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Souhrn

Vychodiska: Hematologicka toxicita patfi k nezddoucim t¢inkiim protinddorové 1é¢by a mtze vést k zavaz-
nému iatrogennimu poSkozeni pacienta. Lithium je tradi¢né vyuZivdno k profylaxi a k 1é¢bé chemoterapif
indukované neutropenie, nebot jeho podavani indukuje reverzibilni leukocytézu. Vyzkum z poslednich let
dokazuje, Ze lithium inhibuje apoptézu a stimuluje proliferaci buné€k, a to prostfednictvim pfimého vlivu na
GSK-3 a Akt/PKB kindzu. Obé& kindzy hraji zarovneti dtleZitou roli v procesu pfeZivani a chemorezistence
nadorovych bunék. Soubor, metody: V nasi praci jsme u 53 primarnich tumort provedli 151 MTT testt che-
morezistence k vybranym cytostatikiim, a to za pfitomnosti lithia nebo s cytostatikem samotnym. Na soubo-
ru 106 pacientd jsme sledovali vliv lithia na hematopoézu a na vyvoj nddorového onemocnéni. Analyzovali
jsme 349 parovych vySetieni krevniho obrazu a hodnotili jsme ¢as do progrese. Vysledky: Prokazali jsme
enormni narist chemorezistence primarnich naddort testovanych In-vitro k doxorubicinu (p<0,0001) a k pak-
litaxelu (p<0,0003) za pfitomnosti lithia. U vyselektované skupiny pacientli jsme prokazali, Ze vysS§i pocet
aplikaci lithia byl spjaty s ¢asnou progresi onemocnéni (p=0,0061). Podavani lithia vedlo k vzestupu leuko-
cytl a neutrofild, vysledek vSak nebyl statisticky vyznamny (p=0,21 a 0,14). Zdver: Uzivani lithia k profyla-
xi a k 1é¢bé chemoterapii navozené myelotoxicity neni opodstatnéné a je spjato s rizikem indukce chemore-
zistence nadoru.
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Summary

Background: Hematologic toxicity belongs to the most common adverse effects of cancer chemotherapy and
can lead to serious iatrogenic harm of the patient. Lithium is traditionally used for prophylaxis and treatment
of chemotherapy induced neutropenia, because its application induces a reversible leucocytosis. Recent inves-
tigations demonstrate that Lithium inhibits apoptosis and stimulates cell proliferation through a direct effect
on GSK-3f and Akt/PKB kinase. Simultaneously, both kinases are playing an important role in survival pro-
cess and chemoresistance of tumor cells. Material, methods: In 53 primary tumors we carried out 151 MTT
tests of chemoresistance to selected cytotoxic drugs with presence or absence of Lithium. In a group of 106
patients the Lithium effect on hematopoiesis and on a development of cancer was evaluated. We analyzed 349
pair-examinations of blood counts and measured the time to progression. Results: We demonstrated an enor-
mous increase in chemoresistance of primary in-vitro tested tumors to doxorubicin (p<0,0001) and paclitaxel
(p<0,0003) in the presence of Lithium. In a selected group of patients we demonstrated that a higher rate of Lit-
hium applications leads to early disease progression (p=0,0061). Lithium administration resulted in increased
count of leukocytes and neutrophiles, but the effect was not significant. Conclusion: Administration of Lithi-
um for prophylaxis and treatment of chemotherapy induced neutropenia is unjustified and causes increased
tumor chemoresistance.
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Uvod

doucim u€inktim protinddorové 1é¢by, zejména chemoterapie.
Vznik febrilni neutropenie miiZe pfimo ohrozit Zivot pacienta
apodpurna 1écba téchto stavi je financné znacné nakladna (1).
Asymptomatickd neutropenie dokdZe rovnéZ iatrogenné
poskozovat pacienta v pfipadech, kdy Iékai u kurativni che-
moterapie indikuje redukci davky cytostatika nebo prodlou-
Zeni intervalll mezi jednotlivymi sériemi 1é€by. Dochazi tim
ke sniZeni relativni intenzity ddvky chemoterapie (RDI), coZ
muZe mit nepfiznivy dopad na vysledky protinddorové 1é¢by,
véetné délky celkového preziti (2).

AZdoroku 1991, kdy se v klinické praxi zacaly pouZivat riisto-
vé faktory myelopoézy (RFM) (napt. G-CSF a GM-CSF), byly
moznosti profylaxe a 1écby chemoterapii indukované neutro-
penie (CIN — chemotherapy induced neutropenia) a febrilni
neutropenie (FN) zna¢né omezené. Kromé sniZeni RDI bylo
mozné pouzit granulocytarnich transfizi nebo leukocytézuji-
cich 1éciv. Jednalo se o 1éCiva primarné urcend pro jiny ucel,
jejichz vedlej$im tcinkem byla benigni a reverzibilni leuko-
cytéza (napf. kortikoidy a lithium). V soucasné dobé&, kdy
mame RFM béZné k dispozici, je ptistup v podobé sniZovani
RDI u kurativni chemoterapie spornou volbou, a aplikace gra-
nulocytarnich transfizi a kortikoterapie jsou obecné spojeny
s vysokymrizikem infek¢nich komplikaci. Poddvani lithia v§ak
nadale zlstava empiricky ovéfenou, aspéSnou, dobre tolero-
vanou a cost-effective alternativou k aplikaci RFM (3-5).

