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prehled

MOLEKULARNI BIOLOGIE NEUROBLASTOMU
MOLECULAR BIOLOGY OF NEUROBLASTOMA

VICHA A., ECKSCHLAGERT.
KLINIKA DETSKE HEMATOLOGIE A ONKOLOGIE, UK 2.LF A FN MOTOL, PRAHA

Souhrn: Neuroblastom je maligni embryondlni naddor détského véku odvozeny z nezralych a nediferencovanych
bunék neurdlni liSty osidlujicich paravertebrdlni sympatickd ganglia, dfel nadledviny a paraganglii. Je pro néj
charakteristickd znac¢na biologicka variabilita. Nadory nizkého rizika ¢asto samovolné regreduji, ptipadné spon-
tanné Ci pii 16Cbé diferencuji. Vysoce maligni forma se vyznacuje mimofadné agresivnim prabéhem s neovlivni-
telnou progresi, nador rychle roste a Casné metastazuje. Existuji prognostické znaky, které umoZziiuji zarazeni paci-
entl do rizikovych skupin: vék v dobé€ stanoveni diagndzy, histologick4 klasifikace, exprese receptorti trk, DNA
ploidie, amplifikace genu N-myc, delece 1p36 a fada dalSich deleci a zmnoZeni (delece 2q, 3p, 9p, 11q,
13q a 14q a zmnoZeni 17q).

Na modelu neuroblastomu I1ze demonstrovat vyznam predikce prabéhu a pouziti individualizované terapie. Na
druhé strané 1ze ukdzat i provazanost a korelaci fady prognostickych faktort z nichZ pouze nékteré prinasi sku-
te¢né nezavislou informaci. K posouzeni skute¢ného prognostického vyznamu komplexu faktort je proto vzdy
nezbytnd multifaktoridlni analyza Gdaji ziskanych v rdmci rozsahlé multicentrické studie.

Klicova slova: neuroblastom, DNA ploidie, amplifikace genu N-myc, delece 1p36, CGH.

Neuroblastoma is a malignant embryonal childhood tumor originating from immature and undifferentiated neu-
ral crest-derived cells which colonize paravertebral sympathetic ganglia, adrenal medulla and paraganglia. The
clinical hallmark of neuroblastoma is heterogeneity. Low-risk tumors undergo spontaneous regression or spon-
taneous- or therapy-induced differentiation. There is characteristic aggressive progression with fast growth and
early metastases in high-risk tumors. Several parameters have been proposed to predict biological behavior: age
at the time of diagnosis, histological classification, expression of 7k receptors, DNA ploidy, N-myc amplificati-
on, 1p36 deletion and many other deletions and gains (2q, 3p, 9p, 11q, 13q, and 14q deletion and 17q gain).

We can demonstrate the importance of disease course prediction and risk adapted therapy using the neuroblasto-
ma model. On the other hand, it is also possible to show correlations of many prognostic factors from which only
some bring independent information. Multifactorial analyses of data from a large multicentric study are necessa-

ry for evaluation of prognostic significance of a complex of factors.

Key words: neuroblastoma, DNA ploidy, N-myc amplification, 1p36 deletion, CGH

Neuroblastom je maligni embryondlni nddor détského véku
odvozeny z nezralych a nediferencovanych bunék neuralni lis-
ty osidlujicich paravertebrdlni sympatickd ganglia, dfen
nadledviny a paraganglii. Pfi¢ina jeho vzniku neni zndma. Je
to nejCastejsi extrakranidlni solidni nador détského véku s inci-
denci, kterd se uddva v rozmezi 7 - 10%. V Evropé a severni
Americe je nador roné diagnostikovan u 8 - 9 déti na 1 mili-
6n déti mladSich patnécti let. Primérny vék v dobé€ stanoveni
diagndzy se pohybuje kolem dvou let (36% pacientl je mlad-
Sich 1 roku, 79% mladSich 4 let a 97% pacientli onemocni do
10. roku Zivota), velmi vzicné se neuroblastom vyskytne
i u dospélych. Nékteré studie prokazuji bifdzickou distribuci
v zévislosti na véku s prvnim vrcholem do 1 roku a druhym
mezi 2.- 4. rokem Zivota. [1] V&k vzniku onemocnéni je
i vyznamnym prognostickym faktorem. [2] Asi 70 % primar-
nich nddor® vznikd v dutiné bfisni, z nich polovina vychazi
z diené nadledviny a polovina z paraganglii a sympatickych
ganglii v bfiSe, 5 % je lokalizovdno do panevni oblasti a zby-
vajicich 25% vyrusta z ganglii kréni a hrudni oblasti. [1]

Pro neuroblastom je charakteristickd znacnd biologickd vari-
abilita. Nadory nizkého rizika ¢asto samovolné regreduji, pti-
padné se spontanné ¢i pii 1écbé diferencuji v ganglioneurob-
lastom a dokonce i v benigni ganglioneurom. Vysoce maligni
forma se vyznacuje mimoradné agresivnim prib¢hem s neo-
vlivnitelnou progresi, nador rychle roste a Casné metastazuje
- predevsim do kosti, kostni dfené, miznich uzlin a u nejmen-
$ich déti do kiiZe a jater. V dob€ stanoveni diagnézy maji dvé
tretiny pacientll metastazy, které jsou mnohdy prvnim piizna-
kem. [3] Zvlastnosti stagingu tohoto nadoru je klinické stadi-
um IVS charakterizované nevelkym primdrnim nddorem,
metastdzami pouze v kostni dfeni, jatrech a/nebo kiiZi a mani-
festaci se do jednoho roku. Pro stadium IVS je charakteris-
tickd dobrd prognéza (prezivé vice nez 90 —95 % déti) a Casta
regrese nebo vyzravani. [1, 4]

Vzhledem k rozdilnému biologickému chovéani nadoru je ziej-
mé, Ze existuji prognostické znaky, které umoziiuji zatazeni
pacientil do rizikovych skupin. Prognosticky vyznam véku
pacienta v okamZiku stanoveni diagnézy (u kojenct je pfizni-
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vé&jsi pribéh), klinického stadia a tradi¢ni histopatologické kla-
sifikace (ganglioneurom, ganglioneuroblastom a neurobla-
stom) byl zndm jiz v sedmdesatych letech minulého stoleti.
V osmdesatych a devadesatych letech byly identifikovéany dal-
8i prognostické znaky: 1/ markery detekovatelné v periferni
krvi, kostni dfeni nebo v moci: pomér hladiny kyseliny vanil-
mandlové k homovanilové v moci (pomér pod 1 je zndmkou
hors$i progndzy), sérova hladina ferritinu, laktatdehydrogena-
zy a neuronspecifické enoldzy - vysoké hodnoty korespondu-
ji s nepfiznivou prognézou [5], pfitomnost CD10+ bunécné
populace v kostni dfeni je piiznivym prognostickym faktorem
[6], sniZeny pocet lymfocyti v periferni krvi je znamkou méné
priznivé prognézy [7], 2/ histopatologicka klasifikace (stuperi
diferenciace, pfitomnost nebo absence stromatu a kalcifikaci,
pocet mitdz, karyorekticky a vaskuldrni index, exprese CD44
aj.) nejuzivanéjsi jsou hodnoceni podle Shimady nebo Joshi-
ho, které rozliSuji neuroblastom vysokého a nizkého rizika [8,
9, 10], 3/ genetické faktory naddoru: DNA index, pocet kopii
onkogenu N-myc, delece kratkého raménka 1. chromozému,
index prolifera¢niho nukledrniho antigenu (PCNA), exprese
P-glykoproteinu (produkt genu multidrug resistence, vysoka
exprese sniZzuje ucinnost chemoterapie), exprese nékterych
neurotrofnich faktortt (NGF, Nerve Growth Factor) a recep-
tortt pro NGF (trkA, trkB, trkC). [11, 12]

Exprese receptorii

Nedéavno byl rozpoznan vyznam nékolika receptord pro NGF-
trkA, trkB, trkC (geny receptori tyrozin kindzy). Nejvice pro-
zkoumany je trkA. Vysokd exprese se nachdzi u neuroblasto-
mu klinického stadia I, II a IVS bez amplifikace N-myc.
Extrémné nizkad exprese tohoto receptoru byva u nadort
s amplifikaci N-myc. S expresi trkA pozitivné koreluje expre-
se onkogenu H-ras. [13]

O Diferenciace
Typ1

DNA
Tk A aneuploidie

Q Q NGF
/ . ;‘:j‘? Apoptoza
O +17q

-14q
Neuroblast O O /
IO O [
DNA diploidie/
19

tetraploidie N-myc ampl

TkB

+17q

Obr. 1. Hypoteticky vyvoj neuroblastomu.
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Obr. 2. 2,5 leté preziti podle jednotlivych prognostickych znakii. Data
KDHO UK 2.LF a FN Motol, Praha.
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Stupeii exprese trkA pozitivné koreluje s progndzou preZziti.
Pétileté prezivani pacientll s vysokou expresi trkA je 86% ve
srovnani se 14% u pacientt s nizkou expresi. [ 14] Stupeii expre-
se trkA a amplifikace N-myc urCuje nadé€ji na vyléceni. Vyso-
ka exprese trkA je spojena s vybornou prognézou, nizkd expre-
se trkA bez N-myc amplifikace signifikantn€ sniZuje Sanci na
vyléceni. TrkA pfineptfitomnosti NGF, jehoZ zdrojem jsou Sch-
wannovy buiiky pfitomné ve stromatu nidoru, indukuje apo-
ptoézu a pii chybéni tohoto neurotrofniho faktoru vyvolava dife-
renciaci. [15, 16] Pfedpoklada se i antiagiogenni ucinek 7rkA.
Funkce trkB a trkC jsou u neuroblastomu méné prostudované.
PIn€ exprimovana forma trkB koreluje s amplifikaci N-myc
a nezralymi formami neuroblastomu. Naproti tomu vysoka
exprese trkC se nachdzi u nadorid nizkého klinického stadia
aobdobné jako trkA nebyva u nadort s amplifikaci N-myc. [14]
DalSimi markery neurondlni diferenciace jsou chromogranin
A a neuropeptid Y, které mohou slouZit jako ukazatel dife-
renciace a jako senzitivni nddorovy marker. [17, 18] Diskuto-
vanou problematikou ziistdva vyznam exprese receptorQ trk
jako nezdvislych prognostickych faktort. Zda se, Ze pfi zna-
losti dosud uZivanych prognostickych faktorti informace
o expresi téchto receptortt neméni progndzu pacientt. [19]

Amplifikace N-myc

Onkogen N-myc leZi na 2. chromozému (2p23-pter) a obsa-
huje ti'i exony. Jeho produktem je, stejné jako ostatnich gent
rodiny myc, jaderny fosfoprotein s vazebnou afinitou k DNA
ovlivilujici transkripci a replikaci DNA. [20] Gen N-myc hra-
je daleZitou roli béhem vyvoje a diferenciace neuroektoder-
mu. Jeho nadmérna exprese vyrazné prispiva k malignimu
potencidlu butiky. N-myc amplifikuje v asném stadiu vyvoje
nadoru a v dalSim priibéhu onemocnéni se neméni. Prakticky
vzdy je tato amplifikace provdzena deleci 1p nebo zmnoZenim
17q. [21] Vyskytuje se ve dvou formédch: 1/ extrachromozo-
malni acentrické fragmenty (dmin, Double Minute Chromatin
Bodies); 2/ intrachromozomaélni, homogené se barvici oblasti
(HSRs, Homogenously Staining Regions). Mnoho studii potvr-
dilo, Ze amplifikace N-myc genu u neuroblastomu koreluje
s agresivnim rdstem a velmi nepfiznivou progndzou bez ohle-
du na klinické stadium. [22] Amplifikaci prokazujeme u L., II.
a IVS klinického stadia pouze vyjimecné (5 - 10%) a naopak
Casto je zastizena u pokrocilych forem neuroblastomu (III. aI'V.
klinické stadium).

Amplifikovany onkogen N-myc je v neuroblastomovych buii-
kach pritomen zpravidla ve 3 - 300 kopiich. Pfesny pocet neni
z klinického hlediska dtlezity, nebot je jednoznacné ovéfeno,
Ze nadorové buriky, obsahujici vice nez 8 kopii, jsou vZdy agre-
sivni. Zmé&nu poctu kopii genu N-myc rozdélujeme na dvé sku-
piny — gain, zmnoZeni nejvySe o trojnadsobek a amplifikaci
pokud je pocet kopii zmnoZen nejméné o ¢tyinasobek. Gain
se vyskytuje zfidka a jeho vyznam pro prognézu neni zatim
zcela jasny. Predbézné vysledky napovidaji, Ze i nizce ampli-
fikujici nddory maji horSi prognézu. RovnéZz se v posledni dobé
velmi intenzivn€ sleduje fokdlni amplifikace N-myc. Prikaz
tohoto typu amplifikace, kde pouze malé mnozstvi nddorovych
bunék obsahuje amplifikovany gen N-myc, je v poslednich
letech sledovan biologickou skupinou ESIOP Neuroblastoma,
na jejiz ¢innosti aktivné participuje i nase klinika.

U 40 — 60 % neuroblastomut s amplifikaci N-myc je koampli-
fikovan onkogen DDX] a jeSté Castéji gen NAG. Predpoklada
se, Zze koamplifikaci t€chto genli by mohla pfispivat k vysoce
maligni povaze neuroblastomu s amplifikaci N-myc. [23]

Ztrata alely

Vseobecné se uznava, ze 70 - 80% diploidnich neuroblasto-
mt mé deleci kratkého raménka 1. chromozdmu. Tento nélez
je spojen s pokrocilym onemocnénim nepiiznivé prognozy.
[24] I kdyZ jsou delecni zmény ve svém proximdalnim tseku
variabilni, podafilo se technikou polymorfismu délky
restrikénich fragmentii (RFLP, Restriction Fragment Length
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zmény jsou pravdépodobné pridatné. Ctyi-
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Obr. 3 b. CGH z neuroblastomu stfedniho
rizika- delece 3p, +7,delece 11q,+17,+18,
ostatni zmény jsou pravdépodobné pfidatné.
Ctyilety chlapec s neuroblastomem pravé
nadledviny 3. klinického stadia (rozséhly
nador presahujici stiedni ¢aru).
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Polymorphism) nalézt podoblast konzistentni

i . Vlastnosti Typ 1 Typ 2 Typ 3
delece 1p36 se ztratou heterozygozity (LOH, Loss — - .
Of Heterozygosity). Tento region zahrnuje jeden N-mye gen Normalni amplifikovany
ci ;’ice SfupfeSOTOVYCh genti g@lzijt}"ch“pro malig- [ karyotyp nebo hyperdiploidni diploidni
ni transformaci a progresi. O fad€ gent se uvazu- . ioloidni bo tetraploidni
jejako o kandidatnich nddorovych supresorech na DNA ploidie nebo triploidni fevo fetaprondn!
1p36, které se uplatiiuji u neuroblastomu s deleci 1p LOH 80-90%

: - .- <5% 20-50%

této oblasti. Jsou to p73, ktery je homologem p53, 14q LOH <5%
CDC2LI, transkripcni faktory HKR3, DNA, py k’ i T ——
PAX7, ID3 a E2F, transkripéni elongacéni faktor Tl exprese Vysoka nizka fizka nebo chy
TCEB3 a dva geny z rodiny receptori TNF- IrkB exprese nizkd nebo chybi vysokd
INF. RVZ a DV R3.[25] . . trkC exprese vysoka nizkd nebo chybi
Je moZné, Ze na patogenezi neuroblastomu a jeho ST e - p— l
malignizaci se podili vice supresorovych genti, pro- ek obvykle 1 ro obvykle> 1 ro obvykle 1 - 5 let.
toZe jsou popsany ztrity alely i na 2q, 3p, 9p, 11q, Klinické stadium obvykle 1,2, 48 obvykle 3, 4
13q a 14q. [25] Ztrzi,ty na 2q jsou lokahzovér,ly na 3 leté prefiti 95% 25-50% l 5%
2q33 aprovézi je ztrata exprese genu pro kaspizu 8.

[26] Delece 31325:3- p14'3_ pOSFthJe &N Tabulka & 1: Klinicko-geneticka klasifikace neuroblastomi. Upraveno podle Bro-
RASSFIA (Ras-associated domain family 1). Ten- deura[11]

to gen inhibuje funkci onkogenni H-ras GTPazy

a kromé delece je téZ Casto inaktivovan hypermeti- Amplifikace Amplifikace

laciu neuroblastomu i fady jinych nadort. [27] Ztra- vice nez 10 kopii méné ne% 10 kopii

ty na 9p jsou zfidka nachazeny u klinicky zjevnych —

nadori, ale pomérné asto u nadort nalezenych pfi “» DNA aneuploidie 15 38

hromadném screeningu. [28]

Zmény na 11q zahrnuji balancované translokace
postihujici 11g21 a 11g22, delece 11g23, inverzi
11g21- 23 a nejcastéji ztratu alely. Ztrata alely je
v 15- 40 % nadort a je nepfimo vazana s amplifikaci N-myc,
ale je presto zndmkou horsi pogndzy. [29] Delece na 3p je aso-
ciovédna s deleci 11q a s nepfitomnosti amplifikace N-myc.
(29]

Podle vétSiny autorti je zmnoZeni 17q, ¢asto vyvolané neba-
lancovanou translokaci s 1p nebo 11q, provédzeno horsi pro-
gnézou. [30] Toto zmnoZeni je nachdzeno az u 80 % neurob-
lastoma. [30] Podle n€kterych autort je nezavisly prognosticky
vyznam zmnoZeni 17q prikazny u nddort bez amplifikace N-
myc a bez delece 1p nebo 11q. [30] Némecti autofi neproka-
zuji vztah prognézy a zmnozeni 17q. [31] Pravdépodobnymi
geny, které se uplatiiuji na nepfiznivém pribéhu u zmnoZeni
17q, jsou nm23-H1, nm23-H2 a/nebo survivin. [32]

DNA analyza

Jiz odroku 1984 je znamé, Ze neuroblastomy s triploidnim nebo
hyperdiploidnim obsahem DNA dobfte reaguji na chemotera-
pii a maji pfiznivou prognézu. Neuroblastomy s diploidnim
nebo skoro diploidnim obsahem DNA (vétSina) maji progné-
zu nepriznivou a zarazuji se do skupiny s vysokym stupném
rizika. [1, 11, 33] Zajimavé je srovndni amplifikace genu N-
myc a DNA ploidie. Z 298 pacientii zafazenych do studie seve-
roamerické skupiny détské onkologie POG mélo 101 pacientl
(34%) diploidni nddorové buiiky, 194 (65%) hyperdiploidni
klondlni abnormality a 3 pacienti (1%) hypodiploidni obsah
DNA. Kojenci s hyperdiploidnim nddorem méli velmi dobrou
progndzou oproti Spatné progndze s neuroblastomy diploidni-
mi a obdobny vysledek byl i ve skupin€ pacientti ve véku 1 -2
let. U pacienti star§ich dvou let, zatazenych do IV. klinického
stadia, nebyl prokdzan vztah mezi ploidii a prognézou. [34]
Tyto poznatky svéd¢i o existenci tfi genetickych podtypt neu-
roblastomu, které maji znaCny prediktivni vyznam a urCuji kli-
nické chovani nddoru. Tyto podtypy se li§i poctem kopii N-myc,
karyotypem, DNA ploidii, abnormalitami 1p, vékem pacienta
a klinickym stadiem onemocnéni. V roce 1997 Brodeur a spol.
navrhli klinicko - genetickou klasifikaci neuroblastomu na zakla-
dé rozsdhlé retrospektivni analyzy dat zejména ze severoame-
rické skupiny détské onkologie CCG. Tuto Brodeurovu klasifi-
kaci ukazuje tabulka ¢.1. Z ni vychazi d€leni do tif rizikovych
skupin zafazenych do 1é¢ebnych protokolt vech svétovych pra-
covisSt coZ umoZiiuje optimalizovat 1é¢ebna schémata. [11] Paci-
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Tabulka €. 2: Vztah mezi DNA aneuplodii a amplifikaci N-myc onkogenu. Vazba
mezi amplifikaci N-myc a DNA ploidii byla statisticky vyznamna na 5 % hladiné
(pocitdno testem 2 s Yatesovou korekci).

enti s nejptiznivéjsi formou neuroblastomu jsou 1éceni pouze
chirurgicky bez adjuvantni chemoterapie a piesto maji nejlepsi
léc¢ebné vysledky. U pacientl s neuroblastomem nejvyssihorizi-
kaje indikovana nejintenzivnéjsi chemoterapie, chirurgickd 16¢-
ba, megachemoterapie s autologni transplantaci hematopoetic-
kych progenitorovych bunék, radioterapie a bioterapie.
Predpokladany vztah jednotlivych genetickych zmén s vyvo-
jem jednotlivych forem neuroblastomu podle Marise a Mat-
haye zobrazuje obrazek 2. [25]

Vysledky vySetfeni 56 pacientl s histologicky verifikovanym
neuroblastomem nebo ganglioneuroblastomem lé¢enych na
naSem pracovisti jsou ve shod¢ s literdrnimi tdaji o prognos-
tickém vyznamu DNA ploidie, amplifikace N-myc a delece
1p36. Preziti 2,5 roku zndzorfiuje obrazek ¢. 1. RovnéZz jsme
potvrdili vazbu mezi jednotlivymi molekuldrné biologickymi
i klinickymi prognostickymi znaky (viz tabulka ¢.2).

V soucasné dobé Ize vétSinu prognostickych znakl u neu-
roblastomu detekovat metodou srovndvaci genomové hyb-
ridizace (CGH z anglického comparative genomic hybridi-
zation), které se stdvd i doporucenym vySetfenim
evropského protokolu ESIOP Neuroblastoma. Normdlni =
kontrolni a vySetfovand DNA jsou kaZzd4 oznacena jinym
fluorochromem (kontrolni Cervené anddorova zelen€) a jsou
soucasné hybridizoviny na normdlni lidské chromozomy
v metafézi. Fluorescence se snimd kamerou a vyhodnocu-
je pocitacem. Pomér intenzit fluorescenci podél jednotli-
vych chromozom ur¢i mista s chybénim nebo nadbytkem
vySetfované DNA. Tato metoda je idedlni ke zjiStovan{ ztra-
ty nebo zmnoZeni chromozomt ¢i jejich ¢asti, nelze ji v§ak
vyuZzit k detekci balancovanych translokaci. [35] Vyhodou
je, Ze k vySetieni se pouziva izolovand DNA a neni nutné
ziskat délici se buniky. DNA lze izolovat i z materidlu fixo-
vaného parafinem. Obrdzky 3a, b a c ukazuji vysledky vySet-
feni CGH u pacientli s neuroblastomy jednotlivych pro-
gnostickych skupin.

Zavérem lze shrnout, Ze neuroblastom je patrné nejvariabil-
néjS$im nadorem a rizné chromozomadlni zmény, nejcastéji
delece ¢i amplifikace, provéazi jednotlivé formy pribéhu.
Detekee téchto zmén ma velky vyznam pro klinickou praxi.
Na modelu neuroblastomu Ize asi nejlépe demonstrovat
vyznam predikce pribéhu a pouZiti tak zvané ,.terapie Sité na



miru“ (risk adapted therapy). Na druhé strané 1ze ukazat i pro-
vazanost a korelaci fady prognostickych faktort z nichz pou-

ze nékteré prinasi skutecné nezavislou informaci. K posou-
zeni skute¢ného prognostického vyznamu komplexu faktort

je proto vZdy nezbytnd multifaktoridlni analyza idajl ziska-
nych v rdmci rozsdhlé multicentrické studie.

Prace vznikla za finan¢ni podpory IGA grant ¢. NC/7441-3.
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INTERSTICIALNA BRACHYTERAPIA RECIDIVUJUCICH HIGH
- GRADE GLIOMOV

INTERSTITIAL BRACHYTHERAPY OF RECURRENT HIGH
GRADE GLIOMAS

HAJTMANOVA E., ZAMECNIK I.., ABOUHARB A., KOSTKOVA I..,ZABORSKA Z., DE RIGGO J., PEC M.

ONKOLOGICKE CENTRUM, NEUROCHIRURGICKE ODDELENIE MARTIN,
USTAV LEKARSKEJ BIOLOGIE, JESSENIOVA LEKARSKA FAKULTA UK MARTIN

Sthrn : Primarne maligne tumory mozgu predstavuji 1,5% zo vietkych zhubnych nddorov. Pacienti s malignym
gliomom st lieceni chirurgicky a/alebo externou radioterapiou. Napriek tomu nastava takmer vo vSetkych pripa-
doch recidiva. AZ v 90% pripadov sa rekurencia nachddza v 2 cm leme okolo primarneho tumoru. Pri¢inou je
hlavne obmedzena radiosenzitivita gliomov a senzitivita normalneho mozgového tkaniva. Brachyterapia pontka
zaujimavu alternativu Setrenia zdravého mozgového tkaniva prostrednictvom rapidneho poklesu davky Ziarenia
mimo tumoru.

