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PREHLED

Neuroendokrinni nadory rekta
Rectal Neuroendocrine Tumours

Louthan O.
IV.interni klinika 1. 1ékarské fakulty UK a VFN, Praha

Souhrn

RektaIni neuroendokrinni tumory, dle stars$i nomenklatury zvané rektalni karcinoidy, nevy-
volavaji karcinoidovy syndrom. Kolonoskopie je zlatym standardem pro diagnostiku téchto
tumortl. Endosonografie je vyznamna metoda pro hodnoceni hloubky réstu, CT kolonografie
a ""In-octreoscan pro staging nadoru. Minimalnimi pozadavky pro biochemickou diagnostiku
jsou sérovy chromogranin A a kysela fosfataza. Pro malé tumory je postacujici metodou lokalni
resekce, pro nadory > 2cm je indikovana predni resekce. Nebyl prokazan benefit adjuvantni
Ié¢by. Pacienti s rektalnimi karcinoidy < 2 cm maji velmi dobrou prognézu s dlouhodobym pre-
Zivanim.

Klicova slova
karcinoid - nadory rekta — chromogranin A — octreoscan — endosonografie — 1é¢ba

Summary

Rectal neuroendocrine tumours (carcinoids) belong to the hindgut carcinoid group, according
to older classification. They are not associated with carcinoid syndrome. Colonoscopy is a gold
standard for detecting rectal carcinoids. Endosonography is important for assessing rectal car-
cinoid growth. CT colonography and "'In-octreotide scanning is required for staging if residual
or metastatic disease is suspected. Serum chromogranin A and acid phosphatase are necessary
biochemical markers. Local resection is sufficient for small tumours, anterior resection for rectal
tumours > 2cm is appropriate. There is no evidence base for adjuvant therapy. Patients with
rectal carcinoids < 2cm have a very good prognosis with long-term survival.

Key words
carcinoid - rectal cancer - chromogranin A - OctreoScan - endosonography — therapy
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NEUROENDOKRINNI NADORY REKTA

Uvod

Neuroendokrinni nadory (NET) rekta
jsou podle starsi terminologie Williamse
a Sandlera z roku 1963 [1] fazeny k tzv.
hindgut karcinoidiim, coz odkazuje na
fakt, ze ¢ést tlustého stieva distalné od
stfedniho Useku colon transversum az
po rektum vznikla ze zadni ¢asti em-
bryonalniho stfeva. Rektalni karcinoidy
jsou nejcastéjsimi hindgut karcinoidy
a predstavuji asi 1% vSech anorektalnich
neoplazii.

Podle dat SEER (Surveillance Epi-
demiology and End Results) z let
1992-1999 tvori rektdlni karcinoidy
27,44 % vsech gastrointestinalnich kar-

cinoidd, coz predstavuje nérlst v porov-
nani se starSimi udaji z let 1973-1991,
kdy rektalni karcinoidy tvofily 15,33 %
gastrointestindlnich karcinoidd [2-3].
Otdzkou zlstava vliv omezenych
diagnostickych moznosti ve starSim ob-
dobi a dfivéjsi mald povédomost o této
entité. Rektalni karcinoidy se vyskytuji
u pomérné mladé populace, median
véku v dobé diagnézy ¢ini 56,2 let. Posti-
huji stejné ¢asto muze jako Zeny.V porov-
nani s tim jsou NET proximalni ¢asti tlus-
tého stfeva diagnostikovany ve vyssim
véku, nejcastéji u muzd v sedmé dekadé,
u Zen jsou NET tlustého stfeva diagnosti-
kovany nejcastéji v paté dekadé [4]. Vét-

Tab. 1. WHO klasifikace neuroendokrinnich nadoru.

angioinvaze

$inou byvaji zjistovany ndhodné pfi ru-
tinni sigmoideoskopii.

Endokrinné funkéni nadory se v rektu
a v proximalni ¢asti tlustého stfeva vysky-
tuji velmi vzacné, nebot nadorové buriky
neobsahuji substance schopné vyvo-
lat klinicky zjistitelné endokrinni pro-
jevy ve smyslu karcinoidového syndromu
(napf. témér neobsahuji serotonin, ty-
picky pro NET tenkého stfeva). Na rozdil
od tenkého stfeva nebyvaji NET v tlustém
strevé multifokalni. Je vak nutno uvazo-
vat o adenokarcinomu tlustého stfeva
jako o nadorové duplicité u osob z karci-
nomovych rodin, zejména u jedinc( star-
Sich 40 let.

benigni, nefunkéni léze < 2 cm zasahujici do mukézy, submukdzy, bez

neznamé chovani: nefunkeni tumor omezeny na mukézu ¢i submukézu

skupina 1 dobfe diferencovany NET (karcinoid)

skupina2  dobfe diferencovany neuroendokrinni
karcinom — maligni karcinoid

skupina 3 malo diferencovany neuroendokrinni

high-grade malignita

karcinom — malobuné¢ny karcinom

Tab. 2. Navrh TNM klasifikace.

Charakteristika

T - primarni tumor

TX primarni nador nelze posoudit
TO primarni nddor neni pfitomen
T1 tumor prorlistd do mukézy ¢i submukdzy

T1a velikost < 1cm
T1b velikost < 1-2cm

low-grade malignita, invazivni ¢i metastazujici

T2 tumor prorustd do muscularis propria nebo ma velikost > 2cm
T3 tumor prorusta do subserézy/perikolické/perirektalni tukové tkané
T4 tumor piimo prorasta do okolnich organ/struktur a/nebo perforuje visceralni peritoneum

pro jakékoliv T pridejte (m) pro mnohocetné tumory

N - regionalni lymfatické uzliny

NX regiondlni lymfatické uzliny nelze posoudit
NO nejsou pritomny metastazy v regionalnich lymfatickych uzlinach
N1 metastazy v regiondlnich lymfatickych uzlinach

M - vzdélené metastazy

MX pfitomnost vzdalenych metastaz nelze posoudit
Mo nejsou pfitomny vzdalené metastazy
M1 vzdalené metastazy
196 Klin Onkol 2009; 22(5): 195-201




NEUROENDOKRINNI NADORY REKTA

Klinicko-patologicky staging

a WHO klasifikace

Zakladni rozdéleni je shodné s jinymi

neuroendokrinnimi nadory (tab. 1).
Termin ,benigni” je nékterymi pato-

logy povaZzovan v souvislosti s karcinoidy

za sporny, nebot MKN-O klasifikace uvadi

pro patou pozici morfologického kédu

s hodnotou ,/1” termin ,nejisté, zda be-

nigni, nebo maligni”

ENETS navrh TNM klasifikace

TNM klasifikace existuje v navrhu, disku-
tuje se o ni a byla prezentovana na kon-
ferenci ENETS (European Neuroendo-
crine Tumor Society) v Pafizi v bfeznu
2008 (tab. 2, 3).

Biologické vlastnosti a prognéza

Progndza karcinoidll rekta je relativné
dobrd, nebot ocekdvané pétileté pre-
ziti dosahuje podle databédze SEER diky
biologickym vlastnostem, dfivéjSimu na-
stupu symptom( a v¢asnéjsi diagndze
v priméru 80 %.V dobé diagnézy je 75 az
85 % karcinoidl rekta lokalizovanych.
Vzdalené metastazy se vyskytuji v 1,7 az
8,1% ptipadu. Pfi lokalizované formé je
pétileté preziti 84-90,8 %. Pfi postizeni
regiondlnich uzlin viak pétileté preziti
klesa na 36,3-48,9% a na 20,6-32,3%
u metastazujicich forem, které jsou
ovsem vzacné. S tim kontrastuje pro-

Tab. 3. Staging neuroendokrinnich tumor rekta.

Stadium T
stadium IA T1a
stadium IB T1b
stadium IIA T2
stadium IIB T3
stadium IlIA T4
stadium IlIB jakékolivT
stadium IV jakékolivT

gndza karcinoidl proximalni ¢asti tlus-
tého stfeva, tedy céka, colon ascendens
a proximalni &asti colon transversum,
kterd je naopak pomérné nepfizniva,
nebot pétileté preziti NET v proximalni
lokalizaci tlustého stfeva se pohybuje
mezi 40 a 70 %. Pro srovnani celkové pé-
tileté preziti u véech gastrointestinalnich
karcinoidt ¢ini asi 67 % (tab. 4).
Hlavnimi faktory ovliviujicimi pro-
gndzu NET rekta je velikost tumoru a his-
tologicky nélez. Rektalni tumory < 1cm
metastazuji jen vyjimecné, tumory velké
1-2 cm maji riziko metastazovani do lym-
fatickych uzlin asi v 5%. Faktory zvysu-
jici riziko metastazovani jsou velikost na-
doru > 2cm, $patna diferenciace, invaze
do muscularis mucosae, angioinvaze, pe-
rineurdlni invaze, invaze do lymfatického
systému, angiogeneze, pfitomnost bu-

Tab. 4. Patologické a biochemické charakteristiky.

histopatologie

velikost

imunohistochemie

biochemické markery

Parametry

N M
NO MO
NO MO
NO MO
NO MO
NO MO
N1 MO
jakékoliv N M1

nécnych atypii, vyssi mitoticky a prolife-
racni index podle Ki-67 a staging nadoru.
Tumory maji tendenci metastazovat do
regiondlnich lymfatickych uzlin, do jater
avzacné do skeletu.

Patologie a genetika

V rdmci dobre diferencovanych NET tlus-
tého stieva a rekta existuji dva typy [9]:
tumory obsahujici EC bunky a tumory
obsahuijici L buriky.

NET v proximdlni ¢dsti tlustého streva
jsou vétsinou tvoreny EC burikami. Rek-
talni NET jsou naproti tomu tvoreny pre-
devsim L bunkami, obsahujicimi peptidy
blizké glicentinu, glukagonu a peptidu
PYY a jejich prekurzory, serotonin je pfi-
tomny vzacné. Dalsi peptidy, jako sy-
naptofyzin a chromogranin A, jsou vyset-
fovany rutinné imunohistochemicky.

malé az stiedné velké buriky s NE diferenciaci, shluky bunék, nekrézy
stuzkovité usporadani bunék spise nez acinarni charakter usporadani
vzacné burky secernujici mucin (goblet cell carcinoid)

< 1 cm: 3-4 % nadord metastazuje

1-2 cm: 10-15 % nadora této velikost metastazuje

> 2 cm: v 60-80 % metastazuje

CgA exprimuje > 70 % tumoru

neuronspecificka enolaza (NSE) > 50 % tumorti
prostaticka specificka kysela fosfataza 80-100 % tumord
serotonin, somatostatin, synaptofyzin: pfilezitostné pozitivni

Ki-67: marker proliferace

S-CgA: nejsenzitivnéjsi screeningovy test

5-hydroxyindoloctova kyselina ve 24hodinovém sbéru moci
serotonin v séru, v trombocytech, substance P, glukagon - ¢asto negativni
negativni markery: CA19-9, CEA, AFP (alfal-fetoprotein)
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Rektalni karcinoidy vyrGstaji z hloubéji
ulozenych &asti slizni¢nich Zldzek. Maji
vzhled hladkych, okrouhlych submukéz-
nich uzld anebo fokélnich lozisek ztlu-
sténi submukdézy normalni ¢i Zlutavé
barvy. Jsou velké od nékolika milimetrd
do nékolika centimetr(l. Nachdzeji se ve
vzdalenosti 4-20cm od linea dentata na
predni ¢i lateraIni sténé rekta.

Histologie: Dobfe diferencované neu-
roendokrinni tumory (WHO skupina 1)
[5] tvofi uniformni bunky s malym po-
¢tem mitdz, usporadané jako podsliz-
ni¢ni shluky nebo pruhy s omezenou in-
vazi do lymfatik, bez produkce mucinu,
bez angioinvaze, perineurdini invaze ¢i
prorUstani za muscularis propria [6]. Mi-
toticky index Ki67 je nizky, nepfesahuje
2% [7-8].

Podobny obraz je u dobfe diferenco-
vanych neuroendokrinnich karcinomu
(WHO skupina 2), jez vSak maji vyssi mi-
toticky index, vykazuji invazi do lymfatic-
kého systému, angioinvazi a hlubsi invazi
do strevni stény. Tento typ nadoru tvoii
trabekularni bunécné formace. V porov-
nani s tim nadorové burky u dobfe dife-
rencovanych neuroendokrinnich tumord
proximdlni dsti tlustého streva tvofi so-
lidni formace.

Maélo diferencované malobunécné
neuroendokrinni karcinomy (WHO sku-
pina 3) maji solidni strukturu s central-
nimi nekrézami, buné¢nou atypii, vysoky
mitoticky a prolifera¢ni index Ki67 (vy3si
nez 10 %, ale neztidka i nad 50 %), vy-
kazuji invazi do stfevni stény, lymfa-
tik, angioinvazi [6] a perineurdIni invazi.
Byvd prokazovan mucin, enterogluka-
gon a hormony ptibuzné pankreatic-
kému polypeptidu, ale nikoli seroto-
nin. Bunky mohou vykazovat pozitivitu
barveni na neuron-specifickou enolazu
nebo PGP 9.5. Dale byva typicky pfito-
men synaptofyzin v malych vesikulich
a chromogranin A v sekre¢nich granu-
lich. U malo diferencovanych NET je téz
vhodny marker p53. V 80-100% NET
rekta je exprimovana prostatickd speci-
ficka kysela fosfataza, lze ji uzit jako on-
komarker. Specializované laboratore
mohou stanovit somatostatinové recep-
tory subtyp 2A (existuje celkem 5 sub-
typl: SSTR1 az SSTR5). Choriogonadotro-
pin (B-hCG) miZze mit vztah k malignimu
potencialu nadoru.

Tab. 5. Pétileté preziti u rektalnich neuroendokrinnich tumort podle SEER 1973-1999.

Rozsah postizeni

lokalizovany tumor
regiondlni postizeni
vzdalené metastazy

Minimalni histopatologicky konsenzus:
Histologicka klasifikace vychazi z WHO
kritérii, v rdmci minimalnich pozadavka
na imunohistochemické vysetfeni NET je
nutno provést vysetfeni chromograninu,
synaptofyzinu a vysetfeni prolifera¢niho
indexu Ki67 [8-10].

Genetické vysetieni: Genetické ano-
malie nejsou popisovany, genetickd vy-
Setfeni se rutinné neprovadéji. Neuroen-
dokrinni tumory rekta a tlustého streva
se prakticky vlbec nevyskytuji v rdmci
mnohocetné adenomatézy (tab. 5).

Klinické projevy

Asi ve 40 % jsou NET rekta ndhodné zjis-
tény pfi endoskopickém vysetieni pro-
vedeném z rliznych dlvodu. Jindy se
tumor manifestuje pfitomnosti krve
ve stolici, rektdlnim syndromem (te-
nesmus, rektalni dyskomfort nebo bo-
lest), vzacné projevy stfevni obstrukce.
NET rekta jsou endokrinné prakticky
vzdy némé, nevyvolavaji karcinoidovy
syndrom.

Podminkou pro vznik karcinoidového
syndromu by mimo pfitomnost jaternich
metastaz byla pfitomnost enterochroma-
finnich bunék s produkci serotoninu, ale
nadory v této lokalizaci serotonin prak-
ticky neobsahuji. Proto metastaticka
nemoc muze byt i deldi dobu klinicky
néma, pozdéji se manifestuje hepatome-
galii, bolestmi bficha v pravém hornim
kvadrantu, nechutenstvim, hubnutim,
slabosti, karcinoidovy syndrom nebyva
pfitomen [11].

Diagnostika

Laboratorni vysetieni

Kyselina 5-hydroxyindoloctova (5-HIOK)
ve 24hodinovém sbéru modi je vétsinou
normalni. U malych primérnich na-
dor0 je sérovy chromogranin A v me-
zich normy, u vétsich primarnich nador(
a u metastatické nemoci byva sérovy
chromogranin A (S-CgA) zvysen. Stu-

Pétileté preziti
87 %
41 %
25%

pen jeho navyseni mize odrazet rozsah
nadorového postizeni. Tumory vykazuji
pozitivitu prostata-specifické kyselé fos-
fatdzy a B-hCG. Muze byt zvyseny i pan-
kreaticky polypeptid a enteroglukagon.
Minimalnim poZadavkem pro vysetieni
je dle ENETS vysetfeni S-CgA a kyselé
fosfatazy [12].

Endoskopie

Vétsina lézi je v rektu diagnostikovana
endoskopicky. LoZiska Ize je odstranit po-
lypektomii s histologickym potvrzenim
diagnozy. Kolonoskopie je zlatym stan-
dardem pro diagnézu, staging a blizsi
urceni kolorektalnich NET. V rdmci sta-
gingu je tfeba vyloucit ptitomnost syn-
chronnich karcinom. V3echny polypy je
nutno odstranit anebo, v pfipadé nemoz-
nosti kompletniho odstranéni, bioptovat
a oznacit pro budouci chirurgické ¢i en-
doskopické sneseni. Centrélni vklesliny
sliznice nebo ulcerace jsou znamkami
mozného maligniho potencidlu.

Irrigografie, CT kolonografie

CT kolonografie mize prokazat infiltraci
perirektalniho tuku, perirektalni fascie
anebo infiltraci perirektalnich a pararek-
talnich lymfatickych uzlin. Pozitivni nalez
musi byt ovéren kolonoskopicky a potvr-
zen histologickym vysetfenim. Irigografie
ma doplriikovy vyznam.

Endorektalni endosonografie
Endorektalni endosonografie je uzite¢na
pro pfedoperacni vysetieni rektalnich
karcinoid(. VySetfeni muze ukazat veli-
kost nadoru, hloubku invaze a pfipadné
postizeni pararektalnich lymfatickych
uzlin [13].

Transabdominalni ultrazvuk

Nema vétsi pfinos pro diagnostiku pri-
marniho tumoru, mGze vsak detekovat
pfipadné jaterni metastazy a usnadnit je-
jich biopsii.
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Pocitacova tomografie (CT)

a magneticka rezonance (MR)

Obé tyto modality jsou senzitivnéjsi
nezli ultrazvuk. Vicefezové (multislice)
trifazické CT je nejuzite¢néjsi pro sta-
ging, pokud jde o detekci pfipadnych
Iézi hrudniku ¢&i bficha. Podle nékterych
autord je MR nadfazena CT, pokud jde
o detekci jaternich metastdz, ale jini obé
metody povazuji za srovnatelné. Kazdy
rektalni tumor, ktery nebyl kompletné
odstranén pfi endoskopii, musi byt vyset-
fen endosonograficky a pomoci CT ¢i MR
s posouzenim lokalniho Sifeni do okol-
nich panevnich struktur a s posouzenim
resekability.

"In-octreoscan

Senzitivita octreoscanu pro detekci pri-
marniho rektalniho naddoru neni dosud
pfesné zndma. Vysetfeni je zédsadni pro
staging a pro detekci jaternich metastaz.
Dediferencované NET s malou expresi so-
matostatinovych receptord nemusi aku-
mulovat radionuklid, nddorova lozZiska
zde nemusi byt proto vizualizovana. Po-
zitivita octreoscanu, podminéna pfitom-
nosti somatostatinovych receptor(i na
povrchu nadorovych bunék, predikuje
i moznou odpovéd na pfipadnou lécbu
analogy octreotidu u pokrocilych forem.
Octreoscan je mozno na vybavenych pra-
covistich vyuzZit intraoperacné pfi detekci
malych nadord anebo k detekci rezidual-
nich metastadz do lymfatickych uzlin [14].
Vhodné, le¢ velmi malo dostupné vyset-
feni pro diferencovany NET je ®gallium
DOTA octreotate.

Pozitronova emisni tomografie (PET)
Malo diferencované rychle rostouci
tumory lze vizualizovat pomoci 18-flu-
orodeoxyglukézy. Dobre diferenco-
vané NET maji nizky metabolicky obrat,
a proto nemusi byt timto radionuklidem
zobrazeny.

Poznamky ke stagingu: Je-li rektalni
tumor maly, s rozméry < 10mm a s niz-
kym proliferacnim indexem Ki67, neni
dalsi staging zpravidla nutny. Pokud byla
kolonoskopie neuplna, je tfeba provést
doplnujici CT kolonografii. Minimalni po-
zadavky na detekci NET tlustého streva
zahrnuji kolonoskopii s biopsii a s kon-
trastnim CT vySetfenim bficha a malé
panve (schéma 1).

NET rekta

Y

symptomy: krev ve stolici,
poruchy rytmu stolice

Y

kolonoskopie
biopsie tumoru

Y

histopatologicka
verifikace

Y

endosonografie

Y

CT/MRI
SRS

y

chirurgické reseni
minimalni ¢i extenzivni

Schéma 1. Algoritmus diagnostiky NET rekta.

Terapie

Chirurgicka lécba

Lokalizovany ndlez

Jediny kurativni pfistup je radikalni od-
stranéni lokalizovaného nadoru. Malé
rektalni karcinoidy vétSinou nemetasta-
zuji, a proto endoskopické odstranéni ¢i
metodu transanalni endoskopické mik-
rochirurgie (TEM) Ize povaZovat za ku-
rativni [é¢ebné postupy [15-16]. TEM je
minimalné invazivni mikrochirurgicka
technika umoznujici odstranovat nadory
ve vzdélenosti 4-18cm od anu [17].

Léze mensi nez < 1cm metastazuji
vzacné, u < 3% pripadd v dlouhodo-
bém sledovani. Tyto malé |éze predsta-
vuji asi 80% vsech pfipadl rektélnich
karcinoid(. Mohou byt odstranény kom-
pletné endoskopicky nebo transanalni
resekci [18]. Podminkou je absence in-
vaze do muscularis propria, absence cen-
tralni indurace ¢i ulcerace [19] potvrzena
endosonograficky. V ptipadé endosono-
graficky potvrzené lokdIni invaze nebyva
standardni polypektomie dostate¢nym

opatfenim. Transanadlni resekce je mozna
u vyse situovanych lézi a umozniuje re-
sekci celé vrstvy sliznice a svaloviny [20].
Pfedni resekce je dle nékterych autord
zbytecné razantni, s nepfiznivym pomé-
rem rizika vGci benefitu.

Tumory o velikosti 1-2 cm predstavuji
asi 10% pfipada karcinoidd rekta. Dalsi
VyVvoj je nejisty, k metastazovani dochazi
v 10-15%. Proto jsou i ponékud rozporné
nazory na operacni postupy. Vétsinou se
doporucuje Siroka excize s vylou¢enim
invaze do svaloviny stfevni stény. Né-
ktefi doporucuji lokalni ¢i radikalni chi-
rurgicky vykon [20-21], vétSinou ale
tumory do 2 cm velikosti maji nizky mito-
ticky index, nevykazuji invazi pres lamina
propria, a proto je mozno tumory odstra-
nit lokalni resekci [22-23]. V dvahu tedy
pfipada endoskopické odstranéni, trans-
andlni excize vs pfedni resekce podle
konkrétnich okolnosti.

V rozhodnuti mize pomoci histolo-
gické a histochemické vysetfeni nado-
rové tkané a endosonografické vysetieni
nadorové |éze. Nékteré studie neproka-
zaly prospéch z agresivnich lé¢ebnych
postupl, ovsem u high-grade tumoru
je nutné uvazit extenzivnéjsi vykon
[21,23-24].

Léze vétsi nez 2 cm predstavuji ne-
celych 10% pfipad( NET rekta. Maji vy-
znamné vyssi metastaticky potencial
pohybujici se mezi 60 a 80 %, s ¢astou
pfitomnosti invaze muscularis propria.
Chirurgicka Ié¢ba je v principu podobna
jako u adenokarcinomu [21-23]. V praxi
se pouziva totalni mezorektalni excise
s kurativnim lé¢ebnym zamérem, pfedni
resekce. Vliv na preziti neni dosud znam.
Lokalni odstranéni primarniho NET
rekta u generalizovaného nadoru muze
mit paliativni efekt. Lokoregiondlni re-
sekce u radikaIné inoperabilnich forem
mUze mit rovnéz paliativni Ucinek pfi
ovlivnéni lokdlnich symptom{ a panev-
niho postiZeni, oviem bez zlepseni pre-
Ziti [25].

Paliativni lécba u pokrocilych
forem onemocnéni

Voditkem v rozhodovacim procesu
u paliativni péce je kvalita Zivota
pacienta. NET metastazuji vétsinou do
jater. Lécba v podstaté zahrnuje postupy
pouzivané u generalizovaného one-
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17 NET rekta —l
lokalizované lokélné pokrocilé
metastazy do lymfatickych
¢ ¢ uzlin
<lcm 1-2cm l
¢ ¢ dolni pfedni resekce
lokalni totaIni mesorektalni excize
minimalné Siroka excize abdominalni perinealni
invazivni excize resekce
follow-up l
kolonoskopie jaterni metastazy
EUS/CT/MRI pozitivni
S-CgA, 5-HIO l
recidiva debulking
(chemo) embolizace
lokalizovana léze l
analoga somatostatinu
¢ PRRT
interferon
resekce, je-li proveditelna S

Schéma 2. Algoritmus terapie u NET rekta.

mocnéni NET jiné lokalizace v zazivacim
traktu: (chemo-)embolizace, chirurgicka
cytoredukce, resekce jaternich metastdz,
radiofrekvencni ablace [26].

V porovnani s NET tenkého stieva
a proximalni ¢asti tlustého stfeva je
desmoplastickd reakce u generalizova-
ného NET rekta malo castd, a proto zde
problémy se strangulaci stfevnich kli¢ek
adhezemi ¢i ischemické komplikace vét-
$inou neni tfeba resit.

Bioterapie

| kdyZz rektaIni NET exprimuji somatostati-
nové receptoty, nejsou analoga pausalné
indikovéna. Hlavni indikaci k aplikaci
analog je karcinoidovy syndrom, ten
vsak neni u rektalnich karcinoidd casty.

chemoterapie

V nékterych pfipadech se zahajuje apli-
kace analog se snahou docilit tumorista-
ticky efekt. Takova lécba by méla probi-
hat v rdmci kontrolované klinické studie,
v principu se to tykd i interferonu alfa
[27].

Systémova chemoterapie

Neni u dobfe diferencovanych NET rekta
indikovéana, vyjimecné se u progreduji-
cich neoplazii doporucuje 5-fluoroura-
cil se streptozotocinem, ten viak v CR
neni bézné dostupny. Navic procento
lécebnych odpovédi je nizké — < 25 %.
U rychle progredujicich, mélo diferenco-
vanych NET se aplikuje kombinace cis-

platiny s etopozidem. Lé¢ebnd odpovéd

je > 50%, ale procento ¢asnych relapst

je znacné. Noveé se v ramci klinického vy-
zkumu aplikuji antiangiogenetické latky
¢i inhibitory mTOR (mammalian target of
rapamycin) neboli rapaloga (analoga ra-
pamycinu), napf. everolimus, v kombi-
naci s analogy somatostatinu. Intrace-
luldrni protein mTOR hraje ustfedni roli
v fizeni bunéc¢ného rlstu a proteosyn-
téze. Jeho inhibici ve spojeni s dalSim Ié-
¢ebnym zdsahem, napt. aplikaci analoga
somatostatinu, mize byt docileno tumo-
ristatického efektu nadoru. U karcinoidu
rekta viak nejsou s touto kombinaci vétsi
klinické zkusenosti.

Peptidova receptorova
radionuklidova terapie (PRRT)

Tak jako u NET jinych lokalizaci pfichazi
v Uvahu u radikalné inoperabilnich na-
dor( s pozitivitou octreoscanu. Pouzi-
vaji se Cisté beta-zéfice *°Yttrium nebo
77Lutetium navdzané na somatostati-
nova analoga octerotid ¢i octreotate
[28-29]. Na rozdil od generalizovanych
karcinoidd tenkého stieva viak u NET
rekta nenfi s touto lé¢bou dostatek zku-
Senosti. V Uvahu dale pfichazi cilené
ozareni jaternich metastaz metodou
SIRT (selective internal radiation the-
rapy) se zavedenim mikrosfér pryskyfice
s navazanym °°Yttriem do vétvi arteria
hepatica zdsobujicim jaterni metastézy.
Tato metoda se rovnéz zavadi do klinic-
kého pouziti, je vsak cenové nakladna
a neni ve svété vétsinou hrazena po-
jistovnami. Pozitivita octreoscanu pro
realizaci |é¢by touto modalitou neni
nutna.

Adjuvantni terapie

Dle dosavadnich zku3enosti neni indiko-
vana. Lze uvazovat o adjuvantni chemo-
terapii u malo diferencovanych tumor,
neni-li jisté, zda chirurgicky vykon byl do-
state¢né radikalni [23] (schéma 2).

Kontroly po chirurgickém nebo endosko-
pickém odstranéni tumoru (dle ENETS):
Pokud je chirurgicky vykon radikalni, jsou
vysledky dlouhodobého prezivani velmi
dobré i u vétsich nadord.

Dispenzarizace pacientl by méla byt
trvala i u pfiznivych forem NET rekta
s ohledem na fakt, ze vznik metastatické
nemoci byva popisovan po 5-10 i vice
letech, i kdyz ENETS doporucuje pone-
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chat tumory o velikosti < 1cm bez dal-
Sich kontrol a tumory o velikosti < 2cm
jen v pripadé rizikovych faktor( (angioin-
vaze, perineurdlni rdst, invaze do muscu-
laris mucosae, atypie v histologii).

Frekvence kontrol

a) U nemocnych s nizsim rizikem se pro-
vadi octreoscan a sérové markery
v prvnim roce a déle ro¢né.

b) U ostatnich pfipad(l kazdych 4-6 mé-
sicll prvni rok, dale alespon 1krat ro¢né.

V ramci kontrol se provadi endosko-
pickd vysetieni, dle potieby rektalni
endosonografie a vysetfeni onkomar-
kerd. Z marker( jde o vysetieni séro-
vého chromograninu A a kyselé fosfa-
tdzy v séru. Jiné onkomarkery mohou
byt zvysené, ale v rutinni praxi se jejich
vySetieni neprovadi. 5-HIOK ve 24ho-
dinovém sbéru moci je vétsinou u rek-
talni NET negativni, a proto ji neni tfeba
v rdmci kontrol vétsinou provadét. Pfi re-
stagingu nebo podezieni na metasta-
tickou nemoc je nutno provést CT ¢i MR
a octreoscan.

