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prehled

MOLEKULARNI BIOLOGIE BUNECNE IMORTALIZACE A JEJI VZTAH

KE KARCINOGENEZI

MOLECULAR BIOLOGY OF CELLULAR IMMORTALIZATION
AND ITS RELATIONSHIP TO CARCINOGENESIS

HATINA J., REISCHIG J.

UNIVERSITA KARLOVA, LEKARSKA FAKULTA V PLZNI. USTAV BIOLOGIE

Souhrn: Buné¢na imortalizace predstavuje multistupfiovy proces, pii némz bunky ziskdvaji neomezeny proliferacni potenci-

al. Imortalizovany fenotyp je vlastni nadorovym buiik
primarni bun&&né kultury ¢i dodasné bundené linie vs

dm a nddorovym bun&nym liniim, zatimeo normalni somatické bunky.
tupuji po urcité dobé aktivni proliferace do prolifera¢ng inaktivniho sti.

dia — senescence. Senescence je charakterizovana aktivaci tumorovych supresorovych proteint p53 a p16NK+ inhibici akli-
vace kindz bunécného cyklu, hypofosforylaci pRb a trvalou inhibici E2F-transkripcnich faktort. v diisledku ¢ehoy nejsou
exprimovany geny, jejichZ proteinové produkty jsou nutné pro vstup do S-faze. Okamzik senescence je pravdépodobné deter-
minovan dvéma soubéZnymi procesy — postupnym zkracovanim telomer s kazdym bunéénym délenim a postupnou demety-
laci genomu. Senescence maze byt pickonina mutagenezi, genovou manipulaci ¢i infekci DNA-tumorovymi viry, béhem nasle-
dujici proliferacni viny pokracuje oviem dale zkracovini telomer a proliferace kon¢i rozsihlou smrti bunk — krizi. Cist bunécné

populace je oviem schopna aktivovat telomery udrzujici enzymatickou masinérii (nejcast&ji ve forme enzymu telomerdzy )

krizi spontdnné pekonat a nabyt imortalizovaného fenotypu. Imortalizace predstavuje recesivni fenotyp. vznikly postupnym
vyfazenim obou kopii gendi pro mediatory scnescence a krize. Vedle télo t7v. replikativni senescence miize totozny fenotyp
vzniknout i pfed prodélinim daného pottu bun&¢nych délent, napf. aktivaci ras-onkogenu na normalnim genetickém pozadi.
Existuje dostatek dikaz(l, Ze tato tzv. predCasnd senescence. jako7 i Fidna replikativni senescence, pfedstavuji pfirozené pro-
titumorové bariéry. Aktivovany ras je oviem schopen obejit tuto senescentni bariéru kooperaci s dalim bunecnym onkoge-
nem — myc. Aktivace myc-onkogenu oviem nadto vede i k prekonani krize aktivaci exprese genu pro katalytickou podjedno-
tku telomerazy, jakoz i k fad& dalSich disledki ve prospéch nadorového fenotypu. Telomeriza sama predstavuje slibny terd
protinddorové terapie, jeji fizena aktivace by naproti tomu mohla byt dalezitd v piipadech bunéené terapic.

Kli¢ova slova: primarni bunécna kultura, replikativni senescence, imortalizace, telomery, telomerdza. p53. p16M™™ rug mye

Summary: Cellular immortalization represents a multistep process. during which cells acquire indefinite proliferation
1ary: (¢ ! ) ; I g ! I

potential. The immortalized phenotype is typical to twmour cclls and tumour-derived cell lines, whereas normal somatic cells.

primary cultures and finite cell lines enter after a period of active proliferation into a state of proliferation arrest termed

senescence. The senescence is characterized by activation

of tumour suppressor proteins p53 and pl16™NK¥_ inhibition of cvelin-
pp p )

dependent kinases activation, by pRb hypophosphorylation and constant inactivation of E2F transcription  factors.
Conscquently, genes encoding for proteins, which are crucial for entry into S-phase. are not expressed. The point of senescence
seems to be determined by two parallel processes —a gradual shortening of telomercs upon each cell division and a progressive
demethylation of the genome. Mutagenesis, infection by DNA-tumour viruses or transfection with their oncogenes entail
a bypass of senescence and allow for additional proliferation beyond the senescence point. Shortening of telomeres continues
during this prolonged proliferation period. however, and prolifcration terminates in culture crisis, which is typified by extensive
cell death. A part of the cellular population might. nevertheless, activate a telomere maintenance mechanism (most Irequently
telomerase) and those cells spontaneously recover from crisis and become immortal. Immortality represents a recessise
phenotype. which is conditioned by a gradual assembly of mutation hits targeting both copies of senescence- or Crisis-
mediating genes. Besides this replicative senescence. essentially the same phenotype could be induced prematurely (i.e. betore
passing the number of cell divisions. which would trigger the replicative senescence), e.g. by dominant gain-of-tunction
activating mutations in the ras-oncogenc on an otherwise normal genetic background. This premature senescence, as well as
the replicative senescence for its own sake, could be this viewed as natural tumour suppressor barriers. Activated ras is able o
bypass this proliferation block by cooperating with additional cellular oncogene — myc. However. the activation of nive leads
in addition to the bypass of crisis. by means of activating transcription of the gene encoding the telomerase catalytic subunit.
as well as to multiple additional consequences along the tumour progression pathway. The telomerase is often regarded as
a promising target of anti-tumour therapy. its regulated expression on the other side represents a possibly important point in

cell-based therapeutic applications.

Key words: primary cell culture. replicative senescence, immortalization. telomeres. telomerase., PS3 pLOMNIE g mve

Normdlni lidské somatické buiiky jsou schopny prodélat jen
omezeny, pfedem dany pocet bunécnych déleni. zatimeo bufi-
ky nadort jsou schopné nekonedné proliferace. Existuje fada
dakazi, svédcicich ve prospéch tvrzeni, ze bunééna imortali-
zace tvori dulezity stupeti v kaskad& multistupiiové karcino-

geneze. Napfiklad schopnost odvodit imortalizovanou bunéc .
nou linii byla negativné Korclovana s prognozou v pripade
nemalobunécné rakoviny plic (1), byla nalezena dobri kore
lace mevi tumorigenni a imortaliza&ni schopnosti jednotliy yeh
kmena lidského papiloma viru (2. 3) a na modela kolorektal
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n{ karcinogeneze se podafilo prokazat, 7e buné¢né linie odvo-
zené od malych adenom (pramér mensi neZ | cm) maji zpra-
vidla do¢asny charakter, zatimco u velkych adenomi (primer
v&t§i neZ 2 cm) je daleko vetsi pravd@podobnost ustaveni imor-
talizované bundené linie (4, 5). Existuji sice buné¢né linie, kte-
ré jsou imortalizované, ale nikoli tumorigenni; klasickym pii-
kladem je slavna linie NIH 3T3 embryondlnich mysich
fibroblastii, ale v tomto pfipadé jedina dalSi genetickd zména.
t.j. transfekce jedinym aktivovanym onkogenem. vede k pIné
tumnorigennimu fenotypu. Této schopnosti NIH 3T3-fibrob-
Jastil bylo ostamé hojné vyuZito ke klonovéni aktivovanych
onkogenti 7 klinickych nadorti. Imortalizovand kultura, neni-
li pfimo tumorigenni, tedy stoji podstatné bliZe pln€ tumori-
gennimu fenotypu neZ normalni buiika (6, 7).

Bun&éné imortalizace je sama o sobé dosti komplexnim pro-
cesem a mezi imortalizovanou a normalni buiikou stoji néko-
lik prolifera¢nich bariér, které se musi postupné zhroutit, aby
buiika z{skala neomezeny prolifera¢ni potencial. Toto téma
piedstavuje v soucasnosti velice Zivou oblast nddorove biolo-
gie a jeho jednotlivé dilei aspekty jiZ byly na strankdch toho-
to Casopisu shrnuty - samostatné byla napf. shrnuta Gloha
mdm?2-onkoproteinu v regulaci aktivity tumorového supreso-
rového proteinu p53 (8), tloha telqme_réz/y (9) jakoz i funkce
inhibitoru bun&&ného cyklu p2 1Waf-1/eip-1Adi-l (10 Zamérem
tohoto ¢lanku je nacrtnout jakysi obecny ramec biologie
bunééné imortalizace, se zvlastnim dirazem na prvoi a zdd sc
i zakladni proliferacni bariéru, kterou musi nidorova buiika na
cesté k imortalizaci prekonat, t.j. senescenci.

Senescence a krize - dvé zakladni proliferacni bariéry

Jiz pred vice nez 35 lety Hayflick zjistil, Ze docasné bunécné
linie lidskych fetalnich fibroblastd jsou i v optimdlnich pod-
minkach kultivace in vitro schopny prodélat jen omezeny, pie-
dem dany pocet déleni (pocet bunéénych déleni sc udivi apro-
ximativn& jako pocet zdvojeni populace bunécné kultury -
population doubling, zkracené PD. a na uvedeném modelu
fetdlnich fibroblasti &ini tento prolifera¢ni strop 60 PD)a poté
proliferace neodvratné kon€i procesem zvanym sencscence
(té7 znama jako M1 -stadium, coZ je odvozeno od mortality-1)
(11, 12, 13). P¥i kultivaci normdlnich lidskych bunek postihu-
je senescence celou kulturu a v podstaté neni moZno zazna-
menat, e by se urcita, byt nepatrna ¢ast bun¢k tomuto proce-
su spontanné vyhnula. Senescence nemé co do Cinéni
s buné¢nou smrti - naopak (je tfeba se nencchat zmast trochu
nestastnym oznaCenim mortality-1). Bufiky zistavaji 71vé
a jejich buné¢ny cyklus se ireverzibiln€ zablokuje v G1 -fazi -
buiiky nejsou schopny vstoupit do S-fize ani v odpovéd na
mitogeny, napt. sérum, ¢oZ je mozno kvantifikovat v podobé
velmi nizké inkorporace bromdeoxyuridinu (BrdU). Bunky
nabyvaji typické rozpliclé morfologie, dochazi zde ke zméné
expresniho profilu genii - nékteré geny jsou trvale reprimova-
ny, jiné aktivovdny, a buiiky nabyvajf rezistenci vici progra-
mované bun&éné smrti - apoptoze. Byl objeven rovnéZ typic-
ky marker senescentnich bunék - B-galaktosidd-a aktivni pfi
pH 6 (tzv. SA- B-gal - senescence-associated B-galaktosida-
se). Hodinami, které buikdm vymezi okamzik vstupu do senes-
cence, je pfitom skute&né pocet bunénych délent. nikoli real-
na doba kultivace. RovnéZ kryoprezervace nijak neméni tyto
viitin{ buné¢né hodiny a buiiky po rozmrazeni zaCinaji pics-
né v tom okam7iku, v jakém byly zamrazeny. Buiiky jsou tedy
vybaveny uréitymi vnitinimi hodinami. ktere. odbije-1i konec-
ny, pfedem vyméieny pocet PD, trvale a ircverzibiln¢ zablo-
kuji dalsi proliferaci (13. 14, 15).

Ji7 v poloving 60. let se pi§lo na zpiisob, juk Ize senescenci obe-
jit- totiZ infekef nékterymi DNA-nddorovymi viry, jako je SV4Q),
lidské papitomaviry (HPV), nebo, v piipadé B-lymfocyti. virus
Epsteina a Baarové (EBV). Pozdgji, s rozvinutim metodiky
transfekee se prislo na to, 7e postadi buiiky transtektovat onko-
geny uvedenych vird, t.j. tzv. velkym T antigenem viru SV40 i
E6 a E7 onkogeny lidského papilomaviru 16 (14. 16, 17). Uve-
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dend infence ¢i transfekce md za ndsledek dalSi vinu bunécné
proliferace v rozsahu 20 - 60 PD (podle bunécného typu a pou-
zitého viru) a poté buniky vstupuji do nové fize proliferacni zista-
vy, kterd je znama jako krize ¢ M2 (mortality-2). Krize je pro-
vizena rozsdhlou smrti bunék, pravdépodobné apoptotického
charakteru, oviem pfi vysoké firovni mitotické aktivity (vyso-
ka aroven inkorporace BrdU). Buiiky v krizi rovnéz exprimuji
SA- B-gal (18. 19). Krize oviem neni z hlediska osudu bunéc-
né kultury natolik fatainim stidiem jako senescence. ponc¢vadz
uréité &asti buné&né populace se miize podafit krizi prekonat. po
urdité dobg proliferatniho klidu znovu zacit aktiva prolifero-
vat a tentokrat uZ provZdy. Piekonéni krize ma tedy charakier
imortalizace a bunéfna kultura, kterd prekonala krizi. nabyva
schopnosti nekone¢né proliferace. Frekvence této sponkinni
imortalizace neni u lidskych fibroblastd (jakoZto klasického
modelu) piili velka a pohybuje se v rozmezi 107 az 107 (14).
u jinych bun&nych typii, napt. epitelidlnich bunék. muze byt
ovéem o hodné vyssi ¢i dokonce 1 tak vysokd. Ze krize nemusi
byt viibec patrnd a hlavni prolifera¢ni bariérou zustivi sene-
scence. Ta je oviem u epitelidlnich bungk dvoutdzovi: jednot-
livé stupné se oznacuji jako MO — selekce a M1 — viasini sene-
scence. pficemz kazdy z nich md jiny molekularni zaklad (20).
Karyotyp imortalizované kultury mé viechny znaky transfor-
mované kultury, t.j. je aneuploidni a heteroploidni. imortalizo-
vana kultura oviem jes§té nemusi byt tumorigenni (6).

Molekularni biologie replikativni senescence

Juk je jiz uvedeno vySe. senescence predstavuje trvale zablo-
kovani bunééného cyklu v G1-fizi; buiiky nejsou schopny rep-
likovat DNA ani v odpovéd na mitogenni stimulaci napiiklad
sérem. Vstup do S-faze bunééného cyklu je podminen expre-
si specifickych gent, kodujicich enzymatické aktivity nutnc
pro replikaci DNA véetné DNA-polymeriz. a expresc éehto
gent je kontrolovdna na trovni jejich transkripee rodinou tran-
skrip&nich faktort E2F. V G1-fdzi je exprese téchto genu nezd-
douci a E2F faktory jsou v souladu s tim inaktivoviny inter-
akei s proteiny retinoblastomové rodiny (pRb): tato interakee
je podminéna hypofosforylovanym stavem pRb. V normanim
pritbéhu bunééného cyklu je v pozdni G1-fizi pRb fosforylo-
van kindzami buné¢ného cykiu CDK-4 a CDK-6 aktivovany-
mi cyklinem D, popf. CDK-2 aktivovanou cyklinem E - fos-
forylovany pRb ztraci schopnostinterakee s E2F. en je uvolnén
a spousti transkripei gend, jejichZ proteinové produkty jsou
nutné pro vstup do S-faze (21). Senescentni buitky oviem tuto
fosforylacni reakci nejsou schopny provést, pRb je tudiz trva-
le hypotosforylovén a v trvalé interakci s E2F. Tohoto bioku
je dosaZeno aktivaci syntézy dvou inhibitorit kinidz bunécne-
ho cyklu - pl6!NKH (specifita pro CDK4 a CDKO) a p2 1™

Icip-TAdi-1 (Kiroké spektrum inaktivovanych CDKy: p2 170 741

I8dil_gen je pfimo aktivovdn tumorovym supresorovyim
proteinem p53 (22). p53 protein je v senescentnich bunkach
stabilizovin a vykazuje zvy3enou trakskripdné-uktivacni akt-
vitu (15). Ke stabilizaci p53 dochdzi pusobenim proteinu
p 14ARE (mygi homolog nese oznaceni p19~RY ). jehoz gen sdi-
1i &ast kodujici sekvence - 2.4 3. exon - s ploMNEE senem nd
oviem sviyj viastni promotor a 1. exon a vzhledem Kk pouzit
jingho ¢teciho rdmee (ARF v oznaceni znameni alternative
reading frame) neexistuje na aminokyselinove urovii 7idna
podobnost mezi pldARE g p1aINKEE 3y p AR srabihizuje
p353 protein vstupem do piirozené negativai regulace p3 3 pro-
stiednictvim onkoproteinu mdm2. Mdm?2 interaguje ~ p53
avysledkem éto interakee je zfejmé export komplexu tmdm?2

p53 7 jadra do cytoplazmy a zde proteolyticka degradace:
mdm?2-gen je pritom rovnéz piimo transkripéné aktivovin ps 3

proteinem. p 1438V je schopen soucasné interakee s mdm 2 i p3 3
arusi destabilizacni funkei mdm? (8, 24). p/6/¥8-jokus obsa-
huje jesté jeden gen. ato p /5K blizee homologni p /6PN,
jehoz proteinovy produkt je i funk&né analogicky o tedy rov-
néz schopny inhibovat aktivaci CDK4 a CDK6 cvklinem 1:
nezdd se oviem. 7¢ by p13NEH byl aktivovin v prabchu fad-



né replikativni senescence (23). p53 zfejmé reguluje senescenci
jeste dalsimi cestami nezavislymi na p2 | wat-17eip-sdi-1 Joqnim
zkandidatt je vazebny protein inzulinu-podobnych riistovych
faktorii - 3 (IGFBP-3), ktery inaktivuje pfimou vazbou tyto
ristové faktory a tim blokuje jejich mitogenni plisobeni (24).
Samotny p2 [ 1eip-14di-1 e schopen kontroly bunétné pro-
liferace jesté dalsim mechanismem, a to inhibiéni interakei s
proteinem PCNA (proliferating cell nuclear antigen), ktery
pisobi jako kofaktor DNA-polymerazy - disledkem uvedené
interakce je pfima inhibice replikace DNA (25). Obé funkce
p21WabVelp-TAdicl "y inhibice cyklin-dependentnich kinaz
a inhibice PCNA, jsou pfitom neseny riznymi doménami
p21 VA eip-IMdEL_proteinu. Inhibice CDK pfisiusi N-termindl-
ni Casti, zatimeo vazba PCNA je vlastni C-terminalni domé-
né. V experimentdlnim systému jsou obé¢ domény schopny
nezdvisle inhibovat buné¢nou proliferaci, inhibi¢ni u¢inek N-
termindlni domény zaméfené proti CDK se ukazuje jako vyraz-
néjsi (26,27).

Toto je tedy obecné schema proliferacniho bloku replikativni
senescence (obr. 1) a odtud je na bile dni, jak mohou onko-
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Obr. 1. Schema replikativniho bloku uplatiujiciho se v senescenci.
Senescence je spuiténa aktivaci lumor()}:,y"ch supresorovych proteinii p53
a pl6™NKE Aljternativni produkt p76/VKA ok usu ~ pl4ARE _ biitom sta-
bilizuje pS3-protein zrusenim destabilizadni funkce mdmZ-(_)nkoPmrcinu.
Aktivovany  p53 s&)oUK[i transkripei  p2 - icip-ihdi-lgon,
plOINKI o wal-ticip-lidi-l_ peorainy inhibuji aktivaci cyklin-depen-
dentnich kindz. Ty v dasledku toho nejsou schopny fosforylovat tumoro-
vé supresorové proteiny rodiny pRb. pRb zistiva v trvalém komplexu s
transkripénimi faktory E2F-rodiny, které tudiz nejsou k dispozici pro tran-
skripci gend, kodujicich proteiny nezbyiné pro vstup do S-fize bunécné-
ho cykiu. Konecnym efektem je tedy zablokovini bunécného cykluv G-
fizi. Tento replikativni blok je sdm aktivovan Jako ndsledek vycerpani
povolené replikacni kapacity dané buiiky. nebd rovndy pied dovrsenim
povoleného po¢tu bunéénych déleni — v tomto pfipadé ma7e byt senc-
scence spustena aktivaci nékterych onkogent. napiiklad ras.

proteiny DNA-tumorovych virti tento blok prorazit. Podstatou
jejich onkogenniho Gcinku je totiz vyvazani bunéénych tumo-
rovych supresorovych proteint do nefunké&nich komplexin
a jejich smérovani k degradaci - T-antigen SV40 ptitom sou-
c¢asné vize p53 a pRB, E6-onkoprotein HPV 16 inaktivuje p53
a E7 podobné inaktivuje pRb (14, 15).

Zbyvd odpovédét na otazku, jak je tento proliferacni blok akti-
vovan po prodélani ur¢itého predem naprogramovaného poctu
bunétnych déleni. Zda se, 7e zde souasné pisobi dva mecha-
nismy - postupujici eroze telomer s kazdym buné¢nym déle-
nim a postupujici demetylace genomu (28). Zkracovini telo-
mer je zfejmé vysledkem dvou procest - neschopnosti
DNA-polymerizy opoZdujiciho se fetézce uplné replikovat
templdt (tzv. end-replication problem) - proces, ktery byl popr-
vé hypoteticky nacrtnut ruskym genetikem Olovnikovem na
zaCatku 70.let bez jediného experimentu, jak na to vzpoming
sam Hayflick (13), a k tomu ddle pfistupuje piedpoklidané
plsobeni 5°-3" - exonukledzy (29, 30). Délka telomer indivi-
dualnich lidskych chromozomd muze byt kvantifikovana
metodikou in situ hybridizace, za pouZiti fluorescenéné 7na-
¢ené sondy odpovidajici multiplikované tclomerové repetici
(obr. 2). Ubytek DNA pfipadajici na jedno bun&¢né déleni byl
takto v dobe velmi neddvné pomérné piesne zméfen a dosi-
huje délky 50 - 200 pari bazi (pb). pficem7 razné hodnoty
v tomto rozmezi byly ziskdny pro rizné individualni chromo-
zomy (31). Zkrdceni telomer na ur&itou kritickou trover ziej-
mé pusobi jako urcity signal poskozeni DNA., ktery aktivuje
p53; jakd je oviem podoba tohoto signdlu zastdva zatin nejas-
né - zda to je pfimo zkraceni telomer nebo neschopnost zkri-
cenych telomer zaujmout typickou sekundarni strukturu (tzv.
t-loop) apod. (32). RovnéZ je jasné, 7e neexistuje naprosto jed-
noznacny vziah mezi délkou telomery Jednotlivych individu-
alnich chromozoma a spusténim senescence - u nékterych chro-
mozomi mize byt tolerovin i v&t3i tbytek telomer, u jinych
ne - neni to tedy rozhodné tak, 7e by prvni kratkd telomera
spoustéla senescenci (31). Nicménd postaven{ P33 jakozio sen-
zoradestrukce telomer Ize poklddat 7a prokazand - bylavytvo-
fena mutantni linic mySi. u nich? je vyfazena telomerdzovi
enzymatickd aktivita cilenou mutaci v genu Kodujicim telo-
merazovou RNA: tyto mysi vykazuji patologické poskozeni
u tkan{ vyZzadujicich vysokou drovef proliferace bunék. které
Jje ovSem vyrazné zmirn&no prekiizenim 6to mutace na poza-
di bez funk¢niho p53-genu (33). At uZ je mechanismus akti-
vace pS3 jakykoli, dalsi priabéh se zda b)’/l}'usny’. Aktivovany
P33 spousti transkripei genu p2 /Vaf Il ehog proter.
novy produkrt zablokuje bun&ény cyklus inhibici Gl-kins
a PCNA, popf. genu pro IGFBP-3, ktery zablokuje mitogenni
aktivitu okoli bufiky. p33 je pFitom stabilizovin p 14 R! i jeho
transaktivacnf aktivitamiZe byt zvyicna transkripénim kotak-
torem p33NG1 (24).

Demetylace genomu postupuje moZna jako nezivisly soubés-
ny proces registrace prolifera¢ni historie a Jjeho cilem je prav-
d€podobné p /6% jehoz promotor je velmi citlivy ke zme-
nam v metylaci DNA (34). Nizorny piiklad této citlivosti
poskytuje kultivace epitelialnich bundk mlééné Zlazy . unichz,
na rozdil od shora uvedeného fibroblastového modelu. probi-
ha senescence dvoufdzové — prvni fize (po 10 - 20 PD) se
oznacuje jako sclekce Cili MO, za ni pak nasleduje (po dalich
10-20 PD) vlastni senescence &ili M1. Selekee mie byt pre-
konana bud transfekci HPV E7-onkogenu (ale nikoli E6) neho
spontanné — huﬁlgz‘. které spontanné piekonaly selekei hy per-
metylovaly p /6™ 4-promotor a tpIng utlumily expresi genu.
Senescence (M1) je pak zdvisla vylucné na p53 a je prekona

na transtekei HPV E6-onkogenu (20,

Postupujici demetylace genomu ma cfekt piesn¢ opacny. L.zn

dochizi k- aktivaci (derepresi) p/6™%: navic se sjistilo. i
Lento protein i jeho mRNA jsou velmi stabilni 4 mohou se tak
“pasivné” hromadit v bufice s postupujici proliferaci. Pointa
je totoznd jako u aktivace p33. . inaktivace CDK4 1 CDK6

inhibice fosforylace pRb a zablokovini bundcncého oy kit
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Obr. 2. Preparit metafizickyeh chromozomi bunék kostni dre
e adpovidayicim jedné kopii telomerove repel

s Fluoview, zvétseni 1430 x,

v Gl-fizi (14). Sled jednotlivych procesi in vitro imortalizi-
ce schematicky zachyeuje obrizek 3.

Je velmi obtizné. ne-li nemozné, » diléich experimenti kate-
gorizovat jednotlivé molekulirni mediitory senescence podle
dalezitosti. Napfiklad byla popsana kultivace dospélych fib-
roblasti od dirce postizeného Li-Fraumeni syndromem (ger-
mindlni mutace v p33-genu). kterd konci normalnim sene-
scentnim blokem po asi 40 PD, ten viak muze byt spontinné
piekondn mutaci v jediné funkéni kopii pSi-genu doprovi-
sené ziritou heterozygotnosti (loss of heterozy gosity -~ LOH),
aby pO\lé/L umaoznil dalsi nmlifcmmi vinu o délee 32-35 PD,
kterd oviem opél koni ve stavu piipominajicim senescenci
(35). Pokud béhem této dodatecné proliferace dochazii k vyfa-
zeni p16"84 deleci obou kopii genu. prodiuzuje se tuo dodi-
lecnd proliferaéni perioda pﬁbliiné na 55 PD a kondi krizi,

Obr. 3. fi vitro imortalizace primdrmi bunééné kulury, Behem Lnlu
primdmni bunéiné kultury dochizi k postupnému skracoy y
dym bunetnym délenim u k postupujici demetylaci
Vslednici obou 1&chto procesi je vstup bund
seence, pil némi se e veskerid daldi prolife :
oviem obejit v ranich mediitera
supresorov veh proteini, mapkiklad tansfekel onkogens DNA
virhh. Disledkem této manipulace je dalsi pukradovini bur
e, bihem niZ oviem rovné? pokraduje postupne skrcovint te Inn|\q i
4. kdy zkricend telomery ji ou schopny plnit svoji \Llnlnl
u funkei echran hmmnmnunul] koneu. Duost
Kultury, jejiz charakierist it
Nerbytnou podminkou da
- enzymatichd masinérie,
i je imortalizovana o je schopna &
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Hoveka hybridizovanych m siu
Vlastni chromozomy jsou bar-
umjodidem, welomery jsou vizualizoviny prosticdnictvim FITC. Mikraskop Qlvm
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dochiei zde tedy ke Kvalitativod i kyvanti-
tativnd totoznému efekt, juky byl zi
transfekei T-antigenu SV40 donormalnich
presenescentnich fibroblastu (36). Kon-
cepéné totozny vysledek byl sishin trans
fekei fetdInich hdskyeh fibroblasti bud E6
(—=p353) nebo E7 (—pRb) - onkogenem
HPV-16; kazdy 7z onkogenii poskytoval
sim o sobé jen omezenou proliferadni
vyhodu. Kvantitativni srovpdnt je sde
oviem obtizné: kazdy 2 onkogeni posky-
toval sim o sobé prodlouzeni proliferacn
faze 0 ~20 PD arovnéz konec éto prolife-
radni viny se 1i8il - transfekee E6 kondi
stavem plipominajicim sencscenc, zatim-
co u E7 se jednalo spise o krizi (191 Na
druhé strané bylo publikovino. 7e mutace
v obou kopiich p2/* ittt srany.
ktery ziejme v prvé fadé zprostfedkovivi
efekt p33 (¢ mutace v jedné Kopii ndsle-
dovand  spontinnim vyFasenim drubé
kopie proviizendm o heterozygol
nosti) umodelu primarnich fetilnich plic-
nich fibrablasta poskytuje dodatecny pro-
liferaéni prostor 20— 30 PD (potud ¢mef
shodné s kultivaci Li-Frammeni fibroblastu, klery oviem kon-
i o pii perzistening svviend expresni hlading
MEH18. 37). Tento vysledek je mozné interpretaval
ni wlohu zablokovani bunéeného cvklu v sen
¢i hraje [1’I""" Heipesdi=1 - roti tomu ovaem s1oji posorov;
Fe p o™ je mutovan v celé Fadé nddori. zZatimeo mu
neze u p2 PP AL geny prakiicky sasnamenana nebyla
prijmeme-li model senescence jako tmorove supresorone
hmc? (vie ddle). ukazuje olo srovndini na priniirni dlohu
p AR (3 3R), Zdvérem je proto moZne shinout, 7 sencs-
cence je vysledkem jakéhosi vyviazeného syatému blokojici
ho bunécny cyklus, plicemz Kazdd e slofek plni svou kol
alze 187ko nékierou v nich vyrdvihoval na dkor drahe, Roy
né7 Ize jen obtizné kvantitativad (). co do rogsahu poskvinu-
1ého doditeéncho proliferadniho prostonu) parovidvit ngne
nesdvislé studie. které na riznyeh konkrétmch bunécnyeh lini-
ich manipuluji s jednotiivymi medidtory senescence.
Podafi-1i se butce mutagenezi. virovou infekei O genoven i
pulaci prekonat senescentni bariéru, pokracuje |\u celou dabu
dodatecné proliterace dile destrukee tetomer (281 (Kieron a7
oviem buiika nemize sumamenat aadehvame na nreagovan,
azdookamziku. kdy telomery nejsou dile schopiy zastivil svou
ckou Tunkei - Lj. ochrianu koned chromozomu
vslednd chromozomiing nestabilitioy podi
bé chromozomilnich i a plestaveb je pravdépodobne st
ni pricinou viny bunéené smrti charakierizujict krizi. Bunky.
Krerym se podafi krizi prekonat a dosdhnout imortahizace. skl
vuji béhem Krize mechanismus stabilizace telonier. asi v 834
]11"i|‘m|u v pnduhé aktivace enzymu telomerizy o 14 15300 Ten-
1o sedmdr zdroven poskytuje v \nu.lluu PO POZOROVINE 2¢ Vel
sina mlnlmlttm.ln\«m n.niuru\ lhununuh linii i t;lunk-

bunéény hl\pu _]akohuu epitelid
tinocyty, vede infekce HPY 16 & transfekee [ T-omhkorge-
ny m_]u_n k prekonidni senescence. ale krive u nich vubec nemu

i prekondni senescence mad charakter imortalizace
A o 2 v otechto bunéényeh typech vale mikoli
il ve libroblastech) je E6-onkogen, hromé maktnace

tivovat telomerdz, Tato pose

napiik
pa3-proteinu, rovné? schopen
ini mitde byt klinicky vyznamné u HPV-indukovin ch nado-

rin, juko je karcinom délodniho kecku (39

Genetika bunééné imortalizace
Dilezitym prvkem na cesté desilrovini molekukinm podstan
imortalizace bylo posnani. Ze imortalizovany fenolvp vt




puje jako recesivni v experimentech typu somatické hybridi-
zace - produkt bunécné fiize mezi do¢asnou a imortalizovanou
buné¢nou kulturou prejima smrtelny fenotyp docasné kultury
a podléha senescenci a krizi (40, 41). Rovnéz produkt buné&g-
né fize mezi dvéma imortalizovanymi lidskymi buné¢ny mi
liniemi je ovsem Casto schopen pouze docasné proliferace
apoté vstupuje do senescence. Systematickou somatickou hyb-
ridizaci vybranych lidskych imortalizovanych bun&nych linii
byly detinovany &tyfi tzv. komplementa¢ni skupiny imortali-
zace, oznacené jako A, B, C aD; pouze produkt faze linif nile-
Zejicich do téZe komplementaéni skupiny prejimd rodi¢ovsky
imortalizovany charakter, co? prokazuje, ze bun&éné linie téze
komplementacni skupiny mutovaly v procesu imortalizace
totoZznou sadu genii (42, 43). Rovnéz produkt faze imortalizo-
vané telomerazu exprimujici bun&né linie s docasnou bunée-
nou linii ztraci telomerdzovou aktivitu (44). Imortalizovany
fenotyp je podie vieho vysledkem multistupiiové mutageneze
typu ztraty funkce (loss-of-function). Jinymi slovy. existuji
dominantni senescenci a krizi spoustéjici geny a alely a k pie-
kondni t&chto dvou prolifera¢nich bariér Jenutné vyfazeni obou
kopif pfislusnych gent na obou homolognich chromozomech.
Cist produkti téchto gend pasobi jako negativni regulatory
bunécného cyklu, jina dst pasobi jako represory telomerazy
(45, 46).

