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LE’éEBNF; POSTUPY U NEPOKROCILYCH TESTIKULARNiCH
GERMINALNICH NADORU NESEMINOMOVEHO TYPU

THERAPEUTIC APPROACHES FOR EARLY STAGE NONSEMINOMATOUS
GERM CELL TESTICULAR TUMORS

ABRAHAMOVA 1J.
FAKULTNI THOMAYEROVA NEMOCNICE, PRAHA

Souhrn

Autorka se zabyva souCasnymi lééebnymi postupy u nepokrocilych testikularnich germinalnich nadorti neseminomového typu
véetné preinvazivniho CIS (carcinomu in situ). VSechna doporuceni vychazeji z ,,European Association of Urology Guidelines
2007 a z mezinarodné uznanych rizikovych kritérii. Pii dodrZeni vSech pravidel jsou nepokrocilé testikuldrni germinalni nadory
neseminomového typu prakticky zcela vylécitelné (< 95 %)

Kli¢ova slova: testikularni germinalni nadory, klinické stadium I, neseminomy, angioinvaze

Summary

The author deales with current therapeutical approaches for early stage nonseminomatous germ cell testicular tumours, including
preinvasive stage CIS (carcinoma in situ). All presented recommendation results from ,,European Association of Urology Guidelines
— 2007 and are based on respected risk factors of the disease progression. When all recommended approaches are kept, then most

of these patients are fully curable (<95).

Keywords: testicular cancer, clinical stage I, germ cells, nonseminoma, angioinvasion

1. Preinvazivni CIS (TIN)

Rada studii se zabyvala otazkou vhodnosti biopsie dru-
hostranného, dosud nadorem nepostizen¢ho, varlete. Pfi-
blizné 5% nemocnych s testikularnimi germinalnimi na-
dory (TGN) ma jiz v druhém varleti vytvofen CIS (TIN),
z n¢hoz se nakonec cca v 70% piipadli vyvine invazivni
testikularni germinalni nador (Skakebak et al., 1982). Pro-
vedeni biopsie je provazeno komplikacemi, jako je bolest,
hematom a sniZeni sérovych hodnot testosteronu (Manning
et al., 1998).

V piipade¢ zjisténého TIN obvykle nasleduje ozafeni hemis-
krota davkou 20 Gy (frakce po 2 Gy). Po této 16¢bé vSak
nasleduje vymizeni exokrinni i endokrinni funkce varlete
(Petersen et al., 2002).

Kontralateralni testikularni biopsie se v nékterych zemich
provadi rutinné. Nizka incidence TIN, nizk4 incidence me-
tachronni naddorové bilaterality (cca 2,5-5%) a nezanedba-
telnd morbidita nasledujici po biopsii a po radioterapii, ¢ini
doporuceni k biopsii velmi kontroverznim (Dieckmann et
al., 1996, Harland et al., 1998). Podle Doporuceni Evrop-
ské urologické spolecnosti (European Association of Uro-
logy Guidlines 2007) by se biopsie kontralateralniho varlete
méla nabidnout v§em pacientiim, ktefi se fadi do skupin vy-
sokého rizika. Jsou to nemocni s objemem varlete do 12 ml,
déle s anamnézou kryptorchizmu a s vékem do 30 let.

Tam, kde je sice zjistén CIS, ale nemocny jesté planuje

v budoucnu koncepci, radioterapie neni vhodna. V téchto
ptipadech se uplatiuje taktika zvySeného dohledu a lécba
spocivajici v totalni nebo parcialni orchiektomii. Radiotera-
pie se muze provést pozdéji.

V kazdém ptipadé, pfi zjisténém TIN, je radioterapie me-
todou volby. Je-li provedena, nasleduje infertilita a posko-
zeni funkce Leydigovych bunék neschopnych produkovat
testosteron. Tento stav vyZzaduje dlouhodobou (celozivotni)
substitu¢ni hormonalni 1é¢bu (De Santis et al., 1999, Jacob-
sen et al., 2002). Pred planovanou radioterapii zjiSténého
TIN je tieba nemocnému nabidnout téz kryoprezervaci
spermatu.

2. Germinalni nadory neseminomového typu (GNNST)
— klinické stadium I

Vsechna nasledujici doporuceni vychdzejici z nejnovéjsich
,European Association of Urology Guidlines 2007,
Testikularni germinalni nadory neseminomového typu
(GNNST) znamenaly v dob¢ pted érou kombinované 1écby
s cisplatinou naléhavé ohrozeni zivota nemocnych. Zatim-
co difve prezivala méné nez jedna tietina pacient trpicich
témito zhoubnymi novotvary, dnes se vyléci podle nasich
zkuSenosti 90% nemocnych. Nekterd pracovisté udavaji
celkové procento trvalého preziti 90-95 %. Tak se testikular-
ni GNNST stavaji modelem kurabilniho zhoubného nadoru
dospélych. Zlepsené vysledky dlouhodobého pteziti a vylé-
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¢eni nemocnych jsou zptisobeny pokroky v diagnostice jak
rentgenologické — CT, USG (Abrahamova et al., 2008), tak
biochemické (markery), coz vede k upfesnéni stagingu (Ab-
rahamova, 1981, 2003, 2007). Pfinos chirurgie v podobé re-
troperitonealnich lymfadenektomii, jak radikalnich, tak ze-
jména modifikovanych a v podobé cytoredukénich vykonti
po intenzivni chemoterapii je nesporny. Byla to vSak prede-
v§im kombinovana chemoterapie na bazi cisplatiny (a poslé-
ze karboplatiny), kterd zptisobila rozhodny obrat v progndze
a lécebnych vysledcich diseminovaného onemocnéni.

Pod klinicky pojem testikularni GNNST se fadi nadory jako
embryonalni karcinom, teratom, nador ze Zloutkového vac-
ku, choriokarcinom, které mohou existovat v ¢isté podobé¢,
nebo se mohou navzajem kombinovat (viz. kap. patologie).
Vzhledem k tomu, Ze se dosud nenalezly lé¢ebné zptisoby
specifické pro uréitou nadorovou jednotku, lécebné zplsoby
jsou skupinové a klinické hodnoceni se provadi souhrnné.
Klinické stadium I znamena, Ze nador je omezeny pouze na
varle a Zadnou, v soucasnosti doporu¢ovanou, diagnostic-
kou metodou nejsou zjistitelné lymfogenni ani hematogen-
ni metastazy. Nejstar$i [écebnou metodou je radioterapie.
V Sedesatych letech se objevily pfiznivé zpravy o radikalni
a posléze modifikované retroperitonealni lymfadenektomii.
S rozvojem kombinované chemoterapie a uspéchy v 1écbé
diseminovaného onemocnéni se projevila snaha mnohych
klinikd uplatiiovat u pocatecniho stadia konzervativnéjsi,
co nejméné poskozujici rezim. Tyto snahy vedly k vypraco-
vani taktiky zvySeného dohledu (,,wait and watch*). Tento
nesporné Setrny zptisob péce viak sebou nese pomérné vel-
ké nebezpeci relapsi, a proto se v indikovanych ptipadech
uplatriuje profylakticka adjuvantni chemoterapie.

2.1 Zhodnoceni miry rizika

Pro spravné klinické rozhodnuti o nasledujici 1é¢b¢ je nut-
né, aby patologicky nalez obsahoval dvé dilezité informa-
ce: 1. Musi byt piitomno jasné odliSeni seminomu od
nadoru neseminomového typu. Prehlédnuti prognostiky
zavaznych nalezii miiZe mit pro nemocného dalekosahlé
nepiiznivé dusledky. 2. Musi byt pfitomno jasné vyjad-
feni, zda v nadoru je nebo neni pfitomna lymfovasku-
larni invaze.

V fadé studii se zjistily vztahy mezi ur¢itymi morfologic-
kymi znaky orchiektomického materidlu a Cetnosti recidiv
u NSGCT 1é€enych retroperitonealni lymfadenektomii
(RPLND), nebo u nemocnych, ktefi se podrobili takti-
ce ,,wait and watch* (Krege et al., 2001, Alexandre et al.,
2001).

Nejvyznamnéj$im prediktivnim faktorem pro moznou pied-
povéd recidivy je vaskularni invaze (Klepp et al., 1990,
1997, Freedmann et al., 1987, Heidenreich et al., 1998).
K relapsu dochdzi asi u 47 % nemocnych, u kterych byla
zji$téna vaskularni invaze a pouze u 15-20% pacientd bez
vaskularni invaze.

Pro definici skupiny s vysokym rizikem ma zfejmé vyznam
vysoky proliferacni index méfeny jako vice nez 70 % MIB
1. Déle je to nesporné piitomnost bunék embryonalniho
karcinomu ve vice nez 50 % (Albers et al., 2003).
Nepfitomnost vaskuldrni invaze ma negativni prediktivni
hodnotu v 77 %, dovoluje tedy ,,surveillance™ u nemocnych
nizkého rizika. Soucasny vyskyt nizkého prolifera¢niho
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skore MIB 1 (méné nez 70 %) zvySuje negativni prediktivni
hodnotu na 87 %. Naproti tomu pfitomnost vaskularni inva-
ze ma pozitivni prediktivni hodnotu pro pfitomnost okult-
nich metastaz v 53 %.

Kombinace piitomnosti vaskularni invaze s vysokym pro-
liferaénim skoére a s vice nez 50 % piitomnosti struktur em-
bryonalniho karcinomu, zvysuje riziko nemocného z pii-
tomnosti okultnich metastaz na 64 % (vysoké riziko).
Podle evropskych doporucenti je tfeba nemocné stratifikovat
podle uvedenych rizikovych faktor a podle téchto kriterii
i vybrat vhodnou 1é¢bu (Gilligan, 2005).

V soucasné dobé¢ je ve vétsiné evropskych zemi uplatiio-
vana bud’ taktika zvySeného dohledu, nebo adjuvantni che-
moterapie. Na mnoha pracovistich v USA se autofi kloni
k provadéni modifikované RPLND. Donedavna existovala
jesteé pracovisté, ktera indikovala i uw GNNST prvniho kli-
nického stadia radioterapii.

2.2 Radioterapie

Ozafovani je nejstarsi [écebnou metodou pouzivanou v 1éc-
bé testikularnich GNNST. Dlouhodobé preziti, a to 80-95 %
nebo 90-95% u prvniho stadia uvadi vétsina autord. Vy-
sledky byly nepochybné zavislé na pfesnosti stagingu,
rozsahu primarniho nadoru a na pouzité radiacni technice.
V Sedesatych a sedmdesatych letech se ozafeni GNNST na
veét§ing pracovist’ provadélo megavoltazi, velkoobjemovou
technikou, shodnou s technikou uplatilovanou u seminomti.
Vzhledem k tomu, Ze GNNST jsou nadory s omezenou ra-
diosenzitivitou, celkova davka byla vys$si nez u seminomu
a pohybovala se vétSinou v rozmezi 4000—4500-5000 cGy
v 5-6 tydnech.

Radia¢ni metoda, a¢ velmi dobie propracovana a v soucas-
nosti jiz vSeobecné dostupnd, ma u GNNST sva uskali (Ab-
rahamova et al., 1983, Raghavan, 1985).

1. GNNST jsou nadory s omezenou radiosenzitivitou a pro-
to aplikovana davka 4000—4500 cGy na velky objem bii-
cha pfinasi nebezpeci postradiacnich komplikaci ¢asnych
1 pozdnich. Je to pfedev§im myelosuprese, ktera mtize ne-
ptiznivé ovlivnit nezbytnou chemoterapii v piipadé relapsu.
Radiacni enteritidy ¢asné a zejména pozdni nejsou vyjim-
kou.

2. Nelze ptehlizet kancerogenni efekt. Vzhledem k mladé-
mu véku nemocnych a vysoké kurabilité choroby je nanej-
vy$ pravdépodobné, ze takto 1éCeni a vyléceni nemocni by
se mozného nadoru, zpisobeného v tomto piipade¢ radiaci,
dozili.

3. Ozafenim retroperitonea jsou ztizeny pozdéjsi podminky
k moznému eventualnimu chirurgickému vykonu v retrope-
ritoneu.

4. Gonadova davka, kterou pacient obdrzi béhem ozatovaci
série, 1 kdyz ponechané varle nelezi v pfimém svazku zafeni,
neni pravdépodobné bezvyznamna a nutno pocitat s oligo-
spermii ¢i azoospermii u ¢asti takto 1écenych nemocnych.
5. Pfi nehomogenité naddorové populace u GNNST nutno
pocitat s tim, Ze pro n€které¢ bunécné klony nebude apliko-
vana davka davkou tumoricidni.

Z vyse uvedenych divodt bylo na vétsin€ pracovist’ od po-
operacniho ozareni, jako rutinni 1é¢ebné metody klinického
stadia I, upusténo. Podle evropskych doporuceni je nutné
tuto 1é¢bu pokladat za opsolentni a kontraindikovanou.
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2.3 Lymfadenektomie (RPLND)

O retroperitonealni lymfadenektomii (RPLND) jako lé¢eb-
né metod¢ klinického stadia I se v poslednich 20-25 letech
velmi diskutuje. V r. 1959 uvedli Paton et al. studii 125 ne-
mocnych, u kterych zjistili pfi transabdominalni RPLA v re-
troperitoneu metastazy embryonalniho karcinomu s event.
ptimési teratomovych struktur. U téchto nemocnych auto-
fi popsali dlouhodobé preziti v 65% oproti 13 % pacientd
ptezivajicich po 1é€bé radiaci. Je vysoce pravdépodobné, ze
tehdy neslo jen o klinické stadium I (z hlediska dnes$niho
stagingu). Toto sdéleni bylo popudem pro provadéni radi-
kalnich RPLND v $ir§im méfitku. Po dalsi desetileti 16¢i-
li klinici na vét$in€ americkych pracovist nemocné stadia
I pravé timto zptisobem, zatimco na evropskych pracovis-
tich se nemocni s tymz nadorovym rozsahem 1€é¢ili radiaci.
Vysledky obou 1é¢ebnych zplsobl byly srovnatelné. U ra-
diace se udavalo 90-95 % uspésnosti a u RPLA 95-98 %.
Je ziejmé, ze vykon, jakym je radikalni RPLA, je ndro¢ny
na zru¢nost chirurga a vybaveni pracovisté a je tedy vyhra-
zen pro vrcholové pracoviste.

Soucasny staging nese sebou 10-15% chyb v nerozpoznani
subklinickych retroperitonealnich metastaz (Pizzocoro et al.,
1985, Foster et al., 1998). RPLND odstrariuje tuto chybu, ne-
bot pii tomto vykonu provadi chirurg vlastné staging a déli
nemocné na nemocné patologického stadia I a nemocné s mi-
kroskopickym metastatickym nalezem, ktefi jsou dale 1éceni
zpusobem, jak je obvyklé u II. klinického stadia. Odstranéni
retroperitonealnich metastaz mize mit i kurativni efekt v pii-
padé, ze vzdalené metastazy nejsou dosud zalozeny.

Rozvoj kombinované chemoterapie na bazi cisplatiny a jeji
1é¢ebné uspéchy u diseminovaného onemocnéni GNNST vedl
k logické uvaze, Ze by bylo mozné 1é¢it nemocné stadia I pou-
hou orchiektomii a pfipadné relapsy 1é¢it, az kdyz vzniknou.
Tim by se pacienti s inicialnim onemocnénim vyhnuli rozsah-
lému operacnimu vykonu a jeho hlavni komplikaci — ztraté
ejakulace. Navic RPLND nemize zabranit plicnim relapsim
(nebezpeci je 5-10 %) nebo jinym hematogennim metastazam.
Proto byla vypracovana taktika zvySeného dohledu.
Modifikovana lymfadenektomie jako rutinni 1é¢ebna meto-
da stadia I ma v soucasné dob¢ své zastance zejména v USA,
kde se s ispéchem provadi. Stejné jako radikalni RPLND je
i modifikovana lymfadenektomie vykonem pro zkuseného
zruéného odbornika. Vzhledem k nutnosti zvlasté peclivé
pooperaéni biopsie vyzaduje také zruéného patologa.

2.4 Taktika zvySeného dohledu (“surveillance®,“wait
and watch®)

Taktika zvySeného dohledu znamena, Ze nemocni po orchi-
ektomii zafazeni na zakladé podrobnych vysetieni do kli-
nického stadia I, se nepodrobuji dalsi 1écbe, ale jsou velice
peclivé programové sledovani. Tuto taktiku zacali uplatiio-
vat kolem r. 1979 pracovnici sedmi svétovych pracovist. Do
studie zaradili nemocné, ktefi splitovali nékolik podminek:
1. primarni nador neprortstal do semenného provazce nebo
paratestikularnich tkani,

2. hodnoty sérovych markert nebyly zvyseny,

3. nemocni neméli v ptedchorobi zadny neadekvatni skro-
talni vykon.

Dtlezitym faktorem byla disciplinovanost nemocnych
a ochota podrobit se pravidelnym kontrolam, které zname-

naly mé&si¢ni navstévu lékate s jeho peClivym vySetfenim.
V uvedeném souboru vSech sedmi pracovist’ bylo 195 ne-
mocnych. Autofi pozorovali relaps u 43 z nich, tj. ve 22 %.
Nejcastéjsi lokalizaci relapsu bylo retroperitoneum (Ragha-
van, 1985).

Lécéebnou strategii zvySeného dohledu zkoumalo i nékolik
pozdégjsich studii (Read et al., 1993, Sogani et al., 1998).
Piiblizné u 30% nemocnych dojde k recidivé. Je dilezité
veédét, ze 80 % z uvedenych relapst se diagnostikuje béhem
prvnich 12 mésicl, 12% béhem druhého roku sledovani,
6% ve tretim roce a kolem 1% jesté ve ctvrtém a patém
roce od diagndzy. Kolem 60 % relapsii se zjistuje v retro-
peritoneu. U nemocnych se zjisténymi relapsy jsou asi ve
35% normalni sérové hodnoty nadorovych markerd. I pres
velice piisné sledovani, 11% relapsti se prezentuje jako
velkoobjemova choroba (Colls et al., 1999, Spermon et al.,
2002, Hendry et al., 2000, Lowe et al., 1993).

Uvedena data znamenaji, Zze 70 % pacientli prvniho klinic-
kého stadia, u nichz béhem sledovani nedojde k relapsu, se
vyhne zavaznému chirurgickému vykonu (RPLND), nebo
naro¢né chemoterapii na podklad¢ cisplatiny.

Taktika zvySeného dohledu vSak md své nedostatky:

1) Nutnost dodrzovat program naro¢ného sledovani, k né-
muz musi byt nemocny vysoce motivovan.

2) V piipad¢ relapsu je tfeba k dalsi 1écbé aplikovat 3-5
cykli chemoterapie, zatimco na pocatku 1écby v adjuvanci
se povazuji za dostatecné 2-3 cykly.

3) Pacient je vystaven znacné nejistoté, coz muze snizit
kvalitu jeho zZivota.

Pti zvazovani taktiky zvySeného dohledu jako Iécebné alter-
nativy, je tfeba s témito fakty pocitat (Divrik et al, 2006).
Podle evropskych doporucenti je tato taktika vyhrazena jen
nemocnym schopnym dodrzet program intenzivniho sle-
dovani a jen na vybrana pracovisté, ktera vladnou velkymi
zkusenostmi s 1é¢bou TGN a ktera jsou dobie personalné,
pfistrojové i prostorové vybavena (Kildahl-Andersen et al.,
2005, Howard et al., 2005).

Je jasné, Ze navrh této lé¢ebné modality musi vychazet ze
zralé uvahy, ve které hraji roli prediktivni faktory. Podle sou-
¢asnych doporuceni se surveillance poklada za vhodny
postup jen u nemocnych, u nichZ nebyla v orchiektomic-
kém preparatu zachycena vaskularni invaze, ani struktu-
ry embryonalniho karcinomu a prolifera¢ni skére nebylo
vysoké.

2.5 Adjuvantni chemoterapie

Vzhledem k vysokému procentu relapsi v souborech pouze
sledovanych pacientti vystoupila do popiedi moznost adj-
uvantni kombinované chemoterapie na bazi cisplatiny. Jestli-
ze jeji aplikaci Ize u diseminovanych piipadii dosahnout vice
nez 80 % kompletnich remist, je jen logické, ze taz 1écba musi
mit shodné uéinky i na mikrometastazy. Zvysené nebezpeci
vzniku relapstt maji nemocni s vytypovanymi prognosticky
nepfiznivymi znaky a tito nemocni jsou kandidaty pro adj-
uvantni profylaktickou kombinovanou chemoterapii. Nejcas-
t&ji se podavaji 2-3 cykly kombinace BEP. V souvislosti s ad-
juvantni chemoterapii vyvstava nékolik znepokojujicich ota-
zek. Proti podavani adjuvantni chemoterapie s prognosticky
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nepiiznivymi znaky stoji argument, Ze ne vSichni tito nemoc-
ni relabuji a dale, ze mohou relabovat i nemocni bez téchto
znakd. Proti navrhu podavat adjuvantni chemoterapii uvede-
nym pacientiim stadia I stoji argument, Ze u nemocnych, ktefi
nerelabuji, by byla tato 1é¢ba zbytecna. Je nanejvys pravdépo-
dobné, ze kombinovana chemoterapie, jejiz relativné znacna
toxicita je znama, se projevi i u¢inky pozdnimi.

Presto vSak je mozné u pacientii vybranych k adjuvantni
chemoterapii snizit riziko relapsu z 50 % na méné nez 5%
(Bohlen et al., 1999, 2004, Oliver et al., 1993).

Vyhodou adjuvantni chemoterapie je zklidnéni nemocného,
ktery ma uspokojivy pocit z 1écby a péce lékare. Je tak zba-
vovan psychického napéti z ocekavané mozné recidivy.
Nespornou vyhodou chemoterapie je jeji systémové pi-
sobeni, oproti operacnimu vykonu, ktery zasahuje pouze
v retroperitoneu. Adjuvantni chemoterapie si klade za cil
znieni moznych okultnich metastaz ¢i kryptogennich na-
dorovych bunék vsude v organizmu.

Na druhé strané je chemoterapie spojend s nepiiznivymi
uéinky vyplyvajicimi z expozice mladych pacientl cytosta-
tiktim, ktera vyvolavaji toxické u¢inky €asné i pozdni. Patfi

k nim alopecie, myelosuprese, nefrotoxicita, neurotoxicita,
ototoxicita, pfipadné pneumotoxicita, neptiznivy Gcinek na
kardiovaskularni aparat. Aplikace etoposidu je asociovana
s vys$§im vyskytem leukémie. Kancerogenni pozdni uéinek je
tieba vzdy brat v potaz (Bridges et al., 2007). Je tfeba pocitat
i s moznosti dalsi infertility pro vyvolanou oligo-aZz azoos-
permii (Bohlen et al., 2001, Huddart et al., 2003, Siener et
al., 2002).

Doporucuje se nabidnout nemocnym vzdy pied planovanou
adjuvantni chemoterapii moznost kryopreservace spermatu.

2.6 Persistujici zvySené hodnoty nadorovych markeru
(stadium I. S)

Obligatorni nadorové markery v séru (AFP, HCG) je nutné
dlouhodobé¢ pravidelné sledovat.

Zvysené nadorové markery po orchiektomii znamenaji re-
zidualni chorobu. Je tfeba pamatovat i na druhostranné var-
le, a to peclivé sledovat (USG, palpace).

O nemocnych stadia 1.S se hojné diskutuje. Doporucuje
se aplikace 3 cyklti kombinované chemoterapie typu BEP
(Saxman et al., 1996).

specializovana pracovisté.

ptipadech pfednost chemoterapii.

Doporuceni (European Association of Urology Guidlines 2007)

Stadium I. A — Nizké riziko (pT1, zadny rizikovy prediktivni faktor)
1. Jestlize nemocni jsou schopni dodrZet intenzivni program zvyseného dohledu na vybraném a vhodném pracovisti,
muze se nabidnout pacientim dlouhodoba surveillance trvajici nejméné 5 let. Tento zpisob je vhodny jen pro

2. Primarni adjuvantni chemoterapie nebo RPLND u nemocnych nizkého rizika se navrhuje jediné tam, kde neni
mozné (z jakéhokoliv diivodu) uplatnit taktiku wait and watch. Na evropskych pracovistich se dava v téchto

Stadium I. B — Vysoké riziko (pfitomnost rizikovych prediktivnich faktort, pT2-pT4).
1. Vuvahu pfichazi adjuvantni chemoterapie, 2-3 cykly kombinace BEP
2. Taktika zvySeného dohledu nebo RPLND piipada v ivahu jen tam, kde nemocny chemoterapii odmitne.
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SEMINOM V PRVNIM KLINICKEM STADIU — LECEBNE MOZNOSTI
TREATMENT OF SEMINOMA I STAGE DISEASE

VYSKOCIL J.!, POPRACH A.', PETRAKOVA K.!, LAKOMY R.!, VYZULA R.!, COUPEK P>

'KLINIKA KOMPLEXN{ ONKOLOGICKE PECE, MASARYKUV ONKOLOGICKY USTAV, BRNO
ZKLINIKA RADIACNT ONKOLOGIE, MASARYKUV ONKOLOGICKY USTAV, BRNO

Souhrn

Seminom tvoii 35% vSech malignich germinativnich nadorti u mizt, z toho az 80% je diagnostikovano v I. klinickém stadiu. Pocet
trvale vylécenych pacienti se dlouhodobé blizi 100%. Adjuvantni radioterapie nasledujici po radikalni orchiektomii byla az donedav-
na povazovana za zlaty standard 1é¢by. Lééebné moznosti radioterapie jsou ale limitovany moznymi zavaznymi nezadoucimi u¢inky,
zejména gastrointestindlnimi onemocnénimi, rozvojem sekundarnich malignich nadort, kardiovaskularnimi onemocnénimi a poru-
chou fertility. Proto je snaha o jejich minimalizaci — redukci ozatfovaciho pole, snizenim davky radioterapie, sledovanim pacienti ¢i
pouzitim adjuvantni chemoterapie s karboplatinou v monoterapii. Z dostupnych studii je zfejmé, Ze adjuvantni radioterapie s redukci
velikosti ozatovaciho pole i s redukci davky dosahuje srovnatelnych vysledki jako diivéjsi referen¢ni rezimy. Tyto vysledky jsou
ptitom srovnatelné s publikovanou Gspésnosti chemoterapie s karboplatinou. Surveillance je dal$i moznosti 1é¢by, obzvlasté u paci-
entli 1é¢bu odmitajicich ¢i u téch, kteti maji k aktivni 1écbé kontraindikace a nemaji rizikové faktory relapsu. Jako rizikové faktory
relapsu jsou definovany velikost tumoru > 4cm, invaze do rete testis a pfedopera¢ni elevace nadorych markera (bHCG). VSechny
lé¢ebné modality (adjuvantni radioterapie, adjuvantni chemoterapie s karboplatinou, surveillance u pacientl bez rizikovych faktort)
dosahuji srovnatelného 5-letého preziti od 93,1 % u sledovanych pacientl bez rizikovych faktorti po 96% u pacienti po radioterapii
a chemoterapii. Dle soucasnych doporu¢eni NCCN pro rok 2008 1ze po primarni operaci volit mezi sledovanim pacientl (surveillan-
ce), adjuvantni radioterapii ¢i chemoterapii. Autofi ¢lanku se pokusili na zédklad¢ dat ziskanych z dostupnych praci utvoftit ptehled
o vyhodach a nevyhodach nabizenych 1é¢ebnych modalit.

Kli¢ova slova: seminom, radioterapie, chemoterapie, karboplatina, surveillance, sekundarni malignity

Summary

About 35% of men with malignant testicular germ cell cancer are diagnosed with seminoma, up to 80% of them with
stage I disease. The number of men succesfully treated reaches 100%. For many years radiotherapy following radical
orchiectomy was considered the golden standard for treatment. Treatment efficiency of radiotherapy is limited by it’s late
sequlae, notably gastrointestinal diseases, second cancer development, cardiovascular toxicity or infertility. Therefore there
has been an effort made to minimalise this late toxicity — by radiation field reduction, radiation dose reduction, surveilance or
chemotherapy with carboplatine as a single agent. According to available studies the efficiency of radiotherapy reduced either
in field area or dose are as efficient as previously used radiation regimens and is as efficient as adjuvant chemotherapy with
carboplatine. On the other hand the results of surveillance studies are comparable to those of active therapies, especially in
patients with contra-indications to active treatment especially without prognostic risk factors, i.e. tumour size >4cm, invasion to
rete testis, pre — operative elevation of tumoru markers (beta HCG). All of the above described treatment modalities (adjuvant
radiotherapy or chemotherapy and surveillance of patients without risk factors) reach comparable 5 years® survival from 93,1%
in surveillance to 96% in patients after radiotherapy or chemotherapy. Nowadays, according to the new NCCN guidelines 2008,
we have several options for management strategies for post — orchiectomy treatment, i.e. adjuvant radiotherapy, surveillance
and newly also adjuvant carboplatine — based chemotherapy. In our review article we discuss advantages and disadvantages of
the various treatment modalities.

Keywords: seminoma, radiotherapy, chemotherapy, carboplatin, surveillance, second cancer

Uvod

Seminom tvofi zhruba 35 — 50 % vSech malignich germi-
nativnich nadort, z toho 60 — 80 % pacientti je diagnostiko-
vanych v prvnim klinickém stadiu, viz obrazek ¢.1 (1,16).
Seminom je dlouha 1éta povazovan za typicky ptiklad vylé-
¢itelného maligniho onemocnéni, kde se pocet trvale vylé-
¢enych pacientt blizi 100% (2). Vzhledem k tomu, Ze toto
onemocnéni postihuje hlavné muze v produktivnim véku,
nejcastéji na vrcholu Zivotnich sil (median véku 35 let), je

86 KLINICKA ONKOLOGIE 21 3/2008

pochopitelny pozadavek na zachovani vysoké Grovné kura-
bility (viz Obr. 1 a 2).

Vyvoj v terapii pacientli se seminomem v prvnim klinic-
kém stadiu tedy jiz nemusi sméfovat k dal§imu zvySovani
procenta vylécenych muzid, naopak se jiz druhé desetileti
zaméiuje na udrZeni vysoké UspéSnosti 1écby pifi omezo-
vani jejich nezadoucich ucinkd.

