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prehled

FOLATY: FYZIOLOGIE, METABOLISMUS A MECHANISMUS REZISTENCE
NA JEJICH ANTAGONISTY

FOLATES: PHYSIOLOGY, METABOLISM AND MECHANISM
OF RESISTANCE TO THEIR ANTAGONISTS

DEMLOVA R.!, RADINA M.2, STERBA J.3, VALIK D.4
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Souhrn: Antifolity byly prvnimi metabolickymi antagonisty uvedenymi do klinické praxe pfiblizné pfed Sedesiti lety. JiZ teh-
dy se védélo, Ze aminopterin a jeho methylderivat, methotrexat (4-amino, 10-methylpterin) zasahuji do metabolismu foltt
inhibici enzymu dihydrofolatreduktazy. Zlomem v pohledu na metabolismus a piisobeni jak pfirozenych forem folati, tak jejich
antagonistd, byl objev jejich polyglutamylace v 80. letech minulého stoleti. Vyznamnymi momenty v procesu porozuméni anti-
folatového ti¢inku methotrexatu bylo objasnéni kinetické podstaty jeho interakce s enzymem dihydrofolatreduktiza a zaklad-
nich principt transportnich mechanismi. V této dobé€ byl jiZ methotrexat standardni soucasti celé fady klinicky pouZivanych
chemoterapeutickych rezimi. Zejména v détské onkologii se do popfedi dostala otazka objasnéni moznych mechanismi rezi-
stence na antifolaty, kterd je spolu s toxicitou zdkladnim a ¢asto limitujicim klinickym problémem chemoterapie.

Klicova slova: antifoléty, folat, polyglutamaty, metotrexat, foldtové receptory, thymidylatsyntdza, dihydrofoldtreduktdza

Summary: Antifolates were the first metabolic antagonists that were brought to the clinical practice about sixty years ago. By
that time it was known that aminopterin and its methylderivative, methotrexate, can interfere with folate metabolism by
inhibiting the enzyme dihydrofolate reductase. The discovery of polyglutamylation that came during the eighties brought
a breakthrough in understanding both physiology of natural folates and pharmacology of folate inhibitors as well. Another
important milestone was elucidation of interactions of antifolates with its target enzyme, dihydrofolate reductase, and discovery
of folate transport processes. By that time methotrexate was already a standard component of a number of chemotherapy
regimens used in the clinic. In pediatric oncology, where the high-dose administration schemes have been sucessfully used,
toxicity and mechanisms of resistance emerged as significant problems that often limit clinical use of folate antagonists.

Key words: antifolates, folates, polyglutamates, methotrexate, folate receptors, thymidylate synthase, dihydrofolate reductase

Uvod

Antifolaty byly prvnimi metabolickymi antagonisty uvedeny-
mi do klinické praxe jiZ koncem ¢tyficatych let minulého sto-
leti (1). PrestoZe se jiZ tehdy védélo, Ze aminopterin a methot-
rexat (4-amino, 10-methylpterin) zasahuji do metabolismu
folath inhibici enzymu dihydrofolatreduktazy (DHFR), hlub-
$i pochopeni mechanismu jejich G¢inku se vyvijelo postupné
a pomérn€ zdlouhavé. Zlomem v pohledu na metabolismus
a plsobeni jak pfirozenych forem folatd, tak jejich antagonis-
td, byl objev jejich polyglutamylace v 80. letech minulého sto-
leti. Dal§imi vyznamnymi momenty v procesu porozuméni
antifoldtového ucinku methotrexatu bylo objasnéni kinetické
podstaty jeho interakce s enzymem dihydrofolatreduktazy
a zdkladnich principQ transportnich mechanismil (2). V této
dobé byl jiz methotrexat standardni soucésti celé fady klinic-
ky pouzivanych chemoterapeutickych reZimi a s jeho rostou-
ciulohou v terapii né€kterych malignit, zejména v détské onko-
logii, se do popredi dostala také otdzka objasnéni moznych
mechanism rezistence na antifoléty (3), ktera je spolu s toxi-
citou zékladnim a Casto limitujicim klinickym problémem
v chemoterapii nidorovych chorob (4).

Folaty
Obecnym pojmem ,,folaty* oznac¢ujeme skupinu pfibuznych
latek obsahujicich ve své molekule pteridinovy heterocyklus,

které se jako kofaktory (pfesnéji kosubstrity, protoZe v pri-
b&hu reakci, kterych se acastni, dochdzik jejich chemické zmeé-
né) ucastni celé fady kli¢ovych reakci v metabolickém pfeno-
su jednouhlikatych zbytkl a jsou nepostradatelné pro fadu
pochodt v Zivych organismech. Jde zejména o biosyntézu puri-
ni a pyrimiding, interkonverze glycinu, serinu a methioninu
a degradace histidinu (5). Pojem ,,folaty* je tedy obecné zaZi-
té synonymum pro kyselinu pteroylglutamovou a celou sku-
pinu pteroylglutaméti, které se vzdjemné 1isi stupném reduk-
ce pteridinového kruhu, jednouhlikatymi substituenty a poctem
glutamatovych zbytki. Pteroylpolyglutamaty vznikaji nava-
zanim glutamétl gama-peptidickou vazbou na pteridinovy
kruh abude o nich pojedndno pozdé&ji. Folaty se v burice vysky-
tuji fyziologicky v koncentracich pohybujicich se od 108 az
vice neZ 10~ mol/1 (4,5). Hlavnim plazmatickym fol4dtem je 5-
methyltetrahydrofolat (MTHF, struktura viz obr. 1a, funkce
v metabolismu viz obr. 2 a obr. 3), ktery vznika redukci a met-
hylaci folath z potravy v butikdch stfevni sliznice (8). V plaz-
mé se vyskytuje v nanomolérni koncentraci, tedy v koncent-
raci niZ§i neZ jsou dosahované koncentrace intracelularni.

Transport folatd

V transportu folatd, stejné tak jako v transportu folatovych
antagonistd (antifolat), pfes bunéfnou membréanu hraji roli
dva odlisné systémy (10,11). Prvnim systémem je vysoko-
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Obr. 1. Strukturni vzorce pfirozené plasmatické formy 5-methyltetrahydrofolatu (a), jeho
intraceluldrni polyglutamylované formy (b) — zndzornén 5-MTHF-heptaglutamat, methot-

rexatu (c), raltitrexedu (d) a pemetrexedu (e).

zomu 9 kéduje dva proteiny, jeZ maji oba synta-
zovou aktivitu a které zprostiedkovavaji vazbu
gama-karboxylu jednoho glutamatu a alfa-ami-
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noskupiny dal$i molekuly glutamdtu. Tato reak-
ce je ATP-dependentni a jako substraty se pfinich
spotfebovavaji tetrahydrofolaty i dalsi formy
folatd (19). Jsou-li folaty v burce pritomny
v podobé polyglutamétil, nestavaji se substratem
transportnich systémtl a je tak omezen jejich tinik
z mitochondrii do cytoplazmy. Byly jiZ popsany
bunécné linie, které maji defektni syntézu polyg-
lutaméat(; v analogii s timto se predpoklada
defektni polyglutamylace methotrexatu a z ni
vyplyvajici rezistence na methotrexat napf.
u bunécnych linii karcinomu prsu. Plazmatické
folaty, zejména MTHEF, jak bylo jiZ zminéno
vySe, se v plazmé nachézeji ve formé monoglu-
tamata.

Metabolické cesty folatu, jejich interakce
s transsulfuraénimi reakcemi a jejich klicové
enzymy

Zakladni procesy interkonverze folatl a jejich
role pfi zapojeni do folat-dependetnich metabo-
lickych reakci jsou zndzorn€ny na obr. 2 — popis
funkce a zkratky jsou uvedeny v legendé a jsou
shodné s oznaCenim v textu. P¥i pohledu na dia-
gram metabolismu je nutno si také uvédomit, Ze
pfi syntéze thymidylatu je MeTHF oxidovan na
dihydrofoldt (DHF), a tak je k jeho zpé&tné rege-
neraci nutné zapojeni enzymu dihydrofolatre-
duktazy (DHFR). V piipadé€ sniZené aktivity
DHEFR se rapidné sniZuje hladina THF-kosusbt-
ratd; tato situace vede béhem nékolika minut
k zastaveni THF-dependentnich reakci. Z toho-
to divodu se enzym DHFR stal cilovym mistem
pfi vyvoji chemoterapeutik, jeZ fadime do sku-
piny folatovych antagonisti (6,7).

Antifolaty

Antifolaty jsou latky, jejichZ obecnym mecha-
nismem tcinku je ovlivnéni specifického enzy-
mu zapojeného do foldtového metabolismu. Kla-
sickym pfikladem — a také matet'skou latkou celé

kapacitni, nizkoafinitni systém pfenosu redukovanych forem
folathi a methotrexatu, ktery se oznacuje jako tzv. Reduced
Folate Carrier (RFC, ref. 10, 11, 12, 13, 14, 15). Jeho gen byl
lokalizovéan na 21. chromozomu a byl studovan pfedevSim
v nadorovych buiikach. Druhy systém predstavuje rodina mem-
branové lokalizovanych fol4t-vazebnych proteinti (FBP) nebo-
li folatovych receptorii (FR), jejichZ gen byl identifikovan na
11 chromozomu (11,16). Tyto glykoproteiny zprostfedkova-
vaji vysokoafinitni, nizkokapacitni systém pienosu exogen-
nich folatt v niz§ich koncentracich. Soucasné byla popsina
také uloha pasivniho transportu, jeZ se uplatiiuje naptiklad pti
transplacentarnim ptenosu folati (17).

Folatové polyglutamaty

Lidské buiiky vyZaduji urcitou kritickou koncentraci intrace-
lularnich folati tak, aby byla zachovana aktivita folat-depen-
dentnich enzymovych systémil. Tato koncentrace kolisd od hod-
not 50 nmol/l v lidskych fibroblastech k hodnoté¢ kolem
1 umol/1 v lidskych lymfocytech a nadorovych burikach (16).
Jsou-li folaty v burtice pfitomny v podobé polyglutamatt s del-
$im fetézcem, je pro zachovani veSkerych kritickych pochodl
v burice dostate¢na mnohem niZsi koncentrace folatt (3). Pro-
ces polyglutamylace je zprostfedkovan enzymem folylpolyg-
lutamatsyntdzou (FPGS), ktera je pfitomna jak v cytoplazmé
tak v mitochondriich (obr. 1b). Gen lokalizovany na chromo-
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skupiny — je methotrexat (MTX, struktura viz
obr. lc, jeho funkce viz obr. 3), ktery je silnym inhibitorem
enzymu dihydrofolatreduktazy (DHFR, ref. 21). Jsou-li v buii-
ce pritomny vysoké koncentrace MTX, dochézi k zastavé syn-
tézy tetrahydrofolatu, jejimZ disledkem je deplece substratl
kriticky daleZitych k syntéze DNA. MTX se v klinické praxi
pouziva jiz pres 50 let a je soucasti 1éCebnych schémat zejmé-
na u hematologickych malignit, nddort prsu, nddorit ORL
oblasti, nadort plic, ale také fady neonkologickych onemoc-
néni, napf. autoimunitnich. V prib&hu 80. a 90. let se stala
pfedmétem vyzkumu nova generace foldtovych antagonistd.
Jejich spole¢nym mechanismem tcinku je pfimé ovlivnéni dal-
Sich enzymil zapojenych do metabolismu folatil, nejcastéji
enzymu thymidylatsyntdzy (TS) a glycinamid-ribonucleotid-
transformylazy (GARFT) (2). Pfikladem miZe byt raltitrexed
(Tomudex, ZD 1694), ktery je pfimym inhibitorem enzymu
TS ajejiZz pouzivan v klinické praxi (22). Raltitrexed (obr. 1d)
je v buiice pfeménén na polyglutamét a je zde tak retinovan
minimélné 24 hodin, coZ se metabolicky projevi protrahova-
nou inhibici TS. Pfipravek je indikovan zejména v 1é¢bé kolo-
rektalnich nidord, v klinickém zkouSeni se ale testuje i¢innost
i ujinych solidnich nadort (24). Pemetrexed (obr. le) je dal-
$1, nové zavadéné antifolikum, které se oznacuje také jako
MTA — multitarget antifolate, nebot je schopen kromé thymi-
dylatsyntazy slabé inhibovat také enzym GARFT (23). Jeho
kumulativnim efektem je blokada syntézy purint a thymidy-



Obr. 2. Metabolické cesty a jejich kli¢ové enzymy: 5,10-methylentetrahydrofolat (MeTHF) posky-
tuje jednouhlikaty zbytek pro syntézu deoxythymidylatu ({TMP) z deoxyuridylatu (dUMP); tato
konverze je katalyzovana enzymem thymidylatsyntdzou (TS) a je inicidlnim krokem pfi syntéze
DNA. MeTHF muiZe byt dile redukovan na MTHF za tcasti methioninsyntazy (MS); tato reakce
vede k B12-dependentni syntéze methioninu, nebo miiZe byt naopak oxidovéan na 10-formyltetra-
hydrofolat (CHOTHF), coZ je kosubstrat de novo syntézy purini; tyto reakce jsou katalyzovéany enzy-
my phosphoribosylaminoimidazolcarboxamid ribonukleotid transformylazou (AICARFT) a glyci-
namid ribonucleotide transformylédzou (GARFT). Spotieba jednouhlikatych zbytki pii syntéze purint
nebo methioninu vyZaduje jejich rychlé doplnéni, coZ je zajiStovano obnovou tetrahydrofolatového
poolu, zejména pomoci enzymu formyl-THF-syntetdzy a serinhydroxymethyltransferazy, jez zpét-
né formuji 10-CHOTHF a MeTHF - tyto reakce jiZ nejsou pro piehlednost ve schématu znazorné-
ny. Dalsi pouzité zkratky v obrazku: DHF — dihydrofolat, DHFR — dihydrofolatreduktasa, THF — tet-
rahydrofolat, CHTHF — methenyltetrahydrofolat, SHMT — serin-glycin hydroxymethyltransferasa,
NADP — nikotinamid adenin dinukleotid fosfat, MTHFR — methylentetrahydrofolat reduktasa, B2 —
riboflavinovy kofaktor, B6 — pyridoxinovy kofaktor, Met — methionin, BHMT - betain hydroxy-
methyltransferasa, MSR — MS reduktasa, B12 — kobalaminovy kofaktor, SAM — S-adenosylmethi-
onin, MTs — methyltransferasy obecné, SAH — S-adenosylhomocystein, SAHH — S-adenosylhomo-
cystein hydrolasa, Ado — adenosine, HCY — homocystein, CBS — cystathionin-beta synthasa, Cysta
— cystathionin, CL — cystathionin gama lyasa, Cys — cystein.
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Obr. 3. Metabolickd zména po zdsahu DHFR methotrexatem; zkratky stejné jako v obr. 2 a textu.

DMA synthesis

latu (24). K dal§im inhibitoram TS, kte-
ré jsou zatim ve fézi klinického zkou-
Seni, patii napiiklad 1atky ZD 9331 nebo
AG337 (Thymitaq), k novéj§im zkou-
Senym inhibitortiim enzymu dihydrofo-
latreduktazy patfi napriklad PT-523.

Jaké jsou mozné priciny rezistence na
methotrexat a pfibuzné 4-aminofo-
laty?

a/ zvySend exprese DHFR: Za podminek
zvySené exprese tohoto enzymu je vel-
mi obtiZzné dosdhnout takové intracelu-
larni hladiny MTX, jeZ by byla dosta-
te¢nd pro téméf kompletni inhibici
tohoto cilového enzymu; takova situace
by vyZzadovala navodit velmi vysokou
extraceluldrni koncentraci 1éCiva, coZ je
v podminkdch in vivo obtiZn€ mozné
(20) vzhledem k nastupujici toxicité.
ZvySend exprese cilového enzymu je
v tomto piipadé diisledkem amplifikace
genu, ktery byl lokalizovan v lokusu
DHFR chromozomu 21 (24, 25). Cely
proces je spojen se zvySenim poctu
genovych kopii, mRNA a vlastniho
enzymu. Amplifikace genu byla proké-
zéna napiiklad v tkdiovych vzorcich
pacientti s ALL (26) nebo s ovaridlnim
Ca (27), ktefi byli IéCeni MTX a u kte-
rych byla pozorovéna rezistence na
podavanou 1écbu. Li a spolupracovnici
zmifuje (28), Ze prokdzana amplifikace
genu pro DHFR pted 1é¢bou pacientt se
sarkomy mékkych tkani je divodem pro
volbu vysokodavkované chemoterapie.
Tento mechanismus moZné rezistence
se vysoce pravdépodobné uplatiiuje
nejen u MTX, ale také i u jinych antifo-
14t a v neposledni fadé také u novéj-
Sich skupin 1éCiv jako napiiklad STI-571
(29).

b/ sniZend afinita DHFR k MTX: Sni-
Zend afinita DHFR k MTX byla proka-
zana v celé fadé zvifecich i humannich
buné¢nych linii a byla spojena s nizsi
vnitini aktivitou 1€Civa, jejimz vysled-
kem je rezistence bunék na poddvany
MTX (30). Jako moZny mechanismus
vzniku téchto zmén ve vlastnostech
DHEFR byly oznaceny zmény struktury
proteinu zpisobené mutacemi, coZ bylo
také experimentalné potvrzeno (31, 32,
33). Jako podstatny se jevi fakt, Ze
mutace ovliviiuje predevS§im vazbu
enzym-inhibitor, pfiemZz zlstavd
zachovéna dostate¢nd aktivita pro DHF
jako substrat, coz vede pravé k rezi-
stenci na podavany MTX nebo dalsi 4-
aminofoldty. V literatufe je popsdna
celd fada mutaci na buné¢nych liniich,
pfikladem uvedme Phe31—>Ser muta-
ci v oblasti ligand-vazebného mista
u MOLT-3 leukemie (34) a HTC-8R4
(human colon cancer cell lines, ref. 35)
nebo Phe31—>Trp mutaci u mySich
leukemickych bunék (36). Velmi ¢asto
je mutace DHFR spojena s amplifikaci
genu, pravdépodobné z ditvodu potie-
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by bunék zachovat katalytickou aktivitu za podminek, kdy je
sniZend afinita enzymu pro svij substrat, DHF.

¢/ naruSeny membrdnovy transport: Transportni mechanismy
reguluji influx a eflux MTX pfes bunénou membranu, pii-
¢emz hladina volného intraceluldrntho MTX je kritickym para-
metrem v interakci s cilovym enzymem. Alterace membrano-
vého transportu se tak miZe stit dal§im moZnym
mechanismem vzniku rezistence na podavané antifolaty. Jak
JjiZ bylo zminéno vySe, v transportu fol4tl pfes membranu se
uplatiiuji dva zakladni transportni mechanismy: i) systém RFC
(Reduced Folate Carrier) a systém FBP (Folate Binding Pro-
tein). Gen pro RFC byl lokalizovdn na 21 chromozomu
(21922.2-q.22.3). Sekundérni struktura FBProteinu je charak-
terizovdna 12 transmembridnovymi doménami. RFC zpro-
sttedkovava vysoce senzitivni transport zavisly na redukova-
né formé folatd, pfi¢emz jejich influx miZe byt ovlivnén celou
fadou organickych i anorganickych aniont (37, 38, 39,40, 41).
Pfi pfenosu zprostfedkovaném timto typem nosice se vytvari
maly transmembranovy chemicky gradient, vyménou za orga-
nické fosféty a ¢astecné adeninové nukleotidy, jeZ jsou synte-
tizovany a akumulovény uvnitf buiiky (42). Tento pfedpoklad
byl potvrzen i tim, Ze v butik4ch, které mély inaktivni nebo
mutovany RFC, byly naméfeny nejvyssi intracelularni kon-
centrace thiaminpyrofosfatu (43). NaruSeni transportni schop-
nosti RFC se tak stava dal§im podstatnym mechanismem, kte-
ry miiZze byt zodpovédny za rezistenci na MTX nebo dalsi
antifolaty. V literatufe je uvedena fada in vitro i in vivo studii,
které se zabyvaly moZnymi vlivy na poruSeni transportni
schopnosti RCF (44,45,46,47). MoZné zmény zahrnuji zvySe-
ni K., sniZeni V ,,,, popfipadé zmény obou parametrd, které
byly objasnény postupujicimi moZnostmi detekce mutaci na
molekularni drovni. Rada praci se zabyva a popisuje riizné typy
mutaci genu pro RFC, zejména téch, které ovliviiuji strukturu
nékteré z transmembranovych domén v nddorovych butikdch
(48,49,50). Rovnéz v piipadé folatovych receptort (tedy FBP-
roteins) byla vcelku detailn€ popsana jejich struktura a tiloha.
Byly klonovéany 2 huménni membranové lokalizované folato-
vé receptory, FR-or a FR- (51,52). Jejich gen byl identifiko-
vanna 11 chromozomu (11q13.3-3.5) (53). Membranové FBPs
maji vysokou afinitu pro kyselinu listovou (FA) s rozdilnou
specificitou pro rizné formy redukovanych folat. Obecné Ize
fici, Ze oba subtypy receptorit maji k redukovanym formam
folatd niz8i aktivitu, neZ je tomu v piipadé kyseliny folinové
(54,55). Oba subtypy maji také nizsi afinitu k MTX v porov-
ndni s afinitou k nové generaci antifolatt (56). Transport fola-
th zprostiedkovany FBPs je obecné pomalejsi, s pomérem cca
1:100, ve srovndni s transportem prostfednictvim RFC
(57,58). Alterace exprese membranovych receptortt (FBPs)
muZe hrét svou roli v ziskané rezistenci na MTX a pifibuzné
antifolaty. Informace o tomto moZném typu rezistence jsou
relativné kusé (59,60).