Ztrdta funkee pfislusnych negativnich regulidtort imortaliza-
ce je ptitom zapotiebi konstitutivng, t.j. po celou dobu proli-
ferace imortalizované kultury - zaneseni funkénich kopii p53
a p16™K4 genii do imortalizovanych fibroblasti {ptvodu Li-
Fraumeni rodin) vraci tyto bunééné linie na samy pocitek
d znovu nastartuje replikativni senescenci. Podobné pouZziti
teplotn€ senzitivni mutanty SV40 velkého T-antigenu umoz-
fuje pfi permisivai teplot& imortalizovat lidské fibroblasty (t.].
obejit senescenci a selektovat buniky prekonavsikrizi), pii VY-
Seni teploty kultivace takto imortalizované linie velmi rychle
opét vstupuji do senescence (14, 28). Jednou z pficin tohoto
chovini mize byt skute¢nost, 7e imortalizované bunsené kul-
tury maji zpravidla krat3i (byt stabilizované) telomery. a tudiz
Je u nich trvale ptitomen signal poskozeni DNA spoustéjici
senescenci - je-li do téchto bungk jestd dodatedné vnesen i pri-
Jjemce tohoto signdlu (p53), objevuje se pak senescence jako
logicky disledek. Mo7nou praktickou aplikaci je pak genova
terapie nadord transferem genii kodujicich molekuldrni medi-
atory senescence, jako je p16TNK4a (47,

Uvedeny princip, t.j. 7e restaurovani jediné genetické zmény
z celé multistuptiové kaskady vedouci k imortalizovanému
fenotypu tento fenotyp rusi a obnovuje senescenci. byl vyuZit
texperimentdIné k mapovani novych genti senescence a imor-
talizace metodou transferu individualnich chromozomu (mic-
rocell-mediated chromosome transfer). Podstatou této meto-
diky je bun&¢na fize mezi studovanou imortalizovanou
buné&cnou linii a hybridni bunéénou kulturou, nesouci na poza-
di mysiho genomu (bun&ena linie A9) vzdy jediny konkrétni
lidsky chromozom znaceny selek¢nim markerem (obvykle
Neo'-gen). Nese-li tento chromozom gen spojeny se senescenci
Cikrizi, ktery je homozygotng muta¢ne vyfazen u pouzité imor-
talizované bunécné linie, dostavi se vzapéti po fizi senescen-
ce nebo krize. Cast hybridnich klond se oviem vzdy vraci k
plvodnimu imortalizovanému fenotypu a u t&chto revertanta
zpravidla dochdzi k deleci mensiho & vétgiho useku daného
vneseného chromozomu. Jednotlivé klony revertantli jsou pro-
to podrobeny mapovaci analyze na retenci &i ztritg Jjednotli-
vych genetickych markert analyzovaného chromozomu a tim-
Lo zpasobem je stanovena tzv. minimélni deletovani oblast. tj.
nejmensi prinik deleci viech analyzovanych klonu revertan-
th. Takto 1ze zpravidla pomérné pfesné zmapovat pozici hie-
dancho genu, fadové s piesnosti megabizi DNA. Nisleduji-
¢i jemné mapovani sleduje v podstaté obecnou metodiku
pozi¢niho klonovini gen, tj. vytvofeni tyzikalni nmapy dané
oblastiv podobé usporidandé sestavy fragmentii DNA v podo-
b& YAC- (yeast arteficial chromosome) ¢i BAC- (hacterial

arteficial chromosome) klon (které Ize rovnéz funkené otes-
tovat zavedenim do dané imortalizované bunéené linie. meto-
dika je ovSem slozit&jsi), selekce exprimovanych oblasti (EST
—expressed sequence tagg), kandidamich gentatd. V uvede-
ném experimentdlnim systému lze senescenci indukovat vel-
mi rychle (po 5 az 9 PD), naproti tomu v pripadé represoru
telomerazy dochdzi k indukei krize a7 PO postupné destrukci
telomer, ktera nastiva a7 po 20 — 40 PD (48).

Alternativni metodika byla zcela pfevzata 7 molekularni
genetiky nddort a spo¢iva v hledani oblasti. na Jednotlivyceh
predem vytypovanych chromozomech. popr. i nadrovni celé-
ho genomu, vykazujicich konzistentni ztraty heterozygotnosti
(LOH). coz je charakteristicky znak lokalizace tumoroveho
supresorového genu. Za modelovy systém mizeme pokladat
vySe zminénou kultivaci fibroblasti Jedincd postizenych Li-
Fraumeni syndromem (35). Jiny systém vychdzejici / kla-
sického modelu analyzoval chovani fibroblasti imortalizo-
vanych po transfekei T-antigenem SV40. Senescence je zde
prekonana blokovanim p53-a pRb-proteinli transtekiov anym
virovym onkoproteinem, ale ukazuje se. 7e k imortalizaci I
vedle aktivace telomerazy nutna jesté geneticka 7ména na
arovni 6426-27 (49). Jiny vhodny systém predstavuje baterie
bun&¢nych linii odvozenychz nidora hlavy akrku (SCCHN)
-7 teéchto nddord se podafilo ustavit bunééng linie v rilzném
stupni "imortaliza¢ni drahy™ (t.J presenescentni. jejich? kul-
tivace kon¢i senescenci. postsenescentni. Jejich? kultivace
kon¢i krizi, i imortalizované) a tyto linie takto tvofi velmi
vyhodny vstup celogenomové srovnavaci analyzy na ztriaw
heterozygotnosti dostupnych genetickych markeru. kiers
v pripadé LOH oznacuji polohu zasazeného tumorového sup-
resorového genu (50).

Touto metodikou mohly byt pfifazeny chromozomy projedior-
livé komplementacni skupiny (A - chr. 6. B - chr. 4. C - chr. i
a D -chr. 7) a v riznych liniich byla senecsence koreloving
s transferem lidskych chromozomi 2.3, 11, 13. 164 18 (28,453,
48.51). Gen pro senescenci komplementaéni skupiny B byl jiz
klonovin (MORF4-gen), 7da se oviem JISté, 7e dalsit geny na
chromozomu 4 je tieba Jesté vyklonovat, ponévads samotny
MORF4- gen indukuje senescenci a7 po 20 - 30 PD. na rozdil
od intaktniho chromozomu 4. ktery po transferu indukuje sene-
scenci uz po 5-10 PD. a navic u &dsti bunécnych linii pfifasc-
nych do komplementa¢ni skupiny B je MORF4 7cela netcinny
(52,53). V brzké budoucnosti se di rovngr oCekdvat vyklono-
vani genu pro komplementa¢ni skupinu D (SEND-gen na chro-
mozomu 7q31) (46). Gen pro represor telomerazy byl mapov:in
na chromozomu 3 do oblasti 3p21.3-22 4 3pl2-21.1154).
Molekuldrni podstata senescence a imortalizace mize byt
odhalena jeSté z aplné jiné strany. Jak senescence. tak 1 imor-
talizace jsou totiz charakterizovany zménou expresniho pre
filu gend ve srovnani s normalnimi bufikami ¢ho7 Lvpu (554,
Tyto diferencované exprimované geny je pak mosné izolovar
specialnimi metodikami jako je analyza typu “dilferential dis
play™ (56. 57). subtrak&ni klonovini {58) ¢i analyvza tvpu
"DNA-microarrays™ (59).

Replikativni senescence jako bariéra nadorové transformace
Pojetf replikativni senescence Jako prirozené protitumorove
bariéry vychazi 7 nékolika pozorovani. Za prvé. tytéz geny.
jejichz proteinové produkty zprostiedkovavaji trvalé zablo-
kovini dalsi proliferace v senescenci. PALFT mezi nejcaste)i
mutované tumorové supresoroveé geny v klinickych nddorech.
Kazdému 7 nich pislugi v piipadé germindini mutace spect-
ficky syndrom dédi¢né nadorové predispozice: p33 - Li-Frau
meni syndrom se $irokym spektrem nddora. pRO - rodinny re -
noblastom. p 76"~k rodinngm melanom (14): velmi vyacne
se vyskytujici forma rodinného melanomu Jerovndés hodovy
na specifickou mutaci v CHK 4-genu, Klerd propujcuje insen
zitivitu - vaci inhibici aktivace cykliinemr D ze strumn
PIOINKH38) pS3 pI6INKH g\ Fads pripadu soucasnc i /4 1%
DAt rovne7 mezi nejcastéfi mutovand tumoroy o NUNISE

HED]

REINER Y ONKCG 00,45



geny u spontannich nadort, rovnéz ¢asto pozorovanou alter-
nativou mutace je u p/6'VK44 zry3eni exprese hypermetylaci
promotoru. I kdyZ se mutace v pRb u spontinnich nadort
vyskytuji méné Casto, jejich vyskyt se striktng vylucuje s muta-
cemi v pI6/NK4a o7 potvrzuje ekvivalentnost dopadu obou
mutact; Casto se proto hovofi o p/6™K4/pRb - tumorové sup-
resorové drize (38, 60).

Druhé pozorovini ve prosp&ch nutnosti prorazeni bariéry rep-
likativni senescence v procesu tumorigeneze vychazi z toho,
Ze z nadori Ize bez nutnosti dal§i mutageneze & genové mani-
pulace odvodit, podle konkrétniho typu snadnéji ¢i obtiZnéji,
imortalizované bun&&né linie. To sv&dé{ o tom, Ze vétsina nado-
rd postoupila b&hem nadorové progrese jesté dal - az k pieko-
nani krize a k imortalizaci. Tebaze Ize vZdy vznést namitku,
Ze k imortalizaci miZe dojit aZ v procesu in vitro kultivace,
skoro 90% podil nadort, které vykazuji telomerdzovou akti-
vitu, dosti padné hovofi ve prosp&ch imortalizace Jjako soucasti
karcinogeneze in vivo (61, 62). Dokonce v nékterych pfipa-
dech nenahraditelnost nadoru jakoZto vyluéného mozného
zdroje pro odvozeni permanentnich bunéénych linii vedia
k produkci transgennich mysi, u nichz byla tumorigeneze cile-
né¢ smérovana do zddaného specializovaného bunééného typu
- velmi se v tomto ohledu osvéd¢il T-antigen viru SV40 pod
kontrolou tkafiove & bunééng specifickych promotor( (63).
Existuje vlastné n&jaky koncepéni diivod, pro¢ by z hlediska
niddorové buiiky vyvstdvala nutnost prekonani proliferacnich
bariér senescence a krize a nasledné imortalizace? Cisté teo-
reticky ne - prostor onéch 50 PD predstavuje vice neZ dosta-
tecnou proliferaéni kapacitu pro vytvofeni smrtelného nado-
ru. Je tieba oviem vzit v ivahu, Ze cely proces multistupiiové
karcinogeneze vedouci ke kone¢nému, ping malignimu, metas-
tatickému a vadi terapii rezistentnimu fenotypu vyZaduje fadu
genetickych zmén, které se asembiuji procesem ndhodné muta-
geneze anasledné selekee, coz je proces neefektivni. pfi némyz
dochdzi k velkym bunéénym ztritdm. Z tohoto pohledu je prav-
dépodobné zapotiebi daleko v&tsi proliferacni kapacity nez
kolik vymezuje senescentni bariéra (61, 64). Navic onch 50
PD bylo odvozeno pro fibroblasty a piedpoklada se ¢i bylo
prokdzéno, Ze u fady jinych bunéénych typlt miZze scnescen-
ce nastavat podstatn€ dfive. Zjistilo se rovnéz, 7e u nékterych
buné&nych typu je senescence funkcei stadia diferenciace: dife-
rencované tyroidni folikularni butiky podléhaji dvéma casnym
proliferatnim bariéram, z nich prvni je pRb-zavisla. L.j. pfe-
konatelnd E7-onkogenem HPV, ale pl6™NK+nezavila.
mechanismus druhé neni znam. Dediferenciace oviem rusi tyto
bariéry a jejich vysledkem jsou buiiky, které se s ohledem na
senescenci blizi fibroblastim, t.j. p53- a pRb-zavisla sene-
scence nastava okolo 40 PD (62). Je téméF zbyte¢né doddvat.
Ze dediferenciace je soucasti morfologie fady nadora.

Je oviem nutné dodat, Ze existuji pfiklady nadora. z nich byly
izolovany pre-senescentni bunécné linie (napfiklad Supinaty
karcinom hlavy a krku - SSCHN). Dokonce se podaiilo izolo-
vat jednu linii, kterd sice mutovala p53-a p16/NK4_geny  dosta-
tené ovSem neaktivovala telomerazu, a jeji kultivace in vitro
kon¢i krizi (50).

Predcasna senescence

V' dob¢ velmi neddvné se zjistilo, Ze postaveni senescence jako
protinidorové bariéry nize nabyvat mnohem aktivnéjsipodo-
by. Prekvapujici vysledek byl ziskan pii studiu dasledki ckto-
pické exprese jednoho z nejdalezitéjsich onkogent - ras. Geny
pro malé GTP-vazebné proteiny ras (Ha-ras, Ki-ras a N-ras)
patii mezi viibec nejcastéjsi cile mutageneze v klinickych nido-
rech, pficemzZ typickych dopadem takové mutace je rozvrice-
ni normdln{ regulace aktivity proteinu (65). V uvedeném expe-
rimentu se oviem zjistilo, Ze aktivovany ras-onkogen
v normdlnich bufikich nejen 7e nepasobi onkogenné. ale pri-
mo zastavuje proliferaci za stavu, ktery nese viechny atributy
senescence —tj. buiiky nabyvaji typickou rozpliclou morfolo-
gii, zOstdvaji Zivé, ale nejsou schopny dalsi proliferace ani po
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stimulaci sérem, stimulace sérem nevede k indukci c-fos fak-
toru a buiiky exprimuji typické markery senescence — se sene-
scenci asociovanou B-galaktosidazovou aktivitu (SA B-Gal)
ainhibitor aktivatoru plasminogenu typu I (PAI-I) (66). Dochi-
zi k aktivaci molekuldrnich medidtori scnescence — ps3.
pI4ARF, p2]Wut-l/up-l/sdl-l. plélNK4u a v tomto pf'fp‘ddé
ipI5™K® (obr. 1)(66,67). K totoznému efektu dochiz i akti-
vact downstream-efektord ras ve sméru mitogen-aktivované
kindzové kaskady, tj. raf a MAPK (68. 69). Tento fenotyp je
evolucné konzervovany, minimalng mezi mySi, krysou a ¢lo-
vékem. Toto pozorovan{ poskytuje vysvétleni pro nutnost sou-
Casné aktivace onkogeni a inaktivace tumorovych supresoro-
vych genl v procesu multistupiiové karcinogencze -
aktivovany ras miiZe pisobit proliferacne jen tehdy, dojde-li
k aktiva¢ni mutaci na pozadi mutac¢niho vyFazeni tumorovych
supresorovych gent. Otizkou zatim z(stava, do Jaké miry je
ras-indukovand senescence reverzibilni. Ve shora uvedenych
pracich byl aktivovany ras do bunék zaveden retrovirovou
infeket, pfitem7 expresni hladina mutovaného ras dosahovi-
la vice neZ desetindasobku endogenni exprese. Za téchto pod-
minek je vyvolany senescentni fenotyp ireverzibilni, 1j. jesthi-
Ze po vyvolani senescence dojde nasledné k vyfazeni lokusu
tumorovych supresorovych geni. neuvolni to senescentni blok
(66, 63). AcKkoli se obecné tvrdi, Ze senescence znamend ire-
verzibilni zablokovini bun&cného cyklu, ukazuje se.7e v fadd
piipadi to tak docela byt nemusi — napfiklad pri kultivaci Li-
Fraumeni fibroblasti dochdzi vzdy k zdstave proliferace
v souladu se senescentni bariérou a aZ v pribéhu (6o zdsta-
vy dochdzi k vyfazeni druhé kopie p353- genu (LOH). co¥ se
umalé Casti bunék projevi jako zotavenise v proliferacni zastu-
vy (35). Je tudiz docela dobfe moZné a bylo by i logické oce-
kdvat, Ze za redlnych podminek in vivo vede aktivacni ras-
mutace k zistavé proliferace. oviem buiika je schopna
v tomto senescenci podobném stavu Cekat mésice a tieba i roky
(coz maze byt usnadnéno rezistenci senescentnich bunék viidi
apoptéze), nedojde-lik mutacnimu vyfazeni tumorovych sup-
resorovych genll, a v tom pfipadé znovu zahdjit proliferaci.
nyni jiz ve sméru nadorové transformace (70).

Myc

Jiz od zacatku 80. let je znamo, 7e ras neni schopen sam trans-
formovat primarni mysi fibroblasty a 7e potiebuje Kooperaci
nékter¢ho z onkogeni DNA-tumorovych vird & vyiazeni
tumorovych supresorovych proteind jinym zpiisobem, napr.
pouzitim dominantnich negativnich konstruktii (vysvétleni
bylo pravé podino). Existuje zde oviem jedna vyjimka, kdy
Je efektivni kooperace schopen jiny bunécny onkogen. a to
pravé myc (71). Myc tedy piedstavuje zeela vyjimecnou onko-
gennirodinu (c-mye, L-mye, N-myc); funkéné se jedna o jader-
né transkripéni faktory. které v heterodimericke podohé
v komplexus proteinem zvanym max reguluji expresi sady
efektorovych genti nesoucich ve svych regulacnich oblastech
piislusnou rozpoznavaci vazebnou sekvenci (snad ve viech
pripadech gend ptimo regulovanych myc/max dimerem se
Jednd o downstream-regulacni sekvence. kieré nejsou lokali-
zovany v promotoru jako obvykle, nybrz uvniti genu, Zpra-
vidla v prvnim intronu). Myc je také v tom neobvykly. 7¢
dokdZe jak aktivovat, tak i reprimovat expresi cilovyeh genir:
obeené se dd oviem Fici. 7e myc pusobi jako transkripéni aku-
vator, cely protein je ovSem vyrazné slabsim aktivatoren. nes
chimerické konstrukty transaktiva¢ni domény myc¢ a néjuké
Jin¢ DNA-vazebné domény (napf. kvasniéncho laktoru GAL -
4). 7 CehoZ se usuzuje, Ze se nékde uvniti myc proteinu nachi-
71 negativni regula¢ni doména zeslabujici silu transaktivace
(72). Myc-taktory obecné pasobi jako proliferaci-stimulujici
proteiny. v pribéhu diferenciace, kdy dochdzi k prirozend-
mu omezeni proliferace bunék. je myc vystiidan skupinou
faktord mad (funké&ni entitou jsou tedy mad/max heterodime-
ry): mad-faktory pfitom pasobi jako aktivni transkripcni repre-
sory (73).
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Obr. 4. Dusledky aktivace myc-onkogenu béhem nadorove progrese. Myc pasobi jako transkripcni faktor, ktery je schopen jak aktivace (+). @k ireprese i-) cilo
vych gend. Dasledkem jsou zmény v trovni exprese fady genl pisobicich behem celé drihy karcinogencze.

Myc-onkogeny patii spolu s ras k nejcastéji mutovanym
bunénym onkogeniim; na rozdil od ras zde oviem prevdzna
¢ast mutaci postihuje expresi a jejim vysledkem je tedy nere-
gulovand vysokd exprese sekvenéné nezménéného onkogenu,
napfiklad jako disledek chromozomalni translokace do bliz-
kosti aktivniho transkrip&niho enhanceru nebo genové ampli-
fikace (65). Onkogenni u¢inek myc-faktoru se odviji po celé
drize nadorové progrese (obr. 4), véetné piekonani pfiroze-
nych proliferacnich bariér senescence a krize. Myc reprimuje
expresi gendl pro p2 W 1eip-lsdi-l (74) 4 jiny inhibitor postu-
pu bun&¢nym cyklem gadd45 (75), naopak aktivuje expresi
fosfatizy bunééného cyklu (nutné pro aktivaci cyklin-depen-
dentnich kinaz) cdc25 (76) acyklinu D (74) (¢im vySSije expre-
se c%klinu D, tim Ize oCekdvat relativni utlumeni efektu
p16™K4) Tim v§im myc bezprostredng podporuje prolifera-
ciapfispivik prekonani senescentni bariéry. Myc oviem stej-
nou mérou pispivd ik prekonani krize, nebot bezprostiedné
aktivuje expresi genu pro katalytickou podjednotku telomeri-
zy (30.777.78) (mad tuto expresi naopak reprimuje - 79). Onko-
genni pusobeni myc-faktoru se oviem odviji i na dalsich Grov-
nich nddorové progrese; myc bezprostiedng podporuje
nadorovou angiogenezi represi exprese jednoho s inhibitort
angiogeneze. trombospondinu — I (80), a rovné¥ mave prispét
k nikuz imunitniho dozoru represi exprese HLA-gend 1. tii-
dy (81). Je pfitom zajimavé, 7e nefjmcfné ve tfech pripadech
piimo reprimovanych gent (p2 /"4 1ip- 154l o4 d45, 1sp-1)
se jednd o geny pfimo aktivované tumorovym SUPresorovym
proteinem p53 (24); vzajemna transkrip&ni interference pS3
amyc by predstavovala nepochybné velmi zajimavy védecky
projekt. .

Vztah myc a p53 neni oviem vyhranéné negativni. naopak.
Mye¢ stoji viaci p53 v podobném vztahu jako ras, ovéem niko-
li vzhledem k senescenci, nybrz vzhledem k apoptoze. Myc
Jje totiz vedle svych dalsich efekti rovnsy schopen indukoval
apoptézu, zejména v odpovéd na protichiidné mitogenni sig-
ndly (v experimentech nejcastéji simulované tak, e nadmér-
na ektopicka exprese myc je kombinovana s kultivaci bungk
bes piitomnosti séra - 72). Myc-indukovani apoptoza je zpro-
stfedkovina a pIné zavisld na p53: myc bezprostiedng aktivu-
Jeexpresi pS3-genu jakoz i pl4*F (82). Odwud pochdzi dalsi

selekeni tlak naeliminaci p53-ap J4MF_p [ 6/NKH0_ [okusi. Jed-
nd se tedy o mechanismus velmi analogicky pfed&asné senes-
cenel indukované ras — protichidna mitogenni signalizace
(napt. amplifikace myc-onkogenu bez soucasné mitogenni sig-
nalizace ristovymi faktory v prostiedi) normalné indukuje
rychlou apoptdzu, av§ak na pozadi nulovém pro pS3-gen je
buiikou interpretovina jako Cisté mitogenni signdl (70).

Jestlize se pS3 piimo Gcastni jak senescence, tak apoptozy. pii-
¢em?Z oba dva procesy predstavuji sice ekvivalentni. nicméné
navzajem neslucitelné protinadorové bariéry. co rozhoduje
0 tom, kterym smérem ma p53 regulovat buné&nou odpoved”?
Tato otdzka zistdvd dosud nezodpovézena. zdd se. 7o odpo-
véd buiiky je vyslednici fady faktord, jako je napi. bunécny
typ, buné¢ny kontext, celkové hormonalni prostieds atp. (24,

Telomeraza

Piekoninf krize a imortalizace je v ~85% ptipadi spojeno ¢i
dokonce podminéno aktivaci enzymu telomeriza -jak jizbyvlo
vySe naznaceno. tato aktivace mize byt bud primd. jako je
tomu v pfipad€ amplitikace myc-onkogenu, nebo se muze jed-
nat spise o derepresi, kierou musime mit na mysli v pripad¢
chromozomdlnich piestaveb zahrnujicich oblast 3p nesougs
represor telomerdzy. Klinické dasledky aktivace telomerizy
Jjsou pfedmétem Cetnych prehlednych Clanki (9. 83. 84. 83
anatomto miste se proto omezime pouze na dva aspekty doty-
kajici se bezprostiedné naseho tématu, Lj. postaveni senescence
vV procesu tumorigenni transformace. Za prvé. telomeriza jo
pokladana za velmi slibny cil protinadoroveé terapie. Argu-
mentuje se pritom jednak vyraznou tkdnovou specificiton
exprese telomerdzy - telomerdza je ve véiing somatickychtka-
ni reprimovina. k expresi dochdzi v buikich germindlni linie
a v tzv. kmenovych bunkich, véetnd hematopoetickych.
avnekterych na proliferaci naro¢nych bunéeényeh typech. jako
Jsou aktivované lymfocyty. Z hlediska specificity by proto inhi
bitory telomeraz nem¢ly vykazovat vyssi obecnou toxicitu nes
napr. cytostatika. Druhym argumentem ve prospéch vyvoye
téchto I€ki je pozorovani. 7e vétdina nddorii nese. i pies telo
merdzovou aktivitu, krati telomery ne7 odpovidajici soma
tické bunky. Bylo predlozeno nékolik moznych vysvétlens
tohoto pozorovani - je mozné. ¢ je to disledeh pozdnr aki
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vace telomerdzy pii prekondni krize, je oviem také mozné, Ze
nédor vznikd z kmenové buiiky. kterd exprimuje telomerdzu.
oviem na Grovni nedostatecné pro udrzeni délky telomer za
podminek intenzivni profiferace. Efektivita enzymu je oviem
negativné korelovana s délkou telomery: je tudiz mozné, Ze
telomerdzova aktivita v kmenové bufice nestaci zabranit
destrukei piivodni délky telomery, je ovSem dostateCnii pro sta-
bilizaci zkracené telomery ve vysledném nadoru (62. 34).

Af u7 je p¥iCina zkracenych telomer nalézanych ve vétSiné
nddord jakakoli, uvazuje se v tom smyslu, Ze inhibice telome-
razy by vzhledem ke krat§im telomeram mohla véstu nddoru
podstatné difve k proliferaénimu arestu nez u kmenovych
bunék. Téméf vzdy oviem tyto Givahy zapominaji vzit v potaz
skutecnost (85). Ze disledky inhibice telomerazy v nidorové
a kmenové buiice budou principidlné odchylné. U kmenové
buitky bude vysledkem inhibice telomerdzy senescence, kte-
rou spusti signal pogkozeni DNA po kritickém zkraceni délky
telomer. Naproti tomu nadorové buiiky v naprosté vétsiné pfi-
padil jiZ pfekonaly senescentni bari¢ru v pribéhu nadorové
progrese vyfazenim molekuldrnich medidtorti senescence
a inhibice telomerdzy zde maZe vést k jedinému myslitelné-
mu dasledku - krizi. Jinymi slovy, nddorovi bufika disponuje
dodateénym povolenym proliferaCnim prostorem ve srovnéni

s kmenovou buiikou. Di se proto o¢ekdvat. 7¢ inhibitory tefo-
merdzy bude nutné aplikovat individudlng. po stanoveni dél-
ky telomer daného nadoru a kmenovych bunék daného paci-
enta.