Zakladem 1écby zlstava radikalni orchiektomie, ale na-
sledn¢ mtize 1ékat volit mezi adjuvantni radioterapii, che-
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moterapii ¢i pouhym sledovanim pacientd (surveillance).
Zatim se zda, ze zadna z téchto metod nema jednozna¢nou
vyhodu. Autofi ¢lanku se pokusili na zakladé dat ziska-
nych z dostupnych praci utvofit piehled o vyhodach a ne-
vyhodach nabizenych 1é¢ebnych modalit.
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Radioterapie

Seminomy patii do skupiny nador vysoce citlivych
k uCinkim ionizujiciho zafeni (3). Adjuvantni radiote-
rapie nasledujici po radikdlni orchiektomii u pacientl
se seminomem v prvnim klinickém stadiu byla az done-
davna povazovana za standardni 1é¢ebny postup (NCCN
2006) (4). Vysledky sledovacich studii, praci zabyvajicich
se lymfangiografii u nadort varlat (5), vysledki resekci
provadénych v ramci 1é¢by malignich germinativnich na-
dort varlat (6) spole¢né s anatomii lymfatického systému
varlat ukazuji na to, Ze oblast paraaortanich lymfatickych
uzlin je prvnim mistem diseminace seminomtl, v piipad¢,
ze lymfaticky systém neni poruSen ptfedchozi (pfed or-
chiektomii) operaci na skrotu ¢i v ingvinach. Proto byla
cilovym polem pro radioterapii dlouhou dobu oblast para-
aortalnich uzlin a ipsilateralnich ilickych panevnich uzlin.
(v anglosaské literatute DL, t.j. dog-leg, neboli hokejka).
Omezeni pole adjuvantni radioterapie na oblast paraaor-

talnich lymfatickych uzlin miize byt podle této hypotézy
dostate¢né k eradikaci moznych mikrometastaz, navic vy-
nechani panve z ozafovaciho pole vede ke snizeni davky
zafeni pro kontralateralni varle a minimalizuje tak sekun-
darni infertilitu (7), nemluvé o sniZeni gastrointestinalni
toxicity a vzniku sekundarnich malignit v ozafovaném
poli (8). Proto se v devadesatych letech minulého stole-
ti zacina prosazovat ozafeni cilené pouze na paraaortalni
lymfatické uzliny (tzv. paraaortal strip, PAS). Diisledkem
téchto snah byla studie Fossy a kolektivu (1999) (9) srov-
navajici adjuvantni radioterapii metodou DL a PAS. Ci-
lem bylo srovnat pocet relapst a akutni toxicitu v obou
ramenech. V letech 1989 az 1993 bylo do studie zatazeno
478 muzu v klinickém stadiu i seminomu, 236 do rame-
ne PAS a 242 do ramene DL. Median doby sledovani byl
4,5 roku. Autofi popsali 9 relapst v kazdém rameni, z nichz
4 byly v panvi (ve vSech ptipadech u PAS). Ttiletého in-
tervalu bez progrese onemocnéni dosahlo 96% pacientd
po PAS, resp. 96,6% pacientit po DL. U pacientii v rameni
s PAS polem byla popsana signifikantné mensi incidence
akutni toxicity — nausey, vomitu ¢i leukopenie. Adjuvantni
radioterapie metodou PAS byla spojena s niz§im vyskytem
akutni toxicity, za cenu mirné zvySeného rizika panevniho
relapsu. Na zaklad¢ této studie je paraaortalni ozafeni lym-
fatickych uzlin u klinického stadia i u seminomu u pacien-
tt bez predchozi operace v oblasti tfisel (appendektomie,
operace kyly) povazovano za standardni metodu.
Spoleéné s dalsimi poznatky o pozdnich nezadoucich ucin-
cich radioterapie (viz dale) se do poptedi dostavaly snahy
jednak o jiz zminénou redukci ozafovaného objemu, ale
také se zacina uvazovat o redukci davky, ze standardnich
30 Gy na 25 Gy i 20Gy. Prvni studii, ktera se zabyvala sni-
zenim davky radioterapie na 25 Gy, byla prace Niazi M.
T. A kolektivu (2005) (10). Autoii sledovali dlouhodobé
preziti pacient v I. klinickém stadiu seminomu po adj-
uvantni radioterapii na oblast paraaortalnich lymfatickych
uzlin. Ve studii bylo dosazeno desetiletého bezpiiznakové-
ho preziti u 98,5% pacientli bez vyskytu sekundarni malig-
nity ¢i gastroduodenalni viedové choroby. Do studie bylo
celkem zafazeno 71 pacient v letech 1991 az 2001, ktefi
po absolvovani radikalni orchiektomie prodélali adjuvant-
ni radioterapii v davce 25 Gy na pole zasahujici od horni
hranice obratle Th 11 po spodni okraj obratle LS5, s pru-
mérnou §itkou pole 9, 24cm (pozn.:Th — obratel hrudni
patete, L — obratel bederni patete, ¢isla 11, resp. 5 oznacuji
potadi obratlli, pocitano od shora). Median doby sledovani
¢inil 75 mésici. Celkové pétileté, resp. desetileté preziti
bez znamek recidivy €inilo 98,5%, resp. 92%. Z nezadou-
cich u¢inkd terapie dominovala nausea GI (35% pacientil),
autofi nepozorovali zadné sekundarni neoplazie ani viedo-
vou chorobu gastroduodena. Studie tak potvrdila vysledek
prace citované vyse, tj. Ze adjuvantni radioterapie na PAS
pole dosahuje slibnych vysledkil za cenu minimalni akutni
toxicity.

Daleko rozsahlejsi studii zpracovala Némecka skupina
pro terapii testikularnich nadora (2004) (11), ve kte-
ré autofi kombinovali redukci pole (metoda PAS) i davky
(26 Gy). Vysledky studie prokazaly minimalni ale pfesto
signifikantni zvySeni poc¢tu panevnich rekurenci (1,8%),
které ale nebylo klinicky vyznamné a nemélo dopad na
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celkové preziti pacientii. Do studie autofi v letech 1991
az 1994 zaradili 675 pacientl, u nichz sledovali inciden-
ci a charakter akutnich nezadoucich uc¢inki radioterapie
a pocet rekurenci. Ozafovaci pole zasahovalo od krani-
alniho okraje obratle Thll po spodni okraj obratle L4,
s prumé&rnou §ifkou pole 9 cm, aplikovano bylo primérné
26 Gy v 17 frakcich. Median doby sledovani ¢inil 61 mé-
sici. Z celkového poctu pacientll zatazenych do analyzy
byl zjistén relaps u 26 pacientil, u 22 pod brénici, v 11
ptipadech v ipsilateralnich panevnich uzlinach. Pétiletého,
resp. osmiletého bezpiiznakového pieziti dosahlo 95,8%,
resp. 94,9% pacientll. Celkové preziti pacientli souboru
¢inilo 99,1% po péti letech a 98,6% za osm let. Z akut-
nich nezadoucich G¢inki dominovala nausea (GI 46,1%,
GII 6,7% a GIII 4%). Nebyla popsana zadna GIV toxicita.
Sekundarni maligni tumory byly popsany u 17 pacientli
(2,5%), z nichz v 8 ptipadech byly kontralateralni testiku-
larni nadory, mezi jinymi pak byly nonhodgkinské lym-
fomy, akutni leukémie, meningeom, glioblastoma multi-
forme, nadory hlavy a krku, oblasti GIT. Vice svétla se
do problematiky snizovani celkové davky snazila vnést
mezinarodni randomizovana studie autortt Jones G.W.
A kolektivu (2005) srovnavajici adjuvantni radiotera-
pii 20 Gy proti 30 Gy u pacientli se seminomem prvniho
klinického stadia (12). Vysledky studie potvrzuji, Ze niz-
§i davka radioterapie je 1épe tolerovana pfi srovnatelném
efektu. Do studie bylo zafazeno celkem v letech 1995 az
1998 celkem 625 pacientl s maximalnim lokalnim rozsa-
hem pT3, s negativnimi pooperacnimi nddorovymi marke-
ry (alfa 1 fetoprotein, dale AFP, beta podjednotka human-
niho choriového gonadotropinu, dale bHCG). Ozafovaci
pole zasahovalo od horni hranice Th11 po dolni okraj L5
(PAS), u pacientti po pfedchozim chirurgickém zakroku na
skrotu nebo v oblasti tfisla bylo pole standardné rozsitfeno
o ipsilateralni iliakalni a panevni lymfatické uzliny (DL).
Primarnim cilem studie bylo zjisténi doby do progrese,
sekundarnim cilem pak byla akutni morbidita. Z akutnich
nezadoucich u¢inki dominovala nausea a vomitus, toxici-
ta GIII a GIV byla signifikantné vyssi u ramene s 30 Gy
(19,7% v. 18,4% , p = 0,06), stejn¢ tak leukopenie byla
Cast&jsi u vyssich davek (p=0.02). Pocet pacienttl, kteti bé-
hem 1éEby pocitovali vyCerpavajici inavu a slabost (20%
v. 5%, p<0,001) a kterym tato komplikace znemoziovala
brzky navrat do prace do 4 tydnt od ukonceni 1é¢by, byl
op¢t vyssi u pacientll s davkou 30 Gy (p<0.001). Stredni
doba sledovani byla 61 mésict. Pétiletého bezptiznakové-
ho preziti dosahlo 97% pacientii v rameni s 30 Gy, resp.
96,4% pacientd ozafenych jen 20 Gy. Autofi zaznamenali
celkem 21 relapst, 10 v rameni s 30 Gy a 11 v rameni
s 20 Gy. Zajimavy je pohled na rozloZeni lokality reku-
renci s ohledem na misto ozafeni. V panvi bylo 8 relapst
z 16 relabujicich pacientli s PAS, bez ohledu na davku oza-
feni a pouze 1 rekurence z 5 relabujicich pacientd s DL.

Citované studie jasné ukazuji urcity benefit redukovanych
davek hlavng v oblasti akutni morbidity. Svym zptisobem
je ale alarmujici pocet panevnich relapst u pacientl oza-
fovanych metodou PAS ve srovnani s poctem relapsti u pa-
cientli ozafovanych metodu dog-leg. (12, 13). Zda se, ze
davka 20 — 25 Gy je dostatecnd a ve svém ucinku srovna-
telna s aplikaci 30 Gy. Je otazkou, zda by nebylo vyhodné
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1é¢it pacienty 20 Gy metodou DL. Standardem v Ceské
republice je aplikace 25,2 Gy metodou PAS pii postizeni
pT1-2, v ptipadé postizeni pT3-4 se aplikuje 30,6 Gy me-
todou DL.(14).

Pozdni nezadouci u¢inky radioterapie

Mezi nejcastéjs$i pozdni nezadouci ucinky radioterapie
patii pfedevsim gastrointestinalni onemocnéni, rozvoj se-
kundérnich malignich nddori, kardiovaskularni onemoc-
néni a poruchy fertility.

Vyskyt téchto pozdnich nezadoucich Géinkt vedl k fadé
studii, které porovnavaly redukci davky a ozafovaciho
pole proti standardnimu rezimu DL s cilem snizit tyto
nezadouci ucinky a zaroveni dosahnout stejnych tspéchi
v celkovém preziti a poctu relapsu. (9, 12, 15, 16).
Kardiovaskularni onemocnéni byla hrozbou pfedevsim
u rezimu, kdy se preventivné ozafovalo mediastinum
a supraklavikularni oblast, tyto pfistupy byly jiz opusté-
ny v 80. letech minulého stoleti (17). V souvislosti s in-
fradiafragmatickou radioterapii se taktéz popisuji pfipa-
dy zvySeného vyskytu srde¢nich onemocnéni u pacientl
(pfedevsim ischemické choroby srde¢ni ve vSech jejich
forméach), ale jednim dechem tyto studie upozoriuji na
nutnost zohlednéni dalsich rizikovych faktorti koronarni
nemoci, resp.aterosklerosy obecné — arterialni hypertenze,
hyperlipoproteinémie, koufeni, diabetes (18). Tyto riziko-
vé faktory vzala v ivahu studie, ktera probihala od roku
1982 — 1992 ve Velké Britanii, autori Huddarta R. A.
A kolektiva (2003) (19), ktera prokazala, ze radiotera-
pie je nezavisly rizikovy faktor vzniku koronarni nemo-
ci. Pacienti, ktefi byli ozafeni infradiafragmaticky, méli
2,74 x vyssi riziko vzniku ischemické choroby srdecni.
Jako moznou pfic¢inu korondrni nemoci u téchto pacientl
autofi uvadi, Ze i pfi paraaortalnim ozafeni dochézi k urci-
tému malému ozafeni srdce.

Mezi gastrointestinalni onemocnéni, na jejichz vzniku by
se mohla radioterapie podilet, fadime pfedevsim gastro-
doudendlni viedovou chorobu, refluxni onemocnéni jicnu
a chronicky priijem. Incidence refluxni jicnové choroby se
pohybuje mezi 10% az 27%. (17, 20, 21). Ptiblizné plati,
ze se zvetSujici se plochou ozafovaciho pole a davkou za-
feni nardstd pravdépodobnost vzniku gastrointestinalnich
onemocnéni. Taktéz bylo opakované prokazano, ze vék
pacientll v dobé radioterapie je prediktorem vzniku téchto
komplikaci. Pacienti ozateni ve vy$§im veéku méli vyssi
incidenci téchto onemocnéni. Jiz vzpomenuta studie Al-
lie M.Garcii-Serra (17) zmifuje jednu potencidlné s 1é¢-
bou spojenou fatalni komplikaci, a to pacienta, ktery byl
v roce 1980 ozafen na oblast paraaortalni a panevni, cel-
kovou davkou 30 Gy. Taktéz byla ozafena mediastindlni
oblast celkovou davkou 25Gy. Piiblizn€ za rok po 1é¢be
pacient umirda, jako pfi¢ina smrti byla stanovena nekrosa
tenkého a proximalni tlustého stfeva v terénu postradiac-
ni enteritidy. Median rozvoje refluxni choroby jicnové se
pohyboval okolo 3,7 roku (od 1 mésice do 15,4 let). Jen
45 % pacientl potfebovalo medikamentosni terapii, v na-
prosté vétsin¢ byly dostaCujici blokatory H2 receptort.
Pokud se jedna o gastroduodenalni viedovou chorobu,
jeji vyskyt byl spiSe raritni, pohyboval se ve sledovanych
studiich okolo 2%. Viedova choroba stejné jako refluxni
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choroba maji multifaktoridlni etiopatogenezu (koufeni,
stres, dietni zvyky, abusus NSAID) (22), jejich incidence
se obecné mirné zvysuje a studie, které by vyloudily vliv
dalsich etiologickych faktord na dostateéném mnozstvi
pacientl zatim nebyly publikovany.

Zavaznym pozdnim nezadoucim ucinkem radioterapie je
vznik sekundéarnich malignit. Timto rizikem se zabyvala
rozséahla prace zpracovavajici data od témér 41 tisic paci-
entl s testikularnimi nadory (23). Relativni riziko vzniku
sekundarnich malignit se zvySuje s rostoucim ¢asem od
stanoveni diagnosy. Pacienti, kteti byli ozafeni, méli po
1 — 4 letech relativni riziko (RR) 1,1, po 5 — 9 letech RR
1,5, po 10-ti a vice letech RR 2,0. Riziko vzniku sekun-
darni malignity je vys8i pro ozafenad mista. Relativni riziko
pro mista nachazejici se v typickém infradiaphragmatic-
kém radioterapeutickém poli bylo 2,7, ostatni regiony méli
relativni riziko 1,6. U ozatenych poli ziistava riziko zvyse-
no pod dobu 35ti let i vice, pro neozafena pole se zda, Ze
riziko klesd se stoupajicim ¢asem od stanoveni diagnosy.
Nejcastéji se vyskytuji — zhoubné nadory zaludku (RR
4,1), tlustého stfeva (RR 1,9), rekta (RR 1,8), pankreatu
(RR 3,8), plic (1,4), pleury (4,4), prostaty (RR 1,4), ledvin
(RR 2,8), maligni melanom (RR 1,6) a zhoubny nador stit-
né zlazy (RR 3,1). Kumulativni riziko se zvysuje s klesa-
jicm vékem pacienta v dobé diagnosy. Napiiklad pacienti,
kterym byla diagnosa stanovena ve veéku 20ti let, maji ku-
mulativni riziko 47% ve véku 75ti let, pacient s diagnosou
v 50ti letech maji kumulativni riziko 28% ve 75ti letech.
Autofi ¢lanku si jsou védomi toho, Ze se vySe uvedené in-
formace nevztahuji pouze na pacienty se seminomem, ale
na pacienty s testikularnimi nadory obecné. Autorim ¢lan-
ku slo o to, aby demonstrovali nezadouci Gcinky radiote-
rapie obecné.V retrospektivni studii polskych autort, ve
které sledovali pozdni nezadouci G¢inky radioterapie, bylo
relativni riziko vzniku sekundarnich malignit vice nez
3x vy$$i nez u stejné staré zdravé populace. (18) Vysledky
byly statisticky vyznamné.

Dalsim problémem u ozarenych pacientli se seminomem
jsou obtize v sexualnim Zivoté a v reprodukci. Problémem
hodnoceni téchto moznych nezadoucich t€ink je sbér dat
u pacientli. Naprostd vétSina studii zkoumajici toto téma
probiha formou telefonickych ¢&i zasilkovych dotazniki
(17, 24). Informace jsou tedy Casto zkreslené a pomérné
malo pacientd odpovi na tyto dotazniky. Pokud néjaka
studie zkoumala spermiogram po radioterapii, vétSinou
autofi narazeli na nizkou ochotu muzd poskytnout vzo-
rek ke zkoumani, napf. studie Jeffreye a kolektivu (24)
zavzala 212 pacientd, ale jen 10 muzi poskytlo sperma
k zkoumani. Zakladni otazky zpracované v dotaznicich se
tykaji pfedevsim toho, zda muz zplodil se svou partnerkou
dité pred nebo po radioterapii, pokud po radioterapii, tak
za jak dlouho po radioterapii doslo k otéhotnéni, dale zda
pozorovali n¢jaké zmény v kvalité sexudlniho Zivota a né-
které studie jesté métili hodnotu testosteronu v séru pied
a po radioterapii(17). Jiz zminéna Jeffreyova studie jesté
zkoumala i jiné pfi¢iny poruch reprodukce u muzl, napft.
zda mél varikokélu, kryprotorchismus, vasectomii, infekce
pohlavnich organt a erektilni dysfunkce piitomné jiz pied
radioterapii. U vSech pacientd byl pouzit gonadalni stit.
Jen 11 pacientl zkouSelo mit po radioterapii dité, sedm

z nich dosahlo téhotenstvi u partnerky. Zajimavé zjisténi
bylo, Ze jen u 25% muzi prob¢ehla kryopreservace pred ra-
dioterapii. Spermiogram po radioterapii byl proveden jen
u 10 pacientt, 44% bylo vzorki bylo oligospermickych,
zbytek byl v normé. V roce 1986 Fossa a kol. prokazali
(25), ze jen 15% pacientti mélo persistujici azoospermii po
terapii, zatimco 52% mélo normalni spermiogram béhem
dvouleté¢ho sledovani. Jeffrey (23) prokazal, ze plnych
56% pacienti mélo béhem 8 letého sledovani normalni
spermiogram, 44% bylo oligospermickych, nezachytili
zadného pacienta s azoospermii. Jeffrey neprokazal vztah
mezi davkou zafeni a koncentraci spermii. Jako divod roz-
dilu téchto dvou studii se uvadi pouzivani jinych gonadal-
nich §titd. Z uvedenych studii vyplyva, ze vétSina pacientt
se seminomem, ktefi chtéli pocit dité po radioterapii, byli
uspésni bez metod moderni asistované reprodukce (okolo
65- 75%). VSeobecné je ale znamo, ze fada pacientu s tes-
tikularnimi nadory ma patologicky spermiogram jiz pied
1é¢bou. (26)

Surveillance — aktivni sledovani

Dalsi z moznosti 1é¢by seminomu prvniho klinického sta-
dia je radikalni orchiektomie s naslednym surveillance,
tedy pouhym sledovanim pacienta. Jednozna¢ny harmo-
nogram sledovani nebyl zatim publikovan. Kazdé vétsi
centrum se v programu sledovani 1isi. Dle NCCN 2006 (4)
je doporucovana frekvence kontrol v nasledujicim sledu:
prvni tii roky kazdé 4 mésice, od 4 do 7 let kazdych 6 mé-
sicl a nasledné jednou za rok. Pti kazdé kontrole se dopo-
rucuje odbér nadorovych markert (alfa 1 fetoprotein, beta
podjednotka humanniho choriogonadotropinu a laktat de-
hydrohenéza, ddle LDH), fyzikalni vySetfeni véetné vyset-
feni druhostranného varlete a CT vySetfeni bficha a panve.
Rentgeneovy snimek plic je taktéZ doporucen. Choo a ko-
lektiv (2005) (27) provadéli ve své studii surveillance v ji-
ném harmonogramu — prvni dva roky fyzikalni vySetteni
véetné kontroly tumoroznich markerd (AFP, bHCG, LDH)
a RTG plic kazdé 2 mésice, od 3 — 5 let kazdych 6 mési-
cl, a pak ro¢né, CT bficha a panve prvni dva roky kazdé
4 mésice, od 3 — 5 let kazdych 6 mésict a pak ro¢né.
Relaps free — rate byl v Choove studii v 5ti, 10ti a 15ti le-
tém surveillance 83%, 80% a 80%. Median doby do relap-
su byl 13.6 mésice. Pouze u dvou pacientd doslo k relapsu
za 5 let po stanoveni diagnosy. Z Sesti pacientd s anamné-
zou orchiopexe ¢i kryptoorchismu doslo k relapsu u tfi,
u dvou v ipsilateralnich inguinalnich uzlinach a u jednoho
v paraaortalnich uzlinach. U 12 pacientt se relaps vyvi-
nul v paraaortalnich uzlinach, jeden pacient mél relaps jak
v paraaortalnich uzlinach, tak externich iliakalnich uzli-
nach, dva pacienti méli relaps supradiaphragmaticky — je-
den m¢l postizené mediastimum, druhy i plice.

Pokud dojde k relapsu, tak zachranna radioterapie a che-
moterapie ma potencidl dosdhnout dlouhodobé remise
onemconéni. (28)

Jako prediktivni faktory mozného relapsu jsou piedevsim
invaze rete testis a velikost tumoru (horni hranice 4cm).
Invaze do tunica albuginea, v€k pacienta v dob¢ diagnosy,
lymfaticka a vaskularni invaze se taktéz berou jako pre-
diktivni faktory mozného relapsu (29). Kdo by tedy mohl
byt v ramci prvniho stadia sledovan? Ziejmé by to byl pa-
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cient, ktery odmita onkologickou 1écbu, pacient s mnoha
interkurencemi, pacient, ktery se obava zhorseni fertility
anechce vyuzit moznosti uchovani spermatu, nejlépe vsak
pacient bez rizikovych faktori relapsu.

Chemoterapie

Adjuvantni chemoterapie s pouzitim karboplatiny v mono-
terapii aplikované pouze v den 1, v jedné ¢i dvou sériich,
je nejnovejSim piispévkem v 1€¢be prvniho klinického sta-
dia u seminomu. Karboplatina patii do rodiny platinovych
derivatd s nékterymi vyhodami proti zakladnimu zastupci
skupiny — cisplatiné. Karboplatina je mén¢ nefrotoxicka,
emetogenni a ve vétSing piipadid muze byt aplikovana am-
bulantné (30). Karboplatina ale neni Zadnym novackem
v 1é¢bé testikularnich nadord, jiz pres deset let tvofi je-
den ze zakladnich pilifti vysokodavkované chemoterapie,
m.j. pro svoji minimalni orgdnovou toxicitu (31). Jednou
z prvnich vyznamnych praci byla pilotni studie Olivera
a kolektivu (1994) (32) na 224 pacientech srovnavajici
pouziti dvou resp. jedné série karboplatiny proti adjuvant-
ni radioterapii a surveillance. Vysledky studie potvrdily
znamou Cetnost relapst (18%) u pacientti sledovanych ¢i
(6%) ozafovanych, pfinesly ale na druhou stranu moznost
dalsi redukce Cetnosti relapst pouzitim jedné série chemo-
terapie (1% relapst u 2 seriii, resp zadny relaps u 1 série).
Nevyhodou této studie bylo, Ze zatfazeni do jednotlivych
ramen nepodléhalo nahodné randomizaci. V letech 1982
az 1992 bylo zatazeno 224 pacientd, z toho karboplatinou
bylo 1éCeno 78 pacientt, radioterapii absolvovalo 79 pa-
cientli a 67 pacientil bylo jen sledovanych. Vysledky této
prace byly posléze potvrzeny etnymi studiemi faze 11 (33,
34, 35).

Po opakovaném potvrzeni ucinnosti karboplatiny v mo-
noterapii ve studiich faze II vznikla potifeba porovnat
jednotlivé 1ééebné modality navzajem. Tak vznikly dvé
Spanélské prace. Prvni z nich byla prace Aparacia a ko-
lektivu (2003) hodnotici dvoji ptistup v 1é¢bé pacientt se
seminomem Vv klinickém stadiu I po radikélni orchiekto-
mii, a to surveillance proti adjuvantni aplikaci karboplati-
ny v zavislosti na rizikovych faktorech (29). Celkem byli
do studie zatazeni 203 pacienti, z nichz 60 pacientim na
zéklad¢ pfitomnosti sledovanych faktorti (tumor >pT2,
invaze do lymfatickych a vaskularnich cév) byly podany
dvé série karboplatiny v davce 400 mg/m? v intervalu 28
dni, ostatni pacienti byli sledovani. Po medianu sledovani
52 mésict v rameni s karboplatinou byly 2 relapsy (3,3%),
kdezto sledovanych pacientti zrelabovalo 23 (16,1%),
5-lety disease free survival (DFS) byl 96,6% u karbopla-
tiny a 83,5% u pacientii v surveillance vétvi, median doby
do relapsu byl 11 mésicti. Hlavnimi omezenimi prezento-
vané studie byla absence obecné pfijimanych prognostic-
kych faktord v dobé& planovani studie. Proto na zéklad¢ vy-
sledki studie Warde P. A kolektivu (2002) (103 pacientii
v surveillance) (2), ve které jako signifikantni prognostic-
ké faktory relapsu vysSly lymfaticka, potazmo vaskularni
invaze, stejni autofi vytvofili novou studii srovnavajici
surveillance proti aplikaci adjuvantni chemoterapie kar-
boplatinou v jedné, resp. dvou seriich podle ptitomnosti
patologickych rizikovych faktorti. Zde autofi prokazali
vyrazné snizeni rizika relapsu onemocnéni na zékladé in-
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dikace chemoterapie/surveillance podle pifitomnosti rizi-
kovych faktort: velikost tumoru > 40 mm, invaze do rete
testis. Do studie bylo zatazeno 314 pacientd, z nichz 100
(31,8%) bez rizikovych faktori bylo jen sledovanych, 131
(41,7%) s tumorem > 40 mm dostalo jednu sérii karbopla-
tiny a zbyvajicim 83 pacientim (33 pacientt s invazi do
rete testis a 50 s obéma rizikovymi faktory) byly podany
dvé série chemoterapie. Prospektivné jako mozné riziko-
v¢ faktory byly sledovany: vék pacientt (<30 v. >30 let),
velikost nadoru (>40 mm), patologické stadium pT, vas-
kularni invaze, invaze do rete testis a pfedoperaéni hod-
noty bHCG. V dobé¢ analyzy byl median doby follow up
34 mésict. Celkem relabujicich onemocnéni bylo 6 (6%)
u pacientl v surveillance a 7 (3,3%) u pacientii lé¢enych
karboplatinou (0,8% u Tu>40mm, 9,1% s invazi rete testis
a 6% u pacientll s obéma kriterii). VSechny relapsy byly
lokalizovany v retroperitoneu, s medidnem doby do re-
lapsu 9 mésict. Pétileté preziti ¢inilo 93,4% u pacienti
v surveillance a 96,2% u pacientl Ié€enych karboplatinou.
V ramci vSech pacientl ve studii méli signifikantné lep-
81 pétileté preziti pacienti starsi 30 let (98,3% v. 90,1%,
P=0,0047), u pacientl sledovanych vysly jako nezavislé
rizikové faktory pro kratsi disease free survival (DFS) vék
<30let (P=0,0146) a zvysena ptedoperac¢ni hodnota bHCG
(P=0.0369). U pacientt lécenych karboplatinou negativné
ovliviiuji DFS jen invaze do rete testis (5-lety DFS 99,2%
v. 91,6%, p=0,0108). Na zakladé¢ multivariaéni analyzy
vysledkd byly identifikovany tfi nezavislé prognostické
faktory: vék < 30 let u vSech pacientd, elevovana hodnota
bHCG pted operaci u pacientil v surveillance a invaze do
rete testis u pacientt s aplikaci karboplatiny (36).

Nejdtlezitéjsi a zatim jedinou skute¢nou randomi-
zovanou studii faze III je prace Olivera a kolektivu
(2005) porovnavajici efekt adjuvantni radioterapie proti
adjuvantni aplikaci jedné série karboplatiny u klinického
stadia i u seminomu. Do této multicentrické mezinarodni
studie bylo zafazeno v letech 1996 az 2001 1477 pacient
ve 14 zemich. Vstupnimi kriterii byly patologické stadi-
um pT1 — 3, klinické a radiologické stadium I, normalni
hodnoty AFP pted i po radikalni orchiectomii a normal-
ni hodnota bHCG po radikéalni orchiectomii. Primarnim
cilem studie bylo zhodnoceni DFS, respektive prokazat
stejnou efektivitu karboplatiny a radioterapie. Dale byl
sledovan vyskyt sekundarnich malignit vychazejicich ze
zarode¢né tkané i jinych organd, kvalita Zivota a mor-
bidita spojena s 1écbou. Sekundarnim cilem studie bylo
porovnani efektu 20 Gy resp. 30 Gy na oblast PAS, proto
celkovy pocet pacientti za Gcelem dosazeni vétsi vypo-
védni hodnoty studie byl rozdélen v poméru 5:3 ve pro-
spéch radioterapie. (v dobé planovani studie nebyly jeste
k disposici vysledky studie TE 18 (12)). Autofi zjistili, ze
aplikace 1 serie chemoterapie s karboplatinou v monote-
rapii je ve srovnani s adjuvantni radioterapii stejné ucin-
na v prevenci relapsu, 1épe tolerovana s dobrym profilem
nezadoucich uc¢inkl. Pacienti se diive vraceji do prace
a maji méné kontralateralnich nadord. Chemoterapie
byla aplikovana 571 pacientim v davce podle AUC 7, t;.
7x(glomerularni filtrace v ml/min + 25) den 1. Z pacien-
td, ktefi byli zrandomizovani do ramene adjuvantni radi-
oterapie, 735 pacientd (87%) bylo ozafeno metodou PAS
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a 118 (13%) pacientti metodou DL. Davkou 30 Gy bylo
ozatreno 477 (54%) pacientti, 20 Gy dostalo 322 (36%)
pacientil, zbytek se pohyboval v rozmezi 23 — 29 Gy.
Z akutnich nezadoucich G¢inki dominovaly trombocyto-
penie (G III a IV u 4% pacientii s chemoterapii proti 0 %
u radioterapie, P< 0.0001), zatimco incidence dyspepsie
byla vyrazné vyssi u ozatfovanych pacienti (P<0.0001).
U pacienti léCenych chemoterapii byla v prvnich
72 hodinach pozorovana vétsi Ginava a letargie neZ u pa-
cientll ozafovanych, pfesto se signifikantné vice pacientd
po chemoterapii diive vratilo k normalnimu zptisobu Zi-
vota nez pacienti ozafovani. Median sledovani ve studii
¢inil 4 roky. Po dosaZeni dvouletého sledovani byl pocet
pacientll v kompletni remisi 96,7% vSech ozafovanych
pacientl a 97,7% pacientl po aplikaci karboplatiny. Po
ttech letech byl pomér opacny, a to 95,6% v. 94,8% ve
prospéch radioterapie (bez statistické vyznamnosti). Pa-
cienti v rameni s karboplatinou méli relaps nemoci Cas-
t&ji v paraaortalnich lymfatickych uzlinach (74% v. 9%
u radioterapie), zatimco progrese nemoci v mediastinu,
nadkli¢cich a panvi byla Castéji pozorovana u pacientd
ozatfovanych. Za kratkou dobu sledovani po 1écbé auto-
fi pozorovali celkem 12 druhostrannych germinativnich
nadord, z nichz pouze 2 u pacientd s karbolatinou a 7 ne-
germinativnich nadort, opét vice u ozafovanych pacientd
(4:3). Vétsina pacientii ozafovanych metodou PAS (668
z 735) neméla vystinéni kontralateralniho varlete. U téch-
to pacientd se sekundarni germinativni nador vyskytnul
signifikantné Cast&ji nez u pacientt s karboplatinou. (5-let
hazard ratio 1,96 v. 0,54, p=0,04)(37).