d/ SniZeni syntézy thymidyldtu: Aktivita DHFR je zavisld na
regeneraci THF cestou oxidace 5,10-methylenTHF na dihyd-
rofolat. V ptipadé€ sniZené aktivity TS ( jako napf. v klidové
G fazi ) je rovnéZ sniZend potieba aktivity DHFR a je navo-
zen stav relativni rezistence na MTX. Opacné, v pfipadé sup-
rese TS naptiklad fluoropyrimidiny, nebo nékterymi latkami
znové generace antifolatd, je blokovana tvorba DHF, a tak je
intracelularni pool jednouhlikatych kosubstratii obsahujicich
THF chranén pted degradaci, resp konzumpci. Celd nova gene-
race antifolatd (ZD1694, ZD9331, pemetrexed nebo AG337)
jsou, jak vime, velmi potentnimi inhibitory TS. Ziskana rezi-
stence na tyto antifolaty je spojena ve velké vétSin€ pripadi se
zvySenou expresi TS nebo méné Casto s mutaci, kterd pak na
drovni enzymu ovliviiuje pfedev§im vazbu vlastniho 1é€iva.
Overexprese TS je podobné jako v ptipadé DHFR nejcastéji
spojena s amplifikaci genu. Jako priklad miZeme uvést pro-
kézanou rezistenci linit MCF-7 a nékterych linii ovaridlniho
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karcinomu na podavani latky ZD1694, u kterych byla potvr-
zena amplifikace genu pro TS (61, 62, 63).

e/ poskozeni polyglutamylace: Jak jiZ bylo zminéno dfive,
i v nddorovych buiikdch podléhaji antifolaty procesu polyglu-
tamylace. Cely proces je katalyzovan enzymem folylpolyglu-
tamatsynthasou (FPGS), ktery je pfitomny jak v cytosolu tak
v mitochondriich. Polyglutamylace molekuly je pro efektivi-
tu antifolati zdsadnim krokem — v této formé jsou antifolaty
déle retinovany uvnitf buriky, protoZe v této podobé nejsou
substratem pro RFC podobné jako piirozené folaty. Polyglu-
tamylaci se také zvySuje jejich afinita k cilovym enzymm.
Prikladem mZeme uvést afinitu ZD1694 nebo pemetrexedu
kenzymu TS v pentaglutamatové formé, kterd je az 100-n4sob-
né vysS§i ve srovnani s monoglutamatem (64). LY309887 je
potentnim inhibitorem enzymu GARFT i v monoglutamétové
formé, efekt polyglutamylace je v tomto pripad€ podstatny pie-
devsim pro zvySeni retence a koncentrace lé¢iva uvniti buiiky
(65, 66). Proces polyglutamylace miZe byt ovlivnén zména-
mi na urovni kli¢ového enzymu folylpolylglutamatsynthasy
(FPGS), at jiz z diivodu alterace exprese FPGS nebo mutace
ovliviiyjici jeji katalytickou aktivitu. FPGS mutace byly nale-
zeny naptiklad v obou alelich DDATHF-rezistentnich leuke-
mickych bunéénychlinii L1210 (67). Tyto bunécné linie vyka-
zovaly zkiiZenou rezistenci na podavani LY308887,ZD 1694
i pemetrexedu. Dal§im mechanismem ovlivéni polyglutamy-
lace miZe byt také naruSeni transportu volnych monogluta-
métd, at jiZz sniZzenim jejich influxu nebo zvySenim jejich expor-
tuzbuiiky. Vysledkem té€chto spfaZzenych déji je vZdy sniZeni
dostupnosti volnych forem, coZ omezuje cely proces polyglu-
tamylace.

f/ metabolickd dostupnost thymidyldtu a purinii: tyto metabo-
lické intermediaty jsou kliCovymi koncovymi produkty reak-
ci vyuZivajicich kosubstrity obsahujici THF. Pokud jsou v buii-
ce pritomny v dostate¢né kvantit€, neni aktivita potfebnd
DHFR, a tak se jeji suprese stava irelevantni.

Zavér

Jak je vidét, existuje celd fada vice ¢i méné sloZitych mecha-
nismd, které se podileji na udrZzeni homeostizy v metabolismu
folatd, at jiZ na drovni jejich transportu, procesu polyglutamy-
lace nebo interkonverze folath pti zapojeni do folat-dependet-
nich metabolickych reakci. Rada téchto procesii vykazuje
pomérné velkou miru inter-individuélni variability a tato vari-
abilita je v fadé pripadi podminéna genetickymi faktory. Pfi-
kladem uvedme geneticky polymorfismus jednoho zkli¢ovych
enzymd, thymidylatsyntdzy nebo geneticky podminéné vari-
anty ,,reduced folate carrier* (RFC). (68). Farmakogeneticky
podminéna variabilita metabolizujich enzymil je jednou z hlav-
nich determinant, urCujicich benefit terapie pro pacienta. V kraj-
nim pfipad€ se pfi podani standardni ddvky miZeme setkat
s nedostatecnym efektem s néslednym selhdnim kurativniho
zaméru onkologické 1écby, v opacném piipadé€ s nepiedvida-
telnou excesivni toxicitou (MTX v 1é¢bé détskych malignit).
Paleta toxickych pftiznakt, které miZeme pozorovat po napf.
high-dose MTX terapii miiZze byt velmi Siroka a v nékterych
pfipadech miZe progredovat az do Zivot ohroZujiciho stavu
(69). Jednim z piistupil, které mohou v budoucnu umoZnit indi-
vidualizovat stdvajici standardni ddvkovaci schémata, je modi-
fikace davky na zaklad€ urceni genotypu a fenotypu specific-
kych drah ovliviiujicich interkonverzi, aktivaci, resp.
metabolismus podané 1atky u konkrétniho pacienta (70). Instru-
menty, které bude moZno v budoucnu pouZit ke sledovéni efek-
tu podané terapie, jsou biomarkery efektu podané latky (71),
jejichZ vyzkum a potencidlni aplikace jsou v soucasnosti ve
stiedu pozornosti v aplikované (translational) onkologii.

Podékovdni: realizovdno s podporou grantu IGA MZCR NC
7104-3.
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METALOTHIONEIN JAKO PROGNOSTICKY MARKER NADOROVEHO
ONEMOCNENI

METALLOTHIONEIN AS A PROGNOSTIC MARKER OF TUMOR DISEASE

ZELENA J.1, POTESIL D.!, VACEK J.1, ADAM V., HRADECKY J.!, PRUSA R.2, KIZEK R.!, VOJTESEK B.

'USTAV CHEMIE A BIOCHEMIE, MENDELOVA ZEMEDELSKA A LESNICKA UNIVERZITA, BRNO

2USTAV KLINICKE BIOCHEMIE A PATOBIOCHEMIE, 2. LEKARSKA FAKULTA UNIVERZITY KARLOVY,
PRAHA

3ZAKLADNA EXPERIMENTALNI ONKOLOGIE, MASARYKUV ONKOLOGICKY USTAV, BRNO

Souhrn: Metalothionein (MT) je nizkomolekularni intracelularni protein, jehoZ primarni funkci je udrZzeni homeostazy t&z-
kych kovl v Zivych organismech. O molekularnich mechanismech exprese MT je zndmo velmi mélo. Regulace exprese se
pravdépodobné tcastni samotny kov vazbou na transkripcni faktor MTF-1. Syntéza lidského metalothioneinu (MT-1a, MT-
2a) miZe byt indukovéna vzristajici koncentraci t€Zkych kovil, hormoni, cytokint nebo xenobiotik. Nedavné vyzkumy uka-
zuji na vyznamny vztah koncentrace MT ke karcinogenezi, spontdnni mutagenezi a u¢innosti protinddorovych 1é¢iv. Overex-
prese metalothioneint je studovana jako novy prognosticky marker u fady malignich a gradingovanych nadort.

Klic¢ova slova: metalothionein, MT, diagnostika, zvySend exprese, prognosticky marker, lidské nadory

Summary: Metallothionein is a low-molecular intracellular protein which can play animportant role in heavy metal homeostasis
in living organisms. Less is known about molecular mechanisms of MT expression. Metals probably participate in MT
expression by binding to transcriptional factor MTF-1. Expression of human metallothioneins (MT-1a, MT-2a) can be induced
by increasing amount of heavy metals, hormones, cytokines, and/or xenobiotics. Recent studies described the important
relationship between MT and carcinogenesis, spontaneous mutagenesis and anti-cancer drugs. Overexpression of metallo-

thioneins is studied as a new prognostic marker in a number of malignant and high grading tumors.

Key words: metallothionein, MT, diagnostics, overexpression, prognostic marker, human tumors

Uvod

Metalothioneiny (MT) patfi do skupiny intraceluldrnich, niz-
komolekuldrnich na cystein velmi bohatych proteind (obsah
Cys aZ 30 % v molekule proteinu) o molekulové hmotnosti od
6-10 kDa (1). Diky své vysoké afinité k téZkym kovim, napt.
k zinku, médi nebo kadmiu, je jejich hlavni funkci homeosta-
tickd kontrola a detoxikace téchto tézkych kovii u vyvojové
rozdilnych organismi. Objev MT je datovan rokem 1957, kdy

Margoshes a Valee izolovali MT z koiiskych ledvin (2).
V molekule MT nejsou prfitomny aromatické aminokyseliny
a20 cysteind se v primdrni sekvenci vyskytuje obvykle v téch-
to repeticich: Cys-X-Cys, Cys-Cys-X-Cys-Cys, Cys-X-Cys-
Cys, kde X predstavuje jinou aminokyselinu neZ cystein. MT
se skladaji ze dvou vazebnych domén (o, B), které jsou sloZe-
ny z cysteinovych klastri a kovalentni vazby atomi kovil se
ucastni sulthydrylové zbytky cysteini (Obr. 1). N-terminalni

Obr. 1. NMR dvou-dimenzionalni struktura 3-domény (nahofe) a o-domény (dole) MT-2 izolovaného z krysich jater. Teckami vyznacené oblasti
reprezentuji atomy kadmia (A). Pocet (B) a procentické zastoupeni (C) jednotlivych aminokyselin v MT-2 proteinu (izolat z krysich jater). Prevzato

a upraveno podle Kdgi, Schdffer 1988.

NMR dvou-dimenzionalni struktura MT-2 z krysich jater
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Obr. 2. Klasifikace metalothioneinti a aminokyselinové sekvence u rtiznych organismii. Vysvétlivky: a) tfida MT-I, proteiny zafazené do této tiidy
byly determinovany u vySSich organismi, pfedev§im u savci; b) tfida MT-II je strukturou podobnd metalothioneinim tfidy MT-I determinovéna u sav-
cl, ale i v kvasinkéch a bakteriich; c) zkratky uvedené v zavorkach jsou oznaceni pro specifické isoformy metalothioneint; prevzato z databdze Swiss-
Prot (ExPASy Molecular Biology Server, zdroj: http://www.expasy.ch).

1 20 40 60
TRIDAT ®  Clovék (MT-1a9) MDPNCSCATGGSCTCTGSCKCKECKCNSCKKSCCSCCPMSCAKCAQGCICKGASEKCSCCA
Kt (MT-1a) MDPNCSCPTGGSCTCAGSCKCKECRCTSCKKSCCSCCPGGCARCAQGCVCKGASDKCSCCA
Ovee (MT-1b) MDPNCSCPTSGESCSCAGSCTCKACRCPSCKKSCCSCCPVGCAKCAQGCVCKGASDKCSCCA
Pes (MT-1) MDPDCSCSTGGSCTCAGSCKCKECKCTSCKKSCCSCCPVGCAKCAQGCICKGASDKCSCCA
1 20 40 60
TRIDATI ¥ Prase (MT-2a) MDPNCSCAAGGSCTCAGSCKCKDCKCTSCKKSCCSCCPVGCAKCAQGCICKGASDKCSCCA

Kvasinka (E, protein) GNEGHECQCQCGSCKNNEQCQOKSCSCPTGCNSDDKCPCGNKSEETKKSCCSGK
Cyanobacterium

Candida glabrata (MT-2)

TSTTLVKCACEPCLCNVDPSKAIDRNGLYYCCEACADGHTGGSKGCGHTGCNC

PEQVNCQYDCHCSNCACENTCNCCAKPACACTNSASNECSCQTCKCQTCKC

Obr. 3. Schéma regulace MT genu béhem zanétlivé reakce organismu. Pfi zanétu se zvySuje hladina cytokinii (IL-1: interleukin-1, TNF-o.: tumor nec-
rosis factor-ov a IL-6: interleukin-6) v aktivovanych T-lymfocytech a makrofazich. Hladina glukokortikoidi se pfi stresu prostfednictvim téchto cyto-
kinint zvySuje pres aktivovany hypofyzalni systém. Glukokortikoidy se v cytoplazmé vdZou na GRF (glucocorticoid receptor kompex) a ten pak akti-
vuje GRE (glucocorticoid responsive element). ZvySend hladina Zn iontii vazbou na MTF-1 (metal transkcription factor) v cytoplazmé naopak aktivuje
MRE (metal response element) (MRE) v promotorové oblasti MT genu. Pfi zdnétu se z proteini akutni faze uvoliiuje IL-6, ktery spousti kaskddu fos-
forylace tyrosinovych zbytkli STATSs (signal transducer and activator of transcription) a nasledné jeho vazbu na odpovidajici promotorovy region MT
genu. Reaktivni kyslikové radikdly jsou schopny aktivace MT genu prostfednictvim antioxidant response elementu (ARE). Kombinaci téchto regu-
la¢nich mechanismu se efektivné zvySuje hladina MT v buiikach jako odpovéd na stres a poSkozeni butiky. Prevzato a upraveno podle Coyle, P. et al.
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¢ast peptidu je oznacena jako -doména, ma tfi vazebna mis-
tapro dvojmocné ionty a o.-doména méa schopnost vyvazat ¢ty-
fi dvojmocné ionty kovi. V pfipad€ jednomocnych ionti kovi
je MT schopen vazat celkem 12 atomil (3). MT jsou rozd¢le-
ny do t¥id MT-I a MT-II s ohledem na jejich primarni struktu-
ru a organismus, ze kterého byly izolovéany (4). MT-1. tfida
zahrnuje sav¢i metalothioneiny tvofené 61 aZ 68 aminokyse-
linami s molekulovou hmotnosti 6-7 kDa. Ve MT-II. tfidé jsou
zatazeny bakteridlni MT, proteiny se vzdilenou podobnosti

kMT-I. tfid&, které maji odliSné rozmisténi Cys zbytkl v mole-
kule proteinu ve srovnani s MT-I. tfidou (Obr. 2).

Isoformy metalothioneinti a jejich exprese v lidské tkani
Lidské MT patii do I. tfidy metalothionein1 a jsou kodovany
rodinou gent vytvéfejicich 10 isoforem. Vzniklé proteiny jsou
rozdéleny do ¢ty skupin: MT-1, MT-2, MT-3 a MT-4. Je zna-
mo, Ze MT-2A gen kéduje pouze jeden MT-2 protein, zatimco
MT-1 protein existuje ve vice isoformach, respektive MT-1
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protein vytvéii vice subtypii kédovanych sadou MT-1 gent
(MT-1A,MT-1B, MT-1E, MT-1F, MT-1G, MT-1X) (5). Rozdi-
ly v MT genech pravdépodobné souvisi s jejich rozdilnou funk-
ci v odli$nych podminkdach, ve kterych se organismy vyvijely
(1, 3). V organismu dospélych jedinct jsou nejvice zastoupe-
ny dvé isoformy MT (MT-1a, MT-2a), které se exprimuji ve
vétsing lidskych tkani, v mozkové tkani je pfitomna pouze iso-
forma MT-3 (nékdy oznacovana jako rstovy inhibi¢ni faktor
- GIF) (6). V dlaZdicovém epitelu je hojné zastoupena isofor-
ma MT-4 (7).

MT-1 a MT-2 isoformy jsou obvykle exprimovany v lidském
organismu ve velmi malych koncentracich. Jejich exprese
vyrazné stoupd pfi indukci mnoha exogennimi a endogennimi
faktory jako jsou UV zéfeni, tézké kovy (Cd, Cu, Pt, Zn, Pb
aj.), stresové hormony, volné kyslikové radikaly a cytokiny
uvolnujici se z poSkozené tkan€ ¢i xenobiotika (8). Moleku-
larni mechanismus exprese MT je prozatim zndm velmi mélo,
ale pravdépodobné se ho ucastni samotny kov vazbou na spe-
cificky transkrip¢ni faktor, protein oznaceny jako metal trans-
ription factor 1 (MTF-1) (9). Komplex kov-MTF-1 pak v jad-
fe nased4 na metal-responsive element (MRE) v promotorové
oblasti MT-genu a spousti jeho transkripci. Na syntéze MT se
mohou podilet dalsi regulacni proteiny prostiednictvim res-
ponsivnich elementi jako je glucocorticoid response element
(GRE), interferon response element (IRE), signal transducer
and activator of transcription (STAT) nebo antioxidant res-
ponse element (ARE), dile vazebné receptory spojené s tvor-

Tab. 1. Porovnani analytickych metod pro stanoveni metalothioneinu.

Metoda @ Detekéni limit Vzorek
(ng/100 pl)

ELISA 0,2 lidska, krysi mo¢
Western blotting 10 ng proteinu | vzorky MT-1, MT-2, MT-3
CZE-UV detekce 27,2 ov¢ jaterni buiiky

HPLC-UV detekce 3,1 lidské jaterni buiiky

GPC-fluorimetrie 2 krysi tkariové buriky

DPP 62 vzorky Cd, Zn-MT
AdTS-CPSA P 0,16 krabi tkan

Vysvétlivky: ELISA: enzymova imunoanalyza, CZE: kapildrni zonova
elektroforéza, HPLC: vysokoucinna kapalinova chromatografie, GPC:
gelova permeacni chromatografie, DPP: diferen¢ni pulzni polarografie,
AdTS-CPSA: adsoptivni pfenosova technika kombinovana s chronopo-
tenciometrickou rozpoustéci analyzou za konstantniho proudu. a) pfevzato
z prace: Dabrio, M. et al. b) ptevzato z prace: Kizek, R. et al.

bou druhych poslii ¢i aktivaci béZnych transkripcni faktori
(Obr. 3) (10). Jednotlivé isoformy metalothioneint se pak podi-
leji na metabolismu detoxikace a homeostazy t€zkych kovd,
Ucastni se ochrany organismu pfed vzniklymi volnymi kysli-
kovymi radikély a podporuji regeneraci poSkozené tkané (11).

Stanoveni MT
Ke stanoveni MT je vyuZivano Siroké spektrum metod che-
mické analyzy (12). Tyto metody pro studium MT Ize rozdé-

Obr. 4. Schéma pro kvalitativni a kvantitativni analyzu MT aplikovatelnou pro diagnostiku nadora.

Elekiromigraéni metody:

- SDE-PAGE

- kapilami elekiroforéza

———

Chromatografické metody:

l
|

- wyludovaci chromatografie

- iomtov vymeénnd chromatografie

- afimitni chromatografie

- HPLL s reverzni fazi

L

| Kvalitativni analyza

Elektrochemické metody: ‘

| - voliameiric

Diagnostika

Metody pro studium MT

- chronopotenciometrie |

Kvantitativol analves

Dalii metody:
- saturaéni metodn (He, Ag)

- spektrofotometne

= hmoinosind spekiromeiriz

= indukéng vizané plazma

- imunochemicke metody (RIA, ELIZA)
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Obr. 5. Pravdépodobny vznik rezistence nadorovych bunék k poddvanému lé¢ivu — cisplating. Protinddorovy efekt je d4dn blokovanim replikace DNA
za vzniku aduktu DNA-cisplatina. Cisplatina pravdépodobné indukuje MTF-1, ktery vazbou na MRE spousti expresi MT genu. Syntetizovany MT
vyvazuje podavanou cisplatinu a jeho terapeutickd koncentrace vyrazné klesa. Lécebny zasah vyuZiva genové terapie zahrnujici pfimou degradaci MT

¢i vytvoreni protismyslné mRNA (antisense mMRNAMT).
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lit do nékolika skupin, jak je ukdzano na obrazku 4. Nejcasté-
jisepro stanoveni MT vyuZivé elektromigracnich metod: gelo-
vé a kapildrni elektroforézy a dale pak chromatografickych
metod. Elektrochemické metody jako je voltametrie zapojend
v diferen¢nim pulznim médu (DPV) nebo derivaéni chrono-
potenciometrie s konstantnim proudem (CPSA) (13) umoZiiuji
studium vazby kovl do struktur MT (14). Pomoci CPSA
v kombinaci s technikou adsorptivniho pfenosu (AdTS) Ize
stanovovat koncentrace MT na tirovni femtomold ve velmi
malych objemech (jednotky ul) vzorku (15-17) viz tab. 1. Imu-
nochemické metody (RIA a ELISA metody) jsou piesné a cit-
livé av8ak nevyhodou je obtiZna ptiprava protilatek. Detekc-
ni limit stanoveni koncentrace MT témito metodami je
srovnatelny s CPSA technikou. V klinické praxi se celkova
koncentrace MT detekuje nejCastéji imunohistochemicky
s pouZitim monoklonalni mysi protilatky E9 (18).

Metalothioneinovy marker — interakce s 1éCivy

Zakladni molekularni charakteristiku o vztahu metalothione-
inu k rakovin€ jsme ned4avno publikovali v souhrnné préci (19).
ZvySené mnoZstvi metalothioneinu v nadorovych buiikich
pravdépodobné souvisi s buné¢nou proliferaci. Toto zjiSténi

vede védce k vyzkumu role lidskych MT v nadorech. Studuje
se zapojeni MT do procesu karcenogeneze a spontdnni muta-
geneze (20-22). V novéjsich vyzkumech se posuzuje vztah
nadmérné exprese MT a koncentrace protinddorovych 1é¢iv
obsahujicich ve své molekule kov (23, 24). Pisobeni protind-
dorového léCiva je v organismu velmi komplikované (Obr. 5).
V okamziku, kdy je organismu podana cisplatina dochézi
k interakci lé¢iva a DNA pacienta. Protinddorovy efekt cis-
platiny je dan jeho vazbou do DNA, ¢imZ dochdzi k zabrané-
ni replikace DNA. Vznikly adukt DNA-cisplatina je rozpo-
znavéan reparacnimi mechanismy buiiky, které se tuto chybu
snazi opravit. Vysledkem je pak opravend DNA. Naproti tomu
podavana cisplatina miZe pravdépodobné stimulovat vazbu
MTF-1 na MRE, ¢imZ se spusti transkripce MT genu a docha-
zi k rychlému nartistu MT koncentrace v buikdch. Exprimo-
vany MT zacne okamZit€ vyvazovat cisplatinu pfitomnou
v buiikéch. Vysledkem je prudky pokles koncentrace cisplati-
ny ajeji mnoZstvi se stane biologicky velmi mélo i¢inné. Kom-
binace aktivni reparace DNA a zvySené exprese MT vede
k selhani klasické terapie (Obr. 5). Terapeutické feSeni je pfi
souCasnych technologiich obtizné. Lze navrhnout strategii
zaloZenou na genové terapii (Obr. 5) (25, 26). K dispozici jsou
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pravdépodobné tfi cesty 1écebného zdsahu. Jednou z cest je
blokovéni syntézy MT s vyuZitim antisense RNA (protismy-
slné RNA) (25). Tato molekula vytvoii s mRNAMT komplex,
ktery je z organismu velmi rychle odbouravén. Vysledkem je,
Ze nedojde ke zvySeni koncentrace MT a cisplatina miZe inten-
zivnéji ptsobit na nddorové butiky. Tento zplisob byl jiZ expe-
rimentdlné ovéfovan (25). Podobn4 strategie je nezbytna pro
vyfazeni reparanich mechanismu butiky. Dal$i moZnosti je
pokusit se vznikly protein degradovat specifickou protedzou
nebo se pokusit jej vyvazovat dal§im externé poddvanym
kovem (25) (Obr. 5).