Zavér

Rektalni neuroendokrinni nadory (kar-
cinoidy) jsou pomérné vzacné. Maji ma-
ligni potencidl, jezZ je zfetelné nizsi nezli
u karcinoidd proximalni casti tlustého
stieva. U rektdlnich karcinoidd nebyva
pfitomen karcinoidovy syndrom. Vétsina
tumorl je diagnostikovana endosko-
picky, lokdlni staging se provadi endo-
sonograficky. Vzdalené metastazy Ize
detekovat obvyklymi zobrazovacimi me-

todami, u NET md pak zvlastni vyznam
octreoscan. Kurativni 1é¢bou je radikaln{
chirurgické odstranéni a u malych na-
dor( endoskopické odstranéni. Paliativni
lé¢ba spociva v ablacni terapii, jako jsou
embolizace nadoru, radiofrekvenéni ab-
lace, chirurgickd cytoredukce ¢i resekce
jaternich metastdz. S terapii analogy so-
matostatinu ¢i s chemoterapii neni vétsi
zku3enost vzhledem k ojedinélym pfipa-
dlim generalizace rektalnich NET.
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DNA a mikroRNA cipové technologie

v diagnostice a predikci u pacientu

s renalnim karcinomem

DNA and MicroRNA Microarray Technologies in Diagnostics
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"Klinika komplexni onkologické péce, Masaryklv onkologicky Ustav, Brno
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Souhrn

Rendlni karcinom tvoii pfiblizné 3% zhoubnych nador( dospélé populace a z urologickych ma-
lignit dosahuje nejvy3si letality. Vyzkum v oblastech vzniku a vyvoje rendlniho karcinomu vedl|
k identifikaci klicovych signalnich drah a nasledné i cilené protinadorové 1é¢by prodluzujici ¢as
do progrese onemocnéni, pripadné i celkové preziti Ié¢enych pacientd. Mikrocipové technologie
patii v soucasnosti mezi nejefektivnéjsi metody studia genové exprese. Pomoci jednoho ¢ipu
Ize paralelné detekovat expresi az desitek tisic gen(, a vyrazné tak urychlit vyzkum studovanych
biologickych modeld. K nejcastéji pouzivanym mikrociplm patfi DNA cipy analyzujici expresi
mediatorové RNA (mRNA), nové se zacinaji uplatriovat mikrocipové platformy detekujici kratké
nekddujici RNA (mikroRNA), tzv. mikroRNA ¢ipy. MikroRNA post-transkripcné reguluji genovou
expresi, a tak zasadnim zplGsobem ovliviuji vlastnosti buriky. Ve vyzkumu rendlniho karcinomu
byly za poslednich pét let vyuzity mikroc¢ipové technologie ve vice nez dvaceti studiich. Tyto
préce popisovaly schopnost mikrocipl odlisit nddorovou tkan od normélniho renélniho paren-
chymu, klasifikovat zhoubné novotvary ledviny podle histologickych podtypu, identifikovat ge-
nové profily predikujici metastazovani renédlniho karcinomu a determinujici prognézu jednotli-
vych pacientd. Cilem tohoto piehledu je shrnout vysledky z dosud provedenych mikrocipovych
studii u rendIniho karcinomu a prezentovat jejich potencialni uplatnitelnost v diagnostickych
a lé¢ebnych postupech.
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DNA A MIKRORNA CIPOVE TECHNOLOGIE V DIAGNOSTICE A PREDIKCI U PACIENTU S RENALNIM KARCINOMEM

Summary

Renal cell carcinoma accounts for approximately 3% of adult cancers and has the highest lethality of urological malignancies. Research focusing
on carcinogenesis and development of renal cell carcinoma has led to the identification of the key signalling pathways and consequently targeted
cancer therapy which improves time to progression or overall survival of renal cell carcinoma patients. Today, microarray technologies are some
of the most efficient methods used in gene expression studies. Through one microarray experiment we can simultaneously determine the expres-
sion of thousands of genes, thus facilitating research of examined biological models. The most frequently used of the microarray technologies
are DNA microarrays enabling global analysis of the mRNA (messenger RNA) expression, while recently, microarray platforms modified to detect
short non-coding RNAs (microRNAs) have been employed (microRNA microarrays). MicroRNAs significantly affect the behaviour of tumour cells by
post-transcriptional regulation of the gene expression. In the research into renal cell carcinoma, microarray technologies have been applied in more
than twenty studies over the past five years. These papers describe the potential of microarrays to distinguish tumour tissue from normal renal
parenchyma, to classify renal cell carcinomas according to histological subtypes, to identify expression profiles predicting metastasizing in primary
renal tumours, and to determine the prognosis of particular renal cell carcinoma patients. The aim of this review is to summarize the results from

microarray studies of renal cell carcinoma realized to date and to present their potential usage in diagnostic and therapeutic protocols.

Key words

renal cell carcinoma — DNA microarrays — microRNA microarrays — prognosis — prediction

Uvod

Pfestoze zhoubné novotvary (ZN) ledvin
predstavuji u dospélych pfiblizné pouze
3% ze vSech nové diagnostikovanych ma-
lignich nadord, jejich incidence nardsta
nepretrzité od 70. let minulého stoleti. Ve
srovnani s vyskytem ZN ledviny s ostat-
nimi zemémi svéta se Ceska republika
v roce 2002 zafadila na prvni misto. Ro¢ni
incidence a mortalita ZN ledviny v Ceské
republice v poslednich letech opakované
prekrocila 2 800, resp. 1 200 pfipadd, coz
predstavuje incidenci pfiblizné 28 a mor-
talitu 12 pfipadd na 100 000 obyvatel
[1]. V celkové incidenci ZN ledvin pfe-
vazuji v CR muzi nad zenami v poméru
1,5-1,7 : 1, u renalniho karcinomu muze
byt rozdil je$té vyraznéjsi (az 2: 1).

V ledvinach se mohou vyskytnout na-
dory rGzné histogeneze. Priblizné 85 %
tvori karcinomy vychazejici z epitelu
v oblasti parenchymu ledviny, cca po 5%
predstavuji urotelidIni karcinomy z epi-
telu ledvinné panvi¢ky a embryonalni
nadory, zbyvajici ¢ast pfipada na sar-
komy, lymfomy a nékteré daldi vzacné
podjednotky. Z karcinom( jednozna¢né
pfevazuje rendlni karcinom ze svétlych
bunék (80% karcinom), vychazejici
z bunék proximalnich tubull (clear cell
carcinoma - cRCC). Z proximalnich tu-
bulli vznika i papilarni rendini karcinom
(pRCC) (10% karcinomu), z distalnich tu-
buld vychézi chromofobni rendlni karci-
nom (chRCC) (5% karcinom(). Vzacné
se vyskytuje karcinom ze sbérnych ka-
nalkd (tzv. onkocytom) a medulérni kar-
cinom (tzv. Ductus Bellini karcinom) [2].

Zakladnim prognostickym ukazatelem
stale zUstédva rozsah onemocnéni defi-
novany TNM klasifikaci. V pfipadé karci-
nom{ omezenych pouze na vlastni led-
vinu, nepresahujicich 7cm, dosahuje
pétiletého preziti az 90 % pacient(, u vét-
Sich nadord cca 60% pacientd, pii posti-
Zeni uzlin ¢i invaze do okolnich velkych Zil
maximalné 40 % a pfi metastatickém roz-
sevu piiblizné 5% pacientd [3-4]. K vy-
hledani pacientd se $patnou progndzou
Ize rovnéz pouzit nékolik kombinova-
nych klinickopatologickych skérovacich
systému, napf. Memorial Sloan-Kettering
Cancer Center kritéria (www.mskcc.org)
nebo nomogramy University of Montreal
(www.umontreal.ca).

Zakladni lé¢ebnou modalitou je chi-
rurgie, ktera jako jedind ma kurativni po-
tencidl, v pfipadé inoperabilniho a dise-
minovaného onemocnéni na vyznamu
nabyvaji systémova imunoterapie, cy-
tostatickd lé¢ba a radioterapie. Rendlni
karcinom je nicméné vysoce radio- a che-
morezistentni onemocnéni a podobné
i v pfipadé imunoterapie neprekracuje
pocet |é¢ebnych odpovédi 20 %. Z tohoto
ddvodu neni adjuvantni lé¢ba dosud
standardnim postupem [3-4]. V paliativ-
nim pfistupu se az do soucasnosti uplat-
novala pouze imunoterapie zalozend na
aplikaci interferonu-alfa a/nebo interleu-
kinu-2. V poslednich letech doslo k vy-
raznému rozsifeni terapeutickych moz-
nosti diky rozvoji cilené terapie pUsobici
na urovni signalnich drah angiogeneze,
bunécné proliferace a apoptézy. V kli-
nické praxi jsou v soucasnosti pouzivany

predevsim nizkomolekuldrni inhibitory
tyrozinkinaz sunitinib, sorafenib a tem-
sirolimus a monoklonalni protilatka be-
vacizumab zamérena proti vaskularnimu
endotelidlnimu faktoru (VEGF) [5-7].
Do popredi zdjmu se dostavaji také mo-
derni imunoterapeutické postupy zalo-
Zené na aktivnim ovliviiovani imunitniho
systému, predevsim cestou protinadoro-
vych vakcin na bazi dendritickych bunék
[8]. Vyvoj vétsiny novych preparatl ur-
¢enych pro tzv. cilenou terapii (targeted
therapy) by oviem nebyl mozny bez sou-
¢asného rozvoje genomickych metod
umozniujicich komplexni pohled na mo-
lekularni podstatu karcinogeneze. Mo-
derni genomické pfistupy zaloZzené na
mikrocipovych technologiich byly v po-
slednich letech opakované vyuzity rov-
néz ve vyzkumu rendlniho karcinomu.
Publikované prace popisuji schopnost
mikrocipu odlisit nadorovou tkén od nor-
malniho renélniho parenchymu, klasifi-
kovat zhoubné novotvary ledviny podle
histologickych podtypd, identifikovat ge-
nové profily predikujici metastazovani re-
nalniho karcinomu a determinujici pro-
gnézu jednotlivych pacientd [9-10].
Cilem tohoto pfehledu je shrnout vy-
sledky z dosud provedenych mikrocipo-
vych studii u rendlniho karcinomu a pre-
zentovat jejich potencidlni uplatnitelnost
v diagnostickych a lIécebnych postupech.

DNA a mikroRNA cipové
technologie

Technologie DNA ¢ipt (DNA microarrays)
umoznuje ve velmi kratkém case para-
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lelné monitorovat expresi tisicd gend,
pfipadné cely lidsky genom na urovni
RNA (tedy transkriptom) [11-13]. DNA
Cipy lze definovat jako miniaturizované
zafizeni nesouci na svém povrchu imobi-
lizované fragmenty nukleovych kyselin,
oznacované jako sondy, v pfesné daném
usporadani. Tyto fragmenty jsou sek-
vencéné odvozeny tak, aby mohly speci-
ficky hybridizovat s volnymi molekulami
nukleovych kyselin izolovanymi z analy-
zovaného vzorku, ktery je predem fluo-
rescencné oznacen za Ucelem posthybri-
diza¢ni detekce [11]. Signal generovany
ohrani¢enym polem odpovidajicim dané
sondé pak odrazi hladinu exprese mRNA
daného genu v analyzovaném vzorku.
Po detekci, denzitometrické kvantifikaci
a normalizaci intenzit signdlu pomoci
specializovaného softwaru je vytvoren
tzv. profil genové exprese analyzova-
ného vzorku, ktery je pak mozné srovna-
vat s expresnimi profily dalsich vzorka.
Diky vyraznym alteracim v expresnich
profilech nddorové buriky je idedlni apli-
kaci pro tuto technologii pravé onko-
logicky vyzkum. Kli¢ovou studii z hle-
diska onkologické prognostiky provedli
van't Veerova et al [14], ktefi analyzovali
profily genové exprese primarnich na-
dor( pacientek s karcinomem prsu a po-
moci exprese 70 genu byli schopni pre-
dikovat vznik metastaz s 89% presnosti
[14]. Ve srovnani s dosud klinicky pou-
zivanymi prognostickymi ukazateli se
jedna o velmi ptesny odhad relapsu one-
mocnéni, ktery, pokud by byl potvrzen,
by znamenal moznost vyraznéjsi indivi-
dualizace protinadorové léeby. Rada pa-
cientek s karcinomem omezenym pouze
na oblast prsu a s nizkym rizikem relapsu
onemocnéni by tak nemusela vibec
podstupovat adjuvantni chemoterapii.
K validaci prediktivniho potencialu zmi-
néného 70genového profilu byla ote-
viena klinicka studie MINDACT (Microar-
ray In Node negative Disease may Avoid
ChemoTherapy). Probihd v siti 40 vy-
zkumnych pracovist z 21 zemi s celkovym
rozpoctem pfriblizné 20 mil. eur a oce-
kava se, ze do ni bude zafazeno pfiblizné
5 000 pacientek [15]. K ziskani dalSich in-
formaci o pouziti DNA cipu v oblasti on-
kologického vyzkumu odkazujeme cte-
nafe na jiz publikované prehledové prace
[12-13].

Nejnovéjsim z molekularnébiologic-
kych ptistupl charakterizace nador( je
jejich studium pomoci profilll exprese
mikroRNA (miRNA). MiRNA jsou posledni
z dosud objevenych ribonukleovych ky-
selin (RNA). Jedna se o nekédujici jedno-
fetézcové RNA o délce 18-25 nukleotidq,
jejichz hlavni funkci je regulace genové
exprese na urovni medidtorové RNA
(mRNA) [16]. V zavislosti na mife kom-
plementarity s cilovou mRNA vyuzivaji
miRNA dva rozdilné mechanizmy post-
transkripéni regulace genové exprese,
které vedou bud' ptimo k degradaci ci-
lové mRNA, nebo k represi jeji translace
a nasledné k poklesu hladin jejiho protei-
nového produktu. Dle bioinformatickych
modell jsou miRNA schopny regulovat
az jednu tretinu lidskych gen(, v¢etné
vyznamnych onkogent ¢i nddorovych
supresorl. Geny regulované pomoci
miRNA se uplatnuji jak v iniciadlnich fa-
zich procesu karcinogeneze, tak i v regu-
laci nddorové invazivity a metastazovani.
Kromé toho se ucastni i fady dalSich pro-
cesU, napf. [ékové rezistence [17-19]. Za-
jimava je rovnéz skutec¢nost, ze pfiblizné
50% miRNA genl se nachazi na fragil-
nich ¢astech chromozomd, jejichzZ ztrata
nebo amplifikace je ¢asto detekovana
u nadorovych onemocnéni. Z tohoto
pohledu jsou i nekédujici miRNA nosi-
telkami dulezité genetické informace,
jejiz regulace je narusena, nebo dochazi
k jeji ztraté v pribéhu naddorové transfor-
mace. Analyza expresnich profili miRNA
je proto stéle castéji vyuzivana pro ucely
molekuldrni charakterizace nadorovych
onemocnéni, analogicky se studiemi za-
loZzenymi na DNA ¢ipech a profilovéani ké-
dujicich transkript(.

Expresni Cipové technologie

a renalni karcinom

V poslednich osmi letech bylo publiko-
vano pres dvacet studii, ve kterych bylo
ve vyzkumu rendlniho karcinomu vyuzito
DNA ¢cipovych technologii. Tyto studie
byly vétsinou zaméreny na charakterizaci
profilu genové exprese renalniho karci-
nomu a jejich vystupem byla vétsinou
sada gend, jejichZ exprese se vyznamné
lisila mezi nadorovou tkani a normalnim
parenchymem ledviny. Timto zpUsobem
byly identifikovany stovky novych gend,
potencialnich markerd renalni karcino-

geneze. Bohuzel mikrocipové analyzy je
vzdy nutné podrobovat kritickému po-
hledu, nebot jak je pfi podobnych experi-
mentech obvyklé, sady genll nalezenych
jednotlivymi autory se vzajemné znaéné
li3i. Tato skute¢nost mlze byt zplsobena
zejména nizkym poctem analyzovanych
vzork(, nedostate¢né homogennimi sou-
bory pacientd, rozdilnymi limity pro kva-
litu izolované RNA, pouzitim riznych ci-
povych platforem (cDNA cipy - Agilent,
oligonukleotidové ¢ipy - Affymetrix, ku-
lickové cipy — lllumina, Real-Time PCR
Cipy — Applied Biosystems) a stejné tak
variabilitou statistickych metod a rlz-
nymi kritérii statistické vyznamnosti
[20-22].

Pfes véechny tyto limitace existuji geny,
které byly opakované identifikovany ve
vice studiich. Pfiklady genli nadmérné
exprimovanych v rendIni nddorové tkani
jsou VEFG, endotelin 1, glukdzovy pfe-
nase¢ GLUT9, IGF-vazajici protein 3 v na-
dorech typu cRCC, alfa-metyl-CoA race-
maza u pRCC nebo KIT (CD117) u chrRCC
[10]. Tyto geny se podileji zejména na re-
gulaci buné¢ného metabolizmu, angio-
tak spektrum jiz dfive popsanych gene-
tickych abnormalit u RCC (napf. mutace
genu von Hippel-Lindau, onkogenu MET
a receptoru pro epidermalni rdstovy fak-
tor /EGFR/) [23-24]. Podobné jako v pfi-
padé karcinomu prsu uvedeném vyse
byly i u RCC zjistény specifické skupiny
genl (genové profily), jejichz vzajemna
exprese je spojena s prognézou onemoc-
néni. Tyto profily maji potencial pro uziti
v diagnostice a lé¢bé pacientli s RCC. Za
timto ucelem vsak bude nutné provést
jejich validace formou klinickych studii.

Velice slibné jsou vysledky praci zamé-
fenych na profilovani exprese mikroRNA
u pacientd s RCC. Zatimco k jednoznac¢-
nému odliseni renalniho karcinomu od
rendlni nenadorové tkdné jsou zapotiebi
skupiny citajici desitky geni (mRNA), na
urovni miRNA je tento pocet vyznamné
nizsi, nebot jedna miRNA muze regula-
tovat desitky az stovky cilovych mRNA.
To dokazuje i prace némeckych autor(,
ktefi na zakladé kombinace pouze dvou
miRNA, miR-141 a miR-155, byli schopni
spravné identifikovat 97 % testovanych
vzorkd RCC mezi vzorky normalni rendlni
tkané [25].
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Profily genové exprese rendlniho
karcinomu a nenadorové tkané:

Lze diagnostikovat renalni karcinom
pomoci c¢ipové technologie?
Technologie DNA ¢ip0 byla nejcastéji po-
uzita ke srovnavani profill genové ex-
prese cRCC a nenadorové rendlni tkané
(NRT). Cilem téchto studii je bezchybné
identifikovat rendlni karcinom na mo-
lekularni Urovni a zéroven rozsifit nase
znalosti o molekularnébiologické po-
vaze tohoto klinicky heterogenniho né-
dorového onemocnéni. Dosud nalezené
geny je mozné rozdélit do skupin na za-
kladé jejich biologické funkce. Pfikladem
je prace Boerové et al [26], ktefi pouzili
c¢DNA (cipy k analyze biologického ma-
teridlu z 32 primarnich tumord a 5 me-
tastaz RCC a identifikovali 1 738 genl
rozdilné exprimovanych ve srovnani
s nenadorovou tkani parenchymu led-
viny. Geny zapojené do bunéc¢né ad-
heze, metabolizmu nukleovych kyselin
a nukleotidli byly u RCC zvysené expri-
movany, zatimco hladiny genud spojené
s iontovou homeostazou, transportem
elektronl a metabolizmem kysliku vyka-
zovaly snizenou expresi. S podobnym de-
signem bylo provedeno nékolik dalsich
studii [27-32]. Na souboru 18 RCC a je-
jich paralelni nenadorové tkani provedli
analyzu expresnich profild pomoci ¢ipl
Affymetrix Lenburg et al [33] a identifiko-
vali 1 234 rozdilné exprimovanych gen.
Svoje pozorovani rozsifili o metaanalyzu
publikovanych studii, ve které zjistili, ze
800 jimi identifikovanych genud nebylo
nalezeno v zadné z predchozich studii,
kdeZto pouze 37 genu bylo jiz dfive iden-
tifikovdno minimalné ve tfech studiich.
Tyto geny byly spojeny s biologickymi
procesy, jako je hypoxie, angiogeneze,
apoptdza, odpovéd na interferon a lé-
kova rezistence [33].V podobné studii Jo-
nese et al [34] bylo mezi vzorky 32 cRCC
a 23 normalnich parenchymu ledviny na-
lezeno 1 359 genl se zvysenou a 493 se
snizenou expresi u RCC. Stejné tak i Jones
byl schopen rozdélit identifikované geny
do nékolika hlavnich skupin na zdkladé
jejich biologické funkce: angiogeneze
(napf. VEGF, angiopoietin-like 4 a 2, bFGF,
ECGF1, endotelin 1, TGF-beta 1 a 2), in-
vazivita/migrace/adheze (napf. MMP14,
CXCR1, CXCR4), tyrozinkindzové recep-
tory (napf. FLT1, AXL, EGFR). Mezi touto

genovou sadou a sadami publikovanymi
Lenburgem et al [33] existoval vyznamny
prekryv, prestoze byly pouzity rozdilné
DNA cipové platformy a rozdilné bio-
informatické algoritmy. Stejny tym stu-
doval také rizné podtypy RCC (pRCC,
chrRCC a onkocytomy) a nadory ledvinné
panvicky, pficemz profily genové exprese
rozdélily tyto nddory do skupin v souladu
s jejich histopatologickymi fenotypy [33].
Prekvapivé existuje sada 31 gend, kterd
vykazuje zvySenou expresi napfi¢ viemi
podtypy RCC i jinymi ndrody ledvin. Tato
sada genl v sobé zahrnuje geny se zna-
mou funkci v nddorové biologii: trans-
formuijici rlstovy faktor 2 (TGF-B2), dis-
integrin a metaloproteinaza 12 (MMP12)
a proteinkindza C§, naznacujici vyznam
téchto béZznych biologickych mecha-
nizmU napfi¢ vsemi typy rendlnich na-
dor@. Deregulace signélni drahy TGF-(3
byla jiz dfive asociovana s kanceroge-
nezi a progresi RCC [35]. Disintegrin
a MMP12 byly zase Uspésné studovany
v souvislosti s prognézou RCC [36]. V pri-
padé mikroRNA bylo provedeno rov-
néz nékolik studii zamérenych na po-
rovnani exprese miRNA mezi renalnimi
karcinomy a normalnim parenchymem
ledviny. Gottardo et al [37] identifikovali
sadu ¢tyf miRNA se signifikantné zvyse-
nou expresi (miR-28, miR-185, miR-27,
and let-7f-2) v tkani renalniho karcinomu
oproti kontrolnim vzorkdim tkané zdravé
ledviny. V dalsi praci pouzivajici miRNA
¢ipy nesouci sondy pro 470 miRNA, Na-
kada et al [38] pozorovali u RCC snizené
hladiny miR-141 a miR-200c, které vali-
dovali metodou Real-Time PCR, a jako
cile regulované témito miRNA potvr-
dili ZFHX1B a E-kadherin. Jung et al [25]
na souboru 12 parovych biopsii cRCC
a normalni rendlni tkané stanovili spe-
cificky miRNA profil cRCC, charakterizo-
vany zvysenou expresi miR-16, miR-452%,
miR-224, miR-155 a miR-210 a snizenim
exprese miR-200b, miR-363, miR-429,
miR-200c, miR-514 miR-141. Zmény hla-
din exprese uvedenych miRNA byly va-
lidovany metodou Real-Time PCR na
souboru 72 parovych biopsii cRCC a nor-
malni renalni tkané. Na tomto testova-
cim souboru bylo mozné odlisit cRCC
od zdravé tkané pouze na zakladé ex-
prese miR-141 miR-155, a to s 98% pres-
nosti [25]. V praci kanadského tymu se

podafilo u cRCC identifikovat 33 dere-
gulovanych miRNA, z nichz 21 bylo zvy-
Seno (napf. miR-21, miR-210, miR-106a,
miR-106b, miR-15a) a 12 snizeno (napf.
miR-200¢, miR-200b, miR-720, miR-150)
ve srovnani se zdravou tkani [39]. Na-
pfi¢ vdemi prezentovanymi studiemi bylo
pozorovano snizeni exprese miR-200c,
velice frekventné také snizeni exprese
miR-141, a naopak narlst exprese
miR-210. V3echna vyse uvedena pozoro-
vani potvrzuji, ze miRNA hraji vyznam-
nou roli v kancerogenezi RCC a je tfeba
je brat v uvahu v ramci komplexniho
vniméani molekuldrni patologie tohoto
onemocnéni.

Molekularni klasifikace renalniho
karcinomu: Lze pomoci mikrocipt
urdit, o jaky podtyp renalniho
karcinomu se jedna?

Diagnostika a klasifikace nadorovych
onemocnéni na molekularni drovni je
v soucasnosti nezbytnym predpokla-
dem ke spravné |é¢bé jiz u fady diagnéz
(napft. karcinom prsu, kolorektalni kar-
cinom, difuzni velkobuné¢ny lymfom).
V pfipadé rendlniho karcinomu existuje
nékolik histologickych podjednotek (po-
drobné viz ivod), ale podobné jako u ji-
nych nadorl se ukazuje, Ze i pfes stejny
morfologicky zéklad (v daném pfipadé
rendlni tubularni epitel) dochazi u jed-
notlivych podjednotek v pribéhu karci-
nogeneze k fadé odlisnych genetickych
alteraci.

Pomoci DNA ¢ip0 bylo zjisténo, Ze mor-
fologicka diverzita RCC mé vyznamné ko-
relaty v profilech genové exprese. Napf.
Schuetz et al [30] popsali specifické ex-
presni profily ve vztahu k jednotlivym his-
tologickym podtyplm RCC. Jak svétlobu-
nécny (cRCCQ), tak papilarni (pRCC) rendini
karcinom vykazovaly profil genové ex-
prese charakteristicky pro proximalni ne-
fron, zatimco u chromofobniho renélniho
karcinomu (chrRCC) a onkocytomu byly
nadmérné exprimovany predevsim geny
typické pro distalni nefron [30]. Sultmann
et al [40] jednoznacné prokazali rozdil-
nost expresnich profili cRCC a chrRCC ve
studii s 87 RCC a 25 vzorky normalniho
renalniho parenchymu. Ve své praci navic
pouzili DNA ¢ipy specificky konstruo-
vané pro vyzkum zhoubnych nador(
ledvin. Tyto ¢ipy nesly na svém povrchu
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Srovnani rozdilné exprimovanych gent u podtypt RCC

cRCC

1957

chrRCC

587

Obr. 1. Mnozinovy diagram zndazornujici souvislost jednotlivych histologickych pod-
typd RCC (cRCC - svétlobunécny rendlni karcinom, pRCC - papilarni rendlni karcinom,
chrRCC - chromofobni renalni karcinom) na trovni profilG genové exprese. Cisla udavaji
pocty genl se signifikantné rozdilnou expresi. Upraveno podle Jonese et al [9].

sondy 4 207 gen0 asociovanych s rendlni
tkani. Jones et al [34] stanovili pro kazdy
z péti studovanych histologickych pod-
typl RCC genovy profil ¢itajici 30 gend.
Pouzitim celé sestavy 150 gen0 byli na-
sledné schopni zpétné identifikovat jed-
notlivé podtypy RCC se 100% presnosti.
Tato skupina genl, jejichz seznam je sou-
¢asti oddilu ,Supplementary data” au-
torovy prace (http://www.bidmegeno-
mics.org/KidneyCancer/index.html), byla
Uspésné validovana nezavislou laboratofi
na rozdilném souboru pacientd pfi pou-
ziti odlisné cipové technologie [40]. Roz-
dilnost a priniky expresnich profild jed-
notlivych histologickych podtypl RCC
demonstruje mnozinovy diagram (obr. 1)
vytvoreny na zdkladé dat ziskanych Jone-
sem et al [34]. Rovnéz na urovni miRNA
byly identifikovany expresni profily
specifické pro jednotlivé histologické
podtypy RCC [41]. Konkrétné exprese
miR-423 a miR-203 byla signifikantné zvy-
$ena u cRCC ve srovnani s pRCC. Naproti
tomu u onkocytomu byla miR-203 sni-
Zena ve srovnani s chrRCC [41].

V pfipadé renalniho karcinomu je po-
zoruhodné, Ze pfes klinicky heterogenni
onemocnéni, a to i uvniti jednotlivych
histologickych podjednotek, profilovani
genové exprese nepfineslo zadné zmény

v jeho klasifikaci. To je v rozporu s o¢eka-
vanim odborné vefejnosti, jez predpo-
kladala zmény podobné tém, ke kterym
doslo napf. u difuzniho velkobuné¢ného
lymfomu nebo u karcinomu prsu. Z to-
hoto pohledu molekularni klasifikace RCC
kopiruje histologické podtypy RCC. Iden-
tifikované genové skupiny ovséem umozni
hlubsi pochopeni molekuladrni povahy
jednotlivych histologickych podtypt RCC.

Vyuziti DNA a mikroRNA ¢ipi ke
stanoveni progndézy pacientt

s renalnim karcinomem:

Jaké je riziko metastazovani?

Ve své podstaté prvnim a dosud jedi-
nym v klinické praxi Siroce vyuzivanym
prognostickym systémem rendlniho kar-
cinomu je TNM Kklasifikace. Pfestoze se
preziti pacientl s renalnim karcinomem
jednoznacné odviji od klinického sta-
dia choroby i uvnitf jednotlivych skupin
(I. az IV. klinické stadium), se mdze do-
sazend délka ¢asu do progrese choroby
(disease-free survival — DFS) a celkového
preziti (overall survival - OS) mezi jednot-
livymi pacienty vyznamné lisit. Mikroci-
pové technologie nabizeji atraktivni na-
stroj k hledani rozdild v genové expresi
karcinomd ledviny mezi pacienty s vy-
razné odlisnymi ¢asy DFS a OS.