Kidcové slova: brachyterapia, intersticidlna aplikécia, rekurencia.

Summary: Primary tumours of the brain represent about 1,5% of all cancers. Patients presenting with
malignant glioma will undergo local excision and/or external radiation therapy. Despite this therapy, nearly all
tumours will recur. Moreover, it has been shown that 90% of recurrences occur within 2 cm of the initial
tumour. This is mainly due to the poor radiosensitivity of gliomas, and to the fragility of normal brain tissue.
Brachytherapy may represent an interesting therapeutic alternative, since its rapid dose fall-off offers an
opportunity to spare normal brain tissue.

Key words: brachytherapy, interstitial implants, recurrence.

Uvod
Brachyterapia (BRT) je lieCebnd metdda radiacnej onkologie,
umoziujica zvySenie davky Ziarenia v tkanive. Davku Ziare-
nia v nddore limituje tolerancia okolitych Struktir. V pripade
recidivy zhubného ochorenia po predchddzajicom oZarovani,
tato skuto¢nost vyznamne obmedzi, aZ znemoZni dalSiu liec-
bu Ziarenim. Zdroje radioaktivneho Ziarenia su pri interstici-
alnej brachyterapii (IBRT) zavedené priamo do nddorového
tkaniva. Dosiahne sa tym vysoka ddvka Ziarenia v oblasti apli-
kécie, s jej prudkym poklesom v okolitom zdravom tkanive
(1,2,3,4). Svojim charakterom je tito metdda idedlnou moz-
nostou liecby relapsov malignych tumorov v uz oZiarenom
teréne.
Gliomy st neuroepitelidlne naddory rozneho stupiia diferenci-
dcie. Podla World Health , Organization Classification of
Tumours z roku 2000, patria do skupiny Astrocytic tumors, do
podskupiny Diffusely infiltrating astrocytomas, ktora sa dalej
deli na:Diffuse astrocytomas - WHO grade II., Anaplastic ast-
rocytomas - WHO grade III. a Glioblastoma multiforme -
WHO grade IV. Diftzne infiltrujice astrocytomy tvoria viac
ako 60% zo vSetkych primarnych mozgovych nadorov (5).
Anaplastické astrocytomy (AA) st charakterizované fokal-
nou alebo disperznou anaplaziou. Vznikaju z low-grade ast-
rocytomov. Vyskytuju sa najcastejSie u pacientov vo 4. deka-
de Zivota. Su lokalizované v mozgovych hemisférach.
Typickym znakom je rekurencia po resekcii low-grade astro-
cytomov. Rychly rast nddoru sposobuje v€asny posun stredo-
vych Struktir mozgu so vzostupom intrakranidlneho tlaku (5).
Difuazne infiltrativny rast vyrazne obmedzuje moZnost radi-
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kalnej chirurgickej resekcie. Glioblastoma multiforme (GBM)
je najmalignejSou variantou astrocytiarnych tumorov. Najca-
stejSie sa vyskytuji u pacientov v piatej dekade Zivota. St vac-
Sinou lokalizované subkortikdlne , v bielej hmote mozgovych
hemisfér. Vyskyt v oblasti tempordlnych hemisfér je 31 %,
v parietilnych lalokoch 24%, frontdlnych 23 % a v okcipital-
nej oblasti 16%. Casta je aj fronto-temporalna infiltracia. Infil-
trativny proces sa obycajne §iri do prilahlého kortexu, bazal-
nych ganglii a do kontralaterdlnej hemisféry. GBM mozgové-
ho kmena sa vyskytuje hlavne u deti. Lokalizdcia v mozoc¢ku
a mieche je vzdcna .GBM sa delia na primérne a sekundarne.
Primarne GBM sa vyskytuji u pacientov s priemernym vekom
55 rokov a s predchorobim krat§im ako 3 mesiace. Sekundar-
ne GBM vznikaji malignou progresiou difiznych astrocyto-
mov WHO gradeIl. alebo anaplastickych astrocytomov WHO
grade III. Su typické u mladSich pacientov, s priemerom veku
do 45 rokov. Casovy interval malignej progresie je priblizne
4 — 5 rokov. Sekundirne GBM su prognosticky priaznivejSie
ako primérne (5).

Multicentricky nalez AA a GBM sa uvadza vSeobecne u 3-
5% chorych. Metastdzy mimo CNS st vzacne (6,7).

Medién preZivania pacientov s diagnostikovanym AA alebo
GBM je po chirurgickej lieCbe 3 — 5 mesiacov. Postoperacna
konvencnd externd radioterapia predlZuje preZivanie chorych
s glioblastoma multiforme na 9 — 12 mesiacov a s anaplas-
tickym astrocytdomom na 36 mesiacov. Median prezivania paci-
entov s rekurentnym GBM po intersticidlnej brachyterapii je
29 az 50 tyzdiiov a 42 tyZdiiov u pacientov s rekurenciou AA
(1,6,8,9,10).
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Obr. 1: Zakreslenie cielového objemu v CT reze.

Obr. 2: Priestorova 3D rekonstrukcia cielového objemu a katétrov.
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<«qObr. 4:
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ZvySenie primdrnej davky Ziarenia ERT od 45 do 60 Gy predl-
Zuje preZivanie chorych s malignym gliomom. ZvySenie TD
od 60 do 70 Gy nepredlZuje vSeobecne preZivanie (11). Jed-
nou z pri¢in moZe byt i signifikantne zvySené riziko vzniku
raddionekrozy, ktord vznikd az u 18% po aplikacii TD 65 Gy.
Konvencnd ERT s davkou do 60 Gy vS8ak predstavuje riziko
lokélnej recidivy (2,5,8,11).

Z hladiska lieCebnej stratégie je vyznamna charakteristicka
lokalizacia rekurencie gliomov v mieste povodného loZiska .
Uvédza sa aZ90% rekurencii lokalizovanych v 2 cm perifér-
nom leme nadorového tkaniva (1,2,6).

Aktudlnym trendom radiacnej onkoldgie je konformita, t.j.
prispdsobovanie tvaru oZarovaného objemu nepravidelnému
tvaru nadorového loZiska — cielovému objemu. Eskaldcia dav-
Ky Ziarenia v cielovom objeme technikou konformnej radio-
terapie zvyS$i lokdlnu kontrolu ochorenia a si¢asne vyznamne
zniZi akdtnu a pozdni toxicitu v okolitom tkanive.
Brachyterapia je svojim principom takmer dokonalou kon-
formnou radioterapiou. Jej Specifickou vyhodou je minimali-
zacia radiacnej zéfaze persondlu a planovanie davkovej dist-
rubdcie po implanticii bez Casovej tiesne.

IBRT je u malignych gliomov indikovand ako boost s kon-
vencnou ERT, alebo ako samostatnd paliativna liecba reku-
rentnych HG glidémov a solitdirnych metastaz (2,7,9,12,13).

Material a metédy

V Martinskej fakultnej nemocnici pouZivame intersticidlnu
brachyterapiu na lie¢bu recidiv mozgovych nadorov od roku
2003. Pouzivame high dose rate (HDR) afterloading Micro-
Selectron firmy Nucletron, so zdrojom Ziarenia 192Ir a pla-
novaci systém Plato - verzia BPS 13.7.

Pacienti s rekurentnym, histologicky verifikovanym GBM
a AA, v minulosti uz absolvovali chirurgicku liecbu s nasled-
nou postoperacnou konvenc¢nou ERT ( TD do 60 Gy).
Liecba je indikovand a realizovand v timovej spoluprici radi-
acného onkoldga, neurochirurga a radiofyzika.

V3seobecnym medika¢nym kritériom je Karnofského vykon-
nostny status (KPF) viac ako 60 a schopnost pacienta dat infor-
movany suihlas s liecbou. Zakladné vstupné kritéria sa: histo-
logicky verifikovana rekurencia GBM alebo AA, unifokédlna
1ézia lokalizovand supratentoridlne, dobre ohrani¢eny rezidu-
alny TU, mensi vo vSetkych rozmeroch ako 6 cm, neprese-
TU, infiltrujacimi corpus callosum alebo s nddormi so sube-
pendymdalnym §irenim, nie je liecba indikované pre ich sklon
k disemindcii. Pacienti s tumormi, infiltrujicimi cerebellum,
mozgovy kmeii alebo bazalne ganglid, nie st vhodni na inter-
sticidlnu brachyterapiu pre nizku biologicku rezervu v pripa-
de vzniku postradia¢nej nekrézy (1,11).

Intersticidlna BRT si vyZaduje presné definovanie jednotli-
vych cielovych objemov podla medzinarodnych doporuceni
ICRU Reportu 50, 58 a 62 (15,16,17). Rozsah nddorového
objemu je urceny diagnostickymi zobrazovacimi metédami —
CT, MR vySetrenim, v spornych situdcidch i MR angiografic-
kym a MR spektroskopickym vySetrenim.

Nédorové tkanivo high grade (HG) gliomov je na CT charak-
terizované zmieSanym signdlom vysokej a nizkej denzity
(18,19). GBM sa zobrazuje ako hypodenzné loZisko spravidla
s mass-efektom. Po podani kontrastnej latky sa u viac ako 90%
pacientov zobrazi hyperdenzny prstenec, tzv. ring sign . Hypo-
denzné centrum je spdsobené nekrézou a peritumoralnu hypo-
denznu oblast tvori edém (20,21). Je to oblast nizkej denzity,
v ktorej boli u neliecenych pacientov post mortem histologic-
ky verifikované nadorové bunky. Napriek tomu je urCenie hra-
nic nddoru v CT obraze zataZené subjektivnou chybou (6,7).
Pre MR obraz je charakteristicky T1 signdl, koreSpondujici
sring sign na CT. V T2 vdZenom zobrazeni zodpoveda peri-
férna, hyperintenzivna oblast s prstovitymi vybeZkami paren-
chymu, infiltrovanému nddorovymi bunkami spolu s edémom
(6,7,20,21).
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Komplikovanejsie je urenie cielového objemu u anaplastic-
kych astrocytomov, kde na CT obraze vi¢Sinou chyba enhan-
cement — zvyraznenie po podani kontrastnej latky. Nadorové
tkanivo je vicSinou izodenzné s okolitym mozgovym tkani-
vom. Pre urcenie cielového objemu je preto nutné vychadzat
z MR zobrazenia. Pre maximdlne zvyraznenie detailov sa pri
MR vySetreni poddva i.v. kontrastna latka na baze Gadolinia.
MR obraz narozdiel od CT, nie je ovplyvneny blizkostou kost-
nych Struktdr, hlavne v temporélnej oblasti a fossa posterior.
Vseobecne plati, Ze ¢im je vySSia malignita, tym je vi¢siimass
efekt. Na odliSenie vitdlneho nadorového tkaniva od nekro-
tického, pouZivame MR spektroskopické a niekedy i MR angi-
ografické vySetrenie (5,14,18,20,23,24). Tato metodika umoz-
fiuje skibenim morfologickych informécii s informaciami
funk¢nymi, resp. metabolickymi, Co najpresnejSie ohranice-
nie cielového objemu — tzv. contouring (28). Dal§im prino-
som v detailnejSom popise Strukturdlnej patolégie, bude v bliz-
kej dobe spustenie fuzie separovane vykonanych CT a MR
vySetreni.

Gross tumor volume (GTV) je definovany ako oblast kon-
trastného zvyraznenia na CT, alebo oblast T1 na MR zobra-
zeni. Clinical target volume (CTV) predstavuje oblast kon-
trastného zvyraznenia na CT obraze s hypodenznou
perifokdlnou z6énou, alebo oblast vysokého signalu T2 véZze-
nia na MR zobrazeni s pridanim 2 — 3 cm lemu. Planning tar-
get volume (PTV) je pri brachyterapii totoZzny s CTV, ¢o je
dalSou vyhodou tejto lieCebnej metody (6,17).

Simuldcia oZarovaného objemu je realizovand v oZarovacej
polohe pacienta s hlavou fixovanou Orfitovou maskou. Mas-
kou sa fixuje zarover aj plexi-template s navitanymi otvormi.
Tie umoZiiuji udrZzat smer a konstantné rozmiestnenie — geo-
metriu implantovanych katetrov. CT vySetrenie sarobi v3 mm
vrstvach, koreSpondujtcich s radmi otvorov na plexi-templa-
te. Contouring ciefového objemu — CTV/PTV v jednotlivych
CT rezoch je vysledkom spoluprice radiofyzika, radiacného
onkoléga a neurochirurga (Obr.1). Pldnovaci systém umoZzni
v zobrazenom cielovom objeme tzv. predpldnovanie — ,,pre-
planning®- virtudlnu rekonStrukciu katetrov v réznych rovi-
nach s uréenim ich rozmiestnenia a diZky, podla pravidiel
PariZskeho systému. Operatér, vzhladom na umiestnenie cie-
Tového objemu a anatomické pomery v lebe¢nej dutine, si vir-
tudlne koriguje teoreticky napldnovand schému implanticie
s operacnou technikou. Nylonové katétre implantuje neuro-
chirurg do mozgového tkaniva s pomocou plexi- template cez
predvitané otvory v kalve a fixuje ich ku koZi §pecidlnymi pla-
stovymi prstencami.

Bezprostredne po implantécii katétrov nasleduje lokalizacné
CT viacrovinné vySetrenie, potrebné na redlnu 3D rekonSt-
rukciu implantacie a pldnovanie davkovej distribicie (Obr.2).
Pred samotnym pldnovanim sa v zdvislosti od cielového obje-
mu urcia aktivne (dwell) pozicie pri transporte iridiového zdro-
ja Ziarenia (Obr. 3). Hoci geometria katétrov je urcend podla
uvedeného PariZskeho systému, rozloZenie ddvky je normalizo-
vané k CTV/PTV, o spolu s geometrickou optimaliziciou zabez-
peci zlepSenie indexu konformity a strmy spad davky v okoli-
tych normdlnych tkandch (Obr. 4, 5, 6). Davkova distribucia sa
vyhodnocuje pomocou davkovo-objemového histogramu.
Planovana celkova TD 30 - 50 Gy je rozloZena do troch ale-
bo Styroch dni. Denne st aplikované dve frakcie v davke 5,0
— 7,0 Gy na frakciu, interval medzi aplikdciami je minimédlne
6 hodin. Pocas lieCby Ziarenim st pacienti hospitalizovani na
Neurochirurgickej klinike, ¢im je zabezpefend urgentna sta-
rostlivost v pripade moznych komplikacii. Pocas aplikicie
BRT dostévaju pacienti glukokortikoidy, antibiotika a antie-
pileptikd.

Po aplikécii lieCebnej davky su katetre z mozgového tkaniva
odstranené. Pacienti su kontrolovani v dvojmesacnych inter-
valoch podla doporuc¢eni SOMA/LENT skorovacieho systé-
mu (23). Na odliSenie zdravého mozgového tkaniva od postra-
diacnej nekrdzy, recidivy resp. perzistencie nddorového



tkaniva, vyuZivame MR spektroskopické vySetrenie
(12,24,25,26,27). V literattire doporu¢ované PET vySetrenie
v naSich podmienkach Standardne nevykondvame.

Diskusia

Na internetovych strankach National Cancer Institut — Brain
tumours adult: Treatment —Healt Professional Information
{Cancer.gov.} je odporucend intersticidlna brachyterapia, ako
jedna z lie¢ebnych modalit recidivujticich mozgovych tumo-
rov dospelych.

Zamboglou et al (9) aplikovali intersticidlnu BRT u pacientov
s recidivujicim GBM. VSetci pacienti mali diagnostkovanid
recidivu GBM od 6 do 60 mesiacov po primarnej lieCbe exter-
nou radioterapiou v davke 60 Gy. Druhou skupinou boli paci-
enti so solitirnymi mozgovymi metastizami. Vek pacientov
bol od 23 do 73 rokov ( priemer 54,2 rokov) a priemerny objem
nadorového loziska 67 cm3 (rozsah 20 — 114 cm3). Na udrza-
nie konStantnej geometrie bol pouZity Perspex template, bez
stereotaktického ramu. Kazdy pacient absolvoval 2 frakcie
BRT denne, s divkou 5 Gy na frakciu, o celkovej TD 30-40
Gy, pocas 3 - 4 dni. Priemerné preZivanie bolo 42 tyZdiiov pre
31 pacientov s AA a 29 tyZdiiov u 21 pacientov s GBM. Medi-
4n preZivania pacientov so solitirnymi metastdzami bol 50
tyzdniov. Komplikacie boli zaznamenané u 3 pacientov, z toho
2 plicne embolie a jedna meningitida.

Vrokoch 1993 az 1997 bolo v Salpetriere Hospital (1) 42 paci-
entom s rekurentnym glioblastdmom implantované iridium
192 formou docasnej implantacie. Pravdepodobnost 6 mesac-
ného preZivania bola u 80% pacientov, z toho 48% prezivalo
jedenrok a 11% dvaroky. Medién preZivania bol 50 tyzdiiov.
U 10 pacientov bola vykonand nasledne reoperacia pre zhor-
Senie stavu s evidentnym mass-efektom. Histologicky bol
potvrdeny u 5 pacientov nddor a nekréza, u troch len samo-

statnd nekréza. PreZivanie pacientov nebolo ovplyvnené reo-
perdciou. Potvrdil sa signifikantny vplyv velkosti nddoru do
30 cm3 a Karnofského skére nad 70, na prediZenie prezivania
a kvalitu Zivota pacientov .

Zaver

Liec¢ba malignych niddorov mozgu je komplexnd. Chirurgicka
liecba ostdva zdkladnym lieCebnym postupom aj napriek tomu,
7e akykolvek radikdlny opera¢ny vykon nevedie k trvalému
vylieceniu. Radikalita operacie vo vztahu k progndze je tiez
spochybiiovana (7). Dovodom postoperacnej radioterapie je
skutoCnost, Ze aj po makroskopicky totdlnej extirpacii tumoru
takmer vzdy vznikne recidiva. Vplyv postoperacnej radiotera-
pie na predlZenie preZivania nie je spochybiiovany. RT neza-
bréni vzniku lokdlnej recidivy, av§ak spomali priebeh choroby
(20). U pacientov s recidivami AA a GBM nemd reopericia
vSeobecne vplyv na preZivanie pacientov. Benefit bol zazna-
menany len u skupiny chorych s Karnofského skore nad 90 (28).
Intersticidlna brachyterapia okrem uvadzanych vyhod skracu-
je dobu liecby Ziarenim a predlZuje preZivanie pacientov s pozi-
tivnym vplyvom nakvalitu Zivota. Spliia tym podmienky efek-
tivnej paliativnej liecby. Za jednu z hlavnych pric¢in
nepriaznivej liecebnej odpovede mozgovych nddorov na Zia-
renie povazujeme nejednotnost nizorov vo vymedzeni oZaro-
vaného objemu. VyuZitim moZnosti Spickovej diagnostiky
v Martinskej fakultnej nemocnici chceme optimalizovat algo-
ritmus vySetreni s dorazom na ohrani¢enie lieCebného objemu
novodiagnostikovanychirecidivujicich mozgovych nadorov.
Zhodnotenie vysledkov liecby IBRT na naSom pracovisku si
vyZaduje vi¢si stbor pacientov a dlhsi ¢asovy interval sledo-
vania. Zatial moZno kon§tatovat, Ze doba preZivania naSich
pacientov a benefit pre ich kvalitu Zivota st zhodné s pozi-
tivnymi vysledkami, publikovanymi v literattre.
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VYBER BISFOSFONATU K LECBE KOSTNIHO POSTIZENI U PACIENTU
S PROKAZANOU MALIGNITOU

THE RIGHT CHOICE OF BISPHOSPHONATES FOR TREATMENT
OF CANCER PATIENTS WITH METASTATIC BONE DISEASE

POUR L., HAJEK R., ADAM Z.
INTERNI HEMATOONKOLOGICKA KLINIKA FN BRNO,

Souhrn: Bisfosfonaty jsou pomérné Sirokou skupinou 1€k, jiZ od roku 1980 uZivané pro 1é¢bu onemocnéni spo-
jenych s resorpci kosti. Chemicky se jedna o analoga pyrofosfatd, kde je centrdlni atom kysliku nahrazen uhli-
kem, vznik4 tedy charakteristickd vazba P-C-P. Tato vazba je velmi odolna plisobeni hydrolitickych enzymu a
tedy velice stabilni, zaroveil centralni atom uhliku dovoluje vazbu postrannich fetézcii a tim ziskani dilezitych
biologickych vlastnosti. Bisfosfondty existuji v perordlni i parenteralni formé. Jejich uzivani dnes patfi mezi stan-
dardni 1é¢ebné postupy u metastdz niddord do kosti véetné mnohocetného myelomu, Pagetovy choroby a osteo-
pordzy. Jejich vyznamnou indikaci je rovnéZ maligni hyperkalcémie. V nédsledujicim textu se pokusime popsat a
porovnat jednotlivé bisfosfonaty a pomoci tak s vybérem bisfosfonatu pro onkologickou indikaci.

Kli¢ova slova: bisfosfonaty, metastatické kostni postiZeni, hyperkalcémie

Summary: Bisphosphonates have been used for treatment of bone resorption related diseases since the year 1980.
These substances are analogues of pyrophosphates with the characteristic chemical P-C-P bond. This chemical
bond is very stable and it allows bonding of another molecules, thus acquiring important biological qualities.
Bisphosphonates are available in parenteral and oral pharmaceutical forms. Using of bisphosphonates is a stan-
dard treatment in cancer with bone metastases, multiple myeloma, Paget’s disease and osteoporosis. They are used
in treatment of malignant hypercalcemia as well. In this review we attempt to compare various bisphosphonate

forms to facilitate selection of bisphosphonates for oncological patients.

Key words: bisphosphonates, metastatic bone disease, hypercalcemia

Uvod

Bisfosfondty jsou pomérné Sirokou skupinou 1€k, jiZ od roku
1980 uZzivané pro lé¢bu onemocnéni spojenych s resorpci kos-
ti. Chemicky se jedna o analoga pyrofosfatd, kde je centrdlni
atom kysliku nahrazen uhlikem, vznika tedy charakteristicka
vazba P-C-P. Tato vazba je velmi odolna piisobeni hydroli-
tyckych enzym a tedy velice stabilni, zaroven centrdlni atom
uhliku dovoluje vazbu postrannich fetézcti a tim ziskani dile-
zitych biologickych vlastnosti. Bisfosfonaty existuji v pero-
ralni i parenterdlni formé. Jejich uZivani dnes patii mezi stan-
dardni 1écebné postupy u metastdz naddort do kosti véetné
mnohocetného myelomu, Pagetovy choroby a osteopordzy.
Jejich vyznamnou indikaci je rovnéZ maligni hyperkalcémie.
V nasledujicim textu se pokusime popsat a porovnat jednotli-
vé bisfosfonaty a pomoci tak s vybérem bisfosfonétu pro onko-
logickou indikaci.

Zakladni farmakologické vlastnosti bisfosfonata

Podle navdzanych radikdl na centrdlnim atomu uhliku jsou
bisfosfonaty déleny nékterymi autory na I., II. a III. generaci
(2,33). Zatazeni nov¢jSich bisfosfonatd neni vSak jednotné,
proto prace neuvadi generaci u jednotlivych bisfosfondti.
Novéjsi bisfofondty maji v postrannim fetézci navdzan atom
dusiku a skupinu OH, tyto zmény v chemické struktufe zvy-
Suji biologickou u¢innost novéjsich preparati az stonasobné
oproti prvnim uZivanym bisfosfonatim (2,13,33). Pevné se
vazou na molekulu hydroxyapatitu na povrchu kosti a proto-
Ze vazba P-C-P je velmi stabilni maji bisfosfonaty velice dlou-
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hy biologicky polocas. Vazbou na hydroxyapatit je blokova-
no odbourdvéani vépniku z kosti (2,13,33). Bisfosfonaty maji
kromeé tohoto fyzikaln€ chemického uc¢inku na kostni tkéam i pii-
my ucinek na osteoklasty, tedy butiky kostni jenz kost resor-
buji, bisfosfondty sniZuji pocet aktivnich osteoklasti, induku-
jivnich apoptozu a brzdi vyzravani jejich progenitort (2). Na
molekukuldrni drovni je mechanismus inhibice osteoklastil
vysvétlovan dvéma mechanismy, 1. bisfosfondty obsahujici
dusik v postrannim fetézci blokuji postranslacni Gpravu pro-
tein® inhibici tvorby farnesyl- a geranyldifosfatu, 2. jednodu-
ché bisfosfonaty bez dusiku v postranim fetézci zasahuji rusi-
vé do metabolismu ATP (2, 9,13). V posledni dob€ se objevuji
prace, které popisuji pfimy inhibi¢ni vliv bisfosfonitii na
maligni buriky, jednd se o studie laboratorni s pfimou inhibi-
cinddorovych linii, v té€chto in vitro studiich v8ak byly pouZi-
ty podstatné vy$si koncentrace neZ je maximalni koncentrace
v plazmé (54). Autofi téchto pokust hypotetizuji, Ze tak vyso-
ké koncentrace se miZe dosdhnout v misté osteolytické
metastdzy uvolnénim navizaného bisfosfonatu z kosti, ale to
je pouze spekulace, nebot nikdo nezméfil koncentraci bisfos-
fonatd v lidské kosti s metastdzou v okoli metastatické burky.
Obecné se bisfosfonaty velmi Spatné vstiebavaji z traviciho
traktu. Bisfosfonity nejsou metabolizovany a jsou vylucova-
ny v nezménéné podobé moci, proto je tieba opatrnosti pti
podéavani bisfosfonati u renalni insuficience (2, 21, 33).