Spojitost nadmérné exprese s nadorovym onemocnénim —
metalothionein jako prognosticky marker

V poslednich letech je studovana zvySena exprese MT (ove-
rexprese) u rdznych nadori. Jedna se o expresi dvou isoforem
MT (konkrétné MT-1a a MT-2a), které se detekuji nejCastéji
imunohistochemicky E9 protilatkou. ZvySena exprese téchto
MT isoforem je prevaZzné spojena s malignimi nddory a je stu-
dovana jako novy prognosticky marker v progresi onemocné-
ni, preziti pacientt, korelaci s histologickym typem nadoru
anadorovym gradingem (27-30). ZvySena exprese MT je ini-
ciovédna s malignimi nddory a typy nadora s vy$§im gradingem
u karcinomu prsu (27, 31), u koZnich karcinomil (32), hepato-
celularniho karcinomu (33), koZnich melanomi (34), cervi-
kalnich karcinomi (35), akutni lymfoblastické leukémie (36),
karcinomu pankreatu (37) a je vyznamné spojena s progresi
ahor$i prognézou nddorového onemocnéni. Naproti tomu bylo
zjiSténo, Ze zvySend exprese MT souvisi s typy nddort s niz-
$im gradingem u karcinomu tlustého stieva (38), karcinomu
mocového méchyfe (39) a fibroblastickych koZnich nadorii
(40). Nové;jsi studie potvrdily korelaci mezi nadmérnou expre-
si MT a gradingem u karcinomu vajecniku (41) a karcinomu
plic (23). U pacientll s primarnim koZnim melanomem byla
Weinlichem statisticky potvrzena spojitost overexprese MT
s progresi onemocnéni a umrti pacienti na metastazy (34).
Weinlich tuto studii provadél u 520 pacienti s primarnim koz-

nim melanomem po dobu 5ti let. ZvySend MT-exprese byla
detekovéna u 156 pacientl z 520 (30 % z 520). Pacienti s ove-
rexpresi byli oznaceni jako MT-positivni. Z vybraného sou-
boru 30 MT-pozitivnich pacientl se zhor§enou progresi one-
mocnéni spojenou s metastdzami jich v pribéhu studie 24
zemfelo. Naopak u 364 pacientu, ktef{ patfili do MT-negativ-
ni skupiny bez overexprese MT (70 % z 520), bylo u vybrané
skupiny 30 pacientli se zhorSenou progresi onemocnéni
a metastdzami pozorovano 6 pfipadd s letdlnim koncem.
Z téchto vysledku vyplyvé, Ze zvySend exprese MT by mohla
byt novym prognostickym markerem v progresi onemocnéni
a preziti pacientd u toho typu nadoru.

Zavér

V této praci jsme se snaZzili poukdzat na vyznamnost nadmérné
exprese metalothioneint v lidskych nddorech. ZvySend expre-
se MT je statisticky vyznamnd u malignich nadorti a nddort
s vy$8im gradingem. Sledovani nadmérné exprese MT v té€chto
nidorech by mohlo byt novym prognostickym markerem pro-
grese nddorového onemocnéni. VySetfeni pomoci MT-marke-
ru by tak mohlo identifikovat pacienty ohroZené progresi malig-
niho onemocnéni, a tak pomoci zlepsit kvalitu jejich Zivota.

Podékovdni. Prdce na tomto p¥ispévku byla financovdna gran-
tem: FRVS 164/2004, GACR 525/04/P132, IGA MZLU 3/2004.

Zkratky

MT - metalothionein

SH — sulthydrylové skupina

GIF - ristovy inhibi¢ni faktor

MTF-1 — metal transcription faktor

MRE - metal responsive element

GRE - glucocorticoid response element

STAT - signal transducer and activator of tanscription

ARE — antioxidant response element

DPV - diferen¢ni pulzni voltametrie

AdTS-CPSA — adsoptivni pfenosovd technika kombinovand s chronopo-
tenciometrickou rozpoustéci analyzou za konstantniho proudu
RIA - radioimunoanalyza

ELISA - enzymova imunoanalyza
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informace

Ndvrh textu pro distribuci praktickym lékarim pouZitelny jako deklarace spoluiicasti na plnéni Ndrodniho onkologického
programu verejné vyvésend v cekdrné ¢i ordinaci

NASE ORDINACE PRISPIVA K BOJI S RAKOVINOU

pfi plnéni Narodniho onkologického programu
zachytem zhoubnych nadorovych onemocnéni v ¢asnych stadiich,
kdy jsou zhoubné nadory vylécitelné,
a prevenci jejich vzniku

proto nabizime, poskytujeme, zprostiedkujeme:

L.

konzultace individualniho rizika vzniku zhoubnych nadorti v souvislosti s jejich vyskytem u piibuznych, pfi zvySeném
riziku pak vySetfeni specializovanym onkogenetikem

. informaci o individualni mife rizika vzniku jednotlivych typti zhoubnych nddort ve vztahu k pohlavi a aktudlnimu véku

s doporu¢enim vhodnych preventivnich vySetieni

. preventivni vySetieni v rozsahu hrazeném podle platné vyhlasky zdravotni pojistovnou nebo v nadstandardnim rozsahu,

pfiméfeném veéku zdjemce, jako zv14st placenou sluZbu

. informaci a od pfislu§ného véku i pfistup do screeningovych programi pro ¢asny zéchyt nadort prsu, nadort hrdla déloz-

niho a nadora tlustého stieva a kone¢niku

. primy kontakt a doporuceni na specializovana pracovisté pro diagnostiku a 1é¢bu nadorovych onemocnéni v piipadé

zjiSténého nddoru nebo podezieni na nddor

. napojeni na onkologické informacni centrum, které poskytuje rady a informace o diagnostice, 16¢b¢ a prevenci nadort

i kontaktech na specialisty, a to telefonicky, elektronickou poStou nebo v pfimém osobnim kontaktu

. kontakt na poradnu pro odvykani koufeni a poradnu pro zdravou vyZivu a redukci nadvahy

Podpis a razitko 1ékare
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MISTO BISFOSFONATU PRI SKELETALNIM POSTIZENI U KARCINOMU
PROSTATY

BONE LESIONS AND THE ROLE OF BISPHOSPHONATES IN PROSTATE
CANCER

KOLOMBO 1.1, KOLOMBOVA J.2, HANUS, T.3

| UROLOGICKA AMBULANCE MESTSKE NEMOCNICE TURNOV
2OSTEOLOGICKA PORADNA MESTSKE NEMOCNICE TURNOV
3 UROLOGICKA KLINIKA VEN PRAHA A 1. LF UK A KATEDRA UROLOGIE IPVZ PRAHA

Souhrn: Karcinom prostaty je nej¢astéj$im malignim onemocnénim muzii. Kostni postiZeni metastdzami a osteoporézou cas-
to navozenou protinadorovou 1écbou je spojeno se zna¢nym rizikem vzniku skeletidlnich komplikaci. Prevence a 1écba téchto
stavti zoledronatem zlepSuje kvalitu Zivota nemocnych a G¢inné zamezuje ¢i oddaluje rozvoj téchto komplikaci. Zoledronat je
povaZzovén za bezpecny, dobfe tolerovany a i¢inny preparat pifi prevenci a 16¢bé€ skeletalniho postiZzeni u karcinomu prostaty.
RovnéZ nase prvni zkuSenosti potvrzuji dobrou toleranci a bezpecnost u nemocnych se zdvaznym kostnim postizenim u kar-
cinomu prostaty.

Klic¢ova slova: karcinom prostaty, bisfosfonaty, skeletdlni komplikace

Summary: Prostate cancer is the most common malignancy in males. Metastatic or osteoporotic bone affections induced by
cancer treatment are associated with a significant risk of adverse skeletal complications. Prevention and treatment of skeletal
related events (SREs) by zoledronic acid can improve quality of life and effectively prevent and postpone SREs. Zoledronic
acid is consider the proigression of safe, well tolerated, and effective in the prophylaxis and treatment of SREs due to prostate
cancer. Our first experiences support these findings concerning safety and good tolerability by patients with serious bone
affection of prostate cancer.

Key words: prostate cancer, bisphosphonates, skeletal complications

Uvod

Karcinom prostaty je nej¢astéj$im malignim nedermatologic-
kym nadorovym onemocnénim na svété [23,26,31] a druhou
nej¢astéjsi pri¢inou tmrti na nddorové onemocnéni u muZzi ve
Spojenych statech americkych [31]. Incidence a mortalita kar-
cinomu prostaty je obecné vy$si v zdpadnich zemich nez
v zemich rozvojovych [49]. Nejhorsi je situace v Evropé a na
severoamerickém kontinentu. V Evropé je diagnostikovino
asi 2,6 miliond novych ptipadl karcinomu ro¢né [1] a karci-
nom prostaty predstavuje 9 % tmrti na karcinom v Evropské
unii [9]. Dle udajt §védského Ministerstva zdravotnictvi je ve
Svédsku karcinom prostaty nejéast&j$im malignim onemoc-
nénim muZzh a celkovy pocet dosdhl 31,5 % novych piipadi
rakoviny v roce 1999 (Cancer incidence in Sweden 2000)[15].
Obdobné i v USA predstavuje karcinom prostaty celou jednu
tretinu vSech nove zjiSt€nych malignich naddor u muZzi [31].
Je odhadovano, Ze v leto$nim roce bude mit karcinom prosta-
ty nové diagnostikovano asi 540.000 muzi celosvétové [25].
Dle tidajii N4rodniho onkologického registru CR dosahla vroce
2000 incidence karcinomu prostaty v Ceské republice
54,4/100.000 muZza. Na rozdil od jinych zhoubnych nadori
bohuZel nartstd i mortalita, kterd v roce 2000 dosahovala
26,5/100.000 muzi. Pfes zavedeni PSA do diagnostiky karci-
nomu prostaty zistdva nepfiznivé vysoky podil pokrocilého
onemocnéni v dobé stanoveni diagndzy. Ptiblizné tfetina
nemocnych ma zji§t€ny lokalizovany nador a asi 40 % tumo-
rt je v dobé diagndzy generalizovanych [2]. Skelet je nejcas-
t&jSim mistem lokalizace metastaz pfi pokrocilém karcinomu
prostaty a u nemocnych, ktefi zemf'ou na karcinom prostaty se
kostni metastazy vyskytuji téméf v 80% ptipadi [29]. Pres
dosazené pokroky v 1é¢bé pokrocilych niddorovych onemoc-
néni zstavaji u kostnich metastiz v platnosti slova GR Mun-
dyho: ,,Bone metastasis is a catastrophic complication for most
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patients with cancer. Not only does it cause intractable pain
and fracture after trivial injury, spinal cord compression, and
hypercalcemia, it also signifies that the malignant process is
incurable.” Gregory R.Mundy, MD (Cancer 1997; 80: 1546)
,,Kostni metastaza je katastrofickou komplikaci pro vétSinu
pacientti s rakovinou. NejenZe piisobi neustupujici bolest a zlo-
meninu po trividlnim drazu, mi$ni kompresi, hyperkalcemii,
ale také znamena, Ze se maligni proces stal nevylécitelnym.*
Rozvoj kostni zlomeniny u nemocnych s karcinomem prosta-
ty je negativnim prediktorem celkového preZiti nezavislym na
patologickém stadiu onemocnéni [44]. Kromé vlastnich
metastaz prispiva ke zvySenému riziku patologickych zlome-
nin také rozvoj metabolického postiZeni skeletu charakteru
syndromu kostniho hladu (,,bone hunger syndrome*) pfi sekun-
darni hyperparatyredze [6] a ztrata kostni hmoty indukovana
samotnou protinddorovou terapii [17].

Skelet a karcinom prostaty

Pro urologické malignity a zvIaSt€ pro karcinom prostaty je
typicky sklon k ¢astému metastazovéani do skeletu. Pro lepsi
predstavu je incidence kostnich metastiz u nejcastéjSich malig-
nit uvedena v tabulce ¢ 1.

Kostni metastizy jsou nejc¢astéj$im projevem pokrocilého kar-
cinomu prostaty a mohou byt provazeny vyraznou morbiditou
[33,34,39] a vyrazné naruSuji kvalitu Zivota [27]. Riziko ske-
letdlnich komplikaci vyplyvé z n€kolika faktord: 1) asto sni-
Zené kostni denzita jiZ v dob€ diagn6zy maligniho onemocné-
ni [42], 2) protinddorova 1écba indukujici dali ztratu kostni
hmoty [17,18,20,21], 3) rozvoj generalizovaného ¢i lokalizo-
vaného kostniho postiZeni vlastnimi metastdzami a jimi navo-
zenymi metabolickymi zménami v rdmci ,,bone hunger syn-
dromu® [7]. Morbidita spojend s vyskytem skeletovych
komplikaci si mnohdy vyzada dalsi 1écbu, kterd zahrnuje zevni



Tabulka ¢. 1: Prevalence nékterych nadorovych onemocnéni a inci-
dence Kostnich metastaz u téchto onemocnéni.

Typ Prevalence Kostni Median
karcinomu onemocnéni metastazy prezivani
USA (x 100 000) | Incidence (%) | (mésice)
Prostata 984 65-75 36
Mocovy méchyt 582 40 6-9
Ledvina 198 20-25 12
Myelom 75-100 95-100 24
Plice 386 30-40 7
Melanom 467 14-45 6
Prsni Zlaza 1993 65-75 24
Stitn4 zlaza 207 60 48

Upraveno podle zdroju: Coleman RE: Skeletal complication of malig-
nancy. Cancer 1997; 80 (suppl): 1588-1594 a National Cancer Institute.
US Estimated Prevalence Counts on 1/1/2000. Available at http://canqu-
es.seer.cancer.gov/cgi-bin/cq_submit?dir=prev2000&d [18,43]

radioterapii, nutnost provedeni ortopedicko-chirurgickych
vykont na skeletu ohroZeného ¢i postiZzeného patologickymi
zlomeninami, zménu protinddorové terapie a paliativni anal-
getickou 1écbu [53]. Situaci komplikuje a postiZeni skeletu déle
prohlubuje Castd koincidence s metabolickymi onemocnéni-
mi skeletu, mezi které patii naptiklad osteoporéza. Rovnéz
vlastni protinddorova Iécba vede k rozvoji demineralizace ske-
letu. Prikladem je antiandrogenni 1é¢ba u karcinomu prostaty
[19,20,21,45]. Medikamentdzni i chirurgickd kastrace pfispi-
vaji k rozvoji osteopordzy, ktera viak je zatim z nezcela jas-
nych diivoda vyjadiena u fady nemocnych jesté pfed zahdje-
nim 1écby [42]. RovnéZ kurativni aktinoterapie karcinomu
prostaty a mocového méchyfte vede ke sniZeni hladin testoste-
ronu asi o0 30 %. Také vlastni metastatické postiZeni kostniho
systému vede k rozvoji rozsdhlych hormondlné-metabolickych
procest, které dale prispivaji ke zvysené fragilité skeletu. Pri-
kladem miiZe byt napfiklad rozvoj sekundarni hyperparaty-
redzy [6] u pokrocilého karcinomu prostaty s rozvojem,,bone
hunger syndromu‘ (syndromu kostniho hladu). Kromé jas-
ného zhorSeni kvality Zivota u takto postiZzenych nemocnych
bylo prokazano i signifikantné kratsi prezivani téchto nemoc-
nych pfirozvoji skeletdlni komplikace. Vzhledem k témto sku-
teCnostem je vhodné mimo standardni scintigrafie skeletu
vySetfovéani denzitometrie skeletu — DEXA [44] a metabolic-
kého postiZeni skeletu modernimi osteomarkery [4,5,6,8].

Soucasné terapeutické moznosti a doporuceni pri skele-
talnim postiZeni u karcinomu prostaty

Pti potvrzeni kostniho postiZeni a hrozicich komplikacich je plné
indikovéna ¢asna 1écba ve spoluprici s onkologem a osteolo-
gem. Vzhledem k zdvaZnosti a vysoké Cetnosti skeletalniho
postiZeni u karcinomu prostaty je této problematice vénovina
velka pozornost pfednich odborniki a jsou vypracovédna 1é¢eb-
nd schémata téchto stavi. Zdkladem 1écby pokrocilého karci-
nomu je antiandrogenni terapie a ndsledné dalSi hormondlni
manipulace v reZimech druhé a tfeti linie [16,28]. Zevni radio-
terapie pedstavuje dal8i vyznamnou léCebnou modalitu amiZe
byt aplikovana lokalné nebo v ptipadé rozsihlejsiho skeletalni-
ho postiZeni plosné tzv. ,hemi-body radiation* [28]. V palia-
tivnich reZimech ma své misto i systémova aplikace radionuk-
lida 89Stroncium (89St), 136Rhenium (186Re) a *3Samarium
(1538m), kdy vyuziti téchto paliativnich postupi pfin4si zajisté-
ni uspokojivé kvality Zivota [14,30,46]. Kromé Cisté analgetic-
kych rezima se v paliativni 16Cbé€ skeletovych metastiz uZivaji
bisfosfonaty. Efekt prvnich generaci bisfosfonati spocival
v redukci bolesti se zlepSenim kvality Zivota a mobility nemoc-
nych [24,36]. Byl prokazan i pozitivni vliv bisfosfonatii na pfi-
druZené osteoporotické postiZeni skeletu [13,47,57,58]. Naroz-
dil od prvnich generaci bisfosfonati, kdy piiznivy efekt jejich

aplikace u metastatického postiZeni skeletu byl spojen s pro-
dlouZenim intervalu bez progrese, ale nebyl jesté statisticky
vyznamny, byl u zoledrondtu (3. generace bisfosfonatt) prokéa-
z4an statisticky vyznamny efekt v fadé parametrt [53,54,56].
V multicentrické, randomizované, dvojité zaslepené a placebem
kontrolované studii, kdy nemocnym byla soucasné poddvana
protinddorovéa 1é¢ba byl prokdzan ptiznivy efekt poddvani 4 mg
zoledronatu i.v. kazdé 3 tydny u nemocnych s hormonélné inde-
pendentnim karcinomem prostaty s metastatickym postiZenim
skeletu [54]. Potencidlni vyhodou bisfosfonati v prevenci ske-
letdlnich komplikaci miZe byt i jejich protinddorové piisobeni.
V celé fad€ studii byl prokdzin také pifmy protinddorovy vliv
bisfosfonatd [11,12,41]. Pfi srovnavani cytostatického a apo-
ptotického efektu jednotlivych bisfosfonatil na buiiky karcino-
mu prostaty (klodronitu, pamidronétu, ibandronétu a zoledro-
nitu) byl zaznamendn nejvyraznéjsi apoptoticky potenciél
u zolendronatu [22]. Piehled relativni u¢innosti bisfosfonatt in
vivo je uveden v tabulce ¢ 2. Vyhoda intraven6zniho podéni
u bisfosfonati vyplyva z obecné charakteristického nedostatec-
ného vstiebavani z gastrointestindlniho traktu. Biologickd
dostupnost pfi peroralni aplikaci je pouze kolem 1-3 % [3].

Tabulka ¢. 2 shrnuje relativni i¢innost bisfosfonati in vivo.

Typ Relativni| RI RII Zptsob aplikace
bisphosphondtu | G¢innost

in vivo
Etidronat 1 [OH | CH3 orélni;intravendzni
Clodronat 10 [Cl |Cl orélni;intravendzni
Pamidronét 100 | OH | CH2CH2NH2 intraven6zni
Alendronét 700 | OH | (CH2)3NH2 oralni;intravendzni
Ibandronat 4000 | OH | CH2CH2N(CH3)(pentyl) | ordlni;intravendzni
Zoledronat 10 000 | OH | CH2-imidazol intravendzni

V ramci komplexni péce o skelet je v soucasnosti vénovana
velka péce prevenci ztraty kostni hmoty, kterou ptisobi vlast-
ni protinddorovéd 1é¢ba a také prevenci a lé¢bé vlastniho metas-
tatického procesu. Tabulka ¢. 3 shrnuje doporucované rezZimy
a postupy u karcinomu prostaty [35].

Tabulka ¢. 3 shrnujici mozZnosti prevence a 1écby skeletdlnich kom-
plikaci.

