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EDITORIAL

Vazeni ¢tenari,

dalsi rok uplynul a k Vam se dostava prvni Cislo jubilejniho 25. ro¢niku casopisu Klinickd onkologie. Je to pfilezitost ke stru¢né
rekapitulaci vyznamnych Uspéch a realizovanych i pfipravovanych aktivit.

PrestoZe v poslednich letech neni ekonomicka situace pro nekomercni ¢asopisy odbornych spolecnosti viibec jednoduchd, nas tési,
Ze Klinické onkologii se dafi! Nase prizkumy a analyzy ukazuji, Ze ¢asopis stéle patii k nej¢tenéjsim a nejoblibenéjsim domacim odbor-
nym c¢asopisiim mezi ¢eskymi a slovenskymi onkology a radioterapeuty. V roce 2011 vyslo celkem 93 pfispévkii a ¢asopis mél celkovy
rozsah 486 stran. Stranky casopisu jiz druhym rokem navstivilo vice nez 50 000 ¢tenart, pficemz jsme zaznamenali vice nez 6 000
otevieni PDF soubort s pfislusnymi ¢lanky v kazdém z poslednich dvou let. To je na naSe poméry vyznamny tspéch! Pocet publiko-
vanych prispévku a rozsah casopisu se od roku 2009 zvysil o vice nez 60 %, pficemz se zvysila i kvalita publikovanych praci, jak doka-
zuji rostouci indexy SJR (SCImago Journal Rank) a SNIP (Source Normalized Impact per Paper) v bibliografické databazi Scopus. Po-
sledni dostupna analyza indexu SJR z fijna 2011 ukazala, Ze casopis Klinicka onkologie si v tomto méfitku kvality stoji Iépe nez Casopis
lékart ceskych, Rozhledy v chirurgii nebo Ceska a slovenské neurologie a neurochirurgie. Od zafazeni ¢asopisu do renomované svétové
bibliografické databaze MEDLINE/PubMed narUsté i pocet publikaci v anglickém jazyce (v roce 2011 celkem 10 praci) a v Klinické onko-
logii publikovaly své prace i autorské tymy z Brazilie, Bulharska, Indie a Recka. Z toho pohledu své slovenské kolegy povazujeme za do-
méci tviirce, nebot Klinicka onkologie je oficialnim ¢asopisem jak Ceské onkologické spole¢nosti CLS JEP, tak Slovenskej onkologickej
spoloc¢nosti. Od autor(i ze Slovenska bylo v roce 2011 publikovano celkem 13 praci, opét vice nez v predchozich letech.

Hlavni prioritou redakéni rady je udrzeni vysoké kvality ¢asopisu a podpora citovanosti publikovanych ¢lankd. V roce
2011 byly za timto ucelem vyhlaseny soutéz o ,Finan¢ni podporu publikac¢ni aktivity autori” a ,Cena za nejlepsi ptvodni
praci” V prvnim ptipadé byla ¢astka 10 000 K¢ udélena tymu autor( Jindfich Kopecky, Otakar Kopecky, Peter Priester, Jifi Petera
a Ladislav Slovacek z Hradce Kralové. Ve druhém pfipadé bylo hlasovani vykonné redakéni rady nerozhodné, a proto byly nako-
nec udéleny ceny dvé, kazda v hodnoté 20 000 K¢. Takto byly ohodnoceny prace publikované ve 2. a 6. ¢isle Klinické onkologie:
Vysledky multimodalni [é¢by glioblastoma multiforme: Konsekutivni série 86 pacient( diagnostikovanych v letech 2003-2009"
a,Recent Patterns in Stomach Cancer Descriptive Epidemiology in the Slovak Republic with Refenece to International Compari-
sons”. Financni prostiedky na uvedend ocenéni pochazely ze zisku z 1. ro¢niku konference Best of ASCO 2011.

Z projektq, které vznikly v redakci Klinické onkologie a budou dale pokracovat, chceme pfipomenout Uspésné zahajenou vzdéls-
vaci edici Nové léky v onkologické praxi, kterd se letos rozroste o daldi odborny titul: Doporucené postupy. K tomu pfipravujeme
2 supplementa a ve spolupraci s COS CLS JEP a ASCO chceme opét organizovat konferenci Best of ASCO Meeting 2012, ktera pro-
béhne v Praze dne 8. zéfi 2012 a jejiz prvni ro¢nik mél mimoradné pfiznivé ohlasy.V roce 2012 bychom radi zprovoznili elektronicky
redakéni systém a pevné véfime, Ze se ndm podafi propojit odkazy v databazi PubMed pfimo na jednotlivé ¢lanky v archivu ¢asopisu.

Opét musime pfipomenout, Ze kvalita se neudrzuje snadno, stoji mnoho prace a finan¢nich prostfedkd, a proto velmi déku-
jeme viem nasim sponzoriim a inzerentlim za poskytnuté finan¢ni prostiedky. Zejména patfi podékovani nasim generalnim
sponzorim. Spole¢nosti ROCHE, ktera byla generalnim sponzorem casopisu od roku 2009 do roku 2011, a nyni spole¢nosti
NOVARTIS, ktera je generalnim sponzorem casopisu Klinicka onkologie v roce 2012. Nebyt sponzor(i a inzerent, ¢asopis
by nevychazel v tisténé podobé a v takovém rozsahu viibec, nebyt generalniho sponzora, ¢asopis by nemohl byt zdarma
distribuovan élenim Ceské onkologické spoleénosti CLS JEP! Podékovani patfi i nasemu nakladateli, spole¢nosti Ambit Media,
s jehoZ brnénskou redakci pod vedenim pani Mgr. Jany Lounové je velmi dobrd spolupréce!

Pevné véfime, Ze rok 2012 bude Uspésnym rokem nejenom pro ¢asopis Klinickd onkologie, ale i pro vSechny jeho &tenafe a spo-
le¢nosti, které ho podporuji!

Za redak¢ni radu Klinické onkologie

doc. MUDr. Vuk Fait, CSc. MUDr. Marek Svoboda, Ph.D.
vedouci redaktor vykonny redaktor
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Obr. 1. Navitévnost e-verze ¢asopisu Klinicka onkologie na strankach Ceské onkologické spoleénosti CLS JEP www.linkos.cz
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Vyznamné oddaluje progresi pokrocilého karcinomu ledviny’
selektivni tyrozinkinazovy inhibitor pro Ié€bu prvni linie

P Ve -

VOTRIENT je ucinny,

pacientl s pokroéilym karcinomem ledvin':2

® Vyznamné zleps$eni v PFS ve srovndni s placebem u:
® Drive nelééenych pacientl: 11,1 mésice vs. 2,8 mésice'

®

® Celkové populace ve studii: 9,2 mésice vs. 4,2 mésice'

® Dobra tolerance

® Véfsina nezddoucich pfihod stupné 1/2!

® Stomatitida/mukozitida, syndrom ruka-noha stupné 3/4 < 1 %!

® Zachovava kvalitu zZivota!

ZKRACENA INFORMACE O PRIPRAVKU

NAZEV A LEKOVA FORMA: Votrient 200 nebo 400 mg
potahované tablety. SLOZENI: Pazopanibum 200 mg.
INDIKACE: Pripravek Votrient je ur€en k podavani v prvni linii
|Eé€by pokroc¢ilého karcinomu ledviny (renal cell carcinoma,
RCC) a ké€bé pacientt, kterym byly dfive poddavany cytokiny
pro pokrocilé onemocnéni. DAVKOVANI: Doporucend
davka pazopanibu je 800 mg jednou denné. Davka se
upravuje postupnym pridévanim 200 mg podle individudini
snéSenlivosti Davka pazopanibu by neméla prekrocit 800 mg.
SPECIALNI SKUPINY PACIENTU: U poruchy rendinich funkci
u pacientd s clearance kreatininu nad 30 ml/min neni
nutno ddavku upravovat, Pacientlm s clearance kreatininu
nizsi nez 30 mi/min je tfeba vénovat zvysenou pozornost.
U pacientt s mirou az stfedné zavaznou poruchou funkce
jater pred zahdjenim Ié¢by je doporu¢eno zahajovat [Eé¢bu
pazopanibem v davce 800 mg, event. podle hladin sérového
bilirubinu davkou snizenou na 200 mg viz SPC. U pacient
s mimou az stfedné zdvaznou poruchou jaternich funkct,
kterd vznikla béhem |éCby pazopanibem, je doporuc¢ena
davka 800 mg, event. podle hladiny ALT a bilirubinu déavka
snizena na 200 mg viz SPC. Soucasné uzivani pazopanibu
a simvastatinu (statind) zvysuje riziko zvyseni hladin ALT a mé&
probihat s opatrnosti a za peclivého monitorovéni. Pazopanib
je kontraindikovan u pacientl s t&zkou poruchou jaternich
funkci. Podavani osobdm miadsim 18 let se nedoporucuje.
O pouziti pazopanibu u pacientt ve véku 65 let a starsich
jsou k dispozici pouze omezené Udaje. KONTRAINDIKACE:
Hypersenzitivita na |écivou latku nebo na kteroukoli
pomocnou latku tohoto pripravku. Tézkd porucha jatermich
funkci. ZVLASTNI UPOZORNENI: Pii uzivani pazopanibu byly
hiéseny piipady jaterniho selhani (véetné piipadt koncicich
umrtim). Bezpec&nost a farmakokinetika pazopanibu nebyla
zatim u pacientd s preexistujici poruchou jaternich funkei piné
stanovena. Vopanibem bylo pozorovdno zvyseni sérovych
transamindz ALT, AST, vétsinou izolované bez zvyseni alkalické
fosfatdzy nebo bilirubinu. INTERAKCE: Vzhledem k3A4,
glykoproteinem P (P-gp) nebo BCRP. Je ffeba zvézit nasazeni

alfernativnich soubézné poddavanych léCivych pripravkd,
takovych, které maji nulovy nebo minimdini potencidl inhibovat
CYP3A4, P-gp nebo BCRP. Vzhledem k riziku snizeni expozice
pazopanibu je tfeba se vyvarovat soubéZznému poddavani
induktorl CYP3A4. ProtoZe pazopanib je inhibitor UGT1AT,
je prii soubé&zném poddavani pazopanibu a substratd uridin
difosfét-glukuronosyltransferdzy 1A1 (UGTTAT) (napf. iinotekan)
nutno postupovat s opatmosti. V prabéhu IéEby pazopanibem
je nutné nepit grapefruitovy dzus. TEHOTENSTVI A KOJENI:
Adekvatni Gdaje o poddavani pazopanibu téhotnym Zendm
nejsou k dispozici. Studie na zvifatech prokdzaly reprodukéni
toxicitu. Mozné riziko pro ¢lovéka neni zndmo. Pazopanib lze
v téhotenstvi podat pouze v piipadé, Ze klinicky stav Zeny
vyZzaduje 1é&bu pazopanibem. Zeny ve fertiinim véku by mély
byt pouceny, aby v prabéhu léCby pazopanibem uzivaly
vhodnou metodu antikoncepce a vyvarovaly se otéhotnéni.
V pribéhu léCby pazopanibem by mélo byt kojeni preruseno.
NEZADOUCIH UCINKY: Nejdilezit&jsimi zavaznymi nezadoucimi
Ucinky byly franzitomni ischemickd ataka, ischemickd cévni
mozkova piihoda, ischemie myokardu, kardidini dysfunkce,
gastrointestindini perforace a pistél, prodiouzeni QT intervalu
a plicni, gastrointestindini a cerebrdini krvaceni. Uvedené
NU hidgSeny u méné nez 1 % lécenych pacienttl. Nezadouci
Ucinky, které vedly k imrti pravdépodobné souvissjici s lE¢bou
pazopanibem zahrnovaly gastrointestindini krvaceni, plicni
krva@ceni/hemoptyzu, abnormalni jaterni funkce, stfevni
perforaci, ischemickou cévni mozkovou pfihodu nebo zavazné
infekce. Nejcastéjsimi nezadoucimi UCinky jakéhokoli stupné
byly: prijem, zména barvy viast, hypertenze, nauzea, dnava,
anorexie, zvraceni, dysgeuzie, zvyseni hladiny ALT a AST a
bolesti bficha. Casté nezédouci G&inky: frombocytopenie,
neutropenie, leukopenie, hypotyredza, bolest hlavy, zavraté,
letargie, parestezie, ndavaly horka, epistaxe, dysfonie,
dyspepsie, stomatitida, flatulence, abdomindini distenze,
porucha jaternich funkci, hyperbilirubinémie, vyrdzka, alopecie,
syndrom palmo-plantarni erytrodysestezie, hypopigmentace
klze, erytém, pruritus, depigmentace kize, suchd kuze,
hyperhidréza, myalgie, svalové spasmy, proteinurie, asténie,

Renalni
karcinom

Pacientu pfedlééenych cytokiny: 7,4 mésice vs. 4,2 mésice'

. - - ®
zanét sliznic, otok,
bolest na hrudi, snizeni Vot r I e nt

hmotnosti, zvy3eni
hladiny  kreatininu
v krvi, zvySeni hladiny
bilirubinu v krvi, snizeni
poctu bilych krvinek,
zvyseni lipdzy, zvydeni krevniho tlaku, zvyseni TSH v krvi, zvyseni
GMT. FARMAKOLOGICKE VLASTNOSTI: Inhibitor proteinkindzy,
ATC koéd: LOTXE11, inhibitor na receptorech VEGFR-1, -2 a -3,
PDGFR-a a -b, SCF. UCHOVAVANI: Zadné zvidstni podminky
uchovavani se nevyzaduji. DOBA POUZITELNOSTI: 2 roky.
BALENI HDPE lahvicka s détskym bezpe&nostnim uzavérem,
30, 60 nebo 90 tablet,

DRZITEL ROZHODNUTI O REGISTRACI: Glaxo Group Ltd.,
Berkeley Avenue, Greenford, Middlesex UB6 ONN, Velka
Britéinie.

REG. CiSLO: EU/1/10/628/001-004.

REGISTRACE: 14. 6. 2010. REVIZE TEXTU: 24. 10. 2011.
DOSTUPNOST LEKU: Lék je vazdan na lékafsky predpis a je
hrazen z prostiedkl vefejného zdravotnino pojisténi (prfesné
podminky Uhrady jsou uvedeny na adrese: www.sukl.cz). Pred
pouzitim Iéku si prosim prectéte Gplny Souhm Gdajd o piipravku
nebo se obratte na spole¢nost GSK s.r.o.

pazopanib
Stoji za to zit

SPC je platné ke dni vydani propagacniho materidlu: 1. 1. 2012.

GlaxoSmithKline s.r.o., Na Pankréci 17/1685, 140 21 Praha 4,
tel.: 222 001 111, fax 222 001 444, e-mail: gsk.czmail@gsk.com,
www.gsk.Cz

Citace:

1. Sternberg CN, et al. Pazopanib in locally advanced or
metastatic renal cell carcinoma: results of a randomized Phase
Il trial., J Clin Oncol 28, 1061-1068

2. Sonpavde G, et al. Pazopanib, a potent orally administered
small-molecule multitargeted tyrosine kinase inhibitor for renal
cell carcinoma, Expert Opin. Investig. Drugs (2008) 17 (2): 253-261

CZ/PAZ/0017/11



OBSAH

Obsah | Contents

PREHLED | REVIEW

Zilni vstupy v onkologii 9
Venous Access Devices in Oncology

Manasek V., Soumarova R, Kocidnova |, Manaskova M.

PUVODNI PRACE | ORIGINAL ARTICLES

Srovnavaci proteomicka analyza krevni plazmy pacientdi s mnohocetnym myelomem

lIécenych rezimy s bortezomibem 17
Comparative Plasma Proteomic Analysis of Patients with Multiple Myeloma Treated

with Bortezomib-based Regimens

Cumova J,, Jedlickova L, Poté&sil D, Sedo O, Stejskal K., Potacova A, Zdréhal Z., Hajek R.

Identifikacia molekularnych markerov u deti s akiitnou myeloblastovou leukémiou (AML) 26
Identification of Molecular Markers in Children with Acute Myeloid Leukemia (AML)

llen¢ikova D., Sykora J., Mikulasova Z., Repiska V.

Utilisation of Electrical Impedance Tomography in Breast Cancer Diagnosis 36
Vyuzitie elektroimpedancnej tomografie v diagnostike karcinému prsnika

Raneta O., Ondrus D, Bella V.

Vyskyt malignit a dispenzarizace darcti krvetvornych bunék - vysledky sledovani
Hematologicko-onkologického oddéleni FN Plzer a Ceského narodniho registru darct direné 42
The Incidence of Malignancies and Surveillance of Hematopoietic Stem Cells Donors — the Results of the

Haemato-Oncology Department University Hospital in Plzen (Pilsen) and Czech National Marrow

Donors Registry Observation

Vokurka S., Koza V., Jungova A, Navrétilova J., Svoboda T, Jindra P, Steinerové K., Hrabétova M., Vyrutova R, Novak L.

KAZUISTIKY | CASE REPORTS

Sestileté sledovani pacienta s mnohoéetnou angiomatézou postihujici skelet,

bfisni i hrudni dutinu a sténu travici trubice 47
Six-year Follow-up of a Patient with Multiple Angiomatosis Involving Skeleton, Thoracic

and Abdominal Cavities and the Gut Wall

Adam Z., Matyskova M., Tomiska M., Rehak Z., Koukalova R, Kiikavové L., Pour L., Krejéi M., Szturz P, Zahradova L, Mechl M.,

Moulis M., Vanicek J,, Neuman C, Navratil M., Vesely K., Hajek R, Mayer J.

Klin Onkol 2012; 25(1): 5-6 5




OBSAH

SDELENI | SHORT COMMUNICATION

Nové moznosti vzdélavani ¢eskych chirurgd v onkochirurgii 63
Duda M, Ryska M., Anto$ F, Zaloudik J.

AKTUALITY V ONKOLOGII | ONCOLOGY HIGHLIGHTS

Aktuality v onkologii 65

Rajnohové H.

RECENZE KNIHY | BOOK REVIEW

Raudenska J., Javarkova A.: Lékaiska psychologie ve zdravotnictvi 68

RUZNE | VARIOUS

Tematicky seznam publikaci vydanych v Klinické onkologii v roce 2011 70

Prvni oznameni

Best of ASC

Annual Meeting °12

Praha, 8. zari 2012

Organizacni zabezpeceni konference:

Meritis, s.r.o. | Milena Notova
Obrovského 644 | e-mail: notova@meritis.cz

141 00 Praha 4 | Tel.: +420 272 774 064

6 Klin Onkol 2012; 25(1): 5-6




Sandostatin LAR

octreotidum/i.m. injekce

Od lécby symptomu k protinadorové terapii pacientti s GEP-NET
Prokazané 66% snizeni rizika progrese nadoru oproti placebu!

\_ y,

SILA, POSTAVENA NA
6 UG DUKAZES

TATIN® LAR 30 mg, prasek pro pfipravu injek&nf suspenze s rozpoustédiem
,{' 'mg nebo 30 mg. Indikace; Akromegalie: u nemocnych, ktefi adekvatné reagovali na lécbu Sandostatinem; u pacie
A_{_i’ oupi piny Ucinek radioterapie. Potlaceni symptomG souvisejicich s funkénimi gastro-entero-pankreatickymi el 1
fi I zulinomy, GRFomy. *Pokrocilé neuroendokrinni nddory stredniho stieva nebo nezné



Uhrada ve viech liniich Ié¢by mCRC
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i dobu do progrese®
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jako samostatna latka k 1é¢be pacientt, u kterych selhala Ié¢ba na zakladé oxaliplatiny a irinotekanu a u pacient(, ktefi nesnasi irinotekan. V kombinaci s radia¢ni terapii
k 16¢bé pacientd s lokaln& pokrogilym spinocelularnim karcinomem hlavy a krku a/nebo v kombinaci s chemoterapii na bazi platiny k 16¢b& opakovaného a/nebo metastazujiciho
onemocnéni. Davkovani a zplisob podani: ERBITUX® je podavan 1x tydng&. Uvodni davka je 400 mg/m2, nasledujici tydenni davky jsou kazda 250 mg/m2. Pacienti musi byt
premedikovani antihistaminiky a kortikosteroidy. Kontraindikace: U pacientd se znamou zavaznou precitlivélosti na cetuximab nebo radia¢ni terapii. Nezadouci G¢inky:
Hypersensitivni reakce: Mirné az stfedné zavazné reakce zahrnuji pfiznaky jako je horecka, tfesavka, nevolnost, vyrazka nebo dusnost. K tézkym formam dochazi obvykle v
priibéhu nebo do 1 hodiny po ukon&eni Uvodni infuze. Mezi pfiznaky patfi rychly nastup obstrukce dychacich cest (bronchospasmus), kopfivka a/nebo hypotenze. Vyskyt
zavaznych reakci z precitlivélosti vyzaduje Uplné a trvalé preruseni Ié¢by cetuximabem. V kombinaci s lokalni radia¢ni terapii se objevily nezadouci ucinky, které jsou pro
radia¢ni terapii typické: mukositida, radiaéni dermatitida a dysfagie nebo leukopenie, prevazné ve formé& lymfocytopenie. Kozni reakce: Zahrnuji zejména akneiformni vyrazku
a/nebo poruchy nehtd (paronychium). Interakee: V kombinaci s infuzemi fluoropyrimidinG se zvy3uje Eetnost vyskytu srde¢ni ischemie, véetné infarktu myokardu a méstnavého
srde¢niho selhani, stejné jako ¢etnost vyskytu syndromu ruka - noha. Lékova forma a baleni: Infuzni roztok. Baleni obsahuje jednu 20 ml lahvi¢ku s obsahem 100 mg
cetuximabu. Uchovani: Uchovavejte v chladnitce (2 - 8°C). Drzitel rozhodnuti o registraci: Merck KGaA, 64293 Darmstadt, Némecko. Registraéni €&islo: EU/1/04/281/003.
Datum posledni revize textu: 10/2011. Viydej pfipravku je vazan na lékafsky pFedpis a je hrazen z prostfedkd zdravotniho pojisténi k Ié¢b& metastazujiciho kolorektalniho
karcinomu (mCRC) v prvni linii v kombinaci s rezimy FOLFIRI a FOLFOX4. V 1é€bé& druhé linie mCRC v kombinaci s irinotekanem po selhani cytotoxické |é€by zahrnujici irinotekan
nebo oxaliplatinu; v monoterapii, pokud nelze kombinovat s irinotekanem. V 1é¢bé treti a dal3ich linii mCRC v monoterapii, pokud nebyl cetuximab pouZit v pfedchazejici 1é¢bé.
V kombinaci s radia¢ni terapii k 1é¢bé pacientl s lokaln& pokro¢ilym spinocelularnim karcinomem hlavy a krku. Pfed pfedepsanim se seznamte s tUplnou informaci o p¥ipravku.

*) v kombinaci se standardni chemoterapii (FOLFIRI, FOLFOX4) u pacientt s metastazujicim kolorektalnim karcinomem (mCRC) a nemutovanou formou proto-onkogenu KRAS.
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Zilni vstupy v onkologii
Venous Access Devices in Oncology

Manasek V., Soumarova R., Kocianova ., Manaskova M.

Komplexni onkologické centrum, Novy Ji¢in

Souhrn

Téma zajisténi adekvatniho zilniho vstupu v onkologii je velmi aktualni, nebot specificka pro-
tinddorova farmakoterapie je vedena dominantné parenteralni formou. Periferni Zilni systém
je navic v nékterych pfipadech pfi dlouhodobé 1é¢bé vyrazné zatéZovén. Shrnujeme rizika
ve spojitosti s podavanim léciv do cévniho fecisté, srovnavame riizné druhy Zilnich pfistupl
a zabyvame se obecné indikacemi pro zajisténi permanentnich Zilnich vstupd. S ohledem na
soucasné zkusenosti predkladame navod pro vybér optimalniho zilniho vstupu v onkologii.
Podrobnéji prezentujeme nase zkusenosti se zavadénim PICC (periferni cestou implantovanych
centralnich katetrd) u 30 onkologickych pacientd l1écenych v nasem centru. PICC jsou vedle
venodznich portl dal$i bezpe¢nou modalitou zabezpeceni trvalého Zilniho vstupu, a to pfi mi-
nimalnim poctu komplikaci. Indikace pro vybér daného permanentniho Zilniho vstupu (PICC
nebo port) se ¢aste¢né prekryvaji, evidentni doporuceni pro vybér konkrétniho permanent-
niho vstupu chybi. Nicméné jisté indicie se nabizeji a v tomto sdéleni se nad nimi zamyslime.

Klicova slova
Zilni katetrizace - Zilni porty - chemoterapie — zhoubné nadory

Summary

Specific anti-cancer therapy is administered mainly via the parenteral route, Adequate venous
access is, therefore, a topical issue in oncology. In some patients on long-term therapy, the
peripheral venous system is extensively burdened. We present an overview of risk factors as-
sociated with parenteral application of medicins. We provide a comparison of different types
of venous access devices and discuss recommendations on general indications for permanent
venous access devices. We suggest an approach to the choice of the most appropriate venous
access device for an oncology patient available to date. We present our experience with PICC
(peripherally implanted central catheters) implantations used in 30 oncology patients in our
centre. In addition to venous ports, PICCs represent another safe method of permanent venous
access with low rate of complications. Indications for the use of a specific permanent venous
access device (PICC or port) partly overlap and evidenced-based recommendations are lacking.
However, we discuss the few suggestions that have been formulated on this issue.

Key words
venous catheterization - vascular access ports - chemotherapy - cancer
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ZILN[VSTUPY V ONKOLOGI

Uvod

U 90 % hospitalizovanych pacientl je
v dnesni dobé vyuzivana intravendzni
terapie. Jde pfevazné o hydratacni pod-
poru, iontovou substituci, podavani pro-
tiinfek¢nich latek a cytostatik, parente-
ralni vyzivu a podavani specifickych léciv.
V USA je kazdoro¢né zavedeno nejméné
7 miliond centrdlnich Zilnich katetr( [1].
Mnoho latek ma pfitom nevyhovujici
vlastnosti pro periferni aplikaci — hlavné
pH, osmolalitu nebo chemickou struk-
turu. Klinicky vyzkum prokazal, ze latky
s pH pod 5,0 a nad 9,0 zpUsobuji endote-
lidIni poskozeni intimy, stejné tak roztoky
hypotonické ¢i hypertonické (pfevazné
pfi osmolalité vétsi nez 500 mosm/I).
Dle Infusion Nursing Standards of Prac-
tice (INS) je v téchto pfipadech doporu-
¢eno podani léciv do centralniho fecisté.
Vtab. 1 a2 jsou pfiklady nékterych bézné
uzivanych latek s jejich vlastnostmi (pH,
osmolalita). Mezi dalsi indikace pro zajis-
téni centraIniho recisté patii parenterdini
vyziva s obsahem > 10 % glukdzy nebo
> 5 % aminokyselin, podavani endotel iri-
tujicich lé¢iv, nutnost katetru s vice nez
jednim lumen, dialyza nebo aferéza, mé-
feni centralniho Zilniho tlaku, nitrozilni
Ié¢ba trvajici déle nez 3 mésice [2]. Spe-
cifickou a velmi obdvanou komplikaci je
paravazace cytostatika pfi aplikaci do pe-
riferniho zilniho fecisté. Je znamo, Ze ku-
pfikladu paravazace antracyklind muaze
vést k rozsahlé nekréze tkani, ktera vy-
Zaduje chirurgickou intervenci. Nicméné
fada dalSich cytostatik ma potencial zpU-
sobit pfi extravazaci zdvazna poskozeni.
Jsou vypracovany specialni postupy ty-
kajici se opatreni pfi paravazaci, nejsou
vsak tématem tohoto sdéleni. U onkolo-
gického pacienta podstupujiciho proti-
nadorovou lé¢bu je tedy ¢asto optimalni
podani lé¢iv do centralniho fecisté. Dle
standardd INS je striktné doporuceno po-
ddvat do centralniho fecisté predevsim
Lzpuchytujici cytostatika” V pfipadé, ze
jsou cytostatika podavéna do periferni
zily, méla by se stfidat mista aplikace pfi
kazdém cyklu a vést dokumentace o mis-
tech podéni, aby nedochdzelo k opako-
vané aplikaci ve stejné lokalité [2].

K zajisténi Zilniho pfistupu slouzi fada
katetr(, pro néz je obecné uzivana an-
glicka zkratka VAD (vascular access de-
vice). Kazdd skupina ma své vyhody i ne-

Tab. 1. pH nékterych bézné uzivanych Iéciv.

pH nékterych bézné uzivanych léciv

ciprofloxacin 33
vankomycin 2,4-4,5
dopamine 2,5
pentamidine 4,09
morfin 2,4-7,0
tobramycin 3,0

vyhody, které je tfreba znét a s nimiz je
tfeba pocitat pfi vybéru pro zilni pFistup.
Jednozna¢nd doporuceni pro vybér
typu VAD v konkrétnich klinickych situ-
acich chybi. Pacienti jsou o zplisobech
podavani protinddorové 1écby informo-
vani mnohdy nedostatecné a tém, ktefi
vyzaduji nitroZilni 1é¢bu po dobu tydne
a déle, neni v prevazné vétsiné pripadu
rutinné nabidnuta mozZnost zavedeni
Zilnich vstupl se stfednédobou nebo
dlouhodobou Zivotnosti.

Zilni vstupy délime obecné na kratko-
dobé, sttednédobé a dlouhodobé. Jiné
rozdéleni vychazi z umisténi konce kate-
tru, ¢imz jsou zéroven definovany cen-
tralni nebo periferni katetry. U central-
nich katetr( je konec umistén v dolni
tietiné horni duté zily, srdecni sini,
anebo hornim Useku dolni duté Zily.

Pro kratkodobou lé¢bu (obvykle mys-
lime do Sesti dnl)) mUzeme uzit kon-
vencni periferni kanyly, napf. u nas
znamé ,flexily”. Je nutnd vyména max.
po 72-96 hod a slouzi k podavani [éciv
o pH v rozmezi 5,0-9,0 a osmolalité do
500 mosm/I. Pro podéni Ié¢iv volime
nejcastéji periferni zily v oblasti pred-
lokti, protoze zavedeni periferniho Zil-
niho vstupu je zpravidla snadné a ¢a-
sové nendaro¢né. Delsi zivotnost maji
tzv. midline katetry (2-4 tydny) a diky je-
jich délce (zhruba 15-30 cm) nedochazi
k iritaci perifernich zil mensiho kalibru.
Konec midline katetru je zpravidla umis-
tén ve v. axillaris, pfipadné ve v. subcla-
via, nespliuji tedy kritéria pro centrdini
katetr.

V nékterych situacich je vyhodné
a mnohdy i nezbytné podani Ié¢iva do
centralniho fecisté. Jedna se predevsim
o aplikaci latek s vlastnostmi, které je
znevyhodnuji pro periferni podavani
(viz vyse), anebo se jedna o Ié¢bu, ktera

dobutamin 2,5
mannitol 4,5
draslik 40
acyclovir 1

ampicilin 10
paklitaxel 4.4

je dlouhodobd, a opakovana punkce
perifernich zil je nezadouci. Indikaci
byva mnohdy rovnéz absolutni insufici-
ence periferie, ktera mdze mit rozli¢né
ddvody. K zajisténi pfistupu do cent-
ralniho Zilniho Fecisté existuje nékolik
moznosti — CVK (centralni vendzni ka-
nyla) - netunelizovand nebo tunelizo-
vang, PICC (peripherally implanted cen-
tral catheter) a venézni port.V tab. 3 jsou
shrnuty typy VAD a jejich zakladni cha-
rakteristiky. V tomto ¢lanku budou pre-
zentovany zkusenosti naseho pracovisté
tykajici se problematiky permanentnich
Zilnich vstup(.

Netunelizovana centrdini vendzni ka-
nyla je uzivana k Ié¢bé, kterd obvykle
nepresahuje deset dni, nicméné pfi op-
timalni oSetfovatelské péci Ize u vybra-
nych pacientl kanylu ponechat i déle.
Lékar vsak musi pocitat s narlstajicim ri-
zikem infek¢nich komplikaci, které jsou
v pfimé umére k délce zavedeni CVK. Po-
uziti centralni zilni netunelizované ka-
nyly by mélo byt vyhrazeno pouze pro
hospitalizované pacienty [2]. Nejcas-
t&ji je ke kanylaci vyuzivana v. jugula-
ris interna (VJI) a v. subclavia (VS), ve
specifickych situacich pfipadné v. fe-

Tab. 2. Latky s osmolalitou nevhod-
nou pro periferni aplikaci.

Latky s osmolalitou nevhodnou
pro periferni aplikaci

draslik (> 20 mmol KCl v 500 ml)
parenterdlni vyZiva

mannitol

Ca Cl, Ca gluconicum

peniciliny — nafcillin, ampicillin,
oxacillin, methicillin

i.v. kontrast
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Tab. 3. Druhy VAD (vascular access device) a jejich charakteristiky (archiv autora).

Typ VAD

konvencni periferni ka-
nyla (flexila)
midline katetr

PICC

netunelizovana CVK
(implantovana central-
nim pfistupem)
tunelizovana CVK

implantabilni port

Délka terapie

do 6 dni (doporuceni
CDQ)

stfednédoba lé¢ba,
obvykle 2-4 tydny

sttednédoba a dlouho-
doba lécba, obvykle do
1 roku

kratkodobé pouziti,
obvykle 7 dni

strednédoba a dlouho-
dobd Iécba, obecné pre-
sahujici 6 tydnt
dlouhodoba lé¢ba,

pHa OSM

pH 5-9

osm do 500 mosm/I
pH 5-9

osm do 500 mosm/I

jakékoliv pH
jakdakoliv osm

jakékoliv pH
jakdkoliv osm

jakékoliv pH

Umisténi Spicky katetru
povrchové zily koncetin

v. basilica nebo v. ce-
phalica (pod urovni
v. axillaris)

duta Zila (SVC nebo IVC)

duta Zila (SVC nebo IVC)

duta zila (SVC nebo IVC)

duta zila (SVC nebo IVQ)

Material
teflon a polyuretan

silikon nebo polyuretan

silikon nebo polyuretan

silikon nebo polyuretan,

polyetylen, PVC

silikon nebo polyuretan

silikon nebo polyuretan

vétdinou presahujici

6 mésicl

jakakolivosm

CDC = centers for disease control and prevention, SVC = superior vena cava, IVC = inferior vena cava, CVK = centralni vendzni ka-

tetr, PICC = periferni cestou implantovany katetr (peripherally implanted central catheter)

moralis (VF). Tento typ VAD vyuzivdme
predevsim k terapii infekénich kompli-
kaci (febrilni neutropenie, sepse), krat-
kodobé nutri¢ni parenterdlni pfipravé
napf. v perioperac¢nim obdobi a pfi né-
kterych typech chemoterapie (pfevazné
kontinudlni rezimy s 5-fluorouracilem,
podavani antracyklin(i atd.) u pacientd,
ktefi nemaji zajistén permanentni Zilni
vstup. Casné komplikace spojené s ka-
nylaci centrdini Zily jsou obecné znamé
(pneumothorax, punkce tepny a krva-
ceni, hemothorax, poskozeni nervovych
struktur, primarni malpozice aj.) a Ize je
vyznamné redukovat pouzitim ultra-
zvukové navigace pfi kanylaci. Zavedeni
centrdlni kanyly,naslepo” je samoziejmé
metodou volby a v rukou zkuseného Ié-
kafe jsou rizika minimalizovana, nic-
méné provadime-li kanylaci centrainiho
Zilniho systému elektivné, nabizi se vy-
uzit ultrazvukové navigace. Rada spo-
lecnosti vydala jasnd doporuceni pro
vyuzivani ultrazvukové navigace pfi za-
vadéni centralnich kanyl (Association for
Vascular Access, National Institute for
Clinical Excellence - UK aj.) [2]. Jedno-
znacné bychom se k pouziti ultrazvuku
klonili u pacienta s nevhodnymi anato-
mickymi, popf. hemokoagulaénimi po-
méry, anebo pfi nejistoté o pribéhu cév
¢i primarné neulspésné punkci,naslepo”

Mezi hlavni pozdni komplikace patfi in-
fekce kanyly se vznikem katetrové sepse
a tromboza.

