKY

Souhrn: Jednim z problémil v konzervativni chirurgii prsu je lokalizace a poopera¢ni orientace resekdtu. Nejjednodus$im zpi-
sobem orientace je pouZiti dvou znacek ve dvou na sebe kolmych rovinich. Doporucujeme oznacit- naloZit orientacni stehy
pfed kompletnim vyjmutim preparatu, ¢imz se zamezi zméné sméru. V pripadech, kdy jsou odstraiiovany mikrokalcifikace, je
nezbytnosti ,,specimen radiography*. Tehdy je vhodné vyuZiti relativné radiokontrastniho materialu. Popisujeme jednoduchou
a lacinou metodu vybéru nejvhodnéjsiho materidlu — snimek fady vzorkut stehti.

Klic¢ova slova: karcinom prsu, specimen radiography, znaceni, konzervativni chirurgie prsu

Summary: One of specific problems in breast conserving surgery is localization and postoperative orientation of the tissue
specimen. The simplest way for orientation of a tissue sample is inserting of two marks showing two perpendicular directions.
Our recommendation is insertion of these two marks - stitches - before complete removal of the sample in order to avoid a shift.
In cases of microcalcification removal specimen radiography is essential. In these cases it is beneficial to use radioopaque mate-
rial. Here we present a simple and inexpensive method for choosing of suitable material — x-ray of a series of stitch samples.

Key words: breast cancer, specimen radiography, marking, breast conservation

Uvod

Konzervativni chirurgie prsu je jiZ v§eobecné pfijatym postu-
pem. Navzdory zdanlivé jednoduchosti skute¢né kvalitnich
vysledku 1ze dosahovat pouze pfi systematickém soustfedéni
pacientek do specializovanych center.

Chirurg ve své snaze co nejdokonaleji odstranit patologicky
proces v prsu pfi co nejmensim poskozeni tvaru prsu nardzi
pravidelné na nékolik problémd.

Jednim z problémt je lokalizace nehmatnych nebo $patné
hmatnych loZisek. Potfeba lokalizace je v soucasné dobé, pri
prevazujicim podilu pacientek zachycenych mammologickym
screeningem stale vyraznéjsi. Dal§im problémem je zajiSténi
kompletnosti resekce, ktera patii k zdkladnim predpokladiim
uspésné konzervativni chirurgie’.

Lokaliza¢nich technik je celd fada. Lokalizovat 1ze pomoci
mammografie nebo sonografie, k samotnému oznaceni loZis-
ka lze pouZit zavedeni dratku k loZisku, tetovdZ pomoci bar-
viva (suspenze karbonu nebo tetovaci barvy), aplikace radio-
aktivni znacky k loZisku nebo i prosté zakresleni na kizi.
V nékterych pripadech je dokonce nejjednodussi pfesny popis
polohy dle mammografie. Pfi nezac¢astnéném pohledu se pro-
blematika miZe jevit pomérné jasné a vyfeSend, ve skuteCnosti
vSak v§echny metody maji své nedostatky a prozatim neni moz-
no se uchylit pouze k jedné moZnosti.

Samostatnym problémem je pak oznacovani rozsahu tumoru
pred neoadjuvantni chemoterapii.

Bez ohledu na metodu lokalizace (tedy i pfi vyhleddni hma-
tem) je pak vZdy nutné diikladna kontrola kompletnosti resek-
ce patologem se zp&tnou vazbou k operatérovil. Zde pro pfi-
pady nekompletnich resekénich okraji je nutny zavedeny
systém orientace operacnich preparatii pro moznost cileného

doresekovéniZ.
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U pacientek, unichZ pfi mammografické diagnostice byly nale-
zeny maligni mikrokalcifikace, je nutné také kompletni odstra-
néni t€chto mikrokalcifikaci. Toto 1ze pomé&rné rychle pero-
peracné zabezpecit rtg vySetfenim prepardtu ,,specimen
radiography®. Pro ptipady, kdy mikrokalcifikace vyZaduji
doresekovani, je opét vyhodné, aby i rentgenolog byl co nej-
1épe informovan o orientaci preparatu.

Samotna technika

Metod orientovani opera¢niho prepardtu je opét vétsi mnoz-
stvi, z4sady jsou vSak podobné. V literatuie se 1ze setkat s riiz-
né sloZitymi systémy, nicméné k urceni orientace trojrozmeér-
ného télesa je zapotiebi znat dva na sebe kolmé sméry, které
je nutno adekvatnim zplsobem oznacit. Vybér oznacenych
smért a druhu znacek je nepodstatny, pochopitelnou volbou
je co nejjednodussi zplsob.