Prevence a 1écba skeletalnich komplikaci

Protinadorova lécba indu-
kujici ztratu kostni hmoty

Vitamin D 400-800 IU/denné

Metastatické postiZeni
skeletu

Chemoterapie (mnohdy v3ak pouze
s paliativnim efektem bez signifikant-
niho prodlouZeni celkové délky Zivota)

Kalcium —suplementace
500-1500 mg/denné

Medikamentézni ¢i chirurgicka
kastrace u CaP (s uZitim ¢i bez uziti
antiandrogent1)

Kalcitonin Podpiirna symptomaticka lé¢ba

« Zevni radioterapie/uZiti radioizotopi

» Komplexni analgeticka 1é¢ba lokal-
nich symptomu

« Ortopedicko-chirurgické intervence
pii hrozicich ¢i jiZ manifestnich
patologickych frakturach

Bisfosfonaty intraven6zné
s preferenci zoledronétu (Zometa)

Bisfosfonaty s preferenci
intraven6zniho podani

Upraveno podle Kurth KH, 2004 [35]

Ptehled indikace k zahajeni 1é¢by zoledronatem u karcinomu
prostaty vychdazi z doporuceni 3rd International Consultation
on Prostate Cancer 2003 — Pafiz; 249-284 [16] — viz. tabulka
¢. 4. Prehled preventivni 1écby skeletdlniho postiZeni a sou-
Casné platnych 1é¢ebnych schémat u karcinomu prostaty i v dal-
Sich indikacich shrnuji nésleduji tabulky.
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Tabulka ¢. 4: Souhrn i.v. pouziti bisfosfonati (zoledronat) u karci-
nomu prostaty. Doporuceni 3rd International Consultation on Prostate
Cancer 2003 — Pariz; 249-284 [16]

Indikace k zahajeni 1écby intravenéznimi bisfosfonaty
(zoledronat) pri karcinomu prostaty

Stadium onemocnéni a stav pacienta

Negativni kostni sken Pozitivni kostni sken

Hormonalné Hormonélné Hormonalné Hormonalné
senzitivni refrakterni senzitivni refrakterni
Ne Nasazeni bisfosfonati | O nasazeni bisfosfonati Ano

v zévislosti na individual-
nim zhodnoceni oSetfuji-
cimIékafem, protoZe rizi-
ko rozvoje skeletdlnich
metastdz je vysoké- nutna
monitorace.

by mélo byt velmi vazné
uvazovano.

Kdykoliv v pribéhu 1é¢by se zndmkami ztraty kostni hmoty
by mélo byt zvaZeno nasazeni bisfosfonatu (zoledronatu).

Komplexni pristup ke skeletalnimu postiZeni u karcinomu
prostaty — vlastni zkusSenosti

Vzhledem k castosti kostnich komplikaci u nemocnych
s pokrocilymi urologickymi malignitami a zejména u karci-
nomu prostaty jsme v minulosti museli opakované pristoupit
k chirurgické 16€bé patologickych zlomenin. Pfikladem je
57lety nemocny s pokroc¢ilym karcinomem prostaty, u které-
ho bylo nutné fesit patologickou subkapitalni zlomeninu kycel-
niho kloubu (vzniklou pfi béZném nasedéani na kolo) cerviko-
kapitdlni endoprotézou (obr. 1+2 pfedoperacni a poopera¢ni
ndlez). Na obr. 3 je priklad rozsédhlého metastatického posti-
Zeni osového skeletu v oblasti kréni pétefe u 76letého nemoc-
ného s rozvojem kompresivni radikulopatie C5 vlevo feSené
ve spoluprdci s neurochirurgickym pracoviStém aplikaci pev-
ného ,.turtle-neck* limce.

Metodika a soubor

Z vy3e uvedeného vyplyva, Ze k nemocnym se skeletdlnim
postiZenim proto pristupujeme komplexné ve spolupraci s oste-
ologickou poradnou, onkology aradioterapeuty, pfipadné chi-

Obrazek 1.
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Obrazek 2.

Obr. 3. Zobrazeni metastatického postiZeni obratlii v krénim tseku péte-
fe magnetickou rezonanci u nemocného s pokrocilym karcinomem pro-
staty. Maximum postiZeni je v oblasti obratlovych t€] C5-7 s klinickym
obrazem kompresivni radikulopatie v pfisluSnych segmentech levé
horni koncetiny.




Obr. 4. Denzitometrické vySetfeni prokazuje pokrocilou osteoporézu s vysokym rizikem patologické

zlomeniny.
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ci a 16¢bé skeletélniho postiZeni
ukarcinomu prostaty, aleiu celé
fady dalSich malignit a patolo-
gickych stavil. Dobra tolerance
a bezpecnost zoledronitu je
srovnatelnd s ostatnimi bisfosfo-
néty a placebem [48]. Potencidl-
ni vyhodou bisfosfonétl v pre-
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1 rok, kdy doslo ke sniZent rizi-
ka vzniku zlomeniny az o 40 %
[52]. Vyhody zoledronétu byly
kromé€ karcinomu prostaty
potvrzeny také u karcinomu prsu
[50] a hyperkalcémie u malig-
nich onemocnéni [40]. Rovnéz
pokroky ve vyvoji molekularni
biologie s uplatnénim tzv. ,,smart
drugs*“, imunoterapie a genové
lécby mohou znamenat piinos
pro naSe nemocné s pokro¢ilym
karcinomem prostaty.

rurgy aortopedy. Cilem komplexni péce je zlepSit kvalitu Zivo-
ta nemocnych co nejicelnéj$im zmirnénim bolesti, zabranit
dalsi progresi kostniho postiZeni a ptedejit hrozicim skeletél-
nim komplikacim s rozvojem patologickych zlomenin. Od roku
2003 jsme na zdkladé zavéri a doporuceni z 3rd International
Consultation on Prostate Cancer 2003 — PafiZ zacali s pouZi-
vanim zoledrondtu. K intravendzni 1é6¢bé Zometou 4 mg
v 15minutové infizi ve 4tydennich intervalech jsme ve spolu-
préci s onkology indikovali 10 nemocnych s metastatickym
postiZenim skeletu. U 3 nemocnych byl laboratorné potvrzen
,,bone hunger syndrom* pfi sekundarni hyperparatyredze a tfi-
krat jsme denzitometricky zjistili vyznamnou osteoporézu
s vysokym rizikem patologickych zlomenin. Na obr. 4 je patr-
ny denzitometricky obraz osteopordzy s vysokym rizikem zlo-
menin u 73letého nemocného s generalizovanym karcinomem
prostaty.

Vysledky

Béhem prvniho roku jsme v souladu se zkusenostmi jinych auto-
rt nezaznamenali vyznamnéj$i neZddouci uc¢inky ¢i zhorSeni
rendlnich funkci. U jednoho nemocného je aplikace spojena
s ,.flu-like* symptomatologii, kdy vSak obtiZe vZdy odeznély
béhem 24 hodin a nemocného vyraznéji neobtéZuji. U jedno-
ho nemocného byla k zajisténi lePéi kontroly bolesti poddna
systémova aplikace radionuklidu '33Samaria (!33Sm) a u jed-
noho nemocného byla vyuzita paliativni analgeticka zevni radi-
oterapie. Ve sledovaném obdobi jsme nezaznamenali patolo-
gickou frakturu, kterd by vyZadovala chirurgickou intervenci.

Lécebna schémata vyuZivajici aplikaci Zomety® 4 mg
v intraven6zni 15minutové infuzi o objemu 100 ml v raznych
situacich s hrozicimi skeletalnimi komplikacemi
Upraveno podle [55,56,59,37,16,10,51]

Zometa® 4 mg
1/rok

Osteoporoéza
(Zv1asté u nemocnych netolerujicich peroralni lé¢bu
bisfosfonaty.)

Zometa® 4 mg
kazdé 3 mésice

Transplantace organi

(Nezbytna imunosupresivni 1é¢ba vede ke vzniku
patologickych zlomenin piibliZzné u tfetiny
nemocnych po transplantaci.)

Zometa® 4 mg
kazdé 3 mésice

Hormonalné refrakterni lokalné pokrocily
karcinom prostaty

(Rozvoj skeletdlnich metastdz a naslednych komplikaci
je vzhledem k biologické povaze nadoru i vzhledem

k ptedchozi androgenni deprivaci velmi pravdépodobny.)

Skeletdlni metastatické postiZeni

(Kromé fady jinych nddorovych onemocnéni byl
pfiznivy efekt prokdzan u karcinomu prostaty,
ledviny a mo¢ového méchyfe, prsu, plic, myelomu.)

Zometa® 4 mg
kazdé 4 tydny

Zavér

V soucasné dobé i pres dosazené pokroky je 1écba generalizo-
vaného hormonélné refrakterniho karcinomu prostaty jednou
z nejslozitéjSich problematik uroonkologie. Nadéje jsou vkla-
dény do novych kombina¢nich chemoterapeutickych reZimt
s uZitim taxant a své pevné misto si ve stavajicich ,,guidelines*
pro terapii karcinomu prostaty na$la lé¢ba modernimi intrave-
ndéznimi bisfosfonaty (zv14sté vysoce i¢innym zoledronatem),
zejména v prevenci a 1é¢bé skeletalnich komplikaci [16].
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VYUZITI POZITRONOVE EMISNI TOMOGRAFIE V RADIOTERAPII
UTILIZATION OF POSITRON EMISSION TOMOGRAPHY IN RADIOTHERAPY

HOROVA H.|, HYNKOVA L., KOSTAKOVA 8.1, STANICEK J.2

! ODDELENI RADIACNI ONKOLOGIE, MASARYKUV ONKOLOGICKY USTAV, BRNO
2 ODDELENI NUKLEARNI MEDICINY, MASARYKUV ONKOLOGICKY USTAV, BRNO

Souhrn: Pozitronova emisni tomografie je novou diagnostickou metodou, ktera se za¢ind uplatiiovat v onkologii. Je dopliiko-
vou metodou ke standardné pouZivanym vySetfeni, uplatiiuje se v diferencidlni diagnostice benignich a malignich 1€zi, v roz-
liSeni recidiv a polécebnych zmén. Nové se zacina uplatiiovat v predikci lécebné odpovédi a vytipovani pacientt s horsi pro-
gnézou. V radioterapii ma své misto jako dopliiujici metoda pfi ur€ovani cilovych objemu. Zvysené zarazeni PET do 1é¢ebné
praxe miZe zménit strategii 16by a tim i zlepSit lécebné vysledky.

Klicova slova: pozitronova emisni tomografie, radioterapie

Summary: Positron emission tomography (PET) is a new diagnostic method used in oncology. It is applied in differential
diagnostics of benign versus malign tumors and/or disease relapse versus post-therapeutic changes. It also represents an
important complementary method to the standard diagnostic methods such as computer tomography (CT) and/or magnetic
resonance imaging (MRI). Recently PET has been employed as a tool in prediction of treatment response and in selecting
patients with poor prognosis. PET can also assist in defining the target volume during radiotherapy planning. Increased

utilization of PET in the oncology practice can lead to changes in treatment strategies and to improved therapeutic results.

Key words: positron emission tomography, radiotherapy

Pozitronové emisni tomografie (PET) patfi mezi nejmoder-
néjsi diagnostické metody. V onkologii se PET uplatiiuje pie-
devsim v hledani primérniho loZiska metastatického onemoc-
néni, v rozlieni benignich a malignich loZisek, detekci rezidua
nebo recidivy onemocnéni a sledovani odpovédi na 1écbu. Je
také doplitkovou diagnostickou metodou standardné€ pouZiva-
nych vySetfeni : CT, UZ, NMR.

Detekce kumulace specifického radiofarmaka je zjiStovéna
pomoci specidlni kamery. Mezi nej¢astéji pouZivané radio-
farmakum patii 18-F-fluoro-deoxyglukoza. Tato latka se v téle
chovéa podobné jako glukdza a je nejvice vychytdvana v buii-
kéch se zvySenym metabolismem. V diisledku metabolickych
zmén je nejvetsi kumulace radiofarmaka v nddorovych buii-
kéch. Rozpadem izotopu dochézi k uvolnéni pozitronu, ktery
s elektronem z okoli vytvaii anihila¢ni zafeni detekovatelné
PET kamerou.

PET hraje dopliiujici nebo diferenciacné diagnostickou roli ke
standardnim vySetfovacim metoddm. Nejvetsi zkuSenosti jsou
v diagnostice a sledovéni pacientt s lymfomy. Dalsi vyuZiti PET
je vdiagnostice recidiv kolorektalniho karcinomu, kdy je nékdy
tézké pomoci standardnich vySetfovacich metod rozlisit jize-
vnaté zmény od recidiv. Dal$i moZnosti indikace tohoto vySet-
feni jsou gynekologické malignity, nddory plic a dalsi.

Nyni probihaji nové studie, jejichZ snahou je zjistit vyznam
PET ve strategii 1écby a predikci lé¢ebné odpovédi. V odbor-
né literatuie byly publikovény studie vyuZivajici PET v pla-
novani cilovych objemu a ve strategii radioterapie.

Nékolik neddvno publikovanych studii se snaZilo nalézt vyu-
ziti PET vySetieni v diagnostice a 1é¢bé gynekologickych
malignit.

Grigsby ve své praci retrospektivné hodnotil 101 pacientek
s diagn6zou karcinomu hrdla d€loZniho. Pacientky absolvova-
ly predlécebné CT a PET vySetieni. Podstoupily kombinova-
nou 1é¢bu (chemoradioterapii) a byly déle sledovany. VSech-
ny pacientky, které dle CT mély postiZeny paraaaortilni uzliny,
byly i PET pozitivni. Pacientky byly rozdéleny do tfi skupin
podle pozitivity a negativity CT a PET vySetfeni. Statisticky
vyznamny rozdil byl zji§t€n v dvouletém progression free sur-
vival (73% pro CT negat. + PET negat.; 49% pro CT negat.+
PET pozit.; 39% pro CT pozit. + PET pozit.). V zdvéru studie

byla vyslovena hypotéza, Ze abnormdlni PET lymfatickych
uzlin je dileZitym prediktorem progrese onemocnéni.

Takeé Singh ve své studii pouZil PET vySetfeni pred 1é¢bou paci-
entek v klinickém stadiu I1Ib. Ttileté pieZiti bylo u pacientek bez
postiZeni uzlin (dle PET) 79%, ve skupiné pacientek s pozitiv-
nimi pAnevnimi uzlinami bylo 58%, pti ndlezu pozitivnich para-
aortalnich uzlin 29% a pfi postiZeni nadklickovych uzlin 0%.
GOG studie uddvaji postiZzeni paraaortalnich uzlin u pacientek
ve IIIb klinickém stddiu kolem 30%. Survival rate se u téchto
pacientek pohybuje kolem 26-30%. Singh v z4véru studie dopo-
rucuje PET vySetfeni ve stagingu vSech pacientek s karcinomem
délozniho ¢ipku. U pacientek s PET pozitivnimi paraaortalnimi
uzlinami doporucuje radioterapii i na oblast t€chto uzlin, pfipadné
zvysit davku pomoci IMRT (intensity modulated radiotherapy)
¢i aplikovat agresivnéjsi reZim chemoterapie.

Vysokou specificitu a senzitivitu PET vySetfeni prokazal také
Rose. Pacientky absolvovaly predlécebné PET vySetfeni. Poté
nésledovala operace s lymfadenektomii. Cilem studie bylo zjis-
titkorelaci mezi PET vySetfenim a histologickym nalezem. Sen-
zitivita PET vySetieni byla 75%, specificita 92%, pozitivni pre-
diktivni hodnota 75%, negativni prediktivni kontrola 92%.
kovéjsich pacientek, které by mély prospéch z agresivnéjsi 1é¢-
by(napt. uplatnéni PET pii IMRT ve studii Murtieho).
Kromé predlécebného stagingu a ve vybéru 1écebné modali-
ty se miiZze PET uplatniti v nsledném sledovani pacientll po
16¢hE.

Nakumoto hodnotil moZnosti PET v diagnostice recidivy one-
mocnéni. Brzka diagndzarecidivy mé také vliv na celkovou pro-
gnézu. NejcastéjSim projevem relapsu je tumordzni infiltrat
v panvi nebo lymfadenopatie. Nékdy je t€Zké rozlisit nddorovou
tkéan od tkariovych jizev a postradiacnich zmén standardné pou-
Zivanymi diagnostickymi metodami. Nakumoto provadél PET
vySetieni za 3-7 mésicl po radioterapii. Lokdlni recidiva byla
vzdy PET pozitivni. Fale$né pozitivni ndlezy byly zptisobeny
z&nétlivymi zménami po radioterapii. Fale$né pozitivni vysled-
ky mohou byt zplisobeny zanétem nejen ve fazi makrofagové
aleukocytarni kumulace, ale i v pozdni f4zi zanétu s délicimi se
fibroblasty. Senzitivitabyla 100%, specificita 60%, pozitivni pre-
diktivni hodnota 45%, negativni prediktivni hodnota 100%.
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Dalsi diagn6zou vyuZzivajici PET v polécebném sledovani je kar-
cinom rekta. Zde mize PET pomoci rozliSit benigni a maligni
zmény v presakralni oblasti u pacientli po chirurgické 16Cbé.
Napt. studie Calco et al. sledovala pacienty s diagnézou karci-
nomu rekta. Tito pacienti podstoupili neoadjuvantni konkomi-
tantni chemoradioterapii. PET vySetfeni absolvovali pfed 1éc¢-
bou a 4-5 tydn po 1écb€. U vSech pacientli doSlo po 1é¢bé ke
sniZeni hodnot SUVmax (standardized uptake value). Tato hod-
nota je dina pomérem maximalni absorbce radiofarmaka v nado-
rové tkani, vahy pacienta a aktivitou aplikované latky. Vysoké
hodnoty pfedlécebné SUVmax byly spojeny s vy$§im rizikem
relapsu a smrti. Také v této studii byly pomoci PET odhaleny
metastdzy v jatrech, které nebyly detekovéany standardnimi
vySetfovacimi metodami. Vysoké hodnoty SUVmax tak mohou
ukazovat nazvySené riziko navratu choroby a pacientiim s tako-
vym ndlezem by mohla byt nabidnuta agresivnéjsi lécba.
Vlastnosti PET lze také pouZit v 1é¢bé€ nadort jicnu. Touto
otazkou se zabyvala studie Wiedera. Sledoval pacienty s dia-
gndézou karcinomu jicnu, ktefi podstoupili konkomitantni 1é¢-
bu. PET bylo provedeno pifed 1é¢bou a 3-4 tydny po 1é€bé. Po
aplikaci konkomitantni chemoradioterapie nasledovala ope-
race. U 57 % pacientt doslo k regresi tumoru dle histopatolo-
gického nélezu. Nebyl nalezen vztah signifikantni korelace
mezi klinickou odpovédi a histopatologickym nalezem.
U v8ech pacientl doslo ale k poklesu hodnot SUV. U pacien-
t s histopatologickou odezvou doSlo k vyraznéj§imu poklesu
SUV neZ u pacientll s nezménénym histopatologickym nale-
zem (pokles 0 44% vs.21%). Studie prokazala, Ze PET muze
identifikovat pacienty, ktefi Spatné reaguji na 1é¢bu. Senziti-
vita vySetfeni byla 93%, specificita 88%.

Dalsi vyuZiti PET nachdzime v diagnostice a 1é¢bé nemalo-
bunéc¢ného karcinomu plic. DtlleZity je zde mediastindlni sta-
ging, ktery je pro PET udavan: senzitivita 84%, specificita 89%
a pro CT senzitivita 57%, specificita 84% (dle Tolera).

PET také muze spravné odhalit extrathorakdlni metastizy
u pacienti, ktefi byli jinymi metodami indikovéni k chirur-
gické resekci. To pak vede ke zméné 1éCebné strategie.
Studie Bradley et al. zjistovala, zda vysledky PET budou mit
vliv i na velikost ozafovaného objemu. Dva lékafi nezavisle
zakreslovali cilové objemy, jeden mél k dispozici CT vySetie-
ni, druhy fizi PET a CT vySetfeni. Mezi cilovymi objemy byly
znacné rozdily. V piipad€ atelektazy pomohl PET redukovat
GTV, to vedlo ke zmenSeni ozafovaného objemu a redukci dav-
ky na zdravé tkan€. Naopak v nékterych piipadech doslo ke

zvétSeni cilového objemu, kdy pomoci PET byly odhaleny
metastdzy v lymfatickych uzlinidch nedetekovatelné na CT.

V nedéavno publikovanych studiich se udava, Ze PET vede ke
zméné cilového objemu u 30-60% pacientt. PouZziti fize PET
a CT vySetieni pfi planovani radioterapie je ukdzano na obraz-
ku 1, na obrdzku 2 je samostatné planovaci CT.

Velmi dileZitou roli hraje PET ve stagingu a sledovéni odpo-
védi na 1é¢bu pacientil s diagnézou lymfomu. U pacientil po
terapii ma PET oproti CT vys3i specificitu a to 96 % vs. 38 %
pro Hodgkinovu chorobu a 100% vs. 83% pro NHL. Také pozi-
tivni prediktivni hodnota je vy$§iu PET (100% vs. 42%). Nej-
vét§im problémem v terapii lymfom je nélez vitalnich nado-
rovych bunék v rezidudlni tkani. Zde PET také prokazuje vyS$si
specificitu, bohuZel jeho nevyhodou je Spatné prostorové roz-
loZeni a niZsi rozliSovaci schopnost u malych objemd.
Témér 80-90% pacientil s negativnim PET po skonceni 1é¢by
zustava v kompletni remisi. Existuje ale 10-20% pacientil
s mikroskopickym rezidudlnim onemocnénim, ktefi mohou
relabovat.

Nové se za¢ind PET vyuZivat i v terapii naddorti hlavy a krku.
Yao hledal vyznam PET u pacientt po radioterapeutické 1é¢-
bé v indikaci kr¢ni disekcee.

U pacienti, ktefi po radioterapeutické a chemoterapeutické 1é¢-
bé jsou v kompletni remisi, je riziko samostatné kréni recidivy
pouze 5 %. Kr¢ni disekce je spojena s fadou neZddoucim tcin-
ki a vysokou morbiditou. Dochézi také k vyrazné mutilaci paci-
enta. Proto byla snaha najit pacienty, ktefi by z kr¢ni disekce
méli prospéch a naopak, ktefi by byli disekce uSetieni.
Pacienti byli po 1é¢bé sledovani pomoci CT i PET. Velikost
rezidudlni lymfadenopatie nekorelovala se zvySenou kumula-
ci radiofarmaka na vysledku PET vySetfeni po 1é¢bé. Predlé-
¢ebnd velikost uzlin také nesouvisela s odpovédi na 1écbu. Ale
vSichni pacienti s rezidudlnimi viabilnimi nddorovymi buiika-
mi méli abnormalni PET (SUV 3,5-6,9). VSichni s negativnim
reziduem méli SUV mensi 3 nebo normdlni PET. VSichni paci-
enti s negativnim PET méli i negativni histologicky nélez i ptfi
rezidudlni lymfadenopatii.