Dalsi moznosti je zavedeni tunelizo-
vané CVK, kterou obecné vyuzivdme pro
[écbu presahujici Sest tydn(. Obvykle im-
plantujeme Hickman(v nebo Broviactv
katetr. Riziko infekénich komplikaci je vy-
znamné nizsi. Asi nejcastéjsi indikaci pro
zavedeni tunelizované CVK je domaci
parenteralni vyziva. Na nasem pracovisti
nékdy vyuzivame ,¢astecnou tunelizaci’,
kdy prostou CVK zavadime infraklaviku-
larnim pfistupem cestou vena subclavia
pfes vytvorenou kozni fasu, kdy Ize do-
sahnout alespon nékolikacentrimetrové
tunelizace. Takto implantovanou CVK ne-
mUzeme jisté zarfadit do spektra tuneli-
zovanych katetrG v pravém smyslu slova,
nicméné dle nasich zkusenosti je Zivot-
nost CVK rozhodné delsi.

Moznosti zajisténi permanentniho Zil-
niho vstupu je dale zavedeni implanta-
bilniho venézniho portu, ktery je indiko-
van pro dlouhodobou Ié¢bu, optimalné
pro pacienty vyzadujici intermitentni te-
rapii po dobu presahujici 6 mésicu. Zava-
dénim portd se vétsinou zabyvaji Iékafi
s odbornosti jako intervencni radiolog,
chirurg, pfipadné anesteziolog. V nasem
centru implantuje porty klinicky onko-
log a nase zkusenosti jsou velmi dobré.

Nejcastéji volime supraklavikuldrni pfi-
stup do cévniho recisté, obcas pristup
infraklavikularni laterdlni, kanyla portu
je zavedena cestou VJI nebo VS. Zave-
denim ze supraklavikularniho pfistupu
pfedchazime vzniku ,pinch-off syn-
dromu” s obstrukci katetru, jehoz pfici-
nou je nejcastéji komprese mezi klavi-
kulou a prvnim Zebrem. K tomu mize
naopak dojit pfi infraklavikuldrnim pfi-
stupu via vena subclavia.

Metodou volby pro stfednédobou
a pfipadné i dlouhodobou terapii je im-
plantace PICC (peripherally implanted
central catheter). Jedna se o typ perma-
nentniho Zilniho vstupu, ktery se zavadi
za ultrazvukové navigace do nékteré z Zil
na pazi - v. basilica, v. cephalica nebo
v. brachialis. Konec katetru je umistén
na prechodu horni duté Zily v pravou sin,
tedy v centralnim recisti. PICC ma osvéd-
¢eni Food and Drug Administration
(FDA) pro pouzivani na dobu az 1 roku,
nicméné existuji i data o delsi Zivotnosti
katetru, ktera zavisi na mnoha faktorech
(typu pouzitého materialu, technice in-
zerce, spolupraci pacienta a predevsim
optimalnim osetfovani).

Vlastni zkusenosti
Implantace PICC jsme v nasem centru
zahdjili v kvétnu 2010. Za aseptickych

Klin Onkol 2012; 25(1): 9-16
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Obr. 1. Nazorna animace punkce za ultra-
zvukové navigace.

kautel je vybrana zila punktovéna pfimo
za ultrazvukové navigace (obr. 1, 2). Pfi
priniku jehly do lumen cévy se na jejim
konci objevi krev (obr. 3), Seldingerovou
technikou je nasledné po vodici zasunut
zavadéci sheat a po extrakci mandrénu
pak katetr do pozadované vzdalenosti.
Sheat je nasledné odstranén rozlome-
nim a ,svle¢enim” ze zavedeného kate-
tru, jako je tomu naptiklad u zavadéni
katetru portu. Definitivné zavedeny ka-
tetr je zndzornén na obr. 4. Na obr. 5 je
znazornén obvykly ultrazvukovy obraz
medialni strany paze, kdy a. brachialis
zpravidla dopovazi jedna nebo dvé vv.
brachiales, medialnéji a zpravidla po-
vrchnéji je uloZena v. basilica. Na obr. 6
je zobrazen cely displej ultrazvuko-
vého pfistroje, ze kterého je ziejma vy-

Obr. 2. Punkce za ultrazvukové navigace.

hoda okamzitého porovnani priiméru
a hloubky cévy s mérnou stupnici umis-
ténou v pravé &asti obrazovky. Pacient
béhem vykonu zaujima polohu vleze
s pazi v abdukci. Obecné se uvadi, ze
vena basilica vzhledem k jejimu vhod-
nému prdméru a pfimému pribéhu.
Vena cephalica je vétSinou uzsi, navic

Obr. 3. Navrat krve svédcici o ispésné punkci zily.

pfi zavedeni na pfedni strané paze nad
hlavou musculus biceps brachii mize
byt katetr mechanicky nadmérné na-
mahan pfi ohybu paze a je vyssi riziko
pfipadného poskozeni jemného kate-
tru. Pfi implantaci via v. brachialis prova-
dime punkci velmi blizko tepny, a proto
je punkce rizikova. Nicméné anatomické
pomeéry jsou zna¢né individualni. Opti-

Obr. 4. PICC u pacientky s plicnim karci-
nomem, zaveden cestou v. basilica I. sin.
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malni je provadét zakrok v lokalni anes-
tezii, nebot samotna punkce a zavadéni
sheatu mohou byt bolestivé [3]. V pfi-
padé punkce Zily malého kalibru se kaz-
dopdadné dle nasich zkusenosti snazime
infiltrovat podkozi co nejméné, nebot
zila jinak kolabuje a punkce je obtizna;
lokdlni anestezii radéji nahrazujeme
mirnou sedaci. Idealni je rovnéz pro-
vadét zakrok za skiaskopické kontroly
k okamzitému ovéreni polohy 3picky ka-
tetru, kdy se redukuje riziko primarni
malpozice a lékaf ma jistotu o sprav-
ném ulozeni konce katetru. Je nutné rov-
néz pocitat se zménou polohy konce ka-
tetru, ke které dojde po zméné pozice
paze z abdukce do addukce. Konec kate-
tru ma tendenci posunout se v addukci
paze kaudalnéji, pfiblizné o 20 mm [4].
Nicméné ze zkuSenosti pfi zavadéni
portl a CVK vime, Ze pfi vertikalizaci pa-
cienta dochazi naopak k mirnému povy-
tazeni katetru kranialné, takze definitivni
poloha mUze byt variabilni. Opatrnosti
je rovnéz tieba u pacientl s rozsahlou
mediastinalni masou tumoru, kde je
vyssi riziko malpozice a jsou nutné kont-
roly polohy katetru v pribéhu lécby [5].
Z technickych a organiza¢nich du-
vodl provadime na nasem pracovisti
skiagram az po zavedeni katetru, délku
stanovi |ékaf pfedem orienta¢nim na-

Obr. 5. Ultrazvukovy obraz cév paze.
Vpravo a. brachialis se dvéma sousedi-
cimi vv. brachiales, vlevo v. basilica.

mérenim vzdalenosti mezi mistem vpi-
chu a predpokladanym udstim horni
duté Zily. V pfipadé, Ze je PICC zaveden
pfilis kratce (napf. do v. axillaris, v. sub-
clavia, v. brachiocephalica), mize v bu-
doucnu dochézet k obtizim pfi aspiraci
krve, nebot dochazi k prisati konce ka-
tetru na Zilni sténu. Se sprdvnym uloze-
nim konce katetru véak nebyva zpravidla
vétsi problém.

V ptipadé, Ze je nutné zajistit zilni
vstup na kratkou dobu a pacient ma
koagulopatii, pfipadné je pfitomna
trombocytopenie, vyuzivame punkci
VJI za ultrazvukové navigace. Neni-li ul-
dfive jevila punkce VF, oviem s védo-
mim rizika vétsSiho nebezpedi infekc-
nich komplikaci. Kazdopadné implan-
tace PICC se staly suverénni metodou
pro zajisténi zilniho vstupu, nebot rizika
jsou v pfipadé poruch koagulace vy-
znamné minimalizovana. PICC jsou rov-
néz adekvatni alternativou ke klasickym
CVK i u pacientll podstupujicich inten-
zivni hematologickou terapii v¢etné au-
tologni transplantace krvetvorby nebo
u kriticky nemocnych pacientl [6,7].
Zilni vstup je kryt sterilné prihlednou
folii, pacient mlze provozovat béznou
hygienu, je mozné i pfipadné koupani.
Pacienti obecné zavedeni PICC vitaji,

nebot odpadd nutnost opakovanych
venepunkci.

Hlavnizasadou je pouZivat pfi manipu-
laci s katetrem stfikacku o objemu 10 ml
a vétsi, jinak hrozi poruseni chlopné
s naslednou malfunkci katetru. Opatr-
nosti je rovnéz treba u kontrastniho CT
vysetieni, kdy objem podané kontrastni
latky v kratkém case muize poskodit
jemny silikonovy katetr. Je-li PICC posko-
zen vné cévy, Ize vyménit uzavérovy me-
chanizmus a PICC je naddle funkéni. Pro
Ucely CT vysetfeni je tedy vhodnéjsi po-
uzit jiny vstup. V soucasnosti jsou jiz do-
stupné specialni PICC katetry od rdznych
vyrobcu, které mohou byt bezpe¢né po-
uzity i pro ucely kontrastniho CT vyset-
feni [1]. Samozfejmosti je nezavadét
PICC na strané axilarni disekce, pfi radio-
terapii na danou oblast, u lymfedému
a infekce kliZze v misté vpichu. Aktualné
rovnéz prevldda doporuceni nezava-
dét PICC u pacientd, u kterych se v bu-
doucnu pocitd s mechanickou nahradou
ledvinnych funkci. Je otazkou, zda se vy-
varovat zavedeni PICC napf. u mladych
diabetik(l z dGivodu preventivniho Set-
feni Zilniho systému.

V naSem centru jsme zavedli od kvétna
2010 do doby psani tohoto ¢lanku
30 PICC katetrd.V grafu 1 a 2 je vycet dia-
gndz pacientd, u kterych jsme indikovali

Obr. 6. Displej ultrazvukového pfistroje. Vpravo patrnd a. brachialis, vlevo v. basilica pfi
castecné kompresi. V pravé casti displeje mérna stupnice, umoziujici okamzité uréeni

praimeéru zily a jeji hloubky.
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Graf 1. Onkologické diagndzy pacientd,
u kterych byl zaveden PICC.

implantaci, a divod zavedeni PICC. Nej-
Castéjsim ddvodem bylo podavani spe-
cifické protinadorové 1écby, mezi dalsi
indikace patfila parenterdlni vyziva, sub-
stituce krevnich derivat( a podavani dal-
Sich Iéciv. Pokud to bylo mozné, volili
jsme pro ucely PICC v. basilica, v pfipadé,
ze nebyla basilickd véna dostatecné Si-
roka, ptiklonili jsme se k punkci via v. ce-
phalica nebo v. brachialis. Co se tyka
periimplanta¢nich komplikaci, doslo je-
denkrat k punkci brachidlni tepny, je-
denkrat doslo k primarni malpozici kate-
tru do VJI, jedenkrat se nepodafilo PICC
zavést. V3echny komplikace se v3ak vy-
skytly v dobé zavadéni nové metody na
nasem pracovisti, tedy v dobé seznamo-
vani se s technikou implantace. Dosud
jsme ani u jednoho pacienta nezazna-
menali rozvoj katetrové sepse, u dvou
pacientl bylo nutné provést béhem na-
sledné péce osetieni inflamace v okoli
vpichu, u dvou pacientek dochazelo po
nékolika mésicich k iritaci kdize se vzni-
kem mikrobidlniho ekzému pod krytim,
a proto jsme je nasledné indikovali k za-
vedeni portu. U jedné pacientky, kde byl
PICC zaveden via v. basilica, doslo k roz-
voji trombozy horni koncetiny, aviak
v oblasti v. cephalica a v. axillaris. Vzhle-

dem k nemoznosti uzit pro zilni vstup
druhostrannou koncetinu (Slo o pa-
cientku s karcinomem prsu) a probiha-
jici chemoterapii jsme se rozhodli PICC
ponechat a sledovat vyvoj trombdzy na
terapeutické davce nizkomolekularniho
heparinu. Doslo k regresi otoku a parci-
alniregresitrombdzy, PICC je nadale plné
funkéni a pacientka podstupuje ambu-
lantni terapii. Zaznamenali jsme celkem
sedm epizod perforace katetru v misté
pfipojeni na uzévérovy mechanizmus,
z toho dvakrat pfi kontrastnim CT vy-
Setfeni. Jeden pacient si opravu kate-
tru nepral, takze byl extrahovan, u viech
ostatnich byl katetr po vyméné uzavéro-
vého mechanizmu nadale pIné funkéni.
K perforaci katetru doslo v naprosté vét-
Siné pripadd u pacientll s nadvahou
pfi katetru zavedeném via v. cephalica,
nebot dochazelo k mechanickému na-
mahani katetru pfi kontrakcich hlavy
bicepsu. StéZejni je spravné pfipevnéni
PICC ke kuzi tak, aby se pfi pohybu kon-
¢etinou nikde nezalamoval, je tfeba pfi-
zpUsobit se konstituci pacienta a nalézt
vhodnou polohu. Ve srovnani s literarné
uvadénymi daty mame vyrazné mensi
pocet komplikaci (flebitida, trombdza,
dyskomfort pacienta). Domnivame se,
Ze vysvétlenim je fakt, Ze vSechny PICC
zavadime vzdy striktné v oblasti zil paze.
PICC totiz na jinych pracovistich v zahra-
ni¢i zavadeéji specialné Skolené sestry,
mnohdy technikou ,naslepo” a v ob-
lasti antekubitdlni jamky nebo pred-
lokti, kde je logicky komplikaci vice [8].
PICC byl u nas dosud implantovan 30 pa-
cientlim, jedenkrat bylo zavedeni ne-
Uspésné. Explantaci jsme dosud provedli
u 16 pacientd. Ddvodem pro extrakci ka-
tetru bylo Uspésné ukonceni terapie, de-
strukce katetru pfi kontrastnim CT vy-
Setfeni, explantace na Zadost pacienta,
samovolnd extrakce katetru, vyména
za port, zbyvajici pacienti exitovali. Pra-
mérna délka zavedeni PICC byla u téchto
pacientl 86,6 dne. Nicméné u dvou pa-
cientd doslo k neocekdvanému exitu do
4 dni od zavedeni PICC (v jednom pfi-
padé slo o pacientku s difuznim velko-
bunécnym lymfomem, u které se rozvi-
nul refrakterni septicky Sok po prvnim
cyklu chemoterapie, ve druhém pfipadé
se jednalo o pacientku s tumorem pan-
kreatu, kterd zemfela na akutni plicni

Dlivod zavedeni

39 3%

@ chemoterapie

@ biologicka lécba

@ parenterdini vyZziva

® substituce krevnimi derivaty
anestezie — pravidelné prevazy

Graf 2. Dlivod zavedeni PICC.

embolii). Kdybychom tyto pfipady ne-
zahrnuli do statistického vyhodnoceni,
byla by celkova primérna délka pou-
zivani PICC 98,4 dne. U dalsich 13 pa-
cientl je PICC nadale pouzivén, v dobé
psani tohoto ¢lanku byla cca u dvou tre-
tin z nich primérna délka zavedeni delsi
nez 60 dni. Soubor nasich pacientu je
samoziejmé maly, a proto nejsou data
zatim jisté statisticky signifikantni.

Diskuze

Mezi hlavni vyhody PICC patfi bezpec¢-
nost (odpada riziko periimplantacnich
komplikaci, které jsou popisovany pfi ka-
nylaci centrdni zily klasickymi ptistupy),
nizsi riziko trombozy a katetrové sepse.
Neni potfeba aplikovat heparinovou
zatku, protoze katetr je vybaven speci-
alni chlopni, kterd uzavird lumen a zabra-
nuje zpétnému toku krve. Ventil se ote-
vire pii aplikaci nebo aspiraci katetrem.
K proplachlim je uzivan fyziologicky roz-
tok. Drive pouzivané PICC bez chlopné
vykazovaly statisticky vy33i riziko trom-
botickych a infek¢nich komplikaci [9].
Chlopen je umisténa bud' distalné na
konci katetru v zile, anebo proximalné
pfi vstupu do téla. Katetry s proxi-
malné uloZenou chlopni maji pravdépo-
dobné mensi riziko infekéich komplikaci
a okluzi [10]. Dalsi vyhodou je, ze PICC se
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nemusi it ke kizi, katetr je k ni pfilepen
specialnim mechanizmem na medialni
strané paze (obr. 4). Po zavedeni PICC
odpada nutnost opakovaného zavadéni
CVK a zhotovovani skiagramu k ovéreni
polohy kanyly pfi kazdém cyklu chemo-
terapie. Zejména u pacientud s koagulac-
nimi poruchami je zabezpeceni Zilniho
pfistupu rizikové a PICC je bezpec-
nou variantou zajisténi permanentniho
vstupu. Madme zkusenost s bezpecnym
zavedenim PICC u pacientky s trombo-
cytopenii 5 x 10%1.V ¢asopise Journal of
Thrombosis and Haemostasis byl uverej-
nén ¢lanek, ve kterém autofi srovnavaji
PICC vs periferni zilni linky u pacientd vy-
Zadujicich nitroZilni terapii po dobu vice
nez 5 dni. Primérny pocet venepunkci
ve skupiné pacientl s PICC byl 1,36 vs
8,25 ve skupiné pacient(, u kterych byla
zajisténa periferni kanyla. Spokojenost
s PICC vs periferni linkou byla 96,8 %,
resp.79,3 % [11].

Mezi hlavni komplikace PICC patfi
pfedeviim nemoznost zavedeni kate-
tru (naprostd insuficience periferniho
Zilniho systému, trombdza, obliterace
zily). Stejné jako u kazdého jiného zil-
niho vstupu muze dojit k punkci tepny,
k nasledné flebitidé, trombdze, krvaceni
a infekci. Je nutno vytvorit zkuseny tym,
ktery je schopen PICC zavadét, a edu-
kovat personal stran dlouhodobé péce
o katetr, ktery je v typickém pfipadé za-
veden nékolik tydnd ¢&i mésicl. Mnoho
studii se zabyvalo vyskytem komplikaci
v souvislosti s PICC u onkologickych pa-
cient(l. Data jsou velmi rliznorodé a v za-
sadé Ize konstatovat, Ze studie z 90. let
minulého stoleti a za¢atku tohoto sto-
leti prokazovaly velkou miru komplikaci,
prevazné infek¢nich [12-14]. AZ tietina
PICC musela byt pfed¢asné ukoncena
z ddvodu komplikaci [13]. Optimalné
by mél byt priimér zily alespon ctyfikrat
$irdi nez primér PICC, aby bylo reduko-
vano riziko trombdzy. U katetrd praméru
4 Fr. bylo v jedné studii riziko tromboézy
1%, u5Fr.6,6%aub6Fr.9,8% [15]. Pri-
mér dnes bézné pouzivanych katetrd je
3-4 Fr. Néktera retrospektivni data na-
znacuji, ze u hematoonkologickych pa-
cientll je vyssi riziko trombdzy u PICC ve
srovnani s klasickymi centralnimi kany-
lami [16]. Ve studii ¢inskych autord u pa-
cientek s karcinomem prsu byla zase

Uspésné testovana infuzni premedikace
dexamethazonem a lidocainem pred im-
plantaci PICC s cilem redukovat mecha-
nickou flebitidu [17]. S vyvojem novych
materidll a vypracovanim vieobecnych
doporuceni pro implantaci a manipulaci
s PICC v3ak byla rizika minimalizovana.

V metaanalyze 223 prospektivnich
studii sledujicich riziko infekce ve spo-
jitosti s rdznymi typy VAD je nejvyssi ri-
ziko u netunelizovanych CVK, v sestup-
ném poradi nasleduje tunelizovana CVK,
periferni kanyla, nejnizsi riziko je u PICC
a samoziejmé u portl, kde je priimérné
riziko katetrové infekce na 1 000 zave-
denych dn( jen 0,2 %. P¥i prikazu ka-
tetrové sepse je doporuceno odstranéni
katetru a systémové podavani antibio-
tik po dobu minimalné 10 dni.V pfipadé,
Ze u pacienta neni moznost zavedeni ji-
ného zilniho vstupu, mize zUstat katetr
in situ, nicméné podminkou je kombi-
novana terapie Sirokospektrymi antibio-
tiky a pouzivani antibiotické zatky [18].
V prospektivni randomizované stu-
dii byly testovany netunelizované cen-
tralni kanyly impregnované minocycli-
nem a rifampinem se slibnymi vysledky
redukce rizika katetrové sepse, nicméné
srovnani bylo provedeno oproti ramenu
s neimpregnovanymi netunelizovanymi
kanylami v délce zavedeni nékolik tydnu
[19]. V dnesni dobé je vypracovana fada
postupl a ndvodu zabyvajicich se pre-
venci a feSenim katetrovych infekci [20].

Na pracovistich, kterd maji rozsahlé
zku$enosti se zavadénim permanent-
nich zilnich vstupd, jsou uzivany i netra-
di¢ni pfistupy do centrdlniho systému.
Mezi né patfi napt. kanylace via v. bra-
chiocephalica, v. renalis, v. intercostalis,
v. azygos a v. hemiazygos. Jsou uzivany
i rizné pfistupy do dolni duté zily -
translumbdlni, transhepaticky i trans-
renalni. Zcela ojedinélym pfistupem je
rovnéz vyuziti pfitomnosti kolateralniho
obéhu, nékdy znacné rozsifreného v pfi-
padé malignich onemocnéni. Na od-
bornych konferencich jsou napf. zminky
o kanylaci perigastrickych kolateral u pa-
cienta s bronchogennim karcinomem
pfi nemoznosti vyuziti standardniho Zil-
niho pfistupu [21].

V Ceské republice je nitroZilni tera-
pie vedena dominantné cestou perifer-
nich zil, a to predevsim v onkologii, coz

neni v nékterych pfipadech optimalni.
Je zarazejici, ze velka ¢ast pacientl in-
dikovanych k zavedeni portu nebo PICC
je odesléna az po destrukci periferniho
recisté. Stale sice pribyva pracovist, kde
se vendzni porty implantuji, nicméné
ve srovnani s nejvyspélejsimi staty jsme
v poctu zavedenych portl na pocet oby-
vatel stale daleko pozadu.

PICC se v CR zavadi jen na nékolika
malo pracovistich a jsme presvédceni, ze
do obecného povédomi se tato metoda
bude dostavat ¢im dal vic, nebot ma Si-
roké uplatnéni, a to jak v 1é¢bé inten-
zivni, tak v 1é¢bé paliativni.

Zavér

Indikaci k zavedeni permanentniho Zil-
niho vstupu by méla byt rozvaha pfihli-
Zejici ke strategii léCby (typ nadorového
onemocnéni, charakter chemoterapie,
délka trvani aj.) a vlastnostem daného
pacienta (nedostatecny povrchovy Zilni
systém, strach z jehel aj.), nikoliv devas-
tace periferniho zilniho systému. Indi-
kace pro vybér daného permanentniho
Zilniho vstupu (PICC nebo port) se ¢as-
te¢né prekryvaji, evidentni doporuceni
pro vybér konkrétniho permanentniho
vstupu chybi. Nicméné jisté indicie se
nabizeji. PICC volime hrubé orientacné
u pladnované Iécby v délce trvani do 3,
piipadné 6 mésicd, u pacientli v horsim
vykonnostnim stavu, v paliativni a sym-
ptomatické péci, u pacientli s poruchou
krevniho sraZeni apod. Primérna délka
zavedeni PICC ¢&ini v nasem centru cca
3 mésice. Vyhody PICC jsme ocenili pre-
devsim u pacientll s hemokoagula¢nimi
poruchami a u pacientd v trombocyto-
penii, pfi nutnosti parenterdlni alimen-
tace a v pfipadé naprosté insuficience
periferie. PICC jsou vyhodné rovnéz u re-
ZimU s vyssim vyskytem trombocyto-
penii (myelosupresivni cytostatické re-
Zimy obecné, karboplatina, gemcitabin
aj.) Rutinné nabizime PICC pacientim
s germindlnimi nadory pfi chemotera-
pii BEP a nemocnym se spinocelularnim
karcinomem anu, vhodné je dale pouziti
u pacientl s karcinomem jicnu pfi kon-
komitantni neoadjuvantni radiochemo-
terapii, kdy je nutné zajisténi centralniho
vstupu a neni pfitom mnohdy predem
jasné, zda bude po operaci nasledovat
dalsi chemoterapie, anebo bude chirur-
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gickd intervence definitivnim feenim.
Inicidlni indikace k implantaci portu by
byla v téchto pfipadech unahlena a ne-
ekonomicka. Zadouci je zavedeni PICC
u vsech diagnéz, kdy jsou malignitou
postizeny mékké tkané v oblasti krku
a opakované punkce v této oblasti ne-
jsou vhodné, o to vic v nepfiznivém te-
rénu po predchozi radioterapii. Pod-
statnym faktorem je vsak vzdy délka
planované Iécby a prani pacienta. Port
je naopak idedlni pro ambulantné [é-
c¢ené pacienty, pro lé¢bu trvajici déle
nez 6 mésicll, adjuvantni rezimy apod.
Kontinudlni rezimy s 5-fluorouracilem
by mély byt aplikovéany striktné do cen-
trélniho systému, volba permanentniho
vstupu je v tomto pfipadé individudlni
a odviji se od charakteru onemocnéni.
Mdame dobré zkusenosti jak s aplikaci do
portu, tak pfi podavani cestou PICC. Kla-
deme velky ddraz na podpUlrnou lécbu
v onkologii a moznost zajisténi trvalého
Zilniho vstupu pfimo na nasem praco-
visti (at uz formou PICC, anebo portu) je
vyhodou. Jsme presvédceni, Ze nitroZilni
[é¢bu mlzeme podavat bezpecnéji, Setr-
né&ji, a je-li permanentni Zilni vstup zvo-
len indikované, Ize dokladovat i benefit
ekonomicky.
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Souhrn

Vychodiska: Termin biomarker se v poslednich letech stal, zvldté pak ve spojeni s terminem kli-
nicka proteomika, jednim z nejfrekventovanéjsich pojmu v oblasti biomedicinského vyzkumu.
Predmétem této prace byl vybér vhodné metody frakcionace krevni plazmy umoznujici oddé-
leni majoritnich proteint od nizkoabundantni proteinové frakce pred naslednou proteomickou
analyzou pomoci dvourozmérné gelové elektroforézy (2-DE) s cilem zlepsit rozliseni 2-DE mapy
a identifikaci proteinli hmotnostni spektrometrii. Materidl a metody: Nejprve bylo provedeno
paralelni srovnani dvou metod frakcionace krevni plazmy (deple¢ni kolona MARS vs Proteo-
Miner) na souboru 10 vzorkud. Na zakladé vysledkl srovnavacich experiment( byla k analyze
vzork( 18 pacientl nemocnych mnohocetnym myelomem a lé¢enych rezimy s bortezomibem
pouzita frakcionacni metoda ProteoMiner v kombinaci s 2-DE. Soubor pacientt byl rozdélen na
dvé skupiny: skupina pacient( rezistentnich na chemoterapii (9 pacientd — progrese onemoc-
néni, stabilizace onemocnéni) a skupina pacient(l s pozitivni [é¢ebnou odpovédi (9 pacientl -
kompletni a parcidlni remise). Vysledky a zdvér: Metoda ProteoMiner umoznila na 2-DE mapach
signifikantné zvysit pocet proteinovych spotl ve srovnani s imunodeple¢ni metodou MARS
(Multiple Affinity Removal System). Mezi skupinami pacientli chemorezistentnich a pacientl
citlivych nalécbu bortezomibem bylo pomoci analyzy obrazu 2-DE gel( zjisténo 15 rozdilovych
proteinovych spotd, které byly analyzovany hmotnostni spektrometrii. V téchto spotech bylo
identifikovano 10 protein(. Sedm proteind vykazovalo signifikantné nizsi hladinu proteinu ve
skupiné chemosenzitivnich pacientl (sérovy amyloid P, fibrinogen — gama fetézec, retinol-va-
zebny protein 4, komplement faktor C4-A, apolipoprotein E, karboxypeptidaza N, komplement
faktoru H - ptibuzny protein 1) a 3 proteiny vykazovaly signifikantné vys$si hladinu proteinu
nebo byly detekovany pouze ve skupiné chemosenzitivnich pacient(i (sérova paraoxonaza 1,
alfa-1-antitrypsin a komplement faktor B).

Klicova slova
mnohocetny myelom — proteomika - elektroforéza gelova dvourozmeérna - plazma - protein -
bortezomib

Tato préace byla podpofena granty MSMT CR
(LC06027 a MSM0021622434) a projektem IGA
MZ (NS9683) a NT 12130) a grantem GACR
GAP304/10/1395..

This work was supported by grants of Ministry of
Education, Youth and Sports of the CR (LC06027
a MSM0021622434) and IGA MZ (NS9683) and
NT12130) and grant of The Czech Science
Foundation GAP304/10/1395..

Autofi deklaruji, Zze v souvislosti s pfedmétem
studie nemaji Zadné komer¢ni zajmy.

The authors declare they have no potential
conflicts of interest concerning drugs, products,
or services used in the study.

Redak¢ni rada potvrzuje, ze rukopis prace
splnil ICMJE kritéria pro publikace zasilané do
biomedicinskych casopist.

The Editorial Board declares that the manuscript
met the ICMJE “uniform requirements” for
biomedical papers.

(=1

prof. MUDr. Hajek Roman, CSc.
Ustav patologické fyziologie
Lékarska fakulta MU
Kamenice 5

62500 Brno

e-mail: r.hajek@fnbrno.cz

Obdrzeno/Submitted: 3. 6. 2011
Pfijato/Accepted: 8.9.2011

Klin Onkol 2012; 25(1): 17-25

17




SROVNAVACI PROTEOMICKA ANALYZA KREVNI PLAZMY PACIENTU S MNOHOCETNYM MYELOMEM

Summary

Backgrounds: Recently, the term biomarker has become, especially in connection with the term clinical proteomics, one of the most frequent
terms in the field of biomedical research. The aim of this work was to select an appropriate pre-fractionation method of blood plasma prior to
a subsequent proteomic analysis of low-abundant fraction of proteins by two dimensional gel electrophoresis (2-DE) and mass spectrometry
to improve the resolution of 2-DE maps and protein identification. Materials and Methods: First, we compared two prefractionation methods
(MARS versus ProteoMiner) preceding 2-DE analysis using 10 blood plasma samples. Based on the results of the comparative experiments,
low-abundant plasma protein fractions from 18 multiple myeloma patients treated with bortezomib were analyzed. Patients were divided into
two groups: a group resistant to chemotherapy (9 patients — disease progression, stable disease) and a group with positive clinical response
(9 patients — complete and partial remission). Results and Conclusion: Samples prefractioned by ProteoMiner method yielded 2-DE maps with
a significantly increased number of detected protein spots, as compared to immunodepletion method MARS (Multiple Affinity Removal System).
Between groups of chemoresistant and sensitive patients treated with bortezomib, 15 differently intense spots were revealed by image analysis.
These spots were found to correspond to 10 proteins, as confirmed by mass spectrometry. Seven proteins had significantly lower protein level in
the group of chemosensitive patients (serum amyloid P, fibrinogen - gamma chain, retinol-binding protein 4, complement factor C4-A, apolipo-
protein E, carboxypeptidase N and complement factor H-related protein 1) and 3 proteins showed significantly higher levels of protein (or were

only detected) in the group of chemosensitive patients (serum paraoxonase 1, alpha-1-antitrypsin and complement factor B).

Key words

multiple myeloma - proteomics - two dimensional gel electrophoresis — plasma — protein — bortezomib

Uvod

Moderni medicina vyuziva k diagnos-
tice nemocnych stanoveni hladin latek,
které jsou pro dané procesy charakte-
ristické (tzv. ,biomarkery”). Mezi typické
télni tekutiny, u kterych je provadéna
analyza prognostickych a prediktiv-
nich biomarker nddorovych onemoc-
néni, patfi krevni sérum, plazma, moc¢
a mozkomisni mok [1,2]. Méné casto se
provadi rozbor slin, bronchoalveolarni
lavaZze, amniotické nebo folikularni te-
kutiny. Lidska krevni plazma predsta-
vuje komplexni télni tekutinu, kde jsou
navic proteiny pfitomny v fadové rozdil-
nych koncentracich (az 10') [3]. Zdrojem
diverzity proteind je napf. alternativni
sestfih mRNA a posttransla¢ni modi-
fikace [4,5]. Dvourozmérna gelova elek-
troforéza (2-DE) je jiz klasickou metodou
pro separaci proteinovych smési pred je-
jich identifikaci hmotnostni spektromet-
rii (MS) [6-8]. Metoda ma omezenou ka-
pacitu vzhledem k mnozstvi a velikosti
analyzovanych proteini a neumoziuje
detekci proteinl s nizkou hladinou ex-
prese [9,10]. Vétsina potencialnich bio-
marker( se v plazmé vyskytuje pravé
v nizkych koncentracich a nadbytek al-
buminu a protilatek jejich analyzu kom-
plikuje. Proto je odstranéni abundant-
nich proteinl z krevni plazmy (deplece)
¢asto prvnim a rozhodujicim krokem ce-
Iého postupu. Odstranéni abundantnich
proteind by mélo byt v idealnim piipadé
uplné, kvantitativni a pfedevsim repro-

dukovatelné. Pro tyto ucely se ¢asto vy-
uzivaji deple¢ni kolonky, které vyvazuji
vétiinové zastoupené proteiny na bazi
specifickych interakci s imobilizovanymi
protilatkami. Napf. imunodeple¢ni me-
todou Multiple Affinity Removal Sys-
tem (MARS) Ize odstranit 6 nebo 14 nej-
hojnéji zastoupenych lidskych proteint
krevni plazmy [11,14], séra [15,16] ¢Ci
moce [17]. Nékteré vysledky praci viak
poukazuji na nedplnou depleci vysoce
zastoupenych proteind [16,18,19]. Bellei
et al popsali odstranéni nékterych neci-
lenych protein( z frakce nizkoabundant-
nich proteind [20]. Tu et al. také popsali,
Ze nékteré proteiny lidské plazmy, jako
je alfa-1-kysely glykoprotein 1, alfa-1-
-kysely glykoprotein 2 a alfa-1-antichy-
motrypsin, se rovnéz vazou na MARS
kolonu [21].

