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ÚVOD
Folikulární lymfom vzniká maligní transformací bunûk foli-
kulárního centra a fiadí se mezi B ne-Hodgkinovy lymfomy
(NHL). Lymfomy této skupiny se vyznaãují relativnû dlou-
h˘m mediánem pfieÏití (mezi 5-10 lety) a indolentním prÛbû-
hem s pomalou progresí. V˘jimeãnû se mohou vyskytnout
i spontánní remise (1). Jejich charakteristick˘m znakem je, Ïe
odpovídají obvykle velmi dobfie na iniciální léãbu. Pravidelnû
v‰ak relabují a jsou tudíÏ jen zfiídka vyléãitelné (2, 3). S dél-
kou léãby vzrÛstá i pravdûpodobnost histologické transfor-
mace do agresivních typÛ lymfomÛ (1,3, 4). 
Za uplynulá tfii desetiletí, zejména díky uplatnûní chemotera-
pie a radioterapie, se podafiilo zv˘‰it 5-leté pfieÏívání pacientÛ
s NHL z 31% na 52% (5). Nûkteré typy lymfomÛ jsou dokon-
ce potenciálnû vyléãitelné. Nicménû toto tvrzení neplatí pro
folikulární lymfom, kde zÛstává úãinnost léãby stále velmi
málo uspokojivá. V léãbû se zkou‰ejí nejrÛznûj‰í pfiístupy od
strategie „watch and wait“ aÏ po alogenní transplantace kost-

ní dfienû. Pfies ve‰keré úsilí se nepodafiilo zatím dosáhnout pod-
statného zlep‰ení prognózy nemocn˘ch. Naopak pouÏití agre-
sivní léãby vede ãasto ke komplikacím a tím k v˘raznému zhor-
‰ení kvality Ïivota (3).
Neúspûchy v dosavadní léãbû pacientÛ s folikulárním lymfo-
mem vyvolávají potfiebu zavádûní nov˘ch léãebn˘ch pro-
stfiedkÛ. Jedním z nadûjn˘ch lékÛ, kter˘ se v protinádorové
léãbû zaãal uplatÀovat od poãátku 90. let 20. století, je fluda-
rabin monofosfát (2F-Ara-AMP). Tento nov˘ purinov˘ ana-
log se úspû‰nû prosazuje zejména v léãbû nízce maligních
lymfoproliferací zejména díky své selektivní afinitû k lymfo-
idním buÀkám a schopností indukovat apoptózu. Tato práce
podává pfiehled základních farmakologick˘ch vlastností flu-
darabinu, vãetnû synergizmu a popsan˘ch typick˘ch i vzác-
nûj‰ích toxick˘ch úãinkÛ. Úãinnost fludarabinu v indikaci
folikulárního lymfomu je dokumentována pfiehledy nejv˘-
znamnûj‰ích studií fludarabinu v monoterapii i v kombino-
vané léãbû.

FLUDARABIN V LÉâBù FOLIKULÁRNÍCH LYMFOMÒ

FLUDARABINE IN TREATMENT OF FOLLICULAR LYMPHOMA

OBO¤ILOVÁ A., ·ÁLEK D., MAYER J.

