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prehled

PROTINADOROVA CHEMOTERAPIE PRO 21. STOLETI
ANTICANCER CHEMOTHERAPY FOR THE 21ST CENTURY

KLENER P.

1. INTERNI KLINIKA 1.LF UK A USTAV HEMATOLOGIE A KREVNI TRANSFUZE, PRAHA

Souhrn: Prehled nékterych perspektivnich metod pro 1é¢bu nadorovych onemocnéni cilenych na priibéh signdlni transdukce.
Pozornost je vénovéna zejména inhibitoriim tyrozin kindz, modulatorim posttransla¢nich pochodi, induktoriim apoptdzy aanti-
angiogennim piipravkim. Jsou uvedeny moZzosti jejich klinického vyuZiti.

Klicova slova: molekularné cilena terapie, inhibitory tyrozin kinaz, induktory apoptdzy, antiangiogenni piipravky

Summary: Review of some perspective methods for the treatment of cancer, targeted on signal transduction and other intra-
cellular events. The author mentions particularly tyrosine kinase inhibitors, modulators of post-translational modification of
proteins, inductors of apoptosis and antiangiogenic agents. Possible clinical applications are also presented.

Key words: molecular-targeted therapy, tyrosin kinase inhibitors, inductors of apoptosis, antiangiogenic compounds

Protinddorové chemoterapie se povazuje od poloviny 60. let
minulého stoleti za jednu ze zédkladnich metod 1é¢by nadoro-
vych onemocnéni. Ackoliv jeji zavedeni zdsadné zménilo neu-
téSenou prognézu mnoha nddorovych onemocnéni, pfinos
chemoterapie u nékterych nadorti s vysokou incidenci, jako
je napf. bronchogenni karcinom je zna¢né€ problematicky.
Navic je tato metoda provdzena ¢etnymi nezddoucimi tcin-
ky. Dale se ukézalo, Ze ptes kaZzdoro¢né nové zavadéna cyto-
statika, jsou v podstaté moZnosti dalSiho posileni t€innosti
chemoterapie prakticky vycCerpany (12). To vSe vedlo ke znac-
nému skepticismu pro budouci uplatnéni této metody v onko-
logii. Pfedpovidalo se dokonce, Ze chemoterapie ,,nepreZije®
rok 2000. Navzdory t€émto nazortiim se dnes ukazuje, Ze che-
moterapie i ve své klasické podobé zlistane nejméné v prv-
nim desetileti nového tisicileti naprosto nepostradatelnou sou-
Casti protinddorové 1écby, i kdyz se rysuji nové 1écebné
moznosti. Pokroky molekularni biologie, genetiky a imuno-
logie umoZnily v poslednim desetileti poodhalit mechanismy,
kterymi dochézi k transformaci normélnich bunék a byly
ponékud korigovany predstavy o patofyziologii nddorového
procesu. Ukdzalo se, Ze nadmérnd proliferace neni jedinym
atributem nadorové populace, ale Ze stejné vyznamné jsou
i dalsi faktory jako je normalni diferenciace a normdlni inten-
zita apoptozy (2). Tyto poznatky oteviely nové cile pro tera-
peutické zasahy (9,10,18,29).

V tomto kratkém sdéleni neni moZné ani ve strucnosti podat
prehled vSech perspektivnich 1é¢ebnych metod uvedenych na
obrazku. Omezim se pouze na modalitu, kterou by bylo moz-
no s jistou rezervou oznacit jako ,intraceluldrni chemoetar-
pii*, j pouziti riznych latek, ¢asto nizkomolekuldrnich slou-
¢enin, k ovlivnéni nitrobunéénych pochodi a pochodi
umoZiujicich invazi, metastazovani a angiogenezi.
Nitrobunécné pochody jsou znacné sloZité a na velmi zjed-
noduSeném schématu na obr. 1 vidime, Ze podnét ke spusté-
ni kaskady nitrobunécnych pochodt pfichdzi v podobé riisto-
vého faktoru, ktery po vazbé na specificky receptor zahdji
fetézec dalSich zmén, jeZ vyusti v abnormadlni transkripci, inhi-
bici apoptdzy a ve stimulaci proliferace, angiogeneze a meta-
stazovani.

Vyzkum terapeutickych cilii se tedy zaméfuje na jednotlivé
etapy zminénych nitrobunécnych pochod (tab. 1). Tu¢né zvy-
raznéné cile se v soucasné dobé jevi jako nejvyznamnéjsi a jiz
koncem roku 2001 bylo pripraveno vice neZ 300 latek zamé-
fenych na tyto cile, z nichZ u tfetiny bylo jiZ zahdjeno klinic-
ké zkousSeni a 15 z nich se dostalo dokonce do 3. etapy klinic-
kych zkousSek a jsou k dispozici jako obchodni pfipravky.

K inhibici rastovych faktorti a k inhibici receptorii pro riisto-
vé€ faktory se vyuziva pfedev§im imunologickych mechanis-
mil resp. monoklondlnich protilatek. Generické nazvy jsou tvo-
feny koncovkou mab. Tab. 2 ukazuje prehled testovanych nebo
jiz v klinické praxi pouZivanych protildtek. Inhibici ristovych
faktor(i pisobi chemoteraputikum suramin a z monoklonal-
nich protilitek bevacizumab, coz je protilatka proti VEGF.
Zkousi se u riiznych nadortl, zejména u karcinomu prsu rezi-
stentniho na hormondlni 1é¢bu, u adenokarcinomu ledviny,
u nddort prostaty. V CR se jiZ na fadé pracovist pouziva tras-
tuzumab (Herceptin), protildtka proti receptoru HER-2. neu,
uc¢innd v 16¢bé karcinomu prsu. V zahranici probihaji studie
II. a ITI.f4ze klinického zkouSeni s cetuximabem, protilatkou
proti receptoru pro EGF, u NSCLC a nékterych dalSich epite-
lidlnich nadord. Jen pro informaci uvadim jesté dalsi monok-
londlni protilatky, které nejsou orientovany proti receptortim,
ale proti jinym strukturdm. U hematologickych malignit je to
celd Skala protilatek bud chimérickych nebo humanizovanych,
samotnych nebo s navdzanym radionuklidem ¢i cytotoxickou
latkou. U solidnich nadorti se zkous$i oregovomab pro 1é¢bu
ovarialnich karcinomu, edrecolomab u kolorektalnich karci-
nomil.

Velmi intenzivné studovanou oblasti je inhibice signalniho
prenosu. Zde se nabizi vét§i pocet moznosti zdsahu v celém
prubéhu transduk¢ni kaskdady (tab. 3). Nejvice zkuSenosti dolo-
Zenych vysledky klinickych studii je s inhibitory receptorovych
tyrozinkindz. Ty mohou t¢inkovat dvojim mechanismem. Bud
blokuji aktivaci (fosforylaci) proteinkindz jako napf. biflavo-
noidy (kvercentin, genistein, erbstatin, tyrfostiny), G¢innéjsi je
vSak inaktivace (defosforylace), kterou ptsobi riizné nizko-
molekuldrni slouc¢eniny. Generické ndzvy inhibitorti nesou kon-
covkunib. V CR se jiz klinicky pouZiva imatinib (Glivec)- STI-
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Obr.1.: Zjednodusené schéma transdukcni kaskddy.

Po navazani rastového faktoru na membranovy receptor se podle druhu receptoru aktivuje n€kolik moZnych cest signalniho prenosu. Kone¢né pro-
dukty (proteiny STAT, MPK=mitogen activated proteinkindza, PKC = proteinkindza C nebo PKA = proteinkinéza A) indukuji transkripéni pochody.
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571, derivat 2-fenylamidopyridinu. Inhibuje ber-abl tyrosinki-
nazu a ucinné potlacuje proliferaci bun¢k exprimujicich ber-
abl. Ber-abl tyrozinkindza vdZze ATP a prenasi fosfat na tyrozi-
nové zbytky rtiznych substratt, coZ ptisobi excesivni proliferaci
myeloidnich prekursortl. Imatinib vazbu ATP blokuje a tim

Tab. 1: Rizné moznosti cilené protinadorové 1écby.

i fosforylaci a aktivitu kinaz pottebnych pro proliferaci. Stal se
ucinnym lékem CML, novou indikaci jsou gastrointestinalni
stromélni tumory. Na nékterych pracovistich v CR se zkousi
gefitinib (Iressa), ktery blokuje receptorové tyrozinkinazy EGFr
. Blokéda intracelularni domény receptoru zastavi aktivaci sig-

Tab. 3: Inhibice signalniho pfenosu a inhibice proteasomu.

1. Inhibice rastovych faktort Genericky nazev obchodni pfipravek indikace
2. Inhibice receptort pro rustové faktory Inhibice tyrozinkingz
3. Inhibice signalniho pi‘enosu imatinib Glivec CML. GIST
4. Inhibice telomerazy gefitinib Iressa NSCLC, ORL
5. Inhibice regula¢nich proteint buné¢ného cyklu erlotinib Tarceva NSCLC
6. Inhibice transkripce semaxanib (SU-5416)
7. Inhibice proteasomu Inhibice prenosu zprostiedkovaného ras proteiny
8. Indukce apoptozy (inhibitory farnesyltransferazy)
9. Inhibice angiogeneze onafarnib Sarasar NSCLC.
10. Inhibice metastazovéni tipifarnib Zarnestra AML
ISIS 2503
- X i ) lovastatin
Tab. 2: Inhibice receptort pro rustové faktory. Inhibice proteinkindzy A
obchodni cilova : GEM-231 Hybridon
Gener. ndzev pripravek struktura pouzitl Inhibice proteinkinazy C
- B staurosporin
trastuzumab Herceptin HER-2-neu karcinom prsu bryostatin
cetuximab Erbitux EGFr NSCLC,ORL ISIS 3521 Afinitac (antisense)
bevacizumab Avastin VEGF rizné nadory Inhibice MAP kindzy
rituximab Mabthera CD-20 NHL depsipeptid inhibuje histidin deacetyldzu
ibritumombab | Zevalin (Yt)CD-20 | NHL trichostatin
tositumomab | Bexxar (') | CD20 NHL trapoxin
epratuzumab CD-22 human. | NHL Inhibice proteinkindzy m-TOR
apolizumab HLA-DR NHL rapamycin
alemtuzumab MabCampath CD-52 CLL CCI- 799
gemtuzumab Mylotarg CD 33 AML Inhibice proteasomu
oregovomab Ovarex CA-125 Ca ovaria bortezomib Velcade mnohocetny
edrecolomab Panorex kolorektum myelom, NHL
244 KLINICKA ONKOLOGIE 16 6/2003




Tab. 4: Induktory apoptézy.

Genericky obchodni zkouSené
nazev pripravek indikace

TRAIL

oblimersen Genasense NHL, NSCLC, prostata,CLL

arsentrioxid Trisenox, Amitriol APL, myelom, MDS

thapsigarin

exisulind Aptosyn

apomin

SAHA (suberoyl hydroxamid acid)

salicin

silandefil Viagra

naliza¢ni kaskady bez ohledu na zptsob aktivace receptoru.
Gefitinib jevi uc¢innost zejména u NSCL a naddortt ORL oblas-
ti, ale i u jinych epitelidlnich nddord. Exprese EGFR je totiZ
vysokd u riznych dalSich nadort. Selektivnim inhibitorem
EGEFR je téz erlotinib, jehoZ indikace jsou analogické. Zkousi
se u nadord pankreatu, u gliomt, karcinomu prsu a u nadorti
ORL oblasti. Zd4 se, Ze velmi vyhodna je kombinaci s klasic-
kymi chemoterapeutiky, zejména s taxany, popfipad¢ s radio-
terapif (5). Semaxanib je inhibitor receptorovych kindz VEGF
a bude o ném jesté€ zminka. VSechny zminéné inhibitory tyro-
zinkindz jsou nizkomolekulérni slouceniny.

Vyznamné postaveni v signdlnim pfenosu maji proteiny ras,
které maji zadsadni vyznam pro mitogenni stimulaci. Bylo pro-
kazéno, Ze mutace onkogenu ras se uplatiiuje v patogenezi vét-
Sitho poctu nadord. Ras kaskdda aktivuje nukledrni onkogeny
(fos, jun aj.) regulujicich bunécnou proliferaci. Aktivace ras
zavisi na lipidaci (farnesylaci nebo geranylgeranylaci) tohoto
proteinu, kterd je zprostfedkovdna enzymaticky farnesyltran-
sferdzou. Jeji inhibice zablokuje funkci ras proteinu a timi hlav-
ni transduk¢ni kaskadu. Proto se hledaly nejacinnéjsi priprav-
ky piisobici inhibici farnesyltransferdzy.. Bylo zkouSeno témef

né inhibitory. Je to onafarnib a tipifarnib. Jejich i¢innost poten-
cuje soucasnd 1écba docetaxelem nebo gemcitabinem. Mezi
nespecifické ras-inhibitory patii lovastatin (mevinolin) pouZi-
vany k 1é¢bé hypercholesterolémie. Je experimentalné doloZe-
no, Ze lovastatin inhibuje ras-transformované buitiky karcino-
mu prostaty a glioblastomu in vitro. K priikazu cytotoxického
ucinku by vSak bylo zapotiebi minimalné 15 x vy$Sich davek,
nez jaké se pouzivaji k 1écbé€ hypercholesterolémie. Takové
davky jsou vSak nad hranici tolerance.

V preklinickém i klinickém zkouSeni jsou jesté dalsi inhibito-
ry signalniho pfenosu, jako jsou inhibitory proteinkindzy A (8-
chloro c-AMP), proteinkinizy C (lysofosfolipidy), MAP kina-
zy a zejména inhibitory proteinkindzy m-TOR (mammalian
target of rapamycin). M-TOR je proteinkinaza podilejici se na
transkripCnich a translac¢nich pochodech. Jeji inhibice omezu-
je proliferacni aktivitu . ZkouSenou latkou je rapamycin nebo
jeho synteticky derivat CCI-799. Povzbudivé vysledky s inhi-
bitory proteinkindz pfimély nékteré farmaceutické firmy
k jejich komercni vyrobég, jak je patrno z uvedenych obchod-
nich nazvl. ZkuSenosti jsou v§ak dosud omezené. Stejné ome-
zené jsou i zkuSenosti s s inhibitory telomerazy, s inhibitory
transkripce a regula¢nich proteini buné¢ného cyklu. Prichod
bunécnym cyklem zavisi na vzajemnych interakcich vétSiho
poctu signalnich molekul, resp. na rovnovéze mezi pozitivni-
mi a negativnimi regulatory cyklu. Je evidentni, Ze mnoho-
stranné jsou i moZnosti modulace tohoto procesu. Zijem se
soustfeduje zejména na inhibitory CDK (cyklindependentnich
kindz). Do této kategorie patfi u nds studovand purinové ana-
loga olomoucin, bohemin a roskovitin. Inhibitory regulacnich
proteinli bunééného cyklu jsou zatim v preklinickém testova-
ni. Naproti tomu v klinické praxi se jiZ za¢inaji uplatiiovat inhi-
bitory proteasomu. Proteasom je makromolekularni proteé-
zovy komplex obsaZeny ve vSech eukaryotickych burikach.
Hraje klicovou roli v degradaci intraceluldrnich regula¢nich

proteind, které ¥idi bunécny cyklus, v aktivaci transkripnich
faktor® a v inhibici lokomoce bunék. Je nutny pro aktivaci NF-
kB o némZ bude jesté zminka, degraduje proteiny p53, p21
ap27. Inhibice proteasomu brzdi rist, metastazovani a angio-
genezi. Zatim jedinym v klinické praxi pouZivanym inhibito-
rem je bortezomib-Velcade (PS 341, boronic acid dipeptid),
ucinny v 1é¢b€ mnohocetného myelomu a indolentnich NHL.
Podavi se v davce 1,5 mg/m?iv. Piisobi down-regulaci adhez-
nich molekul,, sniZuje sekreci cytokinli a ma téZ proapopto-
tické ucinky. Dobfe se toleruje, z neZadoucich a¢ink se popi-
suje trombocytopenie a mirnd neurotoxicita a rash.

Znacna pozornost je vénovana induktorim apoptézy. Jak jiz
jsem se zminil, na rozdil od diivéjSich predstav, Ze rist nidoru
je dan predevsim intenzitou proliferace, je dnes zfejmé, Ze nemé-
né vyznamny podil ma ztrata schopnosti programové smrti buri-
Ky tj. apoptdzy. Apoptdza je proces pii kterém buiika z diivodu
,,vy§§iho zajmu* spacha na prislusny signal sebevraZzdu. Signa-
ly indukujici apoptézu mohou byt exogenni nebo endogenni.
Mezi exogenni signdly patii napt. glukokortikoidy, a nékteré
cytokiny (TGF beta) a zejména rodina cytokinti TNF a ligand
receptoru fas. Receptory téchto signalnich molekul nesou ve své
cytoplasmatické Casti tzv. smrtici domény (,,death domain®).
DalSiho pfenosu signélu se pak ti¢astni proteiny sdruZené s tou-
to doménou. Hlavnim endogennim signalem je alterace protei-
nu p53, kterd byva vyvolana poSkozenim DNA. Protein p53
indukuje expresi proteinu p21, inhibujiciho cyklin dependentni
kindzy. Mechanismus indukce apoptdzy spocivd v sekvenci
reakcet, které jsou zndzornéna na obr. 2. VSechny apoptotické
signaly se spoji v jednu signdlni dréhu jejimZ kli¢ovym bodem
je tzv. bax-bcl reostat. Proteiny rodiny bax apoptdzu podporu-
ji, proteiny rodiny bcl-2 apopt6zu tlumi. Vysoka koncentrace
bcl-2 apopt6zu zablokuje, jak je tomu napt. u lymfoproliferac-
nich onemocnéni. Vlastnimi efektory jsou pak aktivované pro-
tedzy zrodiny ICE (interleukin 1-beta converting enzym) nazy-
vané kaspazy. Kaspdzy postupné $tépi enzymy nutné pro
reparaci DNA a aktivuji endonukleazy, jez se ucastni Stépeni
DNA. Pii znalosti mechanismu apoptdzy je ziejmé, Ze se l1ze
terapeuticky zaméfit zejména na tfi cilové struktury. Aktivaci
receptort nesoucich smrtici domény (rodina receptort TNF
a fas), na omezeni u¢inka bcl-2 proteinu a na aktivaci kaspaz
(tab. 4). Do prvni kategorie patii TRAIL (TNF-related apopto-
sis inducing ligand). Byl pfipraven rekombinantni technikou
a jeho proapoptoticky ucin€k se tykd prevazn€ nadorovych
bunék, nikoliv bunék normélnich. Selektivita ucinku se vysvét-
luje ptitomnosti specifickych receptort (decoy receptors) na nor-
malnich butik4ch, které TRAIL vychytaji. K inhibici proteinu
bcl.-2 se vyuZiva genového inZenyrstvi. Byl pfipraven proti-
smérny oligodeoxynukleotid proti bcl m-RNA — oblimersen
(Genasense). Vyrazné sniZuje koncentraci bcl-v nadorech.
Vyhodn4 je jeho kombinace s taxany nebo s dakarbazinem. Stu-
die III.faze probihaji u myelomu, CLL, melanomu a NSCLC.
Aktivace kaspaz nastdva nepfimo prostiednictvim TRAILu,
nebo d¢inkem cytochromi (pfedevsim cytochromu c. V expe-
rimentu piisobi aktivaci kaspaz fada latek, napf. PUFA (poly-
unsaturated fatty acids). Nékteré induktory apoptézy maji kom-
plexni , nebo dosud nepiesné ur¢ené mechanismy tcinku. Pati{

Tab. 5: Mechanismus t¢inku arsentrioxidu.

indukuje apoptézu
aktivuje kaspazy zvySuje intraceluldrni koncentraci

RONS

pusobi uvolnéni cytochromu ¢

omezuje tcinnost bel-2

snizuje vydej adheznich molekul

omezuje sekreci IL-6

poskozuje cytoskeletdlni proteiny

zvySuje expresi bax-proteinu
inhibuje NF-kB

ma antiprolifera¢ni a¢inky zvySuje expresi inhibitort cdk

(p21, p27)

ma antiangiogenni G¢inky inhibuje VEGF
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Obr. 2: Schéma apoptotické kaskddy (bliz§1 vysvétleni v textu).
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mezi né napr.arsentrioxid. Mechanismy jeho i¢inku shrnuje tab.
5. Apopt6zu podporuje hned nékolika mechanismy. Je to akti-
vace kaspaz k niZ dochédzi metabolickou aktivaci glutathion tran-
sferdzy a glutathion peroxidazy, které detoxikuji volné kysli-
kové radikaly,tzv. RONS. Vysledkem je vznik H,0,, coZ vede
kuvolnéni cytochromu z mitochondrii ak aktivaci kaspaz. Déle
zvySuje expresi bax, inhibuje NF-kB. NF-kB je antiapoptotic-
ky transkrip¢ni faktor indukujici expresi reguldtorti bunécného
cyklu a genti imunitni odpovédi i expresi adheznich molekul.
Vysok4 aktivita tohoto faktoru byla zjiSténa u bunék karcinomu
prsu, kolorekta, ovaria, u nékterych leukémii a lymfomt. Jeho
inhibice zvySuje senzitivitu k chemoterapii ak radioterapii. Pro-
apoptoticky ucinek nékterych nesteroidnich antirevmatik napf.
derivétu sulindaku exsisulindu (Aptosyn), resveratrolu a flavo-
noidi se pfiklad4 inhibici NFkB témito latkami. Kromé toho m&
arzentrioxid diferencia¢ni ucinky, antiproliferacni ucinky se
vysvétluji zvySenou expresi inhibitorti cdk (p21a p27). Konec-
né sniZuje téZ expresi VEGF a m4 tedy rovnéZ antiangiogenni
ucinky. Hlavni indikaci je akutni promyelocytérni leukémie, kde
se uplatiiuje prevazné jeho diferenciaCni d¢inek. Pfiznivé vysled-
ky jsou referovany pti 1é€bé mnohocetného myelomu (zejmé-
na v kombinaci s thalidomidem), zkous$i se uMDS. Mezi induk-
tory apoptézy patii téZ antagonisté pohlavnich hormoni
(antiestrogeny, antiandrogeny, antiprogestiny) a agonisté reti-
noidt a deltanoidid. Také interferon alfa miZe indukci exprese
Fas a FasL podporovat apopt6zu. Kromé zminénych induktort
apoptozy bylo zjist€no, Ze i nékterd cytostatika (napf. paklita-
xel) fosforyluji bcl-2 protein a tim omezuji jeho antiapoptotic-
ky ucinek. Zajimavé miZe byt zjisténi, Ze kanabinoidy, pouZi-
vané sporadicky jako antiemetika, zplsobuji in vitro apoptétu
transformovanych bunék nervové tkdng, zejména bunék malig-
niho gliomu. Tento Gcinek se zda selektivni, u netransformova-
nych bunék apoptézu neindukuji.