AZ dosud bylo pouZivani lithia za i¢elem stimulace hemato-
poézy povazovano za relativné bezpecné. Pozornost 1ékafi se
maximalné zaméfila na pouceni o moZném vyskytu jeho neza-
doucich ucinkl (pfedev§im nauzea, prijem, ties rukou a zma-
tenost). Vychézelo se pfitom jak z vlastni zkuSenosti, tak
i z vice nez 50 leté historie pouZivani lithia v psychiatrii, kde
jeindikovano k profylaxi a k 1é¢bé bipolarni poruchy (6). Poda-
vani lithia probihalo i piesto, Ze molekularni mechanismy jeho
pusobeni nebyly dostatecné vysvétleny. AZ v poslednich péti
letech zejména neuropsychiatrické literarni zdroje publikuji
préce, které se tomuto aspektu vénuji a mimo jiné dokazuji, Ze
lithium mai silny neuroprotektivni i¢inek. Mechanismus toho-
to ucinku spocivd ve schopnosti lithia pfimo regulovat aktivi-
tu AKT/PKB (dile jen AKT) a GSK-3p kinazy (7-9).

Obé kinazy jsou soucdsti PI3K/AKT signélni drahy, kter4 je
spojnici extraceluldrnich receptort ristovych faktort s efek-
tory jejich funkei. PI3K/AKT draha je zékladni signdlni ces-
tou, kterd se uplatiiuje v procesech bunécné proliferace, kte-
rou stimuluje, a programové smrti buiiky — apoptdzy, kterou
inhibuje. PI3K/AKT signélni drdha v normélni buiice nabyva
na vyznamu pfedevs§im tehdy, nastanou-li pro jeji Zivota-
schopnost nepfiznivé extracelularni podminky (napt. pfitom-
nost toxickych latek) (10). Jeji aktivita je schopna zabranit jak
vzniku, tak i realizaci jiZ iniciovaného apoptotického déje.
BohuZel, stejnou funkci plni PI3K/AKT signélni draha
i v nidorové buiice. In vitro provedené experimenty s nadoro-
vymi bunécnymi liniemi dokazuji, Ze aktivace této drahy vede
ke zvySenému pieZivani a proliferaci nddorovych bunék a spo-
lupodili se na vzniku primérni a sekundarni chemorezistence
(10). O vyznamu PIBK/AKT cesty sv&dCi i to, Ze nékteré jeji
inhibitory jiZ dosahly faze klinického zkouSeni (12).
Prehledovou prici, kterd predklddd souCasné poznatky
0 mechanismu pisobeni lithia a popisuje jeho vyuZiti za uce-
lem stimulace hematopoézy, publikujeme v ¢asopisu Klinic-
ka onkologie (13).

Rozhodli jsme se proto zrealizovat klinicko-experimentalni
studii, kterd si vytycila nasledujici cile: 1. zhodnotit vliv lithia
na chemorezistenci primarnich tumort k vybranym cytostati-
kim v in-vitro experimentu, 2. provést retrospektivni analyzu
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souboru pacientil, kterym bylo lithium aplikovdno za icelem
profylaxe nebo 1é¢by CIN, a vyhodnotit jeho vliv na krevni
elementy a pfipadné i na vyvoj nddorového onemocnéni.

Material a metody

Soubor primarnich tumori

Na 53 vzorcich primdrnich tumort bylo v in vitro podmink4ch
provedeno 151 cytotoxickych MTT testl chemorezistence.
Histogeneticky ptivod nddorti uddvd tabulka ¢. 1.

Tabulka 1: Charakteristika primarniho souboru

Pocet pacientdl s min. 1 aplikaci lithia v |etech 2003-04 G48
Poiet pacientll zafazenych do studie® 106

7 toho poget s hodnotitelnym wwojermn chorohy o]
Poiet pacientl v kontrolnim souboru 51

Zastoupeni zhoubnych novotvard v primarnich souborech
Zhaoubne novotvary Soubor pacientl | Soubaor primarnich

(ZM) turnordl (MTT test)
2N prsu 28 8
ZM wajetnikl 20 20
21 gastrointestinalni 16

ZI téla a hrdla délohy a
ZI bronchagenni 7
ZM neznameho origa 4
2
1
1

ZM urogenitalni

ZMN mékkych tkani

ZM krevnich bungk _
*Paznamka: pacienti, ktefi splnili kriteria uZsiho wybéru — wiz. text

o | [ 1% N w5 ]

