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MECHANIZMY REZISTENCE NA TAMOXIFEN
MECHANISMS OF TAMOXIFEN RESISTANCE

PETRAKOVA K., NENUTIL R., GRELL P., SVOBODA M., FABIAN P., PALACOVA M., VYZULAR.
MASARYKUV ONKOLOGICKY USTAV BRNO

Souhrn

Hormonalnilécba je nejucinnéjsi systémovou lécbou karcinomu prsu pro pacientky s pozitivnimi steroidnimi receptory. Nejpouzivanéjsi
hormonalni lé¢bou v dnes$ni dobé je nadale tamoxifen. Jeho ucinnost je vSak €asto limitovana rezistenci nadorovych bunék. Poznatky
o intracelularnich signalnich drahach ziskané v poslednich letech vysvétluji né€které mozné mechanizmy vzniku rezistence. Patii k nim
ztrata exprese nebo funkce estrogenového receptoru (ER) nebo progesteronového receptoru (PR), zmény koregulacnich proteinti ER,
interference signalnich drah receptorti ristovych faktorti a ER, mutace nadorového supresoru p53, signalni draha PIK3 a zména
farmakokinetiky tamoxifenu.

Klic¢ova slova: rezistence na tamoxifen; estrogenovy receptor; progesteronovy receptor; geny, HER2; geny, p53

Summary

Endocrine therapy is the most effective systematic treatment for patients with hormone-receptor positive breast cancer. Tamoxifen
still represents the most commonly used endocrine treatment. Efficacy of tamoxifen may be often limited by the onset of resistance.
Knowledge on intracellular signal transduction pathways gained in the last years may explain possible mechanisms of tamoxifen
resistance. These mechanisms may include loss of expression and/or function of estrogen receptor (ER) or progesterone receptor
(PR), alterations in co-regulatory proteins of ER, interferences in signal transduction pathways of growth factor receptors and ER,

mutations in tumor suppressor gene p53, the signal transduction pathway PIK3 and alterations in pharmacokinetics of tamoxifen.

Key words: tamoxifen; drug resistance; estrogen receptors; progesterone receptors; Genes, HER2; Genes, p53

Uvod:

Karcinom prsu je nejéastéjsi zhoubny nador Zen v Ceské
republice. Tvofi zhruba 1/4 vSech zhoubnych nadort a
postihuje 6% zenské populace. Incidence ma stoupajici
tendenci, mortalita v poslednich nékolika letech stagnuje.
V roce 2003 bylo hlaseno celkem 5784 novych ptipadt
zhoubného nadoru prsu a celkem 2032 Zen zemfielo
v dusledku tohoto onemocnéni. (UZIS nebo SVOD)
Priblizn¢ 70% karcinomd prsu exprimuje v dobé
diagnozy estrogenové (ER) a/nebo progesteronové (PR)
receptory (dal jenom: pozitivni estrogenové receptory),
vySetfovanym prediktivnim faktorem pro hormonalni
lécbu. Vysledky klinickych studii opakované potvrdily
pfinos adjuvantni 1écby tamoxifenem proti placebu.
5-letd adjuvantni lécba tamoxifenem snizuje mortalitu
0 28% a riziko kontralateralniho karcinomu prsu o 50%
u Zen s pozitivnimi estrogenovymi receptory (1). Dosud
je proto tamoxifen nejpouzivanéj$i hormonalni 1écbou a
je i soucasti vSech doporucovanych lécebnych postupti
pro adjuvantni 1écbu karcinomu prsu, a to v souladu se
zavéry skupiny experti NIH a konference v St. Gallen
2005 (2). Ma vsak své omezeni. Podle nékterych publikaci
pozorovalo nezadouci ucinky pii 1é¢bé tamoxifenem az
63% pacientek. K nejcastéjSim nezaddoucim ucinkiim
dlouhodobé 1é¢by tamoxifenem patii navaly, vaginalni
krvaceni, endometrialni karcinom, nutnost hysterektomie,
ischemické cerebrovaskularni prithody a vendzni
tromboembolie (3).

V soucasnosti vSak zacinaji tamoxifen v adjuvantni
1écbé nahrazovat inhibitory aromatdzy treti generace,
ke kterym patii anastrozol, letrozol a exemestan. Mame
k dispozici vysledky nékolika randomizovanych studii
treti faze, které srovnavaji pfinos adjuvantni 1écby
tamoxifenem u postmenopauzalnich zen proti 1écbé
inhibitory aromatazy. Ve vSech studiich byl prokazan
pfinos 1é¢by inhibitorem aromatazy a to v inicialni 1écbe,
v sekvencni 1é¢bé 1 v prodlouzené adjuvanci. Studie ATAC
a BIG 1-98 srovnava inicialni 1écbu tamoxifenem proti
inicialni 1é¢b¢ inhibitorem aromatazy v dob¢ trvani péti
let. Pacientky 1écené anastrozolem ve studii ATAC mély
v dobé¢ sledovani 68 mésicti o 14 % nizsi riziko vzdalené
rekurence nemoci a o 42% nizsi riziko kontralateralniho
karcinomu prsu (p=0.04 a p= 0.01) (4). Pacientky léceny
letrozolem ve studii BIG 1-98 mély v dobé sledovani 26
meésict o 19% nizsi riziko rekurence a o 27% nizsi riziko
vzdalené rekurence onemocnéni (p= 0.003 a p= 0.001)
(5). Navic mély pacientky 1é¢ené inhibitorem aromatazy
v obou studiich méné nezadoucich G¢inki nez pacientky
lé¢ené tamoxifenem. Dvé mensi klinické studie tieti faze
Italian Tamoxifen Anastrozole (ITA) a Arimidex Nolvadex
95/Austrian Breast Cancer Study Group 8 (ARNO 95/
ABCSG 8) prokazaly ptinos sekvencni 1€¢by inhibitorem
aromatazy po dvou az tfech letech 1écby tamoxifenem
v prodlouzeni doby bez navratu nemoci (6,7). Nedavno
publikované vysledky studie ARNO 95 potvrdili ptinos
sekvenéni 1é¢by anastrozolem. Pacientky lé¢eny sekvencné
tamoxifenem a anastrozolem mély o 47% lepsi celkové
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prezivani (p=0.045) (8). Nejvétsi a asi nejlépe navrzenou
studii srovnavajici sekven¢ni podani exemestanu po
dvou az tfech letech 1é¢by tamoxifenem proti tamoxifenu
samotnému je studie Intergroup Exemestane Study (IES).
V dobé sledovani 55,7 mésicti mély pacientky lécené
exemestanem o 24% mensi riziko rekurence nemoci
(p=0,00005), o 34% mensi riziko vzdalené rekurence
(p=0,0001) (9). Karcinomy s pozitivnimi estrogennimi
receptory relabuji pozdéji nez karcinomy s negativnimi
steroidnimi receptory nezavisle od postizeni axilarnich
uzlin. Podle Hortobagyiho je riziko relapst u nadort
druhého stadia 13% po dobu 10 let a 21% po dobu 15
let (10). Lze tim vysvétlit i pfiznivé vysledky studie
MA 17, ktera prokazala piinos prodlouzené adjuvantni
1é¢by inhibitorem aromatazy u pacientek s pozitivnimi
estrogenovymi receptory po pétileté adjuvantni 1écbé
tamoxifenem. V dobé¢ sledovani 30 mésicti mély pacientky
léCeny letrozolem o 42% mensi riziko rekurence nemoci
nez pacientky 1éc¢ené placebem (p<0.001) a o0 40% mensi
riziko vzdalené rekurence (p=0,002) (11).

Na zakladé vysledk uvedenych studii se na odbornych
sympoziich vedou diskuse o zméné dosavadnich
lé¢ebnych postupti u karcinomu prsu a zméné adjuvantni
hormonalni [écby u postmenopauzalnich pacientek z dosud
standardniho tamoxifenu na inhibitor aromatazy. Je vsak
otazkou, jestli vSechny postmenopauzalni pacientky
s karcinomem prsu maji byt Iéceny v adjuvanci inhibitorem
aromatazy, anebo je mozné identifikovat pacientky, které
z divodu existence primarni anebo sekundarni rezistence
nebudou mit prospéch z 1é¢by tamoxifenem.

Z klinického a biologického pohledu se da rozlisit
nékolik typi rezistence: a) nadory, které jsou rezistentni
na jakoukoliv hormondlni lé¢bu i kdyz exprimuji
estrogenové receptory  (primarni panendokrinni
rezistence); b) nadory, které jsou estrogen-dependentni,
ale jsou rezistentni na jeden nebo vice typti hormonalni
1écby (primarni selektivni rezistence); c¢) nadory které
nejdiive odpovi na hormonalni 1écbu, Casem se vSak
stanou rezistentni (ziskana sekundarni rezistence) (54).
Problémem zistava hlavné adjuvantni hormonalni
1é¢ba, které ucinnost lze méfit az s odstupem delsiho
casu. Pokud by se podafilo pochopit molekularni
podstatu tohoto fenoménu, bylo by mozné pacientky
1é¢it uc¢innou endokrinni 1é¢bou a zlepsit tak 1é¢ebné
vysledky.

V ¢lanku se autofi snazi shrnout soucasné poznatky o
mechanismech rezistence na endokrinni 1écbu, které by
mohly mit dopad na vybér adjuvantni hormonalni 1é¢by.

Estrogenovy receptor — mechanizmus téinku

V soucasné dobé zname dva druhy estrogenovych receptort
(ER): Era a Erf (12). I kdyz je receptor Erp exprimovan
nadorovymi burikami karcinomu prsu, nebyla jeho funkce
v normalni i nadorové tkani dosud presné¢ definovana.
Naopak, receptor ERa je detailn¢ prostudovan a slouzi
jako prediktivni marker pro hormonalni 1écbu. Patii do
skupiny nuklearnich receptord aktivovanych ligandy. Po
vstupu do buiiky se estrogen navaze na ER, ten se oddéli
od heat-shock proteint, na které je vazan, prostorové se
zmeéni, fosforyluje a dimerizuje. Nasledné se navaze na
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useky gent, které v oblasti svych promotord obsahuji usek
zavislych na estrogenu (ERE-estrogen response element).
Tim dochazi k transkripci gent. Tento zpisob piepisu se
oznacuje jako klasicky.

Komplex estradiolu a ER muze regulovat expresi genu i
bez piimé interakce s DNA cestou jinych transkripénich
faktorti jako je komplex aktivovaného proteinu Fos/Jun a
AP-1. Tento zplsob piepisu je oznacovan za neklasicky

(13).

Vazba DNA
Dimerizace
Lokalizace jadra

Vazba ligandu
Dimerizace
Transaktivace (AF-2)

Transaktivace (AF-1) Vazba hsp80

1 180

263 302 553 596

Obrazek ¢.1: Nazorna struktura receptoru ER

ER se sklada z nekolika funkénich domén ( obrazek ¢.1).
Doména A/B ma vnitini schopnost aktivovat transkripci.
Tato funkce je oznacovana jako AF-1 (aktivacni funkce 1).
Je to aktivita, které je nezavisla na vazbé estrogend nebo
antiestrogenti (14). Pro plnou aktivaci AF-1 in vitro je nutna
fosforylace serinu (Ser) na pozici 118 v ER, ktera je mozna
i cestou Ras/MAPK (mitogen-activated protein kinase)
kaskady signalni drahy pro rtstovy faktor. Aktivaci této
cesty muze tedy dojit k zvysSeni exprese gent regulovanych
ER, které jsou zavislé na AF-1 i v nepfitomnosti estrogenti
nebo antiestrogent (15). Doména C je dulezita pii
lokalizaci jadra, dimerizaci receptorti a vazbu heat-shock
proteind. Doména D slouzi k oddéleni domény C a E.
Doména E je dilezita pro vazbu pfirozeného ligandu ER
estradiolu (HBD - hormone binding domaine). Kromé
toho je hlavni oblasti dimerizace receptorii a aktivace
transkripce zavislé na ligandech (ligand binding domain).
Tato funkce je oznaCovana jako AF-2 (aktiva¢ni funkce
2). AF-1 a AF-2 piisobi ve vétsiné bun€k synergicky. U
nékterych genti v§ak mohou byt aktivovany nezavisle na
sobé (16). Jejich funkce vSak muze byt dal modulovana
ptritomnosti koregulac¢nich proteini. Byly popsany jak
koaktivatory, které zesiluji transkripci, tak korepresory,
které ji tlumi.

Koaktivatory jsou skupina proteint, které stimuluji aktivitu
nuklearniho receptoru 1 (NCoAl, znamy i jako SRCI-
steroid receptor coactivator), NCoA2 a NCoA3 (AIB1)
(17). Byly popsany i dva korepresory: NCoR1 (nuclear
receptor co-repressor 1) a NCoR2 (rovnéz pod nazvem
SMRT-silencing mediator of retinoic acid). Je nutné se
zminit, ze i cyclin D1, protein, ktery reguluje bunéény
cyklus, se muze chovat jako koaktivator a mize aktivovat
transkripci zprostiedkovanou cestou ER.

Agonisticky a antagonisticky profil uc¢inku latek typu
SERM (selective ER modulators), mezi které patii
i tamoxifen, je Caste¢né zpusoben aktualni hladinou
koaktivatort a korepresorti v jednotlivych bunkach.
Navic se na ném muZze podilet i pfitomnost nebo
nepfitomnost usekl zavislych na estrogenech (ERE) v
promotorech jednotlivych gent.
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Mechanizmy rezistence

Ztrata exprese nebo funkce ER

Efekt tamoxifenu je primarné zprostfedkovan cestou ER
a stupen exprese ER je silnym prediktorem odpovédi na
tamoxifen. Ztrata exprese ER mtize vést ke ztraté u¢innosti
tamoxifenu a patfi k dominantnim mechanizmim de
novo rezistence na tamoxifen. Nadory, které neexprimuji
ER ani PR (progesteronové receptory) neodpovidaji ani
na antiestrogenni 1écbu (18). Ke ztraté exprese ER vSak
nedochazi u vSech pacientek lé¢enych tamoxifenem, které
zpocatku odpovédély na 1é¢bu a u kterych postupné vznikla
rezistence na tamoxifen (19). Cést pacientek dokonce i
v dobé progrese pii 1é¢bé tamoxifenem exprimuje ER. Asi
20% téchto pacientek odpovi na jinou hormonalni 1é¢bu
jako je napf. inhibitor aromatazy nebo fulvestrant (20).
Castou pii¢inou zmény funkce receptoru byva i jeho
mutace. Mutace ER, kterd poruSuje vazbu antiestrogenu
na receptor, byla detekovana v nékterych rezistentnich
liniich nadorovych kultur. U pacientl se vSak tato mutace
da prokazat ziidkaveé (21). Kromé samotné exprese ER
muze byt prediktorem odpovédi na hormonoterapii i stav
jeho fosforylace zejména na Ser167.

B)
0.4

A Tamoxien
@ Tamosilen odutranie

—&— Kontrola
—&— Estrogen
—w— Tamoxifen
=% Fulvestrant
0.21 —=— Letrozol

O Tamorifen odstrands, piddn estrogen 0.3

(en)

0.1

0.0 ——pr .

1 2 3 4 5 6 7 8 9 o 1 2 3 4 & 6 7

Doba kultivace bunék / tydny

Obrazek €.2: Schématické znazornéni vzniku rezistence k tamoxifenu
beéhem 1écby.

Zména farmakokinetiky tamoxifenu

Snizena resorpce, zmény biotransformace nebo urychlené
vylucovani, patii k dalsim mechanizmim vzniku
rezistence na tamoxifen. Johnston a spolupracovnici méfili
u 51 pacientek s karcinomem prsu s de novo rezistenci a
ziskanou rezistenci k tamoxifenu hladinu tamoxifenu
v séru a v nadoru. Zatim co sérové koncentrace se mezi
jednotlivymi pacientkami vyrazné nelisily, signifikantni
rozdily byly naméteny v koncentraci tamoxifenu v nadorech
u pacientek se ziskanou rezistenci (niz$i koncentrace) ve
srovndni s pacientkami s rezistenci vzniklou de novo.
Lze tedy predpokladat, ze ziskana rezistence muize byt
spojena s niz§imi hladinami tamoxifenu v nadoru pii jeho
normalnich hladinach v séru. Jednou z pficin tohoto stavu
muze byt zvySena exprese P-glykoproteinu, membranové
pumpy, zpisobujici eflux fady cytostatickych 1é¢iv (22).
Po vstupu do bunky je tamoxifen biotransformovan na
N-desmethyltamoxifen, ktery je hlavnim metabolitem
detekovatelnym v krvi, a na 4-hydroxytamoxifen. Nov¢ byl
identifikovan dalsi aktivni metabolit tamoxifenu 4-hydroxy-
N-desmethyltamoxifen, ktery ma i vyssi afinitu k ER. Jeho
vznik je zavisly na funkci cytochromu CYP2D6, ktera vsak
muze byt ovlivnéna fadou bézné pouzivanych 1éc¢iv. To
dokazuje i prace, kterou se svymi spolupracovniky publikoval
Stearns. Autofi zjistili, ze pacientky 1éCené soucasné
tamoxifenem a paroxetinem (lék ze skupiny SSRI uzivany

ke zmirnéni menopauzalnich symptomu) mély signifikantné
niz§i sérovou hladinu 4-hydroxy-N-desmethyltamoxifenu,
ve srovnani s kontrolni skupinou pacientek bez paroxetinu.
Z jejich zavéru lze postavit hypotézu, ze paroxetin muze
snizovat efekt tamoxifenu (23).

A) B)
E 12 T 04
S 1.q | ® Tamaten cdswanén —e— Kontrola
| O Tameuifen cdatranin, phdin ssyogen 03— Estrogen
=08 | —w— Tamonifen
"E £ = &~ Fulvestrant
£ 2 0.6 0.2 —=— Letrozol
5 0.4
= 0a
=02
é o .0

0
1 2 3 4 § ] 7 8 9 o 1 2 3 4 5 (] 7

Doba kultivace bunék / tydny

Obrazek ¢.3A):

Na grafu je znazornén dramaticky efekt nizkych, fyziologickych hladin
estrogenu ve fazi IL.rezistence k tamoxifenu. Nadorové butiky MCF7,
které byly kultivovany s tamoxifenem 5 let, jsou stimulovany k ristu
samotnym tamoxifenem. Pokud budou bunky dal kultivovany bez
tamoxifenu, dochazi k zastaveni jejich ristu. Po pfidani fyziologickych
hladin estrogenu dochdzi k dramatické regresi nadoru.

Obrazek ¢.3B):

Graf znazornuje nadorové bunky MCF7s pozitivnimi ER v IILfazi
rezistence, jejichz rust a autonomni a které nereaguji na zadnou 1écbu
namifenou proti ER. Pouze fyziologické hladiny estrogenu mohou
zastavit rist nadoru.

Zmény koregulacnich proteini ER
AIB1 (SRC-3) je koaktivator ER, nezbytny k vykonu jeho
transkrip¢ni funkce. Vysoka exprese a aktivita AIB1 vSak mtize
znamenat snizeni antagonistického pistobeni tamoxifenu na
ER. Anzick a kol. prokazali amplifikaci a nadmérnou expresi
AIB1 ve ctyfech z péti testovanych nadorovych linii karcinomu
prsu, pticemz pro rust nékterych z nich byla esencidlni (napf.
pro MCF-7). V piipadé primarnich tumort autofi detekovali
jeho zvySenou expresi u vice nez 60% ze 105 testovanych
nadort (24). Jednou z cest, kterou mize dochéazet k aktivaci
AIBI, je jeho fosforylace prostfednictvim signalni drahy
HER-2 receptoru. Pravé Osborne a spolupracovnici se snazili
zjistit jaky je vztah mezi GCinnosti tamoxifenu a expresi
AIB1 a HER-2 receptoru. Ve své praci analyzovali soubor
316 karcinomt prsu od pacientek, u kterych byl v adjuvanci
zvolen jeden ze tii pfistupi: a) adjuvantni [écba tamoxifenem,
b) adjuvantni chemoterapie nasledovana tamoxifenem, ¢) bez
adjuvantni 1écby. Median preziti pacientek v dobé analyzy
souboru €inil 95 mésict. Ve srovnani s kontrolni skupinou
dosahovaly pacientky s vysokou hladinou AIB1 delsiho DFS
pouze v piipadé, kdyz nebyly 1écené tamoxifenem, (p=0,018).
V opacné situaci méla nadmérna exprese AIBI1 negativni
prognosticky vyznam (p=0,049). Nejhorsi prognozu mély
pacientky 1éené tamoxifenem, jejichz karcinomy nadmérné
exprimovaly kofaktor AIB1i HER-2 receptor (p=0,004) (16).
I v ptipad¢ dalSich koaktivatori ER, jako naptf. SRC-1,
potencuje jejich overexprese transkripéni aktivitu ER,
¢imz posiluje agonisticky efekt jeho ligandl (estrogenu
i 4-hydroxytamoxifenu) (25). Negativni prediktivni i
prognosticky vyznam SRC-1 byl prokazan i na primarnich
nadorech karcinomu prsu (26).
V piipadé korepresorti (napi. N-CoR, SMRT) je jejich
vyznam pro realizaci agonistického efektu tamoxifenu
opacny. Lavinsky a spolupracovnici prokazali na modelu
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imunodeficientnich mysi, kterym byly injektovany bunky
MCF7 nadorové linie karcinomu prsu, ze pokles hladiny
N-CoR koreloval se vznikem rezistence k tamoxifenu (27).
Rovnéz Keeton a kol. potvrdili toto zjisténi a dale rozvedli
jeho podstatu, kdyz ve svych preklinickych experimentech
zjistili, ze v piipad¢ potlaceni exprese N-CoR a SMRT
dochézi u nadorovych buné¢k kultivovanych s tamoxifenem
ke stimulaci jejich buné¢ného cyklu, aniz by dochazelo
k aktivaci genti podléhajicich transkripéni aktivité ER,
zodpovédnych za jeho proproliferacni funkci (napf. c-myc
a CCND1) (28).

Interference signalnich drah receptoru ristovych
faktori a ER

Nejvice pozornosti ve vyzkumu tamoxifenové rezistence
je vénovano cestam vzajemné komunikace mezi receptory
pro rustové faktory a ER ( obrazek ¢. 4).

Mgl -ﬂ'mmm
B ' eumwnd‘u. (EGPR, HERZ, IGPR, a dalil)

inhibice

apoptozy
aktivace apoptozy
transkripoe
aktivace
lra-ﬁa:::u t ’h‘fk ipoe
proliterace
proliferace motility
angiogenese|
CYTOPLASMA
Obrazek ¢.4:

Schématické znazornéni interference signalnich drah pro ristové
faktory.

Benz a spolupracovnici prokazali, ze nadorové bunky
karcinomu prsu MCF7, které exprimuji vyssi hladiny proteinu
HER-2, jsou rezistentni na 1écbu tamoxifenem, ale citlivé na
snizeni hladin estrogend (29). Déje se tak na zakladé aktivace
ER prostfednictvim signalnich drah receptort rtstovych
faktord (napt. EGFR, HER-2, IGFIR a dalsi), které¢ mohou
fosforylovat AF-1 doménu ER. Tato fosforylace miize
probéhnout jak cestou Ras/sMEK/MAPK kinazové signalni
drahy, tak i cestou PI3K/Akt kinazové signalni drahy (15).
Timto zplsobem, nezavisle na ligandu, dochazi
k downregulaci ER, ke zvySeni vnimavosti ER na nizsi
davky estrogenl a stimulaci jeho transkripéni aktivity.
Rada experimenti prokazala, ze inhibice signalni drahy
HER-2 a/anebo EGFR monoklonalni protilatkou nebo
selektivnim inhibitorem tyrosin kinazové aktivity jejich
domén, mize zvratit rezistenci vic¢i tamoxifenu (30, 31).
Stejného efektu 1ze dosahnout inhibici dalsich komponent
uvedenych signalnich drah (napt. PI3K, Akt, MEK a
MAPK kinazy) (31).
V preklinickych modelech vede dlouhodobd expozice
nadorovych bunék s tamoxifenem, nebo deprivace
estrogent z jejich kultivacniho prostfedi, k up-regulaci
HER-2 receptoru. Toto sledovani potvrzuje, ze uvedeny
adaptaéni mechanismus mize byt pfi¢inou vzniku
sekundarni rezistence (32).
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Jedulezité, aby predpoklady, ke kterym dospély preklinické
studie, byly potvrzeny i v klinické praxi. Za timto ucelem
jiz byly provedeny retrospektivni analyzy jak v piipadé
adjuvantniho podavani tamoxifenu, tak i jeho aplikace u
metastatického onemocnéni. Nékolik adjuvantnich studii
predpoklada, ze pacientky s overexpresi HER-2 mohou mit
relativné mensi prospéch z adjuvantni 1é¢by tamoxifenem
(33, 34). Studie vSak maji sva slaba mista. Jedna se jednak
o retrospektivni studie s malym poétem pacientd, které
n¢kdy pouzivaji nekonzistentni metody ke stanoveni
HER-2. De Laurentiis a spolupracovnici publikovali v roce
2005 vysledky metaanalyzy klinickych studii s hormondlni
1é¢bou metastatického onemocnéni karcinomu prsu, ve
které hodnotili klinickou odpovéd’ v zavislosti na expresi
HER-2. Hodnoceno bylo celkem 12 klinickych studii.
Ve vétsin€ studii byl podavéan tamoxifen jako prvni linie
pro metastatické onemocnéni. Metaanalyza prokazala
horsi klinickou odpovéd pacientek s metastatickym
onemocnénim a overexpresi HER-2 na hormonalni 1écbu.
Relativni riziko pouze pro pacientky lécené tamoxifenem
bylo 1.33 (95% ClI, 1.20-1.48; p<0.00001) (35).