Posledni oblasti o které se dnes zminim je inhibice angioge-
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neze. Jen ve strucnosti pfipomenu, Ze novotvorba cév mé
zasadni vyznam pro rst nddoru, nebot jen loZisko do velikosti
1-2 mm?3 miiZe byt vyZivovano a zdsobeno kyslikem prostou
diftizi. Pro dalsi rGst nddor nutné potfebuje piisun kysliku céva-
mi, jejichZ novotvorbu oznacujeme jako angiogenezi. Angio-
geneze je vicestuptiovy proces, ktery byva oznaCovan jako
angiogenni kaskdda, jeZ ma 3 etapy. Po disoluci bazdlni mem-
brany nastava proliferace a migrace endotelii a posledni eta-
pou je morfogeneze nové cévy. Cely proces je regulovin sou-
borem humorélnich pasobki, z nichZ nékteré angiogenezu
podporuji, jiné tlumi. Za fyziologickych okolnosti jsou v rov-
novdze. Ztratarovnovahy mezi stimulatory a inhibitory se pro-
jevi poruchou, jejiz charakter zavisi na tom, kterd ze skupin
reguldtorti nabyla vrchu. Angiogenni a antiangiogenni fakto-
ry jsou shrnuty v tab. 6, nejvyznamnéjsi z nich je VEGF, resp.
rodina VEGF. Z antiangiogennich ptisobkil se povaZuje za nej-
vyznamnéjsi trombospondin, ktery je pod kontrolou supreso-

Tab. 6: Piehled angiogennich a antiangiogennich faktora.

Angiogenni f. Antiangiogenni f.
rodina VEGF trombospondin
FGF angiostatin
HGF endostatin
matrixmetaloproteazy TGF-beta

stromelyzin PF-4

kolagenazy

gelatinazy inerferona alfa a beta
angiopoetiny inhibitory proteolyzy

angiopoetin-1 TIMPs

angiogenin PAI (plasminogen activator)
PDGF
integriny




Tab. 7: Ruzné metody k potlaceni angiogeneze.

Blokada angiogennich faktort
suramin
protilatky proti VEGF (bevacizumab)
protilatky proti receptoru pro VEGF
inhibitory proteinkindz receptoru pro VEGF (semaxanib, SU6668,
ZD4190)

Aplikace pfirozenych antagonistl
ABT-510 (trombospondin mimetic peptid)
neovastat
angiostatin
endostatin
rekombinantni PF4

Inhibice endotelidlni proliferace
fumagilin
AGM-1470
interferony alfa a beta
thalidomid
linomid

Stabilizatory bazalni membrany
prinomastat
marimastat
batimastat

Obr. 3: Moznosti inhibice angiogeneze.
(1) inhibice angiogennich faktord, (2) inhibice endotelové proliferace,
(3) stabilizace bazalni membrany- inhibice migrace endotelii.
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rového genu p53 a pfi jeho alteraci Casté u nddorovych one-
mocnéni ztraci svoji funkci. K omezeni angiogeneze existuje
tedy né€kolik cest (obr.3). Bud (1) potlacit angiogenni faktory,
nebo podpofit faktory antiangiogenni, (2) inhibovat endoteli-
alni proliferaci, nebo (3) potlacit syntézu enzymu s degradac-
nim G¢inkem na bazalni membranu.

K inhibici angiogennich faktort 1ze pouZit nékolik zplsobu,
které jsou shrnuty v tab. 7. Monoklonalnimi protildtkami lze
pfimo neutralizovat angiogenni VEGF, nebo jeho receptor.
Ucinng;si se zd4 inhibice receptorovych kindz receptoru VEGF
(semaxanib, SU 6668, ZD 4190). Blokddu angiogeneze piiso-
bi i pfirozeni antagonisté angiogeneze jako je trombospondin,
angiostatin, endostatin, nebo rekombinantni destickovy faktor
4. Mezi inhibitory endotelidlni proliferace patii interferony, kte-
rych se s tspéchem pouZiva k 16¢bé€ hemanangiomu. Extrat
z houby aspergilus fumigatus- fumagilin se v praxi neuplatnil
pro znacnou toxicitu. Zato jeho synteticky derivit AGM 147
(angiogenesis modulator) byl s aspéchem pouZit u Kaposiho
sarkomu. Zajimavou latkou je thalidomid. Jeho antiangiogen-
ni tcinky byly nepochybné pfic¢inou malformaci plodu, které
zpusobilo jeho poddvéni téhotnym Zendm. Prvni klinické stu-
die ukdzaly pfiznivy uc¢inek u karcinomu prostaty. PouZiva se
téZ v 16¢bé hematologickych malignit (u mnohocetného mye-
lomu, u MDS), kde se vyuZivd i n€kterych dalSich vlastnosti
pripravku (inhibice TNF alfa). Stabilizace bazidlni membrany
znesnadiluje invazi endotelii a proto miiZe mit vyznam inhibi-
ce enzymd, které tuto membranu rozruSuji. Tyto enzymy se
souhrnné nazyvaji matrixmetaloprotedzy (kolagen6za, matri-
lyzin, stromelyzin). Inhibici té€chto enzymu ptasobi TIMPS,
z pfirozenych inhibitorti se zkou$i neovastat, purifikovany
extrakt ze Zralo¢ich chrupavek. Ackoliv jeho hlavnim ti¢inkem
je inhibice proteolytickych enzymu (zejména MM2, MMP-9
a MMP 12) 1ze jej povazovat za multifunk¢ni antiangiogenni
pripravek, nebot soucasné blokuje vazbu angiogennich fakto-
i na receptory. Nevyhodou pfirozenych inhibitort je jejich
relativné kratky polo¢as. Byla vSak pripavena fada syntetic-
kych inhibitori jako je marimastat, batimastat nebo prinomas-

Obr. 4: Mozné uplatnéni ,, cilené terapie “ v komplexni protinddorové léche.
CH =chirurgickd 1écba, RT =radioterapie, CT = chemoterapie, HT =hor-
mondlni terapie.
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tat. Jde o nizkomolekularni slouceniny vazajici zinek, nutny
k aktivaci metaloprotedz. Definitivni misto uplatnéni novych
1écebnych postupt se teprve hledd, je moZné, Ze se uplatni ve
vSech fazich naddorového ristu, jak ukazuje obr. 4.

JestliZze jsem v tivodu hovofil o neoprdvnéném skepticismu
v ndzorech na chemoterapii musim v zavéru urcitou miru skep-
ticismu pfipustita to v predstavé, Ze zminéné nové postupy najdou
okamZité uplatnéni v klinické praxi a pfevratnym zptisobem zmé-
ni naSe lécebné moznosti. Sv&d¢i pro to vysledky klinickych stu-
dii, které u nékterych ze zminénych lécebnych zplisobll nevy-
znély presvédCive, 1 kdyZ experimenty naprosto jednoznacné
prokazaly vynikajici protinidorovou tc¢innost. Podobna zkla-
mani se ovSem proZivala i pfi klinickém hodnoceni nékterych
klasickych cytostatik a pfesto se mezi nimi nasly latky mimo-
Fadné ucinné. To m& dovoluje koncit optimisticky s nad&ji, Ze
z celé Siroké Skaly novych 1é¢iv se mnohé stanou vyznamnym
pfinosem a pfinesou vétsi nadéji na tspésnou 1écbu.

Podporeno vyzkumnym zamérem MSM 111100004.
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puvodni prace

EXPRESE P16INK4A V DYSPLAZIICH A NADORECH DELOZNIHO CIPKU

THE EXPRESSION OF P16INK4A IN CERVICAL INTRAEPITHELIAL
NEOPLASIA AND INVASIVE CARCINOMA

ROTTEROVA P.1, NENUTIL R.l, HANZELKOVA Z.!, HELANOVA $.2, KREN L.1, CHOVANEC J.3, ROTTER L.3

! PATOLOGICKO-ANATOMICKY USTAV, FAKULTNI NEMOCNICE BRNO L
27ZAKLADNA EXPERIMENTALNI ONKOLOGIE, MASARYKUV ONKOLOGICKY USTAV BRNO
3 GYNEKOLOGICKO-PORODNICKA KLINIKA, FAKULTNI NEMOCNICE BRNO

Souhrn.: Vychodisko: Za fyziologickych okolnosti je produkt antionkogenu pl16INK4a inhibitorem cyklin dependentnich
kinaz a reguluje bunécny cyklus na pfechodu z GO do G1 féaze. Protein Rb, produkt retinoblastomového genu, v aktivni formé
inhibuje transkripci p16. V dysplaziich a karcinomech déloZniho ¢ipku papilomaviry transformuji epitel mimo jiné inaktivaci
pRb onkoproteinem E7. V dusledku blokady funkce pRb se neefektivné zveda hladina p16. Soubor nemocnych a metodika:
Vzhledem k zajimavosti této problematiky a jejimu potencidlu pro screening cervikalnich prekancerdz, jsme imunohistolo-
gicky vysetfili 56 bioptickych vzorku (konizéty, hysterektomie), z toho 10 CIN I-1I, 30 CIN III, 8 spinocelularnich karcinomd,
2 adenokarcinomy hrdla a 6 ptipad s reaktivnimi zménami epitelu. Pomoci imunoblottingu jsme vySetfili expresi p16 v bunéc-
nych liniich se znamou funkci Rb. Vysledky: Diftuzni a kompletni pozitivita p16 byla prokazana ve vsech CIN III a spinocelu-
larnich karcinomech. CIN I-II byly ¢aste¢né pozitivni v 7 pfipadech a v adenokarcinomech byla exprese prokazana v 1 ze dvou
piipadi. V buné¢nych liniich byl p16 prokazan pouze v butikdch s poruchou funkce Rb (HeLa a HS913T). Zdvér: Nase studie
potvrdila zvySenou expresi pl6INK4a u progredientnich prekancerdz a karcinomi déloZniho ¢ipku. Detekce p16 pravdépo-
dobné nalezne uplatnéni v bioptické diagnostice pii stanoveni okrajli konizatu a diferencidlni diagnéze CIN oproti reaktivnim
atypiim. Je perspektivni i v onkocytologické diagnostice pro diferencidlni diagnézu 1ézi ASCUS, piipadné i automatizovany
screening nebo kontroly kvality.

Klicova slova: cervix, dysplazie, karcinom, HPV, pRb , p16

Abstract: Background: The antioncogene p16INK4a inhibits cyclin-dependent kinases and represents a feedback regulation of
the cell cycle. Protein Rb, the product of the retinoblastoma antioncogene, in its active form inhibits transcription of p16. In
dysplasias and carcinomas of the uterine cervix the papilomaviruses transform the epithelium by inactivation of the pRb by
oncoprotein E7, among others. Due to pRb inactivity the level of p16 protein in cells is increased. Patients and Methods: An
immunohistochemical analysis of 56 cases of formalin-fixed, paraffin embedded samples of the uterine cervix (included cone
biopsies and hysterectomies) was performed. The database included 10 cases of CIN I-1I, 30 cases of CIN III, 8 invasive
squamous cell carcinomas, 2 cases of endocervical adenocarcinoma and 6 cases of reactive epithelial changes. The imunoblotting
of p16 was performed in cell lines with known function of Rb. Results: Diffuse and intensive positivity was found in all cases
of CIN III and squamous cell carcinomas. Cases of the CIN I-1I were partially positive in 7 cases and positivity was found in one
adenocarcinoma. In cell lines, the p16 expression was restricted to cells with impaired Rb (HeLa and HS913T). Conclusion:
Our study confirmed increased expression of p16INK4a in high-grade precancerous lesions and in carcinomas of the uterine
cervix. The detection of p16 seems to be valuable tool in the surgical pathology of the uterine cervix: possible evaluation of the
surgical margins, the differential diagnosis regarding reactive atypia, and it is also perspective in oncocytologic diagnosis
regarding differential diagnosis of the ASCUS, or possibly can be used in automated screening or quality assessment.

Key words: uterine cervix, dysplasia, carcinoma, HPV, pRb, p16

Uvod

Problematice dysplazii a karcinomu déloZniho ¢ipku je jiz od
dob Papanicolaua vénovana velkd pozornost v gynekologické
onkologii. Presto, Ze diky jejich lokalizaci je moZna G¢inna
prevence vyskytu invazivnich nadord, zistavaji stale velkym
zdravotnickym problémem. Pomoci vysoce senzitivnich metod
detekce se zjistilo, Ze drtiva vétSina téchto 16zi je kauzalné sdru-
Zena s pritomnosti papilomavirové (HPV) infekce (1). Pfes
nadéjné vysledky v oblasti imunizace proti HPV (2), kter4 by
se mohla v budoucnosti stit i¢innou primarni prevenci, zlsta-
va zatim depistdZ cervikélnich prekanceréz s odbérem onko-
logické cytologie a vyhodnocenim dle klasifika¢niho systému
Bethesda (3) naddle zlatym standardem v této oblasti.
Vyhodnoceni onkologické cytologie je pomérné pracné a scre-
ening jako celek je zatiZen i nezanedbatelnym procentem fales-
né negativnich i pozitivnich vysledki. Proto by byla Zaddouci
komplementarni vysoce senzitivni, specifickd a spolehlivd
metoda k v€asné detekci progredientnich prekancerdz. Nabi-

zejici se prikaz papilomavirové DNA, je vSak zatiZen faleSné
pozitivnimi vysledky (4) a obtiZnosti zavedeni do rutinniho
screeningu i vzhledem k vysoké cené. Urcitym metodickym
pokrokem je zavedeni tzv. tekutych cytologickych vzorkt
(liquid based smears). Jedna se o odbér materidlu z déloZniho
¢ipku kartackem do tekutého média se smési alkoholt, ve kte-
rém se po urcitou dobu burtiky fixuji a jsou centrifugovany na
sklicka. Vyhodou tohoto postupu mimo jiné je, Ze k rutinnimu
vyhodnoceni se pouZije pouze ¢ast vzorku a u zbytku je moz-
né dal$i zpracovani (napt. imunocytochemické metody). Diky
tomu pfipada v ivahu diagnostické vyuZiti proteinovych mar-
kert.. Proteiny sdruzené s proliferaci (Ki67, Mcm5, Cdc6) se
vSak neosvédcCily vzhledem k nizké specificité, protoZe se
vyskytuji ve vSech proliferujicich butikach (5) arozdil v jejich
expresi mezi normalnim epitelem a prekancerézou je pouze
kvantitativni. Nadé&jné&jsi vysledky poskytuje stanoveni prote-
inu p16, funkéné svdzaného s regulaci bunééného cyklu pro-
sttednictvim proteinu Rb.
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Retinoblastomovy (Rb) gen je klasicky antionkogen, jeho
mutace je typicky spojena s vyskytem retinoblastomu a C4sti
osteosarkomd. Jeho produkt, protein Rb (pRb), je jaderny fos-
foprotein, ktery se dle stadia buné¢ného cyklu se nachazi v riiz-
né fosforylovanych formach. V GO fézi je Rb protein pievaz-
né v nefosforylované formé a pisobi jako supresor bunécného
déleni vazbou dal$ich proteinil, zejména transkripniho fak-
toru E2F. Stimulaci bunék riistovymi faktory je pRb inaktivo-
vén fadou fosforylaci a tyto butiky pak mohou piejit z G1 do
S faze. (6).

p16 (p16INK4a) je popisovén jako antionkogen, ktery je inak-
tivovadn mutacemi, deleci nebo hypermetylaci u celé fady malig-
nit (napf. melanom, karcinom moc¢ového méchyfte a dalsi) (6).
Jeho produkt ucinkuje jako inhibitor cyklin dependentnich
kindz, zejména cyklin dependentni kindzy 4 (CDK 4). pl16
odbourdvd komplexy cyklin D/CDK4 které inaktivuji pRb fos-
forylaci. Naopak aktivni forma pRb inhibuje transkripci p16.
Funkci systému pRb/p16 je tedy regulace bunécného cyklu na
prechodu z G1 do S faze se zp€tnou vazbou.

HPV (lidské papilomaviry) jsou znacné roz$ifené a vyrazné
epitelotropni DNA viry. Hraji z4sadni roli v patogenezi vétsi-
ny nadorti dé€loZniho ¢ipku a jejich prekurzorovych 1ézi. Po
integraci virové DNA do genomu hostitelské butiky dochézi
k interakci virovych onkoproteint E6 a E7 vysoce rizikovych
HPV typt s produkty onkosupresorickych genti (p53, p105Rb)
ajejich funkéni inaktivaci. E7 zde jednak uvoliiuje transkripéni
faktor E2F z vazby na pRb, jednak zrychluje degradaci pRb
a ptibuznych proteint (7). JiZ v roce 1995 byla zaznamenéna
(8), tehdy nevysvétlitelnd nizk4 hladina komplexi cyklin
D/CDK4 v buiikach s mutovanym nebo viry inaktivovanym
Rb. Divodem je pozdéji zjiSténd vysokd exprese inhibitoru
cyclin-dependentnich kindz p16 (5) v butikédch s inaktivaci Rb,
ato zejména v HPV transformovaném epitelu, véetné dyspla-
zii déloZniho ¢ipku (9). Nefunkéni pRb v téchto lezich umoz-
fiuje nekontrolovatelnou proliferaci a nepotlaCuje ani tran-
skripci pl16. V cervikdlnich prekancer6zach a nddorech
zpusobenych HPV se tedy nejednd o mutaci nebo inaktivaci
p16, ale naopak zjistujeme jeho zvySenou expresi s vysokou
hladinou proteinu. Ten sice sniZi hladinu komplext cyklin
D/CDK4 ale funk¢né se diky inaktivaci pRb neuplatni.
Vzhledem k zajimavosti této problematiky a jejimu potencia-
lu pro screening a diagnostiku cervikélnich prekancerdz, jsme
v této praci oveéfovali expresi p16 na vlastnim materidlu z biop-
sii hrdla déloZniho a na buné¢nych liniich.

Material a metody

Tkdriové kultury, elektroforéza v polyakrylamidovém gelu
a imunobloting.

Buiiky nddorovych linii HeLa, A431,HS913T, MCF7 aBT474
byly kultivovany v modifikovaném Dulbecco mediu (D-
MEM) obsahujicim 10% FBS (fetilni hovézi sérum), gluta-
min a antibiotika penicilin a streptomycin, pfi teploté
37°C s 5% obsahem CO,. 80% konfluentni buriky byly
3x oplachnuty na 4 °C vychlazenym PBS a sklizeny seSkraba-
ni do PBS, centrifugovany 7 minut pfi 1200 rpm. Buné¢ny
sediment byl lyzovan v lyza¢nim roztoku NET. (150 mM NaCl,
1% NP-40 (nonidet = ethylfenylPEG), 50 mM Tris-HCI (pH
8,0), 50 mM NaF, 5 mM EDTA (pH 8,0), pfed pouZitim pfi-
dény inhibitory protedz : PMSF do vysledné koncentrace 2mM,
smés inhibitort protedz Sigma P8340 (AEBSF 104 mM, Apro-
tinin 0,08mM, Leupeptin 2,1 mM, Bestatin 3,6 mM, Pepstati-
nA 1,5 mM, E-64 1,4 mM) v poméru 1:100. Proteinova kon-
centrace byla stanovena metodou BioRad (Bio Rad, USA).
Vzorky byly fedény ve 2x koncentrovaném Laemmli vzorko-
vém roztoku pro elektroforetickou analyzu do vysledné kon-
centrace100ug.

Proteiny byly separoviany SDS-polyakrylamidovou gelovou
elektroforézou (SDS-PAGE) v 15% gelu a pieneseny na nit-
rocelulésovou membrénu (s vyuZitim Bio-Rad Mini Trans-
Blot Electrophoretic Transfer Cell) po dobu dvou hodin pfi
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4°C a 150 mA v blotovacim roztoku (25 mM Tris, 190 mM
glycin a 20% metanol). Nitrocelulosovd membrana s pienese-
nymi proteiny byla blokovana po dobu dvou hodin v bloko-
vacim roztoku 5% mléka a 0.1% Tween 20 v PBS. Priméarni
protilatky byly naneseny na tuto membranu v koncentraci 1 g
na 1 ml blokovaciho roztoku a inkubovény pii 4 °C pies noc.
Membréna byla po inkubaci s primarni protildtkou promyta
tfikrat 10 minut v roztoku PBS obsahujicim 0.1% Tween 20.
Po promyti byla nanesena sekundarni protilatka (krali¢i proti-
latka proti my$im imunoglobuliniim konjugovana s kienovou
peroxiddzou, DAKO, Denmark), fedéna 1:1000 v blokovacim
roztoku. Sekundérni protilatka byla inkubovana pfi pokojové
teploté po dobu dvou hodin. Peroxid4dzova aktivita byla vizu-
alizovéna pomoci ECL kitu (Amersham, UK).

Tkdriové vzorky a imunohistologie:

56 bioptickych vzorkl z konizati a hysterektomii. Z toho 10
CIN I-I1, 30 CIN III, 8 spinocelularnich karcinom, 2 adeno-
karcinomy hrdla a 6 bez dysplastické 1éze. Material byl fixo-
van v 10% formalinu, tkdiiové bloky byly zpracovany stan-
dardni histologickou technikou a zality do parafinu. Rutinné
pripravené vzorky v parafinovych blocich byly nakrijeny na
tloustku Sum a zachyceny na elektrostaticky upravend skla
(Superfrost Plus, Menzel), fezy odparafinovdny v xylenu
a rehydratovany. Endogenni peroxiddzov4 aktivita byla blo-
kovéna po dobu 15 minut 3% roztokem H,0, v PBS (fyziolo-
gicky roztok pufrovany fosfatem na pH 7,2). Odmaskovani
antigenniho epitopu bylo provedeno zahiivanim skel s fezy po
dobu 40 minut pii 94 °C v 1mM pufru EDTA-tetrasodna sl
EDTA, pH 8,0. Po promyti v PBS (3x5 minut) byly z davodu
zablokovani nespecifické vazebné aktivity fezy prevrstveny
na dobu 15 minut roztokem 5% nizkotu¢ného mléka v PBS.
Komer¢ni monoklonélni protilatka proti p16 NCL-P16-432
(Novocastra), fedénd 1:50 v DAKO antibody diluent byla apli-
kovéna na fezy pfi teploté 40C pfes noc. Po trojim promyti
v PBS byla nanesena anti-myS$i sekundarni protilatka znacena
biotinem a nésledné¢ ABC reagencie (Vector Elite ABC kit,
Vector) dle ndvodu vyrobce. Peroxid4dzova aktivita byla vizu-
alizovana kitem DAB+ (DAKO). Po promyti v destilované
vodé byly fezy dobarveny Gillovym hematoxylinem, dehy-
dratoviny, projasnény a zamontovany pro mikroskopické
zhodnoceni.

Vysledky

Imunobloting na bunéénych liniich (Obr. 1) ukazal pfitomnost
proteinu p16 (molekulovd hmotnost 16-18 kDa) v butikdch
HeLa (linie odvozena z cervikalniho karcinomu s pfitomnos-
ti HPV) a v buiikdch HS913T (osteosarkom s mutaci Rb)
a potvrdil specifitu pouZité protilatky proti studovanému pro-
teinu. Na rozdil od bunék HelLa a HS913T, linie odvozené
zHPYV negativniho spinocelularniho karcinomu vulvy (A431),
amammarniho karcinomu (MCF7 a BT474) nevykazovaly dle
naSeho predpokladu specifickou interakci s proteinem p16,
ktery v daném bunécném systému neni exprimovan. Imuno-
histologicky (Tab. 1) byla difuzni a kompletni exprese prote-
inu p16 prokdzina ve vSech tficeti CIN III (Obr. 2, Obr. 3)
a osmi spinocelularnich karcinomech (Obr. 4). CIN I-II byly
Castecné pozitivni v 7 pfipadech (Obr. 5) a v adenokarcino-
mech byla exprese prokdzana v jednom ze dvou piipadi (Obr.
6). V nepostiZeném ekto- i endocervixu, v€etné reaktivnich
zmén (hyperplazie rezervnich bunék, dlazdicova metaplazie),
protein p16 nebyl prokdzan.

Diskuse

I pres tspéchy béZnych screeningovych programi vyvstavaji
otazky tykajici se spolehlivosti konvencni cytologie a histolo-
gie ¢ipku déloZniho. To zdlraziiuje potfebu zdokonaleni scre-
eningovych metod a hleddni pouZitelnych markerti sdruZenych
s progredientnimi prekancer6zami jako dopliiku ke kolposko-
pii a onkologické cytologii a histologii. Tyto postupy by mély



Obr. 1: Imunobloting p16 na lyzdtech z bunécnych lini.