Spolecné nezadouci tcinky bisfosfonati — Perordlni podava-
ni bisfosfonatl miZe byt doprovazeno ptiznaky z oblasti hor-
nich etdZi gastrointenstindlniho traktu, tedy nevolnosti, zvra-



cenim, bolestmi Zaludku a palenim Zahy. Tyto neZddouci i¢in-
ky lze ¢astecné eliminovat zapitim 1éklt mnoZstvim (alespor
300ml) vody. Pri vysoké koncentraci bisfosfonti jsou tvore-
ny nerozpustné komplexni slouceniny, které mohou piisobit
poskozeni ledvin. Proto jsou doporuceny rychlosti infuzi i pii-
pustné koncentrace u kazdého bisfosfonatu. U rendlni insufi-
cience je doporuceno snizit davky I1éki (2,21).
Aminobisfosfonaty mohou pfi prvnim podani vyvolat flu-like
syndrom, ktery vétSinou velmi ¢asto odezni a nebyva dvo-
dem k pteruseni 1écby. Hypokalcemie pti podavéni bisfosfo-
natt je téméf standardni efekt. Bisfosfonaty totiZ inhibuji uvol-
fovéani vapniku z kosti. Vznik hypokalcemie neni pfiznivy
nebot se aktivuje sekrece parathormonu a tim i osteolyza, pro-
to je nékterymi autory doporucena substituce kalcia i vitami-
nuD (2).

Jednotlivé bisfosfonaty

Informace o ddvkovéni a podavani jednotlivych 1€kt které
nejsou oznaceny Cislem citace vychdzeji z firemniho doporu-
¢eni pro jednotlivé preparity, ziskané z ptibalovych letaki
a AISLP.

Alendronat a risendronat

Oba preparity jsou v CR uréeny pouze pro 1é¢bu osteoporo-
zy. Jsou kratce zminény pouze pro tplnost. Alendronat - pat-
ti do skupiny aminobisfosfonatii. Vyrabény jsou 10mg table-
ty jenz se uZivaji 1x denné a 70mg tablety uZivané 1x tydné.
Randomizované studie prokazaly zvySeni kostni density u paci-
entl s osteoporozou (73). Mezi nej¢astéjsi a nejvyznamnéjsi
nezddouci Gc¢inky patii problémy typu horniho dyspeptického
syndromu, které 1ze velmi dobie eliminovat preventivnimi
opatfenimi. Risendronat - dalsi ze skupiny aminobisfosfona-
th, pouzivany jsou Smg a 35 mg tablety, uZivaji se jedenkrat
denné ¢i tydné. Prokdzano bylo zvySeni kostni denzity oproti
pacientiim uzivajicim placebo (43).

Klodronat

Patfi do skupiny bisfosfonati bez molekuly dusiku v postran-
nim fetézci, dostupny je v perordlni a intravendzni formé.
Doporuc¢enou davkou podavanou perordlné je 1600mg denné
ve formé kapsli, uZiva se na la¢no a to nejméné 2h pied jid-
lem, nebot alkalizace Zalude¢niho sekretu vyznamné sniZuje
procento vstfebané latky, které se jiZ tak pohybuje okolo 3%
(2,17). Doporucend injek¢ni davka je 1600mg mésicné, apli-
kace se obvykle provadi jedenkrit za 14 dni v ddvce 900mg
v 500ml injek¢niho roztoku v 3-4 hodinové infuzi (2). U paci-
entl s vyraznou osteolyzou je mozné i podavani davek vys-
Sich, doporuceno je aZ 3200mg denné perordlné a 3000mg
mésicné intraven6zné (27). Klodronat se uziva k 1é¢bé hyper-
kalcemie v ddvce 1500mg denné v pomalé nitroZilni infusi
(minimalné 4hodiny) (7).

U tohoto bisfosfondtu jsou k dispozici dlouhodobé vysledky
a publikovéna byla fada vysledkid randomizovanych studii.
V databazi MEDLINE bylo nalezeno celkem 10 odkazl na
randomizované studie kdy byl dlouhodobé podavany klodro-
nat v onkologické indikaci porovnavan s placebem. Hodno-
cené parametry vSak nebyly vZdy posuzovdny stejné ani ve
stejném Casovém intervalu.

Ve studii s nejvétsim poctem pacientli (1069) bylo prokdzano
sniZeni poctu kostnich metastaz ve skupiné uzivajicich klodro-
nat (12 pacientll s novym postiZzenim kosti) oproti placebu (28
pacientil s novym postiZenim kosti) tento pfiznivy trend vak pla-
til pouze pfi uZivani klodronatu po jeho vysazeni jiz nebyl sig-
nifikantni rozdil v poctu kostnich metastdz u obou skupin (76,
77). RovnéZz dalsi studie u Zen s karcinomem prsu bylo opako-
vané potvrzeno sniZeni tvorby kostnich metastaz ve skupiné
s klodronatem pfijeho uzivani(28,44,47,61). U pacientll s mno-
hocetnym myelomem bylo prokdzéno zvySeni kostni density
1 sniZeni poctu patologickych fraktur (65, 88). Vysledky tykaji-
ci se ptisobeni klodronatu na sniZeni po¢tu metastdz solidnich
tumord v ostatnich organech jsou odlisné. Studie némeckych

autort provedena na celkem 302 pacientkach prokazala sniZzeni
vyskytu viscerdlnich metastdz ve skupiné s klodronatem (13 pii-
padu, tj. 8%) oproti skupin€ s placebem (27 pfipadu tj. 19%)
(28). U studie finskych autorti provedené na celkem 282 paci-
entech, kterd sledovala pacienty celkem 3 roky, bylo prokdzano
zvySeni poctu viscerdlnich metastdz ve skupiné s klodronatem
(60 pacienti tj. 43% s novymi metastdzami) oproti placebu (36
pacientil tj. 25%) (85), ostatni studie neprokézaly statisticky sig-
nifikantni rozdil v obou skupinéch jak u karcinomu prsu tak kar-
cinomu prostaty (13,14,15). Celkové preZiti bylo hodnoceno jako
stejné u vétSiny studii kde bylo cilem jeho hodnoceni. U zming-
né studie finskych autort bylo dokonce horsi ve skupiné s klod-
ronatem (19). U mnohocetného myelomu nebyl prokazan vliv
na dlouhodobé preZiti, kromé podskupiny celkem 153 pacientl
ze studie anglickych autord, tito pacienti neméli vstupné posti-
Zeny skelet detekovatelnym osteolytickym loZiskem. PreZiti
u skupiny pacientll uZivajicich klodronat bylo 1362 dni oproti
1094 dntim u pacientii uZivajicich placebo (65). Redukce boles-
ti hodnocena podle dotaznikti byla potvrzena ve vSech studiich,
kde to bylo jednim z cili studie (6, 22, 31, 49, 51, 79, 87).
NeZzadouci tcinky klodronatu jsou charakteristické pro tuto
skupinu 1ékii. NeZadouci G€inky typu horniho dyspeptického
syndromu se u peroralni formy vyskytuji aZ v 14% a u nékte-
rych pacientli mohou vést k pferuseni 1éCby, nebo je nutno
zaménit za intravendzni 1ék (53, 68).

Pamidronat

Patii do skupiny aminobisfosfonatii. Pamidronat je registrovin
pouze v intravendzni formé. Doporucené davka pro pacienty
s osteolytickym postiZzenim skeletu je 90mg po 21 dnech. Poda-
vé se v minimdlné v 500ml infusniho roztoku alespori 2 hodiny.
Stejnou davkou je doporuceno 1é¢it hyperkalcémii, poddva se za
stejnych pravidel 1x denné€ az do poklesu kalcémie (2,10).
Publikované randomizované studie (celkem 4 v databazi MED-
LINE) hodnotily efekt pamidronatu oproti placebu pfi dlouho-
dobém podavani onkologickym pacientim. Ve studii u pacien-
tek s karcinomem prsu provedené u celkem 751 pacienti byl
prokézén vliv pamidronatu na sniZeni kostnich komlikac{ opro-
ti placebu (50% kostnich komlikaci vs 64%) (56) , podobné
u mnohocetného myelomu ve studii u 90 pacientti byl prokaza-
na redukce vzniku novych osteolytickych loZisek ve skupiné
s pamidronatem oproti placebu (40% vs 80%) (10, 11). Zvyse-
na byla rovnéz kvalita Zivota u pacientd uZivajicich pamidronat
) Nebyl vSak prokdzan piiznivy vliv na celkové preZiti u solid-
nich nddorli ani mnohocetného myelomu(10, 25, 40, 56, 69).
Pfi prvni aplikaci pamidronatu se asi u 10% pacienti miiZe obje-
vit kratkodobé trvajici flu-like syndrom, bez klinického vyzna-
mu (2,33). Pfi rychlé aplikaci velkého mnoZstvi 1éku dochazi
k tvorbé komplexii a poSkozeni ledvin, proto je duleZité dodr-
ZetvySe uvedend doporuceni. Pfi rendlni insuficienci neni dopo-
ru¢eno redukovat davku pamidronatu, ale prodluZuje se doba
aplikace na minimélné 4 hodiny a je doporuceno sniZit kon-
centraci léku 1x (33) Perordlni forma léku neni pro vysokou inci-
denci nezadoucich a¢inkt pouzivana (4, 57).

Ibandronat

Biologicky druhy nejucinnéjsi bisfosfonat poddvany v mili-
gramovych davkéch, existuje jak v perordlni tak intraven6zni
formé. Vyrobcem doporucend davka pro intraven6zni podani
je 6mg mésicné a peroralné se uziva 50mg denné.

Nebyl prokazan statisticky vyznamny rozdil v u¢innosti ekvi-
valentnich davek enterdlni a parenterdlni formy léku (15,16).
Ibandronat Ize GspéSné€ vyuzit pro 1é¢bu nadorové hyperkal-
cémie, kdy je kalcémie normalizovana vétSinou do 2 dni (38).
Doporuceno je aplikovat 6mg denné intravendzné, dalsi dav-
kovani se fidi aktudlni hladinou kalcemie. Podava se aZ do
upravy stavu, podle hladiny sérového kalcia (33).
Randomizované studie u onkologickych pacientt (celkem 4
v databdzi MEDLINE) porovndvaly efekt ibandromatu opro-
ti placebu. Studie u celkem 466 pacientek s karcinomem prsu
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prokdazala prodlouZeni doby do dal$i udélosti vyZadujici inter-
venci na skeletu u pacientl uzZivajicich 6mg ibandronatu
meési¢né€ oproti placebu (50,6 tydnt vs 33,1 tydna) (15).
Podobné vysledky méla i studie provedend u 564 pacienti
s karcinomem prsu, kterd hodnotila a¢innost perordlniho
ibandronatu 50mg denné (16). U mnohocetného myelomu
byla publikovédna jedind randomizovand studie, kde bylo
pacientim aplikovdno 2mg intraven6zniho ibandronatu
1x mési¢né nebo placebo. Nebyl prokazan rozdil ve vzniku
novych kostnich komplikaci mezi obéma skupinami (67).
Studie s vy$8imi ddvkami ibandronatu u nemocnych s mno-
hocetného myelomu nebyly doposud publikovany. Obé for-
my ibandronatu zvySuji kvalitu Zivota a sniZuji bolest u kost-
nich metastdz solidnich tumorti i mnohocdetného myelomu
(15, 16, 26, 37, 38, 60).

NeZzadouci ucinky typu horniho dyspeptického syndromu jsou
niZ8i neZ u peroralnich prepartt nizsi generace, vyskytuji se asi
u 10% pacientii. Zasadni informace je, Ze nedochdzi k zvySené
incidenci poskozeni ledvin oproti placebu u pacientil uZivajicich
intravendzni ibandronat dlouhodobé (15,16). Pfi podavani men-
Sich davek nedochdzi k tak vyrazné tvorbé komplext jako u pre-
pardtu nizsi generace. Pfi zdvazném poskozeni ledvin (clearence
kreatininu pod 30ml/min) je vyrobcem doporuc¢enaredukce intra-
venozni davky na 2mg mésicné a perordlni az na 50mg tydné (39).
Neexistuji vSak data potvrzujici biologickou ti¢innost této dav-
ky. Celkové je moZné na zakladé dostupnych dat konstatovat,
Ze se jednd o 1ék s velmi dobrou ucinnosti, toleranci a nizkou
toxicitou

Zolendronat

Biologicky nejucinnéjsi bisfosfonat, se dvémi molekulami
dusiku v postranim fetézci. Doporucend davka je 4mg zolend-
ronatu v patnacti minutové infusi 1x mési¢né. Zolendronat Ize
uZit i pro 1é¢bu hyperkalcémie v ddvce 4mg denné aZ do nor-
malizace kalcémie.

Zolendronat jako jediny bisfosfonat byl porovndvéan v rando-
mizované studii nejen oproti placebu ale i oproti bisfosfondtu
(pamidronatu). Studie byla provedena u pacientt s karcino-
mem prsu a mnohocetnym myelomem. Hlavni cil studie bylo
potvrzeni skute¢nosti, Ze zolendronat neni méné u¢inné;jsi nez
pamidronat. Studie byl provedena u celkem 1114 pacientl
v celém souboru pacientll nebyl statisticky signifikantni roz-
dil mezi pamidronatem a zolendronatem. U pacientek s karci-
nomem prsu byl u pacientek uZivajicich zolendronat signifi-
kantné sniZen pocet kostnich komplikaci oproti skupiné
s pamidronatem (48 % vs 58%), u zolendronatu byla také del-
Sidobado vyskytu kostni komplikace(310 vs 174 dni). U mno-
hocetného myelomu nebyl prokdzan rozdil mezi obéma bisfos-
fonaty (80, 81).

Byly provedeny i randomizované studie (publikovédny celkem
2), které porovnavaly a¢inek zolendronatu oproti placebu. Stu-
die provedend na celkem 744 pacientech s kostnimi metasta-
zami solidnich tumort (kromé karcinomu prsu a prostaty) pro-
kézala sniZeni incidence kostnich komplikaci u pacientl
uZivajicich zolendronat oproti placebu (kostni komplikace
u 35% pacientl vs 44%) (82). Existuji presvédciva laborator-
ni data o pfimém protinddorovém ptsobeni u karcinomu pro-
staty, prsu a mnohocetného myelomu (12).

Podle doporuceni vyrobce je nutné peclivé monitorovat funk-
ce ledvin, zolendronat by nemél byt podavan u pacientl se
sérovym kreatininem vyS$§im nez 256mmol/l a pfi elevaci kre-
atininu o 10%. Hodnota kreatininu by méla byt znama pied
kazdym podénim zolendronatu.

Srovnani jednotlivych bisfosfonati pro podpurnou

1é¢bu v onkologii

Hodnoceni bisfosfonati v randomizovanych studiich
Prospektivni randomizované studie, nejlépe dvojité zasle-
pené, resp. jejich vysledky, jsou zdkladem pro doporuce-
né 1écebné postupy a kazdy novy 1ék musi pfed svym schva-
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lenim projit ,,sitem* téchto studii. Nejinak tomu bylo
i u vSech bisfosfonati. Vysledky nejdilezitéjSich rando-
mizovanych studii jsou uvedeny ve statich u jednotlivych
bisfosfonatii, uveden je také pocCet randomizovanych stu-
dii publikovanych v databdzi MEDLINE. Nejvice rando-
mizovanych studii bylo provedeno s klodronatem, coZ sou-
visi s dlouhodobym pouZivinim klodronatu v klinické
praxi. U¢inek klodronatu, pamidronatu a ibandronatu byl
hodnocen v randomizovanych studiich pouze oproti pla-
cebu. Jen jedna randomizovand studie porovnala ucinek
dvou bisfosfonatl navzdjem. Tato studie porovnala u¢in-
nost zolendronatu a pamidronatu. V celém souboru paci-
entll nebyl statisticky signifikantni rozdil v obou prepara-
tech. U karcinomu prsu byl zolendronat hodnocen vyrazné
1épe (80, 81) . Vice viz odstavce o jednotlivych prepara-
tech. Porovnani jednotlivych bisfosfonatii je v soucasné
dobé nemozné, protoZe hodnocena kriteria v jednotlivych
randomizovanych studiich nejsou totoZnd, bisfosfonaty
byly podavany po rizné dlouhou dobu a nebylo pouZito
stejné metodiky pro hodnoceni studii.

ProdlouzZeni Zivota pri 1é¢bé bisfosfonaty

Data tykajici se vlivu bisfosfonati na dlouhodobé pfeziti
jsou k dispozici hlavné u klodronatu.. Vysledky jsou vSak
neprikazné, pouze jedind studie prokdzala prodlouZeni cel-
kového preziti ve skuping s klodronatem oproti placebu (29)
studie finskych autorit dokonce prokédzala hor$i preziti
u pacientl uzivajicich klodronat oproti placebu.(85). Nej-
vice studii neprokazalo vliv klodronatu na prodlouZeni pte-
Ziti(6, 22, 31, 49, 51, 79). U pamidronatu nebyl prokdzan
Zadny vliv na celkové preziti (10, 25, 40, 56, 69). Hlavnim
cilem studii s ibandronatem a zolendronatem nebylo hod-
noceni dlouhodobého preziti (80, 81). Na zakladé dostup-
nych dat se autofi kloni k ndzoru, Ze bisfosfonity nemaji
zdsadni vliv na délku preZiti u onkologicky nemocnych, ale
vzhledem k pozitivnimu ovlivnéni kvality Zivota patii do
podptrné 1€¢by nemocnych s metastatickym postiZzenim
skeletu.

Aplikaéni cesta bisfofonati

Bisfosfonity se velmi Spatné vstiebavaji z gastrointestindlni-
ho traktu. Maximdlni se resorbuje 10% ucinné latky. Procen-
to vstfebané latky se vyrazné sniZzuje souc¢asnym poZitim jid-
la (2). Existuji perordlni varianty klodronatu a ibandronatu.
Bylo prokdzané, Ze doporucené denni davky téchto preparatt
maji stejnou ucinnost jako intravendzni formy obou léki
(2,33). Zkousel se i perordlni pamidronat ale pro neZadouci
ucinky typu horniho dyspeptického syndromu byl staZen (57).
VSechny zminéné bisfosfonaty pro onkologickou indikaci exi-
stuji v injekéni podobé.

Hlavni vyhody peroralnich forem bisfosfonati jsou: 1) Snad-
nd ,,neinvazivni* aplikace; 2) Pacient nemusi navstévovat
zdravotnické zafizeni. Mezi nevyhody perordlniho podani
patfi: 1) MoZné nezddouci tc¢inky na GIT a s tim spojend
nutnost dodrZovat preventivni opatfeni (uZiti na la¢no, zapi-
ti mnoZstvim vody a jiné); 2) Nutnost vysoké compliance
pfiuZivaniléku coZ mize byt problém hlavné pro starsi paci-
enty. Hlavni vyhody intravenéznich forem bisfosfonat jsou:
1) Dlouhy interval mezi jednotlivymi aplikacemi Iéku a tim
mozné podani i hiife spolupracujicim pacientiim; 2) Zadné
nezadouci Gc¢inky na GIT. Mezi nevyhody intraven6zniho
podéni patii: 1) N4vStéva zdravotnického zafizeni a s tim
spojené dalsi vydaje vCetné obsazeni liizka na stacionafi; 2)
Flu-like syndrom pfi prvnim podani aminobisfosfonata; 3)
Invazivni zakrok.

Pti volbé aplikacni cesty bisfosfonati je dileZzité prihléd-
nout ke v§em vyhoddm i nevyhoddm jednotlivych forem
léku vzhledem k individualité pacienta. Plati, Ze podstat-
nym faktorem ve vybéru 1ékové formy by mélo byt i pfani
pacienta.



Tabulka ¢. 1
Davkovini a redukce davky u jednotlivych bisfosfonati

Nazev léku Aplikacni cesta Doporucena davka Redukce pii rendlni insuficienci Monitorace ledvinnych funkei
Klodronat po 1600mg denné Ano, redukce 0 25-50% dle clearence kreatininu Neni doporueno

Klodronat iv. 1800mg mésicné ve dvou ddvkach Ano, redukce 0 25-50% dle clearence kreatininu Je vhodné

Pamidronat v 90mg 1x za tfi tydny Ne, zvysit dobu poddvéni az na 4 h, sniZit koncentraci léku 1x | Neni doporuceno ale je vhodné
Ibandronat po 50mg denné Ano, 50mg denné Neni doporuceno

Ibandronat iv 6mg mésicné Ano, 2mg mésicné Ano je doporuceno

Zolendronat v 4mg mésicné Pfi kreatinu nad 256mmol/l podéni kontraindikovéno Doporucena pred kazdym poddnim

Tabulka ¢. 2
Davkovani bisfosfonati pri poSkozeni

mési¢ni naklady na 1é¢bu dle ¢iselniku VZP

nékterych organu Firemni niazev léku

Navrhnuta mési¢ni davka Uhrada pojistovnou

Hlavnim eliminacnim orgdnem pro

bisfosfonat jsou ledviny, proto je ddvko- | Bonefos 800mg cps 2 tablety kazdy den 5938 K&  (tbl obd 60x800mg)
véani bisfosfondtu pii poSkozeni ledvin
Lodronat 520mg tbl obd 3 tablety kazdy den* 5938 K&**  (tbl obd 60x520mg)

vénovana znacnd pozornost. Pro pfehled-
nost je vytvorena tabulka, kde je uvedeno
davkovani pfi renalni insuficienci. Pamid-
ronat jako jediny nema firemni doporuce-

Bonefos inj

1800mg mésicné ve 2 ddvkach 2817K¢  (inf conc 6x300mg)

Pamitor 90mg inj

90 mg v intervalu tff tydnt 5637 K&**  (inf conc 1x90mg)

nf k redukci dévek pii poskozeni ledvin.

6mg mésicné v jedné davce 10212 K¢ (inf conc 1x6mg)

50mg denné prozatim neur¢eno

Vhodné je viak prodlouZit dobu infuze | Bondronat6me

a sniZzit koncentraci léku v infuzi jak je | Bondronat 50mg cps
uvedeno (2, 33). Klodronat miZe zpiso-

bit rendlni insuficienci, pfipadné zhorSit | Zometa 4mg

4mg mésicné v jedné davce 8150 K&**  (inf conclx4mg)

stavajici pokud je podavan naptiklad
v kombinaci s nesteroidnimi antiflogisti-
ky. Redukce davek pfi rendlni insuficien-
ci je vhodna. Neexistuji vSak jednotna
doporuceni, respektive je doporuc¢ena 25-

50% redukce dle clearence kreatininu. Dlouhodobé uZivany
ibandronat signifikantné nezvysuje incidenci renalni insufici-
ence oproti placebu (58). Nicméné firemni doporu¢eni nabada
k opatrnosti pti rendlni insuficienci a souc¢asném podavani iban-
dronatu a ptipadnou redukci davky pfizdvazném poSkozeni led-
vin aZz na 50%. Zolendronat miiZe zptisobit rendlni insuficienci
nebo piipadné zhorsit stivajici. Je nezbytné nutné peclivé moni-
torovat funkce ledvin pfi jeho podavani. Zolendronat by nemél
byt podavan u pacientll se sérovym kreatininem vy$$im nez
256mmol/1 a pfi elevaci kreatininu o 10% by mélo byt zastave-
no jeho poddvéni (80). Podrobnéji viz tabulka 1. Nebyl popsan
negativni vliv na jaterni parenchym u Zadného bisfosfondtu,
u jaterniho selhani vSak plati obecna doporuceni pro farmako-
terapii tohoto stavu. Pfi dlouhodobé terapii nékterymi bisfosfo-
néity (pamidronatem a zolendronatem) byl popsan ojedinély
vznik avaskularni nekrozy Celisti pfi dlouhodobé terapii. Inci-
dence nebyla vyssinez 1/10tis pacient(, u viech pacientt s tim-
to nezddoucim efektem ptfedchazel nekréze jiny patologicky
stav, nejCastéji resekce zubu, nebo jiné poranéni Celisti.U téch-
to stavl je proto tieba dbét zvySené opatrnosti pfi pouzivani
bisfosfonatt (36, 63). U Zadného bisfosfondtu nebyl prokdzin
pfimy negativni efekt na kardiovaskularni systém.