PET tedy md své misto v onkologické 1é¢bé. Jeji moZnosti a vyu-
Ziti se ale déle hledaji. Pfesto jiZ existuje fada indikaci, které
mohou zlepSit diagnostiku, Ié¢bu a posléze i progndzu fady malig-
nich onemocnéni. V kombinaci s CT vySetfenim (vytvofenim
faze obou vySetfeni) usnadiiuje urCovéni cilovych objemi u paci-
entll léCenych radioterapii a tim zabrariuje moZnému overtreat-
mentu a moZnym pozdnim nezZddoucim i¢inkiim ozéfeni.

Literatura
1. Belhocine T, Thille A, Fridman V, Albert A, Seidel L, Nickers P, Kridelka F,
Rigo P.: Contribution of whole-body 18FDG PET imaging in the management
of cervical cancer. Gynecol Oncol 2002;87(1):90-97
2. Bradley J, Thorstad WL, Mutic S, Miller TR, Dehdashti F, Siegel BA, Bosch W,
Bertrand RJ.: Impact of FDG-PET on radiation therapy volume delineation in
non-small-cell lung cancer. Int J Radiat Oncol Biol Phys 2004, 59(1):78-86
3. Calvo FA, Domper M, Matute R et al.: 18F-FDG positron emission tomography
staging and restaging in rectal cancer treated with preoperative
chemoradiotherapy. Int J Radiat Oncol Biol Phys 2004,58(2):528-535
4. Grigsby PW, Siegel BA, Dehdashti F, Mutch DG.: Posttherapy surveillance
monitoring of cervical cancer by FDG-PET. Int J Radiat Oncol Biol Phys 2003,
55(4):907-913
5. Grigsby PW, Siegel BA, Dehdashti F.: Lymph node stagingi by positron
emission tomography in patients with carcinoma of the cervix. J Clin Oncol
2001;19(17):3745-3749
6. Koike I, Ohmura M, Hata M, Takahashi N, Oka T et al.: FDG-PET scanning
after radiation can predict tumor regrowth three months later. Int J Radiat Oncol
Biol Phys 2003, 57(5):1231-1238
7. Lavely WC, Delbeke D, Greer JP, Morgan DS, Byrne DW, Price RR, Hallahan
DE.: FDG PET in the follow-up management of patients with newly diagnosed
Hodgkin and non-Hodgkin lymphoma after first-line chemotherapy. Int J Radiat
Oncol Biol Phys 2003, 57(2):307-315
8. Miller TR, Grigsby PW.: Measurement of tumor volume by PET to evaluate
prognosis in patients with advanced cervical cancer treated by radiation therapy.
Int J Radiat Oncol Biol Phys 2002;53(2):353-359
9. Miller TR, Pinkus E, Desdashi F, Grigsby PW.: Improved prognostic value of
18F-FDG PET using a simple visual analysis of tumor characteristics in patients
with cervical cancer. J Nucel Med 2003;44(2):192-197
Mutic S, Malyapa RS, Grigsby PW, Dehdashti F, Miller TR, Zoberi I, Bosch
WR, Esthappan J, Low DA.: PET-guided IMRT for cervical carcinoma with

10.

(=}

202 KLINICKA ONKOLOGIE 17 6/2004

positive para-aortic lymph nodes- a dose-escalation treatment planning study.
Int J Radiat Oncol Biol Phys 2003;55(1):28-35
. Nakamoto Y, Eisbruch A, Achtyes ED, Sugawara Y, Reynolds KR, Johnston
CM, Wahl RL.: Prognostic value of positron tomography using F-18-
Fluorodeoxyglucose in patients with cervical cancer undergoing radiotherapy.
Gynecol Oncol 2002;84:289-295
12. Narayan K, Mckenzie AF, Hicks RJ, Fisher R, Bernshaw, Bau S.: Relation
between FIGO stage, primary tumor volume and presence of lymph node
metastases in cervical cancer patients referred for radiotherapy. Int J Gynecol
Cancer 2003,13,657-663
13. Narayan K, Hicks RJ, Jobling T, Bernshaw D, McKenzie AF.: A comparison of
MRI and PET scanning in surgically staged loco-regionally advanced cervical
cancer: Potential impact on treatment. Int J Gynecol Cancer 2001,11,263-271
14. Rose PG, Adler LP, Rodriguez M, Faulhaber PF, Abdul-Karim FW, Miraldi F.:
Positron emission tomography for evaluating para-aortic nodal metastasis in
locally advanced cervical cancer before surgical staging: A surgicopathologic
study. J Clin Oncol 1999;17(1):41-45
15. Ryu SY, Kim MH, Choi SC, Choi CW, Lee KH.: Detection of early recurrence
with 18F-FDG PET in patients with cervical cancer. J Nucl Med
2003;44(3):347-52
16. Singh AK, Grigsby PW, Dehdashti F, Herzog TJ, Siegel BA.: PDG-PET lymf
node staging and survival of patients with FIGO stage IIIb cervical carcinoma.
Int J Radiat Oncol Biol Phys 2003;56(2):489-493
17. Wieder HA, Briicher BLDM, Zimmermann F, Becker K, Lordick F, Beer A,
Schwaiger M, Fink U et al.: Time course of tumor metabolic activity of
esophageal squamous cell carcinoma and response to treatment. J Clin Oncol
2004, 22(5):900-8
18. Yao M, Graham MM, HoffmanHT, Smith RB, et al.: The role of post-radiation
therapy FDG PET in prediction of necessity for post-radiation therapy neck
dissection in locally advanced head-and-neck squamous cell carcinoma. Int
J Radiat Oncol Biol Phys 2004, 59(4):1001-1010



puvodni prace

NOVE MOZNOSTI V DIAGNOSTICE KOLOREKTALNIHO KARCINOMU
S VYUZITIM TECHNOLOGIE DNA MIKROCIPU

NEW POSSIBILITIES IN COLORECTAL CARCINOMA DIAGNOSTICS USING
DNA MICROARRAYS

JANSOVA E.!, KRONTORAD P.!, SVOBODA Z., PAVLIK T2 KOUTNA 1!, KOZUBEK M.}, ZALOUDIK J.3,
KOZUBEK S.
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Souhrn: Vychodiska: Technologie DNA mikrocipil patfi mezi nejmodernéjsi biotechnologie zaznamenavajici v poslednich
letech velky rozvoj. Tato technologie umoziuje porovnani expresnich profilti zkoumanych vzorki a je tak vhodna k diagnos-
tice riiznych onemocnéni na genové trovni. Typ studie a soubor: Cilem této prace bylo porovnat genovou expresi kolorektal-
niho karcinomu s normalnim epitelem a detekovat rozdily v expresi genli mezi pacienty s regiondlnimi metastdzemi a bez
metastaz. Studie byla provedena na skupiné 12 pacientt s kolorektidlnim karcinomem. Metody a vysledky: Expresni profil paci-
enttl byl studovan na 1.7K Human cDNA mikroc¢ipech obsahujicich 1700 fragmenti lidské cDNA. Mezi kolorektalnim karci-
nomem a zdravym epitelem tlustého stfeva bylo nalezeno 22 gent s odliSnou expresi. Pomoci klastrové analyzy byli pacienti
rozdéleni na 2 skupiny podle vyskytu metastaz v lymfatickych uzlinach a mezi t€émito dvéma skupinami pacienti bylo identi-
fikovano celkem 6 gent se zménénou expresi. Zdvér: cDNA microarray technologii bude mozné v budoucnu pouZzit jako dia-
gnosticky ndstroj ke stanoveni, véasnému a pfesnému rozpozndni onemocnéni na zdkladé expresniho profilu pacienta. Geny
vytipované pomoci cDNA mikrocCipt v naSich experimentech mohou byt v budoucnu soucdsti diagnostickych mikrocipti pro
analyzu nadort tlustého stfeva.

Klicova slova: cDNA mikrocipy; microarray technologie; klastrova analyza; nador tlustého stieva; metastize v lymfatickych
uzlinich

Sumary: Backgrounds: In the last decade various new technologies in medicine and molecular biology have been developed,
among others cDNA microarray technology. The cDNA microarray technology enables comparison of expression profiles of
tested samples and it is convenient for diagnostics of diseases on gene level. Design and Subject: The aim of this study was
comparison of gene expression of colorectal carcinoma and colon epithelium and detection of differences in expression profiles
of patients with regional metastases and non-metastatic patients. The study was performed on a group of 12 patients with
colorectal carcinoma. Methods and Results: 1.7K Human cDNA microarrays containing 1700 fragments of human cDNA
were used for determination of expression profiles of patients. We have found 22 genes with altered expression in colorectal
carcinoma as compared with normal tissue. Using hierarchical clustering, patients were divided into two groups according to
occurrence of regional metastases: patients with regional metastases and non-metastatic patients. These two groups differed in
expression of 6 genes. Conclusion: cDNA microarray technology, based on the detection of changes in the expression profiles,
provides easier, quicker and more effective diagnostics of various diseases. In future, genes found by cDNA microarrays in our
experiments could constitute a part of the newly developed colon cancer diagnostics chips.

Key words: cDNA microarray technology; cluster analysis; colorectal cancer; regional metastases

Uvod

Nédory tlustého stfeva patii mezi nejcastéjsi onemocnéni tra-
viciho traktu. Navic, prvni misto ve sv€tovych statistikach
vyskytu kolorektdlniho karcinomu zaujimé Ceska republika.
Riziko vzniku tohoto onemocnéni roste po 45. roce Zivota.
Podle Svétové zdravotnické organizace (WHO) je Cetnost
nadorti u vékové skupiny do 45 let ddna pomérem 2 piipady
na 100 000 obyvatel, u vékové skupiny nad 75 let je to jiz 300
pripadt na 100 000 obyvatel za rok. Ro¢né je diagnostikova-
no témét 7 500 novych piipadd vyskytu tohoto onemocnéni
a vice neZ 4 000 pacientd s timto onemocnénim kazdoro¢né
umird.

Karcinomy tlustého stieva patii do skupiny zhoubnych epite-
lidlnich nadord, které se v prab&hu svého vyvoje nejprve $ifi
ve sliznici, pozdé€ji prorastaji stfevni sténou, v dal$im vyvoji
buiiky pronikaji do lymfatickych cest a vytvareji metastazy
v lymfatickych uzlindch, naposledy pronikaji do krevnich cév

a vytvareji vzdalené metastizy. Prevazna vétSina (90 %) téch-
to nadortd vznika sporadicky a na jejich vznik maji vliv fakto-
ry okolniho prostiedi, dietetické zvyklosti a vnitini prostfedi
stieva. Dédi¢né formy nidora tlustého stfeva (10 %) jsou Cas-
to spojeny s Familidrni adenomatézni polypézou (FAP) nebo
Hereditarni nepolyp6zni rakovinou tlustého stfeva. Mutace
zodpovédné za tyto syndromy jsou predev§im mutace APC
genu (FAP) a genil,,mismatch* reparace DNA (HNPCC) [1,2].
Pramérny vék detekce téchto onemocnéni se pohybuje okolo
401et. U pacienti s FAP je moZné nalézt zvySeny vyskyt poly-
pu (stovky az tisice), z nichZ nékteré s velkou pravdépodob-
nosti podléhaji maligni transformaci. HNPCC sice neni spo-
jen s vyskytem prekurzorovych adenomi, patii v§ak k nidorim
s velkou genetickou nestabilitou spojenou s rychlou progresi
nddoru. Vzhledem k frekvenci vyskytu onemocnéni a jeho vaz-
nosti je nutné provadét u pacientil peclivy screening.

V dne$ni dob€ s pfibyvajicim po¢tem novych zhoubnych one-
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mocnéni roste potieba jejich v€asné diagnostiky a navrZeni
odpovidajici 1écby pacienta. V této oblasti se dostava v posled-
nim desetileti do popfedi zdjmu tzv. cDNA microarray tech-
nologie umoZziujici monitorovani exprese nékolika tisic genti
soucasné a napomdahd tak k odhaleni genetické podstaty one-
mocnéni. Tato technologie je zaloZena na vyuZiti malych ¢ipa
nesoucich na svém povrchu fragmenty cDNA schopné speci-
ficky interagovat s cDNA ziskanou piepisem RNA izolované
z pacientil. Prvni studie vyuZivajici tuto technologii byly pro-
vadény na akutni leukemii, lymfomech a nadorech prsu [3-8].
Rada studii byla provadéna i na nadorech tlustého stfeva [9-
15].

Cil prace

VyuZiti cDNA microarrays technologie ke sledovéni rozdila
genové exprese nadoru tlustého stfeva v porovnéani s normal-
ni epitelidlni tkani a dale rozliSeni pacientl s vyskytem regio-
nélnich metastaz od pacienti, u nichZ Zadné metastazy v lym-
fatickych uzlinach nejsou patrné. Pomoci této technologie jsme
se pokusili vytipovat potencidlni moZné nddorové a metasta-
tické markery, které by bylo moZné pouZit pro v€asnou dia-
gnostiku a klasifikaci onemocnéni.

Material a metody

Vzorky tkdni a microarrays
Vzorky kolorektdlniho karcinomu a zdravé tkané tlustého stre-
va byly ziskdny z pacienti Masarykova onkologického tsta-
vu v Brné€ a Fakultni nemocnice Brno. Vzorky tkéni byly oka-
mZit€ po chirurgickém vyjmuti zmraZeny a uskladnény pfi
—80 °C. Ziskan4 tkafi byla homogenizovana (Polytron System
PT 1200CL) a byla z ni izolovadna celkovd RNA pomoci TRI
REAGENT (Sigma). RNA pak byla ndsledné preciSténa s vyu-
zitim RNoasy Mini Kit (Qiagen). Takto ziskand RNA bylaroz-
pusténd v supercisté vodé bez DNz a RN4z. Tato metoda izo-
lace je modifikaci protokolu pro izolaci super Cisté RNA [16].
Pro kontrolu hybridiza¢niho procesu byla pouZita Arabidopsis
cDNA ziskand z pArab plasmidu (the UHN Microarray Cent-
re) pomoci in vitro transkripce (T7 Transcription kit, Fermen-
tas; Sacl, Fermentas; T4 DNA Polymerase, Fermentas). Jako
spole¢nd reference pro srovnavani pacientl vzajemné mezi
sebou byla pouZita Human colon total RNA (Clontech).

V této studii byly pouzity Human H1.7k4 mikrocipy (Clini-
cal Genomic Centre (CGC), Toronto, Ontario, Canada) obsa-
hujici 1718 fragmentl lidské cDNA, pozitivni kontroly (frag-
menty genu pro Arabidopsis chlorophyl syntetdzu). Celkovy
pocet spotli na mickrocipu byl 3840.

Priprava sond, hybridizace a odmyti

Pro kaZzdy experiment bylo potfeba 10-20 ng celkové RNA
ziskané z pacienta. Tato RNA byla v pribéhu RT-PCR pfe-
psana do jednotetézcové cDNA a soucasné naznacena pomo-
ci fluorescencnich barev (nddorova Cy5-dCTP, zdrava Cy3-
dCTP) (Amersham) pomoci Oligo(dT) primeru (Anchored)
aSuperScript Il reverzni transkriptizy (Invitrogen). Takto zis-
kan4 cDNA pak byla hybridizovina na mikroCip pti 37 °C pfes
noc a odmyta (protokol the OCI Microarray Centre, 2000).
Expresni obraz byl ziskdn méfenim fluorescence pomoci scan-
neru ScanArray Express V2.0 (PerkinElmer).

Semikvantitativni RT-PCR

Vzorky celkové RNA byly nejdiive pfepsdny do jednofetéz-
cové cDNA pomocioligo(dT) primeru (Anchored) a SuperSc-
ript Il reverzni transkriptdzy (Invitrogen). Ziskand cDNA byla
pouzita pro naslednou PCR amplifikaci. Kazda PCR reakce
probihala v objemu 50 pl master mixu s ImM MgCl, a Tag
DNA polymerdzy 5 minut pfi 94 °C (pocate¢ni denaturace),
nésledovalo 35 cyklid: 30s pfi 94 °C, 30s pfi 58 °C, a 1.5 min
pii 72°C, v PCR systému (PTC-100MJ, Research, Inc.).
Sekvence primeri pouZitych pro RT-PCR byly: FTL forward,
5’-ATGAGCTCCCAGATTCGTCAG-3’, reverse, 5’-GCTT-
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GAGAGTGAGCCTTTCG-3’; NNMT forward, 5’-AGA-
CCTGCTGATTGACATCGG-3’, reverse, 5’-GTCAGT-
GACGACCTCCTTAA-3’; WNT2 forward, 5’-CATGGT
GGTACATGAGAGCTAC-3’, reverse, 5’-GGCAAATACA-
ACTCCAGCTGAG-3’; MT1B forward, 5’-CCTGACTTCT-
CATATCTTGCC-3’, reverse, 5’-GTGTTTTATTGTCTTT-
CACA-3’.

Analyza obrazu a zpracovdni dat

K analyze obrazovych dat jsme pouZili dva programové bali-
ky. Spotfinder vyvinuty institutem TIGR (www.tigr.org), ve
kterém je implementovéan Otsutlv segmentacni algoritmus (hle-
dani prahové hodnoty) [17]. Proces segmentace se spousti na
obdélnikové mfiiZce, kterou je nutno nastavit ru¢n€ s malou
asistenci programu. Kazdému spotu patfi jeden obdélnik
v miiZce. Program vyZaduje na uZivateli zadat minimalni
a maximdlni pocet pixell, které mohou tvofit spot. Na vystup
pak Spotfinder vrati sumu intenzit v§ech pixeli tvoiicich dany
spot, od které je odeCtena aproximace intenzity pozadi (pixe-
ly z obdélniku, které maji podprahovou intenzitu).

Druhym programem pouZitym pro analyzu obrazu byl Spot,
vyvinuty institutem CSIRO jako skript ve statistickém jazyce
R. Ve Spotu je implementovén algoritmus SRG (Seeded Regi-
on Growing) [18], jeZ principem vychézi ze zndmého algorit-
mu Watershed [19]. V diisledku to znamen4, Ze oblast, kterou
SRG pfisoudi danému spotu, je vZdy spojitd. I Spot aproxi-
muje intenzitu pozadi, kterou vypocitava z malych oblasti oko-
lo nalezeného spotu. Na vystup Spot vraci primér a median
popfedi (oblast spotu) a pozadi.

DalS$im dileZitym krokem pfi analyze je rozpozndni systema-
tickych odchylek v intenzitach fluorescence mezi vzorky na
jednom sklicku a mezi jednotlivymi skli¢ky navzdjem a nasled-
nd oprava téchto odchylek, které nejsou ptipisovany biologic-
kymrozdiliim mezi vzorky, ale jsou zplisobeny riiznymi vlast-
nostmi fluorescen¢nich barvicek, scannerem, atd. pomoci
procesu zvaného normalizace.

Pfi normalizaci dat jsme nejdiive pouZili regresni metodu
LOWESS(locally weighted scatterplot smoothing) pro lokal-
ni normalizaci [20-23]. Tuto metodu jsme provadéli pro celé
sklicko andsledné lokdln€ mezi jednotlivymi subgridy. Umoz-
nila ndm vypocitat intenzitni a prostorovy bias. Vyhlazovaci
parametr byl nastaven na 0,33.

Déle bylo nutné pouZit scale normalizaci, protoZe sklicka méla
rizné stupnice a to by mohlo vést k nesprdvnym rolim, kdyz
jsou porovnavany. Pro scale normalizaci jsme pouZili metodu
Standard deviation [21]. Vhodnym Skalovacim faktorem je
rozptyl pro urcité skli¢ko délené geometrickym primérem roz-
ptyla v8ech skli¢ek. Nakonec jsme pouZili Slice analysis filtr
[21], ktery smaZe geny, jejichZ z-score je mimo zajimavy roz-
sah. K vyhodnoceni naSich experimentdlnich dat jsme pouZi-
li program MIDAS (TIGR), ktery ma implementovany vSech-
ny vySe zminéné metody.

Po analyze obrazu a normalizaci ziskanych dat byla prove-
dena statisticka analyza. Geny, které se exprimovaly rozdil-
né mezi zdravou a nddorovou tkani, byly identifikovany
pomoci t-testu a statistické metody SAM [24] (http://www-
stat.stanford.edu/~tibs/SAM). Vzhledem k parovému uspo-
fadani dat byl pouZit jednovybérovy t-test s oo = 0,01, pfi-
¢emZ jsme testovali, jestli M = primérny log,(R/G) s
vyznamné 1i$i od nuly, s dodate¢nou podminkou, Ze | MT
musi byt vét§i nez 0,5. V softwaru SAM (Excel verze 1.21)
byla data hodnocena jako ,,one class data* s po¢tem permu-
taci 5000, chybéjici hodnoty byly dopocitiny metodou 10-
nejblizsich sousedd. Pro data ze Spotfinderu byla stanovena
hranice A = 1,8 a pro data ze Spotu A = 1,9.