Pro hledani prediktivnich markerd k odpovédi na urcity
lé¢ebny postup se jevi byt optimalni neoadjuvantni
studie. Efekt 1écby je méfen pfimo a sledované markery
mohou byt stanoveny podle pozadovanych parametra.
V klinické studii vedené Ellisem bylo celkem 324
postmenopauzalnich zen, jejichznadory exprimovaly ER
a /nebo PR, 1é¢eno bud’ letrozolem nebo tamoxifenem
v neoadjuvantnim podani. U pacientek s pozitivitou
ER a soucasné¢ overexpresi EGFR a /anebo HER-2,
které byly 1é¢ené tamoxifenem bylo dosazeno celkem
21% lécebnych odpoveédi a 42% lécebnych odpoveédi
u pacientek bez overexprese HER-2 a /anebo EGFR.
Rozdil nebyl statisticky signifikantni (p= 0.095), ale
u pacientek s pozitivitou ER a /anebo PR a soucasné
overexpresi HER-2 a /anebo EGFR bylo dosazeno
signifikantné vice 1écebnych odpoveédi pomoci letrozolu
(88% vs 21%, p=0.0004). Na rozdil od toho nebyl
zaznamenan signifikantni rozdil v odpovédi mezi
letrozolem a tamoxifenem u pacientek s pozitivitou
ER bez overexprese HER-2 a/anebo EGFR (54% vs
42%,p=0.078) (36).

Ve studii IMPACT bylo celkem 330 postmenopauzalnich
pacientek  1éCeno  neoadjuvantné anastrozolem,
tamoxifenem nebo kombinaci (37). Lécebnd odpovéd
anastrozolu byla 58% a tamoxifenu 22% (p=0.09). Rozdil
nebyl signifikantni, ale pacientky s overexpresi HER-2
mély vEétsi benefit z anastrozolu nez tamoxifenu.

Newby a spolupracovnici se snazili odpovédét na otazku,
zda nové¢ vznikla overexprese HER-2 znamena rezistenci
na tamoxifen. U 61 pacientek, které zrelabovaly pfi
1é¢bé tamoxifenem srovnali vzorky nadoru pied 1écbou
tamoxifenem a v dob¢ relapsu. Autofi nezaznamenali
signifikantni vzestup exprese HER-2 (38). Jina studie vSak
hypotézuvzestupuexprese HER-2 ptiobjeveniserezistence
na tamoxifen podpofila. Gutierrez a spolupracovnici
srovnavali 39 vzorkd pacientek, které byly odebrany pred
nasazenim tamoxifenu a v dobé recidivy. U pacientek, které
meély overexpresi HER 2 i pfed nasazenim tamoxifenu, se
fenotyp v dobé relapsu neménil. U pacientek s negativnim
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HER-2 se v dob¢ relapsu objevila jeho overexprese (19).
Vzhledem k rozporuplnym vysledkiim studii nebyla tedy
prokazana jednozna¢na korelace mezi vzestupem exprese
HER-2 a vznikem rezistence na tamoxifen. Nové se vsak
objevily zpravy o dulezitosti kofaktoru AIB1, jehoz vysoké
hladiny mohou redukovat antagonisticky efekt tamoxifenu.
Je tedy pravdépodobné, Ze u nadord s overexpresi HER2
muze byt AIB1 aktivovany kaskadou signalni drahy pro
HER-2 a tim muze dojit k zvySeni agonistické aktivity
tamoxifenu a nasledné redukci jeho protinadorového
ucinku. V této souvislosti by tedy hladiny AIB1 mohly
zvySovat prediktivni hodnotu HER-2 (16).

Mutace nadorového supresoru p53

Predpokladanym mechanizmem podpory tamoxifenové
rezistence mutaci p53 je zejména ,gain of function®,
tedy onkogenni uc¢inek nékterych mutovanych forem
pS3, projevujici se zejména zvysSenim exprese EGFR,
IGFR, myc a VEGF. Uplatnit se mize i pozorované
zvySeni exprese MDR-1 (multidrug resistance) genu,
ptipadné blokovani apoptozy (39). Mutace p53 je ovSem
u karcinomu prsu obecné negativnim prognostickym
parametrem, je sdruZena s agresivnéj$imi nadory a ¢astéjsi
negativitou ER. Selektivni vyhodnoceni jejiho vyznamu
jako prediktoru rezistence na tamoxifen je proto obtizné a
je zatizeno Cetnymi metodickymi problémy jak ve vybéru
skupin pacientek, tak ve vlastnim stanoveni mutace
(imunohistologie oproti sekvenovani, sekvenovani celého
genu oproti sekvenovani omezenému na DNA vazebnou
doménu). Data jsou dosud rozporna, ale v metodicky
pomeérné konzistentni praci, uzivajici sekvenovani celého
genuukazal Berns, Ze pacientky s pozitivnim estrogenovym
receptorem a mutaci p53 prakticky neprofitovaly z terapie
tamoxifenem a mély horsi celkové prezivani, zejména pii
vys$$i haldiné VEGF v nadoru (40). Nadory s genovou
expresi charakterizovanou jako ,,p53 signatura® rovnéz
vykazovaly $patnou odpoveéd’ na tamoxifen podle vysledka
Millera a spol., pficemz tato ,,signatura“ byla silng&jsim
prediktorem nez samotny status genu a je zjevné Ze ne
vSechny mutace p53 maji shodny efekt (41).

Signalni draha PIK3

Dalsi signalni draha, ktera muze ovliviiovat aktivitu ER, je
signalni draha PIK3 (phosphatidyl-inositol-3-OH kinase).
Jednou z komponent signalni drahy PI3K je serin/threonin
protein kindza AKT, aktivace které ma proliferacni a
antiapoptoticky uc¢inek. Studie in vitro predpokladaji, ze
Ero se miize vazat s p85a, ktera je regulaéni podjednotkou
PI3K, coz vede k aktivaci drahy AKT (42). AKT muze
byt cilem signalnich drah i pro jiné receptory, jako IGF-
IR, EGFR a HER-2. Vzijemny vztah ER a PIK3 je
reciproéni a tak PI3K aktivuje AKT, ktera fosforyluje
ER a zptisobuje jeho aktivaci (43). Tato hypotéza byla
ovétena i v preklinickych studiich. Clark a spolupracovnici
méfili apoptozu indukovanou tamoxifenem v raznych
bunéénych kulturach, a to bez a po pridani LY294002,
coz je inhibitor signalni drahy PIK3. Pfidanim inhibitoru
signalni drahy PIK3 se signifikantné zvysil proapoptoticky
efekt tamoxifenu, hlavné v bunéénych liniich s nejvyssi
endogenni hladinou AKT aktivity (44). Kirkegaard a

spolupracovnici se ve své praci publikované v roce 2005
snazil ovéfit hypotézu, ze aktivace HER-2 s naslednou
aktivaci AKT a ER vede u karcinomu prsu k vzniku
rezistence na tamoxifen. Rodina serin/threonin protein
kinaz ma 3 isoformy: AKTI, kterd je exprimovana asi
u 20 % nadort zaludku, AKT3, kterd je exprimovana u
bunéénych linii hormonalné independentniho karcinomu
prsu a prostaty a AKT2. Na souboru 402 vzorkd karcinomu
prsu u pacientek léenych v adjuvanci tamoxifenem
stanovili hladiny celkové AKT, AKT1, AKT2 , AKT3 a
ER. Pacientky, jejichz nddory mély vysokou expresi AKT2,
mély signifikantné lepsi celkové prezivani (p=0.0115) ve
srovnani s pacientkami s nizkou expresi AKT2. Exprese
AKT2 pozitivn¢ korelovala s expresi progesteronového
receptoru. Pacientky s vyssi hladinou AKT fosforylované
na serinu 473 piezivaly relativné méné (p = 0,04) a tato
fosforylace pozitivné korelovala s Her-2 expresi. Podobna
zavislost nebyla pozorovana u exprese ATK3, AKT1 a pan
AKT exprese (45).

Progesteronovy receptor

Za nadory s pozitivnimi steroidnimi receptory jsou
oznaovany vSechny nadory, které maji pozitivni
estrogenovy a/anebo progesteronovy receptor (PgR).
Vzhledem k tomu, ze promotor genu pro PgR obsahuje
usek zavisly od estrogenu (ERE), méla by exprese
PgR slouzit i jako marker endokrinni zavislosti. Navic
preklinické studie potvrdily, Ze blokadou funkce PgR 1ze
u bunék navodit inhibici proliferace a indukci apoptozy
(46). Na zaklade téchto poznatkt byly vyvinuty inhibitory
PgR k pouziti do klinické praxe. Dva z nich, onapristone
a mifepristone, byly zkouseny v klinickych studiich II.
faze. Dalsi faze klinickych studii vSak uz neprobéhly pro
ztratu komer¢ni podpory. Za hlavni mechanizmus a¢inku
onapristonu se povazuje indukce terminalni diferenciace,
ktera vede ke smrti bunky (47).

Aprino a spolupracovnici publikovali v roce 2005
zajimavé vysledky retrospektivni studie. Studie méla
potvrdit hypotézu, Zze nadory s fenotypem ER+/PgR-
maji agresivnéjsi chovani a ve vét§im procentu exprimuji
HER1/HER2 nez nadory fenotypu ER+/PgR+. Na souboru
celkem 31 415 pacientek srovnavali klinické a biologické
znaky nadori ER+/PgR+ a ER+/ PgR-. Median hladiny
ER v nadorech ER+/PgR- byl zhruba polovi¢ni nez u
nadort ER+/PgR+ (47 fmol/l vs 103 fmol/l; p<0.001).
Nédory ER+/PgR- se vyskytovaly ¢astéji u starSich Zen,
byly ve vétsim procentu aneuploidni (54% vs 48%;
p<0.001) a mély vyssi proliferaci podle méteni poctu
bunék v S-fazi (33% vs 19%; p<0.001) nez nadory ER+/
PgR+. Navic nadory ER+/PgR- tfikrat Castéji exprimovaly
HERI1 (25% vs 8%; p<0.001) a dvakrat ¢ast&ji HER2 (
21% vs 14%; p=<0.001). 11399 pacientek bylo lé¢eno
v adjuvanci tamoxifenem. U pacientek ER+/PgR+ nebyla
exprese HER1 ani HER2 spojena s kratS$im intervalem bez
nemoci nebo celkovym piezivanim. Na rozdil od toho u
pacientek s nadory ER+/PgR- byla overexprese HERI i
HER?2 spojena se signifikantné krat$im prezivanim bez
nemoci (pro HER1: HR= 2.4; 95% CI= 1.0-5.4,p=0.036,
pro HER2: HR=2.6; 95% CI=1.1-6.0; p=0.022). Vysledky
studie podporuji hypotézu, Ze exprese PgR je nahradnim
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markerem pro méfeni aktivity signalni drahy HER1 a/
anebo HER2 (48).

Dalsi praci, kterd potvrzuje nezavislost prediktivni
hodnotu PgR v odpovédi na 1éEbu tamoxifenem, je prace
Stendhala a spolupracovnikd, kterou publikovali loni
v casopise Clinical Cancer Research. Na souboru 500
premenopauzalnich pacientek lé¢enych tamoxifenem
sledovali zavislost odpovédi tamoxifenu na hladiné
pozitivity PgR. Se stoupajici hladinou ER nad 10%
se zlepSoval 1 interval bez navratu nemoci u pacientek
léCenych tamoxifenem. Pokud vsak sledovali zavislost
ucinnosti tamoxifenu na hladindch PgR, pouze u
pacientek s expresi PgR nad 75% lé¢ba tamoxifenem
signifikantné zlepsila interval bez nemoci (RR=0.41
, 95% CI=0.24-0.69;p=0.001) stejn¢ jako celkové
pfezivani pacientek (RR=0.46; 95% CI=0.26-0.83;
p=0.009) (49).

Nekolik klinickych studii pfedpoklada, ze vysoka signalizace
ristovych faktord muze byt spojena s poklesem exprese
PgR u karcinomu prsu (50). Nejnovéjsi studie prokazaly, ze
rastové faktory, které aktivuji cestu signalizace PI3K-Akt-
mTOR, mohou snizit PR transkripci (51).

TFi stupné rezistence na tamoxifen

Jordan V.C., objevitel tamoxifenu, rozeznava tfi faze rezistence na
tamoxifen. Tradiéni model rezistence k latkam skupiny selektivnich
modulator ER (SERM), mezi které patii i tamoxifen vysvétluje
jeho relativné kratkou dobu ucinnosti (1-2 roky) béhem lécby
metastatického onemocnéni. (sem vlozit obrdzek ¢.2) Nadory
s pozitivnimi estrogenovymi receptory zatnou byt ¢asem stimulovany
bud’ piimo tamoxifenem nebo estrogeny, co je oznacované za fazi .
lékové rezistence na tamoxifen. Postupem casu dochdzi ke vzniku
II. faze 1ékové rezistence na tamoxifen (cca za 5 let od zacatku
1écby), ktera je charakteristicka tim, ze nadorové bunky zlstdvaji
stimulovany tamoxifenem, ale podani samotného estrogenu vede k
smrti nadorovych bunék. Pokud se tamoxifen v této fazi rezistence
vysadi, miizeme pozorovat kratce trvajici regresi nadoru. Ve findlni
fazi tamoxifenové rezistence, oznacované jako III. faze, je rust

nadorovych bunék autonomni a v§echny antiestrogeny jsou neucinné
az na samotny estrogen (52). (obrazek ¢.3)Song a spolupracovnici
predpokladaji, ze zplisob, jakym estrogeny indukuji bunécénou smrt
v I1. fazi rezistence, je signalni draha receptoru Fas/Fasl (53).

S ohledem na vySe uvedené je v soucasné dobé¢ trend
zacClenit do lécebné strategie v klinickych studiich po
selhani II. fady hormondlni 1é¢by nddordl s pozitivnimi
steroidnimi receptory i kratké obdobi ,,1écby* estradiolem
(asi tfi-mésicni), které ma slouzit k restituci ER. Nasledné
jsou pacientky léCeny kombinaci inhibitoru aromatazy
a fulvestrantu. Strategie cyklické hormonalni 1écby
s kratkymi useku ,,promyti“ samotnym estrogenem by tak
mohlaudrzet pokro¢ilé nadorové onemocnéni s pozitivnimi
steroidnimi receptory pod kontrolou léta.

Zavér

V prubéhu poslednich let byla publikovdna fada praci,
ktera prokdzala, ze k transkripci ER dochdzi ne pouze na
zakladé komplexu ER+ligand, ale i na zaklad¢ interakce
mezi koregulatory a ER a na zaklad¢ signalizace drah pro
rustové receptory. To pfedstavuje ur¢itd mozna vysvétleni
vzniku rezistence k tamoxifenu a jinym 1¢ktim hormonalni
1é¢by u karcinomu prsu. V soucasné dob¢ je v klinickém
zkouseni fada 1€kl namifena proti jednotlivym signalnim
draham. Karcinom prsu s pozitivnimi estrogenovymi
receptory neni vSak jedna nemoc. Uz dnes lze na
zakladé genové exprese rozlisit dva typy karcinomu prsu
s pozitivnimi ER: klinicky indolentni typ luminalni A a
vice agresivni luminalni B. Luminalni B typ pfedstavuje
skupinu nadort, které maji zvySenou expresi proliferaénich
geni, overexpresi HER2 a Castéji mutaci p53. Zda se
pritom, ze vétsi ¢ast bunéénych regulaci zptsobujicich
rezistenci na tamoxifen se protina v signalni draze PI3K-
Akt-mTOR Dalsim krokem by tedy mohlo byt rozdéleni
ER pozitivnich nadorti a stanoveni postupti hormondlni
1é¢by optimalnich pro jednotlivé typy (54).

Prace byla podporena grantem NR 8270-3/20
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IDENTIFIKACE POTENCIALNICH BIOMARKERU KARCINOMU PRSU
METODOU SELDI-TOF MS

IDENTIFICATION OF POTENTIAL BIOMARKERS OF BREAST
CANCER BY SELDI-TOF MS
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Souhrn

Vychodisko: V¢asna diagnéza a rychlé nasazeni cilené terapie jsou kliCovymi faktory tisp&$nosti 1é¢by nadorovych onemocnéni.
Snaha o nalezeni novych biomarkeri pro v¢asnéjsi diagnostiku, blizsi uréeni subtypu nadoru, vybér optimalniho lé¢ebného protokolu
a stanoveni progndzy odpovidavosti na lécbu stale zlistava jednim z hlavnich cili vyzkumu v této oblasti. V nasi studii jsme se
zaméfili na diferencialni analyzu proteinovych expresnich profili nadorové a normalni tkané 105 pacientek s diagnézou karcinomu
prsu. Metody a vysledky: Lyzaty tkani byly analyzovany metodou SELDI-TOF MS s vyuzitim ¢ipt s povrchem chelatujicim
meédnaté kationty (IMAC 30). Intenzity signald odpovidajici jednotlivym proteinim vzorku byly statisticky hodnoceny pomoci
Wilcoxonova testu na hladiné vyznamnosti p<0,01. Bylo nalezeno 28 signalti se signifikantné vyssi hodnotou intenzity v nadorové
tkani a 18 signald o vyssi intenzité v normalni tkani prsu. Metodou peptidového mapovani (PMF) byl identifikovan protein specificky
pro normalni tkari s charakteristickym signalem o molekulové hmotnosti 15841 Da jako P-fetézec hemoglobinu. Zavér: Analyza
metodou SELDI-TOF MS prokazala vyznamné rozdily v hmotnostnich spektrech proteind exprimovanych v nadorové a normalni
tkani. Na zakladé¢ ziskanych spekter bylo mozno vytipovat charakteristické piky oznacujici proteiny, jenz lze povazovat za potencialni
biomarkery onemocnéni a které by mohly v budoucnosti poskytnout piesnéjsi pohled na klasifikaci nadorti a tim i na jejich diagnostiku
a terapii.

Kli¢ova slova: SELDI-TOF-MS, biologicky marker, karcinom prsu, beta-Globin

Summary

Backgrounds: Early diagnosis and immediate therapeutic interventions are crucial factors for successful cancer treatment. New
biomarkers are needed for timely diagnosis, more precise histopathological classification or for prediction of treatment response.
Our study was aimed at the differential analysis of protein expression profiles of cancer and non-cancer tissue from 105 patients with
breast cancer. Methods and Results: Tissue lysates were analyzed by SELDI-TOF-MS on copper chelating chips IMAC 30. Peak
intensities were statistically evaluated by Wilcoxon test with significance defined as p <0,01. 28 peaks are overexpressed in tumour
tissue and 18 peaks are overexpressed in normal tissue. Protein with molecular weight 15841 Da was identified as the B chain of
haemoglobin by method of peptide mass fingerprint (PMF). Conclusions: Analysis of the protein expression profile by SELDI-TOF-
MS is able to provide a new point of view on diagnostic and tumor classification. Further independent studies of new sets of samples
are essential for verification of specificity and sensitivity of the presented potential biomarkers.

Key words: SELDI-TOF-MS, biological marker, breast cancer, beta-Globin

UvVoD

Nédorové onemocnéni prsu je kazdoroéné diagnostikovano
u milioni Zen na celém svété a svym rozsifenim se tak
fadi k nejcastéji se vyskytujicim formam rakoviny u Zen.
Predstavuje také druhou nejcastéjsi pricinu umrti Zen na
nadorové onemocnéni. Jedno procento nadort postihuje
také muze. V soucasnosti je diagnostika karcinomu

prsu zalozena ptfedevS§im na zobrazovacich technikach
(mamografie, ultrazvuk), jejichz vyuziti v preventivnich
programech vyrazné zlepSilo zachyt CasngjSich stadii
onemocnéni. Ackoli béhem néekolika poslednich desetileti
doslo k vyraznému zvySeni uspésnosti 1€cby diky pokroku
screeningovych programii a adjuvantni terapie (hormonalni
terapie a chemoterapie), umira stale mnoho pacientek na
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nasledky metastatickych komplikaci. Zna¢na heterogenita
nadorti je jen casteéné popsana bézné pouzivanymi
klinickopatologickymi parametry (vék, velikost nadoru,
statut hormonalnich receptord, grade atd.), tato kritéria
vsak neumoziuji dokonale vybrat nejlepsi 1écebnou
strategii pro jednotlivé konkrétni ptipady.

Znalost kompletni sekvence lidského genomu a rychly
rozvoj molekularné-biologickych metod roz$ifuje
pole potencidlnich biomarkeri onemocnéni ¢i jejich
kombinaci a tim umoziuje piesnéj$i diagnostiku,
predikcei terapeutické odpovédi a rozvoj studia novych
terapeutickych cil. Nesmirny pokrok genomické éry
zejména diky c¢ipovym technologiim umoziujicim
analyzuexpresnichprofilibunéknatrovniRNApostupné
odhaluje jednotlivé alterace mechanismu mammarni
onkogeneze a konkrétni geny ti€astnici se téchto procest
jako ERBB2, TP53, CCNDI1, BRCAl1 a BRCA2.
Proteomické metody maji naopak potencial odhalit
dal$i podstatnou ¢ast informaci spojenou s lokalizaci
vybranych proteind v buiice, jejich vzajemnou interakei,
posttransla¢nimi modifikacemi (fosforylace, acetylace,
glykosylace aj.), jejich stabilitou a v neposledni fadé
s vyslednou funkci proteinti. Nejbéznéjsi a diive hojné
vyuzivana proteomicka metoda, dvourozmérna gelova
elektroforéza (2D-ELFO), je limitovana zejména
velikosti analyzovanych proteinti (vyhodnoceni je
mozné u proteind >7000 Da) a neumoziuje detekci
proteint s nizkou hladinou exprese [1]. Jako alternativa
2D-ELFO pro analyzu expresniho profilu na drovni
proteini u komplexnich biologickych vzorkd (sérum,
plazma, mo¢, lyzaty nadorovych tkani atd.) byla poprvé
v roce 1993 popsana metoda SELDI-TOF MS (Surface
Enhanced Laser Desorption/Ionisation Time-Of-Flight
Mass Spectrometry) [2]. Pti aplikaci SELDI-TOF MS
jsou nékteré proteiny na zakladé svych fyzikalnich ¢i
chemickych vlastnosti zachyceny na chromatografickém
povrchu ¢ipu, nenavazané proteiny jsou naopak odmyty.
Cipy s navazanymi proteiny jsou nasledné analyzovany
hmotnostni spektrometrii [3].

Pionyrskou praci v oblasti analyzy metodou SELDI-
TOF MS byla detekce casného ovarialniho karcinomu
analyzou proteinového profilu séra [4], kdy na souboru
50 vzorkt sér pacientek s ovarialnim karcinomem a
66 vzorkd sér od zdravych zen bylo dosazeno 100%
sensitivity, 95% specificity a 94% positivni prediktivni
hodnoty. Analyza proteinovych profilti vedouci k odhaleni
maligniho onemocnéni, popiipadé jeho odliSeni od
benigni choroby, jiz byla publikovana napt. pro detekci
karcinomu prostaty [5], karcinomu ledvin [6] nebo
adenokarcinomu slinivky [7]. Pro detekci karcinomu
prsu bylo zvefejnéno nékolik praci analyzujicich rozdily
v proteinovém profilu séra zdravych a nemocnych zen
[8-11] a dale prace identifikujici potencialni biomarkery
predpovidajici metastazy v axilarnich miznich uzlinach
z mikrodisekované tkan¢ [12]. Nez vSak bude mozné
zavést tyto potencialni biomarkery do klinické praxe,
bude nezbytné potvrdit jejich validitu a robustnost na
nezavislych souborech vzorki [13]. Nasledna identifikace
rozdilné exprimovanych proteind a studium jejich funkce
by mohlo pfinést nové poznatky v oblasti karcinogeneze ¢i
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odhalit nové terapeutické cile. Takovymi piiklady mohou
byt napfiklad ubikvitin a lehky fetézec ferritinu jako
prognostické biomarkery karcinomu prsu bez zasazenych
miznich uzlin [14] ¢i snizend hladina exprese skupiny
kalgranulint pozorovana ve spinocelularnich karcinomech
dutiny Gstni a hrtanu. [15].

Ve vétsiné doposud publikovanych studiich bylo vyuzito
séra jako vychoziho materialu pro analyzu proteinovych
expresnich profili pomoci SELDI-TOF MS. Jeho
vyhodou je snadna dostupnost s minimalni zatézi pacienta
a mozna naslednd aplikace biomarkertt v klinickych
screeningovych programech. Nevyhodou séra mize byt
metodicka heterogenita v preanalytické fazi [16]. Naproti
tomu zpracovani normalni a nadorové tkané¢ je do urcité
miry omezeno horsi dostupnosti a heterogenitou ziskaného
vzorku, nicméné vyhodou je mozna detekce i velmi nizce
exprimovanych proteint s naslednou studii jejich funkce.
V ramci na$i studie jsme se zaméfili na zavedeni a
otestovani standardniho postupu zpracovani vzorki tkané
pro jejich naslednou analyzu metodou SELDI-TOF MS a
provedli jsme komplexni proteomickou analyzu vzorkd
nadorové a odpovidajici normalni tkané¢ 105 pacientek
s diagnézou karcinomu prsu. Cilem nasi analyzy bylo
nalezeni specifickych proteinti typicky exprimovanych
v nadorové tkani, z nichz by nékteré bylo mozno nasledné
sledovat i ve vzorcich séra.

MATERIAL A METODY

Pacientky

S vyuzitim SELDI-TOF MS jsme studovali nadorové
a paralelni normalni vzorky mlééné zlazy od 105
pacientek, vybrané z konsekutivni fady operovanych
karcinomt prsu v letech 2004-2005, klinického stadia
I a II, bez neoadjuvantni 1é¢by. Byly vybirdny vétsi
nadory umoznujici archivaci vétSiho poctu alikvotl
nadorové tkane, aby nebyl vSechen material spotfebovan
pro danou studii. V sestavé proto pievazovaly nadory
pT2 — 57 (54 %) nad pT1 — 43 (40 %) relativné
Casto s metastatickym postizenim jedné a vice uzlin
(pozorovano u 65, tj. 63 %) pacientek. Rozlozeni grade
bylo v souboru rovnomérné s mirnou pievahou stfedné
a Spatné diferencovanych nadort (G1 26,6 %; G2
33,3 %; G3 37,1 %). Primér i median véku pacientek v
analyzovaném souboru byl v dobé diagnézy shodny, a
to 59 let. Sestava zahrnovala vzorky 72 duktalnich blize
neurc¢enych karcinomi a 22 lobularnich karcinomd, dale
2 metaplastické, 2 mucindzni, 2 papilarni, 2 pleiomorfni
lobularni a 3 smisené duktalni a lobularni karcinomy.
Exprese estrogennich receptort byla potvrzena u 86 (=
82 %) nadorti, progesteronovy receptor byl detekovan
u 81 (78 %) vzorkl. Overexprese Her-2 receptoru byla
imunohistochemicky zji§téna a FISH (Fluorescent /n
Situ Hybridisation) validovana u 20 (= 19 %) vzorku.