Typ kostniho postiZeni a volba bisfosfonatu

V3echny publikované randomizované studie pouZivaji bisfos-
fonity u poskozeni skeletu solidnim tumorem nebo mnoho-
cetnym myelomem, kde jsou rovnéz tvotfena osteolyticka loZis-
ka.(viz vy$e). Vyjimku tvoii studie s karcinomem prostaty, ty
vSak byly designovany pfevdzné na ovéfeni analgetického
uc¢inku bisfosfonétd. Toto vyuZiti vyplyvd s podstaty farma-
kologického ucinku, kdy bisfosfonéty ptimo tlumi buriky resor-
bujici kost-osteoklasty. V téchto studiich nebylo jednoznacné
verifikovano jednd -li se o osteolytické ¢i osteoblastické
poskozeni skeletu. Existuje jedind prace kdy je bisfosfonat,
konkrétné zolendronat, ispé$né pouZit pro lécbu verifikova-

*  Na zdklad¢ studii existuji pochybnosti o dostate¢né G¢innosti pouze 2 tablet denné.

** U téchto preparatl se orientacni cena a maximdlni thrada v ¢iselniku VZP 1/2005 i, a plati, Ze cena
je odlisnd v riznych regionech i 1ékdrnach a doplatek pacienta je minimalizovéan a nebo se nedoplaci
nic. Z tohoto ditvodu neuvadime doplatek pacienta.

nych osteoblastickych kostnich 1ézi (56). Tento poznatek
o pisobeni zolendronatu musi byt potvrzen randomizovanou
studii. Nelze zatim doporucit pausilni mimostudiové pouZiti
zolendronatu u osteoblastického postiZeni skeletu.

Farmakoekonomika

Ceny uvedené v tabulce 2 jsou pievzaty z posledniho platné-
ho Ciselniku VZP u nekategorizovanych preparati jsou pouze
orientacni na zdkladé firemnich informaci. Uvedeny jsou
ndklady na mésic udrZzovaci 1é¢by. Kromé pamidronatu
a zolendronatu neexistuje pfimé srovnani Gc¢innosti jednotli-
vych prepariti, proto pfi vybéru bisfosfondtu hraje farmako-
ekonomické hledisko dulezitou roli. Pouha cena 1éku, ale neni
jediny naklad souvisejici s jeho poddnim. K ndkladiim na 1ék
je nutno pfipocist i 1) praci zdravotnického personélu 2) pou-
Zité materidlni vybaveni 3) nezanedbatelné jsou rovnéZz nkla-
dy na transport nemocnych jdouci ze zdravotniho pojisténi.
Tyto ndklady zcela postradaji perordlni prepardty. .

Dostupnost jednotlivych bisfosfonati

U v8ech zminénych bisfosfonatl existuje indika¢ni omezeni,
lécbu t€mito prepardty miZe indikovat onkolog, hematolog,
internista a ortoped, u zolendronatu navic i pneumolog. Pre-
hledné v tabulce 2.

Klodronat je registrovan v intraven6zni formé jako Bone-
fos, hrazen je v plné vysi jako zvlast i¢tovany 1é¢ivy piipra-
vek v ambulantni péci nebo v ramci lékového pausalu, jde-li
o poskytovani ustavni péce. V perordlni formé jsou regist-
rovany dva piipravky Bonefos (Schering) a Lodronat
(Roche). Bonefos je plné hrazen pojiStovnou. Lodronat je
hrazen pouze c¢aste¢né. Orientacni cena z Ciselniku VZP
a maximalni dhrada pojiStovnou se 1isi cca o 700K¢ na bale-
ni 60x520mg tbl. Na zaklad€ srovndvaci studie vSak existu-
ji odivodnéné pochybnosti zda davkovani Lodronatu
(2x520mg) je dostatecné, respektive srovnatelné s doporu-
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¢enou davkou 2x800mg u Bonefosu a obecné klodronatu
(52). Pamidronat je registrovan v intraven6zni formé jako
Aredia (Novartis), ale tento firemni preparét je od roku 2004
v CR nedostupny, respektive jeho vyroba byla ukon&ena.
DalSim prepardtem je Pamitor ( Torrex Pharma) uctovan jako
zv14St uCtovatelny 1éCebny preparat v pfipad€ ambulantni
péce a v ramci lékového pausalu pii tstavni péci. Orientac-
ni cena z Ciselniku VZP a maximalni tthrada poji§tovnou se
1isi cca 0 3000 tisice na mési¢ni davku.

Ibandronat je registrovéan v intraven6zni formé jako Bondro-
nat (Roche), je hrazen plné jako zv14st actovany 1é¢ivy pii-
pravek v ambulantni péci nebo v ramci lékového pausélu, jde-
li o poskytovani dstavni péce. Perordlni forma Bondronatu je
registrovand, ale k lednu 2005 neni kategorizovana. Zolend-
ronat je registrovan jako Zometa (Novartis). Orienta¢ni cena
z Ciselniku VZP a maximdlni dhrada pojistovnou se lisi cca
06000 tisic na mési¢ni davku. Finan¢ni tidaje vychazeji z aktu-

alné platného ¢iselniku VZP, doplatky vychazeji pouze z odec-
teni orienta¢ni ceny a maximadlni thrady, aktudlni doplatek se
vétSinou jistym zpisobem li$i podle regionu a 1ékarny a doplat-
ky jsou minimalizovény nebo neexistuji.

Zavér

Bisfosfonaty jsou léky pouzivané od 80-let minulého stoleti.
Jejich standardni indikaci je osteopor6za, solidni tumory meta-
stazujici do kosti a mnohocetny myelom i bez prokazatelnych
kostnich metastaz (2,33). Lze konstatovat, Ze bisfosfonaty maji
velice pfiznivy vliv na kvalitu Zivota téchto nemocnych, ale
vliv na celkovou dobu pieZiti u nddorovych onemocnéni zista-
va zatim nejasny. Navic chybi srovndni a¢innosti jednotlivych
bisfosfondti, kromé zolendronatu a pamidronatu. Plati tedy Ze
volba bisfosfonatu je pIné zavisla na 1ékafi, s pfihlédnutim
k vyhoddm a nevyhoddm jednotlivych preparart a s ptihléd-
nutim k jedinecnosti pacient.
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RNA NADOROVE VAKCINY NA BAZI DENDRITICKYCH BUNEK
RNA CANCER VACCINES BASED ON DENDRITIC CELLS

DUDOVA S.;, MICHALEK J.123, HAJEK R.134

' LABORATOR EXPERIMENTALNI HEMATOLOGIE A BUNECNE IMUNOTERAPIE PRI ODDELEN]{ KLINICKE
HEMATOLOGIE, FAKULTNI NEMOCNICE BRNO

21. DETSKA INTERNI KLINIKA, FAKULTNI NEMOCNICE BRNO

3 UNIVERZITNI ONKOLOGICKE CENTRUM MASARYKOVY UNIVERZITY V BRNE

4 INTERNI HEMATOONKOLOGICKA KLINIKA, FAKULTNI NEMOCNICE BRNO

Souhrn: V poslednich letech se objevuji nové pfistupy pro stimulaci nadorové specifické imunity s vyuZzitim dendri-
tickych bunék naloZenych nadorovymi antigeny. Dendritické butiky (DB) jsou vykonné antigen prezentujici butiky,
které maji schopnost aktivace CD4+ a CD8+ naivnich T-lymfocyti a podili se tak na vzniku priméarni imunitni odpo-
védi in vitro a in vivo. Bylo prokédzéno, Ze DB transfekované ribonukleovou kyselinou (RNA) kédujici tumor asoci-
ované antigeny nebo celkovou nddorovou RNA aktivuji T-bunécné odpovédi u riznych typi nddorové tkané. Nékte-
ré z metod se prokdzaly byt natolik Gi¢inné a bezpecné, Ze byly zahdjeny klinické zkousky I/II faze. Tento Clanek
porovnava rizné formy antigent, které mohou byt vneseny do dendritickych bunék. Dale se zaméfi na metody trans-
fekce RNA urcené pro piipravu protinidorovych vakcin a zmini nékteré z dosavadnich vysledkt klinickych studii.

Klicova slova: dendritické buiiky, antigen, RNA, elektroporace, transfekce

Summary: Over the last decade, new strategies for induction of tumor specific immunity using dendritic cells
loaded with tumor antigens have emerged. Dendritic cells (DCs) are potent antigen-presenting cells that have the
unique capability of activating CD4+ and CD8+ naive T lymphocytes and thus participate in the induction of pri-
mary immune response in vitro and in vivo. It was shown that DCs transfected with ribonucleic acid (RNA) coding
for a tumour-associated antigen or whole tumour RNA are able to induce T-cell responses in various tumor tis-
sues. Several approaches have proved to be successful and safe enough to lead to the initiation of clinical phase
1/2 trials. This review compares various forms of antigens that can be transferred into dendritic cells. Further-
more, it focuses on different methods of RNA transfection intended for the preparation of anticancer vaccines and

notices some recent results of clinic studies.

Key words: dendritic cells, antigen, RNA, electroporation, transfection

1. Uvod

Pole nadorové imunoterapie se v poslednich letech rozrostlo
také o vyuZiti dendritickych bunék (DB) naloZenych nadoro-
vymi antigeny (tumor associated antigene, TAA), coZ pied-
stavuje vhodnou strategii pro vyvolani protektivni imunitni
reakce. Dendritické butiky jsou jedine¢né antigen prezentuji-
ci butiky (APB) diky své schopnosti nabidnout pohlceny
a zpracovany antigen nejen pamétovym, ale i naivnim T-lym-
focytlim, a zaroveri jsou klicovymi modulatory imunitni odpo-
védi ovliviiujici diferenciaci T-lymfocytt smérem k Th1 nebo
Th2 odpovédi (1, 2). Metody pro pfipravu protinidorovych
vakcin mohou byt rozdéleny do dvou kategorii: antigen-spe-
cifické, ve kterych nadorové antigeny byly identifikovany
a izolovany a buné¢né nebo-li antigen-nespecifické metody,
u kterych antigeny nejsou dosud znamy, ale predpoklada se
jejich pfitomnost v materidlu pouZitém pro piipravu vakciny.

2. Druhy antigent a jejich zpracovani

Antigeny mohou byt do DB dodény ve formé peptiddl, purifi-
kovanych proteint, extraktti z niddorovych bunék, apoptickych
télisek nebo nukleovych kyselin (DNA nebo RNA) (tab. 1).
Tento materidl je v kone¢né fazi dendritickou butikou rozsté-
pen na kratké oligopeptidy, které jsou poté exprimovany na
povrchu butiky ve spojeni s molekulami hlavniho histokompa-
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tibilniho komplexu (HLA) a nabidnuty receptoru T-lymfocyti
(TCR, T-cell receptor), coZ pedstavuje prvni aktivacni signdl.
DB tvofi s T-lymfocyty shluky za pfispéni riznych adheziv-
nich molekul, pfedevs§im CD54 (ICAM-1), CD102 (ICAM-3)
a CDS58 (LFA-3), které jsou exprimované ve vysoké mife na
aktivovanych DB. Druhy signdl dileZity pro spuSténi imunit-
nf odpovédi predstavuje interakce kostimula¢nich molekul na
povrchu DB s odpovidajicimi ligandy T-bunék. Zprostfedko-
véan je povrchovymi molekulami CD80 (B7-1), CD86 (B7-2)
na povrchu DB a CD28 v membrané T-lymfocytt. Pii nedo-
state¢ném druhém signalu je indukovéna anergie T lymfocyti.
Uspé&sna vakcina by méla indukovat jak antigen-specifické
CD4+, tak CD8+ buiiky. CD4+ T-lymfocyty jsou nutné pro
vznik a udrzeni CD8+ T-bunécnych odpovédi a mohou pfimo
nebo nepiimo prispét ke zni¢eni nddorovych bunék. Vyznam-
nost CD8+ T-bunék v imunitni odpovédi spociva v inhibici
tumorového rastu a eradikaci nddorovych bunék (3). Forma,
v jaké je antigen dorucen do DB ovliviluje cestu prezentace
antigenu a jeji ac¢innost, ale také naslednou kvalitu aktivace T-
bunék (4). Je zndmo, Ze zralé DB exprimuji vyS$8i hladiny HLA
a kostimula¢nich molekul, a proto jsou schopnymi stimulato-
ry T-lymfocyti in vivo (5). Naproti tomu nezralé DB exprimu-
jinizké hladiny maturacnich markert, jejich stimulace T-bunék
neni u¢innd a tak spise tolerizuji neZ imunizuji (6). Obecné se



pro transfekci pouzivaji nezralé DB, kte-
ré jsou azZ nasledné maturovany piidinim
riznych cytokinil. Byly ov§em popsany
i postupy opacné, tj. transfekce jiz zra-
lych DB (7, 8).

2.1. Peptidové a proteinové antigeny
Bylo potvrzeno, Ze peptidem nebo prote-
inem naloZené DB jsou schopnymi
induktory antigen-specifické protinddo-
rové odpovédi nejen na zvifecich mode-
lech, ale i u onkologickych pacienti (9,
10). Strategie zaloZené na vyuZiti pepti-
di maji své nevyhody, jako jsou napfii-
klad pfechodnd prezentace antigennich
epitopit T-buiikdm kvili rychlému
odbourdvéani vytvofenych peptid/HLA
komplexti nebo variabilita vazebnych afi-
nit syntetickych peptidi. NaloZeni DB
peptidem vyZaduje aminokyselinovou
sekvenci kompatibilni s individudlnim
HLA typem pacienta (nejcastéji zastou-
peny je typ HLA-A2). Pii aplikaci nékte-
rych HIV proteind byl navic zjiStén pii-
my efekt na imunitni funkce bunék (11).
NaloZeni proteint o plné délce jako anti-
genu umoziuje vznik imunitni odpovédi
vici jeho riznym epitoptim.

Klinické odpovédi na vakciny s vyuZi-
tim protein® a peptid(i jsou minimdlni,
a pokud se objevi, obvykle nekoreluji
s velikosti méfené T-bunécné odpovédi
(12). Nizsi odpovidavost odrdzi prefe-
ren¢ni indukci T-bunék s nizkou avidi-
tou, které potom nerozeznavaji nizsi hus-
totu epitopu na nadorovych butikdch po
zpracovani endogenné exprimovaného
antigenu a souc¢asnou ztratu vysoce afin-
nich T-lymfocyti (13). U¢innost pepti-
dové strategie muaZe byt také sniZena
disociaci peptidu z molekul HLA tiidy
I nebo rychlym odbourdvénim a vymeé-
nou povrchovych molekul HLA tfidy I,
coZ usti ve zkrdcenou dobu prezentace
antigenu (14).

2.2. Nadorové buriky a extrakty

Jako antigeny mohou byt vyuZity i nado-
rové buiiky ve formé lyzatu, apoptickych
télisek ¢i flzni hybridom nddorové
a dendritické buriky. Takto pripravené
vakeiny vSak obsahuji i jiné molekuly,
které nejsou antigenni a mohou negativ-
né ovlivnitimunitni odpovéd. Dalsi pre-
kazkou muze byt zisk poZadovaného
mnoZstvi nddorovych bunék (15, 16, 17,
18, 19).

2.3. Geneticky material

Pouziti genetického materidlu (DNA
nebo RNA) umoziiuje produkci celych
proteind, které po zpracovidni mohou
poskytnout mnoZzstvi rtiznych epitopl
obou HLA tfid, I i II. Geneticky materi-
al je dostupnéjsi neZ proteiny, miZe byt
upraven pridanim dalSich sekvenci, kte-
ré zlepsuji translaci a expresi proteinu
(polyadenylace), sekvenci, které sméfu-
ji protein k poZadované HLA molekule
(signdl pro vazbu k endolysozomu

Tabulka ¢. 1. Vyhody a nevyhody antigenti vndSenych do DB

Forma antigenu Vyhody Nevyhody
Peptid/protein specificita nutnost znat HLA typ pacienta
komer¢ni vyroba rychlé odbourdvani peptid/
pfiprava vakciny proti HLA komplexit
jednomu konkrétnimu omezené mnozstvi
antigenu identifikovanych peptidii
bezpecnost a proteind
izolace a Cistota proteinti
z4visla na mnoZstvi nadorové
tkané
kratkd Zivotnost
Lyzaty nddorovych celkovy imunogenni obsahuji i neantigenni
bunék, apopticka materidl nadorové molekulty, které mohou
téliska buriky ovlivnit imunitni odpovéd
DNA snadnd priprava riziko neZadouciho zaclenéni
stabilita DNA do genomu buriky
moznost ptidani vznik senzitivity imunitnich
signdlnich sekvenci bunék vici vlastni DNA
amplifikace materidlu nizkd a¢innost trasfekce a
exprese transgenu
RNA bezpecnost citlivost
vneseni vice molekul mensi stabilita
RNA najednou kratka Zivotnost
moznost ptidani tranzientni transfekce
signdlnich sekvenci
piima translace do
proteinu v cytoplazmé
amplifikace materidlu

Tabulka €. 2. Srovnani metod transfekce RNA

Metody transfekce Vyhody Nevyhody
RNA
Virové vektory vysokd acinnost riziko rekombinace
prenosu poZadavky na vybaveni
vysokd exprese laboratore
transgenu imunodominance
riziko exprese virovych
proteint
spolu s vnaSenymi
antigeny
Kationické lipidy nendro¢nost toxicita
omezené mnozstvi
vnaSené RNA
nizka ucinnost
Pasivni transfekce nendro¢nost nizka Gcinnost
Elektroporace vysokd exprese transgenu mortalita bunék

LAMP-1, invariantni fetézec Ii) nebo
zvySuji imunogenicitu kédovanych epi-
topi (20, 21, 22).

2.3.1. Deoxyribonukleova Kkyselina
(DNA)

Pouziti deoxyribonukleové kyseliny
(DNA) ma také svoje nevyhody — niZsi
ucinnost transfekce primarnich bunék
a mozny vznik stabilnich transfektant
(23). Nevirové DNA transfek¢ni metody
nejsou Gcinné, obzvlasté u nedé€licich se
bunék, protoZe do jadra, kde dochazi
k transkripci, je transportovdno pouze

omezené mnozstvi DNA (24). Pfi studiu
transfekce HeLa bunék bylo pozorova-
no, Ze 95% bunék obsahuje vnaseny plaz-
mid v cytoplazmé, ale pouze jejich ¢ast
(30%) exprimuje kodovany protein (25).

2.3.2. Ribonukleova kyselina (RNA)
Bylo zjisté€no, Ze nevirovy prenos RNA
je ve srovnani s DNA ¢innéjsi (26). Po
elektroporaci  dendritickych bunék
mRNA kédujici eGFP (enhanced green
fluorescent protein) byla nejvyssi expre-
se naméfena druhy den po transfekci
a bylo dosaZeno 76ti-ndsobné zvySeni
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flurescence, kdy 95% bunék bylo trans-
fekovano. Vysoka exprese byla zacho-
vana nejméné po pét nasledujicich dni.
Naopak pfi pouziti plazmidové eGFP
DNA bylo ziskdno pouze 15% transfe-
kovanych bun€k a 28mi-nasobny narast
fluorescence (4).

Celkova bunéénd RNA nebo mRNA
predstavuji soubor vSech genii aktudlné
exprimovanych v buiice. Dendritické
buriky transfekované jak celkovou RNA,
tak mRNA, kterd predstavuje pouze 1-
5% bunécné RNA, byly schopny vyvo-
lat tumor-specifickou odpovéd in vitro
bezrozdili v cytotoxické aktivité T-lym-
focyti (27). Transfekci RNA 1ze na roz-
dil od pouZiti DNA obejit problémy
s regulaci transkripce a RNA tak ma po
vstupu do butiky piimy pfistup k trans-
laci. Vyhodou pfi pouZiti RNA je trans-
fekce do cytoplazmy, zatimco DNA
vyZaduje pfistup piimo do jadra buiky
(4). Proklinické aplikace je pouZiti RNA
schopnosti zplisobovat permanentni
genetické zmény v hostiteli (28).

Jako dalsi vyhoda RNA metod se uvadi,
Ze do buriky miZe byt vneseno vice raz-
nych molekul mRNA najednou. Tako-
vato polyvalentni vakcina sniZuje prav-
dépodobnost tniku niddoru imunitnimu
systému a indukuje CTL odpovédi nami-
fené proti pfirozené zpracovanym a pre-
zentovanym imunodominantnim nado-
rovym antigeniim (27). Vneseni mRNA
miZe byt matura¢nim signalem pro DB,
vedouci k zvySené expresi aktivacnich
markeri CD83 a CD86, coZ je spojeno
s vyS$si schopnosti stimulace T bunék
a ziskem migra¢nich vlastnosti (29). Pri
transfekci gag mRNA z viru HIV zUsta-
vé po transfekci vétSina proteinu produ-
kovand nezralymi DB uvniti buiiky, na
rozdil od jinych linii. Intraceluldrné
vytvofeny protein je rozStépen proteazo-
movym systémem na peptidy a naloZzen
na molekuly HLA tfidy I v endoplazma-
tickém retikulu. Cést gag proteinu je
secernovana a nasledné pohlcena dend-
ritickou butikou pomoci endocytézy, coz
predstavuje zpiisob naloZeni na HLA
molekulu tfidy II. NaloZeni antigenu na
HLA molekul tfidy I'i I bylo po trans-
fekci potvrzeno aktivaci a expanzi anti-
gen-specifickych CD4+ a CD8+ T-
bunék (30).

K produkci vét§tho mnozstvi mRNA je
vhodnd metoda amplifikace pomoci PCR
pfes komplementirni DNA (cDNA)
a naslednd transkripce in vitro (31). Pro
amplifikaci byla pouZita mRNA izolova-
nd z naddorovych linii, stejné jako z pri-
marnich nadorovych bunék ziskanych
mikrodisekci (32). Nativni RNA byla
amplifikovand mRNA (27). Pfi manipu-
laci s RNA existuji i nevyhody, jako je
napiiklad jeji kratka Zivotnost a stabilita ¢i
VEtsi citlivost.

Dendritické buiiky naloZené RNA
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Tabulka ¢. 3. Sledované typy antigent transfekovanych do DB

Typy antigenu

Pouzita nadorova tkan

leaadyuicks jednoika telomerkey

melenom, deymom (4, 3]

(hTERT]
ovalbumin (VA s banes 51, 65
Adlget kirsinoermbrvondini antigen pdemakarcinom {21, 57, 61, 64§
specifickd BMA {CEAG

VEGFR-2, T, YEGF

melimom, £luénik (63

prostaticky antigen (PS4

prosiesea { 2K, 40§

suryivin AML 3T
MAGE-] Mirchodeiny myelom, melanom (20
Mlalan-A Pdelgmam ¢ 55)
B-CLL [55)
midor pra (62)
myelom (6]
Colkova BRMNA CHE (5]

uroield |l keeinom (49§

barcinom Ealuddin (52)

rendini karcinom (27, 45

kodujici velké mnoZstvi antigentl jsou
vyuzivany ke stimulaci T-buné¢nych
protinddorovych odpovédi in vitro.
CTL odpovédi byly indukoviny
z mononukledrnich bunék periferni
krve zdravych darct a pacientl s nado-
ry proti reportérovému proteinu eGFP,
riznym antigenim virového ptvodu,
jako napfiklad influenza virus matrix
protein, HPV E6 a E7, gag proteinu
HIV viru (21, 33, 34, 35), stejné jako
normdlnim omezené exprimovanym
genovym produktim, které mohou
slouZit jako nadorové antigeny — pro-
staticky antigen (PSA), telomeridzova
reverzni transkriptdza (TERT), survi-
vin, onkofetdlni antigen (OFA), karci-
noembryondlni antigen (CEA), Melan-
A (36, 37, 38, 39).

3. Metody transfekce RNA do dendri-
tickych bunék

Pro RNA transfekci se vedle virovych
vektorli pouzivaji vét§inou fyzikdlni
metody. [ kdyZ tyto nevirové metody asti
v tranzientni genovou expresi, bylo zjis-
t€no, Ze i nizké hladiny exprese antigenu
jsou dostatecné pro stimulaci T-buné¢né
odpovédi (32, 40) (Tab. 2).