Novym piistupem prepurifikace (frak-
cionace) krevni plazmy je afinitni nede-
ple¢ni metoda ProteoMiner™ (Bio-Rad
Laboratories, USA), kterd vyuziva roz-
dilG ve vazebnych afinitach pfitomnych
proteinl k hexapeptidim [22-24]. Hexa-
peptidy jsou, podobné jako protilatky
u deplecnich kolonek, imobilizovany na
vhodném nosici ulozeném v prepurifi-
kac¢nikoloné.V koloné jsou pak pfitomny
ve stejném mnozstvi odlisSné hexapep-
tidy z rozsahlé hexapeptidové knihovny.
Kazdy hexapeptid pfitom vykazuje roz-
dilnou proteinovou specifitu. Vysledkem
je omezend celkova vazebnda kapacita
kolony pro konkrétni proteiny. Vysoce

abundantni proteiny jsou tak na koloné
zachyceny jen ¢astecné, kdezto proteiny
o nizké vstupni koncentraci jsou naopak
zachyceny poméroveé vice. Pfi celém pro-
cesu je navic zachovéna informace o re-
lativni kvantité proteinu, coz umozniuje
relativni srovnani vice vzorkd. Nutno
vsak dodat, Ze existuje i prace poukazu-
jici na mozny odlisny princip funkce me-
tody ProteoMiner [25].

Cilem této prace bylo srovnani obou
metod frakcionace krevni plazmy ne-
zbytné pred 2-DE proteomickou analy-
zou nizkoabundantni frakce protein(
s cilem zvysit pocet rozliSitelnych protei-
novych spotd obrazu 2-DE mapy, které
by umoznilo identifikovat proteinové
zmény charakteristické pro pacienty
senzitivni a chemorezistentni na podané
antimyelomové |écivo.

Material a metody

Zpracovani odebrané krve

Vzorky krevni plazmy byly ziskany od
28 pacientli nemocnych mnohocetnym
myelomem (MM) a lé¢enych na Interni
hematoonkologické klinice LF MU a FN
MU Brno po podepsani informovaného
souhlasu s odbérem biologického mate-
ridlu. Lidska krev byla odebrana do uza-
vieného odbérového systému S-Mono-
vette (2,7mlzkumavka s K.EDTA, Sarstedt,
Némecko) a centrifugovana 15 min pfi
2 200 g 20 °C. Plazma byla rozdélena do
alikvotd po 0,5 ml a zamrazena do -80 °C
pro naslednou analyzu. Vzorky 10 pa-
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Tab. 1. Zakladni charakteristika souboru.

Pacienti

vék, median
rozmezi

Pohlavi

muzi

zeny

Klinicky stav podle Durie-Salmona
|

Il

n

Typ paraproteinu
19G

IgA

IgD

lehké retézce
Aplikovany lé¢ebny rezim
CVD-junior
CVD-senior

BDD

Lécebna odpovéd
CR/sCR

VGPR

PR

SD

PG

Pocet Procenta
18 100
67

49-79
18 100
13 72
5 28
18 100
1 6
3 16
14 78
18 100
9 50
6 33
1 6
2 11
18 100
9 50
6 33
3 17
18 100
1 1
4 22
1 6
3 17
6 33

CVD junior = cyklofosfamid, bortezomib, dexametazon pro nemocné do véku

65 let, CVD senior = cyklofosfamid, bortezomib, dexametazon pro nemocné nad

65 let, BDD = bortezomib (Velcade), dexametazon, doxorubicin, CR = kompletni re-
mise s negativni imunofixaci, sCR = stringent CR (normalni vysledek vysetieni FLC

v séru a neptitomnost klonu plazmatickych bunék), VGPR = velmi dobra parcialni
remise (pokles M—proteinu > 90 % vstupni hodnoty), PR = parcialni remise (pokles
M-proteinu > 50 % vstupni hodnoty), SD = stabilizace onemocnéni (zména hodnoty
M-proteinu, resp. pokles ¢i vzestup o méné nez 25 % vstupni hodnoty), PG = pro-
grese onemocnéni (= 25% naraGst plvodni hodnoty M-proteinu, vznik novych kost-
nich lozisek, hyperkalcemie nebo jiné zndmky zhorsovani stavu).

cientll byly pouzity pro srovnavaci stu-
dii frakcionacnich postup(, vzorky druhé
skupiny 18 pacientll vybrané pro vlastni
proteomickou analyzu byly pak zpraco-
vany zvolenym postupem. Zakladni cha-
rakteristika téchto 18 pacientd, u kterych
byla provedena srovnavaci 2-DE analyza,
je uvedena v tab. 1.

Frakcionace proteomu krevni plazmy
Po rozmrazeni byla plazma centrifu-
govana (5 min pfi 16 000 g, 20 °C) pres
0,22 um filtr (Agilent Technologies, USA).
Frakce nizkoabundantnich protein(

10 vzorkl krevni plazmy byly ziskany pa-
ralelné metodou ProteoMiner (Bio-Rad,
USA) a metodou afinitni chromatogra-
fie na koloné MARS-6-Hu (4,6 X 100 mm;
Agilent Technologies, USA). U obou
metod bylo postupovéno podle pokynt
vyrobce (obr. 1).

ProteoMiner

Alikvoty plazmy (1 ml od kazdého pa-
cienta) byly pipetovany do Proteo-
Miner centrifugacnich kolon a inku-
bovany 2 hod na rotatoru SB3 Stuart
(BioCote, UK) pfi 20 °C. Po promyti ko-

lony (3 x 5 min) pufrem obsahujicim
150 mmol/l NaCl, 10 mmol/lI NaH,PO,
pH 7,4 (3 x 5 min, 1 ml pufru) byly frakce
nizkoabundantnich proteinli z ko-
lony vymyty elu¢nim pufrem (Bio-Rad,
USA) obsahujicim 8 mol/l mocovinu
a 2% 3-3[(3-cholamidopropyl)dimethyl-
amonio]propan-1-sulfonat (CHAPS),
3 X 15 min pfi 750 rpm, 20 °C se 100 pl
pufru. Vsechny 3 eluované frakce od kaz-
dého pacienta byly spojeny do jedné
frakce.

Metoda MARS (Multiple Affinity
Removal System)

Metodou MARS bylo odstranéno celkem
6 vysokoabundantnich proteint lidské
krevni plazmy: albumin, IgG, IgA, transfe-
rin, alfa-1-antitrypsin a haptoglobin. Vzo-
rek plazmy od kazdého pacienta byl zpra-
covan paralelné dvakrat. Plazma byla 4x
nafedéna v pufru A (Agilent Technolo-
gies, USA): 80 ul plazmy + 240 pl pufru A.
Nizkoabundantni frakce proteinG byla
ziskana promytim kolony pufrem A pfi
pratoku 0,5 ml/min a frakce vysoko-
abundantnich proteinG byla ziskana
promytim kolony pufrem B pfi pritoku
1 ml/min (obr. 2). Jednotlivé frakce niz-
koabundantnich proteinl (500-600 pl)
byly odsoleny kapalinovou chromatogra-
fif na koloné mRP-C18 s makroporézni si-
likou (4,6 x 50 mm; Agilent Technologies,
USA) pfi 80 °C a pratoku 0,75 ml/min. Mo-
bilni faze A obsahovala 0,1% (v/v) kyse-
linu trifluoroctovou (TFA, Sigma-Aldrich,
USA) a 3% (v/v) acetonitril (ACN, Merck,
Némecko) ve vodé, mobilni faze B pak
97% (v/v) ACN a 0,08% (v/v) TFA ve vodé.
Gradientova eluce zacinala na 10 % mo-
bilni faze B a linearné rostla na 70 % mo-
bilni faze B v prvnich 5 minutach. V pra-
béhu nasledujici jedné minuty obsah
mobilni faze B vzrostl na 100 % a na této
hodnoté zistal dalsi 2 minuty. Poté na-
sledovala reekvilibrace kolony 10 % mo-
bilni faze B. Frakcionace byly provedeny
na kapalinovém chromatografu od firmy
Waters. Na vakuové odparce SpeedVac
(Thermo Scientific, USA) byly ziskané
frakce obsahujici nizkoabundantni pro-
teiny odpareny a proteinové pelety byly
rozpustény v 60 ul IPG8 pufru obsahuji-
cim 7 mol/l mocovinu, 2 mol/I thiomoco-
vinu, 4% CHAPS, 60 mmol/I dithiotreitol
(DTT), 0,8% (v/v) amfolyt Pharmalyte pH
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JONd-505 H L

Obr. 1. Zjednoduseny schematicky postup paralelniho zpracovani vzorkd krevni
plazmy metodami ProteoMiner (Bio-Rad, USA) a MARS (Multiple Affinity Removal Sy-
stem, Agilent Technologies, USA).

Tab. 2. Pfehled o poctu proteinovych spotl na obrazech 2-DE map identifikova-

EDTA plazma
ProteoMiner kit MARS-6-Hu
kolona
= - iy [ f—
s .

*:8 o g o S WV
PSS 4

Bisge adstranéni
4 3 P vysckoabundantnich
. > proteind

L af

eluent
——» [EF

- T
L - -

e =
Y ) '
L

\.
1 - —= — —— R

nych PDQuest programem.

Pacient ¢islo

O 00 NOULL A WN =

10
median (rozpéti)
Wilcoxon(iv parovy test

mRP-C18 kolona
odsolani, frakcionace,
zakoncentrovani

Median (rozpéti)

ProteoMiner
(Bio-Rad)
315(308-321)
322 (314-330)
248 (246-249)
305 (299-311)
314 (308-319)
321(319-322)
325(319-331)
330(321-331)
305 (288-322)
338(331-344)
318 (248-338)

(Agilent Technologies)

p = 0,005

MARS-6

122 (121-123)
122 (117-126)
129 (126-132)
94 (83-104)
84 (73-95)
117 (117-117)
106 (105-106)
99 (97-101)
105 (104-106)
118 (118-118)
111 (84-129)

3-10, 0,003% (w/v) bromfenolovou modf
(vSe Sigma-Aldrich, USA). Celkova kon-
centrace proteinl byla stanovena pomoci
soupravy BioRad Protein Assay podle me-
tody Bradfordové [26] na spektrofotome-
tru SmartSpec Plus, s pouzitim standardu
y-globulinu (vSe Bio-Rad, USA).

Dvourozmérna gelova elektroforéza
(2-DE)

2-DE separace vzorku od kazdého pa-
cienta byly provadény v duplikatu. Pro-
teiny krevni plazmy (100 ug/315 pl IPG8
pufru) byly naneseny na komer¢né do-
stupné prouzky s imobilizovanym neli-
nearnim pH gradientem (ReadyStrip IPG
Strips o délce 18 cm, pH 3-10, Bio-Rad,
USA). Pfes noc probihala pasivni rehydra-
tace vzorku na zvoleny prouzek (16 hod,
20 °C). Prvni rozmér 2-DE byl proveden
na izoelektrickém fokuzatoru Protean IEF
cell (Bio-Rad, USA) pfi teploté 20 °C v na-
sledujicich krocich: 1) 150 V, 30 min, 2)
1500V, 3 hod, 3) 3500V, 3 hod, 4) 5000V,
80 kVh, 5) 500V, 24 hod. Po izolektrické fo-
kuzaci (IEF) byla pfi 20 °C provedena v IPG
prouzku 1) redukce proteinti 2% (w/v) DTT
(10 min) a 2) alkylace proteint 2,5% (w/v)
jodacetamidem (IAA, Sigma-Aldrich, USA),
10 min, které byly rozpustény v ekvilib-
racnim pufru obsahujicim 6 mol/l moco-
vinu, 0,375 mol/I Tris(hydroxymethyl)-ami-
nomethan pH 8,8 (Tris-HCl, Serva, USA),
2% (w/v) dodecylsulfat sodny (SDS, Serva,
USA); 30% (v/v) glycerol. IPG prouzek byl
prenesen na 12% polyakrylamidovy gel
o rozmérech 18 x 20 cm s molekulovym
standardem (Precision Plus Protein Stan-
dards, Bio-Rad, USA, 1 ul standardu na-
neseného na wicks) a zalit 1% agarézou
(Fluka, USA). Elektroforéza probihala v sys-
tému Protean Plus Dodeca Cell (Bio-Rad,
USA) v elektroforetickém pufru obsahu-
jicim 19,2 mmol/I glycin (Bio-Rad, USA),
19 mmol/I SDS, 2,5 mmol/l Tris-HCI pH 8,3
za konstantniho napéti 50 V, 1 hod a na-
sledné 100V, 17 hod (zdroj PowerPac Uni-
versal, Bio-Rad, USA). 2-DE nédoba byla
chlazena na 10 °C (Julabo, Labortechnik,
Némecko).

Vizualizace 2-DE gelii a analyza
obrazu

Gely byly fixovany 2 x 30 min ve fixa¢nim
pufru (200 ml/gel) obsahujicim 10% (v/v)
ethanol a 7% (v/v) kyselinu octovou (vie

20
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Obr. 2. Multiple Afinity Removal System (MARS) — metoda pro odstranéni 6 vysokoabundantnich proteinl krevni plazmy. (A) Chro-
matograficky zaznam eluce jednotlivych frakci. (B) Reprezentativni 2-DE gely protein pIné krevni plazmy (45 pg), nizkoabundantni
(100 pg) a vysokoabundantni (350 pg) frakce proteint krevni plazmy.

Penta, Ceska republika). Separované pro-
teiny byly v gelu vizualizovany fluores-
cencnim barvenim Sypro Ruby (Bio-Rad,
USA) a sniméany na laserovém skeneru
Typhoon™ FLA-7000 (Fuji Photo Film Co.,
Ltd., USA). Analyza obrazu 2-DE gelG byla
provedena pomoci programu PDQuest
8. 0. 1 (Bio-Rad, USA). Pfi vyhodnoceni
byla provedena normalizace dat, kterd
slouzila k vyrovnani intenzit jednotlivych
gell. Obraz tzv. Master gelu byl vytvo-
fen jako synteticky obraz normalizova-
nych dat vech 36 2-DE gelt vytvorenych
z tzv. matchsetu. Pomoci analytickych
setd byly gely kvalitativné, kvantitativné
a statisticky vyhodnoceny (Studentdv
t-test na hladiné vyznamnosti 0,05). Po-
moci analyzy byly nalezeny rozdilové
proteinové spoty, jejichz intenzita byla
2% nebo 4x snizend nebo zvy3ena mezi
skupinami pacientt citlivych a chemore-
zistentnich na bortezomib. Zahrnuty jsou
kvalitativni zmény presahujici desetina-
sobek hodnoty pozadi.

Identifikace proteinti pomoci
hmotnostni spektrometrie

Oblasti gelu obsahujici rozdilné zastou-
pené proteiny mezi 2 skupinami pa-
cientl byly vyfezany pomoci pfistroje
EXQuest™ Spot Cutter (Bio-Rad, USA).
Po odbarveni pak byly proteiny v gelu
proteolyticky nastépeny trypsinem (Pro-
mega, USA). Vznikld smés peptidd byla
analyzovdna pomoci MALDI-MS, resp.
MALDI-MS/MS, a v pfipadé dosaZeni ne-
signifikantniho vysledku identifikace
proteinu nasledné i kapalinovou chro-
matografii s tandemovou hmotnostni
spektrometrii (LC-MS/MS).

Analyzy technikou MALDI-MS a MS/
/MS analyzy byly provedeny na pfistroji
Ultraflex Il (Bruker Daltonik, Némecko).
Vzorek (1 pl) byl na vzorkovaci desce An-
chorChip smichan s 0,6 ul roztoku mat-
rice (2 mg/ml, kyselina a-kyano-4-hydro-
xyskoficovd, Bruker Daltonik, Né-
mecko) ve smési 2,5% TFA a 100% ACN,
1:2v/v) [27].

Analyzy tryptickych digestt technikou
LC-MS/MS byly provedeny na systému
EASY-nLC (Proxeon, Thermo Scientific,
USA) spojeném on-line s HCTultra PTM
Discovery System (Bruker Dalto-
nik, Némecko) hmotnostnim spek-
trometrem s iontovou pasti vyba-
venym nanosprejem. Po odsoleni
a prekoncentraci na predkoloné (Jupi-
ter Proteo, 100 um x 30 mm, Pheno-
menex, USA) byly vzorky separovany na
kapilarni koloné (X-Bridge BEH 130 C18,
100 pm x 100 mm, Waters, USA) pomoci
0,1% FA/ACN gradientu. Prekoncentra¢ni
a separacni kolony pouzité k LC separaci
byly plnény podle dfive popsaného po-
stupu [28]. Hmotnostni spektrometr
pracoval v pozitivnim médu v m/z roz-
sahu 300-1 500 pro MS a 100-2 500 pro
MS/MS spektra.

Ke zpracovani MS a MS/MS dat byl
pouzit prohledavaci algoritmus MAS-
COT 2.2 (MatrixScience, UK). Databa-
zové hledani bylo provedeno proti
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Tab. 3. Souhrn identifikovanych proteinovych zmén charakteristickych mezi skupinami pacientl senzitivnich a chemorezis-
tentnich na bortezomib.

Relativni MALDI-Ms MALDEMS/ ) e yo/ms Mr )
< zména . Néazev proteinu S Ms (kDa)
Cislo® expre- NCBI ¢islo (zkratka genu) Biologicka funkce

sab skorec %9 skoérec %¢ skorec %

sérova paraoxonaza metabollf:ke procesy,
1335 1 190194 1 (PONT) procesy imunitniho 82 26 72 4 190 23 378 50
systému
. . metabolické procesy,
1336 1 190194 *EOVGRETOIPNA procesyimunitniho ND - 65 4 135 19 378 50
systému
komplement faktor abisvieids (@i -
6513 1 187655 B (CFB) mentu, procesy 46 2 127 9 205 3 992 6.2
imunitniho systému
alfa 1-antitrypsin koagulgce kr.vez pro-
1420 t 177831 (SERPINA1) cesy imunitniho 182 54 541 23 417 45 46,7 54
systému
. koagulace krve, me-
3625 | 182439 ﬁ'?:t%‘;gsr(‘F%aG“;a tabolizmus,procesy ND - ND - 8 7 495 56
imunitniho systému
3203 | 337758 sérowamyloidP - procesyimunitniho 105 35 448 29 518 20 254 61
(SAP) systému
2208 | 18088326 ;‘ig:‘e‘?r';‘;a(z;;;}) transport 46 30 8 8 92 18 230 58
apolipoprotein E metabolizmus
2224 | 178853 (APOE) a transport lipid 159 38 209 32 527 74 362 58
komplement faktor aktivace
6117 b 81175238 C4-A (fragment) k | ND - ND - 136 4 193 66
(C4A) omplementu
karboxypeptidédza N s
5325 } 4503011 (CPNT) metabolické procesy 108 31 25 3 143 14 523 69
komplement faktoru aktivace
4314 | 183763  H-pfibuzny protein 1 k | 63 22 106 7 192 22 376 78
(CFHR1) omplementu
komplement faktoru aktivace
5319 | 183763  H-piibuzny protein 1 k | 63 19 81 3 240 25 376 78
(CFHR1) omplementu
komplement aktivace
6319 | 148922168 faktor C4-A komplementu ND - ND - 112 1 188 6,8
(fragment) (C4A) P
komplement faktoru aktivace
6308 | 183763  H-pfibuzny protein 1 K | ND - 127 9 303 24 376 78
(CFHR1) omplementu
komplement faktoru aktivace
7306 | 183763  H-pfibuzny protein 1 106 14 31 2 149 18 376 7.8

(CFHR1) komplementu
2Cisla proteinovych spot pfitazenych z programu PDQuest, jejich pozice je zobrazena na obr. 3. *Zvy$ena (1) nebo snizena () re-
lativni exprese proteint mezi skupinami pacientt citlivych a rezistentnich na bortezomib. <Proteinové skére (mira podobnosti se
znamym proteinem vypocitanad z MASCOT programu). “Procento pokryti. Vypocitdno podle po¢tu aminokyselin znamého proteinu
z MASCOT programu. Molekulovd hmotnost (Mr) a izolektricky bod (pl) byly vypocitany podle zastoupeni aminokyselin zndamého
proteinu z programu MASCOT. MALDI-MS: desorpce/ionizace laserem za pfitomnosti matrice s hmotnostni spektrometrii.
MALDI-MS/MS: desorpce/ionizace laserem za ptitomnosti matrice s tandemovou hmotnostni spektrometrii. LC-MS/MS : kapali-
nova chromatografie s tandemovou hmotnostni spektrometrii, ND: Zddna data.
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Obr. 3. Ukazky zaznamu 2-DE analyzy proteint od pacientli nemocnych mnohocetnym myelomem po frakcionaci krevni plazmy me-
todou ProteoMiner. (A) Synteticky obraz 2-DE tzv. Master gel normalizovanych dat vSech 36 2-DE gelt. (B) Reprezentativni 2-DE gel
proteind krevni plazmy pacienta citlivého na l1é¢bu bortezomibem. (C) Reprezentativni 2-DE gel proteint krevni plazmy pacienta

rezistentniho na lé¢bu bortezomibem.

NCBI databazi (neredundantni, taxono-
mie Homo sapiens). U peptidového ma-
povani na zdkladé MALDI-TOF MS dat
byla nastavena tolerovana chyba ur-
¢eni molekulové hmotnosti peptidu
na 30 ppm, u MALDI-MS/MS dat pak
na 0,5 Da. Pfi prohledavani ESI-MS/MS
dat byla nastavena tolerance 0,5 Da pro
MS i MS/MS data s korekci na hmotnost
prekurzorového iontu na jeden *C atom.
Pro vechna hledéni byla nastavena oxi-
dace methioninu a karbamidometylace
jako variabilni modifikace a jedno po-
volené vynechané 3tépné misto pro
trypsin.

Pro urceni funkce identifikovanych
proteinll byla vyuzita databaze UniProt-
KB/Swiss-Prot (http://www.uniprot.org/,
[29]) a PANTHER klasifika¢ni systém
(http://www.pantherdb.org/, [30]).

Statisticka analyza dat

Statisticky vyznamny rozdil mezi po-
¢tem proteinovych spott ziskanych me-
todami ProteoMiner a MARS-6-Hu byl
uréen Wilcoxonovym parovym testem
na hladiné vyznamnosti 0,05 (program
Statsoft Statistica 10.0).

Vysledky

V této praci jsme porovnali u 10 vzorkd
krevni plazmy dvé metody (MARS, Pro-
teoMiner) umoziujici odstranéni vyso-
koabundantnich protein( krevni plazmy
a zisk obohacené frakce nizkoabundant-
nich proteinG (obr. 1). Metodou MARS
bylo odstranéno celkem 6 majoritnich

proteind krevni plazmy (obr. 2). Frakce
nizkoabundantnich proteinli ziskané
obéma metodami byly poté separovany
metodou 2-DE. U frakci ziskanych meto-
dou ProteoMiner bylo na 2-DE mapach
detekovano o pfiblizné 200 proteinovych
spotl vic nez u frakci ziskanych metodou
MARS, p < 0,005. Celkovy prehled o poctu
identifikovanych proteinovych spotd na
2-DE gelech pro obé metody uvadi tab. 2.
Na zakladé téchto vysledkl byla metoda
ProteoMiner vybrana pro dal3i 2-DE ana-
lyzy vzorkd krevni plazmy 18 pacientt ne-
mocnych MM. Rozdily v proteinovych ma-
pach mezi skupinami pacientt citlivych
a rezistentnich na podany bortezomib
byly ur¢eny pomoci programu PDQuest.
Celkem bylo nalezeno 15 rozdilovych pro-
teinovych spotU (obr. 3), ve kterych bylo
identifikovano MS technikami 10 pro-
teind (tab. 3). Tfi proteiny vykazovaly sig-
nifikantné nizsi hladinu proteinu v celé
skupiné 9 chemosenzitivnich pacientl -
sérovy amyloid P (spot 3203), fibrinogen -
gama fetézec (spot 3625), retinol-vazebny
protein 4 (spot 2208). Dvé formy komple-
mentu faktoru C4-A (spoty 6117, 6319)
a apolipoprotein E (spot 2224) vykazo-
valy signifikantné niz3i hladinu proteinu
u skupiny 8, resp. 6 chemosenzitivnich pa-
cientd. U 3esti z deviti chemosenzitivnich
pacient(l byla pozorovana signifikantné
zvy$ena exprese tii proteind — dvé formy
sérové paraoxonazy (spoty 1335, 1336),
alfa-1-antitrypsin (spot 1420) a komple-
ment faktor B (spot 6513). U celé sku-
piny 9 chemorezistentnich pacientt byly

detekovany signifikantné zvysené hla-
diny 2 proteind: izoformy komplementu
faktoru H - pribuzného proteinu 1 (spoty
4314, 5319, 6308, 7306) a karboxypepti-
daza N (spot 5325).

Diskuze a zavér

Proteomické pfistupy vyuzivané pfi hle-
dani novych biomarkerl krevni plazmy
kombinuji postupy zalozené na frakcio-
naci, separaci, detekci a identifikaci pfi-
tomnych proteind. Aby bylo mozné
detekovat nizkoabundantni proteiny
krevni plazmy, je tfeba nejdfive odstra-
nit vétsinové zastoupené proteiny. K to-
muto Ucelu je na trhu dostupnych né-
kolik analytickych metod [13,31,32].
V nasi praci jsme se zaméfili na srovnani
dvou prepurifika¢nich metod umoznu-
jicich detekci nizkoabundantnich pro-
teinG pomoci 2-DE. Pouzili jsme dvé afi-
nitni metody: Multiple Affinity Removal
System (MARS) a ProteoMiner. Metoda
ProteoMiner predstavuje odlisny, nede-
plecni systém pro zkoncentrovani méné
zastoupenych proteinli a oproti metodé
MARS umoznila detekci pfiblizné trojna-
sobného poctu proteinovych spotll na
2-DE gelech (318 vs 111 identifikovanych
spotd, p < 0,005). Vyhodami metody Pro-
teoMiner jsou dobra reprodukovatel-
nost, jednoduchost postupu a pfima
kompatibilita s dalSimi proteomickymi
metodami, jako jsou napt. diferencni ge-
lova elektroforéza (2D-DIGE) a desorpce/
ionizace laserem z upravenych povrcht
(SELDI-TOF-MS) [33]. Bylo prokazano, ze
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saturace kuli¢cek vysokoabundantnimi
proteiny neovliviiuje kvantifikaci oboha-
cené frakce nizkoabundantnich protein(
[34], proto jsme tuto metodu zvolili jako
vhodnou prepurifika¢ni metodu pred
2-DE analyzou protein( krevni plazmy.

Pomoci metod ProteoMiner/2-DE/MS
byly identifikovany signifikantni zmény
v expresi proteind mezi skupinami pa-
cientl senzitivnich a rezistentnich na bor-
tezomib. Identifikované proteiny patfi
predevsim do skupiny bézné se vyskytu-
jicich protein(, které se v plazmé nacha-
zeji v pomérné vysoké koncentraci. Podle
jejich specifické funkce se jedna o trans-
portni proteiny (APOE, FGG, RBP4), me-
tabolické proteiny (CPN1, PON1, CFHR1,
C4A, CFB, SERPINAT), signalni proteiny
(FGG, C4A, CFHR1, CFB), proteiny aktivu-
jici komplementovy systém (CFB, CFHRT,
C4A), proteiny imunitni odpovédi (SAP,
FGG, PON1) a proteiny aktivni pfi koagu-
laci krve (FGG, CFHR1).

U nékterych identifikovanych proteint
jiz byl popséan vztah k onemocnénim ne-
souvisejicim s mnohocetnym myelomem.
Aktivovand komplementova kaskada je
mechanizmem, ktery predstavuje pro-
spésnou obrannou reakci organizmu, ale
také mUze vyvolavat Sirokou skalu patolo-
gickych reakci od zanétu aZ po degenera-
tivni onemocnéni nebo k nim pfispivat. Ak-
tivace komplementu byla popsédna napf.
u alergické reakce typu lll, kdy je komple-
ment aktivovan imunokomplexy, u systé-
mového lupus erythematodes, u diabetes
mellitus I. typu, u hemolytickych anémii,
revmatoidni artritidy a dny [35].

Alfa-1-antitrypsin je 52 kDa protein
akutni faze, typicky serin protedzovy in-
hibitor vyskytujici se v plazmé o koncen-
traci 0,9-2,0 g/I. Protein je tvofeny v ja-
trech, odkud je uvolfovan do krevniho
fecisté. Zabezpecuje ochranu organizmu
pfed ucinky enzym (elastazy a kolage-
nazy) uvolnovanych z bilych krvinek pfi
zanétu. Vrozeny defekt AAT zpUsobuje
rozvoj plicniho a jaterniho postizeni [36].

Sérova paraoxonaza 1 (PON1) je gly-
koprotein o molekulové hmotnosti
43 kDa, ktery je syntetizovdn v jatrech
a nasledné vyplavovan do krevniho fe-
Cisté, kde je asociovan s lipoproteiny
o vysoké hustoté (HDL) [37]. PON1 hraje
vyznamnou roli ve vzniku a rozvoji atero-
sklerotického postizeni, diabetu mellitu

Il. typu a jeho komplikaci [38]. Rada
asociac¢nich studii prokazala vztah mezi
polymorfizmy PON1 s neurodegenerativ-
nimi onemocnénimi, zejména s Parkinso-
novou a Alzheimerovou nemoci [39].

Retinol-vazebny protein 4 je vy-
znamny klinicky biomarker pro detekci
inzulinové rezistence a diabetu melli-
tu Il. typu [40]. Fibrinogen je glykopro-
tein o molekulové hmotnosti 340 kDa,
ktery se bézné vyskytuje v krevni
plazmé a je nezbytny ke sprdvnému za-
jisténi hemokoagulace. Jeho plazma-
tické koncentrace se zvysuji napf. pfi
zanétu, poskozeni tkani a pfi nddoro-
vych onemocnénich. Apolipoprotein E
je vyznamny plazmaticky lipoprotein
zodpovédny za transport a metaboliz-
mus cholesterolu. Klinicky abnormalni
funkce ApoE je sdruzena s mnoha one-
mocnénimi, jako je ateroskleréza a Alz-
heimerova nemoc [41].

Ackoli pouziti metody ProteoMiner
v kombinaci s 2-DE analyzou podstatné
zvysilo pocet detekovanych protein(l ve
srovnani s jinymi komer¢né dostupnymi
frakciona¢nimi technikami, zvoleny po-
stup analyzy se ukazal jako nevhodny
pro detailni studium mechanizmu [é-
kové rezistence v krevni plazmé pa-
cientll nemocnych MM. Ke studiu mino-
ritnich sloZzek bude nutné vyuzit vhodné
vicestuprniové kombinace frakcionacnich
a separacnich chromatografickych tech-
nik s naslednou citlivou hmotnostné
spektrometrickou detekci.

Podékovani
Dékuji Danusi Fridrichové za pfipravu
tryptickych digestu.
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Suhrn

Vychodiskd: AML je agresivne, fenotypovo a geneticky heterogénne klonalne ochorenie
krvotvornych progenitorovych buniek s velkou molekuldrnou variabilitou. Nova klasifika-
cia WHO 2008 deli de novo AML podla cytogenetickych a molekularnych prognostickych
a prediktivnych markerov. V poslednej dobe je stale vacsia moznost urcit podskupinu
rizikovych pacientov so zlou prognézou medzi tymi s normalnym karyotypom. Cielom
nasej studie bolo zistit prognosticky vyznamné molekularne markery u deti s AML na
stratifikaciu pacientov s normalnym karyotypom a na sledovanie ochorenia podla gene-
tického ndlezu. Subor pacientov a metddy: V rokoch 2008-2010 sme analyzovali vzorky
kostnej drene a periférnej krvi u 20 deti s de novo AML konven¢énou cytogenetickou ana-
lyzou, fluorescencnou in situ hybridizaciou a molekulovou analyzou. Molekularna analyza
bola vykonana na Urovni cDNA restrik¢nou analyzou PCR produktov (FLT3-TKD), konvenc¢-
nou PCR (MLL-PTD, NPM1mut, FLT3-ITD) a kvantifika¢nou RT-PCR (expresia fuznych génov,
génov BAALC a WTT). Vysledky: Vzorky 20 deti s AML boli analyzované vyuzitim konven-
¢nej cytogenetiky, FISH a molekulovo-genetickymi metédami. Abnormalny karyotyp bol
zisteny u 13 pacientov (65 %). Dalsia analyza ukazala FLT3-ITD v 5/20 (25 %), FLT3-TKD
v 3/20 (15 %), NPM1mut 2/20 (10 %) a MLL-PTD v 1/20 (5 %), nadmernej expresie WT1 génu
v 15/20 (75 %) a nadmernej expresie BAALC v 13/20 (65 %) pacientov. Zdver: Siroky cyto-
geneticky a molekularny skrining pomohol najst aspon jeden geneticky marker u vset-
kych 20 pacientov pre dalsie sledovanie a stratifikaciu rizika deti s AML. Na progresiu
ochorenia umreli 4/20 (20 %) deti.

Klucové slova
akutna myeloidna leukémia — genetické metddy — mutacny skrining FLT3 - NPM1 a MLL -
expresia WT1 a BAALC
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IDENTIFIKACIA MOLEKULARNYCH MARKEROV U DETI S AKUTNOU MYELOBLASTOVOU LEUKEMIOU (AML)

Summary

Backgrounds: AML is an aggressive, phenotypically and genetically heterogenous clonal disease of hematopoietic progenitor cells with a great
molecular variability. New WHO classification 2008 divides de novo AML according to cytogenetic and molecular prognostic and predictive mark-
ers. Recently, it is increasingly possible to identify a subgroup of poorer prognosis patients among those with normal karyotype AML. The aim of
our study was to identify prognostically important molecular markers in children with AML, to stratify patients with normal karyotype and to moni-
tor the disease according the genetic findings. Material and Methods: In 2008-2010, we analyzed bone marrow and peripheral blood samples of
20 children with de novo AML by conventional cytogenetic analysis, fluorescence in situ hybridisation and molecular diagnostics. The molecular
analysis was performed on the cDNA level, with the restriction analysis of PCR products (FLT3-TKD), conventional PCR (MLL-PTD, NPM1mut, FLT3-
ITD) and quantification RT-PCR method (expression of fusion transcripts, BAALC, WTT). Results: Samples from 20 children with AML were analyzed
using the conventional cytogenetics, FISH and molecular methods. Abnormal karyotype was identified in 13 patients (65%). Further analysis
revealed FLT3-ITD in 5/20 (25%), FLT3-TKD in 3/20 (15%), NPM1mut in 2/20 (10%) and MLL-PTD in 1/20 (5%), overexpression of WT1 gene in 15/20
(75%) and overexpression of BAALC in 13/20 (65%) patients. Conclusion: Wide cytogenetic and molecular screening helped to find at least one
genetic marker in all 20 patients for later follow-up and risk stratification. 4/20 (20%) patients died of the disease progression.