Na naSem pracovisti bylo jako relativné nejjednodussi zvole-
no oznaceni ventralniho sméru a sméru kranialniho dvéma rtiz-
né dlouhymi stehy. Zasadou nakladani stehti je oznaceni dfi-
ve, neZ je cely preparat vytnut, ¢imZ se snaZzime v co nejvetsi
mife zabranit ndsledné zméné orientace. Technika se ve spo-
lupréci s patologii osvédcila a prozatim nemdme davod ji
nahrazovat sofistikovanéj$imi metodami.

Jisty problém u této metody nastdval v ptipadech, kdy resekat
byl prvné snimkovan. V nékterych pripadech nebyly znacky
na mammogramu zietelné.

Pro tento tcel bylo nutno najit nejvhodnéjsi zptisob znaceni.
Nabizelo se pouZiti koralkd, kontrastnich klipt, nebo i speci-
alnich rtg kontrastnich stehli. Vzhledem k tomu, Ze nim byla
zndma velmi dobrd rozliSovaci schopnost mammografu i pii-
pady, kdy jsou na mammografiich viditelné nevstfebatelné ste-
hy po pfedchozich operacich, rozhodli jsme se nejprve jedno-



Obr. 2. Rada stehit riizné sily na mammografu pied osnimko-
vdnim.

Obr. 3. Snimek rady stehii.

Obr. 5. Prepardt v mammografu.

N

duchym zpisobem vyzkouSet béZné dostupné materidly.
Pouzili jsme vzorky béZného nevstiebatelného Siciho materi-
alu oriznych tloustkach, konkrétné silonu a terylénu, tyto jsme
sestavili na projek¢ni plochu ve vzestupnych fadach, jednot-
livé stehy jsme pro odliSitelnost oddé€lili jednoduchymi kon-
trastnimi znaCkami z kancelarské sponky. Rady byly osnim-
kovéany a nejkontrastnéjSi materidl byl pouZit pfi nejblizsi
operaci tohoto typu. Snimky prokazaly dostatecny kontrast
Sictho materidlu, zv1asté po elektronické tpravé kontrastu,
a tedy vhodnost pro dal$i pouZivani.

Vcelku logickym nélezem bylo, Ze nejlépe viditelné byly ste-
hy vétsich tlousteék, v naSich podminkdch mél vyrazné lepsi
viditelnost Teryléne oproti silonovym stehiim.

Diskuse a zavér

V literatufe se 1ze setkat s pomérné komplikovanymi postupy
zabezpeceni orientace pro patologa, pfikladem muZe byt
postup Loha a spol., ktefi resekovany preparit pfifixuji k stra-
nové orientovanému kartonu s vystfizenym tvarem prsu. Vyho-
dou tohoto postupu miiZe byt zachovani mista uloZeni reseké-
tu v prsu. Otdzkou je, zda pravé tato informace ma pro dalsi
terapii zdsadni vyznam, navic je obsaZena jak v misté uloZeni
jizvy, tak v popisu operace a v umisténi kontrastnich znacek
v prsu. Za z4sadni nevyhodu jak tohoto postupu, tak i nékte-
rych podobnych povaZujeme nutnost preparat nejprve vyjmout
a teprve poté orientovat. Mnoho operatéru sice tvrdi, Ze jsou
schopni po vyjmuti preparatu tento spravné zorientovat, ale
staci je pozorné sledovat a velmi rychle se presvéd¢ime o opa-
ku. Z tohoto divodu se domnivame, Ze nejptesnéjsi lokaliza-

153

KLINICKA ONKOLOGIE 18 4/2005



Obr. 6. Snimek prepardtu.

ce 1ze docilit umisténim znacek pied tplnym uvolnénim pre-
paratu, kdy neni je$t€ mozna rotace preparatu. Umisténi pou-
ze dvou na sebe kolmych znacek sice urcuje pouze orientaci,
ale v pfipad¢€ nutnosti doresekce informace o kritickém okra-
ji a klinicky nélez plné dostacuji k pfesnému urceni oblasti
k doresekovani.

Urceni pfesné orientace prepardtu pii specimen radiography je
zalezitost pomérn€ opomijend. Pi pfitomnosti mikrokalcifika-
ci, po osnimkovéni ve dvou na sebe kolmych rovinich je mnoh-

Obr. 7. Snimek po elektronické iiprave kontrastu — pro vidi-
telnost pri tisku vyrazné vyssi.

dy moZno orientaci urcit i podle konfigurace mikrokalcifikaci
pfi srovnéni s pivodni mammografii*. Vzhledem k tomu, Ze
projekce pochopitelné nemusi souhlasit, mize byt srovnani
nékdy pomérné obtiZné, zv1aste v situaci, kdy ¢4st mikrokalci-
fikaci chybi. MoZnost ur€eni orientace pomoci dvou stehli pak
je pro rentgenologa vitana. VyzkouSeni viditelnosti jednotli-
vych druhi Siciho materidlu na mammogramu je pak zcela jed-
noduchou procedurou, kterd miZe zlepsit pfesnost i komfort
metody bez zbyte¢nych ndkladii na specidlni znacky.
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informace

VéZeni ptatelé a kolegové,

v lofiském roce jsem mél moZnost navstivit centrum moderni hospicové péce - St. Christopher’s hospice v Londyné-
-Sydenhamu.