Nevyhodou 1écby karboplatinou je nedostatek dat tykaji-
cich se pozdnich nezadoucich uc¢inkt. Prvni praci, ktera
se zabyva piimo pozdni toxicitou této adjuvantni chmote-
rapie je prospektivni studie Powlese T. A kolektivu (38).
Autofi shromazdili data od 199 pacientd lé¢enych adj-
uvantni chemoterapii pro seminom v klinickém stadiu I.
Median doby sledovani byl 9 let. Autofi zjistili, Ze oproti
normalni zdravé populaci Velké Britanie adjuvantni che-
moterapie karboplatinou nezvysuje u lé¢enych pacienti ve
sledovaném souboru celkovou mortalitu, pocet imrti na

kardiovaskularni onemocnéni ani riziko vzniku sekundar-
nich malignit.

Zavér

Vyse uvedené 1é¢ebné moznost (adjuvantni chemote-
rapie, radioterapie nebo surveillance) maji dnes oporu
v jak v NCCN tak v European Association of Urology
(39). Z ptehledu publikovanych praci jasné vyplyva
snaha o zachovani vysoké terapeutické uspéSnosti pii
co nejnizsi 1écebné zatézi pacienta. Kazdy z vyse uve-
denych pfistupi ma své pro a proti. Pouha surveillance
usetii az 80% pacientli chemoterapie i radioterapie, tedy
potencionalné fatalnich akutnich i pozdnich nezadoucich
ucinkt. Pokud bychom zvolili sledovani pacient podle
pritomnosti rizikovych faktord (resp. jejich nepfitomnos-
ti — vék<30 let, predoperacni zvySena hodnota bHCG,
invaze rete testis), tak bychom dosahli vyléceni prostou
orchiectomii u 93,4% pacientd. Je ovSem otazka, zda-li
by si mnozi samotni pacienti nevybrali radéji jistotu ve
form¢ adjuvantni radioterapie, nez zivot v nejistoté po
dobu dvou let, kdy je riziko relapsu nejvyssi. Jako stan-
dard 1é¢by byla dlouhou dobu povazovana adjuvantni ra-
dioterapie, v ¢eskych zemich 25,2 Gy metodou PAS pii
postizeni pT1-2, v ptipad¢ postizeni pT3-4 se aplikuje
30 Gy metodou DL. Bohuzel radioterapie s sebou piina-
$i nezanedbatelné riziko sekundarnich malignit ¢i umrti
na ischemickou chorobu srde¢ni. Mozny kompromis te-
rapeutickych snah, tedy zachovani uspésnosti 1é¢by pfi
minimalnich pozdnich dusledcich, pravdépodobné pii-
nasi chemoterapie, aplikace karboplatiny v monoterapii
v davce AUC 7. Zda se, ze jedna série karboplatiny ma
srovnatelny efekt jako adjuvantni radioterapie metodou
PAS, ktera je jiz standardné pfijimana (4,39). Oponen-
ti chemoterapie Casto argumentuji pfili§ kratkou dobou
sledovani v randomizovanych studiich, ale follow up
radioterapeutickych studii zkoumajicich redukei pole ¢i
davky neni o mnoho delsi. Ur¢itym rizikem chemoterapie
by mohlo byt ptilisné spolehnuti na jeji ucinnost, které
by mohlo u nékterych 1ékatti vést k ztraté pozornosti pfi
pravidelném sledovani po 1é¢bé.
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PREDIKCE CITLIVOSTI NADOROVYCH BUNEK
K CHEMOTERAPEUTIKUM EX VIVO - USKALI A LIMITACE VLASTNI METODY.

CHEMOSENSITIVITY PREDICTION IN TUMOR CELLS EX VIVO -
DIFFICULTIES AND LIMITATIONS OF THE METHOD.

MICH{%VLOVA E.!, POPRACH A3, NEMECKOVA L.!, NENUTIL R.!, VALIK D.2, ZALOUDIK J.*, VYZULA R 3,
VOJTESEK B.!
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Souhrn

In vitro / ex vivo testy predstavuji nadéji, s niz by predikce citlivosti nadoru k vybranym chemoterapeutikiim umoznila vybér co
jednoduchého ex vivo testu by navic jednoznaéné zvysila uspésnost 1é€by pii selhani standardni chemoterapie ¢i v ptipadé 1écby
primarné¢ chemorezistentnich nadord. MTT test pfedstavuje zdanlivé jednoduchy proces pro stanoveni citlivosti izolovanych
nadorovych bunék k cytostatickym latkam ex vivo, nicméné metoda sama je pouze ndstrojem, ktery pii nespravném pouziti mize
vést k ziskani falesnych vysledkd. Cetné limitujici kroky zna&né sniZuji usp&$nost provedeni testu a jednotlivé aspekty metody jsou
divodem k zamysleni nad vlastnim pouzitim testu.

Klic¢ova slova: chemorezistence, cytostatika, MTT test, maligni nadory

Summary

Certain hope is entertained in the prediction of chemosensitivity in vitro / ex vivo for the purpose of selecting the most effective
treatment of malignant diseases with minimal patient loading. The possible choice of an effective substance based on the results
of a simple ex vivo test would increase the success of the treatment in case of standard chemotherapy failure or in the treatment of
primary chemoresistant tumor. MTT test seems to be an easy process for the prediction of chemosensitivity of isolated malignant cells
ex vivo, however each method represents a simple tool, which can provide false results if incorrectly preformed. Numerous limitations
significantly reduce the successful evaluation and constituent aspects of the methodic press to further reflections about the proper

application of the test.

Keywords: chemoresistance, cytostatic agents, MTT test, neoplasms

Uvod

V dnesni dobé predstavuje chemoterapie soucast standard-
nich 1écebnych postupt protinddorové terapie a je rovno-
cennou 1é¢bé chirurgické a radioterapii. Volba chemote-
rapeutik, jejich kombinace a davkovaci schémata jsou
v ptipad¢ jednotlivych diagndz zaloZena na zkuSenostech
a vysledcich bezpoctu studii. V systémové chemoterapii
nadorovych onemocnéni se standardné vyuzivaji v klinic-
terapie je vnimana jako nejlepsi 1é¢ebny postup. Teprve
pfi selhani 1é¢by prvni, druhé, nebo vyssi fady je vybér
chemoterapie omezen a volba 1é¢by neni standardné urce-
na. Nicméné ani statisticky nejefektivnéjsi zptisob terapie
neni zarukou uspésné 1é¢by a vzdy existuje podil ptipadd
dané diagnozy, u nichz neni dosazeno o¢ekévaného ucinku
chemoterapie. Diky rychlému rozvoji molekularné-biolo-
gickych a imunohistochemickych metod je zfejmé, ze kaz-

dy nador, pfestoze jednotné¢ morfologicky klasifikovan, je
tvofen heterogennimi populacemi bunék, které mohou dis-
ponovat rozdilnymi molekularnimi vlastnostmi piedurcu-
jicimi jejich proliferacni aktivitu, pohotovost k apoptoze,
metastaticky potencial a taktéz stupei citlivosti k apliko-
vané terapii (1).

U¢inek chemoterapeutik neni piisné specificky a cytosta-
tika nepisobi selektivné na nadorové bunky, nybrz svymi
toxickymi u¢inky postihuji vice ¢i méné i buiiky normalni.
Vedlejsi ucinky cytostatik jsou dal§im negativnim fakto-
rem chemoterapie a mohou vést az k zavaznym poskoze-
nim nemocného. Respektovani faktord individuality a za-
vadéni ,,personalizované mediciny* je smér, jehoZz cilem je
co nejvice zvysit ucinnost terapie s minimalnim zatizenim
pacienta. Jednim z piistupd individualizované chemotera-
pie je snaha o vybér cytostatik s maximalni G¢innosti pro
dany nador za soucasné eliminace téch, k nimz je nador
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vysoce rezistentni, a to na zéklad¢ hodnoceni citlivosti na-
dorové populace k chemoterapeutikiim v ex vivo podmin-
kach. Prediktivni ex vivo testy chemorezistence sice nikdy
nemohou zcela napodobit podminky in vivo a na zakladé
jejich vysledkil tedy neni mozno naprosto pfesn¢ piedpo-
védét citlivost nadoru k danému cytostatiku. Cilem ex vivo
testll je vSak nalézt cytostatikum potencialné uc¢inné pro
dany typ nadoru a to zejména v piipadé pacientt, ktefti jiz
vycerpali moznosti standardni 1é¢by ¢i pro néz standardni
chemoterapie neexistuje.

Nejrozsitenéjsi metodou ex vivo stanoveni citlivosti k che-
moterapeutikiim je tetrazoliovy test (jinak zvany MTT
test) (2, 3, 4). Metoda testu je zalozena na izolaci bunek ze
vzorku nadorové tkané a jejich nasledné kultivaci ex vivo
s vybranymi cytostatiky o riiznych koncentracich. Piezi-
vani bunek v prostredi uc¢innych latek je hodnoceno na za-
kladé¢ zachovani jejich metabolické aktivity, jejiz intenzita
je hodnocena mirou schopnosti zivych bunék redukovat
zlutou rozpustnou tetrazoliovou stil, MTT (3-[4,5-dime-
thyl-2-thiazolyl]-2,5-diphenyl-2H-tetrazolium  bromid),
mitochondridlnim enzymem, sukcinat-dehydrogenazou,
na nerozpustny modry formazan (5), ktery je nasledné
rozpustén organickym rozpoustédlem (6, 7). Absorbance
barevného produktu u bunék kultivovanych s testovanym
cytostatikem je nasledné méfena fotometricky a ziskané
hodnoty jsou srovnany s hodnotami identické kontrolni
kultury bez ovlivnéni. Metoda byla pouzita naptiklad pro
hodnoceni citlivosti nadorovych bunék zaludku, stieva,
sleziny, prsu, jicnu nebo lymfom (8, 9, 10, 11).

V pribéhu zavadéni a optimalizace metody na pracovisti
Masarykova onkologického ustavu (MOU) i béhem rutin-
niho testovani vzorkil vyvstala fada problému a otazek,
které vyvolaly prudkou diskusi tykajici se vlastniho labo-
ratorniho provedeni i principu samotné metody. Tato pra-
ce je rozborem vybranych boda vlastniho provedeni testu
s cilem pfiblizit princip metody a poukazat na faktory hra-
jici ulohu ve vysledném hodnoceni.

Metoda, vysledky a diskuse

a) izolace bunék ze vzorku nadorové tkané

Za i¢elem homogenizace je vzorek tkané maximalné roz-
stifhan a propasirovan pies sitko do kultivacniho média.
Vznikla suspenze obsahuje uvolnéné buriky tkané, kte-
ré jsou nasledné purifikovany gradientovou centrifugaci
pomoci systému Lymphoprep (Ficoll-Isopaque, hustota
1,077 g/ml, Axis-Shield PoC AS). Cést bunék je obarvena
v Trypan Blue (Invitrogen Corp.) a je stanoven pocet izo-
lovanych zivych bunék pocitanim v Blrkerové komirce
(Meopta) (12). Suspenze bun¢k je nasledné dle potieby
fedéna na konecnou koncentraci 1x10° zivych bunék/ml,
pii¢emz pro stanoveni citlivosti k 1 cytostatiku je zapotie-
bi zhruba 1 ml této suspenze. Kli¢ovym a tedy i omezuji-
cim faktorem pro dals$i postup je tedy mnozstvi ziskanych
zivych bun€k. Pfi nedostatku zivych buné¢k je citlivost
hodnocena pouze k vybranym cytostatikim, nebo neni
u daného vzorku hodnocena viibec.

Vzhledem k pozorované obecné nizké vytéznosti byla tes-
tovana moznost vynechat centrifugaci v gradientu a uvol-
néné buniky pouze promyt kultivaénim médiu ¢i fosfat-bo-
ratovém pufru (1x PBS, pH 7,4) (13). Systém Lymphoprep
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je puvodné navrzen pro izolaci mononukledrnich bunék
(lymfocytl/-blasti a monocytl/-blasti) z periferni krve
¢i kostni dien¢ (14). V piipad¢ izolace nadorovych bun¢k
by gradientova centrifugace méla napomoci k odstranéni
mrtvych bunék, kdy mrtvé buiiky klesaji na dno gradientu,
pfi¢emz zivé buriky se udrzuji na rozhrani Lymphopre-
pu a purifikované suspenze. Srovnanim obou postupt na
vzorcich dostate¢ného objemu bylo zjisténo, Ze centrifu-
gaci v gradientu u n€kterych z nich doslo i ke zna¢nym
vysledné suspenze. PrestozZe je pouziti gradientové centri-
fugace deklarovano v odborné literatute (15, 16), jevilo se
n€kolikeré promyti suspenze srovnatelné a samotny pro-
ces predstavoval zna¢nou ¢asovou usporu. Celkové mnoz-
stvi izolovanych bunék ze vzorku nadorové tkané je vSak
velmi individudlni a vynechani gradientové centrifugace
pfi zpracovani se odviji od charakteru vzorku a poméru
mrtvych a zivych bunék v suspenzi. Neexistuje zavislost
mezi objemem vychoziho materidlu a poctem izolova-
nych bunék. Vytéznost vzorku je hodnocena na zakladé
zastoupeni zivych bunék v ziskané suspenzi. Vzorek je po
resekci transportovan v kultivaénim médiu pii pokojové
teploté a po patologické charakterizaci okamzité zpraco-
van. AvSak ani minimalni ¢asova prodleva neni zdaleka
zarukou Uspesné izolace zivych bunék a mnohdy vzorek
nemize byt dale kultivovan kvuli pfevladajicim mrtvym
buikdm v suspenzi. Je tfeba poznamenat, Ze izola¢nim po-
stupem nelze mrtvé buiiky zcela oddélit. Jsou tedy v ramci
suspenze prevedeny do kultury, kde tvoii slabsi ¢i siln€jsi
pozadi. Pfi jejich pievaze mohou ovSem ovlivnit okolni
prostfedi kultury a tim i podminky pro pfezivajici buriky.
Pfevaha izolovanych mrtvych bunék je ziejmé zpisobena
zvySenou citlivosti vzorku na stresové podminky zmény
prostiedi, poskozenim bun¢k vlastnim mechanickym zpra-
covanim vzorku, pfedchozi 1é€bou pacienta, atd.

Pfi vlastni izolaci jsou buriky uvolnény do suspenze kul-
tivaéniho média dikladnym rozstfihdnim nadoru, propa-
sirovanim tkané pfes sitko a naslednym nékolikerym pro-
mytim. Ziskani homogenni suspenze jednotlivych bunék
je nezbytné pro zajisténi shodného poétu kultivovanych
bunék ve vSech srovnavanych jamkach. V nékterych ptipa-
dech je vSak tplné rozruseni bunécnych shlukid prakticky
nemozné, jindy i pfi intenzivnim rozsuspendovani docha-
zi k opétovnému shlukovani bunék do kulovitych utvardg,
pozorované i jinymi autory (17). Enzymatické rozruseni
tkané v pfipad¢ rigidnich vzorkti nadort bylo testovano,
avsak bez vyznamnéjsiho efektu. Kvuli pfitomnosti shlu-
ki ve vychozi suspenzi pak neni mozno zajistit shodny po-
¢et bunék v jednotlivych jamkach kultivacni desky, ktery
je jednim z klicovych predpokladti tspésného hodnoceni.
Shluky mohou byt, bohuzel jen ¢asteéné, odstranény krat-
kodobou centrifugaci ¢i sedimentaci. Tento negativni fak-
tor znacné komplikuje dokonalé provedeni testu a snizuje
kvalitu ziskanych dat.

Koneéné je tfeba zduraznit, Ze vlastni proces izolace bu-
n¢k ze vzorku nijak neselektuje nadorové buriky a sus-
penze bun¢k pouzita pro kultivaci ex vivo pak predstavuje
heterogenni populaci nadorovych a normalnich bungk,
které v rizné mite pfispivaji svymi hladinami metabolis-
mu k vysledné hodnoté absorbance a ke kone¢nému hod-
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noceni. Byly popsany metody purifikace nadorovych bu-
n¢k (15, 18), nicméng ani jedna z nich neni stoprocentnim
nastrojem pro ziskani ¢isté suspenze nadorovych bunék.
Metoda nasobné gradientové centrifugace (15) je kvili vy-
sokym ztratam zcela nepouzitelné pro ziskani ,,vysokého*
poctu bunék. Purifikace nadorovych bunék ze suspenze na
zakladé rozdilné tendenci bunék ptisedat na pevné kulti-
vacéni povrchy (18) taktéZ nezarucuje dostate¢nou separaci
nadorovych buné¢k, ba naopak muize byt zdrojem selekce
uvnitt jejich populace. V opaéném piipadé Ize na nador
pohliZzet jako na heterogenni tkan tvofenou malignimi
burikami a fadou podpurnych bunék, bez nichz by samotné
nadorové buriky nemohly existovat. Pak je mozno oprostit
se od faktu, ze je citlivost stanovovana v blize neurcené
heterogenni populaci a vysledek jednozna¢né neodrazi
vlastnosti nadorovych bunék. Nicméné v porovnani s pro-
vedenim testu u homogenni kultury bunééné linie je pravé
kvuli tomuto faktu provadéni testu u vzorkd nadorové tka-
n¢ znac¢né kontroverzni.

Obrazek €. 1: Suspenze izolovanych bunék vzorku karcinomu ledviny —
jamka kontrolni kultivace bez pfitomnosti cytostatika.

b) kultivace bunék ex vivo s cytostatiky

Suspenze bunék je prenesena do kultivacni desky a buii-
ky jsou kultivovany 72 hodin pii 37 °C a 5 % CO, s cy-
tostatiky fedénymi na 6 odliSnych koncentraci a to vzdy
v duplikatu. Nasledn¢ je k buiikam pfidan substrat, ktery
metabolizovan pouze zivymi buiikami umozni sledovat
vliv cytostatika. Vysledek chovani bun¢k za jednotlivych
podminek umozni sestrojit kiivku davkové odpovédi
a stanovit EC_ (efektivni koncentrace s 50% mortalitou
bunécné populace), z jiz je mozno odvodit citlivost vzorku
k danému cytostatiku. Namisto klasického MTT substratu
lze v tomto piipadé pouzit reagencii WST-1 (Roche Di-
agnostics). Tento nacCervenaly 4-[3-(4-iodophenyl)-2-(4-
nitrophenyl)-2H-5-tetrazolio]-1,3-benzen disulfonat je
redukovan na rozpustny temné Cervenohnédy formazan,
pficemz dana reakce probihd pouze na mitochondrialni
membrané zivych bunék. Intenzita zabarveni formazanu je
hodnocena spektrofotometricky pti vinové délce 450 nm.
Hodnota absorbance roztoku pak odpovida intenzité me-
tabolismu a tedy viabilit¢ bun¢k. Pouziti WST-1 metodu
vyhodnoceni zjednodusuje a urychluje (19, 20).

Na optimalni dobu pfidani latek do kultury existuji rtizné

pohledy. Pti pfenosu do ex vivo kultury jsou buriky vy-
staveny stresovym podminkam, které mohou snizit jejich
zivotaschopnost a tak zkreslit vysledky Gcinku cytostatic-
kych latek pfidanych ke kultute bezprostfedné po izolaci.
Zustava vsak zachovan puvodni profil bunék. Pti nékoli-
kadenni adaptaci bun¢k v kultuie ex vivo bez cytostatik
jsou sice snizeny akutni stresové faktory spojené s explan-
taci, na druhé strané dochazi k jisté selekci a do kontaktu
s cytostatiky tak pfichéazi jiz nejadaptovanéjsi populace,
ktera se mize genotypove i fenotypové lisit od ptivodniho
néadoru.

Pfi prvotnim zaméru testovat citlivost k chemoterapeu-
tikim u Sirokého spektra diagnoz a tedy vysokého poctu
vzorkll se na MOU jevilo vyhodnym dopiedu ptipravovat
kultiva¢ni desky s kultivaénim médiem a roztoky cytosta-
tik fedénych v kultivaénim médiu a skladovat je pti -20 °C
az do momentu jejich pouziti. Do takto pfipravenych
a rozmrazenych kultivaénich desek pak byl ptidan pouze
pozadovany objem suspenze izolovanych bunék vzorku
v kultivaénim médiu. Zmrazeni vSak mélo za nasledek
znehodnoceni kultivaéniho média vysrazenim nékterych
jeho slozek vlivem nizké teploty a vznikem krystalt, kte-
ré nasledné ovlivnily celkovou absorbanci v jednotlivych
jamkéch.

Obriazek €. 2: Vliv teploty na kultiva¢ni médium — A, jamky negativni
kontroly s kultivaénim médiem bez cytostatika a bez suspenze bunék.

a) médium skladované pfi 4 °C (A,
-20°C (A,,,=0,237).

450

=0,182), b) médium skladované pti
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Dal$im negativnim faktorem tohoto postupu byla nevyhnu-
telnd kombinace kultivaénich médii rizného stafi a tim pH
v ramci desky (zména pH kultiva¢niho média v ¢ase je po-
zorovatelnd zménou jeho barvy diky obsahu fenolové Cer-
veni), ktera také pfispéla k odchylkam absorbance. Mezi
nestandardni postupy lze jmenovat i dlouhodobé sklado-
vani cytostatickych latek (byt’ pfi nizké teploté) fedénych
v kultivaénim médiu v predpfipravenych kultivacnich
deskach. Pro testovani citlivosti jsou pouzivana cytostati-
ka v podob¢ 1é¢iv. Dle ptibalovych informaci jednotlivych
preparatt Ize vyvodit, ze jejich nafedéni do infuznich roz-
tokl s obsahem soli a organickych latek ¢i v tomto ptipadé
velmi komplexniho roztoku kultivaéniho média naruSuje
stabilitu G¢inné latky, kterou vyrobce v takovém piipadé
garantuje pouze na omezenou dobu v zavislosti na typu
latky. Stabilita cytostatik, kterd jsou dodavéana ve formé
lyofilyzatu, je pak snizena jiz jejich vlastnim rozpusténim,
a je proto nutné pievést je do roztoku tésné pred pouzitim.
Potfebné roztoky cytostatik a jednotlivé kultivaéni desky
je tfeba pripravovat tésné pred jejich pouzitim. Neni tak
divod k dlouhodobému skladovani roztokl cytostatik,
nedochazi ke znehodnoceni kultivacniho média a k jeho
ptipadnému kombinovani v ramci desek. Timto je spolu se
spravnou manipulaci zabezpecena i minimalni degradace
ucinnych latek.

¢) hodnoceni citlivosti na zakladé metabolické aktivity.
Naméfené hodnoty absorbanci jednotlivych jamek kul-
tivacni desky jsou ptfevedeny do programu Chemorezist
1.0 (21). Na zaklad¢ nich jsou po odecteni absorbance ne-
gativni kontroly (= kultivaéni médium) sestrojeny kiivky
preziti, tedy podil prezivajicich bun¢k pfi jednotlivych
koncentracich cytostatika vzhledem k pozitivni kontrole
(= kultura bez cytostatika). Z primérnych kiivek vychaze-
jicich z dvojiho opakovani koncentra¢ni fady jsou pak od-
vozeny EC, pro jednotlivé cytostatika. VySetfovany nador
je povazovan za rezistentni, jestlize jeho izolované bunky
ptezivaji (v tomto piipad¢ nadale vykazuji metabolickou
aktivitu na mitochondrialni membrang) v prostedi chemo-
terapeutika o dané koncentraci z vice nez 50 %.

Samotna kultivace ex vivo pro buiiky predstavuje streso-
vé podminky, které mohou ovlivnit jejich Zivotaschop-
nost. Stanoveni citlivosti u slabé rostoucich ¢i meta-
bolizyjicich kultur (tj. bunék s nizkou mirou pfemény
barevného substratu i v kontrolni kultivaci) pak neni
mozné, nebot’ vystupni hodnoty absorbanci jsou mno-
hem vice zatizeny odchylkami zptisobenymi napiiklad
jiz zminénymi shluky bunék v suspenzi. Pfi zavére¢ném
hodnoceni pak nelze kvili pfitomnosti extrémnich hod-
not ziskat standardni kfivky pfeziti, neni mozno odvo-
dit odpovidajici primérnou kfivku pfeziti pro stanoveni
EC,, (nizko korelujici kiivky preziti vychazejici z dvo-
jiho opakovani koncentracni fady cytostatika) a ziskana
data lze nazvat jako ,,nesmyslna*“. Citlivost vzorku k da-
nému chemoterapeutiku je tak nehodnotitelna. U inten-
zivné rostoucich ¢i metabolizujicich bunék predstavuji
drobné shluky pouze malé odchylky od celkovych ab-
sorbanci a na vysledné kfivky nemaji vyznamny vliv.
Bohuzel ani zatfazeni dalSiho opakovani koncentraéni
fady by v tomto pfipadé rozhodné nemélo vyraznéjsi
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vliv na vyslednou primérnou kiivku, mnohdy by to ani
nebylo mozné z diivodu nedostatku materialu.

V ur¢itém procentu piipadi buriky nejsou dostate¢né odol-
né vuci vSem stresovym podminkam a v pribéhu kultivace
odumiraji a to i v kultufe bez ucinnych latek. Tuto situaci
neni mozno nijak zmirnit a takovou kultivaci pak evident-
né neni mozno vyhodnotit.

Je jisté, Ze v takto heterogenni populaci, jako je suspenze
bunék ziskana ze vzorku nadoru, dochazi v prib&hu kulti-
vace s cytostatiky k selekci subpopulaci vice ¢i méné cit-
livych k dané ucinné latce, které se riznou mirou podileji
na findlnim hodnoceni.

Zavér

Nadorova tkan piedstavuje velmi heterogenni systém, pro
néjz je typické zastoupeni normalnich a nadorovych bunck
v rizném pomeéru. Kazdy vzorek byt se stejnou diagnoézou
piedstavuje jedine¢nou tkan odrazejici individualni spek-
trum poskozeni normalnich bunék vedoucich k maligni
transformaci a individualni vyvoj nadoru.

Celkova tuspésnost testu je predurCena zejména vzor-
kem samotnym, tedy mnozstvim zivych bunék a jejich
schopnosti odolat stresovym podminkam pfi zpracovani
vzorku a jejich chovanim v podminkach ex vivo. Kromé
problematického vychoziho materidlu v§ak i drobné chy-
by v provedeni metodiky mohou samotné ¢i v kombina-
ci ovlivnit kvalitu ziskanych dat a tim i vysledek testu.
Nicméné jako kazda metodika, ma i MTT test své limity.
Neni pomoci né¢j mozno odlisit cytotoxicky a cytostatic-
ky ucinek na kultivované buriky a celkovy vysledek testu
muze byt znaéné ovlivnén pfitomnosti vysokého procenta
normalnich bunék v kultufe.

Pokud je k vysledkim MTT testu pfihlizeno jako k po-
sledni moznosti volby potencidlné ucinného cytostatika,
kdy standardni zptisoby 1é¢by nejsou uc¢inné a pacient
jiz prosel nékolika fazemi chemoterapie, je tfeba vzit
v uvahu, Ze ptivodné stanoveny ucinek latky bude jiz
do znacné miry zkreslen adaptaci odolavajicich nado-
rovych bunék. Rezistentni nadorova populace nemusi
nutné vzniknout pouze dlouhodobou selekci, ale naopak
muze byt vysledkem rychlé aktivace molekularnich me-
chanismt zvySené exprese genu rezistence ¢i inhibice
exprese cilovych gend spojenych s malignim potencia-
lem bunék (22).

Piedevsim je nutno poznamenat, Ze ex vivo testy nemohou
dostatecné napodobit podminky lidského téla. Konecné
vyhodnoceni vzorku jako citlivého k ur¢itému cytostatiku
na zaklad¢€ ex vivo testu proto je$té nemusi nutné zname-
nat, Ze pacient bude na nasazenou 1é¢bu uspésné reagovat.
Samotny princip metody je prosty a logicky a takto jej lze
velmi dobie aplikovat pfi studiich na buné¢nych liniich.
Nicméné hodnoceni citlivosti heterogenni bunééné popu-
lace izolované z nadoru jen slabé odrazi skute¢né vlastnos-
ti nddorovych bunék a nadoru jako celku co do odpovédi
na piitomnost chemoterapeutik.

Podékovani

Tato préce byla podpofena z finan¢nich zdroji MZ CR
pro vyzkumny zamér MOU MZOMOU2005 s nazvem
,.Funkéni diagnostika zhoubnych nadora“.
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POLYMORFIZMUS GENU P 53 A APOPTOZA U PACIENTOV S NADORMI PLUC -
NASE SLEDOVANIE.

POLYMORPHISM OF GEN P53 AND APOPTOSIS IN PATIENTS WITH
MALIGNANT LUNG DISEASE - OUR OBSERVATION.

SAUKA C.;, KOHUT A.2, KUNDRAT L.!, JANIK M.!

'II. CHIRUGICKA KLINIKA, FN L.PASTEURA, KOSICE, SLOVENSKA REPUBLIKA
2USTAV FARMAKOLOGIE LF UPJS, KOSICE, SLOVENSKA REPUBLIKA

Suhrn

Vychodisko: Mnohé dokézané zmeny v gendmoch buniek st davane do stvisloti so vznikom nadorov. Apoptodza, ,,programovana“
smrt’ bunky, ktora je morfologicky odlisna od nekrozy, je jednym z kontrolnych mechanizmov delenia buniek a taktiez sa podiel'a
na tumorigenéze. Metoédy a vysledky: Autori prezentuji svoje vysledky sledovania polymorfizmu génu p53 a urovne apoptdzy
v skupine pacientov s potvrdenymi malignymi ochoreniami pl'ic. Z porovnavania genetického polymorfizmu génu p53 pacientov so
zdravymi jedincami vyplyva Ze rozlozenie alel BstUI A2 a Mspl A1 bolo spojené s p'icnym karcindmom. U pacientov s karcindmom
pluc je apoptdza periférnych lymfocytov signifikantne zvySend. Zo skupiny nemalobunkovych (NSCLC) nadorov bola najvyssia
u adenokarcinémov. Uroveti apoptozy bola taktieZ sledovand v korelacii s polymofizmom génu p53. Vyrazne zvysenie apoptotickych
buniek sa zistilo u homozygotov BstUI 2/2 a Mspl 2/2. Ako reakcia na chirurgicky zakrok sa apoptoza lymfocytov v prvy aj druhy
derti po operacii vyrazne zvysila. Sledované boli preto aj poéty lymfocytov v periférnej krvi. Absolttne aj relativne pocty lymfocytov
v diferencialnych krvnych obrazoch operovanych pacientov boli nizsie. Zavery: Sledovanie polymorfizmu znamych génov poukazuje
na riziko ochorenia nddorom. Spolu so sledovanim urovne apoptdzy by mohlo dotvéarat’ komplexnost’ obrazu nadorového ochorenia
pluc ¢i pomahat’ uréovat’ jeho prognézu.