Prvni studie vyuzivajici genomicky pfi-
stup ke klasifikaci RCC podle rozdilné
prognézy byla provedena na souboru
29 pacientli s cRCC pomoci cDNA ¢ipl
nesoucich 21 632 sond [42]. Takahashi
et al [42] identifikovali soubor 40 genl
umoziujici rozdélit pacienty s cRCC do
skupiny s dobrou a Spatnou progné-
zou. Mezi témito geny se objevily i né-
které jiz dfive identifikované, jako napf.
TGF-B, TGF-BRII nebo TIMP3. Je zaji-
mavé, Ze u pacientll se $patnou progné-
zou byla pozorovana snizend exprese
TGF-BRII a TGF-BRIII a dalsich gent spo-
jenych s TGF-B signélni drahou, zatimco
samotné TGF-B2 se v téchto cRCC vysky-
tovalo ve zvysenych hladinach [42]. Vas-
selli et al [43] pomoci DNA ¢ipl na sou-
boru 58 pacientd s metastazovanym
RCC identifikovali 45 genu, na zdkladé
jejichz vzéjemné exprese mohli byt pa-
cienti stratifikovani do skupiny s nizkym
nebo vysokym rizikem casného Uumrti
v dusledku progrese renalniho karci-
nomu. U pacientd s nizkym rizikem byl
dosazen medidn OS 556 dnU (tfileté OS
témér 40 % pripadd), u pacientd s vy-
sokym rizikem 180 dnu (tfileté preziti
méné nez 10 % pfipadl (p < 0,001)). Nej-
vyznamnéjsim molekuldrnim prognos-
tickym ukazatelem z uvedenych 45 genl
byl gen kédujici VCAM1 (vaskularni ad-
hezivni molekula VCAM1) [43]. Dalsi gen
identifikovany pomoci DNA ¢ipu, jehoz
vyznam v prognoze cRCC je v soucas-
nosti studovan, je protein spojeny s di-
ferenciaci tukové tkané (ADFP). Kromé
adipocytli se ADFP zvysené vyskytuje
i v fadé jinych tkani, napf. v bunkach
mamarnich duktd, v Sertoliho a Leydi-
govych burkach. ADFP patfi mezi geny
indukované hypoxii, pficemz hlavnim
transkripénim faktorem, ktery zprostied-
kovava tuto odpovéd, je HIF (hypoxia-in-
ducible factor) [44-45]. Yao et al [44] nej-
diive provedli analyzu profilu genové
exprese u 33 vzorkll RCC a 9 normalnich
vzork( ledviny, pti které zjistili vyssi ex-
presi ADFP u svétlobuné¢nych renalnich
karcinomi a nasledné na konsekutivnim
souboru 423 pacientd se sporadickym
cRCC potvrdili pozitivni prediktivni vy-
znam ADFP [45]. Exprese ADFP byla vy-
razné vyssi u pacientl bez pfitomnosti
systémovych klinickych symptom( na-
dorového onemocnéni, u karcinomu
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Metastizy T1prim. T3 prim.
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Obr. 2. Cast 155genového metastatického profilu cRCC, vytvofeného na zakladé
srovnani expresnich profilG vzdalenych metastaz cRCC a primarnich tumort o roz-
sahuT1 (dle TNM klasifikace). Tento profil nasledné aplikovany na cRCC o rozsahu T3 roz-
délil T3 tumory na dvé skupiny. Skupina T3 tumord, ktera méla profil genové exprese
155 genl podobny profilu vzdalenych metastaz, méla v dobé chirurgického vykonu
vzdalené metastazy skutec¢né pfitomny. U pacientd s T3 tumory s profilem genové ex-
prese podobnym T1 tumoriim v dobé chirurgického vykonu vzdéalené metastazy pfi-

tomny nebyly.

dobte diferencovanych, lokdlné méné
pokrocilych. Naopak nizsi expresi ADFP
zaznamenali u $patné diferencovanych
karcinom( nebo pacient( s jiz metasta-
tickym onemocnénim. Hladina ADFP vy-
znamné korelovala s DFS i OS [45].
Moznost presné predikovat metasta-
ticky potencial rendlniho karcinomu jiz
v dobé diagnézy by mohla vyznamné
ovlivnit lé¢ebny plan. Kosari et al [46]
rozdélili svdj soubor pacient(i s cRCC na
¢ast s agresivnim pribéhem onemoc-
néni, ktera podlehla nemoci do ctyr let
od nefrektomie, a na ¢ast s relativné pfi-
znivym pribéhem choroby. Pomoci DNA
CipU provedli analyzu profild genové ex-
prese v obou souborech a nalezli sadu
35 gend, jejichZ exprese se mezi obéma
soubory statisticky vyznamné liila. Své
vysledky verifikovali na nezavislém sou-
boru pacientll metodou Real-Time PCR
a mezi analyzovanymi geny identifiko-
vali anti-apoptoticky survivin, jehoz vy-

soké hladiny byly spojeny s kratSim prezi-
tim pacient( s cRCC. Souvislost survivinu
a prezivani pacient s cRCC ovéfil tento
tym rovnéz imunohistochemicky na pro-
teinové urovni [46].

Zatimco profily genové exprese speci-
fické pro jednotliva klinickd stadia cRCC
nebyly dosud pouzitim DNA cipd na-
lezeny, dalsi prognosticky genovy pro-
fil obsahujici 155 gen( stanovili Jones et
al na zakladé srovnani profil genové ex-
prese vzdalenych metastaz cRCC a pri-
marnich tumor( klasifikovanych v TNM
klasifikaci T1 (tumor nepresahujici 7 cm,
omezeny pouze na samotnou ledvinu)
[9,34,47]. Expresi uvedenych 155 genu
nasledné vysetfili ve vzorcich primdrnich
cRCC o rozsahu T3 (nador se $ifi do vel-
kych vén nebo postihuje pfimo nadled-
vinu nebo perirenalni tkan, ale ne pres
Gerotovu fascii). Vysledek genové ex-
prese rozdélil T3 tumory na dvé skupiny.
Skupina T3 tumor, kterd méla profil ge-

Snitend Zvyland sxprete

2 8 2 4

S-hsa-mir-32
S-hza-mir-342
haa-miR-342
S-hea-mir-296
e hsa-miR-382
S-hoa-mir-23a
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hza-miA-183
S-hsa-mir-22
. hsa-miR-22
hsa-miR-505
hsa-mif-213
hza-miR-345
hsa-miR-328
— S-hza-mir-10a
S-hesa-mir-10b
- hza-miR-200a"
hsa-miR-30e-3p
hza-mif-130a
S-hga-mir-30c-2

Dotwd prognéza — Spaind prognéza

Obr. 3. Skupina miRNA umoziujici rozdé-
lit pacienty s cRCC na skupiny s dobrou
a $patnou prognézou. Cervena a modra
barva znamend zvysenou, resp. snizenou
expresi dané miRNA ve srovnani s nena-
dorovou renalni tkani. Predpona S zna-
mena prekurzorovou formu dané miRNA.
Upraveno podle Petilla et al [41].

nové exprese 155 gend podobny pro-
filu vzdalenych metastaz, méla v dobé
chirurgického vykonu vzdalené meta-
stazy skutecné pfitomny. Druha skupina
T3 tumorl s profilem genové exprese
podobnym T1 tumordm v dobé chirur-
gického vykonu vzdalené metastazy ne-
méla (obr. 2). Z dendrogramu na obr. 2 je
patrné, Zze primarni nadory o stejném roz-
sahu (T3) mohou mit rozdilné biologické
vlastnosti, které determinuji vznik vzda-
lenych metastaz. Tyto vlastnosti pfitom
nemohou byt zjistény pfi rutinnim histo-
logickém vysetreni.

Identifikovany 155genovy profil za-
hrnoval fadu gena s jiz popsanym vy-
znamem v kancerogenezi (napf. pro-
teinkindza C§, transkripcni faktor
POU5F1/0CT4, heat shock protein
90beta, kaveolin 1, annexin A4, katep-
sin Z. Jones na svém souboru vyzkousel
aplikovat i 128genovy profil, objeveny
bostonskymi autory na modelu karci-
nom jiného nez rendlniho plvodu, ktery
predikuje vznik metastaz obecné u epite-
lialnich nador [48]. S pouzitim tohoto
,o0becného profilu metastazovani” dosahl
spravného rozdéleni vice nez 80 % pri-
marnich tumor( do dvou vyse definova-
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nych skupin. Jak pfesné interpretovat, Ze
dva odlisné genové profily shodné sesku-
pily svétlobunécné renalni karcinomy na
zakladé jejich schopnosti zakladat meta-
stazy, neni jasné. Rozhodné viak tato sku-
tecnost potvrzuje biologickou odlisnost
primarnich tumord schopnych ¢asné
metastazovat od nadorl méné agresiv-
nich. Tuto odlisnost Ize pfitom stanovit
pomoci profilu genové exprese. Z klinic-
kého pohledu je pak mozné véas rozpo-
znat pacienty s vysokym rizikem vzniku
metastaz a zlepsit jejich progndzu indivi-
dualizaci jejich sledovani a v¢asnym za-
hajenim spravné 1écby.

Na urovni miRNA definovali od-
lisné prognostické skupiny pacientll (ve
vztahu k pétiletému preziti) Petillo et al
(obr. 3) [41]. Nadory se Spatnou progné-
zou byly charakterizovany predevsim
zvysenou expresi pre-miR-32, coz je pre-
kurzor, ze kterého je aktivni miR-32 tvo-
fena uc¢inkem ribonukleazy Dicer. Studie
zaméfené na zdokonaleni stagingu cRCC
na zakladé expresnich profili miRNA pro-
bihaji také na Klinice komplexni onkolo-
gické péce Masarykova onkologického
ustavu v Brné.

Zaveér: vize klinického vyuziti
modernich genomickych metod

u pacientti s renalnim karcinomem
DNA i mikroRNA ¢ipové technologie
byly jiz dspésné implementovany do vy-
zkumu nadorovych onemocnéni. V této
oblasti bylo nejvétsiho pokroku dosa-
Zeno u nehodgkinskych lymfoma a kar-
cinomu prsu, kde DNA ¢ipy vyznamnou
mérou pfispély k vytvoreni molekular-
nich klasifikaci uvedenych chorob, jez
maji jednoznaény prognosticky poten-
cidl a dopad na lécbu pacient(. V sou-
¢asné dobé u karcinomu prsu probihaji
klinické studie s pouzitim DNA ¢ipd, ¢i-
tajici tisice pacientek. Zda nabudou ¢i-
pové technologie podobného vyznamu
také u rendlniho karcinomu, je predcasné
odhadovat, nebot dosud nebylo prove-
deno tolik studii jako v pFipadé dvou
vySe uvedenych malignit. Nicméné do-
sazené vysledky jsou velice povzbudivé.
Pomoci DNA a mikroRNA ¢ip0 byly iden-
tifikovany jednotlivé geny a miRNA ma-
jici prognosticky vyznam u cRCC. Obé ¢i-
pové platformy Ize pouzit k diferenciaci
mezi nadorovou tkani a normalnim re-

nalnim parenchymem, v pfipadé nadoru
Ize rozlisit jednotlivé podtypy RCC. Ci-
pové technologie si nekladou za cil na-
hradit histologické vysetfeni bioptované
tkdné, navic tkan vysetfovana pomoci
¢ipd musi byt z fady dlvod( zpracovana
a zhodnocena patologem. Lze oviem
predpokladat, Ze do budoucna budou
aplikovdna obé vysetfeni paralelné, pfi-
¢emz cipové technologie vyznamnou
mérou doplni informace ziskané z rutin-
niho histologického vysetfeni. Tyto infor-
mace budou zakladem molekularniho
stagingu a molekularni klasifikace nado-
rovych onemocnéni, s pfimym dopadem
do klinické praxe.
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Proteomicka analyza nadorovych bunék

Proteomic Analysis of Cancer Cells
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Souhrn

Vyrazny rozvoj analytické instrumentace a metodickych ptistupli béhem poslednich dvou de-
setileti vyznamné roz3ifil moznosti studia protein( v Zivych systémech. Analyza tzv. proteomu
poskytuje neustale se prohlubujici nahled do biologickych procesd na urovni kvalitativnich
a kvantitativnich zmén proteinového sloZeni v souvislosti s fyziologickymi a patologickymi stavy
organizmu, ¢imz nabizi moznost jejich lepsiho pochopeni a stava se pfinosem pro vyvoj a vali-
daci diagnostickych a terapeutickych pristupd. Proto se na studium lidského proteomu v sou-
Casné dobé soustieduje i pozornost odborné vefejnosti v oblasti onkologie. V tomto ¢lanku jsou
vysvétleny principy nejvyuzivanéjsich proteomickych metod (gelova elektroforéza, kapalinova
chromatografie, hmotnostné spektrometricka analyza, ¢ipové technologie) a uvedeny pfiklady
jejich vyuziti v oblasti onkologickych, resp. hematoonkologickych onemocnéni.

Klicova slova
proteomika — proteiny — onkologie — hematologie

Summary

The rapid development of analytical instrumentation and methodical approaches in the course
of the last two decades has significantly extended the possibilities of studying proteins in living
systems. Proteomic analysis provides ever deeper insights into the molecular nature of biological
processes in terms of qualitative and quantitative changes in protein composition in connection
with the physiological and pathological states of the organism. Thus, proteomic analysis contri-
butes to a better understanding of these processes and becomes a tool for the development and
validation of diagnostic and therapeutic approaches. Thanks to recent achievements, the atten-
tion of cancer specialists is more and more focused on human proteome research. In this brief
review we explain the principles of widely used proteomic techniques (gel electrophoresis, liquid
chromatography, mass spectrometry analysis, protein array technologies) and show examples of
their application in oncology, namely hematooncological diseases.
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proteomics — proteins — oncology — hematology
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Uvod

Zékladni role proteint v zivych organiz-
mech byla prokazadna uz v zacatcich bio-
logického badani. Termin ,protein” po-
prvé pouzil Berzelius roku 1838, aby
ilustroval vyznam téchto molekul. Nazev
Lprotein” odvodil od feckého slova ,pro-
teios” znamenajici, prvni pozici” [1].

Po Uspésném rozlusténi lidského ge-
nomu [2] nésleduje dalsi etapa v po-
znani molekuldrni podstaty bunécénych
proces(, a to studium vlastnich vykona-
vateld vétsiny téchto procest, tedy pro-
teind. Védni disciplina zabyvajici se analy-
zou proteind, resp. proteomu, se nazyva
proteomika. Termin ,proteom” vytvo-
feny spojenim slova protein a zazitého
terminu ,genom” poprvé pouzil v roce
1994 Marc Wilkins [3]. Proteom byva de-
finovén jako kompletni sada bilkovin
v bunce, tkdni nebo organizmu zahrnu-
jici veskeré jejich formy [4]. Védni disci-
plina proteomika studuje z hlediska kva-
lity i kvantity vSechny proteinové formy,
které jsou exprimovany organizmy v za-
vislosti na jejich funkci, stafi a externich
faktorech, jez pfislusny organizmus ovliv-
nuji [5]. Jinymi slovy predmétem zajmu
proteomiky je popis struktury a funkce
vsech funkénich produktll genové ex-
prese, zahrnujiciidentifikaci kazdého pro-
teinu vcetné jeho kvantifikace, lokalizace
v bunce, uréeni protein-proteinovych in-
terakci a charakterizace posttranslacnich
modifikaci (napt. fosforylace, acetylace,
glykosylace, metylace aj.), které hraji da-
lezitou roli v bunécnych procesech [6-7].
Analyza proteomu poskytuje nahled do
biologickych procest v zavislosti na kon-
centraci proteinl v daném ¢ase, ¢imz na-
bizi moznost |épe pochopit fyziologické
a patologické stavy organizmu a stava se
pfinosem pro vyvoj a validaci diagnos-
tickych a terapeutickych piistup(. Napf.
v hematoonkologii se pomoci aplikace
nosti popisu vyvoje hematopoetickych
bunék, leukemogeneze nebo funk¢ni ak-
tivity zralych bunék [8].

Analyza proteomu diky jeho kom-
plexnosti (v pfipadé ¢lovéka se jednd az
o stovky tisic proteinl ¢i jejich forem)
predstavuje podstatné slozit&jsi ukol, nez
jakym je analyza genomu. Vedle velkého
poctu molekul je to také rozpéti koncen-
traci jednotlivych komponent (u krve je

to az deset radu), které velmi komplikuje
analyzu minoritnich slozek, napf. signalni
proteiny. Charakterizace posttransla¢-
nich modifikaci, jez hraji vyznamnou roli
v mnoha bunécnych procesech, klade
jesté narocnéjsi pozadavky na pfipravu
vzorku i na instrumentaci.

V poslednich 20 letech zaznamenaly
proteomické metody i odpovidajici in-
strumentace prudky rozvoj. Jednim
z hlavnich néstroji proteomické ana-
lyzy se stala hmotnostni spektromet-
rie (mass spectrometry — MS) ve spojeni
s vybranymi separa¢nimi metodami.
V nésledujicim textu je uveden stru¢ny
prehled separacnich technik a nejbéz-
néjsi MS instrumentace. Kompletni pre-
hled MS instrumentace je uveden napf.
v praci B. Domona [9]. Pozornost je vé-
novana také technikdm vyuzivajicim
proteinové Cipy.

Dvourozmérna gelova

elektroforéza (2D-GE)

Dvourozmérna gelovd elektroforéza
byla poprvé popsana O’Farrelem v roce
1975 a stala se klicovou metodou pro se-
paraci komplexnich smési protein( v bio-
logickych vzorcich. Metoda kombinuje
dva separacni kroky. V prvnim rozméru

IEF

BH3, — Hid

jsou rozpusténé a denaturované proteiny
separovany v prouzku polyakrylamido-
vého gelu s imobilizovanym gradientem
pH dle svych izoelektrickych bodl (hod-
nota pH, pfi némz maji proteiny nulovy
naboj) metodou izoelektrické fokusace.
V druhém rozméru je tento prouzek gelu
obsahujici separované proteiny z pred-
choziho kroku pfilozen na separacni
gel. Proteiny jsou separovany technikou
SDS-PAGE podle svych relativnich mole-
kulovych hmotnosti (Mr) [10] (schéma. 1).

Tato metoda je schopna simultdanné
rozlisit vice nez 5 000 protein(, po vizu-
alizaci Ize metodami hmotnostni spekt-
rometrie detekovat méné nez 1 ng pro-
teinu ve spotu. Dokaze separovat také
jednotlivé izoformy i posttransla¢né mo-
difikované proteiny. Velmi casto se vyu-
Ziva pro hledéani novych markerd na za-
kladé kvantitativnich a kvalitativnich
rozdill v proteinové expresi, které jsou
stanoveny prostfednictvim softwarové
analyzy obrazu [11].

Mezi nevyhody 2D-GE patii mnozstvi
smésnych spotl obsahujicich rdzné pro-
teiny se stejnym pl a Mr, omezené moz-
nosti detekce proteinl s nizkym, resp. vy-
sokym pl, vysokou hydrofobicitou nebo
pfili§ vysokou/nizkou Mr. Reprodukova-
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Schéma 1. Dvourozmérné gelové elektroforézy.
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telnost metody spojena s 2D-GE je ovliv-
néna mnoha faktory, napt. pfipravou
vzorkd, plvodem cinidel, pouzitou bar-
vici metodou, zpudsobem a kvalitou vy-
hodnoceni gelt pomoci zvoleného pro-
gramu pro analyzu obrazu. Vysledkem je
celkova variabilita metody pohybuijici se
mezi 20 a 30% [12].

Jedna z prvnich studii vyuzivajici 2D
gelovou elektroforézu k analyze hemato-
logickych vzork( byla publikovana v roce
1988. Srovnavana byla exprese proteinl
v rGznych typech krevnich bunék (neu-
trofily, nefrakcionované lymfocyty pe-
riferni krve, T-lymfocyty, B-lymfocyty,
T4 aT8antigen pozitivnilymfocyty, buniky
kostni diené aj.). Na jejim zakladé byl po-
psan protein p18 jako onkoprotein, jehoz
mnozstvi se méni v zavislosti na jeho bu-
néc¢ném plivodu [13]. Na zakladé 2D-GE
analyzy pozorovali v roce 2005 Cui JW
a jeho skupina rozdilnou expresi protein(
mezi leukocyty pacientl s akutni leuke-
mii a zdravymi jedinci. Souc¢asné popsali
i rozdily v proteinové expresi mezi jed-
notlivymi podtypy akutni myeloidni leu-
kemie a akutni lymfoidni leukemie [14].
Ve stejném roce publikovali odlisné za-
stoupeni proteini mezi jednotlivymi
podtypy akutni myeloidni leukemie také
Lopez-Pedrera et al. Identifikované pro-
teiny patfily ke skupiné metabolickych
enzymd, antioxidantd, strukturnich pro-
teinl a produktl supresorovych gend.
Sedm z identifikovanych proteinl vy-
kazovalo také rozdilné zastoupeni mezi
blastocyty a normdlnimi mononukle-
arnimi bunkami. Jednalo se o alfa-eno-
lazu, RhoGDI2, annexin A10, catalazu,
peroxiredoxin 2, tromomyosin 3 a lipo-
cortin 1 (annexin 1). Tyto rozdilné expri-
mované proteiny mohou ovliviovat vy-
znamné metabolické drahy bunék, napf.
glykolyzu, nadorovou supresi, apoptdzu,
angiogenezi a metastazovani [15].

Diferencni gelova elektroforéza
(2D-DIGE)

Z principu dvourozmérné gelové elek-
troforézy vychazi dalsi metoda, tzv. dife-
rencni gelova elektroforéza (difference
gel electrophoresis - 2D-DIGE). Poprvé
byla popsana skupinou Jona Mindena
[16]. Tato technika je zaloZzena na pre-e-
lektroforetickém barveni vzork( fluores-
cencnimi zna¢kami (Cy2, Cy3 a Cy5), coz

umozniuje soucasnou separaci az tfi pro-
teinovych vzorkl na jednom gelu. Jed-
notlivé vzorky (napft. zdrava vs nemocna
tkan, pfipadné i referen¢ni vzorek) jsou
oznaceny znackami lisicimi se vinovou
délkou emitovaného a excitovaného
svétla. Nasledné jsou viechny vzorky spo-
jeny a jako jediny smésny vzorek podstu-
puji klasickou 2D-GE. Protoze jsou protei-
nové vzorky separovény na stejném gelu
soucasné, proteiny spole¢né smichanym
vzorkdm migruji spole¢né, diky tomu je
zvydena reprodukovatelnost metody.
Tato metoda takto ¢aste¢né odstranila
nékteré z nevyhod klasické 2D-GE [17].

Na zdkladé 2D-DIGE byly Wangem
a jeho skupinou popsany kvantitativni
rozdily u 194 proteint mezi smési vzorkd
krevni plazmy pacientd po alogenni
transplantaci kostni dfené bez projevu
reakce $tépu proti hostiteli a po projevu
této reakce [18]. Skupina Y. J. Jianga po-
zorovala zmény v proteinovém slozeni
bunéénych linii Burkittova lymfomu v za-
vislosti na pasobeni chemoterapie adria-
mycinu [19].

Desorpce/ionizace laserem za
pFitomnosti matrice - hmotnostni
spektrometrie (MALDI-MS)
Pro charakterizaci proteinl separova-
nych elektroforetickymi metodami se
velmi ¢asto vyuzivd hmotnostni spekt-
rometrie (mass spectrometry — MS) s io-
nizaci MALDI (matrix-assisted laser des-
orption/ionization - MALDI). Obecné,
zékladnim principem MS analyzy je
presné urceni molekulové hmotnosti
analyzovanych molekul, resp. jejich frag-
mentU. Proteiny jsou po gelové elektro-
foretické separaci vyfiznuty z gelu a spe-
cificky nastépeny proteazou, nejcastéji
trypsinem, ktery $tépi proteiny v misté
Lys a Arg. Takto vznikaji peptidy o pri-
mérné délce 10-30 aminokyselin, jejichz
smés je pak podrobena MS analyze.
Prvnim krokem hmotnostni analyzy je
vzdy ionizace. Pfi pouZiti ionizace MALDI,
kterd je jednou z nejcastéji pouzivanych
ionizac¢nich technik pro MS analyzu bio-
molekul, je nejprve smés nastépenych
peptidd smichéna s roztokem organické
latky, obvykle derivatem aromatické kar-
boxylové kyseliny (tzv. matrice), a nane-
sena na vzorkovaci desti¢ku. Po zaschnuti
je vzorkovaci desticka vsunuta do ionto-

vého zdroje hmotnostniho spektrome-
tru. Vlastni ionizace je vyvoldna kratkym
pulzem laserového paprsku, jehoz ener-
gii z velké ¢asti absorbuje matrice a Setr-
nou formou preda peptidim ve vzorku,
aniz dojde k jejich nezddouci fragmen-
taci. Peptidy béhem procesu MALDI pre-
chézeji do plynné faze prevazné v po-
dobé molekulovych iontt. Dal3im krokem
je pak separace vzniklych iontd v hmot-
nostnim analyzatoru. Nejcastéji pouzi-
vanym typem ve spojeni s MALDI je pra-
letovy analyzator (time-of-flight — TOF).
lonty jsou pred vstupem do praletového
analyzétoru urychleny v elektrickém poli
tak, aby jim byla udélena stejna kineticka
energie, a po priletu analyzatorem do-
padaji na detektor. Zmérfena doba letu
iontl je zavisla na jejich naboji a hmot-
nosti. Vysledkem analyzy je v tomto pfi-
padé zjisténi presnych molekulovych
hmotnosti jednotlivych peptidd (s pres-
nosti fadové v ppm). Namérené moleku-
lové hmotnosti nastépenych peptid( zis-
kanych z jednotlivych spotd na gelu jsou
vstupnimi daty pro identifikaci proteinu
pomoci databazového prohledavani, kdy
jsou experimentdlni data srovnavana
s daty vytvofenymi in silico vyhleddva-
cim programem z primarnich sekvenci
proteinll v dostupnych proteinovych da-
tabdzich. Tento zpusob identifikace pro-
teind se oznacuje jako peptidové mapo-
vani (peptide mass fingerprinting) [20].

Informace o primarni sekvenci peptid
vedouci k spolehlivéjsi identifikaci pro-
teind na zékladé cilené vytvorenych frag-
mentd jednotlivych peptidd lze ziskat
pomoci tandemové hmotnostni spektro-
metrie (MS/MS) [21].

Desorpce/ionizace laserem

z upravenych povrchi
SELDI-TOF-MS

Na rozdil od MALDI vyuziva technika
SELDI (surface-enhanced laser des-
option/ionization time-of-flight mass
spectrometry) specidlnich vzorkova-
cich desticek (tzv. ¢iph) s rdznymi chro-
matografickymi povrchy umoznujicimi
Upravu vzorkl pfimo na desti¢ce [22].
Malé mnozstvi vzorku je naneseno na
¢ip, ktery selektivné vaze rdzné subtypy
proteinl v surovém vzorku pomoci ad-
sorpce, elektrostatickych nebo afinitnich
interakci. Po kratké inkubaci jsou vhod-
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nym pufrem a vodou odmyty nenava-
zané proteiny a nespecificky vazané latky
[23].

Technika SELDI je takfka vyhradné spo-
jena s pruletovym analyzatorem a vyu-
ziva se k méreni profilQ, tzn. zastoupeni
peptidl a proteinl s nizkou Mr ve vzor-
cich (nejcastéji do Mr 20 kDa). Dostupné
pfistroje tohoto typu neumoznuji identifi-
kaci jednotlivych slozek vzorku. Vyhodou
SELDI-TOF-MS je jeho relativné vysoka to-
lerance vi¢i necistotam ve vzorcich, nizké
pozadavky na mnozstvi vstupniho mate-
ridlu @ minimalni pozadavky na pripravu
vzorkl pro analyzu [24]. K nevyhodam
fadime nepfimou identifikaci proteind
a mensi citlivost pro proteiny s vysokou re-
lativni molekulovou hmotnosti (> 20kDa).

Tato technika se nejcastéji vyuziva pro
hledani potencialnich biomarkera, ze-
jména v oblasti nadorovych onemocnéni
[25-26], ale je mozno ji uplatnit i u dal-
Sich chorob, napft. pro akutni mozkové
pfihody [27], tromboembolii [28], remo-
delaci arteridlnich stén pfi hypertenzi
[29] a dalsi. Diky tomuto pfistupu byly
také popsany specifické zmény v prote-
omu napf. kmenovych bunék po nizkych
davkach radioaktivity v rdmci terapie [30]
nebo zmény proteinového slozeni u AML
bunék s FLT3-IDT mutaci [31].

MS identifikace proteint
s vyuzitim vicerozmérné
kapalinové chromatografie
Vedle dnes jiz klasické cesty identifikace
proteinli pomoci elektroforetickych se-
paraci a MALDI-MS popsané vyse Ize al-
ternativné vyuzit vicerozmérné separace
peptidi pomoci kapalinové chromato-
grafie v kombinaci s tandemovou hmot-
nostni spektrometrii a databazovym pro-
hledavanim (multidimensional protein
identification technology — MudPIT).
Technika MudPIT byla poprvé pou-
zita v Yatesoveé laboratofi [32]. Komplexni
smés proteinl je stépena v roztoku spe-
cifickou proteazou. Nasledné jsou nasté-
pené peptidy separovany dvou- ¢i vice-
rozmérnou kapalinovou chromatografii
[33]. Obvykle v prvnim rozméru jsou pep-
tidy separovany na zdkladé naboje na ka-
texové koloné a poté jsou peptidy dle
hydrofobicity rozdéleny na koloné s re-
verzni fazi. Eluované peptidy jsou on-line
identifikovany pomoci tandemové hmot-

nostni spektrometrie vyuzivajici ioni-
zaci elektrosprejem (electrospray io-
nization — ESI) [34]. Technikou ESI jsou
peptidy ionizovany v kapalné fazi pro-
strednictvim spreje drobnych kapicek,
na ktery je vlozeno napéti. V protiproudu
susiciho plynu jsou pak odstranény mo-
lekuly rozpoustédla a do analyzéatoru
hmotnostniho spektrometru vstupuji
peptidy v podobé vicenasobné nabitych
molekulovych iontd. Tato ioniza¢ni me-
toda umoziuje pfimé spojeni MS se se-
paraci peptidl pomoci kapalinové chro-
matografie (liquid chromatography - LC).
Schéma metody MudPIT je zndzornéno
na obr. 2. MudPIT umoznuje rychlou a si-
multdnni separaci a identifikaci proteint
a peptidd v komplexni smési [35]. Na dru-
hou stranu MudPIT neni vhodny pro sle-
dovani kvantitativnich rozdill expresi
jednotlivych protein( [36].

Koch et al popsali vyuziti metody Mud-
PIT k identifikaci novych proteinovych
interakci onkogenu c-MYC, ktery ko-
duje transkrip¢ni faktor nezbytny pro
indukci proliferace bunék, s cilem od-
halit nové funkce a pfipadné i dosud
neznamé regulatory c¢-MYC. Identifiko-
vali 221 protein( spojenych s c-MYC,
z nichz jen u 17 bylo toto spojeni zndmo.
Mezi nové identifikovanymi regulatory
c-MYC patfi napf. DBC-1, FBX29, KU70,
MCM7, Mi2-beta/CHD4, RNA Pol I, RFC2,
RFC3, SV40 Large T Antigen, TCP1alpha,
U5-116kD, ZNF281. Ektopicky exprimo-
vany FBX29 a E3 ubikvitinligadza snizuji
hladinu proteinu c-MYC a inhibuji jeho
transaktivaci, zatimco limitujici mnozstvi
FBX29 koncentraci c-MYC zvysuje. Vy-
sledky této skupiny naznacuji, ze c-MYC
bez plsobeni mitogennich transkrip¢-
nich faktorG reguluje bunécnou prolife-
raci pfimym spojenim s proteinovymi
komplexy zahrnutymi do rdznych syn-
tetickych procest nutnych pro déleni
buriky. Komplexni popis sub-proteomu
spojeného s c-MYC by mohl vysvétlit jeho
regulaci [37].