INTERNÍ HEMATOONKOLOGICKÁ KLINIKA FN BRNO-BOHUNICE

Souhrn: Folikulární lymfom je znám jako nozologická jednotka více neÏ ‰est desetiletí, ale navzdory velk˘m pokrokÛm v pro-
tinádorové léãbû se dosud nepodafiilo zásadnû ovlivnit prognózu pacientÛ s rozvinut˘m onemocnûním. Choroba je dobfie sen-
zitivní na terapii, ale témûfi vÏdy dochází k relapsÛm. Nadûje jsou proto vkládány do nov˘ch lékÛ. Jedním z nich je fludarabin
monofosfát, kter˘ má vy‰‰í selektivní afinitu pro lymfoidní buÀky a kromû inhibice proliferace indukuje apoptózu. Fludarabin
vykazuje synergizmus s fiadou látek, proto jej lze s v˘hodou kombinovat s jin˘mi cytostatiky i s monoklonální protilátkou ritu-
ximabem. Fludarabin v monoterapii dosahuje v indikaci folikulárních lymfomÛ celkové odpovûdi u 31-84% nemocn˘ch s 9-
60% kompletních remisí (CR). Kombinované reÏimy s fludarabinem a antracyklinem (typ FM, FND) vykazují prÛmûrnou cel-
kovou úãinnost 86% s dosaÏením prÛmûrnû 45% kompletních remisí. ReÏimy fludarabinu s cyklofosfamidem (typ FluCy,
FluCyD) dosahují celkové odpovûdi prÛmûrnû u 91% nemocn˘ch s dosaÏením kolem 58% CR. ReÏimy s fludarabinem a ritu-
ximabem vykazují celkovou úãinnost mezi 70-95% léãebn˘ch odpovûdí. Úãinnost fludarabinov˘ch reÏimÛ se jeví velmi slib-
nû, ale vliv na prodlouÏení celkového pfieÏití pacientÛ s folikulárním lymfomem zatím nelze definovat. Fludarabin má také
nezanedbatelné toxické úãinky. Dominující je myelotoxicita (vyskytuje se v 5-33%), toxicita v kompartmentu progenitoro-
v˘ch bunûk a v˘razná a dlouhodobá imunotoxicita, která b˘vá vyjádfiená nejvíce v subpopulaci CD4+bunûk a která je sledo-
vána v˘skytem oportunních infekcí.

Klíãová slova: folikulární lymfom, fludarabin

Summary: Follicular lymphoma belongs to the group of low grade B non-Hodkgin’s lymphomas. Since more six decades it
has been known as a nosologic unit, but in spite of huge advance in anticancer therapy the prognosis of patients with developed
disease can not be influenced so far. The disease is well therapy-sensitive, but perhaps regularly relapses. Therefore hopes lay
on new drugs. One of them is fludarabine monophosphate. It has a higher selective affinity to lymphoid cells and except the
inhibition of proliferation induces the apoptosis. Fludarabine shows synergism with several other drugs and for all that there is
suitable for combining with other cytostatics and with monoclonal antibody rituximab as well. The efficacy of fludarabine is
documented by several studies mostly of phase II. In monotherapy it achieves the overall response in 31-84% patients with 
9-60% complete remissions (CR) in the indication of follicular lymphoma. Fludarabine-anthracycline combined regimens
(type FM, FND) show average overall efficacy about 86% with achievement about 45% complete remissions. Regimens based
on fludarabine and cyclophosphamide (type FluCy, FluCyD) reach the overall average response in 91% patients with
achievement about 58% CR. Regimens containing fludarabine and rituximab show total efficacy in range 70-95%. Results of
fludarabine containing regimens are very encouraging, however is impossible to say, if they project into the extension of overall
survival in follicular lymphoma patients. On the other hand fludarabine shows considerable toxic effects. The myelotoxicity is
dominating (in 5-33% cases), but the toxicity of the compartement of progenitor cells occurs often. Severe and long-term
immunotoxicity is expressed most strongly at the subpopulation of CD4+ cells and followed by the occurence of opportunistic
infections.

Keywords: follicular lymphoma, fludarabine

pfiehled
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FLUDARABIN
STRUKTURA, VLASTNOSTI A FARMAKOKINETIKA
Fludarabin (9-β-D-arabinofuranosyl-2-fluoroadenin-5’-mono-
fosfát, 2F-Ara-AMP, synonymum fludararabin-5’-dihydro-
genfosfát) je fluorovan˘ purinov˘ analog, ve vodû dobfie roz-
pustn˘, o molekulové váze 365,2. Poprvé byl syntetizován
Montgomery a Hewsonem v roce 1969 (6). Substituce fluo-
rem na pozici 2 molekuly adeninu zaji‰Èuje stabilitu tohoto
nukleotidu vÛãi adenosindeaminázám (viz obrázek).
Fludarabin monofosfát (2F-Ara-AMP) je v organizmu rychle
defosforylován na fludarabin (2F-Ara-A) (7, 8). Plazmatické
koncentrace po podání krátkodobé ãi dlouhodobé infúze vyka-
zují dvoufázov˘, po bolusové injekci aÏ tfiífázov˘ prÛbûh. Prv-
ní fáze s krátk˘m prÛbûhem kolem 5 minut (je patrná jen po
bolusu), druhá fáze s poloãasem 1-2 hodiny a tfietí s poloãa-
sem trvání kolem 10-30 hodin (9). Plazmatické hladiny jsou
lineárnû závislé na dávce fludarabinu, ale poloãas, plazmatic-
ká clearance a distribuãní objemy jsou spí‰e individuální, na
dávce nezávislé (7, 10). Fludarabin je vyluãován hlavnû led-
vinami, pfiiãemÏ kolem 60% bolusovû podané dávky je takto
eliminováno jiÏ bûhem 24 hodin (9).
Defosforylovan˘ fludarabin (2F-Ara-A) je z plazmy aktivnû
nasáván zejména do leukemick˘ch a lymfoidních bunûk. Intra-
celulárnû je potom znovu refosforylován na vlastní úãinn˘ tri-
fosfát (2F-Ara-ATP), kter˘ je zodpovûdn˘ za cytotoxické úãin-
ky (11, 12). 