Dalsim cilem naSeho experimentu byla identifikace gent roz-
diln€ exprimovanych mezi pacienty bez metastize a s metasti-
zi, proto byl pouzit SAM software a dvouvybérovy t-test
(a0=0,01 a IM|> 0,5). SAM software byl pouZit jako ,,two
class unpaired data“ s poctem permutaci 5000. Chybéjici hod-



noty byly dopocitdny pomoci metody fadkového priiméru, nase
hranice A byla stanovena pro minimélni hodnotu odhadu FDR

Tabulka ¢. 2: Seznam genii se zménénou expresi v nadoru tlustého
stieva oproti zdravému epitelu.

jako A=0,45. Accession | Unigene <

Nekolik nejvyznamnéjsich genti pak bylo pouZito pro shluko- number D Symbol Nézev genu

vani pacientil bez metastdze a s metastazi, pficemz byla pou- o~ ny se sniZenou expresi v nadoru tlustého stfeva

zita shlukovaci metoda k-pramért (pro k = 2) a hierarchické -

shlukovéni AA046143 | Hs.80776 | PLCDI1 phospholipase C, delta 1
Al027434 | Hs.264509 | LOC51326 | ARF protein

Vysledky AW025250| Hs.191979 | KIAA1733 | RPEL repeat containing 1

Studie expresniho profilu nadoru tlustého stfeva byla provadé-  Fpry1g763 | Hs.184326| CDC10 | CDCI0 cell division cycle 10

nana skupiné 12 pacient (tab.1), kterd zahrnovala 6 muzi (50%) homolog (8. cerevisiae)

a6 zesnt ((510%) u rﬁ]chz bylhdlagncist%kovz_m 1:910r§k1t(altm Karci-  [5G531969 | Hs.81892 | KIAAO101 | KIAAO101 gene product

nom. Studovand skupina zahrnovala 6 pacientt s vyskytem regi- -

o . . . o e [NT72 Hs.47913 | Fl agulation factor X
ondlnich metastdz (Dukes* C) a 6 pacientil, u nich? zddné |~ /257 | Hs47913 | F0 Coagulalion Tactor 2
metastazy detekovéany nebyly (Dukes‘ B a A). Primérny vék | N79851 | Hs46440 | SLC21A3 fgg;egﬁgggﬁa"geﬁg’g; A2
pacientl ¢inil 67 let. Expresni profil pacientii byl monitorovin 15po Y,
pomoci cDNA mikrocipti, umoZiiujicich sledovat expresi az ~ |RO1959 | Hs.78683 | USP7 ?gelguggg;ggfglscogirggg)se 7
nékolika tisic genti soucasné a poskytujici tak komplexni pohled p. i
na vyvoj a stidium onemocnéni pacientil. Pfi monitorovaniroz-  |R06555 | Hs.19718 | PTPRU fégéeltf:)gmsem%PhOSPhatase’
dilt v expresi kolorektdlniho karcinomu a normalniho epitelu P : yPe.
byly na cDNA mikroéipy nanééeny fluorescencné oznadené R14146 Hs.75652 | GSTMS glutathione S-transferase M5
vzorky cDNA nadorové tkan€ (Cy5-dCTP) a vzorky cDNA R20063 Hs.169750 | TPR translocated promoter region
zdravého epitelu (Cy3-dCTP) vZdy ze stejného pacienta. Tim (to activated MET oncogene)
byl ziskan pacientliv celkovy expresni profil. Pro porovnédni paci- | R23802 | Hs.1376 | HSD11B2 | hydroxysteroid (11-beta)
enti s rozdilnou diagnézou bylo nutné zafadit do experimentu dehydrogenase 2
spolecnou referenci, kterou byla cDNA ziskand z epitelu tlusté- | R59684 | Hs.75379 | SLCI1A3 | solute carrier family 1 (glial high
ho stfeva zdravych jedinct (Clontech). V tomto pifpadé byly na ?ﬁg‘ﬁgg“‘amate transporter),
mikroCipy nanaSeny spole¢né vzorky cDNA nddorové tkané -

(Cy5-dCTP) a vzorky referenéni cDNA (Cy3-dCTP). Analyza | R81039 | Hs.3745 | MFGES gn;}r‘;fg;nglobule-EGF factor
c¢DNA mikro€ipt spocivala v nékolika po sob€ nasledujicich -
krocich. Nejprve byla provedena analyza obrazu pomoci dvou | T74000 | Hs.78943 | BLMH | bleomycin hydrolase
softwaril pro analyzu obrazu SpotFinderu a Spotu. Ziskand data | T74462 | Hs.352018 | TAP1 transporter 1, ATP-binding cassette,
bylo nutné nejprve znormalizovat, aby do$lo k vyrovnani sys- sub-family B (MDR/TAP)
tematickych rozdilii v intenzité riznych barev, které nebyly zpti- | W03376 | Hs.364345 | NNMT nicotinamide N-methyltransferase
sobené biologickymi rozdily ve vzorcichadale nasledovalasta- | w25194 | Hs.75372 | NAGA N-acetylgalactosaminidase
tisticka analyza pomoci t-testu, SAM metody a HCL metody. Geny se zvySenou expresi v nadoru tlustého streva
. . o H21130 Hs.183800 | RANGAPI | RAN binding protein 1
Tabulka €. 1: Charakteristiky pacientii. N77157 Hs.62 PTPN12 protein tyrosine phosphatase,
non-receptor type 12
Pacient | Vék | Pohlavi TNM Dukes Lokalizace plortyp
&, Kklasifikace diagnéza T99684 Hs. 90073 | CSEIL CSE1 chromosome segregation
1-like (yeast
1 65 | Zena | T:2 N:1 M:X | DukesC | ascending colon ] - ) ——
" W45012 Hs.183650 | CRABP2 | cellular retinoic acid binding

2 59 muz T:3 N:1 M:X | Dukes C | rectum protein 2

3 66 muZ T:3 N:1 M:X | DukesC | rectum

4 61 | Zena | T:2 N:0 M:X | Dukes A | rectum Tabulka ¢&. 3: Seznam genti navrzenych jako potenciilni markery regio-

5 64 Zena | T:3 N:1 M:X | Dukes C | rectum nilnich metastaz.

6 74 Zena | T:4 N:1 M:X | DukesC | cecum Accession | Unigene Symbol Nézev genu

7 50 | muz | T:3 N:1 M:X | DukesC | rectum number D

8 74 mu¥ T:3 N:0 M:X | DukesB | rectosigmoid junction AA010908 | Hs.348401 | LCAT lecithin-cholesterol acyltransferase

9 57 Jena | T:3 N:0 M:X | DukesB | sigmoid colon AA156696 | Hs.77054 | BTGl B-cell translocation gene 1

10 80 | Zena | T:3 N:0 M:X | DukesB | sigmoid colon AI889525 | Hs.26670 | MGC17330| HGFL gene
11 91 mu¥ T:3 N:0 M:X | DukesB | cecum H82390 Hs.180911 | RPS4Y ribosomal protein S4, Y-linked
12 64 mu¥ T:3 N:0 M:X | DukesB | rectum W42478 Hs.119403 | HEXA hexosaminidase A (alpha
’ ’ ’ polypeptide)
e . 3 . . . | W60777 | Hs.181418 | KIAA0152 | KIAA0152 gene product
V prvni fazi experimentu byly sledovany zmény v expresi mezi genep

kolorektalnim karcinomem a normdlnim epitelem. V tomto
pfipadé byly cDNA microarray data analyzoviny pomoci
metody SAM a t-testu, ktery byl kombinovan s metodou HCL.
Metoda HCL umoznila rozdélit pacienty na dvé skupiny podle
vyskytu metastidz v lymfatickych uzlinach. Statistické meto-
dy t-test a SAM umoznily vytipovéni gend, které by mohly
slouZit jako markery specifické pro kolorektalni karcinom. Pfi
monitorovani rozdill v expresi mezi normalnim epitelem
tlustého stfeva a kolorektdlnim karcinomem bylo nalezeno cel-
kem 22 gend s odli$nou expresi. 4 geny vykazovaly zvySenou
expresi v nddorové tkani oproti zdravé a 18 gent mélo expre-
si v nadoru sniZenou (tab. 2).

V dalsi fazi experimentu bylo vyuZito ziskané rozdéleni paci-
entl pomoci HCL na dvé skupiny: pacienti s vyskytem regio-
nalnich metastdz a pacienti bez vyskytu metastz. Tato dia-
gnostika byla ovéfena pomoci histopatologické zkousky.

Pfi porovndvani expresniho profilu pacientl s metastizemi
a pacientil bez metastdz bylo nutné pouZit spolec¢nou referen-
ci. Statistickd analyza byla provedena opét pomoci metody
SAM a t-testu. Podafilo se ndm identifikovat 6 gent (tab. 3),
které mély expresi liSici se mezi témito dvéma skupinami pa-
cientd.

Téchto vybranych 6 genti (markeri pro regionilni metastizy)
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Obr. 1. Statistickd analyza cDNA mikrocipu. a) ukdzka expresnich profil pfi-
blizné 80 genti u pacientil s kolorektdlnim karcinomem ziskana pomoci soft-
waru MeV (TIGR); b) klastrogram vzork kolorektdlniho karcinomu s regio-
nalnimi metastdzemi a bez metastdz ziskany pomoci ,,two-sample* t-testu,
vytvorfeny na zéklad¢ detekovanych potencidlnich metastatickych markera.

Obr. 2. Verifikace zmény exprese u vybranych gent detekovanych cDNA
mikrocipy pomoci RT-PCR (2% agar6zovy gel). a) geny s odliSnou expre-
si mezi nadorovou tkani (nalevo) anormalnim epitelem (napravo); b) geny
se zménénou expresi u pacientll s regiondlnimi metastdzemi (napravo)
a bez metastaz (nalevo).

a)

G

GENY

GE)

Pz

Fl... PACIENTI

Dukes' B -

Dukes' B

Dukes' B

Dukes' B

Dukes C -

Dukes C - |
Dukes C -

Dukas' & —————
Dukes' C -

Dukes' C

nasledné slouzilo jako vstupni data pro dalsi naslednou klast-
rovou analyzu. Tato analyza umoZnila na zdkladé rozdilu
exprese v normdlni a nddorové tkéni u jednotlivci rozdélit paci-
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a) b)
TAP1 F10

MMM T ETG1

LCAT

enty na 2 skupiny: pacienty s metastdzemi v lymfatickych uzli-
nach a pacienty bez detekovatelnych metastaz. (obr. 1).

Pro ovéreni vysledkti cDNA microarray experimentd jsme
pouZili RT-PCR, kterou jsme provedli na vzorcich 6 pacien-
tl. Z 22 gent s rozdilnou expresi mezi nddorovou tkani a nor-
malnim epitelem jsme vybrali 3 geny (NNMT, F10, TAP1),
které vykazovaly sniZenou expresi v nddoru. Pomoci RT-PCR
byla tato zména exprese potvrzena. Také byla provedena RT-
PCR dvou gent s odliSnou expresi mezi pacienty s metasta-
zemi v lymfatickych uzlindch a bez metastaz. Jednalo se o geny
BTGI1 a LCAT, které vykazovaly zvySenou expresi u pacien-
th s regiondlni metastazi. I v tomto pfipadé byla pomoci RT-
PCR potvrzena zména exprese v té€chto genech (obr. 2).

Diskuse

V této préci jsme se pokusili o porovnani expresniho profilu 12
pacienti s kolorektalnim karcinomem a detekci zmén v geno-
vé expresi mezi pacienty s metastdzemi v lymfatickych uzli-
néch a pacienty bez metastaz. Experimenty byly provadény na
1,7K Human cDNA mikrocipech, které obsahovaly 1700 frag-
ment( lidské cDNA. Cilem této prace bylo vyuZiti cDNA mic-
roarrays technologie pro diagnostiku kolorektalniho karcino-
mu, vzhledem k jejim moZnostem poskytnout komplexni
pohled na expresni profil pacienta. Podafilo se nam identifiko-
vat celkem 22 genil s odliSnou expresi mezi zdravym epitelem
tlustého stieva a kolorektalnim karcinomem a pomoci klastro-
vaci analyzy rozd€lit pacienty na dvé skupiny, které bylo moz-
no identifikovat jako skupinu s regiondlnimi metastdzami a bez
nich. 18 genil vykazovalo sniZenou expresi v nddoru a 4 geny
zvysenou expresi v nadoru. Skupina down-regulovanych genil
zahrnovala geny, jejichZ produkty jsou zapojeny v signélnich
drahdch, regulaci bunécného cyklu a regulaci transkripce jako
napt. PLCD1gen kddujici fosfolipdzu C, kterd hydrolyzuje fos-
fatidylinositol-4,5-bisfosfat (PIP,) na diacylglycerol (DAG)
ainositol-1,4,5-trisfosfat (IP3) a je tak soucasti zékladnich sig-
ndlnich drah. Dal§im zastupcem je USP7 gen kddujici ubiqui-
tin specifickou protedzu, kterd hraje roli ve stabilizaci pS3 a je
diileZita pro tumor supresorovou funkci p53. Mezi skupinu gentl
se zvySenou expresi v nddoru byly zafazeny geny kédujici pro-
teiny spojené se signdlnimi drahami napt. aktivitou RAS pro-
teindl a aktivaci MAP kinazovych kaskdd (RANGAP1) nebo
produkty zapojené v remodelaci chromatinu jako napf.
CRABP2, ktery negativné ovliviiuje deacetylaci histonil vaz-
bou na kyselinu retinovou.

Pti porovnavani expresniho profilu pacientl s detekovanym
vyskytem regiondlnich metastdz a pacienti bez metastaz, se
ndm podafilo identifikovat 6 geni, které maji mezi t€mito dvé-
ma skupinami pacientil odliSnou expresi. Tyto geny jsou spo-
jeny s bunécnou proliferaci, diferenciaci a zdkladnim meta-
bolismem, napt. gen LCAT nachézejici se na 16 chromosomu
kodujici lecitin-cholesterol acyltransferazu, gen kodujici ribo-



somdlni protein S4 (RPS4Y) na chromosomu Y nebo HGFL
gen na chromosomu 22 kédujici hepatocytérni ristovy faktor.
Tyto geny pak slouZily jako markery pro naslednou klastro-
vou analyzu zaméfenou na detekci metastdz u pacientu.
Sledovanim zmén v expresi genil u nadoru tlustého stfeva pomo-
ci cDNA mikrocipt se zabyva fada zndmych laboratofi [9-12].
Castym problémem microarray experimentt je jejich obrazova
astatistickd analyza nebot riizné softwary pro analyzu dat artz-
né statistické metody vedou k riiznym vysledkiim. V naSi praci
jsme se proto pokusili o vyhodnoceni cDNA mikroCipi pomo-
ci dvou softwart pro analyzu obrazu (SpotFinder a Spot) advou
statistickych metod (t-test, SAM). Vysledky prezentované v této
préci jsou prinikem vS§ech moZnych kombinaci analyzy obrazu
a statickych metod. Pfi porovnani ndmi identifikovanych gent
avysledkt prezentovanych jinymi autory je moZné konstatovat,
Ze spolu ¢astecné koresponduji a soucasné piinaseji novy zpl-
sob moZnosti analyzy dat cDNA mikroCipt, ktery umoznil iden-
tifikaci n€kolika novych potencidlnich marker kolorektdlniho
karcinomu a pridruZenych metastéz.

Zavér

Pomoci cDNA mikrocipi byly porovnany expresni profily
nadoru tlustého stfeva a zdravého epitelu. Podafilo se ndm
identifikovat 22 gentli se zménénou expresi mezi nddorovou
a zdravou tkédni. Pomoci klastrové analyzy se ndm podafilo
vybrat 6 gend, které rozdé€luji pacienty podle vyskytu regio-
nélnich metastaz a prokazat funk¢nost téchto markert.
Novy piistup v diagnostice kolorektalniho karcinomu spo-
¢ivé ve vyuZiti cDNA microarrays k vytipovani gend, kte-
ré se lisi svou expresi ve zkoumanych vzorcich a mohou
tak byt potencidlnimi markery onemocnéni. Takto vytipo-
vané geny lze pak vyuzit v klastrové analyze, kde na zakla-
dé jejich specifické exprese, jsou pacienti rozdéleni do jed-
notlivych skupin podle typu (stddia) onemocnéni. Tuto
technologii by bylo moZné v budoucnu vyuZit v klinickych
laboratofich pro v€asnou a pfesnou diagnostiku onemoc-
néni.

Prdce vznikla za podpory grantu IGA MZ CR NC6987-3.
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HODNOTA REKONSTRUKCE PRSU TRAM LALOKEM U PACIENTEK
S INVAZIVNIM KARCINOMEM PRSU

THE VALUE OF THE TRAM FLAP BREAST RECONSTRUCTION
IN PATIENTS WITH BREAST CARCINOMA

DRAZAN L., DUNGELOVA E.2, KONECNY T.3

'KLINIKA PLASTICKE A ESTETICKE CHIRURGIE, FN U SV. ANNY V BRNE
2KLINIKA PLASTICKE A ESTETICKE CHIRURGIE, FN U SV. ANNY V BRNE, + 2001
3 COLUMBIA UNIVERSITY IN NEW YORK - COLLEGE OF PHYSICIANS AND SURGEONS

Souhrn: Vychodiska: Rekonstrukce prsu po mastektomii pfenosem TRAM (tranversus rectus abdominis musculocutaneus)
laloku je technicky zvladnutd na mnoha pracovistich plastické chirurgie Ceské republiky. Presto se provadi jen u malého pro-
centa kandidatek. Jakou hodnotu ma tato operace pro pacientky s karcinomem prsu neni znamo a miiZe byt sporna pro paci-
entky, u kterych se vyvinou v poopera¢nim obdobi metastasy. Typ studie: Cilem bylo 1. pokusit se ur¢it hodnotu rekonstrukce
prsu pfirovnanim k délce Zivota s rekonstruovanym prsem, kterd by vyvazila veskeré ttrapy spojené s rekonstrukci. 2. Porov-
nat esteticky vysledek rekonstrukce s hodnotou rekonstrukce. Soubor: 78 pacientek operovanych na klinice plastické a este-
tické chirurgie, FN u sv. Anny v Brné, v letech 1990-1996. Metoda: V 8 polozkovém dotazniku definovaly pacientky na
zakladé vlastnich zkuSenosti délku Zivota s rekonstruovanym prsem, které vyrovna ttrapy s rekonstrukci. Hodnotu jsme porov-
nali s objektivnim posouzenim estetického vzhledu rekonstrukce. Vysledek a zdvér: 1. Nejcastéjsi hodnota rekonstrukce prsu
TRAM lalokem u pacientek po mastektomii je 2,5 roku Zivota s rekonstruovanym prsem. I kdyz je tato hodnota velmi indi-
vidudlni je moZné ji brat v tivahu pfi indikaci i pldnovani terminu operace. 2 Vzdor obtiZnosti operace hodnoti, na zakladé
svych zkuSenosti, téméf vSechny pacientky rekonstrukci pozitivné a doporucily by ji ostatnim pacientkam. 3 Neprokazala se
korelace mezi hodnotou a estetickym vysledkem rekonstrukce. Pacientky ocefiuji pfedevSim obnoveni zdkladni symetrie hrud-
niku.

Klicova slova: rekonstrukce prsu: TRAM lalok: psychologické hodnoceni: hodnota rekonstrukce

Summary: Backgrounds: Breast reconstruction after mastectomy with TRAM (transversus rectus abdominis
musculocutanneous) flap became a standard in many plastic surgery units in Czech Republic. However, breast reconstruction
is performed in a small percentage of potential candidates. The value of this procedure is unknown for patients with breast
carcinoma and is questionable in patients whose metastatic disease develops in the postoperative period. Design: 1. We
attempted to measure the value of breast reconstruction by defining the number of years of life following breast reconstruction
that would compensate all negatives associated with the reconstructive surgery and recovery. 2. We compared the value of
reconstruction with the aesthetic result for each patient. Subjects: 78 patients who underwent breast reconstruction after
mastectomy using TRAM flap at the Clinic of Plastic and Aesthetic Surgery, St. Anna’s Faculty Hospital in Brno during period
of years 1990-1996. Method: A questionnaire was sent that consisted of 8 questions which should define the length of life with
reconstructed breast that would compensate all negatives associated with surgery and recovery. We have compared this value
with the objective evaluation of the aesthetic result of each patient. Result and Conclusion: 1. We have found that most
commonly 2,5 years of life following the breast reconstruction were worth the surgery and recovery. This value was very
individual but, when compared with the life expectancy, it may help determine the indication for breast reconstruction in
patients with poor prognosis of survival of the disease. 2. Nearly all patients appreciate reconstruction highly and positively
and they would recommended it to the other patients with breast cancer. 3. There was a substantially weak correlation between
the value of reconstruction and the objective evaluation of aesthetic result of each patient. Most patients appreciate mainly
restauration of basic symetry of their breast.

Key words: breast reconstruction: TRAM flap: psychological evaluation: value of reconstruction

Uvod
Rekonstrukce prsu Zivou tkani z podbiisku se provadi v Ces-
ké republice jiz 15 let [1-7]. Tkar z bficha se pfenasi v podo-
bé stopkovaného TRAM laloku (Transversus Rectus Abdo-
minis Myocutanneous), volného TRAM laloku anebo jako tzv.
perforatorového DIEP (podle vyZivujici arterie Deep Inferior
Epigastric Perforator) laloku. I kdyZ vétSina pracovist plastic-
ké chirurgie je schopna nabidnout né€kterou metodu rekon-
strukce, provadi se u nds rocné tento typ operace asi jen u 150-
200 pacientek [8]. Toto mnoZstvi je jen mala ¢ast z celkového
poctu pacientek po mastektomii provedenych v poslednich 10
letech. Zda se tedy, Ze rekonstrukce prsu po mastektomii Zivou
tkani neni jeSté béZnou soucdsti komplexni péce o pacientku
s karcinomem prsu. Pfi¢iny mohou byt riizné:
a) Rekonstrukce neni nabizena z nedostate¢né informovanosti
oSetiujiciho lékafe 0 moZnostech a soucasnych vysledcich
téchto operaci
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b) Rekonstrukce neni nabizena oSetfujicim lékafem, protoZe
tento neni presvédcen o 1é¢ebné spravnosti rekonstrukce.
Néktef{ 1ékari maji obavu z onkologickych rizik rekon-
strukce

¢) Pacientka se o rekonstrukci dozvi ale je ji rozmlouvana oko-
lim ve smyslu: ,,Budte rdda, Ze jste pieZila rakovinu a nepo-
kouSejte osud dalsi velkou operaci.®

d) Pacientka ma obavy z operace aneni si jista zdarizika a cel-
kové utrapy spojené s rekonstrukei stoji za konec¢ny kos-
meticky vysledek.