MTT test

K analyze in-vitro senzitivity nidorovych bunék na cytostati-
ka byl pouZit tiidenni MTT test. Suspenze vitdlnich nidoro-
vych bunék byla ziskédna z dodanych vzorkd pouZitim enzy-
matického traveni a gradientovou centrifugaci na hustotnim
gradientu Ficoll-Metatrizoat (1,077 g/ml; Pharmacia, Svédsko).
Buiiky byly dvakrat promyvany v RPMI 1640 (s pfidavkem:
2mM glutamin, bikarbonat sodny, 100U/ml penicilin, 100
pg/ml streptomycin; Sigma, USA) Po druhém promyti byla
bunécnd peleta suspendovana v kultivatnim médiu RPMI 1640
s piidavky antibiotik (viz vySe) a 15% fetalniho hovéziho séra
(Biocom, Ceskd republika), 5 pg/ml inzulinu a 5 pg/ml tran-
sferinu, v kone¢né koncentraci 1-2x106 bunék / ml obohace-
ného média. Osmdesét _1 bunécné suspenze bylo rozkapino do
96-jamkovych panelt obsahujicich 20 pl vhodné nafedéného
cytostatika. Nadorové buiiky byly vystaveny pisobeni kazdé-
ho 1é¢iva ve dvou opakovénich a v Sesti riznych koncentraci
po dobu tii dnt pfi teploté 37°C a v atmosfére obohacené s 5%
CO2. V nasem experimentu byla chemorezistence/chemosen-
zitivita primarnich tumort testovédna k cisplatin€, melfalanu,
doxorubicinu a paklitaxelu. Tato cytostatika byla testovdna
samostatng, nebo v pritomnosti 10mM ¢i 2mM lithia (LiCl,
chlorid lithny, Sigma, USA). Kontrolni nddorové butiky byly
kultivovany bez pouZiti cytostatik a lithia. Na z4vér kultivace
bylo ke kazdé jamce ptidano 10 ul MTT (5Smg/ml) a inkubo-
véano dalSich 6 hodin. Zluté tetrazoliové stil byla redukovéna na
modry formazan pouze Zivymi buitkami. Formazanové krys-
taly byly rozpustény pomoci 100 pl 10% vodného roztoku lau-
rylsulfatu sodného (pH = 5,5) pies noc pii 37°C. Opticka den-
zita byla méfena pri 540nm pomoci pfistroje Labsystem iEMS
Reader MF (UK) a pieZivani nddorovych bunék bylo vypoci-
tdno pomoci vzorce: IC50 = (absorbance v jamkéch s cytosta-
tiky / absorbance v kontrolnich jamkach) x 100. IC50 hodnota
je koncentrace cytostatika letilni pro 50% nadorovych bunék
a byla vypocitana ze ziskanych kiivek davkové zavislosti.

Soubor pacientii
Pomoci nemocni¢niho informa¢niho systému Masarykova
onkologického tstavu jsme v obdobi let 2003 az 2004 identi-



fikovali 648 pacienttl, kterym bylo aplikovéno lithium za tie-
lem stimulace hematopoézy. Z tohoto poctu bylo vybrano 106
pacientd, ktefi splnili ndsledujici kritéria: 1) byli 1é¢eni palia-
tivni chemoterapii, 2) alespoii dvé aplikace chemoterapie byly

vySetieni v testovacim souboru na kone¢nych 86 v piipadé hod-
noceni neutrofilil a 83 v pripadé leukocytil. BliZsi charakteris-
tiku téchto souborl obsahuje tabulka €. 3.

doprovazeny podavanim lithia, ato podobu 5 a7z 10 dnt, v den- Tabulka 3: Analyza vlivu lithia na vybrané krevni elementy
ni davce 1000 mg, 3) méli provedeno alespoii jedno parové Pocet analyzavanych pa'rovgfch vyEetfeni krevniho obrazu 349
vySetfeni krevniho obrazu, p¥i¢em? prvni vySetfeni nastalo Z toha v testovacim sodbaru 281
X ¥ 2 ;! e Nxr 0 11z z toho v kontrolnim souboru 55
v dobé predpokladaného nejvyssiho poklesu elementi bilé - - - —
Ly X . R . o Krewvni Podrminky Poget Den1 | Den 7 | Srovnani
]v(reym’ fady po aplikaci Ctlen}lotel‘%[lpl}e gd.en.l), a druhev\{ysgt- elerment Experimentu parovwych| (median | (rmedian ] D1 2 D7
feni nasledovalo po ukonCeni podévani lithia (podrobnéji viz. Latka - davkaidny | anatyz® | 0o | <1000 p=
dale). Casné parametry efektivity 16¢by bylo moZné na zakla- Leukocyty |Lithium (Li) -19/D1-7 a3 243 | 445 ]1.3d D:j
dé& tdajt ve zdravotnické dokumentaci spolehlivé vyhodnotit ~ |Meutrofity  JLithium (L -1g/D71-7 ] 86 085 | 245 5‘2-%“1%'_?
u 88 z piivodnich 106 pacientt. Zv1a3t byl hodnocen soubor | -EUk0CYY 551{%’?[&%%?_%0' 2 298 | BA1 |2
46 pacientﬁ.,, k’tjcf‘i. byli lévéeni prvni liniivpz}liativni chemotera- Neurfily  |Ui 1g+Prednisan 20- 70 0em | 283 [27<0¢
pie obsahujici i jiné, neZ pouze alkyla¢ni cytostatikum. Sta- 40mg (Li+P)D1-7
noveni lé¢ebné odpovédi bylo zaloZeno na RECIST kritériich. Lekocyly |G-CSF (CSF)/D1-3 14 167 727 | 00029
Podrobnosti o souborech pacientt udava tabulka ¢. 1 a 2. MNeutrofily JG-CSF (CSF)/D1-3] 14 054 ] 485 ] 00028
Leukocyty  Jkontralni skupina (K) a0 25 422 |B7m0°
Tabulka 2: Charakteristika klinického souboru Meutrofily Jkontrolni skupina (K) 36 048 203 | 2100
Potet pacientl v Kinickém soubaru oo Atkoliv bylo dosazeno vy33i hodnoty medianu poétu neutrofilll ve skuping
z toha [8Eenych 1. linii paliativni chematerapie 55 s aplikaci lithia v porovnani s k_o_ntrmnl' skupinou, wysledek neby! statisticky
Poget aplikaci chematerapie u 1 pacienta - primé&r 7 - - — fswgmﬂkar?tm (p - D'_1'4) —
Potet séril podani lithia v prib&hu chemoterapie - promer 3 Poznamka: parove analyzy, kiere spinily kritéria uZsiho vyberu, viz. text
Wedian relativni intenzity davky chematerapie (FDI) v souboru 86 %
Charakteristika podsouboru pacientu lé€enych 1. linii paliativni Sbér a statistické zpracovéni dat