3.1. Virové vektory
Antigeny mohou byt do DB vneseny

pomoci rekombinantnich virt, jako jsou
napiiklad retrovirové nebo adenovirové
vektory, vakcinia, influenza viry ¢i pox-
viry (41, 42, 43, 44). Pouziti virovych
vektord s sebou ov§em nese riziko v tom,
7Ze mohou ovliviiovat funkci DB (45).
I kdyZ je touto metodou dosahovino
vysoké exprese transgenu, piekazku
pfedstavuje pfedevSim riziko integrace
virové DNA do hostitelské buriky a také
buné¢nd imunita namitena proti virovym
proteiniim, kterd mtZe vést az k destruk-
ci geneticky modifikovanych DB
a zdvaznym toxickym vedlej$im ucin-
kim (11, 46, 47, 48).

3.2. Kationické lipidy

Jednou z moznosti naloZeni dendritic-
kych bunék RNA jsou kationické lipidy,
jako je napriklad lipofek¢ni ¢inidlo N-(1-
(2,3-dioleoyloxypropyl)-N, N, N,-trimet-
hylammonium methylsulfate (DOTAP).
Nevyhodou jsou ale jeho toxické ucinky
na dendritické buiiky a omezené mnoz-
stvi RN A, které je schopen na sebe nava-
zat. Reagencie na lipidové bazi vedou
k nizké uc¢innosti RNA transfekce do DB,
pficemzZ Gcinnost transfekce je ovlivné-
na typem pouZitého lipidu nebo pomé-
rem nukleové kyseliny k lipidim. (49,
34, 50, 37). Boczkowski a kol. transfe-
kovali mysi DB kultivované z kostni dfe-



né mRNA pro kufeci ovalbumin (OV A). Tyto buiiky byly poté
schopny stimulovat OV A-specifické cytotoxické T-lymfocy-
ty in vitro. CTL odpovédi mohou byt indukovéany celkovou
RNA, RNA transkribovanou in vitro z OVA cDNA templatu
nebo poly-A+, nikoli v8ak poly-A- frakci izolovanou z OVA-
exprimujicich bunék. Mysi po vakcinaci dendritickymi buii-
kami modifikovanymi RNA z OV A-exprimujicich EL-4 nddo-
rovych bunék byly chranény vici témto nddorovym burikam.
Pti pouziti slabé imunogenni melanomové nddorové linie
B16/F10.9 bylo u mysi vakcinovanych DC-RNA pozorovano
sniZené metastazovani v plicich (51).

Koido akolektiv sledovali imunitni odpovéd po vakcinaci DB
transfekovanymi MUC1 RNA. Byla prokdzana exprese MUC1
peptidd a kostimula¢nich molekul na bunééném povrchu. Po
injekci do baze ocdsku byly transfekované DB detekovany
v tiiselnych lymfatickych uzlinich. Vakcinace kontrolnich
mysi témito DB vedla k anti-MUC1 imunitni odpovédi vici
MUCI1-pozitivnim MC38/MUCI, ale ne MUC1-negativnim
nidorovym butikdm. Z4dn4 nebo velmi mald anti-MUC1 imu-
nita byla indukovéna s transfekovanymi DB v MUCI trans-
gennich mysich. Tato rezistence byla zvracena pfi podani trans-
fekovanych DB spolu s IL-12 (52).

Imunitni odpovéd miiZe byt indukovana i pro virové antige-
ny. DB naloZené M1 RNA (koédujici influenza virus matrix
protein) jsou schopné stimulovat M 1-specifické naivni a pamé-
tové cytotoxické T-lymfocyty. DB transfekované M1 RNA
stimuluji produkci INF-y ve vysokych koncentracich, podob-
né jako po naloZeni peptidem. Naproti tomu, DB modifikova-
né DNA stimuluji pouze malé mnoZstvi CTL produkujicich
INF-y. DB oSetfené neantigennim materidlem — GFP
RNA/lipozomy, GFP DNA/lipozomy, samotnymi lipozomy,
nebo DB ¢i CTL samotnymi neprokdzaly aktivaci odpovéd-
nych bunék (34).

Zajem védct se zamétuje také na identifikaci dalSich nadoro-
vych antigenti. Jeden z nich, survivin, patii do rodiny inhibi-
torti apoptdzy. Survivin specifické CTL lyzovaly fadu hema-
topoetickych malignich buné¢nych linii a primérni nadorové
buiiky izolované z pacientl s akutni myeloidni leukémii. Vak-
cinace mysi se survivin exprimujicimi DB méla za nésledek
dlouhodobou rezistenci po vystaveni lymfomovym buiikdm
(39). Podobné jako katalytickd podjednotka telomerdzy ma
pouZiti survivinu jako atigenu pro vakcinac¢ni tcely tu vyho-
du, Ze sniZeni exprese nebo ztrita antigenu jako mechanizmus
imunitniho uniku zabratiuje dalsi progresi nadoru (36, 39).

3.3. Pasivni transfekce

Jako dalsi zptisob vnaSeni antigeni do nezralych DB byla vyu-
Zita samotnd mRNA v mediu, tzv. pasivni transfekce, kterd je
dostate¢nd k vyvolani specifické CTL odpovédi. Pasivni trans-
fekce byla pouZita tispé$né nejenom v preklinickych, ale i kli-
nickych studiich (28, 33, 34, 36).

DB koinkubované s RNA izolovanou z rendlni nidorové tka-
né jsou schopny indukovat nddorové-specifickou T-lymfocy-
tarni odpovéd in vitro. CTL lyzuji allogeni nddorové buiiky,
ale ne allogeni buiiky normélnich tkéni. Timto zpiisobem se
podafilo pfipravit imunitni odpovéd nejen vic¢i primédrnim, ale
i metastatickym tumortim (53). Na zakladé tohoto pfistupu
byly provedeny klinické zkousky I faze, do které bylo zataze-
no 10 pacientll s rendlnimi tumory. Vakcina byla nejen bez-
pecnd, ale také schopna stimulovat expanzi tumor specifickych
polyklondlnich T-bunék u imunizovanych pacienti (29).
Imunoterapeutické pfistupy se pouzivajii v 1écbé mozkovych
tumord, i kdyZ je zde riziko vzniku experimentdlni alergické
encefalitidy (EAE) pfi pouZiti nddorového materidlu z CNS
jako zdroje antigentl. Australska skupina v ¢ele s D. A. Caru-
sem provedla klinické zkouSky I. faze podanim DB naloZe-
nych nddorovou RNA détskym pacientiim s mozkovymi niddo-
ry. U Zadného z pacientll nebyly pozorovany symptomy EAE
nebo jiné autoimunitni odpovédi. U tii ze sedmi pacientt, kte-
ti dostdvali vakcinu se objevila klinick4d odpovéd na vakcina-

ci: ujednoho ¢astec¢nd imunitni odpovéd a u dvou stabilni one-
mocnéni. Vakcinace nevyvolala robustni tumor-specifickou
imunitni odpovéd, ale zvySila bunécnou odpovéd na dalsi
nespecifické stimuly (54).

Dals$im typem nadorové tkanég, pro kterou byl vyuZit postup
ptipravy naddorové specifickych CTL je urotelidlni karcinom.
Tumor infiltrujici lymfocyty (TIL) nezabijeji autologni nddo-
rové buriky in vitro, ovSem po jednordzové aktivaci autolog-
nimi DB naloZenymi nddorovou mRNA byly TIL schopny
indukovat lyzu autolognich karcinomovych bunék. Tento
efekt nebyl pozorovén po inkubaci TIL s netransfekovany-
mi DB (55).

Dendritické buiiky pasivné transfekované mRNA kédujici pro-
staticky antigen (PSA) stimuluji CTL odpovédi, které nevy-
kazuji zkfiZenou reakci na kallikrein, protein, ktery je homo-
logni s PSA. ProtoZe u zdravych Zen nedochazi k vyznamné
PSA expresi, zatimco zdravi muZi nebo pacienti s tumorem
prostaty jsou vystaveni vy$§im hladindm cirkulujiciho PSA
proteinu, byl u téchto skupin predpokladédn rozdil ve schop-
nosti indukce CTL vi¢i PSA. Bylo ovSem potvrzeno, Ze PSA
RNA transfekované DB ze zdravych dércii, muZzi i Zen, nebo
nadorovych pacientt jsou stejné icinné ve stimulaci PSA-spe-
cifickych CTL (40).

Polyvalentni nddorové vakciny, které pouZivaji celé antigen-
ni spektrum nadorové buiiky predstavuji vyhodné;jsi terapeu-
tickou strategii pacientil s nidory neZ vakciny namifené proti
jednotlivym antigentim. I kdyZ polyklondlni CTL odpovédi
vzniklé s pouZitim RNA amplifikované z mikrodisektovanych
nadorovych bunék prostaty zahrnuji jako komponentu odpo-
véd vici prostatickym antigenim (PSA), stejné jako vici telo-
merazové reverzni transkriptize (hTERT), tumor specifické
CTL byly efektivnéjsi nez samotné PSA nebo hTERT CTL
v rozezndvani a lyze cilovych bunék. Navic CTL lyzuji neje-
nom buriky primarniho nadoru, ale i metastazy (31, 53).
Néktefi autorfi ovSem popisuji pasivni transfekce jako net-
¢innou metodu (23, 34, 51). Koinkubace DB v roztoku
s RNA vedla v téchto pfipadech k nizké expresi antigenu.
M1 mRNA naloZené a nenaloZené DB nejevily vyznamny
rozdil v cytotoxicité jimi aktivovanych CTL. Vyssi exprese
mRNA v CD34+-DB byla pozorovana pouze pfi pasivni
transfekci neantigenni eGFP mRNA. Rozdil miZe byt zpt-
soben pouZitim jinych prekurzord dendritickych bunék
andslednou kultivaci ¢i odliSnostmi ve vnaSené RNA. Moz-
nym divodem dosaZené nizké ucinnosti touto metodou je,
Ze zahrnuje prodlouZenou inkubaci labilni RNA s bunénou
kulturou, pficemZ RNA vstupujici do bunék endocytdzou
muze byt ispéSné degradovana, specidlné u nezralych dend-
ritickych bunék, které jsou zamétfené na piijem a degradaci
okolniho materidlu (4).

3.4. Elektroporace RNA

Elektroporace predstavuje fyzikalni metodu vnaseni transge-
nu, kterd vyuZziva pulzli o vysokém napéti k otevieni pori
v membriné butiky, coZ umoZiiuje priichod molekulam DNA
nebo RNA. Elektroporace nevyZaduje dalsi reagencie a miiZze
byt pouZita i pro klinické studie. Optimalizace a stanoveni
uspésnosti elektroporace je vétSinou provadéno pomoci ana-
lyzy exprese transgenu eGFP (enhanced green fuorescent pro-
tein) (56). Méfenim povrchovych markert typickych pro zra-
1¢ DB jako jsou CD83, CD80 a CD86 nebyl zjiStén vliv
elektroporace na maturaci DB ani na stimulaci T-lymfocyti
(23, 57). Elektroporace pfedstavuje u¢innéjsi postup vnaseni
antigenni RNA do DB nez pasivni transfekce Ci lipofekce (49).
Nevyhodou elektropora¢ni metody je mortalita bun¢k zpuso-
bend Spatnym uzavienim pori po aplikaci elektrického pulzu.
Pii pouZzit definovanych antigenti bylo zji$t€no, Ze DB elek-
troporované mRNA jsou efektivnéj$i ve schopnosti indukovat
antigen-specifickou CTL odpovéd in vitro nez DB naloZené
peptidy nebo dokonce DB po transdukci rekombinantnimi
virovymi vektory (21, 43, 51). Némecka skupina z Tiibinge-
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nu v Cele s Grunebachem porovnavala procenta uspésnosti
transfekce s vyuZitim mRNA pro eGFP protein u nasleduji-
cich zpisobi naloZzeni DB: elektroporace, lipofekce a na
CD71-receptor vazané dodani Ag. Elektroporace se prokdza-
la jako nejvice tcinna s 30% eGFP pozitivnich bunék, zatim-
co systém vyuZzivajici transferinovy receptor poskytoval méné
neZ 1% eGFP exprimujicich bunék. Doddnim RNA pomoci
lipozom1 bylo ziskano 17,5% eGFP pozitivnich bunék v zavis-
losti na mnoZstvi RNA. KdyzZ tyto pfistupy byly pouZity pro
transfekci DB s RNA izolovanou z eGFP exprimujici linie
rendlniho karcinomu N43 a naslednou pfipravu tumor-speci-
fickych CTL, v8echny zptsoby transfekce byly schopné navo-
dit cytotoxickou odpovéd, i kdyZ bylo pouZito malé mnoZstvi
RNA (27). Jiné skupina potvrdila srovnatelnost exprese trans-
genu po elektroporaci s transdukci retrovirovymi (RV) nebo
adenovirovymi (AdV) vektory (26).

Nicméné€ bylo prokazano, Ze antigen-specifické T-buiiky
mohou vznikat po stimulaci RNA transfekovanymi DB i kdyz
nebyla detekovédna exprese transgenu na proteinové trovni (32,
40). Niz8i koncentrace peptidd na povrchu DB po RNA trans-
fekei ve srovnani s koncentracemi dosaZenymi po exogennim
naloZeni peptidy nesniZuje tc¢innost indukce CTL a miZe
upfednostiiovat vznik vysoce afinitnich cytotoxickych lymfo-
cyth a tak ustit ve vysoce specifickou nadorovou cytotoxicitu.
Pfisrovndni mRNA a plazmidové DNA vnaSené do DB pomo-
ci elektroporace byla mRNA ucinnéji transfekovéana a s nizsi
bunécnou toxicitu neZ DNA (37). Elektroporaci 1ze dosahnout
vysoké ucinnosti s vysokymi hladinami exprese vnaSeného
genu aZ po dobu 14 dni (58). DB byly transfekovany eGFP
mRNA nebo celkovou buné¢nou RNA izolovanou z eGFP
exprimujici linie K562. I kdyZ intenzita eGFP exprese v DB
transfekovanych celkovou RNA byla niz$i ve srovnéni s expre-
si v DB transfekovanych s IVT eGFP mRNA, urcita cyto-
plazmatickd syntéza eGFP byla potvrzena v DB transfekova-
nych celkovou RNA (59).

Tuyaerts a spolupracovnici porovndvali transgenni expresi
mRNA v DB po elektroporaci a mRNA spontianné pohlcenou
DB. Vysledky prokazaly vyssi expresi mRNA u elektroporo-
vanych dendritickych buné€k, coZ se projevilo i jejich vyssi
schopnosti vyvolat antigen-specifickou T-bunécnou odpoveéd
vici antigenu (35). DB elektroporované s mRNA kddujici
Melan-A silné€ aktivovaly Melan-A-specifické cytotoxické T-
lymfocytarni klony a byly t¢innéj$i neZ DB naloZené mRNA
lipofekei nebo volné smichané s RNA (37).

U vétSiny mysich a lidskych nadort je telomerazovy ribonukleo-
vy komplex (TERT) reaktivovén, zatimco v normdlnich tkanich
je neaktivni. DB naloZené mySi TERT RNA aktivuji CTL, které
rozeznévaji myS§i melanomové a thymomové buiiky. Ve shodé
s predchazejicimi pozorovanimi bylo zjiSténo, Ze DB transfeko-
vané celkovou RNA pfipravenou z TERT-pozitivniho nddoru
poskytuji vétsi protinddorovou ochranu nezZ DB naloZené pouze
TERT RNA. TERT pravdépodobné neni imunodominantni anti-
gen u mysi (53). Naopak u lidi byla mRNA telomerdzové kata-

lytické podjednotky hTERT po elektroporaci do DB schopna
vyvolat stimulaci cytotoxickych T-lymfocyth (4).

Metoda elektroporace DB celkovou nddorovou RNA se uka-
zala jako vhodnd ke stimulaci odpovédi i vici méné imunit-
nim malignitdm, jako je napriklad rakovina prsu. CTL odpo-
védi stimulované celkovou RNA mohou mit selektivni
specifitu pro ¢4st prezentovanych peptidl, ale nerozeznavaji
vSechny epitopy exprimované na nddorové burice (60). Podob-
né bylo dosazeno CTL odpovédi i u myelomu s pouZitim linii
LP-12aU266. Milazzo a kolektiv pripravili CTL schopné lyze
t&chto linif antigen-specifickym a HLA I. tfidy omezenym zpii-
sobem. LP-1 specifické CTL neprokazovaly specificitu naidi-
otypovy protein izolovany z této linie. U myelom-asociova-
ného antigenu, mucinu 1 (MUC1) byla potvrzena specificka
reakce CTL indukovanych DB transfekovanymi RNA z U266
myelomové linie (61).

V posledni dobé se zdjem zaméfuje i na kombinaci nddoro-
vé imunoterapie a antiangiogenni terapie. Pro inhibici angi-
ogeneze byly mysi imunizovdny DB, které byly elektropo-
roviny mRNA koédujici produkty exprimované béhem
neoangiogeneze: receptor-2 pro vaskularni endotelovy riisto-
vy faktor (VEGFR-2) a Tie2, exprimované v proliferujicich
endotelovych butikdch, a vaskularni endotelovy rstovy fak-
tor (VEGF) exprimovany v angiogennim stromatu a nadoro-
vych buiikdch. Vakcinace mysi stimulovala CTL odpovédi
a vedla k ¢aste¢né inhibici angiogeneze spolu s inhibici ris-
tu tumord u naddorovych modelit B16/F10.9 melanomovych
metastiz a MBT-2 nddoru Zlu¢niku. Imunizace nddorovou
RNA (B16/F10.9 nebo MBT-2) stimuluje tumor specifickou
protektivni imunitu a takto ovliviiuje nddorové butiky pfimo,
zatimco pouZziti VEGFR-2 nebo Tie2 ovliviiuje vaskulari-
zaéni proces. Soucasné podani DB naloZenych VEGFR-2
nebo Tie2 a celkové nddorové RNA vykazovala synergistic-
ky protinddorovy efekt, ktery byl pozorovan i po spolecné
imunizaci riznymi kombinacemi definovanych tumor expri-
movanych antigenti, TERT nebo TRP-2, a VEGF nebo
VEGFR-2 (62). Nékteré z vysledki preklinickych a klinic-
kych studii jsou shrnuty v tabulce 3.

4. Zavér

Kromé alogenniho pfistupu nenasla doposud buné¢nd imuno-
terapie pevné misto v klinické praxi. Jde vSak o dynamicky se
rozvijejici perspektivni vyzkumny smér, ktery dnes nabizi Siro-
kou $kalu experimentélnich klinickych aplikaci véetné vyuZi-
ti RNA vakcin. RNA vakciny jsou bezpecné a schopné vyvo-
lat CD4+ i CD8+ imunitni odpovéd. Bude vSak nutnd dalsi
optimalizace metod vnaseni antigenniho materidlu do dendri-
tickych bunék. Jednim ze zplsobu zlepSeni imunitni odpové-
di je modifikace RNA sekvence ke zlepSeni jeji stability aicin-
nosti translace a také sekvenci, které ovliviluji zpracovéani
peptidu a tak zvySuji antigenicitu. V neposledni fadé rozvoj
modernich metod detekce imunitnich odpovédi na tyto vakci-
ny usnadni a urychli dalsi rozvoj.
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Souhrn: Autofi podavaji prehled a zhodnoceni publikovanych dat zabyvajicich se problematikou exentera¢nich
grese karcinomu déloZniho hrdla, vulvy nebo pochvy po primérni radioterapii. Zakladni podminkou pro prove-
deni vykonu je absence vzdalenych metastdz. Mortalita vykond se v soucasné dobé pohybuje od 5 % do 10 %,
¢asnd i pozdni zdvazna pooperacni morbidita je velmi Casta (40 — 60 %). Supralevatoricky rozsah vykonu umoz-
fuje provedeni nizké kolorektalni anastomozy a ortotopické ndhrady mocového méchyte s vyuZitim uretry k deri-
vaci moci. Hlavnimi argumenty pro provadéni exenteracnich vykont jsou piiznivé dlouhodobé vysledky — cel-
kové Sleté preZziti se pohybuje mezi 50 — 60 %. Pro vysledek operace i prognézu onemocnéni je zasadni ¢asnd
diagnostika progrese nadoru a ¢asné provedeni vykonu.

Kli¢ova slova: panevni exenterace, karcinom déloZniho hrdla

Summary: The authors offer review and critical assessment of published data concerning pelvic exenterations.
Those are standard procedures in onco-surgery. The most frequent indications are recurrences or progressions of
cervical, vulvar or vaginal cancers. A basic condition for the procedure is an absence of distant metastasis. Cur-
rently presented mortality reaches 5 % to 10 %, early and late postoperative morbidity is frequent (40 - 60 %).
Supralevator type of procedure might be followed by low colorectal anastomosis and ortotopic pouch creation
using urethra for urinary diversion. The most significant arguments justifying the procedure are favorable follow-
up results — 5-years overall survival reaches 50 — 60 %. Early diagnosis of recurrence and early procedure are fun-
damental for both procedure outcome and prognosis.

Key words: pelvic exenteration, cervical cancer

Uvod

Exenteracni operace panve patii k nejrozsahlej$im vykoniim
v onkochirurgii, jsou provizeny zdvaznou morbiditou a ve vét-
Siné piipadll zhorSuji vyznamné kvalitu dal$iho Zivota. Jsou
proto Casto povazovany za neadekvétné rozsahlé, pfedevSim
na pracoviStich s mensi zkuSenosti s radikdlIni chirurgii. Jedna
se v§ak o vykony, které maji stale platné indikace. Ve velkych
onkochirurgickych centrech jsou exenterace panve standard-
né provadénymi vykony.

Prvni zpravu o 22 provedenych panevnich exenteracich pub-
likoval v roce 1948 Brunschwig [1]. Operace byly indikova-
ny jako paliativni vykony u lokalné pokrocilych karcinomu
délozniho hrdla, pochvy, vulvy, délohy a tlustého stfeva. Mor-
talita v tomto souboru dosédhla 23 %. Prvni pehledova prace
vroce 1967 zpracovala 932 v té dob¢ publikovanych ptipada,
u kterych byla zjiSténa celkové 17 % mortalita a Sleté preZziti
21 % [2].

Béhem 50 let se podafilo sniZit morbiditu a mortalitu, vyznam-
né sniZit primérnou krevni ztratu, rozvinula se technika rekon-
strukce pdnevniho dna, pochvy a derivace moce, zpiesnil se
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vybér indikovanych pacientek a zkvalitnila se poopera¢ni
intenzivni péce. Plivodni paliativni vyznam operace je dnes
vyuZzivén sporadicky. VétSina operaci je provadéna s primar-
nim kurativnim zamérem. Lepsi vysledky umozZnily v posled-
nich 15 letech rozsifit indikacni spektrum. V ¢eské odborné
literatufe se recentné zabyvaly problematikou exentera¢nich
panevnich vykont autofi z brnénského pracoviste [3; 4]. NaSe
pracoviSté¢ publikovalo podrobnéjsi piehled problematiky
v poslednich dvou letech [5-7]. V tomto obdobi jsme indiko-
vali 15 pacientek a provedli 8 exenteracnich vykond.

Klasifikace

Péanevni exenterace je nékdy myIné povazovéana za vykon, kte-
ry nutné odstrafiuje vSechny orgény z panve a jehoZ nezbyt-
nym disledkem je derivace moci a stolice pomoci stomii. Exi-
stuje vSak nékolik typd vykonu, jejichZ volba ma zasadni
vyznam pro kvalitu dal$iho Zivota.

Z hlediska rozsahu lze vykon rozdélit na pfedni, zadni a total-
ni exenteraci (tabulka 1). Pfedni ¢i zadni exenterace umoziu-
je zachovat fyziologickou derivaci moci ¢i stolice. Kazdy



Tabulka ¢. 1: Klasifikace a rozsah pdnevnich exenteraci z hlediska rozsahu vykonu

Typ exenterace Rozsah vykonu

Tabulka ¢. 3: Prehled mortality, morbidity a Sletého preZiti v publikovanych
souborech pacientek s provedenou panevni exenteraci

volné upraveno dle [23; 27; 29; 32; 33]

z téchto typi 1ze navic provadét v rozsahu supra- ¢i infraleva-
torickém. Supralevatorickd exenterace je indikovadna u tumo-
rt lokalizovanych nad drovni mm. levatores ani. Pii vykonu
jsou zachovény svaly dna panevniho, distalni Cast rekta se své-
racem, distalni 1/3 pochvy, uretra a eventuelné ¢ast kr¢ku
mocového méchyte. Zachovand ¢4st rekta je vyuZita k prove-
deni nizké kolorektdlni anastomdzy v jedné dob€, rozsah vyko-
nu pripousti i volbu ortotopické ndhrady mocového méchyfe,
kde je kontinence zajiSténa svéraCem ponechané uretry.
Dusledkem supralevatorického vykonu tak nemusi byt prove-
deni stomie. Naopak infralevatoricky rozsah exenterace neu-
moziuje ponechat Zddny z vySe jmenovanych orgdnd. Rozsah
vykonu musi na prvnim misté zajistit dostate¢nou onkologic-
kou radikalitu vykonu.