fludarabinov˘ch nukleotidÛ do DNA rovnûÏ brání zahájení
„primingu“ syntézy DNA, elongaci fietûzce DNA, spojování
fragmentÛ DNA a opravného ãtení DNA (16). Vestavba 2F-
Ara-ATP do RNA-primerÛ blokuje DNA-primázu a tím i spo-
jování tzv. Okazakiho fragmentÛ (17). Správné dokonãení rep-
likace a reparace vyÏaduje spojení dvou vláken DNA do
dvoj‰roubovice, coÏ zaji‰Èuje DNA-ligáza (18). Pokud ale frag-
ment DNA konãí fludarabinov˘m nukleotidem, je v tomto mís-
tû aktivita DNA-ligázy inhibována a tím i reparace a replika-
ce DNA (19). 
Blokádou DNA lze dobfie vysvûtlit cytotoxicitu fludarabinu
u aktivnû se dûlících bunûk. Av‰ak jeho nesporná úãinnost
u lymfocytÛ v klidové fázi (jako jsou napfiíklad buÀky nízce
maligních lymfomÛ a chronické lymfatické leukemie) má prav-
dûpodobnû odli‰n˘ mechanizmus. Fludarabin (jako jedin˘
z purinov˘ch analogÛ) má schopnost vestavût se i do mRNA,
coÏ vede k pfiedãasnému ukonãení syntézy RNA-transkriptu,
kter˘ slouÏí jako matrice proteosyntézy (20).
Dal‰ím diskutovan˘m mechanizmem cytotoxicity fludarabi-
nu je aktivace programované bunûãné smrti (14, 21). Tato
hypotéza je podporována pozorováním DNA-fragmentace,
jako zjevného prÛkazu apoptózy, u bunûk inkubovan˘ch s flu-
darabinem (22). Pfiesn˘ zpÛsob aktivace apoptózy je pfiedmû-
tem intenzivního v˘zkumu. Jsou doklady o pfiímém ovlivnûní
kaspázového systému a jeho inhibitorÛ (22, 23).

SPECIFITA
Fludarabin je vychytáván zejména v lymfocytech a lymfoid-
ních blastick˘ch buÀkách. Mechanizmus tohoto jevu není pfies-
nû objasnûn, ale pfiedpokládá se zv˘‰en˘ selektivní transport
fludarabinu do lymfocytÛ, nebo jeho zv˘‰ená intracelulární
fosforylace na cytotoxické metabolity (24, 25). Naopak pomûr-
nû pomal˘ intracelulární transport fludarabinu mají buÀky sliz-
nice gastrointestinálního traktu. Takto je moÏné vysvûtlit dob-
rou toleranci fludarabinu s minimem zvracení a mukozitid.