Obr. 4: Imunohistologie p16 ve spinoceluldrnim karcinomu cipku.
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Pozitivita s protildtkou proti p16 v oblasti kolem 18kDa byla zfejm4 v buii-
kéch HeLa (inaktivace pRb papilomavirem) a HS913T (mutace Rb). Ostat-
ni testované linie jsou p16 negativni.

Obr. 2: Imunohistologie p16 v CIN I1I.

Atypicky epitel CIN III (vlevo) je silné pozitivni ve vSech buiikdch, zatim
co puvodni dlazdicovy epitel (vpravo) je negativni.

Obr. 3: Imunohistologie p16 v CIN II1.

Atypicky epitel CIN III (vpravo) je pozitivni, zatim co cylindricky epitel
endocervixu (vlevo) je negativni, véetné hyperplastickych rezervnich
bunék (Sipka).

Nadorové buiiky jsou silné pozitivni, stroma negativni.

Obr. 5: Imunohistologie p16 v CIN II/HPV.

Pozitivita p16 v atypickém epitelu je pouze loZiskova.

Obr. 6: Imunohistologie p16 v adenokarcinomu hrdla.

Nadorové buiiky jsou silné pozitivni, stroma negativni.

KLINICKA ONKOLOGIE 16 6/2003 251




Tab. 1: Exprese p16 v dysplaziich, nadorech a normalnich tkanich
délozniho ¢ipku.

Tkan P 16 pozitivni | P 16 negativni
Ektocervix 0 [§
Endocervix 0 6
Hyperplazie rezervnich bunék 0 2
Metaplasticky epitel 0 4
CIN I-1I 10 3
CIN III 30 0
Spinocelularni karcinom 8 0
Adenokarcinom 1 1

redukovat fale$né pozitivni i negativni vysledky, v celkovém
diisledku pak eliminovat nepotfebné kontroly a zdkroky, sni-
Zit stresovani pacientek i lékafi, pfipadné piinést i finan¢ni
Uspory ve screeningovych programech.

Nase studie potvrdila slibnost vyuZiti zvySené exprese prote-
inu p16 k tomuto ucelu. Ve v§ech normalnich cervikéalnich tka-
nich (vySetieny epitelidlni, metaplastické, endocervikalni reak-
tivni a zanétlivé okrsky) nebyla zjisténa reakce s monoklonalni
protilatkou proti proteinu p16. Naopak vSechny pfipady CIN
IIT a invazivni karcinomy ¢ipku byly kromé jednoho adeno-

karcinomu siln€ p16 pozitivni. Vysledky imunoblotingu na
bunécnych liniich rovnéz vyrazn€ podporuji hypotézu Ze p16
je zvysené exprimovan v buiikich postradajicich funkcni anti-
onkogen Rb. V analogickych studiich (9, 10) bylo prokdzano,
7Ze je dobfe proveditelnd i imunocytochemie proteinu p16 na
tenkych nétérech, a Ze viechny HPV pozitivni pfipady jsou
i p16 pozitivni, v€etné dysplazii cylindrického epitelu hrdla.
Pro aplikaci stanoveni proteinu p16 v histopatologické dia-
gnostice pfipadd v tivahu diferencidlni diagnostika vystuptio-
vanych reaktivnich zmén epitelu oproti CIN II-IIT a vySetfeni
okrajii konizatd. V oblasti onkologické cytologie se nabizi imu-
nocytochemicka aplikace na rezervnim materilu z tekutych
cytologickych vzorki v diferencidlni diagnostice nilezi aty-
pii nejistého vyznamu, ke kontrole kvality screeningu a pii-
padné i k jeho automatizaci. Toto pouZiti je vSak v Ceskych
podminkich zatim problematické vzhledem k tomu, Ze sou-
Casné thrada onkologické cytologie zdravotnimi poji§tovna-
mi nemiZe pokryt technologicky pfechod na ,liquid based
smears‘. Teoreticky si lze pfedstavit dokonce i nahrazeni kla-
sické onkologické cytologie semikvantitativnim stanovenim
proteinu p16 na imunoanalytickém principu (ELISA, pfipad-
né prouzkovy test). Nase dalsi prace bude zaméfena na pro-
véfeni moZnosti téchto aplikaci.

Podékovdni: Price byla financovina z vyzkumného zaméru
MZ CR €. 06526970501.
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NEGATIVNI ZIVOTNI UDALOSTI A KARCINOM KUZE
NEGATIVE LIFE EVENTS AND CARCINOMA OF THE SKIN

HNILICA K.}, HNILICOVA H.2, KRIZOVA E.3, ARENBERGER P.*
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Souhrn: Cil prdce: V prici klademe otazku, zda zvySuji negativni Zivotni udélosti pravdépodobnost vyskytu melanomu kiiZe.
Soubor pacientii a metody: Realizovali jsme Setieni, jehoZ se zucastnilo 38 pacienti s melanomy kuZe. Ke kazdému z nich
jsme pfifadili dva kontrolni zdravé jedince stejného pohlavi, véku a vzdélani. K méfeni negativnich Zivotnich udalosti jsme
uzili modifikovanou verzi dotazniku Zivotnich udalosti (Social Readjustment Rating Scale — SRRS). Vysledky: Logisticka
regresni analyza vedla k identifikaci tif statisticky signifikantnich rizikovych faktort, jimiZ jsou: (1) umrti nékoho, kdo mél
v Zivoté jedince duleZitou roli, (2) intorvertovanost a (3) interakce pohlavi a intorvertovanosti, kdy introvertované Zeny jsou
vice nichylné na onemocnéni neZ Zeny extrovertované. Soucasné se ukdzalo, Ze celkové proZili pacienti s melanomy v obdo-
bi poslednich péti let o néco vice negativnich Zivotnich uddlosti nez kontrolni jedinci; rozdily mezi skupinami v8ak nedosah-
ly hladiny vyznamnosti.

Klicova slova: melanom, Zivotni udalosti, introvertovanost, logistickd regresni analyza.

Summary: Objectives: In this work, we asked the question whether negative life events increase the probability of the
incidence of melanoma of the skin. Sample and methods: We conducted a survey with the participation of 38 patients with
melanoma of the skin, to each of whom we assigned two healthy control individuals of the same gender, age and education
level. For the measurement of negative life events, we used a modified version of the life events questionnaire (Social
Readjustment Rating Scale — SRRS). Results: Logistical regression analysis led to the identification of three statistically
significant risk factors, which are: (1) the death of someone, who played an important role in the life of the individual, (2)
introversion and (3) the interaction between gender and introversion, where it was discovered that introvert females are more
susceptible to the disease than extrovert females. At the same time, it was found that overall patients with melanoma
experienced a somewhat greater number of negative life events in the past five years than the control individuals. However, the

differences between the groups were not significant.

Key words: melanoma, life events, introversion, logistical regression analysis

UvVoD

Negativni Zivotni udalosti, jakymi jsou naptiklad umrti Zivot-
niho partnera, rodice nebo ditéte, rozvod, propusténi ze zamést-
nani, soudni pfe atp., maji zdporné disledky na fyzické i psy-
chické zdravi (Cohen, Tyrrell a Smith, 1991; Holmes et al.,
1950; Chen et al., 1995; Matos-Santos et al., 2001; Paykel et
al., 1969)!. Jejich piisobent je zpravidla vysvétlovano teorii
stresu: negativni uddlosti vedou ke stresu, k jehoZ disledkiim
patfi sniZeni obranyschopnosti organismu (Cohen, Tyrrell,
Smith, 1991), urychleni prubéhu nékterych patologickych jevii
(Chen et al., 1995) a spusténi nékterych autoimunitnich reak-
ci (Matos-Santos et al., 2001).

V této praci se vénujeme otizce, zda je mozZno ve stresujicich
Zivotnich udélostech spatiovat spolupfiinu nddorového one-
mocnéni kiize — melanomu. Jde o otdzku diileZitou nejen prak-
ticky, ale i teoreticky, nebot se u melanomu zduraziiuji spiSe
vlivy genetické a kongenitalni; z environmentalnich faktori je
vénovana pozornost takika vylu¢né slune¢nimu zafeni (Lang,
2002). V souvislosti s karcinomy vSak nejde o otdzku novou,
nebot se jiZ del§i dobu davaji rizné druhy karcinomt do vzta-
hu se stresujicimi Zivotnimi udalostmi (Chen et al., 1995), pri-
padné s t€émi osobnostnimi vlastnostmi, jeZ maji dileZitou roli
pfi vyrovndvani se (coping) se stresem (Eysenck, 1991).
Podobné jsou objevovany souvislosti mezi Zivotnimi udalost-

mi a nékterymi dermatologickymi problémy nekarcinogenni
povahy (Papadopoulos et al., 1998).

Ve vyzkumné sondé, o niZ informujeme v nasledujicim textu,
jsme zji§tovali frekvenci a charakter zdpornych Zivotnich uda-
losti, s nimiZ se za poslednich pét let setkali pacienti s mela-
nomy. Pri srovnéni t€chto ddaju s udaji, jeZ jsme ziskali od
srovnatelné kontrolni skupiny zdravych jedinct, byly zjiSté€ny
nékteré dulezité rozdily.

METODA

VZOREK

Bé&hem let 2000 a 2001 prob&hlo v CR $etfeni, jehoZ se zicast-
nilo cca 1200 respondenttl. VétSina z nich byla vybrana ndhod-
né ze zdravé populace, mensi ¢ast predstavuji astmaticti paci-
enti a pacienti s melanomy. Jednim z hlavnich cilii vytvofeni
rozsahlého vzorku zdravé populace byla moznost vytvofeni pod-
soubord, které by byly pacientiim z danych diagnostickych sku-
pin co nejpodobné;jsi, tedy podsouborti kontrolnich jedinca.
Vzorek obecné populace (kontrolni) sestdva z celkem 1080
respondentii z Prahy a nejbliZ3iho okoliZ. Respondenti jsou ve
veékovém rozpéti od 16 do 86 let (M =39,1; SD = 16,4).

Z celku 106 oslovenych pacientll (53 muzi a 53 Zen) s mela-
nomy odpovédélo celkem 38 (36 %), ztoho 17 muzia21 Zena.
Deset obdlek se vratilo nedoru¢enych nebo pacient zemiel.

! Préce na vyzkumu a pii p¥ipravé tohoto ¢ldnku byla financovana z vyzkumného zaméru CEZ: J13/98: 111100007 ,,Cile mediciny a kvalita Zivota“

(MUDr. J. Payne, odpovédny fesitel).
2 Vyzkum realizovala agentury IRBIS s.r.o.
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Ke kazdému pacientovi jsme pfifadili ze vzorku obecné popu-
lace vZdy dva kontrolni jedince; pouze v jednom pfipad€ jsme
se museli spokojit s jednim kontrolnim jedincem. Kritériem
pro pfifazeni kontrolnich jedincii bylo pohlavi, vék a vzdéla-
ni. Celkem tak vzorek sestdva ze 113 respondentl —z 38 paci-
entli s melanomy a 75 kontrolnich jedincti. Udaje o poctech
a véku respondenti v téchto dvou skupinach uvadi tabulka. Je
z ni patrné, Ze jsou oba vzorky vékove velmi vyrovnané a Ze
muZi jsou v priméru o cca 6 aZ 7 let starSi neZ Zeny.

pohlavi
muz Zena
N M SD N M SD
skupina melanom 17 63,4 | 17,5 21 56,6 | 14,2
kontrola 33 62,8 | 17,7 | 42 56,7 | 14,1

Pozndmka: N — pocet respondentii; M — aritmeticky priimer;
SD — standardni odchylka.

DOTAZNIK

Ve vyzkumu byl uZit pomérné rozsahly (dvacetistrankovy)
a ndro¢ny dotaznik.

Ke zjistovani Zivotnich uddlosti jsme pouzili $kalu, kterd je
z€asti odvozena od Casto pouzivané skaly socidlni readjustace
(Social Readjustement Rating Scale — SRRS; Holmes a Rahe,
1967; Scully, Tosi a Banning, 2000). Nami upravena Skéla byla
navic doplnéna o nékteré specifické polozky, charakterizujici
obdobi spolecenské zmény v 90. letech u nas (napf. restituce,
ztraty z podnikani, ob&t nasili). Ukolem respondentt bylo udat
Zivotni uddlosti, které je potkaly béhem poslednich péti, pii-
padné deseti let. V dotazniku je uvedeno celkem Sestnact riiz-
nych udalosti, z nichZ nékteré jsou spiSe zaporné (imrti néko-
ho blizkého), jiné spiSe kladné (zlepSeni majetkové situace) Ci
neutrdlni (uzavieni silatku, zména bydlisté, zména zaméstna-
ni). Tento seznam méli moZnost respondenti doplnit o dalsi uda-
losti; tuto moZnost vét§inou nevyuZili.

Kromé Zivotnich udalosti jsme pro kontrolu zjiStovali rovnéz
demografické iidaje (vzdé€lani, ekonomické postaveni arodin-
ny stav), idaje o Zivotnim stylu (koufeni cigaret a piti alkoho-
Iu) a rovnéZz nékteré osobnostni vlastnosti (extroverzi, emoci-
ondlni labilitu aj.). Extroverzi, kterad se ukdzala byt v dalSich
analyzich jedinou relevantni osobnostni vlastnosti, jsme zjis-
tovali pomoci tii deskriptort (spoleCensky, hovorny a tajntst-
karsky), jeZ jsme sloucili. PouZili jsme sedmibodovou §kélu —
¢im vyS$si hodnota, tim vysSi mira extroverze.

POSTUP

Zdravi respondenti byli kontaktovani prostfednictvim tazatel-
ské sité. Dotazniky vypliiovali zpravidla v domacim prostie-
di a vraceli je — v zajmu uchovani anonymity — v zalepené
v obdlce. Za ucast ve vyzkumu jim byla vyplacena odména
200 K¢.

Pacientiim s melanomy byl zaslan dotaznik podle adresatfe
s privodnim dopisem pfednosty, ve kterém byl vysvétlen cil
vyzkumu a dobrovolnost spoluprace. Za vraceni vyplnéného
dotazniku jim byla rovnéZ vyplacena odména 200 K¢. Postup
i dotaznik byl schvélen etickou komisi 1. LF UK v Praze.

VYSLEDKY

DEMOGRAFICKE CHARAKTERISTIKY, ZIVOTNI STYL

A OSOBNOST

ProtoZe vzdeldnibylo jednim z kritérii pfifazovani kontrolnich
respondentl k pacientim s melanomy, neli$ily se od sebe tyto
dveé skupiny statisticky vyznamné (5= 8,82;n.s.). Ve vzor-
ku pfevaZuji respondenti, ktefi doséh%i minimalné tplné stre-
doskolské vzdélani (s maturitou) — 68,4% (melanomy) a73,3%
(kontrolni jedinci).

Ekonomické postaveni. VE&tSinu respondentl predstavovali sta-
robni diichodci (melanomy — 50,0%, kontrola — 50,7%)
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a zaméstnanci ve statnim (15,8% a 16,4%) a nestatnim sekto-
ru (18,4% a 23,3%); pacienti s melanomy se od kontrolnich
jedinct v ekonomickém postaveni statisticky signifikantné
nelisili (x%;)=4.57; n.s.).

Rodinny stav. VétSina respondentt byla Zenatych ¢i vdanych
(melanomy — 75,0%, kontrola — 64,0%). Ovdovélych (8,3%
a17,33%),rozvedenych (11,1% a 10,7%) a svobodnych (5,6%
a 8,0%) bylo vyrazné méné. Jak je vidét, bylo ve vzorku kon-
trolnich respondentt o néco vice vdovci a vdov neZ ve vzor-
ku pacientt s karcinomy. Celkové se vSak od sebe tyto vzor-
ky v rodinném stavu nelisi (x2(3) = 2,00; n.s.).

Koureni cigaret. 55,3% pacientl s melanomy a 44,6% kon-
trolnich jedinct udalo, Ze nikdy nekoufili, 28,9% pacientl
a 25,7% kontrolnich jedinct udalo, Ze dfive koufili, ale dnes
jiZne, a 15,8% pacientl a 29,8 % kontrolnich jedinct udalo, Ze
koufi. Statisticky vyznamné se od sebe tyto dv€ skupiny neli-
31 (%2 = 2,64; n.s.)..

Piti a&koholu. Na otazku: ,,Jak ¢asto pijete alkohol?** s nabid-
kou odpovédi od ,,nikdy — velmi zfidka — pfileZitostné — néko-
likrat v tydnu — denné* odpovédely respondenti z obou skupin
velmi podobné, takZe se ani ve frekvenci piti alkoholu od sebe
tyto dvé skupiny statisticky vyznamné neliSily (Kolmogoro-
viv-Smirnovay test KSp = 0,08; n.s.).

Extroverze. Pacienti s melanomy byli o néco vice introverto-
vani (méné spolecensti a hovorni a vice tajnistkafsti) neZ kon-
trolni jedinci. Rozdil mezi obéma skupinami byl statisticky
signifikantni (t(;;9), = 1,993; p < 0,05). V ostatnich osobnost-
nich rysech se od sebe tyto dvé skupiny nelisily.

SOUVISLOSTIMEZI CHARAKTEREM NEGATIVNICH ZIVOT-
NICH UDALOSTI A MELANOMY

V nésledujicich analyzach jsme se zaméfili pouze na negativ-
ni Zivotni uddlosti. Z nich jsme pak dile vybrali ty, jeZ byly
udiny dostate¢nym poctem respondentil — kritériem nam byl
celkovy pocet alespoii deseti respondenttl. Tyto Zivotni uda-
losti, jeZ postihly respondenty v obdobi poslednich péti let,
uvadime — spolu s relativni frekvenci jejich vyskytu — v nésle-
dujici tabulce.

SKUPINA
melanom | Kkontrola

Utrpél/a jsem velkou finan¢ni ztratu 7,9% 10,7%
Meél/a jsem velkou ptj¢ku nebo hypotéku 5,3% 4,0%
Neékdo blizky trpél dlouhodobé vaZnou

nemoci 28,9% 29,3%
Nékdo duleZity v mém Zivoté mé opustil 21,1% 9,3%
Nékdo duleZity v mém Zivoté zemfel 50,0% 30,7%
Odesel/odesla jsem do diichodu 18,4% 14,7%
Stal/a jsem se obéti trestného ¢inu

(vCetné okradeni) 23,7% 16,0%

Jak je z tabulky patrné, 1iSi se pacienti s melanomy od kon-
trolni skupiny ve frekvenci vyskytu nékterych z téchto nega-
tivnich udélosti. Patfi mezi n€ predevsim tyto:

e n¢kdo dileZity v jejich Zivoté je opustil,
e n¢kdo dileZzity v jejich Zivoté zemfel a
e stali se obétmi trestnych Cind.

Ke statistické analyze vztahi mezi diagnézou a Zivotnimi uda-
lostmi jsme uZili logistickou regresni analyzu. Na stranu ,,neza-
visle proménnych* ¢i prediktori jsme kromé uvedenych nega-
tivnich Zivotnich udalosti zahrnuli jeSté extroverzi a interakci
extroverze s pohlavim. ProtoZe se v demografickych charak-
teristikdch ani v Zivotnim stylu od sebe pacienti a kontrolni
jedinci neliSili, do analyz jsme tyto proménné nezahrnuli.
V nésledujici tabulce uvddime ziskané statistiky.



B S.E. Wald df p OR 95% hranice KI pro OR

finan¢ni ztrita -0,081 0,782 0,011 1 0,917 0,922 0,199 - 4,273
velka ptjcka -0,273 1,132 0,058 1 0,810 0,761 0,083 - 7,005
blizky - vaZzna nemoc -0,793 0,574 1,909 1 0,167 0,453 0,147 - 1,394
nékdo daleZity mé opustil 0,970 0,699 1,928 1 0,165 2,639 0,671 - 10,38
nékdo diilezity zemiel 1,209 0,509 5,648 1 0,017 3,351 1,236 - 9,085
dichod 0,744 0,622 1,428 1 0,232 2,103 0,621-7,120
obét trestného ¢inu 0,634 0,567 1,250 1 0,263 1,886 0,620 - 5,731
extroverze -0,965 0,337 8,196 1 0,004 0,381 0,197 - 0,738
extroverze * pohlavi 1,076 0,517 4,333 1 0,037 2,932 1,065 - 8,075
konstanta 3,405 1,580 4,641 1 0,031

Pozndmky: a) Omnibusovy test statistické vyznamnosti koeficientii ukazuje, Ze celkovy model je signifikaniné lepsi nez tzv. nulovy model, tedy model,
v némZ je zahrnuta pouze konstanta (;52”0) =19,82; p<0,04). b) -2LL = 122,29, Nagelkerkovo pseudo—RZ =0,23.

Odhlédneme-li od statisticky nevyznamnych prediktord, 1ze
napsat regresni rovnici:

logit(melanom) = 3,405 + 1,209(nékdo diileZity zemrel) —
0,965(extroverze),

kde ,,nékdo dalezity v mém Zivoté zemfel* je kddovano 0 =
ne, 1 =ano; extroverze je méfena sedmibodovou $kdlou a mela-
nom je Skdlovin 0 =ne, 1 = ano.

Pravdépodobnost vyskytu melanomu se statisticky signifi-
kantné zvySuje pfedevsim u jedincu, jimZ zemrel nékdo, kdo
mél v jejich Zivoté duileZitou roli. Tato udalost vyrazné zvySuje
pravdépodobnost vyskytu melanomu (OR = 3,35). Extroverze
vykazuje s diagnézou zaporny vztah (B =-0,965): éim jsou res-
pondenti extrovertovanéjsi, tim niZsi je u nich pravdépodob-
nost vyskytu melanomu (OR = 0,38). Introvertovany jedinec,
jemuz béhem poslednich péti let zemfel nékdo osobné dulezi-
ty, mé podle této rovnice znacné vyssi pravdépodobnost vysky-
tu melanomu nezZ extrovert, jehoZ tato ztrata nepostihla.
Soucasné byla zjiSténasignifikantniinterakce extroverze s pohla-
vim. K porozuméni této interakce pohlavi s extroverzi nim pomti-
7e nasledujici tabulka. Skdlu extroverze jsme v ni rozdglili na dvé
poloviny podle medidnu. Pro snazsi srozumitelnost jedince, kte-
11 maji podpriimérné hodnoty na této Skéle, oznacujeme jako int-
roverty, jedince s nadprimérmymi skory jako extroverty.

introvert extravert
% %
muz melanom 50,0 % 50,0 %
kontrola 54,5 % 45,5 %
zena melanom 57,1 % 42,9 %
kontrola 35,7 % 64,3 %

Z tabulky je patrné, Ze mezi pacientkami s melanomy pievla-
daji Zeny introvertované, zatimco v kontrolni skupiné prevla-
daji Zeny extrovertované: introvertované Zeny tedy maji mela-
nom castéji neZ Zeny extrovertované. Oproti tomu maji
introvertovani muzi melanom v principu stejné casto jako muZzi
extrovertovani. Zejména introvertovanost u Zen se tedy jevi
byt dalsim rizikovym faktorem.

SOUVISLOSTIMEZI FREKVENCINEGATIVNICH ZIVOTNICH
UDALOSTI A MELANOMY

Jak ukazuje néasledujici tabulka, udavali pacienti s melanomy,
Ze je béhem poslednich péti let postihlo v priméru o néco vice

skupina
celkové mnoZstvi zapornych
Zivotnich udalosti melanom kontrola
f % f %

Zadna 13 342% 25 333%
1 10 263% 28 373%
2 9 237% 17 22,7%
3 avice 6 158% 5 6%

negativnich Zivotnich udalosti neZ respondenti v kontrolni sku-
pin€. Dv€ a vice Zivotnich udélosti uvedlo celkem 39,5% res-
pondentil s melanomy, zatimco pouze 29,4% zdravych respon-
denti. Rozdily mezi skupinami vSak nejsou — diky malym
poctimrespondentil v obou skupindch — statisticky signifikantni.