V ptedchozim textu jsme se jiz dotkli i druhého aspektu. Kte-
1y bychom radi zminili. Jednd se o pripady t2v. bunécné tera-
pie. v nejjednodussi podobé na piikladu transplantace kostni
diené ¢i piimo hematopoetickych kmenovych bunék. Takova
transplantace je spojena s expanzi Cili masivni proliferaci trans-
plantované bun&éné populace, kterdi pres telomerdzovou aku-
vitu kmenovych bunék vede k destrukei telomer a “yestdrnu-
(" transplantatu (86). V takovych piipadech by by o velmi
vyhodné umét telomerdzovou aktivitu Zvy&it. Rovnéz zde jo
na misté opatrny pfistup. TiebaZe telomerdza neni sama o soh¢
onkogenem, ponévad? nespousti bunécnou proliferaci. pouse
ji umo7iuje, telomerdza je schopna s onkogeny v procesu nado-
rové transformace kooperovat (87). Zjistilo se rovnéz. ze imor-
talizace ektopickou expresi katalytické podjednotky telome-
razy neznamym zplsobem aktivuje mye-onkogen (88). s
zhora podrobn¢ specifikovanymi moznymi dusledky. Di se
proto predpokladat. ze praktickému uplainéni “Fizend” expre-
se telomerizy v bun&&nych transplantitech musi jeste pied-
chizet zakladni experimentdIni price.
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REGULACE PROTINADOROVE IMUNITY POMOCNYMI CD4+ TH1/TH2
LYMFOCYTY

REGULATION OF ANTICANCER IMMUNITY BY T HELPER CD4+ TH1/TH2
SUBSETS

LAUEROVA L.V, KOCAK 1.7

DODDELENI BUNECNE A MOLEKULARNT ONKOLOGIE o
DODDELENI KLINICKE ONKOLOGIE [I. MASARYKUV ONKOLOGICKY USTAV. BRNO

Souhrn: Pichled se zabyva tlohou pomocnych CD4+ T lymfocyta v regulaci procesu bunécné a humoralni imunity. Aktivo-
vané pomocné T lymfocyty se diferencuji na Thi a Th2 subpopulaci podle G¢inku a typu cytokinu. které vylucuji. Bunky Thi
ovliviiuji procesy bun&&né imunity a tim i vyvoj a¢inné protinidorove imunity. buiiky Th2 vyvoj humordlnf imunity. Nevy-
vizenost Th reakei vede k patologickym stavaim jako jsou zané&tliva, autoimunitni a alergickd onemocnéni. U nékterych nemoc-
nych nidory se prokédzala snizena hladina Th1 cytokinu a zvy3en¢ koncentrace nékterych Th2 cytokini. Nevyvizenost Th1/Th2
reakei u nemocenych nadory miize byt jednim z davodi pro¢ nador unikne imunitnimu dozoru.

Kli¢ova slova: Pomocné T lymfocyty. CD4+, Thl a Th2 subpopulace. cytokiny. nddory

Summary: Present review describes the involment of CD4+ lymphocytes and their subsets in control of cellular and humoral
immune cascades. It also analyzes the role of CD4+ in etiopathogenesis of immunopathy and cancer. Native T helper cells
differentiate into two subsets, Th1 and Th2. cach with distinct function and cytokine profiles. Recent theorics have established
that, during an ongoing immune response. the cytokines produced by Th1 and Th2 subsets are critical to the effectiveness off
that response. Cytokines also play a role by stimulating the host immune system to generate anti-tumor specific reactions.
Disregulated expansion of one or other Th subset may contribute to the development of certain pathological disorders such as
inflamatory, autoimmune and allergic diseases. Several studies have showen that an imbalance of Th1/Th2 cytokines in cancer

patients might be involved in mechanism, that allows the tumor to escape from host immune surveiilance.

Keywords: T helper cells, CD4+, Th! and Th2 subsets, cytokines, malignancy

U nemocnych nékterymi druhy nadort1 je prokdzand imuno-
suprese na drovni buné¢né i humoralni imunity. Neni znamo.
jaké mechanizmy se rozhodujicim zpusobem na t€to imuno-
supresi podileji a pro¢ pisobi u jednoho druhu nadoru &i jedin-
ce a u jiného nikoliv. Pro vytvofeni G¢inné imunitni protind-
dorové reakce musi byt zajistény minimdlné dva zdkladni
pozadavky. Za prvé, nador musi nést antigeny - peptidy. kte-
ré mohou byt rozpoznany T lymfocyty a které se nevyskytuji
na vét§iné normalnich bunék. Za druhé, imunitni systém musi
rozpoznat tyto antigeny jako cizi. Existuji dkazy, z¢ mode-
lové, ale i n&které lidské nadory. maji specifické antigeny
(tumor rejection antigen, TRA), které mohou T buiiky rozpo-
znat. Soucasny model indukce protinadorové imunitni reakce
je zaloZen na kooperaci antigen prezentujicich bunék (APC.
CD80+), pomocnych T lymtfocytlh (CD4+) a efektorovych
T lymfocyth (CD8+). Podle této predstavy se na prvnim sig-
ndlu pro spusténi protinddorové reakce mohou podilet dva
mechanizmy. Jednim je tvorba komplexu TRA s MHC molc-
kulami I. tfidy na povrchu nadorové buiiky, a jeho pfima inter-
akce s odpovidajicim receptorem na CD&+ T buiice. Druhym
mechanizmem je ptedloZeni TRA T buiitkdm prostiednictvim
antigen prezentujicich bungk (APC). Patfi mezi né dendritic-
ké buiiky, aktivované makrofigy, B buriky a dalSi - pravdépo-
dobné nesouci molekuly MHC I1. tiidy. Sidli pfevazné v peri-
fernich tkanich a jsou aktivovdny antigeny (peptidy)
pochézejicimi z patogend, nebo nddorové tkiané. APC tyto cizo-
rodé antigeny fagocytuji, degraduji kyselymi protedzami
v endozomech a lysozomech a nasledné asociuji s molekula-
mi MHC IL. tfidy. Tento komplex je exprimovdn na povrchu
APC a predkladdn T butikdm k jejich aktivaci. Aktivovanc
T lymfocyty exprimuji na své bunécné membrané markery spe-
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cifické pro aktivaci (15). receptory pro cytokiny (19}. zacnou
vylugovat cytokiny (8, 33) a dochazi k jejich klonilni prolife-
raci a diferenciaci specifické pro dany antigen (). Cytoto-
xické T lymfocyty (CD8+) a pomocné T lymfocyty (CDd+i
vyZzaduji ke své aktivaci minimalné dal§i dva signdly. Jednim

je tzv. kostimula¢ni signal kdy molekula CD80+ (CD86+1.

exprimovand na APC. reaguje s receptorovou molekulou
CD28+ na T buiikach. Druhym je mitogenni signal ur¢eny pro
zmnoZeni aktivovanych, antigen specifickych CD8+T bunc¢-
nych subpopulaci a je poskytovany pravdépodobné previazne
interleukinem 2 (IL-2) vylucovanym z aktivovanych CD-++
pomocnych T lymfocytd (4).

Regulace imunitnich reakei cytokiny.

V poslednich letech se soustfedil vyzkum protinadorove imu

nity nacytokiny ajejich vliv naregulaci bunécné imunity . Akt

vované pomocné CD4+ T lymfocyty (T helper = ThO) se dite

rencuji do dvou funkéné odlidnych skupin. tj. na Thl a Th2
subpopulace podle a¢inku a typu cytokini. Kter¢ syntetizuji
auvolnuji do okoli. Bunky subpopulace Thl podporuji buncc-
nou imunitu - tvorbu cytotoxickych CD8&+ T bunck a NK
bunék, které jsou povazoviny za hlavni efektoroveé buiky
v protinadorové imunité. Buitky Th2 ovliviiujt humordlniimu

nitu - aktivuji B lymfocyty k syntéze a vyluCovani antigen-spe

cifickych protilatek. Funkéni rozdily mezi Th subpopulacenn

jsou dany piedeviim raznym G¢inkem cytokinu. ktere uvol-

fiuji. Bunky Thi vylucuji IL-2.IL-12.1L-18 a IFN gama. Th2
vylucuji -4, IL-5. TL-6. IL-9. a IL-10. V posledni dob¢ se
mno7i dikazy. 7¢ 1L-10 je u lidi, na rozdil od mysi. uvolnovin
i subpopulaci Thl. Diferenciace aktivovanych ThO bunck e
ovlivnéna nejen samotnym antigenem (peptidenmy. jeho kon



centraci a vazbou kostimula¢nich molekul (CD80+, CD86+),
ale nejucinnéjsim reguldtorem Th bun&cné diferenciace jsou
samotné cytokiny. Kli¢ovym cytokinem indukujicim vyvoj
ThO v Thl subpopulaci je IL-12. Je to cytokin s pleotropnim
ucinkem, ktery ovlivituje celou fadu biologickych aktivit
T a NK bun¢k. Jeho hlavnim zdrojem jsou aktivované APC.
Mys3i defektni v syntéze IL-12, nebo nemajici receptory pro
tento interleukin (IL-12R), netvoti Th1i subpopulaci (10). Hlav-
nim induktorem diferenciace Th2 bunék je IL-4. Mysi defekt-
ni v syntéze 1L-4, nebo nemajici receptory pro tento interleu-
kin (IL-4R), netvofi Th2 subpopulaci (25). Oba interleukiny
piisobi na ThO buiiky pies své signdlni proteiny STATYy (sig-
nal transducer and activators of transcription). IL-4 plisobi pies
protein STAT6 a IL-12 pies protein STAT4 (41). Je prokaza-
no, ze mysi které nemaji néktery z t&chto signalnich proteint,
nediferencuji pfisluinou Th subpopulaci. Pravdépodobnéidal-
§i cytokiny ovliviiuji Th diferenciaci. Mysi, jejichz bunky
nedokdzi syntetizovat IL-18, nebo IFN-gama, maji rovnéz
poskozenou diferenciaci ThO bunék v Th1 subpopulaci. Dosa-
vadni vysledky naznacuji, 7e oba cytokiny se pFimo nedcast-
ni Th diferenciace, ale zesiluji a¢inek IL-12 (26).

Cytokiny uvoltiované Thl a Th2 buitkami nejen 7e autokring
podporuji rist a diferenciaci klond, jimiz jsou produkovany, ale
zaroveil inhibuji raist a diferenciaci opaéné subpopulace. Napf.
IL-4 vylu¢ovany Th2 buiikami zp&tn& pasobi na receptory pro
IL-4 pfitomné v prekurzorech ThO, aktivuje je a iniciuje tak Th2
diferenciaéni proces (29). Zaroveii potlacuje v ThO burikach
expresi receptorii pro IL-12 nutnych pro Thl diferenciaci (27.
34). Kromé toho IL-10, interleukin produkovany rovng, sub-
populaci Th2, inhibuje uvolfiovani IL-12 aktivovanymi makro-
tagy (APC) a tim také nepffmo inhibuje diferenciaci v Th1 sub-
populaci (9). IFN-gama, ktery je vylu¢ovan Thl buiikami,
podporuje zpétné vyvoj adiferenciaci Th1 tim, 7e indukuje vylu-
Covani IL- 12 aktivovanymi makrofagy a expresi IL- 2R na anti-
genem aktivovanych ThO a tak piimo inhibuje jejich vyvoj v Th2
buriky (24, 34). Znamend to tedy, Ze cytokiny uvoliiované Th
subpopulacemi uplatiiuji navzajem pozitivni i negativni u¢inek
a tim fidi vyvoj a polarizaci pomocnych CD4+ T lymfocyti.

Molekularni zaklady Th1/Th2 diferenciace

V poslednich nékolika letech byl u¢inén vyznamny pokrok
v objasnéni molekuldrniho zakiadu Th diferenciace. Jsou zni-
my nékteré transkripéni faktory, které kontroluji pfechod Th(
v Th1 a Th2 subpopulaci. Specifickym transkrip¢nim fakto-
rem pro Thl je Statd (17) a IRF1 (22). Jejich absence ma za
nasledek snizeni diferenciace v Th1 buiiky. Vice znalosti mime
0 Stat4. Je exprimovan u obou subpopulaci, Th1 i Th2, ale fos-
forylovan (aktivovan) miiZe byt prostiednictvim IL-12 pouze
v Th1 burikdch, protoze v Th2 jsou speciticky potlaceny IL-
12R beta (34). Kromé toho je prokdzano, Ze Stat4 je exprimo-
van jak v CD4+ tak i v CD8+ T lymfocytech a obé& subpopu-
lace produkuji IFN gama, pfestoze maji odli¥né funkce.
Neddvno bylo zjisténo, 7e pouze CD4+ buiiky potfebuji pro
syntézu IFN gama Stat4, aviak ob¢ populace potiebuji Stat4
k indukei syntézy IFN gama pomoci IL-12 (5). Daliim, nové
objevenym specifickym transkripénim faktorem Th1 diferen-
ciace, je T-bet (35). Patii do skupiny transkrip&nich faktora
kdédovanych geny oznacovanych jako T box (28). AKtivuje gen
pro IFN-gama, indukuje jeho syntézu v CD4+ butikdich. ziro-
veil potlacuje IL-4 a tim nasméruje jejich diferenciaci v Th
subpopulaci.

Diferenciace v subpopulaci Th2 pomoci IL-4 vyzaduje akti-
vaci Stat6 (16). Molekuldrni mechanizmus, kterym Stat6 ovliv-
fiuje Th2 diferenciaci, je stale jeste malo objasnén. Je znamo
nékolik transkrip&nich faktorfl, jako GATA-3 a ¢c-Maf. které
Jsouklicové pro vyvoj a diferenciaci Th2 bunék (13.20). Mysi.
které nemaji c-Maf maji vyrazné sniZenou syntézu I1-4 (20).
Indukce exprese GATA-3 v Th2 buiikéch je zavisla na akti-
vaci Stat6 pomoci IL-4, neni viak jasné, zda Stat6 primo akti-
vuje transkribci GATA-3 (27).

Na mysich deficitnich na Stat4 nebo na Stat6 se prokdzalo, 7¢
tyto transkripcni faktory hraji daleZitouroli pfi Th1 a Th2 dife-
renciaci. Je zajimavé, Ze mys3i deficitni na oba tyto faktory
(double-deficient) diferencuji Th1 bufiky cestou nezavislou na
STATech na rozdil od my3i deficitnich pouze na Statd (18).
Nejsou vSak schopné diferencovat Th2 buiiky. stejné jako my<i
deficitni pouze na Stat6. To podporuje nézor, 7e Stat6 je nezbyt-
ny pro vyvoj Th2 bunék. ale Stat4 neni nezbytné nutny pro
diferenciaci Thl, ale je nutny pro zvyseni syntézy IFN gama
v Th1 subpopulaci.

IL-4 je cytokin, ktery aktivuje Stat6 a navic aktivuje expresi
specidlniho genového programu, ktery reguluje viabilitu, pro-
liferaci a diferenciaci imunocytu. Stat6 rozpoznavi fosforylo-
vany tyrosin pouze na cytoplazmatické &asti alfa fetézce recep-
toru pro IL-4 (IL-4R alfa) a nereaguje s fosforylovanym
tyrosinem receptoru pro IFN-gama (IFN-gamaR). Opaéne.
Stat-1, ktery je aktivovan IFN-gama, nerozezniva fosforylo-
vany fetézec IL-4R (41).

Patologické zmény v rovnovize Th1/Th2 reakei

Dnes jiz mame ditkazy o tom, Ze porucha v rovnovize Th difc-
renciacnich procesi vede k nékterym imunopatiim(23). Napi-
pfevaha Thl aktivity se uplatiiuje v etiologii zdnétu a nckte-
rych autoimunitnich onemocnéni (fulminantni hepatitis, dia-
betes mellitus, ulcerativni colitis ale i v “graft-versus host”
reakci). Naopak, pievaha Th2 aktivit se podili na alergickych
stavech, jako je atopickd dermatitis a bronchidlni astma.

Ze soucasné irovné znalosti miiZeme usuzovat na to. 7¢ porucha
vrovnovaze a aktivitich Thi/Th2 bun&k ovlivije i ¥Y VO] pro-
tinddorové imunity (38). Nizka aktivace Thi bunck. nebo siini
aktivace Th2 subpopulace mtiZze mit, ve svém dusledku. inhibicni
acinek na vyvoj bun&éné cytotoxicity zprostiedkované Thi sub-
populaci. U nékterych solidnich nadordl je prokazano, 7¢ nador-
infiltrujici lymfocyty (TIL). ale i samotné nadorové buiiky. pro-
dukuji Th2 cytokiny, coZ ukazuje na prevahu imunitni reakce
typu 2 v misté nadoru a na inhibici bunéné cytotoxicity (1. 6.
14,31, 37). Systémové zmény v imunitni odpovédi Thi a Th2
se nepfimo monitoruji méfenim hladin piisluSnych cytokini
vsérechnemocnych ain vitro v supernatantech perifernich krev-
nich mononukleara (PBMC) po stimulaci fytohemaglutininem
(PHA). ncbo lipopolysacharidem (LPS, 1zv. mitogenem indu-
kovana proliferacni reakce). Tato vySetieni prokazuji. 7¢ u celé
fady lidskych neoplazii jsou zvyiené hladiny cytokini typu Th2
a snizené hladiny cytokind typu Th1 (7. 21, 30. 32). Pellegrini
aspol. (30) vySetfovali hladiny [L-2 aIL-4 uvoliovanychz PHA
stimulovanych PBMC nemocnych kolorektalnim karcinomem
v pokrocilém stadiu. Popisuji signifikantn& niz&i hladinu 11,2
(cytokin typu 1) a vyS3i IL-4 (cytokin typu 2) nez u kontrolnich
PBMC zdravych osob. Stejné vysledky byly zjistény u 38 nemoc-
nych riznymi druhy pokro€ilych solidnich nddora a navic sni-
Zené hladiny IFN-gama a IL-12 {cytokiny typu 1) (12). Signifi-
kantné sniZend sekrece IL-2 a IFN-gama je prokdzana rovngs
unemocnych karcinomem mocového méchyfe. ledvin a prosta-
ty (7, 21). Udaje o hladinach Th2 cytokini jsou hontraverzni
Nekteii badatelé nenasli rozdily mezi nemocnymi a zdravymi
kontrolami v sekreci [L-4. IL-6 a IL-10 (cytokiny Lypu 2}, ale
pouze snizenou sekreci [L-2 a IFN-gama 7z PHA aktivovanyeh
PBMC. Cini proto zavér, 7¢ nemocni maji poskozenou aktivitu
ThT a normalni aktivitu Th2 subpopulace (7). Jini zjistili AR
nou hladinu IL-4 a IL-6 v sérech nemocnych i v supernatantech
po aktivaci PBMC a zdroveii snizené hladiny Thi cylokinin (12,
21). Uvazuji proto, Ze maligni proces je provazen poruchou v roy
novaze Th1/Th2 reakci spojenou s expanzi Th2 a ziroven
s poSkozenou funkei Th1 subpopulace (2. 30, 32), Zyyseni hla
dina IL-6 v séru nemocnych je spojovina se Spatnou prognosou
avyvojem metastdz v karcinomu ledvin, cervixu (39) a u mul e
niho melanomu (36). Rovne? zvyiend sérovi hladina 11 - 10, Vi
kinu s imunosupresivnim ucinkem, je popisovana u nemocny ol
malignim melanomem v pokrocilém stadiu (3). Nazor, 7¢ rusi
niddoru moze byt podporovin Th2 cytokiny . PONEZUIT £ POsOr
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vani na mySich. NevyvaZenost reakce Th1/Th2. j. zvySeny IL-
4 a sniZeny IFN-gama, je popisovana ve slezinnych T bunikach
mysi s implantovanym rendlnim karcinomem. S progresi nido-
ru se IFN-gama postupné sniZoval, ale tisp&snd léCba byla pro-
vazena normalizaci hiadiny tohoto interleukinu (11).

Vztahy mezi cytokiny a nidorem jsou mnohocetné a kompli-
kované. Cytokiny mohou na strané jedné stimulovat imunitni
systém k u¢inné protinddorové reakci, ale na strané druhé
mohou podporovat rist i metastazovani nadoru. Je pravdépo-

dobné, Ze sekreci vlastnich cytokint ovlivituje nddor své mik-
roprostfedi ve sviij prospéch a vyvolava v mist¢ svého riistu
imunosupresi. Zda tomu tak skute¢né je. zda Th1/Th2 profil
v bezprostfednim milieu nadoru mizZe byt pti¢inou uniku nido-
rovych bunék z imunitniho dozoru a malé a¢innosti cytokino-
vé imunoterapie, je pfedmétem intenzivniho vyzkumu,

Vyzkum je podporovan grantovym projektem 1IGA MZ
CR NC/5571-3 a VZ MOU & MZ 00020980501.
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puveodni priace

AMPLIFIKACE A OVEREXPRESFE, HER-2/NEU V INVAZIVNICH
KARCINOMECH PRSU : SROVNAVACI ANALYZA METOD
IMUNOHISTOCHEMICKYCH A FLUORESCENCNI IN SITU HYBRIDIZACE

AMPLIFICATION AND OVEREXPRESSION OF HER-2/NEU IN INVASIVE
BREAST CARCINOMAS : COMPARATIVE ANALYSIS

OF IMMUNOHISTOCHEMICAL METHODS AND F LUORESCENCE IN SITU
HYBRIDISATION

HERMANOVA M.!, NENUTIL R.2, KROUPOVA I, BRAZDIL J.!, LUKASOVA E, KOZUBEK 8.

'PATOLOGICKO-ANATOMICKY USTAV FN BRNO, LEKARSK A FAKULTA MASARYKOVY UNIVERSITY
20DD. PATOLOGIE ., FN BRNO. PRACOVISTE PORODNICE
BIOFYZIKALNI USTAV BRNO. AV CR

Souhrn: Vychodiska: Proto-onkogen HER-2/neu lokalizovany na dlouhém raménku 17. chromosomu koduje transmembra-
novy receptor, ktery je strukturalnim homologem receptoru pro epidermaini ristovy fakior. Exprimuje se na plazmatickhych
membrdnach adulinich i fetalnich epitelovych bunek a uplatiuje s¢ v normalnim risty adiferenciaci. Overexprese HER-2/neu
je v literatufe popisovana u 10-34% invazivnich karcinomi prsu. V 90% techto pripadi je zpasobena amplifikaci genu HER

2/neu a nezavisle asociovdna se Spatnou prognézou u pacieniek s prokiazanymi metastizami v lymfatickych uzlinich. v valed

Ky preklinickych i klinickych studii ukazuji. 7e laboratorni prikaz exprese a amplifikace genu HER-2/neu je ditlezitym pro

gnostickym faktorem, ale hraje i vyznamnou roli v predikcei odpovédi na riizné terapeutické modality. které se uplatnuji v terapii
invazivnich karcinoma prsu. Typ studie a soubor: Standardni prikaz amplifikace a overexprese HER-2/neu se timito stdva
nesmirn€ vyznamny. Cilem nai studie bylo posouzeni validity metod imunohistochemickych (IHC) pEi pouzit ruznych pri

mdrnich protilitek a metodickych postupt ve srovnani s metodou fluorescencni in situ hybridizace (FISH) na tormol-parafi

novém materidlu pro diagnostické uCcly. Metody a vysledky: VySetfili jsme Sedesdt vzorkt invazivnich karcinonii prsu zpra

covanych standardné pro histologické vySetieni metodami IHC PFi pouZiti diagnostického kitu DAKO HereepTest ™ iy
monoklonalnich protildtek firmy Novocastra ( NCL-t-crbB-2-316. NCL-c-erbB-2-356. NCL-CB | 1) ametodou FISH pit pou

Ziti INFORM HER-2/neu Gene Detection System,(Ventana). Amplifikace byla detekovana v 13.3¢ pripadi. Overexprese by
detekovina v 13.3%-28.3% v zavislosti na pouzité metodologii a primarni protilitce. Perfektni shoda byla zaznamendna me /i
metodou FISH a IHC pfi pouZiti monoklondlnich protilitek firmy Novocastra NCL-c-erbB-2-3 16.NCL-c-erbB-2-356. v meto-
dickém postupu, ktery vynechdvd (zv. oZiveni (retrieval) antigenu ve vodni lazni. Deveét DAKO HercepTest™ positiviich pii-
padi ( sedm 2+ a dva 3+) bylo metodou FISH klasifikovino Jako neamplifikované. Zdvéry: Nase vysledky ukazuji. 7¢ vyso-
kd irover overexprese (3+) stejné jako normalni HER-2/neu exprese (0, 1+) mohou byt spolehlive detek oy any obéma metodami

Hranicni ptipady. zejména 2+ pozitivita, musi byt interpretovany velmi pozorneé pii vyuziti obou metod (IHC 3 FISH  « opti-
malizovanych metodickych postupl. Navrhujeme algoritimus screeningu a detekee overexprese HER-2/neu. kombinujici obe
metodiky.

Klicovd slova: karcinom prsu, ERBB2/HER-. imunohistochemice. FISH

Summary: Background: The HER-2/neu proto-oncogene encodes one of the epithelial growth factor recepions in the cel
membrane, the functions of which include stimulation of mammary epithelial cell proliferation. In breast carciomas
overexpression has been reported in 10-34% of invasive cancer. Data published to date shows that ERBBY/HER.> protein
overexpression has been caused by gene amplification in 90% of these cases and has been shown to be assocrated with poor
prognosis. Results of both preclinical and clinical studies show that laboratory assessment of ERBB2/HIR. > status can he
useful notonly as a prognostic factor in breast cancer, but also as a predictive marker tor projecting response (o different therapy
regimens. Design and subjects: Standardised determination of ERBB2/HER-2 status has become more important. The purpose
of this study has been a determination of the validity of different methods for detecting the status of ERBB2/HER. > oncogene
in formalin fixed and paraffin-cmbedded breast cancer tissues for diagnostic usc. Methods and results: Sixty routinely formalin
fixed and paraffin-embedded invasive breast carcinoma tissues were investigated both by fluorescence in situ hybridisation
(FISH) using INFORM™ Her-2/neu Gene Detection system (Ventana) and by immunohistochemistry ([HC) using DAKO
HercepTest™ and Novocastra monoclonal antibodies (NCL-HER?2-356, NCL-HER2-316. NCL.-CBI ). Amplification wis
detected in 13.3% of the cases. Overexpression was detected in 13.3-28.3¢ of the cases depending on the methodology and/or
reagent used. Perfect concordance was found between results Of FISH and THC using NCL-HER2-356 as wel] as between FISH
and IHC using NCL-HER2-316 with no antigen retrieval. Nine DA KO-HercepTest™ positive carcinomas i seven 2 3
were classified as non amplified using FISH. Conclusions: Our results indicate that high level expression as well as nornmi
ERBB2/HER-2 status can be reliably detected both by THC and FISH using the standardised methodology. Borderline resuits.
especially 2+ immunopositivity should be interpreted with caution using both methods (IHC and FISH) with stundardised
methodological approaches. An algorithm of screening and evaluation of ERBB2/HER? status using both above approwcin
is suggested.

Key words:breast cancer, ERBB2/HER-2. immunohislnchcmiﬂr)_ FISH
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Uvod

Protoonkogen HER-2/neu (c-erbB-2, ERBB 2) je lokalizovan
na dlouhém raménku 17. chromosomu, v oblasti 17¢12-21.32.
Kéduje transmembranovy glykoprotein, znamy rovnéz jako
p185, jehoZ vnitfni doména mé tyrosinkindzovou aktivitu, extra-
celuldrni doména je strukturdlnim homologem receptoru pro
epidermdlni rastovy faktor (1). HER-2/neu je exprimovdn na
plazmatickych membranach fetdlnich i adultnich epitelovych
bunék a uplatituje se v normalnim riistu a diferenciaci (2). Ampli-
fikace a overexprese HER-2/neu byla pozorovana u celé fady
primédrnich tumortl véetné karcinomu prsu, ovaria, plic, Zalud-
ku, endometria, dutiny Uustni a mocového méchyie
(3-9).U karcinom prsu byla overexprese onkogenu HER-2/neu
zjisténa u 10-34% invazivnich karcinoma (5, 11). Ve vice nez
90% piipadil je overexprese pficitdna amplifikaci genu HER-
2/neu, Cili zvyseni poCtu kopii tohoto genu v buiice, coZ vyusti
ve zvySeni koncentrace pfisluiné mRNA a ndsledné ve zvy3e-
nou syntézu proteinu lokalizovaného v plazmatické membrang
(5, 12).Ve zbyvajicich pfipadech se pravdépodobné uplatiiuji
jiné mechanismy, napfiklad aktivace transkripce Ci jiné post-
transkripéni dysregulace (4). Overexprese HER-2/neu je neza-
visle asociovédna se §patnou prognézou u Zen s karcinomem prsu
s prokazanymi metastdzami v lymfatickych uzlinach. Prognos-
ticky vyznam priikazu overexprese HER-2/neu u pacientek bez
metastdz v lymfatickych uzlinich nenf jednoznacné objasnén
(11,13). Pfesné stanoveni amplifikace a overexprese genu HER-
2/neu nabyva na vyznamu. Exprese HER-2/neu neni u karcino-
mil prsu pouze prognostickym faktorem, ale rovnéZ markerem
umoZziiujicim predikci odpovédi na rizné terapeutické modali-
ty. Cela Fada klinickych studii se zabyvala vztahem amplifika-
ce a overexprese genu HER-2/neu a citlivosti karcinomd prsu
na rtizné druhy terapii (26). Diiraz je v posledni dobé kladen na
rozvoj imunoterapeutickych pfistupt v 1é¢bé invazivnich kar-
cinomt prsu. Preklinické studie prokdzaly inhibici ristu nido-
rovych bungk karcinomu prsu in vitro pfi pouZiti mySi monok-
lonélni protilitky 4D35 (15). Tato protilatka. kterd se vaze na
extracelularni doménu HER-2/neu, byla humanizovana a vypro-
dukovéna protilatka IgG1 obsahujici v komplementaritu urCu-
jicich oblastech elementy vychozi protitatky my3i (16). Nasled-
né preklinické a klinické studie s touto rekombinantni protilatkou
rhuMAb HER-2 (trastuzumab, Herceptin®) prokazaly antipro-
lifera¢ni efekt na butiky karcinomu prsu in vitro, ktery mize byt
zvy$en v kombinaci s nékterymi chemoterapeutiky (16,23, 25).
Z vy3e uvedeného vyplyvd nutnost vypracovani vysoce senzi-
tivnich a specifickych metodik na priikaz amplifikace a ove-
rexprese HER-2/neu. K uréeni statusu HER-2/neu byla pouZita
celatada metod detekujicich jednak genovou amplifikaci (Sout-
hern blotting, slot blot, polymerase chain rcaction. in situ hyb-
ridizace, fluorescencni in situ hybridizace). jednak metody hod-
notici overexpresi mRNA (Northern blotting, slot blot) ¢i metody
hodnotici overexpresi HER-2/neu na Grovni proteinu (Western
blotting, immunoassaye a metody imunohistochemické). Vét-
Sina 7 téchto metod neumoZiiuje zpracovani formalinem fixo-
vaného v parafinu zalitého materidlu a nemohou byt tudiz pro-
véadény na archivnim materidlu. Metodiky fluorescenéni in situ
hybridizace (FISH) detekujici pocCet kopii genu HER-2/ncu
v burice a metodiky imunohistochemické detekujici uroven
exprese HER-2/neu tuto nevyhodu nemaji a s jejich pomoci lze
tspésné detekovat amplifikaci a overexpresi HER-2/neu na
materidlu standardn€ zpracovaném pro histologické vySetfeni
(14). Proto se tyto dvé metody stdvaji metodami volby pro prii-
kaz HER-2/neu amplifikace a overexprese na formol-parafino-
vém materidlu pro diagnostické icely. Cilem na3i studie byl pri-
kaz validity metod imunohistochemickych (IHC) ve srovndani
s metodou fluorescenéni in situ hybridizace (FISH) na formol
parafinovém materidlu.