Klacové slova: apoptdza, genovy polymorfizmus, gén p53, maligne ochorenie pltic

Summary

Backgrounds: Many proved alterations in genoms of cells are said to be related to tumorigenesis. Apoptosis - a “programmed”
death of cell, which has different morphology from necrosis, is one of the control mechanisms of cell division and participates in
tumorigenesis. Methods and material: The authors present their results of analysis of the relation between genetic polymorphism
of the p53 gene and the level of apopotosis in patients with confirmed malignant lung disease. Comparison of genetic polymorphism
of the p53 gene in patients with the healthy group showed that allocation of BstUI A2 and Mspl A1 alleles was significantly related
to lung cancer. The apoptosis of peripheral lymphocytes was significantly increased in lung cancer patients. The highest increase of
apoptosis in non-small cell lung cancer (NSCLC) group was found in adenocarcinomas. The level of apoptosis was also studied in
correlation to polymorphism of the p53 gen. Substantially higher percentage of apoptotic cells was detected in BstUI 2/2 and Mspl
2/2 homozygotes. In response to operation a distinctive increase of apoptosis in the first and second postoperative day was recorded.
Therefore a lymphocyte count in peripheral blood was also monitored. The lymphocyte count in patients that underwent the operation
proved a decrease in absolute and relative values. Conclusion: Observation of known genetic polymorphisms indicates the risk of
malignant disease. Together with the analysis of level of apoptosis it may add to complexity of the nature of malignant disease or
serve as determinants of its prognosis.

Key words: apoptosis, genetic polymorphism, gene p53, lung cancer

Uvod Vyuzivaju sa pritom mutacie, ktoré st charakteristické

Stadium Pudskych neoplazii dokézalo, Ze nadorové ocho-
renie vznikd akumuldciou poskodeni bunkovych génov.
Tieto zmeny postihuju hlavné tri skupiny génov: protoon-
kogény a/alebo antionkogény a gény zodpovedné za opra-
vu DNA. Detekcia mutacii nddorovych supresorovych gé-
nov (antionkogénov) sa vyuZiva pri stanoveni dedi¢nych
predispozicii k vzniku nadoru v rodinach s vysokym vy-
skytom niektorych ochoreni. Molekularna diagnostika pri-
tom umoziuje detekciu aj ojedinelych nadorovych buniek.
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i pre vacsinu ludskych sporadickych nadorov. Ide najméa
o potvrdenie mikrosatelitovej nestability, detekciu mutécii
v onkogéne RAS ¢i mutécii v nadorovych supresorovych
génoch (1,2).

Medzi najéastejSie genetické mutacie nadorov l'udi patria
tie, ktoré postihuju antionkogén p53 nachadzajici sa na
chromozéme 17qll. Funkénym produktom génu p53 je
jadrovy fosfoprotein p53 pritomny vo vécSine zdravych
tkaniv. Jeho tzv. divoky typ riadi mechanizmom supresie



puvodni prace

a podporou diferenciacie procesy proliferacie a apoptdzy.
Prave strata alely na chromozéme 17 a bodové mutécie
génu p53 st Castymi genetickymi zmenami pri malignych
ochoreniach. Mutacia génu vedie k zvySenej produkcii mu-
tantného p53, ktory straca supresorovu aktivitu divokého
typu, funguje ako inaktivny p53 protein ¢i nadobuda trans-
formaénu aktivitu. Imunohistochemickymi metddami sa
zvySena pritomnost mutantného typu p53 zistuje vo vyse
50% primarnych karcindmov mlie¢nej zl'azy, pltc, ¢reva,
ale aj pri inych malignych ochoreniach. Napriklad zvySena
produkcia mutantného p53 pri karcinome prsnika koreluje
s nizkou diferenciaciou nddorov, chybanim ER a ukazuje sa
ako nepriaznivy prognosticky faktor s krat§im prezivanim.
Pomocou metéd molekulovej genetiky je mozné dokazat
genetické variacie samotného génu p53. Ide o recesivny gén
a pre ovplyvnenie jeho funkcie nepostacuje zmena jedne;j ale-
ly. U vicsiny l'udskych nadorov sa nasla inaktivacia oboch
alel génu p53. Ked’Ze mutécia sa nachadza v kazdej bunke je
mozné ju sledovat’ v bunkach lymfocytov z periférnej krvi,
z ktorych sa izoluje DNA na d’al$iu analyzu.

Apoptoza je ,,programovana“ smrt bunky, morfologicky
odli$na od nekrozy, pasivneho spdsobu bunkovej smrti (3).
Tak ako mechanizmy proliferacie a diferenciacie buniek je
aj apoptoza povazovana za jeden z kritickych bodov bun-
kovej kontroly. Defekty v procesoch kontroly bunkovej
smrti mozu predlzit’ zivotny cyklus buniek a prispiet’ k ne-
oplastickej bunec¢nej expanzii.

V préaci bol hodnoteny vztah genetického polymorfizmu
génu p53 ku jednotlivym typom nadorov a jeho korela-
cia s mierou apoptozy a nekrdzy lymfocytov u pacientov
s karcinomom a vzorkami krvi zdravych jedincov. Taktiez
reakcia na operdciu pacientov zmenou Urovne apoptozy
a pocet lymfocytov v diferencidlnom krvnom obraze pred
operaciou a po nej.

Metodika

Vyhodnocovali sme ndhodne vzniknuty subor pacientov,
u ktorych bolo dokazané maligne ochorenie plic v rokoch
1998 az 2003 vo FN L. Pasteura v Kosiciach. U pacien-
tov sa spravili kompletné klinické a laboratérne vySetrenia
a zaroveii sa urobili odbery krvi na stanovenie polymor-
fizmu génu p53 a trovne apoptézy. Tieto vySetrenia boli
robené v Ustave farmakolégie LF UPJS. Zo zdravotnickej
dokumentacie mensiecho suboru pacientov, ktori boli ope-
rovani na II. chirurgickej klinike sme porovnavali pocty
lymfocytov v periférnej krvi. (Nie vSetci diagnostikovani
pacienti boli indikovani k operacii a ¢ast’ z indikovanych
mohla byt operovana v inom zdravotnickom zariadeni).

VySetrované subory

Do nasho sledovania bolo zaradenych 109 pacientov s histo-
logicky potvrdenou diagnézou maligneho ochorenia v pl'u-
cach vo FN L. Pasteura. Stanovenie genetického polymor-
fizmu p53 a Grovne apoptdzy bolo urobené pred zapocatim
lieCby. V stibore bolo 84 muzov a 25 zien a ich priemerny vek
bol 61,6 rokov (41 - 79). Kontrolné skupiny na $tadium ge-
netického polymorfizmu tvorilo 113 vzoriek a na sledovanie
apoptozy 25 krvnych vzoriek zdravych darcov.

V dalsom stbore pacientov, kde bola sledovana troven
apoptozy a jej vztah ku chirurgickej liecbe bolo zarade-

nych 15 pacientov (muzov) s plicnym karcinomom. Krv-
né vzorky boli odobraté jeden deni pred operaciou a potom
v prvy a druhy den po operacii.

Pocty lymfocytov pred a po operacii sme hodnotili z doku-
mentacie 32 operovanych pacientov .

Stanovenie polymorfizmov génu p53

1. Izolacia DNA: DNA bola izolovana z 5ml periférnej
krvi s pridavkom 0,5ml 0,5M EDTA, pouzitim tzv. vyso-
lovacej metddy.

2. Restrikéna analyza polymorfizmov p53: Na detekciu
p53-BstUI v exdne 4 na kodone 72 bola pouzitd restrikéna
endonukledza BstUI. Na detekciu p53-Mspl v introne bola
pouzita restriktaza Mspl. Na zaklade reStrikénej analyzy st
pre obidva polymorfizmy definované alely oznacované ako
AlaA2.

Stanovenie apoptézy

Ku stanoveniu urovne apoptdzy sa pouzila metoda zalozena
na farbeni fosfatidylserinu Anexinom v (jeho externalizacia
je stucast'ou apoptotickych zmien bunky) a na sa¢asnom ur-
¢eni smrti nekrozou (farbenie pomocou propidium iodidu).
Detekcia buniek bola robena prietokovou cytometriou.

Poditanie lymfocytov

Na vySetrenie krvi sa vo FN L. Pasteura pouziva auto-
maticky analyzator KX-21N. Vysledky vytlac¢i vo forme
diferencialneho krvného obrazu. Hodnotili sme absolutne
aj percentualne pocty lymfocytov.

Statistické hodnotenie

Na statistické vyhodnotenie sme pouZili Studentov t-test.
Na vyhodnotenie genetického polymorfizmu bol pouzity Per-
sonov X2-test. Frekvencia alel bola hodnotena podl'a Hilla
(Hill, 1974). Pri vypoctoch bol pouzity software ARCUS QU-
ICKSTAT Biomedical ver.1. 1. Statistické vyhodnocovanie
poctu lymfocytov sa robilo Wilcoxonovym parovym testom.

Vysledky

Distribucia genotypu a frekvencia alely A1 a A2 pri dvoch
polymorfizmoch u zdravych jedincov a u pacientov s pltc-
nym karcindmom su zhrnuté v tabul’ke 1. V obidvoch sku-
pinach (zdravi aj pacienti) sme pozorovali zhodu s Hardy
— Weinbergerovou rovnicou. Vo vyskyte polymorfizmu
BstUI a Mspl nebol signifikantny rozdiel. Avsak rozlo-
zenie BstUI A2 a Mspl Al alel bolo spojené s plicnym
karcindbmom.

Polymorfizmus 53 typ Al X'HW [N
1-1 2-1 2-2 A2
BstU 1 Kontroly | 15 45 53 0332 1,1748 113
0,668
Pacienti |5 51 53 0,280 2,8199  [109
0,720"
Msp 1 Kontroly |3 24 86 0,133 0,6773 113
0.867
Pacienti |1 36° 72 0,174" |2,3739 109
0,833
Tabulka ¢&. 1: Geneticky polymorfizmus pS53 (porovnanie pacientov
a zdravych lud).

Rozdiely vo frekvencii alel zdravi vs. pacienti *P= 0,234, °P = 0,224.
Rozdiely v distribucii genotypu: x2- test. Heterozygoti vs. homozygoti
°P = 0,048 Distribuicia genotypu p53 BstUI A2 a Mspl Al sa spdja s pltic-
nym karcindmom. Pri vyznamnosti p < 0,05 je P = 0,048.
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V tabulke 2. st udaje o distribucii genotypu Mspl vo
vztahu k histologickej skupine plicneho karcinomu: ma-
lobunkovy a nemalobunkovy rozdeleny na tri podskupiny:
skvamodzny, velkobunkovy a adenokarciném. Iba u Mspl
heterozygotov bola asocidcia s vyskytom adenokarcindému
OR 3,24 ( P = 0,038). Mspl heterozygoti v inych skupi-
nach boli spojené s vys$sim vyskytom, ale Statisticky ne-
signifikantnym.

Typ P 53- Mspl typ P OR
Karcindmu 1-1 2-1 2-2 95% Cl
Malobunkovy |0 5 7 0,112 2,65
0,77 -9,09
Skvamozny 1 23 53 0,176 1,60
0,81-3,07
Velkobunkovy |0 1 4 - 2,94
Adenokarcinom |0 7 8 0,038 3,24
1,07-9.85

Tabulka &. 2: Vyskyt typu karcinomu vo vztahu k Mspl A1/A2 genotypu

Typ karcinému vo vzt'ahu k Mspl A1/A2 genotypu. Iba u Mspl heterozy-
gotov bola asociécia s vyskytom adenokarcindmu: OR 3,24 - vyznacena
v tabul’ke hrubsie (95% CI hodnota 1,07-9,85 ), pri vyznamnosti p < 0,05
sa P=0,038.

Typ opericie

Lobektomia 15
Pneumonektomia 5
Resekcia mensieho rozsahu

(cuneiformis, tangentialis) 4
Torakotdmia explorativa 4
Videotorakoskopia (VTS), biopsia,

talkaz 4

Tabulka €. 3: Rozdelenie podl'a typov operacii

Apoptdza periférnych lymfocytov bola signifikantne
vysSia u pacientov s malobunkovym i nemalobunkovym
karcinémom v porovnani so zdravymi. V skupine nema-
lobunkovych nadorov bola najvyssia pri adenokarciné-
moch.

% apoptotiokyah bunbek

ik R

Graf ¢. 1: Apoptoza periférmych lymfocytov

Vzt'ah medzi typom plicneho karcindmu a mierou apoptdzy. K (kon-
trola), Mb (malobunkovy), nemalobunkovy - NMb (skv - skvamozny,
adeno -adenokarcin6m, vb-velkobunkovy). Udaje na grafe ukazuju, Ze
apoptoza perifémych lymfocytov je signifikantne vysSia u pacientov
s Mb karcindmom v porovnani so zdravymi. V skupine s NMb je vyssia
tiez, ale nie natol’ko ako v skupine Mb. Z nemalobunkovych nadorov je
najvyssia u adenokarcinému (p< 0,01).
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Z hladiska korelacie miery apoptézy k jednotlivym ge-
notypom antionkogénu p53 bolo signifikantné zvysenie
apoptozy pozorované iba u pacientov s karcinomom plic
pri genotype BstUI 2-2 a Mspl 2-2.

spoptctickych buniok

&
& & -:?"9 o+

Graf ¢&. 2: Korelacia medzi mierou apoptdzy a p53 genotypom

Miera apoptdzy lymfocytov s ohl'adom na p53 genotyp u kontrolnych
0sOb a u pacientov Signifikantné zvySenie apoptézy (p< 0,001) bolo
pozororované u pacientov s karcinémom pluc pri genotype BstUI 2-2
a Mspl 2-2.

Na rozdiel od apoptdzy podl'a vysledkov percenta nekro-
tickych lymfocytov nedoslo ku Statisticky vyznamnému
zvySeniu nekréz lymfocytov u pacientov s nadorom plic
v porovnani so zdravymi. i ked’ v niektorych typoch nado-
rov percento nekrotickych lymfocytov kolisalo, ani v jed-
nej skupine nadorov nebol rozdiel signifikantny.

Graf ¢. 3: Nekroza lymfocytov u kontrol a u pacientov s plucnym kar-
cindmom

Nekroza lymfocytov u kontrol a u pacientov s plucnym karcinémom
Percenta nekrotickych buniek vo vzt'ahu k typu karcinomu. K -kontrola,
Mb -malobunkovy, NMb -nemalobunkovy karcindm, skv - skvamoézny,
adeno - adenokarciném, vb — vel’kobunkovy karciném. Aj ked’ v jednot-
livych typoch karcindmov je nekrdza periférnych lymfocytov rozna, ani
v jednom pripade nebola odchylka Statisticky vyznamna pri p< 0,01.

Po operacii sa urovenl apoptdzy zvysila. V porovnani
s kontrolnou skupinou (14,1) bola u pacientov s karcind-
mom plic vysSsia uz pred operaciou a po nej sa este zvy-
Sila z 26,2 na 34,1 v prvy den, resp. 34 v druhy den po
operacii.

Rozdiel absolitneho poctu lymfocytov pred operaciou
a po operacii bol u oboch skupin nadorov signifikantny.
V percentualnych hodnotach bol pokles lymfocytov u ma-
lobunkovych nadorov z 27,23 % na 18,46 % a nemalobun-
kovych z 19,57 % na 14,49 % - Statisticky vyznamny bol
iba u nemablobunkovych nadorov.

Diskusia

Definitivne diagnozu karcindmu plic ur¢i histologické
vySetrenie. Informacie z histopatologického vysetrenia na-
dorovych buniek a zo zistenia nadorovej infiltracie okoli-
tych lymfatickych tkaniv st zakladom uréenia ,,gradingu‘.
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APOPTOZA &.pac. Druh operéacie Histologicky nalez Stadium  Pohl.
1. resectio cuneif.ex lobo inf.dx. stredne dif.epiderm.Ca A Zena
40 2. h tomia explorati epidermoid. Ca + fluidoth. LB muZ
" *% 3. preumonectomia |.dx. epidermoidny karcinom LA mui
3BT 4. lobectomia inf.l.sin. stredne difer.adenokarcing 1.A Zena
30+ 2 5. VTS, talkaz epidermoid. Ca + fluidoth. V. |muz
251 B. pneumonectomia |.dx. bronchioloalveolovy Ca LA, mui
20 + |—l—apopt()za| 7. lo b ia sup.l.sin./+pericard/ | epidermoidny karciném 11.A. mu
15 + 8. lobectomia inf.l.sin. nizkediferenc.epiderm.Ca LA mu
9. lobectomia sup.l.sin. Ad i [LF:Y Zena
107 10. | pneumonectomia |.dx. epidermoidny karciném Ill.B. muz.
5T 1. | ia |.sin, nizkodif piderm.Ca e, |muz
0 + + + 12. |lobectomia sup.l.sin. Adenocarcinoma LB, |muz
K Ca 1d 2d 13. { mia exp l.sin. | epidermoidny karcindm IV muZ
14.  [res.tang.ap.pulm.via VATS l.dx. | nizkodiferenc.epid Ca LA muZ
15.  |[lobectomia sup.|.sin. epidermoidny karciném LA, TmuZ
. 16. | resectio cuneif.ex.lobo sup.dx. pitelial Tuv.s MTS wrin. V. muZ
Graf €. 4: Zmeny apoptozy periférnych lymfocytov pred a po operaénom 17. | pneun nia I.dx. nizkodiferenc.epiderm.Ca A | muz
zakroku 18. | VTS et biopsio nizkedifer, epidermodny Ca V. muZ
Apoptoza periférnych lymfocytov pred a po opercii v prvy a druhy defi 19 |VTS, talkaz adeno Ca, carcinomat pleur. | IM. | mu2
. . . . 20. [lobectomia inf.l.dx et ap.pulm, epidermoidny karciném LA muZ
(p <0.001). Hodnoty u kontrolnej skupiny (K), u vybranych pacientov 7 Tuts t -
., o7 ok ¥ . % , " . , talkaz epiderm.Ca,mts pleurae V. muZ
s karcindmom plac (Ca) **, 1. deii po operécii (1.d) ** a druhy deft po 22. | lobectomia inf.Lsin. adenocarcinoma, stredne dif. LA |Zena
operacii (2d). ** Apoptoza periférnych lymfocytov bola vyssia u pacien- 23._|lobectomia sup.l.sin. bronchioloalveolovy Ca 1B |muz
tov s karcindmom aj pred operaciou a po nej sa eSte zvysila z 26,2 na 34,1 24. | lobectomia sup.|.sin. epidermoidny karcinom LB |mu
v pI'V}” deti , Tesp. 34 dI'U.hy deti po operécii (p <0.001). 25. Iuhectomia sup.ldx. epidermoidny karcim')n'll LA mui
26. | lobectomia sup.l.dx.s.Paulson | adenoCa, mis cerebelli IV, muZ
- - 27. h tomia probatoria .sin. nedifer ¥y Mb IIL.B-ext. | muZ
Wilcoxonov parovy test (daia) 28. [ resectio cuneiformis MTS malobunkového Ca lll.B-ext. | muZ
Oznatené testy si vyznamné na hladine p <05 29. | lobectomia inf.L.dx. Mis_malobunkového Ca illB-ext. | muz
Pocet 11 i Uroven p 30. | lobectomia inf.l.dx. Mb karciném, MTS medias. Ill.A-ext. | Zena
Dvojice premennych M‘}ch 31. | lobectomia sup. pulm.dx. nediferenc.Mb karciém lll.B-ext. | muz
32. |Excisio tumoris e lobo sup.sin. | nddor neuro in. typu MLA Zena
Abs pred &Abs po 26 7600000 2527099 0011501

Tab. €. 4: Vzor hodnotenia Statistickej vyznamnosti zmien poctu lymfo-
cytov operovanych pacientov (n = 32); Absolutny pocet lymfocytov
Hodnotenie absolutneho poc¢tu lymfocytov pred a po operacii u nemalo-
bunkovych (NMb) nadorov. Rozdiel absolutneho poctu lymfocytov pred
operaciou a po operacii bol u oboch skupin nadorov signifikantny (Nmb
=0,011501) u malobunkovych (Mb): n =6, P =0,027709).

Wilcoxonov pdrovy test (data)
Oznacgené testy st vyznamné na hladine p <,05000
Potet T 7 Uroven p
Dvojice premennych latnych
Rel pred & Rel po 26/ 5750000

Tabulka ¢. 5: Relativny pocet lymfocytov
Percentualne zastupenie poctu lymfocytov v diferencialnom KO u NMb
nadorov pred operaciou a po operacii. Rozdiel zastipenia lymfocytov
v diferencidlnom krvnom obraze u Nmb nadorov bol signifikantny (P
= 0,0047). Pozn.: podobny vypocéet u malobunkovych (Mb, n = 6, P =
0,074736 pri p< 0.05) nebol signifikantny.
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Graf ¢. 5: Absolttny pocet lymfocytov pred operaciou a po nej
Absolutny pocet lymfocytov u sledovanych pacientov v zavislosti od
operacie pri rozdeleni na dve hlavné skupiny: malobunkovy karcindém
(Mb) a nemalobunkovy karcinom (NMb).

Ulohou nadorovych markerov je z hladiska diferencialnej
diagnostiky uréit’ ¢i pri¢inou klinickych prejavov pacienta
jenadorovy proces. Prinadoroch pl'ic sa vysetruji: CYFRA
21-1, produkovany epidermoidnymi a velkobunkovymi
karcinémami, CEA (adenokarcinémami) a TPS (nediferen-

Tabulka ¢. 6: Histologické nalezy a §tadia ochorenia operovanych pacientov

covanymi karcindmami). Doplnkovym markerom je CA
125 (stupen poskodenia pleuralneho mezotelu) a enolaza
Specifickd pre neurdn (NSE) pri podozreni na malobunko-
vy karcindm. VSetky tieto markery su vSak nedostatocne
citlivou a malo $pecifickou metédou pre skrining. Pou-
Zivajli sa na urcenie progndzy ochorenia, monitorovanie
uspesnosti lieCby, progresie, ¢i recidivy ochorenia s hl'ada-
nim pripadnych metastaz pri pravidelnom hodnoteni stavu
pacienta so sledovani dynamiky markerov (1,4,5).

Predpoklada sa ze detekcia zmien v génoch (molekularny
»staging®) ako doplnok k histopatologickému vySetreniu
bude vyznamnym prispevkom k presnejSiemu stanoveniu
prognozy, k uréeniu vhodnej terapie a predpokladom pre
moznost’ aplikacie netoxickej protinadorovej liecby. Mo-
lekularna diagnostika umoziiuje detekciu ojedinelych na-
dorovych buniek v 'ahko dostupnych tkanivach. Hl'adanie
stupnia rizika tumorigenézy na molekularnej a genetickej
urovni a sledovanie markerov, ktoré méze poukazat’ na
liecebny efekt aplikovanej lieCby je perspektivou. LCud-
sky genom obsahuje 30 000 - 40 000 génov. V plicach je
exprimovanych 15 500, aktivnych v nadoroch je 12 488.
o genetickej predispozicii sa hovori ked’ zarodo¢né bun-
ky obsahuju mutovany nadorovy supresorovy gén (ani-
onkogén), poskodeny gén systému opravy DNA, alebo
vynimo¢ne muticiou zmeneny onkogén. Nasledné d’alSie
mutacie alebo fenotypové zmeny vedu k vzniku maligneho
nadoru. Seridzna skriningova analyza by vyzadovala vel'mi
nakladnu sekvestraciu celého genému. Na detekciu mutécii
v génoch zodpovednych za predispoziciu k vzniku nado-
ru sa vyuzivaju rozne techniky a vyber metddy zavisi od
charakteru predpokladanej mutacie. Detekcia mutacii anti-
onkogénov sa vyuziva pri stanoveni predispozicii k vzniku
nadoru v rodinach s vysokym vyskytom ochorenia (gény
pre Ca prsnika — BRCA 1 a 2, familiarna polypdza kolénu
- APC). Hl'adaju sa ale aj mutacie, ktoré su charakteristické
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pre vacsinu 'udskych sporadickych naddorov. Najmé stano-
venie mikrosatelitovej nestability, detekciu mutacii v onko-
géne RAS a mutacii v nadorovych supresorovych génoch
p53, APC, DPC 4 apl6.

Medzi najcastejSie genetické mutacie naddorov l'udi patria
zmeny antionkogénu p53 (6,7,8). Tento gén je negativnym
regulatorom prechodu G1/S fazy bunkového delenia. Hlav-
nou biochemickou funkciou nemutovanej formy proteinu p53
(wild type p53) je kontrola normalneho priebehu bunkového
cyklu regulaciou transkripcie a DNA replikacie. U vicSiny
Pudskych nadorov, aj u rakoviny plitc, sa nasla inaktivacia
oboch alel génu p53. Napriklad simultanny nalez abnormalit
v RD systéme (zvlast’ overexpresia Cyclin D1) a mutécii génu
p53 podporuje geneticku pri¢inu diagndzy malignomu a sig-
nifikantne zhorSuje prognézu (9,10).

V préaci sme sledovali geneticky polymorfizmus génu p53,
jeho vztah k jednotlivym typom nadorov v plicach a ko-
relaciu s mierou apoptozy a nekrdzy lymfocytov. DNA sa
na analyzu izolovala z krvnych lymfocytov. Asociacia po-
lymorfizmu génu p53 BstUI a Mspl genotypu s réznymi
druhmi karcinémov uz bola v minulosti sledovana. Ka-
wajiri a spol. (11) v roku 1993 zistili spojenie tohto po-
lymorfizmu so zvySenym vyskytom plticneho karcinomu.
Vo §védskej stadii Birgander s kolektivom (12) podobny
vzt'ah nepozorovali. Nase pozorovanie je v suhlase s pr-
vou Studiou. Pri stanoveni p53 haplotypu sa ukazal zauji-
mavy fenomén. Haplotyp BstUI A2 a Mspl A1 alela, ktory
bol vo $védskej studii najdeny len v 1,2%, sa v naSom po-
zorovani vyskytol v 5,4% u pacientov s karcinomom pltc
a vobec nebol pritomny v kontrolnej skupine.

Kerr navrhol pojem apoptoza, (1,2,13,14) pre ,,progra-
movanu“ smrt’ bunky, ktora je morfologicky odlisna od
nekrdzy, pasivneho spdsobu bunkovej smrti. Podobne ako
mechanizmy proliferacie a diferencidcie je apoptoéza pova-
Zovand za kriticky bod bunkovej kontroly. Defekty v pro-
cesoch kontroly bunkovej smrti mozu predlzit Zivotny
cyklus buniek a tym prispievat’ k neoplastickej bunecnej
expanzii. Uroveni apoptézy sme hodnotili v subore pa-
cientov s nadormi v hrudniku a porovnavali s kontrolnou
skupinou zdravych l'udi. Vo vysledkoch sa potvrdili signi-
fikantné rozdiely, najvyraznejSie u adenokarcindémov.
Dolezity je tiez vztah apoptdzy ku genetickému polymor-
fizmu génu p53, ktory je ,,strazca gendmu*. Jeho produkt,
protein p53 zastavuje bunkovy cyklus a je schopny aj ne-
priamo spust’at’ apoptézu. V nasSom subore korelacia me-
dzi mierou apoptdzy a polymorfizmom BstUI / Mspl génu
p53 odhalila signifikantne vysSie percento apoptotickych
buniek u homozygotov BstUI 2/2 a Mspl A2/A2 v porov-
nani s heterozygotmi A1/A2.

Niektori autori povazuju sledovanie expresie p53, ako od-
povede na radioterapiu ¢i chemoterapiu za vhodny marker.
Ini vsak, prave pre vysoku frekvenciu mutéacii p53 u potvr-
denej rakoviny pltc, kde je vysoka pravdepodobnost’ na-
rusenia niektorych funkcii sprostredkovanych génom p53,
ulohu tohto génu ako markera reakcie na liebu neodport-
¢aju (15). Existuju aj ivahy o moznych mediatoroch, ktoré
stabilizuju protein p53 prave v nddorovych bunkéch a to
v linii buniek nemalobunkového nadoru pluc (16). Mno-
hé nadorové bunky aj s defektnymi génmi p53 si pritom
zachovavaju apoptozovu aktivitu. Tato sa preto uz stava
aj potencialnym cielom chemoterapie v liecbe rakoviny
(17, 18).

Ako pozitivnu reakciu na stres si vysvetlujeme naSe zis-
tenie, Ze po operacnom zakroku dochadza k indukovane;j
apoptoze periférnych lymfocytov. Je mozné uvazovat’ aj
o imunologickych mechanizmoch alebo bezpriznakovej
pooperaénej zapalovej reakcii. Subor pozostaval z pacien-
tov v roznom §tadiu ochorenia, niekol’ki mali aplikovana
aj onkologicku liecbu, boli tam aj pacienti s MTS ¢i s ma-
lignym vypotkom. Ci bolo aj zniZenie poétu lymfocytov
v perifernej krvi s tym spojené sa da iba predpokladat’,
avSak z retrospektivnej analyzy diferencialnych krvnych
obrazov u operovanych pacientov je zrejmé, ze sa absolut-
ny aj relativny pocet lymfocytov znizil.

Zavery a vyuZitie pre klinickd prax

Porovnanie polymorfizmu BstUI @ Mspl antionkogénu p53
u pacientov s nadormi v hrudniku so zdravymi jedincami
v naSom subore ukdzalo Ze rozlozenie BstUI A2 a Mspl
A1l alel bolo spojené s pl'icnym karcindmom. Takato ge-
neticka konfiguracie by sa mohla povazovat’ za predispo-
ziciu k tumorigenéze.

Apoptdza periférnych lymfocytov u pacientov s nadormi
v hrudniku bola v porovnani so zdravou populaciou zvy-
Sena. Pritom najviac apoptotickych buniek bolo u homo-
zygotov BstUI 2/2 a Mspl 2/2.

Zrejme ako reakcia na operaciu sa apoptoza periférnych
lymfocytov krvi v naSom stbore pacientov po operacii
zvysila ¢o sme chapali ako priaznivi odpoved’ organizmu.
Zrejme iba d’alSie sledovania ukazu ¢i je mozné uroven
apoptozy hodnotit’ ako pozitivny marker prezivania pa-
cientov o ¢om bolo v jednotlivych pracach diskutované
(18,19).