Key words
acute myeloid leukemia - genetic methods — mutation screening of FLT3 - NPM1 and MLL - WTT and BAALC expression

Vychodiska

Akudtna myeloblastova leukémia je velmi
agresivne, fenotypicky a geneticky he-
terogénne klonalne ochorenie s velkou
variabilitou patogenézy na cytogenetic-
kej, ako aj na molekuldrnej drovni. AML
je charakteristickd malignou transfor-
maciou myeloidnej linie bielych krviniek
a predstavuje 2-4 % vsetkych malig-
nit. Jej incidencia je 2-3/100 000 obyva-
telov a zvy3uje sa vekom (v skupine nad
65 rokov je incidencia 15-27/100 000
obyvatelov) a je mierne vys$sia u muzov
ako u Zien [1]. Pric¢ina vzniku nie je dote-
raz dostato¢ne ozrejmend. Predpoklada
sa, ze ionizujuce Ziarenie, rézne che-
mické latky (benzén, organické rozpus-
tadld, organické farbiva, herbicidy a pes-
ticidy), faj¢enie a z fyzikalnych vplyvov
napriklad elektromagnetické polia sa
uplatruju ako podporné faktory pri leu-
kemogenéze. Z liekov maju vyznamnu
Ulohu predovsietkym cytostatikd, z nich
hlavne alkylacné latky a inhibitory topo-
izomerdzy Il. Predpoklad, Ze genetickd
predispozicia zohrava délezitu ulohu
v patogenéze AML, potvrdzuje vyssi vy-
skyt AML v spojeni s roznymi vrodenymi
genetickymi poruchami — Bloomov syn-
drém, Downov syndréom, Klinefelterov
syndrém, ataxia teleangiectasia, xero-
derma pigmentosum a dalsie. Délezitu
Ulohu zohravaju aj imunologické de-
fekty, pripadne virusy. Maligna transfor-
mdcia vznika vo v¢asnom S$tadiu myelo-
cytovych prekurzorov [2]. V roku 2008
revidovala Svetovd zdravotnicka organi-
zacia klasifikaciu myeloidnych neoplazif

a akatnych leukémii. Klasifikacia vyuziva
vsetky dostupné poznatky - morfolo-
gické, cytochemické, imunofenotypy-
zaciu, genetické a klinické vlastnosti
ochoreni. Pre AML platia tieto skupiny
uvedené v tab. 1 [3].

Pre potreby presnej klasifikacie biolo-
gicky rozdielnych podtypov AML vyuzi-
vame morfologické, cytochemické me-

toédy, imunofenotypizaciu a genetické
metddy [2,4].

Genetické metody pouzivané

v diagnostike AML

V diagnostike AML sa stéle viac vyuzi-
vaju cytogenetické metddy a metddy
molekulovo-genetickej analyzy. V su-
¢asnosti sa najviac vyuziva kombinacia

Tab. 1. Klasifikacia myeloidnych neoplazii a akttnych leukémii podla Svetovej

zdravotnickej organizacie z roku 2008.

1. AML s opakovanymi cytogenetickymi translokaciami:

AML s t(8; 21)(922;22); RUNX1-RUNX1T1

AML s inv(16)(p13.1922) alebo t(16; 16)(p13.1;922); CBFR/MYH11
akutna promyelocytova leukémia (APL) s t(15;17)(q22;q12); PML-RARA

AML s t(9;11)(p22;923); MLLT3-MLL

AML s inv(3)(q21926.2) alebo t(3;3)(q21;926.2); RPN1-EVI1
AML (megakaryoblasticka) s t(1;22)(p13;q13); RBM15-MKL1
2. AML asociovana s myelodysplastickymi zmenami
3. Myeloidné neoplazie spésobené liecbou (therapy related)

4. AML bez inej kategorizacie
AML minimalne diferencovana

AML bez vyzrievania (without maturation)

AML s vyzrievanim (with maturation)
akutna myelomonocytové leukémia

akutna monoblastickd a monocytova leukémia
akutna erytrocytova (erythroid) leukémia

akutna megakaryocytova leukémia

akutna bazofilna (basophilic) leukémia
akutna panmyeléoza s myelofibrézou

5. Myeloidny sarkom

6. Myeloidné proliferacie asociované s Downovym syndrémom
7. Blasticka plazmocytova neoplazia vlasatych buniek
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klasickej a molekuldrnej cytogenetiky
(FISH) a z metdéd molekuldrnej genetiky
PCR (polymerazova retazova reakcia)
a jej modifikacie.

Klasicka cytogenetika slizi na stano-
venie celkového karyotypového obrazu
ochorenia a monitorovanie priebehu
choroby. Poskytuje celkovy prehlad
o kvalitativnych a kvantitativnych zme-
nach v karyotype. Fluorescencna in situ
hybridizacia (FISH) patri k metédam mo-
lekulovej cytogenetiky a umozniuje de-
tegovat Specifické nukleotidové sekven-
cie srozsahom od jednej po niekolko sto
kilobaz. Vyuzitim Specifickych sond sa da
identifikovat pocet chromozémov, jed-
notlivé chromozémy alebo iba niektoré
oblasti chromozémov, pripadne len Spe-
cifické lokusy [5,6]. PCR patri k metédam
molekuldrnej genetiky a umoznuje am-
plifikaciu Specifickych Usekov DNA in
vitro [7,8]. Dovoluje amplifikaciu aj ma-
Iého mnozstva DNA. V sucasnej dobe sa
pouziva variant PCR umoziujuci priamu
kvantifikaciu PCR-produktu v priebehu
reakcie, a to ,real-time PCR" Kvantifika-
cia mnozstva molekul nukleovych kyse-
lin je dolezitd pri detailnom Staudiu gé-
novej expresie. Napriklad, real-time PCR
mobze byt pouzita k detekcii a kvantifi-
kacii fiuzneho génu, produktu chromo-
zémovych translokécii. Kvantitativne
stanovenie fuzneho génu vo vysetrova-
nej vzorke sa vyuziva na urenie mini-
malneho rezidudineho ochorenia (MRD)
alebo progresie, ¢i relapsu ochorenia [9].
Dal3im variantom PCR je reverzna tran-
skriptazova PCR (RT-PCR). Je vhodn4, po-
kial nie je znama vnutorna organizacia
exénov a intrébnov v géne.

Cytogeneticky a molekularny nalez

u pacientovs AML

V &ase diagnézy sa u 55-60 % pacientov

s AML zistuju klonalne chromozémové

aberacie spojené s réznou progndézou.

Podla cytogenetického ndlezu mézeme

chromozémové aberacie rozdelit do

3 skupin:

1. s priaznivou prognézou - t(8;21),
inv(16), t(15;17),

2. so strednou prognézou - normalny
karyotyp, del(7q), del(9q), t(9;11),
del(11q), del(20q), +8, +11, +13, +21,

3. s nepriaznivou prognézou - kom-
plexny karyotyp (= 3 aberacie),

komplexny kartotyp
3,8%

\\8,21); 2,7 %

abn(11g23); 4,1 %

inv(16); 4,7 %

tri(8); 5,7 %

t(1517); 7,4 %

iné; 12,6 %

abnchr5&7;12,6%

normalny karyotyp
46,4 %

Graf 1. Percentualne zastupenie chromozémovych aberdcii u pacientov s AML.

inv(3)/t(3;3),-7, -5, del(5q), t(6;9),
(6;11), t(t11;19).

Zastupenie jednotlivych chromo-
zémovych aberécii je znazornené
v grafe 1. Priblizne 40-45 % pacientov
nema pri vysetreni konve¢nou cytoge-
netikou Ziadnu chromozémovu abera-
ciu. U takmer 80 % pacientov s normal-
nym karyotypom bola v publikovanych
multicentrickych Studidch dokazana pri-
tomnost mutdcie v minimalne jednom
z nasledovnych génov: NPM1, CEBPA,
MLL, FLT3 a NRAS [12]. Na zéklade tychto
poznatkov sa v sucasnosti zameriava
velkd pozornost na vysetrenie mutac-
ného stavu hore uvedenych génov a stu-
duje sa ich prognosticky vyznam. Vy-
znamné prognostické ukazovatele boli
rozdelené do 3 skupin:

1. mutacie (FLT3 ITD, FLT3 D835, Ras)
aktivujuce signalne drahy, ¢im do-
chadza k zvyseniu proliferacie a inhi-
bicia apoptdzy buniek kostnej drene,

2. mutdcie (MLL TD, NPM1, CEBPA)
ovplyviiujuce procesy transkripcie,
¢o vedie k oslabeniu diferenciacie
buniek,

3. zvySena expresia génov WTT, BAALC
a ERG (ETS-related gene).

Mimoriadny prognosticky vyznam
nadobudli zvlast genotypy asociované
s priaznivou prognézou: NPM1 a CEBPA.

S nepriaznivou progndzou su ¢asto spa-
jané mutované gény MLL-ITD a FLT3-ITD.

Charakteristika molekulovo-
-genetickych markerov

FLT3 - FMS-like tyrozin kindza 3 - je trans-
membranovy protein. Gén pre tento
protein je lokalizovany na 13q12. Recep-
tor génu je exprimovany na hemopoe-
tickych progenitorovych bunkach a hra
délezitu Ulohu v prezZivani a diferenci-
acii kmenovych buniek. Doposial boli
identifikované dva dolezité typy muta-
cii FLT3 génu - vnutorna tandemova du-
plikacia (internal tandem duplication =
ITD) a bodova mutdcia kyseliny aspara-
govej D835. Pri FLT3 ITD dochadza k du-
plikéacii génovej sekvencie. Dizka aj pozi-
cia sekvencie variruje od 18 do 100 bp.
Vyskytuje sa u 15 % detskych AML pa-
cientov [12]. V dosledku duplikacie na-
stava konstitutivna aktivacia FLT3 recep-
tora, ¢im dochadza k poruche regulacie
proliferacie buniek. Je spojena s nepriaz-
nivou prognézou. U FLT3 TKD D835 do-
chadza k bodovej mutécii kyseliny aspa-
ragovej D835 v exdne 20 v tyrozinovej
domeéne receptora. To vedie ku konsti-
tutivnej aktivacii nezavislej na naviazani
liganda (obr. 1). Mutécia je asociovana
s dobrou prognézou. Zistuje sa u 5-10 %
detskych pacientov s AML [13]. NPM1 =
Nucleophosmin (nucleolar phosphopro-
tein B23, numatrin) je gén lokalizovany
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normalna FLT3 signalizacia signalizacia
signalizacia pri FLT3 ITD pri FLT3 bodovej
mutacii
4 N/ N/ N

bunkova
membrana

QO

bodova
mutacia

Q Q
|
\ I_—J/

Obr 1. Signalizacia FLT3 - normalna, pri FLT3 ITD a pri FLT3 bodovej mutacii.

na 5q35 [16]. Fosfoprotein zabezpecuje
transport ribozomalnych proteinov cez
jadrovi membranu. Mutéacie sa zistuju
v exéne 12. Viac ako 95 % mutacii pred-
stavuje inzercia o dizke 4bp. Incidencia
u detskych pacientov s AML predstavuje
2-6 % [14]. NPM1 mutécie koreluju s pri-
tomnostou FLT3-ITD a FLT3-TKD mutaci-
ami. NPM1 mutacie su spojené s priazni-
vou progndézou, pokial sa vyskytuju bez
FLT3-ITD. MLL = mixed-lineage leukemia,
gén je lokalizovany v chromozémovom
pruzku 11g23. MLL protein sa uplatiuje
ako pozitivny reguldtor expresie génov
pocas skorého embryondlneho vyvoja
a hematopoézy. Parcidlna tandemova
duplikacia MLL génu byva lokalizovana
vo vnutornej ¢asti génu MLL a zabera
exény 2-6 alebo exény 2-8. Frekvencia
vyskytu u deti s AML je zhruba 2,5 % [13].
Aberécie génu MLL predstavuju nepriaz-
nivy prognosticky faktor. NADEXPRESIA
WTT1 sluzi ako nespecificky nezavisly fak-
tor. WTT (Wilms tumor 1) gén je lokali-
zovany v chromozémov pruzku 11p13.
Kéduje zinkovy prst DNA viazuceho pro-
teinu. WTT gén sa vyznacuje funkénou
dualitou — posobi ako tumorsupresorovy
gén, aj ako onkogén. Nadexpresia v r6z-
nych tkanivach je asociovana so zvyse-
nou proliferaciou (testes, ovaria, slezina).
Za nadexpresiu sa povazuje, ak hod-
nota expresie presiahne 100-ndsobne jej
fyziologickd hodnotu. U detskych AML
pacientov sa nadexpresia génu WT7 vy-
skytuje u 78,3 % pacientov [15]. Expre-

sia WT1 sa moOzZe pouzit na sledovanie
priebehu ochorenia a stanovenia MRD
u pacientov s AML. U detskych pacien-
tov sa zistuje v 12 % pripadov [14]. NAD-
EXPRESIA BAALC sluzi ako nespecificky
prognosticky faktor. Gén BAALC (brain
and acute leukemia cytoplasmatic) je lo-
kalizovany v chromozémovom pruzku
8g22.3. Exprimuje sa hlavne na tkani-
vach odvodenych z neuroektodermu
a na prekurzoroch hematopoetickych
buniek. Naopak, nenachddza sa v zre-
lej kostnej dreni a cirkulujucich bielych
krvinkdch. Za nadexpresiu sa povazuje,
ak hodnota expresie 100-nasobne pre-
siahne jej fyziologicku hodnotu. Expre-
sia BAALC sa mbze pouzit na monitoring
MRD u pacientov s AML.

Cielom vyuzitia genetickych metéd
v diagnostike AML ochorenia je najst
geneticky marker charakterizujuci klo-
novy vyvoj leukémie. V mnohych pri-
padoch pomahaju $pecifické cytoge-
netické markery v spresneni diagnézy
(stanoveniu podtypu AML na zéklade
Specifickych chromozémovych translo-
kacii), vyjadreniu sa k prognéze ochore-
nia, monitorovaniu odpovede pacienta
na Specificku lie¢bu, sledovaniu mini-
malnej rezidualnej choroby a potrans-
planta¢ného priebehu ochorenia. V su-
Casnosti sa do popredia dostdva snaha
identifikovat prognosticky vyznamné
molekulové markery, ktoré by umoznili
stratifikovat pacientov s normalnym ka-
ryotypom bez cytogenetického nédlezu

do prognosticky uzsich skupin. Zavede-
nie diagnostiky genetickych markerov
moze pomoct identifikovat u kazdého
pacienta aspofi jeden cytogeneticky
alebo molekuldrny marker na monitoro-
vanie priebehu ochorenia, na predikciu
v¢asného relapsu, alebo na sledovanie
efektivnosti terapie. Cielom predklada-
nej prace bolo zistit incidenciu jednotli-
vych genetickych markerov u detskych
AML pacientov na Slovensku. Dalej skri-
novat mutécie v génoch FLT3, NPM1,
MLL metodikami PCR a stanovit hladinu
expresie génov BAALC a WT1 pomocou
kvantitativnej real-time RT-PCR a sledo-
vat celkové preZivanie detskych pacien-
tov vo vztahu ku genetickému nalezu.

Metédy

Na Oddeleni onkologickej genetiky Na-
rodného onkologického Ustavu v Brati-
slave sme v rokoch 2008-2010 u deti
s AML vysetrili vzorky kostnej drene
a periférnej krvi metédou konvenénej
a molekuldrnej cytogenetiky (FISH)
a molekulovou RNA/DNA diagnostiku
(RT-PCR). Odobraté vzorky sme za uce-
lom cytogenetického vysetrenia spraco-
vali 24-hodinovou alebo 72-hodinovou
kultivaciou, pri teplote 37 °Cv 10 ml Mar-
rowGrow kultivacného média. Mnozstvo
vzorky pridanej do média sme vypoditali
podla vzorca 10/pocet leukocytov v 1 ml
= mnozstvo vzorky v ml. Po 24-hodino-
vej kultivacii sme do kultiva¢nej nadoby
pridali cytostatikum vinkristin alebo po
72 hod roztok kolcemidu a nechali sme
posobit v termostate pri 37 °C 10 min.
Nasledne sme ich centrifugovali. Po cen-
trifugdcii sme roztok odsali a ponechali
iba sediment, ktory sme resuspendovali
v 4 ml hypotonického roztoku (0,075 M
KCl) a skdmavku sme tymto roztokom
doplnili do vysledného objemu 8 ml.
Nasledovala inkubacia 30 min pri 37 °C
a opdtovna centrifugacia. Po kvapkach
a za nepretrzitého trepania sme k sedi-
mentu pridavali Carnoyov fixacny roztok.
Materidl sme dalej inkubovali pri labora-
tornej teplote 30 min (pri 24-hodinovej
kultivacii) alebo 60 min (pri 72-hodinovej
kultivacii) a nasledne sme scentrifugo-
vali. Tento postup sme zopakovali aspon
trikrdt, avak uz bez inkubacie. Na zaver
sme sediment este resuspenzovali vo fi-
xacnom roztoku a nakvapkali na suché
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Tab. 2. Cytogenetické a molekulérne nalezy v korelacii s prezivanim u deti s akitnou myeloblastovou leukémiou.

ID Pohla- Diagnéza FAB
vie/ rok AML
nar. panel
1. Z/2001 17.1.2007 M2 aml1/
relaps 13.5.2008 eto
2. 7/2002 11.4.2008 M4 neg.
3. M/1996 12.8.2007 M4/M2  aml1/
relaps 18.2.2009 eto
4, M/2001 11.8.2008 M2 aml1/
eto
5. M/1996 11.8.2008 M5b neg.
relaps 6. 5.2009
. 2/1992 14.2.2006 M2 neg.
7. M/1999 21.2.2009 M1 neg.
M/2000 4.3.2009 M3 pml/
rara
9. M/1993 27.4.2009 M1-M2  neg.
10. Z2/1991 9.1.2009 Mo neg.
11. M/1994 26.8.2008 M5 neg.
12. M/1999 11.3.2009 M3 pml/
rara
13. M/1993 4.10.2006 M4/M5  mll/af6
relaps 9. 1. 2007
14. M/2006 15.2.2007 M5 mll/
ubeda
15. M/1996 12.1.2006 M5 neg.
relaps 2.5.2007
16. M/1990 13.11.2006  M1/M2  neg.
relaps 30. 12.2008
17. 72/1991 10.1.2006relaps M4 neg.
20.11.2006
18. M/2005 4.5.2006 M1 mil/
sept6
19. M/1994 17.5.2006 M4 neg.
20. M/1989 13.6.2006 M4 cbfb/
myh

namrazené podlozné skla (-22 °C), ktoré
sme ponechali na vzduchu do vysusenia.
Jedno sklo sme vyuzili pre FISH a druhé
sa zafarbilo pre potreby konvencnej
cytogenetiky [2]. Pri vySetreni FISH me-
téodou sme na identifikaciu aberacii po-
uzili fluorescenc¢ne znacené sondy dia-
gnostikujuce prestavby charakteristické
pre AML - MLL, C-MYC, BCR/ABL, RARA,
ETV6(TEL), AML1/ETO, CBFB. Preparaty
pripravené 24/72-hodinovou kultiva-

Molekulovo-genetické markery Cytogenetika FISH Prezivanie10/10
NPM1 MLL FLT3 FLT3 BAALC WT1
PTD ITD ITD
neg. neg. neg. neg. poz. poz. 46XX(8;21)(g22;,922)[6] amll/eto 2.CR23.10.
2008 24.9.2008
AloTKD
neg. neg. neg. neg. poz. poz. 46,XX[8] neg. 1.CR 24.6.2008
neg. neg. neg. neg. poz. poz. 46XXt(8;21)(922,g22)[8] amll/eto 2.CR23.7.2009
neg. neg. neg. neg. poz. poz. 46XXt(8;21)(q22,922)- amll/eto 1.CR16.9.2008
del(9)(q21;922)[20]
neg. neg. poz. neg. poz. poz. 47XYadd(5)(qter)+m 3xcep8  exitus 18.9.2009
[15]
poz. neg. poz. neg. heg. poz. 46,XX[3] neg. 1.CR21.11.2006
poz. neg. poz. neg. poz. heg. 46,XX[20] neg. 1.CR 29.4.2009
neg. neg. neg. poz. poz. heg. 46,XY,del(q21;932), pml/rara AloTKD
t(15;17)(22;921)[3] 30.9.2009
neg. neg. neg. neg. poz. poz. 46,XY[20] neg. 1.CR 24.9.2008
neg. neg. poz. neg. poz. poz. 4n-6n[12] polyploidia  1.CR 12.5.2009
potvrdena
neg. neg. neg. neg. poz. poz.  46,XY,del(2)(q21)[15] neg. exitus 28.4. 2008
neg. neg. neg. neg. poz. poz. 46XYt(1517)(q22;,921) pml/rara  1.CR12.5.2007
[17]
neg. neg. neg. poz. poz. nheg. 45 XY,-4,der(7)t(4;7) mll, exitus 28.4.2008
(@12,911)[31/45XY-  del17g31,
44(6;11)(q27;923),der(7) del12p13
t47)(q12,911)[17]
neg. neg. neg. poz. neg. neg. 47XYt(3;11)(p13;923)- mil 4x 1.CR12.5.2007
der(19)t(11;19) 11923, del
(923;p13.3),der19 1923,+19
t(11;19)(g23;p13.3) [15]
neg. neg. neg. neg. neg. poz. 46,XY[2] neg. exitus 15.5.2008
neg. neg. neg. neg. neg. poz 46,XY[8] neg. 1.CR18.4.2007
AloTKD 2.CR
4.2.2009
neg. poz. poz. neg. neg. poz. - neg. 1.CR 20.4.2006
neg. neg. neg. neg. neg. neg. 46XYt(11;2)(q24;023)[7] mll 1.CR 17.8.2006
neg. neg. neg. neg. neg. poz. 46XYt(6,9)(p23;q34)[4] neg. AloTKD 19.6.
2007,2.CR
22.5.2007
neg. neg. neg. neg. poz. poz. 46XY,inv(16)(p13;922) cbfb exitus 2006

ciou sme prezerali pod svetelnym mikro-
skopom pri 100-ndsobnom zvacseni —
kontrolovali sme kvalitu, hustotu a is-
totu skiel a dalSimi postupmi pripravili
tak, aby ich bolo mozné priamo hodno-
tit pod fluorescen¢nym mikroskopom
pri 1 000-ndasobnom zvacéseni s vhod-
nymi filtrami podla pouzitej sondy. Na
identifikdciu molekulovo-genetickych
markerov charakteristickych pre AML
ochorenie sme pouzili nasledujuce gény

[2]

BCR/ABL, CBFB/MYH, AML1/ETO, PML/RA-
RA-bcr1,2,3, FLT3-ITD a D835, MLL PTD,
NPM1, expresia génov BAALC a WTT. Izo-
laciu celkovej RNA sme realizovali po-
mocou trizolu, podla protokolu od-
porucaného vyrobcom. Koncentraciu
a Cistotu RNA sme zistovali spektrofo-
tometrickym meranim pri vinovej dizke
260 nm a 280 nm pouzitim pristroja
eppendorf BioPhotometer. Izolovanu
RNA sme uschovali pri -20 °C. Pri syntéze
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cDNA sme vychadzaliz 1 000 pg RNA/re-
akciu. Vypocitany objem RNA sme narie-
dili vodou do vysledného objemu 11 pl.
Pridali sme 1 pl primerov tzv. ndhod-
nych hexamérov. Reakéni zmes sme in-
kubovali 5 minut pri 70 °C. Potom sme
vzorky 5 min chladili pri 4 °C. Hned' po
schladeni sme pridali 4 pl 5x reakéného
pufru, 2 ul dNTP a 1 pl RNaza inhibitoru.
Po kratkom zamiesani jednotlivych vzo-
riek sme ich preniesli do pristroja Gene
Amp® PCR System 9700 (Applied Biosys-
tems), v ktorom prebiehal prepis RNA
do cDNA pri teplotnom profile: 25 °C -
15 min; 42 °C - 60 min; 70 °C - 10 min;
4 °C - podla potreby. Pri 25 °C sme po
5 minutach prebiehajuceho cyklu pridali
1 pl reverznej transkriptazy. Po ukonéeni
prepisu sme produkt zriedili s vodou
v pomere 1: 1 a uskladnili pri =20 °C. Na
identifikaciu jednotlivych molekulovo-
genetickych markerov sme dalej pouzili
metddu RT-PCR. Postupovali sme podla
protokolov odporucanych vyrobcom
pre dané markery. Podla tychto protoko-
lov sme pripravili reaké¢né zmesi modifi-
kované pre kazdu zistovanu anomaliu.
Kazdé zmes obsahovala mix enzymov
potrebnych pre priebeh PCR reakcie, za-
¢iatocné a koncové primery, vodu bez
nukledz a cDNA ako produkt reverznej
transkripcie. RT-PCR prebiehali podla
teplotnych profilov opét prisposobe-
nych pre dany marker. Na identifika-
ciu falosne pozitivnych a falosne nega-
tivnych vysledkov RT-PCR reakcie sme
spolu s vy3etrovanymi vzorkami analy-
zovali pozitivnu kontrolu PK (pozitivny
pacient) a negativnu kontrolu NK (voda
bez nukledz). Ziskané PCR produkty sme
analyzovali elektroforézou v agarézo-
vom géli. V niektorych pripadoch, ako
napriklad pri detekcii mutacie FLT3 D835,

Pritomnost molekulovo-genetickych markerov

80
70 -
60 -
504 45%
% 40 -
30 25%

20 4 15%
n
0- T T

75 %
65 %

10 %
5%

AML panel FLT3ITD FLT3 D835 MLLPTD

NPM1 BAALC WT1

Graf 2. Zastupenie molekulovo-genetickych markerov u vsetkych pacientov.

sme museli produkt PCR dalej identifi-
kovat pomocou restrikénej analyzy. Re-
akéné médium tvorili produkt PCR reak-
cie, Buffer B2, enzym ECORV a voda bez
nukledz. Nasledna PCR prebiehala podla
teplotného profilu odporiacaného vy-
robcom. Produkty restrik¢nej analyzy
sme hodnoatili elektroforézou v agarézo-
vom géli. Elektroforeticka separacia pro-
duktov PCR prebiehala v 2% alebo 5%
agaroéze v timivom roztoku TBE pri jed-
nosmernom elektrickom prude s napa-
tim 120 V po dobu 120 min, respektive
30 min. Spolu s PCR produktmi sme vzdy
pustili aj pozitivnu kontrolu, negativnu
kontrolu a vodu.

Vysledky

Subor pacientov tvori 20 deti s AML (do
dovisenia 18. roku Zivota), ktoré boli
v obdobi rokov 2008-2010 vysetreni
na Oddeleni onkologickej genetiky Na-
rodného onkologického Ustavu (tab. 2).
Subor zahina 5 dievcéat a 15 chlapcov.
Do suboru neboli zaradeni 4 AML pa-
cienti s Downovym syndrémom. Prie-
merny vek pacientov v ¢ase stanovenia
diagnézy bol 11 rokov. Najmladsi pa-

cient bol v ¢ase stanovenia diagnézy vo
veku 1 roku a najstarsi 18 rokov. V ¢ase
stanovenia diagndzy boli pacienti zara-
deni do prislusnych FAB skupin. Najviac
ich bolo v M4 (6 deti, 30 %) a najmene;j
v MO (1 dieta, 5 %) skupine podla FAB
klasifikacie.

Vysledky cytogenetického vysetrenia
Pri cytogenetickom vysetreni bol nor-
malny karyotyp zisteny u 6/20 pacientov.
U 13/20 pacientov boli detekované kva-
litativne alebo kvantitativne zmeny ka-
ryotypu. U 1/20 pacienta nebolo mozné
karyotyp vysetrit. U 6/13 pacientov
(46 %) s abnormalnym karyotypom boli
detegované chromozémové aberécie
asociované so zlou prognézou, u 4 pa-
cientov (31 %) so strednou prognézou,
a len u 3 pacientov (23 %) sme zistili ka-
ryotyp s aberaciami s dobrou prognézou
(tab. 2).

Vysledky molekulovo-genetického
vysSetrenia zobrazuje tab. 3 a graf 2
a poukazuju na to, Ze jednotlivé mole-
kulovo-genetické markery sa vyskyto-
vali u pacientov s réznou frekvenciou.
Zmeny v AML paneli boli detekované

Tab. 3. Koreldcia molekulovo-genetickych nalezov s klinickym priebehom pocas lie¢by pacienta s AML-M3.

Vzorka

(datum prijatia, stav pacienta)
11.3.2009 nelieceny
25.3.2009 indukcia
7.4.2009 27.den po indukcii

15.4.2009 35.den po indukcii 417

12.5.2009 1.CR
16.6.2009 1.CR

WT1 expresia

44154
14243

FLT3 ITD FLT3 D835

neg. neg.
neg. neg.

BAALC expresia

MLLTD

5354 neg. neg.
1270 neg. neg.
559 = =
1120 - -
837 - -
351 - -
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u 9 pacientov z 20 (45 %). Najpocet-
nejsie boli zastupené AML/ETO v 3 pri-
padoch a MLL, taktiez v 3 pripadoch.
U 2 pacientov bol potvrdeny fuzny gén
PML/RARA. U dalsich pacientov sa vy3et-
renim metdédou FISH vyskytol len jeden
z nasledovanych genetickych markerov:
cep8, del17q31, del12p13, del11g23, CBFB
apolyploidia. Markery asociované so zlou
prognézou, ako mutacia FLT3 ITD a MLL
PTD/MLL translokdcie, boli zistené u 9/20
pacientov (45 %), pricom 5/20 mali mu-
téciu FLT3 ITD a 4/20 MLL PTD/MLL
translokdcie, z toho MLL PTD sme zis-
tili u 1 pacienta. Markery asociované
s dobrou progndzou, mutacia FLT3 D835
a NPM1, boli detegované u 5/20 (25 %),
z toho mutacia FLT3 D835 u 5/20 pa-
cientov (15 %) a NPM1 u 2/20 pacien-
tov (10 %). Zvy3ené expresie WT1 génu
a BAALC génu patria medzi prognos-
ticky nezavislé markery. Narast expre-
sie niektorého z génov bol pritomny
u 18/20 pacientoy, t. j. u 90 % pacientov.
U viac ako polovice tychto pacientov sa
vyskytla nadexpresia u oboch génov su-
Casne. Nadexpresiu sme hodnotili narast
expresie 0 100 % a viac oproti fyziologic-
kej hodnote expresie. Za zvysenu expre-
siu sme oznacili narast expresie o 10 %
az 100 % voci fyziologickej urovni. Na-
rast expresie do 10 % sa klasifikuje ako
mierne zvysena expresia.

Sledovanie expresie génov WTI1
a BAALC u deti s AML pocas liecby de-
monstrujeme na priklade 9-ro¢ného
chlapca s diagnézou AML-M3, cytoge-
netickym nalezom 46,XY,t(15;17)(q22;
g32) a FISH néalezom s 83,5 % jadier-
kami s prestavbou PML/RARA a kvali-
tativnym potvrdenim fuzneho génu
PML/RARA s miestom scelenia bcr3.

A BAALC expresia
10 000
5354
1120
S 1000- 1270
= 559 837 351
o100 < 200
2 ]
S fyziologicka
= 10 4 hodnota
p expresie BAALC
1 T T T T T T
0 11.3. 25.3. 7.4, 15.4. 12.5. 16.6.
B WT1 expresia
100 000
100004 4154 14 243
o
o
o
© 1000 | 417
*
3 LN\ < 200
E YN
}— . . s
53 fyziologicka
= 10 1 13 1 hodnota
expresie WT1
1 T T T T T T
0 11.3. 25.3. 7.4. 15.4. 12.5. 16.6.

Graf 3. Zmena expresie génu BAALC (A) a WT (B) v redlnom case pocas liecby pacienta

s AML-M3.

V case diagnézy 11. 3. 2009 sme zistili
nadexpresiu génov WTT a BAALC bez
mutécie v génoch FLT3 ITD, FLT3 D835,
MLL TD a NPM1. Pocas Specifickej liecby
pre AML pacientov sme po indukcii
v 35. den liecby zistili vyrazny pokles ex-
presie génu WTT1 a BAALC (tab. 4, graf 3).
Po 2 mesiacoch nastala 1. klinicka re-
misia (1. CR) a pokles hladiny expre-
sie WTT1 génu na fyziologicku hodnotu
a pretrvavanie zvysenej expresie u génu

BAALC. U druhého pacienta, 12-ro¢ného
chlapca s AML-M5 a cytogenetickym na-
lezom 47,XY,add(5)(qter),+m[15], FISH
vysetrenim s 35 % vysetrenymi jadrami
s trizdmiou chromozému 8 sme met6-
dou molekulovo-genetickej diagnostiky
vylucili pritomnost translokacii charak-
teristickych pre AML. V Case diagndzy
8.10.2008 sme zistili nadexpresiu génov
WTT a BAALC s mutaciou v géne FLT3 ITD.
Mutacie v génoch, FLT3 D835, MLL TD

Tab. 4. Koreldcia molekulovo-genetickych nalezov s klinickym priebehom pocas lie¢by pacienta s AML-M5.

Vzorka (datum prijatia,
stav pacienta)

8.10.2008 este nelieceny 36 950
27.10.2008 15. den liecby 5811
25.11.2008 1.CR 1207
13.1.2009 relaps 12905
24.2.2009 relaps 8443
9.6.2009 relaps 9993
12.8.2009 relaps 1626

WT1 expresia

FLT3ITD FLT3 D835  BAALC expresia MLLTD NPM1
poz. neg. 16 154 neg. neg.
neg. = —— 3752 _
neg. = ————— 2542 — o
poz. 1516 -—_
poz. = ———— 2149 —_— ==
poz. = ——— 13385 _
poz. = - 5359 — e
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A WT1 expresia
100 000
36 950
12 905 9993
10 000
o
S 1000 -
1) 1207 1626
= < 200
* 100 A fyziologicka
2 hodnota
E 10 - expresie WT1
=
0 8.10.27.10.25.11. 13.1. 24.2. 9.6. 12.8.
B BAALC expresia
100 000
16 154 13385
10 000 -
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Graf 4. Zmena expresie génu WT1 (A) a BAALC (B) v redlnom case pocas liecby pacienta

s AML-M5.

a NPM1 sme vylucili. Pocas specifickej
liecby pre AML pacientov sme po induk-
cii v 15. den liecby zistili vyrazny pokles
expresie génu WTT a BAALC a elimina-
ciu nddorovych buniek s FLT3 [TD (tab. 5
a graf 4). Po 35 drioch nastala 1. klinicka
remisia (1. CR) a vyrazny pokles hladiny
expresie WTT a BAALC génov bez dosiah-
nutia fyziologickej hodnoty. Po 2 mesia-
coch narastla hladina expresie oboch
génov WTT na 10-ndsobnu hodnotu,
pricom bol zaznamenany relaps ocho-
renia na hematologickej urovni. Hla-
dina expresie génu BAALC stupla 2-na-
sobne a bol potvrdeny klon s mutaciou
FLT3 ITD. Napriek Specifickej lie¢be hla-
dina expresie oboch génov narastala
a pacient po stanoveni relapsu ochore-
nia po 8 mesiacoch ochoreniu podlahol.
Vyskyt molekulovych markerov v sibore
poukazuje na to, Ze u viac ako polovice
pacientov (11/20, 55 %) bola zistena pri-
tomnost az 3 molekulovo-genetickych
markerov. U 6 pacientov (30 %) to boli

2 markery a u 3 pacientov (15 %) 1 mar-
ker. Pri porovnani pritomnosti molekulo-
vych markerov u pacientov bez pritom-
nosti BCR/ABL, CBFB/MYH, AML1/ETO,
PML/RARA-bcr1,2,3 sme zistili sucasny
vyskyt 3 dalSich molekulovych markerov
typu FLT3-ITD a D835, MLL PTD, NPM1,
expresie génov BAALC a WTT u 5/20 pa-
cientov (45 %). U rovnakého poctu pa-
cientov (5/11) sme zistili sicasny vyskyt
2 zo sady tychto dalSich markerov.V jed-
nom pripade bol pritomny len jeden
z tychto markerov.