Material a metody
Retrospektivné jsme vySetfili soubor 60 pacientek s invaziv-
nim karcinomem prsu operovanych ve FN Brno (pracovisté
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porodnice) v roce 1999. Soubor zahrnoval 45 invazivnich duk-
talnich karcinomu bliZe neurenych, 2 invazivni duktalni kar-
cinomy komedonového typu, 2 duktdlni mucindzni karcino-
my, 4 tubuldrni karcinomy, 1 ¢isty mucindzni karcinom.
2 smiSené invazivni karcinomy se sloZkou duktilni i lobular-
ni, 3 invazivni lobuldrni karcinomy a 1 atypicky meduldarni
karcinom. Pro THC vySetieni jsme pouZili diagnosticky kit
DAKO HercepTest™ (obsahujici polyklonalni protildtku pro-
ti vnitfni doméné proteinu HER-2/neu) a tii monoklondlni pro-
tilatky: NCL-c-erbB-2 -316, NCL-CB! 1 (proti vnitini domé-
né proteinu HER-2/neu) a NCL-c-erbB-2 -356 (proti zevni
doméné proteinu HER-2/neu) firmy Novocastra. Soucasné
jsme testovali vliv tzv. retrievalu antigenu ve vodni lazni vyne-
chédnim tohoto kroku v metodickém postupu. Pocet kopii genu
HER-2/neu v nddorovych buiikdch jsme detekovali pomoci
diagnostického kitu INFORM-HER-2/neu Gene detection
Systém®, (Ventana). Metoda FISH se vyznacuje vysokou sen-
zitivitou, reprodukovatelnosti a pesnosti pfi pouziti na for-
mol-parafinovém archivnim materidlu a je metodou volby pro
prikaz amplifikace genu HER-2/neu ve standardné histolo-
gicky zpracovanych tkaflovych fezech (18).

Priikaz amplifikace genu HER-2/neu metodou FISH
Metoda i hodnoceni bylo providéno pfesné podle pokynu
vyrobce a distributora diagnostického kitu INFORM-HER-
2/neu Gene Detection System® (Ventana) uvedenych v ..Pro-
cedure and Interpretation Guide".

Tkariové fezy 4pm silné, na elektrostaticky upravenych sklech
(Superfrost Plus, Menzel. SRN) byly suSeny pies noc pfi tep-
loté 65 °C, standardné odparafinoviny a natraveny v Protein
Digestion Solutin (Ventana). Po dehydrataci fezu bylo apli-
kovano 10ul biotinylované HER-2/ncu proby a provedena
denaturace pfi 75 °C. Hybridizace probihala pies noc ve vih-
ké komurce pii teplot¢ 37 °C, druhy den byla nespecificky
navizana proba vymyta v roztoku obsahujici 50% formamid
a bylo pristoupeno k detekci a amplitikaci ziskanych signala.
V dalgim kroku byl aplikovdn fluoresceinem znaceny avidin
vyznacujici se chemickou vazbou na biotin konjugovany na
probu. Biotinem znacend anti-avidovand protildtka se v dal-
S§im kroku vize na fluoresceinem znaceny avidin navizany na
biotinylovanou probu, coZ umoziujc zesileni fluorescenéniho
signdlu po aplikaci dal3iho fluoresceinem znaceného avidinu.
V kazdém béhu jsem pouzivali pozitivni a negativni kontroly.
Jadernd DNA byla dobarvena DAPI/Antifadem. K hodnoce-
ni jsme pouZzivali fluorescenéni mikroskop Nikon Eclipse
E1000 vybaveny FITC a DAPI filtrem a systém obrazove ana-
lyzy LUCIA®,

Hodnotili jsme fluorescenéni signdly celkem ve 40 bunkach.
ve dvou oddélenych oblastech vZzdy po 20 bunkich v ramci
jednoho tkanového fezu. Pro lepsi orientaci v tkanoveém tezu
jsme pouzivali paralelni tkanové fezy obarvené hematoxyli-
nem-cosinem. Hodnotili jsme signdly v nepfekryvajicich se
intaktnich ndhodné vybranych bunikach. Tumory s poctem sig-
ndld na buiku £4 jsme hodnotili jako neamplifikované. Tumo-
ry s poctem signdll na buiiku >4 byly hodnoceny jako ampli-
fikované (obr. 5-7).

Priikaz overexprese HER-2/neu metodami IHC

Pro vySetfeni imunohistochemickd jsme vyuZili diagnosticky
kit HercepTest™ firmy DAKO obsahujici krdli¢i polyklonal-
ni protilatku proti vnitini doméné proteinu HER-2/neu (anti-
human ERBB2-oncoprotein, Code No. A0485. DAKO Y a ti
my$i monoklondlni protildtky firmy Novocatra (NCL.-c-crbB-
2-316aNCIL-CB ! | proti vnitini domén¢ proteinu HER-2/ncu
a NCL-c-erbB-2-356 proti zevni doméné proteinu HER
2/neu). Pfi prici s kitem HercepTest jsme postupovali presng
podle pokyn( vyrobee uvednych v . .DAKO HercepTest Quick
Guide". Neutrdlnim 10% pufrovanym formalinem fixovane
v paratinu zalité tkinové bloky byly nafezdny na mikrotomu
na tkinové fezy o toustee 4-5um. standardné odparatinova



ny arehydratovéany. Ve vodni lazni obsahujici Epitope retrie-
val solution a destilovanou vodu v poméru 1:10 predehfaté na
95-99 °C byly za ti&elem tzv. oZiveni antigenti fezy inkubova-
ny po dobu 40 minut. Nasledovala aplikace blokatoru endo-
genni peroxidazy a 100l vlastni krali¢i polyklonaini protilat-
ky (pfedredéné vyrobcem, ready to use) nebo N egative Control
Reagent. K vizualizaci vazby antigen-protilitka byl vyuZit
DAKO EnVision™ systém (HRP.Rabbit DAB+, obr.B), kde
se jako chromogen vyuZiva diaminobenzidin (DAB), ktery po
findlni peroxidazové enzymatické reakci dava pozitivni hné-
dé zbarveni. K dobarveni jader nadorovych bunék byl pouzit
hematoxylin. Preparaty byly hodnoceny ve svételném mikro-
skopu podle kritérii danych vyrobcem diagnostického kitu
nezivisle dvéma patology. Obdobné jsme postupovali pfi imu-
nohistochemickém vyseteni s monoklonalnimi protilatkami
NCL-c-erbB-2-316 (fedéni 1:100), NCL-CBI | (fedéni 1:100)
aNCL-c-erbB-2 -356 (fedéni 1:50) firmy Novocastra. Na téch-
to protilatkdch jsme soudasné testovali vliv retrievalu antige-
nu ve vodni lazni, provedeny stejnym zpisobem leéllko pfi pou-
Ziti diagnostického kitu HercepTest DAKO™ | Reakce
antigen-protilatka byla vizualizovéana systémem EnVisionT™
DAKO (K 4006 HRP.Mouse DAB+). Hodnoceni bylo prova-
déno podle stejnych kritérii jako pii pouZiti diagnostického
kitu DAKO HercepTest™ nezavisle dvéma patology.
Onegativni pfipady vykazovaly Easte¢nou membrinovou pozi-
tivitu v méné nez 10% nadorovych bunék (obr. 1), I+ nega-
tivni piipady jsou charakterizovany slabou, rovne? pouze ¢ds-
te¢nou membranovou pozitivitou ve vice ne? 10 % nadorovych
bunék (obr. 2). 2+ pozitivni pfipady vykazovaly slabé a7 stfed-
né€ intenzivni membranovou pozitivitu ve vice nez 10 % nddo-
rovych bunék (obr. 3). Pozitivita byla patrna na celych mem-
branach stejné jako u pfipadii 3+ pozitivnich, kde silnd
pozitivai membranovd reakce je detekovana ve vice ne¥ 10 %
nadorovych bunék (obr. 4).

Statistické hodnoceni

Korelace mezi frekvenci HER-2/neu pozitivnich a negativnich
pfipadii detekovand riiznymi metodami pfi pouZiti riznych pri-
marnich protilatek a reagencii byla hodnocena pomoci kon-
tingenCnich tabulek statisticky analyzovanych Pearsonovym
chi kvadritem (pro kontingenéni tabulky 2-6) a Fisherovym
exact testem s Yatesovou korekei (pro kontingenéni tabulky
2x2). Dile jsou dopotitany hodnoty specificity, senzitivity,
efektivity, prediktivni hodnota pozitivniho a negativniho
vysledku a koeficient shody Cohenovo Kappa u jednotlivych
IHC metod ve srovnani s FISH.

Vysledky

Amplifikace byla detekovina v 8 ze 60 pripadi (| 3,3%) meto-
dou fluorescenéni in situ hybridizace. Pocet signald v ampli-
fikovanych pfipadech se pohyboval v rozmezi 4.65 — 13.375
signdll na butiku. Pramérny podet signalt na buiiku v ampli-
fikovanych pripadech byl 7.386. Ve viech pozitivnich piipa-
dech se jednalo o invazivni duktalni karcinomy. z toho dva
komedonového typu, grade 2 nebo 3. Nebyla zastizena ampli-
fikace u karcinomu grade 1. 52 ze 60 piipadit (86.7%) bylo
interpretovano jako neamplifikované s poctem signala v roz-
mezi 1,450-3.720 signalt na buiiku. Overexprese byla dete-
kovdna ve 13,3-28,3% piipadii v zavislosti na pouZité proti-
latce ametodologii. VSechny THC negativni piipady a7 na jeden
(protilatka CBI1 bez antigen retrievalu) byly interpretoviny
Jjako neamplifikované ve FISH. Prediktivni hodnota negativ-
niho vysledku byla 100% ve vech pouzitych IHC metodic-
kych postupech kromé protildtky CB11 bez pouZiti retrievalu
antigenu. Perfektni shoda byla zaznamenani mezi vysledky
FISH a IHC pfi pouziti monoklonalnich protildtck NCL-c-
erbB-2-316 a NCL-c-erbB-2-356 (Novocastra) v metodickém
postupu vynechivajicim retrieval antigenu ve vodni lazni. 95%
shodu mezi vysledky FISH a IHC jsme zaznamenali pit pou-
ziti monoklonalni protilitky NCL-c-erbB-2-356. kde soucis.-

Tabulka 1. Srovndni protilitek a protokolt 7 hlediska predikce vysledku
FISH

Efekiivita |Senzitivita | Specifita | PH+V* | PH-V#*

ildtka. .
Protilatka, protokol (%) (%) (%) (%) (%)

DAKO Herceptest 85 100 83 47 100
DAKO bez retrievalu § 93 100 92 67 100
Novocastra 316 retrieval 93 100 92 67 100
Novocastra 316

bez retrievalu 100 100 100 100 100
Novocastra 356 retrieval 95 100 94 73 100
Novocastra 356

bez retrievalu 100 100 100 100 100
Novocastra CB11 retrieval 92 100 90 62 100
Novocastra CB1 1

bez retrievalu 97 88 9% 8K 9y

* Predikiivni hodnota pozitivniho vysledku

** Prediktivni hodnota negativniho vysledku

§ vySetfeni opakovano bez retrievalu pro vysledky Herceptestu 1+, 2+. 3+.
Vysledky Herceptestu 0 povazovany za negativni i pro toto vySetieni

ti pouZzité metodiky byl retrieval antigenu ve vodni lizni ((fi
2+ pozitivni pfipady v této metodé byly interpretoviny jako
neamplifikované pfi pouZiti FISH). Vysledky FISH a IHC byly
shodné v 93% piipadi pti aplikaci protilitky NCL-c-erbB-2-
316 s provedenym retrievalem antigenu (Ctyfi 2+ pozitivni pii-
pady v této metodé byly metodou FISH interpretoviny jako
neamplifikované). Nejmensi efektivitu vykdzal DAKO Her-
cepTest™ (85%). Sedm DAKO HercepTest 2+ pozitivnich
pfipadii a dva DAKO HercepTest 3+ pozitivni pfipady byly
klasifikovany jako neamplifikované ve FISH. Jeden pfipad
vykazoval pouze Gsekovitou overexpresi proteinu HER-2/neu.
hodnocenou v riiznich IHC metodich jako 2+ nebo 3+ poziti-
vita. Analyza FISH prokizala ve dvou oddélenych oblastech
tohoto nadoru hrani¢ni amplifikaci genu HER-2/neu s prii-
mérnym poctem signalli na buiiku 4,75. Hodnoceni protilatek
aprotokolti z hlediska predikce vysledku FISH obsahuje tabul-
ka 1. Je zfejmé Ze imunohistologie ma vysokou senzitivitu
a variabilni specifitu podle pouZitého protokolu. Vziledem
k niZsi cené a metodické narocnosti se tedy jevi jako vhodné
screeningové vysetieni.

Diskuse

Vysledky nasi metodologické studie prokdzaly vysokou uro-
veii Korelace mezi metodami IHC a FISH. co je ve shod¢
s vysledky obdobnych recentnich komparativnich studii
(18-22). Procento piipadii invazivnich karcinomi prsu s pro-
kdzanou amplifikaci a overexpresi genu HER-2/neu nevybo-
¢uje z publikovaného rozmezi 10-34% HER-2/neu pozitiviich
invazivnich karcinomil prsu (5,11). Nejmensi efektivitu ve
srovnani s FISH vykizal DAKO HercepTest™. Napadnd je
zejména vysoké procento 2+ pozitivnich piipadu. kter¢ byly
metodou FISH interpretovany jako neamplitikované (sedm 25
pozitivnich pfipadii interpretovino metodou FISH jako neam-
plifikované). Nalez je ve shodé s nékterymi studiemi. kieré
rovneéz pouZily tento diagnosticky kit (18, 21) a porovnivaly
metody IHC a FISH. Tuto skute¢nost Ize vysvétlit VySSi sen-
zitivitou polyklonalni protilatky obsazené v kitu ve'sgojcni
s vysoce citlivym vizualizadnim systémem EnVision™. Ne-
Ize opomenout skutecnost, e v literatuie je uvadéno a7 10%
pripadd invazivnich karcinomii prsu, u nichz zvySend exprese
proteinu HER-2/neu neni v souvislosti s amplifikaci genu
HER-2/neu, ale uplatituji sc zde i jiné mechanismy jako akti-
vace transkripee pfipadné jiné posttranskripéni dysregulace
(4.17). NaSe vysledky ziskané pouzitim monoklonilnich pro-
tilatek pfi metodickém postupu, ktery vynechavd retrieval anti-
genu. vSak ukazuji iplnou shodu mezi amplifikaci genu HER

2/neu detekovanou metodou FISH a overexpresi protemn
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Tab. 2 Tab. 5
Herceptest versus FISH NCL-c-erB-2-356 (s retrievalem) versus FISH |
NA A celkem NA A celkem
N 43 0 43 N 49 0 49
P 9 8 17 P 3 8 i1
celkem 52 8 60 celkem 52 8 60 ‘
Statisticky test hodnota Y% PR Statisticky test hodnota SV PR
Pearsoniiv chi kvadrat 23,348 | <0.000 Pearsonav chi kvadrat 41119 [ <0.000
Fishertiv exact test 19,454 1 <0.000 Fishertv exact test 35.066 ] <(0.000
S Yatesovou korekei S Yatesovou korekci
Koeficient shody 0,560 Koeficient shody 0,813
(Cohenovo kappa) (Cohenovo kappa)
Efektivita 85% Efektivita 95%
Senzitivita 100%  Senzitivita 100
Specificita 83%  Specificita 94
Prediktivni hodnota pozitivniho vysledku 47%  Prediktivni hodnota pozitivniho vysledku T3%
Prediktivni hodnota negativniho vysledku 100%  Prediktivni hodnota negativniho vysledku 100%
Tab. 3 Tab. 6
NCL-c-erB-2-316 (s retrievalem) versus FISH NCL-c-erB-2-316 bev. retrievalu) versus FISH ‘_}
NA A celkem NA A celkem
N 48 0 48 N 52 0 48 1
P 12 P 0 8 12 ﬂ’
celkem 52 8 60 celkem 52 8 60 |
Statisticky test hodnota SV PR Statisticky test hodnota SV PR
Pearsontiv chi kvadrat 36,923 1 <().000 Pearsontiv chi kvadrat 60 | <(.000)
Fishertiv exact test 31,379 ] <().000 Fisherav exact test 51.658 ] <().000
S Yatesovou korekei s Yatesovou korekci
Koeficient shody 0.762 Koeficient shody 1.0
(Cohenovo kappa) (Cohenovo kappa)
Efektivita 93%  Efektivita 100
Senzitivita 100%  Senzitivita 100%
Specificita 92%  Specificita 1004
Prediktivni hodnota pozitivniho vysledku 67% Prediktivni hodnota pozitivniho vysledku 1004
Prediktivni hodnota negativniho vysledku 100%  Prediktivni hodnota negativniho vysledku 100
Tab. 4 S . . < - .
dickém postupu. Tento ndlez je v rozporu s nékterymi studic-
NCL-c-erB-2-316 bez retrievalu) versus FISH mi, které povazuji retrieval antigenu za nezbytny k ziskani spo-
NA A celkem tehlivych vysledki imunohistochemickych vySetfeni formo-
N p p 15 lem fixovanych v parafinu zalitych tkdni (22). Viechny nase
vzorky byly pfikrojeny bezprostiedné po operaci a fixovdny
P 0 12 v neutrdinim 10% formalinu. Byla dodrzovana pfiblizne 23
celkem 52 8 60 hodinovd doba fixace. Vzorky byly zpracovany v jedné labo-
. ratofi a hodnoceni provadéno nezavisle dvéma patology. Zsti-
Statisticky test ) hodnota SV PR v otdzkou, zda by bylo mozné obdrzet obdobné vysledky
Pearsoniiv chi kvadrat 60 1 . G dx e LT et e M
<0,000 i v pfipadé VELS v('umb]llly ve fixaci a na§lednem Zpracovani
FisherQv exact test 51,658 | <0.000  tkané pro histologické vySetfeni (napf. pfi zpracovani vzorku
S Yatesovou korekci ziskanych z riznych nemocnic a laboratoii). Nelze opomenout
]g)cglc'em SI?Od}f 1.0 ani ekonomickou strianku véci. Cena jednoho vySetieni FISH
;'Efgkleiil];;:o appa) loog  Ja ast 28x vySsi ne7 cena jednoho THC vySetieni (19). FISH
Senzitivita 100 metody jsourovneZ Casove naroCnéjsi ve srovnani s IHC a hod-
Specificita loo%  noceni vysledkt FISH je rovnéz pracngj§i. FISH metody vy 7a-
Prediktivni hodnota pozitivniho vysledku 100%  dujindkladny fluoresceneni mikroskop a systém obrazove an:-
Prediktivn{ hodnota negativniho vysledku 100%

HER-2/neu detekovanou ur¢itymi IHC metodami. Vyjimkou
Jeptipad, kde hrani¢ni amplifikace genu HER-2/neu (4,75 sig-
nalii na buiiku) je provézena klonalni Gsekovitou overexpresi
proteinu HER-2/neu, pfi niZ se mohly uplatnit i vyic zminéné
mechanismy aktivace transkripce a posttranskripénich dysre-
gulaci. Procento 2+ pozitivnich pripadi interpretovanych
v metod¢ FISH jako neamplifikované je vyrazné vyssi i pii
pouZiti monoklondlnich protildtek firmy Novocastra v meto-
dickém postupu, ktery zahrnuje retrieval antigenu ve vodni ldz-
ni ( tfi 2+ pozitivni s protilatkou NCL-c-erbB-2-356 a Clyfi 24
pozitivni s protilitkou NCL-c-erbB-2-316, 6 2+ a | 3+ pozi-
tivni s protilitkou NCL-CB11). Porovnani efektu retrievalu
antigenu ve vodni 1azni na efektivitu [HC metod ve srovnini
s FISH nas vede k avaze o vynechani tohoto kroku v meto-

lyzy. i kdyzZ jiz existuji alternativni postupy (napf. kit N
Zymed), umoziiujici detekei DAB a hodnoceni ve svételném
mikroskopu, obdobné jako u IHC metod. Ne kazd¢ odd&leni
patologic je vybaveno materidlng i profesionalné na metodiky
FISH, THC je v3ak v&tinou jiz metodou rutinni. VySe uvede-
né diivody nds vedly k vypracovini této srovndvaci metodo-
logické studie a K hledani metod imunohistochemickych.
JejichZ validita je srovnatelnd s metodou fluorescencni in situ
hybridizace.

Zavér

Na zikladé vysledki nasi studie jsme dospéli k nizoru 7o, nmu-
nohistochemicka detekee stavu exprese HER-2/neu Je zdvisla
nanastaveni senzitivity IHC reakce a ptipadném retrievalu anti-
genu. Vysokd troved exprese HER-2/neu (3+ pozitivni prIpit

dy) a normdlni exprese HER-2/neu (0, 1+ negativai piipady
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mohou byt spolehlive detekovéany imunohistochemicky pii pou-
Ziti optimalizovanych postupt. Imunohistologii lze, vzhledem
k vysoké senzitivit€ této metody, niZ8i cené a metodické naroc-
nosti pouZivat jako screeningové vySetieni statusu HER-2/neu.
Ptipady s hrani¢nim vysledkem imunohistochemického vySet-
fen{ (zejména 2+ pozitivni piipady) by pak mély byt vySetieny
THC extenzivnéji (vice protilatek, srovnani vysledku s retrie-
valem a bez n¢j), pfipadné vySetfeny FISH pfed vyslovenim
kone¢ného stanoviska. Tato vySetfeni by méla provadét pra-
covisté, kterd maji k dispozici metodiku in situ hybridizace
k pribézné kalibraci a kontrole vysledk. Navrhujeme proto
algoritmus vySetfeni statusu HER-2/neu zahrnujici IHC jako

screeningové vySetfeni s pouZitim in situ hybridizace pouze
k veritikaci imunohistologicky hrani¢nich pfipadt (Obr. 8). Pro
zatazeni do klinickych studii by dle naseho ndzoru mély byt
pacientky stratifikovany do tfi skupin (1. skupina :HER-2/neu
pozitivni; 2.skupina: amplifikaci a overexpresi nelze jedno-
znacné vyloudit; 3.skupina: HER-2/neu negativni).

Podekovdni

Prdce vznikla s materidlni podporou ceského zastoupent fir-
my Roche, ddle byla podporovdna Vyzkumnym zdmérem MZ
CR 000 65 26 17 05. AutoF¥i ddle dékuji Markéteé Smolove zu
zhotoveni celkem asi 600 imunohistologickych pepardtii.
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VYZNAM SELEKCE CD 34+ PROGENITORU U NEMOCNYCH

S NON- HODGKINSKYM LYMFOMEM LECENYCH VYSOKODAVKOVANOU
CHEMOTERAPII S NASLEDNOU AUTOLOGNI TRANSPLANTACI KRVE-
TVORNYCH BUNEK

THE SIGNIFICANCE OF CD 34+ PROGENITORS SELECTION F ORPATIENTS
WITHNON-HODGKIN’S LYMPHOMA TREATED WITH AUTOLOGOUSSTEM
CELLS TRANSPLANTATION

VALKOVA V.. TRNENY M.!, SLABY J.|, MATEJCKOVA 5.2, VODVARKOVA 8.2, GASOVA Z.2, MARINOV 1.2,
JELINEK J.2, APLTAUEROVA M., PROCHAZKA B.3, KARBAN J.!, KLENER p.!

! 1. INTERNI KLINIKA 1. LF UK A VEN, PRAHA
2 USTAV HEMATOLOGIE A KREVNI TRANSFUZE. PRAHA
*STATNI ZDRAVOTNI USTAV, FNKV, PRAHA

Souhrn: Cil: Srovnani kinetiky a bezpecnosti prihojeni a porovnani doby pieZiti bez relapsu/progrese nebo Umrti (EFS) a cel-
kového preZiti (OS) u nemocnych lé¢enych pro non-Hodgkinsky lymfom vysokodavkovanou chemoterapii a nasledné auto-
logné transplantovanych selektovanym versus neselektovanym Stépem. Soubor a metodika: Hodnoceno bylo celkem 35 paci-
entil, 12 nemocnych bylo transplantovano Stépem po CD 34+ selekci . kontrolni skupina 23 neselektovanych pacientu byla
vybrina ( v poméru 1:2) tak, aby stav onemocnéni v dobg transplantace odpovidal selektované skupin€. PFi statistickém zpra-
covani neparametrickych dat byl vyuzit pocitacovy program Epilnfo 6, analyza pteZiti byla zpracovina Kaplan-Meicrovou
metodou, pro statistickou vyznamnost rozdilu byl pouzit log-rank test. Vysledky: |. Median ptihojen; v trombocytech nad
20x 1091 byl ve skupiné neselcktovanych pacienta 11 dni, ve skuping selektovanych 14.5 dne (p<0.053) stejné tak byl signifi-
kantni rozdil v medianu pfihojeni v trombocytech nad 50x 10971 15 vs 22 (p<0.05) . Rovné? medidn prihojeni v granulocytech
nad 0,5 x10%/1 byl signifikantné nizsi ve prospéch neselektované skupiny ¢ 10 dnt proti 11). stejn¢ pak v leukocytech nad
LOX 1091 (10 dni proti 11) (p<0,05). Absolutni doba leukopenie, rozdélena do 3 stupntl podle zdvaZnosti ( pocet dnti s leuko-
eyty pod 1, 0,5 a 0,2 x10%1) byla ve viech 3 parametrech signifikatng deli ve skuping selektovanych pacientii. Median dna
febrilni neutropenie , 2.5 dne ve skupiné neselektovanych se statisticky vyznamné nelisil od selektované skupiny ¢ medidn 4.5
dne) . 2. Pravdépodobnost preZiti (OS) ve 3 letech pro cely soubor byla 63.5% . pii porovndvani obou skupin pak 75% pro
selektované a 57,3% pro neselektované nemocné. Pravdépodobnost pieziti bez amrti ¢ relapsu (EFS) byla ve 3 letech pro cely
soubor 35.9% resp. 33,3% pro selektovanou a 37.2% pro neselektovanou skupinu .Median sledovini byl 33.5 mésice ( 12-61)
pro skupinu selektovanych a 32 mésicti ( 7-73) pro neselektované nemocné. Median obdobi od transplantace do relapsu ¢i pro-
grese byl 21 mésict ( 4-25mésich) u selektovanych a 8 mésict ( 0,8-37mésict) u neselektovanych pacienti (rozdil byl statis-
ticky nevyznamny). Zdvéry: Nenalezlj jsme signifikantni rozdil v preZiti pacientdl . méfenym OS a EFS ve 3 letech . Rovnéz
mediédn obdobi od transplantace do relapsu se statisticky vyznamné nelisil. Pomalejsi kinetika prihojeni, kterou jsme POZOTO-
vali ve skuping selektovanych pacientl , byla pravdépodobné diisledkem nisiho poctu CD 34+ progenitorti u selektovanych
nemocnych v diisledku jejich ztrat pfi zpracovini a manipulaci. Vzhiedem k jejich dostate¢nému absolutnimu poctu se viak
neprojevila vétsim poctem komplikaci.

Kli¢ova slova: non-Hodgkinsky lymfom. autologni . transplantace. selckce. CD34+.

Summary: Purpose: The comparison of kinetics and safety of hematopoietic reconstitution and time to relaps/ progression
(EFS) and overall survival (OS) of patients with non-Hodgkin_s lymphoma undergoing ASCT, transplanted with selected or
non selected harvest. Patients and methods: On the whole 35 transplanted patients were evaluated, 12 with CD 34+ selected
harvest and as a control, group of 23 patients with non selected harvest transplanted . The control group was selected in ]:2 pro-
portion, according to the disease status at time of transplantation (equal for both groups). For statistical analysis of non-para-
metric values we used the software program Epilnfo6, survival times (EFS and OS) were calculated using the Kaplan-Meier
method. Comparisons of these times to event distributions were made using the log-rank test. Results: 1. Median of rombo.
cyte engraftment over 20x10%1 was 11 days for non-selected patients. resp. 14.5 days for selected group (p<0.05). also the
median of trombocyte engraftment over to 50x 101 was significantly lower for non-selected —15 vs 22 (p<0.05). As well the
median of granulocyte engraftment over 0.5 x10%/1 was significantly lower in favor of the non-selected group (10 vs 1 days).
equally for leucocyte engraftment up to 1,0x10%1 (10 vs 11 days) (p<0,05). Absolute period of Teucopenia, divided into 3 gra-
de (number of days with leucocytes under 1,0, 0.5. and 0.2 x 10%1) was for all 3 grades significantly longer in the selected aroup.
Median of days of febrile neutropenia (2,5 days for the non-selected group) was not significantly different in comparison Lo the
selected group (median 4,5 days). 2. The overall survival probability (OS) at 3 years for all patients was 63.5% represented by
75% and 57,3% for selected and non-selected group respectively. Event free survival probability (EFS) at 3 years was 35.9%
for all patients. resp. 33,3% for selected and 37.2% for non-selected patients. Median follow-up was 33.5 months ( 12-61) for
group of patients with selected harvest transplanted and 32 month (7-13} for non-selected group . Median time to relaps or/ pro-
gression measured from transplantation date was 21 months ( 4-25 months) for selected and 8 months ( 0.8-37 months) for non-
selected patients ( NS differ). Conclusions: We have not found the significant difference in survival between both groups ol
patients measured by OS and EFS at 3 years. Also the median time (o relaps was not different. The slower kinetics of hemato-
poietic reconstitution observed in group of selected patients was probably caused by lower CD 34+ progenitors number in selec-
ted harvests because of their lost during ex vivo manipulation. However, in consequence of their sufficient absolute numbers.
the complications rate was similar in both groups.

