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prehled

MIKROMETASTAZY A VOLNE NADOROVE BUNKY, METODY DETEKCE,
VYZNAM VYSETRENI U KOLOREKTALNIHO KARCINOMU

MICROMETASTASES AND ISOLATED TUMOR CELLS, METHODS
OF DETECTION, EXAMINATION SIGNIFICANCE IN COLORECTAL CANCER

TOMASEK J.1, VYZULA R.2, COUFAL 0.2, REJTHAR A.3, KISS L.!

! ODDELENI KLINICKE ONKOLOGIE, FN BRNO
2MASARYKUV ONKOLOGICKY USTAV, BRNO
3 FAKULTNI NEMOCNICE U SVATE ANNY, BRNO

Souhrn: Pfitomnost metastdz je podstatny faktor, ktery ovliviiuje progndézu pacient se solidnimi nadory. Vysoké procento relapst
choroby se objevuje také u velké skupiny pacientil, kde po primarni, nejcastéji chirurgické 16¢bé, nebylo béznymi diagnostickymi meto-
dami prokdzano zbytkové onemocnéni. Déje se tak diky ¢asné diseminaci nddorovych bunék, které nejsou pfi standardnim stagingu
zachyceny. K tomuto rozsevu nddorovych bunék muselo dojit jiZ pfed operaci nebo teoreticky pfi resekci primédrniho nddoru. Tyto jed-
notlivé butiky mohou byt detekovany riiznymi imunohistochemickymi nebo molekuldrnimi metodami. Doposud nevyfeSenym pro-
blémem ziistava skute¢ny prognosticky vyznam zachytu volnych nadorovych bunék a neorganoidnich mikrometastiz u kolorektalni-
ho karcinomu a jeho védha pfi rozhodovéni o indikaci adjuvantni terapie.

Klicova slova: kolorektalni karcinom, volné nadorové buiky, mikrometastazy, detekce mikrometastaz, imunohistochemie, RT-PCR

Summary: The presence of metastases is one of the important prognostic determinants in patients with solid tumours. Despite
obtaining a potentially curative primary treatment (mostly resection), many patients do develop recurrent disease. The residual disease,
however, is not found by routine diagnostic methods. Tumour progression can be caused by early tumour cell dissemination,
undetectable by current standard techniques of clinical staging. Obviously, such tumour cell dissemination must have occurred prior
to, or, theoretically, at the time of surgical manipulation. Tumour cells can be detected by various immunohistochemical methods or
molecular techniques. The real prognostic significance of the detection of isolated tumour cells and micrometastases in colorectal
carcinoma and its importance for indication of adjuvant therapy still remains a question.

Key words: colorectal carcinoma, isolated tumor cells, micrometastases, micrometastases detection, immunohistochemistry, RT-PCR

Uvod

VétSina pacientl s karcinomem tlustého stfeva a kone¢niku
ma v pripad€ kompletni resekce primarniho nadoru s histolo-
gicky negativnimi uzlinami ( stadium Dukes’ A nebo B) rela-
tivn€ dobrou prognézu. Pét let po resekci karcinomu kolorek-
ta vSak preZziva pfiblizné jen 85 -95 % pacientl stadia Dukes’
A a 60 - 70 % pacientl stadia Dukes’ B. U 5 — 40% pacientQ
se tedy objevuje béhem 5 let lokdlni recidiva onemocnéni nebo
vzdalené metastizy (1, 2, 3). Prospéch adjuvantni chemotera-
pie nebyl u této skupiny nemocnych prokdzan, podle soucas-
nych kriterii tedy neni indikovédna. Relaps onemocnéni po
potencidln€ kurativnim resekénim vykonu lze vysvétlit
v naprosté vétSiné piipadli pouze hematogenni nebo lymfo-
genni diseminaci nddorovych bunék jesté pfed resekci, even-
tudlné teoreticky moZnym peropera¢nim rozsevem. BéZnymi
stagingovymi metodami nejsou tyto buiiky a mikroskopické
Castecky nadorové tkané zachyceny. Pravé na takovéto mini-
malni zbytkové onemocnéni je cilena adjuvantni terapie, nyni
bé&Zné indikovana aZ pfi histologickém pritkazu naddorovych
bunék v lymfatickych uzlinach (stadium Dukes’ C s pétiletym
prezivanim 30 — 50%). Detekce diseminovanych nadorovych
bunék v ¢asnych stadiich kolorektalniho karcinomu tedy miiZze
pomoci identifikovat rizikovou skupinu pacientd, kterd bude
mit prospéch z adjuvatni 1é¢by (4). Problémem zlstava urcit
kdy pfitomnost jednotlivych izolovanych naddorovych bunék
v krvi, kostni dfeni a v dalSich orgdnech znamena skute¢né
¢asnou formu vzdédleného metastazovani a tedy vlastné kli-
nické stadium I'V. akdy jde pouze o migrujici buiiky bez metas-
tatického potencialu.

Mikrometastazy a volné nadorové buriky, definice a otaz-
ka klasifikace

Prokaz volnych nddorovych bun€k (VNB) je nutné jedno-
znacné odlisit od diagnostiky mikrometastdz. Mikrometast4-
zy jsou loZiska nddorovych bunék mensi neZ 2mm, vzdalena
od primarniho nadoru. Dochézi zde k implantaci nddorovych
bunék do postiZzeného organu, priniku cévni st€énou nebo sté-
nou lymfatickych sinusi, velmi asto je patrnd stromdalni reak-
ce hostitelské tkan€. Extravaskularn€ nebo extrasinusoiddlng
dochézi k proliferaci nddorovych bunék (5). Je tedy patrné, Ze
mikrometastdzy lze prokdzat pouze histologickym vySetfenim.
Zasadni biologickou charakteristikou, kterd je odliSuje od mak-
roskopickych metastaz, je nepritomnost cévniho zdsobeni téch-
to ttvarl. Buriky mikrometastdz jsou plné zavislé na pasivni
difazi kysliku a Zivin, coZ omezuje jejich rast pfiblizné na 2
mm. K dalsi progresi dochézi aZ nastartovanim angiogenni
kaskady s novotvorbou cév v metastatické tkdni. — mikrome-
tastdza se méni v klasickou makroskopickou metastiazu (6,7).
Naproti tomu VNB jsou jednotlivé cirkulujici butiky nebo
maximdlné shluky nékolika bunék mimo tkanovy svazek, kte-
ré neproliferuji a nevyvoldvaji reakci stromatu hostitelské tka-
né. VEétsina téchto bunék je v Go fazi bunécného cyklu. Pou-
ze velmi malé procento (0,05%) z nich preziva a stava se
zarodkem skute¢ného metastatického loZiska (8).

V poslednich letech doslo k velkému rozvoji metod pouZi-
vanych v diagnostice VNB. VNB lze diagnostikovat morfo-
logickymi metodami (imunohistochemie, flow cytometrie),
jednak nemorfologickymi molekuldrnimi metodami (poly-
merazova etézova reakce).
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Vzhledem k velmi rozpornym vysledkim studii, které sledu-
ji prognosticky vyznam detekce minimalniho onemocnéni je
nezbytné pro jejich porovnavani pouZzivat jednotnou klasifi-
kaci mikrometdz a VNB. Priikaz mikrometastdz a VNB nelze
jednoduse zatadit do soucasné TNM Kklasifikace a napf. pri-
kaz VNB v uzlin€ popsat jako pN1. Pfesun nékterych pacien-
tl do vy$Sich stadii onemocnéni by znemoZnil porovnavat
1éCebné vysledky. Vedlo by to k nartistu poctu pacientli ve vys-
Sich stadiich a zaroveti k obrovské nehomogenité soubort paci-
entll (9). Na druhé strané€ je nutné vysledky vySetfeni VNB
popisovat jednotné. Hermanek (5) navrhuje velmi dobry
systém klasifikace rozsifujici TNM systém. V pfipad¢, Ze je
histologické vySetfeni lymfatické uzliny negativni a je patra-
no morfologickymi metodami po VNB, pouZije se symbol ,,i
v zévorce za pNO, pokud je pouZita néktera nemorfologicka -
molekularni metoda, objevi se ,,mol* (tbl 1)

Tabulka 1: Navrh klasifikace VNB v lymfatickych uzlinach (Herma-
nek P).

pNO Histologicky nezachycena uzlinova metastdza,
nebylo patrano po VNB
pNO(i-) Histologicky nezachycena uzlinova metastdza,
negativni vysledek morfologického vySetfeni na VNB
pNO(i+) Histologicky nezachycena uzlinova metastdza,
pozitivni vysledek morfologického vysSetfeni na VNB
pNO(mol-) | Histologicky nezachycena uzlinova metastiza,
negativni vysledek nemorfologického vySetienina VNB
pNO(mol+) | Histologicky nezachycena uzlinova metastiza,
pozitivni vysledek nemorfologického vySetfeni na VNB

V piipadé, Ze se jedna o sentinelovou uzlinu, pouZije se symbol ,,(sn)*
(napf. pNO (i+)(sn).

Obdobné je popisovan ndlez VNB v kostni dfeni, krvi nebo
jinych organech se specifikaci vySetfované tkané (napf.
MO(i+,liver), MO(mol—, blood).

Karcinom prsu jiz m4 v TNM klasifikaci zakotven popis mik-
rometastdzy v uzlin€ (pN1a). Pro ostatni nddory a lokalizace
mikrometastiz je navrzen symbol ,,(mi)* (napf. pN1(mi),
pM1(mi)). Je vhodné znovu zdlraznit, Ze mikrometastazy lze
diagnostikovat pouze histologicky.

Metody zjiStovani mikrometastiz a volnych nadorovych
bunék

Histopatologie

Pritomnost nddorovych bunék v krvi byla popséna jiz v 19. sto-
leti (10). V poloving 20. stoleti se objevuji tvahy o mikrome-
tastdzéch u karcinomu prsu. Tato diagnéza patii svym charak-
terem mezi systémové nemoci (11), metastickd kaskada je
nastarovéna jiz v ¢asném stadiu, kdy je primarni nador mini-
malni velikosti. Jedinou moZnosti, jak prokdzat nddorové posti-
Zeni v uzlindch, které byly pfi standardnim vySetfeni negativni,
tehdy bylo seriové profezani uzlin. V roce 1948 byla v Casopi-
su Cancer publikovana prace autort Saphira a Amromina (12),
ktefi kazdy blok materidlu s axilarnimi uzlinami rozfezali vice
nez 300x. Touto metodou byly zachyceny metastazy u 33% paci-
entek, které mély pivodné negativni nélez. Klasické barveni
preparatll hematoxylinem a eosinem bylo dominantni metodou
do pocatku osmdesatych let. V fadé publikovanych studii z té
doby bylo demonstrovano, Ze mnohocetné protfezani preparati
barvenych timto zpisobem zvySuje pocet zachytil metastatic-
kého postiZzeni uzlin az 0 20 — 30% (13,14). Vysledek vySetie-
ni samoziejmé podstatnym zpiisobem ovliviiuje pocet naleze-
nych lymfatickych uzlin v opera¢nim preparatu. Vy$§iho poctu
nalezenych uzlin v resekétu lze dosdhnout pouZitim metodik
projasnéni tukové tkané. Tyto metody barevné a konzistenci
odlisuji lymfatické uzliny od okolni tkdnég, coz je duleZité pro
zachyt velmi drobnych uzlin (15).
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Imunohistochemie

Imunohistochemické metody citlivost zachytu bunék epiteli-
alnich nadort déle zvysily asio 15% (16,17,18,19). Zakladem
tohoto vySetieni je stabilni pfitomnost cytokeratinti nebo jinych
antigent v epitelidlni nddorové burtice a naopak jejich absen-
ce v normdlni vySetfované tkani. U riznych typt epitelidlnich
nador( Ize detekovat napf. epitelidlni membranové antigeny
(EMA), specifické epitelidlni glykopeptidy, CEA, Ca 19-9
a s menS$i specifitou i estrogenové a progesteronové receptory
nebo PSA (7). Pomoci monoklondlnich protilatek napf. proti
cytokeratiniim Ize detekovat 1 nidorovou buiiku mezi 10°
mezenchymalnimi butikami kostni diené (20). Casto neni pou-
Zivana monoklondlni protildtka proti jednomu cytokeratinu ale
smés protilatek proti nékolika cytokeratinim. Do praxe se
metoda nejdfive dostala u karcinomu prsu. Podle typu pouzi-
té protilatky se objevuji 1 —3% fale$né pozitivnich nlezii (21).
VétSina publikovanych studii neprokdzala prognosticky
vyznam imunohistochemické detekce nddorovych bunék
u pacient s kolorektdlnim karcinomem stadia Dukes’
A a Dukes’ B (tbl. 2). OvSem napt. von Greenson takovouto
zavislost popsal (22). 6 ze 14 pacientl s imunihistochemicky
prokdzanymi uzlinovymi metastizami zemfelo béhem 66
mésicl, naproti tomu jen 1z 38 pacientd, ktefi méli toto vySet-
feni negativni. Isaka (23) na svém souboru pacientll prokazu-
je signifikantné hor$i prognozu pacientt s karcinomem rekta
v ptipad€ imunohistochemicky prokdzaného postiZeni uzlin.
Je ovlivnéno pétileté piezivani pacientd, v pfipadé€ desetileté-
ho prezivani jiz rozdil zachycen nebyl.

Tabulka 2: Detekce VNB v lymfatickych uzlinach u pacienti s kolo-
rektalnim nadorem stadia Dukes’ A a Dukes’ B imunohistochemicky.

autor antigen® pocet uzlin® pocet prognosticky
pacientil® vyznam
Adell (24) cytokeratin 81/467,17,3% | 39/100, 39% ne
Broll (25) cytokeratin neuvedeno 6/32, 19% ne
Oberg ?2) cytokeratin 771609, 11,6% | 47/147,32% ne
Greenson (22) | TAG 72, 33/568, 5,8% 14/50, 28% ano
cytokeratin
Isaka (23) cytokeratin 8,18 | 19/644, 2,9% 9/42,21,4% ano
Nakanishi (26) | cytokeratin, 127/1633, 8% 30/44, 68% ne
p53 13/522,2,5% 8/18, 44% ne

4 vétSinou neni pouzita monoklondlni protildtka specificka proti jedno-
mu cytokeratinu ale proti vice cytokeratinim (AE1/AE3, KI-1, CAMS5.2,
Ber-EP4 a dalsi)

b pozitivni uzliny/celkovy podet vySetfenych uzlin

¢ pacienti s pozitivnimi uzlinami/celkovy pocet vySetienych pacienti sta-
dia Dukes’ A a Dukes’ B

Flow cytometrie

VNB nejsou v jednotlivych tkdnich roztrouSeny rovnomérné.
MiizZe to vést k faleSné negativité vySetieni. K detekci VNB
v kostni dfeni Ize pouZit flow cytometrické vySetieni. Imuno-
cytochemicky oznacené nadorové buriky jsou touto metodou
rychle stanoveny a na rozdil od klasické imunohistochemie in
situ je moZna také jejich presnéj$i kvantifikace. Senzitivita
vySetfeni je vysoka, 1ze zachytit deset nebo méné bunék mezi
105 buiikami kostni diené (47).

Molekuldrné-biologické metody

Pocatkem devadesatych let se objevuje metoda polymerazo-
vé fetézové reakce (PCR). PCR umoZiuje detekovat pfitom-
nost i naprosto minimalniho mnoZzstvi urcitého fragmentu
DNA v zédplavé ostatni DNA. Déje se tak diky mnohonésob-
né specifické amplifikaci hledaného tseku DNA. Proti imu-
nohistochemickym metoddm méa PCR vys3i senzitivitu a spe-
cifitu, v optimdlnim pfipad€ umoziiuje detekovat 1 nddorovou
buiiku mezi 107 buiikami zdravé nepostiZzené tkang (21). Vel-
kou vyhodou je ¢4ste¢nd automatizace vySetfeni. Limitujici je



naopak, kromé PCR in situ, chybéjici moznost morfologické-
ho posouzeni detekovanych nddorovych bunék. Technika PCR
in situ v§ak zmenSuje objem vySetfeného vzorku. Jsou v zésa-
dé 3 pfistupy k detekci VNB pomoci PCR.

a) detekce nddorové specifickych chromozomdlnich aberact
Tuto metodu 1ze pouZzit v diagnostice hematologickych malig-
nit nebo nékterych sarkomu (27). Doposud nebyla nalezena
chromozomalni aberace specifickd pro kolorektdlni karcinom,
u této diagndzy tedy zatim nema4 toto vySetfeni pouZiti.
b)detekce nddorové specifickych mutaci DNA (mutant allele
specific amplification method ,, MASA*)

V ptipadé kolorektilniho karcinomu se jedna napiiklad o muta-
ce K-ras (kodon 12 nebo 13) nebo mutace p53. Metodu lze
pouzit pouze v ptipadé jednoznacné prokdzané pritomnosti
mutace v primarnim nadoru. Mutace k-ras nebo p53 1ze dete-
kovat u 60-80% kolorektalnich karcinoma. DalSim omezuji-
cim faktorem je moZnost faleSné pozitivity vySetfeni v piipa-
dé detekce volné nadorové DNA, ktera se miiZze uvoliovat
z nekrotickych rozpadlych nadorovych bunék (28). I pfi téch-
to limitech metody byly publikovany pozoruhodné vysledky.
Pii pouZziti MASA techniky je v ¢asnych stadiich kolorektal-
niho karcinomu prokazovéana pritomnost niddorovych bunék
u 52-64% pacientll. Hayashi (29) retrospektivné vySsettil 120
pacientli Dukes’ A nebo B. 71 pacientti mélo mutaci K-ras resp.
p53. Z téchto 71 pacientil mélo 37 pozitivni nilez v lymfatic-
kych uzlinich. Z téchto 37 pacienti mélo 27 recidivu one-
mocnéni do 5 let od diagndzy. 34 z 71 pacienttt mélo negativ-
ni vySetfeni uzlin a ani u jednoho nedoSlo béhem 5 let
k recidivé. Tyto vysledky jist€ bude nutno ovéfit prospektiv-
ni studii.

c) detekce exprese genii charakteristickych pro nddorové buri-
ky pomoci RT — PCR

Karcinomové butiky exprimuji urcité ,,markerové® geny. Zjis-
ténim této exprese (m-RNA) lze karcinomové butiky deteko-
vat. Pfedpokladem samoziejmé je, Ze nejsou exprimovany buii-
kami normélné pfitomnymi ve vySetfované tkdni. Metoda
polymerdzové fetézové reakce reverzni transkriptizy (RT
PCR) umoziiuje amplifikaci a tedy detekci mRNA cytokera-
tinu (CK) 18,19, 20, CEA, matrilysinu nebo guanyly-cyklasy
C (33,34,35) eventudlné jinych bilkovin. Ndlez m-RNA odpo-
vid4 pfitomnosti Zivych bunék, protoZe volnd RNA z nekro-
tickych bungk je velmi rychle rozloZena (36). Proti imunohis-
tochemii nabizi tato metoda vySSi senzitivitu. V optimalnim
pfipadé Ize zachytit 1 nddorovou buiiku mezi 107 nenddorovy-
mi buiikami (37). Tak vysoka senzitivita ov§em muiZe nega-
tivné ovlivnit specifitu metody. K fale$n€ pozitivnim vysled-
kiim miiZe dojit kontaminaci préb pfi jejich zpracovani,
amplifikaci pseudogent nebo nelegitimni expresi zkoumané-
ho genu. Nelegitimni exprese znamend nepatrnou minimalni
expresi tkdnovéspecifického genu jinou tkéni (38). VEtSina
autorti udava vzhledem k uvedenym skutecnostem senzitivitu
niz§i (1:10% a% 1:100). P¥i ditkladném odzkouseni metody s vel-
kym poctem odpovidajicich negativnich kontrol s nenddoro-
vou tkani je také specifita vysoka.

Pomoci RT-PCR v riiznych modifikacich 1ze detekovat nddo-
rové butiky v lymfatickych uzlindch podle riiznych autortiu 16
— 100% pacientl stadia Dukes’ A nebo Dukes’ B (tbl 3). Lie-
fers (39) ve svém souboru 26 pacientl popsal signifikantng
hors$i prognézu pacientil s pozitivnimi uzlinami. K detekci
VND pouzil CEA — RT-PCR. Vysledky této studie jsou vSak
kontroverzni, protoZe bylo vySetfeno primérné jen 7 uzlin na
pacienta a autori pouZzily maly pocet negativnich kontrol. Navic
je nedostate¢nd specifita CEA — RT-PCR, byla zachycena
exprese CEA také v uzlindch pacient bez nddorového one-
mocnéni (40,41). Futamura (42) kombinoval detekci CEA
acytokeratinu 20 pomoci RT-PCR u 13 pacientt stadia Dukes’
A nebo B. Pfekvapivé u vSech pacientii byly VNB zachyceny.
Pomoci CK 20 — RT —PCR detekoval Weitz nddorové buiiky
u 87% pacientti stadia Dukes’ A a Dukes’ B (43). Zachyt VNB
v lymfatickych uzlindch je mnohem vySSi neZ zndmé procen-

to relapsti odpovidajici ¢asnym stadiim kolorektdlniho karci-
nomu. Pii stratifikaci souboru (16 pacientll) podle lokalizace
postiZzenych uzlin se ukézalo, Ze v 8 ptipadech (50%) byly
postiZzeny pouze uzliny kolem velkych cév, ve 2 (12%) pouze
parakolické uzliny. Tyto uzliny jsou pfi lymfadenektomii
odstranény a nemaji tedy asi Zadny prognosticky vyznam. U 6
pacientil (38%) vSak byla pozitivni tzv. apikdlni uzlina. Api-
kélni uzlina je v tomto smyslu posledni spidova uzlina niddo-
ru pied resek¢ni linii. Opakované bylo prokdzano, Ze histopa-
tologicky prokdzané meta v apikdlni uzliné zhorSuji prognézu
pacienta (45,46). U 30 — 40 % pacientii Dukes’ A a Dukes’
B dochazi k relapsu onemocnéni. Nabizi se tedy hypotéza, Ze
prokdzané VNB v apikalni uzlin€ prokazuji diseminaci nddo-
rovych bunék za hranice resek¢ni linie. Tito nemocni by moh-
li mit prospéch s adjuvantni terapie. Nyni probihd follow up
tohoto souboru pacientll, vysledky by mohly podpofit pro-
gnosticky vyznam vySetieni apikdlni uzliny na VNB pomoci
detekce CK 20 — RT- PCR.

Tabulka 3: Detekce VNB v lymfatickych uzlinach u pacienti s kolo-
rektalnim nadorem stadia Dukes’ A a Dukes’ B metodou RT-PCR.

autor detekovany gen pocet uzlin® pocet pacientii®
Liefers (39) CEA 36/192, 19% 14/26, 54%
Futamura (42) | CK20, CEA 10/202,50,5% | 13/13, 100%
Weitz (43) CK20 137/269, 50,9% | 14/16, 87,5%
Mori (40) CEA 47/87, 54% 4/7,57%
Dorudi (4) CK20 8/127,6,2% 4/14, 28,6%
Wong (44) CD 44 neudano 1/6, 16%
Waldman (34) | guanylyl cyklasa C | 6/23,26,1% 2/7, 28,6%
Ichikawa (35) | matrilysin 8/60, 13% 2/10, 20%

4 pozitivni uzliny / celkovy pocet vySetfenych uzlin
pacienti s pozitivnimi uzlinami / celkovy pocet vySetfenych pacientll
stadia Dukes’ A a Dukes’ B

Diseminace VNB kolorektalniho karcinomu v krvi a v kost-
ni dieni

Vysoké procento zachytu VNB v regiondlnich lymfatickych
uzlinch ve stadiu Dukes’ A a Dukes’ B podporuje terapeutic-
ky vyznam lymfadenektomie v Casnych stadiich kolorektalni-
ho karcinomu. Je ov§em nutné posoudit také vyznam hemato-
genni cesty nddorové diseminace. Pokud jsou nddorové butiky
prokézény v krvinebo v kostni dfeni, nevede chirurgicky vykon
k uplné eliminaci nddorovych buné€k z organismu. Klinicky
vyznam takovéhoto nélezu zstavé nejasny.

Hematogenni diseminace VNB ¢asnych stadii kolorektalniho
karcinomu detekovand imunocytologicky korelovala s ¢as-
néj$im relapsem a krat$i dobou pteZivani (48). Pacienti s flow
cytometricky detekovanymi VNB v kostni dfeni méli vyssi
pravdépodobnost vzniku vzdéilenych metastiz (49). S vyS$§im
klinickym stadiem stoupd také procento pacientil s nilezem
VNB v kostni diteni (50, 51). Weitz (52) uvadi nasledujici roz-
loZeni Cetnosti postiZeni kostni dfené: Dukes’ A - 9%, Dukes’
B -32%,Dukes’ C-44%,Dukes’ D - 83%. Zachyt VNB v kost-
ni dfeni neznamena vyssi pravdépodobnost relapsu onemoc-
néni v kostech(51). Bylo prokdzano, Ze pfi resekénim vykonu
se zvySuje poCet VNB v krvi (52) a to vice v krvi spddovych
mesenterickych Zil proti vzorkim krve periferni a z centralni
Zily (53). To ukazuje na filtra¢ni funkci jater a dal$ich organi
pro tyto nddorové buiiky. Jaky je skute¢ny metastaticky poten-
cial téchto bun€k a zda to ovliviiuje progndzu pacientt je zatim
nejasné.

Perespektivy detekce VNB

Nélez VNB v lymatickych uzlinich, kostni dfeni, krvi nebo
jinych tkdnich mZe znamenat vyssi riziko metastazovani v bliz-
ké nebo vzdalenéjsi budoucnosti a tedy hor$i prognézu paci-
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enta. VySetfeni VNB muiZe byt uZitecné k selekci rizikovéjSich
pacient(l, kteti by mohli profitovat z dal$i adjuvantni terapie.
VNB, které maji metasticky potencidl ve své vét§iné€ neproli-
feruji, nachézi se v Go fazi buné¢ného cyklu. MoZnosti klasic-
ké adjuvantni chemoterapie, ktera ptisobi jen na proliferujici
buriky, jsou piijejich likvidaci velmi omezené. Perspektivni se
ale v této indikaci jevi terapeutické pouZiti monoklonalnich pro-
tilatek a jejich kombinace s chemoterapii (54). Fenotypizace
VNB a mikrometastdz na pfitomnost cilovych antigenti by
pomohla v cilené indikaci takovéto 1éCby (55).

Pritomnost VNB nelze na zéklad€ soucasnych znalosti hod-
notit jako nezavisly prediktivni faktor. Aby bylo moZno zhod-
notit skute¢ny vyznam VNB, bude nutné standardizovat meto-
diku vysetfeni do studii zatadit velké mnozZstvi pacientl na
vice pracovistich a vysledky zhodnotit multivariacni analyzou
se zahrnutim vSech zndmych a uvaZovanych moZnych pre-
diktivnich faktort.

Prace byla podporena Vyzkumnym zidmérem MZCR &.
00065269705.
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NAJNOVSIE PRISTUPY V DIAGNOSTIKE LEUKEMII POMOCOU
IMUNOFENOTYPIZACIE A SLEDOVANI MINIMALNE]J REZIDUALNE]
CHOROBY

MODERN TRENDS IN LEUKEMIA DIAGNOSIS BY IMMUNOPHENOTYPING
AND MONITORING OF MINIMAL RESIDUAL DISEASE

TOMOVA A., BABUSIKOVA 0.
USTAV EXPERIMENTALNEJ ONKOLOGIE SAV, BRATISLAVA, SLOVENSKA REPUBLIKA

Suhrn: Leukémie tvoria heterogénnu skupinu ochoreni a postihuju deti aj dospelych. Diagnostiku vo velkej miere ulah¢uje prietoko-
vé cytometria, avSak relaps ochorenia zostava velkym problémom aj v sicasnosti. Stanovenie minimalnej rezidudlnej choroby a hla-
danie novych terapeutickych stratégii zakonite musi byt zaloZené na dokladnom poznani biologickych vlastnosti jednotlivych typov
buniek. V tomto bode m4 velky vyznam prave prietokova cytometria s moZnostami viacfarebného znacenia ro6znych znakov stcasne,
DNA analyzy, alebo kombindcie sortovania/separacie buniek na podklade imunofenotypu s naslednou komplexnou analyzou jednot-
livych bunkovych populdcii.

Klicové slova: akitna a chronickd leukémia, minimélna reziduédlna choroba, prietokova cytometria, sortovanie buniek

Summary: Leukemias create/represent a heterogenous group of diseases affecting both children and adults. Diagnosis is to a large
extent facilitated by flow cytometry but the relapse of the disease remains a big problem also at present. Detection of minimal residual
disease and finding new therapeutic strategies must be regularly based on consistent knowledge of biological characteristics of
individual cell types. In this point, the great significance belongs to flow cytometry with the possibilities of multicolor staining of
different markers simultaneously, DNA analysis, or combination of cell sorting on the basis of immunophenotype followed by the

complete analysis of individual cell populations.

Key words: acute and chronic leukemia, minimal residual disease, flow cytometry, cell sorting

Fyziologicky hematopoeticky vyvoj je Specificky regulovany
proces, ktory zahriiuje sebaobnovu kmenovych buniek, expan-
ziu triedovo-Specifickej progenitorovej populécie a dozrieva-
nie do kone¢nych krvnych elementov (1). Pochopenie proli-
feracie a diferencidcie buniek sa uzZ nezaobide bez znalosti ich
imunofenotypového profilu, ktory je tvoreny mozaikou mem-
branovych i vnitrobunkovych molekil. V poslednom obdobi
prebehla ich rozsiahla charakterizcia z hladiska genetickej
determinécie, chemickej Struktdry a funkcie; ziskané poznat-
ky sa vo velkej miere vyuZivaji aj v suvislosti s diagnostikou
leukémii a lymfémov (2, 31, 32).

Aplikacia metody prietokovej cytometrie v diagnostike leu-
kémii

Prinosom pouZitia monoklondlnych protilatok a prietokovej
cytometrie je urCenie triedy akdtnych alebo chronickych leu-
kémii, najmé v pripadoch nejednoznaéného morfologického
nilezu, stanovenie prognézy na podklade imunofenotypu
a vyuzitie v detekcii minimalnej rezidudlnej choroby. Najskor
pouzivanou bola jednofarebna imunofluorescencia, prostred-
nictvom ktorej sa znaky analyzovali jednotlivo. Porovndvacia
analyza imunofenotypovych charakteristik leukemickych
buniek a zdravych buniek je doleZitd pre exaktné odliSenie
zdravych buniek od naddorovych (6, 36). V znac¢nej miere pou-
Zivané jednofarebnd imunofluorescen¢nd analyza vSak neu-
moZiiuje presnt detekciu aberantnych populécii najmi z toho
hladiska, Ze leukemické bunky exprimuju prevazne rovnaké
znaky ako zdravé bunky (42). LiSia sa v8ak v urcitych cha-
rakteristikdch (intenzita expresie, pocet molekil daného zna-
ku) (33, 34, 41). Vyvoj monoklonélnych protil4tok spojenych
s rozli¢nymi typmi fluorochrémov umoznil pouZitie a analy-
zu kvantitativnych a kvalitativnych zmien viacerych znakov
naraz, ¢o presnejSie definuje fenotyp jedinej bunky (3, 37).
Preto sa v sucasnosti pristupuje k definicii populécii pritom-
nych v zdravej kostnej dreni a periférnej krvi pomocou troj-

a Stvorfarebnej analyzy, a k Standardizacii tychto technik vo
viacerych laboratériach (4, 5, 7).