chemoterapie obsahujici i jiné, neZ pouze alkylaéni cytostatikum

Poiet pacientl 46
Progrese choroby <7 mésich | =7 mésich
Poiet pacientl 25 1
7 toho pocet pacientd s podanim 20 8
lithia u = ¥ aplikaci chemoterapie
Median RDI 90% B4%
ZM prsu a

ZMN bronchogenni

ZM téla a hrdla délohy a vajecniki
ZM gastrointestinalni

ZM urogenitalni

ZIN jing a neznameho ariga

(S Rl R N
— o] ra D

Pacientiim (pocet v zdvorce) byly aplikovany nésledujici reZi-
my chemoterapie: AC (3), CAP (4), CBDCA (2), CBDCA/CFA
(5), CBDCA/CFA/ADM (1), CBDCA/IFO (1), CAMPTO (3),
DBD (1), DDP/CAMPTO (3), DDP/Gemzar (2), DDP/VP (2),
FAC (2), FEM (1), FED (1), FOLFIRI (5), Gemzar (5), Gem-
zar/CBDCA (3), Gemzar/NVLB (1), Hycamtin (5), CHOP (1),
1P (4), NVLB (3), NVLB/Xeloda (2), Paklitaxel (4), Paklita-
xel/CBDCA (4), Paklitaxel/Gemzar (1), Docetaxel (7), Doce-
taxel/CBDCA (3), Docetaxel/NVLB (3), Docetaxel/Xeloda (1),
VP (1), VP/CBDCA (3), XELIRI (1). Zkratky a podrobnosti
k uvedenym reZimiim chemoterapie naleznete v publikaci:
,.Diagnostika a 1é¢ba vybranych malignich naddorovych one-
mocnéni® (14).

Soubor parovych vysetieni krevnich obrazi

Zaucelem vyhodnoceni pisobeni lithia na krevni elementy bylo
v testovaném souboru 106 pacientll zpracovano celkem 261
péarovych vySetieni (pv) krevniho obrazu. Dvojice vySetfeni
byla tvofena hodnotou ptisluSného krevniho elementu v den
zahdjeni (den 1) a v den ukonceni méfeni. Z téchto vySetfeni
bylo 83 pv vyfazeno pro leukocytézu (leukocyty > 10,1x109/1)
a/nebo granulocytdézu (neutrofily > 5,7x10%1) ve druhém odbg-
ru, a to z diivodu, Ze nebylo moZné vyloucit ptipadny vliv jiné-
ho leukocytdzujiciho Cinitele, napf. infekci. Kontrolni soubor
tvoftilo dalSich 42 pacienttl, od kterych jsme zpracovali 50 pv
krevniho obrazu. U 30 z téchto pacientil nebyla poddvana zad-
nd podpiirna 1é¢ba myelosuprese (36 pv) a u 12 pacientti byly
v obdobi 7 dnti aplikovany 3 ddvky RFM G-CSF (14 pv). V pii-
padech, kdy byly poddvany RFM jsme nepouZili vylucovaci
kritérium leukocyt6zy a granulocyt6zy. Abychom mobhli stati-
sticky vyhodnotit vliv lithia na myelopoézu, byl testovaci sou-
bor upraven tak, aby mély hodnoty neutrofili ziskané pfi prv-
nim vySetfeni (den 1) v testovacim i v kontrolnim souboru
shodnou distribuci. Tato dprava zplsobila redukci parovych

Klinick4 ¢ast prace byla zaloZena na retrospektivni analyze
udajt dostupnych ze zdravotnické dokumentace vedené na
zakladé informovaného souhlasu pacienta. Findlnimu zpraco-
vani datovych vystupt pfedchazela anonymizace dat. Testo-
véni primarnich tumori bylo provedeno po podepsani infor-
movaného souhlasu s uvedenym vykonem. Pii statistickém
zpracovani byly prvni stanoveny zakladni charakteristiky dato-
vych soubortl (pocet, primér, medidn, modus, rozptyl a smé-
rodatnd odchylka) a nasledné provedeny porovnavaci analy-
zy vybranych skupin (F-test, pirovy a neparovy t-test,
Mantv-Whitneyav test, pifipadné ANOVA).