Diskusia

U AML boli doposial' identifikované
mnohonasobné chromozémové a gé-
nové aberdcie, korelujuce s biologickymi
a klinickymi vlastnostami ochorenia [13].
Z klinického hfadiska predstavuju jed-
notlivé chromozémové aberacie doble-
Zity prognosticky a terapeuticky faktor,
napomahajuci stanovit optimalnu tera-
piu a efektivne ju modifikovat v dalsom

priebehu liecby. V tejto $tudii sme sa za-
oberali zostavenim suboru detskych pa-
cientov s AML a sledovanim vyskytu ge-
netickych aberacii. V naSom subore bola
najpocetnejsou skupinou skupina paci-
entov s AML-M4, ktora tvorila az 30 %
vietkych detskych pacientov s AML.V li-
teratlre sa uvadza najviac zastlipenad
skupina AML M0-M2, ktord tvori viac
ako 40 %. Aj v prezentovanom subore sa
nachadza 45 % pacientov s morfolégiou
AML M0-M2, ¢o sa zhoduje s literdrnym
udajom [18]. Metédou konvencnej cyto-
genetiky sme u 65 % detskych pacien-
tov s AML vysetrili chromozémové abe-
racie a normalny karyotyp u 35 % deti
s AML.V literature sa Casto uvadza vyskyt
priblizne 50 % pacientov s normalnym
karyotypom bez chromozémovych abe-
racii. V naSom subore sa podarilo vyset-
rit vacsi pocet, ¢o mozno pripisat vybor-
nej kvalite standardného vysetrovacieho
postupu pri kultivacii a spracovanie ma-
teridlu. Podla genetického ndlezu sme
mohli AML pacientov zaradit do pro-
gnostickych skupin. Do prvej skupiny
patrilo 23 % pacientov s dobrou progné-
zou, 31 % so strednou a 46 % so zlou pro-
gndézou. Teda u 54 % pacientov predpo-
kladéame priaznivy priebeh ochorenia pri
Specifickej liecbe. Ako v literature, tak aj
v nasom subore sme zistili, Ze vac¢iina
pacientov umiera rychlo po stanoveni
diagnézy (do 2-3 rokov). Preto sa vyvija
snaha u pacientov bez nalezu chromo-
zémovych aberdcii alebo u tych s priaz-
nivou a strednou prognézou hladat dal-
Sie prognostické genetické ukazovatele,
ktoré by pomohli stratifikovat takychto
pacientov do uzsich prognostickych sku-
pin. Z tohto dovodu sa zvySuje zadujem
o molekulovo-genetické markery, ktoré
by mohli napomoct v tejto stratifikcii.
Do dnesnych dni boli v cytogeneticky
normalnych myeloblastovych bunkach
identifikované mutécie viacerych génov.
K takymto mutacidm patria interna tan-
demova duplikacia a bodova mutacia
v tyrozin kindzovej doméne FLT3 génu,
parcidlna tandemova duplikacia MLL
génu, mutdcie v génoch CEPBA, NMP1,
NRAS, ako aj zvySend expresia BAALC
a WT1 génu. Na Oddeleni onkologickej
genetiky NOU bolo v poslednom obdobi
zavedené vysSetrovanie mutdcii FLT3 ITD
a D835, MLL PTD, NPM1 a expresie génov
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BAALC a WTT. Jednotlivé molekulovo-
-genetické markery sa vyskytovali u na-
Sich pacientov s r6znou frekvenciou. Me-
tédami molekuldrnej genetiky sme za-
chytili molekulovo-genetické markery
asociované so zlou prognézouy, t. j. mu-
tacia FLT3 ITD a MLL PTD, 6/20 pacien-
tov (30 %). Pritomnost mutécie FLT3 ITD
sme zistili u 5 deti (25 %) - troch dievcat
a troch chlapcov. V literature sa inciden-
cia mutécie FLT3 ITD uvédza u asi 15 %
detskych pacientov s AML [15]. V naSom
subore bola incidencia vyssia u dievcat
ako u chlapcov (3 : 2/diev¢ata : chlapci).
U 2 FLT3 ITD pozitivnych pacientov sme
zistili normalny karyotyp, u dvoch sme
zistili pritomné chromozémové abera-
cie. U jedného pacienta nebolo mozné
karyotyp vysetrit. V 1 pripade chlapec
s touto mutaciou exitoval. U tohto pa-
cienta sme detegovali chromozémové
aberacie asociované so zlou prognézou.
FLT3 ITD mutécie sa nachadzaju casto
spolu s mutaciou v géne NPM1.V nasom
subore sme tuto korelaciu zachytili
u 2/5 pacientov. O vyskyte mutacie MLL
PTD sa vela nevie. V naSom subore sme
tato aberaciu zachytili len u jednej pa-
cientky (5 %).V literature sa vyskyt pohy-
buje okolo 2,5 % [14]. U nasej pacientky
bola zaroven pritomna mutécia FLT3 ITD
a zvysSend expresia WTT génu, pricom
karyotyp nebolo mozné vysetrit. Mole-
kulovo-genetické markery asociované
s dobrou prognézou, t. j. bodova muta-
cia FLT3 D835 a NPM1, sme detegovali
v 5/20 pripadoch (25 %). Bodovu muta-
ciu FLT3 D835 sme zistili u 3 deti (15 %).
Je to o nie¢o malo viac, ako sa uvadza
v literatdre (5-10 %) [12]. V nami sledo-
vanom subore vsetci FLT3 D835 pozi-
tivni pacienti boli chlapci. U 2 pacien-
tov bol normalny cytogeneticky nalez
a nadexpresia WTT génu. Jeden z tychto
chlapcov exitoval. U tretieho chlapca
sme zistili chromozémovu aberaciu
spojenu so strednou prognézou. Mu-
taciu NPM1 sme zachytili u 2/20 paci-
entov (10 %). V literature sa uvadza vy-
skyt u detskych pacientov 2-6 % [13]. Aj
ked je mutacia NPM1 asociovana s dob-
rou progndzou, u oboch pacientov sme
sUcasne zistili aj mutaciu FLT3 ITD, ktora
je naopak spojend so zlou prognézou.
Obaja pacienti mali normalny cytogene-
ticky nalez. U jedného chlapca sme zis-

tili nadexpresiu BAALC génu a druhého
nadexpresiu WTT génu. U vSetkych AML
detskych pacientov sme mohli po dosia-
hnuti cytogenetickej remisie sledovat
minimalne jeden molekulovy marker.
Tymto sme dosiahli precizne sledovanie
minimalnej rezidudlnej choroby a moz-
nost zistenia v¢asného relapsu. Zvysena
expresia WT1 génu a BAALC génu patria
medzi prognosticky nezavislé markery.
Narast expresie niektorého z génov bol
pritomny u 18/20 pacientov, t. j. u 90 %
pacientov. Pri koreldcii hladiny expresie
génov WTT a BAALC s klinickym priebe-
hom pocas liecby sme zistili, ze hladina
expresie génu WTT uzko korelovala s do-
siahnutim kompletnej remisie ochore-
nia, ¢o sa prejavilo poklesom hladiny ex-
presie na Uroven fyziologickej hodnoty.
Tato zhoda sa prejavila rovnako aj u pa-
cienta s relapsom, pricom pri klinickom
stanoveni relapsu, hladina expresie bola
zistend so 100 % narastom. Sledovanim
koreldcie génu BAALC s klinickym prie-
behom u oboch pacientov sme zistili dis-
krepanciu, pri stanoveni kompletnej re-
misie bola hladina expresie BAALC génu
zvy$end. Rovnako u druhého sledova-
ného pacienta sme pri relapse zazna-
menali mierne zvySenu expresiu génu
BAALC, pricom expresia génu WTT bola
100% zvySena. Z uvedeného vyvodzu-
jeme zaver, Ze sledovanie expresie génu
WTTI je citlivejsie pre stanovenie kom-
pletnej remisie, ako aj v€asného relapsu.
Odportcame ho vyuzivat v klinickej on-
kologickej praxi. Nadexpresiu WTT génu
sme zistili u 11/20 pacientov (55 %). V li-
terature sa tato hodnota pohybuje okolo
78 % pacientov [18]. U 15 % pacientov
bola zvysena expresia a u 5 % mierne
zvySena expresia. Ostatni pacienti ne-
mali zvySené hodnoty expresie WTT
génu. Nadexpresiu BAALC génu sme za-
chytili u 4/20 pacientov (20 %) a zvySenu
expresiu u 45 %. U ostatnych pacientov
sme namerali fyziologické hladiny ex-
presie BAALC génu. 4 pacienti z vySetro-
vaného suboru exitovali. Casovy interval
od stanovenia diagnézy po exitus bol
v rozmedzi 0-2 roky. U jedného z tychto
pacientov bol pritomny normalny cyto-
geneticky ndlez a mutdcia FLT3 D835,
ktora je asociovana s dobrou progno-
zou. Tento pripad poukazuje na to, Ze je
potrebné hladat nové markery, ktoré by

ndm pomohli este presnejsie stratifiko-
vat pacientov. Markery spajané s dobrou
prognézou este nezarucuju prognos-
ticky lepsi priebeh ochorenia. Podarilo
sa nam identifikovat pridatné moleku-
larne zmeny, ktoré v skupine pacientov
s normalnym karyotypom umoznia ich
presnejsiu stratifikaciu do prognostic-
kych podskupin a umoznia sledovat hla-
dinu MRD. U kazdého jedného pacienta
v subore sme identifikovali aspon jeden
geneticky marker.

Zaver

Kombindaciou metéd klasickej cytoge-
netiky, FISH a Specifickych PCR, RT-PCR
metdd je mozné zistit Siroké spektrum
genetickych aberécii u detskych paci-
entov s AML. Zavadzanie dalSich mole-
kulovych markerov v diagnostike AML
ochorenia umozniuje rozsirit spektrum
genetickych markerov charakterizuju-
cich klonovy vyvoj leukémie.V mnohych
pripadoch umozfuju dalSie molekulové
markery FLT3-ITD a D835, MLL PTD, NPM1
lepsie vyjadrenie sa k prognéze ochore-
nia, monitorovanie odpovede pacienta
na Specificku lie¢bu, sledovanie mini-
malnej rezidudlnej choroby a potrans-
plantacného priebehu ochorenia. V su-
casnosti sa do popredia dostava snaha
identifikovat tieto prognosticky vy-
znamné molekulové markery za ucelom
lepsej stratifikacie pacientov s normal-
nym karyotypom bez cytogenetického
nalezu do prognosticky uzsich skupin.
Rovnako zavedenie diagnostiky genetic-
kych markerov méze pomaoct identifiko-
vat u kazdého pacienta aspon jeden cy-
togeneticky alebo molekularny marker
na monitorovanie priebehu ochorenia,
na predikciu v¢asného relapsu, alebo na
sledovanie efektivnosti terapie.
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Summary

Backgrounds: Breast cancer presents a serious medical and social problem worldwide. Early de-
tection is key to effective breast cancer treatment. Therefore, scientists are consistently looking
for new diagnostic techniques that would be more efficient, easy to use and safe for the patient.
The main task of this study was to evaluate the feasibility of a novel low-cost non-invasive tech-
nique called electrical impedance tomography (EIT) and to determine whether EIT can quali-
tatively supplement the existing traditional imaging techniques in the process of breast can-
cer diagnostics. Patients and Methods: Randomly selected patients with mammographic and/
or sonographic abnormalities were involved into the study. In total, 808 patients aged 18-94
(mean 54) years participated in the survey. Exclusion criteria involved previous breast surgery,
breast core biopsy or fine needle aspiration within the last 1 and 3 months, respectively. Fur-
thermore, patients with implanted electrically powered devices (cardioverter, pacemaker) and
patients previously treated by chemo-radiotherapy were also excluded. The EIT examination
was performed using the electrical impedance computer mammograph MEIK developed by
the Institute of Radio Engineering and Electronics, Russian Academy of Sciences. Results: The
following results were obtained: sensitivity of EIT was 87%, X-ray mammography (MMG) 89%
and ultrasonography (USG) 91%; specificity of EIT was 85%, MMG 91% and USG 84%. Negative
predictive value (NPV) of all three modalities showed nearly equal values, with slight advantage
of the USG. MMG had the highest positive predictive (PPV) value (83%), EIT had the lowest
(63%). Sensitivity increased to 96% and 98%, respectively, when combinations EIT + MMG and
EIT + USG were used. The specificity increased to 79% for EIT + MMG and 71% for EIT + USG.
EIT + MMG and EIT + USG NPV remained the same. PPV was 65% and 58%, respectively for the
EIT + MMG and EIT + USG combination. Conclusion: Our study findings are comparable to those
of other similar studies. Although the EIT is a promising method and deserves close attention of
specialists, it cannot replace MMG and/or USG examination as it does not provide information
on structural changes to the breast. It can, however, provide very useful additional information
about metabolic processes in the body. But in order to show its full potential some improve-
ments should be held.

Key words
breast cancer — electrical impedance tomography — mammography - ultrasonography -
diagnostics
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UTILISATION OF ELECTRICAL IMPEDANCE TOMOGRAPHY IN BREAST CANCER DIAGNOSIS

Suhrn

Vychodiskd: Rakovina prsnika predstavuje celosvetovo zavazny zdravotny a socidlny problém. V¢asna diagnostika je klu¢om k tspechu liecby
tejto malignity. Hlavnou ulohou tejto studie bolo zhodnotit moznosti novej lacnej neinvazivnej techniky, tzv. elektroimpedancnej tomografie
(EIT), a urcit, ¢i implementdcia EIT moze kvalitativne doplnit existujuce klasické zobrazovacie metddy v procese diagnostiky karcinému prsnika.
Materidl a metody: Do $tudie boli zaradené ndhodne vybrané pacientky z tych, ktoré mali podozrivé mamografické a/alebo sonografické nélezy.
Celkovo sa studie zucastnilo 808 pacientok vo veku 18-94 rokov (priemer 54). Kritéria na vylicenie zo $tudie boli: predchadzajice operacie na
prsnikoch, core-cut biopsia alebo punkéna aspiracna biopsia pocas poslednych 1 a 3 mesiacov. Najviac boli vyli¢ené pacientky s implantovanym
kardiostimuldtorom a pacientky, ktoré pred tym podstupili rddioterapiu a/alebo chemoterapiu. EIT vySetrenie bolo vykonané pomocou elektro-
impedanéného mamografu MEIK, ktory bol vyvinuty v Ustave radiotechniky a elektroniky Ruskej akadémie vied. Vysledky: Senzitivita EIT bola
87 %, mamografie (MMG) 89 %, sonografie (USG) 91 %, Specificita EIT bola 85 %, MMG 91% a USG 84 %. Negativna prediktivna hodnota (NPV)
vsetkych troch metdéd preukazala takmer rovnaké hodnoty, s miernou vyhodou USG. Najvyssiu pozitivnu prediktivnu hodnota (PPV) ukazala
MMG (83 %), najnizsiu EIT (63 %). V kombindcii EIT + MMG a EIT + USG citlivost sa zvysila do 96 %, resp. 98 %. Specificita EIT + MMG dosiahla 79 %
aEIT+USG 71 %. NPV pre ETl + MMG a EIT + USG ukdzala rovnaké hodnoty. PPV pre kombinaciu EIT + MMG bola 65 % a pre kombinaciu EIT+USG
58 %. Zdvery: Vysledky nasej studie su velmi podobné vysledkom ziskanym v predchéadzajucich analogickych studiach. Je zrejmé, ze EIT je slubna
metdda a zaslUzi si pozornost odbornikov, ale je taktiez zrejmé, Ze nemdze nahradit MMG a/alebo USG, pretoze neposkytuje informdciu o Struk-
turalnych zmenach v prsniku. Méze vsak poskytnut uzitocné informacie o metabolickych procesoch v tele. Na to, aby vysetrenie EIT preukézalo
svoj plny potencidl, su potrebné urcité zlepsenia.

Klucové slova
karciném prsnika - elektroimpedancna tomografia - mamografia — sonografia — diagnostika

Introduction

Breast cancer remains a serious medical
and social problem in many developed
countries, but in recent years, its inci-
dence has begun to increase also in the
developing countries. On a global scale
it is the 2nd most common cancer at all
and is the 5th most common cancer-re-
lated death in both sexes [1,2].

Study of early diagnosis of malignant
tumors showed the necessity for screen-
ing programs, whose main task would
be to identify the disease before the
onset of symptoms about which the pa-
tient subsequently would need a medi-
cal care.

Currently, instrumental methods of
breast disease diagnostics can be divi-
ded into two groups. To the first group
belong X-ray mammography (MMG) and
ultrasonography (USG). These methods
are based on a study of the mammary
gland anatomy. They determine the pre-
sence or absence of the pathology in the
organ’s structure.

To the second group belong diagnos-
tic methods, based on physiology, on
the peculiarities of metabolism in breast
tissues in norm and pathology. These
methods include electrical impedance
tomography (EIT).

The EIT is an imaging technology
aiming at exploiting the difference in
the passive electrical properties (impe-

dance) of living tissues in order to ge-
nerate a tomographic image. EIT and its
employment in biology and medicine
has been intensively investigated for
nearly 20 years, but it became just re-
cently implemented as a useful tool in
the health care praxis including breast
cancer detection [3]. The principle of
EIT is based on the different electri-
cal storage potential of normal and pa-
thologically altered tissues allowing to
image differences in the tissue conduc-
tivity and permittivity inferred from the
body surface electrical measurements.
In praxis, small currents are applied to

a part of the subject’s body through
conducting electrodes attached to the
skin and the resulting electrical poten-
tials are measured and visualized. Since
breast cancer show increased electri-
cal conductivity and permittivity va-
lues that the surrounding normal tissue
[4-7], EIT became a sensitive perspe-
ctive imaging technology in the breast
cancer detection.

Materials and Methods

Patients

Randomly selected patients from those
with mammographic and/or sonogra-
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Fig 1. Electrical impedance mammograph MEIK.
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Fig. 2. Electrical impedance tomogram of the left mammary gland. A 51-year-old pati-
ent. Postmenopause - 1 year. Focal changes in the lower-lateral quadrant.

phic abnormalities were involved into
the study. In total, 808 patients aged
18-94 (mean 54) years signed informati-
onal agreement and participated in the
survey. Exclusion criteria involved pre-
vious breast surgery, breast core bio-
psy or fine needle aspiration within the
last 1 and 3 months, respectively. Fur-
thermore, patients with implanted elec-
trically powered devices (cardioverter,
pacemaker) and patients previously tre-
ated by chemo-radiotherapy were also
not involved.

EIT imaging

The EIT examination was performed by
means of the electrical impedance com-
puter mammograph MEIK (Fig. 1) deve-
loped by the Institute of Radio Enginee-
ring and Electronics, Russian academy of
sciences. Patients during the examina-
tion were in the supine position. Before
current application, the examined breast
was moistened by water. By means of

one out of 256 electrodes of the matrix,
weak alternative current (0.5 mA) with
a frequency of 50 kHz was applied to the
inspected breast and subsequently the
surface distribution of electric potentials
were recorded and the signals were re-
worked to electronic impedance ima-
ges. The breast has been scanned every
8 mm with the depth of 8 cm.

In the EIT images, the impedance (tis-
sue conductivity) is reflected by dif-
ferences in shades of gray scale with
smooth transition from dark (hyper-im-
pedance) to light (hypo-impedance)
areas. It is known that benign tumours
develop from the tissue elements of an
unaffected breast, hence there is no dif-
ference in electrical properties of tissue
of a healthy breast and benign tumours.
That's why benign tumours of small size
(less than 1 cm), as a rule, are not visu-
alized on the electrical impedance to-
mograms. Tumours over 1 cm, primarily
cystic lesions are shown as hyper-impe-

dance areas with electrical conductivity
below 0.95 conventional units. Its value
is similar to the electrical conductivity of
the normal glandular tissue of the breast.
Focal changes presented in the EIT
images in form of light hypo-impe-
dance spots with electrical conducti-
vity exceeding 0.95 conventional units
appear in the probable place of the ma-
lignant tumour location (Fig. 2).

Results

In our study 808 women were involved.
Subsequently, benign changes of mam-
mary glands were identified in 622 of
the patients and breast cancer — in 184.
Benign diseases were as follows: mas-
topathy in 410 (66%), fibroadenoma in
133 (21%), hyperplasia/metaplasia in 8
(1.2%), cystic lesions in 49 (8%), adenosis
in 12 (2%), lipoma in 10 (1.6%) patients.
From the malignant lesions were iden-
tified: 14 (8%) with ductal carcinoma in
situ, 145 (79%) with invasive ductal car-
cinoma, 16 (9%) with invasive lobular
carcinoma, 6 (3%) with mucinoid ade-
nocarcinoma, three (1.6%) with invasive
tubular carcinoma.

In total 808 EIT, 657 MMG and 571 USG
investigations were analyzed. In 116 ca-
ses (14%) EIT showed a false diagnosis.
At the MMG and USG false diagnosis
was established in 62 (9%) and 77 (13%)
cases, respectively. The fraction of false
diagnoses in benign diseases was as fol-
lows: for EIT - 92 (15%) for MMG - 43
(9%), USG - 63 (15%). Among the malig-
nant lesions the share of false diagnoses
was: for the EIT - 24 (13%) for MMG - 19
(12%), USG — 14 (9%). The distribution of
false diagnoses of individual pathology
is presented in tab. 1.

Additionally, we analysed the false-
-negative EIT results in correlation
with the clinical stage of the process.
20 false diagnoses of invasive ductal
carcinoma were distributed according
to the following stages: 11 (55%) cases
were in TO-T1 stage; 7 (35%) cases — in
T2 stage; two (10%) cases - in T3 stage.
False-negative diagnoses of invasive
lobular carcinoma (one case) and mu-
cinoid adenocarcinoma (one case) also
were in T1 stage. All cancers in T4 stage
(5 cases) were diagnosed correctly.
Thus, the dependence of the EIT sensi-
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Tab. 1. Results of MG, USG and EIT examination related to histopathology results.

Histopathologic diagnosis

Total number of patients
examined

Number of correct diagnoses

Number of incorrect diagnoses

EIT results
808

692

532 - benign pathology
160 — malignant pathology
116

92 - benign pathology

hyperplasia/metaplasia —

3 from 8 (62%)
fibroadenoma - 20 from 133
(85%)

mastopathy - 59 from 410
(86%)

cysts — 5 from 49 (89%)
adenosis — 2 from 12 (83%)
lipoma - 3 from 10 (70%)

24 - malignant pathology

ductal carcinoma in situ —

2 from 14 (86%)

invasive ductal carcinoma -
20 from 145 (86%)

invasive lobular carcinoma -
1 from 16 (93%)

mucinoid adenocarcinoma -
1 from 6 (83%)

invasive tubular carcinoma -
0 from 3*

* not counted because of insufficient number of data

MMG results
657

595

434 - benign pathology
161 — malignant pathology
62

43 - benign pathology

hyperplasia/metaplasia —

2 from 7 (71%)
fibroadenoma - 14 from 162
(91%)

mastopathy - 19 from 256
(92%)

cysts — 5 from 36 (86%)
adenosis — 2 from 7 (71%)
lipoma - 1 from 9 (89%)

19 — malignant pathology

ductal carcinoma in situ —

3 from 14 (79%)

invasive ductal carcinoma -
12 from 122 (90%)

invasive lobular carcinoma -
3 from 17 (82%)

mucinoid adenocarcinoma -
1 from 6 (83%)

invasive tubular carcinoma -
0 from 3*

USG results
571

494

344 - benign pathology
150 — malignant pathology
77

63 - benign pathology

hyperplasia/metaplasia —

2 from 5 (60%)
fibroadenoma - 34 from 107
(68%)

mastopathy - 19 from 245
(92%)

cysts — 2 from 30 (93%)
adenosis — 5 from 11(55%)
lipoma - 1 from 9 (89%)

14 - malignant pathology

ductal carcinoma in situ -

1 from 8 (87%)

invasive ductal carcinoma -
11 from 118 (91%)

invasive lobular carcinoma -
1 from 11 (91%)

mucinoid adenocarcinoma -
1 from 4 (75%)

invasive tubular carcinoma -
0 from 3*

tivity from the stage of the disease was
clearly defined.

The results of our study showed that
the sensitivity of the EIT (87%) was lower
than of MMG (89%) and USG (91%), but
this difference is insignificant. The speci-
ficity of the EIT and USG showed almost

equal values (85% and 84%, respectively)
and specificity of MMG reached 91%.
Negative predictive value (NPV) of all
three modalities showed nearly equal
values, with slight advantage of the USG.
The highest positive predictive value
(PPV) had MMG (83%), the lowest — EIT

Tab. 2. Statistical data for EIT, MG, USG alone and in combination EIT + MG and

EIT + USG.
EIT MMG
Sensitivity 87% 89%
Specificity 85% 91%
PPV 63% 83%
NPV 96% 94%

UsG EIT+ MMG  EIT + USG
91% 96% 98%
84% 79% 71%
70% 65% 58%
97% 99% 99%

(63%). In combinations EIT + MMG and
EIT + USG sensitivity increased to 96%
and 98%, respectively. The specificity of
EIT + MMG amounted to 79% and of EIT
+ USG - to 71%. NPV of EIT + MMG and
EIT + USG showed equal values. PPV in
combination EIT + MMG was 65%, and
in combination EIT + USG - 58% (Tab. 2).

Discussion

MMG screening is currently consi-
dered the best method available for
mass screening in the early dete-
ction of breast cancer [8]. Systematic
MMG screening in women aged 50-69
years can reduce mortality rates up
to 30% [9]. Sensitivity and specificity
of MMG is in direct dependence on
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breast density, which limits its use at
a young age [10,11]. MMG is accompa-
nied by some inconveniences. It requi-
res a special spacious room, has a high
cost of maintenance and requires
breast compression, which causes dis-
comfort to the patient. Furthermore,
examination of the patient is accom-
panied by radiation, which causes a lot
of concerns about scientists [12,13]. In
addition, MMG examination performed
repeatedly by regular check-ups is lea-
ding to onset of psychosocial distress,
anxio-depressive syndrome and emo-
tional, cognitive and functional dis-
orders mainly due to fear from cancer
detection and progression [14,15].

USG examination is typically used as
an auxiliary method after performed
MMG or clinical breast examination. Itis
suitable to examine the young and the
pregnant women and to guide biopsies
[16]. But a big disadvantage of this me-
thod is that it is totally machine- and
operator-dependent method [17].

MMG and USG report about the
structural changes - about the size
of the tumor, its localization, the pre-
sence of microcalcifications, and so
on. EIT gives to the doctor additional
information about the physiological
processes taking place in the breast,
the presence of metabolic changes in
the tissue, disrupting of the electrical
properties of the cells. This informa-
tion can be very valuable, especially
between rounds of screening, that last
from 12 to 24 months, i.e. rather long
period of time.

It is known that the percentage of
breast cancer detected between rounds
of screening (so-called interval can-
cers), is an important indicator of its ef-
fectiveness. In England, MMG has been
held for nearly 30 years, and involves
more than 75% of invited women. The
Advisory Committee on Breast Cancer
Screening conduct the study in which
1,000 women participated. For 10 years
these women took part in screening,
which revealed 36 cancers: 20 - du-
ring screening examinations and 16 —
between rounds of screening. Thus, the
proportion of interval cancers in En-
gland was 33% of all diagnosed cancers
[18]. Comparable data were also obtai-

ned in other countries [19-21]. Particu-
larly high rate of interval cancer was in
the age group 40-49 years, reaching ac-
cording to the Swedish trials 65.7% [22].
Our study showed that the combined
use of MMG and EIT considerably redu-
ces false-negative results and leads the
sensitivity to 96%, and in the combina-
tion EIT + USG the sensitivity increases
to 98%.

Takingintoaccount these data, as well
as the fact that this technology is non-
-invasive and free of radiation, we consi-
der it appropriate to use EIT for preven-
tive check-ups of the female population
between rounds of screening in order
to isolate patients at risk; in examina-
tion of pregnant and lactating women
and women with high risk of carcinoge-
nesis (BRCA1, BRCA2 genes) and as an
additional method in the algorithm of
complex breast cancer diagnostics, in-
cluding and in young women. Howe-
ver, it should keep in mind that the
young woman'’s breast has a rich vascu-
larization and therefore a higher elec-
trical conductivity of the tissue, which
may affect the outcome of the study.
Tofts et al [23] proved, that highly va-
scularized tumors are characterised
by a significantly increased permeabi-
lity. Therefore a higher vascularization
might lead to an increased conduc-
tance because of the higher permeabi-
lity of the cell membranes and thereby
increase the number of false-positive
results. In turn, Stojadinovic et al [24]
presented preliminary results on the
use of EIT for the early detection of
breast cancer in young women. They
stated that EIT appears promising for
early detection of breast cancer, and
identification of young women at in-
creased risk for having the disease at
the time of screening.

The results of our study have shown
that EIT deserves the close attention
and is a promising method, but in order
to show its full potential some improve-
ments should be held. A major shortco-
ming of this technique is poor differenti-
ation among various benign tumors, and
in some cases, the separation of malig-
nant tumours from benign lesions. More
data are required to better categorize the
information contained in EIT images.

Conclusion

The findings of our study are very
similar to data from previous analo-
gous studies. Obviously, the EIT has se-
veral advantages and deserves the close
attention of specialists, but it cannot
replace MMG or USG, because it does
not give the information about the
structural changes of the breast, which
is extremely necessary to the doctor.
However, it can provide additional very
useful information about the metabo-
lic processes in the body. This informa-
tion can often be decisive in elaboration
of the treatment strategies and in the
management of the patient. Although
this technology will probably never
become the gold standard that MMG
is today, further clinical study may lead
to EIT being replaced from category “an
controversial experimental modality”
to category “an acceptable and widely
used adjunct modality”.
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PUVODNI PRACE

Vyskyt malignit a dispenzarizace darcu
krvetvornych bunék — vysledky sledovani
Hematologicko-onkologického oddéleni FN
Plzen a Ceského narodniho registru darct diené

The Incidence of Malignancies and Surveillance of Hematopoietic
Stem Cells Donors — the Results of the Haemato-Oncology
Department University Hospital in Plzen (Pilsen) and Czech

National Marrow Donors Registry Observation

VokurkaS., KozaV., Jungova A, Navratilova J., SvobodaT,, Jindra P, Steinerova K., Hrabétova M., VyrutovaR,,

Novak L.

Hematologicko-onkologické oddéleni, FN Plzen

Souhrn

Vychodiska: Rustovy faktor granulopoézy filgrastim je vyuZzivan jako mobiliza¢ni prostiedek
pred odbéry perifernich krvetvornych bunék a vedou se polemiky o riziku rozvoje hematolo-
gickych malignit. Analyzovali jsme vyskyt malignit a systém dispenzarizace darct po odbérech
krvetvornych bunék. Soubor pacientii a metody: Prospektivni sledovani pfibuzenskych darcd
Hematologicko-onkologického oddéleni FN Plzef a neptibuzenskych darct Ceského narod-
niho registru darcti dfené (CNRDD) v obdobi 2001-2010. Vysledky: U 344 darct CNRDD pi sle-
dovani 753 osobo-let byl zastizen pouze rozvoj chronické lymfatické leukemie u jednoho darce
kostni dfené 6 let po odbéru s tim, Ze retrospektivné byl klon leukemie prokzan analyzou DNA
ve vzorku krve darce jiz v dobé pred odbérem diené. U 84 pribuzenskych darct perifernich
krvetvornych bunék pfi sledovani 337 osobo-let byly zastizeny akutni myeloidni leukemie, non-
-hodgkinsky lymfom, karcinom ledviny a kolorekta. Koresponduijici incidence hematologickych
malignit zde byla 593 pfipadd, pficemz ocekavana incidence byla 143/100 000. Vék piibuzen-
skych darcud byl signifikantné vyssi: 48 (16-75) vs 31 (20-42) let, (p < 0,0001). Vyznamné vice
nedispenzarizovanych darcl bylo pfibuzenskych i pfi aktivnim systému poodbérového sledo-
vani: 32 % vs 3 % (p < 0,0001). Zdvér: Vyskyt malignit u darcli krvetvornych bunék Ize ptirozené
predpokladat s tim, ze u ptibuzenskych darci je riziko vy$si s ohledem na jejich obecné vyssi
vék. U pribuzenskych darcl je nutné pocitat také s obecné vyssim rizikem hematologickych
malignit pfi rodinném vyskytu. Vliv filgrastimu na vyvoj hematologickych malignit vyzaduje
dalsi analyzy a neni zatim evidentni. Spoluprace s pfibuzenskymi darci v ramci dispenzarizace
je omezena.

Klicova slova
filgrastim - incidence — darci tkani — leukemie myeloidni akutni - lymfom
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Summary

Backgrounds: Granulopoesis colony-stimulating factor filgrastim is used to mobilize peripheral stem cells but there are concerns regarding an
elevated risk of haematological malignancies. We analyzed the incidence of malignancies and the system of haematopoietic stem cells donor
surveillance. Patients and Methods: prospective observation of sibling donors of the Haemato-Oncology Department University Hospital in
Plzen (Pilsen) and of unrelated donors of the Czech National Marrow Donors Registry (CNMDR) in 2001-2010. Results: No malignancy was ob-
served in a group of 344 unrelated CNMDR donors, providing 753 person-years; one case of chronic lymphocytic leukaemia manifested 6 years
after bone marrow donation, with leukaemia clone retrospectively detected by DNA analysis in blood samples taken prior to the marrow dona-
tion. Acute myeloid leukaemia, non-Hodgkin lymphoma, renal and colorectal carcinoma were observed in a group of 84 peripheral stem cells sib-
ling donors, providing 337 person-years observation. The respective incidence of the two haematologic malignancies was 593 cases and the ex-
pected incidence rate was 143 per 100,000. The sibling (related) donors age was significantly higher: 48 (16-75) vs. 31 (20-42) years, (p < 0.0001).
Significantly more lost-to-follow-up donors were among the related donors (32% vs. 3%, p < 0.0001), even though active surveillance system
was implemented. Conclusion: The development of malignancies in hematopoietic stem cells donors can naturally be expected. Related (sibling)
donors are at higher risk because of their generally older age, and higher susceptibility to haematological malignancies developed within the fa-
mily. The contribution of filgrastim exposure needs to be further investigated. The follow-up cooperation with related (sibling) donors is limited.

Key words

filgrastim - incidence — grafts donors — acute myeloid leukaemia - lymphoma

Uvod

Alogenni transplantace krvetvornych
bunék jsou vyznamnou soucasti l1écby
hematologickych malignit a akutnich
leukemii predevsim. U dospélych pa-
cientl jsou jako hlavni stépy krvetvor-
nych bunék vyuzivany kostni dreri (KD),
ktera se odebird darcim v celkové ane-
stezii z lopaty kosti kycelni, a dale peri-
ferni krvetvorné bunky (PKB), které se
odebiraji darciim prostfednictvim leuka-
ferézy z periferni krve po predchozi sti-
mulaci filgrastimem - rdstovym fakto-
rem granulopoézy (G-CSF, granulocyte
colony-stimulating factor, Neupogen®).
V souvislosti s pouzivanim filgrastimu se
objevuji polemiky 0 mozném zvyseném
riziku rozvoje hematologickych malig-
nit. Bylo zjisténo, Ze kratkodobd apli-
kace G-CSF darctim indukovala chromo-
zomalni tetraploidii v malé &asti zralych
myeloidnich bunék v krvi [1], genetické
alterace v lymfocytech [2] a aneuploi-
dii [3]. V roce 2006 publikoval Bennett
et al [4] dva pfipady rozvoje akutni mye-
loidni leukemie (AML) u pfibuzenskych
dércd PKB, jejichz sourozenci trpéli rov-
néz AML, ze souboru 200 darcd stimu-
lovanych filgrastimem. V rozsahlé retro-
spektivni analyze EBMT - the European
Group for Blood and Marrow Transplan-
tation — bylo u dércl zastizeno 20 he-
matologickych malignit (392/100 000),
z nichz 8 bylo po darcovstvi KD a 12 po
dércovstvi PKB, pficemz zjisténa inci-
dence nepfiekrodila incidenci v bézné
populaci v odpovidajici vékové skuping,

a z nepfibuzenskych darcli doslo k roz-
voji AML pouze u jednoho dérce KD [5].
Mezi 4 015 darci PKB amerického regis-
tru NMDP - National Marrow Donor Pro-
gram - bylo zaznamenano 20 pfipadu
malignit bez pfipadu leukemie nebo
lymfomu [6] a bez incidenci pfevysuji-
cich bézny vyskyt v populaci.