Viacfarebnd imunofluorescenénd analyza populdcii zdravej
kostnej drene a periférnej krvi

PouZitim kombindcii priamo znacenych protildtok s nésled-
nou lyzou erytrocytov vo vzorke a citlivého merania sa ziska-
li detailné informdcie o bunkovych subpopulaciich pritom-
nych v zdravej kostnej dreni a periférnej krvi aj vo velmi
nizkych frekvenciach, ktoré predtym nebolo mozné detekovat
klasickymi metédami. Zvolené kombindcie protilatok proti
povrchovym a vnitrobunkovym znakom a techniky znacenia
vychddzaju z doteraz ziskanych poznatkov o imunofenotype
roznych populécii leukocytov (4, 7, 8).

Pomocou prietokovo-cytometrickej analyzy sa podarilo iden-
tifikovat zakladné imunologické podtypy vCasnych progeni-
torov exprimujtcich znaky asociované s B-bunkovou triedou
v kostnej dreni. Na zdklade pouZitia piatich trojkombi-
nicii znakov (CD10/CD20/CD19, CD34/CD38/CD19,
CD34/CD22/CD19, CD19/CD34/CD45, TdT/CD10/CD19)
saidentifikovali dve subpopulacie CD19~ progenitorov, z kto-
rych jedna exprimovala znaky CD34*/CD22*/CD19~ a dru-
ha TdT*/CD10*/CD19. Tieto subpopuléacie vsak predstavuji
velmi malé percento (0,1110,09% a 0,0410,05%) z celkové-
la znak CD19 a podlIa intenzity expresie (bright = silnd inten-
zita expresie, dim = slabd intenzita expresie) dal§ich znakov
sa charakterizovali tri nasledovné podskupiny: velmi nezre-
1é B-bunky, s imunofenotypom CD10Pright CD34, TdT,
CD19dim CD22dim Cp3gbright CD45-/dim 3 CD20-; bunky
prechodného B-bunkového $tidia dozrievania charakterizo-
vané imunofenotypom CD19, CD10, CD22, CD45, CD34-,
TdT-, CD38Pright” cD22dim  CD20%™; zreliu B-bunkovi
populéciu definovali znaky CD19*, CD22bright, CD45bright,
CD20bright, CD384im CD10-, CD34-, TdT . Prvé dve subpo-
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pulicie prevladaja u deti do 15 rokov (v KD maji az 70%
zastipenie), poCet buniek v tretej subpopulacii je vzhladom
k veku relativne stabilny (4).

Podobna Stidia bola zamerand na charakterizdciu buniek
s T-asociovanymi znakmi, nachddzajicimi sa v zdravej kost-
nej dreni. Opidt bolo pouZitych pédt kombindcii zna-
kov (CD7/CD5/CD3, CD7/CD4/CD8, CD7/CD2/CD3,
CD7/CD38/CD34 a TdT/CD7/cCD3). V zdravej KD sa nezis-
tili Ziadne populécie buniek, ktoré by neexprimovali znak CD7,
pripadne by jeho expresia bola slab4, taktieZ ani populédcie
s koexpresiou znakov CD34*CD7* a TAT*CD7*cCD3*. Pre-
to sa analyzovali ostatné znaky na populdcii CD7* buniek.
Dolezitym poznatkom je, Ze v zdravej kostnej dreni sa nena-
chadzaju populécie buniek, ktoré silne exprimujti znaky CD4*
a CD8*. V analyzovanych vzorkach KD sa sledovala aj moz-
nost koexpresie znakov CD19, CD13 a CD33 v zdravej popu-
lacii CD7* buniek, pretoZe u leukémii T-bunkového typu sa
ich expresia vyskytuje nezriedka (6, 40). Ziadna koexpresia
CD7+CD19* sa nezistila vo frekvencii vy$$ej nez 10, aviak
bunky CD7*CD13* a CD7*CD33" boli detekované v 10 %
vzoriek KD vo frekvencii vy$Sej ako 104 (0,06+0,03 %
a0,05+0,04 %) (7).

Vo vzorkach zdravej periférnej krvi sa analyzovali subpopu-
lacie lymfocytov Stvorfarebnym znacenim s rtoznymi CD mar-
kermi. Najviac zastipenymi populdciami boli lymfocyty
s fenotypom CD3*CD8*CD2*CD4~ (25%), CD3*CD8"
CD2*CD4* (42%), CD3 CD8*CD2*CD4~ (4%), CD3~
CD8*CD2 CD4~ (1%), tieto populiacie CD3~CD8* exprimo-
vali znaky CD16*CD56%, lymfocyty negativne pre vSetky
T-znaky boli CD19* (11%) (8).

Na zéiklade tychto poznatkov o fenotypovych vlastnostiach
buniek zdravych populacii mozZno vymedzit tzv. ,,empty spa-
ces* (oblasti na bodovych histogramoch — ,,dot plots*, kde sa
zdravé bunky KD nenachadzaju, ale maligne bunky st lokali-
zované v tychto oblastiach kvoli ich aberantnej antigénnej
expresii) (5). Takymto spdsobom prichddza do tvahy defini-
cia ektopického povodu leukémie, ako je to asto pozorované
u akuatnych leukémii pochddzajicich z T-buniek, predovset-
kym z tymusu.

Podobné charakterizacia myeloidnych bunkovych subpopula-
cii v zdravej KD alebo PK eSte nebola publikovand, i ked su
znidme prace s pouZitim multiparametrovej analyzy a trojfa-
rebného znacenia na definovanie aberantnych fenotypov
a detekciu MRD u pacientov s akttnou myeloidnou leukémi-
ou (9, 10, 35).

Detekcia MRD a jej prognosticky vyznam pri viacfarebnej
analyze

Detekcia malignych buniek v ,.empty spaces” ma uplatnenie
nielen na zaciatku ochorenia pri stanoveni diagndzy, ale aj
v priebehu ochorenia na stanovenie efektivity liecby pri eli-
minécii leukemického klonu a dokaze MRD (5, 7).

Detekcia MRD pomocou imunofenotypizécie s vysokou citli-
vostou (10 az 1073 pri pouziti $pecifickych s leukémiou-aso-
ciovanych imunofenotypovych vlastnosti) umoZiiuje takto
odliSit aj skupiny pacientov s vy$Sim rizikom relapsu. Na pod-
klade hodnotenia minimélnej zvySkovej choroby po konsoli-
dacnej liecbe je moZné rozdelit pacientov do dvoch skupin.
Deliacou hranicou je pocet 3,5 x 10" rezidudlnych leukemic-
kych buniek a u pacientov s niz§im po¢tom rezidulnych buni-
ek sa zistila menSia pravdepodobnost relapsu, priaznivejsi
cytogeneticky ndlez a dlhodobejSie preZivanie (9). K podob-
nym zdverom mozno dospiet pri analyze hladiny zvySkovych
buniek s aberantnym fenotypom uZ po induk¢nej liecCbe u paci-
entov s AML. U pacientov zaradenych do skupiny s najvic-
Sim rizikom sa zistila MRD vo vicsej frekvencii nezZ 107~ abe-
rantnych buniek a vyskyt relapsu 85£9% v priebehu 3 rokov.
Skupina pacientov v strednej rizikovej skupine mala pocet
zvyskovych buniek 102 az 1073 a riziko relapsu 45+8%. Paci-
enti s obsahom aberantnych buniek v men$om poéte nez 103
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boli zaradeni do skupiny s najniZ$im rizikom névratu ochore-
nia, 14+6%. U tych, ktori mali pocet aberantnych buniek men-
§1 ako 10 sa v priebehu 3 rokov nevyskytol relaps (10).

Definicia vlastnosti buniek spojenych s procesom vzniku
leukémie

Mechanizmy zodpovedné za nekontrolovatelnti expanziu leu-
kemickych buniek st tzko viazané s regulacnymi mechaniz-
mami zdravych hematopoetickych buniek, najmi s regulaci-
ou bunkového cyklu, proliferdciou a prezivanim buniek. Je
vSeobecne akceptovany fakt, Ze leukemické bunky proliferuja
vdaka zmendm v aktivacii proto-onkogénov a/alebo inaktiva-
cii nddorovych supresorovych génov. Traduje sa ndzor, Ze leu-
kemicky fenotyp je odrazom trovne hematopoetickej hierar-
chie, v ktorej sa geneticky defekt vyskytuje (43). Najnovsie
prace dokazuju, Ze genetickd udalost spustajica leukémiu sa
vyskytuje na drovni kmetiovej bunky, bez ohladu na fenotyp
celkovej populdcie leukemickych blastov. Tento geneticky
defekt pravdepodobne sdm determinuje diferenciatny program
postihnutého bunkového klonu (11).

Sortovanie leukemickych buniek prietokovym cytometrom
Priimunofenotypizacii patologickych buniek v PK a KD paci-
enta mozno analyzovat stupei heterogenity v abnormélnej bun-
kovej populdcii, sposobeny existenciou roznych patologickych
klonov alebo pritomnostou buniek v rozliénych dozrievacich
Stadiach (12). Prietokovd cytometria uZ v su¢asnosti poskytu-
je viac ako len charakterizovanie imunofenotypu buniek. Sepa-
rovanie bunkovych populécii s naslednou analyzou buniek flu-
orescencnou in-situ hybridizaciou (FISH) alebo simultdnna
analyza fenotypu a obsahu DNA maju velki vypovedni hod-
notu o vlastnostiach tychto buniek (12, 13, 14).
Separovanie/sortovanie buniek prietokovou cytometriou
umoZiluje ziskat suspenziu buniek, ktord obsahuje viac ako
95% buniek s pozadovanym fenotypom. Principom je rozde-
lenie pradu unéd$ajiceho bunky kmitanim piezoelektrického
kryStalu na jednotlivé kvapky, ktoré obsahuju len jednu bun-
ku. Bunky st potom vychylované elektrickym nadbojom do jed-
notlivych skumaviek podla zvolenych parametrov (15).

Vela prac sa zaobera detekciou leukemickych buniek v sub-
populécii hematopoetickych progenitorovych buniek kostnej
drene alebo periférnej krvi, predovSetkym na zaklade Speci-
fickych imunologickych znakov a ich kombinécii a charakte-
ristickych chromozomalnych odchylok.

Sledovanim pacientov v chronickej fize CML sa zistilo, Ze
v periférnej krvi sa u nich nachddza zvySené mnoZstvo proge-
nitorovych buniek, ktoré sa od seba fenotypovo velmi neodli-
Sovali. Priich skiimani zistili pritomnost ako normalnych (Ph-),
tak aj Ph* progenitorov (16). Paralelné Stidie buniek CML
ukézali, Ze mnohé leukemické kmetiové a progenitorové bun-
ky sa delia, je zaujimavé, Ze u vSetkych sledovanych pacien-
tov aj bunky v G, faze bunkového cyklu obsahovali BCR-ABL
mRNA (17).

Podobne ako u CML aj u AML boli detekované leukemické
a zdravé progenitorové bunky. Ich fenotyp je velmi podobny
z hladiska expresie CD34 a nizkej expresie CD38, moZu sa
lisit stratou expresie Thy-1 (18). K tplne opacnym zaverom
dospeli autori v inej praci, ktori demonstrovali, Ze pripady so
silnou expresiou CD34 na leukemickych kludovych kmertio-
vych bunkdch mdZu reprezentovat neoplasticki dysregulaciu
medzi CD34 negativitou a schopnostou pre rychlu eliminaciu
(eflux) lipofilnych molekul (19). Separovanie nezrelych buni-
ek AML periférnej krvi pacientov preukazalo, Ze progenitory
schopné obnovovania exprimujui fenotyp CD34*CD71 "HLA-
DR~CD38", teda podobne ako zdravé progenitory. Vysledky
naznacili, Ze u tychto pacientov sa leukemicka transformacia
mohla vyskytnit v primitivnych bunkéch, ktoré exprimuju
CD34 s naslednou klonalnou evoluciou, ale napriek tomu si
zachovali schopnost proliferovat a obnovit hematopoézu
NOD/SCID mysi (20).



Zistilo sa, Ze pacienti s AML a translokéciou t(8;21) maju doké-
zatelne aj dva mesiace po dosiahnuti klinickej remisie pri-
tomnych aZz 80% CD34* buniek s touto translokaciou (13).
Demonstrovalo sa tiez, Ze t(8;21)-Specifickdi AMLI1/ETO
mRNA je exprimovana v zrelych monocytoch a B-bunkéch,
ako aj HSC (hematopoietic stem cell), lymfoidnych progeni-
toroch a myeloidnych progenitoroch aj pocas remisie pacien-
ta, takZe t(8;21)+ HSC v remisii si schopné diferencovat do
zrelych krvnych buniek in vivo (21).

Na podklade predchidzajicich $tudii ktoré ukazali, Ze viac ako
95% detskych B-ALL exprimuje znak CD38, sa predpokla-
dalo, Ze je moZné izolovat v KD deti s B-ALL normalne
CD34*CD38 progenitory v Case remisie. CD34* bunky boli
separované do CD34*CD38* a CD34*CD38~ populdcii.
Naslednd analyza u 10 deti ukdzala, Ze u Styroch z nich
sa vyskytujua pre tento typ leukémie netypické leukemické pre-
skupenia TCR, charakteristické pre daného pacienta, aj
v CD34+*CD38™ populacii (22).

Zaujimava Stidia bola urobend s izolovanymi Ph* progenito-
rovymi bunkami ALL s roznym fenotypom (CD34*CD38",
CD34*CD38*, CD34-, CD34%) od pacienta, ktorymi trans-
plantovali NOD/SCID mysi. NajlepSiu proliferacnii schopnost
mali bunky CD34**CD38", schopné vytvorit velké mnoZstvo
leukemickych blastov, ktoré exprimovali rovnaké aberantné
kombindcie povrchovych antigénov ako mal pacient (11).

Je pozoruhodné, Ze poCas remisie sa HSC s translokéciou doka-
7u diferencovat do zrelych krvnych buniek. ,,Klonalna remi-
sia“ u pacientov s AML naznacuje, Ze dominantné ,,pre-leu-
kemické* kmetiové bunky schopné normélnej diferenciécie
moZu existovat a Ze dalSia mutacna udalost/udalosti moZu
transformovat tieto pre-leukemické kmeniové bunky do sku-
to¢nych leukemickych kmenovych buniek ako vysledok viac-

stuptiovej leukemogenézy. V praci sa demonstruje, Ze t(8;21)
nemusi Specificky znacit leukemické bunky. Na druhej strane
je doleZité vediet, ¢i rezidudlne bunky pritomné u roznych
hematologickych malignit si potomkami malignych alebo
nemalignych kmeniovych buniek s leukemickymi Specificky-
mi génmi (21).

Hodnotenie proliferacnych markerov, bunkového cyklu,
apoptozy a rezistencie pomocou prietokovej cytometrie

Definovanie leukemickych buniek v populdcii hematopoetic-
kych prekurzorov m4 teda vyznam nielen z hladiska definova-
nia minimalnej rezidudlnej choroby, ale aj z hladiska objasne-
nia mechanizmov vzniku leukémie. Sucasna analyza
povrchovych, vnutrobunkovych znakov a obsahu DNA umoz-
fluje presnejSiu charakterizaciu vlastnosti leukemickych buni-
ek (23). Odpoved leukemickych buniek na induk¢nt terapiu,
pritomnost MRD a prognéza ochorenia st do zna¢nej miery
determinované prave schopnostou proliferdcie a apoptozy leu-
kemickych buniek v pritomnosti podanych lie¢iv. Metdda pri-
etokovej cytometrie vyuZiva rozne metddy fixacie a permeabi-
lizacie na dokaz poliferacnych znakov v spojeni s detekciou
obsahu DNA na stanovenie proliferacného indexu leukemic-
kych buniek (23, 24,25). Detekcia zmien v expresii nddorovych
supresorovych génov (p53, p21), anti- a pro-apoptotickych
molekul (Bcl-2, Bax, CD95), mnohopocetnej liekovej rezisten-
cie (MDR) u hematologickych malignit je zriedkava v ¢ase dia-
gndzy, mé viak Specificky vyznam pre detekciu mechanizmov
progresie leukemického procesu u niektorych diagnéz, ako sa
potvrdilo napriklad u CML ¢i AML (26, 27, 28, 29, 30, 38, 39).

Praca bola podporena Grantom c. 2/1109/21 Slovenskej
grantovej agentury.
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MALIGNI KOZNI NADORY U PACIENTU
S VICECETNYMI MALIGNITAMI

MALIGNANT SKIN TUMORS IN PATIENTS
WITH MULTIPLE MALIGNANCIES

VITOVA V. .
MASARYKUV ONKOLOGICKY USTAV, BRNO

Zhoubné nadory (ZN) kiize (C43 - maligni melanom ktize, C 44 — ostat-
ni nadory kiiZe) pomérné asto participuji v diagnéze mnohocetné malig-
nity. Vyskytuji se jako primarni i ndsledné malignity. Zatim 1ze téZko urcit,
kterd z uvedenych variant je Cast€jsi, nebot existuje jen mélo onkologic-
kych registra (Finsko, Ceska republika), které registruji i kozni basalio-
my. Pfesnéj$i vyznam ZN kiZe v rdmci viceCetnych malignit (VM) neni
tedy zatim zcela objasnén. Nékteré prameny (7, 10) vSak jiZ na urcité
vyznamné souvislosti upozoriuji.

* Maligni melanom kiize (MMK) jako primérni ZN:

Wassberg a kol. (Svédsko) (15) zjistili pfi analyze dat pacienti s MMK in
situ zvySené riziko rozvoje naslednych MMK a nemelanomych nadort
kaze (NMNK), ddle ZN prsu u Zen. V kohort€ pacientl s rozvinutym MMK
do 60 let véku nasli vyznamné zvySené riziko naslednych MMK, NMNK
a ZN neuroektodermélni tkdné u obojiho pohlavi (16).

Schenk (USA)(12) upozoriiuje na 2x zvySené riziko vyskytu nésledného
ZN pankreatu u pacienti s MMK diagnostikovanym do 50 let v€ku. Bha-
tia a kol.(2) z Univerzity v Karoling (USA) referuji zvySené riziko rozvo-
je subsekventnich MMK a karcinomd mocového méchyie. Levi a kol.
(Svycarsko) nasli za dobu 20-ti let sledovani pacientl s primdrnim MMK
signifikantné zvySeny pocet ndslednych MMK i NMNK - nejvice basa-
liom, pfevdzné umuzii (8). Na vysoké riziko naslednych ZN jinych topik
(mozek, ORL oblast, chronickd lymfaticka leukémie) u obou pohlavi do
50 let véku upozoriiuje Swerdlow (13). 16x zvySenou incidenci nasled-
nych lymfomu ve srovnéni s normalni populaci uvadi Riou (11).

* MMK jako nasledny ZN:

Brennan (3) upozoriiuje na vyznamné riziko vyskytu nislednych MMK
vedle dal§ich naslednych ZN rizikovych topik unon — Hodgkinskych lym-
fomu. Travis (USA) zjistil u muzi se ZN varlete (pfeZivajicich vice nez 1
rok) vedle jinych ZN vysoké riziko ziskani MMK (74). V obou ptipadech
neni zminén vyznamnéjsi vyskyt NMNK.

* NMNK jako primarni ZN:

Dle udajt finského onkologického registru znamena zjist€ni koZniho basa-
liomu do 40 let véku vyznamné riziko pro vznik NMNK, MMK a ZN slin-
né Z1azy, rtu, tenkého stfeva, nosu a pharyngu (10). Hjalgrim a kol. (Dan-
sko) uvadéji u pacientt s NMNK zvySené riziko rozvoje non —
Hodgkinského lymfomu (7). V souboru §védskych pacientl (17) s pri-
marnim NMNK, zejména mladSich 60 let z obdobi 1958 — 1992 byl zji§-
tén trojndsobné vyssi vyskyt ndsledného MMK a dalSich dlazdico - bunéc-
nych ZN (rtu, respira¢nich organi, jicnu, ¢ipku déloZniho, vulvy, vaginy),
2x zvySené riziko malignit hematopoetickych a lymfoproliferativnich orga-
nil, i tzv. ZN tkani ovlivnénych koufenim. Frisch (5) nalezl signifikantné
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zvySené riziko naslednych ZN respira¢nich orgdni, rtu, bukdlni sliznice,
pharyngu, MMK, hemoblastdz. Vyslovil v této souvislosti hypotézu o vli-
vu koufeni na veskery dlazdicovy epitel lidského téla. Friedma (USA) (4)
popsal u pacientl s basaliomy kiiZe zvySenou incidenci ndslednych ZN
vSech topik, plica MMK. U Zen jde zejména o ZN plic, thyreoidey a MMK,
u muzi jde o MMK, ZN ledviny, dutiny ustni a jicnu.

* NMNK jako nasledny ZN:

Dansti autofi (7) uvadéji, Ze zjiSténi nasledného NMNK u pacientl s non
— Hodgkinskym lymfomem mladSich 80 let bylo asociovano se signifi-
kantné€ zvySenou mortalitou. Lévi poukazuje kromé jinych nislednych
nadori u Svycarskych Zen s primérnim ZN prsu t€Z na zvySeny vyskyt
NMNK (9). Dle Adami a kol. (Svédsko) je mezi vyskytem non — Hodg-
kinskych lymfomd a NMNK silna asociace. Na jejich zvySen€ incidenci
v mladsim véku se zfejmé podili zvySena expozice UV zifeni (7).

¢ Oboji ZN kiiZe jako nasledné nadory:

Rada autorii upozoriiuje u VM na zvySeny vyskyt naslednych MMK
aNMNK vedle sebe. Hall (6) poukazuje u pacientl s non - Hodgkinskym
lymfomem na zvySeni rizika vyskytu MMK v prvnich 3 - 10 letech
a NMNK v prvnich 0 — 2 letech po inicidlni diagndze. Néktefi autofi (10,
4) doporucuji registraci v§ech ZN kiiZe (v€etné basaliomil), nebot pred-
pokladaji piinos této aktivity pro vyzkum i klinickou praxi.
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puvodni prace

MONITOROVANI DENDRITICKYCH BUNEK A JEJICH PODTYPU
V PRUBEHU LECBY NEMOCNYCH S MNOHOCETNYM MYELOMEM

MONITORING OF DENDRITIC CELLS AND THEIR SUBSETS DURING
TREATMENT IN MULTIPLE MYELOMA

KOVAROVA, L.1; SVOBODNIK, A.3; BUCHLER, T.2; MUSILOVA, R.2; VANOVA, P.2; KLABUSAY, M.1;
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Souhrn : Vychodiska : V této studii bylo hodnoceno zastoupeni subtypti dendritickych bunék (DB) - DB1, DB2 - pacientl
s mnohocetnym myelomem (MM) pfed pocitkem 1écby a v jejim pribéhu. Metody a vysledky : Flowcytometrické stanoveni
poctu DB periferni krve bylo provadéno na zakladé pozitivni exprese povrchovych antigenti - CD83 spoleéné s HLA-DR,
CDl11c a CD123. Kontrolni skupina zdravych jedinct (n = 15; primér 0,6210,06% CD83+ bunék; pomér DB1/DB2 = 2.,5)
nevykazovala statisticky vyznamny rozdil pfi srovnani se vstupnim hodnocenim pacientt pied 1é¢bou (n = 15; 0,5910,13%
CD83+ bunék; DB1/DB2 =2,17). U lécenych pacientl (n = 10) doSlo po induk¢ni 1é¢bé VAD (vincristin + adriamycin + dexa-
methazon) k nérastu celkového poctu DB (0,8410,4%; DB1/DB2 = 1,59) ve srovnani s pocate¢nimi hodnotami, po aplikaci
G-CSF pocet DB poklesl (0,6610,6%; DB1/DB2 = 3,71). NejniZSich hodnot celkového poc¢tu DB bylo dosaZeno v aferéznim
produktu (0,36+0,2%; DB1/DB2 =4,75). Aplikace GM-CSF vyvolala zvySeni po¢tu DB (0,56+0,3%; DB1/DB2 =1,59) a v 6.
mésici po transplantaci se obnovila pfedlécebna hladina DB (0,8310,6%; DB1/DB2 = 3,92). Zavér : Nejvyssi pocty DB byly
zjiStény po induk¢ni 1€¢be a v Sestém mésici po transplantaci. Pomér DB1/DB2 vyznél pro relativni ptevahu typu DB1, nej-
vys$§i byl v aferéznim produktu a v periferni krvi Sestého mésice po transplantaci.

Klic¢ova slova : dendritické buiiky, mnohocéetny myelom, imunoterapie

Summary : Background : In this study was evaluated the proportion of dendritic cells (DC) subsets — DC1, DC2 —in peripheral
blood of patients with multiple myeloma (MM) before and during treatment. Methods and results: Flowcytometric
determination of DC in the peripheral blood was based on the positive expression of surface antigens - CD83 in combination
with HLA-DR, CD11c and CD123. No significant differencies were found in initial values between the group of healthy
volunteers (n = 15; mean count of CD83+ cells was 0,62+0,06%; ratio DC1/DC2 = 2,5) and the group of patients before
treatment (n=15;0,5910,13% CD83+; DC1/DC2 =2,17). In the group of patients (n = 10), after induction treatment with VAD
regimen (vincristin, adriamycin, dexamethason), mean percentage of DC (0,84+0,4% CD83+ cells; DC1/DC2 = 1,59) was
higher than initial values. Administration of the G-CSF reduced the total DC numbers (0,6610,6%; DC1/DC2 = 3,71). The
lowest total DC counts were in the apheresis products (0,3610,2%; DC1/DC2 =4,75). Administration of the GM-CSF increased
DC numbers (0,5610,3%; DC1/DC2 = 1,59). Pre-treatment DC values were reached in the six months after transplantation
(0,8320,6%; DC1/DC2 = 3,92). Conclusions : The highest number of total DC was found after induction treatment and in the
six months after transplantation. Ratio DC1/DC2 showed the relative predominance of DC1 subtype, the highest ratio was
found in the apheresis products and in peripheral blood six months after transplantation.

Key words : dendritic cells, multiple myeloma, immunotherapy

Uvod

Dendritické buiiky jsou G¢inné antigen-prezentujici buniky, jez
jsou schopny pohltit cizorody antigen (Ag) a opracovany jej
nasledné€ nabidnout T lymfocytim, ¢imZ mtZe dojit k vyvola-
ni primérni T buné¢éné odpovédi (Hart, Blood 1997). Ve spo-
jeni s vhodnym nadorovym antigenem Ize indukovat protina-
dorovou imunitu u pacientii s MM (Kwak, Seminar Hematol
1999). DB se tak jevi vhodnymi butikami pro imuniza¢ni pro-
tokoly a pro pfipravu protinddorovych vakcin.

Vlastnosti, fenotyp a funk¢ni stav DB jsou zavislé na typu pre-
kurzoru a stupni zralosti. Nezralé dendritické buiiky periferni
krve exprimuji pouze omezenou fadu antigentl, pfi¢emzZ akti-
vaci se jejich repertodr rozSifuje a exprese sili. DB nesou na
svém povrchu specifické znaky pro DB linii (CMRF-44,
CMRF-56, CD83, S100), znaky makrofigt (CD68), znaky
lymfoidnich a myeloidnich linii (CD4, CDS5, CD13, CD33),
Fc receptory (CD64, CD32), kostimula¢ni molekuly (CD40,
CD80, CD86), adhezni molekuly (CD11a, CD11c, CD50,

CD54, CD58, CD102), béZzné leukocytarni antigeny (CD45,
CD45) a antigeny hlavnich histokompatibilnich tfid (HLA-
ABC, -DP, -DQ, -DR) (Hart, Blood 1997). JelikoZ prozatim
neexistuje specifickd metoda pro ur¢eni poctu DB v periferni
krvi, byvaji tyto Casto stanovovdny jako butiky negativni z hle-
diska liniovych znaki (lin") a zdrovei silné HLA-DR pozitiv-
ni, pfipadné pozitivni z hlediska znaku CMRF44 a negativni
v rdmci znakdt CD19 (exprimovan B-lymfocyty) a CD14
(exprimovan monocyty) (Fearnley, Blood 1999). Exprese
povrchového markeru CD83 - liniového znaku DB - je pfici-
tdna zejména aktivovanym ¢i zralym DB. CD83 je 45kD trans-
membréanovy protein, ¢len imunoglobulinové (Ig) rodiny, skla-
dd se z jednoduchého typu Ig extraceluldrni domény
a C-termindlniho cytoplasmatického konce. Antigen CD83 se
nachdazi zejména na folikuldrnich dendritickych burikéch, cir-
kulujicich dendritickych buiikach, interdigitujicich DB v lym-
fatickych tkanich, na in vitro generovanych DB a thymovych
dendritickych buiikach. Jeho exprese vSak neni omezena jen
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na DB, CD83 je také exprimovan v nékterych germindlnich
centrech B bunék a u nékterych lymfoblastoidnich bunéénych
liniich. Ackoliv jeho funkce dosud neni zndma, mtiZe hrat roli
v mezibunécnych interakcich pfi prezentaci Ag (Lechmann,
J Exp Med 2001).

Nezralé DB periferni krve a nelymfatickych tkani vykazuji
vysokou fagocytarni aktivitu a slabou schopnost stimulovat
T lymfocyty. Po setkdni s Ag a jeho zpracovani (fagocytéza
Ag, makropinocytdza extraceluldrni tekutiny nebo receptorem
zprostfedkovand endocyt6za) (Sallusto, J Exp Med 1995),
dochézi k jejich maturaci a diferenciaci, coZ je provdzeno sni-
Zenim schopnosti pohltit Ag, zvySenou expresi kostimulacnich
a adhezivnich molekul (Banchereau, Nature 1998) a migraci
DB do sekundarnich lymfatickych organi, kde se uplatiiuje
zvySeny stimulacni potencidl pro aktivaci a naslednou prolife-
raci T bunék (Hart, Blood 1997). Proces vyzravani je kontro-
lovén signaly v mikroprostiedi DB, muiiZe téZ byt indukovan
zanétlivymi faktory, cytokiny atd. Je zfejmé, Ze ptitomnost riiz-
nych vyvojovych stadii DB je dileZitd pro komplexni imunit-
ni odpovéd organismu (Hajek, Medical Oncology 1999).

V periferni krvi se dendritické buiiky vyskytuji ve velmi niz-
kém poctu 0,1-1% vSech mononuklearnich bunék (McCarthy,
Immunology 1997). U lidi byly charakterizovany prozatim
minimélné tfi podtypy DB : CD14+CD11c+monocyty, CD14-
CD11c-IL3Ra+ plazmatocytoidni butiky, CD14-CD11¢+cir-
kulujici DB (Brossart, Exp. Hematology 2001). Donedé4vna
byly DB déleny dle svého plivodu, funkce a lokalizace do 2
populaci — myeloidni a lymfoidni — navzdjem se li$icich
v expresi CD8a (Banchereau, Nature 1998). Soudilo se, Ze
mysi splenické CD8o DB (myeloidni) mohou indukovat
T bunénou proliferaci a iniciovat imunitni odpovéd zatimco
CD8a* DB (Iymfoidni) inhibuji T proliferaci a naopak indu-
kuji Fas/FasL-mediovanou apoptézu CD4+ lymfocytd, a tedy
hrajiroli v periferni toleranci a negativni selekci v thymu (Suss,
J Exp Med 1996). Tyto 2 subpopulace se také 1isi ve schop-
nosti prezentace antigenu T lymfocytim a in vivo studie navic
ukdzaly, Ze antigenem ovlivnéné CD8o* DB fidi rozvoj T hel-
per 1 (Th1) podtypu imunitni odpovédi a CD8o DB se uplat-
fuji v T helper 2 (Th2) podtypu imunitni odpovédi (Maldo-
nado-Lopez, J Exp Med 1999). Bylo zjiSténo, Ze CD8o neni
markerem lymfoidniho ptivodu, oba subtypy u mysi pochaze-
jizbéZnych myeloidnich prekurzori sleziny a thymu. Lze tedy
predpokladat, Ze rozdil ve funkci a fenotypu rozdilnych sub-
typi DB je podminén mikroprostfedim tkan€ a matura¢nim
stavem DB (Traver, Science 2000).