SYNERGIZMUS
Studie in vitro testovaly synergizmus fludarabinu s fiadou cyto-
statik (cytarabinem, cisplatinou, mitoxantronem, nitrátem galia
apod.). V˘znamn˘ synergistick˘ efekt byl potvrzen in vitro
u leukemick˘ch bunûk inkubovan˘ch s fludarabinem pfied
podáním cytarabinu. U takto inkubovan˘ch bunûk byla pozo-
rována zv˘‰ená absorpce a akumulace aktivního trifosfátové-
ho metabolitu ARA-CTP (26). 
V˘razn˘ synergizmus byl popsán po fludarabinu a monoklo-
nální protilátky rituximabu. Protinádorov˘ úãinek rituximabu
se dûje dominantnû jako CDC (complement-dependent cyto-
toxicity) a ADCC (antibody dependent cell-mediated cytoto-
xicity). CDC je úzce závislá na souãasné ligaci receptorÛ CD55
a CD95, které pÛsobí jako inhibitory komplementu (27, 28,
29). In vitro, na primárnû rituximab-rezistentních kmenech
folikulárního lymfomu, se podafiilo rezistenci bunûk pfiekonat
souãasn˘m podáním fludarabinu s rituximabem. Zdá se, Ïe
synergizmus spoãívá ve schopnosti fludarabinu (ale nikoli
jin˘ch testovan˘ch cytostatik) sníÏit expresi CD55 a CD95
receptorÛ a umoÏnit tak uplatnûní CDC (30).

TOXICITA FLUDARABINU
MYELOTOXICITA
Myelosuprese je nejzávaÏnûj‰ím neÏádoucím úãinkem fluda-
rabinu. Velká nekomparativní studie pacientÛ s chronickou
lymfatickou leukemií (CLL) uvádí hematologickou toxicitu
stupnû IV (zejména anémii a trombocytopenii) u 43% pacien-
tÛ léãen˘ch fludarabinem v monoterapii (31). V jiné studii byla
v prÛbûhu 479 cyklÛ u 96 pacientÛ s CLL pozorována granu-
locytopenie v 19%, trombocytopenie ve 14% a anémie v 7%
(32). Pokud se t˘ká myelotoxicity u folikulárních lymfomÛ
údaje pochází z nûkolika men‰ích studií a jsou vpodstatû srov-
natelné s údaji popsan˘mi u CLL. Hematologická toxicita stup-
nû III-IV zde kolísala od 5% do 33% (33, 34, 35).

FARMAKODYNAMIKA
Vlastní úãinn˘ metabolit 2F-Ara-ATP blokuje syntézu DNA
a také aktivuje apoptózu (13, 14). Blokáda syntézy DNA se
dûje pravdûpodobnû inhibicí hned nûkolika enzymÛ.
Blokádou ribonukleotidreduktázy dochází k inhibici syntézy
deoxyribonukleotidÛ, následkem ãehoÏ vzniká nedostatek
metabolitÛ pro replikaci a reparaci DNA (15). 2F-Ara-ATP
soutûÏí navíc s redukovan˘m mnoÏstvím pfiirozen˘ch substrátÛ
o vazbu na DNA-polymerázu. Nejv˘znamnûj‰ím farmakody-
namick˘m Ûãinkem fludarabinu je zfiejmû inhibice DNA-syn-
tézy. Molekuly 2F-Ara-ATP inkorporované do fietûzce DNA
pfiedstavují místo inhibice DNA-polymerázy (15). Vestavba

Obr. A: Pfiehled struktury purinov˘ch analogÛ. PÛvodní molekula adeni-
narabinosidu od které byly odvozeny fludarabin a jeho nejbliÏ‰í analoga
kladribin a 2-deoxykoformicin.
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Dlouhodobá myelotoxicita se projevuje v kompartmentu pro-
genitorov˘ch bunûk, která je pravdûpodobnû pfiíãinou neúspû‰-
n˘ch pokusÛ o sbûr periferních kmenov˘ch bunûk u pacientÛ
léãen˘ch fludarabinem (36, 37, 38). Pravdûpodobnost neúspû‰-
né mobilizace vzrÛstá s poãtem podan˘ch cyklÛ fludarabinu a je
nepfiímo úmûrná dobû uplynulé od ukonãení terapie. Zvlá‰tû
vysoké riziko vzniká po podání více neÏ 6 cyklÛ a v dobû krat-
‰í neÏ 2 mûsíce od ukonãení posledního cyklu léãby (37).

IMUNOTOXICITA
Fludarabin vyvolává v˘znamnou a dlouhodobou lymfopenii,
která se dostavuje velmi brzy. Obvykle je jiÏ patrná po prvním
cyklu a nejvíce postihuje T-lymfocyty, které klesají aÏ na 1/10
pÛvodních hodnot, zatímco B-lymfocyty jen asi na 1/2 (39).
Nejv˘znamûji se lymfotoxicita projevuje v subpopulaci CD4+
a CD8+ bunûk (40, 41). Tento pokles je dobfie patrn˘ je‰tû za
11-13 mûsícÛ po ukonãení chemoterapie fludarabinem (41).
I kdyÏ vût‰ina uveden˘ch dat pochází ze studií pacientÛ s chro-
nickou lymfatickou leukemií, podobné v˘sledky byly pozo-
rovány i u pacientÛ s folikulárními lymfomy (42).