Zpracovani vzorki

Operac¢ni material byl bezprostiedné po zakroku (do
10 minut) zpracovan standardnim zpusobem, tj. byl
pofizen makroskopicky popis a excidovany vzorky pro
histologické vysetfeni. Soucasné¢ byl proveden odbér
nativni nadorové tkané: vzorky velikosti cca 3%X3x8 mm
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byly prudce zamrazeny v tekutém dusiku a dlouhodobé
skladovany pti —80 °C. Reprezentativnost odebrané tkané
(minimalné 50 % materialu tvofeno nadorovymi buiikami)
byla ovéfena histologickym vySetfenim bezprostiedné
sousedici tkan¢ (tzv. paralelni fezy).

Lyza tkané byla provedena ve tfech rozdilnych pufrech:
i) NET pufr (150 mM NaCl; 1% NP-40; 50 mM
Tris-Cl, pH 8,0; 50 mM NaF; 5 mM EDTA), ii)
mocovinovy pufr (9 M urea; 2% CHAPS); iii) guanidinovy
pufr (100 mM fosfatovy pufr, pH 6,6; 6 M guanidin-HCI;
1% Triton X-100) tfepanim 1 hod pii pokojové teploté s
naslednou centrifugaci 30 min pfi 14000 x g (dle [15]).
Celkova koncentrace proteinii v lyzatu byla stanovena
metodou dle Bradfordové (Bio-Rad Protein Assay, USA)
a lyzaty byly skladovany v alikvotech pii -80 °C. Vzorky
byly analyzovany s vyuzitim ¢ipt IMAC 30 (Ciphergen
Biosystems, USA), pro analyzu byly zpracovany dle
standardniho navodu vyrobce. Vzorek byl na tercik
¢ipu nanaSen v mnozstvi 20 pg celkového proteinu
16x fedéného IMAC vazebnym pufrem (100 mM fosfatovy
pufr pH 7,0; 750 mM NaCl; 0,05% Triton X-100). Cipy
byly analyzovany na ProteinChip Readeru Model PBS
II C (Ciphergen Biosystems, USA) v pozitivnim linedrnim
moédu. Kazdy vzorek byl nanesen a zméfen ve dvou
opakovanich, pficemz jednotlivé vzorky byly na Cipy
rozmistény nahodné.

Hodnoceni naméienych spekter

Ziskana spektra byla kalibrovana dle externich
hmotnostnich standardti ,,all-in-one protein I molecular
weight standards mix* (Ciphergen Biosystems, USA) a
intenzita normalizovana dle celkového iontového proudu
v rozmezi 2 az 100 kDa. Pomoci ,,Biomarker Wizard*
software verze 3.2.1 (Ciphergen Biosystems, USA) byly
automaticky detekovany signaly o poméru S/N (signal/
Sum) > 5 a vyskytujici se alespoit u 12,5 % spekter.
Celkové bylo detekovano 89 signali reprezentujicich
proteiny s odlisnou molekulovou hmotnosti pfitomné ve
vzorku. Intenzity jednotlivych signal byly statisticky
hodnoceny pomoci Wilcoxonova testu a proteiny rozdilné
exprimované se statistickou vyznamnosti (p<0,01) byly
rovnéz hodnoceny vizualng.

Piiprava vzorki pro identifikaci metodou PMF

Smésné vzorky s vysokym obsahem vybraného proteinu
byly natedény v poméru 1:1 2x koncentrovanym IMAC
vazebnym pufrem, naneseny na ,,IMAC HyperCel Spin
Column® (Ciphergen Biosystems, USA) a zpracovany
dle navodu vyrobce. Po selektivni vazbé a vymyti
nenavazanych proteinti byla provedena eluce vazebnym
pufrem s imidazolovym gradientem. Ziskané frakce (F1:
30 mM imidazol, F2: 60 mM imidazol, F3: 90 mM imidazol,
F4: 120 mM imidazol, F5: 150 mM imidazol a F6: 250 mM
imidazol) byly analyzovany pomoci SELDI-TOF MS na
¢ipech NP20 ProteinChip Array s hydrofilnim povrchem
(Ciphergen Biosystems, USA). Frakce s vysokym obsahem
vybraného proteinu byly rozdéleny jednorozmérnou
gelovou elektroforézou (1D-ELFO) v 10-20% tricinovém
gelu (Invitrogen Corporation, UK), proteiny obarveny
Coomassie blue a oblasti s pfedpokladanym vyskytem

proteinti o dané molekulové hmotnosti vyfiznuty pro
naslednou MS analyzu. Kousky gelu byly nejprve
odbarveny a promyty v promyvacim pufru (100 mM
Tris-CL pH8,5v50%acetonitrilu(AcN)), pakekvilibrovany
v ekvilibra¢nim a $tépicim pufru (50 mM NH,HCO,, pH
7,8 v 5% AcN). Pufr byl odstranén a kousky gelu byly
vysuSeny na Speed Vac SP110 (Savant, Minnesota),
nasledovalo enzymatické $tépeni, kdy ke kazdému vzorku
bylo pfidano 2,5 pl roztoku slozeného z 0,5 pl $tépiciho
enzymu (trypsin, 1 pg/5 pl v rekonstituénim pufru-
50 mM kyselina octova) a 2 ul ekvilibraéniho a §té€piciho
pufru. Kousky gelu byly nasledné ptevrstveny 20-30 pl
Stépiciho pufru a inkubovany pfes noc v termomixéru
(Eppendorf, Germany) pii 37 °C a rychlosti otaceni
1500 rpm. Stépeni bylo zastaveno piidanim 5 pl 0,5%
trifluoroctové kyseliny (TFA) v 95% AcN. Na desti¢ku
s hydrofobni maskou (Applied Biosystems, USA) byly
naneseny vzdy po 1 pl vzorky obsahujici smési peptidu
vzniklych S§tépenim proteinu/proteinii extrahovanych
z gelu. Kazdy vzorek byl po ususeni za laboratorni teploty
prevrstven 1 Ul roztoku matrice 2,5-dihydroxybenzoové
kyseliny (DHB, koncentrace 10 mg/ml, rozpusténa
ve 20% AcN, vodé¢ a 5% TFA). Po vykrystalizovani
vzorkli s matrici byla destiCka vlozena do MALDI-
TOF (Matrix Assisted Laser Desorption/lonization)
hmotnostniho spektrometru (Voyager-DE STR, Applied
Biosystems, USA). Po kalibraci pfistroje byly vzorky
meéfeny v pozitivnim reflektronovém moddu a ziskand
hmotnostni spektra byla hodnocena metodou PMF pomoci
programu PROTEIN PROSPECTOR MS-FIT (http://
prospector.ucsf.edu). Vysledkem identifikaci jednotlivych
vzorkl byl seznam proteint, jejichz teoretickému spektru
s urcitou pravdépodobnosti odpovida namétené spektrum.
Kazdy nalezeny protein byl charakterizovan parametry:
,mowse score” (pravdépodobnost shody identifikovaného
proteinu se znamym proteinem), ,masses matched
(pocet signali spektra znamého proteinu nalezenych ve
spektru identifikovaného proteinu), teoretickd molekulova
hmotnost a pl proteinu, nazev proteinu.

VYSLEDKY

P1i optimalizaci zpracovani tfi vzorkd paralelné v riznych
lyzacnich pufrech byl ziskany pocet signali srovnatelny
pro vzorky lyzované v mocovinovém a guanidinovém pufru
(56 resp. 57 signalt o S/N>5 v rozsahu 3 — 80 kDa), pfi
pouziti NET pufru jsme ziskali vyrazné niz§i pocet signala
(41 signalt). U vzorkt lyzovanych pomoci guanidinového
pufru bylo navic dosazeno 4x vyssi intenzity signala
namétenych spekter, a proto byl vybran jako nejvhodnéjsi
a pouzit pro lyzu celého souboru vzorka.

Softwarem ,,Biomarker Wizard* (Ciphergen Biosystems,
USA) bylo ve 428 naméfenych spektrech detekovano 89
klastrii (= signalti spliiujicich podminku intenzity S/N > 5
a zaroven se vyskytujicich alespon ve 12,5 % naméfenych
spekter) v rozsahu 2 — 100 kDa. U 46 z nich byl rozdil
intenzity (vzdjemny pomér intenzit > 2) vyhodnocen
jako statisticky vyznamny na hladiné pravdépodobnosti
p<0,01. 28 signalt (pikd) s vyssi intenzitou bylo nalezeno
ve vzorcich nadorové tkané, v normalni tkani prsu pak
18 signalt (pikd). K identifikaci konkrétnich proteind,
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jez jednotlivé signaly predstavuji, byly vybrany signaly
s nejvetsim rozdilem intenzity v obou typech vzorkd, a to
signaly s pfedpokladanou molekulovou hmotnosti proteint
7920 Da a 15841 Da (Obr.1, 2) charakteristické pro
normalni tkan a signaly 5175 Da, 5195 Da (Obr. 3),
6263 Da, 8395 Da a 8541 Da typické pro nadorovou
tkan. U signalt charakteristickych pro normalni tkan lze
predpokladat, ze mohou byt odrazem stejného proteinu.
Vysledky hmotnostni spektrometrie graficky znazornéné
jako spektrum pikl jsou vynesenim tzv. efektivni hmotnosti
(pomér hmotnosti a naboje dané molekuly m/z) na ose x a
relativni intenzity signalu na ose y. Pokud nékteré molekuly
o hmotnosti 15841 Da nesou naboj 1+, poskytnou signal
v oblasti 15841, pokud nékteré molekuly nesou naboj
2+, poskytnou signal v oblasti 7920. Tento ptfedpoklad
nelze s jistotou vyloucit ani potvrdit (ve vzorku se mohou
nachazet proteiny s molekulovou hmotnosti 15841 Da i
7920 Da), proto jsme se pokusili identifikovat oba tyto
signaly nezavisle na sobé.

Pfti MALDI-TOF MS byla uspésn¢ ziskana spektra
potencialnich proteinti o molekulové hmotnosti 5195 Da,
8541 Da a 15841 Da. Metodou peptidového mapovani
byl identifikovan pouze protein o molekulové hmotnosti
15841 Da jako B-fetézec hemoglobinu dosahujici ,,mowse
score” 1,76.107, ,masses matched* 9 (ze 14 detekovanych)
s 60% pokrytim aminokyselinové sekvence (experimen-
talné¢ bylo nalezeno 9 peptidi, které predstavuji 88
aminokyselin z celkového pocétu 146). Nizka wspésnost
identifikace jednotlivych proteind v nasi i jinych studiich je
dana navaznosti nékolika technik (afinitni chromatografie,
1D-ELFO, MALDI-TOF MS), které jsou limitovany
kapacitou a sensitivitou (vazba proteinii o nizké koncentraci
na chromatograficky povrch kolony, detekce proteind na
gelu barvenim apod.). V pribéhu tohoto komplexniho
procesu muze z vySe uvadénych divodi dochazet ke
ztratam identifikovanych proteint.

DISKUZE

Nadory prsu jsou v celosvétovém méfitku jednim
z nejcastéjsich onkologickych onemocnéni, navic spojené
s vysokou umrtnosti. Pfestoze se doba prezivani pacientek
za poslednich deset let podstatné prodlouzila diky prevenci
a véasnym screeningovym metodam a taktéz systematické
adjuvantni terapii, zlistava umrtnost stale vysoka zejména
kvali metastatickému relapsu onemocnéni. Komplexni
geneze karcinomtll prsu a heterogenita malignich bun¢k
vytvafi molekularné¢ odlisné podskupiny nadord s
rozdilnym fenotypem i klinickym priibéhem onemocnéni
véetné¢ rizné dispozice k metastazovani do kosti,
parenchymatdznich organi, mozku, kiize, miznich uzlin
atd. Detekce, diagnostika a 1écba téchto nadort zavisi
na integrovanych pfistupech zohlednujicich klinickou
historii, vysledky zobrazovacich metod, histopatologii
a molekularné¢ biologické charakteristiky nadoru. Je
tedy zfejmé, ze detekce a validace novych biomarkert
nepochybné pomiize klinickym pracovnikiim efektivnéji
vyuzivat v§ech doposud dostupnych moznosti. Proteomické
pfistupy vyuzivané pro hledani novych biomarkera
kombinuji postupy zalozené na separaci, detekci a
identifikaci proteinti. Klasickym piikladem je kombinace
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dvourozmérné elektroforézy [17, 18] a MALDI-TOF MS,
kterd umoziuje jak separaci proteinti (na zakladé poméru
hmotnosti a naboje), tak jejich detekci a identifikaci.

V na$i studii jsme vyuzili metodu SELDI-TOF MS,
ktera spojuje separaci proteinl s jejich pfimou analyzou
hmotnostnim spektrometrem [19]. Zaméfili jsme se na
identifikaci rozdilii proteinovych spekter lyzatd nadorové
a normalni tkané pacientek s karcinomem prsu. Fakt, ze ke
statisticky vyznamnym zménam dochazi u vice nez poloviny
hodnocenych klastri, naznacuje, Ze analyzované vzorky
normalni a nddorové tkané prsu jsou zasadné a systematicky
rozdilné. Zdrojem téchto rozdili bude zejména rizné
zastoupeni jednotlivych tkani v obou typech vzorki (zejména
tukové tkang, vaziva a epitelu), ptipadné heterogenita souboru
nadorovych vzorkli zplisobena zastoupenim rtiznych subtypt
karcinomu prsu. Tyto rozdily expresnich profili mohou
byt dale zpisobeny zvySenou expresi daného proteinu,
abnormalnim rozpadem, fragmentaci ¢i proteolytickym
Stépenim proteint, modifikaci proteint nebo jejich zvysenou
degradaci. VSechny dosud publikované prace s cilem nalézt
diagnostické ¢i prognostické markery vychazely vyhradné
z analyzy séra, plazmy, pfipadné tekutiny aspirované
z mlékovodu [20, 21], s vyjimkou Ricolleau et al. [14],
ktery pouzil jako vychozi material hluboce zmrazenou
tkan a Nakagawa et al. [12], ktery vyuzil mikrodisekci
ze zmrazenych fezi. Senzitivita proteomickych aplikaci
hmotnostni spektrometrie pro sérové analyzy neni dostatecna
pro detekci proteind s nizkou hladinou exprese, které jsou
uvoliiovany do krevniho ob&hu relativné malym mnozstvim
nadorovych bunék nebo jejich mikroprostiedim [22]. Lyzaty
tkani se tedy zdaji byt vhodné&jsim vychozim materidlem
pro vytipovani proteinti spojenych s nadorovymi buitkami a
pro jejich nasledné cilené vyhledani v sérech. Prace s lyzaty
nadorovych tkani ma rovnéz vyhodu pilotni studie vzhledem
k minimalnimu zfedovacimu efektu. Koncept nasi prace
vychazi ze skute¢nosti, ze karcinomy prsu mohou uvoliiovat
proteiny do krevniho obéhu, kde je lze nasledné detekovat.
Pouzitelnost novych potencidlnich biomarkert v diagnostice
a prognostice onemocnéni je vSak limitovana nejen jejich
sensitivitou a specificitou, ale také dostupnosti vychoziho
materialu a komplexnosti jeho ptipravy pro analyzu. Jelikoz
sérum v soucasnosti predstavuje nejb&znéjsi a relativné
snadno dostupny vychozi material pro laboratorni analyzy,
bude cilem navazujicich studii snaha o nalezeni v tkani
detekovanych rozdilnych signalii i ve vzorcich sér s vyuzitim
stejného metodického pristupu. Pii danych studiich bude
nutné brat zfetel i na skutecnost, Ze proteiny uvoliiované do
séra mohou byt degradovany prostfednictvim proteolytickych
systému. NasSe studie jednozna¢né potvrdila nutnost analyzy
proteinovych expresnich profild (,,fingerprint*) vzorkd lyzath
nadorové tkané a jejich srovnani s klinicko-patologickymi
charakteristikami pouZitého souboru nadort prsu. Vysledky
nasi analyzy rovnéz ukazaly, ze piky 5175 Da a 5195 Da jsou
pozitivné korelovany s amplifikaci genu Her-2 a pik 8395 Da
s vyskytem estrogennich receptorti o a B. Identifikace téchto
pikd a jejich nasledna analyza v sérech pacientek prokazou
jejich mozné vyuziti jako biomarkerd.

Identifikace B-fetézce hemoglobinu v souvislosti se zménami
expresniho profilu karcinomu prsu jiz byla publikovana [23]
v praci analyzujici tekutinu aspirovanou z mlékovodu 18 Zen
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s invazivnim karcinomem prsu stadia I ¢i Il a 4 zdravych
dobrovolnic metodou ICAT (Isotope-Coded Affinity Tag)
MS umoziujici kvalitativni a kvantitativni komparativni
analyzu parovych vzorkd proteint [24]. Prace poukazala na
rozdilnou expresi 39 proteinti, z nichz a:2HS-glykoprotein
byl identifikovan jako protein se snizenou hladinou exprese,
lipophilin B, B-fetézec hemoglobinu, hemopexin a prekurzor
proteinu vazajictho vitamin D naopak jako proteiny se
zvyS$enou hladinou exprese ve vzorcich nadorové tkané. Dalsi
prace identifikujici B-fetézec hemoglobinu jako potencialni
biomarker byly publikovany ve vztahu ke karcinomu
vajeCniku. Kozak ef al [25] identifikovali B-fetézec
hemoglobinu spolu s transthyretinem, apolipoproteinem
Al a transferrinem metodou SELDI-TOF MS v kombinaci
s micro-LC-MS/MS jako potencidlni biomarkery ¢asného
stadia karcinomu vaje¢niku. ZvySena hladina P-fetézce
hemoglobinu byla jako jedind zjiSténa ve vzorcich séra
pacientek s nadorovym onemocnénim, hladiny ostatnich
proteint byly naopak zvySeny v kontrolnich sérech. Pokud
jsou tyto markery pouzity v kombinaci s jedinym bé&zné
uzivanym markerem karcinomu vajeéniku CA 125, je dosazeno
0 8 % vyssi sensitivity v porovnani se samotnym CA125 pro
vSechny histologické podskupiny, pro mucinézni tumory je
sensitivita zvySena dokonce o 31 %. Také Woong-Shick ef al.
[26] popsali oba fetézce hemoglobinu (o a B) jako markery
karcinomu vajecniku ve studii 35 sér pacientek v porovnani
s 10 kontrolnimi séry. V kombinaci s CA125 doséahli témét
99% sensitivity pii detekci progrese onemocnéni.

o a B fetézec hemoglobinu formuji tetramer (o.,8,) primérné
zodpovédny za transport kysliku krvi. Koncentraci hemoglobinu
v séru jiz lze vyuzit jako dilezity prediktivni faktor odpovédi
na radioterapii ¢i chemoterapii karcinomu prsu [27], dutiny ustni

a orofaryngu [28, 29]. Na druhou stranu hladina hemoglobinu
v séru pacienta nesouvisi s anoxii nadoru [27].

Nase vysledky ukazuji na vyznamné sniZeni hladiny
B fetézce hemoglobinu v nadorové tkani v porovnani
s normalni tkani, coz je v§ak zdanliveé v rozporu s analyzou
vzorkll tekutiny z mlékovodu. U pacientek s nadory
vajeénikubylo pozorovano zvysenisérové hladiny B ietézce
hemoglobinu. Moznym vysvétlenim téchto rozporl je
rozdilny podil sérovych slozek na celkové extrahovatelné
bilkoviné v nami vySetfenych nadorovych a normalnich
vzorcich. Stejny mechanismus (rozdilny podil séra) se
teoreticky mohl uplatnit i ve studii provedené na tekutiné
z mlékovodu, ktera byla ziskdna po manualni masazi.
Vyuziti hemoglobinu jako prediktivniho ¢i prognostického
markeru karcinomu prsu bude tedy nutné ovétit dalsimi
nezavislymi studiemi. Vzhledem k pomérné nizké citlivosti
metody SELDI-TOF MS se ukazuje jako nezbytné nalézt
a vyuzivat kombinace zmén exprese nékolika proteind
u nadorovych vzorkd nebo sér pacienti s nadorovym
onemocnénim, charakterizujici odlisné podskupiny
onemocnéni. Vysledky analyzy daného ,.fingerprintu u
popisovaného souboru 105 karcinomtl prsu jsou v souc¢asné
dobé¢ evaluovany na rozsifeném souboru karcinomt prsu
ve vztahu ke klinicko-patologickym charakteristikaim
a k potencidlnimu vyuziti jako biomarkertt nadorového
onemocnéni. Takto charakterizované proteinové expresni
profily budou cennym dopliujicim zdrojem informaci pfi
histopatologické klasifikaci nadord.

Podékovani
Tento projekt byl podporovan z finanénich zdroji IGA
MZ CR NR 8338-3/2005.
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Obr.3.: Piekryv signalt vzorkd normalni a nadorové tkané v oblasti 5175 a 5195 Da
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URCENI HLADINY TERMOSTABILNICH THIOLU U PACIENTU
SE ZHOUBNYM NADOREM

LEVEL OF HEAT-STABLE THIOLS IN PATIENTS
WITH A MALIGNANT TUMOR

FABRIK L., ADAM V., KRIZKOVA S.!, KUKACKA J.2, PRUSA R2, TRNKOVA L., KIZEK R.""

'LABORATOR MOLEKULARNI BIOCHEMIE A BIOELEKTROCHEMIE, USTAV CHEMIE A BIOCHEMIE, MENDELOVA
ZEMEDELSKA A LESNICKA UNIVERZITA V BRNE

2USTAV KLINICKE BIOCHEMIE A PATOBIOCHEMIE, UNIVERZITA KARLOVA 2. LEKARSKA FAKULTA V PRAZE,
3USTAV CHEMIE, PRIRODOVEDECKA FAKULTA, MASARYKOVA UNIVERZITA, BRNO

Souhrn

Uvod: Metalothionein (MT) je nizkomolekularni protein obsahujici v&t§i mnoZstvi —SH skupin. V organizmu se pievazné stara
o transport iontll kovil, ale byla potvrzena i jeho funkce jako zhasece kyslikovych radikald. V nedavné dobé byla prokazana jeho
spojitost s nadorovym onemocnénim, coz jej stavi do pozice mozného nadorového markeru. Jeho stanoveni by v§ak nemuselo byt tak
slozité a nakladné, jako je stanoveni jinych nadorovych markerd. Snazili jsme se optimalizovat elektrochemickou metodu, ktera by
detekovala nejen metalothionein, ale i celkovou hladinu thiol v krevnim séru. Metody: Pro analyzu jsme pouzili vzorky krevnich sér
pacienti se zhoubnym nadorem prsu z FN Motol. Analyza probihala elektrochemickou metodou zaloZenou na Brdic¢kové reakcei. Bylo
vyuzito dvou riznych postupid, DPV a DPV s vyuzitim adsorptivniho pfenosu. Vysledky: Hladiny metalothioneinu byly u vétsiny
pacientt pramérné 1,78 + 0,09 uM, hladiny thiold byly n&kolikrat vétsi nez hladiny MT, pramér (77,92 + 3,90) uM. Ukazalo se, ze
pomér mezi celkovym mnozstvim thiold a hladinou metalothioneinu je relativné staly, u vétSiny pacientii byl 37:1 (termostabilni
thioly:metalothionein). Zavér: Podafilo se nam optimalizovat jak stanoveni metalothioneinu, tak stanoveni celkové hladiny celkovych
thiola. Vysledky ukazuji na vztah mezi hladinami MT a thiold v krevnim séru pacienta.

Kli¢ova slova: elektrochemie, prsy — nadory, proteiny, krev.

Summary

Backgrounds: Metallothionein (MT) is a low molecular protein rich in —SH groups. Transport of metal ions belongs to the main
functions of this protein. In addition, MT can be considered a scavenger of reactive oxygen species. Recently an association of MT
and malignant tumors was reported, suggesting a possible role of MT as a new potential tumor marker. Its detection could be easier
and less expensive in comparison with other tumor markers. We attempted to optimize an electrochemical method detecting not only
metallothionein but also the total level of thiols in human blood serum. Methods: We analyzed human blood serum samples from
patients with malignant breast tumor from FN Motol. An analysis was performed by the electrochemical method based on the Brdicka
reaction. Two different procedures were tested, DPV and DPV with AdTS technique. Results: The average level of metallothionein in
human blood serum of patients with breast neoplasms was 1.78 £ 0.09 uM, but the total level of thiols was several times higher (77.92
+3.90 uM). Based on the presented results, the obtained ratio between total level of thiols and metallothionein (37:1) is constant in
most patients. Conclusion: We optimized the detection of both metallothionein and total thiols level in human blood serum. The level
of MT was proportional to the total thiols level.

Keywords: Electrochemistry, Breast Neoplasms, Proteins, Blood.

Uvod jsou pro spravnou funkci nukleovych kyselin regulacni

Biologicky vyznam thiolovych sloucenin neni doposud
uspokojiveé prozkouman. V této oblasti Ize ocekavat jeste celou
fadu prekvapeni. Mezi intenzivné studované oblasti vyzkumu
thiolovych sloucenin patii jejich vztah k hladiné kyslikovych
radikald, ionti kovii, a regulaci transkripce a translace (1-5).
Za moznost vstupu thiolovych latek do zminénych Zivotné
dilezité procesu je, kromé jiného, zodpovédna piitomnost
thiolové skupiny (-SH) v jejich molekule. Jak je ukazano
na Obr. 1, pritomnost kyslikovych radikali i naruSeni
homeostazy tézkych kovii mize negativné ovlivnit funkci
nukleovych kyselin. Zda se ovSem, Ze mnohem dilezit¢jsi
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proteiny. A pravé naruSeni regulace a piipadné struktury
proteinti kyslikovymi radikaly ¢i t¢zkymi kovy, které jsou
schopny reaktivni formy kysliku produkovat, mize vést az
ke vzniku zhoubnych nadord.