V této préci byly identifikovidny a enumerovany dva niZe uve-
dené podtypy dendritickych bunék. Buiiky DB1 s expresi
CD14-CD11c+CD13+CD33+ vyZaduji pro své pfeZivani GM-
CSF a po stimulaci maji schopnost sekrece IL-12. Tyto DB
aktivuji nezadané T lymfocyty, fidi jejich diferenciaci smérem
k Th1 imunitni odpovédi a generuji tak protinddorovou imu-
nitu. Podtyp DB2 s expresi CD14-CD11c-CD4+CD123+
vyZaduje pro dozrani IL-3 a v reakci na viry se jevi zdrojem
INF typu I (Arpinati, Blood 2000; Brossart, Exp. Hematology
2001). MuiZe vyvolat diferenciaci T bun€k do Th2 imunitni
odpovédi a modulovat rozvoj akutni ,,graft versus host disea-
se“ (aGvHD) po allogenni transplantaci perifernich kmeno-
vych bunék (PBSC) (Bock, ASH 2001), pfipadné indukovat
toleranci (Pullarkat, ASH 2001). Arpinati pfedpoklada, Ze ztra-
ta cirkulujicich DB2 miZe byt spojena s rozvojem akutni ¢i
chronické GvHD (EBMT, 2002). Vyhodnocenim poctu téch-
to podtypt a poméru D1/D2 byl ziskédn idaj o mnoZstvi dend-
ritickych bunék v rliznych fazich 1é¢by pacientli s mnohocet-
nym myelomem. Tato data budou nasledné vyuZita k urceni
nejvyhodnéjsi doby sbéru DB pro moZnou expanzi dendritic-
kych bunék za tcelem vyroby nadorovych vakcin.

Material a metody

Pacienti: Vzorky periferni krve byly ziskény od pacientii s MM
nasikliniky (n=10), ktefi podstoupili vysokoddvkovanou che-
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moterapii s autologni transplantaci perifernich kmenovych
bunék. Odbéry byly provddény do EDTA v téchto danych ¢aso-
vych intervalech, se sou¢asnym stanovenim krevniho obrazu
pacientt pro urceni absolutniho poc¢tu DB : 1) po ukonceni
induk¢ni chemoterapie (4 x VAD), 2) po stimulaci cyklofos-
famidem CFA (5 mg/m?) a G-CSF (5 - 10 pg/kg) - pfi leu >
5x10°/1, 3) ve §t&pu perifernich kmenovych bun&k (PBSC), 4)
po provedeni autologni transplantace (s pfipravnym reZimem
- jednorazovou ddvkou melfalanu 200 mg/m?) nisledované
aplikaci GM-CSF (5 pg/kg, od 7. dne po transplantaci) - pfi
leu > 5x10%/1a 6. mé&sic po transplantaci. Hodnoceni potu DB
pred 1écbou bylo provedeno na odliSném vzorku neléenych
pacienti pfi jejich vstupnim vySetfeni (n = 15). Jako kontrola
vstupniho hodnoceni pacientl byla analyzovana také perifer-
ni krev zdravych jedinct (n = 15).

Metodika: 50 ul periferni krve (pfipadné 10 ul PBSC) bylo 20
minut inkubovéno s 3x3 pl monoklonalnich protilétek. PouZi-
ty byly tyto trojkombinace protilatek : antiCD83-TC/ antiHLA-
DR-FITC/ antiCD11¢-PE (v8e Caltag, Burlingame, CA, USA)
nebo antiCD83-TC/ antiHLA-DR-FITC/ antiCD123-PE (Cal-
tag a Becton-Dickinson, Franklin Lakes, NJ, USA). Pro nasta-
veni piistroje byla pouZita negativni izotypova kontrola - mou-
se [gG3-FITC/1gG2a-PE/IgG1-TC (Caltag, USA). Erytrocyty
byly odstranény lyzaci kyselinou mravenci a vzorek byl fixo-
véan paraformaldehydem. Flowcytometrickd analyza byla pro-
vedena na pftistroji Epics XL (Beckman Coulter, Florida,
USA), kde byla metodou tiibarevné imunofluorescence sle-
dovéna soucasné leukocytérni exprese vySe uvedenych znaki
charakterizujicich dany podtyp dendritickych bunék.
Statistika: Cilem analyzy bylo srovnini hodnot vybranych zna-
kit dendritickych bunék u zdravych jedincii a u pacientli s mno-
hocetnym myelomem, u pacientt byly déle analyzovény ¢aso-
vé zmény v hodnotich povrchovych markert v pribéhu 1é¢by.
Pro deskriptivni ucely byly v analyze pouZity zakladni statis-
tické grafy (Box-Whisker ploty, kategorizované sloupcové
a korela¢ni diagramy) a statistické tabulky. U spojitych para-
metrl byly vypocteny zdkladni statistické ukazatele (pramér,
medidn, SD a pfislu$né kvantily). Pii analyze korela¢nich vzta-
ht byl vyuZit neparametricky Spearmaniiv korela¢ni koefici-
ent RS, pfi srovnani kontrolni skupiny a vstupnich hodnot paci-
entl byl aplikovan Mann-Whitney U test a pfi srovnani hodnot
markerQ v pribéhu 1écby Wilcoxonlv parovy test. Statistické
testy byly hodnoceny na hladin€ vyznamnosti o = 0,05.

Vysledky

Jako hlavni antigen charakterizujici dendritické buiiky byl zvo-
len aktivacni povrchovy znak CD83, ktery spolecné s pod-
skupinou hlavniho histokompatibilniho komplexu (MHC) —
HLA-DR slouZi k identifikaci dendritickych bunék (Fearnley,
Blood 1999). Stanoveni procenta DB jednotlivych subpopu-
laci z leukocytl plné periferni krve (obr. A) bylo provedeno
po nastaveni parametri pfistroje dle negativni izotypové kon-
troly (obr. B). Analyzovéana byla populace pfedpokladanych
dendritickych bunék CD83+HLA-DR+ (obr. C), na kterych

Obr. A, B,C,D:

Flowcytometrickd ana-
lyza: (A) leukocytarni
gate R1 = side scatter
vs. forward scatter, (B)
negativni  izotypova
kontrola (C) exprese
CD83-TC/HLA DR-
FITC - pfedpoklddané
dendritické buriky se
nachézeji v gate R2, (D)
exprese znaku CD11c-
PE na  populaci
CD83+HLA DR+
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Tab. 1: Zastoupeni srovnavanych markeru u kontrolni skupiny zdra-
vych osob (n=15) a kontrolni skupiny pacienti pied 1é¢bou (n=15) — (A)
- procenta, (B) - absolutni pocty.

Tab. 1A
hodnocené o mersSbi - %™ | pevalue
zdravi (n=15) | pacienti (n=15)

DBI1 0,2510,12 0,2620,11 0,468
DB2 0,10£0,05 0,1210,10 0,885
DB1/DB2 2,50 2,17

CD 83+ 0,62+0,06 0,5910,13 0,191
DR+ 11,01£2,15 10,34+4,01 0,983
llc 1,8440,33 1,93+0,74 0,206
123 1,70£0,33 1,4110,61 0,290

Tab. 1B
anacene | KA R | e
zdravi (n=15) | pacienti (n=15)

DBI1 1,23+0,56 1,35+0,49 0,395
DB2 0,54+0,23 0,5240,31 0,663
DB1/DB2 2,28 2,60

CD 83+ 3,2610,57 3,22£1,15 0,724
DR+ 58,21£18,03 54,41429,03 0,254
llc 9,59£2,12 9,92+4,21 0,724
123 8,9312,55 7,4443,71 0,178

byl déle sledovan vyskyt antigenu CD11c nebo CD123 (obr.
D). Sledovani znaku CD123 bylo zapocato aZ v pribéhu této
studie, jeho hodnoceni bylo provedeno u 7 pacientll. Absolut-
ni hodnoty DB byly pfepocteny dle mnoZstvi leukocytt. Hod-
noceni exprese znaku CD83 na leukocytech se ukdzalo jako
komplikované, nebot hranice mezi autofluorescenci negativ-
nich bunék a specifickou fluorescenci pozitivnich bunék byla
Casto nezfetelna.

Referencni vzorky 15 zdravych jedinct se pohybovaly v roz-
mezi 0,41-0,83 % CD83+ bungk (primérné 0,62%) - (absolut-
ni poéty v rozmezi 2,10-5,04x10%/1) a nelisily se statisticky
vyznamné od kontrolnich vstupnich dat 15 pacientt 0,37-0,94 %
CD83+ bun&k (primémé 0,59%) - (1,62-7,52x10°/1) (tab. 1A,
1B). Pocty DB v ramci jednotlivcil vykazovaly velké intraindi-
vidudlni rozdily, coZ miZe byt zpiisobeno jednak fluktuacemi
v §irS§im rozmezi normélnich hodnot ¢i cyklickymi variacemi
DB periferni krve (Fearnley, Blood 1999).

U léCenych pacientii po induk¢ni 1é¢bé VAD vzrostl pocet DB
na 0,84% CD83+ (DB1 = 0,46%; DB2 = 0,29%), aplikace G-
CSF zpusobila sniZeni poctu CD83 pozitivnich bunék na
0,66%, ale soucasné zvySeni po¢tu DB1 (DB1 =0,52%; DB2
= 0,14%). V autolognim Sté€pu jsme zaznamenali nejniZsi
mnoZstvi DB (0,36% CD83+; DB1 = 0,19%; DB2 = 0,04%),
jednalo se pravdépodobné o relativni sniZeni zptisobené pre-
vahou PBSC. Po podani GM-CSF se pocty DB opét zvySova-
ly (0,56% CD83+, DB1 = 0,46%; DB2 = 0,29%), s pfevahou
podtypu D1 nad D2. V dobé& okolo 6. mésice po transplantaci
doslo k dalS§imu vzestupu poc¢tu DB (0,83% CD83+, DB1 =
0,47%; DB2 = 0,12%), pravdépodobné byla obnovena hladi-
na odpovidajici obdobi pred 1éc¢bou (viz tab. 2).

Bylo zjisténo vyssi zastoupeni dendritickych bunék podtypu
DB1 (83+HLA-DR+11c+) ve srovnani s DB2 (83+HLA-
DR+123+), a to u kontrolnich vzorkd (vstupni DB1/DB2 =
2,5) i nemocnych (vstupni DB1/DB2 = 2,17; po indukci
DBI1/DB2 = 1,59; po G-CSF DB1/DB2 = 3,71; ve S$té€pu
DB1/DB2=4,75; po GM-CSF DB1/DB2 =1,59; 6M po trans-

Tab. 2: Cetnost markeri (%) u skupiny pacienti (n=10) v pritbéhu 1é¢by, znak CD123 hodnocen u 7 osob, rozdilné apostrofy v ramci Fadku
znadi statisticky vyznamnou odliSnost (A se lisi od B, ale nelisi od AB apod.)

hodnocené Casovy prubéh 1écby - rel. poéty [primértSD] - %

znaky po indukci po G-CSF Stép po GM-CSF 6MpoT
DB1 0,46£0,39 A 0,52+0,68 A 0,19£0,15 A 0,4610,47 A 0,47£0,67 A
DB2 0,2910,27 A 0,14+0,16 AB 0,04£0,06 B 0,29+0,32 A 0,1240,11 AB
DB1/DB2 1,59 3,71 4,75 1,59 3,92

CD 83+ 0,84+0.4 A 0,66+0,6 AB 0,36£0,2 B 0,56£0,3 AB 0,83£0,6 A
HLA DR+ 8,45+4,15A 3,4242,16 B 6,03£5,29 ABC 14,19£12,66 AC 12,5747,63 AC
CD11c+ 3,42+1,99 A 0,96+0,48 B 2,1913,89 AB 5,46£12,60 AB 2,19£1,10 A
CD123+ 2,53+4,02 A 0,71£0,60 BC 0,4310,22 C 3,7245,04 A 1,43£0,29 AB
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plantaci DB1/DB2 =3,92). Vzhledem k tomu, Ze skupina paci-
entd se vstupnim hodnocenim pied lé¢bou neni totoZnd se sku-
pinou hodnocenou v prubéhu 1écby, nebyly tyto dvé skupiny
sméSovéany pro urceni statistické vyznamnosti rozdilu poctu

Diskuse

Identifikace DB periferni krve je ztiZena absenci specifické-
ho povrchového markeru, ktery by umoznil jejich jednoznacné
stanoveni. JelikoZ neaktivované DB periferni krve neexpri-
muji ve vysoké mife Zadné dalsi leukocytarni markery, v pra-
Xi se tedy vyuZiva silné exprese HLA-DR molekul v kombi-
naci s negativitou na znaky bunécnych linii (Hart, Blood
1997). Je v8ak prokazéano, Ze populace lin HLA-DR* je vel-
mi heterogenni a ddva vzniknout rozdilnym bunécnym popu-
lacim — mezi jinymi také non-DB fibrocytim (Chesney, Proc.
Natl. Acad. Sci USA 1997), tudiZ se takovéto hodnoceni poctu
DB mbuzZe stat zdrojem chyb (Fearnley, Blood 1999). Mnoz-
stvi linTHLA-DR™ bunék je také zvySeno u nékterych nemo-
ci, zejména pti vyplavovani hematopoetickych prekurzorti do
periferni krve, coZ opét svédci proti pouZiti této metodiky sta-
noveni DB (Reid, J] Immunol 1992).

Také nami zvoleny povrchovy znak CD83 se vyskytuje ve vys-
$i mife aZ na aktivovanych ¢i diferencovanych dendritickych
burikach (Hart, Blood 1997). Buiiky nesouci tento znak byly
zaznamendny teprve po nékolikeré izolaci a kratké kultivaci
mononuklearnich bunék (MNC) periferni krve (Markowicz,
Arch Immunol Ther Exp 2001; Luft, J Immunol 1998). Je tedy
zfejmé, Ze hodnoceni exprese aktiva¢niho znaku CD83 naleu-
kocytech periferni krve je zatiZzeno vysokou chybou. Nelze
vSak pfedpokladat, Ze se DB exprimujic{ tento znak v perifer-
ni krvi nevyskytuji, nebot proces maturace a s nim spojena
exprese znaku CD83 by mély byt zahijeny bezprostfedné po
setkani antigenem. Pfi svém putovani z periferni krve do
sekundarnich lymfatickych organt by takovéto dendritické
buriky mély byt odhaleny navzdory svému nizkému poctu.
Urcitou moZnost skytd hodnoceni pouze pies populaci MNC
¢i opakovany odecet exprese znakll. Zminit 1ze také zvySeni
koncentrace MNC prostiednictvim separdtorti, kdy - po odstra-
néni lymfocytl z odseparovanych mononukledrnich bunék
periferni krve (PBMC) a nasledné kultivaci s vhodnymi cyto-
kiny - Ize ziskat butiky vykazujici morfologii DB (Rouard,
ASH 2001). Hart proved] dal$i purifikaci PBMC na zdkladg
magnetické separace prostiednictvim specifickych protildtek
CMRF-44, CMRF-56 a ziskal populaci DB v dostate¢ném
mnoZzstvi a kvalité pro imunoterapeutické ucely (Hart, ASH
2001). Separace MNC by tedy mohla usnadnit hodnoceni DB
periferni krve v disledku relativniho zvySeni poctu bunék
exprimujicich hodnoceny marker CD83.

V soucasné dobé se objevilo také n€kolik novych monoklo-
nélnich protilatek k hodnoceni zastoupeni DB 1i jejich podty-
pu. Jsou to napt. protildtka vici znaku ILT3 exprimovanému
vSemi DB na riznych urovnich maturace (Immunotech, Coul-
ter Company) a protilatka proti BDCA?2 antigenu specifické-
mu pro DB2 (Miltenyi Biotec). Je zfejmé, Ze nalezeni dalSich
specifickych protilatek proti znakiim exprimovanym dendri-
tickymi buiitkami miZe velmi usnadnit jejich hodnoceni, kte-
ré bylo prozatim zatiZzeno chybami.

O kinetice dendritickych bunék periferni krve prozatim neni
pfili§ mnoho zndmo. NaSe vysledky vSak ukazuji, Ze indukc-
ni 1écba VAD vyvolala zvySeni poctu DB (DB1i DB2) vzhle-
dem k nelécenym pacientim a zdravym kontroldm. Nutno

podotknout, Ze jsou zde srovnavany odliSné skupiny pacien-
tl, je tedy moZné, Ze mezi témito existuje posun v hodnoceni
exprese povrchovych znaki.

Po aplikaci G-CSF jsme nalezli, pfi sou¢asném poklesu expre-
se CD83, sniZeni poctu DB2, zatimco pocty DB1 vzrostly.
Naopak Hart zjistil, Ze stimulace zdravych darcti pomoci G-
CSF neménila poc¢et CD11+ DB, pfi¢emZ pocty CD123+ DB
se zvysily a korelovaly se snizenim CD62L-selektinu (ASH
2001). Také Bolwell popisuje zvySeny vyskyt DB2 u G-CSF
stimulovanych dércti ve srovnani se stimulaci pomoci kombi-
nace G-CSF + VP-16 (Etoposid) (ASH 2001). Je mozZné, Ze
mobilizace PBSC zptisobuje niz$i stimulaci buné¢nych pre-
kurzori a tedy pozastaveni tvorby DB, pfipadné G-CSF pii-
mo ¢i nepfimo ovliviiuje produkci DB. Tomu by také odpovi-
dalo postupné obnovoviani jejich poctu po transplantaci
(Fearnley, Blood 1999), G-CSF pravdépodobné méni adhez-
ni fenotyp amigracni schopnosti DB periferni krve (Hart, ASH
2001).

NejniZsi pocty DB byly nalezeny ve §tépu PBSC, coZ odpovi-
darelativni pfevaze kmenovych bunék pfednostné exprimuji-
cich znak CD34. Tyto kmenové sice buiiky patfi, spolu s mono-
cyty, mezi zdrojové butiky pro expanzi DB in vitro, ale je
zfejmé, Ze znaky DB vykazuji aZ po kultivaci s urcitymi cyto-
kiny. Nicmén€ tyto CD34+ buiiky napoméhaji obnoveni DB
linie. Tzolas provedl studii s dircovskymi DB a zjistil, Ze vy§-
Sipocet DB1 v allogennim PBSC transplantitu je spojen s akut-
néj$i GVHD (ASH 2001). Reddy sledoval mnoZstvi DB ajejich
podtypit v dob€ allogenni transplantace, kdy vys$si % cirkulu-
jicich DB bylo spojeno s pozd€jsim relapsem a tedy prodlou-
Zenym prezivanim (ASH 2001). Je tedy moZné, Ze monitoro-
vanim poctu DB periferni krve po transplantaci a srovnanim
s jejich predtransplantaénimi hodnotami, Ize pfedpovédét
relaps pacientil.

Stimulace prostfednictvim GM-CSF napomahajici obnoveni
krvetvorby po transplantaci se projevila na vzristu po¢tu DB
na priblizné normélni hodnotu mélo odliSnou od vstupnich
méfeni. Nasledné hodnoceni v 6. mésici po transplantaci se
statisticky vyznamné neliSilo od pfedchoziho, pouze se zvysil
pocet CD83+ bunék. Pfedpokladdme, Ze pocty DB se vraceji
k normélnim pfedlécebnym hodnotdm jiZ v nékolika dnech po
aplikaci GM-CSF, coZ je v souhlase se studii Fearnleye (Blo-
od 1999).

Zavér

Hodnoceni poctu dendritickych buné€k cirkulujicich v perifer-
ni krvi bylo komplikovéano nizkou expresi znaku CD83 naleu-
kocytech. Buriky s pozitivni expresi tvoii menSinovou Spatné
hodnotitelnou populaci, proto by bylo vhodné provést srov-
nani hodnoceni DB s nékterou z novych komercné dostupnych
protilatek. Pfesto se ndim podafilo zhodnotit relativni pocty
obou podtypt dendritickych bunék a prokdzat zmény v jejich
poméru DB1/DB2 u pacientli s mnohocetnym myelomem
v pribéhu 1écby. Kontrolni vzorky zdravych jedinci nevyka-
zovaly pfi srovnani se vstupnim hodnocenim nemocnych sta-
tisticky vyznamny rozdil v Zddném ze sledovanych paramet-
ri. Nejvyssi procento CD83+ bunék bylo odecteno v periferni
krvi pacientd po induk¢ni 16€b& VAD a v 6. mésici po trans-
plantaci, nejvyssi pomér DB1/DB2 byl nalezen v autolognim
Stépu a v periferni krvi v 6. mésici po transplantaci.

Tato price je podpofena grantem GACR 301/00/0405
a vyzkumnym zamérem MZCR 00065269705.
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To the publishers:

There has been a major revolution in oncology in the last 5-10
years. It has gone largely unnoticed by the general population but
even more so by doctors including oncologists themselves. Our
standard textbooks of oncology had been too descriptive and had
become largely outdated.

First, the progress in our understanding of the basic biological pro-
cess and regulations, which has been explosive, has finally brought
fruit in provision of much more specific (,.,design‘) drugs for tre-
atments of a specific disorder in the way not envisaged at the time
when we treated cancer by non-specific cytoreduction. Second, a
gradual recognition that cancer is a chronic condition rather than
a one-time event in a person’s life resulted in our treating cancer
repeatedly using 2nd and 3rd and subsequent lines of therapy. The
concomitant progress in the management of side effects of che-
motherapy has resulted in patients actually getting better with each
chemotherapy delivered. All that has resulted in the current emp-
hasis on clinical trials aiming to improve quality of life rather and
perhaps in addition to the improvement of survival.

Treatment of cancer is now thus open to an ever-increasing num-
ber of patients as their numbers increase with the increase in the
median age of the general population. The cancer treatments are
successful. The patients often live long enough to get 2nd or 3rd
cancer and the survival in each cancer category is slowly but sure-
ly improving every year.

It was thus a great pleasure to receive a truly modern text book of
oncology ,,Klinick_ Onkologie* written by Professor Pavel Kle-
ner and his team from institutions in Prague and Brno, Czech
Republic.

The book encompasses all-important areas of cancer biology, dia-
gnosis, therapy, though not all of them are treated equally. The
chapter on epidemiology in particular is quite brief and should be
made more exhaustive in future editions of the book.
The chapters on regulation and biology of cancer are modern, well
written, with great illustrations and will be very useful to every
reader of the book. The chapters, which deal with general effects
of radiation and chemotherapy, are particularly useful and quite
sufficient for understanding of cancer in general. Palliative care,
on the other hand, which now plays a greater role in cancer care,
could be enlarged (though there are a number of specific publica-
tions in this area and they can be referred to).
The review of individual tumour categories is complete, brief but
sufficient as reference material. The medical oncologist will have,
of course, supplemented it by reading current literature, specifi-
cally in the area of clinical trials.
In general the book is very well written and, with the exception of
the above-mentioned areas, well balanced. It should be a basic
reference book for every medical oncologist and radio-oncologist.
It will be particularly useful to the surgical oncologists. I can high-
ly recommend this book to all internal medicine specialists who
will find the book very handy in quick orientation in cancer care
area when they encounter patients with cancer in their practice.
The book will should also be used by general practitioners at lar-
ge and since it is so clearly written, nurses interested in oncology
will find the book helpful as well.
Congratulations to the author for writing such an informative, cle-
ar and up-to-date textbook. I could only wish that such a practical
modern book was available in English language as well. We would
all use it.

J. F. Prchal, MF, FRCP (C),

Chief Department of Oncology, St. Mary’s Hospital,

McGill University, Montreal, Quebec, Canada
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CHEMORADIOTERAPIE V NEOADJUVANTNI LECBE KARCINOMU
ZALUDKU

CHEMORADIOTHERAPY IN NEOADJUVANT TREATMENT OF GASTRIC
CANCER

PETERA J.,, DVORAK J.!, MELICHAR B.!, KABELAC K.2, ZOUL Z.!, VOBORIL Z.2, HAZUKOVA R.3

! KLINIKA ONKOLOGIE A RADIOTERAPIE FN HRADEC KRALOVE
2 CHIRURGICKA KLINIKA FN HRADEC KRALOVE ) )
3 UNIVERSITA KARLOVA LEKARSKA FAKULTA HRADEC KRALOVE

Souhrn: Vychodiska a cil: Neuspokojivé vysledky samostatné chirurgické 1é¢by karcinomu zaludku vedou k testo-
vani moznosti neoadjuvantni terapie s cilem dosahnout radikalni resekce s mikroskopicky negativnimi okraji (RO
resekce). Cilem nasi retrospektivni studie bylo testovat toleranci neoadjuvantniho rezimu zalozeného na chemote-
rapii s 5-fluorouracilem, cisplatinou a paclitaxelem v kombinaci s radioterapii a jeho efekt na dosazeni RO resekce.
Pacienti a metody: Od dubna 1999 do listopadu 2001 bylo 1é¢eno 16 pacienti s lokalné pokrocilym karcinomem zalud-
ku. Neoadjuvantni chemoradioterapie se sklddala ze dvou t¥itydennich cykld: 5 fluorouracil 200 mg /m? den 1 — 21,
cisplatina 25 mg /m? den 1, 8, a 15. U 8 pacientii byl pfipojen paclitaxel 60 mg/m? dny 1, 8 a 15. 7 pacientii obdrZelo
jesté calcium folicum 45 mg denné dny 1 —21. Soubézné s druhym cyklem chemoterapie byla provedena radioterapie
davkou 15 x 2 Gy na oblast Zaludku a regiondlnich lymfatickych uzlin. U 5 pacientli byla kombinovéna s ultrazvuko-
vou hypertermii. Operace nasledovala do 14 dnti. Vysledky: RO resekce byla dosazena u 12 pacientt (75% ). Neoad-
juvantni 1é¢ba nezvysila mortalitu ani morbiditu chirurgického vykonu. Neoadjuvantni rezim absolvovalo v planova-
ném rozsahu 7 pacientil (43%). U zbyvajicich pacientli musela byt intenzita chemoterapie redukovana v disledku
hematologické a gastrointestinalni toxicity. Zdvér: Neoadjuvantni chemoradioterapie muze vést k dosazeni vysoké-
ho procenta RO resekci, jsou nutné dalsi studie k nalezeni optimélniho rezimu.

Klicova slova: karcinom Zaludku, pfedoperacni chemoradioterapie, tolerance,R0 resekce

Summary: Background and Purpose: Unsatisfactory results of surgery alone lead to testing of neoadjuvant therapy
aimed to achieve radical resection with microscopically negative margins (RO resection). The aim of our study was
testing of the tolerance of neoadjuvant regime consisting of 5-fluorouracil, cisplatin and paclitaxel in combination
with radiotherapy and its effect on achievement of RO resection. Patients and Methods: From April 1999 to November
2001 16 patients with locally advanced gastric cancer were treated. Neoadjuvant chemoradiotherapy consisted of two
3-week cycles: 5 fluorouracil 200 mg/m? days 1 — 21, cisplatin 25 mg/m? days 1,8 and 15. Paclitaxel 60 mg/m? days 1, 8
and 15 was added in 8 patients. Calcium folinat 45 mg per day was administered in 7 patients. Radiotherapy of stomach
and regional nodes 15 x 2 Gy was applicated concomittantly with the second course of chemotherapy. Radiotherapy
was combined with ultrasound hyperthermia in 5 cases. The surgery was performed during 14 days after the end of
chemoradiotherapy . Results: RO resection was achieved in 12 patients (75%). Neoadjuvant treatment did not
increase surgical mortality or morbidity. Neoadjuvant regime was completed in planned extension in 7 patients
(43%). In the rest of patients the intensity of chemotherapy has to be reduced due to hematological and
gastrointestinal toxicity. Conclusions: Neoadjuvant chemoradiotherapy can lead to achievement of high rate of RO
resections. An optimal regime has to be found in new studies.

Key words: gastric cancer, preoperative chemoradiotherapy, tolerance, R0 resections

Uvod

Incidence karcinomu Zaludku v Ceské republice piedsta-
vovala podle udaji Narodniho onkologického registru
z roku 1997 2020 novych piipadt. V témzZe roce zemtelo
na tento nador 1728 pacienti (1).Tato vysoka mortalita je
zpusobena nedostateénymi vysledky samotné chirurgic-
ké 1écby. Pétileté preziti po kurativni resekeije 52% u sta-
dia T2NOMO , 47% u T3NOMO, 15% u T4NOMO. Uzlino-
vé postiZzeni predstavuje vyrazny negativni prognosticky
faktor, s pétiletym ptreZitim 20% u N1 postiZzeni a 10%
u N2 postizeni. Pfi pitvach se naleznou v 67% lokoregio-
nalni relapsy, v 41% peritonedlni relapsy a v 22% se pro-
kézou vzdalené metastdzy (2). Dosazeni lokoregiondlni
kontroly je diilezitym piedpokladem tdspéchu lé¢by. Upl-
né chirurgické odstranéni nadoru s mikroskopicky nega-
tivnimi okraji resekce (RO resekee) je rozhodujici pro pro-
gndzu pacienta .Z toho vyplyva ucelnost neoadjuvantni
1é¢by, jejimz cilem je umoznéni resekability ptivodné ino-
perabilniho tumoru nebo docileni RO resekce u lokalné
pokrocilého, ale resekabilniho onemocnéni.
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Predoperacni radioterapii u karcinomu zaludku testova-
ly 4 prospektivni randomizované studie, 3 ruské a jedna
¢inska. VSechny prokézaly zlepSené pieziti u pacientl
s predoperacni radioterapii (3,4,5,6). Nicméné& pro meto-
dologické problémy nejsou tyto studie jednoznacné ptiji-
many v USA a zdpadni Evropé&. Slibné vysledky a akcep-
tovatelna toxicita neoadjuvantni chemoradioterapie
u karcinomu oesophagu a rekta a chemoradioterapie
u neresekabilniho ¢i residuédlniho karcinomu Zaludku
(7,8,9,10) zvysily zajem o neoadjuvantni chemoradiote-
rapii karcinomu Zaludku.

Na Klinice onkologie a radioterapie FN Hradec Kralové
je pfedoperacni chemoradioterapie u karcinomu zaludku
pouzivana od dubna 1999. V této praci chceme referovat
o jeji toleranci a o efektu na dosazeni RO resekce.

Pacienti a metoda

Od dubna 1999 do listopadu 2001 jsme 1é¢ili neoadjuvantni
chemoradioterapii celkem 16 pacientt. Z toho bylo 6 Zen
a 10 muzt. Medidn véku byl 54,5 roku (27-70). Ve vSech



pfipadech se jednalo o adenokarcinom. Jeden pacient byl
ve stadiu T2NO, 6 ve stadiu T2N1, 6 pacientil bylo klasifi-
kovano jako T3N1 , jeden T4NO , jeden T4N1 a jeden
T4N2.