Metoda MudPIT byla v oblasti hemato-
logie vyuZita také pfi charakterizaci pro-
teind krevnich desticek v souvislosti s ate-
rosklerotickym poskozenim. Bylo uréeno
vice nez 300 proteint krevnich desticek za-
pojenych do aktivace trombinu. Mezi nimi
napt. secretogranin ll, cyclophilin A a ca-
lumenin, které byly identifikovany pfi arte-

rosklerotickych zménach cév, ale ve zdra-
vych cévdach nalezeny nebyly [38].

Kvantifikace pomoci hmotnostni
spektrometrie

Vyse zminéné postupy poskytuji jen ne-
dostatecné presné informace o kvantité
protein, napft. kvali relativné nizké re-
produkovatelnosti (2D-GE). K prekonani
téchto nedostatkl byly vyvinuty metody
kvantifikace vyuzivajici hmotnostni spek-
trometrie, které soucasné umoznuji i sou-
béznou identifikaci kvantifikovanych
proteiny. Jsou to predevsim metody za-
loZzené na vyufziti izotopicky rozdilnych
znacek. Nékteré z nich jsou popsany nize.

ICAT

Historicky prvni metodou vyuzivajici
izotopové znaceni byla metoda izoto-
pové rozdilnych afinitnich znacek (iso-
tope coded affinity tags — ICAT) vyvinuta
R. ebersoldem a jeho kolegy na univer-
zité ve Washingtonu v roce 1999 [39].
Princip této metody spociva v oznaceni
dvou vzorkd (napft. pro porovnani zdravé
a nemocné tkadné) rlzné ,tézkymi” va-
riantami znacky vazajicimi se na cys-
tein (,lehky” a ,tézky” fetézec lisici se pfi-
tomnosti izotopu, napf. 2H). Proteinové
vzorky oznacené témito Cinidly jsou na-
sledné smichany a enzymaticky nasté-
peny. Pfed MS analyzou jsou afinitné od-
déleny peptidy se znackou od ostatnich
peptidl neoznacenych. Na zdkladé od-
lisné molekulové hmotnosti pouzitych
variant znacky jsou analyzované peptidy
v hmotnostnim spektru snadno odlisi-
telné a kvantifikovatelné na zakladé po-
méru intenzit signalu (obr. 3).

Metoda ICAT vyuzivajici kapalinové
chromatografické separace muize byt
na rozdil od elektroforetickych metod
s Uspéchem vyuzita ke kvantifikaci pro-
teinll s extrémnimi pl, malo abundant-
nich proteinG [40] i membranové vaza-
nych proteinli [41]. Mezi nevyhody této
metody patii neschopnost ICAT ¢inidla
se vazat na proteiny neobsahujici cys-
tein, coz na druhé strané vyznamné sni-
Zuje komplexitu vzorkl a vysledka jejich
MS analyzy [42].

Publikovanych vysledk( ziskanych me-
todou ICAT v hematologii nebo onkolo-
gii zatim neni mnoho. V oblasti onkolo-
gie Pawlik TM et al popsali identifikaci
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@ Smés denaturovanych protend

l Stépeni trypsinem

11:‘!,‘ i Okyselend smés peptidd (pH) < 3

1 Haneseni na kalony

20 chromatograficka
separace peptidi

|

i ldentifikace a kvantifikace
M55 analyza )

proteini

Obr. 2. Schéma metody multidimenzio-
nalni proteinové identifikace [66].

SCX - latexova kolona, RP - kolona s re-
verzni fazi

intenzida

J

Obr. 3b. Detail MS spektra s peptidem
oznacenym ,lehkou” (L) a tézkou (H) vari-
antou znacky. Z poméru signali lze urcit
zménu exprese odpovidajiciho proteinu
ve srovnavanych vzorcich.

a kvantifikaci tumor specifickych pro-
tein0 z aspiratd prsnich bradavek zen
v ¢asném stadiu rakoviny prsu v porov-
nani se zdravymi kontrolami [43]. Shiio Y
et al publikovali efekt proteinu - pro-
duktu leukemického onkogenu Myc na
proliferaci a morfologii bunék [44].

SILAC
Jiny pfistup zahrnujici relativni kvantifi-
kaci protein( predstavuje znaceni pro-

o 1CAT reagenty

HH

-

afinitni konec [biotin)

Obr. 3a. Schéma ICAT reagentu [39].

teinG pomoci izotopicky rozdilnych ami-
nokyselin béhem kultivace bunéc¢nych
kultur (stable isotope labelling by amino
acids in cell culture — SILAC). Bylo vyvi-
nuto Matthiasem Mannem a jeho ko-
legy z univerzity v Jiznim Dansku v roce
2002 [45]. Do kultiva¢niho média, které
neobsahuje zadné aminokyseliny, jsou
pfidany esencidlni izotopicky znacené
aminokyseliny (napf. *C-arginin, *C-leu-
cin), které jsou zabudovany do sekvence
proteinl béhem jejich syntézy v pribéhu
kultivace. Opét se porovnavaji bunécné
vzorky v jednotlivych médiich obsahuiji-
cich tézké nebo lehké formy aminokyse-
lin. Z tohoto dlvodu neni nutné prova-
dét znaceni proteind chemicky nebo je
precistovat afinitnimi metodami tak jako
v piipadé ICAT. Tim je zajisténo, Ze porov-
navané vzorky budou béhem celého ex-
perimentu vystaveny stejnym podmin-
kadm [46-47]. Porovnani obou metod je
uvedeno na obr. 4.

Sun Y et al vyuzili metodu SILAC
k hledani rozdilll v proteinové expresi
mezi zdravymi a rakovinnymi buni-
kami jater (buné¢né linie HL-7702 vs
HepG2 a SK-HEP-1). Identifikovali 116 po-
tencidlnich proteinovych markerd, které
jsou schopny odlisit rakovinné burnky
jater od normalnich [48]. Oveland et al,
zabyvajici se stimulaci receptoru tyrozi-
nové kinazy FLT3 u bunék akutni mye-
loidni leukemie, vyuzili metodu SILAC
k identifikaci 375 protein(, které snizuji
tvorbu receptoru FLT3 v AML bunééné
linii THP-1. Déle popsali citlivost bunéc¢-
nych linii THP-1 s down-regulovanym
FLT3 na idarubucin a vyslovili hypotézu,
Ze indukovany ligand modulujici recep-
tor mize chemicky senzibilizovat né-
které podskupiny AML [49]. Liang X et
al popsali diky této metodé kvantita-
tivni zmény spojené s fosforylaci kinazy

— thiky Fetbzec: dB-ICAT (X= deuterium)
— ey Fetizec: dO-ICAT (M= vodik)

:/\H\n/\/c’\f\.u/l{\}/\:/ﬁ\/l

raménko — izotopicky mnadeny konec

reakthmi skupina
wilici se na Cys

BCR-ABL a jejich substratt v burikach
chronické myeloidni leukemie béhem
odpovédi na |écbu. Demonstrovali az
90% redukci fosforylace BCR-ABL kinazy
a regulaci fosforylace dalsich protein(
spojenych s hematoonkologickymi cho-
robami (SHP-2, DOK2, SHC protein, pro-
toonkogen B-lymfomu) v disledku l1é¢by
imatinibem [50].

iTRAQ

Nova tfida izobarickych reagent( (isoba-
ric tags for relative and absolute quanti-
tation — iTRAQ) byla vyvinuta Darrylem
Papinem a jeho kolegy ve firmé Applied
Biosystems. iTRAQ reagenty vyuzivaji az
osmi izobarickych znacek o stejné cel-
kové molekulové hmotnosti, kterymi se
mUze oznadit az osm rliznych proteino-
vych vzorka. Tyto izobarické znacky ob-
sahuji tfi zakladni oblasti - reaktivni, ba-
lan¢ni a reportérovou (obr. 5) [51]. Vzorky
jsou oznaceny pred proteolytickym sté-
penim nebo po ném, smichany dohro-
mady a analyzovany pomoci LC-MS/MS.
Zatimco celkova hmotnost znacek se ne-
lisi, hmotnost reportérovych iont(, které
se odstépuji pfi MS/MS z jednotlivych
znacek, je rozdilna. Takto poméry intenzit
jednotlivych reportérovych iontd odpo-
vidaji relativnimu mnozstvi proteinu ve
srovnavanych vzorcich [52-53].

Ho et al pouzili metodu iTRAQ k popisu
zmén v proteinové expresi rakovinnych
bunék s cilem objasnit, jakym zptdsobem
se zvysuje jejich metastdzovy potencial.
Pouzili ¢tyfi bunécné linie metastazo-
vého modelu rakoviny prsu a z vice nez
1 000 detekovanych protein(i pozorovali
197 proteind, které vykazaly odlisnou ex-
presi v burikdch s metastatickym poten-
cidlem. Jednalo se predevsim o kindzy, na
které jsou cilena néktera léciva, fostafa-
tazy, proteazy a transkrip¢ni faktory. Cel-
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SILAC

vzorek A vzorek B
(napi. nemocna tkan) (napi. zdrava tkan)

Llu-dﬂE El.au-ds
M

Precisténi proteind
(neni nutné)

|

Spojeni vzorkd proteind
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Identifikace a kvantifikace proteind

ICAT

vZorek A vzorek B
(napf. nemocna tkan) (napf. zdrava than)

?E

Denaturace a redukce proteind

! !

Chemicka modifikace ICAT reagenty
ICAT-d0 ICAT-d8
-\__\-\-\_\-\__\_\_"‘-t 4--""_'__'_'_;
Spojeni vzorkl proteind
a stépenl*trypcsinem

Katexova kolona LC k odstranéni
pfebyteéného ICAT reagentu
+

Avidin-afinitni kolona LC k izolaci
ICAT peptidd

'
Identifikace a kvantifikace protein(

Obr. 4. Schematické znazornéni a porovnani metod SILAC a ICAT [45].

lzobaricka znadka
hmotnost 1450a

reporténova oblast

hmotnost 114-1170a ¢ reaktivni skupina

! o

-
balanéni oblast
hmotnost 31-Z80a

0

Obr. 5. Priklad 4 iTRAQ znacek [51].

kovy pocet expresnich zmén byl rozlo-
zen rovhomeérné mezi jemnou (cca 30 %),
stfedni (cca 40 %) a agresivni (cca 30 %)
formu metastazujicich bunék. K ovéreni
takto ziskanych vysledk( a k dalSimu stu-
diu tato skupina dale vyuzila proteinové
Cipy [54].

Vysvétleni vzniku metastazujicich
bunék se snazila objasnit i skupina
A. Glena, kterd metodu iTRAQ pouzila
pfi sledovani bunéc¢nych linii rakoviny
prostaty. Jako modelovy pfiklad vy-
brali Spatné metastazujici bunécnou linii

miz 114 (#1) B B0 EQ (+3)
miz 115 (+2) “C; B0 (+2)
miz 116 (+3) G, 10 [+1)
Mz 117 [(+4) G, 1N {+0)

LNCaP a jeji vysoce metastazujici vari-
antu LNCaP-LN3. Identifikovali 280 pro-
teinl, mezi nimi napf. kindzu CKBB (brain
creatine kinase), rozpustnou formu kate-
chol-O-metyltransferazy (catechol-o-me-
thyl transferase — S-COMT), tumor re-
jekéni antigen gp96 a glukoézu regulujici
protein o velikosti 78kDa (grp78) [55].
Chen Y et al studovali proteomické
a fosfoproteomické zmény v modelu MC-
F10AT, bunécné linie progredujici rako-
viny prsu, s cilem identifikovat nové sub-
straty tyrozinovych kinaz. Detekovali

57 protein(i zahrnujicich tyrozinkinazy,
fosfatazy a dalsi signalni proteiny, které
podstupuji fosforylaci béhem progrese
onemocnéni. Sedm z téchto protein(
(SPAGY, TOLLIP, WBP2, NSFL1C, SLC4A7,
CYFIP1 a RPS2) bylo nasledné potvrzeno
jako nové substraty tyrozinkindz. SPAG9,
TOLLIP, WBP2 a NSFL1C byly déle identi-
fikovany jako spolehlivé cile signainiho
epidermalniho rlstového faktoru a Ié-
civa gefitinibu. SLC4A7 a TOLLIP byly pro-
kazany jako nové tyrozinkinazové sub-
straty, které vykazuji spojitost s vyvojem
rakoviny [56].

Proteinové cipy

V soucasné dobé se pro studium protein(
vyvijeji rizné druhy technologii zalozené
na Cipové analyze. Proteinové Cipy jako al-
ternativa k béznym proteomickym pfistu-
pum se zdaji byt novou, nadéjnou a vy-
soce kapacitni technikou pro studium
proteomu [57]. Zaklady pro vyvoj protei-
novych ¢ipl polozil Roger Ekins na konci
80. let [58]. Z hlediska pouziti Ize protei-
nové ¢ipy rozdélit na expresni (analytické)
a funk¢ni. Expresni ¢ipy jsou pouzivany
pro stanoveni pfitomnosti a koncentrace
proteinG v komplexnich vzorcich a maji
velky potencidl pro tzv. proteinové pro-
filovani, tj. monitorovani proteinové ex-
prese ve velkém méfitku (,large-scale”
pfistup). Pomoci funk¢nich proteinovych
Cipa detekujeme interakce protein( s ji-
nymi proteiny, peptidy, nizkomolekular-
nimi latkami, oligosacharidy nebo nukle-
ovymi kyselinami [59]. Z hlediska sloZeni
Ize odlisit dva zakladni forméaty proteino-
vych cipl. Podle navazanych molekul na
povrchu cipu se déli na proteinové (na
svém povrchu maji navézany definované
malé proteiny - substraty nebo modifi-
kovany povrch substratl pro definované
proteiny) nebo protilatkové (na svém po-
vrchu maji navazany protilatky pro vy-
brané proteiny). Proteinové ¢ipy mohou
vyuzivat také rlizné druhy povrchi - skle-
néna desticka, porézni akrylamidovy gel,
membrany, mikrovldkna, na nichz jsou
jednotlivé molekuly navazéany [60]. Pro-
tiladtkové cipy jsou navrzeny k detekci
specifickych komponent komplexnich
vzorkd.V ptipadé krevni plazmy se na pro-
tildtky navézané na povrchu cipu vazou
krevni antigeny obsazené v plazmé. Exi-
stuji dvé metody detekce proteinové ex-
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Tab. 1. Porovnani metod zaloZenych na znaceni stabilnimi izotopy (upraveno dle [67]).

pouzivané stabilni izotopy
cilova aminokyselina
aplikovatelné vzorky
klinické vzorky (krev)

prese, které vyuziva Cipova analyza. Flu-
orescencni nebo radioaktivni znaceni se
v prvnim pfipadé pouziva pro navazané
antigeny, v druhém pfipadé pro sekun-
darni protildtku. Prvni protilatka se vaze
na protein navdzany na Cipu a nasledné
se druha ,znacend” protilatka navaze na
jinou oblast stejného proteinu [61-62].

Vyhodou proteinovych ¢ipu je schop-
nost identifikovat jednotlivé izoformy
proteind, které mohou byt kritické v pa-
togenezi onemocnéni, na druhou stranu
nejvétsim problémem technologie pro-
teinovych Cipu je zdroj pouzitelnych mo-
lekul, zvlasté u protilatkovych cipQ. Nej-
castéji jsou vyuzivany monoklondini
protilatky, jejichz produkce je velmi
draha [63].

Analyzu proteinovymi protilatkovymi
¢ipy vyuzili Ghobrial a kolegové pro po-
chopeni patogeneze lymfomu plasto-
vych bunék (mantle cell lymfom - MCL)
s vyhledem na mozné navrzeni novych
terapii. Cipovou analyzou byla porovna-
vana proteinova exprese CD19* B lym-
focytd izolovanych ze zdravé tonzily
s B lymfocyty pochézejicimi z histolo-
gicky potvrzeného MCL. Bylo identifiko-
vano kolem 90 proteinl vykazujicich zvy-
senou expresi u nadorovych bunék. Mezi
nimi byly identifikovany regulatory bu-
nécného cyklu (RCC1, MDM2), kinazy
(CRIK), chaperony (Hsp90, Hsp10) a re-
gulatory fosfataz (AKAP149, PP5, inhibi-
tor 2). Zvysena exprese vybranych po-
lypeptidll identifikovanych pomoci ¢ipt
byla potvrzena immunoblottingem nebo
imunohistochemicky [64].

Aktudlné byla metoda ¢ipové analyzy
vyuzita pro validaci proteinovych mar-
ker( reakce Stépu proti hostiteli po trans-
plantaci kostni dfené v praci autorl S.
Paczesny et al [65]. Vzorky 466 pacient(
s rdznymi hematologickymi malignimi
diagndézami, ktefi podstoupili transplan-
taci kostni dfené, vySetfovali na protilat-

nezivé vzorky

ICAT SILAC
H/D; 12C/13C; 'IGO/'IBO; 'I4N/ 15N 12C/13C
cystein lysin, arginin

ano ne

kovych proteinovych cipech. Pozorovali
expresni zmény u 120 vybranych pro-
teind. Statistickymi metodami urcili panel
Ctyf proteind - a-receptor interleukinu-2;
receptor 1 tumor nekrotického faktoru,
interleukin-8 a hepatocytarni rdstovy
faktor, ktery zfetelné oddélil skupiny pa-
cientl postizené reakci Stépu proti hosti-
teli a bez této komplikace [65].

Zaver
Proteomika je dynamicky obor, ktery
se v poslednich letech dostava do po-
pfedi zdjmu nejen molekuldrnich bio-
logli a biochemikd, ale i 1ékatu. Diky pro-
teomickym pfistuplm se prohloubily
poznatky o vyznamnych metabolickych
nebo signalnich procesech souvisejicich
s rozvojem onkologickych nebo hemato-
logickych chorob a jejich komplikaci.
Nové proteomické pristupy se prav-
dépodobné budou stéle vice uplatriovat
v individudlni péci o pacienta na nékolika
Urovnich: véasna detekce choroby, dia-
gndza s vyuzitim proteinovych marker(
jako doplnku ke standardnim vysetfova-
cim metodam, individualizovany vybér
[é¢by jednotlivym pacientdim, sledovéni
ucinnosti a toxicity |é¢by v ¢ase a even-
tudlni zmény v 1é¢bé na zdkladé deteko-
vanych zmén v proteinovém profilu kon-
krétniho pacienta. V blizké budoucnosti
Ize o¢ekévat pokracovani rychlého roz-
voje proteomickych technologii a narGst
poctu praktickych vystupd pro klinické
aplikace.
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PUVODNI PRACE

Studie evaporace vybranych cytostatik

a propustnosti ochrannych rukavic v ramci
vyzkumu profesni zatéze zdravotnickych
pracovniku exponovanych cytotoxickym
protindadorovym léciviom (projekt CYTO)

Evaporation of Selected Cytotoxic Drugs and Permeation of Protective
Gloves — Research into the Occupational Risks of Health Care
Personnel Handling Hazardous Cytotoxic Drugs (CYTO Project)

Dolezalova L.', Odraska P.'?, Gorna L., Prudilova M., Vejpustkova R.", Blaha L.'?

"Ustavni lékarna, Masarykdv onkologicky ustav, Brno
2RECETOX, Prirodovédecka fakulta MU, Brno

Souhrn

Vychodiska: Projekt CYTO studuje vyznamny aspekt poskytovani zdravotni péce, kterym je pro-
fesni zatéz pracovnikl dlouhodobé nakladajicich latkami s rizikem karcinogenity a mutagenity
v prahovych a podprahovych expozicich s hlavnim akcentem na ¢asto pouzivana protinddorova
Iéciva. V tomto piispévku jsou predstaveny vysledky prvnich fazi experimentalni prace projektu,
tj. studie fyzikalné-chemickych charakteristik cytostatik (evaporacni charakteristiky) a propust-
nosti ochrannych rukavic. Materidl a metody: Ve spolupraci s vyzkumnym ustavem IUTA (Institut
fur Energie- und Umwelttechnik e.V., Duisburg, Némecko) byla hodnocena tenze par paklitaxelu,
doxorubicinu a dakarbazinu. Méfeni bylo realizovano efuzni metodou pomoci vah pro méreni
tlaku par. V praxi byl evaporac¢ni potencial cytostatickych Iéciv ovéfen stanovenim jejich kon-
centraci ve vzduchu pracovniho prostiedi za vyuziti metod pasivniho vzorkovani. Kromé evapo-
race vybranych léciv byla také stanovena prostupnost cisplatiny, cyklofosfamidu, doxorubicinu,
fluorouracilu a paklitaxelu pres rdzné typy rukavic (vinyl, latex a nitril). Vysledky: Realizované
experimenty prokazaly relativné pomalou evaporaci studovanych cytostatik (nejvyssi tlak pary
stanoven pro paclitaxel: 0,024 Pa), nicméné v pripadé dosazeni rovnovazného stavu mohou
koncentrace ve vnitinim prostiedi dosdhnout hodnot fadové az nékolika miligram(/m?3. Redlnd
méreni viak tyto koncentrace v pracovnim ovzdusi nepotvrdily. Zkousky prostupnosti cytostatik
pres rukavice prokazali dobrou odolnost nitrilovych rukavic (prinik nebyl pozorovan ani u jed-
noho léciva). Ostatni materidly nelze pro préci s cytostatiky doporucit (napf. propustnost latexu
pro cyklofosfamid cCinila az 19 pg/cm?/hod). Zdvér: Ackoli je volatilita cytostatik nizkd, vzhledem
k chronickému charakteru expozice ji nelze zanedbat. Pro odhad skute¢nych expozic pracovniki
je viak treba zamérit pozornost na vyvoj citlivych analytickych metod. Za hlavni cestu pfijmu
cytostatik je povazovan prestup pres kiizi a pouzivani ochrannych rukavic je nutné pro mini-
malizaci moznych rizik. Nase simulované casové-zavislé experimenty prostupnosti cytostatik
rlznymi typy ochrannych rukavic ukdzaly, ze dobrou ochranu zarucuji pouze nitrilové rukavice.
Ziskané vysledky budou vyuzity pro modelovani expozi¢nich davek a vypocet rizika v dalsich
fazich feseni projektu CYTO.
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cytostatika — odpafovani — ochranné rukavice — bezpecnost prace
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STUDIE EVAPORACE VYBRANYCH CYTOSTATIK A PROPUSTNOSTI OCHRANNYCH RUKAVIC

Summary

Backgrounds: The CYTO project studies an important aspect of healthcare provision -long-term occupational exposure, both threshold and
below-threshold, to chemical agents with carcinogenic and mutagenic properties, with the major focus on antineoplastic drugs. This contribution
presents experimental results from the first stages of the project’s experimental work, i.e. an evaluation of the physico-chemical characteristics of
cytostatic agents (evaporation) and an investigation into protective glove permeation. Materials and Methods: In co-operation with IUTA (Institut
fur Energie- und Umwelttechnik e.V., Duisburg, Germany), the vapour pressure of paclitaxel, doxorubicin and dacarbazine was measured follow-
ing OECD guideline No. 104: Vapour pressure curve — vapour pressure balance. Furthermore, the evaporation of cytostatic drugs was examined in
actual laboratory conditions by monitoring the airborne concentration using the passive sampling technique. Besides the evaporation of selected
drugs, the permeation of cisplatin, cyclophosphamide, doxorubicin, 5-fluorouracil and paclitaxel through different types of gloves (vinyl, latex,
nitrile) was assessed. Results: Although our experiments showed relatively slow evaporation of the evaluated cytostatic drugs (the highest pres-
sure in paclitaxel was 0.024 Pa), equilibrium concentrations may go up to milligrams per cubic metre. Nevertheless, analytical measurements of
airborne contamination did not confirm these concentration levels. The glove permeation experiments with cytostatics showed good resistance
of nitrile gloves (which were impermeable to all five drugs). Other materials should be avoided while handling cytostatic agents (e.g. maximum
permeation of cyclophosphamide through latex was 19 pg/sqcm/hr). Conclusion: Although the volatility of cytostatic agents is low, it cannot be
neglected considering the chronic character of exposure. However, in order to estimate actual occupational exposure, future research should focus
on the development of sensitive analytical methods. Nevertheless, dermal uptake is supposed to be the major route of exposure and use of protec-
tive gloves is necessary to minimize potential risks. Our simulated time-dependent permeation experiments with cytostatic agents and different
glove materials showed that good protection is provided only by nitrile gloves. The results obtained in this study will be used for the modelling of
exposure doses and health risk assessment in the subsequent stages of the CYTO research project.

Key words

cytostatics — vaporization — protective gloves — occupational safety

Uvod

Chemoterapeutické latky (CL) vyka-
zuji mimo vlastni akutni toxicitu i vazné,
dlouhodobé efekty jako karcinogenitu,
mutagenitu, teratogenitu, hypersen-
zitivni reakce, endokrinni a imunni su-
presivni Ucinky [1-3]. PfestoZe nase le-
gislativa uklada povinnost kontroly
kontaminace pracovniho prostiedi [4]
a v literature Ize nalézt odkazy na meto-
diky pro méfeni kontaminace pfi praci
s CL [5], do bézné praxe nebyl doposud
systematicky monitoring zaveden. P¥i
hodnoceni zdravotnich rizik vychazime
z obecného konsenzu bezprahového pu-
sobeni CL (dano mutagennimi a karcino-
gennimi Ucinky) a zakladnim principem
omezeni rizik je snaha o sniZzeni expo-
zice na co nejmensi dosazitelnou Uroveri
[6]. NejCastéjsi praxi je, ze pracovnici jsou
odkazani na dodrzovani pracovnich po-
stupl a jsou Skoleni pro pfipady uniku
kontaminace a havarie.

V literatufe lze najit informace o ex-
pozici cytostatikim u rlznych zdravot-
nickych pracovnik(l podilejicich se na
vyrobé, pfipravé a aplikaci téchto léciv
[7-10]. Kromé pFimych expozic se stu-
duji také expozice nepfimé, ke kterym
dochdzi pfi manipulacich s kontamino-
vanym materidlem, jako jsou obaly Iéciv,
lozni pradlo z ldzkovych oddéleni ¢i od-
pady vznikajici pfi sanitaci pracovniho

prostiedi a hygienickych zafizeni [11-12].
| pres nékteré existujici védecké studie
mame v nasich podminkach jen mini-
mum dostupnych informaci o moznych
expozicich pracovnikl. Na rozdil napf.
od prace s ionizujicim zafenim neexistuji
pro CL zadné dozimetry pro kontrolu ex-
pozice (kontaminace pftijaté pracovni-
kem), at uz pfi pfipravé CL, manipulaci
s lahvickami CL, ptipravenymi infuzemi,
¢i kontrolu kontaminace pracovniho pro-
stfedi izolatoru, pfipravny CL, skladu CL,
aplika¢niho kfesla apod. | pfes fadu vy-
zkumnych praci neni doposud k dispo-
zici jednotnd metodika hodnoceni rizik
a sledovani expozice CL. Tato problema-
tika je aktudlnim predmétem vyzkumu
v Evropé [13] i v CR prostiednictvim
projektu CYTO (grant 2B06171 podpo-
rovany MSMT v ramci Narodniho pro-
gramu vyzkumu Il v letech 2006-2010,
http://www.cytostatika.cz).

Vyznamnym faktorem, ktery ovliviiuje
zdravotni rizika CL, je vlastni pfijem -
tedy vstup cytostatik do organizmu. Na
biologickém pfijmu cytostatik pfi profes-
nich expozicich se mdze podilet nékolik
cest [14] — pfedevsim dermalni expozice,
inhalace cytostatik ve formé aerosolu
nebo par a ordlni pfijem (napf. pfi nedd-
sledném dodrzovani hygienickych stan-
dardu ¢i ndhodnou ingesci pfi mimorad-
nych, havarijnich udalostech).

Konkrétni davky CL uvnitf exponova-
ného organizmu lze obtizné experimen-
talné stanovit. Pro jejich odhad Ize vsak
vyuzit vhodnych modell expozice, které
zohlednuji (i) koncentrace latek v pracov-
nim prostredi, (ii) parametry osudu latek
(napft. stabilita, evaporace a mobilita,
prostupnost pres epitely, metabolizmus
atd.) a (iii) parametry chovani exponova-
nych osob (napf. pobyt v kontaminova-
ném prostiedi, ¢etnost a doba kontaktu
s kontaminovanym povrchem atd.). Kom-
binace téchto vstupnich udajl ve vhod-
ném modelu pak dovoluje realisticky od-
hadnout specifickou expozi¢ni davku, jez
je zdkladem vypoctu mozného rizika [15].

| pfes existenci nékterych dil¢ich studii
[16-18] chybi doposud detailnéjsi charak-
terizace fyzikalné-chemickych vlastnosti
a dalsich parametr(, které ovliviuji napf.
uvolnovani cytostatik v pracovnim pro-
stiedi a jejich vstupy do exponovanych
osob.V tomto pfispévku jsou prezentovany
vysledky naSich experimentalnich praci,
které se zaméfily na studium evaporace cy-
tostatik (s ohledem na vyzkum mozné re-
spiracni expozice CL), a studie prostupnosti
CL pres rlizné typy ochrannych rukavic
(pro raciondlni odhad expozice dermalni
cestou). Nové vysledky jsou vyuzitelné
pro prakticky management (nutnost uzi-
véani ochrannych rukavic ze specifickych
materiall a jejich pravidelné vymény), ale
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Tab. 1. Evaporacni charakteristiky vybranych cytostatik (paklitaxelu, doxorubicinu )
a dakarbazinu) v porovnani s parametry pro vodu a ethanol.
Tlak pary (Pa) Rovnovazna koncentrace? (mg/m3, 20°C)
paklitaxel 0,024 7,89
doxorubicin 0,002 0,45
dakarbazin 0,004 0,28
voda 2337 17 300
ethanol 5851 110 600
'stanoveni pomoci metodiky OECD 104
kzvypoétené koncentrace s vyuzitim namérenych hodnot tlaku par [22] J

spolu s vystupy navazujicich vyzkumnych
aktivit (sledovani hladin kontaminace CL
na konkrétnich zdravotnickych pracovis-
tich) poslouzi také pro racionalni vypocty
pripadnych zdravotnich rizik.

Material a metody

Evaporace cytostatik

Dllezitym parametrem pro posuzovani
evaporace chemickych latek je tlak nasy-
cenych par (TP). Pro nase vyzkumy byly
vybrany CL z chemicky a strukturné rdz-
nych skupin (tab. 1). Ve spolupréci s IUTA
(Institut fir Energie- und Umwelttechnik
e.V.,, Duisburg, Némecko) bylo provedeno
experimentalni stanoveni evaporace pak-
litaxelu, doxorubicinu a dakarbazinu dle
normované metodiky podle OECD [19]).