Kyslikové radikdly

V organizmu se mohou vyskytnout volné kyslikové
radikaly, které jsou produkovany buikou samotnou (v
dychacim fetézci), anebo plisobenim fady dalSich enzymt
jako naptiklad NADPH oxiddza: NADPH + 20, — 20, -
+ NADP* + H*
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Kyslikové radikaly mohou vznikat i dal§imi chemickymi
reakcemi katalyzovanymi napf. ionty tézkych kovu.
Typickym ptikladem vzniku reaktivnich kyslikovych
radikalt je reakce Zeleznatych iontd s peroxidem vodiku
(Fentonova reakce):

H,0, + Fe**— Fe**+OH" + OH

¢i pfima autoxidace Zeleznatych iontd:

0, +Fe* — O, + Fe*

Biologicka skodlivost kyslikovych radikdlu je dana
schopnosti naslednych oxidaci zakladnich sloZzek burky.
Mohou tedy peroxidovat lipidy za vzniku uhlovodikovych
radikalt a tak pozménit strukturu a funkci biomembran.
V ptipadé¢ proteinii dochazi k oxidaci aminokyselin,
Stépeni peptidové vazby a dalSim zménam ve struktufe,
funkci a protein-protein interakcich. Modifikované baze
(purinové i pyrimidinové) mohou byt z fetézce DNA
odstranény. Nanestésti vSechny tyto zmény mohou vést
ke vzniku jednofetézcovych i dvoufetézcovych zlomu
DNA. Bylo prokazano, ze molekulou, ktera velmi dobie
ukazuje na oxidac¢ni zatizeni DNA, je modifikovana baze
8-oxoguanin (6-8) .

0
e
O:< | NH

N N/)\NHZ

8-oxo guanin

Kyslikové radikaly a jejich vztah ke zdravi

Se zvysenou hladinou kyslikovych radikald je spojena cela
fada fyziologickych a patofyziologickych procest. Mezi
vyznamné patii zcela jisté diabetes mellitus, aterosklerdza,
zanét, apoptoza, starnuti, ischemické poskozeni anebo
cysticka fibroza. Bezpochyby do této skupiny nalezi i
mnoho dalSich procest, které probihaji jak ve zdravi, tak
nemoci. Navic toxického efektu kyslikovych radikalu je
mozné vyuzit pfiterapii zhoubnych nadoria. Pravdépodobné
se tento efekt uplatiiuje pii ozafovani i aplikaci 1éciv.
Léciva vytvarejici kyslikové radikaly nasledné poskozuji
DNA nadorovych bun€k (napf. bleomycin, adriamycin).
Podobné tomu je pokud se pro terapii pouziva retinova
kyselina, ktera mtze vést k lipoperoxidaci biologickych
membran. Na jedné strané je hledan 1ééebny efekt, avsak
na strané druhé je potfebné chranit buiiky zdravych tkéni.

Protektivni efekt thiolovych sloucenin

Nejznaméjsim ochranou molekulou ve vSech bunkach je
glutathion. Glutathion (GSH) byl objeven M. J. de Rey
Pailhadem na konci 19. stoleti jako substance nazvana
“hydrogénant le soufre”, kterd byla piejmenovana a
charakterizovana v roce 1921 F.G. Hopkinsem (9). Jeho
pfitomnost byla dokazana nejen u rostlin ¢i zivocicht,
ale dokonce i u bakterii a kvasinek. Nejvice jsou znamé
jeho antioxidacni a detoxikacni G¢inky za Gi¢asti enzymu
glutathion-S-transferazy (10). Jeho role byla prokazana
i pfi udrzovani homeostazy tézkych kovii v organizmu.
V ptipadé ochrany bunék proti kyslikovym radikalim je GSH
oxidovan za ucasti enzymu glutathionperoxidazy na GSSG
(Obr. 2). GSSG je nasledné redukovan v askorbatovém

cyklu zpét na molekulu GSH. I dalsi enzymy a molekuly
jako naptiklad superoxiddismutdza, glutathionperoxidaza,
katalaza, vitamin E, karotenoidy, koenzym Q, transferin ¢i
ceruloplazmin jsou schopny regulovat hladinu kyslikovych
radikalt. Nicméné v experimentalnich pracich bylo zjisténo,
ze nékteré dalsi nizkomolekularni thiolové slouceniny (napf.
na cystein bohaty protein metalothionein) mohou byt velmi
vhodnymi protektivnimi latkami pfed u¢inkem kyslikovych
radikalti (11). Byl studovan ochranny efekt metalothioneinu
nartznych bunéénych liniich. Podatilo se prokazat, ze exprese
a indukce metalothioneinu je asociovana s oxida¢nim stresem
a apoptozou bunék (12).

Vyznam metalothioneinu

Regulace hladiny ionttikoviije velmi vyznamna apravdépodobné
klicovym proteinem by mohl byt metalothionein (13,14). Je
to nizkomolekulami protein o molekulové hmotnosti 6-7 kDa,
slozeny ze dvou domén (13,15,16). Kazda z domén je schopna
vazat ionty tézkych kovl. S ohledem na vyznam iontd kovi
v regulaci bunééného déleni je hledana souvislost i mezi timto
proteinem a nadorovym onemocnénim (16), jak je ukazano
na Obr. 3. Pied patnacti lety byla ve svétové databazi Web of
Science zvefejnéna prvni informace o vztahu metalothioneinu a
zhoubného nadoru prsu (17). Pozdg&ji byla publikovana prace na
stovce pacientek, kde se autortim podatilo prokazat, ze zvysena
hladina MT je asociovana se $patnou prognozou onemocnéni
a naopak nizkd hladina MT v naddorové tkani indikovala
dobry prognosticky typ (18). Podobnych experimentalnich
vysledkt dosahli i dalsi autori (19-24). Zjisténa hladina MT
byla v analyzovanych tkanich az tfikrat vyssi proti kontrolni
skupiné. Na molekularni urovni miize byt zvySena exprese
metalothioneninu u nadord prsu spojena s dediferenciaci
nadorovych bungk, jak bylo prokazano v praci publikované
v roce 1996 (25). Navic byla pozorovana vysoka korelace mezi
hladinou zinku a metalothioneinu v nadorovych tkanich z prsu
(21). Krom¢ imonohistochemické detekce hladiny MT ptimo
v nadorové tkani, byly navrhovéany postupy vyuzivajici analyzy
mRNA za pouziti RT-PCR (26-30). Zde se podafilo prokazat,
ze zvysena hladina transkriptu MT je asociovana se Spatnou
progndzou onemocnéni a navic hladina jedné z izoforem MT
zvané MT2A ukazuje na rychly a invazivni rist nadoru (31).
Podobné bylo potvrzeno, Ze MT zvysuje rezistenci nadorovych
bunék na protinadorovou 1écbu (32-34).

Cilem této prace bylo porovnat hladiny celkovych thiolti
a metalothioneinu v krevnim séru u skupiny pacientd se
zhoubnym nadorem prsu.

Material a metody

Klinicky material

Byla pouzita krevni séra od pacientti 1éCenych pro zhoubny
nador prsu ve FN Motol, Praha. Krevni séra byla ihned
zmrazena na —20 °C do doby jejich dal§iho zpracovani.
Celkem bylo analyzovano 15 sér pacientd se zhoubnym
nadorem prsu. Primérny vek pacientd ¢inil 51 let a v§ichni
pacienti podepsali informovany souhlas.

Priprava vzorkii pro elektroanalytické stanoveni
metalothioneinu

Po rozmrazeni byla nejprve krevni séra natedéna ve
fosfatovém pufru (pH 6,98). Poté byly vzorky umistény
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na 15 min. pti 99 °C do termobloku (Eppendorf 5430,
USA), nasledné ochlazeny na 4 °C a centrifugovany
pii 4 °C, 16 400 g po dobu 30 min. (Eppendorf 5402,
USA). Takto pfipravené vzorky byly analyzovany nami
upravenym postupem diferen¢né pulsni voltametrii (DPV)
a diferencné pulsni voltametrii ve spojeni s adsorptivni
prenosovou technikou (AdTS).

Elektroanalytické stanoveni metalothioneinu pomoci
Brdickovy reakce metodou AdTS DPV

Vzorky byly analyzovany na pfistroji AUTOLAB Analyser
(EcoChemie, Nizozemi) ve spojenis VA-Stand 663 (Metrohm,
Svycarsko) v klasickém tiielektrodovém usporadani.
Pracovni elektrodou byla visici rtutova kapkova elektroda
(HMDE) s plochou kapky 0,4 mm?; referentni elektrodou
byla Ag/AgCl/3M KCl a pomocnou elektroda ze skelného
uhliku. Zakladni elektrolyt (1 mmol.dm® Co(NH,).Cl, a 1
mol.dm™ a amonny pufr; NH,(aq) + NH,CI, pH = 9,6) byl po
kazdych 5 analyzach vymeénén (35). AATS DPV parametry
byly nasledujici: pocatecni potencial —0,6 V, konecny
potencial —1,6 V, modulaé¢ni ¢as 0,057 s, ¢asovy interval 0,2 s,
potencialovy krok 1,05 mV/s, modula¢ni amplituda 250 mV,
E,,. =0V, teplota 4 °C (14,16).

Elektroanalytické stanoveni celkového obsahu termosta-
bilnich thiolit pomoci Brdickovy reakce metodou DPV
Vzorky byly analyzovany na ptistroji 747 VA Stand ve
spojeni s 746 VA Trace Analyzer a 695 Autosampler
(Metrohm, Svycarsko) v klasickém tiielektrodovém
uspofadani. Pracovni elektrodou byla visici rtutova
kapkova eclektroda (HMDE) s plochou kapky 0,4
mm?; referentni elektrodou byla Ag/AgCl/3M KCI a
pomocnou platinova elektroda. Zakladni elektrolyt
(I mmol.dm” Co(NH,),Cl, a 1 mol.dm™ a amonny
pufr; NH (aq) + NH,CI, pH = 9,6) byl po kazdych
5 analyzach vyménén (35). DPV parametry byly
nasledujici: pocatecni potencial —0,7 V, koneény
potencial —1,75 V, modula¢ni ¢as 0,057 s, casovy
interval 0,2 s, potencidlovy krok 2 mV/s, modulacni
amplituda -250 mV, E , = 0 V, teplota zékladniho
elektrolytu 4 °C.

Vysledky a diskuse

Zhoubné nadory prsu jsou nejvice rozsifenym zhoubnym
onemocnénim u zen. V Ceské republice je diagnostikovano
vicenez40 ptipadina 100 000 zen ro¢né (36,37). Tumorové
markery obecné nejsou diagnostickou pomtickou, i kdyz
mohou poskytnout informaci, ktera mize k diagnostickému
postupu prispét. O vybéru a nasazeni tumorovych markert
pred terapii a v pribéhu lécby se zpravidla rozhoduje na
zaklad¢ klinického a histologického nalezu. AvSak pro
screening a diagnostiku onemocnéni v ¢asném stadiu je
tento zpusob obtizné aplikovatelny. Z tohoto divodu jsou
hledany jednoduché molekularni markery stanovitelné
v snadno dostupnych télnich tekutinach jako je krev, krevni
sérum, moc¢ apod. (38-41). Je tu vSak i jiny aspekt studia
tumorovych markerti a to sledovani zmén jejich hladin
v prubéhu terapie a po jejim skonceni, kdy nam mohou
poskytnou velmi ¢asnou informaci o relapsu nadorového
onemocnéni mnohdy i mésice pied objevenim klinickych
priznakt.
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Vyznam thioli
Thiolové slouceniny hraji pravdépodobné vyznamnou
roli v regulaci bunééného délenti, i piestoze je doposud o
pfesnych mechanizmech znamo velmi malo. Avsak bylo
prokazano, ze hladinametalothioneinu je zvySendupacientl
s fadou nadorovych onemocnéni a studovat jeho hladinu
ma u pacientd se zhoubnymi nadory vyznam. Doposud
vSechny metody pro uréeni mnozstvi metalothioneinu ve
tkanich byly zalozeny na imunohistochemickém stanoveni
tohoto proteinu v nadorové tkani. Takovy zplsob uréeni
vyzaduje bioptické odebrani tkdn¢ a pomérné naroéné
zpracovani vzorku. Navic neni mozné ziskanych vysledka
vyuzivat pro monitorovani hladiny proteinu. Nedavno
jsme navrhli unikdtni postup umoznujici analyzu
metalothioneinu pfimo v krevnim séru (16). Metoda je
zalozena na denaturaci interferujicich proteinti a interakci
termostabilniho metalothioneinu pfimo s detekénim
zatizenim (elektrodou).

Pro tento ucel bylo v nasi laboratofi vyvinuto stanoveni
metalothioneinu pomoci techniky adsorptivniho prenosu.
Technika umoziuje provadét analyzu obsahu metalothioneinu
ve vzorku velmi rychle a spolehlivé (14,16). Nevyhodou
je vsak nezbytnost kvalifikované obsluhy a zatim obtizna
automatizace celé¢ho postupu. Aby bylo mozné provadét
sériové analyzy velkého poctu vzorkii byl hledan vhodny
zpusob takové detekce thiolovych sloucenin, ktery umoziuje
nepietrzity automaticky provoz. Pro tento ucel se zda byt
velmi vhodny automaticky podava¢ vzorkii s moznosti
nabirdni malého mnozstvi vzorku (Obr. 4). Piistroj je
sloZen ze tfi Casti; 747 VA Stand, elektrochemickd mérna
jednotka se standardnim tfielektrodovym zapojenim ve
spojeni s potenciostatem; 746 VA Trace Analyzer, slouzici
jako sekce na zpracovani informaci odeslanych z 747 VA
Stand a 695 Autosampler, obstaravajici davkovani vzorku.
Dalsimi soucastmi zafizeni jsou nadoby s promyvaci vodou
a elektrolytem. Vzorek je umistén na termostatovaném
zasobniku vzorkdh (pfi teplot¢ 5 °C). Za pomoci tfi
mikroprocesorem fizenych pistovych pump je mozné provést
automatické promyti pracovni nadobky destilovanou vodou
(v naSem piipad¢ promyti probiha 3 x 25 ml MiliQ vody). Po
odsati vesker¢ tekutiny je do nadobky automaticky pipetovan
roztok zakladniho elektrolytu o objemu 1,920 ml pfi teploté
priblizn€ 4 °C. Poté je diky ramenu s davkovacim zafizenim
odebran vzorek (o pozadovaném objemu). Davkovaci zatizeni
je nasledné omyto a vzorek pfenesen do méfici nadobky.
Samotné métenti je sloZzeno z nékolika po sobé jdoucich dé&ju.
Prvni dvé minuty probihd akumulace vzorku z elektrolytu
na visici rtutovou kapku pfi otevieném okruhu potencialu.
Po uplynuti doby uréené k akumulaci se jiz pfi ménicim
se napéti zacnou odecitat proudové hodnoty a ty jsou poté
zpracovany 746 VA Trace Analyzerem, ktery vysledné kiivky
muze odeslat do stolniho pocitace. Samotné vyhodnocovani
ktivek je provadéno na prislusném softwaru, v nasem ptipadé
GPES 4.9. Po ukonceni méfeni je obsah nadobky odsan
a cely cyklus se opakuje znovu. Veskeré méfeni probiha
pln¢ automaticky pod kontrolou mikroprocesoru a meéfeni
jednoho vzorku probéhne do 5 minut. Opakovatelnost
stanoveni se pohybuje okolo 10 %. Voltametrické zdznamy
standardu MT a elektrolytu jsou ukazany na Obr. 5a. Z kiivek
je jasné viditelny rozdil v prtibéhu elektrochemické analyzy.
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Pro kvantifikaci je vyuzivan signal Cat2. Ziskana kalibra¢ni
kiivka je zobrazena na Obr. 5b. Zavislost vysky studovaného
signalu MT byla v rozmezi 0 — 5 uM lineédrni. Technika byla
dale pouzita pro analyzu krevnich sér pacientti s nadory
prsu. Ziskané voltmetrické kiivky jsou zobrazeny na Obr. 5.
V ptipadg, Ze je provedena vyse popsana DPV analyza vzorku
krevnich sér, jsou kromé metalothioneinu stanoveny dalsi
termostabilni thioly pfitomné ve vzorku. Proto nés zajimalo,
jakym zptsobem se budou lisit vysledky elektrochemické
detekce metalothioneinu a celkovych termostabilnich thiolti
ve stejnych vzorcich.

Primérné hodnoty hladiny metalothioneinu v krevnich
sérech pacientl s nadorem prsu naméfené metodou DPV
s vyuzitim techniky adsorptivniho pfenosu byly 1,78 +
0,09 pM (Obr. 6a). Zjisténé koncentrace thioltl byly podle
ocekavani nckolikrat vyssi nez hladina metalothioneinu.
Primérna koncentrace termostabilnich thiolt byla 77,92
+ 3,90 uM a jednotlivé hodnoty relativné dobie kopiruji
koncentrace metalothioneinu naméfené AdTS DPV
technikou (Obr. 6b). Koncentraéni pomér thiold ku
metalothioneinu byl stabilni, primérna hodnota C¢inila
37:1 (termostabilni thioly:metalothionein) u dvanacti
pacientti z patnacti (Obr. 6¢). U tii pacientl byl tento pomér
nékolikrat zvyseny a byl roven 197:1. Lze ocekavat, ze
zména poméru mezi hladinou metalothioneinu a hladinou
celkovych thiolti se méni v obdobi provadéné terapic a
bylo by velmi zajimavé ji v dalsich studiich sledovat.
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Obr. 1: Schéma vyznamu thiolovych sloucenin v regulaci hladiny iontl
tézkych kovu a kyslikovych radikald.
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Obr. 2: Vyuziti glutathionu v oxidacnich déjich vedoucich k zneskodnéni
kyslikovych radikali.
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Obr. 3: Funkce metalothioneinu v organizmu. Protein je ve vétSiné
ptipadech vyuzit dvéma zpisoby — jako pfenase¢ tézkych kovi nebo
jako antioxidant.
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Obr. 4: Schéma analyzy thiolovych sloucenin za vyuziti elektrochemie.
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Na méfici jednotku s potenciostatem jsou pfipojeny elektrody (a).
Namétené hodnoty jsou odeslany do dalsi jednotky, kde jsou zpracovany
(b). Nakonec mohou byt data vyhodnocena stolnim PC, které je propojeno
s méficim zafizenim (c).
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Obr. 5: Diferen¢ni pulzni voltamogramy thiolovych sloudenin (a)
zelend cCerchovana Cara je signal zakladniho elektrolytu, Cervena
plna ¢ara metalothionein (100 nM). (c) Zavislost vysky signalu Cat2
metalothioneinu na jeho koncentraci. (b) voltamogramy krevnich sér
pacientll s nadorem prsu.
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Obr. 6: Naméfené hladiny thiold a metalothioneinu v krevnich sérech
pacientii se zhoubnym nadorem prsu. (a) hladina metalothioneinu,
(b) celkova hladina thiold, (c) vysledny pomér hodnot hladin thiolt a
metalothioneinu. Kazda analyza byla provedena 3x.

Zavér

Nase analyzy ukazaly, ze nejen hladina metalothioneinu je zavisla
na nadorovém onemocnéni. S koncentraci metalothioneinu
nariistd 1 koncentrace thioll obsazenych v krevnim séru
pacientll s nadorovym onemocnénim prsu. Navic pomér téchto
hodnot je relativné konstantni. Témito vysledky jsme ovéfili,
ze elektrochemickd detekce je vhodnou alternativou k béznému
zpusobu stanovovani metalothioneinu, a ze jsme schopni snadno
a rychle ur¢it hodnotu thiolt v krevnim séru.

Podékovani
Prace na tomto projektu byla podpofena projektem Liga
proti rakoviné Praha 2006 a Béhem Terryho Foxe 2007.
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NUKLEOFOSMIN § AKTIVITOU OSTIMULUJiCi PROLIFERACI
NEBO NAOPAK POTLACUJICI RUST NADORU

NUKLEOPHOSMIN WITH PROLIFERATIVE OR GROWTH-SUPPRESSIVE ACTIVITY

FUCHS O. ,
USTAV HEMATOLOGIE A KREVNI TRANSFUZE, PRAHA

Souhrn

Vychodiska: Nukleofosmin (NPM) je siln¢ zastoupeny multifunkéni fosfoprotein s funkei nadorového supresoru i onkogenu. NPM
hraje klicovou ulohu ve tvorbé ribozomii a podporuje tak rist bunék a jejich proliferaci. NPM udrzuje stabilitu genomu fizenim
mechanizmu opravy DNA a duplikace centrozomu. NPM ovliviiuje stabilitu a aktivitu nddorového supresoru p53 a ucastni se i
apoptotické odpoveédi na stres a puisobeni onkogentl a tim ovliviiuje drahy nadorovych supresorti. Chromozomalni translokace
zahrnujici gen NPM1 byly nalezeny u myeloidnich i lymfoidnich malignit. Flizni proteiny inhibuji aktivitu nizkych hladin divokého
typu NPM1 a to ptispiva k tvorbé nadoru. NPM se vSak chova jako nadorovy supresor v nadorech, kdyz exprese NPM je sniZena
a je zménéna i distribuce NPM v bunce. Ke zvySené expresi NPMI dochazi u solidnich nadort a lymfoidnich malignit. Zvysené
mnozstvi NPM1 stimuluje akumulaci nddorového supresoru ARF (“alternative reading frame®) v inaktivnim stavu v jadérku bunék,
inhibuje aktivaci p53 a stimuluje rdst bun€k. Draha p53 je cilem protinadorové terapie. Heterozygotni mutace genu NPMI jsou
nejcastéjSimi genetickymi defekty u akutni myeloidni leukémie (AML) s normalnim karyotypem. Cil: Analyza souc¢asnych znalosti
o nukleofosminu a jeho tloze u malignich nadord a pochopeni jeho tlohy v ontogeneze je nezbytné pro vyvoj novych cilenych
postupt v terapii téchto onemocnéni. Zavéry: Detekce mutaci genu NPM1 umozni roz¢lenit heterogenni skupinu AML s normalnim
karyotypem do prognosticky rozdilnych podskupin. Poznani mechanizmu u¢inku mutovaného NPM1 usnadni vyvoj novych
chemoterapeutik. Zvysena exprese NPM1 muze byt pouzita jako jeden z nadorovych markerti u solidnich nadorti a lymfoidnich
malignit. Metoda pouziti malych interferujicich RNA (si RNA) je pfislibem nové strategie v terapii anaplastického velkobunééného
lymfomu s chromozomalni pfestavbou t(2;5).

Kli¢ova slova: nukleofosmin, protein p (ARF), centrozom, apoptoza, fizni proteiny, mutace

Summary:

Backgrounds: Nucleophosmin (NPM) is an abundant multifunctional phosphoprotein with both tumor-suppressor and oncogenic
functions. NPM plays a key role in ribosome biogenesis, supporting cell growth and proliferation. NPM maintains genomic stability
by controlling DNA repair mechanisms and centrosome duplication. NPM modulates the stability and the activity of the tumor
suppressor p53 and is involved in the apoptotic response to stress and oncogenes action, thus contributing to the modulation of
growth-suppressive pathways. Chromosomal translocations involving the NPMI gene were found in myeloid and lymphoid cancers.
The fusion proteins inhibit the activity of low levels of wild type NPM1 and this event induces tumorigenesis. However, NPM
behaves as an tumor suppressor in tumors when NPM expression is reduced and its subcellular distribution altered. NPM1 is also
frequently overexpressed in both solid tumors and lymphoid cancers. The increased levels of NPM promote increased accumulation
of alternative reading frame (ARF) in an inactive nucleolar state, inhibit p53 activation and stimulate growth. The p53 pathway is
a target of anti-cancer therapeutics. Heterozygous mutations of NPM1 gene are the most frequent genetic lesions in acute myeloid
leukemia with normal karyotype. Design: The analysis of contemporary knowledge about nucleophosmin and its role in cancer and
understanding of its significance in oncogenesis is necessary for the development of new target procedures in therapy of cancer.
Conclusions: Detection of NPM1 mutations allows to divide the heterogeneous group of AML with normal karyotype into prognostically
different subgroups. Understanding of the mechanism how mutant NPM1 effects leukemogenesis will facilitate the development of
new chemotherapeutic agents. NPM1 overexpression can be used as one of tumor markers in carcinomas and lymphoid malignancies.
The method of small interferent RNA (siRNA) employment represents a promise of a new strategy in anaplastic large cell lymphoma
with chromosomal translocation t(2;5) treatment.

Key words: nucleophosmin, p(ARF) protein, centrosome, apoptosis, fusion proteins, mutation

Uvod a hematopoezy (1). Uvedené poruchy v embryonalnim
Nukleofosmin (NPM1, také znamy pod oznafenimi vyvoji jsou ¢astecné zpusobeny ztratou funkce NPMI
numatrin, B23 a NO38) je multifunk¢ni protein, ktery je v regulaci duplikace centrozomu (2,3) b&hem mitozy a
nezbytny pronormalniembryonalnivyvojsavcu. Inaktivace  tim vzniklé nestability genomu a také defekty v biogeneze
genu koédujiciho mRNA pro tento protein vede u embrya ribozomt (4-6). Nukleofosmin patii do rodiny jadernych
mysi k vyvojovym poruchdm, pfedev§im pfedniho mozku chaperond zabranujicich agregaci proteini a tvorbé
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nespecifickych nukleoproteinovych komplexti (7). Radi
se sem spolecné s nukleoplazminem (NPM2) a proteinem
NPM3 (7-9). NPM1 byl poprvé nalezen v jadérku bunék
jako siln¢ zastoupeny fosfoprotein (10,11). NPM1 ma
dilezitou tlohu v jiz uvedené biogeneze ribozomd a to ve
zpracovani 47S pre-ribozomalni RNA a tvorbé ribozomt
(12) a Gcastni se 1 na remodelaci chromatinu, tedy zméné
jeho struktury z kondenzovaného do rozvolnéného stavu.
Tato zména struktury chromatinu siln¢ ovliviiuje regulaci
transkripce (13-15). NPM 1 vykazuje casto velmi zvySenou
expresi u nadort (16), zvlasté karcinomu zaludku (17),
tlustého stfeva a koneéniku (18), vaje¢niki (19) a
prostaty (20). Vysoka exprese NPM1 je povaZovéna za
nadorovy marker uvedenych karcinomti. Cetné mutace a
translokace odpovidajictho genu NPM! byly nalezeny u
hematologickych malignit (21-29). Naopak, mutace genu
NPMI nebyly nalezeny u karcinomu jater, plic, prsu,
tlustého stfeva a zaludku (30). Snizenad exprese NPM1 je
spojena s diferenciaci bun¢k a s apoptozou (31,32). Inhibice
exprese NPM 1 pomociumeéle ptipravenycholigonukleotida
komplementarnich k ur¢itému useku mRNA pro NPM1 a
inhibujicich translaci této mRNA, ukazala, ze NPM1 hraje
klicovou ulohu v rezistenci malignich bun¢k na indukci
diferenciace a apoptozu (31,32). NPMI1 se vaze na fadu
bunéénych a virovych proteinli a ma vliv na jejich umisténi
v buiice a fyziologickou funkci. Vyznamna je napiiklad
stabilizace a zvySeni transkripéni aktivity nadorového
supresoru p53 pomoci interakce NPM1 s ubikvitinligazou
Hdm?2, ktera je lidskym homologem mysi Mdm2 (“murine
double minute) a interakce NPM1 se samotnym p53
(33,34).