Soubor byl vyhodnocen k 30.11.2001 s medianem sledo-
Vstupni vySetieni zahrnovala anamnézu, fyzikalni vyset-
feni, krevni obraz, biochemické vysetfeni krve a moce,
rentgen plic, ultrazvuk bficha, gastroskopii, spirdlni CT
bficha s kontrastem, endosonografii a endobiopsii.
Neoadjuvantni 1écba spocivala u 8 pacientil ze dvou tfi-
tydennich bezprostiedné na sebe navazujicich cykla che-
moterapie: 5 fluorouracil 200 mg/m?/den v kontinualn{
infuzi den 1-21 a cisplatina 25 mg/m? dny 1,8, a 15. U 8
pacientt byl piidan je$té paclitaxel v davkach 60 mg /m?
dny 1, 8, a 15. Sedm pacientl dostdvalo peroralné calci-
um folicum 3x denné€ 15 mg dny 1 — 21. Soubézné s dru-
hym cyklem chemoterapie byla provedena radioterapie.
Byla ozafovana oblast zZaludku a regiondlnich lymfatic-
kych uzlin ze dvou protilehlych individualné tvarovanych
poliizocentrickou technikou na linedrnim akceleratoru 6
MYV nebo 15 MV. Bylo aplikovéano 15 frakci po 2 Gy do
izocentra (obr. €. 1). U 5 pacientl byla pouzita v kombi-
naci s radioterapii ultrazvukova hypertermie, aplikovana
do 3 hodin po ozéreni, s teplotou 42 st C pod povrchem
aplikatoru (Sonotherm 1000, Lapthermics Technologies
Ing, USA). Byly aplikovény 1 —4 ohfevy. Operace nasle-
dovala do 14 dnil po ukoncéeni chemoradioterapie. Sesta-
vala z gastrektomie s lymfadenektomii, laparoskopie
a lavaze dutiny bfi$ni. Resekat s lymfatickym blokem
a cilené odstranéné lymfatické uzliny byly histologicky
vySetfeny. Pacienti byli po ukonceni 1é€by kontrolovéni
v 3 mé&sicnich intervalech, vySetfeni zahrnovala anamné-
zu, fyzikalni vySetieni, krevni obraz, biochemické vyset-
feni krve. Rentgen plic, ultrazvuk bficha, gastroskopie,
spiralni CT bficha, endosonografie a endobiopsie byly
provadény v Sestimésicnich intervalech.

Obr. ¢. 1: Ozarovaci pole pouZitd v neoadjuvantni chemoradioterapii
karcinomu Zaludku

Vysledky

Neoadjuvantni chemoradioterapie prob&hla zcela bez
komplikaci u 7 pacientt (43% ).

Radioterapii jen s 5 FU dokoncili 3 pacienti a radiotera-
pii bez konkomitantni chemoterapie 4 pacienti. Planova-
nou radioterapii nedokoncil 1 pacient. 1 pacient byl pte-
rusen na 3 tydny.

Nejcastéjsi komplikace byly hematologické a gastroin-
testindlni. Leukopenie 2. stupné byla pozorovana u 5 paci-
entd, 3. stupné u2 a4.stupné u 1 pacienta. Anemie 2. stup-
né se vyskytla u 6 pacientd.

Prijem 2. a 3. stupné se vyskytl u 3 pacientli, nausea
a vomitus 2. stupné u 4 pacientd, stomatitis 3. a 4. stupné
u 3 pacientil a nechutenstvi 3. stupné u 2 pacientti. Febri-
lie 2. st se vyskytly u 5 pacientd.

Neoadjuvantni 1é¢ba nebyla spojena se zvySenym vysky-
tem operaéni morbidity . 5

RO resekce bylo dosazeno u 12 pacienti (75% ).Ctyfi paci-
entibyliinoperabilni. U Zddného pacienta nedoslo k dosa-
Zeni patologické kompletni odpovédi.

V dobé zhodnoceni zemfeli 4 pacienti po 3,6,15 a 12 mési-
cich od diagnézy. 9 pacientt bylo bez zndmek tumoru , 3
pacienti byli naZivu s tumorem.

Diskuse

Spatné vysledky samostatné chirurgické 1é¢by u karcino-
mu Zaludku vedou k zajmu o adjuvantni i neoadjuvantni
1é¢ebné postupy. Adjuvantni chemoterapie neprokézala
ztetelny benefit ve studiich u pacientt s radikaln€ opero-
vanym karcinomem Zaludku (11). Slibné&jsi se jevi neoad-
juvantni postup. Pfedoperacni samostatnd radioterapie se
osvédcila ve 4 randomizovanych studiich (3,4,5,6), které
nicméné nejsou zcela akceptovany a davky radioterapie
nejsou ze soucasného pohledu dostatecné vysoké. Byla
publikovana tada studii faze II se samostatnou piedope-
raéni chemoterapii (12,13,14,15,16). Bylo prokazano, Ze
predoperacni chemoterapie miZe byt podana bezpecné
bez vzestupu operacni morbidity a mortality. MnoZstvi RO
resekci po predoperaéni chemoterapii se pohybuje od 60
do 80%. Nicméné role pfedoperaéni chemoterapie neni
u karcinomu zaludku stéle vyjasnéna (17) a probiha hle-
déninovych chemoterapeutickych rezimu s niZ$i toxicitou
a vyrazngjs$im efektem ve srovnéni s konvenénimi rezimy
zaloZenymi na etoposidu, doxorubicinu, 5 fluorouracilu,
cisplatin€ ¢i mitomycinu C.

Kombinovana chemoradioterapie mé fadu teoretickych
vyhod oproti kazdé z téchto metod pouZitych samostat-
né. Je dosazeno synergniho u¢inku v ozafeném objemu
a chemoterapie mé Sanci postihnout mikrometastazy
i v oblastech mimo ozafovana pole. Chemoradioterapie
se s tispéchem uplatnila u nékterych nékterych gastroin-
testinalnich tumori, jako je karcinom rekta, anu, jicnu,
pankreatu a v paliativni 1é¢bé karcinomu Zaludku. V sou-
casné dobé vypadaji velmi nadéjné predbézné vysledky
studie INT 116, ktera randomizuje pacienty po kurativni
resekci Zaludku do ramene s adjuvantni konkomitantni
chemoradioterapii a do ramene pouze sledovaného (18).
V nasi studii s pfedoperacéni chemoradioterapii jsme vyu-
zili kombinace kontinualné podavaného 5- fluorouracilu,
cisplatiny a paclitaxelu. 5 fluorouracil a cisplatina jsou
rutinné vyuzivany pro své radiopotenciac¢ni vlastnosti (19).
Paclitaxel prokazal radiosenzibilizujici i¢inky ve studiich
invitroiin vivo ( 20,21,22) a byl s ispéchem pouzit v kon-
komitantnim podanim s radioterapii i u karcinomu zalud-
ku (23). Do naseho multimodalitniho protokolu pro neo-
adjuvantni 1é¢bu karcinomu Zaludku jsme zaclenili
vnékterych pfipadechihypertermii, ktera potencuje efekt
radioterapie zejména v hypoxickych oblastech tumoru
a byla jiz u karcinomu Zaludku pouZita (3).

Je pfedcasné hodnotit pfeziti u naseho souboru. Bylo v§ak
prokazéano, Ze odpovéd na neoadjuvantni 1é¢bu umoziu-
jici radikélni chirurgickou resekci koreluje s délkou pre-
Ziti (13). Relativné vysoké procento RO resekci v nasem
souboru se zd4 byt slibnym faktorem z hlediska celkové
prognézy.

ReZim pouZivany v naSem souboru je vSak limitovan
hematologickou a gastrointestinalni toxicitou. Za jeji pfi-
¢inu povazujeme jeho celkovou délku. Na zdklad¢ zhod-
noceni predbéznych vysledkl jsme pfistoupili k jeho
modifikaci. Nadale pouZivame reZim sestavajici z konti-
nudlniho 5 - fluorouracilu v davkach 200 mg/m2 dny 1 —

KLINICKA ONKOLOGIE 15 62002 217



28, ciplatiny 25 mg/m2 dny 1,8,15,22 a paclitaxelu v davce
60 mg/m?2 dny 1,8,15,22. Konkomitantné je provadéna
aktinoterapie s davkou 20 x 2 Gy. Vzhledem k nejistoté
o teploté dosahované hypertermii v oblasti tumoru jsme
ustoupili od této modality.

Zavér:

Neoadjuvantni konkomitantni chemoradioterapie u paci-
entl s karcinomem Zaludku vede k vysokému procentu
RO resekci. Je nutné nalézt optimélni schéma ke zvySeni
efektivity tohoto reZimu.
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PEDIATRIC HEMATOLOGY/ONCOLOGY SECRETS

WEINER, M. A, CAIRO, M. S. (EDS.)
Hanley and Belfus, Inc., Philadelphia 2002
243 str., 7 obr., 1 tab., cena 44,95 USD, ISBN 1-56053-444-3

Tato kniha, do niZ pfispélo 20 autort z renomovanych praco-
vist pfevazn€ v New Yorku, pfibliZuje aktudlni hematologic-
kou a onkologickou problematiku détského véku. Publikace
patii do série ,,skrytych medicinskych tajemstvi* vydavané
nakladatelstvim pro rtizné obory, jeZ jsou postupné ,,odhalo-
vana“ formou otdzek a odpovédi. Otazky jsou stru¢né formu-
lovany tak, jak se Casto vyskytovaly v diskusich u kulatého
stolu, v klinické praxi a pfi ustnich zkouSkdch v ramci post-
gradudlniho vzdélavani. Odpovédi vynikaji mimofddnou
vystiznosti a odbornou kvalitou. Cetna temata poskytuji infor-
mace o postaveni diagnézy a soucasné o 1é¢bé analyzované
nemoci i o oSetfovani nemocnych.

Text je rozdélen na dvé ¢asti: hematologickou zahrnujici 18
kapitol a onkologickou s 27 kapitolami. Déle jsou uvedeny
nékteré nozologické jednotky: diagnosticky pfistup k anémii
v détstvi, sickle cell syndromy, thalasemie, Cooleyova ane-
mie, anemie z nedostatku enzymi, sekunddrni anemie typu
sférocytdzy, détské imunologické poruchy, poruchy granulo-
cytl, metabolické odchylky, syndrom selhavajici kostni dfe-
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né aj. Onkologicka ¢ast se soustfeduje pfevaZzné na maligni
nidorova onemocnéni détského véku, porovniva spole¢né
i rozdilné charakteristiky tumord od novorozeneckého véku
k adolescenci. Lze konstatovat, Ze diky intenzivni prici a vyu-
Zivanim vysledka studii specidlnich center s multidisciplinar-
ni UCasti se prezivani nemocnych postupné zlepSuje. Vysvét-
luje se stru¢né genetika zhoubnych onemocnéni, principy
chemoterapie, je uveden seznam nejobvyklejSich antikance-
rogennich 1ékd v pediatrii. Postupné jsou probrany principy
pediatrické chirurgické onkologie a nékteré jednotky jako akut-
ni lymfoblasticka leukemie, akutni myeloidni leukémie, mye-
loproliferativni poruchy, lymfoproliferativni poruchy, histio-
cytdza, tumory CNS, retinoblastom, tumory jater a ledvin,
neuroblastom, rabdomyosarkom, kostni sarkomy, akutni sta-
vy u détskych nadorid, transplantace kostni dieng, podpiirna
a paliativni 1é¢ba a psychosocialni otazky.
Kniha o relativné malém strankovém rozsahu pfinasi dobie
zpracovanou aktudlni tematiku. MiiZe napomoci ke zlepSeni
péce o déti postizené hematologickymi a nddorovymi afekce-
mi. Pfedstavuje vybornou pomuicku pro tGc€astniky postgradu-
alniho studia pfi pfipravé ke zkouskam.
Adresa nakladatelstvi: Hanley and Belfus, Inc, Medical Pub-
lishers, 210 South 13th Street, Philadelphia, PA 19107, USA.
V.R,, V.H.



STANDARDNI KLASIFIKACE KOLOREKTALNICH KARCINOMU -
REALITA, NEBO ILUZE?

CORRECT STAGING OF COLORECTAL CANCER -REALITY ORILLUSION?

COUFAL 0.1, ZALOUDIK J.1, SVOBODNIK A.2, SEFR R.}, PENKA L., KAPLAN Z.!, TOMASEK J.3, FAIT V.

I MASARYKUV ONKOLOGICKY USTAV A UNIVERZITNI ONKOLOGICKE CENTRUM MASARYKOVY
UNIVERZITY V BRNE . 5

2 CENTRUM BIOSTATISTIKY A ANALYZ MASARYKOVY UNIVERZITY V BRNE

3 ODDELENI KLINICKE ONKOLOGIE FAKULTNI NEMOCNICE BRNO

stav regiondlnich miznich uzlin. Pro jeho urceni podle pravidel TNM klasifikace ma histologické vySetfeni vzorki z regional-
ni lymfadenektomie standardné zahrnovat 12 a vice uzlin. Kromé toho maji byt vySetfovany i nékteré dalsi faktory s prokdza-
nym prognostickym vyznamem. Cil a metodika: Na dvou tuzemskych pracovistich jsme z Gidaji v opera¢nich protokolech a ve
zpravach o histopatologickém vySetfeni resekatl kolorektdlnich karcinomt retrospektivné zjistovali, jak jsou vySetfovany regi-
onalni mizni uzliny a jaké dalsi prognostické faktory ma klinik k dispozici pfi rozhodovéni o adjuvantni 1écbé a dispenzari-
za¢nim planu. Vysledky: Na pracovisti A nebyly ve 43,8 % ze 121 piipadl uzliny vySetfeny dostate¢né, na pracovisti B dokon-
ce ani jedenkrat ze 162 piipadil nebylo vySetfeno alesponi 12 uzlin. Déle Casto nebyly k dispozici tdaje o mikroskopickém
vysetieni resek¢niho okraje, gradingu ¢i angioinvazi. Zdvér: Urovein ur€ovani nejdileZitéjSich prognostickych faktorti u kolo-
rektalniho karcinomu v praxi je nedostatecna. Je tfeba zaméfit se na zlepSeni této situace a na hledani novych charakteristik
nadoru, které by jednoduchym zpiisobem umoznily stratifikovat pacienty pro individudlné optimalni lécebné-dispenzariza¢ni
postup.

Klicova slova: kolorektalni karcinom — lymfatické uzliny — sentinelové uzlina — staging — pN — TNM klasifikace — prognos-
tické faktory — prediktivni faktory

Summary: Background: Lymph node status is the most important prognostic and predictive factor in curatively resected
colorectal cancer. According to TNM staging system, a minimum number of 12 regional lymph nodes is to be examined for
the correct staging. In addition to the status of lymph nodes other important prognostic factors should be reported by the
pathologist. Methods: A retrospective study was performed to analyze how many of regional lymph nodes were examined in
colorectal cancer specimens in two hospitals (Czech Republic) during the last few years. Availability of other prognostic factors
important for the management of the disease after surgery was always investigated. Results: In the hospital ,,A%, the
examination of lymph nodes were not sufficient in 43,8% of 121 cases analyzed, in the hospital ,,B*, the number of examined
lymph nodes was less than a minimum of 12 in all 162 cases. There were often no data available regarding to a histological
examination of resection margins, grading and angioinvasion. Conclusion: Reporting of the standard and most important
prognostic factors in colorectal cancer was not sufficient in two selected hospitals and it may not be much better in others.
Search for the new prognostic and predictive factors, that would help us to stratify the patients for the optimal tailored therapy
is surely needed, but the standard staging parameters, as are the lymph node involvement, resection margins, grading and
angioinvasion, must not be forgotten as occured to be in many cases of our study.

Key words: colorectal cancer — lymph nodes — sentinel node — staging — pN — TNM system — prognostic factors — predictive
factors

UvVOD

Kolorektdlni karcinom nenf z molekularné-genetického a ani
z klinického hlediska jednotnym onemocnénim. Nezévisle na
jeho heterogenité je v§ak hlavni a nezpochybiiovanou 1é¢eb-
nou metodou u nemetastatickych forem chirurgickéa resekce,
alesponi podle dneSnich poznatki. Naproti tomu adjuvantni 1é¢-
ba ¢i algoritmus dispenzarizacnich vySetfeni neni u v§ech paci-
enti stejny. Klinickd rozvaha vychdzi z individudlnich cha-
rakteristik onemocnéni oznaCovanych jako prediktivni
a prognostické faktory. Pod vlivem nartistajiciho mnoZstvi
informaci o rozdilnych vlastnostech karcinomi na molekular-
ni drovni se zd4, Ze neni daleko doba, kdy budeme charakte-
ristiku nddoru urCovat pfedevsim molekularné-genetickymi
testy. V soucasné dobé je vSak klinickd vyznamnost moleku-
larnich parametra stle ve fazi ovéfovani. A tak ndm zatim
nezbyva, neZ spoléhat se na zakladni, pfedevsim klinicko-
histopatologické znaky, jejichZ prognosticka vyznamnost byla
prokazéna.

V prvnich dvou tabulkich jsou shrnuty dosavadni literarni
poznatky o vyznamnosti nejcastéji diskutovanych prognostic-
kych a prediktivnich faktorti (PF) po kurativni resekci kolo-
rektalniho karcinomu (tab. 1 [1] a tab. 2 [2]).

V praxi bychom méli mit vZdy k dispozici alespoti zékladni
udaje jako je pT, pN, R, angioinvaze, pfipadné dalsi. Za viibec
nejvyznamnéjsi prognosticky faktor je jiZ od dob Dukesovych
povaZovan stav regiondlnich lymfatickych uzlin. Je soucasné
i nejvyznamnéj$im prediktivnim faktorem, protoZe identifi-
kuje pacienty potencidlné profitujici z adjuvantni chemotera-
pie. Zachyt metastaz v regiondlnich miznich uzlinich (pN1
nebo pN2) vymezuje stadium III (Dukes C). U tohoto stadia
je, narozdil od nékterych pripadu stadia II, indikace adjuvantni

Tab. 1: Nezavislé prognostické faktory u kolorektilniho karcinomu
podle Hermaneka et al.

PF spojené PF spojené PF spojené

s nddorem S pacientem s lécbou
Jisté pTNM, grading, vendzni - operujici

invaze chirurg
Pravde- | lokalizace, obstrukce ¢i perfo- | pohlavi, hladina | technika
podobné | race, lymfatickd a perineurdlni | CEA v séru operace

invaze, histologicky obraz

okraje nddoru, lymfocyty nebo

lymfoidni agregaty v okoli

nidoru
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Tab. 2: Prognostické faktory u kolorektilniho karcinomu podle

Comptona et al.

PF definitivné ovérené ve vel-
kych studiich

pT, pN, invaze do krevnich ¢i lymfatic-
kych cév, R (pfipadné nidorové rezi-
duum po resekci), hladina CEA pred
operaci

PF s opakované ovéfenou
platnosti, které maji byt rutin-
né vysetiovdny, ale jejich
vyznam musi byt jesté ovéren
v robustnich studiich

grading, piipadnd infiltrace ,,radidlni-
ho* resek¢niho okraje (u neperitoneali-
zovanych tkani), ypTNM stadium (u
predlécenych nadori)

PF slibné, neni vSak k dispo-
zici dostatek dat pro zarazeni
do predchozich skupin

histologicky typ nadoru, histologické
vlastnosti spojené s mikrosatelitovou
instabilitou (MSI) (lymfaticka odpovéd
hostitele, medularni nebo mucinézni
typ), vysoky stupeii MSI, ztrata hetero-
zygozity na 18q, konfigurace okraje
nadoru

PF zatim nedostatecné studo-
vané, aby mohl byt kvantifi-
kovdn jejich vyznam

vSechny molekuldrni markery kromé
shora uvedenych, obsah DNA, perine-
urdlni invaze, hustota kapilar, proteiny

nebo sacharidy asociované s nadorovy-
mi burnikami, fibréza v okoli nadoru,
zanétlivd odpovéd v okoli néadoru,
fokalni neuroendokrinni diferenciace,
centra organizujici nukleoly (NOR),
proliferace

PF dobre prozkoumané,
o nichZ bylo zjisténo, Ze nema-
Jji Zddnou prognostickou hod-
notu

velikost a makroskopickd konfigurace
nadoru

terapie po kurativni resekci v§eobecné akceptovana a doporu-
covana.

Z hlediska validity ur¢eni pN byl opakované ovéfovan vyznam
poctu patologem vySetfenych uzlin. VySetfeni Sesti nebo méné
uzlin je naprosto nedostate¢né [3] a bylo prokazéno, Ze paci-
enti ve stadiu II (pNO, Dukes B) diagnostikovaném na zakla-
dé vySetfeni tak malého poctu uzlin maji horsi prognézu, nez
pacienti ve stejném stadiu, u nichZ bylo vySetfeno uzlin vice
[4]. Cetné price se zabyvaji minimalnim po¢tem uzlin, které
je nutno vysetfit, aby posouzeni pN bylo validni. Pfedpokla-
dése, Ze s vySetfenim dalSich uzlin nad tento pocet se jiZ zachyt
metastatického uzlinového postiZeni nezvySuje. ,,Minimdlni*
pocet se podle riznych prament 1i8i a pohybuje se od 7 uzlin
[5] vySe. Nékteré prace vSak podporuji nazor, Ze Zadny tako-
vy ,,minimalni* pocet uzlin neexistuje a je vZdy nutno vySet-
fit vSechny uzliny, v¢etné malych o velikosti 1 — 2 mm [6].
Malé uzliny vSak Casto pfi béZném histopatologickém vySet-
feni zistdvaji prehlédnuty. Podle platné TNM Kklasifikace ma
histologické vySetieni vzorkd z regiondlni lymfadenektomie
standardné zahrnovat 12 a vice miznich uzlin [7]. K moZnos-
ti posouzeni spravnosti histopatologického vySetfeni ma byt
pocet vySetfenych uzlin vZdy uveden.

CIL PRACE A METODIKA

Cilem na$i prace bylo zjistit, miZeme-li tuzemské postupy kla-
sifikace kolorektdlnich karcinomt povaZovat za standardni.
Nadvou pracovistich jsme retrospektivng provedli analyzu pfi-
padii kolorektalnich karcinomi stadia cMO, kurativné reseko-
vanych béhem nékolika poslednich let. Zajimalo nés, jaké ida-
je jsou k dispozici pro pooperacni stratifikaci dalSiho
lécebné-dispenzarizacniho postupu ve vztahu k ddajim, kte-
ré by ,, lege artis “ k dispozici mély byt. Data jsme Cerpali z ope-
ra¢nich protokoll a ze zprav o vysledku histopatologického
vySetfeni. ProtoZe béhem sledovaného obdobi doslo ke zmé-
né v pravidlech pN klasifikace (zruSeni statutu perivaskular-
nich a peritumorélnich uzlin a zruSeni kategorie pN3), zamé-
fili jsme se zejména na zakladni rozliSeni pNO (regionalni
lymfatické uzliny nepostiZeny) a pN+ (minimalné 1 regional-
ni lymfaticka uzlina postiZena).
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Vzhledem k retrospektivnimu charakteru sbéru idaj byla ana-
lyza dat studie provedena pfedev§im za deskriptivnim tcelem.
Cilem prezentovanych graft je vizualizace zdkladnich dat, ve
studii nebyla provedena 7Zaddna analyza srovnévajici udaje
z obou pracovi$t. Srovnani poctu vySetfenych uzlin podle loka-
lizace nddoru a podle provedeni neoadjuvantni terapie u nado-
i kone¢niku bylo provedeno Mann-Whitney U testem. Data
byla hodnocena na hladiné vyznamnosti a. =5 %.

VYSLEDKY

PRACOVISTE A
Celkem jsme analyzovali 123 pifpadii zobdobi let 1998 —2001.

Urcovani stadia pT

pTbylo vyslovné uvedeno ve 119 ptipadech. U 3 ptipadii neby-
lo pT vyslovné uvedeno, ale z popisit mikroskopického vyset-
feni bylo moZzné stadium urcit. Jednou (tj. v 0,8 %) nebylo sta-
dium pT urceno vitbec.

Urcovani stadia pN a pocet vySetienych uzlin

Stadium pN bylo uréeno ve vSech piipadech.

Z analyzy poctu vySetienych uzlin byly vyjmuty dva resekaty
totdlnich kolektomii se 61 (pNO) a 97 (pN+) vySetfenymi uzli-
nami. Celkem jsme tedy hodnotili 121 pripada (73 ptipady
pNO a 48 ptipadd pN+). Vysledky jsou shrnuty v tabulce (tab.
3). V 6 piipadech nebyl pocet vySetfenych uzlin uveden, ale
z popisu bylo evidentni, Ze uzliny byly vySetfovany. V piipa-
dech s uvedenym poctem vySetfenych uzlin bylo vySetieno 1
— 62 uzlin, typicky 13 uzlin (mediin), primérné 15,8 uzliny.
Vztah mezi poctem vySetfenych uzlin a poctem metastaticky

Tab. 3: Analyza poctu vySetfenych uzlin (pracovisté A)

Pocet vySetfenych Pocet Pocet ptipadi Metastaticka
uzlin pripadii pN+ incidence!

Neuveden 6 1(16,7 %) -

1-5 18 5(27.8 %) 17,5 %

6-10 20 8 (40,0 %) 19,6 %
11-15 31 12 (38,7 %) 9,8 %
16-20 14 8 (57,1 %) 13,4 %
21-25 14 7 (50,0 %) 12,1 %
26-30 9 3 (33,3 %) 8,0 %
31-35 3 2 (66,7 %) 11,7 %
36-40 2 0 (0,0 %) 0,0 %
4145 2 1 (50,0 %) 1,1 %
46-50 - - -
51-55 - -
56-60 0 (0,0 %) 0,0 %
61-65 1 (100,0 %) 12,9 %
Celkem 121 48 (39,7 %) 10,7 %

! Metastatick4 incidence: poet metastaticky postizenych uzlin / pocet
vySetfenych uzlin

Obr. 1: Vztah mezi poctem vysetienych uzlin a po¢tem metastaticky
postiZenych uzlin u jednotlivych pfipada (pracovisté A)
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postiZenych uzlin u jednotlivych ptipadu je zakreslen na obréz-
ku (obr. 1).

Na dalSich obrazcich je graficky znazornén vztah mezi podi-
lem pN+ ptipad a po¢tem vySetfenych uzlin (obr. 2a, obr. 2b).
Z obrazku 2a vidime, Ze v 68 ptipadech (56,2%) bylo vySet-
feno alesponl 12 uzlin. V ostatnich 53 pripadech (tj. 43,8 %)
bylo vySetfeno méné neZ 12 uzlin, anebo pocet vySetfenych
uzlin nebyl uveden. To znamend, Ze téméf polovina resekatl
nebyla standardné vySetfena! Déle je patrné vyrazné navyse-
ni pravdépodobnosti zidchytu metastatického postiZeni pfi
vySetfeni minimalné 7 uzlin, toto nase pozorovani je ve shodé
s publikovanymi vysledky [4].

Obr. 2a: Podil p¥ipadi pN+ podle po¢tu vySetfenych uzlin (pracovisté A)
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Obr. 2b: Podil piipadi pN+ podle poctu vySetienych uzlin (pracovisté A)
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Otazkaregresniho vztahu mezi celkovym poctem vySetienych
uzlin a pravdépodobnosti zichytu metastaticky postiZené uzli-
ny, predev§im pak mezni hranice poc¢tu vySetfenych uzlin, od
které jiz pravdépodobnost zichytu metastatického postiZzeni
roste jen nevyznamné, je i v soucasnosti predmétem diskusi
v odborném tisku, jak jsme jizZ zminili v ivodu. NaSe vysled-
ky naznacuji trend existence této hranice priblizné pfi poctu
11 —20 vySetfenych uzlin (obr. 2b).

Analyzarozdilu mezi poc¢tem vySetfenych uzlin u nddort trac-
niku a kone¢niku prokézala trend vy$$iho poctu vySetienych
uzlin u nddor tra¢niku, rozdil je hodnocen jako statisticky sig-
nifikantni (tab. 4, obr. 3).

Potencidlni rozdil mezi poCtem vySetfenych uzlin u pacient
s radioterapii (RT) a u pacientll bez radioterapie v neoadju-
vanci byl hodnocen u celkem 69 ptipadd niddoru konecniku

Tab. 4: Rozdily v poctu vySetfenych uzlin u karcinomu tra¢niku
a kone¢niku (pracovisté A)

Lokalizace| Pocet Pocet vySetfenych uzlin

nadoru | piipadil by (D) [ Median | Min/Max |P-hodnota
Tra¢nik 46 20,4 (13,1) 18,5 3/62 0,001
Koneénik 69 12,5 (7,7) 12,0 1/32

Obr. 3: Pocet vySetienych uzlin podle lokalizace nadoru (pracovisté A)

N=115;P<0,001

L

)

Pocet vySetfenych uzlin

Tiatik kKosetink

Lokalizace nadoru

s uvedenym poctem vySetfenych uzlin v dokumentaci. Rozdil
v poctu vySetfenych uzlin mezi uvedenymi skupinami paci-
entll nebyl signifikantni (tab. 5, obr. 4).

Pokud jde o zavislost pN na pT, zjistili jsme v naSem soubo-
ru, Ze u dvou pfipadt pTis nebyly regiondlni lymfatické uzli-
ny postiZeny, ale jiZ u karcinomu stadia pT1 k lymfatickému
postiZeni dochazelo.

Tab. 5: Rozdily v po¢tu vySetfenych uzlin u pfedozarenych a nepied-
ozarenych nadoru kone¢niku (pracovisté A)

Pocet vySetfenych uzlin
NeOadeVantni Pocet Pramér ., .
RT piipadi (SD) Medidn | Min/Max | P-hodnota
Ne (nebo
nezjisténo) 25 13,6 (7,8) 12,0 1/31 0,369
Ano 44 11,8 (7,7) 12,0 1/32

Obr. 4: Pocet vySetienych uzlin podle aplikace neoadjuvantni radio-
terapie (pracovisté A)
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Urcovani ostatnich prognostickych faktori

Grading nebyl stanoven u 44 pfipadt karcinomu resekova-
nych po neoadjuvantni terapii. U karcinomi bez neoadjuvantni
1é¢by (79 pripadil) byl grading popisovan prevazné slovnimi
formulacemi, ¢iselny parametr G byl uveden pouze ve 28 pii-
padech (35,5 %). Ve 2 ze zminénych 79 ptipadl (2,5 %) tida-
je o gradingu zcela chybély.

Angioinvaze ¢i propagace nadorovych bunék. Z analyzo-
vanych 123 pfipadt byla zminka o angioinvazi 5, lymfangi-
oinvazi 3x, angioinvazi i lymfangioinvazi 1x, perivaskuldrni
propagaci 5x, lymfogenni propagaci 1x, perineuralni propa-
gaci 3%, perivaskularni a perineurdlni propagaci 4x.
Mikroskopické vysetieni resekénich linii. Udaje o mikro-
skopickém vySetieni alespoii jednoho (distalniho ¢i proximal-
niho) resek¢niho okraje byly pfitomny v 68 ptipadech. V 55
ptipadech (tj. 44,7 %) nebyla mikroskopie resek¢niho okraje
zminéna. Vysledek mikroskopického vySetieni ,,radidlniho*
resek¢niho okraje nebyl uveden nikdy.
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Soulad klinické a histopatologické Kklasifikace T (cT / pT)
Hodnotili jsme jen pfipady, kdy operatér do opera¢niho proto-
kolu nebo do Zddanky k histopatologickému vySetfeni uvedl cT
klasifikaci nddoru. Vysledky jsou patrné z obrazku (obr. 5).