Keywords: non-Hodgkin's lymphoma, autologous, transplantation, selection. CID 344
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Uvod

Vysokodavkovana chemoterapie s podporou autolognich kme-
novych bun&k (ASCT) je efektivni a Siroce uZivana metoda
1é¢by fady hematologickych malignit a nékterych solidnich
tumord (Horowitz ,1997) . Ve srovnani s allogenni transplan-
taci je vyhodou relativn€ nizka peritransplanta¢ni mortalita
(méné nez 5%) a odpadajici nutnost hledani vhodného darce.
Na druhé stran€ viak ziistdva hlavnim problémem relativné
vysokd mirarelapsu (signifikantné vy3§ineZ po allogenni trans-
plantaci u vétsiny malignit). Pfi¢inou terapeutické vyhody allo-
gennich kmenovych bun€k ve smyslu niz§tho poctu relapst
zékladniho onemocnéni spocivé nejspise v chybéni imunitné
podminéného tzv graft-versus leukemia (lymphoma) (GVL)
efektu u autolognich transplantaci (Champlin, 1999). Za zdroj
relapst jsou obecné povaZovany preZivajici nadorové buriky
v organismu nemocného, nedostate¢né eradikované terapii
a dale se uvaZzuje o mozném vlivu reinfuse nddorovych bunék
zpét pacientovi v kontaminovaném $tépu, eventualné o kom-
binaci obou faktorti. Jednou z moZnosti jak zabranit reinfusi
potencidlnich klonogennich bun&k zpé&t pacientovi jsou nariz-
ném principu zaloZené metody ex vivo isténi St€pu. Patii sem
jednak inkubace s cytostatiky (Hrubd, 1997) , inkubace se smé-
si monoklondlnich protilatek s ndslednou lyzou komplemen-
tem (Gribben , 1991) a v neposledni fad¢ selekce CD 34 posi-
tivnich (kmenovych) krvetrvornych buné€k event. spojend
s negativni selekci bun&k nesoucich ur€ity antigen a vyuZziva-
jici automatické systémy (Cell Pro, Isolex Baxter, CliniMacs
Miltenyi). Pres nékteré tidaje podporujici vyznam pfitomnos-
ti nddorovych bunék ve §tépu (Gribben 1991, Rill 1994, Pilar-
ski 2000), jednoznacné potvizeni vyznamu ¢isténi §t€pu pro
zlepSeni at jiZ EFS nebo OS nebylo dosud podéno. V nasi ana-
lyze jsme se zaméfili formou parované retrospektivni analyzy
na porovnani vysledkd u nemocnych transplantovanych pro
NHL pomoci CD34+ selektovaného $t€pu se skupinou kon-
trolni transplantovanou neselektovanym §tépem.

Soubor a pouzité metodiky

Vybér a charakteristika pacienti: V nasem souboru jsme
retrospektivné hodnotili celkem 35 pacienti [éCenych pro non-
Hodgkinsky lymfom vysokoddvkovanou chemoterapii
s naslednou autologni transplantaci krvetvornych bunék. 12
nemocnych bylo transplantovano selektovanym $tépem, kon-
trolni skupina 23 pacientdl, (pomér selektovanych k neselek-
tovanym 1:2 , navic pak 1 nemocny v kazdé skupiné trans-
plantovany tandemové&), ktefi byli transplantovani
neselektovanym $t€pem byla vybréna tak, aby jejich stav one-
mocnéni hodnoceny v dobé€ transplantace byl srovnatelny.
V dal3im hodnoceni jsme se pokusili srovnat nékteré faktory
vztahujici se k charakteristikim onemocnéni v dobé€ trans-
plantace, ke kinetice pfihojeni, peritransplantacni toxicité
a nasledné dal§imu osudu nemocnych po transplantaci v obou
skupindch.

Definice: Obdobi bez vyznamné udalosti (EFS) bylo defino-
véano jako doba od transplantace do relapsu/progrese ¢i imrti.
Zv14a3t¢ byl spocitan mediin obdobi od transplantace do pro-
grese/relapsu, méfeno v mésicich. PreZiti nemocnych (OS)
bylo definovano jako interval od transplantace do umrti. Medi-
an sledovani byl stanoven u Zijicich nemocnych.

Odpovéd na terapii: jako kompletni remise (KR) byl hodno-
cen stav bez klinickych i laboratornich zndmek choroby a apl-
na normalisace plivodniho patologického ndlezu. Jako parci-
alni remise (PR) byl hodnocen stav, kdy bylo lé¢bou dosaZeno
vice nez 50% redukce pivodniho patologického nélezu.

Pro hodnoceni odpovédi na terapii v obdobi transplantace jsme
nemocné rozdélili do dalSich skupin: na nemocné transplan-
tované v rdmci indukéni terapie z divodi rizikovych faktori
pfi diagndze (skupina 1) — nemocni doséhli KR, (skupina 2) -
nemocni byli v PR, na nemocné transplantované po dosazeni
2. nebo dal3i KR po zachranné terapii pro relaps (skupina 3),
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nemocné transplantované v 2. nebo dali PR po zdchranné tera-
pii pro relaps (skupina 4) a na nemocné, ktefi byli transplan-
tovéni v 1.PR z divodu nemoZnosti dosahnout induk¢ni tera-
pii kompletni remise (skupina 5).

Metodiky

1. Stanoveni a hodnoceni rozsahu onemocnéni

Hodnoceni rozsahu onemocnéni bylo provadéno standardni-
mi zobrazovacimi metodami:

Obligatné: rentgenovd, ultrasonografickd vySetieni . pocita-
¢ova tomografie (CT).

V individuélnich pfipadech: nuklearni magneticka resonance
(MRI), galiova scintigrafie, eventuelné pozitronovi emisni
tomografie (PET).

Hodnoceni postiZeni kostni dfené: histologie ,pritokova cyto-
metrie, v individudlnich ptipadech molekuldrni biologic (PCR)

A. Priatokova cytometrie

Pomoci pratokové cytometrie byl zjistovan imunofenotyp lym-
focytarnich populaci ve vzorcich krve, kostni dfené, tkiné
uzlin, dle nutnosti i v mozkomi¥nim moku a v rliznych punk-
tatech. Pfitomnost CD znaku byla prokazovdna jednostupiio-
vym znacenim (tzv.pfimd imunofluorescence) monoklonalni-
mi protilaitkami s navdzanym fluorochromem FITC
(Fluorecein isothiocyanate) nebo PE (R- Phycoerythrin).Sou-
Casné jsme vySetfovali dva znaky , kde jednim byl tzv. .line-
age marker” (tj. znak specificky pro urc¢itou buné¢nou linii
,napf. CD 19 pro B lymfocyty) , druhym byl znak, jehoz expre-
se nds u dané bunécné linie zajimala. PouZivali jsme
protilaitky (Immunotech) proti ndsledujicim znakam:
CD3(UCHL1),CD4 (13B8.2),CD5 (BLla). CD8 (B9.11).
CDI0 (ALB2), CDllc (BUILS), CDI4RMOS52).
CD19(J4.119), CD20 (HRC20), CD38 (T16).CD45 (J.33).
FMC7,HLA DR (B8.122),lehké fetézce KAPPA(J4.119).1ch-
ké fetézce LAMBDA (J4.119), 1gD ,IgM. isotypov¢ kontroly
(IgG1/1gG1).

Ptipravené vzorky byly méfeny na pritokovém cytometru
FACSCallibur (Becton Dickinson). Udavana citlivost pFistroje
je 1x1073 —1x10*bungk

B. Ostatni vysoce sensitivni metody - molekulirné biologic-
ké- vyuzivajici rizné modifikace PCR, klonogenni pokusy (in
vitro kultivace naddorovych linii) byly v naSem souboru pou-
Zity pouze u nékterych nemocnych a proto nejsou dale rozvé-
dény

2. Selekce

Principem CD34+ selekce je vychytdvani kmenovych bunck
nesoucich CD 34 antigen.

Positivni selekce vede kromé isolace cilovych CD34+bunék
k nepfimému odstranéni neZiddoucich bunék vcetné nidoro-
vych u riznych typl malignich onemocnéni (Mapara. 1997.
Civin, 1996). Dal3i potencidlni vyhodou je zmenSeni objemu
bunééné suspenze a tim i snadnéjsi skladovani a pfi trans-
plantaci men3i zatiZeni organismu pfevadénym dimetylsulfo-
xidem a objemem tekutin.

V souboru naSich pacient byly jako metodiky pro seleket pou-
Zity systemy CellPro a Isolex

Cell-Pro

Positivni selekce pomoci pfistroje CellPro (Bothell. WA USA)
umoZiuje vychytani kmenovych bunék nesoucich CD34 anti-
gen jak z kostni dené, tak z PBPC. Cely proces selekce je fizen
pocitacem, do priabéhu jednotlivych krokt Ize manudiné zasa-
hovat. PouZzivané protilatky jsou mysi anti CD34 monoklo-
nalni protilatky s navdzanym biotinem. Silnd afinita mezt avi-
dinem a biotinem zptisobuje, Ze CD34+ buriky s navazanymi
protildtkami s biotinem se navdzi na kulicky potazené avidi-
nem v koloné pfistroje a jsou zde vychytany. zatimco neozna

¢ené buiiky projdou a jsou zachyceny jako negativni frak



ce.Vychytané kmenové butiky se uvolni mechanicky mirnou
rotaci, pii které dochazi k pferusent vazby mezi kmenovou
buiikou a protildtkou, a jsou sebrany jako positivni frakce.

Imunomagnetick4 selekce na pristroji Isolex 300; (softwa-
re verze 1,12 a 2,5)

Systém Isolex 300j (sw 2,5) je pIné automaticky a umozfu-
Je vybér positivni nebo Jjednokrokové positivni/negativni
selekce. Zakladni kroky jsou shodné v obou procesech , kom-
binovany proces viak vykazuje vyssi depleci nezadoucich
bunék ve srovnani se samotnou positivni selekci. Tvorba
rozet CD34+bunék s imunomagnetickymi kuli¢kami probi-
hd pfed negativni selekei. Béhem tvorby rozet je bunéén4 sus-
pense, pfedem sensibilizovana anti-CD34+ protilatkou . smi-
sena s imunomagnetickymi kulickami v separacni komofre.,
Po vytvoieni rozet jsou tyto zadrZeny magnetickym polem
Vv separacni komofte a necilové buiiky jsou pfevedeny do vaku
Pro negativni frakci. Systém opakuje tento proces tikrat pro
dokonalé pfevedeni necilovych bunék do negativni frakce.
Bezprostredné pfed tfetim promytim jsou pfidany protildtky
proti cilovym buitkam a suspenze je 15min inkubovana . Po
senzibilizaci cilovych buné&k Jje dokonteno treti promyti
a buiiky jsou resuspendovany v separacni komofe a pfipra-
veny k uvoliovacimu kroku, Uvolnéni CD34+bunék probi-
hd soucasné s tvorbou rozet cilovych bungk pro depleci.
V separacni komoie jsou magnetickym polem zachyceny
rozety depletovanych bunék a volné imunomagnetické kuli¢-
ky. CD34+ buiiky jsou po zakoncentrovini pfevedeny do
findlniho vaku.

Kombinace positivni 4 negativni selekce vede k optimalni dep-
leci nadorovych bungk ze St€pu odstrandnim kontaminujicich
nadorovych bungk a tim redukci minimalni residualn choroby.

4. Statistika

Pi zpracoviani neparametrickych dat jsme pouZili softwarovy
program Epilnfo6 s vyuZitim neparametrickych test Mann
Whitneyova a Wilcoxonova. Analyza preziti byla zpracovana
Kaplan-Meierovou metodou, statistick4 vyznamnost rozdili
mezi skupinami byla stanovena pomoci log-rank testu. Testo-
vani bylo providéno na hlading vyznamnosti (),05.

Vysledky

1. Srovnani obou skupin nemocnych v zikladnich charak-
teristikdch v dobé od diagnosy do transplantace:

Vcelém souboru jsme retrospektivng hodnotili celkem 35 paci-
entlh. 12 pacienti bylo transplantovino pomoci selektované-
ho §tépu, z toho u § byla selekce provadeéna pomoci pfistroje
CellPro au4 pomoci pristroje Isolex 300i. U 23 pacient( selek-
¢¢ providéna nebyla. Kontrolnf skupina 22 pacienti byla
vybrdna tak, aby se v zakladnich parametrech stavy onemoc-
néni v dobég pred transplantaci shodovala se skupinou selekro-
vanych nemocnych (v poméru [:2). | neselektovany pacient
navic byl vybran jako kontrolni k I nemocnému v selektova-
né skuping, oba byli transplantovéni tandemové. V oboy sku-
pindch byla obée pohlavi zastoupena stejnomeérné, rovnés veko-
vy mediin (53 let u selektovan ychad9letu neselektovanych)
se vyznamné nelisil. V celém souboru bylo Zastoupeno celkem
6 pacientt s lymfomem z plastovych bunék / MCL/ (4 ve sku-
pin¢ selektovanych, 2 v neselektovanych), 21 s folikuldrnim
lymfomem / FCL /(7/14), 6 difusnich velkobunécnych lymfo-
mit/ DLCL/ (1/5)au 2 nemocnych ve skupiné neselektova-
nych se jednalo o B lymfomy blize nezatazeng. Rovnéz roz-
loZeni jednotlivych histologickych typl lymfoma se v obou
skupinach statisticky vyznamné neligilo.

Pokrocilost arozsah onemocnéni jsme hodnotil pomoci mezi-
narodniho prognostického indexu (IPD) (Shipp , 1993) | kli-
nického stadia (Ann Arbor staging systém pro lymfomy)
apostiZeni kostni dieng. VySetieni a hodnoceni postiZeni kost-
ni diené bylo provideno mikroskopicky a pomoci pritokové
Cytometrie. Vysoce sensitivni metody (molekuldrni biologie)

byly pouZity jen u nékolika pacientu, proto dale nebyly do ana-
lyzy zahrnuty.

Tyto parametry Jsme hodnotili jak pfidiagnose , tak pfed mobi-
lisaci a ndslednou transplantaci. Inicialn{ [P] 4 klinické stadi-
umbyly v obou skupinach srovnatelné, rozdil v postizeni kosi-
ni dfené byl na hranici statistické vyznamnosti (p=0.069), 10
ze 12 selektovanych mélo inicidlni postiZeni kostni dfené opro-
tillz23ve skuping neselektovanych. V dobe pred trans-
plantaci byly op&t oba soubory srovnatelné 7 hlediska IPI. sta-
tisticky vyznamné se viak liSily v postizeni kostni diene pred
sbérem krvetvornych bungk, kdy ve skuping selektovanych
pacientti mélo infiltraci kostni dfené celkem 9 (75%) nemoc-
nych, zatimco ve skuping neselektovanych byl infiltrace 7Jis-
téna pouze u 2 (8.6%). V diisledku vyse uvedeného rozdilu
v postizeni kostni dreng, bylotéz Zdstoupeni nemocnym s vys.-
Sim klinickym stadiem v dobs pred transplantaci vetsi ve sky-
piné selektovanych. (Tabulka ¢

Tabulka ¢. 1. Porovndng obou skupin v zikladnich charakteristikach
v dobé diagnosy:
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L= low (nizké)

H =high (vysoké)

Za jeden 7 nejvyznamnéjsich faktorq. urCujicich dalsi osug
nemocnych je povazovan stav onemocnéni v dohé transplan-
tace. jehoz méfitkem byl v nasem soubory mezinarodni pro-
gnosticky index (1P, Odpovéd na terapii jsme hodnotili pomo-
i 7 stupn: | kompletni remise, 2 planovana prvni parciilni
remise. 3 druhd a dalgi kompletni remise. 4 druhd a dalsi par-
cidlni remise, 5 prvni parcidlni remise —nedostatecny etek
vodni Iécby, 6 primarne resistentni onemocnéni. 7 resistent-
nirelaps onemocnéni. vV nasem souboru byly zastoupeny pou-
ze odpovedi 1-5. Rovnés v takto hodnocené odpovédi na tera-
pii pfed transplantaci se oba soubory statisticky vvznamne
nelisily. Celkem bylo pred transplantaci dosazeno 2 remisi
(2KRa 10 PR).1j."100% odpoveédi ve skupiné sclektovanych
a23remisi (10KR a 13 PR). tjrovnéz 100% odpovédive sku

piné neselektovanych. Zadny ze sledovanych nemocnyeh
nebyl transplantovan ve fi/i resistentn{ choroby:,

Miru pfedléceni v obou sledovanych skupinach Jsme hodno-
tili poctem cykl chemoterapie, podanych pied transplantaci.
JjejichZ median bylsrovnatelny 9.5 (4-23)u selektovanych q 9.0
{3-18) ve skuping neselektovanych. Mediin doby od diagno

sy dotransplantace byl v obou skupinach srovnateiny-13 mési-
¢l ve skuping selektovanych resp. || mésica ve skupiné nesc -
lektovanych. (Tabulka ¢.2)
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Tabulka &2. Porovnani obou skupin podle stupné predléceni a pokroci-
losti choroby v dobé pfed transplantaci:

Doba od dg do transplantace
medisn-mésice

M = median

H = high (vysoké)

L =low (nizké)

Skupina 1: transplantace jako planovand soudast indukZni lécby —nemoc-
ny jiz byl v KR

Skupina 2: transplantnace jako planovand soucdst indukcni 1écby —
nemocny byl jesté v PR

Skupina 3: transplantace po dosazeni 2. nebo nasledné KR po zdchranné
16¢bé pro relaps

Skupina 4: transplantace po dosazeni 2. nebo nasledné KR po zichranné
1é¢bé pro relaps

Skupina 5: transplantace v 1. PRz ditvodu nemoznosti dosahnoutindukc-
ni terapif i terapii 2. linic KR

2. PouZzité transplanta¢ni reZimy a parametry prevedenych
progenitori

Jako pfipravné rezimy (vysokoddvkovand chemoterapie) byly
pouzity: BEAM 400 (8x) (Trnény, 1998) . BEAM 200 (22x),
TBI-CFA (3x) a 2 pacienti (v kazdé z obou skupin | nemoc-
ny) byli léCeni tandemovou transplantaci (1. faze Melfalan +
Mitoxantron, 2. faze BEAM 200). Vsechny uvedené rezimy
jsou soucasti standardnich protokolt pro ASCT nanaSem pra-
covidti. Zastoupeni jednotlivych rezimti se v obou skupinach
statisticky vyznamng nelidilo. Celkem 34 nemocnych (12
selcktovanych a 22 neselektovanych) bylo transplantovino
mobilisovanymi perifernimi kmenovymi bufikami, pouze
u jedné nemocné byla jako zdroj krvetvornych bunck pouZita
kostni dieft. Kvalitu §téptl v obou sledovanych sku inach jsme
hodnotili absolutnim poétem CD 34+ bunék (x 10 /kg) a abso-
lutnimi hodnotami CFU-GM (x10%kg). Zde se oba soubory
statisticky vyznamné lisily v po¢tu CD 34+bunék. jejichZ me-
dian byl ve skupin& selektovanych 3.19x10%kg oproti
6,4x108/kg ve skupiné neselektovanych (p<0.05) . Rozdil
v medidnu poétu CFU-GM byl v obou skupinach statisticky
nevyznamny. (Tabulka ¢.3)

3. Srovnani parametri kinetiky piihojeni a peritrans-
plantaéni toxicity

P¥i srovndvani standardnich parametrit kinetiky pfihojeni jsme
v nasem souboru nalezli statisticky vyznamny rozdil v medid-
nu piihojeni ve prospéch skupiny pacient( transplantovanych
neselektovanym §tépem. Medidn piihojeni v trombocytech nad
20x 10971 byl ve skupiné neselektovanych pacientdt 11 dni
(6-16), ve skupiné selektovanych 14.5 dne (9-32).stejné tak byl
signifikantni rozdil v medidnu piihojeni v trombocytech nad
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Tabulka & 3. PouZité transplantalni reZimy a parametry piev edenych pro-

genitorQ
selektovani 12 neselektovani 23 rj)ﬂﬁ‘
i ! ’ B TTIRS

B \
|

piipravny reZim :

BEAM 400

TBI-CFA

—t
o ]

Tandem

€D 34+ v PBPC 6.4 (1.15-24,16) p<0.05

CFU-GM v PBPC (x10.4/kg) M | 2565 (1,1-163.9) {‘50.7(1.23-17417‘ NS
ANC v BM (x10.8/kg) ) 7‘ 0

CFU-GM v BM

(x10.6/kg) M i3,19 (1,67- 12.98)

(x10.4/kg)

. N
Transplantace PBPC | 2 j 22 ' ‘
- BM ) 0 B \ ) T '7T'ﬁ 7]

M = medidn

50x109/1 —15 vs 22. Rovnéz medidn prihojeni v granulocytech
nad 0,5 x109/1 byl signifikantn& nizsi ve prospéch neselekto-
vané skupiny (10 dni proti 11), stejn¢ pak v leukocytech nad
1.0x 10971 (10dni proti 11). V korelaci s protrahovangjsim pfi-
hojenim byl té7 signifikantn¢ vétsi pocet podanych erymas
a trombokoncentrdtii ve skuping selektovanych nemocnych.
Absolutni dobaleukopenie, rozdélend do 3 stupi podle zivaz-
nosti (pocet dni s leukocyty pod 1. 0.5 a 0.2 x10%7D) byla ve
viech 3 parametrech signifikatné delsi ve skupiné selektova-
nych pacientit. Tato skuteCnost se viak neodrazila v kompli-
kacich periody leukopenic, méfené poctem febrilnich dna
v tomto obdobi. jejichz medidn 2,5 dne ve skupiné neselekto-
vanych se statisticky vyznamné nelisil od selektované skupiny
(mediin 4.5 dne) . Rovnéz peritransplantacni mortalita (2 amr-
tf ve skuping selektovanycha I ve skuping neselektovanych do
100 dnt po transplantaci) se vyznamné nelisila. (Tabulka &.4)

Tabulka & 4. Srovnani parametrii pfihojeni a peritransplantacni toxicity

ﬁ selektovani | nesclekto- p 1
12 vani 23 |

piihojeni v trombo nad 20 M 4.5(9-32) p<0.05
(x10.9/bh D
prihojeni v trombo nad 50 M 22 (11-53) 15 (9-40) p<.05
(x10.9/Hh D
ANC nad 0.5 (x10.9/HD M | HL(10-13) 10 (8-13) p<0.05
WBC nad 1,0 (x10.9/hD M 11 (10-13) 10 (8-13) p<0.05
pocet dnd s leuko pod 0.2 M 5(2-10) 300-9) p=0.05
pocet dna s leuko pod 0.5 M B(6-12) 61 p<0.05
pocet dnu s leuko pod 1.0 M 9(7-14) 8513 ‘w%a.(i)iij
pocet trombokoncentriati M 6(2-10) 3¢1-Th 1)<();()5
pocet erymas M 6 (2-14) 20-10) p<()'0f_i
pocet febrilnich dnu M 4.5(0-17 2.5(0-9) i
pocet amrti do 100 dni 2 1 | i
po ASCT i

M = medidn

4. Dosazena odpovéd a sledovani po ASCT
Hodnotitelnych bylo ve skupiné sclektovanych | I pacientu .
7 nich7 u viech 11 bylo dosazeno léCebné odpovédi (100% ).
7 toho 7 (64%) kompletnich a 4 (36%) parcidlni remise. ]
nemocnd ve skupiné selektovanych zemfiela 26. den po trans-
plantaci na sepsi, odpoved na lécbu nebyla hodnotitelnd. 1 paci-
ent zemiel 37. den na infekéni komplikaci v kompletni remi-
si). U neselektovanych pacientit bylo lé¢ebné odpovedi
dosazeno u viech 23 (100%). 2 toho 16 (70% ykompletnich a7
(309 ) parcidlnich remisi. | pacient semiel 30. den nasepst .
v kompletni remisi.



Tabulka ¢. 5. Odpovéd na 1é¢bu a sledovini:

Graf ¢. 1. Celkové preiiti (OS) ve 3 letech:

L selektovani 12 neselektovani 23 | p
Nejlepsi vysledek po ASCT: KR 7 16 NS
PR 4 7
casné umrti 2 1 NS
J Progrese / relaps 5 14 NS |
Gmrti 3 10 NS
Remise celkem : KR+PR 6 10 NS
KR 5 9
o PR 0 1 ]
»Medizin sledovini od BMT- mésice | 33,5 (1261) 32(7-73) NS
Mediin od BMT do relapsu- 21,2 (4,4-25.0) 8.1(0.8-37.1) NS
meésice
Tabulka &. 6. Vysledky preZiti:
celkem % | selektovani % | neselektovani % ) T
(C195%) (CI195%) (CI195%) !
63,5% 75% 57.3%
05 ve 3 letech (45681.4) | (50,5-99.5) (33.8-80.8) NS
35,9% 33.3% | 37.2%
UFS veSletech | ol svsy | (35630 ’ asesss) | NS

V parametrech dosaZeni odpovédi se tedy oba soubory vyraz-
ngji nelisily. V dalsim sledovini doslo k progresi/relapsu one-
mocnéni u 5 pacientti (42%) ve skupiné selektovanych au 14
pacientit (40%) ve skuping neselektovanych. Rozdil byl opét
nesignifikantni. Medidn obdobi od transplantace do relapsu
¢i progrese byl 21 mésict (4-25mésict) u selektovanych a 8
mésici (0,8-37mésict) u neselektovanych pacienti. Rozdil
byl statisticky nevyznamny (p=0,458). Zemieli celkem 3 paci-
enti (25%) v souboru selektovanych (z toho 2 ¢asni amrti na
infek¢ni komplikace , 26., resp. 37. den po transplantaci) a [0
pacientl (43%) v souboru neselektovanych nemocnych. (1
Casné Gmrti na sepsi 30. den po transplantaci) (p=0.46).
V medidnu sledovani (u nemocnych Zijicich v dob& hodno-
ceni) , ktery byl 33,5mésica (12-61) u selektovanych a 32
mésica (7-73) u neselektovanych, bylo v remisi 6 (50%) paci-
entll ve skupiné selektovanych (v§ichni v kompletni remisi).
ve skuping neselektovanych bylo v remisi celkem 10 (43%).
z toho 9 (39%) v kompletni a |1 (4%) v parcidlni remisi.
(p=0,60). (Tabulka ¢. 5)

Pravdépodobnost pieZiti (OS) ve 3 letech pro cely soubor byla
63,5% (CI195%:; 45,6- 81.4), pFi porovnavani obou skupin pak
75% (C195%;50,5-99,5%,) pro selektované a 57.3% (C195%:
33,8-80.8%) pro neselektované nemocné. (Graf &. 1) Pravde-
podobnost preZiti bez tmrti ¢i relapsu (EFS) byla ve 3 letech
pro cely soubor 35,9% (CI 95%; 18,3-53.5.%). resp. 33,3%
(C195% 3.5-63,1%) pro selektovanou a 37.2% (CI195%:15.6-
58.8%) pro neselektovanou skupinu. (Graf ¢.2) Rozdil mezi
obéma skupinami byl v obou parametrech (OS i EFS) nesig-
nifikantni. (Tabulka ¢ .6)

Celkové se tedy oba soubory v #adném z parametr{ . (j dosa-
Zené odpovédi , poctu i dobé do relapsii a dmrti a pravdépo-
dobnosti pieziti statisticky vyznamng neliSily.

Diskuse

V avodu jsme se zminili o tom, Ze za jednu z moznych pfic¢in
relapsi po autolognich transplantacich je povazovana pfitom-
nost residudlnich klonogennich bunék v pievadéném Stépu.
(Pilarski . 2000)

Studie zabyvajici se vyznamem ¢isténi §tépu viak dosud nevy-
znivaji jednozna¢ng&. Rada klinickych studii prokdzala, ze
nadorovd kontaminace autolognich produkta je spojena s krat-
§im DFS a naopak asp&iny ex vivo purging je spojen s lepsi-
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Graf €. 2. Obhdobi bez zndmek relapsu & dmrti (EFS) ve 3 letech:

B

SELEKCE |

Cum Survival

mi klinickymi vysledky.(Fields. 1996. Sharp. 1996. Gerts.
1997). Napfiklad Gribben, 1991 a Freedman, 1996 referuji
0 zlepSeni pfeziti (RFS) u nemocnych s folikuldrnim lymfo-
mem po tspéiném ¢isténi PBPC produkti monoklondlnimi
protilatkami. obdobné& pak Corradini. 1997 i pro Ilvmfomy
z plagtovych bunék. Tyto studie vedly ¢asto k interpretaci. 7¢
niadorové buitky obsazené ve Stépu jsou zjevnou pricinou relap-
su po transplantaci a tudiZ pro zlepSeni vysledka l[échy je
nezbyné Cisténi téchto produktii. Naproti tomu retrospektiy-
ni EBMT data (Wiliams. 1996) nepotvrdily rozdily v DFS
upacientti s lymfomy transplantovanych Cisténym nebo nedis-
Enym S€pem. Pritomnost nadorovych bunck ve Stépu neho
nedostateny purging maze byt spiSe v korelaci s rozsahem
systemove residudlni choroby a/nebo s chemoresistenci tumeo-
rua tudiz reinfuse nadorovych bunék jako piicina relapsu nent
zdaleka evidentni. Zv1asini skupinu mohou tvofit nemocni
s vysoce chemosensitivnim onemocnénim. nedetekovatelnou
systemovou residudlni chorobou a naslednou vysokodavko-
vanou chemoterapii, u kterych pak mize byt relativni pocet
niddorovych bunék obsazenych v autolognim Stépu determ
nujicim faktorem.

Na druhou stranu existuji prace ukazujici bud neefektivn ¢is
téni (Andersen, 1997) nebo na stejny osud nemocnych at jiz
byli transplantovani ¢igeénym & neci§tenym St¢pem (Cooper
1998, Gupta, 1999, Lemoli. 2000. Patriarca. 2000),

V nékterych recentngjsich pracich se viak Opetobjevuyi /pra
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vy o prodlouZenf preZiti u pacientil, u kterych bylo do VySO-
kodavkované chemoterapie s naslednou ASCT zarazeno ¢i§-
téni autolognich produktt provazené kontinudlni PCR negati-
vitou vzorkd kostni dieng. (Freedman. 1999).

Dosud v8ak neexistuji randomizované studie, které by proka-
zaly zlepSeni pieziti (DFS) pomoci &isténi. Proto i skute¢ny
vliv naderovych bunék obsaZenych v autolognim Stépu na
ndsledny relaps onemocnéni ziistavd kontroverzni.