S apoptozou hypoteticky spojené znizené hodnoty abso-
lutneho aj percentualneho poctu lymfocytov v periférii su
v diferencialnom krvnom obraze I'ahko dostupné a ich po-
kles bol v nasej praci Statisticky vyznamny (v relativnom
pocte iba v skupine nemalobunkovych nadorov).
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SELEKTIVNI DEPLECE ALOREAKTIVNICH T LYMFOCYTU A STUDIUM
PROTINADOROVE AKTIVITY SPECIFICKYCH KLONU T LYMFOCYTU
U PACIENTU S LEUKEMII

SELECTIVE DEPLETION OF ALLOREACTIVE T CELLS AND STUDY
OF ANTI-TUMOR ACTIVITY OF SPECIFIC T CELL CLONES IN PATIENTS
WITH LEUKEMIA
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Souhrn

Vychodiska: Reakce stépu proti hostiteli (graft versus host, GVH) je obavanou komplikaci alogenni transplantace hematopoetickych
kmenovych bun€k. Hlavni roli hraji T lymfocyty dérce, které v konecném diisledku mohou vést k t€zkému postizeni tkani hostitele,
piedev§im kize, jater a gastrointestinalniho traktu. Selektivni deplece pomoci anti-CD25 imunotoxinu (IT) vede k eliminaci
nezédoucich aloreaktivnich T lymfocyti a uchovani zadoucich T lymfocytl darce, které vykazuji protileukemickou a protiinfekéni
reaktivitu. Soubor pacientii a metody: Celkem bylo provedeno 15 smiSenych lymfocytarnich reakei se vzorky klinického materialu
od 12 pacientl s riznymi typy leukémie (7x AML, 3x ALL, 1x CML, 1x CLL) a PBMC od 15 zdravych darct z Transfizni stanice FN
Brno Bohunice. Vysledky: V nasich experimentech bylo prokazano, ze protileukemicky (GVL) efekt darcovskych, predevsim CD4",
T lymfocytd byl dobfe zachovan (7,46%), zatimco nezadouci aloreaktivni (GVH) reakce darcovskych bunék byla zcela potlacena,
protoze nedoslo k reaktivaci aloreaktivnich T lymfocytt ani po opakované restimulaci ozafenymi neleukemickymi burikami pacienta.
Zavér: Ukazali jsme, ze anti-CD25 imunotoxin (IT), RFT5-SMPT-dgA, namifeny proti o fetézci receptoru pro lidsky interleukin
2 (IL-2), vede k dlouhodobé selektivni depleci aloreaktivnich klonti T lymfocytti darce pfi uchovani jejich protileukemického
potencialu. Na zakladé nasich vysledkt byla pfipravena klinicka studie, ktera byla zahajena v roce 2007 ve tfech klinickych centrech
v Ceské republice.

Kli¢ova slova: selektivni deplece, reakce §tépu proti hostiteli, imunoterapie, transplantace krvetvornych bunék

Summary

Background: Graft-versus-host disease (GVHD) is a severe complication of allogeneic transplantation of hematopoietic stem
cells. Donor T cells play a major role in GVHD leading to the host tissue damage, mainly the skin, liver, and gastrointestinal tract.
A selective depletion using an anti-CD25 immunotoxin can eliminate harmful alloreactive T cells while preserving other donor
T cells with antileukemic and antiinfectious reactivity. Patients and Methods: We performed 15 mixed lymphocyte reactions with
clinical specimens from 12 patients with various types of leukemia (7x AML, 3x ALL, 1x CML, 1x CLL) and PBMC from 15
healthy volunteers from Transfusive station FN Brno Bohunice. Results: In our experiments we have demonstrated, that antileukemic
(GVL) effect of donor, especially CD4" T cells was well preserved (7.46%), while unfavourable alloreactive (GVH) reaction of donor
T cells was completely removed. The graft-versus-host (GVH) reactivation of donor cells was negligible ever after repeated stimulation
with irradiated patient’s PBMC. Conclusion: We have shown that anti-CD25 immunotoxin (IT), RFT5-SMPT-dgA, launched
against o chain for human interleukin 2 (IL-2), led to long-term selective depletion of alloreactive donor T cell clones while their
antileukemic activity was well preserved. Base on our results the clinical phase I/II study was designed. This study was initiated in
year 2007 in three clinical centers in Czech Republic.

Key words: lymphocyte depletion, graft-versus-host disease, immunotherapy, hematopoietic stem cell transplantation

Uvod vych onemocnéni, ktera by jinak byla nevylé¢itelna (1).
Alogenni transplantace hematopoetickych kmenovych V soucasné dobé se uplatituje nazor, Ze 1é¢ebny potencial
bunék (HSCT — hematopoetic stem cell transplantation) HSCT spociva zejména v uplatnéni protinadorové aktivity
pfedstavuje ucinnou 1é€bu mnoha nadorovych i nenddoro-  darcovskych (alogennich) T lymfocyti schopnych navo-

104 KLINICKA ONKOLOGIE 21 3/2008



puvodni prace

dit reakci $tépu proti leukémii (GVL - graft-versus-leu-
kemia) (2). Nejpresveédcivejsi klinicky dikaz o existenci
GVL efektu byl podan u pacientt s chronickou myeloidni
leukémii (CML) relabujicich po HSCT, kteti byli léceni
darcovskymi lymfocytarnimi infizemi (DLI - donor lym-
phocyte infusion). Kompletni remise byly pozorovany
u 70-80% pacienti s CML v chronické fazi relapsu 1éce-
nych DLI (3). Kompletni remise po DLI byly pozorovany
u mnoha dal$ich nadorovych onemocnéni a klinicka pozo-
rovani ukazuji, ze GVT/GVL odpovédi mohou byt pfitom-
ny zejména u pacientti s akutni myeloidni leukémii (AML),
mnohocetnym myelomem (MM) a renalnim karcinomem
(2-5). Regrese nadorového bujeni byla pozorovana také
u pacientt s dal§imi nddorovymi onemocnénimi (5).

I pfes obrovsky pokrok v péci o transplantované pacien-
ty v poslednich 20 letech, zlistava nejvétsim problémem
alogennich HSCT nezadouci reakce S$tépu proti hostite-
li (GVH - graft-versus-host), ktera je jednou z hlavnich
pfi¢in morbidity a mortality v potransplanta¢nim obdo-
bi (1,6). Akutni GVH nemoc (GVHD - GVH disease) je
zprostfedkovana zejména alogennimi T lymfocyty (6).
Tyto aktivované T lymfocyty, charakterizované mimo
jiné piitomnosti receptoru pro IL-2 (CD 25+) na svém
povrchu, rekrutuji efektorové populace bunék, které ces-
tou dysregulované produkce cytokini vedou v kone¢ném
diasledku k poskozeni piijemcovych tkani, zejména kuze,
jater a gastrointestinalniho systému (6). Protoze GVH re-
akce je zptisobena predevSim T lymfocyty darce, jejich
odstranéni by mélo zabranit vzniku GVHD. V klinickych
studiich s HLA-identickymi pfibuznymi dérci bylo ové-
feno, ze pii snizeni po¢tu darcovskych T lymfocytd pod
105/kg hmotnosti piijemce zpravidla nedochazi k zivot
ohrozujici GVHD (7). V ptipad¢ HLA-identickych nepfi-
buznych darcti a HLA-neidentickych ptibuznych darct
musi byt deplece T lymfocytli jesté o jeden fad vetsi.
Deplece darcovskych T lymfocytd vSak pfinasi nové pro-
blémy s velmi opozdénou rekonstituci imunitniho systému
po transplantaci: vysoké riziko oportunnich infekei, relaps
zakladniho onemocnéni a rejekce transplantatu (8,9).
Jako idealni se tedy jevi pfistup, ktery by eliminoval pouze
ty darcovské T lymfocyty, které jsou zodpovédné za GVH
reaktivitu, av§ak ponechal T lymfocyty s GVL/GVT reak-
tivitou. Realizace této myslenky je zalozena na ptedpokla-
du, ze GVH a GVL/GVT jsou zprostfedkovany riznymi
klony darcovskych T lymfocyti, které 1ze od sebe oddélit
(2,10). Jeden ze zpusobu jak eliminovat GVH-reaktivni
klony darcovskych T lymfocytt spociva v jejich aktivaci
ozafenymi nenadorovymi buiikami pfijemce v tzv. smise-
né lymfocytarni reakci (mixed leukocyte reaction, MLR).
Klony darcovskych T lymfocytt, které rozpoznavaji pti-
jemcovy nenddorové buriky jako cizorodé, se aktivuji
a exprimuji na svém povrchu CD25 molekuly. Jiz diive
jsme ukazali, ze takto aktivované CD25" T lymfocyty
1ze velmi efektivné a specificky eliminovat pomoci anti-
CD25 imunotoxinu (IT), aniz by byla vyrazn¢ poskoze-
na zbyvajici populace darcovskych T lymfocyti, ktera si
zachovava protileukemickou a protimikrobidlni reaktivitu
(10-13). IT je konstruovan jako anti-CD25 monoklonalni
protilatka spojena s molekulou u¢inného toxinu A-fetézce
ricinu (13).

V tomto ¢lanku predkladame naSe vysledky preklinic-
kych pokust vyuzivajici anti-CD25 imunotoxin k preven-
ci GVH nemoci s perspektivou jejich nasledného vyuziti
v ramci klinické studie faze I/I1.

Material a metody

Soubor pacientu

Pro naSe experimenty byly pouzity mononuklearni buri-
ky z periferni krve (peripheral blood mononuclear cells,
PBMC) pacientt s leukémii ve véku 5 — 63 a HLA neiden-
tickych nepftibuznych darcii ve véku 18 — 50 let.

Jednalo se o pacienty s diagndzou 7x akutni myeloidni leu-
kémie (AML), 3x akutni lymfoblasticka leukémie (ALL),
1x chronickd myeloidni leukémie (CML), 1x chronicka
lymfaticka leukémie (CLL) diagnostikované ve Fakult-
nich nemocnicich v Olomouci a Brné.

Vstupni zpracovani materialu

V dobé¢ stanoveni diagndzy (9 pacientl) nebo relapsu
(2 pacienti) leukémie a za podminky minimaln¢ 70 %
leukemickych blasti v periferni krvi bylo pacientim na
zakladé podepsaného informovaného souhlasu odebrano
40ml heparinizované krve. Z té pak byly gradientovou
centrifugaci separovany leukemické buriky, které byly
fizené zamraZzeny a uchovany pii -196°C do doby zpra-
covani. Pacientdm, ktefi byli 1é€bou uvedeni do hemato-
logické remise ( <1% blastl v periferni krvi), bylo pak
odebrano 40ml heparinizované krve s naslednou separaci
PBMC. Leukemické buiiky i neleukemické PBMC téhoz
pacienta byly pouzity v naSich experimentech jako an-
tigen pii stimulaci GVL a GVH reaktivity darcovskych
lymfocytd. PBMC zdravych darct byly ziskany gradien-
tovou centrifugaci z leukocytarni frakce ziskané z Trans-
fuzniho oddéleni od zdravych darct krve po podepsani
informovaného souhlasu.

Primarni smiSena lymfocytarni reakce

Na zacatku kazdého pokusu vstupovalo do pokusu 100x10°
PBMC zdravého darce.

Nejdtive byly v primarni MLR smichany ozatené (30Gy)
neleukemické PBMC pacienta s lymfocyty zdravého darce
v poméru 1:2. Buriky byly 24 hodin kultivovany v kom-
pletnim médiu (X-VIVO 15, které obsahuje L-glutamin
a 10% tepelné inaktivovaného lidského AB séra) pii bu-
néénosti 5x10°/ml darcovskych PBMC. V této reakci do-
chazi k aktivaci darcovskych klonti T-lymfocytd, které na
svém povrchu exprimuji molekulu CD25.

V nasledujicich 24 hodinach bylo do MLR pfidano
10¥M anti-CD25 imunotoxinu sestavajiciho z molekuly
monoklonalni protilatky anti-CD25 a vysoce potentniho
A-tetézce ricinu (12), ktery selektivné depletoval tyto alo-
reaktivni klony darcovskych lymfocytti. Spole¢né s IT byl
podan 10mM chlorid amonny, ktery potencuje uc¢inek IT
(11,12). Podani samotného chloridu amonného v koncen-
traci <10mM pfitom nema zadny efekt na viabilitu bun¢k
(8, 12). Pro maximalni potenciaci efektu selektivni deple-
ce CD25" aloreaktivnich lymfocyti darce bylo po 24 hodi-
nach inkubace znovu pfidano 0,5x 10 M IT. V prubéhu ex-
perimentu bylo pribézné provadéno cytometrické vysetie-
ni exprese znaku CD25 na CD4" a CD8" T lymfocytech.
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Sekundarni smiSena lymfocytarni reakce

Ctvrty den kultivace byly selektivné depletované darcov-
ské lymfocyty sklizeny a tato kultura byla rozdélena na
dveé stejné ¢asti. Prvni kultura bunék byla smichéana s oza-
fenymi (30Gy) leukemickymi bufikami pacienta. V této
MLR pak dochézelo k aktivaci GVL-specifickych klont
T lymfocytt darce, které by jiz mély postradat nezadouci
GVH-reaktivitu. Reaktivace ozafenymi leukemickymi
burikami pacienta byla 2x opakovana v tydennich inter-
valech, tj. 10. a 17. den kultivace. Druh4 kultura byla smi-
chéna s ozafenymi (30Gy) neleukemickymi buitkami pa-
cienta tak, aby bylo mozné prokazat piipadnou zbytkovou
aloreaktivitu selektivné depletovanych darcovskych lym-
focyti. Reaktivace ozafenymi neleukemickymi burikami
pacienta byla rovnéz opakovana v tydennich intervalech,
tj. 10. a 17. den kultivace.

Pomoci pritokové cytometrie pak byly charakterizova-
ny darcovské lymfocyty pomoci znakii CD3, CD4, CDS,
CD25.

Kontrolni smiSena lymfocytarni reakce

Jako kontrolni experiment mapujici aktivaci aloreaktiv-
nich lymfocytt darce byla provadéna MLR bez selektivni
deplece anti-CD25 imunotoxinem. V primarni MLR byly
smichany ozafené (30Gy) neleukemické PBMC pacienta
s lymfocyty zdravého darce v poméru 1:2. Buriky byly
kultivovany v kompletnim médiu pii bunéénosti 5x10°/ml
darcovskych PBMC a nasledné 3x reaktivovany (tj. 4., 10.
a 17. den kultivace) ozafenymi neleukemickymi PBMC
pacienta. Timto zplisobem byla sledovana GVH reaktivi-
ta darcovskych lymfocytd. V pribéhu experimentu bylo
rovnéz provadéno cytometrické vysSetfeni exprese znaku
CD25 na CD4* a CD8" T lymfocytech.

Vysledky:

Celkem bylo provedeno 15 smiSenych lymfocytarnich re-
akci se vzorky klinického materialu od 12 pacientli s rtz-
nymi typy leukémie (7x AML, 3x ALL, 1x CML, 1x CLL)
a PBMC od 15 zdravych darcti z TS FN Brno Bohunice.
Prvni den byla zalozena kultura MLR, ve které byly
smichany darcovské PBMC s ozafenymi neleukemicky-
mi PBMC pacienta s leukémii tak, aby doslo k aktivaci
aloreaktivnich darcovskych lymfocyti. Po 24-hodinové
kultivaci v inkubatoru byla cytometricky zméfena produk-
ce znaku CD25 na CD4" T lymfocytech v kultufe GVH,
kterd dosahovala 6,77 — 11,02% (median 8,46%), na
CD8" T lymfocytech pak exprese znaku CD25 dosahova-
la 0,76 — 3,5%, (median 1,55%). Pro navozeni selektivni
deplece aloreaktivity byl k MLR pfidan anti-CD25 IT. Jiz
po 24 hodinach kultivace s IT doslo k prudkému poklesu
aloreaktivnich lymfocyt darce na 0,08 — 0,18% (median
0,14%) u CD4" T lymfocytt a 0 — 0,31% (median 0,14%)
u CD8" T buné¢k ve srovnani s kontrolni MLR bez pfidani
IT: 7,87 — 12,57% (median 10,87%) na CD4" T lymfocy-
tech, na CD8" pak 1,8 — 6,7% (median 3,64%).

Inkubace dal$ich 24 hodin s Cerstvé pfidanym IT jes-
té¢ prohloubila efekt selektivni deplece aloreaktivity
darcovskych lymfocyti na 0 — 0,14% (median 0,12%)
u CD4*' T lymfocytt, na CD8* 0 —0,10% (median 0,05%),
zatimco v kontrolni MLR doslo k dal§imu nardstu pro-
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centualniho zastoupeni aloreaktivnich klond darcovskych
CD4*CD25" T lymfocyta na 10,75 — 16,03% (median
11,91%), u CD8'CD25" T lymfocytt na 4,6 — 11,9% (me-
dian 6,73%), viz Obr. 1 a Obr. 2. Na Obr. 3 je znazornéna
reprezentativni flow cytometricka analyza primarni MLR
u jednoho darce.
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Obrazek ¢. 1: Pribéh primarni MLR na CD4+ CD25+
T lymfocytech (medidn)

GVH - kontrolni MLR bez imunotoxinu;

GVHAHIT — MLR s imunotoxinem.
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Obrazek ¢. 2: Pribéh primami MLR na CD8* CD25*
T lymfocytech (median)

GVH - kontrolni MLR bez imunotoxinu;
GVHHIT — MLR s imunotoxinem.
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Obrazek ¢. 3: Flow cytometrickd analyza CD4°CD25" T lym-
focytli v primarni MLR

Priklad aktivace aloreaktivnich CD3" T lymfocytd v MLR bez
imunotoxinu (levy panel) a po inkubaci s imunotoxinem, kdy
jsou selektivné depletovany aloreaktivni lymfocyty darce (pravy
panel).
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Ctvrty den od po&atku kultivace byla MLR sklizena,
promyta a rozdélena na dvé ¢asti obsahujici stejny po-
Cet selektivné depletovanych darcovskych lymfocytd.
Prvni ¢ast byla nésledné stimulovédna ozarfenymi neleu-
kemickymi bunkami (kultura rtGVH-+IT) pro zjisténi
zbytkové reaktivace aloreaktivnich klonti darcovskych
lymfocytd. Druha ¢ast byla stimulovana ozafenymi leu-
kemickymi buiikami stejného pacienta (kultura GVL)
tak, aby byla navozena aktivace leukemie-specifickych
klontt T lymfocyt. 24 hodin po reaktivaci byla zmé-
fena produkce znaku CD25 v obou kulturach. V. GVL
kultufe dosahovala exprese znaku CD25 na CD4" lym-
focytech 0 — 7,5% (median 2,45%), zatimco v kultuie
bun¢k rGVH+IT 0 — 0,58% (median 0,15%). Na CD8"
lymfocytech byla pozorovana exprese znaku CD25
v 0 — 0,4% (median 0,1%) u GVL a v rGVH+IT
0 —0,19% (median 0,11%). V kontrolni MLR doslo po
reaktivaci k nardstu populace CD4*CD25* T lymfocy-
td: 10,4 — 16,4% (median 12,58%), zvySeni exprese
znaku CD25 bylo pozorovano i u CD8" T lymfocytt:
6,5 — 13,1% (median 8,19%).

Desaty den probéhla dalsi reaktivace obou kultur a po
24hod kultivaci nasledné métfeni na CD4" T bunkach
ukazalo, ze v reaktivované GVL kulture dochazi podle
ocekavani k vyssi expresi znaku CD25 0,11 — 23,0%
(median 3,92%), kdezto v reaktivované rtGVH+IT kul-
tufe k vyskytu CD25* bunék nedochazi témér vibec
0,14 — 0,34% (median 0,17%). V GVL populaci CD8"
T lymfocyti dosdhlo procentualni zastoupeni CD25*
bunék hodnot: 0,06 — 1,7% (median 0,13%). Kontrol-
ni reaktivovana MLR vykazala hodnoty v CD4"'CD25*
populaci T lymfocytd 8,79 — 21,2% (median 15,81%),
u CDS8'CD25* T lymfocytt pak doslo k poklesu hodnot:
2,8 — 5,9% (median 3,35%), avSak v porovnani s buri-
kami v rtGVHHIT 0 — 1,2% (median 0,17%) byla expre-
se znaku CD25 stale vyznamné vySsi.

Obdobnych vysledktl bylo dosazeno i po treti reaktiva-
ci, ktera prob¢hla v den 17. V reaktivované GVL kultu-
fe bylo v den 18 naméfeno 1,1 — 9,6% (median 7,46%)
CD4'CD25" T lymfocytl, v reaktivované GVH+IT kul-
tufe pouze 0 — 0,23% (median 0,14%). Kontrolni reakti-
vovand MLR vykézala hodnoty u CD4*CD25" T buné¢k
15,64 — 27,1% (median 18,78%). V populaci CD8* T lym-
focytd byly naméfeny tyto procentudlni zastoupeni akti-
vovanych CD25" lymfocytt: v GVL kultufe 0 - 1,3% (me-
dian 0,4%), v tGVHAIT kultute 0 - 1,1% (median 0,21%)
a v kontrolni GVH kultufe 1,6 — 5,4% (median 2,77%).

Mediany namétenych hodnot shrnuji Obr. 4 a Obr. 5. Na
Obr. 6 je znazornéna reprezentativni flow cytometricka
analyza jednotlivych MLR u jednoho darce.

Mizeme tedy shrnout, Ze protileukemicky (GVL) efekt
darcovskych ptredevsim CD4" T lymfocytli byl dobie za-
chovan (7,46%), zatimco nezadouci aloreaktivni (GVH)
reakce darcovskych bunék byla zcela potlacena, protoze
nedoslo k reaktivaci aloreaktivnich T lymfocytd ani po
opakované restimulaci ozafenymi neleukemickymi bun-
kami pacienta.
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Obrazek ¢. 4: Pribéh MLR — srovnani exprese znaku CD25" na
CD4" T lymfocytech v jednotlivych reakcich (median)

GVH - kontrolni MLR bez imunotoxinu a opakovanou stimula-
ci neleukemickymi butikami pacienta;

GVHHIT — MLR s imunotoxinem a naslednou stimulaci neleu-
kemickymi butikami pacienta;

GVL — MLR s imunotoxinem (pro navozeni selektivni deplece
aloreaktivity) a naslednou opakovanou stimulaci leukemickymi
burikami téhoz pacienta.
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Obrazek ¢. 5: Pribéh MLR — srovnani exprese znaku CD25" na
CD8" T-lymfocytech v jednotlivych reakcich (median);

GVH - kontrolni MLR bez imunotoxinu a opakovanou stimula-
ci neleukemickymi burikami pacienta;

GVHHIT — MLR s imunotoxinem a naslednou stimulaci neleu-
kemickymi burikami pacienta;

GVL — MLR s imunotoxinem (pro navozeni selektivni deplece
aloreaktivity) a naslednou opakovanou stimulaci leukemickymi
burikami téhoz pacienta
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Obrazek ¢. 6: Priklad flow cytometrické analyzy CD4'CD25*
T-lymfocyt v sekundarni MLR v den 18

GVH - kontrolni MLR bez imunotoxinu a opakovanou stimula-
ci neleukemickymi buiikami pacienta;

GVHHIT — MLR s imunotoxinem a naslednou stimulaci neleu-
kemickymi butikami pacienta;

GVL — MLR s imunotoxinem (pro navozeni selektivni deplece
aloreaktivity) a naslednou opakovanou stimulaci leukemickymi
burikami téhoz pacienta.
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Diskuze:

Alogenni HSCT vcetné vyuziti potencidlu darcovskych
lymfocytarnich infizi (DLI) je v soucasné dobé povazova-
na za standardni 1é¢ebnou metodu téch pacientl s hema-
tologickymi malignitami, kde se nedaii pomoci samotné
chemoterapie dosahnout dlouhodobého pfeziti ¢i vyléceni.
Buriky imunitniho systému darce tak vyznamné ovliviiu-
ji terapeuticky vysledek HSCT, ktery je zpravidla kom-
promisem mezi zadouci GVL reakci a nezadouci a zivot
ohrozujici GVH nemoci. GVL i GVH efekt se velice ¢asto
vyskytuji souCasn¢ a dosavadni klinické transplantacni
postupy zatim nebyly schopny tyto dvé reakce od sebe od-
lisit. Jiz dfive jsme ukazali, ze jsme schopni rozpoznat jed-
notlivé klony darcovskych lymfocyti zodpovédné za GVL
i GVH reaktivitu (14,15). Ukézali jsme také, Ze nezddouci
aloreaktivni klony lze velice u¢inné eliminovat pomoci in
vitro postupu selektivni deplece téchto T lymfocyti po-
moci anti-CD25 imunotoxinu (14,16). Tento postup lze
aplikovat pfed samotnou alogenni HSCT (16). V navaz-
nosti na tento nové zavedeny postup prob&hly dvé klinické
studie, které jasné potvrdily pfinos selektivni deplece jak
v situaci HLA-identickych pfibuznych darcti (9), tak v si-
tuaci haploidentické HSCT (10).

Selektivni deplece (SD) vyuziva PBMC izolované z peri-
ferni krve pacienta pro stimulaci darcovskych lymfocytd
v kultufe ex vivo. Pro selektivni depleci 1ze pouzit imuno-
magnetickou separaci, anti-CD25 imunotoxin nebo proces
fotodynamické deplece (photodepletion, PD).

Proces imunomagnetické separace s vyuzitim CD25" para-
magnetickych polystyrénovych kulic¢ek je ucinny ¢astecné
a docasné pouze v primarni MLR. Po nasledné reaktivaci
PBMC pacienta v§ak dochazi k opétovnému vyskytu alo-
reaktivnich T lymfocytli darce a s opakujicim se poctem
reaktivaci se procento CD25" T lymfocytl nadale zvySuje
(11). Tento pfistup tedy neumoziuje dosazeni trvalé se-
lektivni deplece aloreaktivity a neni vhodny pro klinické
pouziti.

Fotodeplece je metoda zalozena na absorbci fotoaktivniho
derivaturhodaminu 4,5-dibromorhodaminu 123 (TH9402).
Tato latka je selektivné zadrzena pouze v mitochondriich
aktivovanych aloreaktivnich bunék. Bunky s adsorbova-
nym TH9402 jsou nésledné vystaveny svételnému zateni
o vlnové délce 500-600nm generovaném v pfistroji Thera-
lux (Kiadis Pharma, Amsterdam, Nizozemi). Béhem toho-
to procesu se TH9402 stava vysoce cytotoxickym a zpu-
sobuje zavazna oxidativni poskozeni senzitivnich bun¢k
(13). Tato metoda je velmi ucinna a specificka po strance
selektivni deplece déarcovskych aloreaktivnich T lymfo-
cytli u HLA — neidentickych darcl, avSak data popisujici
dlouhodobé;jsi ucinky fotodeplece zatim chybi.

Oproti tomu metoda selektivni deplece pomoci anti-CD25
imunotoxinu dokaze eliminovat regulacni CD25* lymfo-
cyty a zaroven ucinné odstranit aloreaktivni T lymfocyty
darce. Pritom zachovava vysokou reaktivitu darcovskych
alodepletovanych T lymfocytl viici jinym antigentim (leu-
kemie-specifickym, mikrobialnim, atd.) i po opakovanych
restimulacich PBMC pacienta, coz je dulezité pii alogen-
nich HSCT.

V nasi pfedchozi praci (14, 16) jsme byli schopni od-
délit aloreaktivitu od nadorové-specifické reaktivity
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zpusobené jednotlivymi alogennimi klony T bunék
s pfimym dikazem, Ze tyto klony jsou odlisné. Tento
nalez je zalozen na identifikaci danych aloreaktivnich
a tumor-reaktivnich klond T bungk a jejich kvantitativ-
nim monitorovani in vivo u pacientii podstupujicich alo-
genni HSCT. Odlisné antigeny mohou byt rozpoznany
u riznych GVH a GVL specifickych T lymfocytt. V la-
boratornich podminkach se nam podatilo tyto derivova-
né GVL a GVH specifické klony T lymfocytt darce in
vitro ptipravit.

Pouzitim anti- CD25 imunotoxinu (IT), RET5-SMPT-dgA,
namifenému proti o fetézci receptoru pro lidsky IL-2 (mo-
lekula CD25), se nam podatilo dosdhnout minimalné 2log
deplece aloreaktivnich klond T lymfocyti, ktera zistala
uchovana i po opakovanych restimulacich PBMC pacien-
ta, coz svédci o prakticky uplné eliminaci nezadouci alo-
reaktivity.

Th pomocné T lymfocyty tiikrat restimulované leukemi-
ckymi burikami pacienta navic ukéazaly vyznamny nardst
leukemie-reaktivnich CD4"'CD25" klond. V ptipadé Tc
cytotoxickych T lymfocytd byl dobfe zachovan efekt se-
lektivni deplece, narust leukémie-reaktivnich CD8*CD25*
klont byl rovnéz zaznamenan.

Na zaklad¢ nasSich vysledk Ize shrnout, Ze selektivni de-
plece aloreaktivnich lymfocytd darce ex vivo s pouZzitim
anti-CD25 IT je efektivni strategii pro zabranéni klinicky
vyznamné GVH reakce a zaroven posileni protileukemic-
ké reaktivity §tépu.

Na zéklad¢ dosazenych vysledkli jsme navrhli design kli-
nické studie s vyuzitim selektivni deplece pomoci anti-
CD25 IT ve formé darcovskych lymfocytarnich infuzi.
Predpokladame, ze timto biotechnologickym postupem
upravy Stépu darce pied samotnou HSCT Ize eliminovat
nebo alesponl vyznamné potlacit GVHD, a tudiz vyznam-
né zlep$it kvalitu Zivota pacientii po transplantaci. Navic
bezpe¢na HSCT bez rizika GVHD by mohla byt nabid-
nuta Sirokému spektru neonkologickych pacientd zejmé-
na s pokroc€ilym autoimunitnim onemocnénim (zanétliva
onemocnéni pojiva, roztrousena sklerdza) nebo jinymi
nemocemi, u kterych lze ocekavat piiznivy 1écebny efekt
HSCT.

Znaénou vyhodou tohoto pfistupu je také individualizace
adoptivni imunologické 1é¢by pro konkrétniho pacienta,
ktera nevyzaduje detailni znalost jednotlivych nadorovych
antigentl.

Zavér

Ukazali jsme, Ze anti-CD25 imunotoxin (IT), RFT5-SM-
PT-dgA, namifeny proti a fetézci receptoru pro lidsky in-
terleukin 2 (IL-2), vede k dlouhodobé selektivni depleci
aloreaktivnich klond T lymfocyta darce pfi uchovani je-
jich protileukemického potencialu.

Na zakladé naSich vysledkd byla pfipravena klinicka
studie, ktera byla zahajena v roce 2007 ve tfech klinic-
kych centrech v Ceské republice.
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VYSLEDKY SLEDOVANI SOUBORU PACIENTU LECENYCH PRO HODGKINOVU
NEMOC V LETECH 1971 AZ 1996.

1.¢ast: Dlouhodobé preziti pacientii v zavislosti na klinickém stadiu onemocnéni.

RESULTS OF THE MONITORING THE GROUP OF PATIENTS TREATED
FOR THE HODGKIN DISEASE IN THE PERIOD OF 1971 TO 1996.

Part 1: Long-time survival in dependence of the clinical stage of the disease.