DISKUSE A ZAVER
Tato studie vedla k identifikaci tf rizikovych faktort, které
zvySuji pravdépodobnost diagnézy melanomu ktiZe. Jsou jimi:
(1) umrti n€koho, kdo mél v Zivoté jedince daleZitou roli,
(2) intorvertovanost a
(3) interakce pohlavi a intorvertovanosti, kdy introvertované
Zeny jsou vice ndchylné na onemocnéni nez Zeny extro-
vertované.
Soucasné se ukdzalo, Ze pacienti s melanomy potkalo za
poslednich pét let o néco vice negativnich Zivotnich udélosti
neZ respondenty v kontrolni skuping.
Z hlediska prevence lze proto dospét k zavéru, Ze by lidé s vel-
kym poc¢tem matetskych znamének a podezielych pih, lidé s his-
torii melanomu a ostatni, ktefi jsou ohroZeni timto onemocné-
nim, méli pti kumulaci stresujicich udélosti azejména po proziti
silngj8ich traumatickych udalosti sledovat, zda u nich nedocha-
zi k podezfelym zméndm, pfipadné vyhledat 1ékate a absolvo-
vat screening. A protoZe nezdvisle na frekvenci Zivotnich uda-
losti jsou vice ohroZeni introvertovani jedinci, a z nich pak
zejména Zeny, méli by tito patrné sledovat svoji kzi peclivéji
aprovadét prohlidky a absolvovat screening Castéji. Také prak-
ticti 1ékafi, v jejichZ dlouhodobé péci pacienti zpravidla jsou, by
méli €mto psychologickym skute¢nostem vénovat pozornost.
Zavérem se vénujme otdzkdm kauzality a zobecnitelnosti
vysledka.
ProtoZe z dat v dotazniku neni moZno stanovit ¢asové poradi
jevi, tedy to, zda imrti nékoho pro jedince dileZitého pied-
chézelo nebo nasledovalo diagnézu melanomu, nelze presné
urc¢it kauzalitu. Z rozhovor( s pacienty, ktefi s ndmi pokraco-
vali ve spoluprici, je ziejmé, Ze pigmentovy koZni problém
(matef'ské znaménko, pihu apod.) méli dlouhodobég. K 1é¢bé
dochézi, jestliZe nastane u sledovaného problému néhl4 zmé-
na anebo kdyZ si tohoto koZniho problému vSimne néktery
z oSetfujicich Iékaft a rozhodne o operativnim feSeni. Teprve
nasledné je provadén histologicky rozbor a na jeho zdkladé
stanovena diagndza. Pacienti vét§inou slovo melanom v komu-
nikaci nepouZivali, hovofili spiSe o ,,pozitivnim* nebo ,,Spat-
ném* vysledku. Souslednost stanoveni diagn6zy a amrti bliz-
kého clovéka nebylo moZno nasledné ovéfit, protoZe ne
vSichni, kdo tuto Zivotni udélost zminili, uvedli svou zpétnou
adresu. V dalSim z vyzkum je nezbytné sledovat jasné caso-
vé ohranicené tdaje.
S velikosti a sloZenim vzorku pacientl souvisi problém zobec-
nitelnosti. Je otazkou, do jaké miry lze z naSeho vzorku, v némz
prevladali star$i a vzd€lanéjsi pacienti, zobecnit na celou popu-
laci pacientil s melanomy. V tomto smyslu je na§ vyzkum pou-
ze vyzkumnou sondou, kterd naznacuje potencidln€ perspek-
tivni sméry dal$iho badani.
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EPIDEMIOLOGICKA CHARAKTERISTIKA
ZHOUBNEHO NOVOTVARU PRSU ZEN

EPIDEMIOLOGICAL DESCRIPTION OF WOMEN
BREAST CANCER.

GERYK E!, HOLUB J> ZACEK V.
-3 MASARYKUV ONKOLOGICKY USTAV, BRNO )
2USTAV ZDRAVOTNICKYCH INFORMACI A STATISTIKY CR, PRAHA

Historicky dlouhodoby a pochopitelny zajem o Zenska prsa od dob vésto-
nické Venuse byl Hippokratem, Galénem a jejich pokracovateli zaméfen na
proces zhoubného bujeni. K po-stupnému roz§ifeni novodobéjsich poznat-
ki pfispélo zaloZeni ,,Spolku pro zkoumdni a potirdni rakoviny* v roce 1905
pfi Spolku Ceskych lékatti. Dnes vime, Ze o¢ méné je ve srovnéni s fadou
jinych diagnéz tato malignita preventabilni, spojend s vékem a reproduk¢-
nimi faktory, o to vic jsou idaje o jeji incidenci, mortalit€ a prevalenci diivo-
dem k podpofe samovySetfovani, mamérniho skriningu a v€asné navstévy
Iékare. Pocet novych onemocnéni a jejich vyskyt v mlad$im véku ma dopad
na rostouci objem nakladu jejich 1é¢by, dispenzarizaci a kvalitu Zivota.

Evidence nadort v CR b&hem vice neZ 50 let dosdhla zejména u nado-
i prsu velmi dobré Grovné a z 2 milioni nahlaSenych malignit u obou
pohlavi bylo pfes 152 tisic mammarnich karcinomu.. Za obdobi eviden-
ce nddort od roku 1977 (charakterizované klasifikaci malignit podle kri-
terii IARC, trvajicim dohleddvanim dat, verifikaci topografie a morfo-
logie), do roku 1999 (s recentnimi aktualizovanymi piehledy) bylo u Zen
nahld8eno celkem 83.459 nador( prsu, z toho 40 % ptipadti v prvnich 11
letech, 27 % v dalSich 6 letech a 33 % v dalSich 6 letech. Staddia I+II zahr-
novala 54,6 %, stadia III+IV 31,6 % (13,8 % neurcenych stadii). V pra-
béhu uvedenych 20 let se pocet v€asnych stadii zvysil 0 9,4 %, pozdnich
sniZil 0 15,6 % a neurcenych zvysil 0 6,2 % jako dusledek zlepSené edu-
kace Zen s ¢asnéjsi navstévou lékare, ale také jako dusledek zvySeného
dohledavani nekompletnich tdaji prvotniho hlaSeni novotvaru.

IkdyZ lokalizace nddoru nemd pfesvédcivy prognosticky vyznam, upfes-
fiuje pozornost pii samovySetieni prst a zaméfeni skriningu.. Podle topo-
grafie 83.459 karcinomu byl postiZen nejvice horni zevni kvadrant, Z14-
za nespecificky, centrdlni ¢ast prsu, horni vnitini kvadrant, presahujici
1éze prsu, dolni zevni kvadrant, dolni vnitfni kvadrant, bradavka, axi-
larni vybéZzek zZl1azy. Zmény v topografii jsou patrné podle ti'f uvedenych
¢asovych obdobi.

Obdobi 1977-1999 (23 let) 1977-1987 (11 let) 1988-1993 (6 let) 1994-1999 (6 let)
Nové piipady 83.459 -100,0 % 33.375-40,0 % 22.505-27,0 % 27.579-33,0%
Stadium I+11 45.536 — 54,6 % 17.017-51,0 % 11.849 -52,6 % 16.670 — 60,4 %
Stadium ITI+IV 26.405-31,6 % 12.628 -37,8 % 7.664 - 34,1 % 6.113-222 %
Neurcena stadia 11.518-13.8 % 3.730-11,2 % 2.992-133 % 4.796 - 17.4 %
C50.4 HZK 32.407 - 38,8 % 11.948 -35,8 % 9.595-42,6 % 10.864 — 39,4 %
C50.9NS 16.192-19,4 % 6.889 20,6 % 2.368-10,5 % 6.935-252 %
C50.1CC 8.080-9,7 % 3.182-95% 2473 -11,0% 2.425-88 %
C50.2HVK 7.350-8,8 % 3.053-92% 2.241-10,0 % 2.056-7,5%
C50.8 PLP 6.508 -7,8 % 3.123-94 % 1.954-8,7 % 1.431-52 %
C50.5 DZK 5.770-6,9 % 2379-71% 1.696 - 7,5 % 1.695-6,2 %
C50.3DVK 3.942-47% 1.477-44 % 1.131-5,0% 1.334-4.8 %
C50.0BV 2.800-3,4 % 1.182-3,5% 941-4.2 % 677-2,5%
C50.6 AV 410-0,5 % 142 -0,4 % 106 -0,5 % 161-0,6 %

HZK — horni zevni kvadrant, NS — nespecifické postiZeni, CC — centralni ¢ast; HVK — horni vnitfni kvadrant, PLP — presahujici 1éze prsu, DZK — doln{
zevni kvadrant; DVK — dolni vnitfni kvadrant, BV — bradavka, AV — axilarni vybéZek

Zastoupeni nadort prsu ze viech malignit u Zen v 17 % se vyrazn€ nemé-
ni. Ro¢ni incidence v roce 1999 ¢inila 5.013 onemocnéni tj. téméf
95/100000 Zen s meziro¢nim narastem 2,5 %.

Do 39 let se vyskytla 4 % onemocnéni, 17 % mezi 40-49 roky, 21 % mezi
50-59 roky, 25 % mezi 60-69 roky, nad 70 let 33 % pfipadu. Statisticky
vyznamné vyS§i standardizovanou incidenci v letech 1977-1991 vykaza-
ly Zeny ve viech obvodech Prahy, v Plzni, Hradci Kréalové, Pardubicich,
Brné a Ostravé. Vzhledem k tomu, Ze aktudlngjsi statistické zpracovani
geografické distribuce zatim chybi, Ize uvedené oblasti povaZovat za opti-
malni pro efektivni skrining v¢etné eliminace rizikovych faktort Zivotni-
ho stylu.

Ve dvou studiich, srovnavajicich standardizovanou incidenci 30 zemi za
obdobi 1988-1992 dosédhly nadory prsu u Zen v CR pfiznivéjsiho 11.a 13.
poradi. Ve srovndni s jinymi nadory (kone¢niku, ledvin, slinivka, délohy)
neni zfetelny rychlej$i posun do mlad$ich vékovych skupin.

Pocet 1éCenych k 31.12. 2000 doséhl v CR 38.619 pacientek, coZ je nariist
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0 96,6 % proti roku 1989, kdy bylo 1é¢eno 19.745 Zen. V r. 2010 se predpo-
klada prekroceni poctu lécenych 55 tisic. Pfimé naklady na jejich 1é¢bu v roce
2000 byly odhadovany na 1,3 miliardy korun. Studie naznacuji propojeni
rizika karcinomu prsu s dal§imi nddorovymi komorbiditami, zejména rodi-
del, kiiZe a zaZivani. Znamena to potiebu dlouhodobé&jsi zvysené dispenzar-
ni bd€losti u preZivajicich pacientek po chemo a radioterapii s patranim po
mozZné nasledné malignité, indukované pfedchozi razantni 1écbou.
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APOPTOZA ZPROSTREDKOVANA DEATH RECEPTORY:
ULOHA FASL A TRAIL PRI SMRTI MALIGNICH BUNEK

DEATH RECEPTORS-MEDIATED APOPTOSIS:
ROLE OF FASL AND TRAIL IN CANCER CELLS KILLING

DUBSKA L.1>2, SHEARD M.A.1:3

'MASARYKUV ONKOLOGICKY USTAV BRNO
2PRIRODOVEDECKA FAKULTA MU BRNO
3DIVISION OF HEMATOLOGY-ONCOLOGY, CHILDREN’S HOSPITAL LOS ANGELES

Souhrn: Urc¢ité ligand:receptorové interakce na povrchu buriky, véetné FasL:Fas a TRAIL:TRAIL-Rs, vedou k indukci pro-
gramované bunécné smrti. Abnormality na riznych drovnich téchto drah, napf. ztrata receptoru Fas z povrchu bunék, delece
nebo mutace gent kddujicich receptory pro TRAIL, zvySend exprese decoy receptorti ¢i proteinu FLIP, inhibitoru aktivace kas-
paz, byly zaznamendny u riiznych typil nadori u ¢lovéka. Bunééna smrt procesem apoptdzy navozend aktivaci Fas a TRAIL-Rs
je v nékterych ptipadech doprovazena uvolnénim pro-apoptotickych molekul z mitochondrii/ER. ZvySeni ¢i obnoveni citlivos-
ti (pre)neoplastickych bunék k apoptéze indukované ligandy FasL a TRAIL pfispiva k 1écebnému ti¢inku chemo- a radioterapie
a hraje tlohu pii imunoterapeutickych léc¢ebnych postupech. Pokud se navic zabrani toxicité pro nemaligni buiiky, miZe byt
likvidace naddorovych bunék exogennimi ligandy, ptedev§im TRAIL, do budoucna novym piistupem k 1é¢bé rakoviny.

Klic¢ova slova: Fas/CD95, TRAIL, apoptéza, nadorova onemocnéni

Summary: Programmed cell death can be initiated upon ligand:receptor interactions at the cell surface, especially involving
FasL:Fas and TRAIL:TRAIL-receptors. In various human cancers, abnormalities in the levels of these pathways have been
identified in human cancer, including loss of Fas surface expression, deletion or mutation of TRAIL-Rs, and overexpression
of decoy receptors or of the caspase activation inhibitor, FLIP. Apoptotic cell death triggered by ligation of Fas and TRAIL-
Rs can in some cases be connected with release of pro-apoptotic molecules from mitochondria/ER. Enhancement or
reactivation of sensitivity to FasL- and TRAIL-induced apoptosis in neoplastic cells contributes to chemo- and radiotherapy
and play a role in immunotherapeutical strategies. Furthermore, if toxicity in normal cells can be circumavented, exogenous

ligands, in particular TRAIL, promise to offer a new approach in cancer therapy.

Key words: Fas/CD95, TRAIL, apoptosis, cancer

Rovnoviha mezi bunéénym délenim a programovanou bunéc-
nou smrti (PCD) je nezbytnd pro udrZeni tkdfiové homeosta-
zy. Jako PCD je oznacovédna bunécnd smrt z4visld na signi-
lech nebo fizenych aktivitich uvnitf umirajici buiky.
Nejstudovangjsi typem PCD je apoptéza definovana piivodné
morfologickymi kritérii, jako jsou kondenzace chromatinu do
kompaktnich utvart a rozpad buiiky na fragmenty obalené
cytoplazmatickou membranou (1). S pfibyvajicimi informa-
cemi o riznych typech PCD byva za apoptézu povaZzovana
bunécna smrt, pri které dochdzi k aktivaci kaspaz, coZ jsou
enzymy z rodiny cysteinovych protedz schopné po své akti-
vaci z prekurzoril dezintegrovat butiku (2-5).

Kli¢ovou podminkou pro nddorové bujeni je neregulovana
proliferace bez kontroly poctu bunék PCD, nejCastéji praveé
apoptézou (6). Samotny charakter zmén navozujicich rist
nadorové populace - zvySend aktivita onkoproteintl, inakti-
vace nddorovych supresorid - ma obvykle za nisledek aktiva-
ci kaspaz a naslednou apoptézu. Pro kontinualni riist popula-
ce malignich buné€k je tedy nutné spojit signdly stimulujici
rust s redukcei smrtictho potencidlu zpravidla inaktivaci pro-
apoptotickych proteinil (napt. mutace nadorového supresoru
p53, inaktivace proteinu Apaf-1) nebo zvySenou aktivitou
anti-apoptotickych proteini (napft. aktivace Akt kindzové dra-
hy, zvySend hladina heat shock proteini ¢i zvySena exprese
proteinu Bcl-2).

Represe apoptotického programu je také jednim z mecha-
nizm Gniku maligni butiky protinddorové imunitni bariéte
tvofené cytotoxickymi T-lymfocyty (CTLs) a natural killer
(NK) buiikami. CTLs a NK buiiky mohou aktivovat kaspa-

zy a tak indukovat bunécnou smrt exocytézou granzymu
B nebo ligaci death receptorti na povrchu cilovych potenci-
aln€ nebezpecnych bunék. Tyto specializované membrano-
vé receptory s jedine¢nou schopnosti zprostfedkovat likvi-
daci buiiky patfi do rodiny TNFR (tumor necrosis factor
receptor) a jejich solubilni nebo membranové vazané ligan-
dy do rodiny TNF.

Ligandy TNF a receptory TNFR se acastni pfedevsim vyvoje
a funkce imunitniho systému a bunék lymfoidniho ptivodu (7),
napf. TNF hraje zasadni roli pfi zanétlivé reakci, lymphotoxin
jekli¢ovou molekulou pro vyvoj perifernich lymfoidnich orga-
nl. Nékteré receptory TNFR, nazvané death receptory jme-
novit¢ TNF-R1, CD95/Fas, DR3/TRAMP, DR5/TRAIL-R2,
DR4/TRAIL-R1 a DR6, se vyznaluji intracelularni death
doménou (DD), jejiZ prostfednictvim mohou vice ¢i méné efek-
gram (obr.1, 2) V ramci onkologického vyzkumu je pozornost
zaméfena na death receptory CD95/Fas, DR5/TRAIL-R2
a DR4/TRAIL-R1 a to diky jejich tloze pfi imunitni reakci
CTLs a NK-bunék proti potencionilné rakovinnym bufikim
avpiipad€ DRS a DR4 také diky selektivni toxicité jejich ligan-
du TRAIL pro transformované buriky (19).

REGULACE APOPTOZY ZPROSTREDKOVANE
RECEPTORY CD95, DRS A DR4.

Bunécné smrt zprostfedkovana death receptory je regulovana
na nékolika urovnich a inhibice apoptotické signalizace na
nékteré znich je Castym zplsobem obrany (pre)neoplastickych
bunék pted protinddorovou imunitni bariérou.
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Obr. 1. Aktivace death receptoru a inicia¢nich kaspaz. /A/. Trimeric-
ky death ligand indukuje oligomerizaci membranovych molekul piislus-
ného receptoru. Asociace receptorovych molekul vede k homotypické
interakci death domén (DD) receptoru s DD adaptorového proteinu FADD
(8,9). /B/ FADD interaguje prostiednictvim DED (death effector doma-
in, 10) s prokaspdzou-8/-10 /C/ za vzniku komplexu DISC (Death Indu-
ced Signaling Complex,11), v némZ dochézi k autokatalyze kaspazovych
prekurzorti (12). /D/ Aktivni kaspaza-8/-10 se skladd ze dvou malych
a dvou velkych podjednotek.

rokaspraza-3-10

kaspdza-8510

Obr. 2. Model regulace aktivace efektorovych kaspaz po ligaci death
receptoru. Iniciacni kaspdza-8/-10 Stépenim aktivuje efektorové kaspa-
zy a/nebo St€penim proteinu Bid indukuje uvolnéni pro-apoptotickych
molekul z mitochondridlniho mezimembranového prostoru a z endoplaz-
matického retikula (ER) véetné cytochromu ¢ (cyt c), ktery pak v cytozo-
lu umoZziiuje interakci proteinu Apaf-1, ATP, prekurzora kaspéazy-9, akti-
vaci tohoto enzymu (13) a nasledné efektorovych kaspdz. Mechanizmus
jeregulovin na mnoha Grovnich. Interakce prokaspézy-8/-10s death recep-
torem je inhibovéna proteinem FLIP (14). U n€kterych typt bunék je apo-
ptoticky proces vyznamné regulovan mitochonridlnim Bcl-2 homology
(15). Aktivita ¢i aktivace efektorovych kaspaz (-3, -6, -7) je modulovana
negativné inhibitory IAP-1, -2, XIAP (16), Survivin (17); a pozitivn€ mito-
chondridlnimi proteiny Smac/DIABLO (18).
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Funkénost receptori a jejich vyskyt: Piipad mutaci

a nefunkéniho p53

Absence funk¢nich death receptort na povrchu butiky mize
byt jednak disledkem zarode¢nych nebo somatickych mutaci
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v genech kédujicich tyto receptory, pfipadné diky sniZené akti-
vité jejich transkrip¢nich faktord, nebo na posttranslacni tirov-
ni dasledkem ztraty receptort z povrchu buiiky.

335 aminokyselin dlouhy receptor CD95/Fas je exprimovan
mnoha typy bunék, vyskytuje se pfedev$im na povrchu thy-
mocytl a aktivovanych T-lymfocyti a hojné také na membra-
nich bunék jater, srdce a ledvin (20). Fenotypovy projev defi-
cience ¢i mutace genu fas vyplyva pfedevs$im z tlohy tohoto
receptoru pfi formovéani a funkci imunitniho systému, tedy eli-
minaci autoreaktivnich T- a B-lymfocyti béhem klonalni
selekce aktivovanych T-bun€k na konci imunitni reakce (21).
Nicméné kromé lymfoadenopatie, splenomegalie, autoimu-
nitnich onemocnéni (22-25) je zarode¢nd mutace v genu fas
asociovana se zvySenym vyskytem lymfoproliferativnim
malignit (23, 26). Somatické mutace tohoto genu byly poprvé
popsany u lymfoidnich nadort (27-31) a pozdéji také u solid-
nich nddor( napf. karcinomu moc¢ového méchyfte (32), nema-
lobunééného plicniho karcinomu (32, 33), maligniho melano-
mu (34) a testikularnich nadort (35). Jen u 30% néadort s fas
mutaci byla zaznamenéna ztrata heterozygozity (36) a klinic-
ky fenotyp se projevuje jiZ pfi monoalelické mutaci genu fas
(22, 25), coz je dano pravdépodobné tim, Ze je tfeba interakce
tfi wild type molekul k vytvoreni funk¢éniho receptoru.
Apoptotické receptory ligandu TRAIL, tedy DR4 a DRS, maji
vyrazné podobnou sekvencni strukturu i lokalizaci exprese.
Transkripty pro 445 aminokyselin dlouhy DR4 se nachézeji
v mnoha tkdnich pfedevsim v srdci, ve slezing, v periferni krvi,
v tenkém stfev€ a v brzliku (37). Transkript pro 411 amino-
kyselin dlouhy receptor DRS byl detekovan v nejvysSich hla-
dinédch v srdci, jatrech, plicich, ledvinach, periferni krvi, vajec-
nicich, tenkém stfevé a periferni krvi (38-40). Geny kodujici
receptory pro TRAIL se v lidském genomu nachézeji v oblas-
ti 8p21-2 (38, 41, 42), jejiz delece je asociovana s patogenezi
nékterych nddort (43-46) ajejich vyssiinvazivitou (47). Trans-
lokace vedouci k deleci ¢4sti genu pro DR4 byla detekovana
unazofaryngealni nadorové buné¢né linie (48), vyssi frekvence
ur¢itého polymorfizmu genu pro DR4 je asociovana s vyvo-
jemriznych malignit (49, 50) anékteré nadorové bunécné linie

Obr. 3. Uloha nadorového supresoru p53 pri regulaci apoptézy pro-
stfednictvim death receptroru. Protein p53 je vyznamnym transaktiva-
torem receptortt CD95/Fas a DR5 (60, 61). Také pfimo kontroluje expre-
si pro-apoptotickych Bcl-2 homologii, Bax, Bak (62, 63), Noxa (64), Puma
(65); a expresi proteinu Apaf-1 (66) klicového pro aktivaci prokaspazy-
9. Byla také popsdna pro-apoptotickd role p53 nezavisla na jeho tran-
skrip¢ni aktivit€ (zobrazeno cdrkované) spocivajici v indukci transloka-
ce death receptorii na bunéénou membranu (67) nebo degradace inhibitoru
FLIP prostiednictvim ubiquitin-proteazomové drihy (68).
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neexprimuji DR4 viibec (51-53). Somatické mutace obou apo-
ptotickych receptorti ligandu TRAIL hraji roli v patogenezi
ne-Hodgkinskych lymfomu (54) a metastazujicich prsnich
nadord (55). Inaktivujici mutace DRS byla nalezena u nema-
lobuné&énych plicnich karcinomil (32, 56), nadort travici sou-
stavy (57) a nadorti hlavy a krku (58).