V nasem souboru bylo analysovano celkem 35 pacientti s dia-
gnosou non-Hodgkinského lymfomu riiznych histologickych
typl a pokrodilosti choroby, ktefi byli 1é¢eni vysokodavkova-
nou chemoterapii s naslednou autologni transplantaci krve-
tvornych bunék. U [2 nemocnych byla provedena selekce CD
34+ bungk , kontrolni skupinu tvofilo 23 pacientii u kterych
selekce provadéna nebyla. Obé skupiny byly srovnatelné z hie-
diska pokrocilosti a rozsahu onemocnéni (hodnoceno pomoci
IPI) v dobé diagnosy i v dobé pred mobilisaci a naslednou
ASCT. PfestoZe jsou nase vysledky jisté ovlivnény malym
poctem pacientl ve viech srovnavanych parametrech, nase sle-
dovini spie potvrzuje vyznam kvality odpovédi na 1ébu
a dosaZeni maximilni eradikace residudlni choroby . ne7 roli
nadorové ,dekontaminace* pouZitim selekce jako ex vivo pur-
gingu pfevadénych krvetvornych bungk. Z hlediska srovnani
miry residudln{ choroby pfed transplantaci, literdrné povazo-
vané za jeden z nejvyznamnéjSich prognostickych faktort
(Haas 1996, Mills, 1995) byly oba soubory porovnatelné z hle-
diska mezinarodniho prognostického indexu (1PI), signifikat-
né se viak lisily v poctu nemocnych s prokazanou infiltraci
kostni dfené (a z toho vyplyvajicim i vétsim zastoupenim vys-
Sich klinickych stadii) , kterd byla Castéji postizena ve skupi-
né selektovanych nemocnych. Tento fakt by teoreticky mohl
zvyhodiiovat neselektovanou skupinu 7 hlediska mensi kon-
taminace $t€pu malignimi buitkami. Na druhé strang je v3ak
nutno vzit v ivahu, Ze stéZejnim hodnocenim postizeni kost-
nidien¢ ve v€tsiné pfipadii nemocnych bylo histologické vyset-
feni , jehoZ hladina detekce residualni nadorové populace je
nizka (5x108 bungk). Pro relevantngjsi zavéry budou jisté nut-
né Sirsi prospektivni studie . vyuZivajici vysoce sensitivni tech-
niky genového znaceni, které umozni podrobnéjii srovnani
zdroje relapsu u ¢isténych a necisténych autolognich Stépti.

Prace . zabyvajici se bezpecnosti a kinetikou prihojeni ve vt
hu k selekci, véSinou referuji o srovnatelnych charakteristi-
kéch proti neselektované skupiné (Vescio, 1999, Dreger., 1999,
Lemoli, 2000) .

Pfi hodnoceni parametrii ptihojeni jsme nalezli signifikantni
rozdily, kdyZ ptihojeni bylo statisticky vyznamné rychlejsive
skupiné neselektovanych pacientd a to jak v trombocytech .
tak v leukocytech. Tato skutecnost viak jednoznacné korelo-
vala se signifikantné vy3§im absolutnim poctem CD 34+ bunck
ve Stépéch neselektovanych pacienti. Hodnoty CFU-GM byly
v obou skupindch srovnatelné. Hlavnim divodem pomalejsi-
ho pfihojeni selektovanych nemocnych zde tedy byly pravdeé-
podobné vy3si ztrity CD 34+ progenitori pii ex vivo mani-
pulaci. Pro celkové bezpecny absolutni potet CD 34+ bunck
(medidn 3.19x 10kg) viak lze i pro selektovanou skupinu
pacientd priabéh hemopoetické restituce hodnotit Jjako rychly
abezpecny. V ndmi sledovaném souboru (omu odpovidalo zjis-
téni srovnatelné kritkého trvani obdobi febriln neutropenic.
RovnéZ peritransplanta¢ni mortalita byla srovantelna pro ob¢
skupiny.

Zavéry

I. Pfi srovndni pacienta transplantovanych selektovanym
a neselektovanym $tépem jsme nenalezli signifikantni rozdil
v dosazené odpovédi . dobé& do relapsu ani v parametrech pic-
Zit{ ve prospéch selektované skupiny.

Vysledky naSeho pozorovani, které je nutné brit diky malému
poctu pacienth pouze juko predbézné, tedy vyznam reinfuse
nadorovych bunék jako pFicinu relapsti a s tim souy iscjici nut-
nost ¢isténi autolognich $t&pa zpochybiiuji. Pro jednoznacnéisi
zodpovézeni 1éto otdzky by byly nutné $irsi randomizovand
studie.

2. Pomalejsi kinetika ptihojent, kterou jsme pozorovali ve sku-
piné selektovanych pacienti . byla pravdépodobné disledken
niz3tho poctu CD 34 + prekursort u selektovanych nemocnych
v dasledku jejich ztrat p¥i zpracovini a manipulaci. Vzhledem
K jejich dostatecnému absolutnimu podtu se viak neprojevila
vEtSim poctem komplikaci.
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(chirurgie, chemoterapie, interakce chirurgie a chemoterapice). razné
(modifikatory davky v radioterapii, statistika a klinické trialy). Kapitoly
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ace metastiz). Csti treti sekce (v zdvorce jsou temata nékterych kapitol ):
nddory CNS (gliomy, nadory michy aj.), nadory hlavy a krku (nddory ast-
nidutiny, orofaryngedlni, nasofaryngedlni a laryngealni nadory aj.). nddo-
ry hrudniku, gastrointestinlni nddory (Zaludku, pankreatu, tlustého stie-
va aj.), genitourinrni nadory (prostaty, mocového méchyfe aj.). nadory
prsu, sarkomy, nddory v détském véku (CNS, sarkomy, Wilmstv tumor,
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fomy a hematologické malignity (Hodgkinova nemoe. transplantace kost-
ni dfené pfi hematologickych malignitich aj.).
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ni onkologie je na 40 strandch, pojednani o brachyterapii na 20 strandch
4j. Bylo proto mozné zajiti do znacnych podrobnosti, coy uspokoji i ndro¢-
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onkologie zahrnuje vSechny aspekty, je se uplatiiuji v multidisciplingr-
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nicky orientované. poskytuji prehled o klinickém pfinosu jednotlivych
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mace.
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Uspésna kniha o zobrazovaci diagnostice onemocnéni prsuvychaziv dru-
hém roz§ifeném a pepracovaném vydani s hohatsi obrazovou st nes
mélo vydani prvni. Podnétem k druhému vydini byl technic Ky pokrok «
pristrojich. dal§i cennd informace ziskané 7 ultrazvuku a sobrazovan
magnetickou rezonanci, zdokonalovini bioptickych technik. profitouhe-
ni znalosti o genetickych a rizikovyeh faktorech Karcinomu pran oy ots
7kusenosti ze screeningu. Obsihld problematika je rozdeleny do ti1 odddi-
10 se 22 kapitolami.
V' prvnim oddile se rozebiraji jednotlive diagnostické metody 7u dopro-
vodu mnozstvi schémat, vysvetlujicich pichleda. reprodukei obrazu: kay
déakapitola je uzaviena souhmenm 3 seznamen lieratury. Podrobng jo popi
sovina mamografie se vie; soucasnymi finesami, ultrasonografic
zafazena i dopplerovskd vysetieni. MRI je analyzovina velmi podrobng
ahodnocena juko nejeitliveisi metoda pro diagnostiku afekei prsu. Nejsoy
vpomenuty rovnéz metody. je7 jsou zatim ve VIWVajL (scintimamogratic
MR spektroskopie) a bioptické techniky (biopsie tenkou jehloy, vore hiop
sie a vakuovid biopsie). Které autofi indikuji velkoryse, aby se elimines i
la nutnost excizni biopsie. Je diskutovina otizka predoperacni fokali uce
okultnich lézi 4 skiagralie prepardta. kieroy ie kontrolovina LSPESont
biopsie.
Druhd ¢ast. je7 je &7istem Knihy. obsahuje systematicky vyveet nornnil-
nich a patologickych nalezi a Jejich odraz v mamogratickém. uitras -
kovém a MR zobraseni. Postupng jsou demonstroviny benigni procesy .
Cysty. benigni tumory. zandtlive atekee. ca i situ, invazivig atehee. hvin
fatické uzliny, dalsi semimalignia maligni tumory (tvloidni tumory . /me-
ny po drazech. operacich nebo ozafovani. zmény na ki o Muzsky prs
Podstatny prostor je vyclengn pro problematiku kalcifikaci.
Treti oddil je orientovin na nalezy pri screeningovém vySetfovini. jehos
vysledky se 1isi podle pracovist. U peclivé provadéncho screcningu e
pokles mortality 50-70 ¢ | Dile jsounavrzeny algoritmy vySetieni o dufe
Zitych skupin ndlezit. V- dodatku Je uvedena podrobnd TNM kit Kace
a definice anatomickych lokalizacr.
Monografie shenuje pohled na diagnostiku onemocneni prsu pievynzivg-
ni viech soucasnyeh zobrazovacich postupt. s formulovinim odhady
ucinnosti metod. které Jsouve vvojiz vynika propracovanou diferencial-
ni diagnostikou a jasnou strategii volby terapeutickych postupu se ziote
lem na patologické nilezy. Kniha poskytujici viestranné rady by meéla b
dostupnd na viech specializovanych mamologickych pracovistich.
V.R,V.H
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TECHNIKA BIOPSIE SENTINELOVE UZLINY PRI RESEKCI PLICE
PRO KARCINOM

TECHNICAL DETAILS OF THE SENTINEL LYMPH NODE BIOPSY DURING
LUNG CANCER RESECTION

KLEIN J.!, BOHANES T.!, KRAL V.!, NEORAL CJ, TICHY T.Z, SKARDA J.> HAJDUCH M.?

I CHIRURGICKA KLINIKA LF UP A FN OLOMOUC
USTAV PATOLOGIE LF UP A FN OLOMOUC
LABORATOR EXPERIM. MEDICINY LF UP A FN OLOMOUC

Souhrn: Vychodiska: Nizor na vyznam riiznych typti lymfadenektomie pro staging a terapii Casnych stadii nemalobunééne
plicni rakoviny (NSCLC) stejné jako na moZzny prognosticky benefit radikalni lymfadencktomie je dosud kontroverzni. Cilem
studie bylo vyzkouset metodu identifikace prvni drendZnf ( sentinelové) uzliny pomoci patentni modii a zhodnotit specificitu
této metody v moznosti predikce stavu postizeni vyssich etazi lymfatickych uzlin. Typ studie a soubor: Nerandomizovana pro-
spektivni studie z jednoho centra na 16 pacientech s malym perifernim plicnim karcinomem (pfedoperacné T, N | M,).
Metody a vysledky: Plicni tkan v bezprostiedni blizkosti tumoru byla infiltrovdna celkem 4 ml patentni modfi. prvni nabarve-
nd uzlina byla ozna¢ena jako sentinelova. Sentinelovi uzlina byla nalezena u 13 ze 16 pfedoperacné diagnostikovanych karci-
nomfi. V naSem souboru odpovidala negativita sentinelové uzliny negativité viech dal3ich etdZf regiondlnich lymfatickych
uzlin. Zhodnoceni: Identifikace sentinelové uzliny ddvda moznost detailnéj§tho a specializovaného vySetfeni (éto uzliny pato-
logem. Pro definitivni vyhodnoceni role biopsie sentinelové uzliny u plicniho karcinomu budou nutné dalsi a rozsdhlejsi stu-
die, které daji odpovéd na otdzku, zda pfi negativité sentinelové uzliny miizeme minimalizovat rozsah lymfadenektomic pfi
resekei.

Klifova slova: Karcinom plic — Nemalobunéénd plicni rakovina — Lymfadenektomie — Biopsie sentinelové uzliny - Sentine-
lova uzlina — Patentni modf

Summary: Background: The value of different types of lymphadenectomy for staging and treatment of carly stages of non-
small cell lung cancer (NSCLC) remains still controversial and prognostic benefit of radical lymphadenectomy is also
questionable. The aim of this study was to identify specitically the first tumor draining lymph node (sentinel node) using patent
blue dye, followed by sentinel node biopsy (SLNB). and to determine specificity of this ..sentinel node technique™ in predicting
of subsequent lymph node levels state in early stages of NSCLC. Design and subject: Non-randomized single-center
prospective study in 16 patients with small peripheral lung cancer (preoperativelly T, , Ny M. Methods and results:
Peritumorous pulmonary tissue was infiltrated with 4 ml of patent blue dye to identity the sentinel lymph node. The node wiis
found in 13 of 16 patients with preoperatively diagnosed small peripheral NSCLC. Negativity of the sentinel lymph node
corresponded with absence of more distant lymph nodes involvement in the lung and mediastinum in all of the members of our
group. Conclusions: Patent blue dye may be used to facilitate the precise identification and therefore the subsequent biopsy of
the sentinel tymph node. The role of SLNB in staging of NSCLC must be analyzed in further studies. However. this technigue
could probably minimize the extent of lymph node dissection.

Key words: Lung cancer — Non-smali cell lung cancer — Lymphadenectomy ~ Sentincl lymph node biopsy — Sentinet fymph
node — Patent blue dye

Uvod

Zakladnimi prognostickymi faktory u pacientii s nemalobu-
néénym plicnim karcinomem jsou jednotlivé parametry TNM
klasifikace podle UICC (1,2). Ukazatel T md pro chirurga
zdsadni vyznam z hlediska lokdln{ operability, pouze kom-
pletni resekce dava $anci na vyléceni (3). Pokud je prokdzana
vzdalend metastiza (M), nemd operace a7 na ojedin€lé vyjim-
ky smysl. Pro plicni karcinom je viak charakteristicka prefe-
rence lymfogenniho metastazovani, které mé do urcité miry
lokalni charakter. Spravné uréeni parametru N ma tedy zdsad-
ni vyznam, protoZe maligni diseminace do jednotlivych etdzi
lymfatického systému plic snizuje pravdépodobnost pétileté-
ho pieZiti fadové o desitky procent. Na vétsiné€ pneumologic-
kych pracovist je pfedoperalni pritkaz lymfogenniho meta-
stazovani karcinomu plic zaloZen na CT (4). Pokud je na CT
scanu popsana uzlina vétdi nez 10 mm, je vhodné invazivni
vySetfeni -mediastinoskopie ¢i torakoskopic, jejich alternati-
vou se v posledni dobé stava PET scan (5,6). Viechny tyto
metody maji sva ur¢itd tskali, ale jejich kombinaci lze dosah-
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nout 60 - 90 % spolehlivosti pfedoperacni diagnozy.

Definitivni zhodnoceni stavu postiZeni lymfatickych uzlin jak
samotné plice, tak plicniho hilu i mediastina poskytuje az
samotnd operace a histopatologicky nalez v odstranénych uzli-
nach (7). Nazory na rozsah disckee uzlin mediastina s hisi
v nadi literatufe i ve sdélenich z renomovanych pracovist. Kie-
rd se touto problematikou zabyvaji (8). Nékterc kliniky pova-
Zuji za dostateCné odstranéni zvétSenych ¢i klinicky suspekt-
nich uzlin, fadové vys je princip disekce spiadovych uzlin
(kazdy plicni segment ma urcitou predilekeni cestu metasta-
soviani). Bohuzel vime, Ze piiblizné 20-25 % nadori disemi-
nuje mimo sviij piirozeny spad (9). Proto se vét8ina pracovis(
v souCasnosti kioni k systematické disckei jednotlivych sku-
pin uzlin plice a stejné strany mediastina nebo k lymladenek-
tomii en bloc. nékdy roz8ifené i na opaCnou stranu mediastina
(10). Operace. pfi které nebyly odstranény viechny uzliny pli-
ce a prilehl¢ strany mediastina, je n€kterymi autory povazo-
vina za paliativni. Kritici lymfadenektomii poukazuji na del-
Si operacni Cas, rizika rozsahlej$iho vykonu a take nasnizent



lokalni onkorezistence po lymfadenektomii, pfi¢emz jedno-
znaCny vliv na prodlouZeni pteZiti ani po superradikalnich
vykonech na lymfatickém systému nebyl prokazan.

V kontrastu s timto extenzivnim zdsahem do lymfatického
systému plic je metoda biopsie sentinelové uzliny. Princip sen-
tinelové uzliny byl poprvé popsdan Cabanasem v roce 1977
ukarcinomu penisu (1 1). Autor pfedpoklad4, e metastazova-
ni lymfatickou cestou se d&je po jednotlivych krocich, defi-
nuje sentinelovou uzlinu jako prvni drendzni filtr, ktery je scho-
pen zadrZeta uchovat buiiky metastazujici nidorové populace.
Pokud je tato uzlina negativni, predikuje to analogicky nega-
tivitu dalSich etdzi lymfatickych uzlin ve spadu. K vyhleddni
sentinelové uzliny pouZil lymfangiografii. Identitikaci senti-
nelové uzliny dle pfirozené anatomické drendzni oblasti zmi-
fiuje T. Naruke. Na svém souboru 1815 pacientil proved| detail-
nf rozbor uzlin odebranych pfi resekci pro plicni karcinom
a popsal typické cesty lymfogenniho metastazovani z jednot-
livych plicnich lalokii. Sentinelovou uzlinu tedy definuje vice-
méné statisticky (12). Kvalitativni posun u této metody zna-
menala moZnost oznaCeni resp. nabarveni sentinelové uzlin
intra vitam lymfofilnim barvivem, napf. patentni modii
(Patentblau, Patent blue-dye). P¥i aplikaci tohoto barviva do
bezprosttedniho okoli tumoru dojde k jeho vychytini a odve-
deni lymfatickou cestou do pfisiu§ného lymfatického povodi,
prvni uzlina na cesté této drendZe je tedy sentinelova. MoZnost
vyuZiti principu vychytdni cizorodého a lymfofilniho barviva
intra vitam, tedy jeSt¢ pred zapocetim resekce, navic diva
imozZnost pritkazu diskontinudlnich metastdz. Plice ma pomér-
né konstantné utvafeny lymfaticky systém, ktery drénuje lym-
fu cestou subpleurdlni sité a peribronchovaskularni ptetené do
hilovych uzlin a odtud centripetain€ do mediastinalnich uzlin
smérem k obé€ma vendznim Ghlam. KaZdy plicni segment m4
predilek¢ni cestu lymfatické drendZe, aviak lymfatickym
mapovanim se prokazalo, Ze aZ v 30 % pripadi existuji lym-
fatické zkraty mezi perifernim lymfatickym feistém a lymfa-
tickymi strukturami v mediastinu, nad kli¢kem, v retroperito-
neu a v hrudni sténé. Lymfa i nddorové metastidzy mohou také
obejit bliz8i uzlinu v typickém spadu intranodalnimi ¢i extra-
noddlnimi zkraty a to tehdy, je-li uzlina vyfazena ze své funk-
ce napf. zanétem Ci fibrézou a metastdzy se pak manifestuji a7
v dalsf funk¢ni uzling. Barvivo je stejné jako lymfa schopno
obejit tuto prekazku a tuto uzlinu nabarvit (9). Tyto diskonti-
nudlni metastazy lze timto zpisobem v mediastinu identifiko-
vat. Samoziejmé, biopsie sentinelové uzliny postrada smysl
pfi klinicky zjevném postiZeni uzlin, pfi maligni lymfadeno-
patii ovéfené biopticky pfedopera¢né a pti prokdzaném vzda-
leném metastazovani. Metodu biopsie sentinelové uzliny zave-
dldoklinické praxe Morton v roce 1992 ve stagingu maligniho
melanomu (13). Prvni reference o jejim vyuZiti u karcinomu
plicje zroku 1999 (14). Pfesnost metody 1ze jeSté zvysit pomo-
ci dynamické lymfoscintigrafie sirnatym koloidem znacenym
techneciem, ktera pomiZe urcit, kde hledat sentinelovou uzli-
nu peroperacné gama-sondou. U plicniho karcinomu je viak
problematickd cilend aplikace pertechnatu, kterd musi pro-
béhnout v dostate¢ném odstupu pied samotnou resckei (15).
V nasi republice je biopsie sentinelové uzliny pouZivina ve
stagingu maligniho melanomu a karcinomu prsu. o pouZiti
u karcinomu plic neni v naSem pisemnictvi do soucasnosti
zminka (16,17).

Material a metodika

Sentinelovou uzlinu jsme se pokusili vyhledat u 16 nemoc-
nych, operovanych na nasi klinice od ¢ervna 1999 do ¢ervna
2000 pro nemalobunéény plicni karcinom ve stadiu 1 event. 11
TNM kiasifikace (T, , N, M,)). Jednalo se 0 13 muziia 5 7en
pramérného véku 61,7 let. V 10 pfipadech byl diagnostikovin
spinoceluldrni karcinom, 5x adenokarcinom a jedenkrit vel-
kobuné¢ny karcinom. Parametr T byl pfedopera¢né stanoven
Jako T, ve 4 pfipadech a jako T, ve 12 pfipadech. definitivni
¢T bylo ve shodé€. Postizeni lymfatickych uzlin bylo predope-

ra¢né vyhodnoceno pomoci CT jako Ny v 9 piipadech a jako
N, v 5 piipadech, rozdily s definitivnim ndlezem (pN) budou
diskutovany.

Operacnim piistupem byla standardni posterolateralni torako-
tomie patym meziZebfim. Po dokoneni torakotomie byla do
bezprostfedniho okoli tumoru i pfimo do tumoru injektovina
patentni modf (Patentblau® firmy Byk-Gulden). v mnozstvi 4
ml. Odstup nékolika desitek minut byl dostatecny k tomu., aby
se nabarvily lymfatické cévy drénujici nador véetné lymfatic-
kych uzlin. Uzlina, ktera se nabarvila nejdtive, pfipadné uzli-
na, které byla pfi dal$f preparaci v plicnim parenchymu nale-
zena nabarvend bliZe tumoru, byla oznacena jako sentinclovi
aperoperaCné vySetiena histologicky (Obr. 1,2). Poté byla pro-
vedena resekee plice véetng systematického samplingu uzlin
plice a prilehlé strany mediastina, uzliny byly oznaceny dle
schématu podle Mountaina (1) a véetné sentinelové definitiy -
né zpracovany patologem.

Vysledky

U 16 nemocnych se nam sentinelovou uzlinu podafilo nalést
ve 13 pfipadech. 8x byla negativni a také uzliny plice. plicni-
ho hilu a mediastina byly nepostiZzeny (vdy minimaln¢ 6 sku-
pin uzlin). 5x byla uzlina pozitivni, 3x s¢ jednalo o intralo-
barnf uzlinu ptislusného plicniho laloku, z t&chto 3 piipadu
jsme 2x nalezli mnohocetné metastatické postizeni stejno-
strannych hilovych a mediastinalnich uzlin (N,) a jedenkrit
byly v8echny uzliny vys3ich etdzi negativni. V dalsim piipa

dé bylapozitivni sentinelova uzlina ulozena v interlobiu. uzli-
ny nizsich i vy§Sich etazi byly negativni. V poslednim pfipa-
d¢ jsme nalezli pozitivni sentinelovou uzlinu pfi karcinomu
horniho laloku pravé plice paratrachedlng& vpravo (N, ), zbyl¢
uzliny plice a mediastina byly negativni. jednalo se tedy o soli

tarni ,,skip™ metastazu. Celkem 3x byl tedy rozpor mezi pre-
doperacnim CT vySetfenim a definitivaim nalezem maligni-
ho postizeni mediastindinich uzlin (N,). Prabéh operace
samotnd biopsie sentinelové uzliny zasadné neovlivnila, #dr-
Zeni lze kvantifikovat fadové na minuty, ¢as nutny k nabar-
veni uzliny lze vénovat piipravé resekce samoziejmé mimo
prabéh lymfatickych cest. V 1ékopise jsou uddvany alergickeé
reakee na barvivo vzhledem k stigmatizaci populace hézne
pritomnymi aniliny. Jsou rdzného stupné a7 po anafy laxi. sann
jsme se s nimi nesetkali.

Diskuze

Biopsie sentinelové uzliny je perspektivni metoda. v chirurgii
plicni rakoviny nova a ne zcela vyzkoudend. Neni zatim stan-
dardnf procedurou na Zidném pneumochirurgickém pracovis-
tiatoz toho divodu, Ze jeji spolehlivost zatim nebyla proka-
zana na dostatecné velkych souborech. Pokud by se potvdily
predpoklady, Ze negativita sentinclové uzliny je dostatecne
spolehlivym ukazatelem piedpovidajicim stav postizeni. resp.
negativitu viech dal§ich lymfatickych uzlin, usetiilo by 1o
nemocné zbytecného zdsahu na lymfatickém systému plice
a mezihrudi se viemi popisovanymi komplikacemi. Diskuzi
zaslouZi spolehlivost metod slouzicich k identifikaci sentine-
lové uzliny. Barveni patentni modii se zdd dostatecné picsne.
optimistické jsou i literarni zminky o vyhlediavini sentinclo-
vé€ uzliny scintigraficky (13.14.15), nicmén¢ (&zkosti spojenc
s cilenou aplikaci koloidu znaceného techneciem v dostated-
ném odstupu pred operaci tuto metodu v plicni onkologii dis-
kvalifikuji. Jiny pfistup k teorii sentinelové uzliny predstayu-
Je prace T. Narukeho, ktery pro kazdou lokalizaci primairniho
nadoru urcuje na svém obrovském souboru pacientir s Ivmifa

dencktomif mozné lokalizace sentinelové uzliny. Tento prin

cip uplatiuje pfi videoasistovanych operacich mensich peri-
fernich tumorti. Riziko tohoto anatomického principu
vyhleddvani sentinelové uzliny minimalizuje odbérem jedne
¢ivice uzlin v dalSich etazich s nejpravdépodobnéjsi fokaliza

¢l metastdzy. Ide vlastné o minimalizovanou blokovou disek

ci. Sentinelovd uzlina sice neni oznacena. ale nachizn se sy vso
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Obr. 1 -
Plicni nador
nabarveny
patentni
modfi

Obr. 2 -
Nabarveni
sentinelova
uzlina
v interlobiu
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kou pravdépodobnosti v této statisticky definované Casti regi-
ondlniho lymfatického povodi dané plice (12). DalSi spornou
otazkou je otazka mozné chyby peropera¢niho vySetieni uzli-
ny na kryostatu, je to dano tim, Ze z kazdé uzliny jsou stan-
dardné vySetfovany pouze 3 fezy, mald metastdza nemusi byt
zachycena (18). Identifikace sentinelové uzliny md proto i ten
vyznam ze umoziiuje jeji ditkladnéjii a presnéjsi definitivni
vySetfeni napt. na mikrometastizy resp. struktury cytoskeletu
cpitelidlnich bunck (19.20).

Zavér

Identifikace sentinelové uzliny patentni modfije pomémné jed-
noduchy zplisob, ktery mize ve v&tSiné piipadt odhalit misto
nejpravdépodobngjsi lymfatické metastdzy. Vycerpavajici
histopatologické vySetieni (éto uzliny mize odkryt maligni
7mény, které by mohly zastat pti klasickém vySetfeni nepo-
zndny. Okolnost, zda miiZe negativita sentinelové uzlny limi-
tovat nutnost a rozsah mediastindlni lymfadenektomic. bude
vhodné provéfit na vétsich souborech.
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NASE PRVNI VYSLEDKY LECBY METASTATICKEHO KARCINOMU PRSU
IFOSFAMIDEM A PACLITAXELEM PRI RECIDIVE PO ANTRACYCLINU

IFOSFAMIDE AND PACLITAXEL TREATMENT IN METASTATIC BREAST
CANCER, RELAPSED AFTER ANTRACYCLINE TREATMENT:
OUR FIRST RESULTS
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Souhrn: Kombinaéni chemoterapie ma pti 16¢bé karcinomu prsu dileZitou Glohu. Jako podplirné prostiedi mize jeji aplikace
prodlouZit celkové preZiti bez obtiZi. Ifosfamid a Paclitaxel maji schopnost vyvolat pfi tomto onemocnéni tcelovou reakcl
nadoru. Jejich kombinace je novym ¢asovym pldnem pfi oetfovani pokrocilého karcinomu prsu. 13 pacienti, u nichz doslo
po antracyclinu k recidivé, dostavalo tuto kombinaci bud jako vychozi podptrnou terapi.i nebo jako chemoterapii prvni linic.
Lécba |. den sestdvala ze 135 mg/m” paclitaxelu a pokraovala 2.—4. den 1 700 mg/m? ifosfamidu. Pacienti kombinaci velmi
dobfe sndseli. Vysledkem je jedna celkovd a pét Casteénych reakci. Zdsluhou jejich riznych mechanismi Cinnosti
a jednoznafné nehematologickych profilll toxicity bude pravdépodobné kombinace ifosfamidu a paclitaxelu lLikavou
alternativou pfi oSetfovani metastatického karcinomu prsu.

Summary: Combination chemotherapy plays an important role in the treatment of breast cancer. Administration of them like
adjuvant setting can prolong the disease frec and overall survival. Both ifostamide and paclitaxel are able to produce objective
tumor response in this disease. The combination of them is a new schedule in the management of advanced breast cancer
13 patients relapsed after antracyclin based adjuvant or first line chemotherapy recieved this combination. Treatment consisted
of 135 mg/m? paclitaxel on day 1, followed by 1700 mg/m?2 ifosfamide on days 2-4. The combination was well tolerated. One
complete and five partial responses resulted. Duc to their different mechanisms of action and their distinet non-hematological
toxicity profiles, the combination of ifosfamide and paclitaxel seems to be an attractive option in the management of metastatic

breast cancer.

Introduction

Cytotoxic medication plays a central role in the treatment of
breast cancer. Adjuvant therapy can reduce the risk of

recurrence and death among women with early —stage discase.!

In advanced stage breast cancer chemotherapy offers a
significant opportunity for palliation and longer survival.Z Until
the 1990’s the classical chemotherapy of breast cancer has been
based on several families of drugs ranging from alkylators to
intercalators, antimetabolites and tubulin inhibitors.* Although
many cytotoxic drugs have proven activity in breast cancer,
from the 1980’s combination of alkylating agents and
antracyclines have been being most extensively used as first
line treatment of advanced breast cancer.*>® Antracyclines are
among the most active first line drugs in advanced breast
cancer, achieving objective response rates of 40-50% when
used as single agent” and of up to 70% in combination regimen.®
Inspite of this the overall survival of treated patients did not
change singificantly because of the low complete remission rate

and short duration of responses.” However, increasing use of

anthracyclines in adjuvant treatment in premenopausal and
postmenopausal ﬁ)atients has led to limitation of their use in
relapsed patients. %" Among the novel agents that ecmerged in
the 1990s (ie.taxanes, vinorelbine, gemcitabine) the axanes
appear to be the most promising and probably will be
remembered in the future as the chemotherapics of the 1990s
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The first taxane is the paclitaxel, with schedule-dependent
activity. Used as first line treatment its”™ response rates
ranges from 29% to 62%.'7 In a phase 1T trial it was found
26% response rale in antracycline-resistant paticnts and
36% as a first line therapy also in a phase Il randomised
study.'™ Preclinical studies demonstrate additive and/os
synergistic interaction between taxanes and ifostamide.
Ifostamide is an isomeric analogue of cyclophosphamide
Early preclinical studies demonstrated a wider spectrum ot
ifosfamide activity compared with it’s parent compound. In
addition incomplete cross-resistance between the various
alkylating agents was observed. Using like first-line
therapy. ifosfamide has also reported to produce objective
tumor responses in 45% ot cases. complete responses has
occured in 10% of the patients.'® In patients treated
previously by cytotoxics. ifosfamide treatment can lead to
objective responses in 15-20% of cases.'®17 Based on the
above mentioned the combination of ifosfamide and
paclitaxel seems to be an attractive option in  the
management of metastatic breast cancer. like salvage
regimen.'® Due (o the different me-chanisms ol action of
ifosfamide and  paclitaxel and  their  distinct non
hematological toxicity profiles. we used this combination
the paticnts who relapsed after the antracvelin buses
adjuvant or first line chemotherapy.