FRIDRICHOVA M.!, DIENSTBIER Z.2, LOUCKA M.}, SKALA E.2, BLOMANNOVA E2,

'USTAV RADIACNI ONKOLOGIE FNB PRAHA
INEMOCNICE SV. ALZBETY PRAHA
3USTAV MATEMATIKY VSCHT PRAHA

Souhrn

Vychodiska: Autorsky tym se zabyval problematikou Hodgkinovy nemoci od roku 1971. V roce 1978 byla zahdjena na osmi
pracovitich v CR studie MORHO podle jednotného diagnostického a létebného protokolu. Cilem price je zhodnoceni dlouhodobych
lé¢ebnych vysledkd studie MORHO. Soubor pacienti a metody: Bylo 1é¢eno 370 nemocnych. Lécba spoéivala v kombinaci zateni
achemoterapie COPP a od roku 1988 alternaci COPP a ABVD. Terapie byla modifikovana podle klinickych stadii a histologického typu
a veéku pacientti. U nemocnych nad 50 let se 1écba redukovala po dekadach vzdy o jeden cyklus chemoterapie. Vysledky: Z klinické
studie vyplyva, ze nemocni ve stadiu I1A, IIB a IIIA ptezivaji 30 let v 59,29 %, 57,86 %, 60,72 %. Pacientti diagnostikovanych jako
stadium IIIB Zije po 30 letech 36,78 %, zatimco nemocni ve stadiich IVA a IVB prezili 10 let ve 24,51 % a 23,32 % a 20 let 8,61 %
se stadiem IVB. Zeny prezivaji déle nez muzi. Histologické typy nemély vliv na délku pieziti. Celkovy podet relapsti v souboru byl
55, z toho bylo 39 muzii a 16 zen. V 64 % §lo o stadium Il a IV a v 73 % byly postizeny mediastinalni uzliny. 42 % relapsi bylo do
jednoho roku po 1é€be. Po 1é€bé se narodilo pacientim ze souboru 75 déti, z toho 60 lé¢enym zendm. Zavéry: Lécba Hodgkinovy
nemoci podle protokolu, vytvoieného skupinou odbornikti Gcastnicich se na projektu MORHO, je srovnatelna se zahrani¢ni 1é¢bou
té doby. Znamenala vyrazny posun v terapii nemoci v tehdejiim Ceskoslovensku, zv1a3té sjednoceni lé&ebného protokolu. Lécba
Hodgkinovy nemoci se tak zménila z pouhé paliace ve skute¢nou kurativu.

Kli¢ova slova: Hodgkinova nemoc, chemoterapie, radioterapie, dlouhodobé pieziti

Summary

Backgrounds: This authors team has been dealing with the Hodgkin disease problems since 1971. The MORHO study started at
eight working places in 1978 according to unified diagnostic and medical protocol. Patients and methods: 370 patients were treated.
The treatment consisted in the combination of radiation and chemotherapy COPP and since 1988 in alternance of COPP and ABVD.
Therapy was modificated with accordance to clinical stages and patient’s histological type and age. Treatment of the patients over 50
was reduced in decades of one chemotherapy cycle less. Results: Results from the clinical study are — patients with the stage I1A,
IIB and IIIA survive 30 years in 59,29%, 57,86% and 60,72%. Patients diagnosed as stage II1IB survive after 30 years 36,78%, while
patients in stages IVA and IVB survived 10 years 24,51% and 23,32% and 20 years 8,61% in stage IVB. Women survived longer than
men. Histological types had no influence to the lenght of survival. The total number of relapses in the group was 55. There were 39
men and 16 women from that. 64% was in stage III and IV and in 73% mediastinal nodules were affected. 42% of relapses was till
1 year after the treatment. After the treatment 75 children were born to the patients from the group. 60 children from that were born
to the women under treatment. Conclusion: The success of therapy of Hodgkin’s disease according to protocol created by expert
group of study MORHO is comparable with results of similar studies in the world. The most important contribution of this study was
unification of treatment protocol in Czechoslovakia. This study changed the formerly paliative therapy to real curative treatment.

Key words : Hodgkin desease, chemotherapy, radiotherapy, survival

Uvod

Tento soubor vznikal v 70. letech minulého stoleti jako
reakce na informace o rozvijejicich se terapeutickych
smérech systémového onemocnéni oznacovaného jako
Hodgkinova nemoc (HN). Zacala se spoluprace tii praz-
skych pracovist pod vedenim prof. Dienstbiera. Nové
techniky radioterapie uvadél do klinické praxe prof. Za-
mecnik.
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Spoluprace se ucastnily Ustav biofyziky a nuklearni me-
diciny Fakulty vSeobecného lékatstvi (FVL UK), Radio-
terapeuticky ustav a II. klinika tuberkuldzy a respiracnich
chorob FVL UK Praha.

Od radioterapie na vysokovoltaznich rentgenovych pfi-
strojich se pfechdzelo v 70. letech na kobaltové ozaro-
vace statické (Chisostat) a dalsi generace s véts§i moz-
nosti pohyblivosti hlavice a rtiznosti nastaveni (Chis-
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obalt). S rozvojem chemoterapie a dostupnosti alespon
zékladnich cytostatik se terapeutické moznosti rozsiro-
valy, tloha chemoterapie se na zakladé probihajicich
studii dostavala z roviny paliace do roviny rovnocenné
kurativni metody ve srovnani s radioterapii a posléze se
stala suverénni kurativni metodou, dopliiovanou radio-
terapii.

Sledovany soubor pacientti 1é¢enych pro HN vznikal
od roku 1971. Do roku 1976 byla vétsina pacientl
ziskdna z Pneumologické kliniky. Slo o pacienty
s vy$8im klinickym stadiem onemocnéni. V pozdéj-
$ich letech se vyskyt jednotlivych klinickych stadii
roz§itil. Diagnostika a terapie se sjednotila podle
protokolu publikovaného v r.1978 (1). Do studie na-
zvané MORHO se zapojilo 8 klinickych pracovist
z Ceské republiky.

Soubor obsahoval 371 pacientt, z nich bylo hodnoceno ve
studii 370. Do vySetiovacich stagingovych metod byla za-
hrnuta 67Ga scintigrafie, CT vySetieni, radiologicka i izo-
topova lymfografie i izotopova lymfografie (2, 3).
Desetileté vysledky publikovali Dienstbier a spol. v r. 1988
(4), kdy 72,5% nemocnych bylo v kompletni remisi
a 10,8 % prezivalo v parcialni remisi.

Z pacientli zahrnutych do studie doslo u 55 nemocnych
k relapsu. Skupina sestavala ze 39 muzt a 16 Zen, u 64 %
§lo o klinicka stadia III a IV. Postizeni mediastina bylo
pozorovano u 73 %. Ke 42 % relapsi doslo do 1 roku po
1écbe, u dalsich 33 % do dvou let po ukonceni primarni
terapie (5).

V Ceské republice tato studie predstavovala kvalitativni
zvrat v péc¢i o nemocné s HN, coz dokazuji i zavéry retro-
spektivni studie 430 pacientli léCenych pro toto onemoc-
néni v letech 1965-1974, kde pétileté pieziti bylo pouze
41% (6).

V roce 1996 byla ukoncena spoluprace sdruzenych pra-
covist, ambulance pfemisténa do nemocnice sv. Alzbéty
a oSetfujici 1ékati se soustiedili na dispenzarni péci o diive
lé¢ené nemocné.

Metodika

Klinicka a histologicka klasifikace onemocnéni téchto
pacientt byla stanovena podle Ann Arbor a RAY kla-
sifikace. Nemocni byli 1é¢eni podle jednotného proto-
kolu. Lécba byla diferencovana podle klinického sta-
dia a B symptomatologie. Protokol byl modifikovan
v 1.1988.

Ptavodnich 6 cykld se podle véku (nad 50 let) snizovalo po
dekadach o 1 cyklus chemoterapie.

Aplikovali jsme COPP kombinaci (cyklofosfamid, vin-
kristin, prokarbazin, prednison) a od r. 1988 alternativ-
né¢ COPP a ABVD (adriamycin, bleomycin, vinblastin,
dacarbazin). Radioterapie probihala do roku 1985 na
kobaltovém ozatfovaci, pozd¢€ji na linedrnim urychlova-
¢i 4-6 MeV a aplikovana davka neptesahovala 40 Gy.
U pacientt do 40 let véku, zejména u Zen, byla indiko-
vana radioterapie v oblasti podbrani¢nich uzlin pouze
limitovanym polem, pokryvajicim pouze paraaortdlni
a splenické uzliny do umbilikalni roviny. Schematic-
ky je znazornéna 1é¢ba podle protokolu publikovaného
v roce 1978 (1).

ZAKLADNI SCHEMA KOMPLEXNI LECBY

L I viechny | + organy |+ disemi |
n T ]
(alal [B[B] [AlB] Al B
Histologie [ LP [NS [MC] viechny viechny
RT RT T cT
+ + +
CT l‘ CT RT
Vyjimky Nadbraniéni oblast
1A LP NS
1A LS NS
RT homi mantel + paraaortalni uzliny
+CT

Schema: Zakladni schema 1é¢by

Statistické zpracovani

Statisticka analyza se soustiedila na zhodnoceni doby pte-
zivéni u jednotlivych skupin pacientd. Hlediska tfidéni
byla klinické stadium, pohlavi, vék a pfic¢ina umrti. Hle-
disko véku bylo hodnoceno orientaéné aritmetickym pra-
mérem a rozpétim souboru.

Ostatni skupiny pacienti vyttidéné podle uvedenych kri-
térii byly zpracovany standardné Kaplan-Meierovou me-
todou a naslednou konstrukei kiivek preziti.

Vyhodou Kaplan - Meierovy metody konstrukce kiivek
preziti je procedura tzv. cenzorovéni, kterd umoziuje
zahrnout do studie i ty ptipady, kdy pacient piestal byt
z nejriznéjsich diivodi sledovan v obdobi mezi dvéma
po sobé nasledujicimi umrtimi, avSak v tomto obdobi
k jeho mrti nedoslo. Podminéna pravdépodobnost pie-
ziti v daném Casovém useku je pak vztazena ke skute¢né-
mu poctu osob, které jsou v tomto intervalu pravé sledo-
vany. Cenzorované piipady ovliviiuji kiivku preziti tak,
Ze se postupné snizuje pocet osob v riziku. Horizontalné
orientovana Cara stupniovité kiivky tak obsahuje body
odpovidajici okamziktim, v nichz byl pacient ze studie
vytazen.

Signifikantni odliSnost ve skupiné kfivek preziti jsme
posuzovali zobecnénym log-rank testem na hlading vy-
znamnosti 5%. Na stejné hladiné¢ vyznamnosti je testo-
vana rozdilnost kazdé dvojice kiivek preziti Cox-Mante-
lovym testem (8). Kriticky obor obou zminénych testt je
odvozen od X? rozdéleni pravdépodobnosti. V tabulkach
a komentarich grafi je tedy vysledek testu signifikantni,
tj. ktivky preziti se od sebe lisi tam, kde je uvedena hod-
nota p < 0,05.

Podil pezivajicich pacientd f byl stanoven z Kaplan-Me-
ierovych kiivek pfeziti jejich vyrovnanim exponencielou
podle rovnice

f=de

a ze znamych parametrii 4, B pak byly vypocteny doby
preziti pro hodnoty ¢asu t = 60, 120, 240 a 360 mésicii.
K vypoctim byl pouzit programovy produkt STATISTICA
7.0 (9).
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Vysledky

Cely soubor je charakterizovan v nasledujicich tabulkach
a prezivani nemocnych je uvedeno v jednotlivych tabul-
kach a grafech. Zakladni tidaje o datovém souboru a jeho
¢lenéni jsou v tab.1 a 2.

soubor pacientil | celkem Zeny mugi prefivajici | zemieli
podet 370 172 198 191 179
Tabulka €. 1: Vychozi soubor pacientt

Klin. zeny | muZi | Celkem Klin. Zeny | muX | Celkem
stadium tadi

1A 2 8 10 1A 64 46 110

1B 3 2 5 1B 25 |12 |47

1 5 10 15 1] 89 |68 157
1A 38 (43 |8l WA 5 7 12
1B 20 (46 |66 IVB 15 |24 |39

111 58 |89 147 v 20 131 |51

Tabulka ¢&. 2: Cetnostni struktura souboru tfidéného podle pohlavi a
klinickych stadii.

Pro moznost srovnani vékového slozeni uvadime i histo-
gramy pavodniho a redukovaného souboru piezivajicich
sledovanych pacienti.
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Graf ¢. 1: Histogram véku v dobé diagndzy pro cely soubor
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Graf ¢. 2: Histogram véku v dobé diagnozy dlouhodobé piezivajicich
nemocnych (muzi, Zeny)

U prezivajicich pacienti je redukovana vékova kategorie nemocnych
do 31 let, s vét§im zastoupenim vysSich vékovych kategorii (49-61 let)
u muzg.
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Kfivka pteziti nemocnych celého souboru je na grafu 4.
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Graf ¢. 3: Analyza rozptylu véku pacientl

Vysledky jednofaktorové analyzy rozptylu vzhledem k urovnim (MP

faktord pfeziti - pohlavi. Vliv faktoru (pohlavi - pfeziti) je vyznamny,

p=10,000363.
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Graf ¢. 4: Kiivky pieziti celého souboru
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Graf ¢ 5: Kfivka preziti vSech nemocnych souboru podle pohlavi;

p=0,01069

Na grafu 5 je kiivka pteziti celého souboru podle pohlavi.
Pacienti s klinickym stadiem I, jsou narozeni v rozmezi
let 1928-1950, v dob¢ diagndzy jim bylo od 28 do 74 let.
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Doba od stanoveni diagnézy do soucasnosti je v rozmezi
10 — 39 let. V&kové rozlozeni a maly pocet pacientil se
odrazily v ktivkach pfeziti. Vyuzili jsme proto moznosti
znadhodnéni vybéru dat ve skupinach IIA a IIB a soubor
vznikly spojenim s piipady 1A a IB tak vytvofil konzistent-
ni datovy zéklad spliujici podminky pro aplikaci metody
ANOVA (8). Nekolikerym opakovanim této procedury
jsme dosli k zavéru, ze se délka pieziti pro skupinu IA vy-
znamné odlisuje ve skupiné IIB (p = 0,0034). Jiné odlis-
nosti se ve znahodnénych souborech nepodafilo prokazat

] [ [0 o
Klinicka stadia

Graf ¢. 6: Typicky vysledek metody ANOVA ve znahodnéném souboru
1. Kumulativni podil ptezivajicich v klinickych stadiich
ITA az IVB podle Kaplan-Meiera je zndzornén na grafu

7. PIna kolecka znamenaji ukonceny stav, trojuhelnicky
cenzorovany udaj.
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Graf ¢. 7: Preziti nemocnych podle klinickych stadii IIA az IVB

Muti ] | Zeny

11 11 v il 1] [\
11 XXX 0,08664 0,00000 \ XXX 0,78605 0,00000
1] - XXX [ 0,00011 XXX 0,00000
v + + [ XXX [+ + XXX

Tabulka €. 3: Vysledky Cox - Mantelova testu porovnavajici kiivky
preziti podle klinickych stadii a pohlavi

Nad hlavni diagonalou (pole XXX) tabulek je uvedena p - hodnota testu,
pod ni je pak statisticky resultat. ( + odli$nost, - shoda).

V tabulce 3 jsme vyjadfili statistickou vyznamnost
prezivani u klinickych stadii v souboru ¢lenéném podle
pohlavi.

Tabulka 4 piiblizuje statistickou vyznamnost klinického
stadia a B symptomatologie.

A 1B A 1B IVA IVB
1A XXXX 0,12486 0,73134 0,00008 0,00000 0,00000
B = XXXX 0,19339 0,11910 0,00065 0,00000
1A - - XXXX 0,00106 0.00000 0,00000
1B + - + XXXX 0,01210 0,00001
IVA + + + + XXXX 0,60600
IVB + + + + XXXX

Tabulka ¢&. 4: Statistickd vyznamnost rozdilu pfeziti mezi klinickymi
stadii A a B. Signifikantni rozdil je u stadia IIIB, IVA a IVB.

Na grafu 8 jsou ilustrovany vysledky soucasného vli-
vu faktoru ,.histologicky typ* na preziti aplikaci metody
MANOVA. Ukazuje se, ze riziko umrti se pro jednotlivé
histologické typy nelisi ani v jednom z nich. Nadé&je na
preziti nezavisi tedy na stanoveném histologickém typu.
Stejnou situaci odrazi srovnani histologickych typt pro
ob¢ pohlavi. Ackoli graf 5 potvrzuje rozdilnost délky pre-
7ziti pacientl a pacientek, jednotlivé intervaly spolehlivosti
se na grafu 9 prekryvaji. To nés vede k zavéru, ze vysled-
ky MANOVA pro faktory ,,pohlavi® a ,histologicky typ*
vykazuji shodu nadéje na pfeziti pro vSechny kombinace
urovni téchto faktoru.
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Graf ¢ 8:
p=0,51967

ANOVA pro histologické kategorie — jednorozmérna;

E ¥ B E

E

{'ﬂlﬂiéu:' BED

I
F

] [ Lp T
histoiogicky bp

Graf ¢. 9: MANOVA pro histologické typy - vliv pohlavi; p=0,68710

== teny
= mudl

KLINICKA ONKOLOGIE 21 3/2008 113



pivodni prace
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Graf €. 10: MANOVA pro klinickd stadia a histologické typy;
p=0,73770

Histologickeé typy vyznamné neovlivnily dobu preziti, roz-
hodujici bylo klinické stadium.

Soucasné pusobeni faktord ,.histologicky typ* a ,klinické
stadium* neni vyznamné, jak potvrzuje graf 10. Znamena
to, ze podrobné tfidéni podle téchto hledisek nema pro-
gnostickou vahu na rozdil od selekce skupin 1A, IIB, ITIA
a I1IB, kde posledni z nich je vyznamné odlisna.

Zustava skutecnosti, ze 30 let po 1écbé pro HN z na-
Seho souboru preziva s klinickym stadiem I1A 59,29 %,
1IB 57,86 %, 111A 60,72 % a I1IB 36,78 % nemocnych. Pa-
cienti s klinickym stadiem IV ptezivaji 10 let bez klinické
symptomatologie ve 24,51% a s B symptomatologii ve
22,32%.

muZi Zeny
Preziti |11 111 IV 11 I IV
5 79,17 |71,86  [37,75 [85,19  [80,53 14,68
10 66,02 61,14 31,91 73,42 [71,63 9,34
20 58,52 41,55 5,09 64,28 63,7 9,76
B0 51,6 0 0 63,7 63,7 0

Tabulka ¢&. 5: Piezivani pacientti podle pohlavi a klinického stadia

Prefiti 11 L v

A B A B A B
5 84,29 76,07 81,79 66,8 25,06 27,78
10 75,01 62,87 76,44 50,01 24,51 22,32
20 65,0 57,86 61,08 36,78 0 8,61
30 59,29 57,86 60,72 36,78 0 [0

Tabulka €. 6: Podil ptezivajicich pacienti podle klinickych stadii bez
ohledu na pohlavi

Diskuse

V Ceskoslovensku, podobné jako ve svété, do sedmdesa-
tych let minulého stoleti, byla chemoterapie u Hodgkino-
vy nemoci uzivana paliativné.

Pro radioterapii se pouzivaly vysokovoltazni rentge-
nové piistroje a pozdéji kobaltové ozafovace. Retro-
spektivni studie z ¢eskych pracovist’ zjistila pétile-
té preziti u 41 % ze 430 pacientt, 1écenych v letech
1965 az 1974 (6). Proto tym, ktery iniciovali Dienst-
bier a Zamec¢nik, pfistoupil k vypracovani 1écebné-
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ho_protokolu, ktery umoznil spolupréci 8 pracovist
v Ceské republice.

Protokol vychazel z praci De Vity a spol. (10). Z devizovych
diivodu byli 1ékati nuceni volit misto MOPP (nitrogen mus-
tard, oncovin, prokarbazin, prednison) kombinaci COPP. Na
zakladé praci Bonadonny a spol. (11) protokol pozménili stii-
danim kombinaci COPP a ABVD. Ozafovaci schéma volili
podle zkusenosti Kaplana a spol. (12). U mladych nemoc-
nych se snazili zachovat moznost fertility uzitim techniky in-
volved field (ozafovat v indikovanych ptipadech podbraniéni
paraaortalni uzliny pouze do vyse umbilikalni roviny).
Lécebné vysledky potvrdily spravnost tohoto postupu.
Velmi si cenime i 75 déti, které se narodily v rodinach 1¢-
¢enych pacientti. Podrobné se problematice fertility bude-
me vénovat v dalsi publikaci.

Bonadonna a spol. (13) sledovali v letech 1973 — 1990
v randomizované studii lécebné vysledky MOPP a ABVD
chemoterapie s ozafenim nebo bez nasledného ozafeni.
ABVD proti MOPP kombinaci snizilo riziko progrese
a umrti. Pozorovali vSak zvysSené riziko sekundarnich na-
dortl, zejména pak pfi nasledném extenzivnim ozatfovani.
Kumulativni riziko bylo 22,2 %.

V nasi studii jsme se rovnéz setkali se sekundarnimi nado-
ry, ale v mensi mife.

Rozbor pticin umrti je vhodny proto, ze kombinovana ra-
diochemoterapie se v literatufe spojuje s vedlej$imi kar-
diovaskularnimi komplikacemi, které se rovnéz vyskytly
v nasem souboru.

Samostatné sdéleni (3 dil publikace) bude analyzovat pfi-
¢iny umrti v nasem souboru.

Gustavson a spol. (14) se pokusili o souhrnny piehled uzi-
vané radioterapie u HN. Zjistili, Ze u ¢asnych stadii v 80 %
au pokrocilych v 60 % - 70 %, zejména u mladych lidi, ma
dlouhodoby terapeuticky ucinek. Po 15 az 20 letech jsou
umrti zptisobena hlavné sekundarnimi nadory a kardialni-
mi komplikacemi.

Udaje o terapeutickych vysledcich pii ozafeni technikou
Linvolved field” (IF) nebo ,,extended field“ (EF) se zcela
neshoduji.

Hoskin a spol. (15) uvadi, ze u stadii I a IIA ozafeni IF ma
o 11 % vyssi riziko relapst, nez EF, ale doba pieziti a rizi-
ko malignit béhem 25 let jsou stejné.

Anselmo a spol. (16) uzavira, Zze v kombinaci s ABVD
chemoterapii byla G¢innost IF a EF stejna bez rozdilné
akutni toxicity.

Foltz a spol. (17) nezjistili rozdil v 1é¢ebnych vysledcich
ve vékové skupinél6 az 21letych proti 22 az 45letym, po-
kud byli lIé¢eni dle stejného protokolu.

Ferme a spol. (18) zjistili, ze vek nad 45 let je rizikovym
faktorem umrti, relapsu a sekundarni malignity.

Nordijk a spol. (19) 1é¢ili pacienty klinického stadia I a II
v randomizované studii, kombinaci EBVP (epirubicin,
bleomycin, vinblastin, prednison) a IF — radioterapie
a MOPP/ABYV hybrid a IF- radioterapie. EBVP kombinace
je méné ucinna. Pro nasi studii je zjisténi autorti zajima-
vé proto, Ze se veék, B symptomatologie, pocet ,,involved*
poli a pomér mediastina k rozméru hrudniku neukézaly
jako vyznamné faktory v preziti.

Huang et al. (20) analyzovali soubor 295 pacientl léce-
nych v roce 1970 — 2000. Lécili je CT a nasledné IF-RT.



puvodni prace

Preziti bylo po 5 letech 63,5%, po 10 letech 55,8% a po
20 letech 47,1 %. Prognosticky nepfiznivy byl vék nad 45
let, B symptomotologie a stadia III a IV. U histologického
typu NS byly lepsi klinické vysledky u stadii I a II nez III
alVv.

Zavér

Nase studie umoziiuje upozornit na shodu v dlouhodobém
ptezivani nemocnych s HN u stadii IIA, 1IB a IIIA. Tticet
let preziva u stadia I11A 59,29%, u IIB 57,86 %, a u IIIA
60,72 %.

Ze statistického hlediska jde o ndhodné odchylky této ve-
li¢iny. U stadia I1IB je tficetileté preziti 36,78 %. Nemoc-
ni klasifikovani jako IVA prezili 10 let ve 24,51 % a IVB
v 22,32 %.

Ve vékové skupiné prezivajicich pfi srovnani s histogramy
celého souboru je redukovana kategorie do 31 let a je vyssi
zastoupeni starSich vékovych kategorii 49 — 61 let u muzt.
Dlouhodobé pieziva vice zen.

SloZeni souboru nemocnych bylo ovlivnéno tim, Ze
pacienti pfichazeli zejména z pneumologickych klinik
s CastéjSimi tumory mediastina. Spoluprace osmi pra-
covidt z Ceské republiky se ukazala velmi prospésna
a pfinesla zvrat lééebného ptistupu. Neslo o randomi-
zovanou studii, ale o zavedeni ovéfenych postupt do
1écebné praxe.

Vyzkum pfinesl v poslednich 50 letech nové moznosti dia-
gnostiky i 1é¢by Hodgkinovy nemoci. Dlouholeté rozbory,
jakym je i naSe studie, maji vyznam pro orientaci novych
randomizovanych studii.
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SOUCASNY STAV TESTOVANI CHEMOREZISTENCE lv\IADOR[oI EX VIVO
V MASARYKOVE ONKOLOGICKEM USTAVU V BRNE

ACTUAL STATE OF EX VIVO CHEMORESISTANCE TESTING OF MALIGNANT
TUMORS IN MASARYK MEMORIAL CANCER INSTITUTE BRNO
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Souhrn

Testovani chemorezistence nadort ex vivo piinasi vysledky, které mohou byt aplikovany pii rozvaze o podani chemoterapie. V srpnu
2006 byl na naSem pracovisti (Masarykliv onkologicky ustav) stanoven protokol o provadéni testu chemorezistence a definovany
skupiny diagnoz a stadii onemocnéni, u kterych se bude test provadét. Jedna se o metastazujici maligni melanom, sarkom mékkych
tkani primarni a/nebo recidivujici ¢i metastaticky, renalni karcinom primarni nebo metastaticky, relabujici karcinom ovaria a tzv.
»skupina diagnoz na ptani klinika“. V obdobi od zati 2006 do listopadu 2007 bylo odebrano k testovani chemorezistence celkem 25
vzorkti maligniho melanomu (u 9-ti z nich byly ziskany reprodukovatelné vysledky), 29 vzorki sarkomu (vysledky ziskany u 11-ti
odbéri), 36 vzorki rendlniho karcinomu (vysledky ziskany u 20-ti z nich) a 16 vzorkl ovaridlniho karcinomu (vysledky ziskany
u 11-ti vzorkl). Ex vivo zachycena citlivost k ur¢itému cytostatiku nemusi jesté nutné znamenat citlivost nadoru in vivo, zatim vsak
nebyla zaznamendna situace zjisténé rezistence ex vivo a nasledné citlivosti nadoru in vivo. Obecnym problémem pfi aplikaci vysled-
ki chemorezistence je polyklonalnost solidnich tumort, slozitost metabolismu ¢lovéka a nejistota kultivace pravé malignich bunék
a nikoliv napf. bunék stromalnich, benignich. Radnému statistickému zhodnoceni a klinické aplikaci vysledki testu chemorezistence
na nasem pracovisti zatim brani maly pocet hodnotitelnych vzork.

Klic¢ova slova: chemorezistence, MTT test, cytostatika, maligni melanom, sarkom mékkych tkani, rendlni karcinom, karcinom ovaria

Summary

Chemoresistance assay results may play a role in cancer management decision process. Since August 2006 testing chemoresistance
has been tested according to a protocol that was designed for this reason in our institute (Masaryk Memorial Cancer Institute). Five
groups of different types of cancer in particular clinical stages were defined for chemosensitivity testing with: 1. metastatic malig-
nant melanoma, 2. soft tissue sarcoma (STS), either primary or recurrent/metastic, 3. primary or metastatic renal cancer, 4. recurrent
ovarian cancer and 5. other diagnosis ,,on clinician’s request®. In the period from September 2006 to November 2007, 25 samples
of malignant melanoma (reproducible results in 9 cases), 29 samples of STS (relevant data in 11 cases), 36 samples of renal cancer
(relevant results in 20 samples) and 16 samples of ovarian cancer (reproducible results in 11 cases) were acquired. Sensitivity to
certain chemotherapy agent observed ex vivo does not necessarily mean that the cancer would also be sensitive to the same agent in
vivo, however, ex vivo resistance with following in vivo sensitivity of the tumour has not been observed to date. The cultivation of
malignant cells is very uncertain in solid tumours, which consist of several malignant cell multiclones (benign/stromal cells may out-
grow malignant cells). This cultivation uncertainty as well as the unique complexity of human metabolism makes clinical application
of chemoresistance testing at least very questionable. The small number of successfully evaluated samples has not yet provided us to
carry out proper statistical evaluation and clinical application.