Na drovni exprese miZe byt pri¢inou redukce death recepto-
ri maligni charakter buiiky, napf. hypermetylace v promoto-
rové oblast genu fas onkoproteinem H-Ras vede k inhibici
exprese receptoru (59). Z hlediska neoplastické transformace
je vyznamnym reguldtorem exprese death receptorti nadoro-
vy supresor p53 (obr. 3), jehoZ konsenzus sekvence se nacha-
zijak v genu kédujicim CD95/Fas tak DR5 (60, 61). V dusled-
ku toho je ztrta transaktiva¢ni funkce proteinu p53 u vétSiny
nadort pri¢inou redukce CD95/Fas na povrchu transformova-
nych bunék (69), coZ bylo potvrzeno pomoci genetického
modelu inaktivace p53 (213) spolu ze zasadni roli funkce toho-
to proteinu pii up-regulaci povrchovych receptort po piisobe-
ni agens poSkozujici DNA (70-72). Uloha p53 pfi kontrole
exprese receptoru DR4 ziistava zatim nejasnd. Promotorové
a transkripéné regulacni oblasti nebyly zatim charakterizové-
ny, pfi¢emz vétSina studii prezentuje up-regulaci DR4 nasled-
kem genotoxického stresu bez ohledu na funkéni status p53
(73-75). Nicméné price s jinymi modelovymi systémy demon-
struji expresi DR4 v z4vislosti na aktivité p53 (76, vlastni pozo-
rovéani). Dale jsou death receptory transkripné regulovany
paradoxné prevazné anti-apoptotickym NFxB (obr. 4). Podle
nékterych studii je NFkB zdsadnim mediitorem genotoxiny-
indukované up-regulace DR4 a DRS5 (73,77, 78) a v nékterych
pfipadech i CD95/Fas (79, 80).

Obr.4. Mechanizmus protichidné tlohy transkripéniho faktoru
NF«B pri apoptéze zprostiedkované death receptory. Anti-apoptotic-
k4 aktivita NFxB je spojena s transaktivaci genti zodpovédnych za pfezi-
ti buriky jako jsou Bcl-2 homology Bcl-x; a Bfl-1/A-1 (150, 152, 153);
inhibitory apoptézy IAP-1,1AP-2, (154, 1513); nebo inhibitor aktivace kas-
péazy-8/-10, FLIP (156, 157). Na druhé strané je NFxB transkripénim fak-
torem DR4, DRS (73, 77, 78), CD95/Fas (79); a FasL (158).
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Pritomnost liganda a jejich aktivita: Pfipad protiutoku
nddorii

Ke spusténi death receptorové signalizace je nutnd interakce
receptoru s aktivujicim cytokinem zvanym death ligand (obr.
1). Death ligandy se primdrn€ vyskytuji jako membranové
vézané proteiny, ale jsou ve vétsi ¢i mensi mife detekovany
také jako solubilni proteiny v séru (81, 82). FasL je transkrip&né
regulovén faktory NFxB, AP-1 a c-JUN (83) a je exprimovan

velmi specificky pouze CTLs a NK-buiikami, a buiikami tka-
ni chranénych ptfed imunitni reakci (immune privileged sites,
84-87). Exprese FasL neoplastickymi butikami (88-91) je
povazovana za jednu z forem tniku téchto bunék imunitnimu
systému organizmu - za tzv. protidtok nadora (tumor counte-
rattack), pti némz maligni butiky aktivné likviduji CD95/Fas*
imunitni buiky infiltrujici nador (92-96) a tim pfispivaji
k poSkozeni tkdné€ a Sifeni naddoru (97, 98). Solubilni forma
ligandu, sFasL, vznika od$§tépovanim molekuly z povrchu
bunék jednim z enzym asociovanych s nddory, metaloprote-
inazou-7 (99, 100), a funkéné se pravdépodobné 1isi od mem-
branové vazaného ligandu (101). sFasL spiSe pfispiva k naru-
Seni cytotoxického efektu FasL vdzaného na membrany bunék
imunitniho systému tim, Ze se vaZe na receptor CD95/Fas na
povrchu neoplastickych bunék, aniZ by byl schopen spustit
apoptoticky program (102, 103, 193). Jiné studie poukazuji na
toxicitu sFasL pro T-lymfocyty vedouci k oslabeni protinddo-
rové imunitni bariéry (104-106) a jeho zvySend hladina v séru
byla detekovana u lymfocytarni leukemie a urcitého typu lym-
fomu (82).

Relativné mélo je zndmo o transkripcni regulaci ligandu
TRAIL, nicméné pfibyvajici data ukazujici na zvySenou
expresi tohoto ligandu po vystaveni bun€k riiznym cytoki-
nim. U rznych buné¢nych typl jsou oba typy interferont,
tedy INF-o/-p a IFN-y, schopny up-regulovat hladinu povr-
chového ligandu TRAIL u perifernich T-bunék (107), mono-
cytl a dendritickych bunék (108, 109) a stejny vysledek byl
pozorovan po vystaveni urcitého subsetu NK-bunék IL-2,
interferontim a IL-15 (107). Data vychdzejici z mysiho in vivo
modelu naznacuji fyziologickou tlohu ligandu TRAIL pfi
vrozené imunitni reakci spojené s interferony a NK-butika-
mi (110), v€etné suprese nadorového bujeni (111, 112).

Decoy receptory: Pripad odldkdni pozornosti

Buiiky mohou na extraceluldrni drovni redukovat buné¢nou
smrt odldkanim pozornosti (angl. decoy) od death receptort
expresi tzv. decoy receptortl interagujicich s pfislu§nymi ligan-
dy, avSak bez schopnosti spustit apoptotickou drdhu (113).
Je znam jeden decoy receptor pro FasL, DcR3, jehoZ gen je
amplifikovidn u mnoha karcinomi stfeva a plic (114-115).
TRAIL se vaZe se dvéma membrinove vizanymi decoy recep-
tory, DcR1 (TRAIL-R3/TRID) (39, 42, 116) a DcR2 (TRA-
IL-R4/TRUNDD) (41, 117, 118), a jednim solubilnim, osteo-
protegrinem (OPG; 119, 120). ZvySend exprese DcR1 byla
detekovéana u nékterych nadort travici soustavy (121) a OPG
unékolika nddorovych buné¢nych linif (122). Oproti tomu byla
hypermetylaci promotorovych oblasti sniZena exprese DcR1
a DcR2 popsdna u neuroblastomu (123). Vyskytem decoy
receptorll na povrchu netransformovanych bunék byva také
vysvétlovédna jejich relativni rezistence k TRAIL-indukované
apoptoze (36, 117, 124). Nicméné nasledné studie neprokaza-
ly vyznamnou korelaci mezi expresi decoy receptorti a senzi-
tivit€ k plisobeni ligandu TRAIL (52, 125-127).

Aktivace inicia¢nich kaspaz: Pripad kaspdza-8/-10vs. FLIP
Kli¢ovym enzymem zahajujicim kaspazovou kaskadu po liga-
ci death receptoru je kaspaza-8 (obr.2). Byla detekovana dele-
ce v useku kodujicim DED kaspézy-8 u bunék karcinomu (128)
apatogeneze nékterych typii nadort je patrné spojena s hyper-
metylaci regulacnich sekvenci a tim redukovanou transkripci
genu kédujiciho prokaspéazu-8 (129). K aktivaci iniciacni kas-
pazy-10 po ligaci death receptorti patrné nedochazi u vSech
typt bunék. U nékterych modelovych systémt nedochdzelo
k interakci prokaspdzy-10 s aktivovanymi receptory (130)
a apoptdza probihala bez ohledu na aktivitu kaspazy-10 (131).
V jinych pfipadech byla kaspazy-10 schopna funk¢né nahra-
dit kaspazu-8 (132, 133) a sniZeni jeji aktivity u neoplastic-
kych bunék je ¢astéjsi neZ v ptipadé kaspazy-8 (134, 135).

protein FLIP. Anti-apoptoticky v-FLIP se nachazi u nékterych
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virt, véetné HHV-8 (136). Savci c-FLIP je exprimovén v néko-
lika sesttihovych variantach (137) homolognich s kaspizou-
8/-10, nicméné bez katalytického potencidlu (14). ZvySena hla-
dina proteinu c-FLIP spojend s rezistenci k death receptory
zprostfedkované bunécné smrti byla detekovdna u melanoma
a dal$ich typt nddort (125, 138, 139). Neddvné studie pouka-
zuji na sniZeni hladiny c-FLIP v dasledku genotoxické tera-
pie, coZ miiZe byt jeden z mechanizmi, jak tyto latky pfispi-
vaji u nddorovych bunék k aktivaci apoptotického programu
(140-142).

Posileni apoptotického signalu: Pfipad zapojeni mito-
chondrit

Dva zédkladni zplsoby indukce apoptdzy, prostfednictvim
death receptort a stresem indukované uvolnéni pro apopto-
tickych proteind z mitochondrii a endoplazmatického retiku-
la (ER) se prolinaji pii aktivaci proteinu Bid kaspazou-8/-10
(143-145) (obr. 2). Aktivni fragment tBid translokuje do mem-
brany mitochondrii/ER a pfispiva tak k uvolnéni cytochromu
c a dalsi pro-apoptotickych molekul (146). Zapojeni mito-
chondrii/ER po ligaci death receptoril slouzi pravdépodobné
k amplifikaci apoptotického signdlu a je vice (napf. neuronal-
ni prekurzory) ¢i méné (napf. lymfocyty) vyZadovano pro
dokonceni apoptotického programu uriiznych typti bunék (15).
Interakce nebo obecné pomér pro- a anti-apoptotickych pro-
teini Bcl-2 (147) tak mohou vyznamné ovlivnit osud buiiky
po ligaci death receptorii (77, 130, 148-151). Mitochondrial-
ni apoptotické rameno je vyznamné regulovdno pro-apopto-
tickou aktivitou proteinu p53 (obr. 3), transkripCni aktivitou
NF«B (obr. 4) a kindzovou aktivitou Akt (obr. 5). Inaktivace
p53 (163, 164) nebo naopak zvysend aktivita NFxB (165, 166)
a kindzy Akt (167-169) u nadorovych bunék jsou tak Castou
pricinou rezistence nebo redukované citlivosti bunék k death
receptory zprostfedkované apoptoze.

Obr. 5. Mechanizmus regulace death receptorové bunééné smrti pro-
stirednictvi aktivity Akt kinazy. Extracelularni stimulace receptorii pro
ristové faktory, cytokiny a integriny indukuje aktivitu fosfatidyl inozitol
3 kindzy (PI3K), coZ vede k vytvoreni fosforylovanych fosfoinozitida
negativné regulovanych proteinem PTEN a nésledné aktivaci kindzy Akt.
Fosforylacni aktivita Akt vede inhibici funkce pro-apoptotického Bcl-2
homologu Bad (159), fosforylovany prekurzor prokaspazy-9 neni $tépen
naaktivni enzym (160), fosforylace FKHRL1 transaktivujiciho FasL vede
k exkluzi tohoto transkripéniho faktoru z jadra (161), inaktivujici fosfo-
rylace inhibitoru kB prostfednictvim IKK-o a IKK- mé za nasledek akti-
vaci NFxB (162) a jeho pfevaZné anti-apoptotické funkce (obr. 4).
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ALTERNATIVNI DEATH RECEPTOROVA
SIGNALIZACE

Ligace death receptort nevede vyhradné k aktivaci kaspaz
aapoptotické smrti buiiky. Alternativni drdhy mohou vést s riiz-
nou vyznamnosti podle typu receptoru k aktivaci NFxB (170)
a JNK/AP-1 (171, 172), coZ ma roli predevsim pfi diferen-
ciaci (40, 173). V nékterych ptipadech, v zavislosti na typu
buiiky a celkovém kontextu, indukuje FasL a TRAIL alterna-
tivni signdlni drdhy vedouci k buné¢né smrti nezédvislé na
kaspazich, kterd byva oznacovana jako nekréza (174-177)
(obr. 6).

DEATH RECEPTORY V TERAPII NADOROVYCH
ONEMOCNENI:

Jednou ze strategii protinddorové terapie je obnoveni schop-
nosti nddorovych bunék spustit apoptoticky program a akti-
vace death receptorii miZe byt alternativou, jak obejit kon-
vencni zplsob aktivace apoptotického programu pasobenim
stresovych podminek (zafeni, chemoterapie). Pro klinickou
praxi mé z tohoto hlediska vyznam ptfedevsim zvySeni/obno-
veni citlivosti malignich bunék ke spusténi apoptotického pro-
gramu aktivaci death receptort buitkami imunitniho systému
popf. z okoli nddoru a/nebo zvySeni cytotoxického ucinku
death ligandll v ramci imunoterapeutickych postupii ¢i zvaZo-
vané pfimé administrace exogennich death ligandli nebo ago-
nistickych protilatek.

Odstranéni maligniho charakteru buiiky ma ¢asto za nasledek
obecné pro-apoptoticky efekt a ve vétsin€ pripadil i vzhledem
k deathreceptorové signalizaci. Pfikladem je stabilizace a akti-
vace p53 piisobenim genotoxickych ldtek (71, 182-184) a zéte-
ni (72, 185), pfispivajici k obnoveni/zvySeni citlivosti bunék
k apoptdze indukované ligandy FasL a TRAIL na nékolika
urovnich (obr. 3) predevsim diky pozitivni regulaci exprese
receptord.

Maligni charakter mnoha nadort je spojen s nekontrolovanou
aktivitou PI3K/Akt kindzové drahy zpiisobenou, napf. muta-
ci genu kédujiciho fosfatdzu PTEN u nékterych typt nadori

Obr. 6. Bunééna smrt po ligaci death receptorii. U nékterych typt bunék
indukuje FasL a TRAIL bunécnou smrt nezavislou na kaspazové aktivité
oznacovanou jako nekréza (178), popséna byla nekrotickd smrti prostied-
nictvim kinazy RIP (177) interagujici s death receptory. Aktivace CD95/Fas
muiZe vést prostfednictvim adaptoru Daxx k buné¢né smrti spusténé Ask1
kindzou (179, 180). N&které studie naznacuji bezprostfedni roli death recep-
torl pfi produkci volnych kyslikovych radikéla (181) vedouci k depolari-
zaci vné€jsi mitochondridlni membrany a nasledné smrti buiiky.
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(186), zvysenou koncentraci IGF-1 a neurotrofini v mikro-
prostiedi nadoru (187, 188) ¢i zvySenou expresi receptoru
Her2 na povrchu bunék karcinoma prsu (189). Reverze
PI3K/Akt signalizace odstranénim riistovych faktora (190) i
inhibici Her2 drahy (191) je jednim ze zpGsobi odstranéni
rezistence buné€k k death receptory zprostfedkované apopto-
ze (obr. 5).

Po objeveni jedinecné schopnosti indukovat apoptézu se
zacalo uvaZovat o protinddorovém terapeutickém potencia-
lu jak death ligandd, tak konstruktii agonistickych protilatek
proti death receptorim. Nicméné pfimé administrace FasL
nebo protilatky aktivujici Fas/CD95 ma za nésledek zavaz-
nou toxicitu pfedev§im diky masivni apoptdze hepatocytil
(192, 193). Velmi slibnd byla in vitro data stejné jako vysled-
ky preklinickych studii (194-196) demonstrujici tumoricid-
ni u¢inek exogenniho rekombinantniho ligandu TRAIL bez
zavazné toxicity pro normdlni tkdn€. Nicméné po zjisténi, Ze
buitiky ziskané z lidskych jater (197) a mozku (198) jsou znac-
né senzitivni k apoptéze po ligaci receptort pro TRAIL, byly
prvni klinické pokusy o terapii rekombinantnim konstruktem
ligandu TRAIL plédnované nar. 2000 odloZeny a dal$i vyzkum
se v tomto sméru zabyva specifitou toxicity jednotlivych
rekombinantnich ligandt (199-202) a zaroveii zplisoby pro-
tekce normdlnich bunék pied cytotoxickym tc¢inkem exo-
gennich ligandi, napf. inhibici kaspazy-9 u zdravych hepa-
tocyth (203).

Biologicka tloha death ligandii v rdmci imunitniho systému
implikuje podil receptorové bunécné smrti na lécebném tGcin-
ku protinddorovych imunoterapeutickych postupt. Cytoki-
ny podavané v rdmci nespecifickych imunoterapeutickych
postupil zvysuji expresi a funkci sloZek death receptorovych
drah, coZz pfispivé k eliminaci nddorovych bunék buiikami
imunitniho systému, napf. IL-2 pozitivné reguluje expresi
FasL a TRAIL T-lymfocyty (204); interferony jsou vyraz-

nym stimuldtorem exprese ligandu TRAIL na povrchu CTLs
a NK bunék a tim ptispivaji k jejich tumoricidnimu potenci-
alu (108, 110, 195, 205, 206) a zaroven zvysuji senzitivitu
nékterych typtt malignich bun€k k death receptory zpro-
sttedkované apoptoze (207-209). Nékteré zplisoby stdvajici
a vyhledové imunoterapie kombinuji cileni imunitni reakce
proti nddorovym builkdm s inhibici jejich ristového poten-
cidlu. Lécebny efekt v klinické praxi pouZivanych protildtek
jakymi jsou Rituxan (210) specificky pro CD20 a Herceptin
(211) cileny na Her-2/neu exprimujici nadory je zaloZen na
likvidaci cilovych bunék jednak aktivaci mechanizmtt ADCC
(antibody-dependent cell-mediated cytotoxicity) a CDC
(complement-dependent cell lysis), ale také ovlivnénim
bunécné signalizace smérem ke zvySeni citlivosti bunék
k apoptéze (212). Diky tomuto mechanizmu mohou zminé-
né protilatky stejné jako zvaZované konstrukty protilatek kon-
jugované s cytostatikem, jeho prekurzorem, enzymem, popr-.
radionuklidem uc¢inné€ specificky eliminovat (pre)neoplas-
tické buiiky burikami aktivovaného imunitniho systému pro-
stfednictvim bunécné smrti zprosttedkované jak granzymy,
tak death receptory.

Apoptdza zprostfedkovand death receptory nejen prispiva
k 1é¢ebnému ucinku klinicky pouZivané chemo- a radiotera-
pie, ale predstavuje také potencidl pro likvidaci malignich
bunék rezistentnich ke stresem indukované apoptéze jako
zadsadniho néstroje konvencni protinddorové terapie. Vzhle-
dem k minimalizaci toxicity terapie pro zdravé buiiky je z4sad-
ni podminkou zvazovanych lécebnych postupt vyuZivajicich
death ligandy obnoveni apoptotického potencidlu malignich
bunék a soucasné protekce zdravych bunék pied bunécnou
smrti.

Price byla podpoiena grantovymi projekty IGA MZ CR
€. NC7133-2/2002 a GA CR ¢. 301/03/0545.
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CHEMOTERAPIE RALTITREXED A OXALIPLATINA VE DRUHE LINII
LECBY METASTATICKEHO KOLOREKTALNIHO KARCINOMU PRED-
LECENEHO KOMBINACI FLUOROURACIL/LEUKOVORIN + IRINOTEKAN

RALTITREXED AND OXALIPLATIN AS SECOND LINE TREATMENT OF
METASTATIC COLORECTAL CANCER PRETREATED WITH COMBINED
REGIMEN FLUOROURACIL/LEUCOVORIN * IRINOTECAN

KOCAKOVA I, VYZULA R., SPELDA S., DEMLOVA R., KOCAK 1., KARASEK P., VETCHA H., KISS L."

KLINIKA KO‘MPLEXNT‘ONKOLOGICKE PECE, MOU, BRNO
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Souhrn: Primérnim cilem studie bylo vyhodnoceni i¢innosti kombinace raltitrexed + oxaliplatina jako chemoterapie druhé
linie u pacienttl s metastatickym kolorektidlnim karcinomem, sekundarnim cilem pak vyhodnoceni celkového preziti, Casu do
progrese a toxicity rezimu. Indikaci pro 1é¢bu byli pacienti s progredujicim metastatickym kolorektdlnim karcinomem predIé-
¢eni v prvni linii chemoterapii 5-fluorouracil/leukovorin * irinotekan. Zatrazeno bylo 58 pacientii, WHO PS 0 — 2. Terapeutic-
ké schéma se sklddalo z raltitrexedu 3mg/m? v 15 min. infuzi a oxaliplatiny 130 mg/m? v 2 hod. infuzi v intervalu tif tydni.
Lécba byla ukoncena pfi progresi onemocnéni, zdvazné toxicité nebo odmitnuti pacientem. Z 54 vyhodnotitelnych pacientt
byla zaznamenéna objektivni odpovéd ve 26%, stabilizace onemocnéni bylo dosaZeno u 65% lécenych pacientd. Medidn ¢asu
do progrese onemocnéni byl 5,9 mésicii, 32 pacientil pfi medidnu sledovani 8 mésicti Zije. Lécba byla dobfe tolerovana, toxi-
cita 3. nebo 4. stupné (NCI-CTC kriteria) se vyskytla u 8 pacientid. Z nejcastéjSich nezadoucich ucinki se vyskytovala peri-
ferni neuropatie, nauzea, zvraceni a hematologicka toxicita stupné 1, 2. Tento reZim se jevi efektivnim a dobfe tolerovanym
rezimem v druhé linii 1é¢by diseminovaného kolorektalniho karcinomu.

Klicova slova: kolorektdlni karcinom, metastatické onemocnéni, paliativni chemoterapie, raltitrexed, oxaliplatina

Summary: The primary endpoint of the study was to evaluate the efficacy of the combined chemotherapy raltitrexed
+ oxaliplatin as second-line treatment in patient with metastatic colorectal cancer. The secondary end points were overall
survival, time to progression and evaluation of the toxicity. The target population included patients with metastatic colorectal
adenocarcinoma, who progressed after first line chemotherapy regimen with 5-fluorouracil/leucovorin = irinotecan. Totaly
58 patients were included, WHO PS 0 — 2. Treatment consisted of raltitrexed 3mg/m?2 i.v. infusion 15 min. and oxaliplatin
130 mg/m? i.v. infusion 2 hours, both given on day 1 every three weeks until progression of disease, unacceptable toxicities
or decision of the patient. The overall objective response rate was 26 % for 54 evaluable patients, stable disease occured in
65 % of the treated patients. The median time to progression was 5,9 months, after median follow-up 8 months 32 patients
are still alive. The treatment was well-tolerated, grade 3 or 4 toxicity (NCI-CTC criteria ) appeared in 8 patient only. The most
common toxicity recorded were sensory neuropathy, nausea, vomiting and hematological toxicity grade 1, 2. The combination
of oxaliplatin and raltitrexed appears to be effective and well tolerated as second line therapy in patients with disseminated
colorectal cancer.
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UvoD

Kolorektalni karcinom (KRK) pfedstavuje jednu z nejcastéj-
Sich pficin imrti na nddorova onemocnéni na celém svete. I pies
Siroké spektrum zavadénych preventivnich opatfeni jde v Ces-
ké republice o malignitu se vzriastajici incidenci, kterd nam
podle celosvétovych statistik zajistila prvenstvi v poctu i mor-
talit€ na 100 000 obyvatel, graf ¢.1(1). Z 5 600 ro¢né€ nové dia-
gnostikovanych pripadii dojde pfiblizné u4 000 pacientd k imr-
ti, v drtivé vétsSin€ na metastatické postiZzeni jater. U pacientl
s prikazem solitdrni metastidzy nebo v pifipad€ lokalni recidi-
vy nadoru m4 radikalni resekce prokazatelny vliv na prodlou-
Zeni preZiti, ve vice jak 80% pripadl se vSak jedna o inopera-
bilni klinické stadium IV. Cilem paliativni chemoterapie
udiseminovaného onemocnéni, ptipadné inoperabilniho nado-
ru, je ovlivnit antiproliferatnim tcinkem cytostatické 1é¢by
nekontrolovatelny niddorovy rist. Randomizované studie III.
faze ptinaSinezpochybnitelné doklady o tom, Ze paliativni che-
moterapie prodluzuje medidn pfeZiti nemocnych s lokalné
pokrocilym nebo metastatickym karcinomem kolorekta na
dvojnédsobek a dokonce pres nezadouci vedlejsi u€inky zlep-

Suje kvalitu Zivota (prodlouZeni bezptiznakového obdobi, zpo-
maleni vahového ubytku, redukce bolesti) ve srovnéni s nemoc-
nymi, kterym byla poskytnuta pouze podpiirna péce. Median
preziti u pacienti 1é¢enych chemoterapii se pohybuje kolem 11
mésicl, v ptipadé€ jen podpiirné 1écby je 5 mésica.