Studie vyskytu CL ve vnitinim ovzdusi
Navazné na vyzkum evaporacnich cha-
rakteristik byla realizovéna pilotni studie

sledovani CL ve vnitfnim ovzdusi Masary-
kova onkologického uUstavu v Brné, kterd
méla za cil ovéfit mozné metody sledo-
vani kontaminace vzduchu. Ve spolupraci
s vyzkumnym centrem RECETOX na Pfiro-
dovédecké fakulté Masarykovy univerzity
v Brné bylo provedeno vzorkovani vzdu-
chu za pomoci pasivnich vzorkovacll za-
lozenych na bazi polyuretanovych fil-
trd [20]. Vzorkovace byly instalovany do
prostor mistnosti intenzivné vyuziva-
nych k préci s CL (pfipravna a sklad CL
Ustavni Iékarny MOU a denni stacionaf
MOU, obr. 1), jako negativni kontrola
slouzila mistnost s jinym vyuzitim a bez
kontaminacni zatéze (pfednaskova mist-
nost centra RECETOX, PiF MU). Filtry
vzorkovacl byly exponovény 30 dnd,
extrahovany a analyzovany na pfitom-
nost fluorouracilu (UV-fluoroscence),
cisplatiny (atomové absorp¢ni spekto-
metrie), doxorubicinu a paklitaxelu (vy-

sokoucinnd kapalinova chromatografie,
high performance liquid chromatogra-
phy - HPLC) na spolufesitelském praco-
visti projektu CYTO (spole¢nost Pliva-La-
chema a.s., Brno).

Hodnoceni propustnosti rukavic pro CL
Pouzitd testovaci metoda byla zalo-
Zena na méfeni prestupu studovanych
CL z roztokl (pfipraveny z odpovida-
jicich l1éc¢ivych pfripravkd) pres vzorek
zkousenych rukavic (vinyl, latex o rlzné
sile, nitril) do receptorového media (puf-
rovaci roztok). Kinetické experimenty
byly provddény po dobu celkem Sesti
hodin pfi 30 °C (simulace teploty na po-
vrchu kdze). Detekce a kvantifikace CL
v receptorovém mediu byla uskutec-
néna pomoci vysokoucinné kapalinové
chromatografie na pracovisti MOU (Ac-
quity UPLC, Waters). Separace byla pro-
vedena na reverzni stacionarni fazi (BEH
C18 2,1 x 50cm, prlmér ¢astic 1,7 um)
metodou vyuzivajici gradientu obsahu
acetonitrilu v 7mM fosfatovém pufru
(pH = 3) jdoucim od 22 do 47 %. K de-
tekci a kvantifikaci analytd byly pouzity
chromatografické zéznamy pofizené pfi
A =195 (cyklofosfamid), 230 (doxorubi-
cin, paklitaxel) a 265 nm (fluorouracil).

Ke stanoveni cisplatiny bylo vyu-
zito atomové absorpcni spektrometrie
s elektrotermickou atomizaci (Perkin-El-
mer 3030/HGA 500) a bylo realizovano
na spoluresitelském pracovisti (Pliva-La-
chema, a.s., Brno).

Obr. 1. Aplikace metody pasivniho vzorkovani vzduchu pfi sledovani pfitomnosti cytotoxickych lé¢iv v prostorach Masarykova onkolo-
gického ustavu, Brno. A - Umisténi pasivnich vzorkovacud v piipravné cytostatik, B — Umisténi vzorkovact v dennim stacionafi, C — Detailni
pohled na pasivni vzorkovac.
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Tab. 2. Cas priniku a permeované (prostoupené) mnozstvi vybranych cytostatik pfes vinylové, latexové a nitrilové rukavice. Pro

kazdou latku je prezentovana dévka, kterd odpovida koncentracim pouzivanym v aplika¢nich davkach sledovanych léciv.

Davka il
cyklofosfamid 9 60
paklitaxel 3 240
cisplatina 0,5 n.d.
doxorubicin 1 n.d.
fluorouracil 22 n.d.

Prvni ¢as priniku [min]

Permeované mnozstvi* [ug/cm?]

latex nitril vinyl latex nitril
[0,12-0,30 mm] [0,74mm] [0,72mm] [0,12-0,30 mm] [0,74mm]

60-360 n.d. 32 1-19 <LOD

n.d. n.d. 0,6 <LOD <LOD

n.d. n.d. <LOD <LOD <LOD

n.d. n.d. <LOD <LOD <LOD

n.d. n.d. <LOD <LOD <LOD

*Celkové mnozstvi CL proslé materidlem za 6 hod, LOD - limit detekce pro jednotliva léciva (560 ng/cm? cyklofosfamid, 90 ng/cm? paklita-
xel, 90 ng/cm? cisplatina, 130 ng/cm? doxorubicin, 80 ng/cm? fluorouracil), n. d. — nelze definovat (béhem 3estihodinové studie neby! po-

zorovan pranik studované latky)

Vysledky a diskuze

V prvni fazi projektu byla fe$ena proble-
matika fyzikalnich vlastnosti vybranych
cytostatik, konkrétné evaporace, tedy
schopnosti pevnych latek se odparovat
[21-22]. Nade studie stanoveni tlaku na-
sycenych par (TP) se zaméfila na vybrana
strukturné odlisné cytostatika a ziskané
hodnoty TP (tab. 1) se fadové pohybovaly
od 107 do 1072 Pa. Pfedchozi, omezené
literarni udaje, které popisovaly studie
s fluorouracilem, cisplatinou nebo kar-
mustinem [17,22], ukazaly, ze TP téchto
sloucenin nejsou zcela zanedbatelnég,
a pokud dojde k jejich vstupu do pracov-
niho prostredi, Ize je v urcitych koncen-
tracich ocekdavat také v ovzdusi. Ziskané
hodnoty TP cytostatik se v porovnani
s vodou a etanolem jevi jako nizké
(tab. 1), nicméné i tyto nizké hodnoty in-
dikuji potencial prechodu CL z pevné ¢i
kapalné faze do ovzdusi, a tedy moznou
kontaminaci vzduchu v pracovnim pro-
stfedi. Tab. 1 ukazuje také pfevod hodnot
TP na koncentrace, které mohou dosaho-
vat az 7,9 mg/m3.

S ohledem na ziskané vysledky jsme
daéle realizovali ovérovaci pilotni studii
sledovani CL ve volném pracovnim pro-
stfedi. Byly vyuzity pasivni vzorkovace
na bazi polyuretanovych filtri [20] vyvi-
nuté ve Vyzkumném centru RECETOX na
Ptirodovédecké fakulté Masarykovy uni-
verzity. Princip pasivniho vzorkovani je
zaloZen na utvareni a udrZovani rovno-
vah mezi plynnou fézi a fazi sorbovanou
na pevnou matrici a je uplathovan napf.

pfi dlouhodobém monitoringu prostiedi,
kdy poskytuje integrujici informaci o za-
tézi a svou podstatou eliminuje jednora-
zové kratkodobé vykyvy v hladinach sle-
dovanych sloucenin [23]. Analyzy viech
sledovanych CL (fluorouracilu, cisplatiny,
doxorubicinu a paklitaxelu) byly v této
pilotni studii negativni (koncentrace
pod limitem detekce pouzitych meto-
dik). Pfedchozi literarni studie vsak uka-
zaly, Ze s vyuzitim velmi citlivych metod
(napf. voltametrie nebo hmotnostni
spektrometrie [9,22,24-27], které nebyly
pro nasi praci k dispozici, Ize v ovzdusi
v nékterych pfipadech prokazat deteko-
vatelnd mnozstvi napfiklad cyklofosfa-
midu (0,02-13 pg/m3 [22,26-27]) nebo
fluorouracilu (0,04-6,3 ug/m?[9,25]). Pro-
blematika vzdusné kontaminace pracov-
niho prostiedi z hlediska profesni expo-
zice CL tedy z(stavd oteviena a dalsi
vyzkum v této oblasti by mél sméfovat
jak k vyvoji novych a citlivéjsich deteke-
nich metod, tak k optimalizaci vzorkova-
cich a analytickych postup [7].

Vedle potencidlniho vstupu CL do or-
ganizmu respiraci kontaminovaného
vzduchu je pfi profesni expozici dalsi vy-
znamnou cestou vstupu dermalni kontakt
a prestup CL pres kdzi. Lidské ruce jsou
nejvice exponovanou ¢asti téla nejen pfi
pfipravé CL, ale jiz pfi pfijmu a skladovani
téchto léciv, jakoz i pfi aplikaci chemote-
rapie pacientim, pfi likvidaci havarii nebo
sanitaci ¢i manipulaci s lGzkovinami a ex-
krety onkologickych pacientl [27-29]. Na
kvalitu ochrannych rukavic by tedy mél

byt kladen zna¢ny dliraz a zdravotnicti
pracovnici by méli znat vlastnosti a kva-
litu jednotlivych typu rukavic.

V rdmci ndmi feSeného projektu bylo
provedeno hodnoceni propustnosti né-
kolika typl ochrannych rukavic pro cy-
tostatika. Vysledky prostupnosti péti
nejcastéji pouzivanych CL pres tfi typy ru-
kavic, shrnuté v tab. 2, potvrzuji, ze pro-
stupnost rukavic pro vybrand léciva zavisi
jak na konkrétnim Iécivu, tak na vyrobnim
materialu a také tloustce vrstvy tohoto
materidlu. Ze zkousenych rukavic byly
jako nejucinnéjsi bariéra pro prestup cy-
tostatik identifikovany rukavice nitrilové,
u kterych nebyl pozorovan prinik ani
jednou z vybranych latek. U vinylovych
a latexovych rukavic byl zjistén prinik
cyklofosfamidu a paklitaxelu. Cisplatina,
doxorubicin a fluorouracil nepronikaly ani
jednim ze zkousenych materiadld. Pozoro-
vané hodnoty prostupnosti (napf. prvni
prostupnost cyklofosfamidu pres vinyl po
60 min, celkové mnozstvi az 19 pg/cm?)
ukazuji, Zze pro zajisténi ochrany zdravot-
nickych pracovnik( pred expozici CL je
nutné vyuzivat jen nékteré z material{ (tj.
nitrilové rukavice [30]) a také zajistit pravi-
delnou a ¢astou vyménu ochrannych ru-
kavic. Naopak nejméné vhodné pro ma-
nipulaci s CL jsou velmi rozsifené a ¢asto
pouzivané rukavice vinylové. Pfi edukaci,
zaSkolovani a také kontrole pracovnik
rtznych profesi v 1ékaiskych zafizenich je
tedy tfeba zdUraziiovat pouzivani a ¢asté
vymeény rukavic nejen pfi pfimé manipu-
laci s CL, ale i pfi uklidovych a sanita¢nich
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¢innostech vykonavanych v prostordch
s potencialni kontaminaci CL (pfipravna,
aplika¢ni mistnost, lGzkova oddéleni,
hygienickd zafizeni pro onkologické
pacienty atd. [7]).

Zavér

Projekt CYTO je v CR prvni vyzkumnou ak-
tivitou, jejimz cilem je prakticky oriento-
vany vyzkum cytotoxickych latek s hlav-
nim akcentem na poznanijejich vlastnosti,
hladin a moznych zdravotnich rizik u pro-
fesné exponovanych osob. Nase experi-
menty pfinesly nové informace o hod-
notéch nasycenych tlakl par cytostatik,
které indikuji maly, ale nezanedbatelny
evaporacni potencidl cytostatik. Ziskané
hodnoty mohou byt déle vyuzity pro od-
hady hladin CL v pracovnim ovzdusi kon-
krétnich pracovist s vyuzitim matematic-
kych modeld. Navazujici pilotni studie
s vyuzitim pasivnich vzorkovacl nepro-
kazala vyznamné koncentrace cytostatik
v pracovnim ovzdusi, aviak literdrni udaje
zaloZené na velmi citlivych metodikach
stanoveni prokazuji vyskyt CL v ovzdusi
(napf. ve formé aerosolu nebo vazanych
na prachové castice [9,24-27]. Experi-
menty prostupnosti CL pres rukavice uka-
zaly, Ze dobrou ochranu zarucuji prede-
vsim rukavice nitrilové, jejichz pouzivani
a Casté vymény je tfeba vyzadovat nejen
u pracovnikd pripravy CL, ale také napf.
u zdravotnich sester, pracovnikl sanitace
atd. Ziskané informace budou v dalsich
fazich projektu kombinovany s vysledky
analyz CL na konkrétnich zdravotnickych
pracovistich (stéry z povrchd [31-33])
a dale vyuzity pro vypocty a rovnéz ma-
nagement zdravotnich rizik profesné ex-
ponovanych pracovnikd.
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PUVODNI PRACE

Leptin —2548 G/A Polymorphism
in Endometrial Cancer

Polymorfizmus —2548 G/A v genu pro leptin
u pacientek s endometrialnim karcinomem

Chovanec J.', Bienertova-Vask( J. A2, Dostélova Z.’

' Department of Gynecology and Obstetric, The Faculty Hospital Brno
? Institute of Pathological Physiology, Faculty of Medicine, Masaryk University, Brno

Summary

Background: Previously, the polymorphism -2548 G/A within the promoter of the leptin (LEP)
gene was reported to be associated with overweight and obesity, the factors significantly as-
sociated to increased endometrial cancer risk. Leptin has been described to play an important
role in signal transduction in endometrial cancer cells indicating that leptin promotes endome-
trial cancer growth and invasiveness and implicating the JAK/STAT and AKT pathways as criti-
cal mediators of leptin action. The aim of the study was to investigate the possible associations
of LEP —2548 G/A polymorphism with endometrial cancer and its related traits. Design: Using
PCR with following restriction analysis, we studied 67 endometrial cancer cases (mean age
64.3 + 10.3 years) that were enrolled in the study along with 67 controls matched for age, BMI
and ethnic origin (mean age 62.1 + 9.8 years); an additional cohort of 543 healthy individual was
recruited to investigate the general population frequencies. Results: The present study revealed
no significant differences between the genotypes or alleles of investigated polymorphism for
endometrial cancer risk or its related traits (age of menarche, menopause, number of spontane-
ous abortions in personal history or waiting time till the onset of the disease) among the groups,
thus indicating that the genetic variants of LEP -2548 G/A is not a relevant marker of endometrial
cancer risk in this Czech population. Conclusions: To conclude, the polymorphism LEP —-2548 G/A
doesn’'t seem to represent a major genetic marker for endometrial cancer in the studied Czech
population; however, it was associated with obesity, which finding is in accordance with previous
reports.
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leptin — polymorphism — endometrial cancer - PCR
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LEPTIN -2548 G/A POLYMORPHISM IN ENDOMETRIAL CANCER

Souhrn

Vychodiska: Polymorfizmus —-2548 G/A v promotoru genu pro leptin (LEP) byl v pfedchozich studiich asociovan s rizikem nadvahy a obezity;
faktor( signifikantné asociovanych se zvysenym rizikem endometridlniho karcinomu. Leptin hraje vyznamnou ulohu v signdini transdukci bunék
endometridlniho karcinomu, pficemz vysledky provedenych studii naznacuiji, ze leptin podporuje rist bunék endometrialniho karcinomu i jejich
invazivitu a predpoklada se, Ze kritickymi mediatory plsobeni leptinu jsou drdhy JAK/STAT a AKT. Cilem nasi studie bylo zkoumat mozné asociace
polymorfizmu LEP —2548 G/A s vyskytem endometridlniho karcinomu a s nim souvisejicich znak(. Design: Do studie bylo zahrnuto 67 pacientek
s endometrialnim karcinomem (primérny vék 64,3 + 10,3 let) a 67 kontrolnich Zen péarovanych s pacientkami podle véku, BMI a etnického plvodu
(62,1 + 9,8 let); pro zkoumani obecnych populacnich frekvenci genotypd a alel byla navic zafazena skupina 543 zdravych Zzen. LEP -2548 A/G byl
zkouman pomoci PCR s naslednou analyzou délky restrik¢nich fragmentd. Vysledky: Predkladana studie neodhalila vyznamné rozdily ve frekvenci
genotypl nebo alel zkoumaného polymorfizmu u endometridlniho karcinomu nebo s nim souvisejicich znaki (vék menarché, menopauzy, pocet
spontannich aborti v anamnéze nebo ¢as do doby propuknuti onemocnéni) mezi jednotlivymi skupinami, coz naznacuje, Ze genetické varianty
polymorfizmu LEP -2548 G/A nejsou relevantnim markerem rizika endometridlniho karcinomu v ceské populaci. Zdveéry: Nezda se, ze by poly-

morfizmus LEP -2548 G/A reprezentoval dilezity geneticky marker rizika endometridlniho karcinomu u zkoumané ¢eské populace, byl nicméné

asociovan s obezitou, coz je v souladu s dfivéjsimi pracemi.

Kli¢cova slova

leptin - polymorfizmus - endometrialni karcinom - PCR

Introduction

Endometrial cancer represents one of
the most common gynecological ma-
lignancies in developed countries whe-
reas the incidences of endometrial can-
cer in Western are up to 10-times higher
than in Asia of Africa rural regions [1-2].
Obesity represents a significant risk fac-
tor for endometrial cancer and the im-
pact of obesity on endometrial cancer
development is a very interesting inter-
section of these major health problems.
Although the progress in understanding
the genetics of obesity has moved ra-
pidly in the past few years, the role of
white adipose tissue (WAT) as a crucial
endocrine organ still remains to be elu-
cidated. White adipose tissue is tightly
integrated into overall metabolic con-
trol, adipocytes being actively involved
in extensive cross-talk with other cell
types [3-5] and controlling the energy
metabolism within the body by secre-
ting biologically active peptides named
adipokines produced exclusively or sub-
stantially by white adipose tissue pre-a-
dipocytes and mature adipocytes and
act by endocrine, paracrine and au-
tocrine mechanisms [6].

The importance of the hypothalamus
in control of energy homeostasis has
been recognized quite long and it was
expected that the brain must receive af-
ferent inputs in proportion to current
body fat level. Coleman in 1973 [7] de-
monstrated the existence of a circulating
factor playing a great role in the regula-
tion of body weight. By using parabio-

sis methodology, he observed that obe-
sity in the ob/ob mice was due to lack of
this factor, whose gene has been conse-
quently cloned and this adiposity factor
was named leptin [8].

Leptin is a multifunctional peptide hor-
mone with numerous biological activities
including appetite regulation, bone for-
mation, reproductive functions and an-
giogenesis [9-11]. In the study by Sharma
et al [12], leptin has been described to
play an important role in signal transdu-
ction in endometrial cancer cells indica-
ting that leptin promotes endometrial
cancer growth and invasiveness and im-
plicating the JAK/STAT and AKT pathways
as critical mediators of leptin action. The
promotion of endometrial cancer cell
proliferation by leptin involves activation
of STAT3 and ERK2 signaling pathways.
Moreover, leptin-induced phosphoryla-
tion of ERK2 and AKT was dependent on
JAK/STAT activation.

In an association study by Petridou et
al [13], leptin plasma levels were found
to be strongly correlated with endo-
metrial cancer risk. However, it remains
unclear whether this association is di-
rectly causative or whether increased
leptin plasma levels and endometrial
cancer are both secondary consequen-
ces of obesity. In 2000, Mammes et al [14]
reported an association of LEP -2548 G/A
polymorphism within the promoter of
the leptin gene with overweight. So far,
no study focused on the possible relati-
onship of this polymorphism with the in-
creased risk of endometrial cancer has

been published. Considering the im-
portant role of LEP-2548 G/A (dbSNP ID
rs7799039) in obesity development, we
hypothesize that it could also be associa-
ted with the endometrial cancer risk and
the disease related traits in the Czech
Caucasian population.

Material and methods

Subjects

A total of 67 endometrial cancer cases
(mean age 64.3 £ 10.3 years) were enrol-
led in the study along with 67 controls
matched for age, BMI and ethnic origin
(mean age 62.1 £ 9.8 years). The diagno-
sis of endometrial cancer was confirmed
by standard histopathological examina-
tion according to the FIGO classification.
In controls, the presence of any malig-
nancy or severe chronic diseases was ex-
cluded by standardized complex physical
examination and personal history eva-
luation by a specialist. Moreover, additi-
onal population of 543 healthy individu-
als was enrolled in the study to compare
the baseline allelic and genotype fre-
quencies within the general Czech popu-
lation (215 men and 328 women, mean
age 48.5 + 13.5 years). All investigated in-
dividuals were Czech Caucasians.

This study was approved by the Com-
mittee for Ethics of Medical Experiments
on Human Subjects, Faculty of Medicine,
Masaryk University, Brno, and was per-
formed in adherence to the Declaration
of Helsinki Guidelines. Each participant
gave her written informed consent which
has been archived.

224

Klin Onkol 2009; 22(5): 223-227




LEPTIN -2548 G/A POLYMORPHISM IN ENDOMETRIAL CANCER

Tab. 1. The -2548 G/A polymorphism in the investigated groups.

Genotype
cases AA
AG
GG

case-matched controls AA
AG
GG
healthy controls AA
AG
GG

N % Allele
20 30.3 A
33 50.0 G
13 19.7

18 27.2 A
31 47.0 G
17 25.8

131 24.5 A
255 47.6 G
149 27.9

*cases vs case-matched controls, **cases vs healthy controls

Genotyping

White cell fraction from the peripheral
venous blood sample (5ml) was used
to extract DNA according to the stan-
dard procedure using proteinase K. SNP
LEP —-2548G/A (dbSNP ID rs7799039),
2 548 bp upstream to the beginning
of the exon 1 was detected as descri-
bed previously [15]. Briefly, each of the
12 pl reaction contained 10 ng genomic
DNA, 1.5 pl 10X PCR Buffer 1.5 pl MgCl2,
200 uM dNTP, 2 pmol of each primer and
0.4 U of Tag DNA polymerase (Fermen-
tas). The reactions were performed using
XP Cycler (BIOER). PCR amplification con-
ditions were as follows: LEP —2548G/A po-
lymorphism: 95°C for 5 min, 94 °Cfor 30s,
50 °C for 45 s, 72 °C for 50 s for 35 cycles
and 72 °C for 10 min. Genotyping relia-
bility was assessed by double-genoty-
ping of approx. 20% samples in indepen-
dent assays where no differences were
found. Negative controls were included
in each reaction batch to exclude possi-
ble false-positives. The genotypization
success rate was approx. 99 %.

Statistical analysis

Differences in genotype distributions
and the consistency with Hardy-We-
inberg equilibrium (HWE) were tes-
ted using the chi2 test and the differen-
ces in allele frequencies were tested by
the two-tailed Fisher’s exact test. Diffe-
rences in parameters studied between
the two groups were tested using the
Mann-Whitney test. Tukey-Kramer post
hoc correction was used to correct for
multiple comparisons where appropri-
ate. Logistic regression analysis was used

N % p
73 55.0

59 45.0

67 50.8 0.26*
65 49.2
517 483 0.07**
553 51.7

Tab. 2. Associations between LEP -2548 genotype and endometrial cancer risk by BMI.

Compared groups Compared genotypes OR P
cases vs matched controls AA + AG vs GG 1,41 (0,62-3,21) NS
AA vs AG + GG 1,15 (0,54-2,46) NS

AA vs GG 1,45 (0,54-3,80) NS

cases vs healthy controls AA + AG vs GG 1,57 (0,83-2,97) NS
AA vs AG + GG 1,34 (0,76-2,34) NS

AA vs GG 1,74 (0,83-3,65) NS

OR - odds ratio, Cl — confidence interval

to analyze the independence of the as-
sociation between quantitative variables
and endometrial cancer. Cumulative ha-
zard function plots were estimated by
the Kaplan-Meier method with the lo-
g-rank test in order to compare groups.
The Statistica v. 8.0 (Statsoft, Tulsa, OK,
USA) program package was emploeyed
in all analyses.

Results

No significant differences in distribution
of LEP -2548 G/A genotypes were ob-
served between the endometrial can-
cer patients and the matched controls
(p = 0.704). When comparing the geno-
type distributions of the polymorphism
of the cases with the healthy Czech Cau-
casian population, no differences were
observed as well (p = 0.248, Tab. 1). No
significant differences in the age of me-
narche, menopause, parity and number
of spontaneous abortions were obser-
ved between the cases and their preci-
sely matched controls. Of these variables,
only the number of spontaneous preg-
nancy losses was significantly associa-

ted with the increased risk of endomet-
rial cancer (p = 0.003).

The associations between LEP -2548
genotype and endometrial cancer risk by
BMI are summarized in Tab. 2, no signi-
ficant differences between groups were
observed.

In the next step, we tested whe-
ther the LEP G/A -2548 G/A had any ef-
fect on the characteristics related to en-
dometrial cancer independently on
other known risk factors such as hormo-
nal replacement therapy (HRT) or BMI.
In the multivariate regression mode-
ling, the LEP -2548 G/A served as an in-
dependent predictor for increased BMI
(B =1.1, p = 0.000004). Furthermore, LEP
-2548 G/A was also significantly cor-
related with the body height (3 = -0.39,
p = 0.00000001). However, the examined
polymorphism didn't show independent
prediction role for the endometrial can-
cer development.

In the following analysis, we tested,
whether the LEP -2548 G/A exerts an
independent prediction role on age of
onset of the endometrial cancer; our

Klin Onkol 2009; 22(5): 223-227
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Survival analysis
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Obr. 1. Cumulative probabilities for endometrial cancer occurrence and waiting time to

onset of disease.

data (p = 0.04) suggesting that a remar-
kable proportion of the gene effect could
be dependent upon aging. Therefore, we
consecutively tested the possible rela-
tion between age at time of endometrial
cancer diagnosis and LEP -2548 G/A by
subdividing the study group according
to individual age (i.e. below or above
64 years, the median value of the entire
cases cohort). However, these two sub-
groups did not differ significantly either
in LEP -2548 G/A genotypes nor allele
frequency (pg = 0.070, pa = 0.283).

Fig. 1 shows the cumulative probabi-
lities for endometrial cancer occurrence
and waiting time to onset of disease. The
time to onset of disease wasn't signifi-
cantly different between the A or G allele
carriers (p =0.79).

Discussion
Recently, leptin has been associated with
cancers of the breast, ovary, prostate,
small lung cancer and with non-Hodgkin
lymphoma and also the important role
of leptin in general cancerogenesis has
been proposed by observations from the
previous studies [16-20].

The endometrium represents a classi-
cal hormone-dependent tissue and most

of the endometrial carcinomas are hor-
mone-dependent tumors. Leptin-trea-
ted monkeys had higher mean plasma
luteinizing hormone (LH) and follicle sti-
mulating hormone (FSH) levels than con-
trols, demonstrating the ability of leptin
to enhance gonadotropin secretion [21].
Sharma et al [12] suggested that leptin
rapidly stimulates the JAK/STAT path-
way and induces the phosphorylation
of ERK and AKT, thus activating two key
signal-transduction pathways associated
with cell growth. In addition to this fin-
ding, Petridou et al [13] described signifi-
cant dysregulation in serum leptin levels
among cases with endometrial cancer
compared to controls, however, it cannot
be conclusively inferred, whether leptin
levels elevation, developed in the study
subjects as a consequence of obesity,
played a crucial role in endometrial carci-
nogenesis or whether it was a simple cor-
relate of obesity.

The common polymorphism in the
promoter of the human leptin gene
-2548G/A influences leptin expression,
possibly at the transcriptional level, and
therefore also adipose secretion levels
of the hormone [22]; adipose tissue lep-
tin mRNA levels is 60% higher in AA sub-

jects when compared to GA/GG sub-
jects. Taking this into account, we have
hypothesized that this polymorphism
could modulate the endometrial cancer
susceptibility.

In this case-control study carried out in
a Czech Caucasian population, we inves-
tigated the effects of —2548 G/A polymor-
phism in the gene encoding for leptin on
endometrial cancer risk in the Czech en-
dometrial cancer cases, BMI and age-ma-
tched controls and healthy Czech po-
pulation. The present study revealed no
significant differences in genotypes or
alleles distribution of investigated poly-
morphism for endometrial cancer risk or
its related traits (age of menarche, meno-
pause, number of spontaneous abortions
in anamnesis) among the groups, thus in-
dicating that the genetic variants of LEP
-2548 G/A are not a relevant marker of
endometrial cancer risk in this Czech po-
pulation. In the study by Mammes et al
[15], the G allele of the polymorphism
was associated with overweight, which
is well in accordance with our results as
the G allele was in our study an indepen-
dent predictor for increased BMI, but not
endometrial cancer, thus suggesting that
the LEP -2548 G/A polymorphism is asso-
ciated rather with obesity itself than en-
dometrial cancer susceptibility.

To conclude, the polymorphism LEP
-2548 G/A doesn’t seem to represent
a major genetic marker for endometrial
cancer in the Czech population; however,
it is associated with obesity, which is well
in accordance with previous reports.
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Souhrn

Uvod: Vyzkum na genetické a molekularni drovni dosahuje v poslednich letech nebyvalého
rozvoje. Od poloviny 90. let se rozviji védni obor — proteomika, ktera se zabyva studiem ge-
novych produktd - bilkovin. Hodnoceni bilkovinnych profilli v budoucnu pravdépodobné pri-
spéje k presngjsi stratifikaci pacientli z pohledu jak predikce lécebné odpovédi, tak i progndzy.
S timto cilem je v dnesni dobé proteomika vyuzivana k identifikaci novych biomarkerd. Jinak
tomu neni ani u maligniho melanomu, diagnézy bez jasného sérového markeru s vysokou sen-
zitivitou a specificitou. Metody: Pomoci surface-enhanced laser desorption/ionisation time of
flight mass spectrometry (SELDI-TOF-MS) jsme provedli pilotni analyzu proteinového spektra
u 25 pacientd s diseminovanym malignim melanonem, lécenych paliativni systémovou chemo-
terapii na nasem pracovisti v letech 2004-2006. Soubor byl rozdélen na dvé skupiny: skupina
s nadory rezistentnimi k chemoterapii — 14 pacient(l — a skupina, kterd méla urcity klinicky be-
nefit z podané Ié¢by (kompletni a parcialni remise, stabilizace onemocnéni) - 11 pacientd. Cilem
experimentu bylo objevit proteinové profily charakteristické pro tyto skupiny a dale na zakladé
vsech proteinovych profild bez ohledu na lIé¢ebnou odpovéd provést rozdéleni celého souboru
pacientd do novych podskupin. Zavérem nds zajimaly rozdily v laboratornich a klinickych para-
metrech, a to jak mezi skupinami chemorezistentnich a chemosenzitivnich pacientq, tak i mezi
nové vytvorenymi podskupinami s podobnymi proteinovymi profily. Zdvér: U klinickych skupin
chemorezistentnich a chemosenzitivnich pacientd se nam nepodafilo najit signifikantni rozdily
v proteinovych profilech ani laboratornich parametrech. U nové vytvorenych podskupin z hle-
diska podobnych proteinovych profilli se nam podafilo vytipovat pacienty, ktefi se od ostatnich
lisili v laboratornich i klinickych parametrech. Vysledky jsou velmi zajimavé a je vhodné pokraco-
vat v dalSim vyzkumu.
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PROFILY NIZKOMOLEKULARNIHO PROTEOMOVEHO SPEKTRA ZISKANE POMOCI HMOTNOSTNI SPEKTROMETRIE SELDI-TOF

Summary

Backgrounds: Recently, research at genetic and molecular levels has extensively accelerated due to advances in new technologies. Since the
mid-90s, a relatively new discipline - clinical proteomics, has evolved, which focuses on studying gene products - proteins. The evaluation of
protein profiles may contribute to the more accurate stratification of patients in the future, in terms of both prediction of treatment results and
prognosis. In pursuing this objective, proteomic approaches are currently used for the identification of new biomarkers. This is also the case with
malignant melanoma, a disease without typical serum marker possessing high sensitivity and high specificity. Methods: We analyzed human blood
serum samples from 25 patients with metastatic malignant melanoma treated with palliative chemotherapy at the Masaryk Memorial Cancer
Institute, Brno, in 2004-2006. The analysis was performed by Surface Enhanced Laser Desorption/lonisation Time of Flight Mass Spectrometry
(SELDI-TOF-MS). Our patients were divided into two subgroups: a group relatively resistant to chemotherapy - 14 patients — and a group with cer-
tain clinical benefit from the treatment (complete and partial remission, stabilized disease) — 11 patients. We were searching for a new biomarker
or typical protein profile in the selected two subgroups. Then, we recategorized our patients into three groups according to the similarity of their
protein profiles regardless of sensitivity to chemotherapy. Finally, we evaluated differences in laboratory and clinical parameters, between both
the groups of chemo-resistant and chemo-sensitive patients, and newly defined subgroups with similar protein profiles. Conclusion: We did not
identify any significant differences in protein profiles or laboratory parameters in the predefined chemo-sensitive or chemo-resistant groups of
patients. However, with regard to the new groups with similar protein profiles, we identified a subgroup of patients with different laboratory and
clinical parameters. The results are very interesting and merit further research.