Obr. 5: Soulad klinické a histopatologické klasifikace (pracovisté A)
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PRACOVISTE B

Celkem jsme analyzovali 162 piipadii zobdobi let 1995 —2000.

Urcovani stadia pT

pT bylo vyslovné uvedeno ve 155 pripadech. U 2 piipadl neby-
lo pT vyslovné uvedeno, ale z popisti mikroskopického vyset-
feni bylo mozné stadium urc€it. Ve 4 piipadech byl nador popsan
jako ,,malignizovany polyp s invazi do spodiny*. Jednou (tj.
0,6 %) nebylo pT stadium urceno vitbec s odvolanim na nepre-
hledny preparat.

Urcovani stadia pN a pocet vySetienych uzlin

Stadium pN bylo vyslovné uvedeno ve 145 ptipadech. V 17
pfipadech nebylo uvedeno vyslovné, ale z popisu mikrosko-
pického vySetieni bylo ziejmé, Ze 9x §lo o piipady NO. 8x neby-
la v popisu zminka o mikroskopickém vySetieni uzlin, tedy pN
nebylo urceno v 8 pripadech (4,9%).

Z dalSich analyz poctu vySetfenych uzlin byly vyjmuty dvarese-
kéty totalnich kolektomii. U té€chto dvou piipadi nebyla v popi-
su histopatologického vySetieni resekdtu zminka o mikrosko-
pickém vySetfeni uzlin — jeden piipad byl oznacen jako pNO
a u druhého nebyla klasifikace pN uddna. Celkem jsme tedy
hodnotili 160 ptipadu (94 pripadt pNO, 59 ptipadt pN+ a 7 pri-
padt pNX). Vysledky jsou shrnuty v tabulce (tab. 6). Ve 104
pfipadech s udanym poctem vySetienych uzlin bylo vySetfeno
0 — 11 uzlin, typicky 5 uzlin (medidn), primérng 4,8 uzliny.
Vztah mezi poctem vySetfenych uzlin a po¢tem metastaticky
postiZenych uzlin u jednotlivych pfipadil na pracovisti B je
zakreslen na obrazku 6 (obr. 6).

Tab. 6: Analyza poctu vySetfenych uzlin (pracovisté B)

Pocet vySetfenych Pocet Pocet pfipadi Metastaticka
uzlin pripadt pN+ incidence!

0 2 0 (0,0 %) -

Neuveden 56 11 (19,6 %) -

1-5 65 29 (44,6 %) 25,6 %
6-10 36 18 (50,0 %) 253 %
11 1 1 (100,0 %) 72,7 %
Celkem 160 59 (36,9 %) 26,5 %

! Metastatick4 incidence: po¢et metastaticky postiZzenych uzlin / pocet
vySetfenych uzlin
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Obr. 6: Vztah mezi poctem vySeti‘enych uzlin a po¢tem metastaticky
postizenych uzlin u jednotlivych pripadi (pracovisté B)
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Na dalSich obrazcich je graficky znidzornén vztah mezi podi-
lem pN+ piipadt a poctem vySetfenych uzlin (obr. 7a, obr. 7b).
Ze 104 pripadt s udanym poctem vySetfenych uzlin nebylo
nikdy vySetieno alespofi 12 uzlin (obr. 7a). To znamen4, Ze
Zadny resekat nebyl vySetien standardnim zptisobem!
Vzhledem k extrémnimu poctu pfipadii s neuvedenym poctem
vySetienych uzlin v dokumentaci (56 pfipadil) a maximéalni-
mu poctu 11 vySetfenych uzlin nebylo z tidajii na pracovisti
B moZné podrobnéji analyzovat vztah mezi poctem vySetie-
nych uzlin a pravdépodobnosti ndlezu alesponi jedné metasta-
ticky postiZené uzliny. Z obrézku 7b je patrny pomérné vyso-
ky podil pN+ pripadu pri vySetfeni 1 — 2 uzlin. Mozné diivody
tohoto jevu zminime v diskusi.

Obr. 7a: Podil pfipadi pN+ podle poctu vySetienych uzlin (pracovisté B)
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Obr. 7b: Podil pripadi pN+ podle poctu vysetfenych uzlin (pracovisté B)
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Podrobnéji jsme se zaméfili na pfipady s neuvedenym poctem
vySetfenych uzlin klasifikované patologem jako pNO. Ve 32
pripadech nebyly podle popisu regionélni uzliny patrn€ vitbec
mikroskopicky vySetfeny, a tedy mély byt ptfipady oznaceny
pNX. Pricteme-li k tomu je$té 7 ptipadd patologem vécné
spravné oznacenych jako pNX a dva vySe zminéné pripady
totdlni kolektomie, nebyly ve 41 piipadech ze 162, tedy vice
nez v 1/4 ptipadt regiondlni lymfatické uzliny viibec mikro-
skopicky vySetfeny!

Z popist vySetfeni preparatll vyplynula fada nepiesnosti.
Napfiklad jednou bylo misto regiondlnich lymfatickych uzlin
v mezokolon vySetfeno pouze nékolik nepostizenych uzlin
z omenta, nebo bylo mikroskopicky vySetfeno méné uzlin nez
bylo makroskopicky nalezeno, anebo byly nékteré pripady kla-
sifikovany jako pN2 (tzn. 4 a vice postiZenych uzlin), ackoli
bylo popsédno vySetieni jen 3 nebo méné uzlin.

V resekatech karcinomil tra¢niku bylo vySetfeno relativné vice
uzlin nez v resekatech karcinomi kone¢niku, rozdil v§ak nebyl
statisticky vyznamny (tab. 7, obr. 8).

Tab. 7: Rozdily v poctu vySetfenych uzlin u karcinomu tra¢niku
a kone¢niku (pracovisté B)

Lokalizace| Pocet Pocet vySetienych uzlin

nadoru piipad Primér (SD) | Median | Min/Max | P-hodnota
Tra¢nik 63 4,8(24) 5,0 0/10 0,653
Konec¢nik 41 4,7 (2,6) 4,0 1/11

Obr. 8: Pocet vySetienych uzlin podle lokalizace nadoru (pracovisté B)
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Tab. 8: Rozdily v poc¢tu vySetienych uzlin u predozarenych a nepred-
ozarenych nadoru kone¢niku (pracovisté B)

Pocet vySetfenych uzlin
Neoadjuvantni | p,xey Priimér B ]
RT pfipadé (SD) Median | Min/Max | P-hodnota
Ne (nebo
nezjisténo) 26 4,6 (1,9) 5,0 1/9 0,797
Ano 15 4,9 (3,5) 4,0 1/11

Obr. 9: Pocet vySetienych uzlin podle aplikace neoadjuvantni radio-
terapie (pracovisté B)
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Ani analyza na pracovisti B neprokézala rozdil v poCtu vySet-
fenych uzlin v resekétech po neoadjuvantni terapii v porovna-
ni s resekdty, kde naddory nebyly pred resekci ozafeny (tab. §,
obr. 9).

Urcovani ostatnich prognostickych faktorta

Grading byl popisovan pievaZzné slovnimi formulacemi.
U karcinomil po neoadjuvantni radioterapii byl grading ve vét-
$in€ ze 31 pfipadd uveden, pouze v 5 ptipadech (tj. 16,1 %)
uveden nebyl. U karcinomt bez pfedchozi neoadjuvantni 1é¢-
by nebyl grading uveden v 5 ze 131 pfipadu (tj. 3,8 %), z toho
4x byl naddor popsan jako malignizovany adenomatdzni polyp.
Ciselny parametr G v§ak byl uveden celkové pouze v 8 p¥ipa-
dech (4,9 %).

Angioinvaze ¢i propagace nadorovych bunék. Z analyzo-
vanych 162 ptipadil byla zminka o angioinvazi 8x, lymfatic-
ké propagaci Ix, perineuralni a lymfatické propagaci 1x.
Mikroskopické vySetieni resekénich linii. Udaje o mikro-
skopickém vySetieni alespoii jednoho (distalniho ¢i proximal-
niho) resek¢éniho okraje byly pfitomny v 69 pfipadech. V 93
ptipadech (tj. 57,4 %) nebyla mikroskopie resekéniho okraje
zminéna. Vysledek mikroskopického vySetieni ,,radidlniho*
resek¢éniho nebyl uveden nikdy.

Soulad Klinické a histopatologické klasifikace T (cT / pT)
Hodnotili jsme jen pfipady, kdy operatér do operacniho pro-
tokolu nebo do Zadanky k histopatologickému vySetfeni uve-
dl cT klasifikaci naddoru. Vysledky jsou patrné z obrazku
(obr. 10).

Obr. 10: Soulad klinické a histopatologické klasifikace (pracovisté B)
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Riziko malého poctu vySetfenych uzlin tkvi pfedev§im v moz-
nosti fale$n€ negativniho posouzeni uzlinovych metastaz (tzv.
,understaging®). ProtoZe postiZeni regiondlnich miznich uzlin
je hlavnim indikacnim kritériem pro adjuvantni 1écbu, nejsou
v takovém pripadé lé¢eni nekteti pacienti, ktefi by z1é¢by moh-
li mit prospéch. Je tedy Zadouci, aby zejména u piipadtt pNO
bylo histopatologicky vySetfovano alespoii 12 uzlin, jak dopo-
rucuji pravidla TNM Kklasifikace. I z naSich vysledku z praco-
viSté A vyplyvé, Ze procentudlni podil pfipadt pN+ stoupa
s poctem vySetfenych uzlin (obr. 2b).

Pocet vySetfenych uzlin zavisi na tfech hlavnich faktorech.
Chirurg jej miZe ovlivnit objemem resekovaného mezokolon
(mezorekta), konstitu¢ni faktory pacienta ovliviiuji skutecny
pocet uzlin vyskytujicich se v tomto objemu. Rozhodujici
vyznam ma pak zplsob vySetfeni resekatu patologem. Sahé od
prosté ,,manudlni metody* vyhled4dvani uzlin v nativnim ¢i béz-
nym zpusobem fixovaném preparatu, ptes fixaci po napnuti
sttevniho zdvésu na korkovou podlozku azZ po pouZivéni spe-
cidlnich projastiovacich fixa¢nich metod, které usnadni vyhle-
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dani zv148t€ menSich uzlin [8] a vedou k vy$§imu zdchytu uzli-
novych metastaz [8, 9].

Principidlné ponékud odliSnym pfistupem je snaha o zvySeni
zachytu uzlinovych metastdz nikoli na podkladé vySetieni co
nejvice uzlin, ale na podkladé citliv€jsich metod schopnych
detekovat mikrometastizy. B€Zn€ se z kaZdé makroskopicky
nalezené uzliny mikroskopicky vySetfuje jeden ¢idvafezy pie-
hledné barvené hematoxylinem a eozinem. Citlivéj$i metody
spocivaji bud v prohlédnuti vice fezii z jedné uzliny, prehled-
né barveni je mozZno doplnit imunohistochemickym vySetie-
nim, pifipadné Ize detekovat nddorové nukleové kyselilny
metodou PCR. Je ¢asové€ i finan¢n€ ndrocné provadét tyto
metody na vSech nalezenych uzlindch, proto se v poslednich
letech vénuje usili aplikaci téchto metod jen na sentinelovou
uzlinu. Nalez mikrometastdz u ptipadu, které by pti béZném
vySetfeni byly hodnoceny jako pNO, je oznaCovan jako ,,upsta-
ging*. Podle literatury k n€ému dochdzi s riiznou cetnosti, dle
vysledkl Sahy a spol. priblizné v 15 % pripadi (14 %) [10].
Na pripady s pouhymi mikrometastdzami v§ak neni moZno
nahliZet stejné jako na pfipady s metastdzami detekovanymi
béZnou metodou. Klinicky vyznam mikrometastiz totiZ neni
zcela jasny. Prehledovy ¢lanek Lina a kol. [11] shrnul dosa-
vadni literarni poznatky. Vyplyva z néj, Ze v nékterych sesta-
vach byla frekvence rekurenci béhem péti let statisticky
vyznamné vysSi u pacientl s mikrometastdzami oproti paci-
entim bez mikrometastdz, fada praci ale prognosticky vyznam
mikrometastidz nepotvrdila. Stejné tak neni jasny jejich pre-
diktivni vyznam, tzn. jestli pacientim s mikrometastazami pfi-
nési prospéch adjuvantni chemoterapie.

Moznost redukovat vySetieni uzlin u kolorektalniho karcino-
mu na pouhou sentinelovou uzlinu je sice ldkava, ale nardZi na
problém fale$né negativity. V minulych letech se vyskyt ,,skip
metastdz* udaval jen do 3 %, ale nove pomoci PCR byly dete-
kovény az u téméf 20 % pacienttl [12]. V souboru Joostena
byla fale$na negativita sentinelové uzliny dokonce 60 % [13].
NepostiZzend sentinelova uzlina u kolorektdlniho karcinomu
tedy nemuiZe slouZit jako indikator negativity spaddovych uzlin
a vzdy museji byt resekovany a vySetfeny i ostatni regionalni
mizni uzliny.

Z obrazku 7b je vidét, Ze na pracovisti B byl pomérné vysoky
procentudlni podil zachytu ptipadt pN+ (55,6 %) pfi vySetie-
ni pouhé 1 nebo 2 uzlin. MiZeme se jen domnivat, Ze §lo pre-
vazné o pripady s makroskopicky patrnymi metastazami, pfi
kterych se patolog spokojil s odbérem jen jedné az dvou evi-
dentné metastatickych uzlin. Takovy postup vSak nelze obha-
jovat uZ proto, Ze v literatufe je dobfe dokumentovén rozdil-
ny prognosticky vyznam stadii pN1 (maximalné 3 postiZené
uzliny) a pN2 (4 a vice postiZenych uzlin) [14]. V ptfipadé
vySetfeni méné neZ 4 uzlin tak ani teoreticky nemuzZe byt dia-
gnostikovano prognosticky horsi stadium pN2.

Omluvou pro nedostate¢né vySetfovani uzlin nemohou byt ani
Casné pripady karcinomu (pT1). Jakmile nddor penetruje do
submukozy obsahujici lymfatické cévy, mohou byt uzlinové
metastizy pfitomny [15], coZ se potvrdilo i v nasi analyze.
Musime upozornit i na smérodatnost mikroskopického vySet-
fovani uzlin. Makroskopicky popisované uzliny nemohou byt
brany v tvahu, dokladem budiZ i ndmi pozorovany poznatek,
Ze ne vSechny struktury povaZované makroskopicky za lym-
fatickou uzlinu skute¢né uzlinou jsou.

Nemdéme jednozna¢né vysvétleni pro maly rozdil v celkovém
podilu pfipadti pN+ mezi obéma pracovisti (39,8 % respekti-
ve 36,4 %), nez jaky by odpovidal zna¢né rozdilnym poctim
vySetfenych uzlin (na pracovisti A bylo popisovdno vyrazng
vice vySetfenych uzlin — medidn 13 — neZ na pracovi$ti B —
medidn 5). Odpovédi by mohl bytrozdil spiSe v peclivosti popi-
su neZ rozdil v peclivosti vySetfovani, ale diikazy chybi.

Na naSich pracovistich (A a B) byl tedy celkovy podil ptipa-
dt pN+ ze vSech kurativné resekovanych kolorektalnich kar-
cinomu 39,8 % resp. 36,4 %. Srovnavali jsme tento podil
s udaji ve svétové literatufe. Ve velkych souborech pfi pou-
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Ziti standardni manudlni metody detekce uzlin se podil pN+
pripadil pohybuje vétSinou v rozmezi 30 — 50 % [8,15-17],
ale pfi peclivéjSim vySetieni s pouZitim projasiiovacich tech-
nik, nebo pfi selekci pripadd s vysokym poctem vySetfenych
uzlin se podil zvySuje aZ na cca 60 % [8] ¢i dokonce 85 %
(u pT3 stadii) [6]. Vezmeme-li ddle v ivahu mikrometasta-
zy nedetekované pii béZném mikroskopickém vySetieni,
nabizi se odvdZnia domnénka, Ze u podstatné vétSiny (ne-li
u vSech) ptipadt kolorektalniho karcinomu jsou regionalni
uzliny nddorovymi buitkami v rizné mife infiltrovany a zéle-
Zi jen na podrobnosti vySetfeni, kolik z téchto pfipadi dia-
gnostikujeme. Potom by soucasnd kategoricka klasifikace
pNO/pN+ (pN1, pN2) neodpovidala skutecnému stavu: uzli-
ny nepostiZzeny / postiZeny, ale pouze rozdélovala kontinu-
um postiZzeni uzlin od ojedinélych karcinomovych bunék,
pres mikrometastdzy, aZ po makroskopicky patrné uzlinové
metastdzy, pfiCemz hranice mezi jednotlivymi kategoriemi
pN by zdavisely na podrobnosti vySetfeni uzlin v tom kterém
pfipad€. Obecné prijatelné kritérium indikace adjuvantni tera-
pie by tak bylo moZné stanovit jen na podklad€ velmi pfes-
né kvantitativni a vysoce reprodukovatelné metody. SpiSe
v8ak lze vyvodit, Ze cesta zpfesiiovani indikaci adjuvantni
terapie jen na zdkladé stavu regiondlnich miznich uzlin je
v podstaté slepou ulickou a je tfeba hledat a ovéfovat vyznam
dal§ich prediktorti biologické agresivity (prognostické fak-
tory) a odpovédi na jednotlivé zplsoby protinddorové 1écby
(prediktivni faktory).

Némi zjiSt€ny vyssi pocet vySetfovanych uzlin u karcinomt
tra¢niku neZ u karcinomil kone¢niku se miiZe odvijet od ana-
tomickych faktori objemové vét§iho mezokolon v porovna-
ni s mezorektem. Snad hraje roli i fakt chirurgem ne vzdy
dasledné dodrzované zdsady totdlni mezorektilni excize.
Navic hranice mezi tra¢nikem a kone¢nikem byva pojimana
nejednotné.

Predoperacni ozateni mezorekta by teoreticky mohlo véstk fib-
ré6ze nékterych uzlin, coZ miZe jejich vyhledavani znesnadnit.
Nase vysledky vSak nepodporuji domnénku, Ze by radiotera-
pie negativné ovliviiovala ispéSnost detekce uzlin pfi histo-
patologickém vySetieni.

Pro klasifikaci R by se udaje o mikroskopickém vySetieni
resekéni linie v nékterych jednoznaénych pripadech mohly
zdat jako postradatelné. VSeobecné je totiZ zndmo, Ze mikro-
skopickd infiltrace stfevni stény kolorektadlnim karcinomem
nesahd dale neZ nékolik mélo milimetr za makroskopicky
patrny okraj nddoru. Ov§em mimo stfevni sténu — zejména
v mezorektu — se nékdy vyskytuji nddorové satelity, které
mohou presahovat hranici vlastniho naddoru aZ o nékolik cen-
timetrd abordlnim smérem a zejména se $iff radidlng. Z toho
dtvodu je pfijimanym chirurgickym standardem tot4lni mezo-
rektalni excize. Z Casto citované analyzy 190 resekovanych
karcinomu rekta vyslo najevo, Ze u 25 % domnélych kurativ-
nich resekci byl radidlni resek¢ni okraj postizen niddorem.
Nadorova infiltrace okraje byla vyznamné spojena s ¢etnosti
lokdlnich recidiv (78 % oproti 10 % pii RO resekci) a s prezi-
tim. [18] I z toho diivodu je mikroskopické vySetieni resekc-
nich okrajl naprosto nezbytné pro spravnou klasifikaci R anaSe
analyza odhaluje v tomto sméru pomérné zasadni nedostatky
na pracovistich A i B.

Soulad, respektive nesoulad cT a pT klasifikace v n€kterych
pfipadech m4 byt jen dokladem obtiZzného odhadu rozsahu
nadoru pouze na zdkladé¢ klinického, paraklinického a pero-
peracné-chirurgického vySetfeni. Klinické hodnoceni drovné
penetrace stfevni st€énou ma vyznam hlavné u karcinomu
konecniku (transrektdlni ultrasonografie, CT), at uZ z hledis-
ka indikace neoadjuvantnich postupil, nebo eventuality Setr-
nych zadnich ¢i transrektalnich resek&nich pfistupt.
Narocnost sbéru dat ve studii formou podrobného prohleda-
véani chorobopisi pacientll hodnocenych pracovist poukézala
na jeden dalSi nepfiznivy trend a to celkové nevyhovujici for-
mu zdravotnické dokumentace pro vedeni parametrického zaz-



namu pacientl. Dohledavani dat pro retrospektivni hodnoce-
ni je Casové extrémné ndro¢né a v podstaté neumoziuje kom-
pletaci udajii ve formé vyhovujici poZadavkiim na kvalitni
retrospektivni studie.

ZAVER

Na nékterych tuzemskych pracovistich jsou resekéty kolorek-
talnich karcinomt vySetfovany zcela nedostatecné. Na jednom
ze dvou sledovanych pracovist dokonce ani v jednom ze 162
pripadii nebylo vysetfeno standardné doporu¢ovanych 12 uzlin
a pfiblizné v jedné Ctvrtiné piipadl patrné nebyla mikrosko-
picky vySetfena ani jedna lymfaticka uzlina. Tak nikdy nebyl
splnén zékladni pfedpoklad pro spravné urceni stadia pN pova-
Zovaného za nejvyznamnéjsi prognosticky a prediktivni fak-
tor po kurativni resekci kolorektdlniho karcinomu. Diivody je
nutno hledat v nedostate¢né radikalit€ chirurgickych vykont
avnedikladnosti histopatologického vySetfeni. Zavazné nedo-
statky jsme zaznamenali i pfi ur€ovani ostatnich prognostic-
kych faktori jako je grading, angioinvaze nebo mikroskopic-
ké vySetfeni resek¢nich okrajil nezbytné pro stanoveni R.

Z toho vyplyva, Ze nedostatecnost individualizace onkolo-

gické 1écby solidnich nddort u dospélych prameni nejen
zmdlo teoreticky objasnénych vztahit mezi molekularné gene-
tickymi vlastnostmi nddoru a fenotypovymi projevy, ale také
znedostatecného praktického vyuZivani jiz prokdzanych sou-
vislosti.

Do budoucna je na§im pianim stratifikovat pacienty podle indi-
vidudlnich charakteristik nddoru a odtud pak stanovit indivi-
dudlni lécebné-dispenzarizacni plan. Nezbyva neZ véfit, Ze
zavedeni rutinniho vySetfovani dosud béZné nestanovovanych,
predevsim molekuldrnich prognostickych a prediktivnich fak-
torti na sebe nenecha dlouho ¢ekat a bude nasim voditkem pro
volbu optiméln{ strategie.

Jakkoli nadéjné v§ak mize plsobit odhodlani posouvat dia-
gnostiku k zatim nestandardnim postuptim (napft. detekce cir-
kulujicich naddorovych bunék, individudlni predikce chemo-
rezistence, trovenl exprese enzymu fluoropyrimidinového
metabolismu), vZdy si musime klast otdzku, zda spravné kla-
sifikujeme nadory podle zdsad dlouhodob€ zndmych ajiZ opa-
kované prokdzanych. MoZné by nebylo marné zaméfit se obcas
pravé na tento aspekt, abychom se pfi tvahidch o ,,lege artis“
¢i ,, standardnosti“ nemuseli Cervenat.
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HODNOCENI SLIZNICNI TOXICITY POMOCI NEINVAZIVNIHO TESTU
STREVNI PROPUSTNOSTI S 51Cr- EDTA

EVALUATION OF MUCOSAL TOXICITY USING INTESTINAL
PERMEABILITY 51Cr- EDTA

SACHLOVA M., BENES M., ILIEVOVA M., PAPIRKOVA D., STANICEK J.
MASARYKUV ONKOLOGICKY USTAV, BRNO

Souhrn: Slizni¢ni toxicita patii mezi nejcastéjsi nezadouci reakce onkologické 1écby. Svymi dusledky a projevy pfesahuje
lokalni postiZeni a nejednou ovlivni celkovy priibéh protinadorové 1écby. Vysledky mohou byt ovlivnény pouZzitou metodou,
vybérem pacienttl a v neposledni fad€ zéleZi i na dobré spolupraci pacienta. Nase modifikace testu opustila volumetrickou pii-
pravu 5!Cr EDTA a nahradila ho metodou fadové tisickrat presn&jsi odvaZovanim na analytickych vahich.VySetiili jsme 59
pacientl léCenych chemoterapii a/nebo radioterapii. Neprokdzali jsme statisticky vyznamné zmény stfevni propustnosti (SP)
hodnocené Studentovym T testem po radioterapii malé panve pro rektalni karcinom, po radioterapii pro spinocelularni karci-
nom anu, po radioterapii malé panve pro gynekologické malignity, zmé&ny jsme neprokazali u souboru pacientll s chemotera-
pii fluorouracilem v reZimu dle de Gramonta, ani pfi konkomitantni chemoradioterapii pro nador Zlu¢ovych cest. Prokazali
jsme statisticky vyznamné zmé&ny stfevni propustnosti metodou s >'Cr EDTA po 16¢bé s fluorouracilem v reZimu dle Mayo na
5% hladiné vyznamnosti (p = 0,0372) a potvrdili jsme zndmou klinickou zkuSenost se slizni¢ni toxicitou fluorouracilu. Pro-
kézali jsme statisticky vyznamné zmény na 5% hladiné vyznamnosti (p = 0,0293) stfevni propustnosti po 1écbé pro pokrocily
lymfom rezimy kombinované chemoterapie s cyklofosfamidem. Vysledky jsou zatiZzeny chybou malych ¢isel, ale je velmi prav-
dégodobné, Ze rozhoduje o zméné stievni propustnosti nejen podana chemoterapie, ale i celkovy stav pacienta. Vyhodou tes-
tu>'Cr EDTA je vyborna sndSenlivost a piizniva cena. Nevyhodou testu je viak 24hodinovy sbér moce, coz komplikuje vybér
ambulantnich pacientli. Nevyhodou je pouziti radionuklidu a tomu odpovidajici vybaveni pracovisté.

Klicova slova: stfevni propustnost, bariérova funkce stfeva, chemoterapie, radioterapie

Summary: Mucosal toxicity is one of the most frequent adverse effect in oncology. The consequences of mucosal toxicity are
systemic and often have influence on the course of antitumor therapy. The results could be influenced by the method, selection
of patients and their collaboration not at least. In our modification of the 51Cr EDTA test, we abandoned volumetric treatment,
which was replaced by a more sensitive method. We investigated 59 patients with various oncological therapy. We did not
detect any changes in intestinal permeability after the radiotherapy of patients with rectal carcinomas, nor in patients with
spinocellular carcinomas or gynecological malignancies. Similarly, we could not detect significant differences in a group of
patients treated with fluoruracil according to de Gramont, neither after concomitant radiotherapy in patients with biliary tumors.
We detected significant changes of intestinal permeability during the course of treatment of fluorouracil according to Mayo
using the >!Cr EDTA test and confirmed the well-known mucosal toxicity of fluorouracil. We also found statistically
significant changes in intestinal permeability in patients treated for advanced lymphomas using combined regimens and
cyclophosphamide. However, the numbers are too small for conclusive proof whether the general patient’s status or just
chemotherapy is the main reason for detected changes in intestinal permeability. The advantages of the >'Cr EDTA test are
excellent tolerance and acceptable costs. The disadvantage of the test is a 24-hour collection of urine and the use of
a radioisotope.

Key words: intestinal permeability, intestine barrier function, chemotherapy, radiotherapy

UvVOoD

Péce o onkologického pacienta ma multidisciplindrni charak-
ter. Nasi snahou je podat maximalné t¢innou onkologickou
1éc¢bu s minimem neZadoucich tc¢inki. Nejveétsim problémem,
se kterym se vSak onkologové setkévaji, jsou toxické projevy
chemoterapie a radioterapie, které se stavaji limitujicim fak-
torem pro dal$i 1é¢bu. K monitoraci slizni¢niho poSkozeni lze
uZzit ukazatele klinické, biochemické i histologické. Specifika
onkologické populace nas nuti k hledani optimalné tolerova-
nych a interpretovanych testl a testovani jejich vzajemnych
korelaci. V nasledujici praci se autofi soustfeduji na jednu
z moZnych variant , kterd maze pfispét k feSeni tohoto pro-
blému.

STREVNI PROPUSTNOST
Bariérova funkce je jednou z hlavnich charakteristik stfevni

sliznice.Tuto bariéru lze rozd€lit na ¢ast vnéjsi (extrinsic- kte-
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rd se skladd z vodni vrstvy, mucinu se sekre¢nim IgA) a vniti-
ni (intrinsic- vlastni intestindlni epitel). Vnéjsi ¢ast ma spise pro-
tektivni funkci (tzv.fyzikdlni bariéra), hlavnim piedpokladem
nepropustnosti stfevni bariéry je jeji vnitfni ¢ast. Vnitini cast
stfevni bariéry tvofi enterocyty, které jsou spojeny v blizkosti
lumen spojovacim komplexem, ktery se sklad4 ze zonulae occ-
ludentes (t€sn4 spojeni nebo tight junctions), zonulae adheren-
tes amaculae adherentes (desmosomy). T€sné spojeni se nacha-
zeji v blizkosti zékladny mikroklkd, jsou relativné nepropustna
pro vodu a ve vodé rozpustné latky. Predpoklada se vsak, Ze
v té€snych spojenich jsou pory, které jsou jednou z oblasti, kte-
rou mohou prochdzet makromolekuldrni latky.

Latky se mohou ze stfevniho prostoru vstfebdvat dvéma zpt-
soby - bud proniknutim pfes buné¢nou membranu a cyto-
plazmu enterocytu (transceluldrné) nebo mezibuné¢nym pro-
storem (paracelularng).Méteni stfevni propustnosti (SP) jako
parametru vyZaduje urcité zjednoduSeni resp. je mozné za



predpokladu, Ze bariérova funkce je tvofena pouze enterocy-
ty a jejich spojeni v ,.tight junctions* a ostatni mechanismy je
mozné ignorovat. Absorpci testovaci latky vSak ovliviiuji
nejen tyto faktory, ale i dalSi faktory premukozalni, muko-
zalni a postmukozalni. Tyto faktory je moZné minimalizovat
pouzitim vice testovacich latek. O stavu stfevni sliznice je
moZné se presvédcit i invazivnimi metodami (vdZenim hmo-
ty stfevni sliznice, opakovanymi biopsiemi ¢i odbérem ten-
kého stieva a jeho histologickym rozborem), které se vSak
mohou pouZit jen v laboratornich podminkéch v pokusech na
zvitatech (6).

K vySetieni stfevni propustnosti (SP) se pouZivaly a pouZi-
vaji samostatné podavané testovaci latky - laktuloza, D-xyl6-
za, mannitol, polymery polyethylenglykolu (PEG) o rGizné
molekulové hmotnosti, etylendiaminopentaoctova kyselina
zna¢end techneciem (°™Tc-DTPA), etylendiaminotetraoc-
tova kyselina znatend izotopem chromu (°!Cr EDTA), poly-
vinylpyrolidon zna¢eny izotopem uhliku (*C-PVP), ale
vysledky mohou byt ovlivnény premukozalnimi nebo post-
mukozalnimi faktory. Kazd4 z vySe uvedenych latek zobra-
zuje jinou cestu absorpce. Z téchto divodi byly do praxe
zavedeny testy se sacharidy o rizné molekulové velikosti.
V moci je sledovan pomér vylou¢eného mnozstvi jednotli-
vych sacharidd, nikoliv jejich absolutni hodnota (6).