Gen NPM1, mRNA a protein

Lidsky gen NPM1 ma velikost 25 kb, obsahuje 12 exoni
(obr.1)abylmapovannachromozomu 5q35(7,35,36). Chan
et al. (37) popsali sekvenci nukleotidi komplementarni
DNA (cDNA) pro NPMI, ktera odpovidala proteinu o
294 aminokyselinovych zbytcich. Existuji jesté dalsi dvé
izoformy tohoto proteinu, které vznikaji alternativnim
sestfihem pre-mRNA pro NPM1. Izoforma NPM1.2 (obr.1)
neobsahuje aminokyselinové zbytky kodované 11. a 12.
exonem. Varianta NPM1.2 je tedy zkracena na C-konci a
obsahuje celkem 259 aminokyselinovych zbytkl. Zatim
co izoforma NPM1 se nachazi ve velké koncentraci hlavné
v jadérku bunék, izoforma NPM1.2 je pfitomna v bunikach
v malém mnozZstvi a byla nalezena jak v cytoplazmé, tak
v nukleoplazmé (38). Tieti izoforma NPMI1.3 (obr.1)
neobsahuje aminokyselinové zbytky odpovidajici exontim
8 a 10 a jeji funkce neni zatim objasnéna.

Struktura proteinu NPM1 je schematicky zndzornéna na
obr.2. Dvé hydrofobni oblasti proteinu bohaté na leucinové
zbytky umoziiuji transport NPM1 z jadra do cytoplazmy
a jsou oznaceny NES (“nuclear export signal”). NPM1
divokého typu nese vsak slaby fyziologicky NES a proto
se nachazi téméf vyhradné v jadérku. Toto umisténi NPM 1
je dale podpoteno fyziologickymi signaly NLS (“nuclear
localization signal”) a NoLS (“nucleolus localization
signal”) na C-konci proteinu NPM1. Mutace v oblasti
NES zptisobi, Ze NPM1 ztraci schopnost exportu z jadra
do cytoplazmy a hromadi se v jadérku bunék. Tyto mutace
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I 11
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Obr.1.: Schema lidského genu NPMI a tii variant produktu jeho
exprese.

se vSak nevyskytuji a naopak bézné mutace NPM 1 vytvari
casto dalsi motiv NES na C-konci proteinu NPM1 a takto
mutovany NPM1 se vyskytuje v cytoplazmé. Pro motiv
NoLS jsou charakteristické dva aromatické tryptofanové
zbytky (W,,, a W, ) a mutace t€chto W brani umisténi
NPMI1 v jadérku bunék. N-koncova oblast NPM1 je
odpovédna za oligomerizaci NPM1 a za jeho aktivitu
chaperonu (7). NPM1 se vyskytuje pfevazné jako oligomer
o hmotnosti 230-250 kDa a to odpovidéa hexameru (39,40).
NPM1.2 existuje také ve formé oligomeru. N-koncova
hydrofobni oblast NPM1 brani agregaci proteind v
jadérku bunék a umoznuje acetylaci histond, rozvolnéni
chromatinu a zvysenou transkripéni aktivitu (15). Aktivita
NPM1 jako chaperonu zavisi také na prvni ze dvou
kyselych oblasti (AR, “acidic region”, obr.2), bohatych na
zbytky kyseliny asparagové a kyseliny glutamové , které
se nachazi uprosted proteinu NPM1 (37). Tato negativné
nabitd oblast vaze bazické ribozomalni proteiny a tim brani
nespecifickym interakcim mezi ribozomalnimi proteiny
a rRNA béhem sestavovani ribozomt v jadérku bunck.
Tato oblast AR také obsahuje Ser 125, hlavni cilové misto
ucinku kaseinkinazy II (CK2) (41). Oblast mezi obéma AR
a oblast C-konce NPM1 vykazuje aktivitu ribonukleazy.
Oblast na C-konci vykazuje také heterooligomeriza¢ni
aktivitu a aktivitu vazat nukleové kyseliny (obr.2).

Fosforylace NPM1
Protein NPM1 obsahuje nékolik mist, kterd jsou
fosforylovana bc¢hem bunééného cyklu. Kromé jiz
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Obr.2: Schematické znazornéni jednotlivych funkénich oblasti proteinu
NPMI1 a mist pro jeho fosforylaci

zminéné fosforylace Ser 125 jsou na obr. 2 znazornény
dalsi cilova mista fosforylace. Na cyklinech B a E zavislé
protein kinazy cdkl a cdk2 se podileji na fosforylaci
téchto mist. Treoninové zbytky T199, T219, T234 a T237
v C-koncové ¢asti proteinu NPM1 jsou cilovymi misty
fosforylace pomoci cdk1 (42). Fosforylace NPM1 pomoci
CK2 v interfazi a pomoci cdkl v mitoze snizuje afinitu
NPMI ke slozkam jadérka a zvySuje jeho pohyblivost a
umisténi v nukleoplazmé (42). Fosforylace NPM1 také
méni strukturu NPM1 a zvySuje jeho negativni naboj
zvlasteé v C-koncové oblasti a tim i afinitu k nukleovym
kyselinam, tedy k pre-rRNA v jadérku. Fosforylace NPM 1
pomoci cdk2 hraje tlohu v iniciaci duplikace centrozomu
(43). Cdk2 v komplexu s cyklinem E fosforyluje NPM1 na
Thr 199 a zpisobi disociaci NPM1 od centrozomu a jeho
duplikaci. NPM1 asociuje specificky s neduplikovanym
centrozomem a disociuje od né¢ho po fosforylaci Thr 199
pomoci cdk2 v pozdni fazi G1 bunééného cyklu.
Mikroinjekce protilatky proti NPM1 brani fosforylaci
pomoci komplexu cdk2 s cyklinem E a tim disociaci
NPMI od centrozomu a duplikaci centrozomu. Mutovany
NPMI postradajici Thr 199 a tedy nefosforylovatelny
pomoci komplexu cdk2 s cyklinem E brani téz duplikaci
centrozomu.

Plk1 (“Polo-like kinase®) fosforyluje specificky béhem
mitdzy Ser 4 proteinu NPM1 a tato fosforylace je dulezita
pro duplikaci centrozomu, segregaci a cytokinezu a to
nepfimym mechanizmem (44).

Uloha NPM1 v duplikaci centrozomu

Pokud bunka vstupuje do mitoézy, cytoplazmatické
mikrotubuly se rozpadaji a vytvaii slozitou strukturu,
zvanou délici vieténko. Délici vieténko obsahuje nastroje,
které slouzi k rovnomérnému rozdéleni chromozomi mezi
ob¢ dcefinné bunky. Mikrotubuly v bufice vyrastaji ze
specializovaného organiza¢niho centra, centrozomu, ktery
kontroluje jejich pocet, umisténi a orientaci v cytoplazmé.
Pied vznikem mitotického vieténka na pocatku M-faze
bunééného cyklu jsou nejprve zduplikovany centrozomy.
Duplikace centrozomu zacina na hranici pfechodu z G1 do
S faze bunééného cyklu. Béhem cytokineze kazda dcetfinna
burika zdédi jeden centrozom a tak duplikace centrozomu
probiha pouze jednou béhem kazdého bunécéného cyklu
(45). Dcefinné centrozomy se rozchazeji k opacnym
polim jadra a davaji vznik polim vieténka. U malignich
bunék dochazi k nenormalni duplikaci centrozomu a
to mlze prispivat k nestabilit¢ genomu b&hem tvorby
multipolarnich mitotickych vietének (46).
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Mechanizmus, ktery fidi duplikaci centrozomu nebyl
zatim zcela objasnén. Jak jiz bylo uvedeno v ptedchozim
odstavci o fosforylaci NPM1, komplexy cdk2 s cykliny
hraji dulezitou ulohu v duplikaci centrozomu (47-49).
NPM1 byl nalezen na polech mitotického vreténka
v burikdch HeLa (50). Imunofluorescen¢ni analyza ukéazala,
ze NPM1 je umistén na neduplikovanych centrozomech
v bunkach mysich fibroblasti linie 3T3, ale nebyl nalezen
na centrozomech po duplikaci. Nukleofosmin asociuje
s centrozomem bé¢hem mit6zy a blokuje jeho duplikaci az
do pozdni faze G1 buné¢éného cyklu, kdy vzrista kindzova
aktivita cdk2 v komplexu s cyklinem E na ptechodu z G1
do S faze buné¢ného cyklu. Specificka fosforylace NPM1
pomoci komplexu cdk2 s cyklinem E zpiisobi uvolnéni
NPM1 z centrozomu a tim umozni duplikaci centrozomu.
Duplikace centrozomu je stimulovana vzristem aktivity
vapenatymi ionty aktivované kinazy II zavislé na
kalmodulinu (CaMKII) na ptechodu z faze G1 do faze
S bunééného cyklu (51).

Zatim neni znamo, zda cdk2 v komplexu s cyklinem
A fosforyluyje NPM1 na mistech, kde by zpusobila
uvolnéni NPM1 od centrozomu a tim umoznila duplikaci
centrozomu. Pfesto je jasné, Zze komplex cdk2 s cyklinem A
a transkripéni faktory E2F hraji dtilezitou tilohu v duplikaci
centrozomu a v replikaci DNA (48). Oba druhy komplexi
cdk2 (cdk2-cyklin A a cdk2-cyklin E) fosforyluji protein
retinoblastomu (pRb) a dovoluji transkripénim faktorim
E2F aktivné fidit expresi geni zahrnutych v duplikaci
centrozomu. Maligni buiiky jsou v§ak schopné proliferovat
i pfi inhibici cdk2 a vytazeni genu pro cdk2 u mysi nebylo
letalni (52, 53). Cdk2 se proto nepovazuje za vhodny cil
pro terapii nadorovych onemocnéni.

Dvacet aminokyselinovych zbytkt proteinu cyklinu E tvofi
signdl pro umisténi v centrozomu (CLS, “centrosomal
localization signal®) a tento signal umoziiuje vstup bunck
do faze S bunétného cyklu nezavisle na cdk2. Uméle
nasyntetizovany signal CLS se vaze v centrozomech
a brani cyklinu A i cyklinu E ke vstupu do centrozomu
(54).

Proteiny Crml (“chromosome region maintenance
protein 1%, exportin 1) a Ran (“Ras-related nuclear
protein®) se také podileji na duplikaci centrozomu
(55,56). Crm1 je vektor pro export proteini bohatych
na leucin a obsahujicich signalni sekvenci NES pro
pfesun proteinu z jadra do cytoplazmy (57-59). Malé
mnozstvi Ran-GTP je asociovdno s centrozomem
béhem bunécného cyklu. Crml se vaze na Ran-GTP
a tato vazba je usnadnéna pomoci vyméného faktoru
pro guanin-obsahujici nukleotidy (RCC1) a naopak
zeslabena proteinem s afinitou k Ran (RanBPl).
Crml fidi presnost duplikace centrozomu a zabranuje
neplanované duplikaci (55). Inaktivace Crm1 pomoci
specifického inhibitoru, leptomycinu B nebo pliisobenim
proteinu HBx viru hepatitidy B ma za nasledek
nenormalni amplifikaci a multipolarni délici vieténka.
Podobné dusledky maji zmény v Ran a v RanBP1 (60).
Piitomnost funkéniho motivu NES v nukleofosminu
umoziiuje proteinim Crml a Ran v komplexu regulovat
transport NPM1 a umisténi NPM1 a tim i duplikaci
centrozomu (61). NPM1 muize byt imunoprecipitovan
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spolecné s Crml wvyuzitim protilaitky proti Crml a
inhibice funkce Crml pisobenim leptomycinu B nebo
pomoci proteinu HBx viru hepatitidy B vede k uvolnéni
nukleofosminu z centrozomu a k iniciaci predCasné
duplikace centrozomu. Vazba nukleofosminu k Crml je
fizena fosforylaci treoninového zbytku T95 v NPM1.
NPM1 je umistén v jadérku bunék béhem piechodu bunek
z faze S do faze G2 bunécéného cyklu. NPM1 zde fidi
biogenezu ribozomi a proliferaci bunck. NPM1 se vaze
na mitotické centrozomy po rozpadu jaderné membrany
na pocatku mitézy. Vazba NPMI1 je zprostiedkovana
komplexem Crml-Ran a zajistuje prevenci pied dalsi
duplikaci centrozomu. Nové rozdélené buriky v G1 fazi
bunééného cyklu obsahuji NPM1 navazany na centrozom.
NPMI je potom fosforylovan a uvolni se z centrozomu a
umozni duplikaci centrozomu a replikaci DNA.

Uloha NPM1 v regulaci apoptozy

NPMI je inhibitorem apoptézy a v tomto odstavci jsou
popsany mechanizmy, které se podili na vlivu NPM1 na
apoptozu bunék. Béhem apoptdzy klesa mnozstvi NPM1
(32,62).

Aktivace nadorového supresoru p53 jako odpovéd na
poskozeni DNA slouzi normalnim buiikam jako prevence
pred malignim zvratem. NPM1 je dulezitym regulatorem
pS3 a to hraje ulohu v regulaci bunééného cyklu i
v regulaci apoptdézy. NPM1 se vaze na N-konec proteinu
p53 a inhibuje jeho transkripéni aktivitu. Hladina NPM1
v buiice je rozhodujici pro davku ultrafialového zareni,
které vede k fosforylaci Ser 15 nadorového supresoru
p53. Fosforylace p53 na Ser-15 je rozhodujici pro aktivaci
funkce p53 béhem bunécného stresu. Tato fosforylace
p53 umoziuje translokaci p53 do mitochondrii a interakei
s antiapoptotickymi proteiny Bcl-2 a Bel-x, a pfedchazi
uvolnéni cytochromu c¢ a snizeni mitochondridlniho
membranového potencidlu. Predchazi i aktivaci kaspaz
a Stépeni poly(ADP-riboza)polymerdzy (PARP). NPM1
tedy rychle odpovida na po§kozeni DNA a brani pred¢asné
aktivaci p53. NPM1 funguje jako pfirozeny represor
nadorového supresoru p53 a uréuje mezni hodnotu UV
zéfeni, kdy dojde k aktivaci p53 (63).

Zvysené mnozstvi NPM1 brani apoptdze po transformaci
bunék onkogeny hlavné u bunék s nestabilitou genomu
(64). Primarni buniky s porusenym mechanismem opravy
DNA a zvySenou expresi nukleofosminu a soucasnou
expresi transformujicich onkogenti myc a ras nepodléhaji
apoptoze a senescenci (64).

NPM1 inhibuje také fosforylaci p53 na Ser-15 pii hypoxii.
Promotor genu NPMI obsahuje sekvenci odpovidajici na
hypoxii azvySenou expresi HIF-1 (“hypoxia induced factor
-1*). Snizeni exprese NPM1 pomoci malé interferujici
RNA zvysuje hypoxii indukovanou apoptézu . Naopak
zvySena exprese NPMI1 brani apoptoze pii hypoxii.
Maligni hypoxické butiky vyzaduji zvySenou expresi
NPMI k potlaeni aktivace p53 a tim i apoptdzy (65). Toto
vSak pouze plati pro buiiky obsahujici funkéni p53.
NPM1 krom¢ pfimé interakce s p53 (32) interaguje
s proteiny, které asociuji s p53 a reguluji jeho stabilitu.
Jedna se jiz 0 zminénou ubikvitinligazu Hdm2 a nadorovy
supresor ARF (“alternative reading frame®). Ubikvitinliga-

zy (E3) jsou heterogenni skupinou proteinti, které umoziuji
najit a specificky oznacit polyubikvitinem proteiny
uréené k proteolyze v proteazomech. Hdm2 takto oznaéi
polyubikvitinem p53 a podili se na jeho proteolytickém
$tépeni v proteazomech. ARF je pozitivnim regulatorem
p53 a jeho pojmenovani vychazi z alternativniho sestfihu
odpovidajiciho genu, kde druhy exon genu ARF'je spolecny
pro ARF a pro inhibitor cdk (pl16/ink4A) (66). NPM1
v komplexu s ARF drzi ARF v jadérku bunék a brani mu
aktivovat p53. Poskozeni DNA zptisobi premisténi ARF do
nukleoplazmy, kde interaguje s Hdm2, podporuje rychlou
degradaci Hdm2 a aktivuje p53 (obr. 3).
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Obr.3: Schema distribuce ARF a Hdm2 pied a po poskozeni DNA napt.
ultrafialovym zafenim. Schema ukazuje ulohu proteini NPM1 a ARF
v regulaci funkce nadorového supresoru p53.

Deoxyribonukleaza, ktera se aktivuje kaspazou 3 (CAD,
“caspase-activated deoxyribonuclease®) hraje ulohu ve
Stépeni chromozomalni DNA b&hem apoptozy bunék.
CAD je protein o 343 aminokyselinovych zbytcich,
ktery obsahuje signal pro umisténi v jadfe. CAD existuje
v komplexu se svym inhibitorem (ICAD). Pisobenim
kaspazy 3 dochazi ke stépeni ICAD a k aktivaci CAD (67).
Komplex NPM1 s fosfatidylinositol-3,4,5-trifosfatem se
vaze k aktivni CAD a inhibuje $§tépeni chromozomalni
DNA béhem apoptdzy (68).

Chromozomalni translokace a mutace genu NPMI u
lymfomii a leukemii

Gen NPMI je translokovan u  anaplastického
velkobunééného lymfomu a v nékterych pomérné vzacnych
piipadech akutni myeloidni leukemie (AML) (69).
Chromozomalni pfestavbou vznikaji fuzni geny a jejich
expresi fuzni proteiny NPM-ALK (“anaplastic lymphoma
kinase*), NPM-RARa (“retinoic acid receptor alpha) a
NPM-MLF1 (“myelodysplasia/myeloid leukemia factor
1) (obr.4).
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Chimerni kiniza NPM-ALK u
velkobunécéného lymfomu

Anaplasticky velkobunéény lymfom (ALCL) patii do
skupiny ne-Hodgkinskych malignich lymfoma (NHL). Ve
vétsing pripadli zde dochazi k chromozomalni piestavbé
t(2;5)(p23;935), kde gen ALK na chromozomu 2 fazuje
s genem NPMI na chromozomu 5 (70,71). Uvedena
prestavba vSak nestaci k vyvolani maligniho onemocnéni,
protoze byla nalezena i u nemalignich bunék i kdyz ve
velmi malé koncentraci (72). Flzni protein obsahuje
N-koncovou ¢ast NPMI1 obsahujici oligomerizaéni
oblast a celou cytoplazmatickou oblast ALK s aktivitou
tyrozinkinazy (obr.4). Protein ALK se normalné nachazi
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Obr.4: Schematické znazornéni jednotlivych funkénich oblasti

chimernich proteini NPM-ALK, NPM-RARa a NPM-MLF1.

v cytoplazmé bunék, ale fuzni protein NPM-ALK
oligomerizuje s divokou formou NPM a putuje do jadérka
bunék (obr.5). Za fyziologickych podminek dochazi

ﬁ\lPM wt| [NPM wt|

[NPM wt | [NPM wt |
| 11

[NPM wt| [NPM[ALK]

[NPM]ALK] [NPM wt]

[NPm] ALK ] [NPM{ALK]

Obr.5: Umisténi divokého typu NPM a fuzniho proteinu NPM-ALK
v jadfe a cytoplazmé bunék anaplastického velkobunééného lymfomu s
chromozomalni piestavbou t(2;5)(p23;q35).
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k expresi ALK pouze v nervovém systému a u lymfoma
z T-bunék a dalSich malignit dochazi k jeji expresi prave ve
formé fuznich proteinti a to nejen s NPM1. Homodimery
fazniho proteinu NPM-ALK, vykazujici konstitutivni
tyrozinkinazovou aktivitu byly detekovany protilatkou
proti N-konci NPM v cytoplazmé (obr.5). NPM 1 tedy slouzi
hlavné pro oligomerizaci fizniho proteinu a pro urceni jeho
umisténi v bunice. Fuzni protein NPM-ALK reguluje pieziti
bunky a proliferaci ptes signalni drahu fosfatidylinozitol
3-kinazy (PI3K) a proteinkinazy B (AKT), ktera zpiisobi
fosforylaci transkripéniho faktoru FOXO3a, ¢lena lidské
rodiny “forkhead (FKHD)* transkripénich faktora (obr.6)
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Obr.6.: Regulace signalnich drah fiznim proteinem NPM-ALK
s tyrozinkinazovou aktivitou.

(73). Uvedena fosforylace FOXO3a znamena jeho
premisténi do cytoplazmy a asociaci s proteinem 14-3-3.
FOXO3a ztraci tak schopnost indukovat expresi fady
proapoptotickych a buné&ény cyklus inhibujicich cilovych
gent (72). Na obr.6 je ukdzano i ovlivnéni signalni drahy
transkrip¢nich faktord STAT 3/5 (“signal transducers and
activators of transcription”) pomoci fuzniho proteinu
NPM-ALK. Onkogenni tyrozinkindzova aktivita fuzniho
proteinu NPM-ALK zpisobi fosforylaci proteinkinaz
ERK 1/2 (“extracellular signal-regulated protein kinase*) a
jejich pifimého aktivatoru proteinkindzy MEK (“mitogen-
induced extracellular kinase). NPM-ALK tedy aktivuje
signalni drahu MEK/ERK a tato signalni draha muze byt
cilem terapeutického zasahu u malignit na nichz se podili
fazni protein NPM-ALK (74).

Z klinického hlediska je dualezité, Zze stanoveni
exprese fuzniho genu NPM-ALK pomoci kvantitativni
polymerazové reakce v redlném Case umoziuje stanovit
prognézu u pacientli s anaplastickym velkobunéénym
lymfomem (75). Experimenty se sniZzenim hladiny
exprese fuzniho genu NPM-ALK vyuzitim mechanizmu
RNA interference byly jiz také provedeny na liniich bun¢k
SUDHL-1 a Karpas 299 s chromozomalni pfestavbou
t(2;5)(p23;q935) a pro srovnani i u linii bun¢k lymfomu
bez uvedené piestavby (76). Vysledky ukazaly, ze
snizeni exprese fuzniho genu NPM-ALK vedlo k poklesu
proliferace ake zvysené apoptoze u bunék s chromozomalni
prestavbou t(2;5). Také se zvysila citlivost téchto bunék na
chemoterapeutikum doxorubicin a tak tato metoda pouziti
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malych interferujicich RNA (siRNA) je pfislibem nové
strategie v terapii u téchto lymfomd.

Fuzni transkripcni faktor NPM1-RARo u akutni
promyelocytarni leukemie

Chromozomalni pfestavba gent t(5,17) u akutni
promyelocytarni leukemie (APL) byla u t#i détskych
pacientt spojena s fuzi genu NPM1 s genem RARa (77-79).
Fuzni protein NPM1-RARa (obr.4) interaguje s proteinem
NPMI divokého typu a premisti ho z jadérka nebo méni
jeho funkci v jadérku bunék. Fiazni protein NPMI-
RARa nevykazuje interakci s proteinem promyelocytarni
leukemie (PML) (80). Fazni protein NPMI-RARa
vykazuje interakce s korepresory a koaktivatory a
ovliviiuje tak transkripci cilovych gent kyseliny retinové
(81). Fazni protein NPM1-RARa zvySuje u transgennich
mysi proliferaci myeloidnich bunék a tak modeluje
myeloproliferativni onemocnéni a po delsi dob¢ vyvolava
chorobu podobnou APL s blasty citlivymi na kyselinu
retinovou (ATRA) (82).

Chimerni protein NPM-MLF1 u akutni myeloidni
leukemie a myelodysplastického syndromu
Chromozomalni piestavba genti t(3;5) (q25.1;q34) spojena
s AML (nejcéastéji typu FAB /French-American-British
nomenclature/ M6) a MDS produkuje chimerni gen
NPM-MLF1 a po jeho expresi fuzni protein NPM-MLF1
(83). Fuzni protein NPM-MLF1 obsahuje N-koncovou
¢ast proteinu NPM a skoro cely protein MLF1 kromé
16 aminokyselinovych zbytki z N-konce (obr.4).
Exprese MLF-1 mRNA byla nalezena ve varlatech,
vajeCnicich, svalu, srdci, ledviné a tlustém stfeve, ale
ne v hematopoetickych bunkach. Fuzni protein NPM-
MLF1 zfejmé vyvola expresi MLF1 v hematopoetickych
burikach a to vede k myelodysplazii a AML (84). Funkce
MLF1 zatim nebyla pln¢ objasnéna. MLFI1 inhibuje
erytroidni diferenciaci indukovanou erytropoetinem (85).
MLFI1 je umistén v cytoplazmé bun¢k, zatim co fuzni
protein NPM-MLF1 se vyskytuje v jadfe a hlavné v
jadérku bunék (86). NPM1 je naopak z&asti pfemistén do
cytoplazmy a tim ztraci normalni funkci v jadérku a to téz
ptispiva k leukemogenezi. U NPM™ heterozygotnich mysi
dochazi v souhlasu s uvedenymi fakty k hematologickému
onemocnéni pfipominajicimu MDS (16).