Rozhodli jsme se analyzovat vysledky
dispenzarizace a vyskyt malignit po od-
bérech krvetvornych bunék u pfibu-
zenskych darci Hematologicko-on-
kologického oddéleni (HOO) FN Plzen
a porovnat je s nepiibuzenskymi darci
Ceského narodniho registru darct drené
(CNRDD).

Metodika a soubor

Analyza dat ziskanych prospektivné
v obdobi 1/2001-12/2010 v ramci dis-
penzarizace ptibuzenskych (souroze-
neckych) déarcd krvetvornych bunék
HOO a nepiibuzenskych darcid registru
CNRDD.

Odbér krvetvornych bunék vsech
darca probihal v odbérovém centru
HOO FN Plzen vzdy po predchozim in-
formovaném souhlasu a lékaiském vy-
Setieni darce a po stanoveni jeho zpUso-
bilosti a Unosnosti k darcovstvi a odbéru
podle platnych pravnich norem CR [7]
a doporuceni a standard WMDA - World
Marrow Donors Association [8] a JACIE/
/EBMT - Joint Accreditation Committee-
-ISCT and European Group for Blood and
Marrow Transplantation [9]. Péce o darce
v ramci HOO a CNRDD a bezpeénost me-

dicinské a laboratorni praxe rovnéz od-
razely naroky legislativy CR a pozadavky
WMDA a JACIE/EBMT.

Kostni dfen (KD) byla odebirdna dar-
clim v celkové anestezii na chirurgic-
kém operacnim sdle z lopaty kosti ky-
¢elni v mnozstvi neprekracujicim objem
20 ml kostni dfené a krve na 1 kg hmot-
nosti darce, maximalné viak 1 500 ml
(pfedem byl darcdim zajistén odbér au-
totransfuze). Periferni krvetvorné bunky
(PKB) byly odebirany darcim leukafe-
rézou z periferni krve cestou dialyza¢ni
kanyly zavedené do femoralni zily nebo
cestou perifernich Zil po predchozi sti-
mulaci filgrastimem (Neupogen inj., fa
Amgen) v dévce 10 pg/kg/den s.c. po
dobu péti dni pred odbérem.

Po odbéru byli vsichni darci pou-
¢eni o systému poodbérové dispenza-
rizace ve spolupréci s jednotlivymi dér-
covskymi centry CNRDD, HOO FN Plzen
nebo se svymi praktickymi Iékafi podle
mista bydlisté a byli pouceni o vhod-
nosti dodrzeni pravidelnych kontrol
zdravotniho stavu v zékladnich interva-
lech 1 tyden, 1 mésic, 6 mésicl a 1 rok
po odbéru (darci KD alespon v inter-
valu 6 mésic(i a 1 rok). V ramci CNRDD
bylo od roku 2005 doplnéno dalsi sle-
dovani darcll v intervalu jednoho roku
po celkovou dobu 5 let. Pvodni systém
pasivniho sledovani byl od roku 2003
v CNRDD a od roku 2008 ha HOO nahra-
zen systémem aktivnim, kdy regionadlni
darcovska centra CNRDD, respektive
transplantac¢ni koordinator HOO, aktivné
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Tab. 1. Statistické analyzy efektivity dispenzarizace darcti a véku.

CNRDD darci bez dispenzarizace:
pasivni vs aktivni sledovani darct

pfibuzensti darci HOO bez dispenzarizace:

pasivni vs aktivni sledovani darct

darci bez dispenzarizace pfi aktivnim sledovani:

neptibuzni CNRDD vs pfibuzensti HOO
vék darct KD vs. PKB, median:

CNRDD

HOO

sleduji planované terminy navstév a dar-
clim je v pfipadé potieby pfipominaji.
Pfibuzenskym darcGm HOO byl v roce
2009 navic odeslan specificky dotaz-
nik pro doplnéni informaci o aktudlnim
zdravotnim stavu.

Porovnani charakteristik soubort bylo
provedeno s vyuzitim programu Graph-
Pad InStat a byly pouzity zakladni sta-
tistické testy Fisher’s exact two-tailed
test pro kategorialni data a unpaired
t-test pro data kontinudlni. Rozdily mezi
skupinami byly testovany na hladiné vy-
znamnosti 95 % a hodnoty p < 0,05 byly
povazovany za statisticky vyznamné.

Vysledky

V obdobi 2001-2010 bylo do dispenzari-
zace zafazeno 137 pribuzenskych darct
(45 % zen) HOO FN Plzen, pficemz darca
KD bylo 12 s medidnem véku 33 (16-59)
let a darcti PKB bylo 125 s medianem
véku 50 (16-75) let. Pribéh planované
dispenzarizace nebyl dodrzen z ddvodu
nezajmu nebo odmitnuti u 7/12 (58 %)
dércd KD a 41/125 (33 %) darcll PKB. Po
dopliujicim pficteni dalSich darcu, kteri
jesté navic odpovédéli na retrospektivni
dotaznik o zdravotnim stavu z roku 2009,
byly udaje o poodbérovém zdravotnim
stavu dostupné u 23 darct KD a 84 darcu
PKB, s celkovym medidanem doby sledo-
vani 6 (1-13) let, coz souhrnné odpovi-
dalo hodnoté 199 osobo-let sledovani
ve skupiné déarcl KD a 337 osobo-let
u PKB pfibuzenskych darca.

V obdobi 2001-2010 bylo do kratko-
dobé jednoleté dispenzarizace zafazeno
360 darc CNRDD (29 % zen), pficemz
déarct KD bylo 172 s medidnem véku
29 (19-54) let a darct PKB 188 s media-
nem véku 31 (19-55) let. Do dlouhodobé

13/43 (42 %) vs 8/317 (3 %)

68/105 (65 %) vs 11/34 (32 %)

29 (21-42) vs 31 (20-42)
34 (16-59) vs 50 (16-75)

Sleté dispenzarizace bylo zafazeno cel-
kem 127 KD a 121 PKB darc(. Dispenza-
rizace nebyla realizovéna u 6/172 (3,5 %)
darcd KD a 10/188 (5 %) PKB. Celkem
byly udaje o poodbérovém sledovani
zdravotniho stavu dostupné u 166 KD
a 178 PKB darcQ, s celkovym medianem
doby sledovani 3 (1-5) let, coz souhrnné
odpovidalo hodnoté sledovani 309 oso-
bo-let ve skupiné darct KD a 444 osobo-
-let u PKB nepiibuzenskych darc(.

Statisticky signifikantné vice nedis-
penzarizovanych darcd bylo pfi plvod-
nim pasivnim systému poodbérového
sledovani déarct ve srovnani s aktudl-
nim systémem aktivnim, a to jak v rdmci
CNRDD, tak i HOO. Soucasné bylo také
statisticky signifikantné vice nedispen-
zarizovanych darcl ve skupiné pfibu-
zenskych i pfi zajisténém aktivnim sy-
stému poodbérového sledovani. Pfesné
Udaje jsou pro prehlednost uvedeny
v tab. 1.

Pti srovnani pfibuzenskych vs nepfi-
buzenskych darcl registru byl statis-
ticky vyznamny rozdil v medidanu véku
[48 (16-75) vs 31 (20-42) let, p < 0,0001]
a také v zastoupeni zen darkyn (45 % vs
29 %, p < 0,0001).

Ve skupiné nepfibuzenskych darct
CNRDD nebyl béhem sledovani zasti-
zen zadny rozvoj malignity kromé pfi-
padu dérce KD, u kterého doslo za Sest
let po odbéru k manifestaci chronické
lymfocytarni leukemie (CLL), pticemz
retrospektivni analyzou DNA byla pro-
kdzdna pritomnost populace klonu
CLL ve vzorcich krve darce jiz v obdobi
pfed odbérem kostni diené (P. Jindra -
osobni sdéleni), a tento pfipad nelze
tedy davat do souvislosti s darcovstvim.
Z&dna malignita nebyla pozorovana ani

8/317 (3 %) vs 11/34 (32 %)

p < 0,0001
p=0,0013

p < 0,0001

p=0775
p < 0,0001

v malé skupiné 23 ptibuzenskych darc
KD.

Ve skupiné 84 pribuzenskych PKB
darcu, respektive 337 osobo-let sledo-
vani s medianem véku 50 (16-75) let byl
zastizen pfipad AML, non-hodgkinského
lymfomu (periferni T-lymfom), karci-
nomu ledviny a kolorekta. Korespon-
dujici incidence dvou hematologickych
malignit v této skupiné darcl vztazena
na 100 000 osobo-let byla 593 pfipadd,
pficemz ocekdvand incidence (soucasné
onemocnéni AML a non-hodgkinského
lymfomu) je 143/100 000 v bélosské po-
pulaci véku 20-75 let podle udajli Natio-
nal Cancer Institute registru SEER [10].
tach, pfibuzenském darci a pfijemci jsou
uvedeny v tab. 2, presnéjsi klinicko-pa-
tologické Udaje o dvou vyse uvedenych
nehematologickych malignitadch nejsou
k dispozici s ohledem na retrospektivni
a dotaznikovy charakter informace o je-
jich vyskytu.

Diskuze

V souvislosti s pouzivanim filgrastimu —
rlstového faktoru granulopoézy (G-CSF,
granulocyte colony-stimulating fac-
tor, Neupogen®) - se objevuji polemiky
o potencidlnim riziku rozvoje hematolo-
gickych malignit. Dosavadni pozorovani
dokladaji vyskyt hematologickych i ne-
hematologickych nadorovych onemoc-
néni jak u darct PKB, tak i KD, pficemz
zietelné vice u darcd pribuzenskych,
nicméné bez prokazatelné souvislosti
s vlastnim aktem dércovstvi, respektive
s aplikaci filgrastimu v ramci pfipravy
k odbéru PKB [4-6]. Za bezpecné je po-
vazovano také poddavani filgrastimu pfi
mobilizaci krvetvornych bunék periferni
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Tab. 2. Hematologické malignity, darci a pfijemci.

Pfijemce

sestra, C. R. 1939, 66 let, polycyte-
mia vera v blastické transformaci
Zemfela na infek¢ni komplikace

Poznamky

Parcialni tandemova duplikace

MLL genu (MLL-PTD) retrospek-
tivné prokazana ve vzorku krve
darce sestry pred transplantaci.

2 mésice po transplantaci.

Vzorky krve dérce k retrospek-
tivni detekci MLL-PTD v dobé
darcovstvi jiz nebyly k dispozici.

bratr, J. F. 1945, 56 let, chronicka -

Darce Malignita

P.V. 1945, 2 roky po odbéru PKB:

muz, 58 let  AML s viceliniovou dysplazii, s parcidlni tan-
demovou duplikaci MLL genu, t/11;17/ po-
zitivni, rezistentni na induk¢ni chemotera-
pii (“7+3": arabinosid, idarubicin).
Nyni Zije 3 roky po nepfibuzenské alogenni
transplantaci PKB, dobra kvalita Zivota, AML
v kompletni remisi.

J.F. 1948, 7 let po odbéru PKB:

muz, 60 let  periferni T-lymfom, klin. st. IV.B (kostni dfen,

jatra, uzliny, hydrothorax a ascites), rezis-
tentni na indukéni chemoterapii CHOP-21

Zemfel béhem ,salvage” chemoterapie

faze

3 mésice po transplantaci.

na infekéni komplikace a intrakranialni

krvaceni.

krve pfimo u pacientl s akutni mye-
loidni leukemii [11].

Provedli jsme analyzu nepfibuzen-
skych darct z registru CNRDD a darcii
pfibuzenskych (sourozeneckych) z na-
$eho pracovisté HOO FN Plzen. Vysledky
sledovani je vSak nutné interpretovat
spfihlédnutim k nékolikazasadnim okol-
nostem. Soubory dércl jsou pfedevsim
pomérné malé a v pripadé darcl pribu-
zenskych byla vyznamna nedostupnost
v poodbérovém sledovani. Ve srovnani
s vysledky CNRDD je patrné, ze i pfes za-
vedeni aktivniho systému sledovani na
HOO je ucast pfibuzenskych darcd na
poodbérovém sledovani znacné proble-
matickd a zatizena jejich nechuti spolu-
pracovat, pfevadzné z psycho-socidlnich
ddvodd, které bude vhodné samostatné
sledovat a vyhodnotit.

Dalsim vyznamnym faktorem, ktery
pfispiva ke zvysenému vyskytu malignit
ve skupiné pfibuzenskych darcd, je jisté
také jejich vyssi vek, ktery souvisi s vys-
sim vékem jejich transplantovanych sou-
rozencl a preferenci $tépd PKB v 1é¢bé
téchto starsich pacientd, kde jsou inten-
zivni predtransplantacni pfipravné re-
Zimy nahrazeny rezimy s redukovanou
toxicitou (napf. protokol Flu/Mel s flu-
darabinem a melfalanem). Pfirozené Ize
ocekdvat, Ze ve starsi vékové skupiné
darcl bude i vyssi zachyt pfipadnych
malignit, jak dokladaji analyzy dat onko-
logickych registr( [10,16] a ¢eského re-
gistru akutnich leukemii ALERT [12], kde

je incidence akutnich leukemii ve starsi
populaci nékolikanasobna ve srovnani
s mladymi jedinci. Pfi hodnoceni vy-
sledkd naseho pozorovani je nutné pfi-
hlédnout také k faktu, ze sourozenci pa-
cientld s hematologickymi malignitami
maji rovnéz 2-5nasobné vyssi riziko roz-
voje stejného onemocnéni nez bézna
populace [13-15], coz by nejspise odpo-
vidalo i poméru ndmi zjisténé incidence
s Udaji o¢ekavané incidence v populaci
(593 vs 143/100 000).

Zaveér

Vyskyt hematologickych a nehemato-
logickych malignit u darcd krvetvor-
nych bunék Ize pfirozené predpokladat
s tim, ze u pfibuzenskych darct je ri-
ziko onemocnéni vyssi s ohledem na je-
jich obecné vyssi vék a soucasné i fakt
urcité genetické rodinné zatéze. Vliv fil-
grastimu na vyvoj hematologickych ma-
lignit vyzaduje dalsi analyzy, pro které
bude nutné zajistit aktivni sledovani na
velmi pocetnych skupinach darcd KD
a PKB, ptibuzenskych i nepfibuzenskych.
K naplnéni tohoto cile bude potfebna
mezinarodni spoluprace, prospektivni
definované sledovani a dlouhodobd dis-
penzarizace darcq, ktera je vsak zietelné
zatizena omezenou spolupraci ze strany
pfibuzenskych darcd.

Podékovani
Darcovska centra Ceského narodniho
registru darcli diené: Transfuzni oddé-

myeloidni leukemie, akcelerovana

Zemtel na infekéni komplikace

leni a krevni banka FN Brno, Transfuzni
oddéleni nemocnice Ceské Budéjovice,
Transfuzni oddéleni FN Hradec Kralové,
Transfuzni oddéleni nemocnice Liberec,
Transfuzni oddéleni nemocnice Most,
Imunologicky ustav FN a LF UP Olomouc,
Transfuzni oddéleni Ostrava, Hematolo-
gicko-onkologické oddéleni Plzen, Od-
déleni hematologie, biochemie a krevni
transfuze UVN Stiesovice Praha, Trans-
fuzni oddéleni Masarykovy nemocnice
Usti nad Labem.
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KAZUISTIKA

v

Sestileté sledovani pacienta s mnohocetnou
angiomatozou postihujici skelet, brisni i hrudni

dutinu a sténu travici trubice

Six-year Follow-up of a Patient with Multiple Angiomatosis
Involving Skeleton, Thoracic and Abdominal Cavities

and the Gut Wall

Adam Z.", Matyskova M.!, Tomiska M.", Rehék Z.2, Koukalova R K¥ikavova L3, Pour L.", Krejéi M., Szturz P,
Zahradova L.", Mechl M3, Moulis M4, Vani¢ek J.5, Neuman C8, Navratil M.', Vesely K, Hajek R.", Mayer J."

Interni hematoonkologickéd klinika, LF MU a FN Brno

2PET CT oddéleni, Masaryklv onkologicky Ustav, Brno
*Radiologicka klinika, LF MU a FN Brno

“Ustav patologické anatomie, LF MU a FN Brno

>Klinika zobrazovacich metod, LF MU a FN u sv. Anny Brno
Chirurgicka klinika, LF MU a FN Brno

’|. patologicko-anatomicky Ustav, LF MU a FN u sv. Anny Brno

Souhrn

Vychodiska: Mnohocetna angiomatdza je raritni onemocnéni s postizenim vice orgdnt a tkani
angiomatdznimi Utvary s rizikem smrtelného krvaceni. Popis pripadu: V popisovaném pfipadé byly
postizeny kosti, pleuralni i peritonedlni dutina a travici trubice. Pacient dlouhodobé dostava zo-
ledronét, jiz po druhé davce zoledronatu vymizely bolesti kostni. Uéinnost antiangiogennich léki
jsme hodnotili dle CT a MRI zobrazeni. Protoze angiomatdzni proliferace je spojena s chronickou
diseminovanou intravaskularni koagulaci (DIC) a anemizaci, hodnotime lé¢ebnou odpovéd také
dle krevniho obrazu a dle koncentrace fibrinogenu, D-dimer( a prikazu solubilnich fibrinovych
monomer(. Vysledky: Pred l1é¢bou byly hodnoty D-dimer( vys3si nez 20 pg/ml, fibrinogen 1,4 g/l
a byly pfitomné solubilni fibrinové monomery. Pfi 1é¢bé interferonem alfa 6 mil. j. 3x tydné s redukci
davky po 10 mésicich se zvysil median koncentrace fibrinogenu na 1,5 (1,2-2,0) g/I, poklesl medién
hodnoty D-dimer(i na 17,2 (13,4-20,0) pg/ml, stéle byly pfitomné fibrinové monomery. Pii terapii
thalidomidem (100 mg/den) poklesl median D-dimer(i na 6,07 (4,71-10,21) pg/ml a zvysil se median
hodnoty fibrinogenu na 1,9 g/, solubilni fibrinové monomery nebyly priikazné. Dle CT zobrazeni se
vyrazné zmensily angiomatézni masy. Progredujici neuropatie byla ddivodem pro snizeni davky thali-
domidu na 50 mg/den, pii niz se ale zvysily D-dimery. Pfi podavani lenalidomidu 10 mg/den se zvysil
median koncentrace D-dimer( na 10,8 (8,8-17,35) ug/ml a poklesla hodnota hemoglobinu na me-
dian 124 (117-135) g/I. Opét byl pozitivni prikaz solubilnich fibrinovych monomerd. Prilécbé kombi-
naci thalidomidu (50 mg denné) a lenalidomidu (10 mg 1.-21. den ve 28dennich cyklech) byl pacient
stabilni po dobu 9 mésicl. Median koncentrace hemoglobinu se zvysil na 131 (84-141) g/l a snizil se
median hodnoty D-dimerG na 9,3 (8,0-17) ug/ml. Zdvér: Thalidomid 100 mg/den stabilizoval mno-
hocetnou angiomatézu lépe nez interferon alfa. Thalidomid 50 mg/den jiz neudrzel stabilitu nemoci.
Lenalidomid v davce 10 mg byl excelentné tolerovan, ale tato dévka nedostacovala pro udrzeni sta-
bilné nizkych hodnot D-dimerd a normalini koncentrace hemoglobinu. Kombinace lenalidomidu
v dévce 10 mg a thalidomidu v ddvce 50 mg stabilizovala stav po dobu 9 mésicl. Pfi pouZiti thali-
domidu a lenalidomidu se scita antiangiogenni ucinek. Diky odlisnosti nezadoucich Gcinkd obou
1ékd je tolerance této kombinace dobra.

Klicova slova
angiomatosis — zoledronat - thalidomid - interferon alfa - lenalidomid - diseminovana intra-
vaskularni koagulace
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Summary

Backgrounds: Multiple angiomatosis is a rare disease causing angiomatous lesions in multiple organs and tissues with a risk of life-threatening
haemorrhage. Observation: A young man was diagnosed with multiple angiomatosis at the age of 28 after two years of back and abdominal
pain. Laparotomy revealed multiple spongy lesions mostly within the retroperitoneal space. Also, an involvement of the gut wall, bones and
mediastinum was evident. After 6 years of treatment, the disease has been stabilized. Bone pain ceased with a significant contribution of zoledro-
nate. Using CT and MR imaging, the effectiveness of antiangiogenic drugs was evaluated. Furthermore, treatment response was evaluated using
laboratory values for coagulation and blood count, as angiomatous proliferation is known to be associated with disseminated intravascular
coagulation and anaemia. Results: Baseline laboratory examination revealed elevated D-dimer (more than 20 ug/mL), low fibrinogen (1.4 g/L),
and the presence of fibrin monomers. After treatment with 6 mil. IU of interferon-alpha thrice weekly, there was only partial improvement in
D-dimer (17.2 pg/mL) and fibrinogen (1.5 g/L) concentrations but fibrin monomers remained positive. After thalidomide (100 mg daily), D-dimer
decreased to 6.1 pg/mL and fibrinogen levels increased to 1.9 g/L with the disappearance of fibrin monomers. CT scanning showed significant re-
gression of angiomatous lesions. Progressive neuropathy was the reason to lower the dose of thalidomide by half and this caused D-dimer to rise
again. Switching to lenalidomide 10 mg daily led to an increase in D-dimer to 10.8 ug/mL and decrease in haemoglobin concentration to 124 g/L.
Fibrin monomers became positive again. Combined therapy with thalidomide (50 mg/day) and lenalidomide (10 mg days 1-21 in 28-day cycles)
has led to stabilisation of the disease. Median concentration of haemoglobin increased to 131 (84-141) g/I. The median of D-dimer decreased to
9.3 (8.0-17) ug/mL. Conclusion: Thalidomide in the dose of 100 mg daily led to better stabilisation of the disease than interferon-alpha. However,
lowering the dose because of adverse effects failed to be effective sufficiently. Lenalidomide 10 mg daily was well-tolerated but insufficient to
improve D-dimer and haemoglobin concentrations. Therefore, for further treatment we have decided to use the combination of lenalidomide
and thalidomide in doses of 10 mg and 50 mg, respectively because both drugs have desirable antiangiogenic activities with different adverse

effect profiles. On this therapy, the patient’s disease has been stable for 9 months.

Key words

angiomatosis — zoledronate — thalidomide - interferon alpha - lenalidomide — disseminated intravascular coagulation

Uvod
Vaskularni neoplazie zahrnuji hetero-
genni skupinu cévnich proliferaci sklada-
jicich se z endotelidlnich bunék, hladké
svaloviny a pericyt(, které dohromady
vytvareji loziska arteridlnich, kapilar-
nich, venéznich nebo lymfatickych cest,
tak jak je uvadi tab. 1. Do skupiny s agre-
sivnéjsim chovanim patfi vzacné pfi-
pady takzvané angiomatoézy, coz je kli-
nicky i patologicko-anatomicky termin
pro velké neohranic¢ené a nékdy i vice-
¢etné hemangiomy tvofici cévni tumory,
které prorUstaji organy a tkanémi a po-
stupné progreduji. Ackoliv gastrointes-
tindlni angiomatdza je obvykle benigni,
presto mliZe byt pficinou nahlého umrti
zplUsobeného nezastavitelnym krvace-
nim nebo stfevni obstrukci.
Néasledujicim popisem pfipadu
chceme upozornit na tyto vzécné a ob-
tizné diagnostikovatelné pfipady. Sym-
ptomy angiomatézy lze ptirovnat k cha-
meleonovi, nebot se lidi dle toho, ktery
organ je postiZzen. Relativné konstant-
nim pfiznakem provazejicim angioma-
tézu vétsiho rozsahu je chronicka sta-
bilni diseminovand intravaskularni
koagulace s nizkou koncentraci fibrino-
genu, zvySenymi D-dimery a pfipadné
s protazenymi koagula¢nimi casy a sni-

Zenym poctem trombocytd, obvykle
bez zietelnych krvacivych projevd.
Pokud tento typ koagulopatie zjistime,
je nutno v prvni radé pomyslet na cévni
neoplazie.

Popis pFipadu

Klinicky prubéh a vysledky vysetieni

S mnohocetnou angiomatézou jsme se
setkali u mladého muze, narozeného
roku 1977. Stru¢né shrneme jeho ana-
mnézu: V osmi letech prodélal nekom-
plikovanou apendektomii. V roce 1992
(15 let) vznikla nadhle hydrokéla ve var-
leti vlevo a o rok pozdéji vpravo, fe$ena
chirurgicky. Pak se mu vedlo opét dobre.
Prvni problémy souvisejici s angioma-
tézou se objevily v dubnu 2003 (26 let).
Zacal pocitovat bolesti v bederni patefi,
zprvu jen pfi ndmaze, pozdéji i v klidu.
Pdvod bolesti byl zprvu vysvétlovan
sportem, byly provedeny ,opichy” a re-
habilitacni 1é¢ba, vie bez efektu. Kdyz
se tato obvykla |é¢ba bolesti zad minula
Ucinkem, byl odeslan na rentgenovy sni-
mek patefe, na némz byl abnormalni
nalez hodnoceny jako kostni dysplazie
nebo Pagetova choroba. A s timto po-
dezienim, plynoucim z rentgenového
snimku, byl poslan na ortopedickou kli-
niku. V roce 2003 vyslovili radiodiagnos-

tici na zakladé MRI patere podezieni na
vicecetnou kostni formu angiomatézy
(obr. 1-3). Bylo to poprvé, kdy se v doku-
mentaci nemocného objevil termin an-
giomatdza. Pro nejasny obraz na snimku
patere a panve byla provedena prvni ex-
cize a histologické vysetieni kosti, bez
jasného zavéru. S cilem ovéfit toto po-
dezieni byla provedena v fijnu 2003 an-
giografie tepen v oblasti panve, ktera
neprokdzala nic patologického, a nepo-
tvrdila tedy podezieni plynouci z MR
obrazu skeletu.

V prosinci 2003 byla provedena
punkce panve pod CT kontrolou ze sus-
pektniho loziska, bez jednozna¢ného
diagnostického zavéru. Nejasné kostni
postizeni, které zpisobovalo bolesti, z{-
stavalo pofad bez jasného pojmenovani.

V Unoru 2004 provedli ortopedové
dalsi excizi z lopaty kosti kycelni. Vysle-
dek histologie byl zavadéjici, vzorek byl
hodnocen jako fibréza kostni drenég,
a vzniklo tak podezieni na primarni
myelofibrézu.

Vlyslovené podezieni na myelofibrézu
bylo divodem, pro¢ byl pacient po-
slan na Interni hematoonkologickou kli-
niku v Brné. V bfeznu 2004 byla prove-
dena standardni vySetfeni provadéna
pro diagnostiku myelofibrézy, ktera vsak
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o e ] 1
Obr. 1. T2 vazeny obraz, sagitalni obraz
bederni patere. V oblasti obratlovych tél
je patrna nehomogenné skvrnita struk-
tura s pfevazujicim vyssim signalem,
ktery svéd¢i pro patologickou infiltraci
kostni diené.

Obr. 2. T1 vazeny obraz, sagitalni ob-
raz bederni patefe. Nehomogenni signal
z kostni diené obratlovych tél s pievazu-
jicimi okrsky nizkych intenzit ve srovnani
s intenzitami meziobratlovych plotének,
které svédci pro abnormalni strukturu
kostni dfené. Patefni kanal je volny.

Obr. 3.T2 vazeny obraz, koronarni obraz sakroiliakalniho skloubeni. Patrna je infiltrace
kosti kiizové (nehomogenné zvyseny signal) a dale téz ilické kosti prilehlé sakroiliakal-
nimu skloubeni vievo.

tuto nemoc nepotvrdila. Hodnoty krev-
niho obrazu, koagulace a fibrinogenu
byly zcela v normé. Aspira¢ni hodnoceni
kostni diené ze sternalni punkce (mye-
logram) bylo bez patologie. Hematolo-
gické vysetieni bylo ukonceno v kvétnu
2004 se zavérem: ,myelofibréza ani jiné
krevni onemocnéni nepotvrzeno”.

Vzhledem k tomu, Ze soucasné s bo-
lestmi v zadech se objevily nespecifické
tlakové bolesti v oblasti bfisni dutiny,
zacal mlady muz dochéazet na gast-
roenterologické pracovisté. Byly prove-
deny opakované kolonoskopie, prvni
20.5.2003.V oblasti levého tra¢niku byly
patrné ¢ervené makuly s centralnim pro-
jasnénim. V termindlnim ileu pouze no-
duldrni hyperplazie. Prvni histologie pfi
kolonoskopii byla odebrana v roce 2003.
Z&avér znél: Mirnd folikularni lymfoidni
hyperplazie s lehce nadlimitni zanétli-
vou celulizaci. Dale provedena gastro-
skopie bez jasné patologického makro-
skopického a mikroskopického nalezu.
Nélez na stievé pifindsiobr.4 a 5.

Pocatkem roku 2005 doslo ke zhor3eni
zdravotniho stavu, bolesti v zadech se
zhorsovaly, objevily se otoky nohou a si-
deropenickd anémie.

V kvétnu 2005 byl pfijat na nase pra-
covisté se zdvaznou anémii vyzadu-
jici transfuze. Dal$im prekvapivym na-
lezem byla hypoproteinemie. Okultni
krvaceni nebylo potvrzeno, vstfebavaci
kfivka Zeleza byla normalni, a tak zacala
Iécba preparaty zeleza. Proteinurie ne-
byla potvrzena, a proto se predpokla-
daly ztraty bilkovin zaZzivacim traktem.
Opakovala se kolonoskopie se zavérem:
,Obraz lehké nodularni hyperplazie na
céku, v colon descendens pod lienalni
flexurou byl popsan okrsek skrvnité hy-
peremie o praméru 3 cm. V sigmoideu
drobna aftézni loZiska s hyperemickym
lemem. Histologicky opét nespecifické
zmeny.”

Pro nejasny stav byla v kvétnu 2005
odebrana uzlina z tfisla. Ta viak nevy-
svétlila nejasny nalez na CT bfisni du-
tiny z kvétna 2005 (obr. 6, 7, 12, 13),
a proto byla v kvétnu 2005 provedena
laparotomie. Po otevieni dutiny bfisni
byl pfekvapujici nalez velkych heman-
giomatoznich uzld v oblasti mezenteria
a retroperitonea. Potize nemocného shr-
nuje tab. 1.
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Obr. 4. Nalez na strevé pii kolonoskopii.

Obr. 5. Nalez na strevé pfii kolonoskopii.

Tab. 1. Pfiznaky angiomatd6zy u popisovaného pacienta.

pfiznaky hemangiomatoézy
bolesti v bederni patefi
nespefické bolesti dutiny bfisni
sideropenicka anémie
hypoproteinemie

Operacni nalez z probatorni
laparotomie

Peritonedlni dutina bez vypotku. Re-
vize tenkych kli¢ek: asi do poloviny ordl-
niho jejuna patrna atypickd struktura,
zesilena granulovana sténa, dalsi tenké
stfevo normélniho charakteru. Prove-
dena enterotomie a odbér stény v celé
sile na histologii. Mezenterium pfislusné
takto zménénému stfevu je zesilené,
hmatné uzliny a houbovita tkan s dilato-
vanymi cévami.

Revize podjaterni krajiny: celd sténa
Zlu¢niku prorostla vaskularni tkani, liga-
mentum hepatoduodenale infiltrované,
patrna dilatovand cévni pleten. Jatra pal-
pacné i vizualné bez patologii, slezina
normalni velikosti a struktury.

Maximum zmén nachazime v retro-
peritoneu, z néhoz se vyklenuje tkan
houbovité struktury, ze které prosvi-
taji uzly charakteru hemangiomu a pro-
chazejici cévy prdméru 0,5-1,0 cm. Tyto
zmény sestupuji az k ilickym svazkam.
Dale je jimi prostoupeno téméf celé
mesokolon. Volny uUsek jen od hepa-
tické flexury do poloviny pfi¢ného trac-
niku. Smérem k liendlIni flexufe cévni
zmény patrny i pfi okraji stfeva. Meso-

jasna ¢i pravdépodobna pri¢ina potizi

naruseni struktury obratle hemangiomatézni hmotou
angiomatoézni hmoty v dutiné bfisni a ve sténé Zaludku a stiev
ztraty krve krvécejicimi angiomatéznimi Utvary ve stfevé
zfejmé ztraty bilkovin angiomatéznimi Utvary ve stieve

sigma jiz celé prostoupené, nedovoluje
manipulaci se stfevem, ale pfesto patrny
cévni malformace i na sténé biisni smé-
rem k lopaté kosti kycelni. Za vzestup-
nym tra¢nikem hmatna stejnd tkan jako
Vv retroperitoneu.

Zaludek bez vyraznégjsich patologii,
v oblasti pyloru az k duodenu zacinaji
obdobné patologické zmény s dilatova-
nymi zilami. Nad Zaludkem v retroperi-
toneu stejny nalez angiomatézy. Odbér
histologie z retroperitonea hrozi exsan-
guinaci, a proto neproveden. Odebrana
¢ast tkané, adheze mezi zlu¢nikem
a duodenem, kterym probihda dilato-
vana céva. Déle na sténé pyloru zvoleno
jedno misto s dilatovanou cévou a mezi
stehy byla provedena excise. Doslo
k masivnimu arteridlnimu krvaceni. Sta-
véno prositim stény zaludku. Od dalsich
odbér(i ustoupeno, kontrola hemostazy,
drén k pyloru, sutura laparotomie. Ope-
ra¢ni diagnéza: angiomatosis retroperi-
tonei, vesicae feleae a mesocoli.

Shrnuti vSech bioptickych vysetreni

U daného pacienta byla histologicky
vysetfena excize stény zaludku s pfilé-
hajicimi mékkymi tkdnémi, provedena

biopsie levé kosti kycelni, biopsie tfi-
selné uzliny, opakované trepanobiopsie
z kosti kycelni a opakované mikroexcize
ze sliznice duodena.

Diagnosticka byla excize stény za-
ludku, provedend pfi explorativni la-
parotomii. Histologicky nalezena vas-
kuldrni proliferace postihujici sténu
zaludku a pfiléhajici mékké tkané. Lo-
Zisko bylo tvofeno spleti krevnich cév
rzného charakteru a kalibru: cévy byly
vendézniho nebo kapildrniho typu, pfi-
tomny i kavernézni prostory, vie na-
hodné roztrousené. Ojedinéle zastizeny
byly také typické klastry malych cév, ra-
didlné vychazejicich z centralné loka-
lizované vétsi zily. V korelaci s klinic-
kym nalezem byla stanovena diagnéza
angiomatozy.

Stejna vaskularni proliferace byla zjis-
téna i v oblasti intertrabekularnich pro-
storl spongiézni kosti, ziskané bio-
psii levé kosti kycelni. V této lokalizaci
byla proliferace provazena sekundarni
myelofibrézou.