INFEKâNÍ KOMPLIKACE
Dlouhodobá lymfopenie bude zfiejmû hlavní pfiíãinou ãast˘ch
infekãních komplikací pozorovan˘ch po fludarabinu (40, 41,
43). Pfii standardním dávkování fludarabinu (25mg/m2/den, po
dobu 5 dní) byl popsán v˘skyt tûÏk˘ch oportunních infekcí u 7/17
nemocn˘ch (41), jiní autofii uvádûjí aÏ 22/70 tûÏk˘ch infekãních
komplikací s 14/70 úmrtí v dÛsledku sepse. Pfiíãinou fatálních
sepsí byla 4x Pneumocystis carinii, 3x Aspergillus fumigatus,
Cytomegalovirus, Herpes simplex virus, Varicella zoster virus
(40). Ve studii s 402 pacienty s CLL byl pozorován zv˘‰en˘
v˘skyt zejména tûÏk˘ch oportunních infekcí jako listeriózy,
pneumocystózy, mykobakteriálních, plísÀov˘ch a virov˘ch
infekcí (44). V randomizovan˘ch studiích nebyly v‰ak pozoro-
vány Ïádné signifikantní rozdíly ve v˘skytu infekãních kom-
plikací mezi pacienty léãen˘mi fludarabinem ve srovnání schlo-
rambucilem, nebo s reÏimy CAP a CHOP ( 33, 45, 46). 
Pokud jde o kombinované reÏimy s fludarabinem (FluCy,
FND, FluCyD atd.) prevalence infekãních komplikací je vel-
mi rÛzná. V nûkter˘ch studiích se pohybuje kolem 10-15% (47,
48, 49), jiní autofii uvádûjí pfies 23% infekãních komplikací
(50). Riziko infekãních komplikací b˘vá vy‰‰í u star‰ích a pfied-
léãen˘ch nemocn˘ch (43, 44, 50 ).
Ve snaze omezit infekãní komplikace pouÏívají mnozí autofii
s úspûchem po celou dobu léãby fludarabinem profylaxe opor-
tunních infekcí. Nejãastûji se jedná o pneumocystovou profy-
laxi cotrimoxazolem (2x960mg/den), plísÀovou profylaxi flu-
conazolem (200-400mg/den) nebo itraconazolem (200mg/den)
a antivirovou profylaxi acyklovirem (3x400mg/den) (47, 49,
51). Z dÛvodu zkrácení doby kritické neutropenie b˘vají sou-
ãástí nûkter˘ch reÏimÛ i rÛstové faktory (52, 53).

AUTOIMUNITNÍ REAKCE
Mezi nejv˘znamnûj‰í autoimunitní projevy uvádûné v souvis-
losti s fludarabinem patfií autoimunitní hemolytická anemie
(AIHA). Zhor‰ení hemol˘zy, nebo její vznik byl pozorován
opakovanû u pacientÛ s CLL léãen˘ch fludarabinem (54, 55).
I kdyÏ fenomén autoimunitní hemol˘zy mÛÏe b˘t zapfiíãinûn
také vlastní lymfoproliferací, je nutné o tomto potenciálu flu-
darabinu uvaÏovat. Pfiípady AIHA byly popsány v˘hradnû
u pacientÛ s CLL. Pokud jde o pacienty s folikulárními lym-
fomy, máme k dispozici pouze vlastní zku‰enosti, pfiiãemÏ jsme
opakovanû zastihli projevy AIHA po podání reÏimu s fluda-
rabinem - FND (dosud nepublikováno).
Vzácnû jsou popisovány po fludarabinu i pfiípady idiopatické
trombocytopenické purpury (56).