Patients and Methods

Treatment program design

This was a treatment program for investigating the effect of
ifosfamide and paclitaxel combination treatment after failure
of antracyclin treatment in advanced breast cancer. Our plan
was to determine the time to progression (TTP), the survival
and to measure the tumor response.

Patient population

To enter this treatment program the patients were required 10
have histologically proven primary breast cancer that had
progressed after a complete antracyclin based adjuvant
chemotherapy. or after first line antracyclin treatment for
advanced disease. Prior hormonal therapy for advanced
disease was not allowed. Up to now 13 patients were included
in the program.

Examination

Blood cell count, serum biochemistry (AST, ALT. alkaline
phosphatase,  bilirubin, creatinine, calcium, sodium,
potassium), ECG and staging investigations: chest X-ray,
bone scintigraphy and bone X-ray, when it was indicated. and
ultrasound or computer tomography of the liver were
performed before the therapy started. Laboratory values:
AGC=1500/ul, platelets >100,000/uL, total bilirubin £2x
ULN, AST or ALT £2,ULN. ULN= upper limit of normal
range

Lesions were assessed every third course, at treatment
discontinuation. Response evaluation was performed
according to WHO recommendation with modification by the
EORTC.9

Treatment program

Patients received paclitaxel as a 3-hour intravenous infusion
on day 1 of each cycle in doses of 135mg/m”. Premedication
was given before the administration of paclitaxel:
methylprednisolone 100 mg orally, midnight and at 6 o’clok

Table 1. Patient Characteristics N=13

Median age (range) 48 (27—60)
ECOG Performance Status

0-1 10

2 3

Prior chemotherapy for adjuvant discase: 8

FEC /FAC 4

4AE8CMF 4
Ist line chemotherapy tor metastatic disease 5
Organ involved at time of metastases:

lung 7

lymph nodes 6

liver 5

bone 4

chest wall 4

pleural effusion 2
Number of organs involved

=1 5

=2 6

23 2

Table 3. Response to paclitaxel and ifosfamide

CR (complete remission):
PR (partial remission):
SD (stable discase):

PD (progressive diasease):

i_\bJ'\j\—‘

am before paclitaxel, plus chloropyramine 50 mg iv and
ranitidine 50 mg iv 30-60 min before, and ondasetron 8 mg iv
30 min before the drug administration. Ifosfamide was given
at 1.8g/m> with mesna 360mg/m2 iv.. 15 min before
respective 4 and 8 hours later . on days 2-4. The two drugs
were  given on  separate  days because of the long
administration period of each.

Toxicity

The combination of ifostamide and paclitaxel was well
tolerated. Nausea and vomiting WHO grades 1-2. alopecia
grade 2 and neutropenia grade 1-2 were seen in most patients.
There was no grades 3-4 infection. Grade 3 nail toxicity in |
patient, grade 3 fluid retention in 1 patient. grade 3 neuropathy
in 2 patient were detected. Four patients had reversible grade
3 neutropenia. Less common toxic effect consisted of a mild
local phlebitis in | patient and a mild cutaneous hyper-
sensitivity reaction also in | patient.

Results

13 patients with metastatic breast cancer were treated with
combination of ifosfamide and paclitaxel, between December
1997 and July 2000 in four oncological centers. There were
given 84 cycles (2-12), median cycles per patients 6.46. The
median survival was 2 1.6 month; the progression free survival
7.0 month. Overall responses (CR+PR) were seen at 6
patients, stable diseases at 3 patients and progression of the
process at 4 patients. (table 3.)

Discussion

In the preclinical studies the cell-killing effects of chemically
induced DNA damage by alkylating agents are intensified by
paclitaxel.'?0 In the clinical setting paclitaxel has shown
enhanced activity and possible synergistic effect when
combined with alkylating agents ifostamide/cyclo-
phosphamide.”! Paclitaxel inhibits the energy-dependent
cnzymatic reactions, by disengaging activated intracellular
phosphate (e.g. ATP and GTP). required for repair of the DNA
damage induced by ifosfamide (prevention of DNA strand
preparation and unwinding). The synergistic interaction
between paclitaxel and DNA-damaging agents is based on the
ability of paclitaxel to slow the DNA-process. For this reason
is important the administration of ifosfamide after
paclitaxel.>> The cytotoxic interaction of 4-OOH-ifostamide
with various other clinically relevant drugs. including
doxorubicin, cisplatin, and paclitaxel were evaluated by
classic isobologram analysis in a panel of established human
ovarian and breast cancer cell lines. On the basis of
isobologram analyses of drug interactions in vitro was
demonstrated that applying ifosfamide before paclitaxcel
resulted in drug antagonism, administering ifosfamide
concurrently with paclitaxel was additive, and administering
ifostamide after paclitaxel was synergistic.>»> In the first
phase I studics on the combination of ifosfamide and taxancs
the major toxicitiy was granulocytopenia grade 3 and 4. wich
occurred in 89% of all courses, and appeared to be ifosfamide
dose dependent.” The optimal doses of paclitaxel (135-
200mg/m?) and ifosfamide (1.5-5,0g/m%) have 10 be
established in the future.2®

Conclusions:

Our data should indicate that ifostamide -and paclitaxel -
based combination programs arc potential clinical values for
metastatic breast cancer relapsed after antracyclin therapy.
The regimen is feasible for patients with tolerable toxicity.
Further studies with more patients are warranted.

w00 175

KREINTCKA ONKOLOGIE 14



Literatura:

1. Carly Breast Cancer Trialists” Collaborative Group : Systemic treatment
of early breast cancer by hormonal, cytotoxic or immune therapy.133
randomized trials involving 31,000 recurrences and 24,000 death among
75,000 women Lancet 339, 71-85, 1992

2. Henderson 1C: Chemotherapy for metastatic discase. in Harris JR,
Hellman S, Henderson IC et al (eds) Breast Diseases. Philadelphia. PA.
Lippincott, 1991, pp 604-665

3. Nabholtz JM, Lindsay MA Hugh J et al.: The academic global virtual
conceptin clinical cancer research and its application to breast cancer: The
Breast Cancer International Research Group Semin in Oncol Vol 26, No3
Suppl 8 (June) 1999, pp 4-8

4, Tannock IF, Boyd NF. De Boer G ct al: A randomized wrial of two dose
levels of cyclophosphamide, methotrexate, and fluorouracil chemo-
therapy for patients with metastatic breast cancer. J. Clin Oncol: 6:1377-
1387, 1988

5. Habeshaw T. Paul J, Jones R et al: Epirubicin at two dose levels with
prednisolone as treatment for advanced breast cancer: The results of
randomized trial J. Clin Oncol 9:295-304. 1991

6. French Epirubicin Group: A prospective randomized phase TH irial
combination chemotherapy with cyclophosphamide. fluorouracil. and
either doxorubicin or epirubicin J Clin Oncol 6:679-688. 1988

7. Henderson IC Chemotherapy for metastatic disease In Harris Ir.
HellmanS. Henderson Ic et al (eds): Breast discases, second edition,
Philadelphia. PA:Lippincott 1991, 604-065

8. Mouridsen HT Systemic therapy of advanced breast cancer Drugs 1992,
44(Suppl4):17-28

9. Pagani O, Sessa C, Martinelli G et al.: Dose-finding study  of

epidoxorubicin and docetaxel as first-line chemotherapy in patients with

advanced breast cancer. Ann of Oncol 10:539-545, 1999

Coombes RC, Bliss JM. Wils J et al: Adjuvant cyclophosphamide,

methotrexate, and  fluorouracil versus fluorouracil. epirubicin and

cyclophosphamide chemotherapy in premenopausal women with axillary

node-positive operable breast cancer: Results of randomized trial. 1. Clin

Oncol 14:35-45, 1996

11. Docetaxel (Taxotere) An effective agent in the management of second-
line breast cancer Semin in Oncol Vol22 No6, Suppl 13, 1995:pp22-28

12. Scidman AD. Single-agent paclitaxel in the treatment of breast cancer Phase
1 and 1l development Semin in Oncol Voi 26 No 3 Suppl 8 1999 pp 14-20

1.

13, Nubholtz JM. Gelmon K. Bontenbal IM et all: Multicenter rundonuzed
comparative study of two doses of paclitaxel in paticnts with metastab
breast cancer J Clin Oncol 14: 1858-1867. 1996

14. Kaijser GP. Beijnen JH: Oxazaphosphorines:Cyclophosphamide and
iosfamide. in Grochow LB, Ames MM (eds)y: A clinician™s Guide 1o
chemotherapy. pharmacokinetics and pharmacodynamics Baltimore. MDD
WilliamsWilkins, 1998, pp 219-258

15. Hortobagyi G: Activity of ifostamide in breast cancer Semin Oneel 1€
(6Suppli2):36-41, 1992

16. Becher R. Hofeler H. Kloke O etal: Tfosfamide, methotrexate and 3-FUm
advanced pretreated breust cancer Semin Oncol 16:56-59. 1989

17. Fields KK, Effenbein Gl Perkins JB etal: Two novel high-dose treatiment
regimens for metastatic breast cancer — itostamide. carboplating plas
etoposide and mitoxantrone plus thiotepa @ outcomes and oxicities Semin
Oncol 20:59-66. 1993

18, Murrad AM. Guimaraes RC, Amorim WC ctal: Phase T izl of paclitaned
and ostamide as a salvage treatment in metastatic breast vancer Broast
Cancer Res. And Treatment 45:47-53. 1997

19. Tischler RB. Geard CR Hall EJ et al: Taxol sensitizes human astrocy toma
cells to radiation Cancer Res 52; 3495-3497 1992

20. Tischier RB. Schitt PB. Geard CR etul: Tuxol a novel radiations sensinise
Int J Rad Oncol Biol Phys 22: 613-617.1992

21. Bunnel CA. Thompson L. Buswell L et al: A phase 1 triad ol ttostamide
and paclitaxel with granulocyte-colony stimulating lactor in the treatment
of paticnts with refractory solid tumors, Cancer 82: 561-366 1998

22, Kosmas C. Tsavaris NB. Polysos A etal: Phase |study of dose-escalated
paclitaxel, ifosfamide. and cisplatin (PIC) combination chemotherapy in
advanced solid tumors British J of Cancer 2000, 82(2) 300)- 307

23 Yaswo.Y.. Tatsuya T.. Sachiko AL et al: Effect of 4-hydroperovy
itostamide in combination with other unticancer agents on human carcet
cell lines J Orthop Sci 4:231-237. 1999

24, Ditirich C: Ifosfamide: Actual data, new insights. and persisting questions
Semin in Oncol Vol 27.No 1., Suppl T (febry 2000, ppl-2

25. Pronk L.C. Schrijvers I, Schellens JHM et al: Phase Tswudy on docetunel
and ifosfamide in paticats with advanced solid tumors Brntsh 3ot Cances
1998 77(1) 153-158

26. Vanhoeter UL Schleucher N, Klaassen U et als Hostanide-based drig
combination: preclinical evaluation of drug imeraction wid manskition
into the clinic Semin in Oncol Vol 27, No T Suppl 1. 2000 pp 13

V]

knihy

MANAGEMENT OF PATIENTS AT HIGH RISK FOR
BREAST CANCER

VOGEL., V. G. (ED.)

Blackwell Science, Oxford 2001

306 str.. 62 obr.. 36 tab.. ISBN 0-632-04323-7. ¢cena 75.- GBP
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pravdepodobnosti. Ze 7ena je nositelem specifické penetichd nriiaee i
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Zpravy

OECI SCIENTIFIC MEETING AND GENERAL
ASSEMBLY, ISTITUTO EUROPEO DI ONCOLOGIA,
Milan, June 9-10, 2001

FAIT V.,

Masarykav onkologicky dstav Brno

Setkdni probihalo v prostorich [EQ, mélo ¢ast odbornou a organizadni.
v odborn¢ ¢asti byla hlavni problematikou otazka sentinelovych biopsii 7 riiz-
nych aspekta, dalsi problematikou byla otizka chemoprevence.:

1. U. Veronesi: Karcinom prsu

Prof. Veronesi se zdtiraznil prokdzanou skutecnost, Ze dissckee axilly u kar-
cinomu prsu ani ve 30letém sledovini nezlepSuje prognézu. Fale$nou nega-
tivitu pfi vySetfovdni sentinelové uzliny udava 3.2%. coZ nepfevySuje fales-
nou negativitu pii dissekei axilly. Zminil moznost jednoduchého odstranéni
sentinelové uzliny v oblasti vnitini mammaérni Zily, obvykle ze stejncho fezu
Jjako odstranéni tumoru v prsu. Uvedl také techniku vySetfeni sentinelové uzli-
ny na zmrzlo, kterou potom ddle rozebral G.Viale.

2. N. Mozzillo: Melanom a jiné nadory

Ve svém tvodu uved! hlavni oblasti aplikace techniky sentinelovych uzlin
kromé prsu.

Na prvnim misté je to pochopitelng maligni metanom. kde je ji7 jedni o t¢mef
standardni proceduru, zduraznil pomérné dlouhou dobu uceni, ke zvladnuti
t€to techniky je nutno minimding 30 operaci. Mo7nost dokonce i po probéh-
1¢ Siroké exscizi, Uspéinost je viak nizsi.

U ndadord hlavy a krku se jedna o pomérn¢ obtiznou oblast. a tsp&nost meto-
dy Je vyrazné nizi, udava se 12-419% falesné negativnich ndlezi. az 30% fales-
né pozitivnich, ve vice nez 10% jsou pritommy mn()hocctne sentinelové uzliny.
a 18% sentinelovych uzlin se nachdzi mimo klasické spadové oblasti. I pres tyto
obtize je viak moznost vyhnuti se radikdlni dissckei nesmirnym piinosen.

S vySetfovinim sentinelovych uzlin v karcinomu 7zaludku jsou zatim mensi
zKuSenosti, existuje viak moznost i laparoskopického pifstupu. piedeviim
u drobngch nidort je vysledek rozhodujici pro volbu mezi radikalni gastrek-
tomii s lymfadenektomif nebo lokalni exscizi zaludku.

U nadort kolorekta je aspéSnost hicddni sentinelové uztiny 70-100% . kromé
zpiesnéni stagingu zde v nékterych pripadech vede ke zméné rozsahu operace.
U vulvirnich nidort je uspésnost 83-100%. zde zjednoduSuje i rozhodovani
o strané inguindlni dissekee.

Dile byla strucné zminéna moZnost vySetiovani sentinelovvceh uzlin u nido-
ri plic, jicnu. Stitnice a jater

3. G. Paganelli: Radioaktivni latky

Popsal moznosti radionavigovaného vyhledavéni sentinelovych uslin. Pod-
minkou je kombinace s lymfoscintigrafif. Piesnost radionavigovaného vyhie-
ddvini zavisi na velikosti partikuli radioaktivniho nosice, optimdlni velikost.
kterd zajisti vychytavani skate¢né jen v prvni uzling je cca 200-300nm. Veli-
kost u komeréné dostupnych preparatd je viak vyrazné nizsi, konkréiné u t.¢.
Jjediného dostupného preparitu v EU (a asi i u nds) je cca S0nm. Tedy vétsi
mnoZzstvi sentinelovych uzlin je z¢asti zpasobeno pritokem do dalsich uzlin.
Doporucuje poddvini ddvek cca 0.1-0.3mCi Technecia 99. U karcinomu prsu.
doporucuje poddvini v malém mnozstvi. cca 0.2ml, podkozné nad wmor. nebo
Iépe peritumording. pri intratumorosnim podani az ve 30% nedochdzi k postu-
pu nosice. toto podani viak lze s vyhodou vyuZit u nehmatnych lé7i k jejich
predopera¢nimu oznaceni. soucasné s podanim hluboko pod tumor. (ROLIL.
technika)

4. A. Giuliano: Modré barvivo

Popsal svou klasickou techniku s vyuzitim barviva, sondu nevyuziva, dopo-
rucuje podani 3-5ml | %lymtazurinu peritumoraing. Ve Spojenych Stitech je
technika sentinclové biopsie prosazovina jako standard. s doporucenim nisled-
né dissekee pii pozitivité sentinelové uzliny. Doporucuje histologické vyiet-
feni z parafinovych fezi, pii sériovém profezani. bézn¢ vySetfeni na zmrzlo
nedoporucuje. Definitivni histologie dle jeho slov prodluzuje cekini o jeden.
maximalné dva dny!

5. Chirurgické techniky u karcinomu prsu

A)V . Galimberti

Chirurgickd technika u karcinomu prsu je doporucovina vétsinou s pouzitim
scintilacni sondy. incise zaxille délky cea 2-3 em. pii po7itd sondy nemusi byt
mimo cventudlni incisi pro dissekel. zdsadou je neposkodit nervove cévni
struktury, ¢im7z by se miniinvazivita metody znchodnotila. Je-Ii pidtom.na. je
vhodné odstranit i uztina pfi v. mammaria interna.

Je mozno pouzit lokdlni anethesii. kontraindikaci k této je vEak obezita. zachy-
ceni sent. Uzliny v povodi v. mammaria interna a uzlina mimo 1. cti7 tedy
indikaci Ize stanovit a7 po lymfoscintigrafii). Znovu byla zminéna mosnosi
ROLL techniky (Radioguided Occult Lesion Localisation)

B) G.Canevese

M()/nosl sentinelové hl()p\lt.‘ i po probchié Tumpectomii. s injekel do okraju
poe . v¥sledky Iehee niZ&i, zdoraznéna nutnost velmi opatrného odstra-

nénl’ u/lin) a vyhnuti se pileni v okoli uzliny. Cdst mikrometastaz byvya pii

tomna tésné pod pouzdrem a pe dekortikaci nebo poskozeni padenfin neins:
byt zachyceny.
6. 0. E. Nieweg: Chirurgické techniku u melanomu:
Jednoznatné doporuceni kombinace techniky modrého barviva a scintilacin
sondy (v nasich podminkdch opét probiém — chybéni barviva). Jinak uposor-
néno na skutecnost, 7e v 7% pipadii je sentinelovi uzlina mimo piirozenou
spadovou oblast, falesna negativita se ukazuje hyl cea 10-22% . Je pozorovin
\\sol\y vyskyt [3-18% intransitnich metastiz pfi pozitival sentinelove uzli
né. Upozornil i na moznost nestejncho vysledku. pii opakovanych lvmfose
tintigrafiich s odstupem | tydne a7 ve 12% piipada rozdilny ndles.
7. B. Luibonski: Chirurgické techniky u nadort hlavy a krku:
Nastinéna byla historie krénich dissekel od radikdlnich krénich dissekei po
dnesni regiondlni dissekce. Existence pomérné presné definovanych regionu
ajejich spadovosti, s moZnosti dissekee pristusnyeh regiond s relativad malon
morbiditou potfebu pouZivini techniky sentinelovych biopsii v oblasti hlavy
a krku ponckud snizuje. nicméné i zde se tato technika pomatu prosasuje
8. S. Saha: Chirurgické techniky u bFisnich nadorii:
Jednd se predeviim o GIT niadory. konkrétng v kolorektalnich nadory jeu 1o
20% piipadd piitomna pouze mikrometastaza, k jejiz detekei je zapotichi vel
mi ditkladn€ vySetfit uzlinu, v 69-72% se jednd o metastazy do Smm. V pi:
padé¢ kolorektalnich nadord se tedy nejednd ani tak o vyhnuii se odstranéni
regionalnich metastaz. které jsou standardnimi resekeemi odstranény . jako
spise o oznadeni uzlin. Kteryim mid patolog vénovat zvyienou pozornost. Jo
moznost pouzit scintita¢ni sondu (problém aplikace noklidu sl s, pied
nost je ddvina barvivu. Autor pozivia kombinaci vitalni mod# s 106G tlaores
ceinem, ktery zdfi pri osvétleni Woodovou lampou. a jehoz vihodou je ol
rdviditelnosti uobéznich pacientin. (Snad by fluoresceinem mohta bt patentni
modf nahrazena?) Barveni jo v zasade mozné jak in situ. tak i ex vivo na pre
pardtu. Autor upozorfiuje na cea 5.4% pripadii. kdy sentinelovi uzling <
nachizi véetnd metastiz mimo obvykle hramee resckee - nuprtklad 7 coecn
K liendini flexufe. Falesnd negativite jo cca 4%
9. G. Viale: PouZiti zmrzl¥ch Fezi:
Metodika kompletniho sériového zpracovini na zmezlo. pouziving » 110
uzlina rozpoleena. sériove prokrajeno. 30 pard fezu po Simm. je-l usling v
St dale krdjeno po 100mm. 7 kazdého tezu dva fezy. jeden k parveni HE . pin
suspeket natomto se druhy barvi imunohistochemicky na cytokeratin (1-POS
Postupuje se od stiedu. kde je nejvetsi pravdépodobnost zichviu k okrajumn.
pozitivni vysledek je ihned hlasen na sal. vySetieni adajné wva 30-20nnut.
Primérny pocet pozitiviich uzlin u Ca prsu udivii na 34% . pravdepodobnost
koreluje s velikosti: pti pT Imic-4%. pT1a-5%. pT1b-20%. pTle-300 . p12-
H6%. pT3-66% . dile korcluje s histologickym typent. pii meduliniin Ca jo
zachyt 0% . bez Korelace se stavem SR Koreluje s piimou vaskuliin s,
pri pritomnosti 69.7% . hes 22.8%
22% pacientek s mikrometastazou v usding md dalsi metastizu v axille, pron
depodobnost pritomnost dalsi metastizy v axille zdavisi na velihosti miiro
metastizy. u mikrometa pod Imm ve 15.6% . nad Tnum jo 36,44
Imunohistochemie neni vyrazné lepsi neZ prosté barveni HE. doporucae
e pit suspekei nebo nejasnosti. Otiskova eytologic vhodna pouee o
skopicky suspektnich uzlin.
Moznost fale$né pozitivity. existuji simubitory mikrometastiz
Kapsuldrni névy
benigni epitelidini inkluze
moznost pasiviiho transportu epitelidinich bunck po traumatu sde 2o
nemoznd odtisent
10. P.A. Ascierto: Uloha molekulirné biologickych metad
Jednd se predeviim o RT-PCR. kterd je schopna identifibovat jednu posis
ni buiiku v 10 000 000 bunék. Jako signalni molekuly lze pouzit u melanomu
tyrosindzu, MUCSE, p67. MelanA. GAPDH. 7 nejlepsi se 1.8 povasorapa
kombinace tyrosinazy a MelanA. Byl dokumentovany studic. kerd proka-
rujizhorené prezivini pacientiis pozitivai PCR v sentinelové uzling pine g
tvnim histologickém nilezu. Zminena byl i moznost detekee v periterni ke
Obeend jsou viak tyto metody hodnoceny jako az piflis citiivé a wdiz prode:
kujict informace. kterd v soucasnosti neuminie dobhfe zhodnoti
11. N. Cascinelli:
Vesvemprispéviu v zasade zhodnoti! vysledky studiec WHO melanoma group
které spolus jinymi studiemi ukazugi, 7e technika sentinelovy el biopsii o nieta
nomu vyZzaduje urcitou dobu uceni. a poté ma prakticky stejné vysiedhy na
viech pracovistich. Vedlej&im produktem je pochopiielng zasadin rozdii pue
gnazy pacienti s pozitivning a negativinim ndlezem.
12. A. Goldhirsch: Adjuvantni terapie
Vystoupil s provokativinim progevem. ktery de tacta zpachybiaje jak stz
ni o zjiemnéni stagingu sentinelovou biopsii, tak i viasie dissehee, v b
logickou argumentaci. 7¢ v soucasné strategii terapic karcinotig prat. ke
i mnoha ]lﬂ\Lh nidoru nehrage stav uzlin tak sdsadnd roli, Jak e proklamon .
no. adjuvance je viasovana takika do viech stadif. Pro lu/nudm.ml oandm
vanet jsou L.C nejdiilezitd i informace o stive sterotdnich receptoris o ni
cich HER 2 a proliferaci pomoct Ki67.V piipad¢ objeveni se acinneyilr s o
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pak bude pfesny staging zcela zbytecny, podobné juko dnes hraje jen podruz-
nou roli v plnovani terapie testikularniho karcinomu.

13. J. Van Den Steene: Uloha radioterapie
Predndska do bloku sentinelovych uzlin minimalné zapadajici. ukazujici zlep-
Seni pieziti a DFI po adjuvantnim ozdfeni

14. A, Decensi: Farmakoprevence karcinomu prsu

Studic NSABP-P1 studie s poddvanim Tamoxifenu szdravym Zendm proka-
zala sniZeni vyskytu invazivnich a neinvazivnich karcinomt. soucasni snize-
ni potu zlomenin, sou¢asné trojnasobné zvySeni endometridlnich karcinoma.
zvySeni vyskytu tromboembolickych piihod.

Jedinym sou¢asnym zphsobem urceni rizikovosti je Gailova metoda dle ana-
mnestickych rizikovych faktord, ktera funguje na populaci, uréenf rizika pro
Jjednotlivou Zenu je nedostatené. Ke zpfesnéni je mozno vyuZit zhodnocent
hormondlniho stavu Zehy, vySetfeni genové a duktalni lavd. kierou povazu-
je za velmi presnou metodu, pi které je moZno zachylit atypie, pfi nich? je az
5x zvySené riziko. (aZz 209% Zen ve véku 39 let md piitomen DCIS, LCIS nebo
atypickou duktalni hyperplasii).

K otdzce dévkovini tamoxifenu udava studii. pfi niz pacientkam pred opera-
¢i prsu byl nasazovan tamoxifen v riiznych davkach a hodnocena hladina Ki67.
pokles byl stejny p¥i podavani 20mg 1 1mg.

V soucasné dobg je zZkoumdn jako prevence Raloxifen. ktery nema endomet-
ridin{ acinek. probihd studie STAR - TX versus Raloxifen.

V uvahu dale pfipadaji inhibitory aromataz, Anastrozol a letrozol, v kombi-
naci s TX viak spiSe zhorSeni a¢innosti.

Veskeré hormondlni prevence viak G¢inkuji pouze na ER positivni, ER nega-
tivii tumory maji asi jinou etiologii, v ramei prevence zvazoviny kombinace
TX astatint, TX a retinoidt, a TX a inhibitorit COX2.

15. R.W. Stockbrugger: Farmakoprevence kolorektalniho karcinomu
Doporucen pozornosti Italsky preventivai program.

Studie s prevenct zvySenym piisunem vlakniny selhaly.

Kam a spolupracovnimi v r 1988 publikovali pozorovini. u nichz pacienti.
+ n¢jakého davodu pravidelné uZivajici Aspirin méli o S0% snizeny vyskyt
kolorektdlnich nddori, vysoké snizeni bylo i u karcinomil prsu. Toto pozoro-
vini bylo potvrzeno studii u pacientl s FAP, kde dochizelo k redukei mnoi-
stvi polypu. Zavedeni do b&7né praxe brdni predevim velké mno7stvi krvi-
civych projevi.

Tyto projevy chybi u selektivnich inhibitor cyklooxygenasy 2. teoreticky je
mozné ovlivnéni supresi COX2 genu (funguje u my<i).

ZkouSen celecoxib (Calobrex). ktery jevi minimdlni toxicitu, vykazuje jasnou
aktivitu ve smyslu Gstupu polypi i duodendlnich plaki.

Vorganizacni Casti byly pfedneseny zprivy o hospodaieni. piijeti novyeh Cle-
nu. Dile byla zhodnocena Cinnost jednotlivych sekei, kterd jsou otevieny viem
zicastnénym institucim. Existuje zde skupina, kterd mi na starosti vytvoreni
standardi, které jsou v zasad€ hotovy ve Francii, nyni se pracuje na piekla-
dech, eventudlng dpravich tak, aby mohly fungovat jako Evropské standar-
dy. Velmi zajimavy je projekt telematiky a tclemediciny. ktery umoZiiuje kro-
mé jiného okamZité konzultace prednich odbornikii po celém svété 4 pomoc

pri zavad&ni novych technologii.
Dal3i setkdn{ se bude konat 10-12. Kvétna 2002 v Lisabonu a jeho odbornym

programem bude I¢¢eni nadort thyreoiddlnich a parathyreoidalnich.

ZPRAVA Z MEZINARODNiCH SYMPOSII

O MNOHOCETNEM MYELOMU V ROCE 2001

VIlIth. Interanational Myeloma Workshop Banff, Alberta, Kanada 4.-8.
5. 2001

»Recentadvances in the management of multiple myeloma, Heidelberg,
31.8.-1.9.2001

HAJEK R., MAYER J.

Interni hematologickd klinika FN Bohunice - Brno

Obecny souhra: Ka7dy druhy rok se kond nejvyznamngjsi setkani specialis-
ti na mnoho¢etny myelom. Vroce 2001 probéhlo v Kanad¢ za tradiéni mimo-
Fadnc kvalitni acasti. Byla zvefejnéna fada nejnovejSich vysledka, na které se
netrpélive cekalo. PestoZe se symposium v Heidelbergu konalo 3 mésice po
vyznamném setkini specialistii na mnohocetny myelom (MM) v Kanadé.
podafilo sc organizatorm zajistit i¢ast . top 10™ svétovych odborniki, zvIas-
t& pak 7 USA. Dvoudenni intenzivni jednani musclo byt zikonite odichceno
od méné dilezitych témat. To dalo jednani velmi akéni raz, 2vIasté pak kdy7
néktere skupiny uvedly sva klicova sdélen az tady. Nize uvedeny jsou infor-
mace 7z obou uddlosti.