V tfiselné uzliné nalezena jako nasle-
dek cirkula¢nich zmén tzv. vaskularni
transformace sinusd, morfologicky ne-
odlisitelna od angiomatozy.
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Obr. 6, 7. CT vy3etieni bficha po intravenézni aplikaci jodové kontrastni latky ze dne 9. 5. 2005 - pfed zahajenim lé¢by. Sipka uka-
zuje na patologickou infiltraci v retroperitoneu, kterd je hypodenzni a postkontrastné se nesyti.

V opakovanych trepanobiopsiich
z kosti kycelni a v opakovanych mikroex-
cizich sliznice duodena nebyly nalezeny
zadné patognomické zmény ve vztahu
k angiomatdéze.

Lécba

Vstupni CT obraz pred Ié¢bou doku-
mentuji obr. 6,7, 12, 13.Ta byla zahajena
23. ¢ervna 2005 interferonem alfa (In-
trona) a zoledronatem (Zometa). Pacient
ma po celou dobu normalni funkci led-
vin, takze nebylo nutné podle ni upravo-
vat davky léka.

Zoledronat
Indikaci pro Ié¢bu zoledronatem byly
osteolytické destrukce kosti zpUsobené

angiomatéznimi hmotami. Zoledro-
nat byl po celou dobu podavan ve stan-
dardni davce 4 mg nitrozilni infuzi v in-
tervalech 28 tydnd po dobu prvnich ¢ty
let. Od patého roku jsme zménili davko-
vani na 1x za 2 mésice. Bolesti kosti vy-
mizely po 2 mésicich 1é¢by zoledrona-
tem a po dobu 5 let jsme nepozorovali
7adné nezadouci Ucinky zoledronatu.

Interferon alfa

Interferon alfa (Introna) byl zpocatku
podavan v davce 6 miliond jednotek
3% tydné. Po prvnich potizich byla tato
davka interferonu alfa tolerovana po né-
kolik mésicli relativné dobre, ale s po-
stupem casu se intenzita nezadoucich
ucinkl (nechut k jidlu, fatigue, deprese)

zintenzivnila natolik, Ze po 10 mésicich
bylo nutné davku interferonu alfa sni-
Zit na 3 miliony jednotek 3x tydné. Tuto
dévku interferonu nemocny snasel zpo-
¢atku dobre, ale s postupem casu se
i tato davka ukazala jako problematicka
a zatézujici (tab. 2).

V pribéhu lécby, v zafi 2005, se obje-
vila zivot ohrozujici hematemeza. Mlady
muz byl pfijat na jednotku intenzivni
péce. Konzervativni Ié¢ba nevedla k za-
staveni krvaceni, proto bylo pfistoupeno
k angiografii a embolizaci Zzalude¢ni
tepny. Prvni MRI vysetfeni mediastina
bylo provedeno 26. 8. 2005 (obr. 14, 15)
a prvni kontrolni CT vy3etfenidne 17.10.
2005 s nalezem mirné regrese patolo-
gické infiltrace (obr. 8, 9).

Obr. 8, 9. CT vysetieni bricha po intravenézni aplikaci jodové kontrastni latky ze dne 17. 10. 2005 - po zahajeni |écby. Patrna je re-

grese retroperitonealni infiltrace (Sipka), ktera se zmensila z hlediska objemu, jeji denzity vSak zistavaji nezménéné.
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Tab. 2. Hodnoty koagula¢nich parametrii a krevniho obrazu pred lé¢bou a v priibéhu lécby.

Datum Lécba Fbg g/l D-dim pg/ml EGT Hb g/l Trombx10%1 Leux10%I
23.5.2005 pred lécbou 1,6 >20 poz 145 183 54
28.5.2005 pied lé¢bou 1,3 >20 poz 139 167 54
23.6.2005  start lécby INF alfa 6 mil j 3% tydné 1,6 > 20 N 145 183 8,2
17.9.2005  INF alfa 6 mil. j. 3x tydné 1,2 13 poz 137 186 6,1
18.10.2005 INF alfa 6 mil. j. 3x tydné 2,0 13,24 poz 126 303 9,35
24.11.2005 INF alfa 6 mil. j. 3x tydné 1,7 18,00 N 132 226 4,25
20.12.2005 INF alfa 6 mil. j. 3x tydné 1,6 18,00 N 128 199 6,46
14.2.2006  INF alfa 6 mil. j. 3x tydné 1,5 17,92 N 123 174 5,60
11.4.2006  pro hubnuti redukce INF alfa na 3 mil. j. 13 N N 119 154 6,70
9.5.2006  INF alfa 3 mil.j. 3x tydné 14 N N 136 175 6,20
8.6.2006 INF alfa 3 mil. j. 3x tydné 1,3 N N 138 148 7,20
13.6.2006  INF alfa 3 mil. j+ MYRIN 100 mg
24.6.2006  INF alfa 3 mil. j.+ MYRIN 100 mg 1,7 13,66 N 130 124 8,60
27.7.2006  INF alfa 3 mil. j+ MYRIN 100 mg 2,0 7,75 N 131 130 6,48
3.11.2006  INF alfa 3 mil. j+ MYRIN 100 mg 2,0 11,70 N 132 184 8,03
12.2006 |écba prerusena na zadost pacienta
14.8.2007  krvaceni z GIT, opét navracen MYRIN 13 9,23 poz 87 191 6,9
100 mg + INF alfa 3 mil. j. 3% tydné
6.3.2008 interf. + Myrin 100 mg 1,67 13,52 N 133 125 5,95
2.4.2008 interf. + Myrin 100 mg 1,59 10,45 N 139 130 6,07
27.5.2008 interf. + Myrin 100 mg 1,86 12,98 N 134 157 58
26.6.2008 1,81 11,00 N 128 124 4,86
15.7.2008 INF alfa, Myrin ex pro neuropatii
7.8.2008 INF alfa 1,68 15,30 121 175 4,74
28.8.2008 INF alfa 1,66 12,54 N 137 134 6,14
18.9.2008  INF alfa ex (fatigue) start Myrin 100 mg 1,8 10,21 134 143 4,92
1.10.2008  Myrin 100 mg/den 2,0 10,12 N 137 177 6,84
16.10.2008 Myrin 100 mg/den 1,9 8,07 N 140 178 7,27
13.11.2008 Myrin 100 mg/den 2,1 7,67 N 140 184 9,09
18.12.2008 Myrin 100 mg/den 1,8 6,07 N 144 151 8,39
29.1.2009  Myrin 100 mg/den 1,8 7,68 N 147 264 10,30
5.3.2009 Myrin 100 mg/den 2,0 52 N 146 186 8,63
9.4.2009 2,0 4,86 N 144 185 7,57
14.5.2009  Myrin 100 mg/den 2,0 4,84 N 144 204 8,94
11.6.2009  Myrin 100 mg/den 2,0 5,36 N 152 202 7,48
23.7.2009  Myrin 100 mg/den 2,2 7,08 N 145 180 5,90
27.8.2009  Myrin 100 mg/den 1,8 4,71 N 148 213 6,53
Dnem 27.8.2009 zména na Ié¢bu INF 3 mil. j. 3x tydné (diivod ke zméné neuropatie).
24.9.2009 INF alfa 3 mil. . 1,8 6,0 N 148 196 5,50
29.10.2009 INF alfa 3 mil. j. 1,6 9,21 N 149 171 6,18

5.11.2009 INF alfa 3 mil. .
Dnem 5. 11. 2009 INF alfa ukonéen pro zdvazny hmotnosti Ubytek, zvraceni, fatigue a obnoven MYRIN.

25.11.2009 Myrin 100 mg/den 1,8 5,74 N 138 161 5,84
12.1.2010  Myrin stfidavé 100 a 50 mg 1,9 541 neg 146 174 6,61
18.2.2010  Myrin stfidavé 100 a 50 mg 2,5 9,9 neg 144 146 7,74
4.3.2010 Myrin stfidavé 100 a 50 mg 2,6 6,37 poz 166 227 8,39
18.3.2010  Myrin 50 mg/den 23 5,48 neg 148 216 7,36
15.4.2010  Myrin 50 mg/den 2,2 12 neg 144 180 7.84
13.5.2010  Myrin 50 mg/den 1,9 8,59 poz 135 157 5,86
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Datum Lécba Fbg g/l D-dim pg/ml EGT Hbg/l Trombx10%/1 Leux10%I
0Od 13.5.2010 ukonéen Myrin v davce 50 mg denné a pfechod na Revlimid 10 mg.

25.5.20170 Revlimid 10 mg 1,8 10,8 neg 135 163 9,22
10.6.2010  Revlimid 10 mg 1,7 10,97 poz 134 175 5,81
24.6.2010 Revimid 10 mg 1,9 10,8 poz 124 166 7,59
13.7.2010  Revlimid 10 mg 1,9 14,80 poz 115 210 6,89
22.7.20170 Revlimid 10 mg 2,6 17,36 poz 117 181 6,62
22.7.2010 provedena zména lé¢by - Revlimid ukoncen a opét navracen Myrin 100 mg denné.

5.8.2010 Myrin 100 mg + Revlimid 10 mg 2,0 14,06 poz 121 191 5,80
9.9.2010 Myrin 100 mg + Revlimid 10 mg 1,9 13,43 poz 121 173 5,70
4.11.2010  Myrin 100 mg + Revlimid 10 mg 1,8 16,34 poz 81 196 5,88
11.11.2010 Myrin 100 mg + Revlimid 10 mg 2,5 15,0 poz 97 274 6,77
18.11.2010 Myrin 100 mg + Revlimid 10 mg 2,0 14,0 poz 110 276 6,25
30.11.2010 Myrin 100 mg + Revlimid 10 mg 1,6 9,0 poz 129 180 5,36
10.12.2010 Myrin 100 mg + Revlimid 10 mg 1,5 17 poz 124 181 6,0
23.12.2070 Myrin 100 mg + Revlimid 10 mg 2,8 7,77 neg 141 180 4,97
4.1.2011 Myrin 100 mg + Revlimid 10 mg 1,7 9,32 poz 131 226 6.35
27.1.2011  Myrin 100 mg + Revlimid 10 mg 1,8 8,0 poz 136 153 541
22.2.20117  Myrin 100 mg + Revlimid 10 mg 2,0 10,57 poz 139 138 4,65
23.3.20117  Myrin 100 mg + Revlimid 10 mg 2,1 8,26 poz 127 147 5,08
28.4.2011  Myrin 100 mg + Revlimid 10 mg 1,8 15 poz 84 169 5,39
3.5.2011 Myrin 100 mg + Revlimid 10 mg 1,7 14,4 poz 95 97 3,6

Fbg = fibrinogen (normalni hodnoty 1,88-3,5 g/I); D-Dim = D-dimery (normalni hodnoty 0,0-0,50 pug/ml); EGT = etanolgelifika¢ni
test, prokazujici solubilni fibrinové monomery, Hb = hemoglobin (normalni hodnota 130-176 g/I); Tromb = trombocyty (normalni
hodnota 150-350 x 10°); Leu = leukocyty (normalni hodnota 4-10 x 10°)

INF alfa = interferon alfa

Pti kontrolnim vysetieni bylo patrné
pouze ¢aste¢né zmenseni rozsahu pato-
logickych hmot na CT zobrazeni dutiny
bfisni a hrudni. Bolesti kosti viak ustaly
velmi zahy, jiz po dvou mésicich.

Thalidomid (Myrin)
Vzhledem k malému ucinku 1é¢by inter-
feronem alfa a nutnosti sniZit jeho davku
z 6 na 3 miliony jednotek jsme zvaZo-
vali, kterym dostupnym lékem potenco-
vat tuto lé¢bu. Po domluvé s paciento-
vou zdravotni pojistovnou byl od cervna
2006 pridan dalsi 1ék s prokdzanym inhi-
bi¢nim vlivem na angiogenezu - thali-
domid (Myrin), v ddvce 100 mg denné.
Jak interferon alfa, tak thalidomid maji
nezadouci Ucinky, které se zintenzivnuji
v zavislosti na délce 1é¢by. Interferon alfa
byl zpocatku dobfe tolerovan i v ddvce
6 milionU jednotek, posléze pro vyrazny
Ubytek hmotnosti, patologickou Unavu
(fatigue) a depresi musel byt snizen na
3 miliony jednotek. Postupné se neza-
douci tUcinky i této davky staly nesnesitel-
nymi. Stejné tak thalidomid (Myrin), zpo-

¢atku velmi dobre tolerovany, zacal byt
po mésicich |é¢by problematicky kvl
postupnému zhorsovani neuropatie.
Proto, jak je zietelné z prehledné tab. 2,
davky i sloZeni |é¢by se v ¢ase ménily
dle prevladajicich nezadoucich ucinka
toho ¢i onoho preparatu. Pro nezadouci
ucinky 100 mg thalidomidu jsme zacali
testovat nizsi davky: stfidani 100 a 50
mg/den a posléze 50 mg/den. Pfi snizeni
déavky thalidomidu se v3ak zacaly po-
stupné zvysovat hodnoty D-dimer(.

Lenalidomid 10 mg v monoterapii

V kvétnu roku 2010 jsme pro vyrazné ne-
zadouci Ucinky (zavazna neuropatie) pre-
rusili poddavani thalidomidu a presli jsme
na aplikaci lenalidomidu (Revlimid), ktery
ma také vyrazny inhibi¢ni vliv na angioge-
nezi, nezplUsobuje vsak neuropatii. Zvo-
lili jsme nejnizsi dostupnou davku, 10mg
tablety 1x dennég, ve stejném schématu
jako u mnohocetného myelomu v rdmci
udrzovaci lé¢by, tedy denni podavani
10 mg/den po dobu 3 tydnd s tydenni
pauzou pred dalsi davkou lenalidomidu.

Intenzita neuropatickych potizi po
zméné |é¢by - nahrazeni thalidomidu
preparatem lenalidomid - poklesla.

Lenalidomid v kombinaci s thalidomidem
Protoze ke konci monoterapie lenali-
domidem se mirné navysila hodnota
D-dimerU a také nepatrné poklesla kon-
centrace hemoglobinu, rozhodli jsme
se pro kombinovanou léc¢bu thalidomi-
dem v nizké davce 50 mg denné s lenali-
domidem. Oba léky se shoduji v tom, Ze
maji antiantiogenni plsobeni, ale jejich
nezadouci Ucinky jsou rlizné. Tolerance
této lé¢by byla dobra. Pfi uvedené davce
nedochazelo k Zddnému poklesu neu-
trofil(i, pacient subjektivné tuto léc¢bu
snasel dobfre a diky ni byl jeho stav dlou-
hodobé stabilizovany az do posledni
kontroly po¢atkem kvétna 2011.

Hodnoceni Gcinku lécby

CT a MRl vysetieni

Rozsah angiomatéznich hmot je vi-
ditelny na MRI i na CT zobrazeni me-
diastina a bfisni dutiny. Vyhodnoceni
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Obr. 10, 11. CT vysetieni bficha po intravenézni aplikaci jodové kontrastni latky ze dne 29. 1. 2007 - po Ié¢bé - jiz jen zcela minimalni
rezidua patologickych hmot v retroperitoneu (Sipka), a to pfedevsim paraaortalné vpravo v trovni hlavy pankreatu.

dosazené |é¢ebné odpovédi bylo prove-
deno mésic po jejim ukonceni, v lednu
2007 (obr. 10, 11, 16, 17). Byla proka-
zédna vyrazna regrese patologickych
tkani v bfisni dutiné a v mediastinu na
pouhé rezidualni hmoty. Pro hodno-
ceni |é¢ebné odpovédi u angiomatdzy
jsme nenalezli kritéria. Pokud bychom
se vyjadfovali v terminech pouziva-
nych u solidnich nador(, Ize dle zob-
razovacich vysetfeni hodnotit [écebny
efekt jako parcialni remisi nemoci; kom-
pletni remise nebylo dosazeno, protoze
rezidua byla stale zretelnd, i kdyz jiz ne-
velka. Vzhledem k mnohocetnosti lozi-
sek neni mozné hodnotit miru zmen-
Seni v procentech a presna kvantifikace

miry zmenseni vSech loZisek neni tedy
mozna.

PET/CT vysetreni s nitroZilnim poddnim
kontrastu

O pfinosu PET/CT pro diagnostiku an-
giomatdzy nejsou zadné publikace. CT
komponenta PET/CT vySetfeni umoz-
nuje velmi dobfe detekovat cetné he-
mangiomy patrné v obratlich hrudni
patefe (v obratlich Th7-8, Th10-12)
a v bederni patefi (v obratlich L4-S1)
a déle v levé kosti kycelni. PET kompo-
nenta PET/CT vysetfeni detekuje v mis-
tech s destrukci kosti hemangiomy se
snizenou akumulaci fluorodeoxyglu-
koézy. Mira akumulace fluorodeoxyglu-

kézy je v mistech postizeni obratld he-
mangiomovymi hmotami nizsi, nez je
normalni (fyziologickd) akumulace fluo-
rodeoxyglukézy v nepostizenych obrat-
lich (obr. 18).

Déle pfi PET/CT zobrazeni jsou vi-
ditelné nepravidelné (carovité) hypo-
denzni (hemangiomatézni) infiltraty
prostupujici mediastinem, bfisni duti-
nou; jsou viditelné v jaternim hilu a pro-
stupuji kaudalné celé retroperitoneum.
Metabolickd aktivita tohoto infiltratu
(mira akumulace fluorodeoxyglukézy) je
srovnatelnd s pozadim obr. 19. Lze tedy
fict, Zze ani kostni postizeni, ani infiltrat
v mediastinu, retroperitoneu nevyka-
zovaly patologicky zvySenou akumulaci

Obr. 12, 13. CT vysetieni hrudniku po intravendzni aplikaci jodové kontrastni latky ze dne 6. 5. 2005 - pfed zahajenim lécby - hypo-
denzni patologicka infiltrace mediastina retrosterndlné, paratrachealné a subkarinalné (Sipky), ktera ma stejné denzitni charakte-
ristiky jako infiltrace v retroperitoneu.
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Obr. 14, 15. MR vysetieni mediastina ze dne 26. 8. 2005, T1 vazeny obraz v sagitalni

(obr. 14) a koronarni (obr. 15) roviné — po zahdjeni Iécby - patologicka tkan v prednim
mediastinu retrosternalné ma v T1 smisené nizky signal a je jednoznaéné ohranicena
oproti okolnimu tuku (Sipka). Oboustranna infiltrace paravertebralné navazuje na ob-
ratlova téla, ktera maji abnormalni strukturu (Th 8, 10, 12), coz je obraz hemagioma-

tozy postihujici skelet i mékké tkané.

fluorodeoxyglukdzy, kterou bézné vi-
dame u vétsiny lozisek maligni etiologie.

Laboratorni zndmky aktivity procesu

Intenzivni proliferace angiomatéz-
nich struktur je spojena s tvorbou spe-
cifickych pasobkd, napfiklad vaskular-
niho endotelidiniho rlstového faktoru
(VEGF). Tyto hodnoty v3ak nejsou ru-
tinné vysetrovany. Proliferace angioma-
toéznich struktur vsak zpUsobuje dise-
minovanou intervaskuldrni koagulaci
(DIK) s naslednym snizenim hodnot fib-
rinogenu, vyraznym navysenim hodnot

D-dimer( a pfitomnosti solubilnich fib-
rinovych monomerd. V zavaznych pfipa-
dechdojdeikpoklesu poctu trombocyt(.

Tento chronicky probihajici DIK v an-
giomatdznich masach neni ovlivnitelny
aplikaci heparinu, jak popisuje litera-
tura a jak jsme ovéfili u tohoto pacienta.
Aplikace nizkomolekuldrniho heparinu
vibec tyto hodnoty neovlivnila, z{ista-
valy stejné jak béhem jeho podavani, tak
i po ukonceni jeho aplikace.

Patologické hodnoty koagulace vsak
byly ovlivnitelné Iéky inhibujicimi angio-
genezu, jak vyplyva z tab. 2.

Obr. 16, 17. CT vysetieni hrudniku po intravenézni aplikaci jodové kontrastni latky ze dne 1. 2. 2007 - po lé¢bé - patrna je podstatna
regrese mediastinalnich infiltratt subkarinalné, s pouze malymi reziduy paratrachealné.

PFi Uspésné |é¢bé interferonem alfa
(Introna) a thalidomidem (Myrin) se sni-
Zily hodnoty D-dimer( (stanovené tes-
tem STA LIATEST DDI firmy Stago), zvy-
Sila se hodnota fibrinogenu a vymizely
fibrinové monomery prokazované eta-
nolgelifikaénim testem. Zaroven se sta-
bilizovala hodnota hemoglobinu.

Uvedené koagula¢ni parametry spolu
s hodnotou hemoglobinu nyni pouzi-
vame k pribéznému hodnoceni akti-
vity jednotlivych typu Ié¢by, byt s jistym
omezenim, protoZe organizmus ¢lovéka
i onemocnéni angiomatézou se vyvijeji
v Case.

Pfed zahdjenim Iécby byly hodnoty
D-dimert vyssi nez 20 pg/ml, hodnota
fibrinogenu byla snizend na 1,4 g/l
a byly prokazatelné solubilni fibrinové
monomery etanolgelifika¢nim testem.
Pi terapii interferonem alfa (Introna)
v davce 6 mil. j. 3x tydné, po 10 mé-
sicich snizené na 3 mil. j. 3x tydné byl
median koncentrace fibrinogenu 1,5
(1,2-2,0) g/I, medidn hodnoty D-di-
merQ 17,2 (13,4-20,0) ug/ml, etanol-
gelifika¢ni test nebyl vzdy vysetien,
pokud vsak byl vysetien, tak z(sta-
val pozitivni. Prvni lé¢ba interferonem
probihala od 23. 6. 2005 az do 13. 6.
2006.

Pfi monoterapii thalidomidem (Myrin)
v davce 100 mg (18. 9. 2008 az 27. 8.
2009) byl medidn hodnoty D-dimer(
6,07 (4,71-10,21) pg/ml, median hod-
noty hemoglobinu 144 g/l, median
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Obr. 18. PET/CT vysetieni s podanim i.v. kontrastu provedené v zafti 2010.

Jsou patrny ¢etné hemagiomy patrné v obratlich Th (Th7,8 a Th10-12) a LS (L4-S1) pa-
tefe a levé kosti kycelni, v téchto mistech detekujeme snizenou metabolickou aktivitu,
ktera nedosahuje ani fyziologické aktivity v okolnich nepostiZzenych obratlich (obr. 18).

hodnoty fibrinogenu 1,9 g/, etanolge-
lifika¢ni test nebyl provadén.

- Pfi pouziti 50 mg Myrinu (18. 3. 2010
az 13.5.2010) je zfetelné postupné na-
rdstani hodnot D-dimer(.

- Pfi pouziti lenalidomidu (Revlimid)
v davce 10 mg doslo ke zvyseni hod-
noty D-dimer( na median 10,8 (10,8-
-17,35) pg/ml a poklesla hodnota he-
moglobinu, medidn 124 (117-135) g/I.
Byl pozitivni prakaz fibrinovych mono-
meru etanolgelifika¢nim testem.

- P¥i 1é¢bé kombinaci thalidomidu
(50 mg denné) a lenalidomidu (10 mg
1.-21. den ve 28dennich cyklech) byl
pacient stabilni po dobu 9 mésica.
Median koncentrace hemoglobinu se
zvysil na 131 (84-141) g/l. Median hod-
noty D-dimer0 se snizil na 9,3 (8,0-17)
pg/ml. Ve uvedené shrnuje tab. 2.

Diskuze

Mnohocetna angiomatéza diagnostiko-
vana v dospélosti je velmi vzacnym one-
mocnénim, o némz Ize ziskat informace
z popisu piipadd, nikoliv z klinickych stu-

dii. Udaje o incidenci mnoho¢etné angio-
matdzy jsme v literatufe nenasli [1-6].

Pfiznaky angiomatoézy

Hemangiomy mohou v dospélosti po-
stihnout kterykoliv organ a projevit se
v kterémkoliv véku. Expandujici heman-
giomy mohou zpUsobit jak lokdlni kom-
presi, tak destrukci okoli a mohou byt
zjevné jako viditelny ¢i hmatny patolo-
gicky utvar [7-11].

Pokud vzniknou vyznamné arterio-
vendzni zkraty, mohou byt pfi¢inou hy-
perkinetického obéhu a nékdy i srdec¢-
niho selhani.

V pfipadech, kdy tyto cévni neoplazie
postihuji dlouhé kosti a obratle, zp(iso-
buji bolesti pohybového aparatu. Osteo-
lyticka loziska patrnd na rentgenovém
snimku mohou pfipominat mnohocetny
myelom [12].

Je-li hemangiom dostatecné velky,
mUze byt pfi¢inou permanentni lokali-
zované intravaskularni koagulace s kon-
zumpci koagulacnich faktord, snizenim
fibrinogenu a trvalym zvysenim D-di-

merG. Nékdy dochdzi i k sekvestraci des-
ticek a k trombocytopenii. Klasicky Kasa-
bachlv-Merittové syndrom je popisovan
jako hypokoagulace s deficitem trombo-
cytti [13,14].

Nejzavaznéjsi a vzdy akutni kompli-
kaci je krvdceni z hemangiomu, které
muze byt smrtelné.V této kritické a Zivot
ohrozujici situaci se ukazal pfinosnym
rekombinantni faktor Vlla [15].

Misto angiomatozy v ramci WHO
klasifikace cévnich neoplazii
V tab. 3 informujeme o soucasné WHO
klasifikaci cévnich neoplazii. Rozlisuje
vaskularni malformace, benigni, semi-
maligni a maligni vaskularni tumory. An-
giosarkomy jsou velmi vzacné a vyskytuji
se ve véku kolem 60-70 let. Vyznacuiji se
velmi agresivnim chovénim. Drive zmi-
nované déleni hemangiomu na kapilarni,
kavernézni a smisené ztratilo vyznam,
protoze v sobé neobsahuje prognostic-
kou informaci. Terminy hemangiom ¢i
lymfangiom se pouzivaji pro loziskové,
dobre ohrani¢ené procesy. V poslednich
letech byly popsany nékteré markery,
které umozni odlisit proliferativni a ne-
proliferativni hemangiomy [16,17].
Termin angiomatdéza se pouziva pro
viceloziskové a nepfesné ohrani¢ené
cévni tumory, které prorustaji vice or-
gany a prostupuji vice tkanémi.
Angiomatéza mlze postihovat ob-
last gastrointestindlniho traktu, stfevni
sténu, mezenterium, retroperitoneum
a bfisni organy, napfiklad jatra. Ackoliv
gastrointestindlni angiomatdza je ob-
vykle benigni, mize byt pfi¢inou néh-
[ého umrti zpdsobeného nezastavitel-
nym krvacenim nebo stfevni obstrukci.
Kavernézni strevni hemangiomy nékdy
vytvéreji polyploidni utvary, postihuji
celé stfevo, ale i okolni tkdné a organy.
Ptiblizné dvé tfetiny pfipadl angio-
matoézy jsou diagnostikovany v prvnich
dvou dekadach zZivota a témér viechny
pfipady se projevi do 40 let [11-14,
18-22] (tab. 3).

Detekce hemangiomt a angiomatézy
zobrazovacimi metodami

Sonografie

Hemangiomy je mozné zviditelnit so-
nograficky, zobrazuji se jako hyperecho-
genni noduly s nepatrnym posteriornim
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Tab. 3. Diferencialni diagnostika reaktivnich a neoplastickych vaskularnich l1ézi [7,23].

Benigni

Hemangiom

Benigni cévni proliferace, ne vzdy neoplastického plivodu, ¢asto se jedna o malformaci nebo o reaktivni afekci. Mohou se vyskyt-
nout v jakékoli anatomické lokalizaci. Dle lokalizace a typu konstituujicich cév Ize klasifikovat do mnoha jednotek.

a) kapilarni hemangiom, zvlasté u déti v kizi v oblasti hlavy a krku, bézné spontanné regreduje.

b) kavernézni hemangiom v jakémbkoli véku, bézny v jatrech, kdzi, subkutis. Neregreduje.

¢) arteriovenézni hemangiom nemd nadorovou povahu, je charakterizovan pfitomnosti arteriovenézniho zkratu. Postihuji domi-
nantné hlavu a krk. Na rozdil od juvenilnich koznich hemangiom@ nemaji tendenci ke spontanni regresi. Jejich velikost mize byt
dostacujici ke vzniku konzump¢ni koagulopatie.

d) synovidlni hemangiom postihuje mladé jedince v podobé benigni proliferace krevnich cév v synovidlni tkani, nejcastéji kolene.
Casta je recidivujici bolest, otok a vypotek v postizeném kloubu.

e) intramuskularni hemangiom se objevuje v kosternim svalstvu obvykle jako pomalu rostouci zdufeni, ¢asto bolestivé, zvlasté po
svalové ndmaze. Vétsinou obsahuji komponentu zralé tukové tkané, Ize je pak klasifikovat jako hemangiolipomy.

f) venézni hemangiomy jsou tvofeny pfevazné vénami riizného kalibru. Cisté venézni hemangiomy se objevuji v dospélém véku,
velmi pomalu rostou. Jsou lokalizovany v kiizi a podkozi, nej¢astéji dolnich koncetin.

Epiteloidni hemangiom

Synonymem angiolymfoidni hyperplazie s eozinofilii je benigni vaskularni tumor s nezralymi cévami, vétsinou velikosti kapilar

s objemnymi epiteloidnimi endotelidInimi burikami. Majorita pfipadl je spojena s vyraznou zanétlivou komponentou, tvofenou
eozinofily a lymfocyty. Postihuje ¢asto podkozi hlavy nebo distalni ¢asti koncetin.

Angiomatodza

Jde o difuzni formu hemangiomd, které postihuji vétsi segment téla a prostupuji vice tkdnémi a organy (podkozi, svaly, kosti). Dia-
gndza angiomatdzy je tedy zaloZena nejen na morfologii, ale také na klinickych a zobrazovacich vysetrenich. LoZiska angioma-
tozy dosahuji od nékolika centimetrt po 10-20 cm velké tumory. Ackoliv je angiomatéza charakterizovana jako benigni zalezi-
tost, v 90 % pripadl dochazi k perzistenci lozisek. Metastazovani ¢i maligni transformace nebyla popsana.

Lymfangiom

Benigni afekce slozené z dilatovanych lymfatickych cest, bézné postihujici malé déti. Nejcastéji se vyskytuji v podpazi, na krku ¢i v tfislech
jako tzv. cysticky hygrom, zatimco kaverndzni typ se objevuje v dutiné Ustni, ale také v oblasti bficha, v mezenteriu a v retroperitoneu.
Lymfangiomatéza

Lymfangiomy vyskytujici se v mékkych tkanich, parenchymovych organech nebo kostech difuzné nebo multifokalné, analogicky
jako u angiomatdzy. Jde o velmi vzacny stav.

Borderline maligni

Kaposiformni hemangioendoteliom

Jde o lokélné agresivni vaskularni tumor z nezralych cévnich struktur. Casto zacind v retroperioneu, vytvai ascites a pFiznaky

z komprese okolnich struktur.

Muze viak postihovat dutinu hrudni i podkozi. Kaposiformni hemangioendoteliom nema tendence ke sponténni regresi, vétsinou
je provazen syndromem Kasabachovym Merittové.

Retiformni hemangioendoteliom

Je rovnéz lokalné agresivni, vzacné metastazujici vaskularni afekce. Postihuje nejcastéji kiizi a podkozi dolnich koncetin. Tento typ
cévni neoplazie je charakterizovan typickou arborizaci cév a morfologii vysokych nadorovych endotelovych bunék.

Papildrni intralymfaticky angioendoteliom

Klinicky lokalné agresivni, vzacné metastazujici tumor, charakterizovany kanalky podobnymi lymfatickym cévam a s papilarni en-
dotelidlni proliferaci. Velmi ¢asto prechazi do retiformniho hemangioendoteliomu, ke kterému ma tato jednotka tésny vztah. Nej-
Castéji postihuje kizi a podkozi dolnich koncetin.

Kompozitni hemangioendoteliom

Je velmi vzacny, lokalné agresivni, vzacné metastastazujci neoplazie s vaskularni diferenciaci, ktera obsahuje jak benigni, tak inter-
medidrni a maligni komponentu. Typicky postihuje distalni ¢asti koncetin. 25 % osob s touto cévni neoplazii ma lymfedém.
Maligni

Kaposiho sarkom

Je endotelialni tumor se 4 klinicko-epidemiologickymi formami s rliznym biologickym chovanim, typicky postihujici kizi, ale i sliz-
nice, lymfatické uzliny a vnitini orgény. Pro Kaposiho sarkom je typickd asociace s infekci huménnim herpesvirem 8.

Epiteloidni hemangioendoteliom

Jde o vaskuldrni tumor s metastatickym potencidlem, ktery je tvoren epiteloidnimi endotelidlnimi burikami usporadanymi v krat-
kych pruzich a hnizdech v myxohyalinnim stromatu. Obvykle postihuje povrchové ¢i hluboké tkdané koncetin, ale objevuje se i ve
vnitfnich orgdnech, zvlasté v jatrech. Ve skeletu je bézny multifokaIni vyskyt. Biologické chovéni je mezi konvené¢nim hemangio-
mem a angiosarkomem. Metastazy se popisuji u 20-30 % osob. Mortalita ¢ini 10-20 %.

Angiosarkom

Angiosarkom je vzacny vysoce agresivni maligni tumor vychazejici z endotelii. Nejvyznamnéjsi jsou angiosarkomy postihujici kizi
hlavy, koncetiny s lymfedémem (Stewart-Treveslv syndrom; typicky po mastektomii a lymfadenektomii) a angiosarkomy hlubo-
kych mékkych tkani, jater a sleziny. Jsou tvoreny vietenitymi nebo epiteloidnimi zietelné anaplastickymi nadorovymi burikami

s tvorbou rudimentdrnich vaskularnich kanald. K histologické diagnéze je ¢asto nutny imunohistochemicky prikaz endotelidlni
diferenciace. Postizena je pfedevsim dospéla populace, pediatrické pfipady jsou raritni.
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Tab. 4. Piehled lé¢ebnych postupd pouzitych pfi lé¢bé hemangiomd.

Kortikoidy

Z medikament(, které maji potencidl ovlivnit rist hemangiomd, zpomalit jej ¢i vést k jeho regresi, je nutno v prvni fadé jmeno-
vat kortikoidy. Lze pouzit jak loZiskovou, tak i systémovou aplikaci. Je popsan ucinek peroralni 1é¢by metylprednisolonem nebo
prednisonem v davce 2-5 mg/kg/den, podavané po dobu 3-4 tydn( s ndslednym sniZovanim po dal3ich 8 tydn(. Lé¢ebna odpo-
véd' byla popséna v 30 % pfipadl [29-31].

Cytostatika

Pokud nepomahaiji kortikoidy, jsou pouzivana cytostatika, nejcastéji vinkristin a cyklofosfamid. Jednim z pouzivanych rezimu je
podavani vinkristinu v davce 1,5 mg/m?i.v. 1x tydné a cyklofosfamidu 300 mg/m? 1x za 4 tydny po dobu dvou mésicd. Nasledné
pak jenom aplikace vinkristinu 1x za 3 tydny [32,33].

Interferon alfa

Od pocatku 90. let je k dispozici prvni [ék s prokdzanym antiangiogennim plsobenim, interferon alfa. Antiangiogenni efekt je
viak pouze jednim z biologickych G¢inkd interferonu alfa. U¢innost interferonu alfa je v této indikaci zndma a zmifiovana jiz

od roku 1990 [34] a od té doby v literature narostl pocet publikaci popisujicich Uspéchy interferonu alfa na nékolik desitek publi-
kaci a stéle pribyvaji dalsi a dalsi popisy pripadl, potvrzujici Gcinek interferonu alfa, a to nejen u béznych hemangiomd, ale také
u agresivnéji rostoucich retroperitonedlnich hemangioendoteliomd.