METODA

Provedeni testu

K sledovani stfevni propustnosti byla zvolena technika vyuzi-
vajici komplexu 3'Cr-EDTA, stabilniho hydrofilniho chelatu
edetanu chromitého, vyrobce CIS International. LéCivo je
dodavéno ve formé sterilniho roztoku s rozmezim pH 3,5-6,5
aradiochemickou ¢istotou 95%. Objemova aktivita roztoku je
3,7 MBq/1ml. Lé¢ivo je pouZivano na zdklad& souhlas MZ CR
s pouZitim neregistrovaného 1é¢iva a souhlasu SUJB a etické
komise MOU s pouZitim k vyzkumnym téelam.

Perorélné aplikovany roztok S!Cr-EDTA se pfi neporusené
stievni st€né€ vylucuje stolici. V ptipadé poskozeni stievni sté-
ny azvySeni jeji propustnosti se komplex vstifebava stfevni sté-
nou do krve a nasledné se vylucuje ledvinami. U zdravého
jedince je maximum fyziologického nalezu3!Cr-EDTA v mo&i
za 24 hodin po p.o. aplikaci do 2,5% z celkového podaného
mnoZstvi. Obsah >!Cr-EDTA v mogi se stanovuje ve studno-
vém detektoru porovninim pfesné stanovené ¢asti ze 24 hodi-
nového sbéru moci se standardem, ktery je pfipraven v pomég-
ru 1:100 viici davce aplikované pacientovi. Doporucena davka
pro jednoho pacienta €ini 1,5 MBq.

Metodika pouZivand na naSem pracovisti spoc¢iva v opusténi
volumetrické pfipravy, tzn.odméfovani velmi zfedénych vel-
kych objemt roztoku zéti¢e pomoci odmérnych valci, a v pre-
chodu na techniku fadové tisickrat presnéjsi, tj. odvazovani
davek pro jednotlivé pacienty a vzorku moci pro vyhodnoce-
ni na pfesnych analytickych vahach.

Piiprava vzorku k peroralni aplikaci pacientim

Ptiprava je provadéna podle platného standardniho operacni-
ho postupu, za dodrZeni podminek pro prici s otevienymi zdro-
ji ionizujiciho zafeni. K ptipravé jednotlivych vzorkl i stan-
dardu se pouziva injekcéni stiikacka s jehlou, s pfesné
stanovenou hmotnosti - tirou. Stfikacnou s tarou se ze zasob-
nf lahvi¢ky odebere mnoZstvi roztoku >'Cr-EDTA s aktivitou
1,5 x n (n = pocet pacientii+standard). Roztok se doplni desti-
lovanou vodou do objemové aktivity cca 1,5MBq.mI~!. Zmé-
i se celkova aktivita vzorku ve stfikacce a stanovi hmotnost
stfikaCky s navaZkou (na 3 desetinnd mista v g). Z téchto hod-
not se stanovi hmotnostni aktivita vzorku a hmotnost jednot-
livé davky, tj. 1,5SMBq=x g.

Dévky pro aplikaci jednotlivym pacientim se prichystaji
do oznaCenych polystyrenovych uzaviratelnych kelimki
(V = 250ml) se stanovenou tarou. Roztoku >!Cr-EDTA se
v mnozstvi odpovidajici jednotlivé davce aplikuje do kelim-

ku, po pfesném stanoveni navdzky se doplni destilovanou
vodou do cca 200g. Injek¢ni stiikacka, ze které se odebiraji
jednotlivé davky, se vZdy pied a po odebrani davky zvazi. Po
pripravé posledni davky pro pacienta se znovu urci pfesna
hmotnost a orientacné aktivita rezidua ve stifkacce.

Béhem pripravy se vSechny zjiSténé hodnoty, tj hmotnost pou-
Zivanych pomiicek, celkové aktivita vzorku, hmotnost vzor-
ku, orienta¢ni navazka odpovidajici jednotlivé davce a dalsi
zapisuji do protokolu. Zaznam téchto hodnot umoZziiuje pies-
néjsi vyhodnoceni diavky podané pacientovi. Do pravodky
k aplikaci se zaznamena vedle identifikace kelimki presna
aktivita kazdého vzorku (na 3 desetinnd mista v MBqQ).

Piiprava standardu pro méieni vysledki

Probiha stejné jako pfiprava vzorki pro pacienty, odli$nost
spociva ve vysledné celkové aktivité. Pro pfipravu standard-
niho vzorku 1:100 se Cistou injek¢ni stiikackou odebere Cast
odpovidajici jedné setiné aktivity jednotlivé davky, tj 0,015
MBq a pfenese se do kelimku o zndmé hmotnosti. Vodou se
doplni na celkovou hmotnost 200,0g.

Zpracovani 24 hodinového sbéru moci

Pacienti jsou vybaveni zachytnou nddobou (s tdrou) pro sbér
moci, jsou pfedem pouceni o technice a duleZitosti spradvného
sbéru moci a dalSich souvislostech s IZ. Sbér je ukoncen 24
hodin po aplikaci >'Cr-EDTA. Na pfesnych vahach je stano-
vena celkova hmotnost 24h sbéru a odebran vzorek cca 200 g.
U vzorku je po stanovena hmotnost a ¢etnost impulsti srovna-
nim se standardem. Z téchto 0dajl je stanovena propustnost
stfevni stény.

SOUBOR

Vysetfili jsme touto metodou 59 pacientti po zahijeni chemo-
terapie nebo radioterapie. Kontrolni skupinu tvofi 8 pacienti,
kteti dosud nebyli 1é¢eni, primérny veék 54 let. Hodnoty do 2,4
jsme povaZovali za normdlni. Primérny vék a onkologicka 1é¢-
ba je uvedena u kazdé skupiny.

Pacienti s onkologickou 1é¢bou

1. skupina- chemoterapie FU/FA

1A/ Pacienti s onkologickym onemocnénim za tyden po apli-
kaci FU/FA reZimem dle De Gramonta. ReZim: fluorouracil
400mg/m? bolus, pak 600mg/m? na 22 hodin, leukovorin
200mg/m2 D1 a D2. Interval 14 dni. Priimérny vék 54 let.

1B/ Pacienti za tyden po aplikaci FU/FA reZimem dle Mayo.
Rezim: fluorouracil 425mg/m? bolus i.v., D1-5, leukovorin
20mg/m?i.v.D1-5. Interval 28 dnii. Primérny vék 53 let.

2. Skupina- radioterapie pro karcinom rekta
A/Pacienti za tyden po zahdjeni pooperacniho ozafovani malé

panve pro karcinom rekta.Primérny vék 64 let.

B/ Pacienti s radioterapii na lokalni recidivu rekta (46 Gy).
Primérny veék 66 let.

C/ Pacienti s chemoterapii FU/FA reZimem dle Mayo (reZim-
viz vy$e), pak radioterapie ze 3 poli v poloze na bfiSe celkem
45Gy, vySetfeni za tyden po zahdjeni RT, maly soubor. Pri-
mérny vek 60 let.

3. skupina
Pacienti s konkomitantni chemo a radioterapii pro adenokar-

cinom Zlu€ovych cest.(Radioterapie 45Gy v 25 frakcich, poten-
ciace radioterapie fluorouracilem v 1.a 5.tydnu). VySetieni 14.
den od zahajeni 1écby. Primérny vek 60 let.

4. skupina
Pacienti a konkomitantni chemo a radioterapii pro spinoce-

lularni karcinom andlniho kanalu.(Radioterapie 36Gy na

KLINICKA ONKOLOGIE 15 62002 227



oblast panve-velké pole véetné tfisel, horni okraj L4/5, boost
cilené 23Gy, fluorouracil a mitomycin konkomitantné 1.
a 5.tyden radioterapie. VySetfeni 14.den. Primérny vék 63
let.

5. skupina
Pacienti s radioterapii paraaortalnich uzlin (25Gy), bez radio-

terapie malé panve. Primérny vek 43 let.

6. skupina- gynekologické malignity
A/ Pacientky s radioterapii malé panve pro karcinom déloZni-

ho téla (20 Gy plné pole, 20 Gy split, 2x 10 Gy brachyterapie).
Primé&rny veék 64 let.

B/ Pacientky se zevni radioterapii 40Gy, 3x brachyterapie 20
+ 20 + 16 Gy pro spinoceluldrni karcinom ¢ipku déloZniho,
maly soubor. Primérny vek 46 let.

7. skupina- hematologické malignity
Pacienti s chemoterapii- kombinace s cyklofosfamidem pro

diagn6zu nehodgkinsky lymfom . Primérny vék 50 let.
ReZimy:

CHOP:cyklofosfamid 750mg/m? D1, vinkristin 1,4mg /m? (do
2mg) D1, doxorubicin 50mg/m2 D1, prednison 50mg/m? D1-
S.intervaly 21 dni.

CNOP: cyklofosfamid a vinkristin a prednison jako v reZimu
CHOP, misto doxorubicinu je mitoxantron (mensi riziko kar-
diotoxicity)

CVP: cyklofosfamid 400mg/m?2 D1-5, vinkristin 1,4mg/m?2
(nebo vinblastin pfi riziku polyneuropathie) D1-5, prednison
100mg D1-5.

HODNOCENI

Tab. III.

Skupina | Pocet | Pramér Sgggg}?ﬁgé Min. | Max. | P>/t/
1A 7 2,7 1,879716 1.4 6,8 | 0,6875
1.B 6 4,13333 1,506873 2 5,8 | 0,0372
2.A 7 2,36667 0,9563821 | 0,8 3,8 | 09353
2.B 3 3,4733 2,111429 1,5 5,7 | 0,4715
2C 2 20415 1025158 1,53 | 3,3 | 09892
3. 4 2,45 2,148643 0,9 5,6 | 0,9658
4. 6 2,38333 1,389124 0,7 4,4 | 09777
5. 6 3,766667 2,103014 1,5 6,6 | 0,1723
6.A 7 3,1 1,236932 2 5,5 | 0,1850
6.B 2 1.4 0,8485281 | 0,8 2 0,3440
7. 9 3,55 1,31 1,5 5,0 | 0,0293

Zvysené hodnoty stfevni propustnosti jsme prokazali ve sku-
piné pacientl s chemoterapii FU/FA reZimem dle Mayo na 5%
statistické hladin€ vyznamnosti (p = 0,0372). Hodnoceni pro-
vedeno Studentovym T testem. ZvySené hodnoty stievni pro-
pustnosti na 5% hladin€ vyznamnosti jsme prokazali i ve sku-
pin€ pacientd po aplikaci chemoterapeutickych reZimi
s cyklofosfamidem (p = 0,0293). Ostatni skupiny nejsou sta-
tisticky vyznamné.

Tab. IV. RozloZeni pacientti ve vztahu k vyzivé

VYSLEDKY Poet pacienti BMI BMI BMI BMI
Tab. I. MnoZstvi 5'Cr EDTA v mo¢i (%) do 18,5 18,5-25 25-30 nad 30
33 s patologickymi
Pacient/ hodnotami stfevni
skupina Kontrol. | 1Ask.| 1Bsk.| 2Ask. | 2Bsk. | 2Csk. propustnosti 3 18 6 5
1. 1,8 1,7 49 3,8 1,5 3,3 26 s normalnimi
hodnotami stfevni
2. 1,9 1,6 5.8 2,5 5,7 1,53 propustnosti 0 7 12 7
3. 2,0 1,4 3,0 2,4 3,22
4 17 24 55 25 V souboru s patologickymi hodnotami stfevni propustnosti
: . - . . jsou podle BMI (télesny hmotnostni index) zjistény u 3 paci-
5. 24 29 3,6 25 entl zndmky podvyZivy (BMI do 18,5), 18 pacientt je s nor-
6. 1,9 2.1 2.0 0,8 malni V)’/ZiVOll (BMI 1 8,5-25), 6 snadvahou (25-30) aSsobez-
itou (BMI nad 30).
7. 22 6.8 22 U 8 pacientti je hypoalbuminemie, 8 pacientii ma zvysené CRP
8. 2,0 nebo mukoproteiny, leukopenie Gr 3-4 je pfitomna u 10 paci-
entd. 3x byly pfitomny afty v dutin€ tstni, 1x soor, 2x prijmy
1A-2C  skupiny vySetfovanych pacientd (vice nez 10 StOl}C denné), 1x sepse. )
kontrol. kontrolni skupina pied zahajenim 1é&by Ve skupiné pacientll s normélnimi hodnotami stfevni pro-
pustnosti neni Zadny pacient se zndmkami podvyZivy (BMIdo
g . 18,5), normélni vyZivaje u 7 pacientt (BMI 18,5-25), nadmér-
Tab. IL. Mnozstvi >"Cr EDTA v moéi (%) nd vyziva je u 12 pacienti (BMI 25-30), nadmérna vyZiva je
u 7 pacientii (BMI nad 30).
flfc‘/ 3.sk. | 4.sk. | 5.sk. | 6Ask. | 6Bsk. | 7.sk KOSIETOL U 3 pacient je zjiSténa hypoalbuminemie, 2 pacienti méli zvy-
SKUp- o Sené CRP, 4 pacienti méli leukopenii gr. 3/4. 2 pacienti méli
1. 5,6 3.3 1,7 3,0 0,8 3.9 1,8 afty v dutiné astni, 1x byla zjiSténa sepse.
2. 0.9 0.7 1.5 20 20 5,0 1.9 Tab. V. Nékteré sledované laboratorni hodnoty a symptomy
3. 1.3 2,9 54 2,0 L5 2,0
ocet | hypoalbu- | zvy$.CRP/ | Leuko- o
4 20 4.4 47 38 4,0 1,7 gac. rr?igémie MI};P peniie afty/soor | prijmy | sepse
5. 1,7 6,6 24 4,7 24 33 8 8 10 4 2 1
6. 1,3 2,7 5,5 L6 1,9 26 3 2 4 2 0 1
7. 3,0 4,7 2,2
8. 3.8 2.0 DISKUSE
Fluorouracil redukuje absorp¢ni a enzymatickou aktivitu ve
9. 2.8 sliznici tenkého stfeva v pokusu na kryséach. Incidence muko-
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zitidy a myelosuprese je z klinické praxe znama a vrcholi 9.-
14.podéni. Klinickym projevem je zvySeni stfevni permeabi-
lity tenkého stfeva, které je spojeno s priijmy a nékdy se zvy-
Senym rizikem bakteriemie a endotoxemie. Je znidmo, 7Ze
toxicitu fluorouracilu je mozné ovlivnit ddvkou a reZimem.
V naSem souboru jsme prokdzali zménu stfevni propustnosti
po 1écbé fluorouracilem reZimem dle Mayo a neprokazali jsme
zmény SP po 1é¢bé reZimem dle de Gramonta. Fata et al (5)
popisuje toxicitu fluorouracilu, kterd vedla k ulceracim a ische-
mii tenkého stfeva. Mechanismy poSkozeni jsou podle néj mul-
tifaktoridlni (pfim4 toxicita na enterocyty, pritok krve slizni-
ci nebo trombogenni a angiospasticky efekt na vaskuldrni
endotel).

Nacasovani vySetfeni vychazelo z pfedchozich studii Siber
aspol. (11), kdy nejvétsi zmeény stfevni propustnosti byly hod-
noceny mezi 3. a 7. dnem, resp. D10-12 od zahijeni chemote-
rapie.

Cyklofosfamid nepatii mezi chemoterapeutika s vyraznou
slizni¢ni toxicitou. Po vySe uvedenych reZimech CHOP,
CNOP a CVP byva nauzea, ¢asto leukopenie, nékdy je pozo-
rované kardiotoxicita.V naSem souboru jsme prokazali sta-
tisticky vyznamné vyznamné zmény stfevni propustnosti, kte-
ré jsou patrné vice neZ chemoterapeutickym reZimem
zpisobeny celkovym stavem pacientil v této skupiné. VSich-
ni pacienti léceni pro pokrocily lymfom méli leukopenii, 4
pacienti leukopenii gr 3-4, Karnofského index 70-80%. Jako
soucast zdkladniho onemocnéni je nizka hladina albuminu
avysoké CRP, rozpadové febrilie. V souhlase s nasimi vysled-
ky popisuje Bero (2) sniZenou absorpci xylozy po reZimu COP
(cyklofosfamid, vinkristin, prednison) u pacienti s hemato-
logickymi malignitami.

Zvysena stfevni propustnost je zvySena u fady onemocnéni
jako je zanétlivé onemocnéni stfeva, poskozeni sliznice neste-
roidnimi antirevmatiky, pfi polytraumatech, po transplantaci
kostni diené a po 1é¢bé akutni myeloidni leukemie (4, 12). Na
zméné stfevni propustnosti se mohou podileti jiné vlivy napr.
stav vyZivy (13).

Signifikantni redukce absorpce mannitolu byla u déti s nado-
rovym onemocnénim a nizkym stavem vyZivy (8). Zavislost
celkového stavu onkologického pacienta na zméné stievni pro-
pustnosti potvrzuje v souladu s nasimi vysledky i dalsi prace
s pacienty s inoperabilnim tumorem ledvin a malignim mela-
nomem. ZvySeni bylo jiZ pfi vstupnim vySetieni (9). Pacienti
s rozvojem multiorganového postiZeni méli zvySenou stfevni
propustnost pfi testu s polyetylenglykolem (1).

V souboru se zvySenou permeabilitou jsou zastoupeni Casteji
pacienti se zndmkami malnutrice a leukopenie. AvSak nékte-
i1 jednotlivi pacienti maji vysokou hodnotu testu stievni pro-
pustnosti a minimum potiZi, naproti tomu pacient se sepsi aleu-
kopenii mé hodnoty stfevni propustnosti v norm¢. Podobnych
vysledki dosdhli Siber(11) aBenes (3). V BeneSové préici neni

vzestup stfevni propustnosti v korelaci s klinickymi ukazateli
postiZeni sliznic, autor nabizi vysvétleni, Ze zvraceni a priijem
jsou vyvolany jeSt€ dal§imi mechanismy jako je napf. prijem
z dysmikrobie a Ze je odli$na slizni¢ni citlivost dutiny ustni
ajejuna. Efekt prertistini bakterii se uvazuje jako hlavni diivod
zvySené SP pro laktul6zo-mannitolovy test u déti s imunode-
ficitem (7).

Podle literarnich tidaj prodlouZeni sbéru moce zvySuje sen-
sitivitu testu (10). Standardné jsme pouZili 24 hodinovy sbér
moce. Z naSeho vySetieni byli vylouceni pacienti, u kterych
by zména stfevni propustnosti mohla byt z jinych pfi¢in.
Vylouc¢ili jsme i pacienty se zavedenou nazogastrickou son-
dou, s moCovym katetrem a nefrostomii, aby vysledek nebyl
zkreslen vychytanim radioizotopu v sondovém a katetrovém
materidlu. Ze souboru byli vylouCeni pacienti, ktefi nebyli
schopni pfesné posbirat mo¢. Zadny pacient nebyl na venti-
latoru nebo hospitalizovan na JIP, vSichni pacienti byli cho-
dici, lucidni.

ZAVER

Nase modifikace testu opustila volumetrickou p¥ipravu 3!Cr
EDTA anahradila ho metodou fadové tisickrat presnéjsi odva-
Zovénim na analytickych vahéch.

Vysetfili jsme 59 pacientl 1é¢enych chemoterapii a/nebo radi-
oterapii. Neprokdzali jsme zmény stfevni propustnosti po radi-
oterapii malé panve pro rektdlni karcinom , neprokézali jsme
zmény SP po radioterapii pro spinocelularni karcinom anu,
neprokdzali jsme zmény stfevni propustnosti po radioterapii
malé panve pro gynekologické malignity. Zmény jsme nepro-
kézali u souboru pacientt s chemoterapii fluorouracilen v rezi-
mu dle de Gramonta, ani pfi konkomitantni chemoradiotera-
pii pro nador ZluCovych cest (soubor je vSak zatizen chybou
malych Cisel).

Prokazali jsme statisticky vyznamné zmény stfevni propust-
nosti metodou s >!Cr EDTA po 16¢bé s fluorouracilem v reZi-
mu dle Mayo a potvrdili jsme zndmou klinickou zkuSenost se
slizni¢ni toxicitou fluorouracilu, ktera zavisi i na zvoleném
1é¢ebném rezimu.

Prokazali jsme statisticky vyznamné zmény stfevni propust-
nosti po 1é¢bé pro pokrocily lymfom reZimy kombinované che-
moterapie s cyklofosfamidem. Vysledky jsou zatiZeny chybou
malych ¢isel, ale je velmi pravdépodobné, Ze rozhoduje o zmé-
né stfevni propustnosti nejen podana chemoterapie, ale i cel-
kovy stav pacienta.

Vyhodou testu 5!Cr EDTA je vyborn4 snaenlivost a pfizniva
cena.

Nevyhodou testu je vSak 24 hodinovy sbér moce, coZ kompli-
kuje vybér ambulantnich pacientil. Nevyhodou je pouZiti radi-
onuklidu a tomu odpovidajici vybaveni pracovi$té. Ziskané
zkuSenosti chceme aplikovat i v dal$ich studiich na hodnoce-
ni slizni¢ni toxicity a moZné profylaxi slizni¢niho postiZeni.
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kazuistika

ZAVAZNA A NEOCEKAVANA CNS TOXICITA U DITETE LECENEHO
HIGH DOSE METHOTREXATEM - OTAZKY Z MINULOSTI ZUSTAVA Ji
NEZODPOVEZENY

SIGNIFICANT AND UNEXPECTED TOXICITY IN A CHILD TREATED
WITH HIGH-DOSE THERAPY WITH METHOTREXATE - PAST QUESTIONS
REMAINING UNANSWERED

VALIK D.1, ZAPLETAL 0.2, DEMLOVA R.3

' MASARYKUV ONKOLOGICKY USTAV, ODDELENI LABORATORNI MEDICINY, BRNO
2 DETSKA NEMOCNICE FN BRNO, ODDELENI DETSKE ONKOLOGIE )
3 MASARYKUV ONKOLOGICKY USTAV, ODDELENI KLINICKYCH STUDII, BRNO

Souhrn: Vychodiska: Methothrexat je jednim z nejvice pouZivanych cytostatik v détské onkologii. Rozpéti terapeuticky pou-
Zivanych davek je ve srovndni s jinymi cytostatiky neobvykle Siroké. Navzdory dlouhodobému pouZivani MTX je dosud v kli-
nické praxi mnoho empirie a nejasnosti. Typ studie a soubor: Autofi shrnuli sou¢asné poznatky o metabolismu MXT a pokusi-
li se zhodnotit moZnosti predikce klinické efektivity i toxicity. Uvadéji kazuistiku neocekavané a klinicky velmi zavazné CNS
toxicity, kterd se objevila v souvislosti s poddnim MTX. Metody a vysledky: Na Oddéleni détské onkologie FN Brno je lé¢en
devitilety chlapec s akutni hybridni, bcr-abl govzitivni leukémii dle protokolu ALL-BFM 95 pro vysoké riziko. Jeho soucasti je
iblok high-dose methotrexatu v ddvce 5 g/m=. Ctvrty den prvniho bloku se objevila vysoce zdvaZna neurotoxicita, kfece s kvan-
titativni poruchou védomi (Glasgow coma scale 5) vyZadujici resuscitacni péci s umélou plicni ventilaci v délce 30 hodin. Pokles
hladin MTX v séru byl vyznamné prodlouZen. Zdvery: Neocekavana, a7 Zivot ohroZujici toxicita se nevyhyba ani dlouhodobé
spésné pouZivanym cytostatikiim. U preparatt v klinické onkologii dosud nepostradatelnych, by bylo potfebné mit k dispozi-
ci spolehlivéjsi metodické nastroje, které predikuji pfipadny — a potencialné fatilni — nezadouci efekt poddvané terapie.

Summary: Background: Methotrexate is one of the most frequently used cytotoxic drugs in pediatric oncology. Its dosing
range used in the clinic is unusually broad comparing with other commonly used anticancer drugs. Despite the longterm use
of methotrexate in treatment of selected malignancies, its clinical use is still covered with a lot of empirics and its dosage and
metabolism poorly substantiated by relevant subject-oriented data. Type of study and cohort: Current knowledge on
methotrexate metabolism was reviewed and potential of efficacy and toxicity prediction outlined. A case report of unexpected
and clinically serious CNS toxicity that followed administration of high-dose methotrexate is presented. Methods and results:
A nine year old boy is treated for acute hybrid bcr-abl positive leukemia using using the protocol ALL-BFM95 containing
ablock of 5 g.m 2 high-dose methotrexate. On the fourth day of the first block an episode of severe neurotoxicity occurred with
convulsions and deep coma (Glasgow grade 5) requiring emergent resuscitation care with artificial ventilation for a period of
30 hours. We observed a markedly prolonged decrease of plasma methotrexate levels. Conclusions: Unexpected and
sometimes life-threatening toxicity is a complication of treatment of even those anticancer drugs with proven efficacy record.
For such drugs as of yet indispensable in clinical oncology, it is important to concentrate effort to devise methods capable of
predicting potential and possibly fatal therapy-related side effect.

Uvod

Methotrexat (MTX) je v détské onkologii jednim z nejvice pou-
Zivanych cytotoxickych 1é¢iv. Jeho klinicky efekt byl proké-
zén v 1é¢bé ALL, NHL, histiocyt6z, osteosarkomt a dalich
malignit. Methotrexat je podavan fadou rtiznych zpiisobd, vc¢.
cesty ordlni, intrathekdlni nebo intravenozni. Intravenozné se
v souasnosti podava velmi Siroké davkové rozpéti od bolusu
10 mg aZ po divky dosahujici 33 000 mg/m?. Jako ,.high-dose
MTX therapy* se obvykle oznacuje davkovy re¥imnad 1 g/ m?
povrchu téla (BSA — body surface area). Podavani high-dose
MTX je spojeno s naslednou selektivni ,,rescue* terapii pomo-
ci nizkych davek leukovorinu (5-formyltetrahydrofolat), aby
se zabranilo neZddouc toxicité pfi zachovani klinické i¢innosti
(18, 21). Methotrexét je strukturnim analogem kyseliny listo-
vé, kterd je esencidlnim kofaktorem pro syntézu purinového
kruhu, thymidinovych nukleotidf, kofaktorem interkonverze
aminokyselin serin/glycin a substratem remethylace homocys-
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teinu za vzniku methioninu (obr. 1). Methotrexat je silnym inhi-
bitorem dihydrofolatreduktazy (DHFR), enzymu, ktery je odpo-
v&dny za konverzi riiznych forem foldtu na biologicky aktivni
formu — tetrahydrofolat (8). Jsou-li v burice pfitomny vysoké
koncentrace MTX, dojde k depleci tetrahydrofoltu, kterd vede
knésledné depleci substratt kriticky duleZitych k syntéze DNA.
Determinantou cytotoxicity methotrexatu se zd4 byt mira inhi-
bice syntézy thymidylové kyseliny, protoZe syntéza thymidy-
latu z uridylétu je jedinou reakci, kterd oxiduje tetrahydrofold-
tovy kofaktor na jeho inaktivni dihydrofolatovou formu (18).
Jinou determinantou miZe byt i nadbytek vazebnych mist na
DHFR, jelikoZ intraceluldrni hladiny tohoto cilového enzymu
jsou 20-30 x vyssi neZ hladiny potfebné k udrZeni nezbytné
metabolicky sménitelné hotovosti tetrahydrofolatu (9). Met-
hotrexat sdili membrénové transportni procesy a intraceluldr-
ni metabolické cesty s piirozené se vyskytujicimi formami fold-
tu. Po vstupu do buiiky je methotrexat rychle vazdn na DHFR



Obr. Metabolismus a interkonverze riznych forem ,,folatu‘
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k elevaci ALT, AST, bilirubin byva zvySen
méné Casto. V nékterych protokolech —napf.
protokol pro terapii osteosarkomu u déti
POG9351-se s pausalni hepatotoxicitou pii-
mo pocita a kontraindikaci k podéni high-
dose MTX je elevace ALT na vice neZ 10-
nasobek normy. Elevace jaternich enzymu
byva viak ve vét§in€ ptipadl pfechodnym
jevem, ktery odezni po vysazeni 1éku. Pretr-
vévani laboratornich zndmek poskozeni jater
by pak mélo byt spiSe divodem k patrani po
high-dose terapie se miZe objevit i nefroto-
xicita. PoSkozeni ledvin miZe byt zptsobe-
no precipitaci MTX nebo 7-OH-MTX
v kyselé moci, nebo miiZe byt nésledkem pii-
mého pilisobeni MTX na tubuléarni buiiky (1).
Navzdory klinickému tispéchu tohoto 1éku,
ktery byl v pfedchozich dekddach dosaZen,
neurotoxicita nejasné etiologie je dal$im pro-
blémem, ktery se u high-dose terapie miize
objevit (19, 25). Predpoklada se, Ze neuro-
toxicita MTX muZe byt zpiisobena interfe-
renci MTX s recyklaci biopterind s nésled-
kem poruchy syntézy dopaminu a serotoninu
(15). Bylo déle prokdzéano, Ze MTX zpiiso-

a jeho vychytavani je jednosmérné, dokud nedojde k saturaci
vazebnych mist na cilovém enzymu (8). Po dosaZeni stavu satu-
race je nadbytek volného l1éku (jako u ptirozenych folatl) pie-
ménén na polyglutamatové formy (MTX+Glus ), které nemo-
hou jednoduSe opustit intraceluldrni prostfedi. Tvorba
polyglutamati prispivé jak k cytotoxickému efektu MTX tak
k jeho neZddoucim uc¢inkiim (9). Metabolismus methotrexatu
se li$i u dospélych a déti (16). U déti byl napf. zjiStén veétsi
distribu¢ni objem a dle nékterych studii byly plasmatické kon-
centrace 1éku niZsi neZ u dospélych. U¢inn4 latka byla u déti
i rychleji vylucovéna (21, 26). Normalizovana clearance met-
hotrexatu je u déti také vyssi, a navic vékové zavisla (7). Met-
hotrexat je primarné€ eliminovin v nezménéné podobég ledvi-
nami. Rendlni clearance methotrexatu miZe prekrocit clearance
kreatininu (18). Methotrexét je také metabolizovan v jatrech na
7-hydroxymethotrexat (27), pravdépodobné nékterym z enzy-
movych systému genové rodiny CYP. Ackoli jde o minoritni
cestu eliminace methotrexatu, miiZe tvorba tohoto méné cyto-
toxického metabolitu pfispivat ke sniZené protinddorové akti-
vit€ parentdlni latky, pravdépodobné kompetici o bunécny tran-
sport a polyglutamylaci. Celkova clearance methotrexatu vSak
nebyva podstatnéji ovlivnéna jaterni dysfunkci. Experimental-
né zjiSténé zplsoby resistence na methotrexat jsou sniZeny
membranovy transport, zvySené hladiny cilového enzymu spo-
jené s amplifikaci genu pro DHFR, alterace afinity DHFR k met-
hotrexatu, sniZeni polyglutamylace a sniZeni aktivity thymidy-
latsynthasy, kterou miiZe nahrazovat tzv. ,,salvage pathway*
prostiednictvim zvySené aktivity thymidinkinasy (9). Primér-
nimi toxickymi tcinky vysokoddvkovaného methotrexitu je
myelosuprese, orointestindlni mukositida, kterd se objevuje za
5 — 14 dnii po podéni 1éku, s Castym rozvojem febrilni neutro-
penie (24). Pausalni podavani hemopoetickych riistovych fak-
torti po monoterapii vysokoddvkovanym MTX nepfineslo paci-
entim Zadnou lécebnou vyhodu, v piipadech kombinované
polychemoterapie, kde je HD MTX jednim z fady 1€k v blo-
ku chemoterapie, je pouZiti hemopoetickych ristovych fakto-
rt jiz ponékud racionalnéjsi (23). Vyvoj toxickych reakei po
podéni je umérny davce 1€ku a trvani expozice (3). Nejzdvaz-
néjSim projevim toxicity 1ze vétSinou zabranit véasnym poda-
nim leukovorinu (12), jehoZ pfedpokladem je disledné moni-
torovani plasmatickych hladin MTX. Hepatotoxicita po MTX

buje akumulaci adenosinu, latky s vyznam-
nymi neuromodula¢nimi vlastnostmi (6).
V souladu s timto nilezem bylo pozorovéni, Ze poddni met-
hylxanthint, které jsou antagonisty adenosinovych receptort,
sniZuje akutni toxicitu zpisobenou methotrexatem (2, 19). Met-
hotrexat pohotové zvySuje hladiny plasmatického homocyste-
inu (2,5,20). DuleZitost tohoto pozorovani tkvi také ve skutec-
nosti, Ze se homocystein zdd byt toxicky pro vaskularni
endothel; fada praci ukazuje na roli homocysteinu v indukci
pfedCasného vyskytu kardiovaskuldrniho onemocnéni (14).
Neurologické nasledky terapie MTX, které zahrnuji fokalni
neurologicky deficit, mineralizujici mikroangiopathii a 1éze bilé
hmoty daly vzniknout dal$§im spekulacim, Ze mikrovaskuldrni
1éze zpiisobené homocysteinem mohou byt alesporti z¢4sti odpo-
védné za CNS toxicitu methotrexatu (17). Stru¢né shrnuto,
navzdory vice neZz 50 rokiim vyzkumu a klinického pouZivéani
neni optimélni ddvkovéani methotrexdtu doposud zndmo (11).
Soucasné davkovaci schéma zaloZené na BSA (opakuje se)
zajistuje dostatecnou piesnost, nikoli spravnost davkovani, jeli-
koZ nebere v tvahu reakci jednotlivce na podany 1ék. Z hle-
diska farmakokinetiky je vy$e plasmatické hladiny MTX déna
hlavné mirou rendlni eliminace a transformace na jeho
7-hydroxyderivdt enzymovym cytochromovym systémem
v jatrech. Jaterni cytochromové systémy jsou v posledni dobé
predmétem zvySeného odborného z4jmu, protoZe se ukazuje,
Ze genetické vlivy v expresi, resp. v aktivité té€chto enzymi
mohou vyznamné ménit individualni odpovéd jedince na poda-
ny 1€k. V posledni dobé se v klinické onkologii objevuji nékte-
ré nové aktivity, které se soustieduji nahodnoceni odezvy tumo-
ru na podanou lé¢bu — prediktivni onkologie. Jinym novym
pfistupem je sledovéni reakce hostitele tumoru (pacienta) na
podanou terapii — jde o tzv. farmakogenetiku (také se pouziva
termin farmakogenomika). Spole¢nym jmenovatelem téchto
dvou pristupt je snaha individualizovat terapii jednak vzhle-
dem k onemocnéni (tj. pouZzit dany 1ék na ten ¢i onen nédor,
kde lze predpokladat efektivitu) a jednak vzhledem k pacien-
tovi, j pouZit takovy reZim, kterym zpisobi nejméné §kod, ale
bude mit pokud moZno méfitelny efekt.