Samotny pobyt byl pro mé vrcholem jedné Zivotni etapy, jakymsi zhodnocenim smyslu mého soucasného pracovniho zamé-
feni a vyznamnou inspiraci do budoucna.

Dostal jsem moZnost poznat, jakou obrovskou silou disponuje hnuti, kterého jsme v paliativni mediciné€ soucasti a nebylo
moZné si nev§imnout tcty, kterou na kazdém mém kroku po anglickych hospicech poZivala Zena, jeZ stdla u jejich zrodu Dame
Cicely Saunders.

O to vice mné stejné jako jist€ mnoho dalSich lidi, zapalenych po celém svété pro paliativni péci, oslovila zprava od ptatel ze
Sydenhamu, kterou jsem v patek 15. 7. 2005 naSel rdno v pocitaci. Byla velmi kratka a fikala, Ze pani Cicely Saunders, 1ékat-
ka, graduovana zdravotni sestra i socidlni pracovnice, nositelka fady ocenéni, vyznamendni a mezinarodnich cen, ale prede-
v§im zakladatelka moderniho hospicového hnuti, zemfela ve svych 87 letech na lizku zafizeni, v jehoZ zrodu a rozvoji byla
ustfedni osobou - St. Christopher’s hospice v Londyné-Sydenhamu.

Dame Cicely Saunders si ziskala tctu, obdiv i mezinarodni véhlas pro sviij prispévek v péci o zmirnéni utrpeni umirajicich.
Stovky hospicti v Britanii a vice jak 95 dal§ich zemich byly inspirovany hospicem St. Christopher’s v Sydenhamu, ktery zalo-
Zila v roce 1967.

St. Christopher’s hospice se pokusil z jeji iniciativy poprvé realizovat paliativni péci pro termindln€ nemocné centralizova-
nou na pacienta, kombinujici emociondlni, spiritudlni a socidlni podporu se specializovanou lékatsko-sesterskou péci. Tato pra-
xe byla jiZ mnohokrate kopirovéna a rozvijena. Soucasny St. Christopher’s hospice poskytuje péci vice jak 2000 pacientiim
a jejich rodindm ro¢né a vyskolenim vice jak 60000 profesionalli ovlivnil standart péce o umirajici napfi¢ celym svétem.

Planovani umisténi a financovani hospice v Londyné-Sydenhamu trvalo roky. Zde Cecily Saunders vyzkousela v§echny své
predstavy o moznostech kombinace kvalitni 1ékai'ské péce s podporou pacientt a jejich rodin v domécim prostiedi, cimZ méni-
la existujici pohled na péci o umirajici v praxi. BEhem boje o finan¢ni i odborné zézemi této péce se Cecily Saunders ukézala
byt zdatnym vedoucim lékafem, témér genidlnim fundraiserem, houZevnatym spravcem a celosvétovym zastdncem hospicové
mySlenky. Bylo zfejmé, Ze dosédhla toho, co si dala za cil.

Jeji vliv na mysleni zdravotnikll v pé¢i o umirajici se nejvice projevil tehdy, kdyZ anglicka Krdlovska 1ékatska spo-
leCnost uznala paliativni medicinu za samostatny 1ékafsky obor. KdyZ byla v roce 2002 zah4jena ¢innost Nadace Ceci-
ly Saunders, jeji reputace privedla nejvyznamnéjsi specialisty Severni Ameriky a Austrilie k icasti v mezindrodnim
védeckém poradnim vyboru. Cile nadace jsou, promitnout vyzkum evidence based medicine do vSech aspektl palia-
tivni mediciny a péce o umirajici, s diirazem na multiprofesionalni spoluprici a propojeni klinické i vyzkumné préce.

Prijméte prosim tento ¢ldnek jako maly hold jeji pamétce.

Ladislav Kabelka
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onkologické spole¢nosti

ZAPIS Z JEDNANI VYBORU
CESKE ONKOLOGICKE SPOLECNOSTI
KONANEHO DNE 14. 6. 2005 V LIBERCI

Pritomni: Vorlicek, Abrahdmova, Aschermannova, Cwiertka,
Eckschlager, Finek, Jelinkovd, Konopasek, Petera, Stahalova,
StankuSova ,Vyzula, Zaloudik

Omluveni: Pribylova, Petruzelka, Rob, StankuSova
Hosté k bodu 2: dr. Stastny, dr. Nedvéd, ing. Vojtisek

Cleny vyboru uvital v liberecké nemocnici prim. MUDr. Jifi
Bartos a stru¢né charakterizoval onkologickou situaci v kraji,
o nizZ pak bylo jest€ dile jednano na tiskové konferenci po skon-
¢eni vyboru.