Keywords: chemoresistance, MTT test, cytostatics agents, malignant melanoma, soft tissue sarcoma, renal carcinoma, ovarian carcinoma

Uvod, metoda a vysledky

Testovani chemorezistence vzorkt ex vivo za pomoci tetrazo-
liového testu (MTT test) probihd v Masarykove onkologic-
kém ustavu v Brn¢ (MOU) jiz po dobu nékolika let. V srpnu
2006 byl ustanoven protokol a byly urceny diagndzy v urci-
tych stadiich, u kterych se bude MTT test provadét. Ve spolu-
praci s Institutem biostatistiky a analyz Masarykovy univer-
zity v Brné byly urCeny tzv. kritické scénare, které umozni
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lepsi statistické zpracovani vyslednych klinickych dat. V ne-
posledni fad¢ doslo k optimalizaci vlastniho zpracovani vzor-
ki nadorti a hodnoceni ziskanych laboratornich dat.
Stanoveni citlivosti k vybranym chemoterapeutikiim je
nyni provadéno u nasledujicich 5-ti skupin diagndz:

1.) Metastazujici maligni melanom u pacientd s piedpo-
kladem podani chemoterapie, u nichz je k dispozici lozis-
ko nebo vypotek vhodny k vySetieni.



sdéleni

2.) Sarkom meékkych tkani primarni a/nebo recidivujici
¢1 metastaticky, opét u pacientli s pfedpokladem podani
chemoterapie.
3.) Rendlni karcinom primarni nebo metastaticky.
4.) Karcinom ovaria. Zde se puvodni pozadavek omezu-
jici provadéni MTT test pouze u relabujiciho karcinomu
postupné zménil na testovani vzorkd u vSech pacientek
s karcinomem ovaria, u nichz se ptedpoklada podani che-
moterapie (tj. od stadia FIGO Illa a vyse).
5) Zvlasti skupinu tvoii ,,diagndzy na piani klinika®. Do této
skupiny se fadi vzorky pacienttl, u nichZ si okolnosti v priib¢hu
lécby vyzadaly stanoveni citlivosti k vybranym chemoterapeuti-
ktim. (BliZze bude zminéno v dalsi ¢asti ¢lanku.)
Metoda stanoveni chemorezistence ex vivo zac¢ina odbé-
rem dostateCného mnozstvi materialu (co nejvétsi objem
nadorové tkané€, nebo az 500 ml vypotku - ascites, flui-
dothorax). Vzorek je dale upravovan za sterilnich podmi-
nek s cilem ziskat suspenzi obsahujici 0,5-1x10° uvolng-
nych Zivych bunék v 1 ml. Suspenze je barvena roztokem
Trypan Blue (Invitrogen Corp.) a po¢itdnim bun¢k v Biir-
kerové komitirce (Meopta) je hodnocen pocet Zivych izolo-
vanych bunék (zZivé bunky nejsou barveny a v mikroskopu
se jevi svétle zluté; do mrtvych buné¢k barva pronika a jsou
tedy modré). Builky jsou nasledn¢ kultivovany s cytosta-
tiky v96-ti jamkové desce po dobu tii dnii pti 37 °C s 5 %
CO,. KaZzdé cytostatikum je hodnoceno v Sesti sestupnych
koncentracich v duplikatu vzdy v pfitomnosti negativni
(samotné kultivacni médium) a pozitivni kontroly (kultura
bunék bez cytostatika). Pro kazdou diagnozu bylo zvoleno
spektrum testovanych cytostatickych latek a jejich prefe-
rence a to pro piipad, Ze mnozstvi izolovanych bunék neni
dostacujici pro hodnoceni vSech cytostatik.
Maligni melanom: 1. dakarbazin, 2. cisplatina, 3. karmus-
tin, 4. bleomycin, 5. vinblastin, 6. karboplatina.
Rendlni karcinom: 1. 5-fluorouracil, 2. gemcitabin, 3. vin-
blastin, 4. karboplatina.
Karcinom ovaria: 1. paklitaxel, 2. cisplatina, 3. karbopla-
tina, 4. topotekan, 5. gemcitabin, 6. doxorubicin.
Sarkom meékkych tkani: 1. doxorubicin, 2. cisplatina,
3. etoposid, 4. docetaxel, 5. vinkristin, 6. dakarbazin.
Po skonceni kultivace je do kazdé jamky pfidan roztok
substratu MTT (3-[4,5-dimethylthiazol-2-yl]-2,5-diphe-
nyltetrazolium bromid) (Sigma-Aldrich Inc.) nebo WST-1
(4-[3-(4-iodophenyl)-2-(4-nitrophenyl)-2H-5-tetrazolio]-
1,3-benzen disulfonat), ktery je u zivych bun¢k redukovan
na temné Cervenohnédy formazan. Intenzita zbarveni je
findln€¢ hodnocena spektrofotometricky pii vinové délce
570 nm (MTT) nebo 450 nm (WST-1). Reakce probiha
na mitochondrialni membrané zivych bun¢k a hodnota
absorbance tedy odpovidda mnozstvi bunék piezivajicich
v prostiedi Gc¢inné latky. Ziskana data pro kazdé cytostati-
kum jsou nasledn¢ vyhodnocena v programu Chemorezist
1.0 a znazornéna jako kfivka davkové zavislosti, z niz l1ze
odecist hodnotu efektivni koncentrace smrtici 50 % bu-
nék (EC, ). Z grafu Ize rovnéz odetist, jaky podil populace
pfeziva i1 nejvyssi hodnocenou (terapeuticky nepouzitel-
nou) koncentraci cytostatika. Vlastni interpretace nalezl
je pak udavana v ¢iselné podob¢ a to:
e Rezistentni: EC_ > 1/16 x maximalni hodnocena
koncentrace pouZitého cytostatika (c__ )

o Castetné citlivy: EC, = 1/16 - 1/32 x ¢__

e Citlivy: EC,; <1/32 x ¢__ nebo téZ citlivost celé po-
pulace bun¢k

Podrobnosti o metod¢ pfinasi clanek Michalova a kol. (1).
Hlavnim tuskalim testu chemosensitivity u solidnich na-
dorl je vétsi ¢i mensi polyklonalnost bunééné populace
ve vzorku a tedy ur€itd nejistota, zda je skutecné finalné
hodnocena metabolické aktivita pomnozenych malignich
bunék a nikoliv napiiklad fibroblastti nebo jinych mezen-
chymalnich ¢i epitelidlnich bunék. Vzhledem k faktu, ze
vzorky pochazeji vétSinou od pacientli s pokrocilym so-
lidnim tumorem, je jasné, ze hodnocena nadorova popu-
lace je jiz zna¢né€ pocetna a tudiz i heterogenni (2). Doslo
tedy jiz ke klonalni divergenci a nador je slozen z mnoha
ruznych vice ¢i méné agresivnich klond v odlisnych fa-
zich bunééného cyklu. V literatufe se uvadi déleni bunck
nadorové populace do tii skupin: 1. buriky diferencova-
né, které ztratily dalsi reprodukéni potencial, 2. buriky se
schopnosti délit se, nachazejici se v urcité fazi bunécného
cyklu a 3. buiiky schopné délit se, ale spocivajici ve fazi
GO buné&¢ného cyklu (3, 4). Dle obecného piedpokladu
pusobi chemoterapie pfedev§im na délici se buriky, vliv
na klidové buriky s potencidlem déleni neni znam. Tyto
buiiky jsou vSak vystaveny mutagennim vliviim cytostatik
a vzhledem ke klidovému stavu unikaji pfimému testovani.
Navic MTT testem neni mozno rozeznat, zda v ramci kul-
tivace nadorovych bunék s cytostatiky doslo jen k inhibici
bunééného metabolismu nebo k definitivni nevratné de-
strukci buriky. Pozadavek na co moznd nejvetsi uniformitu
bunék solidnich nadorti v kultivaénim médiu je zatim tech-
nicky nemozny, ale i bezpfedmétny. Pokud by se izolac-
nim krokem podafilo zachytit jen jeden uréity klon z mno-
ha jinych, byl by vysledek testu zatizen zna¢nou selekci
uvnitt populace a v zaidném piipadé by neodrazel skutec¢né
vlastnosti nadoru jako celku. Polyklonalnost jako obecna
vlastnost solidnich tumord tedy pfedstavuje limitaci MTT
testu. Na druhou stranu se ziejmé jiz kazdy onkolog ocitl
v situaci, kdy zvazoval vybér cytostatik a jejich kombinaci
u pacienta a v takové chvili by uvital vysledky MTT testu,
které¢ by mohly pomoci alespofi pfiblizn€ sméfovat jeho
dalsi 1écebné usili. Diagndzy, u kterych je na MOU citli-
vost k chemoterapeutikim stanovovana, byly vybrany na
zakladé jejich obecné rezistence vici chemoterapii a tedy
omezené moznosti vybrat z obecné doporucenych sché-
mat kombinaci cytostatik (karcinom ovaria je sice nador
primarné chemosenzitivni, ale jeho recidiva jiz vétSinou
citlivost vii¢i chemoterapii ztraci).

Maligni melanom

Maligni melanom je onemocnéni chemorezistentni, v po-
¢ateénich stadiich dosahuje vybornych vysledkt disledné
chirurgické feseni. Ve fazi diseminace ma vSak onemocné-
ni velmi $patnou prognézu a je témét vzdy fatalni. Median
preziti nemocnych se pohybuje mezi 6-tii a 9-ti mésici,
1-2 % piipadu preziva do 5-ti let. V ramci paliativnich re-
zimu se jako nejucinngjsi jevi imunochemoterapie kom-
binujici cisplatinu, vinblastin a dakarbazin (CVD) s inter-
feronem alfa a interleukinem-2. Jeji response rate (RR),
neboli mira odpovédi na 1é¢bu, se pohybuje mezi 18 %
(5) az 48 % (6), resp. 64 % (6), median pieziti pak koli-
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s& mezi 9-ti, resp.12-ti mésici (5, 6). Druhou pouzivanou
kombinaci cytostatik je bleomycin, vinkristin, lomustin
a dakarbazin (BOLD). Jeji uc€innost je mensi, RR 20 %
(6), median preziti 3 mésice. V monoterapii se ¢asto pou-
zivéa dakarbazin (RR cca 20 %), fotemustin (RR az 24 %)
a ve vybranych piipadech temozolomid (RR 17 %) (6). Od
74t 2006 do listopadu 2007 bylo v MOU odebrano k MTT
testu celkem 25 vzorkd maligniho melanomu (2 vypotky,
23 vzorkli uzlinovych nebo organovych metastaz), jen
u 9-ti se vSak podatilo ziskat vysledek citlivosti k vybra-
nym cytostatikiim. K cisplatiné byla prokazana uplna cit-
livost u 4 vzorkt (44 %), 4 vzorky byly k cisplatin€ rezis-
tentni, 1 vzorek nebyl hodnocen. Citlivost ke karboplating
byla detekovéana u 1 vzorku, rezistence pak u 1 vzorku,
u 7 vzorki nemohla byt citlivost ke karboplatiné¢ vyhod-
nocena. Vysledky citlivosti k dakarbazinu (hodnoceno
celkem 8 vzorkil), karmustinu (6 vzorkid), bleomycinu
(8 vzorkt) a vinblastinu (2 vzorky) prokazaly rezistenci
vSech testovanych vzorkl. Vysledky potvrzuji fakt, Ze
maligni melanom je onemocnéni chemorezistentni, jeho
buriky jsou navic ex vivo obtizné kultivovatelné.

Citlivost stanovena ex vivo se vSak nepotvrdila in vivo
u pacienta (30 let) s malignim melanomem diseminova-
nym do plic, jater a uzlin. Dle vysledku MTT testu byl
vzorek odebrany z uzlinové metastdzy velmi citlivy ke
karboplating, citlivy k cisplatin¢ a melfalanu. Pacient po
odstranéni primarniho nadoru (primum bylo v oblasti hyz-
de, Breslow 2 mm, ale stadium IIIA - pozitivni regionalni
uzliny) absolvoval adjuvantni imunoterapii interferonem
alfa, pfi které doslo po 10-ti mésicich k progresi do vysSe
uvedenych organt. Do 1. linie paliativni chemoterapie byl
indikovan rezim kombinujici cisplatinu, vinblastin, da-
karbazin a interleukin-2 s efektem progrese onemocnéni.
Nasledné byla indikovana 2. linie paliativni chemoterapie
v rezimu bleomycin, vinkristin a lomustin, opét s efektem
rychlé progrese. Pacient posléze do 1 mésice exitoval.

Sarkom mékkych tkani

Dal$im testovanym druhem nadoru je sarkom mékkych
tkani (soft tissue tumour / sarcoma - STT/STS). i v ptipa-
dé této diagnozy je na prvnim misté operacni feseni, pokud
je mozné. Operace by se vSak méla provadét na pracovisti
s dostateénymi zkuSenostmi, jez zaruci vykon radikalni, ale
i bezpe¢ny pro pacienta. Bohuzel i tento typ nadoru je ¢asto
diagnostikovan jiz lokaln€ pokro€ily nebo az ve stadiu dise-
minace. V takovych pfipadech je operace vyloucena nebo
ma pouze paliativni charakter. Problematika adjuvantni ¢i
paliativni chemoterapie je predmétem fady studii. Obecné
se predpoklada benefit adjuvantni chemoterapie u pacienti
s STT uloZenymi v hloubce, vétsimi nez 5 cm a s vysokym
doxorubicin a ifosfamid (7, 8, 9, 10). Vysledky paliativni che-
moterapie jsou Spatné, median pfezivani pacientll se pohy-
buje mezi 7-11-ti mésici (9). Solitarni metastazy jsou odstra-
nény chirurgicky, pokud je to mozné. Z nejcastéji uzivanych
cytostatik v pripadé diagnozy STT lze jmenovat predevs§im
doxorubicin (jeho podani je ale limitovano kardiotoxicitou,
liposomalni forma je indikovana jen u Kaposiho sarkomu),
ifosfamid nebo cyklofosfamid, dakarbazin, vinkristin a cis-
platinu. Response rate udavany pii monoterapii doxorubi-
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cinem je okolo 20 %, pfi pouziti ifosfamidu pak 18 % (7).
Rezim MAID (doxorubicin, dakarbazin, ifosfamid+mesna)
dosahuje v nékterych studiich RR az 32 %, rezim ifosfamid +
doxorubicin pak 17 % (9). Nevyhodou rezimu MAID je vSak
jeho toxicita. Ditve €asto uzivany rezim CY VADIC (vinkris-
tin, doxorubicin, dakarbazin a cyklofosfamid) je ale piiblizné
stejné ,,uc¢inny* (9). U€innost druhé ¢i dalsi paliativni linie
chemoterapie je u STT jesté nizsi (zde je tfeba podotknout,
Ze mira odpovédi na chemoterapii zaleZi i na histologickych
subtypech STT a lokalizaci tumoru) (8, 9). Vyse uvedeny
vycet odpovédi na cytostatickou 1é¢bu umoziiuje ptihlédnout
k vysledklim MTT testu pfi podani chemoterapie s paliativ-
nim Gcelem od 2. linie, v ur€itych piipadech i v ramci 1. linie.
V obdobi 09/2006 — 11/2007 bylo v laboratofi chemorezis-
tence MOU zpracovano celkem 29 sarkomil, u 11 vzorki se
podaftilo pln€ nebo ¢astecné zhodnotit citlivost k vybranym
cytostatiklim (citlivost k nékterym cytostatikim nemohla
byt vyhodnocena pro nestandardni pribéhy kiivek davkové
odpovédi v programu Chemorezist). Testovany byly nejcas-
t&ji vzorky primarnich nadort (15 vzorkt) a na druhém mis-
té recidiva tumoru (14 vzorkd). Paradoxné byla u 3 vzorkt
(27 %) prokazana uplna citlivost k cisplatiné¢ (RR monote-
rapie cisplatinou se udava mezi 10-13 %) (10), 1 vzorek byl
castecné citlivy (9,1 %), 4 vzorky byly k cisplating rezistentni
u 2 vzorkl (18 %) byla prokazana tiplna citlivost k vinkris-
tinu, 3 vzorky byly k vinkristinu rezistentni (27 %). VSech
9 vyhodnocenych vzorkd bylo rezistentnich k doxorubicinu
(82 %). Stejné tak u docetaxelu a dakarbazinu nebyla u zad-
ného hodnoceného vzorku zaznamenana ¢astecna nebo plna
citlivost. Citlivost k oxazafosforinlim neni mozné v ramci
MTT testu stanovit (oxazafosforiny jsou teprve az v téle me-
tabolizovany na uc¢innou latku fosforaminomustard).

Modelovym piipadem vyuziti vysledku MTT testu byl pacient
(v€k 40 let) se sarkomem levé homi koncetiny. Pfed piichodem
na nase pracovisté byl pacient opakované operovan pro recidivu-
ji tumor predlokti, nador byl opakované histologicky hodnocen
jako nizce diferencovany sarkom, diferencialné diagnosticky
maligni melanom. Dluzno podotknout, Ze pacient dlouhodobé
odmital radikaln{ zakrok typu amputace. V dubnu 2005 byl paci-
ent poprvé operovan v MOU, vysledky histologického vysetfeni
byly opét nejednoznacné: nizce diferencovany sarkom, maligni
melanom. Velmi brzy doslo u pacienta k recidivé onemocnéni
a byla opét provedena exstirpace. Vzorek nadorové tkané byl
poslan do referenéni patologické laboratore, kde bylo vysloveno
podezieni na non-hodgkinsky lymfom. Pacient nasledné absol-
voval 2 cykly chemoterapie v rezimu CHOP (cyklofosfamid,
vinkristin, adriamycin + prednison) s efektem progrese. V Cerv-
nu 2005 byla provedena tru-cut biopsie, histologicky nalez byl
definitivné uzavien jako nizce diferencovany sarkom. Pacient
posléze absolvoval hypertermickou perfiizi s melfalanem a na-
sledn¢ intraarterialni aplikaci doxorubicinu s embolizaci. V zafi
2005 doslo k progresi tumoru a znovu byl proveden pokus o co
mozna nejradikalnéjsi exstirpaci (pacient stale odmital amputa-
ci). Vzorek byl hodnocen pomoci MTT testu s vysledkem tipl-
né rezistence k doxorubicinu, cisplating, etoposidu, docetaxelu,
vinkristinu a dakarbazinu. Za dva mésice byl pacient znovu
operovan pro recidivu tumoru, dle 2. MTT testu byl vsak na-
dor nové citlivy k vinkristinu a cisplating, stale vSak rezistentni
k doxorubicinu, etoposidu a docetaxelu. V obdobi od prosince
2005 do unora 2006 pacient podstoupil radioterapii, LD 60Gy.
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Nasledné bylo indikovano podani celkem 6 sérii ,,adjuvantni‘
chemoterapie v rezimu vinkristin a melfalan. Efektem po 6-ti sé-
riich chemoterapie byla sice lokalni progrese, ale zjevna recidiva
onemocnéni nebyla jesté po 3 sériich této chemoterapie patrna,
pacient jinak v roce 2005 kazdé 2 mésice podstupoval opera¢ni
vykon. V ¢ervnu 2006 byl znovu proveden pokus o co nejra-
dikalngjsi exstirpaci nadoru. Dle 3. MTT testu byl vzorek stale
hodnocen citlivym k vinkristinu, ¢astecné citlivym k cisplating,
nove vsak citlivym k topotekanu a stale rezistentnim k doxorubi-
cinu, docetaxelu a etoposidu. Od ¢ervna 2006 do srpna 2006 byla
provedena intersticialni brachyterapie, LD 30Gy. V zati 2006 se
vsak objevila nova recidiva onemocnéni a pacient kone¢né svo-
lil k amputaci koncetiny. Vzorek nadoru byl opétovné vysetien
MTT testem (jiz po 4.) a byl shledan pIné citlivy k cisplatiné
(citlivost k vinkristinu nebyla testovana), rezistentni k etoposi-
du, doxorubicinu, dakarbazinu a docetaxelu. V listopadu 2006
byly diagnostikovany plicni metastazy, které byly inoperabilni
a jejich histologicka verifikace nebyla mozna. Vzhledem k vy-
bornému stavu pacienta (KI, neboli Kamofski index, 100 %)
a véku byla indikovana paliativni chemoterapie v rezimu MAID
(dakarbazin, ifosfamid+mesna, doxorubicin nebyl pro piedléce-
nost timto cytostatikem a jeho predeslému efektu podan). Efekt
po 3 sériich chemoterapie byl klasifikovan jako stabilizace one-
mocnéni (SD) dle kritérii RECIST. Po 6-ti sériich chemoterapie
vsak doslo k progresi onemocnéni. V dalsi onkologické rozvaze
bylo piihlédnuto k trvajicimu dobrému stavu pacienta, jeho piani
se dale IéCit a vysledkim MTT testu. Byla indikovana paliativni
chemoterapie v rezimu cisplatina v kombinaci s etoposidem. Po
3 sériich chemoterapie byla zaznamenana vyrazna parcialni re-
mise (PR) a po 6-ti sériich stabilizace onemocnéni. Pacient je az
do dnesni doby sledovan, nadale ve stabilizované fazi onemoc-
néni (trva zatim 6 mesict). Jednalo se tedy o pacienta s chemo-
rezistentnim onemocnénim, opakovan¢ hodnocenym v ramci
MTT testu, ktery se dostal do stabilizace diky chemoterapii po-
dané s vysoce paliativnim zamérem, jejiz slozeni bylo ovlivnéno
ivysledky MTT testu.

Karcinom ledviny

Zhoubny nador ledviny pfedstavuje onemocnéni rezistent-
ni k chemoterapii, jeho incidence v Ceské republice ma
rostouci charakter, viz Graf ¢. 1 (18).
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Graf & 1: Vyvoj incidence zhoubného nadoru ledviny v Ceské
republice.

Udavany RR uzivanych cytostatik (vinblastin, 5-fluorou-
racil) se pohybuje mezi 5-10 % (11, 12). Imunoterapie
je v ptipadé diagndzy sice ucinngjsi, presto jsou vysled-
ky 1é¢by malo pfiznivé (RR interferonu alfa 15 %, paci-
enti po nefrektomii s plicnimi metastdzami maji RR az

30 %, interleukin-2 ma RR 15-20 %, kombinovana imu-
nochemoterapie dle Atzpodiena - tedy interferon alfa +
interleukin-2 + 5-fluorouracil méa udavany RR az 30 %)
(13, 14, 15). Zakladem 1é¢by karcinomu ledviny je tedy
opét chirurgické odstranéni tumoru, nicméné i toto one-
mocnéni velmi ¢asto recidivuje nebo je jiz zachyceno
ve stadiu vzdalené diseminace. Novinkou v 1é¢bé tohoto
onemocnéni je pouziti zastupct takzvané biologické 1é¢-
by - sunitinibu a sorafenibu. Jedna se o inhibitory mnoha
receptorovych tyrozinkindz (multitarget therapy), které
se podileji na rdstu tumoru, angiogenezi a metastazova-
ni. V dnes$ni dobé¢ jsou indikovany po selhdni cytokino-
vé 1écby. RR je u sunitinibu az 36 %, time to progession
(TTP) pak 38 tydni, u sorafenibu jsou vysledky podobné
(16, 17). Posloupnost 1ééby — operace — imunoterapie
— biologické 1écba vedla ke snizeni podavani cytostatik
u této diagnozy. Pacienti jsou po selhani biologické 1é¢by
jen ziidkakdy ve stavu, ktery by umozioval podani cy-
tostatik. Diagnéza karcinomu ledvin byla vybrana k testo-
vani chemorezistence ex vivo v dob¢, kdy 1é¢ba sunitini-
bem a sorafenibem jesté nebyla schvalena. Ve sledovaném
obdobi (od 09/2006 do 11/2007) bylo testovano celkem
36 vzorkt karcinomu ledviny (30 vzorkl primarniho nado-
ru, 5 vzorkll metastazy, 1 vypotek), u 20 z nich byl ziskan
reprodukovatelny vysledek. Uplna citlivost byla zazna-
menana u 3 vzorki (15 %) k 5-fluorouracilu, u 4 vzorkd
(20 %) ke gemcitabinu a 5 vzorkl (25 %) k vinblastinu.
2 vzorky (10 %) byly ¢astecné citlivé ke gemcitabinu, re-
zistence byla prokazana u 11 nadori (55 %) k 5-fluoroura-
cilu, u 6 vzorku (30 %) ke gemcitabinu a 5 vzorka (25 %)
k vinblastinu. Vysledky v zasadé¢ potvrdily rezistenci kar-
cinomu ledviny k chemoterapii, pfekvapujici je pouze po-
mérné Cetnd zaznamenana citlivost k vinblastinu, u jehoz
pouziti neni RR udavano vyssi nez 10 % (11, 12).

Karcinom ovaria
Incidenci onemocnéni karcinomu ovaria v Ceské republi-
ce ukazuje Graf ¢. 2 (18).
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Graf & 2: Vyvoj incidence zhoubného nadoru vaje¢niku v Ceské
republice.

Vzhledem k anatomické lokalizaci vajeéniku je tento na-
dor diagnostikovan ¢asto (az v 80 %) ve stadiu III nebo
IV. Zékladni 1ééebnou modalitou je chirurgicky zakrok
(vzhledem k casto zjistované pokrocilosti onemocnéni je
Casto mozny jen fadné provedeny debulking). Podavani
cytostatik (pfedevsim paklitaxelu, karboplatiny, cisplati-
ny a cyklofosfamidu) ma na pocatku 1é€by velmi dobry
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efekt, zna¢né procento pacientek vSak posléze recidivuje
(19). Do prvni linie paliativni chemoterapie je indikova-
na kombinace paklitaxelu s platinovym preparatem. Zda
se, ze neni rozdil v po¢tu odpovédi na 1é¢bu a prezivanim
pacientek pfi podani cisplatiny nebo karboplatiny (20, 21).
Kombinace paklitaxelu s karboplatinou se vSak vyznacuje
niz$i gastrointestinalni toxicitou (22). Response rate kom-
binace paklitaxelu s platinovym cytostatikem je 73 %, me-
dian prezivani pacientek pak 35 mésica (20, 21). Pétileté
ptezivani se pohybuje od 20 % (III. stadium), do 5-7 %
(IV. stadium) (23, 24, 25). V piipad¢ recidiv onemocnéni
né miry na dob¢, kdy doslo k relapsu po 1. linii chemote-
rapie. Pokud dojde k recidivé do 6-ti m&sicti od ukonéeni
primarni chemoterapie, hovoii se o nadorech rezistentnich
k paklitaxelu a platiné. Odpovédi na 1é¢bu v dalsich liniich
jsou velmi nizké (pfiblizn€¢ 20 %) a progndza onemocné-
ni je neptizniva. V téchto ptipadech se zvazuje aplikace
cytostatik typu topotekanu, gemcitabinu nebo etoposidu.
Recidiva po 1 roce od ukonceni 1. linie chemoterapie
umoziuje navrat k preparatiim jiz jednou pouzitym (nador
je citlivy k paklitaxelu a platin¢), mira odpovéedi a prezi-
vani pacientek je vyssi. Pacientky, které recidivuji od 6-ti
meésicli do 1 roku po primarni chemoterapii, tvofi urcity
pfechod mezi vySe uvedenymi skupinami. Jejich Sance
na lé¢ebné odpovéedi jsou vyssi nezli u prvni skupiny, ne-
zda se vsak, ze existuje rozdil mezi ucinnosti cytostatik
uzitych v 1. linii nebo zcela jinymi cytostatiky (23). Na
nasem pracovisti bylo od 09/2006 do 11/2007 odebrano
celkem 16 vzorkl karcinomu vaje¢niku (9 vzorkl primar-
niho nadoru, 7 vzorkt recidivy tumoru — z toho 2 vzorky
solidnich metastaz, 5 vzorku ascitu), pouze u 11-ti byl zis-
kan reprodukovatelny vysledek citlivosti, resp. rezisten-
ce. Ani jeden vzorek nebyl citlivy ex vivo k paklitaxelu,
2 (18 %) byly ¢astecné citlivé, 4 (36 %) rezistentni, citlivost
5 (45,5 %) vzorku k paklitaxelu nemohla byt hodnocena.
U platinovych derivatl karboplatiny / cisplatiny byly zjis-
tény nasledujici vysledky: citlivost celé populace bunek:
0/ 3 (0 /27 %), CasteCna citlivost: 0/0, rezistence:
5/4 (45 /36 %), 6 vzorki (54,5 %) nemohlo byt zhod-
noceno u karboplatiny, u cisplatiny pak 4 (36 %). Daéle
byla zjisténa uplna citlivost 2 vzorkt k topotekanu (18 %)
a 2 k doxorubicinu (18 %), zadny vzorek nebyl citlivy
k gemcitabinu. Piekvapujici rezistence vzorkli k prepa-
ratim podavanym standardné v prvni linii chemoterapie
je zfejmé ovlivnéna malym souborem pacientt. K vysled-
kiim ziskanym MTT testem se naSem pracovisti piihli-
zi az pti indikaci druhé linie paliativni chemoterapie. Do
1. linie chemoterapie je indikovan, pokud to stav paci-
entky dovoluje, rezim paklitaxel + platinovy derivat (ve
volbé mezi karboplatinou a cisplatinou je mozné odvolat
se na vysledky MTT testu, rozhodujici je vSak piredevsim
stav pacientky, jeji interkurence, pfani event. ambulantni-
ho podani chemoterapie, atd.). Pacientka v zasad¢ dostane
2. linii chemoterapie az po absolvovani prvni linie, kdy
je populace nadorovych bun€k zménéna zkusenosti s pak-
litaxelem a platinou. Jen malokdy se nam zatim dafi zis-
kat vzorek nadoru pied podanim druhé linie chemoterapie
(napt. Z ascitu, hrudniho vypotku, ¢i z operace recidivy
tumoru), abychom ur¢ili aktualni citlivost bunék vystave-
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nych cytostatiklim 1. linie chemoterapie, které mohly do
jisté miry vlastnosti bun€k ovlivnit. Nase dosavadni zku-
Senosti dokazuji dlouho znamou véc, Ze ani u diagnozy
karcinomu ovaria neznamena citlivost prokazana ex vivo
zarucenou citlivost nadoru in vivo.

Piikladem je pacientka se seréznim papilarnim karcino-
mem ovaria, inicialn¢ stadium IIIC. Pacientka prodé¢lala
operaci a nasledné 6 cyklti chemoterapie v rezimu paklita-
xel a karboplatina s efektem kompletni remise. Za 8 mé-
sict byla zjisténa recidiva - maligni ascites, postiZzeni pe-
ritonea. Ascites byl punktovan a vysledky histologie byly
shodné s diive diagnostikovanym karcinomem ovaria. Dle
vysledkit MTT testu byly buriky citlivé k paklitaxelu, to-
potekanu a doxorubicinu, rezistentni pak ke karboplating,
cisplatiné a gemcitabinu. Pacientka nasledné absolvovala
2 cykly paliativni chemoterapie v rezimu topotekan v mo-
noterapii s efektem rychlé progrese.

Zavér

Vzhledem k dosud nizkému poctu vyhodnocenych pfi-
padl, u nichz bylo srovnavano laboratorni vySetfeni
s klinickym prubéhem onemocnéni a aplikovanou tera-
pii, jsou ziskané vysledky stale pouze na tirovni kasuis-
tik. Sbér dat u vyse uvedenych skupin diagndz probiha
teprve od zafi 2006 a informace o vysledcich 1é¢by si
vyzadaji delsi ¢asovy interval. Vzhledem k faktu, Ze
vétSina linii standardni chemoterapie zahrnuje aplikaci
dvou nebo i vice cytostatik, bude testovan i vliv vy-
branych kombinaci cytostatik na nadorové bunky ex
vivo. Jisté moznosti pfindsi aplikace vysledkd MTT tes-
tu u skupiny diagnoéz ,,na prani klinika“. Zahrnuje pa-
cienty s nejriznéjSimi diagnézami, u kterych jiz byly
vycerpany moznosti standardni terapie, ale jejichz stav
jesté dovoli podani 2., 3., nebo n-té linie paliativni che-
moterapie. V téchto pfipadech pak vysledek MTT testu
muze klinikovi dat uréity smér k vybéru cytostatika, at
jiz v minulosti podaného nebo nového, nikoliv pausalné
indikovaného u dané diagnézy, pokud to indikaéni kri-
teria v ramci hrazeni péce dovoli.

Dale se rozviji testovani vypotki- ascitu nebo fluidothora-
xu, tyto vzorky jsou dobfe dostupné, testovani se provadi
dle techniky uvedené v praci Krasna a kol. (26). Nezane-
dbatelné je také to, Ze fada pacientii ¢asto piichazi s vypo-
tkem jako primomanifestace maligniho onemocnéni a jsou
tak testovany ,,chemonaivni* bunky.

Velkym problémem metody MTT testu je jiz zminéna po-
lyklonalnost solidnich tumord. Neni také mozno s jistotou
fici, zda buriky testované v ramci MTT testu jsou nadorové
nebo benigni (napi. fibroblasty). Diskutabilni je taktéz, do
jaké miry je mozno modelovat obecnou, ale i individualni
slozitost metabolismu ¢lovéka v podminkach in vitro / ex
Vivo.

Doposud jsme nezaznamenali situaci, ze by se ex vivo
prokdzana rezistence k urcitému cytostatiku projevila
citlivosti nddoru in vivo, Castéji jsme byli svédky ex vivo
citlivosti, ktera se bohuzel nasledné in vivo nepotvrdila.
Vysledky MTT testu citlivosti nadorovych bunék k che-
moterapeutikim pak predstavuji v mysSleni onkologa
jen orientacni data, vlastni podani cytostatik musi byt
indikovano na zaklad¢ doporuc¢enych postupti, v nichz



sdéleni

hlavni roli hraje ,,evidence based medicine®, tedy medi-
cina zalozena na dlikazech. Metoda stanoveni citlivos-
ti nadorovych bunék ex vivo je kontroverzni vzhledem
k vy$e zminénym limitacim a ziskané vysledky jsou po-
chopitelné zdrojem nedivéry. V ptipadé onkologickych
pacienti a to zejména téch, ktefi nereaguji na standardni
aplikovanou terapii vSak pfedstavuje nad¢ji na vytipo-

vani potencialné ucinné latky a tim i nadéji na vyssi
uspésnost 1é¢by.

Podékovani: y
Tato prace byla podpofena z finanénich zdroji MZ CR
pro vyzkumny zamér MOU MZOMOU2005 s nizvem
»Funkéni diagnostika zhoubnych nadorta®.
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aktuality v onkologii

VYZNAMNE POKROKY V KLINICKE
ONKOLOGII DOSAZENE V ROCE 2007

CLINICAL CANCER ADVANCES:
AN ANNUAL REVIEW - 2007.