Relativni intenzita ddvky chemoterapie (RDI) je uvddéna v pro-
centech a je ddna pomérem skute¢né intenzity davky chemo-
terapie a planované intenzity davky chemoterapie. Intenzita
davky chemoterapie (mg / m2 / tyden) je davka cytostatika
v mg na m2 té€lesného povrchu pacienta aplikovana za celko-
vou dobu podavéni cytostatika pfepocitanou na tydny (obdo-
bi mezi prvni a posledni aplikaci cytostatika).

Ke zpracovani dat, grafické uprave a za icelem biostatistickych
analyz byly pouZity legilné vlastnéné programy: Microsoft
Excel, Microsoft Word, KyPlot, Prisma a Statgraphics Plus.

Poznamka:

Pacientiim je lithium nejcastéji aplikovano peroralné v podo-
b€ Li,CO, - uhlicitan lithny (lat. lithii carbonas, angl. lithium
carbonate), ktery je na ¢eském trhu 1é¢iv komer¢né dostupny
pod ndzvem Contemnol. Za tc¢elem intravendzniho podéni
nebo pro in-vitro experimenty na buné¢nych liniich se pouZi-
véaroztok chloridu lithného LiCl (lat. lithii chloridum, angl. lit-
hium chloride). Biologicky tcinek je v obou pfipadech stejny.

Vysledky

Vliv lithia na krevni elementy

Na souboru 178 aplikaci lithia (100%) u 106 pacienti, jsme zji-
stili, Ze nejcastéjSim zpisobem podédvani lithia (57%) byla 7 den-
nf aplikace 1000mg rozdélenych do dvou dil¢ich davek. Sou-
béZné podavani lithia a kortikoidi (prednison v ddvce 20-40mg
po dobu 7 dnil) bylo zaznamenano u 16% aplikaci. Zbyvajicich
27% tvorily rizné reZimy podavani lithia. V testovacimi v kon-
trolnim souboru doslo po 7 dnech k signifikantnimu vzestupu
leukocyti a neutrofili. Statistické zpracovéni, ve kterém byly
dosazené vysledky krevni obrazii srovnavany s kontrolnim sou-
borem, neprokézalo stimula¢ni d¢inek lithia na Zddnou z bunéc-
nychkrevnichtad. V ptipadech celkového poctu leukocytl (leu)
aneutrofild (neu) bylo dosaZeno vy$s§i hodnoty medianu ve sku-
piné po aplikaci lithia (leu 4,45x10%1 a neu 2,45x10%/1) ve srov-
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néni s kontrolni skupinou (leu 4,22x10%1 a neu 2,03x10%/1), coz
po praktickeé strance jist€ Castéji umoznilo pokracovat v aplika-
ci chemoterapie bez jejiho preruseni nebo redukce davky, vysle-
dek vSak nebyl statisticky signifikantni ani pro leukocyty
(p=0,21) ani pro neutrofily (p=0,14) (graf ¢.1). Stejné tak nebyl
prokazatelny ani aditivni uc¢inek kortikoidt. Oproti tomu apli-
kace RFM vykazovala jednozna¢ny stimulacni efekt. BliZsi cha-
rakteristiku vysledki obsahuje tabulka €. 3.

Graf ¢. 1. Vyvoj poctu neutrofila u pacienti po 7 dnech 1é¢by lithiem
a srovnani s kontrolni skupinou bez 1é¢by.

NEUTROFILY

6 F — =
E BE 5 3
> — E
3 4F =
S _E E
E 3F E
5 3 % 3
o E . 3
= oF 3
:g' : E
o 1F % =
o E - ifi= E
ok =

Den 1 Den 7 Den 7
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Vliv lithia na chemorezistenci primarnich tumori,
in-vitro model