Kazuistika

Na Oddéleni détské onkologie DN FNB je 1é¢en devitilety chla-
pec s akutni, hybridni, ber-abl pozitivni leukémii, s deleci chro-
mosomu 7, s aberantni expresi CD 13, CD 66¢, CD 7 a CD
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Tabulka: hladiny MTX v séru v jednotlivych ¢asovych intervalech (¢as TO az T120 hod) od za¢atku infuze HDMTX (mikromomol/l)

Hodina 24 |36 42 48 54 60 66 72 78 84 920 96 102 108 | 114 120
Hladiny

MTX >100 | 9 5 3,9 1,98 | 1,34 | 0,88 | 0,87 | 0,84 | 0,52 | 0,5 0,39 (039 | 0,2 |0,19 | 0,09
(umol/)

1. aplikace

Hladiny 17 .55 0.26 | 0.21 | 0.12

MTX (h28:

2. aplikace | 4.0)

5a hyperexpresi CD 10. Rodinnd i osobni anamnéza jsou pro
nynéjsi onemocnéni nevyznamné. Dva dny pfed stanovenim
diagnosy byl pacient vySetifen u svého détského 1ékare gro vysev
petechii. V krevnim obrazu byla leukocytosa 54x10°/1, trom-
bocytopenie 61 x10%/1 a hemoglobin 122 g/1. Inicidlni infiltra-
ce kostni dené blasty dosdhla 74%. Lécba byla zahdjena zacat-
kem zafi 2001 a je vedena dle protokolu ALL-BFM 95 pro
vysoké riziko (HR). Zpoc¢atku probihala 1é¢ba bez komplikaci.
Ode dne 25 Protokolu IA pokracoval pacient v chemoterapii
ambulantng. V den 31 Protokolu IA byl pfijat na naSe oddéle-
ni s febrilni neutropenii, kterd byla komplikovéna katetrovou
sepsi s nutnosti extrakce centralniho venosniho katetru. Stav se
podafilo zvladnut kombinovanou antibiotickou a antimykotic-
kou 1é¢bou. Den 33 Protokolu IA nebylo dosaZeno dreriové
remise onemocnéni. Znovu byl zaveden tunelizovany CVK
a pacient zahdjil planovany blok chemoterapie. Jeho sou¢asti
(blok HR 1) je i podédni vysokoddvkovaného methotrexatu 5
g/m? ve 24 hodinové kontinudlni infuzi (HD MTX). Na za&t-
ku infuze HD MTX byla rovnéZ provedena lumbélni punkce
saplikaci 12 mg MTX, 30 mg Cytosinarabinosidu a 10 mg Pred-
nisolonu. V mozkomi$nim moku byl normalni biochemicky
i cytologicky nélez. Dalsi dny pokrac¢oval blok nizkodavkova-
nym Cyklofosfamidem. Monitorovali jsme hladiny MTX
a podévali leukovorin dle protokolu ALL BFM 95. Hladiny
MTX byly vysoké a klesaly jen pomalu, jak je patrné z tabul-
ky . Proto byla hodinu 36 od zac¢atku HD MTX zvySena hydra-
tace na 4500 ml/m?/den a hodinu 42 bylo zahajeno podavani
leukovorinu ve zvy3enych davkach dle protokolu. Ctvrty den
bloku dopoledne, pfiblizné hodinu 70 od zacatku infuze HD
MTX, se pacient zacal citit ,,divné“. Somaticky nélez i labora-
torni hodnoty byly v mezich normy. Asi po hodin€ doslo ke
zhorSeni stavu, nastoupila kvalitativni a posléze i kvantitativni
porucha védomi, Glasgow coma scale (GCS ) kleslo na 5. Po
inhalaci kysliku se stav zlepsil, pacient se prechodné probiral.
Neurolog konstatoval hypotonicky syndrom s globélni §.o.
hyporeflexii, bez paréz, bez meningedlnich jevl a poruchu
védomi na trovni soporu. O¢ni vySetieni neprokazalo patolo-
gii na o¢nim pozadi, akutni laboratorni odbéry byly v mezich
normy. Pro podezfeni na akutni CNS toxicitu HD MTX byla
aplikovéna infuze Syntophyllinu, 3 mg/kg/davku, bez viditel-
ného efektu. Objevily se zaSkuby oblicejového svalstva a poté
i tonicko-klonické kiece koncetin, které nereagovaly na poda-
ny Diazepam. Pacient zacal slinit a hypoventilovat. Asi 2 hodi-
ny po zacatku potiZi byl zaintubovén a pfeloZzen na ARO k umé-
1€ plicni ventilaci. Kromé jiZ zavedené terapie byla poddvana
antiedematozni terapie. Po 30 hodinich byl pacient odtlumen
a extubovan. Pti pfekladu zpét na nase oddéleni byl plné pfi
védomi, orientovan. Akutni CT i MR vySetieni neprokézala
intrakranidlni loZiskovou ani difuzni patologii. Hladiny MTX
poklesly pod sledovanou hranici 0,25 umol/l aZ hodinu 108.
Vzhledem k prolongované eliminaci MTX byla i hepatotoxi-
cita vyrazn€ vys§i. Pfed blokem HR1 byly hodnoty jaternich
test v normé, postupné zvySovani nastalo od hodiny 66 amaxi-
mum hodnot jsme pozorovali 9 dni po zacatku infuze HD MTX,
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kdy dosdhly hodnoty ALT 40 pkat/l, AST 14,8 ukat/l a GMT
11,6 pkat/l i pres hepatoprotektivni 1é¢bu. Blok chemoterapie
HR1 byl pti zac¢dtku potiZi pferuSen a nebyl jizZ dokonc¢en. Dru-
hy blok chemoterapie probéhl jiz bez komplikaci — sérové hla-
diny MTX viz tabulka.

Diskuse

Interindividudlni (a intraindividuélni) variabilita v odpovédi
na podanou davku lé¢iva na strané jedné a v indukované toxi-
cité na stran€ druhé jsou v klinické praxi dva zasadni problé-
my. Tato variabilita je v fad€ pripadii podminéna genetickymi
faktory (farmakogenetické ,,polymorfismy*), které vedou
k alteraci metabolismu lé¢iva nebo k alteraci receptoru pro
dané 1éCivo (4). Polymorfismy enzymil zajistujicich metabo-
lismus 1éCiva (tj. farmakokineticky polymorfismus) se zdaji
byt ve srovnani s receptorovymi polymorfismy (tj. farmako-
dynamicky polymorfismus) ¢astéjsi (10). Jednim z hlavnich
problému v onkologické farmakologii je predikce t¢innosti
terapie, jednak v rovin€ odpovédi tumoru jednak v roviné toxi-
city pro hostitele. Farmakogeneticky podminéna variabilita
enzymu metabolizujicich chemoterapeutika je jednou z hlav-
nich determinant, kterd urCuje benefit terapie pro pacienta.
Neptedpovéditelnd dispozice s 1éCivem, k niZ miZe in vivo
dochézet, miZe vy(stit v nedostatecné davkovani 1éku s nasled-
nym selhdnim kurativniho zdméru onkologa, nebo v excesiv-
ni toxicitu prepardtu danou opozdénou eliminaci léku obvykle
s uzkym terapeutickym rozpétim (13,22). Soucasnd praxe
v onkologii je ddvkovat chemoterapii na zakladé vysky a povr-
chu t€la, coZ 1ze povaZovat za postup presny (,,precise” v met-
rologickém slova smyslu = zajisti reprodukovatelnost a srov-
natelnost davkovani), nikoli spravny (,,accurate” = neodrazi
biologickou kapacitu hostitele metabolizovat podanou davku
a jeji frakci vyuZit k vlastnimu protinddorovému plisobeni).
Farmakogeneticky modifikovana ddvkovaci schémata mohou
byt novou a zajimavou alternativou tradi¢nim a problematic-
kym davkovacim postuptim. Paleta toxickych priznaku, kte-
rou pozorujeme po high-dose MTX terapii, je velmi §iroka
a v nékterych piipadech progreduje aZ do Zivot ohroZujiciho
stavu, jak plyne z prezentované kazuistiky. Syntophyllin, dopo-
rucovany pro zvladnuti akutni neurotoxicity pfi HDMTX,
nem¢l v pfipadé naseho pacienta Zadny okamZzity efekt. Nel-
ze ani uspokojiveé vysvétlit, pro¢ se mira toxické odezvy u paci-
enta tak podstatné lisi mezi jednotlivymi cykly. Neni v sou-
Casné dobé€ zpiisob, kterym bychom mohli v klinické praxi
zjistit, Ze pacient bude na jinak standardni davku terapeutika
odvozenou od platného protokolu, reagovat neadekvatni odpo-
védi. U 1€k, jako je MTX, které jsou pro chemoterapii v dét-
ské onkologii v souCasnosti nepostradatelné, by bylo proto
potiebné mit k dispozici spolehlivé metodické néstroje, které
s nejvySs8i moZnou spravnosti predikuji pfipadny — a potenci-
alné fatalni — neZadouci efekt.

Acknowledgement: prace byla z¢4sti podporena prostred-
ky projektit MZCR065269705 a NC7104-3/2002
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jubileum

Doc. MUDr. VACLAYV BEK, DrSc.

V fijnu leto$niho roku oslavil své 80. narozeniny. Bezesporu pat-
i mezi spoluzakladatele klinické onkologie, a proto nevzpome-
nout tohoto vyro¢i na strank4ch naseho ¢asopisu by bylo nejen
nespravné, ale i nevdééné. JiZ jsem napsal maly ¢lanek do CLC
(€. 21) a nechtél jsem se znovu k tématu vracet. Dilema napsat
¢i nenapsat mi nakonec pomohl vyfesit sim doc. Bek. Prisel za
mnou s prosbou, abych pisemné zdivodnil jeho vlastni ,,selha-
ni“, za které povaZuje nesplnéni zadaného ukolu spolecnosti
SROBF CLS JEP pred mezindrodni konferenci ESTRO konané
letos v zafi v Praze. M€lo se jednat o historicky pfehled radiote-
rapie ¢i radia¢ni onkologie v CR. Zde jsou jeho slova.: ihned
a s vervou jsem se pustil do prdce. Vypracoval jsem komplexni
dotaznik a pocdtkem prosince 2001 jsem jej rozeslal na 34 pra-
covist, abych ziskal co nejvice historickych i soucasnych vdaji.
Ndvratnost byla témé¥ stoprocentni. Vdaznd zdravotni krize z pre-

lomu roku 2001 a 2002 s ndslednou ndrocnou operact a rehabi-
litaci mi nedovolila prijaty iikol splnit, Chtél bych uprimné pode-
kovat vSem kolegiim a kolegynim, kteri mi s ochotou a mimo-
Fddnou péct informace o svych pracovistich zaslali.
Slova ur€itym zptisobem vypovidaji o nékterych povahovych
rysech jubilanta. O jeho nesmirné daslednosti aZ tipornosti,
vytiibeném smyslu pro pravdivost a exaktnost. Tato prace sice
nebyla dokoncena, ale co ty ostatni! Monografie, skripta, ueb-
nice (15), publikace v na§em i zahrani¢nim pisemnictvi (250),
odborné prednasky prednesené u nés i za hranicemi naseho sta-
tu (300), vedeni vyzkumnych projektii a grantt, udéleni néko-
lika prestiZnich cen auznéni. Osobné si v§ak cenim nejvice jeho
vychovné ¢innosti, kdy dokdzal mnohé piesvédcit o spravnos-
ti volby vénovat se onkologii, kdy fada z nich dnes miZe pro-
hlasit - byli jsme jeho Zaky.

MUDr. B. Konopasek, CSc.

Onkologickd klinika VFN Praha 2
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sdeleni

DLOUHODOBA DISPENZARNI PECE PO LECBE NADOROVYCH
ONEMOCNENI VDETSTVI V RAMCI UNIVERZITNIHO ONKOLOGICKEHO

CENTRA BRNO (UOC)

LONG-TERM DISPENSARY CARE AFTER THE TREATMENT OF PAEDIATRIC
MALIGNANCIES PROVIDED BY THE UNIVERSITY ONCOLOGICAL

CENTRE BRNO (UOC)

KEPAK T., PAVELKA Z., HRSTKOVA H., SLAMPA P., KISS L., ZALOUDIK J., VORLICEK J., STERBA J.

UNIVERZITNI ONKOLOGICKE CENTRUM BRNO

Moderni multimodalni onkologicka 1é¢ba vede v souCasnosti
k dosaZeni dlouhodobé remise u 75-80% déti, které onemoc-
ni malignim onemocnénim. Ve srovnini s dospélymi pacien-
ty déti 1épe toleruji akutni toxicitu 1é¢by. Jsou v§ak mnohem
vice ohroZeny rozvojem pozdnich nasledki, které v mensi ¢i
vétSi mife negativné ovliviiuji vyvoj ditéte s naslednym sni-
Zenim kvality Zivota v détském i dospélém véku. Snahou dét-
skych onkologt je tedy nejen vyléceni nemocného s onkolo-
gickym onemocnénim, aleiprevence, v€asnd diagnéza aevent.
terapie moznych pozdnich nésledki onkologické 1é¢by. Diky
pokroku dosaZzenému na poli détské onkologie dnes stéle pfi-

ho pracovisté dle mista bydlisté. Jednotlivi specialisté (kardi-
olog, endokrinolog, neurolog, ortoped, radioterapeut, gyne-
kolog a odbornik pro reproduk¢ni medicinu, rehabilitacni 1€kaf,
psycholog a odbornik pro oblast télesné zdatnosti, pohybovych
a stravovacich ndvykl) budou sledovat pacienty ve stanove-
nych intervalech, vysledky kontrol budou evidovany v priika-
zu pacienta. Frekvence vySetfeni bude stanovena citlivé scilem
nevycerpat ochotu pacientt ke spoluprici. Cilem je nabidnout
vylécenym pacientim komplexni ndslednou péci a zajistit také
pfisun relevantnich dat o incidenci jednotlivych pozdnich
nasledkl péce a jejich zdvaznosti.

byva dospélych s anamnézou détské malignity. I pro Ces-
kou republiku se prfedpoklada, Ze kaZdy tisici dospély ve
véku do 45 let bude mit v roce 2010 za sebou 1é¢bu nddo-
rového onemocnéni v détstvi. Klini¢ti onkologové, ale
i prakticti 1ékati a ambulantni specialisté, se tak s t€mi-
to dospé€lymi budou ve svych ordinacich setkavat stile
Casté&ji a péCe o né musi byt proto dobfe koordinovana.
Spektrum pozdnich nisledkd soucasné antineoplastické
1é¢by je velmi Siroké. Kauzalné se na rozvoji pozdnich
nasledku podileji vSechny hlavni 1é¢ebné modality (ope-
race, 1écba zatenim, chemoterapie). Pro ilustraci poda-
vame v nésledujici tabulce prehled téch nejcastéjsich.
Pii Univerzitnim onkologickém centru LF MU v Brné
(UOC) se konstituovala pracovni skupina, ktera si klade
za cil ndslednou péci o pacienty s détskymi malignitami,
ktefi byli v UOC léCeni, koordinovat. Velky vyznam kla-
de skupina na vymezeni kompetenci jednotlivych posky-
tovateld péce, mechanismus sdileni a pfeddvani dat. Dne
covni skupiny pod zaStitou prof. Vorlicka, dé¢kana LF
MU Brno, a byl pfijat ndvrh, ktery z povéfeni skupiny
prezentujeme odborné vetejnosti.

KaZdy pacient 1éCeny pro détskou malignitu bude po
dvou letech od ukonceni 1écby vybaven jednotnym pri-
kazem, v némzZ budou zaznamenana vSechna relevantni
data (napf. kumulativni davky cytostatik).
Koordindtorem systému je détsky onkolog, ktery bude
pacienty sledovat i v pribéhu tietiho a ctvrtého decenia
(diskutovéna hranice 35 let), poté pacienti pfejdou do
péce referencniho pracovisté UOC podle typu nadoro-
vého onemocnéni (solidni nddory a hematologické
malignity) event. do péce odpovidajictho onkologické-
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Tabulka ¢. 1: Nejcastéjsi pozdni nasledky protinadorové 1écby u déti

Poskozeny organ/
systém ¢i funkce

Pozdni nasledek

CNS

Arachnoiditida, paretické jevy, encefalopatie, epilepsie,
poruchy intelektu, pokles I1Q, postradia¢ni nekréza

Ucho Poskozeni sluchu

Oko Katarakta, retinopatie, xeroftalmie, konjuktivitida
Slinné Zlazy Xerostomie

Chrup Kazivost, poskozeni vyvoje druhé dentice

Plice Pneumonitida, fibr6za, respira¢ni insuficience

Srdce Chronicka kardiomyopatie, perikarditida

Jatra Steatdza, fibréza, cirhdza

Ledviny Chronicka nefritida, tubulopatie, funk¢ni nedostatecnost

Mocovy méchyt

Hemoragicka cystitida, poruchy funkce sfinkteru

Gonady

Dysmenorea/amenorea, poruchy spermiogeneze, poruchy
fertility

Kosti a m&kké tkang

Zkratky koncetin, deformity, dysproporciondlni poruchy
rlistu, osteopordza, amputace

Kostni dferi

Sekundérni myelodysplasticky syndrom, sekundéarni
leukémie (AML)

Kuze

Hyperpigmentace, alopecie, hypotrofie

Mizni uzliny

Lymfedém

Periferni nervy

Polyneuropatie

Endokrinni Z1azy Hypo (méné ¢asto hyper) — funkce, retardace rustu,
puberty, pfed¢asnd puberta, gynekomastie
Systémova poskozeni | Poruchy metabolismu tuki, obezita, poruchy imunity,

mutagenni, teratogenni a kancerogenni G¢inky
(sekundérni malignity)




NAVRH SPOLUPRACE KLINICKYCH GENETIKU A ONKOLOGU V OBLASTI
DETEKCE A VYSETROVANI HEREDITARNICH FOREM NADORU

PROPOSED COOPERATION OF CLINICAL GENETICISTS
AND ONCOLOGISTS IN THE DETECTION AND EXAMINATION
OF HEREDITARY FORMS OF CANCER