Témét pét desetileti se v 16Cbeé kolorektilniho karcinomu v indi-
kaci paliativni chemoterapie pouZivd antimetabolit
S-fluorouracil (5-FU) zavedeny do klinické praxe v r. 1958.
Procento 1é¢ebnych odpovédi (RR) samotnym 5-FU se pohy-
buje kolem 7-18%. Metaanalyza 9 randomizovanych studii pro-
kéazala, Ze modulace metabolismu fluorouracilu pomoci leuko-
vorinu (FA) zvysila efektivitu 5-FU téméf o 100% (2-6).
V soucasnosti jsou nejcastéji jako chemoterapie 1. linie podé-
vény tii bolusové reZimy S-fluorouracil/leukovorin: FU/FA
Mayo, Machover a Roswell Park, RR je 20-30%. Signifikantné
vy$§i procento lécebnych odpovédi je pozorovéano pfi kontinu-
alni infuzi 5-fluorouracilu. Z nejcastéji pouzivanych rezimi je
to kombinace: AIO, De Gramont (7,8). Nova cytostatika — ral-
titrexed, specificky inhibitor thymidildt syntdzy a kapecitabin
se odliSuji mechanismem protinddorového tcinku, ale i spekt-
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Graf. ¢. 1: Nejvyssi mortalita kolorektalniho karcinomu v deseti
zemich v letech 1994-1997 (2)

Mortalita / 100 000

Graf ¢. 2: Odpovéd na lécbu.
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rem neZadoucich a¢ink?. Lze je s vyhodou pouzit k ambulant-
ni 16¢be pacientl s metastatickym KRK. V monoterapii v 1. linii
1é¢by maji srovnatelnou u¢innost, ¢as do progrese (TTP) a medi-
an preziti (OS) jako standardni FU/FA reZimy (9-13).

Z dal§ich cytostatik s podobnym, ale ne zcela identickym
mechanismem tucinku jako cisplatina prokdzala efektivitu
v 1é¢b€ metastatického KRK oxaliplatina. V monoterapii
u nepfedléCenych pacientl dosahuje 18% lécebnych odpoveé-
di, v 2.linii u pacientt rezistentnich na podani 5-FU byl zazna-
mendn RR 10% (14-16). Na zadkladé prokazatelného syner-
gismu s 5-FU se v soucasnosti pouZiva nejCastéji v kombinaci
s kontinuélni infuzi 5-FU/FA-reZim FOLFOX, procento 1é¢eb-
nych odpovédi v 1. linii pfesahuje 50%, tato kombinace
v porovnéni s FU/FA reZimem siginifikantn€ prodluZuje ¢as
do progrese onemocnéni (TTP: 8,7 mésict vs 6,1 mésict, P <
0,001) s medidnem pieziti: 19,9 vs 19,4 mésicli. Nezazname-
nany rozdil v pieZiti 1ze pravdépodobné vysvétlit tim, Ze 57%
pacientl v kontrolnim ramenu bylo 1é¢eno v 2. linii oxalipla-
tinou (17-21). Tato kombinace se na zdklad€ studii jevi efek-
tivniiu pacientt s inicidln€ neresekabilnimi jaternimi metasta-
zami v neoadjuvantnim podani. Giacchetti analyzoval soubor
151 pacientl s metastatickym postiZenim jater, kdy po neoad-
juvantni 16¢bé reZimem FU/FA/oxaliplatina 77 pacientl (50%)
bylo indikovéno k resekci, u 58 pacienti byla provedena mak-
roskopicky kompletni resekce metastdzy, pii medidnu sledo-
véani 7 let 50% pacientt Zije (22,23).
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Irinotekan, inhibitor topoizomerazy I, prokazal protinddo-
rovou uéinnost v 1. i 2. linii 1é¢by metastatického onemoc-
néni. V monoterapii jako chemoterapie 2. fady u pacientil
rezistentnich na 5-FU prokdzal v ddvkovani 125mg/m?
v tydennim podini RR:14,1%, s medidnem pieZiti 9,9 mési-
ct. Cunningham u pacientl refrakternich na podéani 5-FU
srovnéval irinotekan jako salvage reZim v davce 300 az 350
mg/m? kazdé 3 tydny se skupinou pouze s podptirnou 1é&-
bou (BSC). Pfi medidnu sledovani 13 mésict bylo zazna-
menéno jednoleté preZiti pro léCenou skupinu 36,2% vs
13,8%. Paliativni chemoterapie zlepSovala lokalni kontrolu
symptomu zptsobenych nddorovym onemocnénim a vedla
ke zlepSeni kvality Zivota ve srovnani s BSC. Dvé multi-
centrické studie faze II (Rougier et al, Cunningham et al.)
srovnavaly G¢innost irinotekanu v ddvce 300-350 mg/m?
s kontinudlnim podanim 5-FU jako chemoterapie 2. linie.
Ve skupiné pacientll 1é¢enych irinotekanem byl prokdzan
statisticky signifikantn€ del$i medidn preZiti (OS): 10,8 vs
8,5 mésich, P =0,035a TTP: 4,2 vs 2,9 mésica , P = 0,035
(24-28). Analyzy dvou randomizovanych klinickych studii
faze III srovndvajici chemoterapii FU/FA s kombinaci
FU/FA/IRI v 1. linii 1é¢by pokroc¢ilého onemocnéni (Saltz
etal, Douillard et al.) dokumentovaly vyS$§iRR, signifikantné
zlepSenou kontrolu symptomd, signifikantné lep$i TTP
a OS pro kombinaci s irinotekanem. (TTP: P < 0,001; OS:
P <0,009). Na zdkladé téchto vysledkl by méla byt tato kom-
binace zvaZovana jako novy standard pro 1. linii 1é¢by metas-
tatického onemocnéni (29-30).

Posledni desetileti tak zaznamenalo vyrazny pokrok v 1écbé
kolorektdlni karcinomu zavedenim novych cytostatik a kom-
v 1. linii lé¢by metastatického onemocnéni monoterapii a komu
,.efektivnéjsi“ kombinovanou terapii, se snaZila najit odpovéd
retrospektivni analyza studii faze III. Ta definovala podsku-
pinu pacientd, ktefi by mohli profitovat z kombinované 1écby
bez rizika zdvazné toxicity. Mezi tyto prediktivni faktory pro
TTP a OS patfi: vék < 65 let, performance status 0, normalni
hladina LDH a bilirubinu, normélni pocet leukocytd, hemog-
lobin > 11 g/dl, pacienti bez predchozi adjuvantni 1éCby a paci-
enti pouze s jednim metastatickym orgdnovym postiZenim.
U zbylé skupiny pacientl se jevi sekvenc¢ni monoterapie stej-
né efektivni a 1épe tolerovand neZ kombinovana l1écba.

CIL PRACE A METODIKA

Primarnim cilem nasi prace je vyhodnoceni efektivity reZi-
mu (RR) raltitrexed (Tomudex) a oxaliplatina (Eloxatin)
u pacientl s metastatickym kolorektalnim karcinomem s pro-
gresi onemocnéni po paliativni chemoterapii 1. fady 5-FU/FA
+ irinotekan. Sekunddrnim cilem je zhodnoceni celkového
preziti, doby do progrese onemocnéni a vyhodnoceni toxici-
ty reZimu.

Z moZnych chemoterapeutickych rezimt pouZivanych v 1.
linii 1é¢by metastatického kolorektalniho karcinomu pouZi-
vame na naSem pracoviSti u pacientl v dobré kondici bez
kontraindikaci k podéni irinotekanu reZim FU/FA/irinote-
kan (FOLFIRI) aplikovany v dvoutydennich intervalech
nebo jeho modifikaci v tydenni aplikaci-Saltzv reZzim. Pri
riziku obstruk¢niho ileu nebo prechodné hor§im performance
status v poopera¢nim obdobi zahajujeme 1é¢bu reZimem
FU/FA Mayo nebo de Gramont. Irinotekan v monoterapii
zvaZzujeme u diseminovaného onemocnéni pii predpokladu
rezistence na 5-FU (zvySend exprese thymidylat syntizy,
relaps onemocnéni do Sesti mésicti od skoncené adjuvantni
chemoterapie), déle v pfipadech intolerance 5-FU v adju-
vantnim podani (zdvaZna toxicita pfi deficitu dihydropyri-
midin dehydrogendzy, toxoalergicka reakce, kardiotoxici-
ta) a u pacientd s anamnézou zavazného onemocnéni srdce,
arytmiemi nebo nestabilni anginou pectoris (31-34). Pfehled
rezimi a ddvkovaci schémata jsou podrobné uvedena v tabul-
ceC.1.



Tab. ¢. 1: Cytostatické rezimy pouZité v 1é¢bé kolorektalniho karcinomu jako chemoterapie 1. linie pied zafazenim do protokolu TOMOX.

Cytostatikum Ddvka(mg/m?2) Aplikacni cesta Dny poddni Opakovdni cyklu
FU/FA (Mayo)

5-fluorouracil (5-FU) 425 i.v. bolus 1.-5. interval 4 tydny
leukovorin (FA) 20 i.v. bolus 1.-5.

FU/FA (de Gramont)

5-fluorouracil (5-FU) leukovorin 200mg/m? v 2 hodinové infuzi , nasledng bolus 5-FU 400mg/m? interval 2 tydny
leukovorin (FA) a 22 hodinovi infuze 5-FU 600mg/m2, denl.,2.

FU/FA/IRI-Saltz
5-fluorouracil (5-FU)

irinotekan 125mg/m2 v inf. na 60.min/den 1.,8.,15.,22

interval 6 tydnt

leukovorin (FA) leukovorin 2Omg/m2 i.v. bolus, nasledné bolus 5-FU 500mg/m2, denl.,8., 15,22

irinotekan

FOLFIRI

5-fluorouracil (5-FU) irinotekan 180mg/m? v inf. na 90 min / den 1.

leukovorin (FA) leukovorin 200mg/m?2v 2 hodinové infuzi, nasledné bolus 5-FU 400mg/m? a 22 hodinov4 interval 2 tydny
irinotekan infuze 5-FU 600mg/m?, den 1., 2.

Irinotekan 350 mg/m? v inf. na 90.min / den 1. interval 3 tydny
Irinotekan tydné 125mg/m? v inf. na 60.min., den 1.,8.,15.,22 interval 6 tydni

Kritéria pro zarazeni pacienta do protokolu klinického

hodnoceni

O histologicky verifikovany adenokarcinom kolorekta

O metastatické, neresekabilni stadium onemocnéni

O progrese po paliativni chemoterapii 1. fady reZimem FU/FA
nebo v kombinaci s irinotekanem

O doba od posledniho podani chemoterapie minimalné 4 tydny

O vek 18-70 let

O ECOG performance status (PS): 0-2

O minimalné jedna méfitelnd 1éze dle CT vySetfeni v pfedtim
neozafované oblasti

O hematologické parametry: neutrofily = 2x10%L, trombo-
cyty = 100x10%L , hemoglobin > 90g/L

O biochemické parametry: bilirubin < 2 nasobek horni hrani-
ce normy, transaminasy (AST, ALT) < 2,5 n4sobek horni
hranice normy, kreatinin v séru < 1,25 nisobek horni hra-
nice normy nebo clearence kreatininu > 65 ml/min.

O predpoklad pfeziti minimdlné 3 mésice

O predpoklad spoluprice pacienta

O podpis informovaného souhlasu

Vylucujici kriteria :
O chemoterapie vice neZ jednim reZimem pro

premedikace byly poddvany ptfed kazdym cyklem nitroZilné
setrony a k redukci neurotoxicity jsme mezi aplikaci raltitre-
xedu a oxaliplatiny aplikovali v kratkodobé infuzi 10% calci-
um chloratum ve 100ml fyziologického roztoku a 10% mag-
nesium sulphuricum ve 100 ml 5% glukézy (44). Pred
zafazenim a v prib&hu studie byly monitorovdny zdkladni
hematologické a biochemické parametry, terapeutickd odpo-
véd byla hodnocena dle RECIST kriterii po 3 cyklech chemo-
terapie podle dynamiky niddorovych markerd, CT a rtg vySet-
feni. Podrobny piehled vySeteni v pribéhu 1é¢by znazortiuje
tabulka ¢. 2. Pii abnormalni hodnoté kreatininu byla pred kaz-
dym poddnim chemoterapie vySetfovina clearence a divkaral-
titrexedu sniZena dle tabulky €. 3. Pfi intervalu podani 4 tyd-
ny byla v tomto intervalu poddvana i oxaliplatina bez nutnosti
davkové redukce. Toxicita byla hodnocena podle stupnice
National Cancer Institute Common Toxicity Criteria (NCI-
CTC). Chemoterapie byla odloZena/redukovéna v pfipadé
hematologické, gastrointestindlni, rendlni nebo jiné toxicity
jak jeuvedeno v tabulce €. 3. Jakmile se jednou provedla reduk-
ce davky, vS§echny nasledujici divky byly podany ve sniZeném

Tab. ¢. 2: Prehled vySetfeni pied zarazenim a v prabéhu chemoterapie TOMOX.

pokroCilé nebo metastatické onemocnéni 1 4., p1 | D7 | D14 | D211 | D7 | D14 | D211 | D7 | D14 | D21
O prtikazné mozkové metastazy v dobé zarazeni
do studie fT)/l§{1<T511T§/}y)<eﬁ X X X X
3 aktivni infekce h -
0 nadorové duplicita s vyjimkou basaliomu a ca | KL V4 il X X X X
cervicis uteri in situ neurologické
O t&hotenstvi a kojeni (pacientky ve fertilnim [ Yyseten X X
véku bez adekvatni aintikoncepce) KO, diff X X[ X X | X| X X X[ X | X
O senzitivni periferni neuropatie > grade 1 (NCI- | INR X X
CTC) R B biochemie* X X
O pouze kostni metastizy el testy X X
0 kontraindikace k aplikaci nékteré z kombina- 2 ISy
ce cytostatik CEA X X
) ) RTG plic XokHE X
LECBA,HODNOCENITOXICITY A ODPO- [t
VEDI NA LECBU bfichatpanve | X##* X
Do lécebného pr9tokolu bylo do’kvétna 2003 zafa-  [gkG X | je-li indikovano
zeno 58 pacientil s metastatickym adenokarcino- roxicita X X X
mem kolorekta s progresi onemocnéni v prib&hu -
1. linie chemoterapie kombinaci FU/FA = irino- | aplikace
tekan. chemoterapie X X X X
Terapeuticky reZim byl poddvin ambulantng Ixza | SoubéZnilecba) X X X X
tfi tydny podle nésledujiciho schématu: raltitrexed . ) o )
3 mg/m? v 15 minutové infuzi, za 45 minut nasle- E}ﬁﬂgﬁ‘%k‘/r{?ra’lfg’axgg Na, K, Cl, glykemie, AST, ALT,
dovala 2 hodinova infuze oxaliplatiny v ddvee s« jyiemi testy: AST, ALT, bilirubin, GMT, LD, ALP
130mg/m~. Standardné jako soucast antiemetick€ =+ provadi se do 4 tydni pred zahdjenim chemoterapie
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Tab. €. 3: Modifikace dédvek cytostatik v priibéhu chemoterapie TOMOX.

mnozstvi. Dal$i cyklus chemoterapie byl

odloZzen maximalné o 15 dni. Lécba

NClI grade pokra¢ovala do progrese onemocnéni
1 2 3 4 nebo do neakceptovatelné toxicity. Pri
Hematologickd toxicita o;v)akovanem efektu stabllvlza’ce onemoc-
- néni (SD) po dvou po sobé nésledujicich
hemoglobin 100% 100% 100%* 100%* hodnocenich byla 1é¢ba ukonéena.
neutrofily 100% 100% 75% 75% 3
trombocyty 100% 100% 75% 75% VYSLEDKY . . .
— . Retrospektivni analyza vyhodnocuje
Gastrointestindlni toxicita efektivitu a toxicitu kombinovaného reZi-
Zvraceni** 100% 100% oxaliplatina 75% | oxaliplatina 50% mu raltitrexed a oxaliplatina poddvané-
priiem*** 100% raltitrexed 75% | raltitrexed 50% | ukoncenilécby | No Ve dvou onkologickych centrech
oxaliplatina 100% | oxaliplatina 75% u pacientl s metastatickym kolorektal-
mucositis ¥ 100% 100% raltittoxed 75% | raltirexcd 50% | "im Karcinomem v obdobi od fijna 2001
dokvétna 2003.Z 58 pacientt stran Gcin-

z puvodné pldanované ddavky 130 mg/m

Modifikace ddvky oxaliplatiny p¥Fi vyskytu neurologicke’ toxicity

nosti a tolerance je vyhodnotitelnych 54

Doba trvani

lécenych, 35 muztia 19 Zen, medidn véku
55 let (vékové rozmezi 38-72 let). VEtsi-

den 1-7 >7 dni trvajici mezi cykly na pacientl byla predlécena v 1. linii iri-

hlad Jané d - 100% 100% 100% notekanem (75%) poddvanym v kombi-
chladem vyvolanc dysestesie 2 2 ° naci s bolusovym nebo kontinudlnim
parestesie nebo dysestesie 100% 100% 100 mg/m? 5-FU/FA reZzimem nebo aplikovanym
parestesie doprovazena dysestesii 100% 100 mg/m? ukongeni 16¢by Vv monoterapil Pﬁ rezistenci na 5-FU.
parestesic nebo dysestesic Nejlast&j$im mistem orgdnové disemi-
stes ysestes < 14

s funkénim postiZenim 100% 100 mg/m? ukoneni 16by nace v naSem souboru bylo metastatické

Modifikace ddvky raltitrexedu p¥i sniZené funkci ledvin

postiZent jater (88% pacientt), viceorga-
nové postiZzeni bylo zaznamenano u 55%

clearence kreatininu dévka v % ze 3 mg/m? interval podéni lécenych. Podrobnou charakteristiku pre-
> 65ml/min Ind davka 3 vdn zentovaného souboru vystihuje tabulka
: P s &. 4. Celkové bylo podano 271 cyklii che-
55-65 ml/min 75% 4 tydny moterapie, median 6 (rozmezi 1-10).
25-54 ml/min 25% 4 tydny
. f o Vyhodnoceni efektivity a toxicity rezimu
< 25 ml/min nepodava se
P O Dle zobrazovacich metod a hodnot

* Po transfuzi ery masy
** Pokud i pfes maximalni antiemetickou terapii nedojde k upraveé
**% Pokud se i pfes redukovanou ddvku po dal§im cyklu objevi toxicita
grade > 3 (priijem nebo mukositida), pacient bude vyfazen ze studie

Tab. ¢. 4: Charakteristika souboru pacienti.

Celkovy pocet 1é¢enych pacientli 58
Pocet hodnotitelnych pacienti 54
Median véku 55 (rozmezi 38-72)
Muzi 35
Zeny 19
Klinicky stav dle ECOG
PSO 34
PS1 20
Lokalizace primdrniho tumoru
Kolon 37
Rektum 17
Adjuvantni CHT FU/FA Mayo 17
1. linie CHT pro metastat. onemocnéni
FU/FA/Irinotekan 31
FU/FA de Gramont 10
FU/FA Mayo 3
Irinotekan 10

Pocet postiZenych orgdnii

Median 2 (rozmezi 1-3)
Jednoorganové postiZzeni 24
Viceorganové postiZzeni 30
Lokalizace metastdz
Jatra 48
Meké tkané 4
Plice 18
Abdominopelvické postiZzeni 2
Kosti 2

nddorovych markerd po tfech cyklech
chemoterapie byl dokumentovén klinicky benefit u 49 paci-
entll (91%), parcidlni remise u 14 pacientl (26%) a stabiliza-
ce onemocnéni u 49 lécenych (65%), u 5 pacientti doslo k pro-
gresi onemocnéni, kompletni remise nebyla zaznamenana.
O Pi medidnu sledovani 8 mésict Zilo 32 pacientt (59%), Cas
do progrese onemocnéni byl 5,9 mésic.
(O Tolerance 1écby byla velmi dobr4, z nejcastéjSich nezadou-
cichucinkt se vyskytovala periferni neuropatie prvniho a dru-
hého stupné (G1,2: 74%), gastrointestinalni toxicita G1,2: 78%
aelevace transamindz G1,2: 48%, 8 pacientt (16%) mélo toxi-
citu tfetiho stupné, u jednoho z 1é¢enych $lo o kombinaci gast-
rointestindlni toxicity a leukopenie. Toxicita ¢tvrtého stupné
v naSem souboru nebyla zaznamendana (tabulka €. 5).
O Redukce davky cytostatik o 25% byla indikovana u 8 pa-
cienttl (15%).
O Hospitalizace v souvislosti s nezZddoucimi u¢inky 1écby byla
nutnd u jednoho pacienta (2%) s masivnim metastatickym roz-

Tab. €. 5: Vyhodnoceni toxicity rezimu.

Toxicita G1 G2 G3 G4
n/% n/% n/% n/%

Leukopenie 8/15% 2/4% 2/4% —_—
Granulocytopenie 917% 2/4% 1/2% —
Trombocytopenie 713% 3/6% —_— —_—
Periferni neuropatie | 33/61% 7/13% 12% —
Prijem 2/4% 12% —_— —
Nausea/emesis 23/43% 19/35% 3/6% —_—
Stomatitis 1/2% E— E— —_—
Hepatotoxicita 15/28% 11/20% 2/4% e
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Obr. ¢ 1: CT vySetieni bficha a panve pred zahajenim lécby a po péti cyklech chemoterapie TOMOX. Implanta¢ni metastdza subumbilikalni
krajing, po 1é¢b€ konstatovana regrese ad integrum.

Obr. & 2: CT vySetreni bricha a panve pred zahajenim 1écby a po péti cyklech chemoterapie TOMOX. Paramedialné vpravo pfi pfedni sténé
bfi$ni tumorozni infiltrat velikosti cca 46mm, na néj navazujici v panvi solidni pomérné ohraniceny infiltrat velikosti 80x50x80mm, po 1é¢bé regrese

obou infiltratd o vice nez 65%.

sevem v dutiné bri$ni po Ctvrté a paté aplikaci cytostatik pro
opoZdénou a protrahovanou nauzeu a vomitus G3. Paliativni
chemoterapie byla vzhledem k horsi toleranci a pro vahovy
ubytek ukoncena po péti cyklech s dosaZenim parcidlni remi-
se, vyraznym poklesem nadorovych markert a istupem algic-
kého syndromu (obr. €.1, 2).