Na 53 vzorcich primédrnich tumort bylo in-vitro provedeno 151
MTT testii chemorezistence. Z pocatku byla rezistence testova-
na k cytostatik@im: cisplatina, doxorubicin a paklitaxel. Nadoro-
vé builky byly kultivovéany s pfisluSnym cytostatikem s a nebo
bez pritomnosti lithia 0 koncentraci 10mM (souhrn vysledki MTT
testu obsahuje tabulka ¢. 4). Za téchto okolnosti jsme prokézali
enormni nardst chemorezistence primarnich tumort vii¢i doxo-
rubicinu (graf ¢. 2) a paklitaxelu. Median hodnoty IC50 byl pro
doxorubicin bez lithia 0,93 pg/ml a 2,00 pg/ml pro doxorubicin
s lithiem (p<0,0001, parovy t-test). Medidn hodnoty IC50 byl pro
paklitaxel bez lithia 33,82 pug/ml a 50,00 pg/ml pro paklitaxel s lit-
hiem (p<0,0003). V pripadé cisplatiny nebyl zaznamenén Zadny
vliv lithia na chemorezistenci. Proto bylo provedeno nékolik MTT
testd s jinym cytostatikem piisobicim alkyla¢nim mechanismem,
atosmelfalanem. Ani v tomto pfipad€ nebyl prokdzén Zadny vliv
lithia na chemorezistenci. Vzhledem k vysledkiim dosazenych
s 10mM koncentraci lithia, byl experiment rozsifeni o MTT tes-
ty s2mM lithiem. Pfi této koncentraci byla chemorezistence indu-
kovéna pouze u doxorubicinu, vysledek v§ak nebyl hrani¢né sta-
tisticky signifikantni (p=0,09).

Tabulka 4. Lithium 10mi
IC50 Cisplatin | Cisplati LD bicin|D bicin+Li| Pacli i
Average| 2547 19,50 1,02 1,76 32,35 46,22
Median| 15,99 15,66 0,93 2,00 33,82 50,00
Std.deviation| 22,89 20,09 0,76 0,60 16,48 11,92
n 36 36 i
p-value (paired t-test)| 0,07

4,53835E07 0000277692

Graf ¢&. 2. Vyvoj chemorezistence (hodnot IC50) k doxorubicinu bez
a s pritomnosti lithia (10mM) u testovanych primarnich tumora.
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Vliv lithia na chemorezistenci primarnich tumor,
in-vivo model

Paralelné s testovdnim chemorezistence in-vitro probihala
i retrospektivni klinicka studie, kterd hodnotila vysledky prv-
ni linie protinddorové 1éCby u pacientd, kterym bylo v pribé-
hu chemoterapie aplikovano lithium. Ze 106 pacienti zataze-
nych do studie bylo vybrdno 55 pacient, ktefi méli
vzdélenostn€ metastazované onemocnéni a byli 1éCeni 1. linif
paliativni chemoterapie. Vzhledem k tomu, Ze vysledky MTT
testu prokdzaly nedcinnost lithia na cytostatika pasobici alky-
laénim mechanismem, bylo ze skupiny 55 pacientl vyfazeno
dal§ich 9 pacientt, ktefi méli protinddorovou 1é¢bu zaloZenou
na podavani alkylacné ptisobiciho cytostatika v monoterapii.
kac.2. Median ¢asu do progrese v pfipadé celého souboru ¢inil
6,37 mésice. Zajimalo nés, zda u pacientd, jejichZ choroba od
zah4jeni protinddorové 1é¢by ¢asné zprogredovala (do 7 mési-
cl), bylo vyssi zastoupeni aplikaci chemoterapie doprovaze-
nych podavanim lithia, ve srovnini se skupinou, u kterych cho-
roba zprogredovala pozdé&ji. Zjistili jsme, Ze pokud byla
polovinanebo vice neZ polovina aplikaci chemoterapie dopro-
vazena poddvanim lithia (7 dnt, 1000mg/D), bylo u dané sku-
piny pacientli dosaZeno hor$iho 1é¢ebného vysledku v podo-
bé krat$iho Casu do progrese choroby, a to i pfesto, Ze tato
skupina pacientl obdrZela vy$§i RDI chemoterapie. Tento
vysledek byl statisticky vyznamny (p=0,0061), pficemZk ana-
lyze pocetné malého souboru jsme pouZili Fishertiv exaktni
test. Vysledek zobrazuje graf €. 3.

Vztah ¢asné progrese s podavanim lithia u pacient(
Ieé¢enych 1. linii paliativni chemoterapie

Bez pacient(i |é Eenych pouze alkylaénimi cytostatiky

|

Lithium podano
> Y% aplikaci
chemoterapie

Cas do progrese
< 7 mésicl

C =]
g;sn:‘éos?crggrese Lithium podano
< %z aplikaci
chemoterapie
Fisher's Exact Test
Two-tailed P-value = 9,0061062
Graf 3.
Diskuze

Zjistili jsme, Ze v obdobi let 2003 - 2004 bylo v MOU v sou-
vislosti s CIN nejméné jednou aplikovéno lithium u 648 paci-
entl. Tento relativné vysoky pocet svéd¢i o stalé popularité
podavani lithia za a¢elem stimulace hematopoézy. Na zékla-
dé empirickych zkuSenosti s pouZitim lithia v podplrné péci
u onkologickych pacientii a na zdkladé€ literarnich tdajt doka-
zujicich inhibi¢ni uc¢inek lithia na apoptézu a stimulacni vliv
na buné¢nou proliferaci, jsme provedli klinicko-experimen-
talni studii, kterd méla odpovédét na dvé zdkladni otazky.
Stimuluje lithium hematopoézu? Ovliviiuje lithium chemore-
zistenci nadorovych bunék?