Indikace

Ackoli plivodnim cilem exentera¢nich vykont v 50. a 60. letech
byla paliativni 1écba lokdlné pokrocilych nélezi, je dneSni
pohled na indikace zcela odliSny. VétSina autord uzniva pou-
ze terapeutické indikace s cilem vyléceni pacientky. Vyjimecné
jsou vykony provadény i z indikaci paliativnich pro nehojici
se abscesy, Spatné zvladatelnou bolest, neztiSitelné krvaceni
Ci pistéle [8].

Nejcastéjsi indikaci panevni exenterace je v soucasnosti pro-
grese Ci recidiva zhoubného nadoru v panvi po primarni radio-
¢i chemoradioterapii. V poslednich letech jsou exenterace zva-
Zovény i v primdrni 1é¢bé lokalné pokrocilého onemocnéni.
V téchto piipadech je alternativou chirurgické 1é¢by radiotera-
pie. Limity radiacni 1é¢by musi byt zhodnoceny individudlné
a u pacientek, u kterych by vzhledem k velikosti ¢i lokalizaci
niddoru mélaradioterapie s velkou pravdépodobnosti pouze pali-
ativni efekt, zvaZen exenteracni vykon [9-10]. Upusténi od radi-
oterapie ma velky vyznam pro morbiditu chirurgického vyko-
nu, kterd je signifikantn€ vy$$i u pacientek po predchozi radiac¢ni
1écbé. Exenteracni vykony maji svoje opodstatnéni predevsim
u lokalné pokrocilych karcinomil vulvy a pochvy.

Ptedni mocovy méchy¥, uretra, distalni &4st ureteri, Studie No Mortalita (%)| Morbidita® (%)| ~ Slet¢
déloha, pochva, parakolpium, parametrium, preZiti (%)
panevni peritoneum, lymfatick4 panevni tkan Goldberg, 1998 [34] 154 14 47
Zadni rektum, d&loha, pochva, parakolpium, Hockel, 1996 [35] 48 0 33 44
parametrium, pdnevni peritoneum, Matthews, 1992 [36] 63 11,1 76 46
lymfatickd panevni tkafi Anthopoulos, 1989 [37]| 20 5 84 58
P K PSP tlni ¢4 Morley, 1989 [29] 100 2 49 61
Totalni rel tun?, motovy méchyft, uretra, d_1$ta ni Cast Rodrizue Cuevas, 1988 138] | 252 74 ) 1956
ureterd, Qeloha,’poch\ja, p?rakolplum, Lopez, 1994 [39] 232 4 15 )
farafmt‘?“liﬁ‘mi p"‘“e,vt“kl}ie“m“e“m’ Plukker, 1993 [40] 20 0 55 30
ymfaficka panevit than Hida, 1998 [41] 50 6 2 64
< o e 4 . .. L Meterissian, 1997 [42] 40 0 - 49
Tabulka ¢. 2: Prehled nejcastéjSich ¢asnych a pozdnich pooperacnich komplikaci Shirouzu, 1995 [43] 2% 3 31 25
Casné komplikace Pozdni komplikace ;Vanebol, 919939‘[‘4318] ‘3‘3 gg 88 ?3
PP - - - - eung, ) -
Intestinalni retrakce kolquomle perlstonvnc‘lfa hernie Hafner, 1992 [45] 7 3 e
protrahovany fieus ObstrukCni leus Takowatz, 1985 [24] | 104 87 769 pi]
perined’ni hernie enteralnt pistel. Shepherd, 1994 [31] 0 19 52,5 v
zgﬁzigg:“aimmézy perinedlni hernie Shingleton, 1989 [30] | 143 63 - 30
- - Ketcham, 1 4 162 -
Urologické netésnost anastomoz obstrukce vyvodnych cest 355252?&157109[7068 7] 521 §73 - ?g 9
ischemie klvlcky stfevni ¥1t;a§a Symmonds, 1975 [14] | 198 8.1 - 3
zf;fl’fzzrfyovcs e oot Infexce, sepse Rutledge, 1977 [32] 296 13,5 - 1.1
— Sl - S— . Averette, 1984 [23] 92 239 - 37
Vaskularni krvaceni hluboka Zilni trombdza
fromboza ickych cév Sharma, 2005 [15] 48 42 27 40
plicni embolie & morbidita peropera¢ni a ¢asnd poopera¢ni
Ostatni infekce rany pénevni absces
panevni absces deprese . . L L. . .
preumonie Z velkych soubort pacientil po exenterac¢nich vykonech v pan-
deprese vi je zfejmé, Ze vice neZ 50 % operaci je provedeno pro karci-

nom délozniho hrdla, dalSich 30 % indikaci tvoii karcinomy
vulvy, pochvy a endometria a dalSich 20 % karcinomy moco-
vého méchyfe, rekta a vzacné prostaty [11-15].

Vybér pacientek

Vzhledem k zdvazné morbidité je nutné velkou pozornost
vénovat peclivému vybéru pacientek. PIn€ indikovéno je vyu-
ziti v8ech dostupnych zobrazovacich metod ke zhodnoceni
operability v panvi a predev§im k vylouceni vzddlenych
metastiz. Absence metastiz véetné negativity paraaortilnich
uzlin, o které se presvédcujeme peroperacné, je zékladni pod-
minkou pro doporuceni vykonu.

Relativni podminkou je centralni lokalizace nadoru. Z dostup-
nych literarnich zkuSenosti vyplyva, Ze i laterdlni lokalizace
¢idosah k panevni laterdlni st€né pouze vzacné piesahuje ner-
vovy plexus lumbosacralis a infiltruje st€énu panevni [15]. Mno-
hem castéjsi je fixace ke kosti kiiZové, pfedev§im u karcino-
mu rekta. MoZnym feSenim je zvySeni radikality vykonu
kombinaci exenterace s resekci kosti kiiZové [ 17-20] nebo zvy-
Seni laterdlniho rozsahu exenteracniho vykonu [21-22].
Vyznamnou podminkou je celkovy dobry stav pacientky.
Samotny vykon, ale pfedev$im pooperacni obdobi, pfedsta-
vuji zdvaznou z4t€Z pro organismus. V mnoha piipadech ope-
race nemuZe byt provedena pro neziskani souhlasu pacientky.
Po predchézejici naro¢né 1é¢bé musi byt pacientka plné infor-
movéna o pokracovani nemoci, o Spatné prognoéze, o limita-
cich dalSich Iécebnych modalit, o moZnosti exenteracniho chi-
rurgického vykonu, ktery je v§ak provdzen redlnou mortalitou,
vysokou morbiditou a ve vétSin€ pfipadi trvalym zhorSenim
kvality Zivota v dusledku feSeni derivace stolice a derivace
moce. Ziskani souhlasu ¢asto vyZaduje nékolik konzultaci,
ponechdni dostatecného ¢asu na zvaZeni souhlasu a informo-
véni obou partnerti. Informovany souhlas by mél byt sestaven
peclivé, s popisem celého rozsahu vykonu, uvedenim redlnych
informaci o mortalit¢ a morbidité.

Zasadni pro morbiditu vykonu, moZznosti rekonstrukce deri-
vace moci a stolice i dlouhodobé vysledky je ¢asnd indikace
k operaci. Cilem sledovani pacientek po skonceni radiotera-
pie by méla byt predevsim ¢asna diagnostika progrese ¢i reci-
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divy onemocnéni. Nékterd centra provadi u vech Zen s pokro-
¢ilym stddiem karcinomu déloZniho hrdla po ukonceni pri-
marni radioterapie standardné biopsii parametria pod laparo-
skopickou ¢i ultrazvukovou kontrolou pomoci punkce tenkou
jehlou [23]. NanaSem pracovisti sledujeme pacientky po skon-
Ceni radioterapie pomoci ultrazvuku s vyuZitim barevného
doppleru. Biopsii tenkou jehlou pod ultrazvukovou kontrolou
indikujeme v piipadé€ nalezu suspektni vaskularizace ¢i zvét-
Seni objemu nadoru.

Morbidita a mortalita

Predevsim vyvoj operacni techniky, ¢asné pooperacni péce
a lepsi vybér pacientek umoZznil vyznamné sniZeni mortality
exenteracnich vykont. ZkuSenosti z jednoho pracovisté dokla-
daji vyvoj mortality v Sletych intervalech z 28,5 % v letech
1966-1971, 33,3 % v letech 1971 — 1976 na 10,4 % v posled-
nim obdob1 1976 — 1981 [24].

V soucasné dobé se mortalita ve velkych souborech pohybu-
jemezi 3 a 15 % (tabulka 3). AZ na vyjimecna sdéleni, vétsi-
nou na mensich poctech vykond, udava kazdy autor nékolik
amrti v pfimé souvislosti s vykonem. Hlavni pfi¢inou perope-
ra¢ni mortality je nezvladatelné krviceni, mortalita v poope-
ra¢nim obdobi je vétSinou disledkem intestindlnich kompli-
kaci.

Frekvence zdvazné morbidity je vysokd, pohybuje se vétSinou
okolo 60 — 70 %. Ptehled nejcastéjéich Casnych i pozdnich
komplikaci podava tabulka 2. V ¢asném pooperacnim obdobi
jsou nejcastéjsi komplikace urologické, vétSinou jsou vSak
dobre fesitelné. Mnohem zavazngjsi disledky maji komplika-
ceintestindlni [24]. Jejich vysokd frekvence je zplisobena mno-
ha faktory: 1) zhorSené hojeni pfi celkovém vycerpédni orga-
nizmu zhoubnym nddorem, pfedchozi 1é¢bou a samotnym
vykonem; 2) rozsahly adhezivni proces v panvi pii velké ran-
né plose; 3) postradia¢ni zmény tkdni vcetné stieva; 4) Spatnd
podporakli¢ek stievnich v panvi po odstranéni svalii dna pane-
vniho; 5) dislokace kli¢ek hluboko do pdnve po exenteraci roz-
séhlého objemu tkdné; 6) nutnost resekce a anastomdz na stie-
vé (soucasti exenterace nebo rekonstrukce derivace moce).

Nejcasté&jsi pficina amrti v souvislosti s exenteraci je dehis-
cence anastomozy stfeva nebo vytvoreni enterdlni piStéle. Inci-
dence enterdlnich pistéli se u exentera¢nich vykont pohybuje
mezi 12 — 32 %, mortalita mezi 36 — 53 % [24-28]. Nejdule-
zitéj§im faktorem zvySujicim morbiditu je pfedchozi radiote-
rapie panve.

Prognostické faktory

Rada autort se v minulosti zabyvala prognostickymi faktory
u pacientek indikovanych k exentera¢nim vykonim v panvi.
V roce 1989 Morley publikoval podrobny rozbor 100 prove-
denych vykoni [29]. Nejcastéjsi indikaci byl spinoceluldrni
karcinom délozniho hrdla, median véku pacientek 53 let, mor-
talita 2 %, Casnd morbidita 49 %. Celkové preZiti 3leté dosdh-
1o 66 %, Sleté 61 %. Prognosticky nejvyznamné&jS$im paramet-

rem ovliviiujicim celkové preZiti bylo metastatické postiZeni
lymfatickych uzlin. Z dalSich parametrii byly vyznamné veli-
kost nadoru (< 4 cm >), interval od stanoveni diagnézy (> 10
let; 1 — 10 let; < 1 rok), a u karcinomu délozniho hrdla histo-
typ (spinoceluldrni karcinom vs adenokarcinom).

Jiné préce z roku 1989 hodnotila prognézu u 143 pacientek
po exenteraci pro recidivu karcinomu délozniho hrdla [30].
Pacientky byly rozdéleny do tiech skupin na zdkladé nésle-
dujicich parametr: interval od ukonceni radioterapie (< 1
rok >), velikost tumoru (< 3 cm >), fixace ke sténé panevni.
Celkové Sleté preZziti se vyznamné liSilo, ve skupiné s niz-
kym rizikem dosahlo 82 %, se stiedni rizikem 46 % a s vyso-
kym rizikem 0 %.

PtestoZe zkuSenosti jednotlivych pracovist nejsou zcela kon-
zistentni, je zfejmé, Ze pro dalSi progndzu po provedeném
vykonu jsou nejduleZitéjSimi parametry velikost nddoru,
interval od ukonceni 1é¢by, event. od stanoveni diagnoézy
a dosaZeni dostate¢né onkologické radikality chirurgického
vykonu.

Follow-up

Provedeni rozsdhlého exenteracniho vykonu s vyznamnou
morbiditou a se zhorSenim kvality Zivota je opodstatnéné
dobrymi dlouhodobymi vysledky. Je tfeba zdlraznit, Ze medi-
an preZiti pacientek, indikovanych k t€émto vykoniim, se bez
1é¢by pohybuje okolo 6 — 7 mésict [31]. Celkové 5leté pieZi-
ti pacientek po exenteracnich vykonech se ve velkych soubo-
rech pohybuje nejcast€ji mezi 50 — 60 % (tabulka 3). Nejcas-
t&jSim mistem recidivy je mald panev. Spatnou prognézu maji
pacientky s pozitivitou panevnich uzlin nebo s dosahem tumo-
ru do okrajli chirurgického fezu preparitu pii exenteraci.

Zavér

Exenteracni vykony v panvi jsou standardni soucasti spektra
onkochirurgickych vykont. V nékterych indikacich jsou jedi-
nou alternativou s moZnosti kurativniho efektu. Nejcastéjsi
indikaci je recidiva ¢i progrese karcinomu déloZniho hrdla.
V poslednich letech je vykon zvazovani v primérni 1é¢bé lokal-
né pokrocilych zhoubnych nadori v panvi.

Zasadni podminkou pro provedeni vykonu je absence vzdale-
nych metastdz. Mortalita vykonu se pohybuje mezi 3 % a 10
%, zavazna morbidita mezi 50 % a 60 %. Celkové Sleté pre-
Ziti pacientek dosahuje ve velkych souborech 50 — 60 %, u paci-
entek s karcinomem délozniho hrdla mezi 60 — 70 %.

Vykon klade velké naroky na vybér pacientek, erudici chirur-
gického tymu, pooperacni péci i dalsi sledovani po vykonu.
Zasadni vyznam pro vysledky exenteracnich operaci mé vcas-
né zjiSténi progrese nddoru a v€asné provedeni vykonu. Dobré
vysledky lze ofekavat pouze pfi diisledné centralizaci vykont
a dobré mezioborové spoluprici (gynekolog, urolog, chirurg,
anestesiolog, onkolog, radioterapeut, oSetfujici personal). Diile-
Zita je pfipravenost celého tymu nejen na rozsahly operacni
vykon, ale i na feSeni Castych a zdvaznych komplikaci.
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puvodni prace

ULOHA GENETICKYCH POLYMORFISMU BIOTRANSFORMACNICH
ENZYMU V ROZVOJI KOLOREKTALNIHO KARCINOMU

ROLE OF POLYMORPHISMS OF BIOTRANSFORMATION
ENZYMES IN COLORECTAL CANCER

SUSOVA S.;, NOVOTNY J.2, VODICKA P.3 A SOUCEK P.1*

! ODBORNA SKUPINA BIOTRANSFORMACI, CENTRUM PRACOVNIHO LEKARSTVI,STATNI ZDRAVOTNI
USTAV PRAHA

20ONKOLOGICKA KLINIKA VFN A 1LF UK PRAHA

3 ODDELEN[ GENETICKE A MOLEKULARNI TOXIKOLOGIE, USTAV EXPERIMENTALNI MEDICINY, AKADE-
MIE VED CR PRAHA

SOUHRN: Vychodiska: S ohledem na prokdzanou souvislost mezi prostiedim a genetickou disposici bylo hlavnim tko-
lem posoudit vztah mezi genetickymi polymorfismy biotransformac¢nich enzym a kolorektalnim karcinomem (CRC).
Typ studie a soubor: Studie ptipadl a kontrol - 314 pacientti s CRC a 591 kontrolnich subjektl ¢eské narodnosti.
Metody a vysledky: Restrikéni analyzou PCR fragmentt byly sledovany frekvence a rozlozeni polymorfismt v genech:
cytochrom P450 1B1, epoxid hydrolaza, NAD(P)H:chinon oxidoreduktdza a glutathion S-transferazy.

Statistickd analyza ukdzala, Ze 1/ jednotlivé polymorfismy nemaji statisticky vyznamny vliv nariziko vzniku CRC
u neselektované populace. 2/ Ve skupin€ Zen byl rizikovym faktorem polymorfismus chinon oxidoreduktdzy.
Nositelky variantniho genotypu mély vice nez tfikrét vyssi riziko vzniku CRC v porovnéni se Zenami s normal-
nim genotypem (P = 0,034). U muZzi tento polymorfismus nehrédl vyznamnou tlohu, ov§em jeho tloha v rakovi-
né prsu u Zen byla ned4dvno publikovana jak u Ceské, tak u rakouské populace. 3/ Z kombinaci genii byly nejzaji-
mavéjSimi kombinace gent glutathion S-transferdz. U vSech testovanych kombinaci byly dosaZeny vztahy na
hranici vyznamnosti (P < 0,1). 4/ VE&k vysledky statistickych analyz neovlivnil.

Zavéry: Prvni studie tohoto druhu na ¢eské populaci ukézala, Ze polymorfismy nékterych biotransformacnich enzymi
se mohou spolupodilet narozvoji CRC. Dalsi studium je tfeba zaméfit predevsim na hledéni rozdil v expozici mezi obé-
ma pohlavimi, na studium vyznamu kombinaci polymorfismil a Sir$i spektrum gent s nizkou penetranci.

Klicova slova: kolorektalni karcinom - riziko - metabolismus - polymorfismy

ABSTRACT: Background: Considering the proven significance of interplay between environmental and genetic fac-
tors in cancer, we aimed at determining whether any association exists between genetic polymorphisms in biotransfor-
mation enzymes and colorectal cancer (CRC).

Design and Subjects: Case-control study comprised of 314 CRC patients and 591 controls of Czech origin.

Methods and Results: Frequencies and distribution of polymorphisms in cytochrome P450 1B1, epoxide hydrolase,
NAD(P)H: quinone oxidoreductase and glutathione S-transferase were followed by restriction analysis of PCR frag-
ments. Statistical analysis showed: 1/ The lack of association of particular polymorphisms with CRC risk in unselected
population. 2/ Female carriers of variant genotype in quinone oxidoreductase were at more than three-fold risk of CRC
in comparison with those carrying normal genotype (P = 0.034). There was no association of this polymorphism with
CRCrrisk in males, but its role in breast cancer was published in Czech and Austrian populations. 3/ The most interesting
gene combinations seemed to be those comprising of glutathione S-transferases as associations of borderline significan-
ce were found (P <0.1). 4/ Age played no role as confounding factor.

Conclusions: First study of this kind in Czech population showed that polymorphisms in biotransformation enzymes may
affect onset of CRC. Further studies should be focused at searching for differences in exposure between genders, asse-
ssment of importance of larger selection of low penetrance genes and polymorphism combinations.

Keywords: colorectal - cancer - risk - metabolism - polymorphisms

Uvod

Kolorektalni karcinom (colorectal cancer, CRC) je Castym
onemocnénim muZzl i Zen ve vyspélém svété. Odhady nazna-
Cily, Ze v celosvétovém méfitku timto nddorem onemocni
v prubéhu svého Zivota az 5% jedinct (1). CRC svou cCet-
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nosti zaujima ¢tvrté misto mezi viemi sledovanymi druhy
nadorovych onemocnéni. Kazdy rok je zjiSt€no kolem 875
000 novych ptipadil a v posledni dekddé incidence CRC
v Evropé stoupa. Na tomto narastu se bohuzel vyrazné podi-
1i populace Ceské republiky, kterd zaujim4 ¢tvrtou nejvy3si
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Obr. ¢. 1: Jednotlivé kroky vzniku kolorektalniho karcinomu - model vybéru biomarkert.

pozici a v ptipadé€ rakoviny rekta dokonce prvni (2, 3). Vznik
CRC je v posledni dobé spojovén se tfemi modely: spora-
dicky (zahrnuje vice nez 75% pripadl), rodinny (<20%)
a dédi¢ny (5% - predev§im FAP a HNPCC). Na vzniku vice
nez 75% sporadickych piipadi CRC se podileji faktory
zivotniho prostfedi a vnimavost urcena predevSim poly-
morfismy a mutacemi v genech s nizkou penetranci. Mezi
celou fadou faktor vnimavosti, které jsou v posledni dobé
sledovany (obrazek 1) jsme ke studiu zvolili geny metabo-
lismu neboli biotransformace.

Geneticky variabilni biotransformacni enzymy: cytochromy
P450 (CYP, EC 1.14.14.1) epoxid hydrolaza (EPHX, EC
3.3.2.3), NAD(P)H:chinon oxidoreduktiza (NQO, EC
1.6.99.2) a glutathion S-transferdzy (GST, EC 2.5.1.18) meta-
bolizuji a konjuguji 1éCiva, karcinogeny a latky pfirodniho
pavodu (4). Nékteré latky (prokarcinogeny) jsou témito enzy-
my metabolicky aktivoviany na mutageny a karcinogeny. Jiné
latky jsou pievazné detoxikovany. V souhfe s expozici témto
latkdm tak funk¢nost biotransformacnich enzymt miZze ovliv-
nit individudlni riziko vzniku nddorového onemocnéni (5).
CYPIBI byl lokalizovan do oblasti 2p21-p22 chromozomu 2
(6). Protein metabolizuje 17beta-estradiol na 4-hydroxyestradi-
ol, coZ je endogenni karcinogen, u kterého se predpoklada vztah
k rozvoji rakoviny prsu a délohy (7). P450 1B1 také aktivuje
fadu polycyklickych aromatickych uhlovodikii a arylamint (8),
takZe je zajimavy i z hlediska genotoxicity. V CYPIBI byla
popséna celd fada polymorfismi z nichZ dvé varianty v exonu
3 (pozice - C4326G, zdména aminokyselin - Leu432Val, ndzev
alel- CYPIBI1*1/%3aA4390G, Asn453Ser, CYPIB1*1/%4)jsou
nejlépe charakterizované (9). Varianta CYP1BI*3 metabolizu-
je pomaleji benzo/a/pyren na mutagenni metabolit (10) a vari-
anta CYP1B1*4 podléhd degradaci vyznamné rychleji neZ pro-
dukty exprese normalni alely CYP1BI*1, coZ se promitd ve vice
neZ dvakrat niz8i hladiné a aktivité proteinu (11). Ve studii Sach-
se a spol. (12) nebyla prokdzana spojitost mezi variantou
CYPIBI1*3 arizikem CRC. Dalsi studie zabyvajici se ilohou
variant CYP1BI vSak dosud publikovany nebyly.

EPHX1 katalyzuje hydrolyzu epoxidii na méné reaktivni trans-
dihydrodioly (13). EPHX1 je lokalizovdn na chromozomu 1

(1g42.1). Nejcastéji se vyskytujici polymorfismy EPHX1 jsou
v exonu 3 (T337C, Tyrl13His, EPHX1*1/%3) a exonu 4
(A415G, His139Arg, EPHX1 *1/*4). Oba polymorfismy maji
vliv na aktivitu vytvareného proteinu (exon 3 — nizka aktivita,
exon 4 —vysoka aktivita; cit. 14). Uloha EPHX1 v CRC je kon-
troverzni. V posledni dobé byly publikovény studie ukazujici
na mozné spojeni vysoké aktivity enzymu se zvySenym rizi-
kem pokrocilého adenomu kolorekta (11, 15), ale byly zve-
fejnény rovnéz negativni vysledky (16).

NQOI senachazinachromozému 16 (16q22.1) akdduje dvou-
elektronovou reduktazu, kterd bioaktivuje i detoxikuje latky
se strukturnimi motivy chinontl. Uloha NQO1 je ¢asto disku-
tovéana ve spojeni s chemoprevenci (17). Polymorfismus v exo-
nu6 NQOI (C609T, Pro187Ser, NQO1*1/%2) byl oznaCen jako
rizikovy faktor CRC (18) arakoviny prsu (19, 20). Hou a spol.
(21) nalezli kombinaci alel NQO1%2 a CYP1A1/*2 jako rizi-
kovy faktor CRC predevsim u kurak.