PRIPRAVIL: MUDR. MAREK SVOBODA.

KLINIKA KOMPLEXNI ONKOLOGICKE PECE.
MASARYKUV ONKOLOGICY USTAV.

American Society of Clinical Oncology (ASCO) v lednu
leto$niho roku zvefejnila zpravu ,,Clinical Cancer Advan-
ces 2007%, shrnujici nejvyznamnéjsi vysledky a udalosti,
kterych bylo v roce 2007 dosazeno v oblasti klinického
vyzkumu, 1écby a prevence nadorovych onemocnéni (1).
Spoleénost ASCO tak €ini jiz tfetim rokem, a cilem nové
tradice je demonstrovat pozitivni vysledky a upozornit na
nezbytnost adekvatni politické a finan¢ni podpory, bez
kterych by stavajici pokrok v boji s nadorovymi onemoc-
nénimi nebyl udrzitelny. Zprava obsahuje celkem 24 vy-
znamnych vysledkd, ze kterych bylo odbornou redakéni
radou oznaceno 6 za ,hlavni pokroky“. Nasledujici text
prinasi jejich vycet. Text byl vyznamné upraven a v nékte-
rych ptipadech doplnén o data z pfislusnych studii.

Hematologické malignity

® oxid arzenity (4s,0, tzv. arzenik) v lé¢hé pacien-
tii s akutni promyelocytdarni leukémii (APL). V roce
2007 byly prezentovany vysledky multicentrické kli-
nické studie I1I. féze, kterd prokazala, ze pfidéni As,O,
ke standardni 1é¢bé vede k signifikantnimu prodlouze-
ni preziti u dospélych pacientll s nové diagnostikova-
nou APL.

® dasatinib v prvni linii protindadorové lé¢by u pacien-
tii s chronickou myeloidni leukémii (CML). Vysledky
klinické studie II. faze prokazaly, ze denni podavani da-
satinibu u nepfedlécenych pacientti s CML v chronické
fazi vede jiz po tiech mésicich 1é¢by k navozeni klinic-
ké i cytogenetické kompletni remise u 81%, respektive
73% pacientll. Cytogenetickd remise byla po pil roce
1écby prokazana u 95% pacientd.

® kombinace lenalidomidu a bortezomibu v 1é¢bé mno-
hocetného myelomu. Klinicka studie 1. linie prokézala
vysokou uéinnost terapie zalozené na souc¢asném poda-
vani lenalidomidu a bortezomibu u ptfedlééenych paci-
entli s mnohocetnym myelomem.

Karcinom prsu

® skrining karcinomu prsu pomoci magnetické rezonan-
ce (MR). Na zakladé vysledki klinickych studii zvetej-
nila v roce 2007 spoleénost ACS (American Cancer So-
ciety) indikacni kritéria pouziti MR k ¢asné detekci kar-
cinomu prsu. Ro¢ni vySetfeni MR maji podstoupit Zeny,
které maji v pribéhu zivota riziko vzniku karcinomu
prsu 20% a vice. Jedna se o Zeny: a) s prokazanou mu-
taci BRCA1 nebo BRCA2 genu, b) s pfibuznou prvniho
stupné, kterd je nositelkou mutace genu BRCA1 nebo
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BRCA2, ¢) majici uvedené riziko stanovené na zakladé
pouziti uznavanych kalkulatort rizika vzniku karcinomu
prsu, d) 1é¢ené radioterapii na oblast hrudniku ve véku
mezi 10 a 30 lety, e) nositelky nebo piibuzné v prvnim
stupni s nositely mutaci genu TP53 nebo PTEN.

® potvrzeni spojitosti mezi sestupnym trendem v inciden-
ci karcinomu prsu a poklesem uZivani hormonoterapie
(hormone replacement therapy, HRT). Dvé publikova-
né studie potvrdily uvedenou spojitost u Zen starSich
padesati let, u kterych pozorovaly vyznamné sniZeni
incidence karcinomt prsu exprimujicich estrogenové
receptory.

® hypofrakcionovand radioterapie miiZe byt u pacientek
s Casnym karcinomem prsu stejné efektivni jako kon-
vencni postup. Klinicka studie III. faze START proka-
zala, Ze u pacientek s karcinomem prsu (pT1-3 a pNO-1)
lé¢enych adjuvantni radioterapii je aplikace 41,6 Gy
(nebo 39 Gy) ve 13 frakcich stejné tak Gc¢inna, jako apli-
kace stavajicich 50 Gy v 25 frakcich. Ve srovnavanych
ramenech nebyly zaznamenany rozdily v toxicité 1écby
ani v incidenci ,,lokoregionalnich relapsti v priab&éhu
péti let .

Primarni nadory CNS

® pevacizumab a irinotekan v 1é¢bé malignich gliomii.
Klinicka studie II. faze prokazala u pacientli s maligni-
mi gliomy vyznamny klinicky benefit z kombinované
terapie zalozené na aplikaci bevacizumabu a irinoteka-
nu ve srovnani se standardni léc¢bou.

® yyznam radioterapie u pacientii starsich 70 let s glio-
blastoma multiforme. Klinicka studie prokazala delsi
celkové preziti uvedenych pacientli ve srovnani s ra-
menem omezenym na podptrnou lécbu. Pacienti 1é¢eni
radioterapii Zili o 12 tydnt déle. Na stran¢ druhé mezi
obéma rameny nebyl rozdil ve vyskytu nezadoucich
ucinkd 1é¢by, ale ani v kvalité Zivota.

Nadory zaZivaciho traktu

® sorafenib prodluZuje prefiti u pacientii s hepatocelu-
larnim karcinomem. Klinicka studie I11. faze prokazala
delsi celkové preziti u pacientl s hepatocelularnim kar-
cinomem léenych sorafenibem ve srovnani s placebem
(10,7 vs 7,9 mésici).

® poufiti cetuximabu k 16Ché karcinomu tlustého stieva.
Vysledky studie CRYSTAL zahrnujici vice nez 1200
pacienti prokazaly, Ze pfidani cetuximabu k reZimu
FOLFIRI (fluorouracil, leukovorin, irinotekan) v I. linii
1écby metastatického karcinomu tlustého stieva (zafa-
zeni pouze EGFR+ karcinomy) vedlo ke zvyseni 1é¢eb-
né odpoveédi (46,9% vs. 38,7%), k prodlouzeni Casu
do progrese onemocnéni (8,9 vs 8 mésicti) a k vys$simu
poctu pacientll s radikalni resekci jaternich metastaz.
prezentované na ASCO Meeting 2007.

® strava s vysokym obsahem tukii vede u karcinomu
tlustého stieva k vy$Simu vyskytu recidiv. Az 3,5x vys-
§i riziko rekurence onemocnéni nebo umrti na progresi
onemocnéni prokdzala studie u pacientti s karcinomem
tlustého stieva III. klinického stadia 1é¢enych adjuvant-
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ni chemoterapii, ktefi neupravili svoji Zivotospravu
a prijimali stravu s vysokym obsahem tukd.

Nadory mocového ustroji

® pevacizumab v 1é¢hé karcinomu ledviny. Vysledky kli-
nické studie III. faze (AVOREN) zahrnujici 649 paci-
enti prokazaly, ze ptidani bevacizumabu k interferonu
alfa-2a v prvni linii 1é¢by metastatického onemocnéni
zvySuje odpovéd na 1é¢bu (30,6% vs. 12,4%; p<0.0001)
a prodluzuje dobu do progrese choroby (10,2 vs. 5,4
mésict; p<0.0001).

Gynekologické nadory

® neopodstatnénost zevni radioterapie v adjuvantni léc¢-
bé casného adenokarcinomu endometria. Vysledky
randomizovanych studii prokazaly, ze adjuvantni radi-
oterapie nema pro pacientky s adenokarcinomem téla
délozniho diagnostikovanym v ¢asném stadiu (IA,B,C
a IIA dle FIGO) zadny benefit (neprodluzuje ani cel-
kové preziti, ani nesnizuje riziko relapsu onemocnéni),
je vsak spojena s vyznamnym rizikem vzniku akutni
1 pozdni toxicity.

Nadory hlavy a krku

® yyznam HPV viru v kancerogenezi nddorii hlavy
a krku. Kromé pozivani alkoholickych napoji a kouteni
je infekce lidskymi papilomaviry (HPV) dal$im neza-
vislym nepfiznivym faktorem vzniku karcinomu hlavy
a krku, jak prokazala klinicka studie publikovana v New
England Journal of Medicine v roce 2007. Vyznam to-
hoto zjisténi nartstd s védomim toho, Ze nejcastéji se
jednalo o HPV-16, proti kterému jsou jiZ v soucasnos-
ti komeréné dostupné ochranné vakciny. Dalsi studie
prokazala, Ze pacienti s HPV-pozitivnimi nadory hlavy
a krku mohou mit leps$i progndézu onemocnéni ve srov-
nani s HPV-negativnimi karcinomy.

® pouZiti cetuximabu v kombinaci s chemoterapii pro-
dluZuje prefiti pacientit s nadory hlavy a krku. Uvede-
ny vysledek prokéazala multicentricka studie III. faze, ve
které byla pacientiim s recidivujicim nebo s metastatic-
kym spinocelularnim karcinomem hlavy a krku podava-
na v L linii protinadorové 1écby chemoterapie na bazi
platinovych derivati spole¢né s cetuximabem, nebo bez
cetuximabu. Do studie bylo zafazeno 442 pacientli, me-
dian celkového preziti byl 10,1 vs 7,4 mésici, a to ve
prospéch ramene s cetuximabem.

® Axitinib v 1é¢bé pokrocilého karcinomu Stitné Zldzy.
Axitinib (dosud neregistrované 1é¢ivo), nizkomoleku-
larni inhibitor tyrosinkinasové aktivity receptort VEGF
1, 2 a 3 (vascular endothelial growth factor receptor)
a receptoru PDGF (platelet-derived growth factor re-
ceptor), prokazal protinddorovou aktivitu u pacientl
s metastatickym nebo inoperabilnim karcinomem §titné
zlazy, jejichz onemocnéni bylo refrakterni k 1é¢bé radi-
0jodem, nebo ktefi tuto 1é¢bu nemohli podstoupit nebo
u nich nebyla indikovana. Vice nez 80 % karcinomt
bylo folikularnich nebo papilarnich. Predchozi 1é¢bu
radiojédem prodélalo 70 % pacienti, zevni radioterapii
45 % a chemoterapii 15 % pacientl. Parcialni odpovéd’
na monoterapii axitinibem dosahlo 22 % pacientt a dal-

§ich 50 % pacientli vykazovalo po dobu 4 az 13 mésict
stabilizaci onemocnéni.

Bronchogenni karcinom

® profylaktickd radioterapie mozku sniZuje riziko vzni-
ku mozkovych metastdaz u pacientit s pokrocilym (ex-
tenzgivni stadium) malobunéénym plicnim karcino-
mem. Klinicka studie ¢itala celkem 286 pacientd, kteri
odpovédéli na predchozi chemoterapii. Pacienti byli
randomizovani do ramene s profylaktickym ozafenim
mozkovny (at’ jiz 20 Gy/5 frakci nebo 30 Gy/12 frak-
ci), nebo bez ozareni. Profylaktické ozatreni mozkovny
signifikantné snizilo riziko vzniku mozkovych metastaz
ve srovnani s ramenem bez radioterapie (HR=0.27, CI:
0.16-0.44, P<0.0001). Kumulativni incidence sympto-
matickych metastaz mozkovych byla po roce sledovani
14.6% vs 40.4% ve prospéch pacientd, ktefi podstou-
pili radioterapii. Profylaktické ozareni mozkovny vedlo
rovnéz k prodlouzeni celkového pieziti. Jednoho roku
se dozivalo 27,1% pacientil s ozafenou mozkovnou vs
s 13,3% pacienti bez radioterapie (P=0.0218).

Sarkomy

® pouziti imatinibu v adjuvantni lé¢bé GISTu (gastroin-
testinal stromal tumors). Adjuvantni podavani imatini-
bu pacientim s primarné operabilnim GISTem, jehoZz
velikost pfesahovala minimalné 1 cm, vedlo ke snizeni
rizika relapsu onemocnéni. Za rok studie zrelabovalo
v rameni s imatinibem 3% pacienti, zatimco v rameni
s placebem 17% pacient. Rozdily byly nejvice patrné
u pacientll s tumorem presahujicim inicialné velikost
10 cm. S ohledem na kratkou dobu trvani studie neni
mozné fadné vyhodnotit vysledky podavani imatinibu
na celkové preziti pacientd.

Nadory v détském véku

® sniZeni relativni intenzity ddvky cytostatické lécby
u pacientu s neuroblastomem. Vysledky klinické studie
III. faze prokazaly, ze u déti s neuroblastomem stied-
niho rizika (intermediate risk) 1ze dosdhnout minimalné
stejné dobrych 1é¢ebnych vysledku (tfileté celkové pie-
ziti u vice nez 90% pacientdl) i pti pouziti chemoterapie
s niz$i intenzitou davky cytostatik (méné€ cykld, kombi-
nace 2 nebo 3 cytostatik, se zaménou cisplatiny za kar-
boplatinu) ve srovnani s historickou kontrolou.

® yvynaloZeni ji7 relativné malych investi¢nich prostied-
ku vede ke zlepSeni 1é¢by détskych nddorii v zemich
s nizkym prijmem obyvatelstva. K tomuto zjisténi do-
spéla studie organizovana a podporovana UICC (Inter-
national Union Against Cancer), NCI (National Cancer
Institute) a farmaceutickou spole¢nosti Sanofi-Aventis.

Dispenzarizace onkologickych pacientd

® dopad onkologické lécby v détstvi na zdravotni stay
pacienti. Studie publikované v roce 2007 v ¢asopisech
JAMA a NEJM upozornily, Ze vice nez dvé tretiny
pacientt 1ééenych v détstvi pro nddorova onemocnéni
maji v dospélosti zdvazné zdravotni problémy zahrnu-
jici: sekundarni nadory, ICHS, onemocnéni plic a en-
dokrinni poruchy. Ob¢ studie mély podobny interval,
ve kterém byly nasledky protinadorové 1é¢by zjistova-
ny, a to 17 let od jeji aplikace.
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® pacienti po 1é¢bé détské leukémie a mozkovych tumo-
ru maji zvySené riziko cévni mozkové prihody. 7 vy-
sledkti jedné z predchozich studii, studie CCSS —Chil-
dhood Cancer Survivor Study, vyplynulo, ze zvySené
riziko cévni mozkové ptihody maji pacienti, ktefi pod-
stoupili ozafovani na oblast CNS (profylakticky nebo
terapeuticky).

diskontinuita dispenzarizacni péce détskych onkolo-
gickych pacientii v dospélosti. Opét vysledky CCSS
studie, které upozornily, Ze v ramci dispenzarizace
pacienti po onkologické 1écbé v détském veku neby-
la provadéna néktera vySetteni, ktera by dokazala vcas
zachytit napf. srdecni onemocnéni (echokardiografie),
karcinom prsu (mammografie) a dalsi.

studii) vede ke snizeni rizika vzniku kolorektalniho kar-
cinomu. V jedné ze studii bylo sniZeni rizika dosazeno
pouze u podskupiny pacientt, jejichz karcinomy expri-
movaly COX-2.

Hlavni pokroky v klinické onkologii roce 2007

. skrining karcinomu prsu pomoci magnetické rezo-

nance u rizikové populace Zen

. vyznam HPYV viru v kancerogenezi nadoru hlavy

a krku a jeho klinicky dopad

. potvrzeni spojitosti mezi sestupnym trendem v in-

cidenci karcinomu prsu a poklesem uzivani hormo-
nalni substitucni 1é¢by (HRT)

. doporuceni profylaktické radioterapie mozku

u pacientu s pokro¢ilym malobunéénym plicnim
Prevence nadoru karcinomem
® kyselina acetylsalicylovd (ASA) v prevenci kolorektdl- 5. usp&né pouZiti sorafenibu v 1é¢bé hepatocelularni-
niho karcinomu. Vysledky 3 nezavislych studii pro- ho karcinomu
kazaly, ze pravidelné dlouhodobé uzivini ASA (napf. 6. usp&Sné pouZiti bevacizumabu v 1é¢bé karcinomu
300mg /denné po dobu péti let — davka pouzita v jedné ledviny
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onkologické spoleCnosti

5. Doc.Dusek informoval vybor COS o pribéhu programu
skrininku ca prsu , tento program je aktivn¢ podporovan
VZP. Vysledky jsou velmi povzbudivé, v leto§nim roce
je ocekavano az 80 % noveé hlasenych nadort prsu ve
stadiu I. a II. Dale v pfiloze.

ZAPIS ZE SCHUZE VYBORU
CESKE ONKOLOGICKE SPOLECNOSTI
DNE 29.DUBNA 2008 V MNiSKU POD BRDY.

Piitomni: Vorlicek, Petruzelka, Aschermannova, Petera,
Ptibylova, Jelinkova, Finek, Stahalova, Cwiertka , Abraha-

mové, Bartog 6. Registry nakladné 1écby - prim. Stahalova navrhuje sbér

parametrickych dat implementovanou formou do NIS.
Doc. Dusek vysvétlil znovu tcel registri, ale jejich im-
plementace do NIS je t.¢. neschiidna a proto musi byt
zachovany ve své pivodni podob€. Vedeni registri je
odrazem funkénosti jednotlivych KOC (KOS) jak bylo
diskutovano a jejich vedeni je jednou ze zakladnich
podminek pro zatazeni do onkologickeé sité. Vypliiovani
registru Herceptin je dano i vyhlaskou VZP.

Omluveni: Zaloudik, Vyzula, Feltl
Host: Doc.RNDr. Ladislav Dusek, PhD., Doc. MUDr. Ma-
rian Hajduch, PhD., PhDr. Petra Novakova

1. Hostitelka prim.MUDr. Aschermannova pfivitala vSech-
ny ¢leny vyboru COS na zamku v Mnisku pod Brdy
a seznamila vybor s jeho historii.

2. Prof. Vorlicek pifekontroloval plnéni zdpisu z minulé
schiize.

3. Prof. Vorli¢ek informoval o dopisu feditelce UZIS Dr. Ma-
zankové ohledné mylné interpretace onkologickych dat.

7.VZP a dalsi pojistovny stale nehradi naklady na in-
dukovanou 1écbu, ktera vznikd KOC /KOS prevzetim
nemocnych k biologické 1€¢bé a méla by pokryt kon-
komitantné podavanou chemoterapii. Clenové vyboru
COS projevuji rozhoieeni nad opakovanym pieziravym
postojem platct nad timto problémem, vybor COS bude
dale s platci o tomto problému jednat.

4. Prof. Vorli¢ek na doporugeni vyboru COS pfipravi ote-
vieny dopis na toto téma pro informovani zdravotnické
vefejnosti.
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8. Doc. Dusek zada vybor COS o svoleni k pouziti loga
COS pro projekt UJO, vybor souhlasi. Vysvétleni v pfi-
loze.

9. prof. Vorlicek: idea b&hu Terryho Foxe pokracuje, v jaké
form¢ se podobna akce uskute¢ni neni vSak doposud zcela
jasno, vybor COS bude priibézné informovat touto cestou.

10. Vybor COS 7ada zaslat do 10.5.2008 prof. Vyzulovi
navrhy na doplnéni ¢i zmény Doporucenych postupii
(Modr¢ knihy).

11. Prof. Petruzelka ptedklada Navrh doporucenych postu-
pt 1écby urologickych malignit Urologické spolecnosti,
text rozesle viem ¢lentim vyboru COS, bude projedna-
no na &ervnovém vyboru COS.

12. Doc. Hajduch informoval o jednédnich s platci péce,
Spole¢nosti patologii CLS JEP a Sekci diagnostické
a prediktivni onkologie COS CLS JEP ohledn& tihrad
prediktivni onkologické diagnostiky. Tato diagnostika
bude s G¢innosti od 1.4.2008 provadéna na Sesti praco-
vistich napti¢ CR pro konfirmaci stavu HER-2 pozitiv-
niho karcinomu prsu a do budoucna i dalSich prediktiv-
nich markerti (napf. mutace genu KRAS u kolorektalni-
ho karcinomu). Uhrada t&chto vykonii bude provadéna
specialnim uhradovym mechanismem, laboratofe musi
nejpozdéji do jednoho roku ziskat akreditacni osvéd-
Ceni. Dalsi podrobnosti a vycet pracovist vybranych
Spolecnosti patologii CLS JEP bude zveiejnén na Foru
onkologt a platct péce dne 16.5.2008.

13. Termin pfiStich Dnii prof. Staska je 28. a 29.3. 2009.

14. Vybor COS bere na védomi dokument zaslany prof.
Zimou - Vyuziti nadorovych markera v klinické praxi
a bere jej jako zakladni dokument k diskuzi nad opti-
malni praxi ve vyuziti onkogennich markerti mezi od-
bornymi spole¢nostmi.

15. Vybor COS souhlasi s oddélenim darovanych prostied-

kit pro portdl www.linkos.cz od obecného étu COS
udélenim zvlastniho variabilniho symbolu. Dr. Cwiertka
pozada vedouci finanéniho oddéleni CLS JEP o ptidéle-
ni dal§iho variabilniho symbolu, ktery pak bude uvadén
na darovacich smlouvach a na vSech dalSich smlouvach
souvisejicich s chodem portalu www.linkos.cz.

16. Vybor COS souhlasi s Ghradou faktury za distribuci
Medical Tribune v§em ¢lentim COS.

17. Prof. Petera informuje o pokraovani projektu dovyba-
veni radioterapeutickych pracovist z prostredkd EU.

18. Odpovéd’ na dopis Dr. Drbala, znojemské pracovisté neni
Komplexnim onkologickym centrem. Prof. Petera: pro toto
pracovisté schvalena SROBF obména kobaltu pouze ,,ma-
lym* linearnim urychlovacem, detailni vybaveni je v kom-
petenci jednani pracovisté s KOC - MOU Doc. Slampa .

19. PhDr. Novakova - informace o vyvoji nav§tévnosti portalu
www.linkos.cz a jeho rozvoji do budoucna. Vybor COS
velice pozitivné hodnoti kvalitu a uspésnost portalu.

20. Prim.Aschermannova ptedala podklady pro vyhlasku
PVT (o minimalnim vybavenim onkologickych praco-
vist) na MZ CR.

21. Vytézek z Kvétinového dne rozdéli Liga proti rakoviné
(prof. Dienstbier) na pracovisté piimo.

22. Vybor COS - &asopis Onkologicka péce je garantovan
Ceskou onkologickou spolecnosti.

23. Dopis feditele Nemocnice Havlickiv Brod ohledné
Cetnosti preventivnich onkologickych prohlidek, vyiidi
Dr. Jelinkova - fizeno vyhlaskou.

24. Vybor COS blahopieje prof. Zaloudikovi ke zvoleni
predsedou Onkochirurgické sekce, viz piiloha.

25.Novi ¢lenové COS: Ingrid Garajova Brno, Lenka Od-
varkova Novy Ji¢in, Ludmila Olosova Novy Ji¢in, Ri-
chard Fiala Praha, Petr Piska¢ Brno.

Priloha k bodu5a 8

Doc. Dusek informoval o stavu screeningovych projek-
ti v CR. Clentim vyboru byla piedana zprava o velmi
pozitivihim vyvoji mamarniho screeningu véetné zave-
re¢né zpravy o pilotnim projektu zvani, ktery byl orga-
nizovan ve spolupraci s VZP. Projekt pilotniho zvani
byl uspésné vyhodnocen a obhajen, o dal§im vyvoji
bude rozhodovat vedeni VZP ke konci mésice kvét-
na. Projekt zvysil ucast Zen v programu, a to pfedevSim
u zcela nové prichozich klientek. Zajemci jsou zvani
na novy web projektu www.mamo.cz, kde jsou o vyse
zminénych projektech a vystupech dostupné vSechny
podstatné informace.

Rovnéz v piipadé kolorektaniho screeningu pokracuje da-
tova podpora a systém je a bude rozvijen do podoby odpo-
vidajici stavu v screeningovém programu C50. O ustaveni
datového auditu na screening cervixu bude probihat jed-
nani na MZ CR dne 2.5. 2008, odbornou garanci zajistuje

vedeni 4eské gynekologické spole¢nosti. COS bude dale
prubézné informovana o vyvoji téchto jednani.

Doc. Dusek a prof. Abrahamova podali zpravu o uspés-
né obhajobé¢ studie proveditelnosti fuze dat NOR a PZP,
kterd probéhla za udasti piedstaviteld MZ CR i PZP dne
25. 4. 2008. Projekt bude vysoce pravdépodobné pokraco-
vat pilotnimi zkouSkami, dal$i rozhodnuti je nyni na MZ
CR. Projekt napomtize rozvoji infrastruktury NOR. V sou-
vislosti s touto agendou roste pozadavek na dofeSeni kon-
cepénich otazek dal§iho vyvoje NOR. Ackoli bylo vyfese-
no alespoii ¢astecné financovani na rok 2008 a rozviji se
i centralni informac¢ni zazemi, je nutno dbat predevsim na
- zajisténi validace sbiranych dat pii pfechodu na novou
informacni technologii
- zajisténi dostupnosti datovych rozhrani
- zajiSténi implementace datovych standardii do NIS ne-
mocnic v CR
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Vybor COS v této souvislosti doporuduje vedeni KSR-
ZIS jako provozovateli dat NOR zadat odbornou studii
odpovidajici z4dsadni otdzky dal$iho udrzeni a smétfovani
NOR. V tymu zpracovavajicim studii musi byt zastoupeny
vSechny angaZované subjekty, véetné zastupcu z fad regio-
nalnich spravci dat NOR. Vybor COS souhlasi, aby koor-
dinaci prace na studii byl povéten doc. L. Dusek, jak bylo
predbézné navrzeno.

Prof. Vorlicek a doc. Dusek informovali o nové vyzvé
teditelky UZIS, ktera pozaduje korektury dal§i z mezina-
rodnich studii publikujicich tidaje o pieziti onkologickych
pacientt v EU (studie EUGLOREH). Tato studie bohu-
zel prebira data z jiz kritizovanych vystupi EUROCARE
3 a 4 a prezentuje tak velmi nizké hodnoty preziti pacientd
v CR, opét bez vazby na klinick4 stadia a zptisob 16&by.
Prof. Vorlicek vyjadii se souhlasem vyboru odmitavé sta-
novisko k takové form€ prezentace ¢eskych dat formou ote-
vieného dopisu vedeni UZIS. V dopise se dale konstatuje,
ze odborna spole¢nost nemiize pievzit odpovédnost za hla-
Seni dat touto formou a odmita jejich interpretaci ve vztahu
ke kvalité 1é¢ebné péce v CR. Diléi regionalni data nere-
spektujici klinické stadium pacienta nevypovidaji o kvali-
té 1é¢ebné péce v onkologickych centrech a nemocnicich
CR. Dopis dale bohuZel konstatuje, Z¢ opakovanym (2003
—2007) hlasenim téchto dat a zcela neetickou a zavadejici
interpretaci v ¢eskych médiich byla dlouhodobé poskozena
povést Ceské onkologie a mozna i otfesena dlivéra pacien-
ti v poskytovanou péci. Za tento stav nesou odpoveédnost
vyhradné pracovnici UZIS a tito by také méli pfedevsim
usilovat o napravu véci. Jiz publikovana data ov§em nejde
smazat a odvolat, vysledky jsou bez jakychkoli korektur
piebirdny desitkami serverd a publikaci.

Vybor COS dale doporucil publikovani vlastnich pfepo-
¢itanych Ceskych vysledkii v co nejkrat§im mozném ter-
minu, coz ovsem vyzaduje korektni validaci celopopulac-
nich ¢eskych dat. Mimo jiné jednorazové zptistupnéni dat
0 identit¢ zdravotnickych zafizeni. O urychleni této véci
bude s vedenim KSRZIS a UZIS jednat prof. Abrahdmova
a doc. Dusek.

Prof. Petruzelka, doc. Finek a doc. DuSek predstavili
novy vznikajici projekt zaméfeny na posileni komunika-
ce mezi urology a onkology pii 1é6¢bé pokrocilého karci-
nomu prostaty (projekt UJO: ,urology joins oncology*,
www.ujo.registry.cz). Jde o pilotni projekt tohoto druhu,
ktery vyuziva moderni informacni technologie k posileni
mozné spoluprace obou odbornych spolecnosti. Projekt
Jiz podporil vybor Ceské urologické spole¢nosti. Vybor
COS souhlasi s prezentaci projektu pod hlavickou COS
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a s uvadénim loga COS. O tom, zda se zamér projektu
podaii, budou podavany pribézné informace. Prvni vazna
prezentace vystupt je planovana na leden 2009. Materialy
prezentované na navrhu webu projektu Ize dopliiovat nebo
ptipadné kritizovat.

Piiloha k bodu 23
Prof. Zaloudik pozadal o zvefejnéni vysledkd voleb do
Vyboru Onkochirurgické sekce :
Piedsedou byl pro dalsi obdobi jednomyslné zvolen
prof. Zaloudik, mistoptedsedou prof. Duda, jednatelem
zlistava prof. Ryska.
Prof. Zaloudik podékoval prof. Dudovi za bezmala pétile-
tou zasluznou a uspésnou ¢innost ve funkci predsedy a vy-
zvedl zejména jeho organizacni praci pii etablovani sekce
onkochirurgii na ¢eskomoravské chirurgické i onkologické
scéné a ediéni Usili pti piekladu némecké Onkochirurgie
do cestiny, ktera se stala zdkladnim studijnim materidlem
pro onkologicky profilované chirurgy, ovSem slouzici pro
orientaci také internim a radiacnim onkologtim.

Teziste Cinnosti v dalSim obdobi vidi novy vybor Sekce

a jeji predseda prof. Zaloudik v nasledujicich tkolech:

1. dosahnout pro onkologicky profilované chirurgy v na-
vaznosti na novelu Zakona 95/2004 vyhlaskou defino-
vané moznost funkénich certifikovanych nastavbovych
specializaci v oboru chirurgickd onkologie s navrhem
modulového systému specializovaného vzdélavani;

2. doséhnout proporcionalniho a adekvatniho zohlednéni
a ocenéni chirurgické 1écby v systému financovani on-
kologické péce;

3. pojmenovat ordinafe pro onkochirurgii v ramci sité
KOC a pomoci teto struktury uplatiovat dalsi vliv na
odborné, edukacni i ekonomické stranky onkologické
péce, soucasti bude zabyvat se také racionalnimi obje-
my a kvalitou poskytované onkochirurgické péce;

4. uzce spolupracovat s Ceskou chirurgickou spole¢nos-
ti a Ceskou onkologickou spole¢nosti, nebot’ &lenové
Sekce jsou zpravidla ¢leny obou spolecnosti;

5. dale rozvijet kontakty v ramci WFSOS a ESSO;

6. rozsifit clenskou zakladnu Sekce zejména o zastupce chi-
rurgickych pracovist a KOC ze zapadni ¢asti republiky;

7. dopracovat nékteré proceduralni normy Sekce a po-
radat spole¢na setkani ¢lenti nejméné dvakrat rocné,
na jafe u pfilezitosti BOD v Brné, na podzim s vy-
uzitim pfipadnych konferenénich akei ¢i samostatné
jinde v CR.