Abychom zodpovédéli prvni otdzku, analyzovali jsme vysled-
ky krevnich obrazti u 106 pacienti, kterym bylo podavano lit-
hium jednotnym zptsobem, a tyto vysledky jsme porovnali
s kontrolni skupinou, kterou tvofili bud pacienti bez podptr-
né 1é¢by, nebo s aplikaci RFM (G-CSF). Odpovédét na dru-
tovali chemorezistenci 53 primarnich tumort a retrospektivné
analyzovali klinicka data o vyvoji choroby u pacientl, kterym
bylo lithium podéavano.

Statistické zpracovani vysledki krevnich obrazii neprokazalo
stimula¢ni uc¢inek lithia na Zadnou z buné¢nych krevnich fad.
V pripadech celkového poctu leukocytil a neutrofilii bylo dosa-
Zeno vySs$i hodnoty medidnu ve skupiné po aplikaci lithia ve
srovndni s kontrolni skupinou, coZ po praktické strance Casté-
jiumoZnilo pokracovat v aplikaci chemoterapie bez jejiho pre-
ruSeni nebo redukce davky, vysledky vSak nebyly statisticky



signifikantni. V literatufe jsme bohuZel nenasli Zddnou studii,
ktera by se poc¢tem analyzovanych parovych vySetfeni krev-
nich obrazi a predev§im svym metodickym feSenim mohla
srovndvat s nasi praci. Poctem pacienti byla blizka préce taj-
vanskych autort z roku 1989, kterd srovndvala 69 pacientd,
jimZ bylo aplikovéno lithium ke kompenzaci CIN vzniklé
v pribéhu chemoterapie nebo chemoradioterapie, s kontrolni
skupinou 42 pacientll. Autofi v publikaci pouze konstatovali,
7e 79% pacientt ve skupiné s lithiem dosahlo hladiny leuko-
cytt123,0x10%1za 5 dnti, mezi tim co pro 100% pacientti v kon-
trolni skupiné bylo zapotiebi 11,8 dne k dosaZeni této hranice
(5). Ostatni prace nedosahovaly srovnatelného poctu pacien-
td a analyzovanych vySetfeni krevniho obrazu, nebo byly rea-
lizovany u psychiatrickych pacientd. Jako ptiklad uvadime pra-
ci publikovanou v NEJM v roce 1980. Na souboru pacient
s malobuné¢nym plicnim karcinomem autofi sice doséhli sta-
tisticky vyznamnych vysledki, ale do studie bylo zafazeno
pouze 25 pacientl uZivajicich lithium a 20 pacientll v kontrolni
skupiné (3). Podobné pocty uvadély i prace analyzujici vliv
lithia na celkovy pocet leukocytli u psychiatrickych pa-
cientti (15).

Pokud bychom i pfesto chtéli hledat moZné pficiny, jenZ moh-
ly oslabit nas vysledek, nalézame je zejména v rozdilném stup-
ni myelotoxicity u podavanych chemoterapeutickych rezim,
v nejednotnosti ¢asového intervalu mezi zahdjenim aplikace
chemoterapie a prvnim odbérem krevniho obrazu a v odlis-
nych sérovych hladinich lithia v jednotlivych ptipadech. Roz-
dilny myelotoxicky potencidl aplikovanych chemoterapeutic-
kych reZim jsme ¢dste¢né oSetfili normalizaci testovaciho
souboru na zdklad€ distribuce vstupnich hodnot kontrolniho
souboru. Ve druhém piipadé jsme pfedpokladali, Ze rizny
interval k provedeni kontroly krevniho obrazu byl Iékafem zvo-
len pravé na zdkladé znalosti rizika myelotoxicity, a tedy i doby
pravdépodobného vzniku neutropenie u jednotlivych chemo-
terapeutickych reZimi. V pfipad€ sérovych hladin lithia musi-
me poznamenat, Ze v€tSina ndmi nalezenych publikaci nepro-
kazala Zadny kvantitativni vztah mezi sérovou hladinou lithia
a po¢tem leukocytli nebo lymfocyti. Dvé prace konstatovaly,
Ze leukocytdza nebo granulocytéza byla pozorovana pouze
u pacientl se sérovou koncentraci lithia vy$8inez 0,55 respek-
tive 0,59 mmol/l, pfi¢emZ regresni vztah mezi koncentraci lit-
hia a poctem leukocytli nebo neutrofilt ani v jedné z t&chto
praci nebyl prokédzan (5,16).