Enzymy GST se podili na detoxikaci velké fady karcinogent.
GSTM1 je lokalizovany na chromozému 1 (1p13.3) a GSTT1
nachromozému 22 (22q11.2). Delece GSTM 1 (alela null nebo
GSTM1%*2/%2) je Casto studovéna jako rizikovy faktor v roz-
voji rakoviny. Dalsi gen z této skupiny, GSTT! obsahuje rov-
néZ dele¢ni polymorfismus (null nebo GSTT1%2/%2; cit. 22).
Delece v genech GSTM1 a GSTT1 byly spojeny se zvySenym
rizikem CRC na pomérné malém vzorku turecké populace (23).
Uloha GSTT! byla naznacena i neddvno publikovanou studii
Yeh a spol. (24) na populaci asijské.

GSTPI nachazejici se na chromozomu 11 (11q13) je vysoce
exprimovén v nékterych bunéénych liniich resistentnich vici
cytostatikiim. Board a spol. (25) nalezli dva Casto se vyskytujici
polymorfismy GSTP1, znichZ variantni alela v exonu 5 (A313G,
Tle105Val, GSTP1*1/*2) exprimuje enzym se sniZzenou tepelnou
stabilitou a substratovou afinitou (26). Polymorfismy v genech
GSTPI1, XPD, ERCCI a TS mohou napomoci pii predikci vysled-
ku chemoterapie CRC 5-fluorouracilem a oxaliplatinou (27).

Z vySe uvedeného vyplyvasloZitost problematiky studia gene-
tickych polymorfismil a potfeba vysledky ovéfovat, zpiesiio-
vat a sledovat pfedevS§im kombinace gent a polymorfismi,
které nebyly dosud analyzovany. RovnéZ je tfeba sledovat tyto
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Tabulka ¢. 1: Rozdéleni genotypu CYPIBI, EPHXI1, GSTM1, GSTT1,
GSTPI1, aNQOI ve studii ptipadi a kontrol. V tabulce jsou uvedeny pocty
nositeld jednotlivych genotypt (v zdvorce percentudlni vyjadfeni).

Tabulka €. 3: Pohlavni rozdily v rozdéleni genotyptt NQO! ve studii pfi-
padi a kontrol. V tabulce jsou uvedeny pocty nositelil jednotlivych geno-
typl (v zdvorce percentudlni vyjadreni).

Gen genotyp | kKontroly | pacienti | OR! 95% CI! (v P Zeny
CYPIBI *1/%1 | 140 (31,6) | 111(35,6) | - - - - Gen genotyp | kontroly | pacienti | OR! | 95% CI! |¢? P
(kodon 432) | *1/%3 1236 (53,3) | 136(43,6) | 0,727 | 0,524-1,007 | 3,679 | 0,055 NQOI [ *1+1  [225(71,7) | 83(70,5) | - - - -
#3/#3 167 (15,1) [65(20,8) | 1,224 |0,802-1,867 | 2,483 | 0,349 (exon6) | *1/%2  |83(264) | 33(26,8) | 1,078 | 0,670-1,734 ] 0,095 [0,757
N 443 312 7.767*] 00212 22 16(19) 7(5,7) |3,163 | 1,033-9,684 | 4,473 {0,034
CYPIBI *1/+1 1 310(69,8) [225 (72,1) | - - - - N 314 123 4469 | 0,107
(kodon 453) | *1/#4 | 126 (28,4) | 81(26,0) | 0,886 | 0,638-1,229 | 0,527 | 0,468
44 18(1,8)  [6(1,9) 1,003 |0,353-3,020 | 0,004 | 0,952 Muzi
N 444 312 0,5422] 0,763 Gen genotyp | kontroly [ pacienti [OR! [95% CI' [¢? P
EPHX1 *1/%1 1250 (43,.9) | 148 (474) | - - - - NQOI | *1/*1 122 (66,7) | 132(70,2)] - - - -
(exon 3) *1/%3 1233 (40,9) [ 119(38,1) | 0,863 | 0,639-1,165 | 0,930 | 0,335 (exon6) | *1/*2 | 54(29,5) | 53(28,2) | 0,907 | 0,577-1,425 {0,179 0,672
*3/%3 186 (15,1) |45(14,4) 0,884 | 0,584-1,337 | 0,342 | 0559 22 17(398) 3(L6) 0396 |0,100-1,566 | 1,858 |0,173
N 569 312 1,0092| 0.6042 N 183 188 1,936 | 0,3802
EPHXI *1/%1 | 341 (61,1) | 189 (60,6) | - - - - | . - - .
(exon 4) #1744 1191(34,2) | 107 (34,3) | 1,011 | 0,752-1,359 | 0,005 | 0,944 Odhad relativniho rizika (odds ratio, OR) a interval spolehlivosti (con-
®Eg[26(47) |16, | 1,110 |0,581-2,122] 0,100 | 0,751 fidenge interval, CI) pro tqbulky 2x2 statistikou podle Mantel-Haens-
N 358 312 0,1012] 09512 zela (jeden stupeii volnosti).
NQO1 *1#1 | 347 (69,8) [216(69,2) | - - - - 2 Rozdgleni genotypti testem Pearson Chi-Square 3x2 (dva stupné vol-
(exon 6) *1/%2 | 137(27,6) |86 (27,6) | 1,008 | 0,733-1,387 | 0,003 | 0,959 nosti).
#2172 113(2,6) [10(3,2) | 1,236 |0,533-2,867 | 0,244 | 0,622
N 497 312 02447 0,885 Tabulka €. 4: V1iv kombinaci genil a genotypi na riziko CRC ve studii
GSTM1 plllS 268 (47,5) 138 (44,2) - - - - pﬁpadﬁ a kontrol.
(deletion) | null  [296(52,5) | 174 (55,8) | 1,142 | 0,865-1,507 | 0,873 | 0,350
N 564 312 Kombinace kontroly| pacienti | OR! 95% CI! P!
GSTTI plus [449(83,1) [256 (82,1) | - - - - GSTMI-plus + GSTPI*1/*] 126 52 - - -
(deletion) | null [91(16,9) [56(17,9) | 1,079 |0,748-1,557 | 0,167 | 0,683 vs. GSTMI-null + GSTP1*1/*2
N 540 312 nebo GSTMI-null + GSTPI*2/%2| 154 92 1,448 | 0957-2,189 | 0,049
GSTPI #1/#1 1260 (47,1) [ 134 (42,9) | - - - - N 280 144 3,085?
(exon 5) *1/%2 1227 (41,1) | 153 (49,0) | 1,308 | 0,976-1,752 | 3,242 | 0,072 GSTTI-plus + GSTPI*1/1 212 114 - - -
*2/¥2 165 (11,8) [25(8,0) {0,746 |0450-1,238] 1,290 | 0,256 vs. GSTT1-null + GSTP1*1/*2
N 552 312 6,3022 | 0,0432 nebo GSTT-1null + GSTP1*2/*2 | 45 36 1488 0,908-2,438 | 0,074
N 257 150 2,503
! Odhad relativniho rizika (odds ratio, OR) a interval spolehlivosti (confidence GSTMI-plus + GSTTI-plus 216 110 R R R
interval, CI) pro tabulky 2x2 statistikou podle Mantel-Haenszela (jeden stu- vs. GSTMI-null + GSTTI-null 322 202 1232 | 0,922-1,645 | 0,090
pei volnosti). N 538 312 1,999
2 Rozdéleni genotypii testem Pearson Chi-Square 3x2 (dva stupné volnosti). GSTM1-plus + GSTTI-plus +
GSTPI*1/%] 103 4 - - -
Tabulka €. 2: Odhad aktivity EPHX1 na zékladé kombinace obou sle- vs. GSTM I-null nebo GSTTI-null
dovanych genotypt ve studii pfipadt a kontrol. V tabulce jsou uvedeny nebo GSTPI*1/*2 nebo
pocty jedinct s danou aktivitou (v zavorce percentudlni vyjadfenti). GSTP1#2/%2 367 211 1,346 | 0,910-1,991 | 0,081
Aktivita EPHX1 kontroly pacienti b P N 41 25 2
nizkd 220 (39.6) 111 (35,6) - - ! Odhad relativniho rizika (odds ratio, OR) a interval spolehlivosti (con-
stfedni 239 (43,0) 146 (46.8) - - fidence interval, CI) pro tabulky 2x2 statistikou podle Mantel-Haensze-
vysokd 97(174) 55 (17,6) - - la (jeden stupeti volnosti). Vyznamnost byla hodnocena jednostrannym
N 556 312 1.493! 0.474! Fisherovym testem, protoZe byly testovdny pozitivni vs negativni kom-
binace s o¢ekdvanym efektem.
Aktivita EPHX1 OR? 95% CI? x? P 2 Rozdéleni genotypt testem Pearson Chi-Square 3x2 (dva stupné vol-
stfedni vs. nizkd 1,211 0,890-1,646 1,489 0,222 nosti).
stfedni vs. vysokd 0,928 0,629-1,370 0,141 0,708 Korespondence: RNDr. Pavel Soucek, CSc., Odborna skupina biot-
vysokd vs. nizkd 1,124 0,752-1,680 0,324 0,569 ransformaci, Centrum pracovniho lékatstvi, Stitni zdravotni Gstav, Sro-

Pearson Chi-Square Test 3x2 (dva stupné volnosti).

20dhad relativniho rizika (odds ratio, OR) a interval spolehlivosti (confi-
dence interval, CI) pro tabulky 2x2 statistikou podle Mantel-Haenszela
(jeden stupefi volnosti).

vztahy u populaci s vysokou incidenci CRC jako je ¢eska popu-
lace. Pro tuto studii byly zimérné vybrany enzymy, jejichz
relevance v metabolismu kontaminant Zivotniho prostiedi je
dostate¢né prokdzana. Jednotlivé polymorfismy byly zvoleny
s ohledem na publikovany vztah k funkci exprimovaného pro-
teinu.

Material a metody

Materidl. Restrikéni enzymy a deoxynukleotidy (dATP, dCTP,
dGTP, and dTTP) vyrobené firmou New England Biolabs
(Beverly, MA, USA) byly zakoupeny od distributora Biotech
s 1.0. RedTaq polymeraza byla od firmy TopBio s r.o. Ultra-
Pure agar6za od Life Technologies (Paisley, UK) a oligonuk-
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barova 48, Praha 10, 100 42, tel: 267 082 711, fax: 267 311 236, e-mail:
psoucek @szu.cz, WWWw.Szu.cz

leotidové primery byly ziskdny od KRD s r.0. Dal$i chemiké-
lie byly zakoupeny od zastoupeni firmy Sigma Chemical Co.
(St. Louis, MO, USA). PCR byla provadéna s pomoci termo-
cyklértt GeneAmp 2400 a 9600 (Perkin Elmer, Norwalk, CT,
USA) aPTC 200 DNA Engine Thermal Cycler (MJ Research,
Waltham, MA, USA). Aparity na elektroforézu nukleovych
kyselin byly produkty firmy Jordan Scientific Co. Inc. (Bloo-
mington, IN, USA) a elektroforetické zdroje od firmy E-
C Apparatus Corp. (Holbrook, NY, USA) doddvané firmou
Biotech s r.0.

Donofi krevnich vzorkii. Vzorky Zilni krve byly ziskdny od
314 pacienti s CRC a od 591 kontrolnich subjektt. Skupi-
na pacientl byla shromazdéna v obdobi duben — listopad
2004. Ucastnici studie byly nemocni s histologicky verifi-
kovanym CRC, ktefi podepsali informovany souhlas s icas-
ti ve studii. Vlastni krevni odbér byl provadén pfi rutinni



dispenzérni kontrole spole¢né s odbérem niddorovych mar-
kerti (u nemocnych v remisi) nebo pied aplikaci chemote-
rapie. O pacientech byly od klinickych spolupracovnik zis-
kany nésledujici tdaje: pohlavi, vék, etnickd pfisluSnost,
datum diagnézy, osobni a rodinn4 anamnéza, stadium one-
mocnéni (Duke), lokalizace nadoru a jeho histologicky typ
a stupeti. V dalSim pribéhu studia budou sledovény i infor-
mace o charakteru neoadjuvantni i adjuvantni terapie, vysle-
dek terapie, relapsy a jejich lokalizace, bezptfiznakové i cel-
kové prezivani. Jako hlavni expozicni faktor je sledovana
délka a rozsah koufeni. Soubor pacientii byl sloZen ze 189
muzi a 125 Zen (pomér 1,5) pramérného véku 64,8 let (roz-
péti 30 — 92 let).

Kontrolni skupina byla sloZena ze 591 zdravych neptibuznych
jedinct kavkazské rasy (324 Zen a 267 muZzl, primérny veék
57,3, rozpéti 11 - 105 let). Kontroly se skladaly z pacientl tf
velkych prazskych nemocnic a byli odebréani v obdobi let 2000
—2003. Ze zdravotni dokumentace byly ziskany tdaje o véku,
pohlavi, etnické ptislu§nosti a osobni anamnéze kontrolnich
subjekt. Hlavnim kritériem pro pfijeti do kontrolni skupiny
byla prokazatelna absence nadorového onemocnéni v osobni
anamnéze.

Pacienti i kontrolni subjekty byly informovéni o vyznamu stu-
die a byl jim predloZen k podpisu formulaf Informovaného
souhlasu, ktery byl schvélen etickymi komisemi Statniho zdra-
votniho tstavu a Ustavu experimentdlni mediciny AV CR.
Genotypovdni. Genomova DNA byla izolovéana z perifernich
lymfocytli za pomoci fenol/chloroformové extrakce podle
Sugimury a spol.(28). Pfitomnost polymorfisma biotransfor-
macnich enzym byla stanovena publikovanymi metodami pti-
stupem restrikéni analyzy fragmentt ziskanych z DNA pomo-
ci PCR (19, 29).

Odhad aktivity EPHX1 byl proveden podle dfive publikova-
né metody (29) s pomoci kombinaci genotypt v exonech 3 a 4
EPHXI (exon 3 + exon 4), nizkd aktivita: 3/*3+%1/*1,
FI[EZLKL/RA, KLF34FL/EL a0 *3/%34%4/%4;  stfedni:
FLELHR1FL, 215348 1/%4 a *1/%3+*4/*4; vysokd: *1/*1 +
/R4 a *1/*1 + *4/*4.

Statistické analyzy. V prvnim sledu byly testovany rozdily
v rozloZeni genotypil mezi pacienty a kontrolami za pomoci
kontingenc¢nich tabulek 3x2 testem Pearson Chi-Square (_2,
oboustranny asymptoticky test se dvéma stupni volnosti). Rov-
néZ byly pro jednotlivé genotypy spocitdny hrubé odhady rela-
tivniho rizika (odds ratio, OR) z tabulek 2x2 podle Mantel-
Haenszela.

V dalsi fazi byl testovéan vliv véku a pohlavi s pomoci bindrni
logistické regrese testem podle Hosmera a Lemeshowa a byly
sledovény intervaly spolehlivosti na hladin€ 95% (95% con-
fidence interval, CI).

V posledni sérii analyz byl analyzovén vliv vybranych kom-
binaci gentl a genotypil. Nasledujici kombinace byly vybra-
ny na zdklad€ hypotézy o pozitivni vs. negativni kombina-
ci genotypi (u negativni kombinace o¢ekdvan jednosmérny
efekt): EPHXI1-aktivita + GSTM1, EPHX1-aktivita +
GSTTI, EPHX1-aktivita + GSTPI, EPHX1-aktivita +
NQOI, EPHX1-aktivita + CYPIBI, GSTM1 + GSTTI,
GSTM1 + GSTP1, GSTM1 + CYPIBI, GSTMI + NQOI,
GSTTI + GSTPI, GSTTI + CYPIBI, GSTTI + NQOI,
GSTPI1 + NQOI, GSTPI + CYPIBI a NQOI + CYPIBI.
Z divodu testovani pfedem dané hypotézy nebyla u vyse
zminénych 15ti testl provadéna Zadna korekce. Pro vSech-
ny statistické analyzy byl pouZit program Win SPSS v10.0
program (SPSS Inc., Chicago, IL, USA). V pripadé, 7Ze
v nékteré z testovanych skupin byl pocet jedincti mensi nez
40 nebo pokud byl o¢ekdvany vystup z kontingencnich tabu-
lek men$inez 5, byl pro zpfesnéni vysledku dodatecné pou-
zit exaktni test podle Fishera. Za vyznamny byl povazovén
vysledek s hodnotou P niz§i nebo rovnou 0.05. VySe uve-
dené analyzy jsou v souladu s postupy doporu¢enymi Bres-
lowem a Dayem (30).

Vysledky a diskuse

1. Frekvence alel a genotypii sledovanych genit u kontrolni
Ceské populace ve srovndni s jinymi populacemi

Skupina zdravych neptibuznych subjektt z Ceské populace (n =
591) byla sestavena tak, aby byla vyvaZena z hlediska zastou-
peni obou pohlavi i vékovych skupin. U tohoto souboru byla
zjiSténa frekvence variantnich alel CYP/B1*3 nesouci Val -
41,8% a CYP1B1%*4 nesouci Ser -16,0%. Rozdéleni genotypt
i frekvence variantni alely bylo srovnano pomoci kontingenc-
nich tabulek s ddaji zndmymi z literatury. U zdravé populace
1549 §védskych Zen byly popsany frekvence 45,2% a 16,9%
(31). V britské populaci 593 kontrolnich subjektl byla zjisté-
na frekvence CYPIB1%#3 44,6% (12)._

Studiem genotyptit EPHXI byly nalezeny frekvence alely
nesouci His v exonu 3 —35,6% a alely nesouci Arg v exonu 4
—21,8%. Variantni alela *3 ma o 50% niZsi aktivitu a alela *4
naopak 0 25% vys§i aktivitu neZ nativni protein (14). Proto je
mozné se pokusit o odhad aktivity EPHX1 kombinaci sledo-
vanych genotypl. Ve zdravé Ceské populaci by tak bylo cca
17% nositelll vysoké aktivity a 40% nositelil nizké aktivity
EPHX1. Tyto frekvence byly velmi podobné frekvencim zjis-
ténym difve ve zdravych populacich Evropy (29, 32).
Variantni alela v genu NQOI nesouci Ser byla zastoupena
v Ceské populaci 16,4%, coz odpovidé frekvencim zazname-
nanym ve §védské a némecké populaci (33, 34).
Genotypovanim GSTP1 byla zjiSténa frekvence variantni ale-
ly nesouci Val — 32,3%. Tato frekvence ani rozdéleni genoty-
pu se neliSilo od celé fady bélosskych populaci Evropy (29).
Frekvence genotypi nesoucich delece v genech GSTM1I
a GSTT1I byly v Ceské populaci 52,5% a 16,9%, coZ jsou veli-
ce podobné vysledky jako dfive publikovana data u slovenské
a polské populace (35, 36).

Nalezeny soulad v celkovych frekvencich variantnich alel uka-
zal, ze pouzité metodiky byly dobfe validovéany a poskytly kva-
litni tdaje.

2. Analyza vyznamu jednotlivych genotypii porovndnim sku-
piny pacientii se zdravou populaci

Stanoveni genetickych polymorfismil bylo provedeno u sku-
piny pacientil trpicich CRC (n = 314) a u zdravé kontrolni
populace (n = 591), kterd byla vybrdna tak, aby vékové
ipohlavni sloZeni bylo srovnatelné s pacienty. Statistickd ana-
lyza vysledkt provedend pomoci kontingencnich tabulek sle-
dujicich relativni riziko u neselektovanych skupin ukazala, 7e
mezi pacienty a kontrolami nejsou vyznamné rozdily v rozdé-
leni genotypi CYPIBI, EPHXI, NQOI, GSTMI, GSTPI
a GSTT! (tabulka 1). Dalsi analyza vlivu aktivity EPHX1
odhadnuté na zdklad¢ kombinaci stavu dvou polymorfisma
vexonech 3 a4 EPHXI (29, 32) rovnéZ nenaznacila vyznam-
né rozdily mezi obéma skupinami (tabulka 2).

Uloha téchto polymorfismil jiZ byla studovana u fady popula-
ci avSak nikoliv u populace ¢eské. Rovnéz velikost srovnava-
nych soubort se zna¢né 1i8i. Studii s dostate¢nou statistickou
silou nebylo zvefejnéno mnoho. Studie Sachse a spol. (12) na
490 pacientech s CRC a 592 kontroldch britské narodnosti
neprokdzala vliv polymorfismtt CYPIBI1*3, NQOI, GSTPI
a GSTTI na CRC, av8ak naznacila moZnou protektivni tlohu
pomalé alely EPHX1*3 (OR =0,68; CI=0,49-0,95;P=0.012).
Spojeni vysoké aktivity enzymu se zvySenym rizikem pokro-
¢ilého adenomu kolorekta neddvno publikoval Huang a spol.
(15) u 772 pacientii a 777 zdravych kontrol ¢inské ndrodnos-
ti. Negativni vysledky byly rovnéz zvetfejnény (16). Vysokd
aktivita EPHX1 korelovala s vys$8im rizikem CRC u kuiaki
(37) arovnéZ u konzumenti peCeného masa (OR =3,3; Cl=
1,4 -7,9; cit. 38).

Glutathion S-transferdzy P1 a T1 nekorelovaly s vyskytem
CRC v madarské studii u 500 pacientti a 500 kontrol. Delece
GSTM1 vsak byla oznacena jako rizikovy faktor (OR = 1,48;
CI=1,15-1,92;cit. 39). Podobné silné studie holandské vSak
zadny vztah GST k CRC nenalezly (16, 40).

Béhem analyz zohledtiujicich pohlavi a vék pacientl v§ak byl
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nalezen vyznamny rozdil v rozdéleni genotyptt NQO1. Podle
téchto vysledku se zd4, Ze u pacientit s CRC Zenského pohla-
vi prevladaji nositelky variantniho genotypu NQOI*2/*2
(tabulka 3), ktery kéduje enzymaticky neaktivni protein (41).
Enzym NQOI katalyzuje dvouelektronovou redukci chinont
na hydrochinony. NQO1 o chinony soupeti s NADPH-cyto-
chrom P450 reduktdzou, kteréd jednoelektronovym mechanis-
mem redukuje chinon na hydrochinon za vzniku velmi rektiv-
niho meziproduktu — semichinonu a vedlejSiho produktu
superoxid anionradikdlu (42). Chinony a jejich redukované
formy - hydrochinony jsou mutageny, které tvoii adukty s DNA
(43,44). Mutacni spektra chinonti, semichinont a hydrochi-
nontl se navzdjem lisi ve frekvenci i specificité. NQO1 tak
vlastné ochrariuje buiiky pfed mutagenitou chinont a prede-
v§im semichinont i ndsledné vznikajicich reaktivnich forem
kysliku. Nositelé variantniho genotypu nemaji funkéni NQO1
aproto pii souasné expozici chinontim, napft.: produkty meta-
bolismu benzenu, polycyklickych aromatickych uhlovodiki,
ale i autooxidace polyfenoll, mohou byt vystaveni zvySené
mutagenezi a karcinogenezi.

Hou a spol. (21) nalezli u 725 pacientt a 729 kontrol kombi-
nacialel NQO1#2a CYPIA1/%2 jakorizikovy faktor CRC (OR
=2,2;Cl=1,1-4,5). Vztah byl velmi vyznamny pfedevs$im
u tézkych kutaki, ktefi méli spotiebu nad 20 cigaret na den
(OR =21,1;CI=3,9-114,4; P=0,03). Multivariantni ana-
lyzy Spanélské populace sloZzené z 247 CRC pacientl a 296
kontrol ukédzaly vyznamnou ulohu variantni alely NQOI*2
jako rizikového faktoru v CRC (OR =2,9; CI = 1,19 - 6,97;
P =0,01) a navic byla tato alela spojena se zvySenou frekven-
ci mutaci v kodonu 12 genu K-ras (OR =6,5; CI = 1,39 - 34,9;
P =0,003; cit. 18). Pohlavni rozdily spojené s polymorfismem
NQOL1 byly publikovany u rakoviny plic, kde Zeny s alespori
jednou variantni alelou NQOI, na rozdil od muzi, mély
vyznamné vys§i riziko onemocnéni (OR = 1,89; CI = 1,33 -
2,68; cit. 45). Pohlavni rozdily mohou souviset s rozdilnou
expozici mezi muZi a Zenami (predevSim faktory vyZivy) ¢i
hormondlnimi vlivy uvniti organismu.

S pomoci logistické regrese bylo zjiSténo, Ze Zadny ze sledo-
vanych vztaht nebyl vyznamné ovlivnén vékovym rozdéle-
nim v obou sledovanych skupinich.