DISKUSE

Kolorektalni karcinom je nej¢astéjSim nadorovym onemoc-
nénim digestivni traktu a zdvaZznym celospolecenkym problé-
mem v Ceské republice. Pfinos adjuvantni chemoterapie po
kurativni resekci KRK klinického stadia III je jasné demon-
strovan vysledky randomizovanych klinickych studii. Stan-
dardnim doporucenim je 6 cykld chemoterapie 5-FU/FA -
Mayo protokol. V ptipad€ zvazované paliativni chemoterapie
ovliviiuje volbu nejvhodnéjsiho 1é¢ebného schématu i vysle-
dek 1écby celd fada faktori, které je nutné citlivé posoudit. Je
to celkovy stav a v€k pacienta, interkurence, hematologické
a biochemické parametry, stupeni funkéniho postiZeni jater
a ledvin, pocet, velikost a lokalizace metastatickych loZisek,
predchozi chemoterapie a odpovéd nadoru na ni, tolerance
cytostatické 1écby, dynamika onemocnéni, stupeii diferencia-
ce nadoru, proliferacni aktivita, angiogeneze, ploidita, ale

i nové poznatky o molekuldrnich prediktivnich faktorech
a odpovédi nadoru na terapii.

Metaanalyza studii jednozna¢né prokazuje benefit paliativni
chemoterapie u pacientl s metastatickym onemocnénim KRK.
ZlepSuje medidn preZiti a kvalitu Zivota pacientil. Pfidani iri-
notekanu k FU/FA reZimu (FOLFIRI) nebo oxaliplatiny (FOL-
FOX) zvySuje procento 1écebnych odpovédi a zlepSuje preZiti.
V pripadé dobré 1écebné odpovédi u pacientl s izolovanym
metastatickym postiZenim jater dovoluje neziidka druhotnou
resekci jako soucast multidisciplindrniho 1é¢ebného piistupu.
Na zéklad€ povzbudivych vysledkil randomizovanych klinic-
kych studii faze IIT by méla byt v soucasnosti kombinovana 1é¢-
ba zvaZovana jako novy standard pro 1. linii 1éCby metastatic-
kého onemocnéni. Soucasné studie usiluji o definovéni
optimdlni 1é¢ebné strategie u pacientl s progresi onemocnéni
po 1. linii chemoterapie s pfihlédnutim k celkovém stavu paci-
enta, toxickému profilu cytostatik a jejich cytotoxickému ucin-
ku. Tournigand v GERCOR studii faze III srovnava Gcinnost,
Cas do progrese, celkové preZiti a toxicitu kombinovaného reZzi-
mu FOLFIRI v 1. linii 1é¢by metastatického KRK nasledova-
ného kombinaci FOLFOX v pfipadé zaznamenané progrese
onemocnéni (rameno A) versus FOLFOX se sekvenénim poda-
nim reZimu FOLFIRI v 2. linii (rameno B). Terapeuticky reZim
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Tab. ¢. 6: Prehled publikovanych studii faze II kombinace raltitrexed/oxaliplatina v 1. a 2. linii Ié¢by metasta-

tického kolorektalniho karcinomu.

dorového tcinku, ptijatelny
toxicky profil a jsou vhod-

nd pro ambulantni 1éCbu.

studie N terapeuticky RR TP MOS neutropenie| nehematologickd Na zakladé téchto skuted-

faze LIT pac rezim mésice mésice G3,4 toxicita G3, 4 nosti a in vitro studii pro-

Llinie raltitrexzed: prijem: 7% kazujicich aditivni ucinek

Cascinu 3 mg/m* den 1 . zminénych cytostatik jsme

(ref. 35) 58 oxahplatlga: 50% 6,5 >9 17% neurotoxicita: 10% navrhli kombinaci téchto

100 mg/m~ den 1 4 s

int.3 tydny T transaminaz: 17% 1fltek, u paae_ntu $ metasta-

tickym karcinomem kolo-

1., 2. linie raltitrexzed.' pritjem: neuddno rekta, ktefi byli v 1. linii

Martoni 3 mg/m=~den 1 X Yo Al &% o _

(ref. 36) 46 | oxaliplatina: 16% 5 nedosazenX | neudanoX | neurotoxicita: 16% lecby predleceilll (.:hemOte

130 mg/m? den 1 rapi 5-FU/FA 1r1nqtekan.

int.3 tydny T transaminaz: 24% | Pfehled d_OSud pl}bhkova-

— - — nych studii kombinace ral-

lefh'me g"lt’t;exzeg: : prijem: X tirexed a oxaliplatina

eri mg/m- den o\ o

(ref. 37) 37 | oxaliplatina: 43% | 103 X X neurotoxicita: X (-TOMOX") je podrobné

130 mg/m? den 1 rozebrdan v tabulce ¢. 6.

int.3 tydny T transaminaz: X Tato kombinace v 1. linii

1. linie raltitrexed: prijem: 17% prokazala vysokou protind-

Seitz 3 mg/m? den 1 d}OI}“OVOU cinnost pohybu-

(ref. 38) 66 | oxaliplatina: 54% 6,2 14,6 30% neurotoxicita: X jici se v rozmezi 43-62%.

130 mg/m? den 1 Dosud byly publikovany

int.3 tydny T transamindz: 34% jen dvé studie fize I v 2.

1. linie raltitrexed: prijem: 9% linii 1écby KRK. Cu.tsen}

Doillard 3 mg/m? den 1 v souboru 50 pacientl

(ref. 39) 63 oxaliplatiréa: 62% 6,3 X 16,5% neurotoxicita: 0% zaznamenal 16% 1é&eb-

,1303m$ém den 1 " X nych odpovédi, z toho 6

int.3 tydny transamindz: pacieI}tﬁ S proogvresi one-

2. linie raltitrexed.: prijem: 12% mocnéni v prabéhu adju-

Cutsem 3 mg/m? den 1 vantni 5-FU/FA chemote-

(ref. 40,41) 50 oxaliplatir;a: 16% 4.6 7,1 7,4% neurotoxicita: 6% rapie dostalo rezim
130 mg/m= den 1 e

int.3 tydny T transaminaz: X TO,MOE( v Vl;, linii (40).

i Vyrazné vyS§i procento

g- :lil!iﬁ galtiiegeg-' | prijem: 5% 1é¢ebnych odpovédi dosahl

cheithauer mg/m? den ; SXany

(ref. 4243) | 36 | oxaliplatina; 3% | 65 X 2% | neurotoxicita: 10% ls,lcl%?ilgl?geg ;(% 6;3;%%%?

130 mg/m=den 1 o <

int.3 tydny T transaminaz: 5% stabilizace ~ onemocnéni

FOLFIRI byl nésledujici: irinotekan 180mg/m? v inf. den 1.,
leukovorin 200mg/m? den 1., nasledné bolus 5-FU 400mg/m?
a 46 hodinova infuze 5-FU v davce 2,4 - 3 g/mz, interval 2 tyd-
ny. ReZim FOLFOX se skladal z podani oxaliplatiny v ddvce
100mg/m? den 1. a stejného FU/FA reZimu, opét v dvoutyden-
nim intervalu. Cilem této randomizované studie bylo urcit nej-
lepsi sekvenci kombinovanych reZimu. Pfi rezimu FOLFIRI
bylo zaznamenéno 57,5% lécebnych odpovédi a ¢as do pro-
grese onemocnéni 8,4 mésici versus 56% RR a TTP 8,9 mési-
ct pii reZimu FOLFOX. V 2. linii 1é¢by byl v ramenu A RR
21% a v ramenu B 7%. Toxicita G3,4 u reZimu FOLFOX ver-
sus FOLFIRI byla nésledujici: neutropenie 17% / 34%, febril-
ni neutropenie: 0% / 2%, prajem: 4% / 8%, vomitus: 6% / 3%,
neuropatie 17% / 8%, alopecie 10% / 15%. Na zékladé téchto
vysledki se stran 1écebné ucinnosti i bezpecnostniho profilu
jevi vyhodnéjsi podani kombinovaného reZzimu FOLFIRI v 1.
linii 16Cby (43).

Raltitrexed a oxaliplatina jsou dv€ i¢inna cytostatika v 16¢bé
metastatického karcinomu kolorekta. Tato cytostatika nemé-
ji zkfiZenou rezistenci, maji rozdilny mechanismus protina-

byla dokumentovana u dal-
Sich 47,2% pacienti. Priz-
nivéjsi vysledky jsou zfejmé ovlivnény predchozilécbou. V 1.
linii 1é¢by bylo 17 pacientil 1é¢eno bolusovym 5-FU/FA reZi-
mem, 6 pacientll kontinudlnim 5-FU/FA reZimem a 2 pacienti
byli léCeni regiondlni intrahepatélni 5-FU chemoterapii. Pou-
ze 11 pacientt (33%) bylo v 1. linii pfedléceno chemoterapii
5-FU/FA/irinotekan (41,42). V naSem souborl bylo chemo-
terapii 5-FU/FA/irinotekan v 1. linii pfedléCeno 75% pacien-
tl, z toho u 55% se jednalo o viceorganové metastatické posti-
Zeni. Z tohoto pohledu dosaZeni parcidlni remise u 14 pacientil
(26%) a stabilizace onemocnéni u 49 1é¢enych (65%) 1ze pova-
Zovat za povzbudivé vysledky.

ZAVER

Dokumentovany klinicky benefit u 49 pacientt (91%), ptiz-
nivy bezpecnostni profil (kumulativni toxicita G3,4: 18%),
ambulantni 1é¢ba bez nutnosti centralniho Zilniho katetru , jez
bézné vyzaduje aplikace kontinualniho 5-FU v reZimu FOL-
FOX, ¢ini tuto kombinaci atraktivni pro 1é¢bu metastatického
kolorektdlniho karcinomu u pacientt piedlécenych chemote-
rapii 5-FU/FA t irinotekan (45).
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SOLITARNI FIBROZNI TUMOR PLIC
SOLITARY FIBROUS TUMOR OF THE LUNG: A CASE REPORT

VESELY K.!, KRPENSKY A.!, JEDLICKA V.2

11. PATOLOGICKO-ANATOMICKY USTAV MU, BRNO
2I. CHIRURGICKA KLINIKA FN U SV. ANNY, BRNO

Souhrn: Vychodiska: Solitarni fibrézni tumor je vzacna jednotka vyskytujici se v nejriznéjSich anatomickych lokalizacich.
Typ studie a soubor: Popisujeme zde pfipad solitdrniho fibrézniho tumoru v neobvyklé lokalizaci v plicnich parenchymu. Meto-
dy a vysledky: Plicni tumor byl vySetfen rutinné histologicky a imunohistochemicky a nélezy odpovidaly diagnéze solitarni
fibrézni tumor bez moZnosti predikce biologického chovéni. Zdveéry: Solitarni fibrézni tumor je ubikvitarné se vyskytujici
nédor a je nutné jej zvaZovat v diferencidlni diagndze vietenobunécné neoplazie v nejriznéjsich tkanich a organech.

Klicova slova: solitarni fibrézni tumor, plice, CD34.

Summary: Backgrounds: Solitary fibrous tumor is a rare entity occuring in many anatomical localizations. Design and
subjects: We describe a case of solitary fibrous tumor in unusual localization in the pulmonary parenchyma. Methods and
Results: The lung tumor was examined routine histologically and immunohistologically and the findings in association with
diffuse reactivity with CD34 were consistent with diagnosis solitary fibrous tumor without possibility prediction of biological
behaviour. Conclusions: Solitary fibrous tumor is ubiquitous and it is necessary to consider it in the differential diagnosis
spindle-cell neoplasias in different tissues and organs.

Key words: solitary fibrous tumor, lung, CD34

Solitarni fibrézni tumor (SFT) je vzacny vietenobunécny nador
dospélych s etnymi synonymy, napf. benigni fibr6zni mezo-
teliom, submezotelidlni fibrom, lokalizovany fibrézni tumor
adalSimi (17). Obvykle postihuje pleuru, ale byl popsan v Cet-
nych anatomickych lokalizacich, jednak na jinych seréznich
povrsich, na peritoneu a perikardu, a jednak bez vazby na ser6z-
ni struktury, v prsu (4), §titné Zlaze (3), mediastinu (9), orbité
(6), hornim respira¢nim traktu (22) a v dutiné nosni a parana-
zélnich dutindch (25) a v nejriznéjsich dal$ich. Mezi extra-
pleurdlnimi lokalizacemi se SFT vzicné vyskytuje i v plicich
9,21).

Histogeneze SFT byla zpoc¢atku spornd, jako buiika ptivodu
byla oznacovéina mezotelie nebo submezotelidlni fibroblast,
ale pozdéji imunohistochemicky profil a ultrastrukturdlni stu-
die prokdzaly pfevdzné fibroblasticky fenotyp naddorovych
bunék, v nékterych pripadech s diferenciaci smérem k myo-
fibroblastu, manifestujici se pfitomnosti imunoreaktivniho
aktinu a mikrofilament ultrastrukturalné (7, 18).
Histologicky obraz SFT je variabilni, Casto je popisovan jako
,necharakteristicky*, ale mikromorfologické znaky obvykle
umoZiiuji spolehlivou diagnézu. Zakladnim rysem je ohrani-
¢eny tumor tvofeny kratkymi vietenitymi butikami s malym
mnoZzstvim cytoplazmy, rostouci v kolagenizovaném stroma-
tu, s alternujicimi hypoceluldrnimi a hyperceluldrnimi regio-
ny. DalSim charakteristickym znakem je vyraznd a difizni
exprese CD34, popisovana v 80 — 100% ptipadu (15, 19, 22).
BylanavrZena diagnostické kritéria SFT (11): ohrani¢eni, alter-
nujici hyperceluldrni a sklerotické hypocelularni oblasti, bland-
ni kratké vietenité nebo ovoidni buiiky, ndhodné, storiformni
nebo fascikuldrni uspofddani vietenitych bun€k, CD34 pozi-
tivita. Déle je béZny hemangiopericytarni vzhled, n€kdy pali-
sddovani jader, herring-bone fazeni a dalsi.

Pleuralni SFT se v 10 — 30% chova maligné (2), oproti extra-
pleurdlnim ptfipadiim, jichZ biologické chovani je téméf vzdy
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benigni (8), bez recidiv a vzdalenych metastidz. Problémem
zUstava, Ze klinické chovéni nelze vZdy predpovédét na pod-
kladé histologickych nalez (2, 15).

Popisujeme zde ptipad SFT ve vzacné lokalizaci v plicnim
parenchymu.

Popis pripadu

54 leta pacientka byla vySetfovana pro kaSel a bolesti za hrud-
ni kosti, prosty snimek hrudniku prokazoval elevaci brani¢ni-
ho oblouku vpravo. Pfi CT vySetieni byl zji$tén v dolni polo-
vin€ pravého hemithoraxu expanzivni proces a fluidothorax
a bylo indikovéno operacni feSeni, v jehoZ rdmci bylo prove-
deno urgentni peroperacni kryotomové vySetieni a nisledné
exstirpace ¢asti tumoru a lobektomie pravého dolniho plicni-
ho laloku. Poopera¢ni pribéh byl bez komplikaci.

Material a metody

Do laboratote byly zaslany peroperacni vzorky a déle lobekto-
micky resekdt, izolované fragmenty nadorové tkdn€ a lymfa-
tické uzliny. Reprezentativni tkafiové vzorky (celkem 17 blo-
k) byly zpracovény standardni formol-parafinovou technikou
abyly zhotoveny histologické fezy a rutinné barveny H&E, ¢ast
specidlnim barvenim dle Goldnera a van Giesona a byly pro-
vedeny imunoreakce s protildtkami proti CD34, CD99, bcl-2,
vimentinu, desminu, hladkosvalovému aktinu a svalové-speci-
fickému aktinu, S-100 proteinu a byl stanoven proliferacni
index pomoci Ki-67. Seznam uZitych protildtek je v Tabulce 1.

Vysledky

Makroskopicky $lo o 3 ohrani¢ené nddorové uzly o rozmérech
13,7 a5 cm; nafezu noddzni, s centralnimi nekrézami, a dol-
ni lobektomicky resekat s obdobnou infiltraci maximalniho
rozméru 10 cm, soucasti zaslaného materidlu byly i 3 interlo-
barni lymfatické uzliny.



Tabulka 1: Seznam pouzitych protilatek.

Protilatka Klonalita Redéni Firma
aktin HHF35 monoklonalni 1:200 DAKO
aktin hladkosvalovy monoklonalni 1:200 DAKO
bcl-2 monoklonalni 4:100 DAKO
CD34 monoklonalni 1:100 DAKO
CD9% monoklonalni 4:100 DAKO
cytokeratin AE1/AE3 monoklonalni 2:100 DAKO
desmin monoklonalni 1:100 DAKO
vimentin monoklonalni 1:300 DAKO
S-100 protein polyklondlni 1:400 DAKO
Ki-67 antigen monoklonalni 1:100 DAKO

Mikroskopicky (Obr. 1 a 2) byl nddor ohraniceny, misty s fib-
réznim pseudopouzdrem, relativn€ monomorfni stavby, nic-

vvvvvv

Mexe

byla drobna loZiska nekr6z. Bunécna populace byla fusicelu-
larni, s pfevazujicimi ristem v kratkych svazcich, a v necha-
rakteristickém uspotfadéani. Cytoplazma bunék byla nezietel-
nd, nebyly v ni patrné fuchsinofilni fibrily, jadra protaZena,
misty lehce zvInénd, s jemnym chromatinem bez nukleoldrni
distinkce, sporadicky byly pfitomné partie s vyrazné&jsi nukle-
arni pleomorfii. Mitoticka aktivita nepfesahovala 1 mitotickou
figuru na 20 HPF. Intratumorélni vaskularizace byla misty
vyraznéjsi, cévy byly silnosténné mensiho kalibru i vétsi nepra-
videlné cévni tenkosténné prisvity s ndznakem hemangiope-
ricytarniho fazeni. V lymfatickych uzlinich byla nilezem pou-
ze antrakofibroza.

Pti imunohistochemickém vySetfeni byla demonstrovéana diftz-
ni exprese vimentinu v cytoplazmé neoplastickych bunék, dale
diftzni exprese CD34 (Obr. 3) a CD99, a fokalni imunoreakti-
vita bcl-2 a faktoru XIII. Reakce s protildtkami proti cytokera-
tinim, desminu, S-100 proteinu, hladkosvalovému a musku-
larn€ specifickému aktinu byly negativni. Ki-67 proliferacni
index byl 2,2%.

Morfologicky obraziimunofenotyp odpovidal solitarnimu fib-
réznimu tumoru bez moznosti jisté predikce biologického cho-
véni, sice bez pritomnosti sarkomatoidnich partii, s blandni
cytologii a nizkou mitotickou aktivitou, ale za nepiiznivé pro-
gnostické faktory bylo moZno povaZzovat velikost1éze a fokal-
ni nekrotizaci.

Diskuse

SFT byl poprvé odlisen od mezoteliomu v roce 1931 (13) a ve
studiich na tkanovych kulturdch byla prok4zana fibroblastickd
diferenciace naddorovych bunék (1), a jeho mezenchymdlni
plivod se rovnéZ odraZi v jeho imunofenotypu, se silnou poziti-
vitou vimentinu a negativitou reakci na cytokeratiny, s vyjim-
kou fokalni aberantni exprese CK, ktera byla pozorovina
u maligni varianty SFT (10). Fibroblasticky ptivod SFT je stej-
né tak demonstrovan vétSinou ultrastrukturdlnich pozorovéni
(18). V soucasnosti je SFT kromé pleury diagnostikovan témér
ve vSech anatomickych lokalizacich, zejména v dutin€ biiSni,
orbité, hornim respira¢nim traktu a mékkych tkanich. V intra-
pulmondarni primarni lokalizaci se vyskytuje vzacné. Pro diag-
nézu SFT jsou rozhodujici histologické nélezy, vietenité buii-
ky, necharakteristicky rast loZiskové se storiformnim,
hemangiopericytdrnim nebo fascikularnim usporadanim a dale
imunohistochemicka pozitivita CD34. Antigen CD34 je trans-
membranovy bunécny povrchovy glykoprotein, piivodné popsa-
ny jako antigen hemopoetickych progenitorovych bunék, ale
pozdéji identifikovany v endoteliich a subpopulaci fibroblastl

Obr. 1. Necharakteristické fazeni fibroblastické buné¢né populace s hojnym kolagenizovanym stromatem (H&E, 100x).
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Obr. 2. Detail nadorovych bunék solitdrniho fibrézniho tumoru s blandni morfologii (H&E, 400).

Obr. 3. Diftzni exprese CD34 pfi imunohistochemickém vySetfeni.
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v pojivovych tkdnich, které byly oznaceny jako dendritické inter-
sticidlni buriky (19). CD34 je nalézan v mnoha nidorech, gast-
rointestindlnich stromalnich nadorech, dermatofibrosarcoma
protuberans, Kaposiho sarkomu, dile byla popsdna imunoreak-
tivita v leiomyosarkomech, neurdlnich tumorech a hemangio-
pericytomech. CD34 je pro diagnézu SFT velmi uZite¢ny, nic-
méné jeho nepfitomnost moZnost SFT nevylucuje.
Diferencidlni diagnéza SFT v plicni lokalizaci zahrnuje pre-
devsim fibrézni mezoteliom, jehoZ nddorové burtiky jsou cyto-
keratin pozitivni, a CD34 negativni. Déle je nutné zvaZovat
vietenobunéné mezenchymaélni tumory, jako je maligni fib-
rozni histiocytom nebo fibrosarkom (23), od kterych se SFT
odliSuje konstantni CD34 reaktivitou, i kdyZ MFH mize byt
fokalné CD34 pozitivni. Mimo plicni a pleurdlni lokalizaci je
diferencidlni diagn6za zna¢né rozsahla: fibrézni histiocytom,
vietenobuné¢ny lipom, hemangiopericytom, maligni schwan-
nom, monofézicky synovidlni sarkom, leiomyosarkom, fibro-
sarkom, inflamatorni pseudotumor, postoperacni vietenobu-
nécny uzel a dalsi jednotky.

Vétsina SFT je spojena s benignim biologickym chovanim, ale
jsou dobte popsany maligni varianty SFT v pleurdlni i extra-
pleurdlnich lokalizacich (20, 23), které jsou spojeny s lokdlni
invazivitou, recidivuji a v nékterych ptipadech diseminuji.
Dosud neexistuji jednotnd kritéria pro diferenciaci benignich
a malignich SFT a chovani SFT miiZe byt nepfedvidatelné na
morfologickém podkladé.

Mezi znaky, indikujici agresivitu 1éze, patii infiltrujici okraje,
zvySena celularita, jaderny pleomorfismus, mitotickd aktivita

vice neZ 5 mitotickych figur na 10 HPF, nekrézy a hemoragie.
ObtiZe se odraZi v pokusech pro determinovéni biologického
chovéni uzitim imunohistochemickych markert proliferace,
napf. Ki-67, exprese bazického fibroblastického riistového fak-
toru (bFGF) (16), exprese mutovaného p53 (23), kdy pripady
s agresivnim chovénim byly spojeny s vy$Sim Ki-67 a bFGF
labeling indexem a silnou expresi mutovaného tumor supreso-
rového proteinu p53. DalS§im pifinosem mohou byt genetické
metody (5), kde autofi prokazali rekurujici abnormalni karyo-
typ a naznacuji moznost vyznamu nadpocetného chromozomu
8 pii urCeni maligniho chovéni u SFT. Nicmén€ nejvyznam-
né&jsim prognostickym faktorem je zfejmé kompletni reseko-
vatelnost tumoru (12).