Key words
proteomic — biomarkers — SELDI-TOF-MS

Uvod

Lidsky genom je tvofen jen cca
40 000 geny, kdezto proteom — funk¢ni
produkt genetické informace (soubor
proteinll) - je podstatné slozitéjsi a dle
odbornych odhad( je cca 10-20krat po-
cetnéjsi. Jeho podoba je dosti variabilni
a je podminéna mnoha faktory, jako je
vék, pohlavi, vnéjsi prostiedi, pfidru-
Zena onemocnéni, farmakologicka lécba.
Jeho dynami¢nost je nezbytna pro preziti
a je zakladem adaptac¢nich mechanizmii
organizmu.

V oblasti vyzkumu nadorovych chorob
je stale vice usili vénovano identifikaci
novych biomarkerd, podle kterych by
bylo mozné relativné rychle, levné a spo-
lehlivé diagnostikovat poc¢éate¢ni stadia
nadorovych onemocnéni, event. jejich
recidivu, dale hodnotit |é¢ebnou od-
povéd, predikovat efekt protinddorové
[é¢by a podat blizsi informace stran cel-
kové progndzy pacientd.

Na zakladé zkusenosti z klinické praxe
je zfejmé, ze progndza pacientl s dise-
minovanym malignim melanomem je

C43 - zhoubny melanom kiize

ASR (W)

vyvoj v ¢ase

incidence

Graf 1. Incidence a mortalita na zhoubny melanom kiize.

velmi vazna. Onemocnéni je obecné po-
vazovano za chemo- a radiorezistentni
a i multimodalni pFistup zahrnujici kom-
binovanou chemo-(imuno-)terapii, radio-
terapii a paliativni chirurgické vykony
$patnou progndzu pacientll vétsinou vy-
znamné neovlivni.

Pfesto se mezi nemocnymi s disemi-
novanym malignim melanomem objevi
jedinci s relativné lepsi prognézou, bez
tendence k ¢asné multiorgdnové disemi-
naci, onemocnéni relativné chemosen-
zitivni, u kterych systémova lé¢ba mize
prodlouzit obdobi bez pfiznakd nemoci
i celkové preziti. Na druhé strané jsou
naopak jedinci s evidentné chemore-
zistentnim onemocnénim, progredujici
i pfes intenzivni kombinovanou systémo-
vou lé¢bu a umirajici na rychlou progresi
béhem nékolika malo mésicd.

Dle klinickych pribéhl onemocnéni je
jasné, ze rozdilné odpovédi k systémové
[é¢bé (chemoterapie, imunoterapie) ne-
souvisi jen s 1é¢bou samotnou, ale jsou
téz ovlivnény rozdilnym biologickym
chovanim vlastniho nadorového one-
mocnéni a slozitymi vztahy mezi hostite-
lem a nddorem (graf. 1).

Material a metoda

Pfedmétem zdjmu byli pacienti s disemi-
novanym malignim melanomem (che-
moterapii dosud nepredléceni), ktefi
podstoupili paliativni chemoterapii
(+ imunoterapii) 1. linie (tab. 1).
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Tab. 1. Popisna charakteristika analyzovaného souboru pacientt.

Proménna

Charakteristika

pocet pacient 25
vék — median v letech (rozmezi) 47,5 (31-70)
pohlavi - muzi/Zeny 18/7
pozitivni spadové uzliny v dobé dg. - ano/ne 11/14
adjuvantni INF alfa-2a - ano/ne 12/13
délka podavani adjuvantni INF alfa-2a — median v mésicich (rozmezi) 11,5 (2-12)
disease free survival - median v mésicich (rozmezi) 30 (2-95)
misto relapsu - pocet
klze a podkozi 11
uzliny 18
plice 14
jatra 5
kosti 6
Tab. 2. Vysledek |é¢by v zavislosti od pouzitého rezimu.

CR+PR SD PD
CVD s/bez cytokinud 3 5 6
BOLD 1 2 3
dakarbazin v monoterapii 0 0 5
celkem 4 7 14

CVD - cisplatina-vinblastin-dakarbazin, BOLD — bleomycin-vinkristin-lomustin-dakarbazin, CR - cel-
kova remise, PR — parcidini remise, SD - stabilizace onemocnéni, PD - progrese onemocnéni

Volba rezimu byla ur¢ovéna celkovym
stavem pacienta, vékem, interkuren-
cemi a rozsahem onemocnéni. U paci-
entd v mladsim véku, v dobrém celkové
stavu, bez zdvaznych kardiovaskularnich
onemocnéni, s normalnimi renalnimi
funkcemi byl preferovéan rezim CVD (cis-
platina-vinblastin-dakarbazin) + imuno-
terapie (interferon alfa-2a, interleukin-2) -
rezim dle Leghy. Pro pacienty s vysokym
rizikem kardiovaskularnich komplikaci,
renalni insuficienci nebo postizenim CNS
v dobrém stavu byl indikovan rezim s nit-
rosureou — BOLD (bleomycin-vinkris-
tin-lomustin-dakarbazin) a u pacientt
starsich, polymorbidnich byl doporucen
pouze dakarbazin v monoterapii.

Do souboru bylo zafazeno cel-
kem 25 pacient, 18 muzl a 7 zen,
ktefi zapocali paliativni systémovou
chemo-(imuno) terapii v MOU od srpna
2005 do unora 2007.Vsichni pacienti méli
pied zahdjenim paliativni chemoterapie
proveden odbér krve, ktery jsme uskutec-
nili do uzavieného odbérového systému
Monovette firmy Sarstedt (Némecko) do

zkumavky Neutral. Krev jsme nechali sra-
zit po dobu alespon 45 min, centrifugo-
vali 20 min pfi 1 000g a vzniklé sérum
jsme zamrazili pfi —70 °C, z alikvotu dale
byly provedeny standardni laboratorni
vySetieni v¢etné CRP, laktatdehydroge-
naza - LDH, protein S100b, flowcytome-
trie a dalsi.

Po absolvovani 2-3 cykld chemotera-
pie nasledovalo presetieni zobrazova-
cimi metodami ke zhodnoceni |é¢ebné
odpovédi.

Na podzim 2007 jsme séra pacient(
podrobili proteomické analyze pomoci
SELDI-TOF-MS. Méreni jsme provadéli
na ctyrech typech aktivnich chromato-
grafickych ¢ipa - a) afinitni chromato-
grafie na imobilizovanych iontech kovi
(Cu2+), tzv. IMAC, b) chromatografie va-
zajici hydrofobni proteiny vazbou na ne-
polarni povrch C12, tzv. H50, a ¢,d) chro-
matografickym hydrofilnim povrchem,
tzv. normalni fazi, ktera byla promy-
vana kyselou nebo zasaditou organickou
smési [1]. Pfipravu vzorku jsme provedli
denaturaci séra v roztoku vzniklém smi-

chanim 9 mol/I" mocoviny (Fluka, USA),
Vv niz jsme rozpustili iontovy detergent
3-(3-cholamidopropyl)dimethylammo-
nio)-propansulfonat (CHAPS, Fluka, USA)
v koncentraci 20g/I™" a nasledné pfidali
dithiothreitol (DTT, Sigma Aldrich, USA)
na vyslednou koncentraci 10 mmol/I™.
Sérum jsme smichali s touto denatu-
ra¢ni smési v poméru 1 + 1. Takto pfipra-
veny vzorek jsme 30 min inkubovali pfi
laboratorni teploté, poté 10 min promi-
chali na tfepacce a 10 min centrifugovali
pfi 14 0009 a 4 °C. Vsechny vzorky jsme
mé¥ili v triplikatu, tj. celkem jsme namé-
fili 75 spekter na ¢tyfech povrsich, na-
mérené proteomické profily jsme statis-
ticky vyhodnotili programem Biomarker
Wizard dodavanym firmou Ciphergen
(USA, dnes Bio-Rad USA). Vysledky na-
$eho méfeni jsme pak spolu s dalsimi la-
boratornimi parametry postoupili statis-
tické analyze.

Cilem pilotniho projektu pomoci
SELDI-TOF-MS bylo nejprve objevit pro-
teinové profily charakteristické pro sku-
piny pacientl absolutné chemorezis-
tentnich a pacientd s urcitou Ié¢ebnou
odpovédi (stabilizace, parcialni a kom-
pletni remise), poté cely soubor dle po-
dobnosti proteinovych profilti prerozdé-
lit do novych podskupin, bez ohledu na
|[écebnou odpovéd a na zavér zjistit roz-
dily mezi laboratornimi a klinickymi pa-
rametry u skupin chemorezistentnich
a chemosenzitivnich pacientd a téz mezi
nové vytvorenymi podskupinami s po-
dobnymi proteinovymi profily.

Pro tyto ucely byly pouzity nasledujici
metody: Significance analysis of micro-
arrays (SAM), shlukova analyza s matici
vzdalenosti odvozenou od Spearmanovy
korelace a algoritmy shlukovéani — average
linkage, complete linkage, Ward a DIANA
a Mann-Whitney test pro porovnani pa-
rametr(i mezi skupinami chemorezistent-
nich a chemosenzitivnich pacient( a Krus-
kall-Wallis test pro porovnani parametru
mezi nalezenymi novymi skupinami.

Vysledky

Pfevazné byl pouzit rezim CVD - 14 pa-
cient(, rezim BOLD - 6 pacient( a dakar-
bazin v monoterapii — 5 pacient(. U 4 pa-
cientll 1é¢enych rezimem CVD byly do
kombinace pfidany cytokiny, ve dvou
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pfipadech interleukin-2 a v dalsich dvou
kromé interleukinu-2 i interferon alfa-2a
(rezim dle Leghy).

V daném souboru pacientd byla
u 14 konstatovana progrese onemocnéni
(PD), u 7 stabilizace onemocnéni (SD),
u 3 parcidlni remise (PR) a pouze u 1 pa-
cienta byla zaznamenana kompletni re-
mise (CR) (tab. 2).

Dle oc¢ekavani méli pacienti s posti-
Zenim klze, podkozi a uzlin delsi preziti
a vyssi Cetnost 1écebnych odpovédi. Vy-
jimkou byli dva pacienti, ktefi méli ma-
sivni kozni postizeni koncetiny, bez ten-
dence k organové diseminaci, relativné
dlouhou dobou preziti (témérf dva roky),
a presto zcela rezistentni k podavané sy-
stémové |écbé. V pfipadé postizeni vniti-
nich organd na tom byli I1épe pacienti
s plicnimi metastazami. Nejhorsi vysledky
z hlediska 1é¢by i preziti méli pacienti
s postiZzenim jater, kosti, stfev a mozku.

Statistické zhodnoceni

a) Hodnoceni proteinovych profil(i u sku-
pin pacientl absolutné chemorezis-
tentnich a pacient( s urcitou lé¢ebnou
odpovédi (stabilizace, parcialni a kom-
pletni remise)

Metodou SAM se ndm nepodafilo na-
1ézt specifické proteiny nebo proteinové
spektrum v danych skupinach pacientd.
Celkem bylo hodnoceno 142 pika.

b) Shlukova analyza viech proteinovych
profilti a rozdéleni do novych podsku-
pin bez ohledu na lé¢ebnou odpovéd.

Metodou shlukové analyzy jsme shlu-
kovali proteinové profily kazdého povr-
chu zvlast a na zakladé podobnosti da-
nych profild jsme soubor prerozdélili na
3 podskupiny (tab. 3-4; obr. 2).

¢) Porovnani laboratornich a klinickych
parametrd u pacientli chemorezistent-
nich vs chemosenzitivnich a téz mezi
podskupinami s podobnymi proteino-
vymi profily.

Mezi skupinami chemorezistentnich
a chemosenzitivnich pacientli jsme ne-
shledali signifikantni rozdily v labora-
tornich parametrech, z klinickych pa-
rametrd méli chemosenzitivni pacienti
Castéji postizeni kiize a podkoZzi.

Mezi skupinami 1-3 (rozdéleni dle po-
dobnych proteinovych profild) jsme na-
lezli vyznamné trendy jak v laborator-

Tab. 3. Rozdéleni souboru na tfi podskupiny dle podobnosti proteinovych profill

a ztah k lécebné odpovédi.

rezistentni (R)

Shluk N (pocet)

1 4 3
2 13 6
3 8 5
celkem 25 14

Zastoupeni klinické skupiny

senzitivni (S)

75,0% 1 25,0%
46,2 % 7 53,8%
62,5% 3 37,5%
56,0% 1 44,0%

Tab. 4. Exprese pikt definujicich shluky vytvoirené shlukovanim vsech povrchi al-
goritmem DIANA. + znamena zvy$enou, - snizenou hladinou vyskytu v oblasti piku

oproti ostatnim shlukam.

Piky definujici skupiny (M/Z v Da)

3209,3308 -
3927 -
4082,4 338 -
4588 +
4693 +
6424,6622,6 828 -
6 875 -
8553,8681 -
9180 +
9286 +
9340 +
11510-11 674 +
13747 -
18 327,18 356, 18 546 +

Skupina pacientt

2 3
+ +
+ +
+ +
+ -
+ -
+ +
+ +
+ +
+ -
+ -
+ -
+ +
+ -

1. skupina 4 pacientt 1, 3, 7, 22 byla definovdna hlavné zvysenou hladinou vyskytu na
pozicich pikd 11 510-11 674 kDA a snizenou hladinou vyskytu v oblastech 3 209, 3 309,

4082,4340,6 872,8553,8681 a 13 747 kDa.

3. skupina 8 pacientt 4, 20, 16, 8, 14, 21, 5, 13 byla definovéna hlavné snizenou hladinou
vyskytu v oblasti 4 588 a 4 693 kDa a v oblasti 9 180-9 340 kDa.

nich, tak i v klinickych parametrech, a to
pfedevsim ve skupiné 1. Tato skupina
Ctyf pacientl méla signifikantné vyssi
hladinu proteinu S100B (p = 0,008),
CRP (p =0,021) a signifikantné nizsi hla-
dinu albuminu (p = 0,007) a hemoglo-
binu (p = 0,013). Z klinickych parame-
trd u 1. skupiny dominovalo postizeni
jater (p < 0,001), plic (p = 0,021) a uzlin
(p = 0,001). Vzhledem k nizkému poctu
pacient(l ve skupiné 1 jsou uvedené
p-hodnoty spiSe orienta¢ni a nelze
z nich vyvozovat obecné platné zévéry.

Zaveér
Ve skupindch chemorezistentnich a che-
mosenzitivnich pacientd s disemino-

vanym malignim melanonem se nam
metodou SELDI-TOF-MS zatim nepoda-
filo identifikovat evidentni odlisny pro-
tein nebo specifické proteinové spekt-
rum. Pomoci shlukovaci analyzy se ndm
ale podafilo rozdélit soubor na podsku-
piny s podobnymi proteinovymi profily,
které mély také korelaci v uritych labo-
ratornich a klinickych parametrech, coz
hodnotime jako zajimavy a ne¢ekany vy-
sledek. Vysledky naseho pilotniho hod-
noceni mohou byt jisté ovlivnény malym
souborem pacientd, jeho nehomogeni-
tou jak z pohledu pouzité l1écby, tak z po-
hledu rozdilného rozsahu onemocnéni.
Zavedeni analyz proteomovych profild
do onkologické praxe k presnéjsi stratifi-
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Obr. 2. Heatmapa zobrazujici vysledek shlukovani DIANA na viech povrsich. Radky piedstavuji jednotlivé pacienty, sloupce jednot-
livé m/z. Barevné jsou dale odliseni pacienti (modra - chemosenzitivni pacient, cervena - chemorezistentni pacient) i povrchy (H50 -
cerna, IMAC - modra, NP20 kys - zelena, NP20zas - cervend). Jednotlivé burnky zobrazuji intenzitu vyskytu jednotlivych fragmentt na

zontalni piimky vymezuji tfi skupiny pacientu.

kaci pacientl a jejich nddorovych onemoc-
néni ma pravdépodobné obrovsky poten-
cidl. Dle typickych proteinovych profilli
bude Sance s urcitou pravdépodobnosti
odhalit ¢asna stadia onemocnéni, opti-
malizovat |écbu, predikovat a hodnotit jeji
efektivitu, blize podat informace o pred-
pokladané progndze. Své misto mlze mit
potencidlné i k zachyceni ¢asného, terapii
ovlivnitelného relapsu onemocnéni.
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PUVODNI PRACE

Chronicka gastrointestinalni toxicita
po zevni radioterapii karcinomu prostaty
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Souhrn

Vychodiska: Chronicka gastrointestinalni (Gl) toxicita je vyznamnym faktorem limitujicim eska-
laci davky zareni na prostatu. Jeji incidence se méni v zavislosti na davce a pouzité technice oza-
feni, ale spolupodileji se i faktory dalsi. Pfes veskerou snahu je stale nezadoucim ucinkem, ktery
maze vyznamné zhorsovat kvalitu Zivota pacientd po probéhlé kurativni radioterapii karcinomu
prostaty. Cil: Cilem této préce je blize popsat chronickou Gl toxicitu po zevnim ozéfeni karci-
nomu prostaty, jeji priciny, rozvoj, projevy a incidenci pii rdznych technikdch ozareni. Dale pak
porovnat ¢asovy vyvoj od zac¢atkl kurativni radioterapie karcinomu prostaty az do dne$ni doby.
Zdvery: Vyskyt chronické Gl toxicity je dnes diky modernim technikdm radioterapie relativné
nizky i pfi pouziti celkové davky zareni az 80 Gy. Dalsi snizovani radia¢nich komplikaci Ize oce-
kavat od zavedeni obrazem fizené radioterapie (IGRT), kterd umoznuje presnéjsi doruceni davky
pfimo do prostaty, zmenseni bezpe¢nostniho lemu kolem klinického cilového objemu (CTV),
a tim i mensi zatizeni okolnich rizikovych organ(.

Klicova slova
toxicita — radioterapie — proktitida — karcinom prostaty

Summary

Backgrounds: Chronic gastrointestinal (Gl) toxicity is an important dose-limiting factor of pro-
state cancer treatment. Its incidence varies with the dose of radiotherapy and the external beam
treatment technique; however, there are also other factors that should be considered. Despite
all the efforts to diminish the incidence, chronic toxicity still remains an adverse event which can
affect the quality of life in patients after prostate cancer radiotherapy. Design: The aim of this
review is to provide a detailed description of chronic Gl toxicity after external beam radiation
therapy for prostate cancer, its causes, development, symptoms and incidence in different treat-
ment techniques, and to compare the development of Gl toxicity from the beginning of curative
prostate cancer radiotherapy to now. Conclusion: Thanks to up-to-date radiotherapy techniques,
the incidence of chronic Gl toxicity is relatively low despite high doses of about 80 Gy used in
prostate cancer treatment. Further reduction of radiation complications could be achieved by
using image-guided radiotherapy (IGRT), which enables more precise delivery of the radiation
dose to the prostate, reduction of the margin around the clinical target volume (CTV) and the
sparing of organs at risk.

Key words
toxicity — radiotherapy - proctitis— prostate cancer

Autofi deklaruji, Ze v souvislosti s pfedmétem
studie nemaji zadné komercni zajmy.

The authors declare they have no potential
conflicts of interest concerning drugs, pruducts,
or services used in the study.

Redak¢ni rada potvrzuje, ze rukopis prace
splnil ICMJE kritéria pro publikace zasilané do
biomedicinskych ¢asopist.

The Editorial Board declares that the manuscript
met the ICMJE “uniform requirements” for
biomedical papers.

=]

MUDr. Jana Sefrova

Klinika onkologie a radioterapie
FN Hradec Kralové

Sokolska 581

500 05 Hradec Kralové

e-mail: sefrova@fnhk.cz

Obdrzeno/Submitted: 27. 5. 2009
Prijato/Accepted: 4. 9. 2009

Klin Onkol 2009; 22(5): 233-241

233




CHRONICKA GASTROINTESTINALNI TOXICITA PO ZEVNI RADIOTERAPII KARCINOMU PROSTATY

Uvod
Akutni nebo chronické poskozeni zdra-
vych tkanfi je vyznamnym limitujicim fak-
torem radioterapie. U karcinomu pro-
staty bylo v nékolika randomizovanych
studiich prokazano, ze eskalace davky za-
feni na prostatu vede ke zlepSeni lokalni
kontroly, doby do biochemické progrese
[1-5], doby do vzniku metastaz [6], v re-
trospektivnich studiich i k prodlouzeni
celkového preziti [7], a to zejména u pa-
cientl se stfednim a vysokym rizikem.
V dalsim zvySovani davky jsme ale ome-
zovani praveé toxicitou lécby.

S rozvojem technickych moznosti jsme
od zacatkd pouzivani radioterapie jako
kurativni metody pro lé¢bu karcinomu

prostaty dospéli k vyznamnému zlepseni
lokalni kontroly. Jak se pfitom zménila
gastrointestinalni toxicita a co o ni vime,
se pokousi zmapovat nésledujici pfehled.

Definice

Jako chronické oznacujeme komplikace
vyskytujici se za 90 a vice dni od ukonceni
radioterapie. Pro ozéfeni prostaty je typické
postizeni genitourindrni (GU) a gastroin-
testinalni (GI). V oblasti gastrointestinalni
se pak ve vétsiné pfipadl jednd o posti-
zeni rekta — radia¢ni proktitidu. Méné casto
se pii ozareni samotné prostaty setkdme
s postizenim anu a sigmatu a jen vyji-
mecné s postizenim tenkého stfeva (naroz-
dil od ozéreni celé panve).

Patofyziologie

chronické Gl toxicity

Chronické zmény jsou zplsobeny ze-
jména progredujicim postizenim cév.
Vlivem zafeni dochazi k uvolnovani ris-
tovych a inhibi¢nich faktord, dysregu-
laci na bunécné urovni, apoptotické
smrti bunék i zmé&nam genové exprese.
Rozviji se zanétlivd odpovéd's prevazu-
jici fibrotickou aktivitou. Mikroskopické
zmény se nachazi v mukoéze a submu-
kéze, v pojivové tkani se objevuji aty-
pické fibroblasty, pfibyva kolagennich
vlaken, dochazi k zeslabeni stény arterii
a teleangiektaziim cév [8]. Zvysend trom-
bogenni aktivita endotelu vede k tvorbé
fibrinovych tromb0 v drobnych arterio-

Obr. 1. Endoskopicky obraz radiacni proktitidy.
Radiacni proktitida, endoskopicky obraz u pa-
cienta po radioterapii karcinomu prostaty
78 Gy. U jednotlivych obrazk je uveden popis
endoskopického nalezu a subjektivni obtize
pacienta. 13 mésicl po skonceni radioterapie
osetfen navic vyznamné krvacejici divertikl
sigmatu. a) 7 mésicd po skonceni radiotera-
pie: Vice¢etna drobnd klubka novotvorenych
cév, které po prichodu endoskopu mirné kr-
vaceji. Subjektivni obtize - stolice 1-2krat
denné, bez krve, urgence. b) 12 mésicl po
skonceni radioterapie: Objemné;jsi koagulum,
Cerstva krev, setrela podslizni¢ni cévni kresba,
klubka novotvorenych cév, misty s cerstvym krvacenim. Osetfeno argonovou plazmakoagulaci. Subjektivni obtize — odchod krve a koagul
2krat do tydne, stolice 2-3krat denné. Nutnost substituce erymasami. c) 14 mésicli po skonceni radioterapie: V rektu koagula cerstva krev,
sliznice s klubi¢ky novotvorenych cév, nékteré s ronicim krvacenim, ulcerace kombinované etiologie (radia¢ni + predchozi o3etfeni argono-
vou plazmakoagulaci), v okrajich Ine koagulum nebo roni krev. Osetfeno argonovou plazmakoagulaci. Subjektivni obtize - stolice 1-3krat
denné, odchod krve a koagul denné. Nutnost substituce erymasami. d) 15 mésict po skonceni radioterapie: Sliznice s klubi¢ky novotvore-
nych cév, nékteré s ronicim krvacenim, drobné hojici se ulcerace s jizvami v okoli kombinované etiologie (radia¢ni + pfedchozi o3etfeni ar-
gonovou plazmakoagulaci). Subjektivni obtize — stolice 1-3krat denné, odchod tmavsi krve 2krat do tydne. Bez nutnosti substituce eryma-
sami. e) 16 mésicl po skonceni radioterapie: Hojici se ulcerace po predchozim osetieni argonovou plazmakoagulaci s fibrinovou spodinou,
nejvétsi 12mm. Mezi ulceracemi normalni sliznice s jizvami a drobnymi zbytky novotvorenych cév. Jedno Inouci koagulum, po odstranéni
patrna krvacejici céva, osetfena argonovou plazmakoagulaci. Subjektivni obtize — malé mnozstvi krve ve stolici 1-2krat do tydne. Bez nut-
nosti substituce erymasami.

Obrazova dokumentace byla zapujc¢ena laskavosti MUDr. Jirkovského z archivu oddéleni gastroenterologie Il. interni kliniky Fakultni ne-
mocnice Hradec Kralové.
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lach, ischemii, pfipadné ulceraci a krva-
ceni. Casem zacinaji pfevazovat fibro-
tické zmény, dochazi k jizveni, mohou
se objevit striktury, pistéle, vzacné ob-
strukce [9].

Projevy chronické Gl toxicity
Projevem chronické radiac¢ni proktitidy
je nejcastéji enteroragie [10], vzacnéji se
objevuji prGjmy, ¢asté stolice, tenesmy,
odchod hlenu z kone¢niku nebo inkon-
tinence stolice.

Endoskopicky mlzeme pozorovat
okrsky zarudnuti, kiehkou sliznici, rozsi-
fené, nékdy i krvacejici cévy, ptipadné ul-
cerace (obr. 1).

Projevy se objevuji nejcastéji v obdobi
prvnich dvou let po 1é¢bé s medidnem
12 mésicd [10-11]. U dvou tfetin paci-
entl dochazi do dvou let od projevi to-
xicity ke zlep3eni az Uplnému vymizeni
obtizi [9,12], nékteré studie uvadéji pre-
trvavani priznakd od 6 mésict do konce
Zivota v zavislosti na stupni postizeni
[13-14]. Toxicita druhého stupné odpo-
vida na medikaci nebo koagulaci v 90 %,
toxicita tretiho stupné v 75% s media-
nem trvani obtizi 10 mésicl [14]. U jedné
Ctvrtiny pacientl oviem krvaceni i pres
lé¢bu pokracuje [14-15].

Hodnoceni chronické Gl toxicity
Existuje nékolik stupnic pro hodnoceni
chronické radiacni toxicity. Nejcastéji
jsou pouzivana RTOG/EORTC (Radiation
Therapy Oncology Group/European Or-
ganisation for Research and Treatment of
Cancer) Common Toxicity Criteria rozdé-
lujici toxicitu do péti nepfilis konkrétné
specifikovanych stupnt [16]. Podrobnéjsi
je klasifikace LENT-SOMA (Late Effects
Normal Tissue Scale - Subjective, Obje-
ctive, Management, Analytic) [17], dalsi
zmény v hodnoceni G2 a G3 toxicity pfi-
nasi jeji modifikace FC-LENT (Fox Chase
Modification of Late Effects Normal Tis-
sue Scale) (tab. 1).

V publikacich uvadéna procenta to-
xicity se podle pouzité skaly hodnoceni
mohou lisit az o nékolik jednotek. Napf.
ve studii Hanlonové et al [15] se toxicita
G3-4 objevuje béhem 5 let u 0,7 % paci-
entl pfi hodnoceni dle RTOG/EORTC kri-
térii, u 2% pfi pouziti klasifikace LENT
a u 6% pfi pouziti jimi navrzené modifi-
kace FC-LENT.

Pro popis chronickych zmén mize byt
pouzita i nékterd z endoskopickych kla-
sifikaci, napt. Vienna Endoscopy Scoring
(tab. 2), stanovend na zékladé standard-
niho popisu endoskopického ndlezu na
sliznici rekta [18]. Byva pouzivana v kom-
binaci s nékterym z vyse uvedenych ské-
rovacich systéma, nebot samostatny en-
doskopicky nalez nemusi odpovidat tiZi
klinickych projevl a subjektivnim obti-
zim pacienta. Navic rektoskopické nebo
sigmoideoskopické vysetieni pro pravi-
delné a dlouhodobé hodnoceni toxicity
neni pro svou invazivitu vhodné.

Faktory ovliviaujici

rozvoj Gl toxicity

Faktory vazané na radioterapii
Nejvyznamnéjsim rizikovym faktorem
pro vznik radiacniho poskozeni rekta je
aplikovana déavka zafeni, respektive ab-
solutni a relativni objem rekta ozafeny
urcitou davkou, kde vyznamnéjsi roli
hraji davky vyssi. Tento fakt byl potvrzen
v mnoha pracich zabyvajicich se eskalaci
davky a rlznymi technikami ozéreni.

Vliv jednotlivé davky byl potvrzen ve
studii RTOG 9406, a to hned ve dvou ra-
menech, kde zvyseni denni davky o 10%
(z 1,8 na 2,0 Gy) vedlo k signifikantnimu
vzestupu G2 toxicity (21% pfi davce
74 Gy po 2 Gy vs 11% pfi davce 79,2 Gy
po 1,8 Gy) a mirnému, le¢ statisticky ne-
vyznamnému zvyseni G3 toxicity [19].