Mutace genu pro nukleofosmin u myelodysplastického
syndromu a akutni myeloidni leukemie s normalnim
karyotypem

Mutace genu NPM1 byly téméf vyhradné prokazany vexonu
12 u pacientt s MDS a AML s normalnim karyotypem
(21-29, 87-91). Normalni karyotyp je asi u 40-50%
dospélych pacienti s AML. Mutace NPM] je ptiznivym
prognostickym faktorem a ptedpovédi dobré odpovédi na
indukéni terapii (21-29, 87-91). Mutace NPM1 zptisobi ze
produkt exprese je umistén v cytoplazmé misto v jadérku
bunék. Imunohistochemicka detekce cytoplazmatického
NPM1 je tedy piedpovédi mutaci v exonu 12 genu
NPMI (92). Priblizné 86% pacientli s cytoplazmatickym
NPM1 ma normalni karyotyp a zbylych 14% vykazuje
vétsSinou sekundarni chromozomalni zmény. Mutace

NPMI jsou casto nalezeny v piipadech AML, kde je
téz detekovana mutace genu FLT3 (“FMS-like tyrosine
kinase 3). Protoonkogen c-fims je bunéénym protéjskem
transformujiciho genu viru vyvolavajiciho sarkom u kocek
(“Susan Mc Donough feline sarcoma virus®). Onkogenni
v-fms je transmembrdnovy receptor s vnitrobunécnou
tyrozinkinazovou oblasti. Nejéastéjsi mutaci genu FLT3
je duplikace sekvenci exonu 11 a vyjimeéné intronu 11 a
exonu 12 tohoto genu oznaCovana ITD (“internal tandem
duplication®) (23,27). Samotné mutace NPMI znamenaji
pro pacienty lepsi progndzu nez soucasny vyskyt mutaci
genu FLT3 (22). U pacientd s MDS byly mutace NPM1
nalezeny u 2/38 (5,2%) pacientl (86) a u AML asi u
tretiny pacientd. Ojedinélé ptipady mutaci NPMI u
pacienti s chronickou myeloidni leukemii (CML) jsou
spojeny s piechodem do AML a ziejmé reprezentuji Casna
stadia AML s FAB M4 nebo M5 se zna¢nou monocytarni
diferenciaci (93, 94).

Mutace NPMI jsou heterozygotni a alela s divokym
typem je zachovana. Mutace NPM1 se vyskytuji jen velmi
ojedinéle mimo exon 12 a to v exonu 9 (95) a exonu 11
(96). Asi 40 rGznych forem mutaci NPMI bylo zatim
identifikovano u pacienti s AML a u vice nez 95% se
tykaji pozice 960 (97).

Naopak, mutace v exonu 12 genu NPM] nebyly nalezeny
u karcinomdu jater, plic, prsu, tlustého stfeva a zaludku
(30). Tyto udaje, ziskané pfi analyze exonu 12 genu NPM1
u 467 karcinomil, naznacuji, ze mutace nukleofosminu
nehraji ulohu u solidnich nadort (30).

Piic¢ina umisténi mutovanych forem proteinu NPM1
v cytoplazmé leukemickych bunék

Mutace na C-konci NPMI1 znamenaji cCasto ztratu
tryptofanovych zbytkd 288 a 290, které jsou nezbytné pro
umisténi NPM1 v jadérku bunék. Dalsi ¢astou zménou
na C-konci NPMI je vytvoreni dalstho motivu NES
bohatého na leucinové zbytky. Tento signdl pro export
NPM1 z jadérka do nukleoplazmy a z jadra do cytoplazmy
v cytoplazmé leukemickych bunék. Mutované formy
NPMI vazi nemutovany NPM1 a nddorovy supresor ARF
a zpusobi jejich umisténi v nukleoplazmeé nebo cytoplazmé
leukemickych bun¢k (98-100).

Zavér

NPMI se chova jako nadorovy supresor a snizeni mnozstvi
NPMI1 divokého typu miiZe proto ptispivat k tvorb&é nadoru
inaktivaci nadorového supresoru ARF. Spole¢ny vyskyt
mutaci genu NPMI a genu FLT3, ktery byl ¢asto nalezen
v klinické praxi nasvédCuje mechanizmu kooperace
obou téchto genetickych defekti v leukemogenezi.
Cytoplazmaticka mutovana forma NPM1 vystupuje jako
dominantné recesivni a zpisobi umisténi endogenniho
NPMI do cytoplazmy. Zatim vSak nebylo prokazano, Ze by
se tato mutovana forma chovala jako onkogen. Onkogenni
uloha cytoplazmatické formy NPMI1 byla nedavno
testovana v agaru na primarnich mysich embryonalnich
fibroblastech s expresi cytoplazmatické formy NPMI
nebo divokého typu NPMI v kombinaci s onkogenem
E1A adenoviru (101). Pouze cytoplazmatickda mutovana
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forma NPM1, ale ne divoka forma NPMI1, kooperovala
s onkogenem E1A v transformaci mySich embryonalnich
fibroblastii v agaru. Vysledek souhlasi s pfedpokladem, ze
mutovana cytoplazmaticka forma NPM1 blokuje funkci
nadorového supresoru ARF, indukovaného v odpovédi na
pusobeni onkogenu E1A.

Bunéény ptivod cytoplazmatické mutované formy NPM1
je zatim neznamy. Exprese mutované formy NPM1 byla
nalezena v myeloidnich bunkach, monocytech, erythroid-
nich bunkach a megakaryocytech, ale ne v lymfoidnich
buiikach. Pivod cytoplazmatické mutované formy NPM1
je tedy ve spole¢ném prekurzoru myeloidnich bunék nebo
jesté mladsim progenitoru bez schopnosti diferenciace do
lymfoidni fady. Toto je v souhlasu s expresnim znakem
NPMc+ AML, ktery se vyznacuje zvySenou expresi gent
potfebnych pro sebeobnovu kmenovych buné€k, napf.
vétsiny homeobox obsahujicich genti (HOX). NPMc+

AML se vyznacuji nedetekovatelnym antigenem CD34.
Je to zptisobeno leukemickou transformaci nebo ptivodem
z CD34/CD38 hematopoetickych kmenovych bunck
v kostni dfeni (102).

Studium mutaci genu NP M1 piispéje také k lepsi klasifikaci
AML s normalnim karyotypem, kam spada az 50% ptipada
AML. NPMc+ AML a NPMc+ myeloidni sarkom (103) by
mély vytvorit samostatnou skupinu v klasifikaci AML.
Potlaceni exprese chimerniho genu NPM-ALK po
chromozomalni pfestavbé t(2;5) u pacientti s anaplastickym
velkobunéénym lymfomem vyuzitim principu RNA
interference se zda na zakladé pokust na odpovidajicich
bunéénych liniich nadéjnou strategii do budoucnosti pii
terapii tohoto onemocnéni (75).

Podékovani 5
Prace byla podporena VZ MZ CR 00023736.
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PQPULAéNi STANDARDY RELATIVNIHO PREZITi ONKOLOGICKYCH PA,CIENTIoJ
V CR KALKULOVANE Z DAT NOR - REAKCE NA VYSLEDKY PUBLIKOVANE
V STUDII EUROCARE-4

POPULATION STANDARDS FOR RELATIVE SURVIVAL OF CANCER PATIENTS
IN THE CZECH REPUBLIC BASED ON DATA OF THE CZECH NATIONAL CANCER
REGISTRY - REACTION ON RESULTS OF EUROCARE-4 STUDY

DUSEK L.!, PAVLIiK T., MUZIK J.!, KOPTIKOVA J.,, GELNAROVA E.!,
ABRAHAMOVA J.2,ZALOUDIK J.>, VYZULA R?, VORLICEK J.!

! LEKARSKA FAKULTA MASARYKOVY UNIVERZITY, BRNO
2 FAKULTNI THOMAYEROVA NEMOCNICE, PRAHA
* MASARYKUV ONKOLOGICKY USTAV, BRNO

Souhrn

Cilem prace je daty podlozend prezentace kvality a vyuzitelnosti Narodniho onkologického registru CR a publikace validnich odhadii
relativniho preziti onkologickych pacienti pro ¢eskou populaci. V srpnu 2007 byly zvefejnény vysledky evropské populaéni studie
EUROCARE-4, ktera srovnava vybrané staty na zakladé pétiletého preziti onkologickych pacientti diagnostikovanych v letech 1995
—99. Tato studie publikovala pro ¢eskou populaci podprimérné hodnoty relativniho peziti, nebot’ ji z Ceské strany byla dodéana zcela
neadekvatni data. Misto reprezentativniho exportu dat NOR se 100% pokrytim populace byla poskytnuta data pouze za jeden region
s cca 8% pokrytim. Vedeni Ceské onkologické spolecnosti tyto vystupy zdsadné odmitlo. Tato prace sumarizuje vysledky auditu
vice nez 1,3 milionu ziznami NOR CR dostupnych za obdobi 1977 — 2003. Analyza prokazala postupné se zlep3ujici kvalitu dat
NOR, po roce 1990 klesl podil zaznami s netiplnou nebo chybéjici diagnostickou ¢asti pod 6 % a nadale klesa. Z dat dostupnych za
obdobi 1995 — 2003 byl definovan referen¢ni soubor, ktery umoziuje reprezentativni analyzu pétiletého pteziti. Takto zpracovana
data dokladaji, ze v CR existuje kvalitni monitoring pieZiti onkologickych pacientii a vysledky pée odpovidaji vysledkim vyspé&lych
statd Evropy.

Kli¢ova slova: populaéni onkologicky registr, celkové preziti, referencni standardy preziti

Summary

This work is aimed to present data-based quality and usability of the Czech National Cancer Registry (NCR) and relevant estimates
of relative survival of cancer patients in the Czech population. In August 2007, an international study EUROCARE-4 published for
the Czech Republic decreased probability of 5-yr survival in comparison with average value of the other involved European countries.
These findings were refused as strongly biased by leaders of the Czech Oncology Society. The bias however cannot be attributed to
the EUROCARE study itself, it was due to erroneous and non-representative export of the Czech data. Data of NCR can guarantee
representative monitoring of mortality with 100% population coverage. Instead of the NCR data, the EUROCARE study obtained
only partial export of regionally based data with only 8% coverage. The situation inevitably resulted in strongly biased outcome that
cannot be generalized for the whole population. Here we present an audit of more than 1.3 million of records accessible in the NCR
since 1977. The analyses proved consistently growing quality of the database as well as its usability for the standardized health care
assessment. Based on reference period 1995 — 2003, we estimated 5-yr relative survival in the way that methodically corresponds to
the EUROCARE-4 study. The results clearly document that survival outcomes reached by current Czech oncology are comparable to
those reported in the EUROCARE-4 study.

Key words: population register, cancer, survival, benchmarking, health care

Pro¢ srovnavat ¢eska data o preZziti s ostatnimi evrop-
skymi staty ?

Odpoveéd’ na otdzku otevirajici tuto kapitolu je jednodu-
cha.Srovnavat se svétem se musime, nebot’ to ve véku
informacnich technologii patii ke standardim mediciny.
Zatimco v minulém stoleti bylo dostate¢né predvojové

budovani lokalnich a narodnich databazi, nyni pfichazi
na fadu jejich vytézovani. Snaha spojovat a centralizovat
evropska data je viditelnou prioritou mnoha grantti pro
zem¢& EU, vznikaji mezinarodni organizace zaméfujici se
na hodnoceni kvality a vykonnosti 1ééebné péce a obje-
vuje se i fada novych Casopist, které se témto tématim
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vénuji. Tzv. védecky marketing vlastnich vysledku se jiz
nyni stdva podminkou vstupu do mezinarodnich projektt
a spoluprace. Jednoduse feceno, za n¢kolik malo let bude
mezinarodni srovnavani vysledkd nutnou podminkou vi-
ditelné existence.

Ve vyse fecené plati dvojnasob o prezentaci dosahované-
ho pteziti onkologickych pacientti. Onkologie je pacienty,
jejich piibuznymi i vefejnosti silné sledovana. Prezentace
vysledktl péce zde vystupuje z bézného ramce odbornych
publikaci a stava se vefejnou zpravou s velkym dopadem.
Prezentace vysledkt tak ziskava znacny psychologicky
a eticky rozmér, a o to vice by méla byt pod kontrolou.
To samoziejmé neznamena zastirani pravdy, ale adekvatni
zpravodajstvi, které vyzvedne pozitiva a analyzuje nega-
tiva.

Pro Ceskou republiku i kazdy jiny stit z toho vyplyvaji
jasné zavéry. Vysledky nelze prezentovat bez kvalitnich
dat, kdo nema data bude ¢im dale tim méné vidét se v§emi
naslednymi disledky. Zaroven ale plati, ze mame-li data,
musime je peclivé analyzovat a prezentovat. Jinak hrozi,
ze to n¢kdo jiny udéla za nas a vysledek nemusi byt vzdy
spravny. Ne nahodou kazda aspon trochu vyznamna sou-
kroma spolecnost buduje své vlastni marketingové odde-
leni a dba na prezentaci vlastnich vysledkt. Jakkoli mtize
takové prirovnani komeréniho modelu k mediciné nékomu
ptipadat neadekvatni, stava se realitou. To ostatné dolo-
zi 1 nasledujici kapitola, ktera komentuje situaci vzniklou
v disledku mezinarodni publikace nereprezentativnich
ceskych onkologickych dat.

Co se stalo v souvislosti se studii EUROCARE III a IV
EUROCARE je mezinarodni aktivitou spojujici data po-
pulacnich onkologickych registri vybranych evropskych
zemi s cilem ziskat pfehled o dosahovaném pieziti. Cil je
to ambicidzni, uvazime-li rozmanitost piistupti k registraci
dat v riznych zemich, z nichz mnoho ani nema zavedeny
reprezentativni registracni systém. Proto také ve vysled-
ném hodnoceni studie EUROCARE-4 nefiguruji vSechny
evropské staty, jsou prezentovany udaje vybranych 23
zemi, z toho 13 celonarodnich registrii. Reprezentativnost
a kvalita dat jednotlivych zemi velmi silné¢ ovliviiyji in-
formacni vyznam studie. Vysledky studii EUROCARE-3
i -4 jsou velmi viditelné publikovany v prestiznich mezi-
narodnich ¢asopisech, a je tedy nutné vénovat zvySenou
pozornost jak poskytovanym datlim, tak i vystuptim. To
se bohuzel v piipadé Ceské republiky opakované nestalo
a vysledkem jsou podhodnocené odhady pieZiti onkolo-
gickych pacientd v CR [1].

Kazdy publikovany vystup musime posuzovat a vazit pod-
le vstupnich informaci, ze kterych vzesel. Zvlasté u me-
zinarodnich srovnani rtiznych populaci a zdravotnickych
systémd musime velmi dbat na to co srovndvame a jak to
srovnavame. Pro studii EUROCARE-4 byly z CR nahlase-
ny nerelevantni a nereprezentativni udaje, jak dale dolozi-
me. Zahranicni autofi studie ovSem nejsou na ving, nebot’
pracovali s oficialné pfedanymi daty naseho statu a neméli
divod je zpochybiovat.

Cesky Nérodni onkologicky registr pokryva reprezentativné
100% ¢eské populace a za obdobi 1977 — 2004 obsahuje vice

400 KLINICKA ONKOLOGIE 20 6/2007

nez 1,4 milionu zdznamti. Za obdobi analyzované ve studii
EUROCARE-4 (1995-99) jde o vice nez 270 000 zaznamu
zhoubnych nadord (C00-C97). Nicméné oficidlni podklady
pro studii EUROCARE-4 byly pfedany pouze ze zépadnich
Cech a to ziejmé opét nereprezentativng. Zminéna zahranié-
ni publikace uvadi 19 423 predanych zaznamt z této oblasti,
nicméné v Narodnim onkologickém registru mame za obdobi

1995-99 vedeno pro Plzetisky a Karlovarsky kraj 24 257 za-
znamtl zhoubnych nadorti (Plzenisky kraj 16492 a Karlovar-
sky kraj 7765). Obdobné nesrovnalosti 1ze nalézt i v datech
vykazanych z CR do pokradujici mezinarodni analyzy publi-
kované pro obdobi 2000-2002 [2].

Pro Ceskou republiku EUROCARE-4 uvadi pouze 8%
pokryti populace. Pfedand data tedy vypovidaji pouze
o velmi minoritni ¢asti naseho registru a statu. V zadném
ptipadé nelze tyto udaje zobecnit na celou republiku. Ce-
lorepublikova data, kterda mame dlouhodobé k dispozici,
nebyla do studie pfedana. Pfedani dat nebylo s odbornou
spolecnosti nijak konzultovano. Vysledkem je prezenta-
ce statisticky vyznamné sniZeného preziti onkologickych
pacientii v CR, konkrétn€ pro nejvice viditelné diagnozy
zhoubnych nadord vychazi srovnani pétiletého relativniho
preziti takto [1]:
- Tlusté stfevo a kone¢nik. EUROCARE-4: 53,5 %,
EUROCARE-4 pro CR: 43,9%
- Plice. EUROCARE-4: 10,2%, EUROCARE-4
pro CR: 8,2%
- Melanom. EUROCARE-4: 85,4%, EUROCARE-4
pro CR: 76,0%
- Prs. EUROCARE-4: 79,5%, EUROCARE-4 pro
CR: 69,3%
- Prostata. EUROCARE-4: 73,9%, EUROCA-
RE-4 pro CR: 54,4 %

Ceska republika oviem disponuje plné reprezentativni-
mi daty a odborna spole¢nost nadto sleduje dosahované
preziti. Narodni referen¢ni standardy pétiletého preziti
za obdobi srovnatelné s EUROCARE-4 byly opakované
prezentovany na ¢eskych konferencich a v roce 2007 byly
i souhrnné publikovany [3]. Popis metodiky EUROCA-
RE-4 je dostupny a mizeme tedy prezentovat populacni
data CR v podobé srovnatelné s mezinarodni studii.

Stav Narodniho onkologického registru CR a modelo-
vani preziti

Podrobny audit kvality dat NOR byl jiz publikovan v ¢aso-
pise Klinicka onkologie [3], a proto se zde omezime pouze
na shrnuti zavért vyznamnych z hlediska modelovani pie-
ziti. Databaze NOR jednoznaéné piedstavuje zakladnu pro
nalezeni smysluplného referen¢niho souboru, jehoz kvali-
ta umoznuje referenéni analyzu pfeziti. Ve shod¢ se studii
EUROCARE-4 jsme rozsah analyzovanych dat omezili
na obdobi 1995-2003, kdy muzeme pracovat s validnimi
zaznamy podle novéjsich verzi TNM klasifikace. Obrazek
1 znazornuje kroky, které vedly k vymezeni kone¢ného
referen¢niho souboru z vychozich n = 521 745 zaznamt
hlasenych od 442 254 jedine¢né identifikovanych pacien-
th (Obrazek 2). Stratifikace na obrazku 2 pracuje pouze
s unikatnimi pacienty a je nezbytna, nebot’ opakované
hlasené malignity u téhoz ¢lovéka by zkreslovaly definici
referen¢niho souboru.
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Vsechny tpravy (Obrazky 1 a 2) byly provadény ve
shodé¢ s renomovanymi mezinarodnimi publikacemi
a jejich detailni zdGvodnéni lze nalézt v jiz citované
praci Dusek a kol. [3]. Jedna se zejména o nasledujici
upravy:

- Odfiltrovani diagndz, u nichz neni exaktni hodnoceni
vysledkt 1écby v databazi NOR mozné. Jde o diagnd-
zy se zcela specifickou 1é¢bou nebo o diagnézy, kde
neexistuje TNM klasifikace nebo ma jen omezenou
platnost jako jsou hematoonkologické diagnozy, na-
dory in situ a nddory CNS.

- Odfiltrovani zdznami s nejasnym datumem diagnoézy,
které nemohou byt zahrnuty do kalkulace celkového
preziti, tedy zdznami diagnostikovanych pii pitvé
a zaznamu DCO.

- Odfiltrovani zdznami s nekompletni diagnostikou
v disledku ¢asného umrti nebo jiné udalosti, ktera za-
branila dokonceni diagnostiky a zahajeni 1é¢by. Tyto
zaznamy by znemoziovaly analyzu preziti pro jed-
notliva klinicka stadia.

- Detailni analyza odhalila pouze 6% zaznami s pro-
blematickou diagnostickou ¢asti. Tyto tzv. ,,unstaged*
zaznamy byly z referen¢nich analyz vypustény, nebot’
neumoziuji vérohodné urceni diagndzy. Timto ne-
dojde k systematickému zkresleni vystupii, nebot’ ve
shodé s mezindrodni literaturou nevybocuje typické
preziti u téchto problematickych zaznamu z mediano-
vych hodnot.

Z obrazki 1 a 2 tedy pro sd€leni v tomto €lanku vyplyva:

- Ceska data jsou dostate¢né rozsahla a reprezentativni
pro analyzy pfteziti srovnatelné s dal§imi evropskymi
staty.

- Ceské data umoziiuji podrobngjsi analyzy nez uvadi
studie EUROCARE-4, nebot’ obsahuji identifikaci
klinického stadia a TNM, a dale rovnéz popis apliko-
vané terapie.

- Ceské populaéni data jsou plné pod kontrolou a je
mozné z nich pomoci datovych filtrd definovat rizné
zaméfené soubory.
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Metodika EUROCARE-4 a jeji aplikovatelnost na ces-

ka data

V této kapitole se nebudeme zabyvat detailnim rozborem

metodik populaéniho hodnoceni peziti, étenafe 1ze odka-

zat na rozbor uvedeny v praci Dusek a kol.. [3]. Obecné
1ze konstatovat, Ze v ¢ele studie EUROCARE-4 stoji vel-

mi zkuSeni analytici dat a jejich zpracovani nelze po sta-

tistické strance nic vytknout. Také pouzitd metodika tzv.

kohortni analyzy je standardni a je pln¢ kompatibilni s pii-
stupem pouzitym i pro ¢eska data [4, 5]. Pfesto existuji
jisté rozdily, které maji vliv na kone¢ny prezentovany vy-
sledek. Primarnim cilem studie EUROCARE je dosdhnout
srovnatelnosti riznych registrt, které vypovidaji o rizné
demograficky strukturovanych populacich. Tomu tedy
musi byt poplatna metodika standardizace vypocti. Nao-
pak standardy navrzené pro ceska data byly kalkulovany

s cilem vérohodn& popsat preziti v CR a umoznit srov-

navaci analyzy uvniti statu. Pivodné publikované ceské

vysledky byly tedy vazeny s ohledem na demografickou
strukturu ¢eské populace pacientt, zatimco autofi EURO-

CARE museli vazit s ohledem na strukturu jim dostupnych

dat. Metodické rozdily 1ze stru¢né komentovat takto:

e Mirny rozdil EUROCARE-4 proti hodnotdam publiko-
vanym pavodné pro CR [3] je v hodnoceném ¢asovém
obdobi, nebot EUROCARE-4 zahrnuje vSechny paci-
enty diagnostikované v letech 1995-1999 a sledované
do konce roku 2003, zatimco pfi vypoctu referen¢nich
standarda pfeziti v CR byli uvazovani pacienti dia-
gnostikovani v letech 1995-1998, tedy s kompletnim
pétiletym sledovanim. Tento rozdil ma vsak pouze
marginalni vyznam.

e Naopak vyznamny rozdil Ize nalézt ve vékové stan-
dardizaci relativniho preziti. Referenéni hodnoty pte-
7iti navrzené pro CR [3] byly standardizovany dle za-
stoupeni pohlavi a péti vékovych skupin (<50, 50-59,
60-69, 70-79 a 80 a vice let) v ramci jednotlivych di-
agndz. Nejprve bylo v kazdé definované tfidé vypoc-
teno preziti a nasledné pak byl dle vah tiid vypocten
vazeny prumér téchto hodnot. Autoii studie EURO-
CARE-4 pouzili vahy odvozené z vékové struktury
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populace evropskych onkologickych pacientl ve stu-
dii EUROCARE-2 [6]. Zde byly diagnozy rozdéleny
shlukovou analyzou do tii skupin (dle podobné véko-
v¢é distribuce) a pro kazdou byly navrzeny bez ohledu
na pohlavi vahy odpovidajici nasledujicim vékovym
tiidam: 15-44, 45-54, 55-64, 65-74 a 75-99 let. Tyto
vahy jsou uvedeny v tabulce 1 spolu s vahami, které
by odpovidaly situaci v NOR pii pouziti stejnych vé-
kovych kategorii jako ve studii EUROCARE-4.
Z tabulky 1 jednoznac¢né vyplyva, ze vahy aplikované
ve studii EUROCARE-4 zesiluji u vétSiny nejcastéjsich
diagnéz vliv spide starsich vékovych ttid, zatimco v CR
jsou tyto diagnozy pomérné silné zastoupeny i v relativné
mladsich vékovych tfidach. ,,Evropské vazeni* tak nutné
pozici CR mirn& znevyhodiiuje. Tento jev musel byt jests
vice patrny uvazime-li maly objem nereprezentativnich
dat, ktera byla z CR do EUROCARE-4 zaslana.

Pouziti vah odpovidajicich evropské standardni populaci
onkologickych pacientd mize vyraznym zpisobem ovliv-
nit vysledné hodnoty relativniho pfeziti jednotlivych stati.
Spojené vahy logicky zesiluji vliv vékovych skupin domi-
nujicich ve spojené evropské populaci. Relativni zastou-
peni rtiznych vékovych skupin se ale mize v jednotlivych
zemich liit. Z ¢eského pohledu je také diskutabilni citova-
na standardni evropska populace onkologickych pacientt
[6], nebot” soubor, na jehoz zakladech byly vahy stanove-

v

ny, nebyl v celoevropském méfitku zcela reprezentativni.