Kontrola zapisu - navrh pfipravenych inovovanych doporuce-
nych postupt zasle doc. Vyzula do konce tydne k pfipomin-
kovéni viem ¢lentim vyboru COS, k 1. 7. 2005 budou pfipra-
veny k vydani.

1. Projedndvéan ndvrh kriterii pro pfiznini statutu komplex-
niho onkologického centra/skupiny (KOC/KOS) garanto-
vaného COS. Kriteria byla bod za bodem diskutovana
adoplnéna, findlni verze je pfiloZena k zdpisu. Kriteria pro
garanci KOC/KOS Ceskou onkologickou spole¢nosti
budou preddna vedeni VZP a odboru zdravotni pé¢e MZ
CR do konce Cervna.

2. Predseda Vorli¢ek uvital dr. Stastného, dr. Nedvéda, ing.
Vojtiska a vybor vyslechl jejich osobni a nedokladované
pfipominky k pfiznavani akreditaci mamodiagnostickym
pracovistim pro screening. Jmenovani vznesli zdvaZna zpo-
chybnéni regulérnosti procesu. Zpochybnili také kriterium
minimélniho poctu screeningovych vySeteni 5000 za rok.
Vybor COS pro objektivizaci stiZznosti poZzddd MZ o pro-
tokoly k akreditaci screeningovych pracovist stéZovatell
a doplni si informace o celém procesu akreditaci a reakre-
ditaci vedeném MZ CR. VSichni pfitomni se shodli na uZi-
te¢nosti mammarniho screeningu a potieb& podpofit jeho
dal$i a nezpochybnitelné fungovéni.

3. Vybor vyslechl informaci vykonné redakce ¢asopisu Kli-
nickd onkologie, ocenil, Ze ¢asopis vychazi kontinudlné
v dobré kvalit€ a v pravidelnych intervalech bez problé-
mil. Vybor vyzyva viechny ¢leny COS k publikovani v Kli-
nické onkologii, zejména pokud jde o origindlni vysledky
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grantovych projektl a odborné prace onkologickych pra-
covist. Projekty podporenych granty BTF maji publikaci
vysledki v Klinické onkologii jako podminku aspéSného
splnéni.

Vybor odloZil bod néaplné preventivnich onkologickych
prohlidek na pfisti jednani s tim, Ze budou je§té shromaz-
dény podklady od praktickych lékait.

Vybor odsouhlasil zaplaceni kazdoro¢niho ¢lenského pfis-
pévku pro Sekci onkochirurgie ve World Federation of Sur-
gical Oncology Societies.

Dr. Aschermannova podala zpravu revizni komise, kterd
neshledala nedostatky v hospodateni. Stav actu COS je
385750 K¢.

Prof. Vorlickem byl vznesen ndmét na potiebu vzniku
Sekce psychoonkologie, dr.Finek naimét na vznik Sekce
uroonkologie v ramci COS. Vybor vyzyva ¢leny COS
takto specializované nebo zajimajici se o tyto problema-
tiky, aby se aktivn pfihlasili predsedovi COS a pomohli
pfi vzniku sekci.

Sekce diagnostické, prediktivni a experimentdlni onkologie
COS porada ve dnech 9.a7 10. 12. 2005 konferenci ve ZIi-
né, podrobnéjsi informace budou zvefejnény na www.lin-
kos.cz , vybor COS prebira nad konferenci zastitu.

Nadile trva tikol vyboru COS jednat s praktiky a gastro-
enterology o screeningu kolorektalniho karcinomu, nebot
v jeho organizaci, popularizaci i monitoringu jsou dosud
znacné rezervy.

Vybor schvilil pfijeti novych ¢lenti: Dr.Kubala (Ostrava-
Poruba), Dr.Stipl (Jindfichtiv Hradec)

. Doc.PetruZelka ptipravi na jednani vyboru COS v zafi 05

névrh stanoviska vyboru k aplikacim erytropoetinu u solid-
nich nadort na podkladé€ platnych vyhlaSek a mezinérod-
nich guidelines.

Terminy vybort COS na podzim 2005:

20. 09. - Ceské Budg&jovice

11. 10. — Zlin - pozor zména proti ptivodni domluvé
15. 11. - Hradec Kralové — pozor zména proti puvodni
domluvé

13. 12. — Praha-Motol