Podle nékterych autord je nutno vSechny SFT povaZovat za
potencidlné maligni bez ohledu na mikroskopické nélezy (20)
a v kaZdém pripad¢ je nutné peclivé sledovani pacienta.
NaSe préce popisuje pfipad velkého SFT s raritni plicni loka-
lizaci. Pfesna diagndza téchto naddortt ma vyznam pro odliSe-
ni od jinych, obvykle agresivnéjSich vietenobunécnych neo-
plazii, v této lokalizaci zejména od maligniho fibr6zniho
mezoteliomu. Adekvétni terapii je kompletni chirurgick4 exci-
ze a je nutny peclivy folow-up pacienta. V naSem piipadé kon-
trolni CT vySetfeni po 8 mésicich u pacientky neprokazalo
znamky recidivy ¢i metastatického postiZeni a po 16 mésicich
od odstranéni tumoru je pacientka zcela asymptomaticka.

Podékovani: Autoti d&kuji doc. Emilovi Cernému za jeho pfi-
pominky.
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5-FLUOROURACILU A JEHO DERIVATU

PROJECT ,,DPD ONLINE* :THE POSSIBILITY OF TOXICITY PREDICTION

OF 5-FLUOROURACIL AND ITS DERIVATES

NOVOTNY J., KLEIBL Z.2, SYKORA V.3, ZIMOVJANOVA M.L, PETRUZELKA L.!
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I pesto, Ze od prvniho klinického pouZiti 5-fluorouracilu ubéh-
lo jiz mnoho let, stdle patii tento 1ék mezi nejCastéji ordinova-
nd cytostatika u mnoha nadorovych typt. Bez tohoto fluoro-
pyrimidinu si nelze predstavit standardni terapii kolorektdlniho
karcinomu, karcinomu Zaludku, slinivky bfi$ni, karcinomu
anu, karcinomu prsu nebo nddori hlavy a krku a jicnu.

Mechanismus protinddorového ptsobeni 5-fluorouracilu je
komplexni (schéma 1.). Za nejdileZitéjsi 1ze oznacit zpoma-

leni syntézy DNA. To je vyvolano nitrobunécnou depleci thy-
midintrifosfatu v disledku inhibice enzymu thymidylatsynta-
zy (TS). Také syntéza RNA je 5-fluorouracilem nepfiznivé
ovlivnéna, nebot v diisledku metabolizace 1éku dochazi k zata-
zovani 5-fluorouridintrifosfatu do nové syntetizované mRNA,
co? vede ke vzniku mnoha chyb pii nasledné translacil).

Odbouravani 5-fluorouracilu na neaktivni metabolity je zajis-
téno enzymem dihydropyrimidindehydrogenazou (DPD). Ten-

Schéma 1.: Mechanismus aktivace, detoxikace a protinddorového tcinku 5-fluorouracilu. DPD (dihydropyrimidin dehydrogenaza), FU (Fluoroura-
cil), Furd (Fluorouridin), FUMP (Fluorouridin monofosfat), FUDP (Fluorouridin difosfat), FUTP (Fluorouridin trifosfat), NMP (nukleotid monofos-
fat kinaza), NDP (nukleotid difosfat kinaza), TP (thymidin fosforyldza), FdUrd (Fluorodeoxyuridin), TK (thymidinkiniza), TS (thymidylat syntdza),
FAdUMP (Fluordeoxyuridin monofosfat), FAUDP (Fluordeoxyuridin difosfat), FAUTP (Fluordeoxyuridin trifosfat),d(UMP (deoxyuridin monofosfat),

dTMP (deoxythymidin fosfat), DHF (dihydrofolat).

Metabolicka cesta fluorovanych pyrimidina

RNA
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Tabulka 1.: Typy mutaci, které zptisobuji sniZeni enzymatické aktivity DPD.

Charakteristika mutace

delece

295-298delTCAT, 1897delC

sestiihova mutace IVS14+1GA

zamény

G62A, T85C, A496G, C703T, G1003C(T), G1156T, G2657A, G2983T)

Tabulka 2.: Cetnost vyskytu toxicity tFetiho a étvrtého stupné dle NCIC CTC popisovana v jednotlivych studiich p¥i 16¢bé rezimy zaloZeny-

mi na 5FU nebo jeho derivatech.

podil nemocnych s toxicitou % toxickych
3. a 4. stupné amrti
Diagnéza a rezim — Heutronenic / - pii odkaz
mukositis leukoI;))enie prijjem chemoterapii

nadory hlavy a krku

cisplatina, fluorouracil, docetaxel 30% 95% 9% neudano 8
nadory jicnu

cisplatina, fluorouracil") 25% 29% neudéno 2% 9
nadory Zaludku

FUFA Mayo? 54%3 33%Y 1% 10
nadory tra¢niku

metananalyza: adj. CHT FUFA <= 70 let 11% 4% 15% neudédno 11

metaanalyza: adj. CHT FUFA > 70 let 15% 8% 15% neudano 11

FUFA De Gramont 1,5% 5,3% 5,3% 0% 12

FOLFOX4 5,8% 41,7% 11,9% 0% 12

FOLFIRI 4,1% 46,2% 13,1% 0,3% 13
karcinom prsu

CMF Bonadonna 2% 0% 0% 14

FAC 1% 65% 0% 0,75% 15

FE0C 3,8% 25,2% 0% 0% 16

1) sekven¢ni terapie, 2 konkomitantni terapie, 3 veskerd hematologicka toxicita, predominantné neutropenie a leukopenie, 4 vesker4 gastrointestindlni

toxicita, predominantné mucositis a prijjem

to enzym se nachdzi jak ve zdravych, tak v nddorovych buii-
kach. Nedostatecna aktivita DPD ve zdravych buiikach zpt-
sobuje vysokou toxicitu 1é¢by, naopak nadmérna aktivita enzy-
mu pozorovand u nékterych nadorti vysvétluje jejich rezistenci
k 5-fluorouracilu.

Defekty aktivity DPD jsou zptsobeny dvéma typy poruch.
Mutace v genu pro DPD mohou zptsobit zmé&nu aminokyse-
linového sloZeni v proteinu DPD, jejimZ dtsledkem je sniZe-
ni jeho katalytické aktivity (tabulka 1.)%. Cetnost mutaci v genu
pro DPD je v b&Zné populaci popisovana mezi 1 — 5,8% 4.
Se snizenou expresi fyziologické varianty DPD se setkivame
bud jako s ndhodnym nalezem u asymptomatickych jedinct,
nebo jako soucésti vzacného, autosomdlné recesivniho one-
mocnéni projevujiciho se neurologickymi defekty”, a koneg-
né téZ u nemocnych, u kterych se v dsledku 1écby fluoropy-
rimidiny vyskytne vyznamn4, Zivot ohroZujici toxicita®.
Aktivita DPD je u Zen asi o 15% niz8i neZ u muza”).

Z pohledu klinika by bylo velice vhodné, aby nemocni, u kte-
rych je planovana 1écba fluoropyrimidiny, podstoupili testo-
véani na aktivitu enzymu DPD. PfedeSlo by se tak mnohym
Zivot ohroZujicim komplikacim, které jsou zv1asté neStastné,
jedné-li se o 1é¢bu adjuvantni. Prakticky vSak takovéto testo-
vani narazi v soucasné dob€ na mnohé laboratorni, organizac-
ni a ekonomické problémy, které neumoziuji jeho Sirokop-
lo$né provadéni.

Presto Iékati Onkologickeé kliniky VFN a 1. LF UK ve spolu-
préci s pracovniky Ustavu patologické fyziologie 1. LF UK
a Ustavu biochemie a experimentalni onkologie 1. LF UK
povazuji screening exprese DPD genu a jeho muta¢ni analy-
zu v dlouhodobém horizontu za moZnou.

K dosaZeni tohoto ambiciézniho cile je tieba provést pilotni
experiment, jehoZ podstatu zmifiujeme niZe. Jde o projekt, jenz
ma pomoci vyfesit otdzky klinika:

,,Mam pokracovat v terapii reZimem zaloZenym na fluoropy-
rimidinech i pfesto, Ze u nemocného doslo k rozvoji toxicity

GIII a GIV, a nebo je vhodnéjsi podat jiny reZim bez fluoro-
pyrimidini?*

a soucasné odpovida na otdzky laboratornich pracovniku:
,Jaké je Cetnost mutaci a sniZené exprese genu pro DPD
unemocnych s toxicitou GIII a GIV 1é¢enych fluoropyrimidi-
ny?*.

Organizacni postup pro objedndvani vySetfeni a sdélovani
vysledku je uveden ve schématu 2.

Schéma 2.: Sled kroku klinické a laboratorni ¢asti programu
,,DPD online*“.

KROK 1: Identifikace nemocného k vySetfeni

Podezfeni na poruchy exprese nebo mutaci v genu DPD vyslovujeme
tehdy, dochazi-li po podani rezimt s SFU nebo jeho derivaty k roz-
voji toxické reakce tfetiho nebo ¢tvrtého stupné v jednom z orgéno-
vych systémil.

U takového pacienta je vhodné provést analyzu genu DPD.

KROK 2: Registrace nemocného k vySetfeni

Postupujte pomoci formuléfe pfipraveného na webové strance Kom-
plexniho onkologického centra www.koc.cz.

Po odeslani Zadosti o vySetfeni Vam bude do jednoho pracovniho dne
dorucena sluzbou EMS Ceské posty obalka se dvéma zkumavkami
(pro izolaci DNA a RNA) a navratovou obalkou.

KROK 3: Odbér krevniho vzorku a transport vzorku do laboratofe

Napliite obé zkumavky vzorkem Zilni krve. Po odbéru je n€kolikrat
diikladné proti‘epejte. Do doby odeslani zkumavek je skladujte v led-
nici pfi +4°C, nejdéle viak 24 hodin.

Odeslete zkumavku na pfiloZenou adresu.

Vysledek Vam bude sdélen do 14 dnti emailem nebo postou.

KROK 4: Interpretace vysledku
Ndlez mutace v genu pro DPD, normdlni exprese genu pro DPD:
277
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vysoké riziko opakovani toxické reakce v dusledku nizké detoxikace
SFU a jeho derivatt. Upravte reZim podle tabulky 1.

Ndlez mutace v genu pro DPD, nizkd exprese genu pro DPD:
vysoké riziko opakovéni toxické reakce v disledku nizké detoxikace
SFU ajeho derivatt. Upravte reZim podle tabulky 1.

Mutace v genu pro DPD nenalezena, nizkd exprese genu pro DPD:
vysoké riziko opakovani toxické reakce v dusledku nizké detoxikace
SFU a jeho derivatt. Upravte reZim podle tabulky 1.

Mutacev genu pro DPD nenalezena, normdlni exprese genupro DPD:
Toxicita byla zptisobena faktory nezavislymi na funkci enzymu DPD,
proto miize 1écba pokraCovat stejnym reZimem, povazuje-li osetiuji-
cilékar podani stejnych cytostatik za prospé$né pro pacienta. U nemoc-
nych s toxicitou GIV je nutné redukovat davky protinadorovych 1ékd.

KROK 5: Doporuc¢ené modifikace protinddorové 1écby pri nizké
expresi DPD nebo pfi nélezu mutaci v genu pro DPD.

Pivodni rezim Nové navrhovany rezim

kolorektélni karcinom:

FUFA irinotekan v monoterapii
FOLFOX raltitrexed v monoterapii
FOLFIRI TOMOX (raltitrexed, oxaliplatina)
karcinom Zaludku:

FAM

FAMTX cisplatina, irinotekan

ELF

néadory hlavy a krku:

cisplatina (karboplatina), SFU | cisplatina (karboplatina), paklitaxel
karcinom prsu:

CMF AC-T

FAC, FEC TAC
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onkologické spole¢nosti

ZAPIS Z JEDNANI VYBORU COS KONANEHO 9. 10. 2003
V CESKEM KRUMLOVE

Pritomni: Vorli¢ek, Abrahdmova, Jelinkovd, Konopasek, Aschermannova,
Cwiertka, PetruZelka, Stahalova, Eckschlager, Rob, Vyzula, StankuSova, Pfi-
bylova, Finek, Zaloudik

Omluveni: Petera

1) Kontrola kol z minulé schiize

— dopisy ve véci DRG, k NOR a Spole¢nosti praktickych lékaft se schvile-
nim textu ¢leny vyboru odeslany.

2) VCOS byl sezndmen s kritickym stanoviskem prof. Indrdka ke stavu pfi-

pravenosti DRG. V diskusi na toto téma bylo znovu zdtiraznéno, Ze v onkolo-

gii je nezbytné zafadit kddovéni klinického stadia, bez né¢hoZ ocetiovani diag-

ndz ztraci smysl.

3) Na prosincové jednani VCOS bude pozvén predseda Rady NOR k jednéni

o dalim zkvalitiiovani NOR a jeho vyuZiti.

4) Pozadavek vedeni CLK na shrnutf historie COS na 5 stranéch pro publikaci

CLK, zajisti s vyuZitim dostupnych materidlt doc. Abrahdmova , termin do kon-

ce roku 2003.

5) COS bude nadale prejimat zastitu nad onkologickymi konferencemi celo-

statniho a regiondlnfho rozsahu po individudlnim posouzeni VCOS . Schvile-

né akce pod zastitou COS v roce 2004:

— 9.symposium Onkologie v gynekologii a mamologii Brno, 16.-17.1.04

— Hradecké dny — V. ro¢nik symposia, Hradec Krilové, 20.2.-21.2.04

— Stasktv den , Praha, 26.-27.3.04

— Ostravské dny podptirné 1é¢by v onkologii, Ostrava,16.-17.4.04

— Brnénské onkologické dny, Brno, 28.-30.5.04

— 5.konference nddorovych markerdt CECHTUMA, Praha, 29.9.-3.10.04

— 10.brnénsky den paliativni mediciny, Brno, 1.10.04

— XI. Jiho¢eské onkologické dny, Cesky Krumlov, 14.-17.10.04

— Bayertv den-8.ro¢nik, Praha, 28.11.04

— 12.onkourologické a 8. mamologické symposium, Praha, listopad 04 - bude
upiesnéno

6) Byl schvalen program tfidennich XX VIII. Brnénskych onkologickych dnt 2004

ve tiech odbornych sekcich o kterém referoval feditel MOU doc. Vyzula.

7) Diskutovén systém paliativni péce v CR a jeho dal§i vyvoj jak z hlediska

kvality , tak i financovéani. Budou pfipraveny dalsi podkladové materidly k jiz

dodané analyze dr. Slamy a dr. Opatrné, v¢etné kalkulaci a tento bod bude zno-

vu projedndvan na piisti schiizi.

8) Dosavadni ¢lensky piispévek do COS nebude ménén. Neplati¢i budou z evi-

dence vytazeni k 30.6.2004

9) Projednén dopis z EORTC, v némzZ je upozornéno na extrémni poZadavky

SUKL kladené na astniky klinickych trialt v onkologii. Tato situace miize

vyrazné limitovat spolupraci onkologt také v trialech EORTC. Je otdzkou jak

bude SUKL toto centralni regulaéni opatfeni dile uplatiiovat, téZ v kontextu

s direktivou EU. Pfipravou podkladii pro kvalifikované projednéni této pro-

blematiky na pristi schizi je povéfen dr. Finek.

10) Byly schvileny nové piihlagky o ¢lenstvi v COS dr. Verchovskému a dr.

Juretkové z MOU.

11) Dr. Finek pfedloZil analyzu stavu uplatiiovéni indikaci a limitd pro erytro-

poetin v onkologii. COS schvalila novy navrh indikaci podani erytropoetinu

u solidnich nidoru.

12) Vyzvy pro granty organizované COS z prostfedkt B&hu T.Foxe budou nada-

le inzerovany v Casopise Klinickd onkologie a na www.linkos.cz.

Dalsi schiize vyboru COS se sejde 4.11.2003 v Ustavu Na Plesi u prim. Dr.

Aschermannové.

ZAPIS Z JEDNANI VYBORU CESKE ONKOLOGICKE
SPOLECNOSTI KONANEHO DNE 4. 11. 2003 V USTAVU
NA PLESI

Pritomni: Vorlicek, Jelinkova, Konopések, Aschermannova, Cwiertka, Petru-
Zelka, Stahalova, Eckschlager, Rob, Vyzula, StankuSovd, Pfibylova, Finek,
Petera, Zaloudik

Omluveni: Abrahdmova, Jelinkova

Hosté: Dienstbier, pfedseda Ligy proti rakoviné Praha

1) Prof. Dienstbier charakterizoval dosavadni ¢innost LPR i jeji mezindrodni
aktivity. Pro uZsi soucinnost COS a LPR navrhl posilit vedeni LPR o ¢leny
vyboru COS a navrhl dr. Stdhalovou. Hlavnim cilem PR zfistdvé ve spolupré-
ci s dal§imi profesnimi organizacemi usilovat o sniZovéni incidence a mortali-
ty na zhoubné nadory. Zminil Kvétinovy den , kterym LPR vstoupila do pod-
védomi vefejnosti CR a ktery je také vyznamnym zdrojem piijmil pro aktivity
LPR. LPR ma 3000 individudlnich a 49 kolektivnich ¢lent, pfedevsim z fad
pacientskych organizaci.
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— formy nadorové prevence: Tyden proti rakoviné - letos popularizace pre-
vence karcinomu hrdla déloZniho, informa¢ni materidly, denni tisk, Prago-
medica — stanek LPR, cirkulujici koncerty LPR pfed kvétinovym dnem,
naposled Ostrava, v pii§tim roce Ceské Budg&jovice

— nabidka Sesti 14-dennich rekondi¢nich pobytd, &ast hrazena z dotace MZ CR

— védeckd komise LPR poskytuje granty pro projekty, udéluje ceny za nejlepsi
praci mladych oborniki do 35 let

— kazdoro¢né LPR organizuje Sném PR, chybi vSak 1ékaisti garanti, ktefi by
klubtim napoméhali, ¢innost neni honorovand, coZ mnohdy oslabuje moti-
vaci

Dotaz prof. Zaloudika stran zamérii v prohloubeni celorepublikovych aktivit

i mimo Prahu, s poukazem na existenci Ligy proti rakoviné Brno a moZnosti

Informa¢niho onkologického centra v MOU. Prof. Dienstbier piivital jakéko-

li formy této soucinnosti v celorepublikovém méfitku. Doc. Rob upozornil, Ze

soucasnd koncepce skriningu cervikdlniho karcinomu je intenzivnéjsi nez kde-

koli jinde v Evropé, a povede k nadbyte¢nym, moZnd v systému nezvladnutel-
nym investicim. Doc. Vyzula zduraznil opét potfebu vyssi informovanosti.

2) Prof. Zaloudik informoval o stavu pfiprav na konzulta¢ni schiizi WHO

Cancer Control Program konanou ve dnech 25.-28.11.03 v Zenevé, kam za CR

za prostiedky WHO pojedou dr. Rizkova z oboru zdravotni péée MZ, prof.

Dienstbier, predseda LPR a prof..Zaloudik, védecky sekretdr COS. Vybor COS

se sezndmil s dotaznikem WHO, kterym ma byt charakterizovana onkologic-

kéd péce v Ceské republice. V textové formé byla charakteristika zpracovana,
dotaznik o dohodé€ s organizatory ve WHO (dr. Cecilia Sepulveda) zatim zpra-
covavéan nebude, protoZe museji byt jeho parametry na jednani vysvétleny, aby
byly jednotné interpretovany. Dotaznik stoji na stanoveni indikatord v preven-
ci, ¢asném zéchytu nadort, jejich 1é¢bé kurativni i paliativni a jednotné indi-
katory pfitom dosud nejsou odbornou vefejnosti, ani mezinarodni, obecné pfi-
jat a pouzivany. Mohlo by tak dojit k desinterpretaci stavu zdravotni

a onkologické péce u nis. O jedndni a metodice srovndvéni ddaji na mezina-

rodni drovni bude prof. Zaloudik po navratu vybor COS informovat.

3) Kontrola zapisu

— na pristi zasedani pozvan a pfijede pfedseda Rady NOR

— k paliativni péci budou piipraveny podklady na jednéni dalsi

— k vedeni klinickych studii dle pravidel SUKL samostatny dne$ni bod dr. Finka

4) Dr. Finek popsal stav uznavani klinickych studif podle pravidel SUKL. Pro-

béhla Sirokd diskuse, zejména pak ohledné posuzovatelil a zpiisobu plateb pojis-

téni probandu ve studii.

Zda se CR predbéhla pozadavky dosavadni vyvoj v mnohych zemich EU. Vybor

COS formuloval dotaz na SUKL: jaké jsou kategorie studii a jak jsou stanove-

ny poZadavky na pojistné? (otdzka je klicova tfeba pro spolupraci v EORTC,

nebot EORTC zastavuje studie v CR s ohledem na vysokou cenu). Otdzku se
pokusi objasnit se SUKL dr. Finek, ptedseda Vorli¢ek vyslovil pfipravenost

v této véci jednat s feditelem UZIS.

5) Vybor COS formuloval hlavni body pro jednani svych zastupci s feditelkou

UZIS dr. Mazankovou dne 10.11. v 9 hod. ve v&ci modernizace, interpretace

a vyuzivani Narodniho onkologického registru.. Jednani se zticastni prof. Vor-

licek, dr. Stdhalova a prof. Zaloudik.

6) Diskutovéna problematika standardii COS, které prispély k udrZeni dosa-

vadniho systému plateb onkologické 1écby. Jde zdroveti o harmonizaci dosud

publikovanych onkologickych standardii. NavrZzena aktualizace nékterych
postuptl, kterd musi byt i nadale priibéZné provadéna.

7) Clenové vyboru COS byli informovani o novele ,,Atomového zakona*. Kri-

tizovali, Ze k jednani byli pozvani pouze zastupci Radiologické spolecnosti a ne

také SROBF a COS.

Informovali se 0 neutéSeném stavu pfipravy radiologickych fyziki, ktefi budou

od roku 2005 limitovat akreditace pracovit. Prof. Zaloudik informoval, Ze na

MU v Brné je ve spolupraci PfF a LF nové akreditovan studijni obor radiolo-

gicky fyzik.

8) Na pracovni schiizi organizatori Béhu T. Foxe, ktery poskytuje prostiedky

pro onkologicky vyzkum, dne 27.11. byl vyborem delegovan doc.Konopések.

9) Vybor schvilil piijeti novych kolegt dr. Safandy (Onkologicka klinika VFN

Praha) a dr. Cernohorského (FNsP Ostrava) za ¢leny COS.

10) Vybor jednomysIng schvalil navrh dr. Finka zaslat blahoptani COS diivéj-

§imu piedsedovi COS prof. Klenerovi k udéleni stitniho vyznamenani.

11)doc. Vyzulakritizoval $patnou droveti spoluprace v registraci nemocnych pro

1é¢bu Herceptinem, kterou dostal od VCOS a VZP na starost jako koordinator.

Hovofil o jednani v center diagnostikujicich HER2 a aplikujicich Herceptin

vMOU minuly tyden. Navrhl i svou demisi z funkce koordinatora, pokud by dal-

§i spoluprace méla dosavadni mezery a ujednani nebyla centry aplikujicimi Her-

ceptin respektovana. Vybor COS , ktery se postup rozhodl jiZ dfive garantovat,

znovu diirazné upozortiuje viechna centra, Ze registra¢ni listy pro 1écbu Hercep-
tinem nutno dodavat prib&zné doc. Vyzulovi do MOU. Pfednosty center bude

Z4dat o osobni vysvétleni, nebude-li dohodnuty postup respektovan.

Zapsal:. J. Zaloudik