Srovnani reprezentativnich dat CR s daty studie
EUROCARE 4

Vyse uvedeny komentat doklada silny vliv pouzitého zpu-
sobu veékové standardizace na vysledné hodnoty preziti.
Autofi EUROCARE-4 nicméné postupovali spravné, ne-
bot’ pouzili spojena data analyzovanych registri a vytvo-
fili tak vahy na zaklad¢ dostupného souboru evropskych
registrii. Takto generované vahy ale znevyhodnily pozici
dat CR a prispély k vyslednému nelichotivému vysledku
(Tabulka 1). Dale je logické, ze ¢im mén¢ dat konkrétni

stat do celku nahlasi, tim je vliv jeho populace méné vidi-
telny v celkovém standardizujicim vazeni. Minoritni ex-
port poskytnuty z ¢eské strany tak situaci jesté zhorsil.
V tuto chvili nemame k dispozici presna data, ktera byla
z CR do EUROCARE-4 odeslana, a nemizeme tedy vy-
pocty rekonstruovat pifimo na zaslanych zdznamech. Na
obrazku 3 tedy nabizime srovnani hodnot pétiletého rela-
tivnho preziti studie EUROCARE-4 [1] s vysledky ziska-
nymi nad uplnymi ¢eskymi daty stejnou metodou. Ceska
data pritom zpracovavame dvojim zptisobem:

- vypocet vazeny podle demografie ¢eské populace paci-
entl

- vypocet vazeny podle metodiky aplikované v EURO-
CARE+4

Vysledné srovnani na obrazku 3 a v tabulce 2 potvrzuje
pfedchozi metodické uvahy. Aplikujeme-li na data NOR
vahy dle evropskych dat, vysledné pieziti u vétsiny di-
agnoz poklesne. Pokles je vice viditelny u diagndz, kde
evropské vahy zesiluji vliv starSich vékovych tfid, kde je
mensi pravdépodobnost dlouhodobého preziti. I pfes tyto
problémy je vSak zavér srovnani reprezentativnich Ces-
kych dat a vysledki EUROCARE-4 jasny:

- Pieziti dosahované v CR se u vétsiny diagnéz vyznamné
nelisi od priméru vyspélych zemi Evropy. U tady di-
agnodz tento vSeobecny primér dokonce piekracujeme,
nicméngé vétsinou opét statisticky nevyznamné. Rozdily
oproti primérnym evropskym datim se pohybuji pfi-
blizn€ v rozsahu do 5%, coz zanika ve variabilité od-
had.

- Ve shod¢ s Evropou mame nejvyssi preziti u diagndz
C62, C73, C50, C54, C55 a naopak nejhorsi vysledky
u C23-C24, C34, C15, C22 a C25.

- Statisticky vyznamné lepsi vysledky CR byly oproti EU-
ROCARE-4 zjistény pouze u C67 a naopak vyznamné
sniZzena pravdépodobnost pieziti byla zachycena u C32
a Col.

Zavér je jednoznaény. Pokud bychom do EUROCA-

RE-4 zaslali skute¢né reprezentativni a validni popu-

Tabulka 1. Vihy pouzité pro standardizaci odhadu relativniho preziti ve studii EUROCARE-4 a jejich obraz v datech NOR

Diagnostick4 skupina Vihy pouZité ve studii EUROCARE-4 (Corazziari a kol., 2004) | Vihy dle NOR CR pi pouZiti stejnych vékovych kategorif jako ve studii EUROCARE-4

15-441et | 45-541et | 55- 64 let | 65-74let | 75- 99 let | Celkem | 15-44let | 45-54let 55-64let | 65-74let | 75-99let | Celkem

C00-C08 Dutina Gstni 7.0 % 120% | 230% | 290% | 290% |1000%| 119% 290 % 250 % 20,8 % 134 % 100,0 %
C09-C10,C12-C14 Hitan 7,0 % 12,0 % 23,0 % 29,0 % 29,0 % 100,0 % 12,2 % 391 % 283 % 152 % 5,1 % 100,0 %
Cl11 Nosohltan 28,0 % 17.0 % 21,0 % 20,0 % 14,0 % 100,0 % 17.9 % 24,6 % 24,1 % 24,1 % 92 % 1000 %
[SE Jicen 7.0 % 120% | 230% | 290% | 290% |1000% 6.3 % 318 % 29,5 % 23% 10,1 % 100,0 %
Cl6 Zaludek 7.0 % 120% | 230% | 290% | 290% |1000% 52% 12,0 % 194 % 350 % 28,4 % 100,0 %
C18-C21 Tlusté stfevo a konednik 7.0 % 120% | 230% | 290% | 290% |1000% 3.8 % 132 % 229 % 37,5 % 22,6 % 100,0 %
Cc22 Jétra a intrahepatdlni Zlu¢ové cesty 7.0 % 12,0 % 23,0 % 29,0 % 29,0 % 100,0 % 4,5 % 16,4 % 224 % 36,4 % 20,3 % 1000 %
C23-C24 Zluénik a Zludové cesty 7.0 % 12,0 % 230 % 29,0 % 29,0 % 100,0 % 1.9 % 9,7 % 18,4 % 39,1 % 30,9 % 1000 %
25 Slinivka brisni 7.0 % 120% | 230% | 290% | 290% |1000% 37% 152 % 220 % 36,2 % 229 % 100,0 %
32 Hrtan 7.0 % 120% | 230% | 290% | 290% |1000% 7.0 % 325% 32,0 % 212 % 72% 100,0 %
33,034 Priidusky a plice 7.0 % 120% | 230% | 290% | 290% |1000% 29% 18,8 % 31,0 % 354 % 119 % 100,0 %
C43 Melanom kiize 28,0 % 17,0 % 21,0 % 20,0 % 14,0 % 100,0 % 22,5 % 232 % 19,0 % 233 % 12,1 % 100,0 %
C50 ZN prsu 7.0 % 12,0 % 23,0 % 29,0 % 29,0 % 100,0 % 11,1 % 250 % 22,1 % 26,6 % 15,1 % 1000 %
C51-C52 Vulva a pochva 7.0 % 120% | 230% | 290% | 290% |1000% 47 % 10,4 % 17,1 % 339 % 338 % 100,0 %
Cs3 Hrdlo délozni - cervicis uteri 280% | 170% | 210% | 200% | 140% |1000% | 390 % 249 % 158 % 13,8 % 6.6 % 100,0 %
54,055 Télo délozni - corpus uteri 7.0 % 120% | 230% | 290% | 290% |1000% 47 % 19,1 % 289 % 353 % 12,1 % 100,0 %
C56 Vajecnik a jiné délozni organy 7,0 % 12,0 % 23,0 % 29,0 % 29,0 % 100,0 % 14,9 % 258 % 22,6 % 253 % 114 % 100,0 %
C61 Predstojnd Zldza - prostata 7.0 % 12,0 % 23,0 % 29,0 % 29,0 % 100,0 % 02 % 34% 16,4 % 47,2 % 328 % 100,0 %
C62 Varle 60,0 % 10,0 % 10,0 % 10,0 % 10,0 % 100,0 % 84,7 % 10,4 % 2.8 % 1.3 % 0.8 % 100,0 %
C64-C66,068 Ledvina a jiné orgdny mogovych cest | 7,0 % 120% | 230% | 290% | 290% |1000% 6.3 % 20,1 % 272 % 334 % 129 % 100,0 %
c67 Motovy méchyF 7.0 % 120% | 230% | 290% | 290% |1000% 35% 122 % 24 % 40,6 % 212% 100,0 %
c73 Stitnd 7ldza 280% | 170% | 210% | 200% | 140% [1000%| 314% 280 % 152 % 17,5 % 8.0 % 100,0 %
Ostatni zhoubné nadory 7.0 % 12,0 % 230 % 29,0 % 29.0 % 100,0 % 20,2 % 19.6 % 20,5 % 244 % 152 % 100,0 %

402 KLINICKA ONKOLOGIE 20 6/2007



sdéleni

[ EUROCARE4

100 i o VOR CR (vahy dlevékuvégish*ibuce
e Kologickjch ivER
I L -
;j . ol :1 ye ! O NORCR vihy die vékové distrbuce
f; & "Ia evropskjch dat v EUROCARE—4)
£ |l R ‘|
e °
2
: = o
nil 1L WWWW@
& ' f‘y FASS A by FAEAS
s f EOEA j Fd *‘@P’
g \&@ o"‘c 6& F G‘P JQ@ \!b&,'o E;
e‘o @ @p’v ﬂg@ &@& ‘}& ¥ 3‘?@ ggff
A *? 3&5 ‘Fé’y "5‘\
s 4
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laéni data NOR, vysledky srovnani by pro CR nebyly
negativni a v celkovém pi‘ehledu dokonce mirné nad-
pramérné. A to i pfesto, Ze nas jako populaci u fady di-
agn6z znevyhodiuje vaZeni pouZzité v EUROCARE-4.

Vysledky studie EUROCARE 4 maji omezenou inter-
pretaci

U populacnich analyz pteziti existuji v zdsad€ nasledujici
dvé moznosti s velmi odlisnou interpretaci a informa¢nim
vyznamem:

(1) Do analyzy zahrneme vSechny pacienty, tedy i ty,
kteti neprod¢lali protinddorovu terapii. Tento po-
stup, ktery byl zvolen ve studii EUROCARE-4,
poskytuje celkovy epidemiologicky obraz o dané
populaci. Jeho informacni pfinos pro hodnoceni
zdravotnického systému je ale velmi omezeny,
nebot’ neni mozné separovat skutecné protinado-

Tabulka 2. Srovnani pétiletého relativniho pfeZiti u vybranych diagnéz ve studii
EUROCARE-4 a vysledkii reprezentativni analyzy NOR CR (vSichni pacienti s i bez
protinddorové terapie; kohortni analyza)

! Data z NOR CR odpovidaji vysledkiim referenénich analyz vdZenych na demografickou strukturu
populace ¢eskych onkologickych pacientii (Dusek a kol., 2007). Vliv vazZeni aplikovaného na zdkladé
evropskych dat je patrny ze srovndni na obrdzku 3.

* Statistiky vyznamny rozdil mezi vystupy EUROCARE-4 a analyzou reprezentativnich dat NOR

Diagnosticka skupina 5-leté relativni preZiti (%)
EUROCARE-4| NOR'
C62 Varle 93.8 88,9
C73 Stitnd 7ldza 86,5 90.8
C43 Melanom kize 82,0 82,7
C50 81.1 76.8
C54 Zni - corpus uteri 78,3 80,6
C61 Pedstojnd Zldza - prostata 77,0 69,9 -
C53 Hrdlo déloZni - cervicis uteri 66,5 70,8
C67 Mocovy méchyf 65.8 73,7
C32 Hrtan 63.1 51,6
C64-C66,C68 Ledvina a jiné organy mocovych cest 59.2 62,0
C51-C52 Vulva a pochva 57,8 51,9
C18-C21 Tlusté stfevo a koneénik 53,9 47,1
C56 Vaje¢nik a jiné délozni organy 41,6 45,5
Cl16 Zaludek 24,1 19.2
C23-C24 Zluénik a Zludové cesty 14,1 9,9
C34 Pradusky a plice 12,6 9,2
Ci5 Jicen 12,3 7.7
Cc22 Jétra a intrahepatalni Zlucové cesty 8,6 52
C25 Slinivka biisni 5.5 4.4

rove lécené pacienty a nemame k dispozici ani
udaje o preziti pro rizna klinicka stadia. Klinic-
ké stadium pfitom Casto determinuje preziti vy-
znamngéji nez samotna diagndza.

Do analyzy vstupuji pouze data pacientl, ktefi
skute¢né prodélali protinddorovou terapii. Tedy
zaznamy, které vypovidaji o skute¢né zatézi a také
vykonnosti zdravotnickych zafizeni. Vypustény
jsou zaznamy s nulovym pfezitim (DCO, nalezy
pri pitve) a také zaznamy pacientd s Casnym umr-
tim bez zahdjené protinadorové terapie. Vysledné
analyzy dale nezahrnuji zaznamy pacientd, ktefi
neabsolvovali 1é¢bu z jinych objektivnich divo-
di jako je odmitnuti 1é¢by, vysoky veék a pokroci-
lost onemocnéni. Takto provedena analyza realné
vypovida o pteziti 1é¢enych pacientli a muze byt
povazovana za indikator kvality 1écebné péce.

2

Tabulka 3. Hodnoty pétiletcho absolutniho a relativniho preZiti kalkulované KOMPLETNI analyzou na referenénim souboru dat Ndrodniho
onkologického registru CR za obdobi 1995 — 2003. Analyza dat pacientt s protinddorovou lé¢bou ze vSech typl zdravotnickych zafizeni.

Stadium 142 Stadium 3 Stadium 4
Diagnosticka skupina - 3o - 3o - 3o
N S-leté relativnf N S-leté relativnf N S-leté relativnf
prezitt pieziti prezit pieziti prezit pieziti

€00-C08 Dutina tistni 1733 61,81 78,8 733 31,93 36,55 1388 18,81 21,49
C09-C14 Hitan a nosohltan 368 51,44 59,79 542 37,19 43,68 1618 23,79 27,32
Cls Jicen 506 16,56 19,94 422 6,09 7,94 349 2,43 28
cle Zaludek 3167 40,81 52,62 1586 11,87 14,76 1488 3,66 4,81
C18-C21 Tlusté stfevo a koneénik 23350 57,97 75,48 9078 36,28 46,51 7643 9,97 12,79
22 Jitra a intrahepataln{ ZIucové cesty 94 28,1 32,55 159 23,06 26,58 319 6,09 6,38
€23-C24 Zlugnik a Zlugové cesty 900 33.15 41,42 373 12,17 15,29 771 5,12 6.31
C25 Slinivka bfisni 523 17,63 21,3 375 8,45 9,54 1050 1,64 1,88
32 Hrtan 1567 65,2 78,44 778 44,29 51,96 1077 22,54 2531
C34 Priidusky a plice 5539 28,47 332 8837 8,11 9,61 7892 277 327
c43 Melanom kiize 7956 79,75 92,64 1254 43,57 55,23 391 17,35 21,16
C50 ZN prsu 25946 80,57 91,58 4904 50,17 50,84 2808 20,45 24,75
C51-C52 Vulva a pochva 365 61,08 75,43 229 25,92 339 119 14,44 16,25
Cs3 Hrdlo d&lozni - cervicis uteri 5055 81,49 85,58 1489 43,00 46,39 393 13,63 1427
Cs4 Télo délozni - corpus uteri 9062 79,35 90,38 851 44,25 50,56 350 23,51 26,93
Cs6 Vajeenik a jiné délozni orgdny 2779 78,34 84,7 2021 32,72 35,45 1733 17,66 18,96
C61 Predstojnd 7laza - prostata 6381 66,07 97,58 1771 54,60 80,81 3559 24,84 37.0
C62 Varle 2406 94,09 96,31 418 56,46 57,31 * * *
C64-C66,C68 | Ledvina a jiné orgény mocovych cest 7609 74,73 89,03 2476 53,17 64,2 2140 15,71 19,07
c67 Mocovy méchy 7825 65,6 86,6 659 23,71 32,52 616 16,86 21,41
c73 Stitna 7ldza 2579 94,64 101,21 352 76,28 84,3 349 51,45 56,86

Ostatni zhoubné nadory 1324 61,85 73,93 326 43,08 51,01 451 18,08 21,54

* U diagnézy C62 nenf stadium 4 v nové verzi klasifikace TNM definovdno
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Ceské data NOR umoziiuji oba zminéné analytické piistu-
py a logicky bychom se tedy pfi hodnoceni kvality péce
méli drzet vice vypovidajici analyzy protinadoroveé léce-
nych pacientt. Studie EUROCARE-4 tyto cile naplnit ne-
mohla, nebot’ riznorodd a parametricky chuda evropska
data takovou analyzu neumoziiuji. Toto konstatovani neni
rozhodné kritikou autorti, tito naopak dosdhli mozného
maxima z poskytnutych dat. Musime si ale uvédomit vel-
mi omezenou interpretac¢ni hodnotu vysledku EUROCA-
RE-4:

- studie EUROCARE-4 neni evropsky zcela repre-
zentativni, nejsou do ni zafazeny vSechny staty a ne
vSechny analyzované registry jsou celopopulaéni

- vysledky neanalyzuji pfeziti dle klinickych stadii
a jsou tedy pouze epidemiologickym obrazem situace
v jednotlivych zemich

- zpusob zpracovani vysledk muze zkreslovat realné
hodnoty pfeziti dosahované v mensich statech, pokud

je jejich veékove specificka incidence posunuta oproti

spojenym datiim ostatnich zemi
Nutno zdlraznit, Ze autofi studie EUROCARE-4 jsou si
tohoto védomi a data v diskuzi velmi opatrné interpretu-
ji. Pro zlepseni informovanosti o skutecnych vysledcich
¢eské onkologie neni tedy nutné polemizovat s vysledky
studie EUROCARE-4, ale je nutné publikovat skutecné
relevantni standardy preziti. Tyto jsou jiZ navrzeny a zde
je ve struéné verzi shrnuje tabulka 3. Detailnéj$i rozbor lze
nalézt v praci Dusek a kol. [3].
Na zavér se v§i diraznosti konstatujeme, Ze neni mozné
z CR odesilat pro tak zavazna a viditelna mezinarodni
zpracovani nereprezentativni a ¢astecna data. Ceska on-
kologicka spolecnost nyni bude zavéry studie EUROCA-
RE-4 korigovat mezinarodni publikaci redlnych ceskych
dat. Nadale neni unosné, aby se situace popisovana v tom-
to ¢lanku opakovala.
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ONKOLOGICKY VYZKUM CESKE REPUBLIKY

V SOUVISLOSTECH

ONCOLOGY RESEARCH IN THE CZECH REPUBLIC WITH REGARD TO THE

SPECIFIC CONDITIONS

ZALOUDIK J.,

MASARYKUV ONKOLOGICKY USTAV V BRNE

Kvalitou a vysledky vyzkumu zhoubnych néadorovych
onemocnéni v Ceské republice se nelze zabyvat izolované
bez kontextu a srovnani se zahrani¢im, pfedevsim pak se
zemémi, které jsou nam tradici a prostiedky blizké nebo
k nimz se v ramci mezinarodni kooperace chceme ptibli-
zit. Vzdy budeme jen soucasti velkého soukoli svétové
veédy, avSak zaleZi jen na nas jak bude tento nas podil na-
venek vyznamny, a také, co si v tomto procesu odneseme
pro zlepseni nasich pomért doma. Pod pojmem vyzkum si
u nas Casto velmi zuzen¢ predstavujeme jen jakési tajemné
snazeni titulovanych védcu ukrytych v laboratofich a smé-
fujicich k novému Iéku proti rakoviné. Na mezinarodnim
poli se pod pojmem ,, research * skryva kromé uvedenc¢ho
také patrani po pravém stavu véci na Grovni celé popula-
ce, v ramci skupin nemocnych na stejnou diagnézu, hod-
noceni stavu informovanosti laické i odborné vetejnosti,
usili o pokrok také v prevenci, stejné jako v diagnostice i
1écbe, dokonce i sledovani vysledkt projekti ¢i efektivity
vynakladanych prostredkd.

ERCM Forum

Od roku 2002 spolupracuje Masarykiv onkologicky ustav
na aktivitach European Cancer Research Managers Fo-
rum (Forum manazert evropského vyzkumu rakoviny),
které funguje pii Evropském parlamentu v Bruselu. Cilem
ERCM fora bylo nejprve popsat stav vyzkumu rakoviny
a jeho financovani v Evrop¢, provést srovnani uvniti EU
i s ostatnim svétem, predevsim s USA, poté cilen¢ podpo-
fit onkologicky vyzkum v evropském prostoru identifikaci
hlavnich finan¢nich zdroji a v budoucnu se mozna pokusit
i o racionalni koordinaci alokace zdroji a evaluace vysled-
ki podle sjednocenych kriterii.

Postupné pak sekretariat ERCM navazoval podle infor-
maci Géastnikt fora ptimé kontakty s jednotlivymi granto-
vymi a sponzorujicimi institucemi ¢i organizacemi ve v§ech
¢lenskych zemich a dotazoval se na prostfedky vénované
onkologickému vyzkumu v roce 2004. K tomu byly ziska-
ny dalsi informace o védeckém vykonu, méfeném v této
fazi pouze poctem publikaci, registrovanych ve svétovych
databazich. Do hodnoceni byly kromé ¢lenskych zemi EU
zahrnuty i Svycarsko a Izrael , které v ERCM foru rovnéz

spolupracuji. Celou praci koordinovali Britové, jmenovité
Seth Eckhouse, Grant Lewison a Richard Sullivan.

18.zati 2007 byla ve spise klubovém prostiedi o 34 ucast-
nicich v budové Evropského parlamentu Richardem Sulli-
vanem uvedena a diskutovana souhrnna zprava s nazvem
Investment and Outputs of Cancer Research : from the
Public Sector to Industry. Zprava je nyni jiz vetejné k dis-
pozici na webové adrese www.ercmforum.org. Domnivam
se nicméné, Ze si zaslouzi komentaf i na zaklad¢ osobni
zkuSenosti z jednani. A to jak s ohledem na zavéry, tak i na
obsah diskuse, ktera v Bruselu probéhla, a nepochybné
i v kontextu se stavem, jak ho zname z domova.

Eurokontext

Vroce 2004 bylo v Evropé registrovano 2 886 800 piipadi
rakoviny, z toho v Ceské republice 68 641 pripadi. Umr-
ti na rakovinu bylo v roce 2004 v Evropé zaznamenano
1 711 000, z toho v Ceské republice 29 168. Pom&r umrt-
nosti a vyskytu, tedy mortality a incidence ¢ili MI index,
&inil v celé Evropé 0,593, v Ceské republice 0,425. Pii
ur¢itém zjednoduseni to znamenad, ze v Ceské republice
preziva zhoubna nadorova onemocnéni o 17% pacientl
vice nez ¢ini pramér celé Evropy, at’ uz je to ¢asnéjSim
zachytem, pfiznivéjsi strukturou onkologickych diagnéz
nebo lepsi 1éEbou nez je pramér Evropy. To je dobré zjiste-
ni. Ve skute¢nosti vSak bez detailniho vhledu do struktury
diagnoéz a péce v jednotlivych zemich jen malo vypovi-
da o cilevédomé zasluze na tspéchu. Potési vSak, ze jsme
v tomto hrubém parametru umisténi dosti nad praimérem,
a¢ nas leckdo leckde obcas presvédcuje, ze jsme v onkolo-
gické péci pod primérem. Stalo se tak tfeba v hodnoceni
EUROCARE III i EUROCARE 1V, kam data za Ceskou
republiku zmatené, bez odborné validace a bez garance
odbornou spole¢nosti stale predavaji tfednici.

V celkovém objemu prostiedkil, investovanych do onko-
logického vyzkumu v roce 2004, se ¢astkou 4,4 miliony
euro nachazime zhruba uprostied tabulky evropskych
zemi. Tabulku vede Castkou 783 miliont euro Velka Bri-
tanie, nasleduje Némecko s 324 miliony euro a Francie
s 249 miliony euro. Zajimavé je hodnoceni podilu statnich
a nestatnich prostfedkd na této investici. V Britanii, Fran-
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cii, Italii nebo Svycarsku je tento podil zhruba vyrovnany.
Vychodoevropské zemé, véetné Ceské republiky, ale také
tieba Portugalsko a Recko, Jsou navyklé spoléhat pfede-
v§im na statni prostiedky. V Ceské republice ¢ini podil ne-
statnich prostfedku jen asi 1/16, tedy kolem 6%.
Mimotadné zajimavé jsou vSak absolutni ¢astky vénova-
n¢ onkologickému vyzkumu na jednoho obyvatele. Zde se
Ceska republika nachazi v dolni tfetiné ¢astkou 0,43 euro
na obyvatele. Je skuteéné zarazejici a v kontrastu k tomu,
za jakou hrozbu vefejnost rakovinu poklada , Ze roéné na
kazdého obcan pfipada jen néjakych 13 K¢, coz je castka
zanedbatelnd i1 pro ty nejchudsi. Ve Velké Britanii, kterd
tabulku vede, je to na jednoho obc¢ana pies 13 euro, tedy
skoro 400 K¢.

V hodnoceni podilu ¢astky vénované vyzkumu rakoviny
na hrubém narodnim produktu (GDP) se pozice Ceské re-
publiky vylepSuje do poloviny tabulky hodnotou 0,0051%.
Z vychodoevropskych statl jsou o malo pted nami jen Slo-
vensko a Slovinsko, asi dvojnasobkem nasi hodnoty pak
zejména Estonsko.

V publika¢ni produkei vysledkii onkologického vyzkumu
si Ceska republika nestoji nijak Spatné v kategorii statd,
které do EU teprve nedavno pfistoupily. Nas podil na cel-
kovém poctu publikaci onkologického vyzkumu vsech
zemi EU a USA spole¢né €ini sice jen 0,36%, je to ale vice
nez vykazuje tfeba Portugalsko, Irsko a vétSina vychodo-
evropskych zemi. O dvé desetiny procenta nas piedstihlo
pouze vyrazn¢ lidnatéjsi Polsko. Na prvnich mistech jsou,
jak lze ocekavat , Némecko (9,6%), Velka Britanie (9,1%),
Italie (7,3%) a Francie (6,7%) Podil samotnych USA ¢ini
v tomto spole¢ném hodnoceni Evropy a USA ovSem pl-
nych 48%.

Pozice Ceské republiky se vyrazné vylepsuje, je-li podet
publikaci vztazen k hrubému narodnimu produktu jako
jednomu z moZnych ukazateld sily ekonomiky statu. Pak
se Ceska republika objevuje na 9. misté dokonce pted staty
vitézicimi v absolutnich poctech publikaci, jako jsou jiz
zminéné Némecko, Velkd Britanie ¢i Francie, kde je pomér
mezi bohatstvim statu a onkologickou védeckou produkei
niz§i. V tomto hodnoceni se naopak na ptrednich mistech
umistilo Svédsko, Recko, Holandsko a Finsko. Pred Ces-
kou republikou je ov§em kromé Rakouska také Slovinsko.
Jak se zda, s lidnatosti statu tedy mozna relativné klesa
schopnost zhodnocovat narodni diichod ve védeckém pro-
duktu. To ovSem nic nefika o schopnosti inovaci, k nimz
prispiva zejména soukromy sektor, ktery je z vétSiny nad-
narodni.

Zajimavé je také hodnoceni  pfesunu  t&zis-
t¢ vyzkumu od zakladniho ke klinickému, coz byl
v letech 1995-2003 trend patrny v zemich EU i v USA.
Zejména je tato tendence patrnd ve vychodoevropskych
zemich, s vyjimkou Slovenska a Rumunska. Souvisi to pa-
trné s oslabenim zajmu transformujicich se statti na finan-
covani zakladniho vyzkumu i s relativni absenci nestatnich
finan¢nich zdroji. Na této scéné vice dominuji praktické
pristupy, neziidka i pod vlivem farmaceutickych a bio-
technologickych firem. Posilovani klinického vyzkumu
na ukor zékladniho mize sice znamenat momentalni usili
o vétsi efektivitu vyuziti omezenych prostredkti, z dlou-
hodobéjsiho hlediska v§ak mize podvazovat vyzkumné
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kapacity staty a vést k ,,odlivu mozkd* do zemi s lepsi-
mi podminkami pro zakladni vyzkum. Stoji za pozornost,
ze do zédkladniho vyzkumu vice nez do klinického nyni
investuji tfeba Rakousko, Dansko, Norsko ¢i Irsko. Neni
vylouceno, Ze tak investuji do budoucnosti a pfisti lepsi
konkurenceschopnosti.