FORETOVA L.}, GOETZ P.!, ZALOUDIK J.2

! SPOLECNOST LEKARSKE GENETIKY CLS JEP
2 ONKOLOGICKA SPOLECNOST CLS JEP

Hereditarni formy nddord mohou piedstavovat az 10% unékte-
rych onemocnéni. Je nutné, aby pacienti a jejich rodinni pfi-
slu$nici byli o genetickém vySetieni informovéni a aby se na
zdkladé€ téchto informaci mohli rozhodnout pro genetickou
konzultaci a testovani. Nasledujici dokument navrhuje zpi-

~~~~~

podminénych naddorovych onemocnéni v Ceské republice pii
respektovani v8ech doporuceni ve vyspélych evropskych
zemich.

Hlavni zdsadou genetického vySetieni je dobrovolnost a roz-
hodovani ¢lovéka na podklad€ co nejlepsich informaci o moz-
nostech i limitacich genetického vySetfeni. Proto je duleZzité,
aby byla dodrZovéna urc€itd pravidla.

Navrhujeme tento vySetfovaci postup:

1. Klinik (onkolog i jiny specialista) by mél vénovat pozor-
nost odbéru zdkladni onkologické rodinné anamnézy, mél
by byt schopen analyzovat ziskanou informaci a indikovat
genetické poradenstvi v pripad€ potieby. Je vhodné aktu-
alizovat tdaje o RA pfi pravidelnych kontrolach nebo pii
opakovanych hospitalizacich.

. Onkolog upozorni pacienta na moZnost dédi¢né etiologie
onemocnéni, na moznost genového vysetieni, proc je
vySetfeni navrhovano, tj. i s ohledem na mozna rizika
u ostatnich zdravych pfibuznych.

. Pokud ma o toto vySetieni pacient zajem, onkolog napiSe
zadanku (poukaz) s datem, razitkem, struénym diivodem
ke genetické konzultaci. Na Zddanku napiSe i telefonni kon-
takt na genetické pracovisté, aby se pacient mohl sam
objednat. Samoobjednani ma dva dilezité diivody. Jednak
je splnéna podminka, Ze pokud pacient zajem o vySetieni
z riznych diivodi nemd, ma moZnost se sdm rozhodnout.
Dale pfi telefonickém objednéni se geneticka sestra nebo
Iékat optaji klienta na diivody ke genetickému vySetfeni
a informuji jej o tom, jaké udaje by mél zjistit pro gene-
tickou konzultaci.

. Seznam pracovist lékaiské genetiky, kterd se zabyvaji
genetickym poradenstvim v pripadé suspektnich heredi-
tdarnich forem nddorii je uveden niZe.

. Tato geneticka pracovisté zajisti odebrani podrobné rodin-
né anamnézy, ovéfeni diagn6z z dokumentace a indikaci
k moZnému genetickému testovani.

. Rozhodnuti, jaké geny by se mély v daném pfipadé€ testo-
vat, provddy genetik.

. Genetik informuje pacienta o moZnostech i limitacich tes-
tovani, o tom, jakd rizika se jich mohou tykat pii positiv-
nim zachytu patogenni mutace, o mozZnostech testovani
zdravych ptibuznych (prediktivnim testovani), dile o pre-
ventivnich opatienich. Rozhodne-li se pacient pro gene-

tické testovdni, podepiSe na odd. lékarské genetiky infor-
movany souhlas.

8. Testovani v rodin€ —hleddni moZné zdrode¢né mutace zpl-

sobujici onemocnéni- zacind vétSinou u pacienta s nado-
rovym onemocnénim typickym pro dany syndrom, nejlé-
pe u pacienta diagnostikovaného v nejmlad$im véku,
pokud je to moZzné.

9. Pokud je nalezena mutace u néj, je mozné prediktivni tes-

tovéni zdravych pribuznych v riziku. To se provadi od 18
let, s vyjimkou FAP nebo jinych vzacnych syndromi, kde
je nutnd prevence jiZ od détstvi.

10. Vysledek testovani je sepsdn genetikem do podrobné gene-

tické zpravy a pteddn pacientovi i dal§im testovanym nej-
1épe osobné s vysvétlenim vyznamu vysledku, ndvrhu na
prevenci a doporuc¢enim k testovani pro dalSi ptibuzné.
Kopii zprdvy posild genetik Iékari, ktery indikoval gene-
tické vySetieni. Pacienta preddvd do dalsi specializované
péce indikujicimu I¢kari.

11. Vysledek genetického testovani je velmi diivérnou infor-

maci, obzvlasté pokud se jedna o positivni vysledek u zdra-
vé osoby. Nesmi se dostat do rukou tfetich stran (zamést-
navatel, komerc¢ni pojiStovna). Doporucujeme vést tyto
informace zv14st od béZné dokumentace a v pocitacovém
systému neuvadét, Ze se jednd o nosi¢e mutace, pouze
o rizikového ¢lovéka.

12. KaZdé genetické pracovisté musi vybudovat izkou spolu-

préci s onkologickym centrem, kam miiZe cilené odesilat
rizikové jedince k preventivnimu sledovéni.

13. Je doporuceno, aby tito rizikovi lidé méli mozZnost byt sle-

dovéni ve velmi dobie vybaveném a zkuSeném onkolo-
gickém centru s nejmodernéjsi vySetfovaci technikou.

Hlavni indikace ke genetické konzultaci:
Familiarni formy:
.Dvaavice pfibuznych ( prvniho nebo druhého stupné v linii)

s ur¢itym naddorovym onemocnénim (nddory prsu a ovaria,
néadory kolorekta a délohy budou hlavnimi diivody, miiZe se
jednat i o kumulaci jinych nadort - ledvin, mal. melanomu
a dal§ich. V nékterych piipadech testovani genli neni moz-
né a je nutné pouze stanoveni empirickych rizik a navrh pre-
vence).

2. Kombinace riiznych typti nddort u pfibuznych prvniho nebo

druhého stupné, které jsou neobvyklé, v mladém veku, pfi-
pominajici ur¢ity syndrom (napf. Li-Fraumeni syndrom-sar-
komy, leukémie, prsu, CNS, adrenokortikalni, Cowdeniv
syndrom — prsu, Stitnice, kolorekta, hamartomy sliznic
a kiZze, VHL syndrom- ledvin, hemangioblastomy, MEN1
a?2,atd.).
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Sporadické formy

1. Unilateralni nadory prsu, ovaria dg. do 35 let

2.Néadory délohy, kolorekta do 35 let

3. Bilateralni nadory prsu, ovdria, prvni dg. do vé€ku 50 let

4. Duplicity — ca prsu a ovaria, ca délohy a kolorekta v jakém-
koliv véku

Spolecnost 1ékatské genetiky zajisti, aby byli kliniCti genetici
pravidelné vzdélavani v oblasti hereditarnich forem nadort,
aby jimi poskytovana péce byla na co nejvyssi drovni.
Testovani genli bude zajiSté€no specializovanymi laboratore-
mi v nékterych genetickych centrech. Tyto laboratofe by mély
prochézet externi kontrolou kvality, coZ bude SLG kontrolo-
vat. Zpravy z laboratore musi jasné vyjadfovat charakter muta-
ce, jeji typ, patogenicitu. U nezndmych variant nelze testovat
zdravé ptibuzné pro klinické tcely, pouze pro ucely vyzkum-
né ( k moZnému objasnéni vyznamu mutace).
SLG se bude snaZit, aby se postupné zavadé€lo testovani pro
n&které vzacné syndromy, které zatim neni mozné v CR tes-
tovat.

Prof. MUDr P. Goetz,Csc.,

predseda Spolecnosti 1ékatské genetiky CLS JEP

Prim. MUDr L. Foretova, mistopfedsedkyné SLG

SEZNAM GENETICKYCH PRACOVIST,

KTERA MOHOU POSKYTNOUT GENETICKE
PORADENSTVI PRI PODEZRENI NA HEREDITARNI
FORMU NADORU

V seznamu uveden vedouci 1ékar oddéleni a jeho e-mailova
adresa

Jizni Morava

1. Oddéleni epidemiologie a genetiky nddord, Masaryklv onko-
logicky tstav, Zluty kopec 7, 656 53 Brno, MUDr. Lenka
Foretov4, foretova@mou.cz, Tel. k objednéni 5 4313 6900,
6907, 6901

2.0ddéleni lékarské genetiky FN Brno - D&tskd nemocnice,
Cernopolni 9, 662 63 Brno, MUDr. Renata Gaillyov4, gail-
lyova@fnbrno.cz, Tel. k objednani: 5 4512 2489, 2490

3. Geneticka poradna, Nemocnice Jihlava, Vrchlického 59,
MUDr. Véra Hotfinovéa, vbrys @med.muni.cz, Tel. k objed-
nini 604415649.

Severni Morava

1. Genetickd ambulance, Kafkova 8, Ostrava 1,702 00, MUDr.
Jan VSeticka, jan.vseticka@worldonline.cz, Tel k objedna-
ni: 59 661 8917
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2.0ddéleni 1ékarské genetiky FNsP, 17. Listopadu 1790,
Ostrava-Poruba, 708 56, MUDr. Eva Silhanova, eva.silha-
nova@fnspo.cz, Tel. k objednani : 59 698 2212 (ambulan-
ce NsP Havitov, Dé€lnicka 24, Tel: 596491464).

3. Ustav lékarské genetiky a fetdlni mediciny FN a LF UP, LP.
Pavlova 6, Olomouc, 775 20, Prof. MUDr. J. Santavy.
santavy @risc.upol.cz, Tel. k objedndni: 58 585 4454, 4464

Praha

1. Oddé&len{ 1ékaiské genetiky, Ustav biologie a Iékatské geneti-
ky 2. LF UK a FN Motol, V tvalu 84, Praha 5-Motol, 151 12,
prof. MUDr. P. Goetz Csc., petr.goetz@lfmotol.cuni.cz, Tel.
k objednéni na Cisle 2 2443 3564

2.0ddéleni 1ékarské genetiky FTN, Viderniskd 800, Praha 4,
140 59, MUDr. Vladimir Gregor, vladimir.gregor @ftn.cz,
Tel. k objednéni: 2 61 083 760 (soukroma genetickd ambu-
lance Ohmova 271, Praha 10, Tel: 271961183)

3. Oddéleni 1ékatské genetiky, Ustav biologie a 1ékatské gene-
tiky 1. LF UK a VFN Praha, Karlovo namésti 32, Praha 2,
121 11, prim. MUDr. Jana Zidovska4, jana.zidovska@vfn.cz,
Tel. k objednani: 22496 7171-2

4. Gennet sro., Klimentska 20, Praha 1, 110 00, MUDr. David
Stejskal, david.stejskal @gennet.cz, Tel. k objedndni:
222313000, 118

Zdpadni a Jizni Cechy

1. Centrum lékaiské genetiky, Poliklinika Jih, ul. Matice $kol-
ské 17, Ceské Bud&jovice, 371 02, MUDr. Karel Cutka,
cutka@medipont.cz, Tel. k objednani: 387730407

2. Ustav 1ékatské genetiky FN a LF UK Plzeti, E. Benese 13,
Plzei, 305 99, prim. MUDr. Ivan Subrt, subrt@fnplzen.cz,
Tel. k objednéni: 377490 534

3.0ddéleni 1ékai'ské genetiky, Nemocnice C. Budg&jovice,
B. N&mcové 54, Ceské Budéjovice, 370 87, MUDr. E. Kan-
torovd, ekant@nemcb.cz, Tel. k objednani: 38 787 3000

4.Soukromd genetickd ambulance s laboratofi, Nepomucka
259/A, Plzen, 326 00, Doc. MUDr. FrantiSek Losan Csc.,
losan@post.cz, Tel k objednéni : 37 7241 529, 021

Severni a Vychodni Cechy

1. Oddéleni I€karské genetiky, Sokolska 470, Fakultni nemoc-
nice Hradec Krélové, 500 05, prim. MUDr. Véra Jiittnero-
v4, juttnerova@fnhk.cz, Tel. k objednéni: 49 583 2553

2. 0ddéleni 1ékarské genetiky Masarykovy nemocnice, Sociél-
ni péce 60, Usti nad Labem, 401 13, prim. MUDr. Josef Kofer,
josef.kofer@mnul.cz, Tel. k objednani: 475682 473, 475




Zpravy

19. KONFERENCE IATMO VE VEJLE, DANSKO,
25.-28.9.02

SIMICKOVA M., UMLAUF J.
MASARYKUV ONKOLOGICKY USTAV, BRNO

19th International Conference on Human Tumor Markers
se konala v tomto roce 25.-29.8.02 ve Vejle, Dansko. Kon-
gres je v posledni dob€ vyrazné orientovan nejen na sérové
nadorové markery, ale i na vybrané oblasti nddorové biologie
se vztahem k prediktivni onkologii. K zdkladnim tématim
letoSniho sjezdu patfily: prognostické a prediktivni tkaiové
i sérové faktory se zaméfenim na zmény genomu i proteomu.
Uvodni plenérni pfedn4ska nositele Nobelovy ceny T. Hunta
o cyklin-dependentnich kinazach, zdkladnich efektorech
bunécného cyklu, objasnila piedstavy o regulaci bunécného
cyklu ve vztahu k malignimu procesu. ZvySend exprese pozi-
tivnich regulatorti — cyklinii — i sniZend exprese negativnich
reguldtorti, napf. inhibitori cyklin-dependentnich kinaz, se
miZe projevit ovlivnénim proliferace na rizném stupni bunéc-
ného cyklu. Porozuméni tomuto molekuldrnimu mechanismu
umoZni nejen poznat podstatu pfemény normdlni buiky
vmaligni, ale pfedev§im povede k rozvoji protinadorové stra-
tegie.

Prednéska S.Sella pfinesla podle o¢ekédvani vycerpavajici shr-
nuti soucasnych predstav vysvétlujicich maligni proces na
zakladé existence kmenovych bunék: potencidl nidorové
buiiky délit se se 1i8i podle riznych naddorovych typt, a to od
totipotentnich teratokarcinomu pfes pluripotentni leukemie
a bi-Ci unipotentni zhoubné nadory napft. kiize a plic. Autor
podpofil tuto hypotézu na ptikladu riiznych nddorovych typt
(existenci vice histologickych typi karcinomu plic odvoze-
nych z bipotentnich bronchidlnich kmenovych bunék nebo
riznych forem experimentélnich jaternich poskozeni ve vzta-
hu ke kmenovym butikdm pod.).

Vyuziti znalosti z projektu poznani lidského genomu jiZ pfi-
chézi diky velkému technickému pokroku do klinické praxe.
Firma Sequenom prezentovala techniku DNA analyzy vyu-
Zivajici hmotnostni spektroskopii, ktera se li§i od konvenc-
nich metod pfedevsim vysokou rozliSovaci schopnosti a vyso-
kou vykonnosti pfi detekci DNA-poruch.

Novou cestu pfi asné detekci malignich nddorti predstavuji
markery vyssi generace —nebunécné DNA fragmenty v plas-
meé stanovované pomoci PCR v redlném Case s vysokou ana-
lytickou senzitivitou a reprodukovatelnosti. V plasmé nemoc-
nych s nddory nasofarynx byly napf. kvantifikovany epizomy
EBV s 95% senzitivitou pfi 95% specificité. Fragmenty
s hypermetylaci byly prokdzany u ca plic, jater a prostaty, mik-
rosatelitové alterace u ca mocového méchyfte, plic a prostaty.
Onkogeny (HER-2/neu, K-ras) je moZzno ve formé fragmen-
tl nalézt se senzitivitou 25 — 90 %. Dals$imi piiklady mohou
byt fragmenty genu kédujiciho E-cadherin u karcinomu prsu
nebo prostaty nebo BRCAT1 genu u karcinomu prsu. Vyznam
detekce RNA podjednotky telomerdzy v plasmé jako obec-
ného markeru malignity neni dosud uzavfen. Je mozno pro-
kazovat rovnéZ cirkulujici mRNA (napf. pro mammaglobin
u karcinomu prsu, pro tyrozindzu u maligniho melanomu).
Vyzkum je zaméfen na automatizaci, vyhodou je zminény
velice nizky detek¢ni limit uvedenych latek, ktery miZe byt
prospésny tam, kde klasické sérové nadorové markery nejsou
vhodné — pfi primarni diagnostice.

Kvantitativni zmény v genech kédujicich CEA a vaskuldrni
endothelidlni ristovy faktor (VEGF) ve tkdni primarnich
nadord (stanoveno reversni transkripci mRNA, PCR v redl-

ném Case) byly prezentovany plzeiniskym pracoviStém na sou-
boru vice nez 100 nddort. Obzvlast€¢ CEA vykazuje zvySeni
u vétsiny kolorektalnich karcinom a u nékterych hepatomu.
Pro VEGEF, parametr ovliviiujici angiogenezu, nebyly nale-
zeny v riznych nddorovych lokalizaci vyznamné rozdily.
Metoda muZe prispét k charakterizaci nddori nejen na tGrov-
ni primérnich nédort, ale i pfi detekci miniméalni rezidudlni
choroby.

Pokrok v poznini genomu jde soubé&Zné€ s pokrokem
v poznini proteomu. Exprese proteint jako vlastnich efek-
tort regulace bunécnych procest a jejich dal$i modifikace
nejsou vSak zdvislé vyhradné na genetické informaci, ale
mohou se uskutectiovati na urovni sloZitych interakci mezi
jednotlivymi proteiny. Vlastni analyza této velice hetero-
genni skupiny latek je pomérné obtiZn4, proto je vyvoj sou-
stfedén na detekci nddorové-specifickych proteint deteko-
vanych elektroforézou v dvojrozmérném gelu s naslednou
hmotnostni spektroskopii. Proteomika umoZiiuje v soucas-
nosti detekci vice neZ 18 000 proteinli na dvojrozmérné
mapé. Ma viak svoje tskali — pfiprava reprodukovatelného
vzorku, zachovédni tdrovné posttranslacnich modifikaci
i vlastni elektroforéza a vizualizace proteinid. Kvantitativ-
ni srovndni mRNA a proteinové exprese nevede vZdy k pres-
né shodé na obou vySetfovanych trovnich, tento jev v§ak
muze mit dosud nepoznany vyznam pro regulaci bunécné
aktivity. Je tfeba si rovnéZ uvédomit, Ze data ziskana na
Zivocisnych modelech nelze mnohdy extrapolovat na oblast
huménni mediciny. Aplikace proteomiky byla prezentova-
na na piikladu proteint nukledrni matrix studovanych v sou-
¢asnosti pouze imunoanalytickymi metodami. JiZ del§i dobu
je doporucovian NMP 22 pro detekci karcinomu moc¢ového
méchyfe v moci, jsou zndmy proteiny nukledrni matrix spe-
cifické pro ca prsu, plic, tlustého stfeva a déloZniho ¢ipku.
VyuZitim proteomiky lze identifikovat tyto proteiny s vy$-
§i analytickou senzitivitou i s vyznamnou prognostickou
hodnotou.

Molekularni regulace angiogeneze souvisi s rovnovdhou
mezi aktivatory tohoto procesu (VEGF, bFGF, TGFbeta,
matrixmetaloproteindzami i dal§imi faktory) a jeho inhibito-
ry (VEGFR, TIMP, angiostatin, VE-cadherin apod). Vyznam-
nym nové sledovanym faktorem je hypoxii-inducibilni faktor
(HIF-1) ovliviiujici zvySeni angiogeneze.

Skupina matrix-metaloproteindz, jejichZz prognosticky
vyznam v primdrnich nddorech dosud neni zhodnocen, je regu-
lovana skupinou inhibitort. Jejich volna i vdzana forma je
detekovatelna nové publikovanou metodou ELISA v plasmé
(tkanovy inhibitor metaloproteiniaz 1=TIMP1) s prognos-
tickym vyznamem u kolorektalniho karcinomu, se senzitivi-
tou 72 % pti 98% specificité, coZ je vyrazné vic neZ pro sta-
noveni CEA.

Na konferenci se opét objevily vysledky srovnani senzitivity
klasickych markert s laktatdehydrogenazou (LD) (vCetné
vySetieni izoenzymil), a potvrzuji nase zavéry: pro jisté loka-
lizace je LD markerem dopliiujicim klasické markery (pre-
zentovano vyuZiti LD pro monitorovéani metastatického posti-
Zeni mozku u karcinomu prsu, LD je vhodné zallenit i do
algoritmu testovani rizika u testikularnich nador).

Oblast klasickych nadorovych markera byla zastoupena
nékolika bloky. Vedle novinek (komplexovany cPSA, Cyfra
21-1vmoci, HER-2/neu v séru, S-100, chromogranin A) byly
prezentovany studie zabyvajici se kontrolou kvality, algorit-
my pro monitorovani nivratu choroby i sledovéani odpovédi
na terapii pomoci sérovych nddorovych markera.
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Pro maligni melanom jsou vhodné sérové markery stile
predmétem vyzkumu. Ze vSech skupin studovanych latek
(antigeny typu S-100, melanoma inhibiting activity, NSE,
dale cytokiny, adhezivni molekuly, enzymy a metabolity
syntézy melaninu) se jevi nejvice doloZend prognosticka
hodnota S-100B, kterd bude ziejmé brzy dostupnd na trhu
od vice vyrobc.

Stanoveni chromograninu A v plasmé nemocnych s neuro-
endokrinnimi tumory vcetné té€ch typu, které neprodukuji zna-
mé hormony, se v posledni dobé diky vyvijejici se technice
stanoveni tohoto kyselého glykoproteinu stavad daleZitym
pomocnikem v diagnostické fazi neuroendokrinnich nadort.
Vyuziti pro dlouhodobé monitorovani téchto tumort i odraz
efektu terapie vyZaduji dalsi studie. Jeho hladiny vSak zfejmé
reflektuji nejenom masu néadoru, ale i jeho biologickou akti-
vitu.

CYFRA21-1 v moc¢i se zdd byt parametrem vhodnym pro kar-
cinom mocového méchyte, v kombinaci s cytologii zlepSuje
senzitivitu zachytu tohoto karcinomu.

cPSA (vkomplexu-vazany PSA) je sérovy podil tohoto anti-
genu vdzany na inhibitory proteindz (pfedevSim alfal-anti-
chymotrypsin), ktery je (na rozdil od volného a celkového
PSA) podle prvnich studii stanovovan s vyssi citlivosti.Zda
se, Ze by to mohl byt marker vhodnéjsi pro screening nez cel-
kovy PSA. Jeho velkou vyhodou je i vys$si stabilita v séru,
navic zlepSuje diagnostické moZnosti i v oblasti fyziologic-
kych hodnot PSA (2,4 - 4 ug/l), kde odkryje dalsi dil z asi 25
% nezachycenych karcinomil. Dlouhodoby prognosticky rys
tohoto markeru (zvySeni bylo prokazano az 20 let pred diag-
nézou karcinomu prostaty) v§ak dosud nema bezprostiedni
individudlni klinicky dopad.

Tématu Her-2/neu byl vénovan cely blok zaméteny prede-
v§im na zhodnoceni vyznamu jeho sérovych hodnot. Mecha-
nismus odSté€peni extracelularni domény HER-2/neu neni
dosud vyjasnén, nicméné jiZ existuji studie dokazujici, Ze neje-
nom tkanové, ale i sérové hodnoty maji prognosticky cha-
rakter. ZvySeny HER-2/neu v séru predikuje odpovéd na tera-
pii (resistenci k hormonoterapii, moZnou senzitivitu
k antracyklinové 1é¢b€), umoZiiuje potvrdit vybér nemocnych
vhodnych pro Herceptinovou terapii. Bylo zji§téno, Ze az 30
% nemocnych s primarnim nddorem ptivodné negativnim je
v aktudlnim Case progrese zvySend hladina tohoto onkopro-
teinu. Vzhledem k ekonomické naro¢nosti stanoveni soupra-
vou Bayer (mé byt i u nas na trhu) vSak neni doporuc¢ovano
monitorovdni od okamZziku diagnézy, snahou skupiny
vyznamnych pracovnikl (dr.Schwartz, USA a dalsi) je vyvi-
nout tlak na sniZeni ceny u vyrobce. Metoda pouZitd v ndmi
prezentované studii (poloset firmy Bender-Medsystems
s vyrazné nizZ§imi ndklady na stanoveni) miZe byt dalsi vari-
antou feSeni tohoto problému. Firma Dako pfipravila FISH-
komercni set, a ddle doporucuje pfesny algoritmus pro zhod-
noceni pozitivity HER-2/neu v primérnim nadoru. Zacina se
jiz (vzhledem k tlaku na rozvoj tkafiovych bank) uvazovat
i o metodach kvantitativni analyzy HER-2/neu v extraktu pri-
méarniho nadoru.

Matematické modelovani monitorovéni signifikantnich zmén
ve hladindch sérovych nddorovych markeri ma jiZ svoje usté-
lend pravidla — je tfeba kalkulovat pfedev§im s analytickou
nepfesnosti, s normdlni intra-individuélni biologickou varia-
bilitou pro dany marker, v neposledni fadé s definovanou cut-
off hladinou. Skupina danskych statistikil prezentovala model
vyuzivajici pro detekci progrese nemocnych s karcinomem
prsu zmény v hladinich CEA a CA15-3. Podobné vysledky
publikovali jiZ pro karcinom ovarii, kde rozhodujicim kro-
kem bylo navic zvySeni CA 125 z hladiny pod detek¢nim limi-
tem na minimalné 2,5nasobek.

PrestoZe konference patfila poctem ti¢astnik (asi 150) k méné
rozsdhlym akcim, pfinesla podle ocekdvani nové pohledy na
vysoce aktudlni tematiku v oblasti prognostické i prediktivni
onkologie.
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ZPRAVA ZE SEMINARE »APOPTOZA 2002
V PRAZE, 15. RIJNA 2002

BOUDNY V. o
MASARYKUV ONKOLOGICKY USTAV, BRNO

Dne 15. fijna 2002 se konal v Praze seminaf firmy Genetica
s nazvem ,,APOPTOZA 2002. Samotny program byl rozdg-
len do tii ¢asti, které se postupné vénovaly bunécnému cyklu,
apoptoze, bunécné signalizaci, inhibitorim CDK, fosfoprote-
omice, inhibitorim apopt6zy a i¢inku steroidnich hormonii na
aktivitu telomerazy.

Seminaf byl zahajen velice zajimavou prednaskou Prof. Str-
nada z Laboratote ristovych regulator Palackého univerzity
v Olomouci o molekularnich mechanizmech regulace bunéc-
ného cyklu. Vyklad byl zaméfen na distribuci jednotlivych
typt cyklin-dependentnich kindz (CDK) a cyklinti béhem
bunécného cyklu. Rovnéz byly uvedeni jednotlivy zastupci
inhibitort CDK (napf. olomoucin, bohemin a dal$i). Dalsi
prednaska se vénovala nukleoldm a programované smrti —apo-
ptéze (Prof. Smetana, Ustav hematologie a krevni transfuze,
Praha).

V nejdel$im dopolednim bloku nasledoval pifispévek Dr.
Tuhéckové z UMG AV CR Praha na téma ,, Buné&na signali-
zace v jednotlivych fazich Zivota butiky“, ktery byl zaméfen
na vzdjemné ovliviiovéni jednotlivych signdlnich drah (tzv.
,.cross-talking*). Diiraz byl kladen na proteinkindzu B (PKB,
Akt), dile na Ras, PI-3 kindzu, Bcl-2, Bax, Fas L a Fas recep-
tor. Poté Dr. FiSerovd z Mikrobiologického tstavu AV CR
Praha hovofila o apoptoze sledované v pribéhu 1é¢by expe-
onkoproteinll (Ras, Raf, Myc) areceptort smrti (TNFR, APO
1/Fas, APO 2/TRAIL). Zabyvala se jak extracelularnimi (APO
1/CD 95, APO 2/TRAIL) tak i intraceluldrnimi apoptickymi
mechanizmy (Bcl-2). RovnéZz zminila piehled proapoptickych
(Bax, Bak, Bad) a antiapoptickych onkoproteini (Bcl-2). Na
samotny zavér se zaméfila na mechanizmy nddorové rezi-
stence k apoptdze. Zajimavy byl piispévek Dr. KryStofa
z Palackého univerzity v Olomouci na téma ,,Purinové inhi-
bitory cyklin-dependentnich kindz*. Z celé skély téchto latek
byly zminény piedevsim cytokininy (pfirozené rostlinné hor-
mony) olomoucin a roscovitin, dale nejsilnéjsi inhibitor CDK
purvalanol a nékteré derivaty indirubinu. Nakonec jsme byli
seznameni s mechanizmy pusobeni téchto inhibitord. Dr.
Kovérova z pracoviSté¢ Akademie véd v Lib&chove se zaby-
vala problematikou moznosti analyzy fosforylace proteint -
fosfoproteomikou. Zde zaznél vyznam proteinkindz a prote-
infosfatdz béhem fosforylace a defosforylace nékterych vybra-
nych proteint. Byly rovnéZ zmin€ny metody klasické
(pfedev§im dvourozmérna elektroforéza a hmotnostni spekt-
roskopie) i nové proteomiky (vesmés neelektroforetické meto-
dy, tzv. ,,microarrays‘). TaktéZ byl uveden vycet riznych pro-
tilatek, at jiZ nespecifickych nebo velmi specifickych pouze
pro urcitd mista fosforylovanych aminokyselin. Na zaveér
dopoledniho bloku vystoupil Dr. Frank Neumann z firmy Ale-
xis, ktery prezentoval novinky v nabidce pro vyzkum apo-
ptozy.

Odpoledni program byl zahdjen pfedniskou Dr. Buckiové na
téma ,,Apoptdza jako mechanizmus bunécné signalizace pii
diferenciaci gondd zarodku kutete®. Nasledoval pfispévek Dr.
VavruSové z Olomouce, kterd hovofila o apopt6ze u bunék lid-
skych glidlnich nadorti ovlivnénych syntetickymi ligandy
PPAR a o nddorovém supresoru PTEN. RovnéZ zaujalo sdé-
leni Dr. Kofinka, ktery se zabyval problematikou ,,Wnt-1 jako
ucinného inhibitoru apoptézy u pre-B bunék®. Na samotny
zavérnasledovala prezentace Mgr. Bouchala z Olomouce, kte-
ry referoval o u€inku steroidnich hormont na aktivitu telome-
razy u bunéc¢nych linii karcinomu prostaty. Zajimava byla
pozndmka, Ze u 95 % nadort doslo k aktivaci telomerazy.
Nakonec byl semindf oficidlné€ zakoncen.
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onkologické spole¢nosti

ZAPIS ZE SCHUZE VYBORU COS
KONANE DNE 11. 10. 2002

Pfitomni: prof. MUDr. Pavel Klener, DrSc., Prof. MUDr. Josef Kou-
tecky, DrSc., Prof. MUDr. Jifi Vorlicek, CSc., doc. MUDr. Lubo§ Pet-
ruzelka, CSc., prim. MUDr. Jan Fischer, prim. MUDr. Alena Jelinko-
V4, as. MUDr Olga Pribylovd

Omluveni: doc. MUDr. Jan Zaloudik, CSc., prim. MUDr. Vratislav
Smelhaus, MUDr. Josef Drbal

Hosté: doc. MUDr. Rostislav Vyzula, CSc., prim. MUDr.Hana Stan-
kuSovd, doc. MUDr. Petera, CSc., MUDr. Wieslav Stronzdala, MUDr.
Kubecova

1. Kontrola zapisu
Dopis prof. Kodetovi odeslan. Schiizka patologii k dohodé o stano-
veni Her-2 receptorti bude 30.10. 2002 v Brné ve 14.00, Doc. Vyzu-
la poZadan, aby pozval zainteresované patology. K ostatnim bodiim
zapisu nebyly pfipominky.

2. Informace pro ¢leny OS
a) Registr transplantaci kostni dfené byl na zaklad€ rozhodnuti trans-
planta¢ni sekce ustanoven pfi UHKT a I. Interni klinice 1. LF UK.
Transplantacni sekce je spole¢nd pro hematologickou a onkologic-
kou spolecnost. Pracovnici registru navstivili zahrani¢ni registry a pfi-
pravili navrh odpovidajici poZzadavkiim EBMT.
b) Néavrh na zménu indikaci erytropoetinu— pfedloZen doc PetruZel-
kou-vybor schvdlil, bude ptedloZen pojiStovné, Zajisti doc.Petru-
Zelka.
¢) Firma Janssen Cilag upozoriiuje na moznost vzniku aplazie cer-
vené fady po EPO jako diisledek tvorby neutraliza¢nich protilatek,
tyka se zejména nemocnych po dialyze.
d) Navrh na feSeni tispornych opatieni pro preskripci chemoterape-
utik. OS navrhuje: kurativni terapie zistava v kategorii ,,X*, palia-
tivni chemoterapie bude pausalizovdna. OS navrhuje vypracovini
lééebnych postupt s rozliSenim potencialné kurativni 1é¢by pro riz-
né nadorové lokalizace. O navrhy byli pozadani odbornici z ruznych
pracovist. Findlni redakci pro vSechny niddorové lokality povéfen
MOU (odpovida doc Vyzula) .
e) MZd nevyhovelo Zadosti OS o zajiSténi prekladu 6. Klasifikace
MKNO, nejsou t. €. finan¢ni prostiedky, bude zatazena do rozpoctu
UZIS na pfisti rok.
f) Hodnotici komise na udéleni Staskovy ceny od Nadace Paula Jans-
sena se vybrala ze 4 pfihldSenych praci: Holub Z., et al.: Laparosco-
pic staging of endometrial cancer, publikovanou v Eur. J. Obstet.
Gynecol. Reprod. Biol. 100,2001, p 81-86. Ceny vitéziim budou pre-
déany 5. 11. 2002 v 17.00 v Karolinu.
Do bfezna 2003 se podavaji ndvrhy na ceny této nadace za rok 2002.
COS navrhne préci na prosincovém vyboru . Navrhy mohou poda-
vat i jednotlivci.

3. Korespondence
a) Firma Janssen Cilag nabizi podporu COS JEP ve vysi cca 500 000
K¢, bude vyuZita na vydani standardi.
b) Firma Astra Zeneca —ptedala pfedsedovi spolecnosti symbolicky
Sek na 200.000 K¢&. Vybor trozhodl vénovat tuto ¢astku na ziizeni
registru transplantaci kostni dfené. Stanovisko ozndmi firmé& prof.
Klener.
¢) Firma Janssen Cilag oznamuje zahajeni projektu ,,Cesta ze své-
ta bolesti®, zaméfeného na osvétu u pacientd trpicich unavou
a bolesti.
d) Liga proti rakoviné zaslala informace o sjezdu UICC v Oslu, kde
byla pfijata Deklarace na podporu a dodrZovani prav onkologickych
pacientli (bude vyvéSeno na www.linkos.cz — zafidi dr. Novotny).
Prof. Dienstbier doporu¢uje navrh na ¢lena vyboru UICC z fad COS.
Liga proti rakoviné svolava v navaznosti na Tyden proti rakoviné
(7.-13.10.2002) . i
22.10. 2002 II. Sném dobrovolnych a profesnich organizaci. Ucast
prislibil doc. Zaloudik.
€) Seznam akci pod zéstitou COS v r. 2003 — BOD, JOD, Staskovy
dny, CLS odeslal doc PetruZelka pouze tyto akce. Nutno doplnitodal-
§f akce poradané pod zéstitou OS a odeslat na adresu Vit Cerny —
Marketing pro zdravi (Onkologie v gynekologii a mammologii Brno,
Podpuirné péce Ostrava, Den mladych onkologil)— seznam ode$ledo
konce fijna doc Petruzelka.
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f) CLS #4da o jmenovani kandidéta do predsednictva JEP a revizni
komise: vybor navrhuje Prof.Vorlicka do pfedsednictva, doc
Eckschlagera dorevizni komise. Pfipominky ke stanovam JEP vybor
0S nema. CLS oznami prof. Klener.

g) CLS se omlouva za chybu v a¢tovani v CLS JEP-stav fondu k 30.
6. 2002 je 238 524 K¢ po uvedeni na spravnou hodnotu. Vyse pfis-
pévku na pristi rok zistava nezménéna — CLS odpovi dr. Fischer.
h) CLS zaslala seznam ¢lentt COS k 17. 7. 2002 — 526 &lent, a seznam
neplatiéﬁ (99) zatim nebude Vyvé§en na linkos, jen pﬁpominka pla-
ceni osobnim dopisem — rozegle pi. Amirouche. COS ma 15 zahra-
ni¢nich Cestnych ¢lent, jeden jmenovan v roce 1977, 13 v roce 1988
ajeden v roce 2001. Neni piehled o estnych ¢lenech z CR — zjisti p.

Amirouche.

i) Zadosti: hejtman stfedoceského kraje — Zdda navrhy na odborniky
pro onkologii: nivrZeni: dr. Aschermannovd, dr. Tobek, doc.Abra-
hdmov4, Hejtmani Jihomoravského a Zlinského kraje Zédaji téZ jme-
novat odborniky pro onkologii. Pro Zlinsky kraj navrZen dr Kohou-
tek, pro Jihomoravsky kraj doc Zaloudik, doc. Stérba. Dalsi ndvrhy
doda doc. Vyzula. Hejtmantim odpovi prof.Klener.

j) CLK 74dd o posouzem onkologické erudice dr. Ondfeje Blahy
(k Zadosti o zfizeni soukromé praxe) — vyfidi prof.Vorlicek.

k) UZIS zaslal vysledky statistickych dat za rok 2001 a vzor nového
formuléfe — posoudi dr. Jelinkova.

1) VZP 7ada o nazor na vytvofeni nového kodu pro fotoforezu v 16¢-
bé posttransplantacni reakce. — Onkologicka spole¢nost se domnivd,
Ze posouzeni je v kompetenci Hematologické spolecnosti. Odpovi
prof.Klener.

m) Dopisy firem :Pliva- Lachema 74d4 o vyjadieni COS k udéleni
vyjimky zregistrace oxaliplatiny v 1é¢b& GIT — COS doporucuije stej-
nou odpovéd jako pro fy Sanofi- zafidi pi Amirouche.

Firma Novartis —#4d4 o vyjadfeni k indikacim Femary : COS pod-
poruje indikaci pro neoadjuvantni 1é¢bu a 1é¢bu pacientek piedléce-
nych antiestrogeny. Odpovi prof.Klener.

n) MZd poZaduje navrh kandidéta na predsedu IACR v Lyonu- COS
navrhuje prof. dr. Bubenika Navrh a potfebné materidly zasle na MZ
prof.Klener.

0) Sekce onkochirurgie —Z4da o zaplaceni kolektivniho Clenstvi sek-
ce v WFSOS- Vybor schvilil. vyfidi dr. Fischer.

p) Dr. Neumannov4 - Zadost o zastitu nad onkologickym symposi-
em — vybor souhlasi.

Zadost o schvileni rozesilani Lancet Oncology ¢lenim OS — K. Hyn-
kova musi poZadat o rozesldni CLS. Vybor vyslovil souhlas s pod-
minkou, Ze poStovné bude G¢tovano vydavateli, nikoliv COS.

r) BOD se budou konat 22-24. 5. 2003, pfedbéZny program je vysta-
ven na LINKOS.

. Rizné

Kurzy IPVZ — milo obsazeny, nutno informovat ¢leny COS s pred-
stihem,prostfednictvim linkos cz.. SROB — prim. StankuSova navr-
huje konsultovat koncepce obort na spol. schiizi. Déle informovala,
Ze podle statistiky UZIS indikace k RT ¢ini 31 — 60 % podle kraje.
Chybi metodické vedeni a neni moznost kontroly. ZlepSeni by bylo
mozno ocekavat od zavedeni instituce krajskych odbornikt. Moz-
nost kontroly indikaci terapie a preskripce. Byla téZ podéana infor-
mace o kongresu ESTRO v Praze.

Doc Vyzula —upozoriiuje, Ze je tfeba inovovat koncepci piistrojové-
ho vybaveni. Tlak od spolecnosti nevede ke zlepSeni.

Doc Zaloudik zaslal vyboru materlaly o spolupraa OS se spol. Iék.
Genetiky.Clenové vyboru odeslou své pripominky pfimo doc. Zalou-
dikovi.

V breznu kon¢i funkéni obdobi vyboru. Na pfisti schiizi nutno jme-
novat volebni komisi a dohodnout organizaci voleb.

Vsem ¢lenim vyboru se uklada dodat na pfisti schiizi materidly
k vypracovani vyro¢ni zpravy za rok 2002 a vyro¢ni zpravy odstu-
pujiciho vyboru.

. Oznameni

Doc. MUDr. Viclav Bek DrSc., &estny ¢len COS a emeritni pred-
nosta Onkolgické kliniky, zakladatel a vedouci katedry klinické onko-
logie IPVZ, oslavil své 80. narozeniny.

PFisti schiize vyboru 19. 11. 2002.

Prof. MUDr. Pavel Klener, CSe., predseda COS JEP