Z hlediska celkové déavky se spolehli-
vym nastrojem k predikci toxicity ukazal
byt davkové-objemovy histogram (dose
volume histogram - DVH), ktery zna-
zornuje pokryti cilového objemu a za-
tizeni vyznacenych rizikovych orgdn(
pro kazdou davku [10,20-23]. V rando-
mizované studii s eskalaci davky z 68 na
78 Gy [20] byl prokézan vyznamny roz-
dil ve vyskytu krvaceni z rekta a inkon-
tinence stolice. Nejvétsi rozdily DVH pro
rektum mezi obéma rameny jsou v dav-
kach 65-78 Gy, pod 20 Gy jsou kfivky
shodné, v oblasti 20-65 Gy jsou lehce
vy3si davky v rameni s eskalaci na 78 Gy.
Jako signifikantni pro vyskyt = G2 krva-
ceni z rekta vysly objemy ozéarené do 55,
60 a 65 Gy (V55, V60, V65). Hazard ratio
pfi vzestupu V65 o 1% je 1,052. Ve zmi-
néné studii byla toxicita = G2 1% u pa-
cient(, ktefi méli V65 19% vs 9% u paci-
ent(, kde V65 bylo 43 %. Autofi uzaviraji,

Ze udrzeniV65 < 30 % vede k rozumné re-
dukci rizika toxicity.

V praci Storeyho et al [21] byl vyskyt to-
xicity 21 % pro dévku 78 Gy vs 14% pro
davku 70 Gy. Analyza DVH u pacient(
ozéfenych 78 Gy ukdzala korelaci s obje-
mem rekta ozafeného 70 Gy a vy3si dav-
kou. Pacienti s = 25 % rekta ozafeného
dévkou = 70 Gy méli riziko komplikaci
G2 a horsich 37 %, kdeZto pacienti s ob-
jemem ozafenym > 70 Gy mensim nez
25 9% méli riziko komplikaci 13 %. V3echny
G3 komplikace se objevily u pacientd,
kde dévku = 70 Gy obdrzelo = 30% ob-
jemu rekta. Podobné Boersma et al [22]
popisuji korelaci DVH s G3 krvacenim.
Obdobné zavéry a doporuceni ¢ini ve
své praci i Huang et al [10], v jejichz stu-
dii se korelace rizika s relativnim obje-
mem rekta objevuje pro viechny davky,
absolutni objem rekta hraje roli pouze
pro davky vyssi (70, 75,6 a 78 Gy), riziko
komplikaci stoupd v zavislosti na sledo-
vanych dozimetrickych charakteristikach
exponencialné. Autofi pro snizeni rizika
doporucuji dodrzovat limity V60 < 40 %,
V70 < 25%, V75,6 < 15%, V78 < 5%. Pro
absolutni objemy pak 75,6 Gy < 4 cm?,
78 Gy < 2 cm® [10]. O néco pfisngjsi jsou
limity vyplyvajici z prace Fiorina et al [23],
ktefi jako nejsilngjsi prediktory pro kr-
véceni z rekta prokdzali V40, V70 a pred-
chozi bfisni nebo panevni chirurgicky
vykon. V limitu pro V60 a V70 se s Huan-
gem et al [10] shoduiji, pro V75 doporu-
Cuji udrzet objem rekta ozafeného touto
davkou pod 5 %.

Pro riziko inkontinence vyzadujici po-
uzivani vlozek se jako rizikové ukazalo
ozareni stény analniho kanalu [20], kde
dévky nad 46 Gy vedou k signifikantnimu
zvyseni rizika, zatimco pfi dévce < 46 Gy
je vyskyt inkontinence do 10%. Neni
zde zadnd korelace s davkou na sténu
rekta. Nejsilnéjsim prediktorem je stfedni
dévka v anu Dmean a andlni V65, kore-
lace se ale objevuje pro vSechny dozime-
trické parametry, proto k minimalizaci ri-
moznou [20]. Fiorino et al [23] pro riziko
inkontinence prokazali vliv V40 a pred-
choziho chirurgického vykonu, doporu-
¢uji dodrzovani limitu V40 < 65-70% ob-
jemu rekta.

Pro zvysenou frekvenci stolice (= 6krat
denné) je signifikantni korelace s obje-
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Tab. 1. Stupnice hodnoceni chronické gastrointestinalni toxicity.

Grade RTOG LENT FC-LENT
G1 stolice < 5krat/den stolice 2-4krat/den stolice 2—-4krat/den
mirné krece odchod hlenu < 1krat/tyden odchod hlenu < 1krat/tyden
mirny prdjem bolest vyzadujici podani neopioidnich bolest vyzadujici podani neopioidnich
analgetik < Tkrat/tyden analgetik < Tkrat/tyden
mirny dyskomfort tenesmy a nuceni na stolici vyzadujici tenesmy a nuceni na stolici vyzadujici
podani antidiaroika < 2krat/tyden podani antidiaroika < 2krat/tyden
mirné krvaceni okultni krvaceni vyzadujici preparaty Zeleza  okultni krvaceni vyzadujici preparaty
nebo projimadla Zeleza nebo projimadla
povrchova ulcerace < 1 cm? vyzaduijici povrchové ulcerace < 1 cm? vyzaduijici
Upravu diety nebo projimadla Upravu diety nebo projimadla
striktura na > 2/3 priméru vyzadujici striktura na > 2/3 prméru vyzadujici
Upravu diety Upravu diety
inkontinence vyzadujici pouziti inkontinence vyzadujici pouziti
vlozek < Tkrat/tyden vlozek < Tkrat/tyden
G2 stolice > 5krat/den stolice 4-8krat/den stolice 4-8krat/den
stfedné zavazny prijem odchod hlenu > 2krat/tyden vyzaduijici odchod hlenu > 2krat/tyden vyzadujici
a dyskomfort podani antidiaroik > 2krat/tyden podani antidiaroik > 2krat/tyden
vyrazny odchod hlenu intermitentni bolest vyZzadujici pravidelné intermitentni bolest vyzadujici pravidelné
uzivani neopioidnich analgetik uzivani neopioidnich analgetik
intermitentni krvaceni tenesmy a nuceni na stolici vyZadujici tenesmy a nuceni na stolici vyzadujici
antidiaroika > 2krat/tyden antidiaroika > 2krat/tyden
krvaceni > 2krat/tyden vyzadujici ob¢asné krvaceni > 2krat/tyden
transfuze vyzadujici < 2 koagulace
povrchova ulcerace > 1 cm?” vyzadujici povrchové ulcerace > 1 cm? vyzaduijici
podani kortikoidd < 1krat/tyden podani kortikoidd < 1krat/tyden
striktura na 1/3-2/3 prdméru vyzadujici striktura na 1/3-2/3 praméru vyzadujici
obcasné dilatace obcasné dilatace
inkontinence vyZzadujici pouzivani inkontinence vyzadujici pouzivani
vlozek > 1krat/tyden vlozek > Tkrat/tyden
G3 obstrukce nebo krvéaceni stolice > 8krat/den stolice > 8krat/den
vyzadujici chirurgickou
intervenci
trvaly odchod hlenu trvaly odchod hlenu
trvald intenzivni bolest vyzadujici trvald intenzivni bolest vyzadujici
pravidelné uzivani opioidnich analgetik pravidelné uzivani opioidnich analgetik
trvalé nuceni na stolici vyzaduijici trvalé nuceni na stolici vyzadujici
antidiaroika > 2krat/den antidiaroika > 2krat/den
krvaceni denné, vyzaduijici ¢asté transfuze krvaceni vyzadujici > 2 koagulace nebo
transfuzi
hluboka ulcerace vyzadujici podani hluboka ulcerace vyzadujici podani
kortikoidli v klyzmatu nebo hyperbaroxii kortikoidli v klyzmatu nebo hyperbaroxii
striktura na < 1/3 priméru vyzadujici striktura na < 1/3 priméru vyzadujici
pravidelné dilatace pravidelné dilatace
inkontinence vyzadujici trvalé pouzivani inkontinence vyzaduijici trvalé pouzivani
vlozek vlozek
»
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» Pokracovani tab. 1.

Grade RTOG
G4 nekréza
perforace
pistél
G5 fatalni toxicita — umrti

LENT

nekontrolovatelny prijem vyzadujici
kolostomii

trvaly odchod hlenu refrakterni na l1é¢bu

vycerpavajici bolest refrakterni na lécbu
nebo vyzadujici chirurgické o3etfeni

trvalé nuceni na stolici vyzadujici kolostomii

vyrazné krvaceni vyzadujici chirurgické
feseni nebo kolostomii

perforace nebo pistél vyzadujici chirurgické
feSeni nebo kolostomii

kompletni obstrukce vyzaduijici chirurgické
feSeni nebo kolostomii

inkontinence vyzadujici kolostomii

fatalni toxicita — umrti nebo kolostomie

FC-LENT

nekontrolovatelny prijem vyzadujici
kolostomii

trvaly odchod hlenu refrakterni na [é¢bu

vycerpavajici bolest refrakterni na lIécbu
nebo vyzadujici chirurgické osetfeni

trvalé nuceni na stolici vyzadujici
kolostomii

vyrazné krvaceni vyzadujici chirurgické
feSeni nebo kolostomii

perforace nebo pistél vyzadujici
chirurgické feseni nebo kolostomii

kompletni obstrukce vyzadujici
chirurgické feseni nebo kolostomii

inkontinence vyzadujici kolostomii

fatalni toxicita — umrti nebo kolostomie

RTOG - Radiation Therapy Oncology Group, LENT — Late Effects Normal Tissue Scale, FC-LENT — Fox Chase Modification of Late Effects Nor-

mal Tissue Scale

Tab. 2. Vienna Rectoscopy Score.

Skére Kongesce sliznice Teleangiektasie Ulcerace Striktura Nekréza

0 1 - fokalni zarudnuti 0-zadné 0 - bez ulcerace 0-zadna 0 - bez nekrézy
a otok

1 2 — difuzni nesplyvajici 1 - jednotlivé 0 — bez ulcerace 0-zadna 0 - bez nekrézy
zarudnuti a otok

2 3 — difuzni splyvajici 2 -mnohocetné 0 - bez ulcerace 0-z4dnd 0 - bez nekrézy
zarudnuti a otok nesplyvajici

3 0-3 3 -mnohocetné 1 -povrchova 0-Zzadna 0 - bez nekrézy

splyvajici ulcerace < 1 cm?
4 0-3 0-3 2 - povrchova 1 - zuzeni 0 - bez nekrézy
ulcerace > 1 cm? na > 2/3 prdméru
5 0-3 0-3 3 - hluboka ulcerace 2 - zuzeni 1 - jakakoliv nekréza

mem ozéfenym do davky 40 Gy a Dmean
na anorektum [20] a s pfedchozim chi-
rurgickym vykonem bfisSnim nebo pa-
nevnim [23]. Pro kiece, tenesmy a bolesti
G3 nebyla nalezena asociace s DVH [20],
opét vyssi riziko se objevuje u pacient(
po prodélaném chirurgickém zakroku
[23], proto je doporucovano u pacientd

4 - pistél, perforace

na 1/3-2/3 priméru

3 - zUzeni

na < 1/3 prdméru

4 - kompletni
obstrukce

po prfedchozich bfisnich a panevnich
operacich limity pro davku na rektum do-

drzovat pfisnéji,V 70 < 15% [23].

Faktory vazané na pacienta

diabetu na vznik G2 toxicity. Ve studii He-
rolda et al [24] byl rozdil incidence G2 to-
xicity u diabetikd a nediabetikd 28 % vs
17 %. Pro G3 a G4 stupné toxicity nebyl
prokdzan statisticky vyznamny rozdil.

Ze zkoumanych komorbidit, které by
mohly zvy3ovat riziko pozdni toxicity,
byl v nékterych studiich prokazan vliv

Jiné prace vsak vyssi riziko toxicity ne-
potvrzuji [10], sami autofi ale pouka-
zuji na to, ze populace diabetikd v jejich
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Obr. 2. Davkové-objemovy histogram pro rektum.

Porovnani davkové-objemovych histogramt pro rektum pii celkové davce 70 Gy. Znézor-
nény jsou kiivky pro konvencni plan (vpravo), plan konformni (3D-CRT, uprostied) a plan
pro radioterapii s modulovanou intenzitou (IMRT, vlevo).

souboru byla minoritni a nedosahovala
poctu potifebného k prikazu vyznam-
nych rozdill. Riziko GI toxicity signifi-
kantné zvysuje vyskyt hemoroid( pred
Ié¢bou [10], vyskyt Gl symptomU pred za-
hajenim radioterapie [25], pfedchozi chi-
rurgické bfisni vykony, a to jak panevni
lymfadenektomie pro stanoveni stadia,
tak i jiné, s tumorem prostaty nesouvi-
sejici operace [23,25]. Vyskyt radia¢ni
proktitidy je téz popisovan casté&ji u paci-
entu s divertikulitidou nebo stfevnimi za-
néty (Crohnova choroba, colitis ulcerosa),

ale pocty pacientd s anamnézou téchto
chorob jsou pfilis malé [26-27]. Jako ne-
zavisly prediktivni faktor se ukazuje i vy-
skyt akutni toxicity. Ve studii Zelefskeho
et al [28] je incidence chronické Gl to-
xicity v 10 letech 42 % u pacientq, ktefi
méli projevy akutni toxicity, a 9% u paci-
entd, ktefi akutni projevy neméli. Néktefi
autofi dokonce v této souvislosti hovori
o chronické toxicité jako o nasledku ini-
cidlniho poskozeni tkani [29], a¢ vysvét-
lenim mUze byt napf. i zvysena reaktivita
pacienta k zafeni, a to jak ve fazi akutni,

tak chronické. Pfitomnost vice rizikovych
faktor( soucasné riziko pozdni toxicity
nasobi [20].

Redukce rizika chronické Gl
toxicity technikou ozareni
Konvencni vs konformni radioterapie
karcinomu prostaty

Konven¢ni radioterapie byla v kurativni
[é¢bé karcinomu prostaty pouzivéana od
70. let 20. stoleti, dostala se ale do pozadi
s rozvojem modernéjsich a bezpecnéj-
Sich metod. V 80. letech to byla trojroz-
mérna konformni radioterapie (3D-CRT),
jejiz zavedeni do praxe bylo mozné diky
rozsifeni pocitacové tomografie (CT).
V dal$im desetileti se potom rozvijela ra-
dioterapie s modulovanou intenzitou
svazku (intensity modulated radiothe-
rapy — IMRT). Obé tyto metody umoznuji
vétsi Setfeni zdravych tkani p¥i doruceni
stejné nebo dokonce vy3si davky do cilo-
vého objemu (obr. 2 a 3).

Existuje vice praci srovnavajicich kon-
vencni a konformni ozéfeni. Pro ilustraci
redukce toxicity je na prvnim misté uve-
dena randomizovana studie porovnava-
jici toxicitu konven¢ni a konformni radio-
terapie pfi davce 64 Gy [30]. Mezi obéma
rameny nebyly rozdily v lokalni kon-
trole ani v celkovém preziti, jak lze pfi
stejné davce predpokladat. V konform-
nich planech bylo ozafeno o 48% ob-
jemu rekta (a 38% objemu mocového
méchyfe) méné nez v planech konvenc-
nich. Toxicita byla hodnocena dle RTOG
kritérii. V genitourinarni toxicité > G2 ne-
byly signifikantni rozdily. V Gl toxicité
bylo nejcastéjsim projevem krvaceni.
Gastrointestinalni toxicita G1 se obje-
vila u 56 % pacientl ozarenych kon-

Obr. 3. Porovnani izodozovych plani pro riizné techniky radioterapie.
Porovnani izodozovych plan( - a) konvencni technika 4 poli (0°, 90°, 180°, 270°); b) konformni technika (3D-CRT) 4 poli (30°,90°, 270°, 330°);
¢) technika radioterapie s modulovanou intenzitou (IMRT) 5 poli (45°, 100°, 180°, 260°, 315°). VSechny plany jsou spocitany pro stejnou celko-
vou davku 70 Gy. Hnédé rektum, oranzové prostata (CTV - klinicky cilovy objem), cervené prostata s lemem 1cm (PTV - planovaci cilovy objem).
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vencni technikou a pouze u 37 % ozare-
nych konformné. Nejcastéjsim projevem
bylo krvaceni, = G1 se vyskytlo u 51% vs
34%, = G2 u 12% vs 3% pro konvenéni vs
konformni techniku.

Podobny vyskyt toxicity uvadéji i dalsi
autofi. Lee et al [31] porovnavali téz kon-
vencni a konformni ozafeni, pficemz pa-
cienti ozareni konvenéni technikou obdr-
zeli davku 66 Gy, pacienti ozafeni 3D-CRT
davku 74 Gy. Toxicita byla hodnocena
dle modifikovanych RTOG a LENT kritérii,
kde incidence = G2 byla 21 % u konvenc¢-
nich pland a 1% u 3D-CRT pland, hodno-
ceno dle modifikované RTOG/LENT stup-
nice, 12% vs 1% pfi hodnoceni dle RTOG
stupnice.

Rozséhly soubor pacientl ozafe-
nych konven¢ni technikou 4 poli, dav-
kou 50 Gy na panev s boostem 20 Gy na
prostatu pfinesla analyza studie EORTC
22 863 urcena primarné k vyhodnoceni
efektu adjuvantni hormonalni terapie. Gl
toxicita se vzhledem k davce a velikosti
poli objevuje u mensiho procenta paci-
entd, nez by se dalo ocekévat, G2 u 9,5%,
G3 u 0,3% pacientd hodnoceno dle
RTOG [32].

Obdobné hodnoty pro 3D-CRT
70-74 Gy uvadéji i Huang et al [10], riziko
toxicity = G2 25% v 6 letech (G2 21 %,
G3 6%).

Konven¢ni radioterapie se ukazala ne-
vhodna pro eskalaci davky kvili enorm-
nimu riziku toxicity pfi dévkach nad
75 Gy. Smit et al [33] ve své praci uva-
déji riziko = G2 Gl toxicity 22 % pfi davce
na predni sténu rekta < 70 Gy, 20% pfi
davce 70-75 Gy, ale 60 %, pokud davka
na predni sténu rekta presahla 75 Gy, coz
je riziko neakceptovatelné.

Konformni vs IMRT radioterapie
karcinomu prostaty

Dalsi redukci rizika toxicity pfineslo zave-
deniIMRT do praxe v 90. letech 20. stoleti.
Pro porovnani konformni radioterapie
a IMRT prostaty neexistuje prospektivni
randomizovand studie, pomineme-li
data z holandské studie s eskalaci davky
na 78 Gy, kde ale porovnani obou metod
nebylo priméarnim cilem. Podskupina
ozafend do 78 Gy technikou 3D-CRT se
sekvencnim boostem nebo IMRT se si-
multdnnim integrovanym boostem (SIB)
¢itd pouze 78 pacientd, u nichz akutni

Gl toxicita = G2 byla 61 % pro 3D-CRT vs
20% pro IMRT. Pro chronickou toxicitu
byl sice vyskyt v rameni IMRT nizsi (toxi-
cita = G2 21 % vs 37 %, toxicita G3 0% vs
7 %), ale ne statisticky vyznamné [34].

Signifikantnich rozdilt dosahuji udaje
Zelefskeho et al [28], ktefi porovnavali
data od vice nez 1 500 pacientll ozare-
nych davkou 68-81 Gy po 1,8 Gy tech-
nikou 3D-CRT nebo IMRT. Toxicita byla
hodnocena podle NCI kritérii (National
Cancer Institute’s Common Terminology
Criteria for Adverse Events, version 3.0).
Toxicitu = G2 mélo 6% pacientd, toxicitu
G3 1% pacientd. Pravdépodobnost vy-
skytu toxicity = G2 v 10 letech byla 9%,
signifikantné méné pro skupinu IMRT
oproti 3D-CRT (5% vs 13 %). Pro pacienty
ozafené davkou 70,2 Gy to bylo 7%,
pfi davce 75,6 Gy 18 %, pii 81 Gy pouze
59%. Pokles v toxicité pfi eskalaci davky
na 81 Gy vysvétluje pravé pouziti IMRT
u vSech pacientt v této podskupiné. Ri-
ziko G3 toxicity v 10 letech bylo 1%, pfi
pouziti IMRT < 1%.

Redukce rizika chronické Gl
toxicity nastavenim pacienta

pFi ozareni

Dévka zafeni, kterd se dostane na rektum
pfi samotném ozafeni, zavisi do zna¢né
miry na tom, jak dobfe je pacient nasta-
ven do planované polohy. Je jasné, Zze
pokud bude rektum posunuto smérem
do ozafovaného objemu, bude davka
vyssi, nez jsme predpokladali dle plano-
vaciho CT a nez jsme spocitali v nami zvo-
leném planu. Existuji riizné zplsoby, jak
mulzeme tento posun, zpUsobeny chy-
bou v nastaveni nebo pohybem vnitinich
organ(, omezit.

Nejjednodussi je korekce nastaveni na
kosténé struktury, lepsi potom korekce
nastaveni na samotnou prostatu, at uz
s pouzitim kontrastnich markerl zave-
denych do prostaty nebo bez nich. Tako-
vou korekci umozniuje metoda obrazem
fizené radioterapie (image-guided radio-
therapy - IGRT). Pfesné nastaveni umoz-
nuje zmensit bezpec¢nostni lem nutny
k dostate¢nému ozafeni klinického cilo-
vého objemu (clinical target volume -
CTV), a tim i objem ozafenych okolnich
zdravych tkani. Jaké lemy je nutno zvolit
pro rGizné typy korekce nastaveni, vyhod-
nocovali Meijer et al [35]. Pokud bylo pro-

vedeno nastaveni pacienta na znacky na
kazi bez dalsi korekce, byl by pro dosta-
tecné ozéreni CTV u 90 % pacientl nutny
lem 11 mm kolem prostaty a 15 mm kolem
semennych vacka. Byla-li provedena ko-
rekce na kosténé struktury, zmensil se lem
na 8 a 13 mm. Pfi korekci na zlata zrna za-
vedena do prostaty na 3 a 8mm [35].

Jak vyplyva z vy3e uvedeného, je nej-
statu za pouziti IGRT, uz proto, Ze organy
v malé pénvi se vici kosténym struktu-
ram pohybuji [36-38]. Nejvétsi zmény
polohy prostaty jsou udavany v predo-
zadnim (anterioposteriorni — AP) sméru,
méné v lateralnim (left-right - LF) a kra-
niokaudalnim (superioinferiorni - SI)
[36-39]. Ve studii Bylunda et al [36]
byl primérny vektor celkové odchylky
6,7 mm. Stfedni chyba nastaveni byla
4,8mm ve sméru predozadnim, 2,9mm
v lateralnim a 2,1 mm v kraniokau-
déInim. Ve studii Brittona et al [38] to
bylo 3,78cm v AP sméru, 1,76cm v RL
a 3,14cm v Sl sméru. V praci Wonga et
al [37] mélo odchylku < 3mm, tedy bez
nutnosti daldi korekce, v AP sméru 44 %
pacientd, v LR 65% a v SI 81 % pacientd.
Pohyblivost semennych vackil je o néco
vyssi nez pohyblivost samotné pro-
staty, proto je doporucovan vétsi bez-
pecnostni lem. V praci Lianga et al [40]
za pouziti IG-IMRT s korekci na prostatu
denné je to 4,5mm na semenné vacky,
na prostatu pouze 3 mm. Pfi volbé PTV,
pfipadné jeho redukci, je ale nutno brat
v Uvahu kromé pohybu prostaty mezi
frakcemi, ktery mGzeme minimalizovat
spravnou korekci, i dalsi faktory, mezi néz
patii nepresnost pfi konturovani CTV, in-
terobserver variabilita (tj. rozdil kontur
zakreslenych rGznymi, i kdyz zkusenymi
radia¢nimi onkology), intraobserver vari-
abilita (tj. rozdil kontur zakreslenych tymz
radia¢nim onkologem s ¢asovym odstu-
pem), nepfesnost provedeni fuze pfi ko-
rekci nastaveni (fuze na prostatu nebo
markery zavedené do prostaty) a ko-
nec¢né pohyb prostaty béhem ozéreni
(intrafraction motion - IM). Ten byl jiz
celkem podrobné zdokumentovan, od-
povida peristaltice stfev a rekta, pohy-
buje se vétSinou v fadu nékolika milime-
trd, ale miZe dosédhnout i vice nez 1cm.
Takovéto velké odchylky se ale objevuji
vyjimecné a mivaji velmi kratké trvani,
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proto neni nutno s nimi pfi stanovovani
lemu pro PTV pocitat [41]. Ve studii Maha
etal [41] byla IM < 1 mm, Britton et al [38]
uvadéji odchylky 0,45 mm ve sméru LR,
1,08mm v Sl a 1,45mm v AP sméru, Bel-
tran et al [39] 24mm v LR, 3,4mm v SI
a 52mm v AP sméru. Tito autofi ve své
praci hodnotili i interobserver variabilitu,
kterd ¢inila ve viech smérech < 0,5mm.
Doporuceni pro lem kolem CTV zahrnuje
soucet viech odchylek, v ptipadé prace
Beltrana et al [39] (korekce denné na za-
vedena zlata zrna) ¢ini doporucené lemy
4,8mm v LR sméru, 54mmv Sla5,2mm
v AP sméru. Z téchto udajll Ize soudit, ze
lem kolem CTV by se pfi denni korekci
na kontrastni markery v prostaté nemél
dostat pod 5mm. Je na zvazeni kazdého
pracovisté, jaké ma technické moznosti
redukce chyb v jednotlivych krocich,
a tedy jak velky lem kolem CTV by mél
byt zvolen.

Zacinaji se objevovat prace porovna-
vajici toxicitu za pouziti IGRT. Skala et al
[42] vyhodnotili toxicitu zpétné za pou-
Ziti dotaznikd zaslanych pacientdm po
skonceni ozafeni. Navratnost byla 63 %,
toxicita pfi davce 75,6 Gy nebo 79,8 Gy
byla G1 25,2%, G2 2,5%, G3 0,7 %. Chung
et al [43] porovnavali 25 pacientl ozére-
nych na prostatu a panev ve dvou cent-
rech, vjednom IMRT s lemem 1 cm kolem
CTV ve vSech smérech kromé 0,5 cm smé-
rem k rektu, v druhém IG-IMRT s lemem
2-3mm kolem CTV. Davka na rektum
i mocovy méchyr byla pro IG-IMRT sig-
nifikantné nizsi, akutni Gl toxicita G2 dle
RTOG byla 809% vs 13% pro IMRT versus
IG-IMRT, zhodnoceni chronické toxicity
zatim chybi. Obé tyto prace maji bohu-
Zel fadu nedostatk{ - rlizné davky zafeni,
mala ndvratnost dotaznikll se zpétnym
vyhodnocenim, kde lze predpokladat
vétsi spoluprdci u pacientd, ktefi nemaji
obtize, maly pocet pacient( ve druhé stu-
dii, v rameni IMRT pouze 10, kde toxicita
u jediného pacienta znamena rozdil 10 %.

Ackoliv je zfejmé, Ze vyuziti IGRT umoz-
fuje zmensit lem kolem CTV, ¢imz vede
k redukci davky na rizikové organy, pre-
svédcivé dlikazy o snizeni chronické toxi-
city zatim chybi.

Zaveér
Chronicka Gl toxicita zlstava stéle jed-
nim z hlavnich problém zhorsujicich

kvalitu Zivota pacientl po radikalni radi-
oterapii karcinomu prostaty. Jeji vyskyt
se podafilo znatelné snizit modernimi
metodami radioterapie, kdy pfi davkach
75-80 Gy dnes standardné pouzivanych
je riziko = G2 toxicity 20-25 % pfi pouziti
3D-CRT a obvykle nizsi nez 20 % pfi po-
uziti IMRT. Pfi ozafeni konven¢ni techni-
kou by pfi stejné davce bylo postizeno
minimalné 50 % pacientd. Vliv na riziko
postizeni md i jednotlivd denni davka
zafeni. Vyznamné rozdily mGzeme po-
zorovat pii pouziti rGznych skal hodno-
ceni, z nichz nejpodrobnéjsi, a tim i nej-
citlivéjsi, je stupnice FC-LENT, ptipadné
jesté doplnéna popisem endoskopic-
kého obrazu.

Riziko postizeni |ze predikovat, ale z&-
roven redukovat pomoci DVH, resp. do-
drzovanim limitd davky, kterou obdrzi
urcité procento objemu rekta. Z dopo-
rucovanych limitd jsou to hlavné objemy
V60 < 40%, V70 < 25%, V75 < 5%. Nutno
dodat, Ze u tfi ¢tvrtin pacientl jsou pro-
jevy toxicity reverzibilni, reaguji na [é¢bu
nebo spontdnné mizi béhem dvou let od
svého vzniku.

Slibnou metodou pro snizeni toxi-
city radioterapie obecné se zda byt IGRT,
prace potvrzujici redukci chronické Gl to-
xicity pfi radioterapii karcinomu prostaty
vsak zatim chybi.
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Uvaha nad vyvojem screeningu
kolorektalniho karcinomu

Reflection about the Colorectal Carcinoma Screening Evolution

Sachlova M.', Novak J.2
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Sekundarni prevence kolorektalniho kar-
cinomu (KRCA) je jednim z potencidlné
uc¢innych nastroja ke snizeni mortality na
toto zhoubné nadorové onemocnéni.

Pocatky snah o sekundarni prevenci
KRCA v Ceské republice sahaji k pre-
lomu 70. a 80. let minulého stoleti.
0Od 1.7.2000 je vysetteni stolice na okultni
krvaceni (OK) guajakovou metodou sou-
casti preventivni prohlidky u praktického
Iékafe. Provadi se u asymptomatickych
osob ve véku nad 50 let ve dvouletych in-
tervalech. Pacienti s pozitivnim testem na
OK jsou indikovani ke kolonoskopii.

Informace o poctech kolonoskopic-
kych vysetfeni v ndvaznosti na vy3etfeni
OK a o zachytu adenomu ¢i karcinomu
byly do roku 2005 shromazdovany v lis-
tinné podobé. Od roku 2006 jsou udaje
o screeningu KRCA v CR vedeny v data-
bazi pristupné pres internet [1]. Databaze
je doplfiovana on-line od roku 2007. Z&-
kladni pfehledné informace z této data-
baze shrnuje tab. 1.

Ukazuje se, ze podil populace zapojené
ve screeningu KRCA u nas stagnuje na
skromnych cca 20 %. Pfi¢in nizké ucasti

je pravdépodobné nékolik. Jsou jak ze
strany pacientd (nezajem podstupovat
vysSetteni na OK, neochota k event. dal-
$im vysetfenim), tak ze strany praktickych
Iékarl (pacienti zpravidla nejsou k vyset-
feni stolice na OK aktivné zvani). Neni vy-
louceno, ze v predchozich letech byly
pocty vysetfenych osob nadhodnoceny.