Kazdy den umira na rakovinu 3 200 Evropanti. Na¢ tedy
stra$it jen terorismem. Mnozi by na rakovinu umirat ne-
museli. Néktefi na tom ovSem védomou konzumaci rizik
léta pracovali, vétSina je v tom nevinné. Hlavnim cilem
vyzkumu rakoviny by mélo byt, aby se na rakovinu umi-
ralo méné, zejména pak v produktivnim véku. Cila se dafi
i nedafi dosahnout. Zatim jsou méfeny a hodnoceny jen
dil¢i vysledky, tedy pocty publikovanych praci mezina-
rodné uznanych za dostate¢né védecké. V bruselské disku-
si jsme se shodli, ze védecké publikace jsou zatim hlavnim
indikatorem jen proto, Ze jde o parametr dostupny. AZ se
v evaluaci zdokonalime a posuneme vpied, zlistanou pocty
publikaci jen indikatorem vedlejSim (surrogate indicator)
a hlavnim ukazatelem efektivity vyzkumnych aktivit se
stanou realné zmény a vysledky v onkologické praxi (pati-
ent-related outcomes). Ty je sice mozné méfit jiz nyni, ale
dosud obtizné ziskavat a validovat pro vefejné pouZiti.
Nepochybné se o zijmu na vyzkumu rakoviny v Ceské re-
publice spiSe jen hovoii nez by se projevovala ochota vice
investovat. Pul eura ro¢né na kazdého obc¢ana, respektive
jedno jediné euro na obc¢ana ekonomicky produktivniho,
je az neuvéritelné nizka ¢astka, ktera snad ani nikoho ne-
opraviiuje ocekavat vystupy lepsi nez ty, jichz ¢eska véda
v onkologii za danych podminek dosahuje.

Globalni kontext

EU projevuje ve vétsin€ svych Cinnosti a vysledka stalé
nutkani se vymezovat a srovnavat se Spojenymi staty ame-
rickymi. Dvojnasobné to plati v biomedicinském a tedy
i onkologické vyzkumu a pfi hodnoceni jeho efektivity
V piimych nakladech na vyzkum rakoviny USA v roce
2004 zcela dominovaly ¢astkou 5,168 miliardy euro, za-
timco v Evropé to bylo jen 1,971 miliardy euro. Pfi kal-
kulaci zdroji bibliometrickou metodou, v niz se projevi
i nepfima podpora vyzkumu rakoviny na univerzitach a ve
zdravotnickych zafizenich, je pak celkovy objem pro-
stitedkt v USA 5,277 miliardy euro, tedy jen o 2% vyssi,
ovSem v Evropé¢ 3,335 miliard euro, coz je o 41% vice
oproti piimo deklarovanym nakladtim. Tyto rozdily svédc¢i
o nepomérné vyssi mife transparence pfi alokaci prostied-
ki na vyzkum v USA nez je tomu v Evrop¢, kde velka
Cast investic je méné adresnd a volngji interpretovatelna.
V téchto srovnanich neni bez zajimavosti také vysoka
ucast samotného Japonska c¢astkou 1,004 miliardy euro,
ovSem s ohledem na nevelky pocet obyvatel také Kanady
s 276 miliony euro a Australie se 162 miliony euro.

USA nesporné nesou hlavni tihu investic do onkologické-
ho vyzkumu. Je to patrné i z ¢astky na obyvatele, ktera
¢ini 17,6 euro ro¢né. Jak jiz bylo uvedeno, v ptipadé Velké
Britanie, ktera je v tomto parametru na prvnim misté Ev-
ropé, je to 13 euro a znovu lze jen opakovat, ze v Ceské
republice pouhych 0,43 euro na obyvatele rocné.
Anglofonni zem¢ Velka Britanie, USA, Kanada a Austra-
lie ve svém souctu v podpofe onkologickému vyzkumu
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ve svété absolutné a bezkonkurenéné dominuji. Odrazem
toho je ostatné i skutecnost, ze naprostd vétSina renomova-
nych védeckych Casopist, uvetejiujicich vyzkumné prace
z oboru onkologie, vychazi v anglickém jazyce. To opét
pozitivné ovliviiuje vliv téchto zemi na investice do vy-
zkumu, at’ jiz ze statnich, charitativnich nebo komerénich
prostredk.

Pro Ceskou republiku, ovSem i mnohé jiné evropské zemé,
je vskutku nesnadné budovat v takto nastavené partii kom-
petitivni pozici. Tim vice potési, Ze v publikacni produkci
méfené v relaci k bohatstvi statu se v tabulce nikterak neztra-
cime, a to ani za situace, kdy ro¢ni ptispévek onkologické-
mu vyzkumu na obyvatele ¢ini onéch zanedbatelnych 13 K¢.
Nesporné vSak v Ceské republice existuje znacna rezerva
v ziskavani prostiedkti od nestatnich, charitativnich a ko-
merénich organizaci, navic za situace , kdy ekonomicky stan-
dard obyvatel je v celosvétovém srovnani dosti vysoky.

Firemni kontext

Na onkologickém vyzkumu se znaénou mérou podili také
komer¢ni sektor, pfedevsim nadnarodni farmaceutické fir-
my. Celkovy objem jimi vlozenych prostfedkt ¢inil v roce
2004 asi 3,1 miliardy euro, coz je skoro tolik jako poskytly
spole¢né v ptimych i nepfimych nakladech vSechny ev-

Koresponden¢ni adresa:

Prof. MUDTr. Jan Zaloudik, CSc.,
Masarykuv onkologicky tstav Brno
Zluty kopec &. 7

656 53 Brno

ropské staty. Na prvnich tfech mistech dominuji firmy No-
vartis (353 mil.euro), Aventis (342 mil.euro) a Roche (312
mil. euro). Tak vyznamny pfispévek firem pro onkologic-
ky vyzkum je jist¢ dobrou zpravou. Mén¢ dobrou zpravou
vsak je, Ze do popfedi zajmu se tak dostava spiSe jen me-
dikamentosni 1é¢ba pokrocilych nadorovych onemocnéni.
Vliv na trendy imrtnosti na nadory maji vSak naopak pre-
ventivni programy, ¢asna diagnostika a chirurgicka lécba,
jejichz podpora zlstava neumérné nizka. Statni prostiedky
by pro udrzeni proporci a strategickych cilti v onkologii
mely situaci vyrovnavat a podporovat naopak vice preven-
tivni projekty a kurativni 1é¢bu nadora.

Zavér

Z ptehledu ERCM foéra vyplyva, Ze ve srovnani se svéto-
vym vyzkumem zhoubnych nadorti nemusime viibec po-
kulhavat. Je tfeba jen projevovat zajem a nezdolnou ocho-
tu zkoumat a kultivovat pfedevsim stav véci v nas a u nas.
Zkoumat nejen organizaci molekul, chromosomi a bunéc-
nych organel v nadorovych burnkach, nybrz dat vice pod
mikroskop i organizaci védy a financovani onkologického
vyzkumu i praxe. A vice v€novat pozornost témto téma-
tim také v médiich. Vzdyt’ i za onéch 13 K¢ na obyvatele
ro¢né toho dokazeme pomérné dost.

KLINICKA ONKOLOGIE 20 6/2007 407



zprava

MEZINARODNI GENETICKA KONFERENCE
,, EUROPEAN HUMAN GENETICS CONFERENCE
2007«

INTERNATIONAL GENETIC CONFERENCE
»EUROPEAN HUMAN GENETICS CONFERENCE
2007«

LUKESOVA M.

MASARYKUV ONKOLOGICKY USTAV BRNO,
ODDELENI EPIDEMIOLOGIE A GENETIKY
NADORU

Ve dnech 16.-19. ¢ervna 2007 se konala v Nice (Francie)
konference ,European Human Genetics Conference
2007 (EHGC 2007). Jedna se o vyznamnou genetickou
konferenci, kterd je kazdoro¢né pofadana v nékterém
z velkych evropskych mést spolecnosti ESHG (European
Society of Human Genetics). ESHG je mezinarodni
odborna spole¢nost zalozena v roce 1967, ktera podporuje
vyzkum a jeho aplikaci v Iékaiské genetice. Zaroven
také usnadnuje kontakt mezi odborniky na jednotlivych
pracovistich.

Konference EHGC 2007 byla jiz tficata devata v potadi
a navazovala na uspé$nou tradici konferenci, kde byly
vzdy prezentovany nejnovéjsi vyzkumy z oblasti lidské
genetiky.

Konferenci navstivilo vice nez 100 vystavovatelt a 1650
Ucastnikli, mezi kterymi byli védci, klinicti Iékafi,
laboratorni pracovnici, psychologové, eticti odbornici,
biostatistici atd.

Acropolis, kde probihaly pfednasky soubézné v Sesti
salech. Program byl velmi pestry a zahrnoval jednotlivé
oblasti genetiky, jako je klinicka genetika, cytogenetika,
prenatalni  diagnostika, onkogenetika, molekularni
a biochemickd podstata onemocnéni, geneticka analyza,
populacni genetika, genomika, genetické poradenstvi,
terapie genetickych onemocnéni a dalsi.

Na programu byly také rizné workshopy a satelitni
sympozia. V posterové sekci prezentovalo vysledky svého
vyzkumu asi 1400 védeckych pracovnikid. Na internetové
strance konference (http://www.eshg.org/eshg2007/) jsou
k dispozici ke stazeni v§echny abstrakty ve formatu pdf.
Z velkého mnozstvi pfednasek bych se zminila alespon
o n¢kterych.

S. E. Ollila z Univerzity v Helsinkach prezentovala praci,
jejimz cilem bylo zjistit pomoci funkéniho testu, zdali
missense mutace detekované v MSH2 genu vedou ke
ztraté schopnosti rozeznavat chybnou bazi v dvojtetézci
DNA. MSH2 patii do skupiny genti, které opravuji
chybn¢ sparované baze a zdédéné mutace v téchto genech
zpuasobuji predispozici ke vzniku dédiéného nepolypdzniho
kolorektalniho karcinomu. Velké mnozstvi mutaci v téchto
genech zplisobuje pouze zaménu jedné aminokyseliny
a jejich interpretace je proto slozitd. Diky vyuziti
funkéniho testu bylo mozno rozli§it mutanty se ztratou
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schopnosti vazat se na chybné sparované baze, mutanty,
jejichz schopnost navazat se byla oslabena a mutanty,
kteti schopnost navazat se neztratili. Tato prace poskytla
nov¢ informace o patogenité variant v MSH2 genu, coz je
dulezité pro nasledné vyuziti v klinickém poradenstvi.
Védecky tym z Univerzitni nemocnice v Bonnu prezentoval
vysledky studie sledovani 83 pacientl s mutaci v genu
MUTYH. Zarodecné mutace v genu pro excizni reparaci
MUTYH zptsobuji predispozici ke vzniku kolorektalniho
karcinomu. U 17% ze sledovanych pacientl byly zjistény
duodenalni polypy, 49% pacientli mélo extraintestinalni
1éze. Srovnanim s riziky pro béznou populaci v daném véku
ze studie vyplynulo, ze nosi¢i mutace v MUTYH genu maji
statisticky zvySenou incidenci vyskytu karcinomu ovaria,
endometria a koznich tumort.

Tym autorti z Portugalska shromazdil informace dostupné
z literatury o souboru 99 nosi¢li mutace v CDH1 genu.
Pacienti s mutaci v tomto genu maji predispozici ke
vzniku difuzniho karcinomu zaludku. VEk pacienti pfi
onemocnéni byl mezi 16 a 73 lety, 75% pacientii bylo
diagnostikovano pred padesatym rokem véku. Pomér
pohlavi pacientti byl pfiblizné 1:1. Mutace byly rozptyleny
po celé délce genu, ale preferenéné se nachazely v exonech
2,3,7 a 11. Ze souhrnnych vysledkil vyplyvalo, ze pokud
byla v rodin€ nalezena mutace zpusobujici predcasnou
anamnézu a k onemocnéni pacientti dochazelo v mlad$im
veku, nez kdyz byla detekovana mutace zpiisobujici pouze
zdménu aminokyseliny. Tyto nové poznatky maji velky
vyznam pro genetické poradenstvi. Testovani genu CDH1
u pacientil s karcinomem Zzaludku zvazujeme zavést také
na nasem pracovisti.

Védci z Univerzity v Bruselu se zaobirali otazkou
zdravotniho stavu déti narozenych po preimplantacni
genetické diagnostice. Autofi sbirali a vyhodnocovali
data z 2756 cyklu prenatalni genetické diagnostiky (PGD)
a prenatalniho genetického screeningu (PGS), které byly
na pracovisti provedeny mezi rokem 1993-2005. Po
transferu embryi se narodilo 567 déti — z toho bylo 19
mrtvé narozenych a 548 zivé narozenych, 9 déti zemftelo
neonatalné. Podil perinatalnich umrti 4,9% bude dale
3,6, coz je srovnatelné s vysledky pozorovanymi u déti
narozenych po IVF/ICSI bez PGD. Na zaklad¢ této studie
Ize tedy prohlasit, ze biopsie embrya nevede ke zvySeni
incidence vyskytu zdvaznych malformaci.

Dtlezitosti externi kontroly kvality (EQA) v cyto-
genetickych laboratofich se zabyvala ve své prednasce
B. Quellhorst-Pawley z Oxfordu. V soucasné dobé je
v Evropé asi 700 cytogenetickych laboratoii a méné
nez 50% z nich se pravidelné ucastni kontroly kvality.
Probéhla pilotni cytogeneticka EQA, které se zicastnilo 19
latoratofi z 18 statll. Zavérecné zpravy odrazely odchylky
v interpretaci vysledki mezi jednotlivymi pracovisti.
Tato kontrola kvality bude pfisti rok rozSifena a Ucast
bude umoznéna vice laboratoifim. Ucasti v EQA dojde
ke zlepSeni poskytovanych genetické sluzeb za ucelem
profitu pacientti.
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Dalsi prednaska kolektivu autorti se tykala pravidel
uplatiiovanych pfi genetickém poradenstvi ve 38
evropskych zemich. V ramci studie byl zaslan elektronicky
dotaznik predsediim narodnich genetickych spole¢nosti 29
zemi a kontaktnim osobam v 9 zemich, kde tato spole¢nost
neni. Vysledkem bylo zjisténi, ze legislativa tykajici se
poradenstvi existuje ve 13 zemich a pravidla ve 21 zemich.
Témata nejcastéji zahrnutd v legislativé byla: poradenstvi
v souvislosti s prenatalnim testovanim, informovany
souhlas, dvérnost, Skoleni osob  poskytujicich
poradenstvi a nedirektivni pfistup pii poradenstvi.
Zridka byla v legislativé zahrnuta témata tykajici se
poradenstvi v souvislosti s predispozi¢nim testovanim pro
multifaktoridlni onemocnéni a poradenstvi pro pfislusniky
etnickych mensin. Celych 70% z dotdzanych usuzuje, ze
existence pravidel tykajicich se genetického poradenstvi
jsou nezbytna a 90% si mysli, Ze jista zlepSeni v organizaci
genetického poradenstvi v jejich zemi by byla potiebna.
Celkovym cilem je sjednoceni kvality genetického
poradenstvi.

Na zavérecné plendrni sekci pfednaSel o intracelularni
degradaci proteint profesor Aaron Ciechanover (Izrael),
ktery ziskal v roce 2004 Nobelovu cenu za chemii za objev
zpusobu odbouravani proteint iniciovan¢ho ubikvitinem
v z4jmu sebeobrany proti chorobam. Posledni den
konference doslo také k predani ceny ESHG 2007, kterou
ziskal profesor Andrea Ballabio. Profesor Ballabio ptisobi
na univerzité v Naples (Italie), kde se zabyva mechanismy
podminujicimi vznik genetickych onemocnéni, strukturou
a funkci lidského genomu a také genovou terapii. Cenu
mu piedal piedseda ESHG 2007-2008 Pier Franco Pignatti
a pfedseda vyboru pro védecky program Han Brunner.
Pristi European Human Genetics Conference se bude
konat v Barcelon¢ 31.5.-3.6.2008. Internetova stranka
konference bude v provozu od podzimu tohoto roku.
ESHG konference byva kazdoro¢né¢ jedine¢nou
prilezitosti seznamit se s novinkami z nejriznéj$ich oblasti
lidské genetiky, dozveédét se jaké vyzkumy probihaji
na jednotlivych pracovistich a konzultovat genetickou
problematiku s kolegy z jinych stata.

onkologické spole¢nosti

ZAPIS ZE SCHUZE VYBORU COS KONANE
DNE 16. RIJNA 2007
V MASARYKOVE ONKOLOGICKEM USTAVU BRNO

Pritomni: Vorliek, Petruzelka, Feltl, Aschermannova, , Petera,
Ptibylova, Jelinkova,
Finek, Stahalova, Cwiertka , Zaloudik, Vyzula

Omluveni: Abrahamova ,Barto$
Hosté : Dr.Rotterova, Dr.Horak

1. Predseda COS prof. Vorlicek pfivital vechny piitomné
a zkontroloval plnéni zapisu z minulé schize.

2. Prof. Vyzula pfivital viechny &leny vyboru COS na MOU.
Upozornil, ze prostiedky z byvalych X preparati (z recepti) jsou
dnes soucasti pausalu jednotlivych ZZ a tyto prostfedky je tfeba
, vydobit ,, na pobockach VZP.

3. Blahoptani doc. Peterovi k dopolednimu obhéjeni profesury
pied VR MU.

4. Prof. Petruzelka oslovil feditele VZP Dr. Horaka stran kodu
99991, nema vsak zatim jeho odpoved'.

5. Podrobna verze Néarodniho onkologického programu.Vybor
COS navrhuje doplnit k programu odkazy na jednotlivé aktivity
onkologického programu a narodni standardy v radia¢ni onkologii
(zajisti doc. Petera). VSechny odkazy budou na webové strance
NOP. Zajisti prof. Petruzelka.

6. Spoluprace s Cancer United, v kontakt vstoupil
prof. Petruzelka. Odkaz na jejich aktivity bude na www.linkos.
cz

7. Prof. Vorlicek: jednani (prof. Abrahdmova, doc.Dusek) na
radé NOR. MZ nebude hradit praci NOR, ministr zdravotnictvi

oslovi pfimo fizené a netizené organizace, aby Cinnost NOR
podporovaly.Vybor COS povaZuje nevypsani onkologického
hlaseni za postup non lege artis v onkologii.Tuto povinnost
maji ze zakona viechna zdravotnicka zafizeni. Vybor COS bude
opakované na tuto skute¢nost poukazovat a v piipadé neplnéni
jednotlivymi ZZ informovat zdravotni pojistovny.

8. Schvaleny zapis z jednani s Radou NOR zatim neni k dispozici
(ptvodni verze neodsouhlasena pro vécné nedostatky).

9. Vybor COS si uvédomuje vazné ohrozeni sbéru dat NOR.
10. Prof. Vorli¢ek informuje vybor COS o projektu MZ - Flze
dat VZP a NOR. Zajistuje IBA a doc. Dusek.

11. Doc. Hajduch ptedlozil Koncepci referencnich laboratofi.
Vybor COS vyjadiuje podporu této snaze a piedava doporuéeni
Sekci diagnostické prediktivni onkologie ke kultivaci sité
laboratofi a zada o priibézné informace o stavu této aktivity .

12. Zastupci pojistovny Aviva se nedostavili.

13. Vybor COS hodnoti moznost spoluprace se saskymi onkology
jako zajimavou. Doc. Finek ma dale vyjednavat o konkrétnich
moznostech spoluprace a priabézné vybor informovat.

14. Diskuzni platforma na www.linkos.cz navrzena prim.
Jelinkovou. Po obsahlé diskuzi zatim vybor COS rozhodl, e
tento zpusob diskuzni platformy nebude realizovan, protoze je
dostatek jinych moznosti, jak komunikovat se ¢leny vyboru.

15. Hosté - zastupci Sekce nemocni¢nich 1ékarnikt Dr. Rotterova
a Dr. Horak. Lékarny pfisly pfesunem lékt z receptl na zddanky
o marzi, za kterou mimo jiné provadély fedéni cytostatik. Zatim
se jedna o ztratovou ¢innost, centralni fedéni je pouze na 8
centrech.Vybor COS chépe centralni fedéni cytostatik za jediny
postup lege artis. Vybor podporuje snahu o zavedeni nového
kédu pro centralni fedéni cytostatik.

16. Vybor vzal na védomi dopis védeckého sekretate CLS JEP
o pravech a povinnostech vyboru.
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17. Pokracuje diskuze se zdravotni pojistovnou Metall Aliance.
18. Dopis prof. Vyzuly Dr. Horakovi, fediteli VZP, o uhradé
zdravotni pée. Vybor COS bere na védomi a podporuje jeho
obsah.

19. Dopis Ceské urologické spolecnosti vyboru COS. Vybor
COS vita spolupraci s urologickou spole¢nosti na vzdjemné
fuzi jednotnych lééebnych postupi u urologickych malignit.
Zodpovida prof. Abrahamova a doc. Finek.

20. Vybor COS prebira zastitu na BOD 2008.

21.Vybor COS odsouhlasil, 7e Zasady cytostatické 16&by

spoleénosti

malignich onkologickych onemocnéni budou v pravidelnych
intervalech aktualizovany. Navrhy do pfistiho vyboru. Zmény
budou vyvéseny na webu a zaslany do zdravotnich pojistoven
platnosti tisténé verze.

22. Novi &lenové COS: Luboslava Krasna - VFN, Petra Panovcova
- Ples, Alexandra Ligova - FN Ostrava, Tomas Biichler - FTN,
Zuzana Lapackova - Ples, Lukas Vrbensky - Neratovice, Ludmila
Hynkové - MOU.

23. Pisti schiize vyboru COS se sejde 13. listopadu 2007 ve FN
Hradec Kralové. Hostitelem bude doc.Petera.

PODNET K USTAVENI ODBORNE SEKCE COS CLS JEP:
SEKCE EPIDEMIOLOGIE NADORU A ZDRAVOTNICKE INFORMATIKY

Zdivodnéni a vyznam sekce. Podnét k zalozeni této sekce je predkladan na zaklade rostouciho vyznamu informatiky a analyzy dat v on-
kologické klinické praxi i v klinickém vyzkumu. ZkuSenosti posledni doby nadto dokladaji vyznam spravné a exaktni prezentace vysledk
a kvality 1é¢ebné péce v CR pod hlavickou odborné spolecnosti. Jak vyplyvé z nize uvedenych cilii sekce, jde o iniciativu sjednocujici rizné
jiz funkéni projekty v koncepci umozitujici vzajemnou koordinaci. Hlavnim strategickym cilem sekce je vybudovat jednotnou zakladnu
informatické, analytické a prezenta¢ni podpory, ktera bude rovnocenn dostupnéa viem onkologickym pracovistim CR. Cinnost sekce posili
vsechny aktivity a projekty, které s informatikou a analyzou dat uzce souvisi, od zpracovani epidemiologickych dat, pres klinické studie
a vyzkumné registry az po projekty souvisejici s elektronickou dokumentaci pacienta a analyzou realnych dat klinickych pracovist’. Sekce
rovnéz prispéje k posileni mezioborového vyzkumu environmentalnich rizik ve vztahu k onkologickym onemocnénim.

Struény vypis cilii sekce:

Piispé&t k plnéni viech bodi Narodniho onkologického programu CR, které souvisi s odbornou informatikou a analyzou dat. Udrzet
a nadale rozvijet hodnoceni dat o epidemiologii nadori v CR tak, jak dosud probihd v projektu SVOD (www.svod.cz). Piispét k mo-
dernizaci sbéru dat Narodniho onkologického registru pomoci informa¢nich a komunikacnich technologii. Pfispét k informa¢nimu
i analytickému zazemi vyznamnych projektd onkologické prevence, piedev§im projekti celostatné garantovaného screeningu kar-
cinomu prsu a karcinomu kolorekta, ptipadné dalsich. Usilovat o zkvalitiiovani zpracovani dat v téchto projektech. Vyvijet a v praxi
uplatiiovat metodiku prediktivniho modelovani epidemiologie nadorovych onemocnéni v CR a souvisejicich nakladi na 1é&bu. Dato-
v¢& podporovat iniciativy odborné spolecnosti a jejich sekei vedouci k racionalizaci planovani nakladt 1é¢ebné péce.

Podilet se na mezinarodni prezentaci dat o epidemiologii zhoubnych nadort a dale na prezentaci 1é¢ebnych vysledki a kvality on-
kologické péce v CR. Podporovat takto orientované celostatni projekty i aktivity jednotlivych onkologickych pracovist. Zajistovat
technologickou, organiza¢ni a analytickou podporu klinickym studiim, do kterych jsou zapojena ¢eska onkologicka pracovisté. Tato
podpora bude prioritné orientovana na klinické studie iniciované z akademického prostiedi a bude zajistovana v jiz ustaveném centru
CEBO (Centre for Evidence-Based Oncology; www.ecebo.org).

Informaticky a analyticky podporovat prezentatni a vyzkumné aktivity jednotlivych onkologickych pracovidt’ CR 1 jejich uskupen.
Rozvijet prezenta¢ni agendu Komplexnich onkologickych center na portalu www.onconet.cz.

Usilovat o celostatni zptistupnéni standardni elektronické dokumentace onkologického pacienta a o jeji implementaci na vSech vy-
znamnych onkologickych pracovistich . Podporovat pregradualni i postgradualni vzdélavaci projekty v onkologii se zvlastnim dtira-
zem na hodnoceni klinickych studii, aplikovanou analyzu dat a zdravotnickou informatiku.

Navazat ndrodni a mezinarodni spolupraci s tymy zabyvajicimi se hodnocenim ekologickych a humannich rizik. Rozvijet mezioboro-
vé projekty zaméfené na studium environmentalnich a dalsich rizikovych faktort ve vztahu k nadorovym onemocnénim v CR.
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