1. Klinicka éast

Mnohocetny myelom (MM) je onemocnéni charakterizované zhoubnou pro-
literaci jednoho klonu plasmatickych bungk, které produkuji monoklonilni
imunoglobulin ( M-Ig ). MM se podili 1% na etnosti nadorovych onemoc-
néni a 10% na viech hematologickych nadorovych onemocnénich. V sou-
Casnosti je vyuzivina [écebnd strategie s pouZitim vysokodavkované chemo-
terapie s podporou perifernich kmenovych bunck ¢ PBSC ). Zpravidla jsou
dlouhodobé vysledky nejméne o 1 rok lepdi nez vysledky standardni léChy
(Barlogie Banft 2001, Goldschmidt, Heidelberg 2001). K rozsifeni autolog-
niho pristupu u MM prispéla velmi dobra tolerance myeloablativniho rezinu.
s peritransplantaéni mortalitou kolem 2-3%. tedy s rizikem podobnym jako
pii provedent 1éc¢hy standardni. Vysledky transplantacni 1é¢hy jsou vehni
povzbudive a zavadeni dvojityeh (tandemovyceh) transplantact se 7d:i o néco
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ucinngj8i nez provedeni jedné transplantace (Attal. Banft 20017 s dosazenim
dlouhodobého preziti . v Total Therapy 1 asi ve 20 % po 10-ti letech (Barlo-
gic Ban{f 2001). Presto byla prvni randomizovana studie 1M 96 francous
skych vyzkumniku srovadvajici jednu versus dveé transplantace (Attal Bant.
2001) podrobena pom&rné ostré kritice nebot statistické zpracovani studic
nebylo presvédcivé. Dalsi studie FeSici tuto problematiku nejsou dostidecne
rdlé™ (Cavo Banft, 2001, Goldschmidt. Heidelberg 20010 a0 na detinitn ni
odpoved si budeme muset pockat. Z dalSich studii zaujala velmi clegantni stu-
dicitalskychkolegi (Boccadoro. BanfT, 2001), ktefi 2 ruznych pohledu vyhod-
nocovali lé¢ebnou G¢innost a toxicitu polovicni myeloablativai davky stan-
dardné podavané u MM (100 mg/m2 meltalanu misto 200mg/m2). Jejich
vysledky zvId8té ustarSich nemocenych s MM byli velmi dobré, Zda se. 7¢ pou-
Ziti polovienf ddvky vyrazné snizuje toxicitu. ale neoviivije klinicky vwale-
dek (Boccadoro, Banff 2001). Rovné7 zaujaly dosud nezrali data randomi-
zovanych studif srovnavajici konvenéni 16¢bu s transplantacni (Child Bantr.
2001, Bladé Heidelberg. 2001). Zda se. 7e pFinos transplantacni Iéchy nemu
si byt az tak velky, jak v pilotni randomizované studii IFM 90 ukivzali fran-
coussii vyzkumnici. Tradicné stile vice dat zazniva o alogennim pristupu.
/. dat EBMT prezentovanych Gahrtonem (Banft, 2001. Heidelberg, 2001 )
vyplyvi. 7e diky kvalitnf podplrné 1¢cbé zvIase€ infekcnich komplikaer kes-
la peritransplantacni mortalita (den +100) 2 neakceptovatelnyeh vice nes 40
% na T 20 % . Novejsi piistupy vyuzivajici redukovanych myeloablativinich
rezimi. respektive rezimi jen imunosupresivnich (t/v. min-alogenni trans
plantace) jsou dile zdokonalované (Lokhorst Banff 2001, Storb BantT. Het
delberg. 2001) a vékovy limit pro mini-alogenni pristup v novyeh protoko-
lech ldme rekord sedmdesiti let (Gahrton Banff 2001, Heidelberg 20010 1
Alogenni transplantace v podobé minialogennich rezimu jo stile vice zafazo
vand up-front a nejmodernéjii protokoly kombinuji autologni transplantaci
s naslednou minialogenni (Gahrton Bantt, 2001, Heidelberg. 2001)

Angiogeneze: Uspéiné testovani ndhodné objeveného [écehneho protinn

leomovcho d¢inku thalidomidu u relabujicich nemocnych « MM (Barlogic
Ban{t a Heidelberg 2001) nastartovalo mimofddny zdjem o problematiku
angiogencze jak na teoretické. experimentalni. tak i klinickd urovni (Van
Riet, Epstein. Betlamy. Berenson. vie BantT 2001: Vacea, Mohler. vie He

delberg 2001). Intenziva€ se pFipravuji nové inhibitory angiogencze a prvm
znich, IMID, je jiz testovin ve studiich taze /T (Anderson Banft 20015, 1.z¢
fict, 7e zijem se piesunuje v experimentalni i klinické rovine do oblasti .oho-
limyelomovych bunck™ v kostni dfeni. Tzv. _microenvironment™ se¢ #dd kli

Covym pro proliteraci maligniho klonu (Anderson Banlf 2001 . Nasledne se
vedle jiZ dobfe zndmych bisfosfondtd a vySe uvedenyeh inhibitoru angioge

neze zacind studovat fada dalsich experimentalnich 1éku. jejich? cilem nejsou:
primarn¢ nidorove buiiky. ale buiiky v jejich okoli. Vétginou jde o risné inhi-
hitory cytokint, jejich7 produkee ovliviiuje myclomové buiiky i okolni bui-
ky v kostni deni (Dalton, Bakkus, Bartl, vse Heidelherg 2001). 7 vy lozens
praktickych klinickych otazek byla v diskusich nejvice feseni tonicita thali

domidu a optimdlni divkovani tohoto léku jak v indukéni 1éche (Barlogic
Heidelberg 2001). tak v 1¢¢he udrzovact (Durie Banit. 20001, Dlouhodobd
nezadouci ucinky tohoto I¢ku nejsou dobie definované a odborni seiejnost
bude jesté nékolik let cekat na dlouhodobi data jak o vediejsich ucineich. tak
i 0 0¢innosti.

Prognostika: Zdii se. 7¢ vici se daly konecné do pohybu spravivin smerem
V rimei International Myeloma Foundation byl vytvoren tym vedeny dr San
Miguelem a dr. Greippem, ktery si dal za ikol vytvorit na podklade dostup
nych ovérenych dat mezindrodni prognosticky index. podobné jak je tomu jiz
napiiklad u lymfomu (Greipp Banff 2001). Nejprve hude oveiena platnosi
indexu pro nemoceng Iééené standardni (netransplantaéniy chemoterapi, pote
prijde na Fadu zpracovani prognostického indexu pro nemoend podstupujict
awtologni transplantaci. 7 fady dal3ich prezentuci Iz podirhnout vizmanm cvio
genetiky (Barlogie Banff 2001) a FISH (Drach Bantt 2001, Avet Loiscau
Heidelherg 2001, Fonsceca Bantt 2001). Delece ¢i jind aberace chromozomu
13 je dnes povazovand za v¥znamny nezivisty prognosticky faktor. Rada pra
covnich skupmdnes indikuje nemoend K agresivinim iécebnym postupum nan
I tuto chromozomdlni odehylku v kombinaci s jinym nezivislvm Proguos
tickym fuktorem, napfiklad vysokou hladinou beta 2 mikroglobulinen,
(Harousscau Banft 2001, Goldschmidt Heidelberg 2001

2. Experimentalni dst:

Microarray Cipy: Jednim 7 témat . které dominovalo experimentalng ¢isti by fo
ravadeni technologii microarray umoziujicl vysetieni nékolika tisic defino
vanych gent 2 nepatrného mnoZsivi DNAL Jsou znidme nejmenc i pracovi
verze tzv. myelomovych ¢ipa. které s ndslednou robusini statistickou analy
zoumohou dile prispét k odhaleni patogeneze MM a klicovych geni 7adpo
védnych za vznik MM (Shaughnessy Banfl 2001, Staudt Bantt 2001 Bery
sagel Banft a Heidelberg 2001, Backhouse Bant1 2001

Imunoterapie: prulom v oblasti experimentaini i Kliniché imunoterapic se neko
nal. Zajimavé je testoviani novych monoklonaluich protikiteh (Ozaki Banlt
2001, Cremer Heidelberg 2001, Rossi Heidetberg 2001 vakhom sestayapion h
¢ dendritickyceh bunék @ nidorového antigenu (Masssaia Herdelbery 20075
nebo DNA vakein iStevenson Heidelberg 2000, Vyuzitiicfomerasy sespek
tive jeji Katalytické podjednotky k pfiprave univerzilniho nadorocho ant
genu patitlo k nejvetsim novinkdm této oblasti (Schultze Bantt 2001 1 /4o <.
7e vakeiny zalozend na vyuziti Id proteinu i dendriticky el bunkici nejseu
schopné navodit 7dsadni lécebnou odpoved. Thdy 7 v nehiers oh pripadeci s
do 20 %y bze Klintekouucinnost pozorovat. Hiedaji se . stnes asteen o0
Konaluji se protokoly imunoterapie.



ACO,AMDO, CAOQ,SAKK SCHWERPUNKTSYMPOSIUM.
MELANOM, NEUE DIAGNOSTISCHE UND THERAPEU-
TISCHE MOGLICHKEITEN.

St.Veit an der Glan, Kirnten. 13.-15. 9. 2001.

V.FAIT

Masarykav onkologicky tstav Brno

Setkini se konalo v malebném starobylém mésteCku St. Veit, Které na prvni
pohled upouta jak malebnosti svého starobylého centra, tak i velmi krasnym
okolim, mésto je lemovano zalesnénymi kopei, na jejichz vrcholcich jsou
umistény bizarni hrady, kostely nebo ziiceniny, to vie v ddli doplnéno alp-
skymi Stity.

Symposium se zabyvalo jednotlivymi aspekty diagnostiky terapie melanomu
a bylo tedy pojato jako setkani vicch zainteresovanych oborfl, dermatologa.
chirurgi, plastickych chirurgii , chemoterapeutil i radioterapeutii.

V prvnim bloku byly probiriny aspekty diagnostické. Prof. Pehamberger pro-
bral zdkladni aspekty epidemiologické a klinickou diagnostiku. Z epidemio-
logického hlediska zdaraznil soustavny narist incidence melanomu a zminil
zakladni rizikové faktory. tedy fototyp, pocet dysplastickych nacva. v popre-
di naSeho snazeni pak musi byt juko jediny skute¢né preventabilni faklor sna-
ha o minimalizaci exposice UV zdfeni, pii¢em? pouzivini ochrannych opa-
lovacich faktord se bohuZel jevi spiSe kontroverzné ¢i dokonce negativng.
K otézce expozice v soldriich se stavi jednozna¢né negativné, dokonce se
v Rakousku objevuje snaha ¢innost soldrii administrativng omezit.
M.Binder popsal moznosti dermatoskopic (dermoskopie. epiluminiscence).
kterd u zaSkolenych lékaft maze signifikantné zvysit pfesnost jejich dia-
gnostiky, nicméné pfi nedokonalém zagkoleni tuto naopak signifikantn¢ sni-
Zuje. K jejimu vyuZivani je tedy nutny asi 14 denni intenzivni trénink.Jako
snaha o objektivizaci dermatoskopie sc jevi digitalni dermatoskopie (napf..
Mole-Max), kde krom& omezeni subjektivni chyby je déle cenéna moznost
opakovaného vysctfovini s piesnym srovnanim. Tato metody je obzvlasie
vhodna pro sledovéni pacienti 2 mnoha atypickymi naivy. kde diagnosticki
exscise viech podezielych mort je netinosnd.

R.Hofmane-Wellenhot a spol popsali novou klasitikaci naevi, jejiz. zdikladni
typy jsou retikuldrni. globuldrni a homogenni typy. popsali pravdépodobny
vyvoj nacvi od détstvi. V experimentdlni ¢dsti zkouseli dermatoskopicke zmeé-
ny po ozdfeni naevu UVB, ozafovali vZdy polovinu naevu., ji7 po kritké dobe
od ozdfeni dochirzcelo k vyraznym atypickym zménam v dermatoskopickém
obraze, s jednim vznikem melanomu in situ. Dalsi ¢dsti bylo zhodnoceni sun-
screenu, tedy polovin naevu byla ozdfena rovnou,polovina kryld sunscree-
nem, opét vyznamné vyrazn&jsi zmény v piimo ozdfené potoving.
[.H.Wolf pak v pichledné predndice piedvedla jednotlivé typy pigmentovych
1621, s diirazem predeviim na diferencidlng diagnosticky obtiZzné stavby.
Druhy blok se zabyval stagingem. stagingovymi vySetfenimi a markery a chi-
rurgii primarniho melanomu

M.Binder ukzal soucasné stagingové systémy. V soucasnosti existuji v zisa-
dé 3 stagingové systémy. DDG ktera odpovidi u nas v soucasnosti plain¢ TNM
klasifikaci, méné pouzivany UICC systém a novi , jiz piijatd revize AJCC
systému. Novy AJCC systém je pomémé komplikovany. jednotlivé stagin-
gové fakiory jsou viak podrobné provéfeny klinickymi studiemi a divi rela-
tivné nejjasnéjSi predstavu o prognoze. Pro pacienty zafazované do mezing-
rodnich studii bude nadile poZadovana tato klasilikace.

G.Weinlich probral moZnosti stagingovych vysetfeni véetné jejich chono-
miky. Do popfedi jako velmi pfesnd a citliva metody, nicméné i velmindkfad-
nd vystupuje PET. Jako vySetfent. kter¢ dle jeho zkuSenosti ma pomérmné vel-
kou validitu. doporucuje vySetfovani metallothioninu. jehoZ overexprese je
spojena se §patnou progndzou. Z markert jsou nejlépe hodnoceny S100
aMIA. Nejasnd je zatim dloha RT-PCR vy3Setfovani malignich bunék v peri-
ferni krvi.

M. Frey se zabyval primdrni chirurgickou terapii melanomu. byla vyicena
doporucenti radikality cxscise, kterd jsou v soucasné dobé vyrazn¢ tolerant-
n&jsi, dle jednotlivych autord se mirng lisi. Plati snaha vétsinu exscisi oSetfit
primarni suturou. neni-li mozno, je nejlépe volit lokdlni lalokovou plastiku.
7z nichZ se jako velmi vhodna v mnohych piipadech jevi Limbergova plasti-
ka, pochopitelng zbyvaji vzdy pfipady. které je nutno fesit jinymi metodami.
piedevsim transplantity a slozitéjdimi lalokovymi plastikami.
D.F.Kalbermatten predstavil pouziti Washiova temporoparictalnibo retroau-
rikuldrniho laloku k rekonstrukei defektu nosu a dolniho vicka.

Tieti blok sc zabyval sentinelovymi biopsiemi. E.Diem pichledné popsal his-
torii, techniku a zdkladni indikace sentinelovych biopsii pro maligni mela-
nom. zdsadné je doporucovina kombinace vyhlediavini pomoci gamma son-
dy a Patentblau V.

H.Sitzinger podal piehled nukledrné medicinské problematiky v (¢to oblastic
zasadné je doporucovina piisné intradermdlni injekee koloidu. lymtoscint-
grafie dynamickd i statickd. zakresleni pramétit ve dvou rovinach. idedlem je
velmi t¢sna spoluprice s chirurgem.

K.Gaida podala pichled rozsifenosti metody v Rakousku. na zdklad¢ dotas
nikové akce.

Dile nasledoval blok 4 predndsek, hodnoticich klinické zkusenosti s touto
metodou, vétSinou spise charakteru technickych zkuSenosti a aspesnosti
metody. do bloku patiila i nase prednaska. hodnotici soubor 220 pacicnte
s minimalni dobou sledovani 22 mésici, u nich?7 ji7z bylo mozno zhodnotit
irelapsy.

J. Wiebherneit piednest své vysledky se souborem 3 pacienti s melanomem
anorektalniho piechodu. Vzhledem k relativaf ojedin¢losti téchto pripadu se
Jednd o dosti velky soubor. Autofi doporucuji pokud mo7no mensi zdkrok.

tedy pokud lze. radgji se vyhnout ambdominoperincdlni amputaci. sentinelo
/4 biopsie pak slouzi jako voditko pro rozsah eventudini lymfadenckiomie
teoreticky spad je zde do mesorekta a do obou inguin.
T.Schwierz pak zhodnotil zkusenosti svého pracovisté se sentinelovy mi biop-
siemi u koznich nddort v oblasti hlavy a krku,
Ve ¢tvrtém bloky byly probirdny moznosti oviivnéni pokrocilych stadii. tedy
chirurgic metastdz, chemoterapie cte.
Th.Rath rozebral mnoznosti chirurgické terapic metastiz. o je indikevana
pii solitiarnich loziscich, pficem? je nutno si uvédomit. 7e i pii negativiich
dalsich vySetienich jsou v 80-90% pripadi pritomny vzdalend metastazy. Tedy
indikace k resekeim je nutno volit velmi uvazlive.
H. Kittler se zminil o moZnostech systémoveé chemoterapie, za standard je sta
le povazovin DTIC, s RR cea 12.5% . jako nové slibné cytostatikum se umela
nomu je nyni Tenozolomid. jeho RR je 13.5%. vyhodou je moznost peroril
niho podani. Kombinované rezimy maji v nerandomizovanych studiich
relativné vysoké RR, oviem pit randomizovaném srovndni je obvykle ctek
tivita srovnatelnd s monoterapii.
J.Gohl a W Lindemann sdélili své zkuSenosti 2 izolovanou hypertermickou
perlusi koncetin, kterd se jevi u mnohocetnych koncetinovych relapsa juko
metoda jednoznaéné piinosnd, byt ne kurativni. Standardem je pouziti Melp-
halanu. efektivitu lz¢ zvyS§it pfidanim TNF.
E.Richtig popsala zkusenosti s paliativaim uZitim fokalni hypertermic u ino
perabilnich relapsi, jednd se o metodu. kterd nabizi jisté moznosti paliace
U Prettenhofer pak popsata zkuSenosti se zevni radioterapii pro okuldrni mela
nom, nejlepsich vysledka dosahuji v kombinaci s chirurgickym odstrancninm,
je v8ak efektivné pouzitetnd i juko samostatnd metoda.
Paty blok se zabyval mechanismy metastazovani a moznosti virove ctiologie
L.Richtig popsala moznosti PET diagnostiky. Kterd je schopna velm uspes-
né odhalovat metastiazy melanomu. nicméné i tato metodia mid ast 8.1 neus-
péchi, nevyhodou je velmi vysokd pofizovaci i provozni cena. Obtize mohou
nastat predevsim u pacientl se Spatné kompenzovanym diabeteny.
J.Smolle se zabyval interaked stromatu a tumoru jako jednoho ze zakladimch
mechanismi metastatického procesu spolu s moznosti Koexistence tumory
s plivodni tkani. Prokizali. Ze u podkoZnich metastdz, kde existuje mozinost
inkorporace tukovych bunék do tumoru, je mnozstvi inkorporovanyel bunck
v piimé dméfe se Spatnou prognozou.
T.Muster v sotistikovand piedniddee ukizal, 7e 2 humanniho melanomu j¢ mez
no izolovat partikule retrovirti. @ 7¢ tyto jsou dile vysoce intekéni. virovou
ctiologii u maligniho melanomu je nutno brdat v uvahu piinejmensin ke
Kotaktor.
M.Bergmann prednes! experimentdini praci na mysich s pouzitim geuose
manipulovaného viru chiipky A. buitky s overexpresi rus jsou pohotoveps
k onkogennim zméndm.
Posledni blok se dotknul moznosti imunoterapic a genové terapie a nasledne
péce
H.Pchamberger se zabyval moznostmi adjuvanini terapic maligniho meiano
mu. struéné «minil historii predeviim imunoterapie od BCG vakeiny . hlavin
duraz byl pochopiteIn¢ kladen na imunoterapii interferonem alfa. kiera pro
zatim jako jedind prindsi signifikantni zlepSeni prognozy cca o 10 THavi
Cast prednasky pak byla vénovina moznosti ovlivnéni odpovedi na chemeote
rapii antisense oligonukleotidem proti Bel 2, proteinu, jehoz overexprese blo
kuje apoptozu. Vysledky ve zvifecim experimentu jsou velmi dobre. klinic
ki studie prvni fdze probéhla. nyni je jiz plinovana randomizovany
multicentricka stadie 1. Fize. DTIC 1000mg/m2 versus DTICTO00ma/m.
plus Genasense (antisense oligonukleotid).
A.Schoeeberger popsal nejbéznéjsi melanomovd antigeny. soucasne « mo/
nostmi mechanismit tniku. Aktivni imunoterapie miize byt zalozena n nado
rovych buitkach nebo na antigenech. PouZité nadorove builky mohou byviney
riiznéjsiho puvodu.anejriznéji modifikované. Jednou 2z moznosti je transfekee
bunék IL2. Bunéénd vakeina aktivuje T-lymtocyty. V experimentu probéhla
stude faze 1S autolognimi melanocyty transfekovanymi H.-2 Klinichd vysled
Ky pEinesly nékolik parcidlnich remisi. Metoda nema zdsadni vedlejSiucinky
je vak drahd a casove ndrocnd. Plinovana je studie fze IT. Soucasnd byl podian
piehled novejsich pristupt k imunoterapii a jejich vysledku.
E.Richtig v poslednim sdéleni pfednesta koncept AMDO sledovani pacien
i s melanomem. Nivrh predpoklidad intenzivni sledovini 3 let. nisledne
celozivotni sledovini. Primarni sledovini je rozdéleno dle stadii. pii sadiu
0 (melanom in sitw) klinické kontrola Tx za 12 mésict. PR stadiv £ R
ki kontrolajednou za 6 mésicu.sonogratic regiondlni lymfatiché ohbasty jedt
nou za 12 mésici. ostatni vysetieni die Klinické potieby Ve stadiv 1B ki
nickd kontrofa po 3-6 mésicich, sonogratie po 6 mésicich. g plic @ sone
biicha a taboratorni vysetfeni po 12 mésicich, stejné schéma u stadi 1A
u stadia 1B kiinicki kontrola po 3meésicich. sonografic po omeésicich. rig
plic. sono biicha a laboratof po 0-12mésicich. Ve stadiu 11C Kinicha hon
trola po 3 mésicich. sonografic po omésicich. rtg plic. sono biicha a tabora
tof po 6 mésicich. stejné schéma pak u stadii A o HB . ve stidiu T
doporucuje klinickou kontrolu s laboratofi po [-3mésicich. sonogratit pe 3
mésicich. rtg plic. sono biicha po Imésicichy ve TV stiadiu khintchon bos
trodu s laboratoii po -3 mésicich. sonografii regionalnich ushn po 4
cich, rtg plic. sono biicha a C1 po Imésicich. Tento koneept sledes
jisté velmi dukladny a lze predpoklidat. ze vede v casnému zachs te el
. otizkou je viak krome 7nacnd ¢asové a tfinancni narocnost it ik 7
Stitaby véasny zichyt relapsu a predevsim vzddlenyeh mel skatecn
nivy dopad naosad pacienta
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onkologické spole¢nosti

CESKA ONKOLOGICKA SPOLECNOST )
CESKE LEKARSKE SPOLECNOSTI J. E. PURKYNE
Predseda: Prof. MUDr. Pavel Klener, DrSc. Tel: (02) 297471

Védecky sekretaf: Doc. MUDr. Lubos Petruzelka, CSc. Tel: (02) 294304
Adresa: U nemocnice 2, Praha 2, 128 08, Ceska republika

Zapis ze schiize vyboru Ceské onkologické spole¢nosti
JEP dne 4. 9. 2001

Piitomni: prof. Klener, Prof. Vorli¢ek, prof. Koutecky, doc. Petru-
Zelka, prim. Fischer, dr. Jelinkova, dr. Pfibylova, prim. Smelhauz.
Omluveni: doc. Zaloudik, dr. Drbal.

Hosté: doc. Eckschlager, ndm. ministra zdravotnictvi Dr. Malina, za
VZP dr. Pec¢enka, doc. Némecek.

5]
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. Kontrola zapisu

Vsechny body splnény

. Informace o situaci omezujici aplikaci Herceptinu

V soucasnosti se jedna o stadium zavidéni nové registrovaného
léku do praxe, neni dostate¢né financni kryti pro aplikaci viem
nemocnym, spliiujicim indikace pro aplikaci tohoto 1éku. Proto
bylaspecifikovdnacentraav kaZzdém centru je mozné pouzit ten-
to 1ék pro 3 nemocné. Tento limit nelze prekrocit. Situace je plat-
nd do konce roku 2001. K novému roku 2002 budou vypracovi-
na nové doporuceni pro preskribei herceptinu a nové vymezeni
indikaci. protoZe soucasné omezeni neodpovida indika¢ni potie-
bé. Bude piehodnocen seznam vybranych center. Nemocné. kte-
ré mély schvaleno podavani ped 1. 7. 2001 na kéd 99999, budou
mit ddle aplikaci hrazenu z prostiedkt VZP. pro ostatni rozléce-
né pacientky (ze zdsob dodanych firmou) je nutno poZddat firmu
o 1ék na dokonceni terapie. Lécbu nelze ukondit.

. Zados! Dr. Bfezovského o vyjadieni k 7idostem:

zfizent centra pro thyreoidalni diagnostiku a endokrinni orbito-
patie ve FNM,

sFizeni centra pro pneumologii ve VFN.

Vybor nazikladé hlasovani nepodporuje vznik novych center nao-
pak navrhuje revizi a aktualizaci seznamu cenler stavajicich.
Dopis: Prof. Klener

. PiedloZena zprava o hospodateni za rok 2000 (Prim. Fischer) aroz-

pocet na rok 2002. Oba dokumenty vybor schvilil.

. Clenska zakladna

V soucasnosti vice nez 500 ¢lend. nutnd revize seznamu — pro-
vede pi Amiroucheovi.

Pfijati novi ¢lenové: Dvofdk Dalibor, MUDr. Maly Ivan. MUDr..
Novék Karel, prof.MUDr.,DrSc., Svib Jan, doc. MUDr..CSc.. Pii-
borsky Miroslav, MUDr., Mec Vlastimil. MUDr., Czudek Stani-
slav, MUDr., CSc., Matloch Joset, MUDr., Riha Daniel. MUDr..,
Stérba Jaroslav, MUDr..PhDr., Pavelka Zdendk. MUDr., Smr-
Ckovi Alena, MUDr., Ganevova Marta, MUDr.. Drahokoupilova
Eva, MUDr., Novotny Jan. MUDr.. Svoboda Marek. MUDr.
Vsem bude zasldno pisemné ozndmeni o piijeti.

. Pfedani ceny prof.StaSka udélované firmou Janssen Cilag bude

uskutecnéno na JOD.

Ceny CLS a COS — dosud nedoslo rozhodnuti CLS-pi. Amirou-
cheova.

a) informace o schiizi pediatrické sekce COS — doc.Eckschlager.
Kondni 9.6.2001 v Brné, probéhla volba védeckého sekretd-
fe — Dr.Klepak — byl predlozen ndvrh éto sekee. Navrhované sek-
cer Ix rocné zasedani sekce 1x ro¢né schiize pracovnich skupin.
Probiha piiprava internetovych strianek. které budou uverejnény
na www linkos.

NaPediatrickém sjezdu s mezindrodni ucasti, kteryse bude konat
v piistim roce, bude jeden blok vénovin pediatrické onkologii.
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b} informace o chirurgické sckei odlozeny na piisti schuzi pro
nepfitomnost doc.Zaloudika.

Programove cile sekee - zpravu podd doc.Zaloudik na piigti schuzi.
¢) Setkdni mladych onkologii probehlo velmi dspeindé. Vybor klad-
né zhodnotil vydana abstrakta. D¢kovny dopis organizitoriim

zaSle Prof. Klener. PF§ti téma - ca prsu.

- PriibéZnou akrtualizaci stranek www linkos povétuje vvbor Dr.

Novotny 7z Onkologické kliniky VEN.

- Dopisy se Zadosti 0 navrzeni garantl pro onkologii pro kraj Libe-

rec a Pardubice.

Vybor neni pfesné obezndmen s persondinisituaci v téchto oblas-
tech, navrhuje pro Pardubice dr. Pavlikovou. pro Liberee dr. Hanu-
Se Cidr. BartoSe, nutno viak ovErit, zda maji specializaci v oboru.

. Védeekd rada CLK Zida ndvrh rozsahu znalosti 7 onkologie pro

rekvalilikaci praktickych 1ékata - vyfidi Dr. Jelinkova

Ministr zdravotnictvi informuje vybor CLK o zakasu provadéni
devitalizace na jinych pracoviStich mimo ustanovena centra. Sti-
novisko COS k devitalizaci pro Casopis lékafu Ceskveh pripri-
vi doc¢.Zaloudik.

. Akce pod zastitou COS JEP v roce 2002

JOD termin 17.-20. 10. 02

BOD termin bude upfesnén

VIL Staskiy den 26. 3. 2001-09-07

Den podpurné 1é¢hby — termin bude upfesnén
Dny mladych onkologti 7. — 9. 6. 2002

. Vybor COS doporucuje viem ¢lenum odehirdni oficidinich ¢aso-

pisit CLS — JEP.

- Dr.Petrad ta Schware zada vybor COS o vyjadieni k- nove Icko

v¢ forme fentanylu —lizatko. Vybor neni schopen odhadnout pii
padné mnoZstvi, zdjem viak o tuto 16K formu jiste bude.

- Vybor byl informovan o akci. pofadané Ligou proti rakoving |

10. 2001 v 9.00 h v Lékarském dome: Snem o vytyceni aktivit
profesiondlnich a zijmovych skupin.

. Mgr. Mazinkovi, UZIS 7dda vybor COS o zpracovani nové kla

sifikace MKN-O k vydini. Nutno pozidat Mzd o picklad. Vi
di prof. Klener.

a) Doc. Neuwirthovd informuje o 49, pracovim konferenci che-
moterapeutické sekee dne 200 11,2001 v Lékarskémdome s Pro
z¢ — program: UZiti vakein u infekénich a nddorosyyeh chorob
b) Dr. Kozak informuje o 11 sympoziu o Hodgkinoye chorobe dne
24.1.2002 na 111 LF UK

. Rizné :

a) Ustanoveni pracovni skupiny k- vymezeni indikact pro stane
vovini prognostickych markeru. Vybor navrhuje: prol. kodei
doc. Richterovi. doc. Petruzelka. dr. Jelinkovi.

by Screeing v manumologii: Vzhledem k priprayovaneniu sin ¢
deni regulérniho sereeningu karcinomu prsu bude pro ujednoce
ni spolecného postupu svoldno jedndni zastupeu v vbhern Onkone
gicke a Radiologické spolecnosti. Zajisti Dog Petruzelh;

Prot MUDr. Pavel Klener.DrSe.. predseda
Doc MUDr Lubos Petruzetka CSe. vedecky sekreta