Zaté7 pro pacientku podstupujici rekonstrukci Zivou tkani pred-

stavuji pfedevs§im tyto skuteCnosti:

— obtiZné rozhodovani pred operaci

— 4hodinovd operace v celkové anestezii (7-8 hodin u obou-
stranné rekonstrukce)

— rozsahlé operacni pole zahrnujici celou pfedni sténu bfisni

a polovinu pfedni strany hrudni



— zésah do svaloviny bficha
— 10denni hospitalisace
— obvykle dalsi 1-3 mensi operace, z toho jedna zpravidla v cel-
kové anestezii
— celkovéa délkarekonstrukce vCetné bradavky a tetovaze dvor-
ce kolem jednoho roku
— moZzné komplikace a s tim spojené dalSi opravné operace
Otazka ,,Stoji to za to?* vyjadiuje sloZitost a relativitu indika-
ce téméf kazdé rekonstruktivni operace v plastické chirurgii.
Nejde o zachranu Zivota ale o ndpravu ztracené tvarové inte-
grity a symetrie téla. Jde o relativni zlepSeni kvality Zivota.
Relativnost spociva v tom, Ze tentyZ morfologicky defekt ma
u rtznych jedinct rizny vliv na jejich kvalitu Zivota. Méfeni
kvality Zivota, resp jeji zmény po operaci je sloZité a v piipa-
dé rekonstrukce prsu po mastektomii u pacientek s karcino-
mem jsme nenasli v literatue Zadnou préci, kterd by se o to
pokusila.
MoZnost poméfit subjektivni vytéZek z rekonstrukce prsu biis-
nim lalokem by mohla byt prospé$na z nékolika hledisek. Jed-
nak pro orientaci samotnych pacientek ale také oSetfujicich
1ékar, kteri rekonstrukci indikuji. Napriklad u pacientek s neji-
stou prognosou resp. Spatnou prognosou by mohly idaje o pro-
spéSnosti, ¢i hodnoté rekonstrukce usnadnit rozhodnuti zda
rekonstrukci provadeét ¢i ji odmitnout. Stanoveni vyznamu
rekonstrukce pro pacientku s karcinomem prsu by mohlo pii-
nést podklady pro rozhodnuti zda a v jaké mife ma byt rekon-
strukce hrazena zdravotni pojiStovnou.

Cil studie

1. Pokusit se zméfit hodnotu provedené rekonstrukce pfirov-
nanim k délce Zivota s rekonstruovanym prsem, kterd by
vyvéZzila Utrapy pacientky spojené s rekonstrukei tak jak je
pacientka sama proZila.

2. Porovnat subjektivni hodnoceni vysledku rekonstrukce
pacientkou s objektivnim hodnocenim estetického vysled-
ku rekonstrukce tfeti osobou.

Material a metoda

Oslovili jsme dotaznikem 78 pacientek, které byly operoviny

pro rekonstrukci prsu lalokem z bficha (stopkovany nebo vol-

ny TRAM lalok) na klinice plastické a estetické chirurgie

v Brné, Fakultni nemocnice u sv. Anny, v letech 1990 - 1996.

Z téchto mélo 61 pacientek jednostrannou rekonstrukci pro

invazivni karcinom na jedné strané, 17 pacientek prodélalo

oboustrannou rekonstrukci, z toho 7 pacientek pro oboustran-
ny invazivni karcinom a 10 pacientek pro jednostranny inva-
zivni karcinom a druhostranny rizikovy parenchym.

Z celkovych 95 prenesenych TRAM lalokt bylo 53 stopko-

vanych a 41 mikrochirurgickych. Primérny vék pacientek

v souboru byl 51,5 let (40-58 let). V dob¢ studie mély vSech-

ny pacientky alespoti 2 roky od ukonceni rekonstrukce. Inter-

val mezi mastektomif a rekonstrukci byl primérné 35 mésicii

(6 mésict — 9 let). Béhem tohoto intervalu proZily v§echny

pacientky zkuSenost alespori jednoho chybéjiciho prsu po pie-

deslé mastektomii.

1. Stanoveni hodnoty rekonstrukce bylo provedeno z odpové-
di na 3 otdzky v dotazniku (otdzky 2-4), jejichZ smyslem
bylo definovat pocet let Zivota s rekonstruovanym prsem,
které by vyvéaZzily veSkeré nesnize a utrpeni spojené s rekon-
strukci.

2. Subjektivni hodnoceni vysledku rekonstrukce vyplynulo
z odpovédi na 8. otazku dotazniku, kdy pacientky pfifadily
vysledek své rekonstrukce do tff kategorii-vynikajici, uspo-
kojivy a neuspokojivy.

3. Objektivni hodnoceni vysledku rekonstrukce provedla tfe-
ti, profesné nechirurgicka osoba (psycholozka) posouze-
nim pooperacnich fotografii a zatazenim do 4 kategorii:
vyborny, pékny, uspokojivy a s pochybnostmi. Toto hod-
noceni jsme porovnali s vysledky subjektivniho hodnoce-
ni pacientkami.

Vysledky

Ze 78 oslovenych pacientek vratilo po telefonické urgenci dotaz-
nik 71 pacientek (91 %). Ze 7 pacientek, které nevratily dotaznik
anebyly zafazeny do studie zemfely 3 na metastaticky proces, 2
pacientky zménily bydli§t€ a nepodafilo se zjistit novou adresu
a2 pacientky nereagovaly na urgenci z neznimych divoda.

Ze zbyvajicich 71 pacientek bylo zevrubné anamnesticky zjis-
té€no, Ze 4 pacientky maji vzdalené metastizy, zatimco 67 paci-
entek se vyjadiilo, Ze jsou onkologicky v poradku.

A. Vysledky stanoveni hodnoty rekonstrukce dotaznikem

1. Rozhodla byste se pro rekonstrukéni operaci i po zkuSe-
nostech, které jste ziskala béhem léceni?
ANO 69 pacientek (97,2 %)
NE 2 pacientky (2,8 %)

2. Podstoupila byste rekonstruk¢ni operaci i v ptipad¢, Ze bys-
te v dobé€ rozhodnuti védéla, Ze se Vase ptivodni onemoc-
néni pravdépodobné vrati?

ANO 40 pacientek (56,3 %)
NE 17 pacientek (23,9 %)
NEVIM 14 pacientek (19,7%)

3. Kolik let Zivota s nové vytvofenym prsem miZe, dle Vaseho
nazoru, vyvazit zatéZ spojenou s operaci (tj. nejistota volby,
pochybnosti o vysledku, pooperacni bolesti a priibéh rekon-
valescence atd.) Jinak feceno, pro kolik let Zivota s novym
prsem by stélo celou zaté€Z podstoupit. Uvedte pocet let.

61 pacientek uvedlo rozsah 2 mésice az 9 let, pramér 3,1
roku, median 2,5 roky
8 pacientek uvedlo NEVIM

4. Podstoupila byste operaci i v ptipad€, Ze budete Zit jen: uved-
te jednu moZnost

kratce: 8 pacientek (11,3 %)
jeden rok: 12 pacientek (16,9 %)
2-5let: 48 pacientek (67,4 %)
5-10let: 2 pacientky (2,8 %)

vice nez 10 let: 1 pacientka (1,4 %)

5. Se kterou z niZe uvedenych okolnosti bylo pro Vs nejtéz-
§i se vyrovnat? Uvedte jednu z uvedenych moZnosti
faze rozhodovani: 25 pacientek (35,2 %)
vlastni operace a hospitalizace: 21 pacientek (29,6 %)
doba rekonvalescence: 7 pacientek (9,8 %)
kosmeticky vysledek rekonstrukce: 8 pacientek (11,2 %)
vzhled a funkce stény bfisni: 10 pacientek (14,3 %)

k rozhodnuti operaci podstoupit?
obavy z bolesti po operaci

obavy z komplikaci

pochybnosti o kosmetickém
vysledku

odrazujici nizory blizkych osob
(manZzel, ptitelkyné aj.)
odrazujici ndzory zdravotnik

4 pacientky (5,6 %)
10 pacientek (14,3 %)

7 pacientek (9,8 %)

8 pacientek (11,3 %)
42 pacientek (59,0 %)

7. V ¢em ptedevsim Vam rekonstruk¢ni operace pomohla?
pfekonat pocit znetvoreni 29 pacientek (40,1 %)
citit se zdravéji 0 pacientek
zbavit se deprese 11 pacientek (15,5 %)
zmirnit (odstranit) psychické

zébrany v intimnich situacich 0 pacientek
oblékat se bez omezeni 9 pacientek (12,7 %)
ziskat zpét pocit Zenskosti 27 pacientek (38,0 %)

8. Esteticky vysledek operace hodnotite jako:

VYNIKAJICT 31 pacientek (43,7 %)
USPOKOJIVY 40 pacientek (56,3 %)
NEUSPOKOIJIVY 0 pacientek
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B. Vysledky objektivniho hodnocent estetického vysledku.

— Do skupiny A.-VYBORNE vysledky - 10 pacientek (14,1 %)

— Do skupiny B. PEKNE vysledky - 38 pacientek (53,5 %)

— Do skupiny C. USPOKOIJIVE vysledky - 17 pacientek
(24,0 %)

— Do skupiny D. vysledky S POCHYBNOSTMI - 6 pacien-
tek (8,4 %)

C. Vysledky porovndni objektivniho estetického vysledku ope-
race se subjektivnim stanovenim hodnoty rekonstrukce paci-
entkami (obr. 1-4). ) )

— Veskupin€ A. - tj. VYBORNYCH estetickych vysledka (10
pacientek), definovaly tyto pacientky hodnotu rekonstruk-
ce prumérné délkou 2,3 roku Zivota.

— Ve skuping B - tj. PEKNYCH estetickych vysledki (38 paci-
entek) definovaly tyto pacientky hodnotu rekonstrukce prii-
mérné délkou 3,3 roku Zivota.

— Ve skuping C - tj. USPOKOJIVYCH estetickych vysledkt
(17 pacientek) definovaly tyto pacientky hodnotu rekon-
strukce primérné 3,1 roku Zivota.

— Ve skupiné D - tj. estetickych vysledki S POCHYB-
NOSTMI (6 pacientek) definovaly tyto pacientky primér-
nou hodnotu rekonstrukce Zivotem v délce 3,1 roku.

Diskuse

V uvedené studii jsme se snazili pomoci dotazniku zjistit jed-
nak celkovou spokojenost pacientek s rekonstrukci prsu pomo-
ci laloku z bficha a déle vyjadfit jeji hodnotu pomoci délky
Zivota, kterd by vyvéZzila atrapy souvisejici s operaci. Ve sle-
dovaném souboru 71 pacientek byly pfevazné (77,5 %) paci-
entky po jednostranné modifikované radikalni mastektomii pro
invazivni karcinom. Z ostatnich mélo 6 pacientek po obou-
stranné mastektomii a u 10 pacientek, které mély po jedno-
stranné mastektomii se na druhé strané provedla subkutdnni
mastektomie a soucasné oboustranna rekonstrukce. Viechny
pacientky Zily urcitou dobu (primérné 35 mésic) bez alespoii
jednoho prsu a proZily obdobi obtiZzné adaptace na vzniklou
pooperacni asymetrii hrudniku.

Z dotazniku vyplyvé (otdzka 1 a 8), Ze 97 % pacientek byly
s vysledkem spokojené a na operaci by §ly znovu. Téméf polo-
vina (44 %) pacientek hodnotilo esteticky vysledek jako vyni-
kajici.

Vice nez polovina (56,3 %) dotdzanych by se pro operaci roz-
hodla i v pfipadé, Ze by v dobé rozhodovani védéla, Ze budou
mit pozdéji recidivu onemocnéni (otdzka 2). Mimo jiné, méla
tato otdzka navést pacientku na situaci, kterou si musela pie-
stavit aby odpovédéla na dalsi dvé otazky.

Urceni délky Zivota pro ktery ma smysl podstoupit tuto neleh-

odhadu (otdzka 3 a 4). Otazky jsme se snaZili poloZit tak, aby
bylo jasné, Ze ¢im kratsi interval pacientka uvede, tim hodno-
ti operaci vice. Primérna hodnota vysla 3,1 roku Zivota, ale
vzhledem k asymetrickému rozloZeni souboru (jen 3 pacient-
ky uvedly délku na 5 let) uvddime medién, ktery je jen 2,5
roku. V otdzce €. 4. nejvice pacientek (48 tj. 67,4 %) odpoveé-
délo v intervalu 2-5 let, coZ odpovidd odpovédim a hodnoté
jak priméru, tak medianu. Lze tedy konstatovat, Ze hodnota
rekonstrukce prsu lalokem z bricha ocetiuji pacientky nejcas-
téji délkou kolem 2,5 let Zivota. Jsme si ov§em plné védomi,
7e jde jen o orientacni hodnotu a Ze pfi indikacich je vzdy potie-
ba vychazet z individuality pacientky a jeji touhy po nabyti
nové celistvosti. Proilustraci citujeme odpovéd pacientky, kte-
rou na§ dotaznik zastihl ve stadiu metastatického rozsevu a na
otazku 3 pfesto vypovida pozitivné:

., KdyZ? jsem rekonstrukci podstoupila, byla jsem stastnd pro
2-3 roky klidného a prijemného Zivota. Nelituji ani jedné vte-
finy, Ze bych se rozhodla Spatné. Muj Zivot konct, mdm rako-
vinu vS§ude, ale dékuji Bohu a lékariim, kteri stdli pri mné, kdyZ
Jjsem se rozhodovala, protoZe moje psychika by to stejné nevy-
drZela.”

Otazky 5 a 6 ukazuji, Ze nejtézsi fazi procesu je rozhodovani,
ve kterém zfejmé pacientky nemaji dostatek informaci, podle
kterych by se mohli rozhodovat. Paradoxné vyslo najevo, Ze
nejtézsi prekazkou pfi rozhodovéni jsou zdravotnici Gcastnici
se 1écby, ktetfi mohou mit k rekonstrukcim i zamitavy postoj.
Odpovédi na otazku 7 potvrzuji, Ze touha po celistvosti lid-
ského téla a symetrii patfi k pfirozenym poZadavkim kazdé-
ho ¢lovéka, véetné pacientky s invazivnim karcinomem prsu.
Rekonstrukéni operace v§ak nemuzZe vratit stav hrudniku do
pivodniho vzhledu a pocitu jako pfed mastektomii a v tomto
smyslu je potfeba informovat pacientku popravdé a realistic-
ky. Nadmérné oc¢ekdvani perfektniho vysledku muZe byt pii-
¢inou nespokojenosti pacientky po operaci.

Autofi jsou si pIn€ védomi omezené platnosti terminu ,,0bjek-
tivni hodnoceni* estetického vzhledu rekonstruovaného prsu,
protoZe bylo hodnoceno pouze jednou osobou, ktera je navic
soucasti autorského tymu. Toto objektivni hodnoceni slouzi-
lo pouze k rozdéleni vysledkt do kategorii v rdmci daného sou-
boru a nikoliv k porovnavani kosmetického vysledku s jinym
souborem, ke kterému by mél hodnotitel jiny vztah.

Vztah mezi subjektivnim posouzenim vzhledu a hodnotou
rekonstrukce nekoreloval pfimo s objektivnim hodnocenim
kosmetického vysledku. Hodnota rekonstrukce byla sice nej-
vyS§Si u skupiny A s nejlepSimi kosmetickymi vysledky (nej-
kratSi Casovy interval 2,3 roku, ktery by vyvaZil strasti spo-
jené s rekonstrukci), nicméné nebyl vyznamny rozdil mezi
dal8§imi skupinami, napt. ve skupiné B s péknymi vysledky

Obr. 1. VYBORNY vysledek: 10 pacientek — hodnota rekonstrukce 2,3 roku Zivota.
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byla hodnota 3,3 roku, zatimco u skupiny D s ne pfili§ zda-
filymi vysledky byla hodnota dokonce vyssi, tedy 3,1 roku.
Zadn4 pacientka ze skupiny D s nevydafenymi vysledky
nevyjadfila nespokojenost s kosmetickym vzhledem rekon-
struovaného prsu, jedna z nich uvedla hodnoceni jako vyni-
kajici. Tento stav si vysvétlujeme budto pfemirou sluSnosti
ze strany pacientek vaZicich si péce a usili oSetiujiciho per-
sondlu, anebo jde pacientkdm hlavné o dosaZeni pfiblizné
objemové symetrie hrudniku. Pfi ispé$né rekonstrukci ales-

poii objemu a polohy prsu na hrudniku miZe pacientka zacit
opét nosit pohodlné podprsenku, kterd modeluje nerovnosti
a skryje jizvy a dava pacientce moznost se béZné oblékat.
Pacientky Casto vyslovily uspokojeni nad tim, Ze se mohou
opét koupat bez nebezpeci posunu nebo dokonce ztraty epi-
tezy. Domnivdme se vSak, Ze pfitomnost dvorce a bradavky
ma psychologicky vyznam pfi prijeti nové vytvofeného prsu
jako integralni soucasti téla a proto tuto konec¢nou fazi rekon-
strukce kazdé pacientce nabizime.

Obr. 4. Vysledek S POCHYBNOSTMI: 6 pacientek — hodnota rekonstrukce 3,1 roku Zivota.
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Zavér
I. Nejcastéjsi hodnota rekonstrukce prsu TRAM lalokem
u pacientek po mastektomii je 2,5 roku Zivota s rekon-
struovanym prsem. I kdyZ je tato hodnota velmi indivi-
dudlni je moZné ji brat v tivahu pii indikaci i pldnovani
terminu operace.
II. Vzdor obtiZnosti operace hodnoti, na zakladé svych zku-

Senosti, t¢éméf vSechny pacientky rekonstrukci pozitivné
a doporucily by ji ostatnim pacientkdm.

III. Hlavnim pfanim pacientek a cilem rekonstrukce je zno-
vu dosaZeni pfiblizné symetrie hrudniku.

IV. Lepsi spoluprace mezi zdravotniky a dostupnost objek-
tivnich informaci o rekonstrukcich by méla usnadnit paci-
entce rozhodovaci fazi pfed operaci.
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FOTODIAGNOZA A FOTOLECBA

HORVATHT.
MASARYKUV ONKOLOGICKY USTAV, BRNO

Fotodynamick4 terapie (PDT) hematoporfyrinovymi deriva-
ty vstoupila do moderni klinické arény koncem sedmdesatych
let minulého stoleti. Fotodiagnéza (PD) paradoxné zhruba 10
let poté. Posun klinického tsili v moderni onkologii smérem
ke karcinogenéze akceleruje jejich propojeni a samoziejmé
konvertoval pofadi jejich aplikace. Z toho plyne, Ze 1ze dia-
gnostikovat néco, co jeSté neni (nddorem), a 1é¢it nemoc dfi-
ve neZ vznikne. Fundovana klinickd vize? Blouznéni, nebo
UZasny prosty fakt?? Existuji dv€ odpovédi: Ano a Ne. Obg
vyZaduji odvahu.Je-li totiZ jedna z nich moudrd, ta druhd bude
posetila.
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V Elsevier Science zjistili, Ze doba, kdy se na(ne)Stésti téméef
kaZzdy, soustfeduje na finance, dozréla na konstituovani mul-
tidisciplinarniho tymu klinikd a badatelii napfic spektrem sou-
dobé mediciny, zaméfenych na svétlo - sledujice jak medicin-
sky, tak ekonomicky aspekt jeho diagnostickych a 1é¢ebnych
aplikaci. Tento krok podnécuje vyménu informaci, roz§ifova-
ni poznatk, definovini novych standardii a kyZené odstratio-
vani bariér. Skupinu shromézdil (a vede) v redakci Ctvrtletni-
ku Photodiagnosis and Photodynamic Therapy pdpdt’4 britsky
hrudni chirurg Keyvan Moghissi. Prvni ¢islo prvniho ro¢niku
je jiz k dispozici v Ustavni knihovn& Masarykova onkologic-
kého tstavu v Brng, ktery ma instituciondlni pfedplatné v CR
a okoli unikétni. Jeho obsah Vas bude jisté zajimat, kdyZ se
odpocati a plni invence vratite z fantastické leto$ni dovolené.
BliZe na www.elsevier.com/locate/pdpdt.



Zpravy

ZPRAVA Z KONFERENCE O NADOROVYCH
MARKERECH (CECHTUMA 2004)

REPORT FROM A TUMOR MARKER
CONFERENCE

SIMICKOVA M.
MASARYKUV ONKOLOGICKY USTAV BRNO (simickom @mou.cz)

Ve dnech 1.-3. 10. se konala v Praze ,,5™ Central European
Conference on Human Tumor Markers* (CECHTUMA 2004).
Program byl zaméfen na aktuality v oblasti sérovych nddoro-
vych markert predevs§im u karcinomu prsu, kolorekta, ddle na
novinky v oblasti sledovani minimalni rezidudlni choroby.
Ze zavaznych sdéleni tykajicich se nddorovych markerti je te-
ba si v§imnout sdéleni Van Dalena a spolupracovnikil (Plzeti,
Praha, Mnichov) o vysledcich dvouleté multicentrické studie
tykajici se prognostickych hodnot preoperacnich hladin séro-
vého CEA a CA19-9 u nemocnych s kolorektalnim karcino-
mem s adjuvantni terapii. Ve studii s t¢éméf 500 nemocnymi
byla optimalizovana hladina té€chto pfedoperac¢nich hodnot
podle maximéalni diskriminace nemocnych s DFI nebo s relap-
sem: je-li predopera¢ni CEA > 39,8 ug/l a CA19-9 > 87,9
kU/l, pak se jedna o rizikovéjsi skupinu nemocnych vyza-
dujicich agresivnéjsi terapii.

Dr. Lamerz (Mnichov) vyzdvihl vyznam stanoveni nidoro-
vych marker( u germinativnich nddor0. Zcela nezaménitelnou
roli hraji v téchto piipadech AFP a hCG pfedevsim u nesemi-
nomu. Podle zcela aktudlnich guidelines vydanych skupinou
EGCCG (European Germ Cell Cancer Consensus Group) je
jejich hodnota soucasti prognostickych kriterii ( H. J. Schmoll
et al., European Consensus on Diagnosis and Treatment of
Germ Cell Cancer: A Report of the European Germ Cell Can-
cer Consensus Group: Ann Oncol. 2004 Sep;15(9):1377-99).
Je-li hraniéni hodnota AFP do 1000 ug/l, hCG do 5000
IU/N aLLD do 1,5nasobku normalni hladiny, jedna se o nese-
minomy s dobrou prognézou.Vysoce rizikova skupina je cha-
rakterizovdna hodnotami AFP nad 10 000 ug/l, hCG nad
50 000 U/1, LD nad 10ndsobkem normalni hodnoty. Pro nese-
minomy byl diskutovin vyznam placentirni formy alkalické
fosfatazy, podle naSich zkuSenosti je izoenzym pyruvéatkini-
zy vhodnéjsi, protoZe toto stanoveni neni ovlivnéno koufenim
pacienta. Standardné vysokou droveni mélo sdéleni mnichov-
ského pracovisté dr.Stiebrové o vyznamu predterapeutickych
hodnot CEA u kolorektélniho karcinomu, dile byla publi-
kovana price z téhoZ pracovi$té o srovnini vyznamu nukleo-
somii a CYFRA21-1 pro predikci ucinku chemoterapie
NSCLC: CYFRA pfed druhym cyklem terapie je nejlepsi pre-
diktor odpovédi.