3. Analyza vyznamu kombinaci genii porovndnim skupiny paci-
entii se zdravou populaci

Analyzou patnécti vybranych kombinaci dvou geni byl zjistén
zajimavy, i kdyZ nevyznamny vliv v8ech tfi moZnych kombi-
naci gentt GSTM 1, GSTPI a GSTT1 (tabulka 4). Tyto kombi-
nace byly vybrany na zakladé hypotézy o negativni vs. pozi-

tivni kombinaci polymorfismil. Negativni kombinace by pod-
le hypotézy znamenala sniZenou detoxikaci, a tudiZ zvySené
riziko interakce reaktivnich metabolitl napf.: polycyklickych
aromatickych uhlovodiki a dalSich kontaminant Zivotniho pro-
stiedi s biomakromolekulami oproti normélnimu stavu.
Kombinace vySe uvedenych geni nebyly jako rizikové fakto-
ry zatim v literatufe uvedeny, avSak kombinace GSTM I-null
a pritomnosti aspoii jedné variantni alely GSTM3*B byla ozna-
Cena jako vyznamny rizikovy faktor CRC (OR =2,12; CI =
1,24 — 3,63; cit. 46). Jedinci s kombinaci GSTMI1-null
a GSTP1#2 maji vy$si riziko vzniku rakoviny plic (OR =4,0;
CI 1,3 - 12,2; cit. 47). Velmi podobné zjisténi publikovali
Wenzlaff a spol. (48). Vyznamny vztah této kombinace byl
rovnéZ nalezen u rakoviny prsu (OR =2,03; CI=1,18 - 3,50;
P =0,010; cit. 20).

Nase ptfedchozi zjiSténi ddle podporuje vztah na hranici
vyznamnosti, ktery byl nalezen u kombinace vSech tii geni
GST (OR =1,346; 0,910 - 1,991; 0,081; tabulka 4).

Zavéry

Analyza polymorfisma v genech kodujicich enzymy biot-
ransformace u ¢eské populace ukazala, Ze mohou existovat
pohlavni rozdily v riziku CRC. Ze studovanych genti se v tom-
to ohledu zda byt nejzajimavéjsim NQO1, ktery detoxikuje 14t-
ky se strukturnim motivem chinontl. Expozice témto 14tkdm
soucasné s defektem v uvedeném genu miZe znamenat zvy-
Seni rizika vzniku nddorovych onemocnéni obecné. Pro dalsi
studium z0stava otdzkou pro€ jsou pravé Zeny ohroZenéjsi ve
srovndni s muZi. V tomto ohledu bude tfeba prostudovat hor-
mondlni poméry v organismu, napiiklad délku menstruacni
aktivity a pouZivani exogennich hormondlnich latek typu hor-
mondlni antikoncepce apod.

DalSimi rizikovymi faktory CRC se zdaji negativni kombina-
ce konjugacnich enzymi GST. Tyto kombinace se mohou
uplatnit zejména pii interakci s faktory Zivotniho stylu (kou-
feni, spotieba peceného masa Ci zeleniny). Tyto pfedpoklady
je tieba ovéfit studiem dobfe charakterizovaného souboru
s ohledem na Zivotni styl pacientl i kontrolnich subjektt. Na
podobné studii v souCasnosti pracujeme.
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Srde¢né Vas zveme na
prednasku/workshop

Psychické aspekty onkologickych onemocnéni 18. — 19. 11. 2005, Praha

pod vedenim vynikajictho némeckého odbornika v oblasti psychoonkologie
profesora Volkera Tschuschke.

Témata:
e psychoonkologie — aktudlni otdzky oboru a jeho rostouci vyznam
e vliv psychosocidlnich faktorii na vznik a priitbéh nddorovych onemocnéni
¢ vhodné metody psychosocidlni intervence u nddorovych onemocnéni
e psychické aspekty prace s onkologicky nemocnymi a jejich rodinami

e kazuistiky, diskuze

Workshop je urcen pro Iékare, sestry, psychology a dalsi odborniky, kteri pracuji
s onkologicky nemocnymi, a pro studenty.

Centrum dohody, V Huarkach 1292/8, 158 00 Praha 5
office @ centrumdohody.com

www.centrumdohody.com
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sdeleni

CHYBI ONKOPREVENTIVNI PROGRAM PO ORGANOVYCH

TRANSPLANTACICH

LACK OF AN ONCO-PREVENTION PROGRAM AFTER ORGAN

TRANSPLANTATIONS

ZALOUDIK J.

MASARYKUV ONKOLOGICKY USTAV A UNIVERZITNI ONKOLOGICKE CENTRUM BRNO

Pacient dlouhodobé sledovanych po aspéSné orgdnové trans-
plantaci pfibyva ve svété i v Ceské republice. Je zndmo, Ze k
nemalému riziku vzniku zhoubného nadoru zvySujicimu se
také v béZné populaci s vékem pfistupuje u transplantovanych
jesté dalsi vyznamné navySeni rizika z ddvodu imunosuprese,
virovych infekei a indukovanych hyperpoliferaci, které dra-
maticky nartstd jiz od patého roku po transplantaci (1). Nedav-
no u nas na zvySené riziko zhoubnych nadort po orgdnovych
trasplantacich upozornil také Gurlich (2).

Bylo by zapotiebi provést analyzu prinikem udaji Narodni-
ho onkologického registru, vedeného od roku 1977, a registru
transplantovanych a zjistit skutec¢né navyseni onkologického
rizika po organovych transplantacich v naSich podminkéch jak
co do typt nadort, tak co do ¢asového rozloZeni. Takovéto
analyzy prinikem dvou databédzi provadéji systematicky tfe-
ba Israel Penn International Transplant Tumor Registry a data-
baze SEER Nérodniho tstavu pro rakovinu (NCI) v USA. Kro-
m¢é tdaji o mife rizika se tak zjistuji i rozdily v biologickych
vlastnostech nddori vzniklych po transplantacich. Tieba kolo-
rektdlni karcinomy transplantovanych vznikaji v mlad$im véku
a jsou agresivnéjsi nez v bézné populaci (3).

Podminky pro analyzu databazi ve spolupraci transplantologti
a onkologii jsou v Ceské republice velmi dobré a jisté srov-
natelné s USA, pouze zatim nebyly dostatecné vyuZity a nikdo
se tohoto mezioborového problému zatim systematicky necho-
pil. Nesporné na nés tak zatim ¢ekaji uZitecné informace za
dvé desetileti, které by pomohly popsat rozsah problému a moz-
nosti jeho soucasného i budouciho feSeni v Ceské republice.

Literarni idaje slouZi zdkladn{ orientaci, ale vlastni data z Ces-
ké republiky nenahradi. VZdyt tieba taiwanska studie vysky-
tunddort po transplantacich ledvin s vysokou prevalenci hepa-
toceluldrniho karcinomu a Zadnymi koZnimi nddory (4)
ukazuje na zcela jinou skladbu posttransplantacnich nadora
nez podobna studie italskd, kde dominuji pravé kozni nidory
a lymfoproliferace (1)

Pro specifickou skupinu obc¢antl se zvySenym hereditdrnim
rizikem vzniku nddoru na podkladé rodinné anamnézy ¢i gene-
tického testovani jiz onkopreventivni program a onkogenetic-
ké poradenstvi mame. Pro transplantované zatim jednotnd
onkopreventivni strategie chybi, ackoli jsou neméné ohroZe-
nou skupinou a prevalence transplantovanych jiz od osmde-
satych let kazdoro¢né nartistd. Je vskutku o ¢em diskutovat,
protoZe se zda , Ze kromé systematické dispenzarizace jsou
mozné i rizné specifické onkopreventivni strategie. Od pou-
hych doporuceni vyhybat se netimérné slunecni expozici (5) ,
nebot rakovina kiiZe patii mezi Casté posttransplanta¢ni malig-
nity, pfes cilend onkopreventivni vySetfeni zaméfend na nemé-
né Casté posttransplantacni lymfoproliferativni malignity, ult-
razvukovd orgdnovd vySetieni a preventivni endoskopie, aZ po
uvahy o novéjsi imunosupresi kombinované s onkopreventiv-
nim t¢inkem jakou nabizi tfeba rapamycin (1).

Spoluprace transplantologiti a onkologt s cilem zjistit sku-
te¢ny rozsahu problému zvySeného onkologického rizika
transplantovanych u nds prinikem registrii a dohodnout
onkopreventivni strategii pro transplanované by byla urci-
té prospés$na.
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Zpravy

Klinicky audit kvality IAEA radioterapie vMOU

Clinical audit of IAEA in the Department
Radiation Oncology of MMCI

SLAMPA P.
Radia¢ni onkologie
Masarykova onkologického astavu Brno

Ve dnech 12.-16. 9. 2005 probéhl v Masarykové onkolo-
gickém tstave na oddéleni radia¢ni onkologie klinicky audit
Mezinarodni atomové agentury (IAEA). Cilem auditu bylo
zmapovani a hodnoceni kvality vSech sloZek provadéjici
nejen radioterapii, ale i zhodnoceni komplexni péce o paci-
enty, déle drovné vzdélani persondlu a védeckovyzkum-
nych aktivit. Auditni tym pracoval ve sloZeni I. Kunkler
(radioterapeut, Edinburg), H. Nystrom (radiofyzik, Kodati)
a p. Coffey (hl. radiologicka asistentka, Dublin).

Auditofi prvni dva dny pouze mapovali situaci v Gstavu a
na oddéleni radia¢ni onkologie, poté audit spocival v cile-
nych dotazech na pracovniky radia¢ni onkologie, radiolo-
gické fyziky, naméstky feditele pro vyzkum a oSetfovatel-
stvi, vedouciho registru a nemocni¢niho informa¢niho
systému, vedouciho oddé€leni klinickych studii, ale také na
pritomné studentky SZS a hospitalizované pacienty. Hod-
noceni poctu ozafovanych pacient a osetiujiciho persona-
lu ponechali aZ na ,,doméaci* zpracovani (veSkeré tdaje, u
persondlui s trovni vzdélani a dobou praxe, si auditofi pise-
mné vyZzadali). Déle bylo nutné pfedloZzit m.j. seznam
odbornych publikaci za poslednich pét let, program vzdé-
lani 1ékard, asistentd i radiofyzikd.

Auditofi byli pfitomni v MOU vzdy cely den, Gcastnili se
vizit, které reSily izod6zni plany, simula¢ni snimky, a vizit
na lizkovém oddéleni (béZné i vizity s primédiem). Navsti-
vili jednéni i dvou multidisciplindrnich komisi (pro nadory
CNS a pro gynekologické nadory). Ndhodné si vybrali k
zhodnoceni provedené 16¢by dokumentaci sedmi pacienti.
V jejich dokumentaci kontrolovali iplnost stagingu, zplisob
odesilani k 1é¢bé, urovei konzilii, 1é¢ebnych rozvah a piij-
movych vysetfeni. Podle Iéebnych doporuc¢eni ORO MOU
kontrolovali definice cilovych objemt, aplikaci celkové dav-
ky a jeji dodrZeni podle standardi i pfi zméné. U pacienta s
karcinomem jicnu hodnotili na simula¢nim snimku méfte-
nim doporuceny bezpecnostni lem od hranic nddoru k okra-
jiozarovaného pole. U pacientl s karcinomem prostaty kon-
trolovali dosaZené davky na kritickych organech - zda také
odpovidaji doporu¢enym postuptim ORO. U dvou v daném
tydnu lécenych (resp. planovanych) pacientek s karcinomem
prsu hodnotili polohu a techniku radioterapie, izodézni plan,
préci asistentll a IékaiG na simulatoru a na ozafovné.

V pohovorech ze zaméstnanci (Iékafi, radiofyzici, radiol.
asistenti) se daveérné tazali na droven vzdélani, moznosti
ucasti na domdcich a zahrani¢nich vyukovych programech,
na vyzkumné aktivity, kontinudlni zvySovani kvality, na
pfipadnd kézetiska opatieni pii poruseni vnitiniho organi-
zacniho fadu, na radia¢ni bezpec¢nost atd.

Posledni den provedli zdvére¢ny pohovor s feditelem dsta-
vu, vedoucim lékafem odd. radia¢ni onkologie a poté se
vSemi zaméstnanci odd. radia¢ni onkologie a odd. radiolo-
gické fyziky bez pfitomnosti pracovnikil jinych oddéleni ¢i
vedeni ustavu.

V tvodu pohovoru ¢leni auditniho tymu potvrdili zaslani
definitivniho posudku do tii tydnii, budou jesté kontrolo-
vat tdaje v pfedem zaslaném dotazniku do sidla TAEA se
zjiSténou skute¢nosti (pfedevsim pocty pacientl, persona-
lu, pristroju atd.) Dale akceptovali moZnost jesté¢ zmény
z4avért na zakladé diskuse na zdvére¢ném sezeni se zameést-
nanci ORO a ORF.

Z kladnych hodnoceni: Pfikladné zaujeti k pracovnim ¢in-
nostem, entuziasmus pracovnikil, vyborna organizace a
systém prace, neobvykle rychly proces od zahdjeni pla-
novani radioterapie k jejimu provedeni, dobra spoluprace
mezi pracovniky ORO a ORF, dostatek multidisciplinar-
nich tymil a pocet odbornych oddéleni v MOU, orientace
prace na pacienta, vyborna troveii informovanych pou-
Ceni a souhlast, edukac¢ni centrum pod vedenim zkuSené
sestry, vysokd drovei prevence nosokomidlnich ndkaz na
lazkovém odd. ORO a zabezpeceni ochrany pacientl a
persondlu, vyborné provadénd a vedend dokumentace pfi
pravidelnych testech kvality funkce ozafovacich pfistro-
jb, vyborna organizace price na ozafovnach, motivace pra-
covnikit ORO pfi tvorbé 1é¢ebnych protokolt. Pozitivné
byl hodnocen vyvoj eduka¢niho vycviku, kladné hodno-
cena infrastruktura klinickych studii (odd. klinickych stu-
dii), vysoka trovet radiodiagnostiky a laboratoii. Kladem
jsou i plany na rozsiteni oddéleni a snadny pfistup pra-
covniki k pocitac¢tim.

Z negativnich hodnoceni: LéCebny protokol pro karcinom
prsuneodpovida sou¢asnym mezinarodné uzndvanym pro-
tokoltim v otdzce indikace ozafovani axily, neni statisticky
vyhodnocovana mira chronickych komplikaci po radiote-
rapii, nevhodna poloha pacientky pfi ozafovani u karcino-
mu prsu. Auditofi shledali pfiklady nedodrZovéni léceb-
nych protokold (napf. sniZeni celkové aplikované davky o
2 Gy bez vysvétleni v dokumentaci), nedostate¢né defino-
vany rozdil v davkdch a velikosti cilového objemu u karci-
nomu jicnu pro kurativni a paliativni radioterapii. Omeze-
né dikazy vyzkumnych aktivit (chybi zapojeni do
mezindrodnich randomizovanych studii - EORTC).

Z doporuceni komise: VSechny lé¢ebné protokoly ovéfit
a upravit podle mezinarodnich protokold. Zvysit aktivitu
na poli postgradudlniho vzdélavani - ¢ast na tuzemskych
a zahrani¢nich kursech, kongresech a sympo6zii. Upravit
1é¢ebny protokol pro ozafovéni axily u karcinomu prsu -
ihned. Pfehodnotit techniku a polohu pacientek pii oza-
fovani u karcinomu prsu. V 1écebnych protokolech vice
rozliSit objemy, davky a frakcionaci u kurativni a palia-
tivni radioterapie. Podpofit dal§i vzdélavani v zahranici.
Vice se podilet na randomizovanych ¢eskych a zahranic-
nich studii. ZaloZit 1é¢ebné tymy i na odd. radia¢ni onko-
logie (s pracovniky ORF) pro jednotlivé diagndzy (nejen
v ramci ustavu).
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onkologické spole¢nosti

ZAPIS Z JEDNANI VYBORU CESKE ONKOLOGICKE
SPQLECNOSTI KQNANEHO DNE 20. 9. 2005
V CESKYCH BUDEJOVICICH

Pritomni: Vorlicek, Abrahdamova, Aschermannova, Finek, Konopasek,
Petera, Pfibylova, PetruZelka, Stdhalova, Zaloudik

Omluveni: Rob, Cwiertka, Eckschlager, Jelinkovd, StankuSova, Vyzula
Hosté : Fischer

V budéjovické nemocnici privital ¢leny vyboru prim. MUDr. Fischer,
prednosta onkologického oddéleni.

1. Prezentace doc. DuSka kompletizaci SVOD (software pro vizuali-
zaci onkologickych dat) s pfedanim manudlu k webovému portalu
a uzivatelské prirucky k sw SVOD. Nabidkou webového portélu 1ze
trvale zpfistupnit veSkeré epidemiologické idaje NOR 1977-2002
a v dalSich letech jiZ pribézné, pro vSechny onkologické diagnozy.
Toto softwarové zprehlednéni vice nez 1,2 milionu pfipadi anony-
mizovanych onkologickych zdznama za vice neZ Ctvrtstoleti je
vyznamnym uspéchem Ceské onkologie a informatiky, které snese
Zivani SVOD dogel vybor COS hlasovanim k €mto zavérim:

- vybor COS piebira garanci nad dalsim vyvojem SVOD a jeho vyu-
zivanim v CR a zahrani&i

- vybor souhlasi s ustavenim Rady garantt SVOD (COS, SROBF,
CHS, Rady NOR, UZIS, CSU, MZ CR, CaK SZU, aj.), do piistiho
jednani bude pfipraven jmenny seznam Rady

- vybor COS schvilil vefejné zptistupnéni epidemiologickych dat
NOR ve SVOD na webovém portidlu www.cba.muni.cz/svod

- klinicka data NOR bez identifikace zdravotnického zafizeni budou
dostupna pouze v lokalni (CD) databazi a jejich distribuce 1ékaftim
bude pfedmétem dal§iho vyvoje podle poptavky, perspektiva je v pre-
vedeni na krytou webovou zénu

- data s identifikaci daného zdravotnického zafizeni budou formou
kryté zony pristupna na certifikovanou zadost feditele tohoto zafize-
ni, ktery je miiZe srovnavat pouze s priméry kraji a CR

2. Prof. Zaloudik prezentoval znového SVOD trendy incidence a mor-
tality v relativnich hodnotach evropského standardu s vékovou korek-
ci pro 16 nejcastéjSich onkologickych diagnéz. Souhrnné 1ze konsta-
tovat, Ze od poloviny devadesatych let riziko imrti na Zadnou z téchto
diagnéz nestoupd, bud zlistava stacionarni nebo klesa. Upozornil, Ze
v odbornych i medidlnich prezentacich je nutno prisné odliSovat tren-
dy absolutnich hodnot, v nichZ se projevuje i starnuti populace, od rela-
tivnich hodnot udévajicich riziko vzniku nddoru nebo tmrti na nador
predeviim v produktivnim véku. Clének na toto téma jako kolektivni
dilo MOU, COS, Rady NOR a CBA MU bude publikovin v Medical
Tribune a v Klinické onkologii, aby se pfedeslo desinterpretacim onko-
logickych trendli zejména v kontextu srovnavani v ramci EU.

3. Inventurou stavu financovéni ¢asopisu Klinickd onkologie bylo
zjisténo, 7e COS dosud nepfispé&la k chodu ¢asopisu. Slovensk4 stra-
na prispiva formou grantu BMS. Vybor rozhodl o spolufinancovani
Casopisu Castkou 60 tis. K¢ ro¢né, coz je pfispévek zhruba 100 K¢ na
jednoho ¢lena ro¢né. Déle vybor rozhodl dat ¢asopisu na edi¢ni ¢in-
nost jednorazové 60 tis. K&. Casopis prosperuje a prispévek COS, kte-
rou ¢asopis reprezentuje, pfispéje k jeho dal§imu rozvoji.

4. Prostfedky sbirky Béhu T. Foxe budou na pfani potadatele sbirky
letos vénovany na pfistroje pro onkologicky vyzkum a pfedstava vybo-
ru je takova, Ze by se tcel sbirky stiidal. V dalSim roce by penize Sly
opét podle konceptu RASO na financovéni onkologickych studii a ana-
lyz dat na onkologickych pracovistich.

5. Vybor COS rozhodl pokro¢it déle v budovani onkosité CR. V nej-
blizsi dobé budou k dispozici jednoduché dotazniky, na jejichZ zakla-
dé se mohou pracovisté hlasit jako Komplexni onkologické skupiny
nebo centra. Ta pak budou mit za tkol pojmenovat strukturu sité ve
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své oblasti ¢i okruhu své piisobnosti. KOS ¢i KOC museji napliiovat
jiz schvélend kritéria vybavenosti a komplexnosti onkologické péce.
Budou viak rovnéz zodpovidat za strukturovanou péci ve svém okru-
hu, regionu ¢i kraji. Pfedpokladame prihlasky do mésice po zvefej-
néni.

6. Dr.Aschermannova prostuduje a poda pro vybor COS do 14 dnil
navrh p¥ipominek k novele diichodového pojisténi, jak je po COS
pozadovéno.

7. Doc.Abrahamova seznidmila ¢leny s inovovanou formou hlasen-
ky zhoubnych novotvarid i zménénym reZimem jejiho odesilani. Je
zapotfebi zajistit kontrolu platbou z VZP, protoZe neexistuji jiné
vymahaci nastroje odesilani hlaSeni v potfebném terminu i kvalité.
Vybor COS odsouhlasil inovovanou verzi hlaSenky. Viechny iden-
tifika¢ni idaje vcetné adresy jsou soucasti hlaSenky po dobu jeji exi-
stence ve zdrav. zatizeni jako sou¢dst zdrav. Dokumentace. Pro UZIS
je hlaSenka zbavena identifikac¢nich znaku dle platného zdkonného
ustanoveni.

8. Prof. Stary informuje o prednédsce prof. Altera z NCI Rockville,
USA na téma ,,Cancer-prone rare genetic syndromes - how do they
instruct us ?°, ktera se kona 5.10.2005 v 11 hodin ve FN Motol.

9. Vybor prebira zastitu nad onkologickymi odbornymi konference-
mi JOD Cesky Krumlov 12.-14.10.2006, Symposiem onkogyneko-
logie Brno, 6.-7.1.2006, Staskovy dny Praha 31.3.-1.4.2006 a BOD
Brno 11.-13.5.2006

10 . Firma Novartis hodla uspofadat kurzy anglictiny pro lékate s rodi-
lymi mluv¢imi, vybor tuto aktivitu vitd a souhlasi.

11. Vybor COS ocenil odeslani dopisu predsedy COS piedsedovi
Sendtu CR o boji proti koufeni — ¢lenové text dostali na védomi
emailem. (Viz. pfiloha zapisu na str. 187)

12. Pro ustaveni novych sekci COS Sekce psychoonkologie a Sekce
uroonkologie byli jmenovéni garanti Mgr. Kalvodovd, doc. Abraha-
mova, ktefi pfipravi zfizeni sekci i volby do jejich vybort.

13. Vybor COS schvilil pfijeti novych ¢lend: LavrySinova (Novy
Ji¢in), Vlasek (Praha), Kozel (Ostrava), Svandové (Praha), Roman
Svoboda (Pliva), Hrstka (Brno).

14. Dr.Stahalova upozornila, Ze podminky pro pfistup pacientti k onko-
logické 16¢bé jsou na riiznych pracovistich riizné, coz 1ze doloZit fadou
ptikladd. Jde o rozdily v ekvité a rozpory mezi medicinskymi indi-
kacemi a nasledné dostupnosti financovani. Tento rozdil v piistupu
k onkologické 1é¢bé je zptisoben predevsim rozdilnym piistupem zdra-
votnich pojiStoven k hrazeni 1é¢by. Vybor dospél k nazoru, Ze na toto
téma je mozné i potfebné zahdjit Sirsi diskusi v odborném tisku nebo
na relevantnich férech. MoZnosti feSeni pfimo na vyboru COS jsou
omezené.

15. Byla projednavéana nova pravidla pro podavani erytropeotinu,
vzhledem k tomu, Ze nebyl pfitomen doc. Vyzula, ktery ma k dispo-
zici dalsi relevantni materidly, bude kone¢né znéni doporuceni uve-
fejnéno pozdéji a rozeslano ¢lentiim emailem. Doporuceni bude uve-
fejnéno i v Klinické onkologii.

16. Prof. Vorli¢ek zaslal fediteli Ceské posty a Ministerstvu infor-
matiky Zadost o vydavéni poStovnich znamek s onkologickou, hlav-
né& preventivni, problematikou. Odpovéd Ing. Jifiho Reholy, feditele
odboru poStovnich sluZeb Ministerstva informatiky najdete v priloze.

Clenové vyboru COS po jednéni diskutovali s feditelem budgjovické
nemocnice dr. Novdkem o aktudlni problematice financovani onko-
logické péce a zodpoveédéli jeho cilené dotazy.

Pristi vibor COS bude v iitery 11. Fijna 2005 ve Zliné.
Sledujte www.linkos.cz — denné nové informace nejen o onkologii.