Naproti tomu experimentélni ¢ast nasi studie pfinesla napros-
to jednoznacné vysledky, které potvrdily hypotézu, Ze lithi-
um je schopno inhibovat apoptdézu i u primédrnich nadorovych
bunék, a tak zvySovat jejich odolnost vici cytostatikiim. Pro-
kazali jsme enormni ndrlst chemorezistence vi¢i doxorobi-
cinu a paklitaxelu u primédrnich tumort vystavenych piiso-
beni lithia. Zjistili jsme rovnéz, Ze protektivni ucinek lithia
se neuplatnil v pfipadé alkylacnich cytostatik a byl slabsi pfi
pouziti lithia o mens$i koncentraci. Vysvétleni prvniho jevu
spociva ziejmé v odlisném mechanismu plisobeni a chemo-
rezistence alkylacnich cytostatik. Rezistence k alkylacnim
latkdm je ovlivnéna zejména funkEnim stavem reparacnich
procest buiiky, kde diileZitou roli hraji endonukledzy a ligé-
zy. Z dal$ich faktori se uplatfiuje intracelularni koncentrace
proteinti schopnych véazat alkylacni latky a transportni mecha-
nismy a vlastnosti jednotlivych alkyla¢nich latek (17). Pré-
vé& posledni dva faktory nas vedly k tomu, abychom testova-
li dvé odli$né cytostatika plisobici alkylaénim mechanismem,
cisplatinu a melfalan. Nejsilnéj$i protektivni ucinek lithia se
naopak uplatnil vii¢i doxorubicinu, coZ opét odpovida mecha-
nismu jeho ptisobeni a vzniku chemorezistence. Doxorubi-
cin zptsobuje interkalaci DNA, inhibuje topoizomerdzuIall,
dava vznik volnym radikdliim a aktivuje kaspazy (18). Stej-
né tak i paklitaxel kromé inhibice depolymerizace indukuje

apoptézu i dal§imi mechanismy, jako naptiklad inhibici
exprese onkogenu bcl-2 (19). A pravé v téchto procesech je
fada sty¢nych mist pro antiapoptotické pisobeni AKT kina-
zy, kterou lithium stimuluje.

K vysvétleni druhého jevu musime poznamenat, Ze vznikly
vysledek mohl byt ovlivnén poctem MTT testi provedenych
s lithiem o koncentraci 2mM, kterych bylo o dvé tfetiny méng,
neZ s koncentraci 10mM. Navic stimulujici vliv lithia na che-
morezistenci nddord potvrdila i nase retrospektivni klinicka
studie, kterd hodnotila vysledky prvni linie protinddorové 1é¢-
by u pacienttl, kterym bylo v prib&éhu chemoterapie aplikova-
no lithium.

V béZné klinické praxi sice nepredpokladdme, Ze bychom pie-
krocili terapeutickou sérovou koncentraci lithia, ktera dosa-
huje maximalné hodnoty 1,5 mmol/l. K jejimu vzestupu az
0 50% miiZe ale dojit snadno, napfiklad pfi poklesu rendlnich
funkci. To potvrzuje i klinickd praxe, kdy naruSeni pitného
reZimu a nésledujici dehydratace pacienta jsou spojeny se vzni-
kem neZadoucich u¢inki lithia. RovnéZ neni jasné, jak4 je intra-
tumordzni hladina lithia. Do retrospektivni klinické studie byli
zamérné vybrani pacienti se vzdilenostné metastazovanym
onemocnénim, aby bylo mozné vyhodnotit ¢as do progrese.
Tento zakladni parametr efektivity 1é¢by podle naSeho nizo-
ru nejvice odraZi i€inky lithia na nador. PoZadavek prvni linie
paliativni chemoterapie jsme vznesli proto, Ze vyssi predléce-
nost obecné souvisi s indukci chemorezistence a s hor$i odpo-
védi nadoru na dalsi 1écbu. Logicky jsme vyradili pacienty,
ktefi byli 1éCeni pouze alkyla¢nim cytostatikem. Zjistili jsme,
Ze pokud byla polovina nebo vice neZ polovina aplikaci che-
moterapie doprovazena podavanim lithia, bylo u dané skupi-
ny pacientd dosaZeno hor$iho 1é¢ebného vysledku v podobé
kratSiho ¢asu do progrese choroby. I piesto, Ze uvedeny vysle-
dek byl statisticky vyznamny, opét musime podotknout, Ze
analyza probihala na relativné nizkém poctu pacienti. Jedno-
znacnou odpovéd o vlivu lithia na vyvoj nddorového one-
mocnéni by mohla pfinést prospektivni klinicka studie. Jeji
provedeni by ale na zdklad€ vSech dosud uvedenych poznat-
kt bylo neetické.

Zavér

UZivéni lithia k profylaxi a k 1é¢b& chemoterapii navozené
myelotoxicity neni opodstatnéné a je spjato s rizikem indukce
chemorezistence nadoru.

Zkratky

AKT/PKB — AKT kindza nebo RAC serin/threonin protein
kin4za nebo protein kindza B (OMIM 164730), G-CSF - gra-
nulocyte colony stimulating factor (rastovy faktor pro kolonie
granulocytll), GM-CSF - granulocyte-macrophage colony sti-
mulating factor (rdstovy faktor pro kolonie granulocyti a mak-
rofagt), GSK3p - glykogen synthédzy kinaza — 3 beta (OMIM
605004), MOU —Masarykuiv onkologicky tstav v Brné, MTT
- 3-4,5-dimethylazol-2-yl-2,5-diphenyl tetrazolium, PI3K —
fosfatidylinositol-3-kindza (OMIM 171834).
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MSM6198959216.
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