Byl zhodnocen i vyznam stanoveni nového markeru — séro-
vého kalikreinu (hK) pro monitorovani nemocnych s karci-
nomem ovarii, na némzZ naSe oddéleni spolupracuje (dr. Dia-
mandis, USA). Specificita riiznych typt hK se pro jednotlivé
nadorové lokalizace 1isi, pro ovaria je nejlepsi hK6 a 10. Dosa-
vadni vysledky nepfesvédcuji jasn€ o vétSim vyznamu moni-
torovéni uvedeného parametru ve vztahu k CA125, definitiv-
ni zhodnoceni je vSak tfeba jeSt€ dokoncit.

Z tkanovych parametrii bylo zajimavé sdéleni hodnotici
vyznam urokinazového typu plasminogenového aktivato-
ru a jeho inhibitoru — PAIL. Je to asi nevyznamnéjsi dosud
popsany tkanovy prognosticky indikator pro karcinom kolo-
rekta i prsu.

Metodicky se vyvijeji mozZnosti stanoveni S-100, markeru
vhodného pro monitoroviani melanomu. Pro malobunéc¢ny kar-

cinom plic se jevi byt dobrym markerem (vyrazné lepSim nez
NSE) proGRP (progastrin-releasing peptid). SCC antigen se
na trhu objevi ve dvou izoforméch, jejich vyznam vSak bude
teprve testovan. FaleSnou pozitivitu Ize o¢ekévat pro tento mar-
ker i u nékterych dermatologickych poruch (dermatomyosi-
tis). Novinky se objevuji i u monitorovani ca prostaty, jedno-
tlivé izoformy volného PSA (pro-PSA, intaktni PSA a benigni
PSA) snad zlepsi moZnosti diferencidlni diagnostiky karcino-
mu a benigni hyperplasie prostaty. Stile se vyvijejici postupy
kontroly spravnosti analytickych postupl byly prezentovany
vyznamnou odbornici z této oblasti — dr.Sturgeon z Anglie.
Jako nadéjné nové vysledky zaznély na sjezdu sdéleni, tyka-
jici se detekce minimalni rezidualni choroby v krvi na drov-
ni komerénich souprav. Aplikace metody, ktera jiZ prosla
schvalovdnim FDA, byla prezentovana dr.Fritschem (USA).
Dosavadni postupy detekce cirkulujicich nddorovych bunék,
zaloZenych prevaZzné€ na detekci RT-PCR specifickych gen,
jsou podle zvetfejnénych vysledkl dosti kontroverzni, coZ je
zpusobeno pievdzné faleSnou pozitivitou detekce. Metoda
CellSearch, komercné pripravend firmou VERIDEX ve spolu-
prdci s Immunicon (USA), vyuZivd imunomagnetickou sepa-
raci cirkulujicich epitelidlnich bunék s jejich nasledujicim flu-
orescennim znaCenim prostfednictvim cytokeratinQ
a semikvantitativnim cytometrickym hodnocenim. Metoda je
automatizovand, coZ podle vyrobcll vede k vysoké reprodu-
kovatelnosti stanoveni.

Druhd metoda, kterd byly prezentovina firmou AdnaGen
(Némecko) pracuje rovnéZ na principu imunomagnetické sepa-
race, a vysledny produkt je testovan prostiednictvim vybra-
nych mRNA specifickych pro kolorektalni tumory (Adna Test
Colon Cancer Select + Detect), tatdZ souprava existuje i pro
mamarni karcinom. Oba postupy vykazuji senzitivitu asi 1
nidorova buiika na 2,5 ml krve.

Bratislavské pracovi§té doc.Kausitze se rovnéZ touto proble-
matickou zabyvé, autofi zvolili pro detekci cirkulujicich nddo-
rovych bunék v krvi metodu cytometrie s laserovou detekct,
uddvané senzitivita je 1-5 bunék na 1 ml krve. U prvnich vySet-
fovanych nemocnych s ca cervixu jiZ byly pfedneseny prvni
snad nadéjné vysledky.

Konference byla navstivena svétovymi odborniky, snad jen
z4jem Ceskych ucastnikti mohl byt vétsi (www.cechtuma.cz,
souhrny publikovany v ¢asopise Biomarkers and Environment,
8,2004). Na vysledcich renomovanych pracovist jsme potvr-
dili, Ze napf. programy uZivané v naSem tustavu patfi ke $pic-
kovym (viz program Bianta na ur¢eni nezndmého primérniho
nédoru pomoci vySetfeni sérovych nddorovych markert). Dis-
kuse tykajici se vySetfovéani sérového HER-2/neu v prib¢hu
terapie Herceptinem potvrdila, Ze ndmi zvoleny postup moni-
torovani jeho hladin bude mit s velkou pravdépodobnosti pre-
diktivni vyznam.

XXXII SYMPOSIUM IN SUDTIROL
Aktuelle Behandlungsmafinahmen beim Mammakarzinom,
Hotel Schlofl Korb Missian-Eppan/Siidtirol 21.-23. 10. 2004

FAIT V., CHRENKO V.
MASARYKUV ONKOLOGICKY USTAV, BRNO

MEIi jsme moZnost zicCastnit se pravidelného setkani v JiZznim
Tyrolsku, které je kaZdoro¢né porddéano v hotelu Schlofl Korb
firmou B.Braun. LetoSni setkani bylo vénovano problematice
nadort prsu.

Jednéni probéhlo v hotelu, vytvofeném piestavbou stfedoveé-
kého hradu, obklopeného vinicemi a jablofiovymi sady v §iro-
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kém panoramatu velehor s poc¢inajicim snéhovym popraskem
nanejvysSich vrcholcich. Jednani probihala v reZii rakouskych
kolegt, pro které je Jizni Tyrolsko nostalgickou oblasti, kte-
rou dosud povazuji za $irSi soucést své vlasti.

Vzhledem k naSemu zaméfeni jsme se zajimali pfedevSim
o chirurgickou problematiku: M. Stierer, z Vidné se zabyval
vyuZitim prediktivnich faktori, o nichZ se v terapii malignich
tumort a tedy i v terapii karcinomu prsu se stéle Castéji hovo-
fi. Pro klinika je zapotfebi jasné definice prediktivnich fakto-
rt a odliSeni od prognostickych faktort, s nimiZ byvaji Casto
sméSovany.

V béZné praxi jsou v souCasnosti pouZitelné pfedevsim fakto-
ry predikce spojené s typem dosavadni terapie a dile relativ-
né Casto vyuZivané stanoveni steroidnich receptori, mutace
HER?2, eventudlné stanoveni cyklinu. VyuZiti spocivan prede-
v§im v rozhodnuti o typu adjuvantni systémové terapie.

R. Mader z Vidné v pfehledné prednasce byly stru¢né shrnul
dosavadni zplsoby stanoveni exprese genovych mutaci, od
stanovovani jednotlivych genti, po souc¢asné metody Cipovych
analyz. Jednozna¢né vyuZiti téchto techniky soucasné praxi je
zatim problematické, zapotiebi bude hodnoceni na velkém
poctu klinickych pripadii a vymezeni jasnych korelaci vysled-
ka s klinickymi jevy.

R. Jakesz z Vidn€ se zabyval sou¢asnymi moZnostmi preven-
ce karcinomt prsu. V soucasnosti jedind klinicky pouZitelna
cesta je chemoprevence, at jiZ Tamoxifenem, Raloxifenem
nebo inhibitory aromataz. Probéhlé klinické studie vyznam-
nym zpisobem sniZily vyskytnové vzniklych karcinom prsu.
SniZeni bylo pouze ve sloZce SR positivnich nddort, bez efek-
tu ve sloZce SR negativnich nadord. Minimélni efekt je také
unadort familidrnich. Chemoprevence vSak pfind$ii vyznam-
né vedlejsi ucinky, které v masovém nasazeni u zdravé popu-
lace nejsou akceptabilni. Viceméné jedinou smysluplnou indi-
kaci k chemoprevenci vidi v soucasnosti autor v histologicky
prokazané atypické duktalni hyperplasii.

Ch. Tausch z Lince stru¢né uvedl problematiku konzervativ-
nich vykont u karcinomu prsu. Tyto vykony jsou v soucas-
nosti standardem, v Rakousku je v souc¢asnosti 80% pacientek
s karcinomem prsu operovano konzervativné.

R. Kolb z Vidné€ se zabyval roli mastektomie v dneSni dobé.
Mastektomie, jakkoliv se miiZe jevit obsolentni, zlstava stale
jednim ze zékladnich chirurgickych vykont u karcinomu prsu,
at jiz v tradi¢ni formé radikélni modifikované mastektomie,
nebo ve formé kiiZi Setficiho vykonu.

Jednoznacnou indikaci je multicentricita, ostatni kontraindi-
kace jsou vice ¢i méné relativni.

Nekteré jsou dosti vyznamné a jejich vliv narozhodnuti o mas-
tektomii je velmi vysoky, napfiklad nemoZnost pooperacniho
ozéfeni, systémové kolagendzy, gravidita, nepomér velikosti
nadoru a prsu. Nicméné rozhodnuti o mastektomii je vZdy indi-
vidudlni, musi pfedchézet jasnd rozvaha a do rozhodovani musi
byt zapojena pacientka.

M. Kaufmann z Frankfurtu pfibliZil hlavni otazky predope-
rac¢ni chemoterapie. Neoadjuvantni chemo a hormonoterapie
je stale castéji indikovéna a jejich indikace se posouva do sta-
le niZnich stadii. V souCasnosti existuji jiZz pracovi$té,kterd
indikuji neoadjuvantni systémovou terapii i u nadorti o veli-
kostinad 1 cm.

Z chirurgického hlediska je pfed zahdjenim neoadjuvantni tera-
pie nutnosti velmi pfesné zmapovani lokality tumoru, autor
doporucuje fotodokumentaci pied zahdjenim, s proméfenim
vzdalenosti od tumoru od spojnice jugula s mammillou. Dal-
§i z moZnosti je oznaceni klipem nebo karbonem.

Vzhledem ke sniZujicim se stadiim, indikovanym k neoadju-
vanci, za¢ind byt zajimava i otdzka vhodnosti pouZiti sentine-
lové biopsie. MoZnost vyuZiti sentinelové biopsie u téchto paci-
ent pfipadd v uvahu jak pfed zahijenim samotné systémové
1é¢by, tak po jejim skonceni. Jednoznaény zaveér prozatim nee-
Xistuje, prozatim se jedna bud o spekulace, nebo o velmi malé
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sestavy pacientek, dosavadni vysledky vyZaduji velmi opatr-
ny postoj.

M. Frey z Vidné pfedvedl moZnosti rekonstruk¢nich vykontl.
Rekonstruk¢eni chirurgie po mastektomii nebo po kosmeticky
nevyhovujici parcidlni mastectomii je moznd jak okamZita, tak
odloZend, vSeobecné se ddvd prednost spiSe odloZenym vyko-
nim, divody jsou jak technické, tak psychologické.

Metody rekonstrukce jsou v§eobecné znamy, jedna se 0 moz-
nosti s vyuZitim expandéru a protézy nebo s vyuZitim tkané
télu vlastni, tedy vyuZiti muskulokutdnnich lalokd, pfedev§im
TRAM nebo laloku z latissimus dorsi.

Alarmujici je prizkum pacientek o tom, pro¢ nepodstoupily
rekonstrukci, mnohé pacientky uddvaji strach z operace, neza-
jem, potiebu nejdfive ukoncit terapii rakoviny, coZ jsou zcela
pochopitelné diivody, nicméné vSak azZ 90% pacientek udava,
Ze 0 moznosti rekonstrukce nebyly viibec informovény!

A. Haid z Feldkirchu se zabyval indikacemi a technikou sen-
tinelové biopsie. Sentinelova biopsie se u karcinomu prsu
zacind prosazovat jako témér standardni postup. Doporuco-
vané indikace jsou solitdrni, eventudlné multifokélni karci-
nom prsu se sonograficky vylou¢enym makroskopickym
postiZenim axillarnich uzlin. Kontraindikaci je kromé pokro-
¢ilejStho tumoru alergie na barvivo a pfedchozi operace
v oblasti axilly.

Problémy, které vyZaduji feSeni jsou extraaxillarni uzliny, otaz-
ka pouZiti u multicentrickych karcinomd, otdzka vyuZiti po
neoadjuvanci a vyuZiti u karcinomt in situ.

Extraaxillarni sentinelové uzliny a jejich detekce vyznamné
zavisi na zptisobu vyhledavani, jejich vyskyt maze byt od de
facto nulového az po vyznamné procento, skute¢nd prognos-
tickd a terapeutickd hodnota je ale prozatim spiSe sporna.
VyuZiti techniky u multicentrickych karcinomi spoléhé na to,
Ze prs se chova jako jedna anatomicka oblast, a tedy, Ze mzZe
existuje jedna sentinelova uzlina pro cely prs.

Ve vyuziti metody po neoadjuvantni chemotherapii je prav-
dépodobné spravné tuto nabidnout pacientkdm, které méla pred
terapii tumory T1-T2, se sonograficky negativnimi uzlinami,
u pacientek, u nichZ doslo k vymizeni klinickych metastaz po
chemoterapii je indikace prozatim spiSe sporna. Vyuziti u DCIS
je nyni doporucovéano u tumorti kolem 2-3cm, u palpabilnich
tumort, u tumort indikovanych k mastektomii a pfi radiolo-
gickém podezfeni na invazivitu.

Probrany byly i techniky aplikace a preparace.

I. Koves z Budapesti prevedl rozsdhlou sestavu 787 pacientek,
zajimavosti je indikace k sentinelové biopsii u preventivnich
mastektomii u nositelek mutace BCRA. Dalsi zajimavosti je
rutinni vfazeni imprint cytologie pfi sentinelové biopsii.
Z pohledu stagingu je vSak zajimavy pfistup, kdy je u pacien-
tek po operaci prsu pro karcinom rutinn€ dopliiovédna aspira-
ce dfené s vySetfenim na cirkulujici nidorové buiiky, které jsou
positivni aZ u 21 % pacientek s negativnim uzlinovym nale-
zem.

P. Steindorfer z Lince hodnotil moZnost pouZiti zmrzlého fezu
v sentinelové biopsii. MoZnost vyuZiti zmrzlého fezu pfi sen-
tinelovych biopsiich je opakované diskutovana. MoZnost defi-
nitivniho feSeni pfi jedné operaci je pomérné lakava, at jiZ sni-
Zenim poctu operaci, tak i technicky jednodussi dissekci
v terénu bez relativné Cerstvé jizvy. Proti této moZnosti stoji
organizacni obtiZnost, Casova a persondlni niarocnost, a pti béz-
né pouZivané metodice ne absolutni pfesnost, s trvajici moz-
nosti reoperace i pii negativnim vysledku zmrzlého fezu,
obzvlasté u lobuldrnich karcinomil. Autofi jsou zastdnci zmrz-
1ého fezu, i za cenu jistych nepfesnosti a trvajici moZnosti reo-
perace.

Cela akce, byt svym rozsahem nevelkd, zato ale peclivé pfi-
pravena, jak po organizacni strance, tak po strance priprave-
nosti prednéSejicich byla cennym piehledem soucasného
stavu terapie karcinomu prsu i impulsem k dalSimu zdokona-
lovani.
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onkologické spole¢nosti

ZAPIS Z JEDNANI VYBORU CESKE
ONKOLOGICKE SPOLECNOSTI
KONANEHO DNE 27. 9. 2004 V BRNE

Pritomni: Vorlicek, Abrahdmovd, Aschermannovd, Cwiertka,
Eckschlager, Finek, Jelinkovd, Pribylovd, Stdhalovd, Vyzula,
Zaloudik.

Omluveni: Petera, Rob, PetruZelka, Stankusovd, Konopdsek.

1. Vybor COS projednal dal§i postup popularizace Narodni-
ho onkologického programu, k némuz se pisemné ptihla-
silo jiz nékolik desitek organizaci a instituci. Bude uspo-
fadéna tiskova konference po pfisti vyborové schizi 23.
11.2004 v Praze.

2. Vybor se sezndmil s ¢lanky v Lidovych novindch a Hos-
podatskych novinich uvetrejnénych dne 27. 10. 04, které
zcela zavadéjici formou informuji vefejnost o imrtnosti na
zhoubné nadory dychaci soustavy a vyvozuji kvalitu zdra-
votni péce v jednotlivych regionech ¢i dokonce nemocni-
cich. Proti této nekvalifikované a zavadéjici formé pouZzi-
vani onkologickych udaji vybor ostfe protestuje
adistancuje se zcela od ¢isel vefejnosti sdélovanych, nebot
jde o udaje nespravné.

3. Predseda COS prof. Vorli¢ek spolu s mistopfedsedkyni
doc. Abrahdmovou, navrZenou vyborem za predsedkyni
Rady NOR poZzadaji o dal$i harmoniza¢ni schiizku fedi-
telku UZIS ve véci dal§iho vedeni a chodu NOR. Piijde
zejména o tyto otazky:

1. vedeni NOR

2. chodregistru v novych podminkach vyhlasky s tidaji bez
adres

3. stav pfipravy a implementace elektronického HZN

4. vztah hlasitele HZN k piipadu - hlésit by mélo praco-
visté odpovidajici za vysledek 1é¢ebného postupu

5. nakladéni s udaji o hlasicich zdravotnickych zatizenich

6. financovani NOR a odstranéni zpozdéni plateb

4. Metodika ucasti praktickych 1ékafd na plnéni NOP navr-
7ena vyborem COS bude projednéna s vybory obou rele-
vantnich spole€nosti v§eobecnych praktiki, véetné zpu-
sobu distribuce.

5. Priprava jednani se Spolecnosti patologii - pro jedndni
o obligdtnim dvojim Ctenim histologickych preparéti bude
COS navrhovat tyto onkologické diagnézy: lymfomy, sar-
komy kosti i mékkych tkani, germinalni nddory, vybrané
ovaridlni nadory, karcinoidy, moly a choriokarcinom,
malignity v t€hotenstvi, nddory nejasného origa. Projedna
také konzultace z titulu nizké frekvence onkologické dia-
gnostiky na menS$ich patologickych pracovistich.

6. Vybor COS vzal na védomi dopis firmy Pliva-Lachema
o zruseni registrace prepardtu oxaliplatina Pliva-Lachema.

7. O upresnéni podminek pouZiti prostfedkt z Béhu T. Foxe
bude jednat s organizatory BTF CR piedseda prof. Vorli-
¢ek v Praze 19. 11. 2004.

8. Vybor COS vzal bez piipominek na védomi dopis Hepa-

tologické spolecnosti o standardech 1é¢by hepatocelular-
niho karcinomu u dospélych nemocnych.
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9. Vybor se shodl, Ze umistovani aktudlnich informaci na
nové webové stranky COS www. linkos.cz budou provadét
podle potieby vSichni ¢lenové vyboru a predsedové sekci
Duda, Eckschlager, Hajduch a pfedseda pneumoonkologil
(bude zvolen) pfimym kontaktem na webmastera RNDr.
Petru Novéakovou - petra.novakova@roche.com. VSichni
ostatni ¢lenové COS mohou své prispévky umistovat na
www.linkos.cz po konzutaci s pfedsedou COS.

10. Vybor schvilil pijeti novych ¢lentt COS: Lisova (Olo-

mouc), Turyn (Praha), Zikova (Ostrava), Salmas (Biec-
lav), Mach ( Frant.Lazn€) , Lovas (Zvolen), Soumarova
(Novy Ji¢in), Kubatova (Praha), Rihackova (Brno).

11. Prim. Cwiertka referoval o Gspé$Sném jednani s predsed-

kyni Svazu Zen v Olomouci pani Sou¢kovou, olomouckd
organizace Zen stoji o tzkou spolupréci pfi napliiovani
NOP.

12. Prim. Dr. Ashermannova referovala o dohadovacich fize-

nich s VZP, projedndvat se budou pouze polozky na jed-
nanich, v nichZ bude pojiStovna vyzyvatelem a které pro-
jdou pftislu§nou odbornou komisi. Onkologicka Zadost
ohledné vykonu aplikace cytostatika do portu byla jiZ pro-
jednana pracovni skupinou a ma byt zatazena do pfiStiho
dohodovactho fizeni.

13. Predseda COS pozada prednostu katedry IVPZ prof. Kle-

nera o navrh poZadavki a pravidel pro specializacni vzdé-
lavani v oboru klinickd onkologie v rdmci implementace
Z4k. 95/2004.

15. Prim. Stdhalové navrhla, aby se vybor COS zasadil o pod-

poru kurzti komunikace zdravotniklli s nemocnymi zamé-
fené na onkologickou péci. Vybor vyhlasi pro 15 Clend
COS granty financujici absolvovani kurzl tohoto typu.

16. Vybor COS schvilil rimcovy navrh MOU témat progra-

mu XXIX. Brnénskych onkologickych dnil, ktery se usku-
te¢ni synchronng ve tfech salech hotelu VoronéZ ve dnech
26.-28.5.2005:

Ctvrtek 26. 5.

Prevence nadorovych onemocnéni
Pokroky v biologii nddort

Meze onkochirurgické radikality
Sekce sester a laborant

Pdtek 27. 5.

Chyby v diagnostice a 16¢b& nadori
Informatika a telemediciny v onkologii
Minimalizace vedlejSich ucinkt radioterapie
Hormonalné aktivni nddory

Sekce sester a laborantl

Sobota 28. 5.

Novinky v klinické onkologii

Zhoubné nadory ledvin

Prakticky staging nador z pohledu radiologa (kurz IVPZ)

17. Stav t&tu COS ¢inf k 27. 10. 2004 323 tis. K&. Inventari-

zaci majetku COS byl povéfen prim. Finek.

Dalsi jednani vyboru se kona 23. 11. 2004 v 9 hod. v Praze.