Rezervy v oblasti prevence KRCA jsou
také na strané statu, ministerstva zdra-
votnictvi a zdravotnich pojistoven. Do vy-
sledk( screeningu KRCA se promitd cel-
kova situace ve zdravotnictvi, nejasnosti
ohledné financovani vysetfeni a chaba
medidlni podpora projektu. Pomérné
nizky pocet evidovanych screeningovych
kolonoskopii mlze byt zplsoben také
tim, Ze néktera endoskopicka pracovisté
Udaje do databaze nehlasi.

Domnivame se, Ze nemuiZeme ocekavat,
Ze by Ucast v kolonoskopickém screeningu
byla stejna jako u screeningu mamogra-
fického. Jedna se prece jen o invazivni,
nékdy i nepfijemné vysetfeni, které vyza-
duje piipravu. Dalsim dlivodem nizsi Gc¢asti
je skutecnost, Ze muzi maji zpravidla mensi
zajem o prevenci nez zeny.

Tab. 1. Pocty a vytéznost screeningové kolonoskopie.

rok 2007 2008
pocet osob s provedenou kolonoskopii 5249 6 940
pocet pacientl s odstranénymi polypéznimi [ézemi 2010 2145
pocet screeningové diagnostikovanych karcinomut 302 383
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Existuje nékolik moznosti, jak efekti-
vitu screeningu KRCA v Ceské republice
zvysit. Vedle zavedeni vysetfovani sto-
lice na OK imunochemickymi metodami
mUze byt uZite¢nd Uprava designu scre-
eningového programu. Pozitivnim kro-
kem je zavedeni screeningové kolono-
skopie v CR od 1. 1. 2009 [2]. Program
nabizi od 50-54 let kazdy rok vysetieni
testu na OK, v 55 letech si klient zvoli bud’
kolonoskopii (1krat za 10 let) nebo test
na okultni krvaceni ve dvouletém inter-
valu. Pfi pozitivité testu na OK je indiko-
vana kolonoskopie.

Je tfeba se pokusit o navozeni lepsi ko-
munikace a spoluprace mezi praktickymi
Iékafi a gastroenterology a podporovat
kontinualni vzdélavani laické verejnosti.

Jediné tak mlze celoplo$ny systema-
ticky screeningovy program prinést vy-
sledky, které si od ného slibujeme.

Literatura

1. Screening kolorektalntho karcinomu. https://trials.cba.
muni.cz/crca/interface_forms/StartTrialdb_crca.asp.

2. Véstnik Ministerstva zdravotnictvi Ceské republiky. 2009;
Céstka 1.
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AKTUALITY V ONKOLOGII

Pohled na vyvoj onkologie ve 3. tisicileti

View of the Development of Oncology in the 3rd Millennium

Petruzelka L.

Onkologicka klinika VFN a 1. lékafské fakulty UK, Ustav radia¢ni onkologie FNB a 1. lékafské fakulty UK, Katedra klinické onkologie IPVZ, Praha

Nadorova onemocnéni se postupné sta-
vaji nejvétsim problémem pro zdravot-
nické systémy v celém svété a lze oce-
kavat, ze zhoubné nadory budou jesté
vice ohroZovat lidskou populaci i v tre-
tim tisicileti jeji existence. V kratkodo-
bém vyhledu nadchazejiciho ctvrtsto-
leti Ize ocekévat daldi dramaticky narlst
novych onemocnéni. Odhaduje se, ze
v roce 2030 mUize dojit az ke ztrojnaso-
beni celkového poctu nemocnych s na-
dorovym onemocnénim.

Pocet Umrti v souvislosti s nadoro-
vym onemocnéni bude pravdépodobné
vys$si nez doposud prevazujici umrti na
kardiovaskularni onemocnéni. PFi¢inou
je hlavné starnuti populace. Vék je nej-
vétsim rizikovym faktorem. Paradoxné
tak pokrok lékafské péce o nenddo-
rova onemocnéni (pfedevsim kardiovas-
kuldrni choroby) vede k prodluzovani
stfedni doby Zivota, a tim pfispiva k po-
cetnimu navyseni nadory vice ohrozené
populace.

Narust incidence nadorovych one-
mocnéni ve vy$sim véku je pfi prodlu-
zovani primérného véku stale zfetel-
néjsi zejména ve vyspélych zemich.
V soucasnosti se pfiblizné 50 % viech na-
dorovych chorob vyskytuje u osob ve
véku 65 let a vyssim. Vzestup incidence
je pii zvysujicim se véku strméjsi u muzl
nez u zen. Ve vétsiné evropskych zemi
jsou nejcastéji se vyskytujicimi nddory
ve vékové skupiné nad 70 let broncho-
genni karcinom nebo karcinom prostaty
u muzl a u zen karcinom prsu a tlustého
stfeva a konec¢niku. Tésnd vazba mezi
vékem a nadorovym onemocnénim je
vysledkem delsiho ¢asového obdobi pl-
sobeni karcinogennich faktord, zvysené
vnimavosti starnoucich tkani ke karci-
nogentim ze zivotniho prostiedi a vlast-

nich zmén starnuti usnadnujicich vyvoj
nadoru. Dlouhodoba kumulativni expo-
zice karcinogeny a kumulativni efekt en-
dogennich proces(i zpUsobujicich posko-
zeni DNA jsou hlavni pfi¢iny zvyseného
rizika vzniku nddorového onemocnéni ve
vyssim véku.

Nadorova onemocnéni mlzeme pfi-
fadit k civiliza¢nim chorobam, a tak
dalsi vyznamny faktor vysvétlujici na-
rast novych onemocnéni je zména zi-
votniho stylu. Koufeni a Spatné diete-
tické ndavyky jsou zakladni nepfiznivé
civiliza¢ni faktory prokazatelné spojené
s rizikem vzniku naddorového onemoc-
néni. Nedostatek fyzické aktivity, nad-
véha, zvy3ena konzumace alkoholu, staly
vzniku nového onemocnéni. Nadmérné
slunéni a solaria jsou dal3imi rizikovymi
faktory pro vznik koznich nadord.

Na ndrdst novych onemocnéni karci-
nomem prsu maze mit vliv i zména re-
produkéniho chovani. Je znamo, Ze doba
expozice mléc¢né zlazy k estrogendm je
rizikovym faktorem. Nepfiznivym fakto-
rem je snizujici se pocet porodd, pozdni
téhotenstvi, zvysena expozice k estroge-
ndm v rdmci hormonalni substituce [1].
Nezanedbatelny je i pocet hereditdrné
podminénych (7-10%) nadord, které
mohou souviset s nepfiznivym vyvojem
genofondu. Mame-li porovnat situaci
pfed 100 lety, pak v té dobé byla roz-
hodné stfedni doba Zivota vyznamné
kratdi a stejné tak zZivotni styl byl méné
nezdravy [2].

Onkologie jako védecky a medicinsky
obor zabyvajici se nddorovym onemoc-
nénim zaznamenala v poslednim ¢tvrt-
stoleti mimoradny rozvoj. Jesté v de-
vadesatych letech minulého stoleti byla
onkologie povazovéna za ponurou me-
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dicinsky bezmocnou lékafskou disciplinu
a byla témér na okraji zajmu 1ékaiské ve-
fejnosti.V prabéhu let se situace radikalné
zménila. Diagnostika a l1é¢ba zhoubnych
nadord zaznamenala pfekotny rozvoj po-
¢inaje molekularni diagnostikou a cilenou
terapii na molekularni drovni konce. Ne-
mocni maji mnohem vétsi Sanci na uzdra-
veni nebo na delsi a zejména kvalitnéjsi
Zivot nez pred dvaceti lety.

Onkologie jiz davno neni izolovana
lékarska disciplina, ale prostupuje na-
pfi¢ vSiemi obory. Onkologicka léc¢ba
ani védecko-vyzkumné projekty nejsou
uskutecnitelné bez Uzké mezioborové
spoluprace. S narlstajici potfebou ak-
tivni Ucasti vice spolupracujicich odbor-
nikd v diagnosticko-terapeutickém pro-
cesu nezanikd v soucasnosti aktualni
koncept personalizované (adresné) péce.
Koncept personalizované (adresné)
komplexni péce v onkologii vychazi z fi-
lozofie jedine¢nosti kazdého pacienta.
Nejednd se pouze o tzv. spravnou |écbu,
ve spravny cas, pro spravného pacienta,
ale navic je tfreba respektovat jedine¢nost
kazdého nemocného z hlediska jeho ro-
dinného, socialniho a ekonomického za-
zemi. Individualizovany pfistup by mél
byt uplatnén v kazdém stadiu nadorové
choroby vcetné terminalnich fazi cho-
roby. Budoucnost personalizované medi-
ciny je v rovnovaze mezi vieobecnou od-
bornosti a superspecializaci.
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POHLED NA VYVOJ ONKOLOGIE VE 3. TISICILETI

Multidisciplinarni 1écebny pfistup,
ktery je zadkladem soucasné onkologické
Ié¢by a zcela v souladu s cili projektd Ev-
ropské unie, vyZzaduje rovnomérny rozvoj
vsech onkologickych modalit v kazdém
zafizeni, kde je poskytovana komplexni
onkologickd péce. Vize onkologické
lé¢by budoucnosti je: 1) plna vylécitel-
nost ¢asnych stadii onemocnéni a 2) Ié-
Citelnost diseminovaného onemocnéni.

Soubézné s rozvojem lé¢ebnych mo-
dalit a zavadénim novych technologif
vzrlstaji ekonomické néaroky na zdravot-
nicky systém. Pro vsechny lé¢ebné moda-
lity plati, ze individualizace l1écby by méla
zaroven vést k redukci nakladl na 1é¢bu.
V budoucnosti bude pro kazdého ne-
mocného vypracovan individudlni plan
komplexni Ié¢by na zékladé analyzy vy-
Setfenych molekularnich biomarkera.

Pozitivni dopad na udrzeni a zvyseni
urovné kvality péce o pacienty s onkolo-
gickym onemocnénim bude mit i reali-
zace projektu ,Modernizace a obnova

INTEGROVANY R
OPERACNI x

PROGRAM

pfistrojového vybaveni specializova-
nych pracovist komplexni onkologické
skupiny VFN v Praze” (nyni dle Véstniku
MZ CR ze dne 5. 12. 2008 ,Komplexni on-
kologické centrum Fakultni nemocnice
Na Bulovce ve spolupraci se Vseobecnou
fakultni nemocnici a Fakultni Thomaye-
rovou nemocnici s poliklinikou”), na
ktery ziskala VSeobecna fakultni nemoc-
nice v Praze téméf 65 mil. korun v ramci
1. vyzvy Integrovaného operacniho pro-
gramu, oblast intervence 3.2 - Sluzby
v oblasti verejného zdravi, podporované
aktivity — 3.2a Rizena modernizace a ob-
nova pfistrojového vybaveni (zdravot-
nickych prostfedkd) narodnich siti zdra-
votnickych zafizeni véetné technického
zazemi. Tento projekt je spolufinanco-
van Evropskou unii z Evropského fondu
pro regionalni rozvoj a zrozpoctu Minis-
terstva zdravotnictvi CR.

Z finan¢nich prostredkt projektu bude
v prvni fazi rozvoje potizen CT simulator,
brachyterapeuticky pfistroj, RTG pfistroj

EVROPSKA UNIE
EVROPSKY FOND PRO REGIONALN{ ROZVOJ
SANCE PRO VAS ROZVOJ

s C-ramenem a skener magnetické rezo-
nance. Obnova a modernizace zdravot-
nickych prostredkd a jejich prislusenstvi
v rdmci projektu je zamérena na zvyseni
urovné standardu poskytované kom-
plexni péce v oblasti radia¢ni terapie a na
zvysdeni kvality zobrazovacich diagnostic-
kych technologii. Realizace projektu po-
vede ke zvyseni efektivity poskytovani
zdravotni péce prostfednictvim vyuzi-
vanych technologii. Projekt je pfinosem
pro modernizaci existujici infrastruktury
slouzici pfimo a pouze k péci o zdravi
obyvatel, pficemz véasnd diagnostika
a ucinna lé¢ba onkologickych onemoc-
néni je jednoznac¢nym pfinosem pro
zdravi a zvyseni kvality Zivota pacientd.
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e le€by metastazujiciho kolorektalniho karcinomu
namné prodlouZeni preZiti bez progrese onemocnéni a zvy3eni odpovédi na Ié€¢bu u pacientl s nemutovanou formou genu KRAS* '

inie |é¢by recidivujiciho a/nebo metastazujiciho karcinomu hlavy a krku
crremoterapii na bazi platiny vyznamné zvysuje celkové preZiti 3
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INFORMACE Z CESKE ONKOLOGICKE SPOLECNOST]

Zapis ze schuze vyboru Ceské onkologické
spolec¢nosti dne 8. 9. 2009 v Liberci

Pfitomni: Vorlicek, Abrahdmova, Aschermannovd, Bartos, Jelinkova, Petruzelka, Pfibylov4, Stahalova
Omluveni: Cwiertka, Finek, Feltl, Petera, Vyzula, Zaloudik

1. Pfitomné privital feditel Nemocnice Liberec MUDr. Ludék Necesany.

2. Prof. Vorli¢ek zahajil schtizi vyboru COS.

3. Informace o grantové podpofe Tesco - realizace financovani probiha prostfednictvim CLS bez problémdi.

4. Kongres prevence a ¢asna diagnostika onkologickych onemocnéni v ordinaci praktického Iékare, Brno 21. 10. 2009. Program
je dostupny na strankach linkos.cz, ucast onkologti vhodna.

5. Doc. Dusek: informace o ziskani grantu Grant Bristol-Myers Squibb Foundation: Addressing Cancer Disparities in Central and Eas-
tern Europe, ktery byl podan prostiednictvim doc. Dugka v zastoupeni COS. Grant bude Fe$en panelem expertt COS, institucio-
nalné ve spolupraci s Masarykovou univerzitou v Brné.

Rada plvodnich koordinatord pfipravujicich projekt (doc. Dusek, prof. Vyzula, doc. Finek) byla rozsitena tak, aby zapojeni od-
bornici reprezentativné zastupovali viechny modality protinddorové terapie (pfevzato z navrhu projektu, abecedné):

J. Abrahdmova, M.D, Ph.D. (Professor of Oncology at Thomayer University Hospital in Prague)

M. Babjuk, M.D., Ph.D. (Professor of Urology at University Hospital Motol in Prague)

L. Dusek, M.Sc., Ph.D. (Associate Professor of Computational Biology at Masaryk University)

D. Feltl, M.D, Ph.D. (Department of Radiotherapy at University Hospital Ostrava)

J. Finek, M.D, Ph.D. (Associate Professor of Oncology at University Hospital Plzen)

J. Hoch, M.D., Ph.D. (Professor of Surgery at University Hospital Motol in Prague)

J. Petera, M.D., Ph.D. (Professor of Oncology at Faculty Hospital in Hradec Kralove)

L. Petruzelka, M.D., Ph.D. (Professor of Oncology at Faculty Hospital in Prague)

M. Ryska, M.D., Ph.D. (Professor of Surgery at Central Military Hospital Prague in Prague)

J.Vorlicek, M.D, Ph.D. (Professor of Oncology, Director of the Masaryk Memorial Cancer Institute in Brno)

R. Vyzula, M.D, Ph.D. (Professor of Oncology at the Masaryk Memorial Cancer Institute in Brno)

J. Zaloudik, M.D. (Professor of Oncology at the Masaryk Memorial Cancer Institute in Brno)

Panel expertli bude pfi detailnim rozpracovani cildl projektu ziejmé dale rozsiten. Rozsiteni panelu expertl i vécny navrh za-
méru projektu byly schvdleny i ze strany USA - poskytujici nadace, rozhoduijici telekonference s americkou stranou se zucastnili
prof. Vyzula a doc. Dusek. Dalsi postup: doc. Dusek rozpracuje detailné vécny plan feseni projektu — termin: 30. 9. 2009.

6. Seminare v Bruselu: Evropské partnerstvi v boji proti rakoviné se zuc¢astni za COS doc. Finek. Na akci se m(ize pfihlasit kazdy
¢len COS - viz linkos.cz.

7. Prof. Vorli¢ek: informace o setkani zastupcli vyboru s platci péce VZP: nové léky a nové indikace starych 1ékl. Nelze ocekavat
navyseni financi na onkologické Iéky, nelze vyloucit i snizeni finan¢nich prostfedkd. Dalsi schiizka je 18.9. 2009 v 10.00 na VZP.

8. Na JOD uspofada vybor COS setkani s pravniky na téma: o ukotveni struktury KOC v organiza¢nim fadu poskytovatell zdravotni
péce, termin bude oznamen na linkos.cz. Pfednasejici pravnici: Mgr. Policar a JUDr. Tésinova.

9. Prof. Abrahdmova: informovala o financovani NOR, letosni poZadavky byly spinény.

10. Informace o projektu cesta ke zdravi zen. Genetické vy3etfeni pro viechny Zeny. Vybor COS bere na védomi pfipominky, které
k tomuto projektu poslal fediteli VZP prof. Vorlicek — vybor vsemi hlasy tuto myslenku podpofil.

11. Vybor COS jednomyslné nominoval jako styénou osobu pro Ceskou spoleénost paliativni mediciny prim. MUDr. A. Aschermannovu.

12. Projednani zadosti spole¢nosti HOSPIMED o spolupraci v oblasti prevence rakoviny prostaty, délohy a tlustého stfeva. Vybor COS
bere na védomi a jakoukoliv aktivitu na poli prevence podporuje.

13. Vyjadreni vyboru k dopisu Sekce nemocni¢nich lékarniki - vybor COS ma neménné stanovisko, podporuje zfizovani centralniho
fedéni cytostatik na vSech onkologickych pracovistich.

14. Na pfisti schiizi 6. 10. 2009 probéhne na prani soucasného pokladnika volba nového pokladnika.

15. VyjadFeni vyboru COS k problematice LHRH analog v Ié¢bé karcinomu prostaty - existujici klinicka data podporuji indikaci gose-
relinu jako jediného LHRH analoga v kurativni indikaci (adjuvantni a neoadjuvantni) Ié¢by karcinomu prostaty. Pro paliativni in-
dikace zUstavaji k dispozici kromé goserelinu i leuprorelin a triptorelin.

16. Konferenci Best of ASCO 3. 10. 2009 v Bratislavé pofada Slovenska onkologickd spole¢nost, viz linkos.cz. Vsichni ¢lenové spole¢-
nosti jsou zvani.
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17.Vybor COS souhlasi s podminkami pro poskytnuti zastity COS: zaslani sborniku a souhlas se zafazenim abstrakt odbornych sdé-
leni do databaze tuzemskych onkologickych abstrakt na linkos.

18. Doc. Dusek podal informaci k zahajované sérii regionalnich odbornych seminaili o screeningu, prevenci a v¢asné diagnostice
kolorektalniho karcinomu — prvni seminaf probéhne 8. 10. v Brné. Smyslem seminaft je spole¢né setkani viech lékarskych od-
bornosti, které jsou zapojeny do diagnostiky kolorektalniho karcinomu nebo do péce o pacienty s kolorektalnim karcinomem.
Seminéare probihaji pod zastitou Komise pro screening kolorektalniho karcinomu MZ CR.

19. MUDr. lvana Kaderkova z We Make Media s.r. 0. poslala zadost o zastitu COS nad 1st Prague Interdisciplinary Oncology Congress
pofadany 1. LF UK ve spolupracis 2. a 3. LF UK v lednu 2010 v Praze. Prof. Petruzelka doporucil tuto Zadost projednat az poté, co
obdrzime oficidlni zadost od programového vyboru pfipravovaného kongresu. Jeho doporuceni jsme respektovali.

20. Udélena zastita COS odbornym akcim:

6. konference radia¢ni onkologie, 19. 2.-20. 2. 2010 Hradec Kralové
XIl. Symposium of the International Society of Oncology Pharmacy Practioners, 5.-8. 5. 2010 Praha
Jihoéeské onkologické dny, 22. 10.-24. 10. 2009 Cesky Krumlov
21. Novi ¢lenové:
Forster JiFi, Sedo JiFi, Zezulova Michaela, Machova Karolina
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Tarceva = pokrok ve 2. linii [léCby nemalobunécného karcinomu plic
Tarceva + gemcitabin = pokrok v 1. linii [éCby karcinomu pankreatu

1 tableta denné prokazatelné prodluzuje zivot Vasich nemocnych

Ta rcevar
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Zakladni informace o pfipravku Tarceva®

Drzitel rozhodnuti o registraci: Roche Registration Limited, 40 Broadwater Road, Welwyn Garden City, Hertfordshire, AL7 3AY. Velka Britanie. Léciva latka: erlotinibum.
Schvalena indikace pro pouziti: Lécba pacientl s lokalné pokrocilym nebo metastazujicim nemalobuné€nym karcinomem plic v pfipadé, Ze alespor jednou doslo k selhani
pfedchozi chemoterapeutické 1é¢by. V kombinaci s gemcitabinem lé¢ba pacientli s metastazujicim karcinomem pankreatu. PFi pfedepisovani pfipravku Tarceva by mély byt
brany v Gvahu faktory spojené s prodlouzenim doby preziti. Kontraindikace: Vazna precitlivélost na erlotinib nebo na kteroukoliv z pomocnych latek. Lé¢ba Tarcevou se
nedoporucéuje u nemocnych s téZkou poruchou funkce jater a/nebo ledvin. Zvlastni upozornéni: Silné induktory CYP3A4 mohou snizovat Uc¢innost erlotinibu, zatimco silné
inhibitory CYP3A4 mohou navodit jeho zvySenou toxicitu. Kufakam je tfeba doporucit pferusit koufeni, protozZe jinak miGze dojit ke sniZzeni plazmatickych koncentraci erlotinibu.
PFi akutnim vyskytu novych a/nebo progresivnich nevysvétlenych plicnich symptom0 jako napf. dyspnoe, kaSel a hore¢ka, by méla byt terapie pfipravkem Tarceva pferusena
az do vyhodnoceni diagnézy. Pokud je diagnostikovana intersticialni plicni nemoc, je tfeba podavani pfipravku Tarceva pferusit a zahaijit potfebnou [é€bu. Byly zaznamenany
vzacné pfipady vyskytu hypokalémie a renalniho selhani (véetné fatalniho) jako nasledek tézké dehydratace, pfedevSim u pacientd soucasné lé¢enych chemoterapii. Vzacné
byly béhem podavani Tarcevy hlaSeny pfipady jaterniho selhani (véetné fatalniho). Lé¢ba Tarcevou se nedoporucuje u nemocnych s tézkou poruchou funkce jater a/nebo ledvin.
Tarceva se nedoporucuje podavat souc¢asné s léky ovliviiujicimi pH v horni €asti traviciho traktu. Klinicky vyznamné interakce: Viz platné Souhrny tdajd o pfipravku Tarceva.
Hlavni klinicky vyznamné nezadouci uc¢inky: Nejcastéji hlaSenymi nezadoucimi Gginky byly Unava, vyrazka a prajem. Dal$i nezadouci ucinky: infekce, anorexie, dyspnoe,
paronychie, xerodermie, krvaceni do zazivaciho traktu, abnormalni funkéni jaterni testy, keratitida. Davkovani a zpisob podavani: Viz platné Souhrny Udaju o pfipravku
Tarceva. Dostupna baleni pripravku: Potahované tablety 30 x 150 mg erlotinibu, 30 x 100 mg erlotinibu a 30 x 25 mg erlotinibu. Datum posledni revize textu: 27.1.2009. Vydej
lé¢ivého pripravku je vazan na lékarsky predpis. Pripravek je hrazen z prostiedkil vefejného zdravotniho poji$téni. Podminky uchovavani: Zadné zvlastni podminky
nejsou vyzadovany. Dal$i informace o pfipravku ziskate z platnych Souhrnt tdajii o pfipravcich Tarceva nebo na adrese: Roche, s.r.o., Dukelskych hrdin( 52, 170 00 Praha

7, telefon 220 382 111.
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AVASTIN JE HRAZEN PRO PRVOLINIOVOU LECBU

NEMOCNYCH S POKROCIMKOLOREKTALNIM KARCINOMEM.

AVASTIN UMOZNUJE VICE KURATIVNICH RESEKCI JATERNICH METASTAZ.

PROKAZATELNE ZVYSUJE CETNOST LECEBNE ODPOVEDI, PRODLUZUJE DOBU PREZITI
BEZ PROGRESE A DOBU CELKOVEHO PREZITi NEZAVISLE NA STAVU K-RAS ONKOGENU.

ZE SEZNAMU KONTRAINDIKACI PODANI AVASTINU BYLY VYNATY NELECENE CNS METASTAZY.

http://avastin.registry.cz
www.avastin.cz

AVASTIN® 25 mg/ml koncentrét pro pripravu infuzniho roztoku

- Zikladni informace o pfipravku

Ucinni litka: bevacizumabum. Dritel rozhodnuti o registraci: Roche Registration
Limited, Velkd Britdnie. Registracni cisla: EU/1/04/300/001-002. Schvalené indikace
pro pouZiti: Terapie metastazujictho karcinomu ustého stieva nebo rekta v kombina-
i s chemoterapeutickym rezimem obsahujicim fluoropyrimidin. Avastin v kombinaci
s paklitaxelem nebo docetaxelem je indikovén jako lécha prvn linie u nemocnych
s metastazujicim karcinomen prsu. Avastin pridany k chemoterapeutickému rezimu
s platinou je indikovan k Iéché prni linie nemocnych s neresekabilnim pokrocilym,
metastatickym nebo rekurentnim nemalobunécnym plicnim karcinomenm jiného histo-
logického typu, nez predominatné z dlazdicovych bunek. Avastin v kombinaci s inter-
feronem alfa-2a je indikovén jako Iécha prvni linie u nemocnjich s pokrociljm a/nebo
metastazujicim karcinomem ledviny. Kontraindikace: Precitivélost na lécivou latku
nebo jakoukoli pomocnou latku pripravku, na ldtky produkované ovaridlnimi burka-
mi cinskych kfeckd nebo na jiné rekombinantn lidské nebo humanizované protidtky.
Tehotenstvi. Upozornéni: ZvySend pozomost u pacientd s intraabdomindlnim zénét:
fivym procesem (zvysené riziko vzniku perforace a pistéle GIT}, po operaci (mozné

komplikace pfi hojent ran), s nekontrolovanou hypertenzi (riziko hypertenzni krize
a proteinurie), ve véku nad 65 let (zvysené riziko vzniku arteridinich tromboembolic-
kych pfihod), u pacientti s kongenitélni hemoragickou diatézou, ziskanou koagulopatii
nebo u pacientt [écenych plnou davkou antikoagulanci k Iéché tromboembolismu
pred zahdjenim léchy Avastinem. V/ piipadé vzniku tracheoesofagedlni pistele nebo
jakekoli pistele 4 stupné trvale ukoncit lécbu. Ukonceni léchy zvazit v pripade wnitf-
i pistéle mimo oblast GIT. Klinicky vyznamné interakee: Bevacizumab neovlivije
v linicky zavazném rozsahu farmakokinetiku 5fluorouracilu, karboplatiny, paklitaxelu
adoxorubicinu. U nékterjch pacientd lécenjich kombinaci bevacizumabu a sunitinib
maltu byla hldSena mikroangiopatickd hemolyticka anemie (MAHA). Hlavn linicky
vyznamné nezadouci ucinky (u pacientt lécenych jak v monoterapii, tak v kombina-
i s chemoterapii): Nejzavaznéjsi pozorované nezadouci (icinky - gastrointestinalni
perforace, pistéle, hemoragie, arteridlni a zilni thromboembolismus, syndrom rever-
zibilni zadni leukoencefalopatie, proteinurie. Nejcastejsi nezadouci Gcinky - astenie,
prijem, dysfonie, nausea a jinak nespecifikované bolesti. Davkovani a zpusob podani
- Obecné doporuceni; Prvni davka Avastinu by méla byt podavana béhem 90 minut
ve formé nitrozilni infuze. Jestize je prvni infuze dobre sndSena, druhd infuze mize

bevacizumab

AYASTIN

Leading angiogenesis
inhibition

byt podavana behem 60 minut. Jestiize je dobfe sndsena infuze poddvand behem 60
minut, véechny nasledujici infuze mohou byt podavany béhem 30 minut. Nepodavej-
te jako bolus v nitroZlni injekci nebo bolusovou injekci. Infuze nesmi byt podavany
nebo michany s roztoky glukdzy. Snizeni davky pfi vyskytu nezadoucich prhod se
nedoporucuje. V' pripadé nutnosti musi byt Iécha bud trvale ukoncena nebo docas-
né pozastavena. Doporucené davkovani pro jednotlivé diagndzy: Viz platny Souhm
(dajtt o pripravku. Dostupnd balen pripravku: 1x100mg bevacizumabu ve 4ml; 1x
400mg bevacizumabu v 16ml koncentratu pro pfipravu infuze. Podminky uchovavani:
Uchovavejte v chladnicce (2 °C-8 °C). Chrante pred mrazem. Uchovavejte injekcni
[ahvicku v krabicce, aby byl piipravek chranén pred svétlem. Datum posledni revi-
ze textu: 23. 7. 2009. Vydej lécivého pripravku je vazan na lékafsky predpis. Lécivy
pripravek je hrazen z prostredkti verejného zdravotniho pojisténi (o Ghradé v Iéché
nemalobunécného karcinomu plic, karcinomu prsu a karcinomu ledviny zatim nebylo
rozhodnuto). Dals informace o pfipravku ziskate z platného Souhmu tdajt o priprav-
ku Avastin nebo na adrese: Roche, s.r.0,, Dukelskych hrdind 52, 170 00 Praha 7, telefon
220 382 111. Podrobné informace o tomto pripravku jsou verejnény na webowych
strankdch Evropske lékove agentury (EMEA) http://www.emea.europa.eu/.

Literatura: 1) Hurwitz H et al. NEJM 2004; 350:2335-2342; 2) Hurwitz H et al; The Oncologist. 2009 Jan;14(1):22-8. Epub 2009 Jan 14. 3) Van Cutsem E et al, Safety and efficacy of firstline bevacizumab with FOLFOX, XELOX, FOLFIRI and fluoropyrimidines in metastatic colorectal cancer:
the BEAT study; Ann Oncol 2009 - in press. 4) Van Cutsem, et al. Safety and efficacy of bevacizumab plus standard firstline chemotherapy in patients with metastatic colorectal cancer: First BEAT, ESMO 2008. 5) Cassidy J et al, Surgery with curative intent in patients (pts) treated with firstline
chemotherapy (CT) + bevacizumab (BEV) for metastatic colorectal cancer (mCRC): First BEAT and NO16966 abstr. 4022,. ASCO 2008.
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