Doporucené davky kolisaji od 3 do 6 mil. celkové, ptipadné na m? 3krat tydné. Interferon alfa ma velmi pestré nezadouci Ucinky a vy-
soké davky obvykle nejsou dobfe tolerovany. Vyhodnou této 1é¢by je, Ze nema mutagenni a kancerogenni tcinky [2,35-37,80,81].
Thalidomid

Thalidomid se dostal poprvé na trh v roce 1958 jako sedativum a antiemetikum, vhodné pro gravidni Zeny. Pro teratogenni
ucinky byl v roce 1962 stazen z veskerého klinického uzivani.V poslednich 10 letech se viak znovu objevil, pouziva se pro Ié¢bu
erythema nodosum leprae, 1é¢bé aftdéznich ulceraci u Behcetovy nemoci a v posledni dobé byl prokazén jeho pfinos pro Ié¢bu
mnohocetného myelomu, ale i dalSich malignich nemoci. Thalidomid ma imunomodulaéni a déle antiangiogenni ucinky, inhi-
buje tvorbu vaskularniho endotelidlniho ristového faktoru (VEGF) a beta fibroblastového rlistového faktoru (bFGF) [38-43].

V soucasnosti je v CR pouzivan pro Ié¢bu mnohocetného myelomu, ale i daldich malignich krevnich chorob.

Lenalidomid

Jde o imunomodulacni lék s prokdzanym antiangiogennim ucinkem. Jeho standardni indikaci je mnohocetny myelom a nékteré
formy myelodysplastického syndromu. Zatim se v literature vyskytla pouze jedna zprava popisujici dokonce lepsi 1é¢ebny efekt
davky 15 mg a posléze 25 mg podavané obden, nez mél thalidomid v davce 100 mg. Pfi ddvce 15 mg denné byla po 15 tydnech
dosazena zdvazna myelosuprese s nutnosti do¢asného preruseni [é¢by [65].

Koxiby

Antiangiogenni vliv maji i léky ze skupiny koxibl. Proto zpomaluji recidivu stfevnich polypu a jejich antiangiogenni vliv souvisel
se zvysenou kardiovaskularni mortalitou pfi dlouhodobé pravidelné aplikaci. To vedlo ke stazeni nejucinnéjsich z nich ke skodé
nemocnych s angiomatézou. Dnes je dostupny pouze preparat Celebrex [44,45].

Bevacizumab

Nejnovéjsim jiz komeréné dostupnym antiangiogennim lékem je monoklondlni protilatka proti vaskularnimu endotelialnim fak-
toru. O jeho pouziti u hemangiomd je na rozdil od onkologickych indikaci velmi malo publikaci, zatim jen formou abstrakt(

z konferenci [46-51].

Zoledronat

Zoledronat je nejucinnéjsim bisfosfonatem pouzivanym pro Ié¢bu maligni osteolyzy a Pagetovy nemoci. Dominantnim tcinkem
je inhibice osteoklastd, a tim odbourdvani kosti. Dale bylo v in vitro studiich popsano i protitumorézni a antiangiogenni plso-
beni této latky. Z téchto dlivod je tato latka pfinosna pro lIécbu kostnich hemangiom [52-60].

Propranolol

Beta blokator propranolol u nas neni registrovany, nicméné o pfinosu propranololu pro [é¢bu détskych hemangiomi a angioma-
t6zy nalezneme mnoho reportll v Medline, citujeme pouze nékteré z poslednich publikaci [67-79].

Lokalni |é¢ebné postupy

Pro l1é¢bu dobfie lokalné dostupnych hemangiom je popsano pouziti chirurgickych postupt i kryochirurgické [é¢by a l1écby lase-
rovym zarenim. Sklerotizujici Ié¢ba je doporucovana jen pro nizce pritokové hemagniomy. Embolizacni [écbou Ize fesit i krvécivé
komplikace hemangiomut [61-63,82].

akustickym zvyraznénim, Ize je prokazat
dopplerovskym vysetfenim. Vzhledem
k difuznimu rdstu angiomatéznich hmot
vsak v tomto pfipadé sonografické vyset-
feni nevedlo k rozpoznani této nemoci.

CT zobrazeni

Pfi CT se zobrazuji jako hypodenzni loZiska
s denzitou odpovidajici cévnim struktu-
ram, které Ize potvrdit typickym sycenim
po aplikaci kontrastni latky (obr. 2, 6,7, 13).

MRI zobrazeni

Velmi dobfe se znazornuji pomoci MRI
zobrazeni.VT1 vazeném obraze maji he-
mangiomy nizkou intenzitu signalu, za-
timco pfi T2 zobrazeni vykazuji vysokou
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Obr. 19. PET/CT vysetieni s podanim i.v. kontrastu provedené v zari 2010.
Mediastinem, jaternim hilem a kaudalnéji celym retroperitonedlnim prostorem se spolu s cévami pruhovité tahne ,carovité
denzni (hemagiomatdzni) infiltrat, jehoZ metabolicka aktivita je srovnatelna s pozadim. Lze tedy fict, Ze ani kostni postiZeni, ani in-
filtrat v mediastinu, retroperitoneu nevykazoval patologickou miru konzumpce FDG, kterou bézné vidame u vétsiny lozisek maligni
etiologie.

intenzitu, kterd umozni velmi dobre odli-
sit hemangiomatdzni struktury od ostat-
nich orgdnt [18-21,24-271.

PET/CT zobrazeni

O zobrazeni angiomatdézy pfi PET/CT vy-
Setfeni neni dostatek udajd. V nasi ka-
zuistice postizené obratle vykazovaly
velmi nizkou metabolickou aktivitu (az
vypadek aktivity neboli fotopenii), tedy
vyrazné nizsi aktivitu nez u okolnich
zdravych obratl(. V takovém pfipadé byl
pfedpoklad nalezu metabolicky neak-
tivni struktury. Tak nizkou aktivitu vyka-
zuji solitarni hemangiomy, kostni cysty
nebo nejcastéji iatrogenni Utlum meta-
bolizmu v kostni dreni po provedené ra-
dioterapii. Vétsina benignich kostnich
tumor(i vykazuje aktivitu spiSe na trovni
fyziologické aktivity, tedy mohou byt
svou aktivitou k nerozeznani od zdra-
vych tkani.

Problémy s rozpoznanim diagnézy
u popisovaného pacienta
U popsaného pfipadu mladého muze
nebyly v mladi pfitomny zadné kozni
hemangiomy a ani pfi apendektomii
v détstvi nebyla v bfisni dutiné nalezena
zadnd patologickd angiomatdzni loziska.
Prvni ptiznaky mnohocetné angio-
matézy zplsobila destrukce obratll
a panve pozvolné progredujicimi he-
mangiomy, které jiz dva roky pred ope-

ra¢né potvrzenou diagnézou tvofily vy-
soce suspektni obrazy pro tuto diagnézu
na MRI zobrazeni.

Logicky krok ortopedt bylo provedeni
excize z nejasného loziska. Odbér z lo-
paty kosti kycelni byl patology mylné
interpretovédn jako myelofibréza s po-
dezfenim na primarni myelofibrézu. Mu-
sime zdUraznit, Ze pfi odbérech malého
vzorku materidlu pfi biopsii kosti je sta-
noveni diagnézy angiomatdzy témér
nemozné. V literatufe se uvadi, Ze pfi
histologickém vysetfeni kosti postizené
agresivné rostoucim hemangiomem
byva v histologickém preparatu vzdy vy-
razné fibrozni stroma, které v disledku
krvaceni byva plné depozit hemoside-
rinu. Pouze v pfipadé, Ze se provede spe-
cidlni imunohistochemie - znazornéni
endotelidlnich povrchl pomoci pfitom-
nosti znakd CD31 a CD34 - je mozné vy-
slovit podezieni na hemangiom [12].

Prvni pfiznaky angiomatézy (bolesti
kosti) a prvni pokus o histologickou dia-
gndzu z kostni excize tedy nevedly k ob-
jasnéni diagnoézy.

Pacient vsak trpél i bfisnim dyskom-
fortem, byla diagnostikovana hypoalbu-
minemie a také hypochromni anémie.
Zazivaci potize byly divodem k opako-
vanym endoskopickym vysetfenim. Je
zfejmé, Ze u pacienta docasné docha-
zelo nejen ke ztrdtdm krve a Zeleza zazi-
vacim traktem, ale také ke ztratdm bilko-

i

hypo-

vin. Makroskopicky obraz stfevni sliznice
byl sice abnormalni, ale nedovolil zad-
nou jasnou diagndézu, ani biopsie sliz-
nice nepomohla objasnit etiologii vi-
ditelnych zmén. Podobné komplikace
popisuji i dalsi autofi [7,13,18,28,64,65].
Nicméné nemuizeme presné vysvétlit,
pro¢ v urcité dobé doslo k hypoalbumi-
nemii a co presné zpUsobilo zmény ve
stfevnim lumen.

V roce 2005 v3ak byla u pacienta na-
lezena zvét3end uzlina v tfisle. Z dia-
gnostickych davod( byla exstirpovana
a nasledovalo CT mediastina a bfi-
cha v rdmci diferencidlni diagnostiky
lymfadenopatie.

Prekvapenim byly nejasné infiltrativni
zmény v oblasti mediastina a bficha. Ty
vedly k probatorni laparotomii a makro-
skopickému i histologickému stanoveni
diagnézy.

Lécebné postupy u hemangiomti

a angiomatozy

Pro l1é¢bu angiomatdzy neexistuji zadné
oficidlné doporucované postupy. Infor-
mace o tom, co je mozné témto nemoc-
nym nabidnout, Ize najit pouze formou
popist jednotlivych pfipadd, v nichz je
popsana lécba, které méla u jednotli-
vého pacienta ¢i malého souboru pa-
cientl néjaky efekt. Pfehled publikova-
nych lé¢ebnych moznosti stru¢né uvadi
tab. 4.
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V nasem pfipadé jsmezdmérné nepou-
zivali prednison, nebot pacient mél opa-
kované Zivot ohrozujici hematemezu.

Z tohoto relativné nevelkého vy-
béru 1ékll s prokdzanym antiangiogen-
nim ucinkem jsme vybrali interferon alfa
a zoledronét.

Pti prvni CT kontrole provedené pfi-
blizné po 5mési¢ni 1écbé byla patrna re-
grese patologickych hmot, ale porad
jesté byly hmoty dosti zietelné (obr. 8, 9).
Pfesnéjsi vyjadieni Ié¢ebné odpovédi
v procentech zmenseni patologické
tkané vzhledem k difuznosti projevi
neni redlné.

Co se tyka kostnich projevd, vedla
[é¢ba interferonem a zoledronatem k vy-
mizeni bolesti do 2 mésicli od zahdjeni
Iéby. Postizeni skeletu angiomatdznimi
hmotami je vsak velmi rozsahlé, takze je
nutné pokracovat v aplikaci zoledronatu
i po vymizeni bolesti, a to dlouhodobé.
V prvnich 4 letech to bylo v mési¢nich in-
tervalech, nyni ve dvoumésicnich.

Vzhledem k neuplné regresi patolo-
gickych hmot jsme po 5mési¢ni 1écbé in-
terferonem alfa zvazovali dalsi 1écebné
moznosti.

Zcela horkou novinkou je protilatka
proti vaskularnimu endotelidlnimu rds-
tovému faktoru (anti VEGF) bevacizu-
mab, firemnim nazvem Avastin. V roce
2011 jsme vsak v literatufe nenasli zad-
nou zminku o pouziti tohoto léku u an-
giomatdzy. A tak jsme do kombinace
zvolili thalidomid, |ék, ktery ma také an-
tiangiogenni plisobeni, ale ktery v zad-
ném z piipadd nevede ke krvacivym
komplikacim.

Kombinovanou lé¢bu thalidomid, in-
terferon a zoledronat mél nas mlady
muz jen 6 mésicu, pak byla provedena
kontrola metodou CT. Prekvapujicim vy-
sledkem bylo témér kompletni vymizeni
patologickych hmot na CT zobrazeni.
Tento excelentni nalez na CT a touha mit
vlastni déti vedly mladého muze k za-
dosti o preruseni l1é¢by, nebot thalido-
mid ma zndmé teratogenni ucinky, in-
terferon alfa sice nema mutagenni ani
teratogenni Ucinky, ale mimo jiné zpQ-
sobuje urcitou miru fatigue ¢ili patolo-
gické unavy.

Bohuzel pfi preruseni |é¢by doslo k re-
cidivé angiomatézy do plvodnich roz-
mérU. A ani ne za rok od preruseni [é¢by

pfivedla mladého muze masivni hema-
temeza zpét na JIP naseho pracovisté. CT
potvrdilo recidivu, a tedy nutnost trvalé
lé¢by s cilem udrzet stabilitu nemoci.
Nemame zatim Iék, ktery by ji eradikoval.

Zoledrondt je tolerovdn excelentné
a bez problémd. Plvodni davka interfe-
ronu alfa musela byt pro patologickou
unavu (fatigue), ubytek hmotnosti a de-
presi snizena ze 6 mil. jednotek na 3 mil.
jednotek. Ale i davka 3 miliony jedno-
tek vedla po vice mésicich k tak inten-
zivnim nezddoucim Ucinkim, Zze bylo
nutné jej vynechat. Thalidomid v davce
100 mg dlouhodobé udrzel stabilitu ne-
moci. Ale v pribéhu této Iécby se zinten-
zivAuji jeho nezadouci ucinky - zhor3uji
se nepfijemné projevy neuropatie, a tak
jsme zkusili snizit davku na 50 mg/den.
Pri této davce vsak zacala nardstat kon-
centrace D-dimer( a z toho usuzujeme,
ze thalidomid v této davce nema poten-
cial dlouhodobé udrzet stabilni angio-
matdzu bez progrese a s ni spojenych kr-
vacivych projev(. V podobném piipadé
mnohocetnych angiodysplazii stfevniho
traktu byla nemoc zcela kontrolovéna
davkou 100 mg, zatimco pfi ddvce 50 mg
recidivovalo krvaceni [64].

V ramci akce CUP jsme mohli otesto-
vat vliv lenalidomidu na tuto nemoc.
Lenalidomid je derivat odvozeny od
thalidomidu, ktery ma na angiogenezu
podobné inhibi¢ni ucinky jako thali-
domid, ale lisi se nezaddoucimi Ucinky.
Zatimco u thalidomidu je pfevazuji-
cim nezddoucim uc¢inkem neurotoxi-
cita, je u lenalidomidu pfevazujicim
nezaddoucim uc¢inkem myelosuprese,
zatimco neurotoxicitu tento |ék nevy-
déavkovani lenalidomidu 10 mg denné.
Tato davka je standardné pouzivana
u pacientd s mnohocetnym myelo-
mem v ramci udrzovaci lé¢by. V rdmci
induk¢ni 1é¢by se vsak u mnohocet-
ného myelomu podavé 25 mg denné
po 3 tydny s tydenni pauzou pred dal-
$im cyklem. Tuto vyssi davku jsme ne-
pouzili z obavy, aby jeji dlouhodobé
podavani nevedlo k myelosupresi. Na-
Semu pacientovi jsme tedy po sezna-
meni a podepsani informovaného sou-
hlasu s aplikaci registrovaného léciva
a nestandardni indikaci podali lenalido-
mid (Revlimid) v davce 10 mg.

Pti pouzité davce lenalidomidu se
vsak postupné zvysovaly hodnoty D-di-
merd, a Ze toto zvySovani hodnoty D-di-
mer( je klinicky signifikatni, jsme usou-
dili z poklesu hodnoty hemoglobinu,
ktery byl s vysokou pravdépodobnosti
zplsoben krevnimi ztratami, a ne mye-
losupresivnim vlivem lenalidomidu, pro-
toze hodnoty leukocytl a trombocyt(
se pfi pouzivani lenalidomidu oproti
hodnotam v dobé uzivani thalidomidu
nijak signifikantné neménily. Pfi Myrinu
100 mg denné byl median poctu leuko-
cytll 7,57 (4,92-10,3) x 10%I1 a trombo-
cytlh 144 (143-213) x 10%/I, pfi lenalido-
midu byl median poctu leukocytl 6,89
(5,81-9,22) x 10%1 a trombocytd 166
(163-210) x 10%I.

Z této zkusenosti soudime, ze lena-
lidomid (Revlimid) v ddvce 10 mg neni
u této nemoci tak ucinny jako Myrin
v davce 100 mg.

Ve svétovém pisemnictvi jsme nasli
pouze jednu zpravu o Uspésném podani
lenalidomidu v indikaci mnohocetného
postizeni stieva hereditarni hemorrha-
gickou teleangiodysplazii. V této zpravé
se udava, ze lé¢bu zahdjili 10 mg lenali-
domidu, které postupné zvysilina 15 mg
denné. Po 15 tydnech museli tuto lécbu
prerusit pro cytopenii a po Upravé krve-
tvorby presli na dévku 15 mg a posléze
25 mg ob den a uvadéji, Ze pfi této davce
lenalidomidu ma pacient mensi krevni
ztraty nez pfi 100 mg thalidomidu [65].
Dale se lenalidomid osvédcil u dalsi ne-
moci z této skupiny chorob - u multifo-
kalniho epiteloidniho hemangioendote-
liomu [66].

Vzhledem k pozitivnim zahrani¢nim
zkusenostem s lenalidomidem u angio-
matozy jsme u tohoto pacienta pfistou-
pili ke kombinované 1é¢bé thalidomid
(v redukované davce 50 mg denné) a le-
nalidomid (10 mg 1.-21. den ve 28den-
nich cyklech). Oba léky se shoduji v Z&-
doucim antiangiogennim ucinku, ale
maji odlisné nezadouci ucinky. Od za-
hajeni této kombinované |é¢by v zafi
2010 az do posledni kontroly pocat-
kem kvétna 2011 byl pacient stabilni,
bez znamek krvaceni az do kvétna roku
2011. Kombinovana lé¢ba thalidomi-
dem a lenalidomidem pfedstavuje novy
[é¢ebny postup u pacientli s mnohocet-
nou angiomatézou.
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Zaveér

Mnohocetnd angiomatdza je agresivni,
byt nemaligni cévni onemocnéni. Pro
[é¢bu byl standardné pouzivan predni-
son a interferon alfa. V pfipadé opako-
vané hematemezy nejsou glukokorti-
koidy bezpe¢né. Kombinace interferonu
alfa se zoledronatem a thalidomidem
vsak vedla k objektivni [écebné odpo-
védi dle CT zobrazeni a dle poklesu hod-
noty D-dimer0 a ke vzestupu koncent-
race fibrinogenu.

Dle koagulacnich parametr(, které vy-
povidaji o intenzité diseminované intra-
vaskuldrni koagulace, Ize za velmi ucin-
nou lé¢bu povazovat thalidomid v davce
100 mg, pfi nizsi davce jiz dochazelo
k narlstu téchto parametrd.

Interferon alfa v davce 6 mil. jednotek
3% tydné, po case redukované na 3 mi-
liony jednotek 3x tydné, je dle uvede-
nych parametr méné ucinny nez thali-
domid, byt pfiznivy Uc¢inek monoterapie
interferonem alfa je nesporny.

PFi 1é¢bé lenalidomidem (Revlimid)
v dévce 10 mg 1.-21. den ve 28dennich
cyklech doslo k postupnému vzestupu
hodnoty D-dimerld a poklesu koncent-
race hemoglobinu, z ¢ehoZ usuzujeme,
ze lenalidomid (Revlimid) v davce 10 mg
denné ma u této nemoci mensi efekt nez
thalidomid 100 mg denné.

Lécba kombinaci lenalidomidu (10 mg
denné 1.-21. den ve 28dennich cyk-
lech) a thalidomidu (v redukované
déavce 50 mg denné) vedla ke stabilizaci
nemoci.

Podékovani

Lécba pacienta se uskutecnila za laskavé
podpory firmy Celgene s.r.o. z projektu
Compassionate Use Program, ur¢eného
pro pacienty se vzacnymi hematoonko-
logickymi onemocnénimi.
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Timto sdélenim chceme informovat
o novém vzdélavacim programu v oboru
chirurgické onkologie (onkochirurgie)
v Ceské republice, ktery od roku 2011
umozniuje chirurgdm ziskat v této ob-
lasti oficidlni specializaci.

Cilem specializa¢niho vzdélavani je
ziskat vysokou kvalifikaci pro 1é¢bu so-
lidnich nadoru. Predpoklada to splnéni
nasledujicich pozadavk:

zvladnuti teoretickych zdklad( oboru
onkologie a zakladnich principl dia-
gnostiky nadorovych chorob,
zvladnuti multidisciplinarniho pfistupu
v [é¢bé nadorovych onemocnéni a se-
znameni se se zaklady chemoterapie
a radioterapie s diirazem na moderni
zasady neo- a adjuvantni [éCby,
ovladat indikacni kritéria radikalni i pa-
liativni chirurgické l1é¢by, indikac¢ni kri-
téria miniinvazivnich postupu a zna-
lost principl lé¢by i u hranicicich
obor, jako je intervenc¢ni radiologie
a endoskopie,
ovladdat samostatné prakticky viechny
typy onkochirurgickych operaci v ob-
lasti chirurgie, kterou se onkochirurg
zabyv4, véetné miniinvazivnich endo-
skopickych technik; v oblastech on-
kochirurgie, které nejsou predmé-
tem jeho pravidelné pracovni napiné,
zvlddnout principy této IéCby,

ovladat zaklady védecké prace a pravi-

dla pro vedeni odbornych diskuzi a se-

zndmit se s potfebnou zdravotnickou
legislativou,

podilet se na odborné vychové a dal-

$im vzdélavani spolupracovnikl, byt

schopen podilet se na koordinaci a fi-
zeni interdisciplinarnich tyma.

Pracovni skupina ¢lent vyboru Ceské
chirurgické spole¢nosti a vyboru sekce
Onkochirurgie Ceské onkologické spo-
le¢nosti vychazela pfi vytvaieni tohoto
programu ze zahrani¢nich zkusenosti
s touto specializaci v Evropé a USA [1-4]
a z vlastni dlouholeté praxe v onkochi-
rurgii [5-7]. Zpracovany material byl
podroben diskuzi a upraven podle pti-
pominek, které zaznély na vyboru Ceské
chirurgické spolecnosti.

V soucasnosti vystupuje stale vice do
popfedi snaha o dosazeni maximalni
kvality v poskytovani diagnostické a Ié-
Cebné péce a zlepsovani vysledkl v chi-
rurgii. Je nezbytnou nutnosti sledovat
a kontrolovat kvalitu péce a dosazené
vysledky. Rada studii prokazuje, zvlasté
pak u slozitéjsich operaci, Ze kvalita a vy-
sledky se zlep3suji imérné s poctem pro-
vadénych operaci. Tento princip ,high
volume hospitals” vede k nutnosti sou-
stfedovat specializovanou onkochirurgii
do vétsich center [8]. Tato tendence se
postupné zacina prosazovat i u nas. Jed-
noznacné se jiz prosadila v oblasti spe-
cializované medikamentézni 1é¢by a ak-
tinoterapie vytvorenim onkologickych
center v CR, kam se soustfeduje péce
o nejzavaznéjsi onkologické pacienty [9].
Nepochybné se tak bude zmensovat
proti soucasnosti i pocet chirurgickych
pracovist, kde se budou operovat onko-
logi¢ti nemocni, a bude dochézet k je-
jich vétsi koncentraci ve smyslu principu
+high volume hospitals”. Bude tak pfiby-
vat chirurg(, jejichZ prevazujici pracovni
naplni se stane péce o onkochirurgické
pacienty. Z toho vyplyva naléhava po-
tfeba vy3si specializace v onkochirurgii.
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Navrhovany vzdélavaci program v oboru
chirurgické onkologie (onkochirurgie) je
koncipovan jako nadstavbova specializace
vseobecné chirurgie, jejimz cilem je ziskat
vysokou kvalifikaci pro lé¢bu solidnich na-
dorti. Dobaskolenije 3rokyajezaméfenana
ziskani teoretickych a klinickych poznatku
o nadorovych onemocnénich. Samo-
zfejmé, Ze pfi dnesnim stupni specializace
nem0izZe existovat univerzalni onkochirurg,
ktery by zvladl operace viech solidnich na-
dord. V priibéhu skoleni v onkochirurgii se
poZaduje ziskani Sirokého teoretického za-
kladu v onkochirurgii a znalosti a praktic-
kych zkuSenosti v samostatném provedeni
komplexu onkochirurgickych operaci v roz-
sahu specializace skolence. Cilem skoleni je
ziskani zkusenosti v diagnostickych postu-
pech, v provedeni radikélnich ¢i paliativnich
resekcich nadord, lymfadenektomii a dile-
zitych paliativnich postupech. Pocet ope-
raci neni pfesné urcen, ale doporucuje se
pocet potiebny k ziskani dostatecnych po-
tfebnych zkusenosti.

Doporucuje se nejméné 120 onkochi-
rurgickych operaci. K prikazu potieb-
nych zkusenosti musi $kolenec dosah-
nout nejméné 180 bodu. Uziva se tohoto
skérovaciho systému:

Klin Onkol 2012; 25(1): 63-64

63




NOVE MOZNOSTIVZDELAVANI CESKYCH CHIRURGU V ONKOCHIRURGI!

- asistence u velké onkochirurgické ope-
race - 1 bod,

- provedeni velké chirurgické operace -
2 body,

- asistence mladsimu chirurgovi u velké
onkochirurgické operace - 3 body.

Nejméné polovina ze 120 operaci
musi byt provedena $kolencem. Ope-
race musi byt dokumentovany v za-
znamu o prabéhu skoleni, tzv.,logbook”.

PoZadavky na ziskani praktickych zku-
Senosti je mozno rozdélit do nasleduji-
cich moduli a skolenec musi ziskat prak-
tické zkusenosti nejméné z jednoho
modulu. Pokud praxe zahrnuje vice mo-
duld, nejméné 80 % ziskanych bodu
musi byt z jednoho modulu:

- melanomy a sarkomy,
- gastrointestinalni chirurgie,

- endokrinni chirurgie,
« chirurgie prsu,
+ hrudni chirurgie.

Zavér

Zpracovany navrh vzdélavaciho pro-
gramu v oboru chirurgické onkologie
(onkochirurgie) v Ceské republice byl
koncem roku 2008 ptedan na Mz CR
a po schvaleni akredita¢ni komise vesel
v platnost vydanim ve Véstniku Minis-
terstva zdravotnictvi CR, roénik 2011,
¢astka 6, vydaném 29. 6. 2011. Postgra-
dualni vzdélani chirurgd v onkochirurgii
bude probihat na pracovistich akredito-
vanych pro onkochirurgii a organiza¢né
ho bude zajistovat nové vznikla subka-
tedra onkochirurgie IPVZ Praha, kam je
mozno podavat pfihlasky o zafazeni do
oboru onkochirurgie (Wwww.ipvz.cz).
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ERRATUM

Erratum

V Klin Onkol 2011; 24(6) bylo ve ¢lanku Antovska S. V. et al. Predictive Values of the Ultrasound Parameters, C-125 and Risk
of Malignancy Index in Patients with Ovarian Cancer chybné uvedeno jméno spoluautorky. Sprdvné jméno spoluautorky zni

Basheska N.
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Avastin v 1. linii lécby metastatického karcinomu prsu

Presné zacilend inhibice VEGF (Vascular Endothelial Growth Factor)
prokazatelné prodluzuje preziti nemocnych u fady nddorovych onemocnéni.

Avastin je mozné podavat v Komplexnich onkologickych centrech.
Jejich sit je popsana na www.onconet.cz

/AVASTIN

bevacizumab
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pro indikace kolorektalni karcinom, karcinom prsu, nemalobunécny plicni karcinom

. 0 Leading angiogenesis
a karcinom ledviny (podminky dhrady jsou uvedeny na www.sukl.cz)

inhibition
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gistration Limited, Velkd Britanie, Registracni Cisla: E 00/001
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ve véku nad 65 let (zvysené riziko vzniku arteridlnich tromboembolickych
prihod), u pacientd s kongenitini hemoragickou diatézou, ziskanou koa-
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RECENZE

Raudenska J., Javirkova A.

Lékarska psychologie ve zdravotnictvi
Praha: Grada 2011. 304 s. ISBN 978-80-247-2223-8.

Dvé klinické psycholozky, Jaroslava Rau-
denska a Alena Javirrkova, vydaly v nakla-
datelstvi Grada spole¢né knihu s ndzvem
Lékarska psychologie ve zdravotnictvi.
Na zadni strané prebalu je uvedeno, Ze je
urcena predevsim lékaidm a medikim.
Je jisté zbytecné néjak zvlast zdlirazno-
vat, jak hodné je psychologie ve zdravot-
nictvi tfeba. Vsichni to zndme z vlastni
pacientské zkusenosti — vzdyt jde o nasde
zdravi, dalsi kvalitu Zivota; jak tedy do-
slova neviset na rtech lékare, zdravotni
sestry, jak nebyt az nadmérné vnimavy,
jestli si nas dostate¢né vsimaji, jestli 1ékar
nezlstane sedét a bude jen sledovat poci-
tac, jestli vstane a poda ndm ruku, usméje
se a bude se zajimat o nas jako o ¢lo-
véka a nejen jako o objekt. O zdravot-
nich sestrach to plati naprosto stejné...
Uz jen proto je kazda psychologicka edu-
kace ve zdravotnictvi potfebna a vitana.

Autorky pochopitelné nezUstavaji
u né&jakych obecné proklamativnich (byt
eticky podlozenych) postojl. Pod super-
vizim okem nejvyse kvalifikovanych re-
cenzentl (prof. MUDr. Jan Prasko a doc.
PhDr. Jana Kocourkovd) sestavily publi-
kaci z fady jednotlivych kapitol, z nichz
kazda je ucelend, srozumitelné ¢lenéna
a zakoncena shrnutim, zavérem, ¢esko-
-anglickym slovni¢kem pojm, kontrol-
nimi otdzkami (ano, kniha je zamyslena
i jako ucebni text!) a bohatym sezna-
mem relevantni literatury. Tuto strukturu
ma i Uvod prace.

Podivejme se ale na obsah prace. Jde
o devét kapitol rozdélenych do tii ¢asti

knihy. Prvni ¢ast je obecnd (a je také
tak nazvand). A jiz jeji prvni kapitola,
Celostni péce o pacienta, vytycuje za-
sadni zplsob uvazovani. Autorky pro-
chézeji slozitostmi vztahu psychiky
a téla, vzdjemnou podminénost téchto
sloZek nasi celistvosti definuji zakladni
zUcastnéné discipliny, pfiblizuji uvazo-
vani v psychosocidlnim a biopsychoso-
cidlnim modelu atd. Ctenaf si tak maze
uvédomit, Ze moderni medicina se ocita
ve dvoji zvlastni pozici: na jedné strané
jsme svédky vydélovani dil¢ich oboru
a specializaci (a s pfibyvajicimi poznatky
a technickou oporou to vlastné ani jinak
nejde) a na strané druhé je medicina
tla¢ena k syntetickému, komplexnimu
uvazovani nad vznikem nemoci a jejich
terapif, nad posilovanim zdravi v jeho
biologickém, psychologickém i social-
nim chapani. Clovék nebyva nemocen
jaksi v celku”; nékteré organy, funkce,
schopnosti a dovednosti jsou mnohdy
zablokované, tak ¢i onak postizené, ale
soubézné je zde fada dalSich oblasti Zi-
vota, které jsou v normé a jejichz roz-
voj muze byt podstatny pro kvalitu Zi-
vota daného c¢lovéka. Druha kapitola
je znaéné hlubokou sondou do souvis-
losti vnéjsiho i vnitfniho chovani's celou
pestrou skalou kognitivnich proces.
A jestlize si moderni medicina chce stéale
vice véimat toho, jak ¢lovék Zije a jak
jeho zpUsob Zivota souvisi se zdravim
(resp. s nemoci), je pravé tento behavio-
ralni pohled zcela zdsadni. Autorky zde
navic vyuzivaji svou zkusenost v oblasti

tzv. kognitivné behavioralni terapie.
Z obecné &asti knihy jesté alespon upo-
zornim na kvalitné zpracovanou kapi-
tolu o etice lékaiské (a dodejme: kazdé
zdravotnické) profese, o nebezpedi syn-
dromu vyhoteni apod. Druha ¢ast knihy
se jiz zamérfuje na vybrané oblasti kli-
nické mediciny, konkrétné na otazky
bolesti a déle na onkologickd a derma-
tologickd onemocnéni. A rozuméjme:
vzdy jsou probirané slozité vztahy bio-
psychosocidlni. Posledni ¢ast knihy au-
torky nazvaly Aplikace lékafské psycho-
logie v multidisciplinarnim pojeti [é¢by.
Stru¢né feceno, zde je probiran cely
zdravotnicky tym, jeho sloZeni a spolu-
prace v zajmu co nejkomplexnéjsi a nej-

Ctenéf této recenze jisté pochopi, ze
hlubsi zabér by v tuto chvili jiz nasti-
nény obraz spise komplikoval. Celkové
Ize knize jen popfrat, aby nasla premys-
livé ¢tendre, kterym ma véru hodné co
fici, a aby jim pomahala v rozvoji do-
statecné Sirokého, ale stale disciplino-
vaného mysleni, jak by to snad vyjadfil
slavny lékaf Eugen Bleuler.

Na zavér viak jesté jedna poznamka:
pfes veskerou snahu obou autorek se
nelze domnivat, Zze by kniha, byt sebepo-
vedenéjsi, mohla nahradit dlouhodobé
a systematické trénovani takového kom-
plexniho mysleni pod dohledem zkuse-
nych a moudrych ucitel(.. A jediné v této
kombinaci kniha splIni svij ucel.

doc. PhDr. Jiti Sipek, CSc., Ph.D.
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Tematicky seznam publikaci vydanych
v Klinické onkologii v roce 2011

Pfipominame, Ze na internetovych strankach ¢asopisu Klinickd onkologie (www.linkos.cz) je dostupny specidlni vyhledava¢ (,Hle-
dani ¢lank(”), kterym jednoduse naleznete ¢lanek na pozadované téma nebo od pfislusného autora a ktery Vami vyhledané pu-
blikace prevede pfimo do formétu citace (stisknutim pfikazu,Vygenerovat seznam literatury”).V databazi jsou viechny publikace
vydané v Klinické onkologii od roku 1988. Rada ¢lank(i pfitom obsahuje velmi cenné historické Gidaje z prostfedi ¢eské a sloven-

ské onkologie.
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Spolec¢nost Fresenius Kabi vlastni Spickova vyrobni zafizeni a procesy, auditované

a schvalované mezinarodnimi regulacnimi organy jako je FDA (Americky urad

pro kontrolu potravin a [éciv), MHRA (Lékova agentura Velké Britanie), WHO (Svétova
zdravotnicka organizace), TGA (Australsky urad pro terapeutické vyrobky), EDQM
(Evropsky urad pro kvalitu léciv a zdravotni péce Rady Evropy) a EMA (Evropska
|ékova agentura). Vétsina nasich produktt je vyrabéna z vlastnich surovin, coz nam
umoznuje lepsi fizeni vyroby a distribuce. Poskytujeme ucelena data o stabilité
smésnych pripravkd a data o kompatibilité.
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