JINÁ TOXICITA
Neurotoxicita byla popsána zejména po vysok˘ch dávkách flu-
darabinu (90-120mg/m2) s klinick˘mi projevy ztráty zraku,

komatu a encefalopatie (57, 58). Nicménû neurotoxicita se
s incidencí kolem 0,5% vyskytuje i po podání takzvan˘ch stan-
dardních dávek (18-25mg/m2). Nejãastûji jde progresivní mul-
tifokální leukoencefalitidu, ale mÛÏe b˘t nalezena i difúzní
demyelinizace, infekce JC-virem apod. (59). 
Pfiímá pneumotoxicita mÛÏe mít rÛznou klinickou symptoma-
tologii, vût‰inou charakteru intersticiální pneumonitidy (60,
61). V léãbû se osvûdãily kortikoidy, ale ãasto odezní i spon-
tánnû po ukonãení léãby fludarabinem (61, 62). Incidence
pneumotoxicity se pohybuje mezi 8-9% a zdá se b˘t ãastûj‰í
u CLL, neÏ u jin˘ch diagnóz (61). 
Jsou data o zv˘‰eném v˘skytu sekundárních malignit, ãi ãas-
né transformaci po léãbû fludarabinov˘mi reÏimy (63, 64).

ÚâINNOST FLUDARABINU V LÉâBù 
FOLIKULÁRNÍHO LYMFOMU
Fludarabin se v léãbû nízce maligních lymfomÛ zaãal uplat-
Àovat pfiibliÏnû od roku 1990. Úãinnost monoterapie fludara-
binem u folikulárních lymfomÛ kolísá v rÛzn˘ch studiích od
31% do 84% celkov˘ch odpovûdí (OR) s dosaÏením 9% aÏ
60% kompletních remisí (CR). Odpovûì se zdá b˘t lep‰í
u nepfiedléãen˘ch pacientÛ (OR v prÛmûru 70%, CR 48%)
oproti pfiedléãen˘m nemocn˘m (OR prÛmûrnû 58%, CR 23%).
V˘sledky je tfieba hodnotit velmi opatrnû, neboÈ ve vût‰inû pfií-
padÛ se jedná o nekomparativní studie fáze II s relativnû mal˘m
poãtem pacientÛ a krátk˘m sledováním. Publikovány byly pou-
ze 2 vût‰í randomizované prospektivní studie srovnávající flu-
darabin v monoterapii (25mg/m2 5 dní á 28 dní) s jin˘m reÏi-
mem. Jednou z nich je studie GELA u pacientÛ s folikulárním
lymfomem vûku 59-76 let, srovnávající úãinnost fludarabinu
v monoterapii (25mg/m2 5 dní á 28 dní; 6 cyklÛ) versus
CHVP+IFNα (cyklofosfamid 600mg/m2 den 1, doxorubicin
25mg/m2 den 1, teniposid 60mg/m2 den 1 a prednisolon
40mg/m2 den 1-5, à 28 dní; 12 cyklÛ, IFNα 18 mûsícÛ). Cel-
kem bylo zafiazeno 131 pacientÛ; 70 dostalo CHVP+IFNα a 61
bylo léãeno fludarabinem. Léãebná odpovûì byla lep‰í po
CHVP+IFNα (71% vs 59%) a rovnûÏ i progresí bylo ménû po
reÏimu CHVP (49% vs 56%). TTF (doba do progrese) byla
del‰í po CHVP (ve 2 letech 63% vs 49%). Vliv na celkové pfie-
Ïití v této studii hodnocen nebyl. TûÏké neutropenie byly pozo-
rovány ãastûji po CHVP, av‰ak bez zv˘‰ení poãtu infekcí ãi
febrilních stavÛ (33).
Druhá publikovaná randomizovaná studie srovnávala fluda-
rabin (25mg/m2 5 dní à 28 dní; 6 cyklÛ) s reÏimem CVP (cyk-
lofosfamid 750mg/m2 den 1, vinkristin 1,2mg/m2 den 1, pred-
nison 40mg/m2 den 1-5; à 21 dní 8 cyklÛ). 91 pacientÛ s nízce
maligními NHL bylo léãeno fludarabinem a 44 CVP. V léãeb-
né odpovûdi nebyl signifikantní rozdíl mezi fludarabinem
a CVP (64% versus 52%). Doba do progrese choroby byla zde
sice del‰í po fludarabinu, ale bez efektu na celkové pfieÏití. Tfii
pacienti zemfieli po léãbû fludarabinem na infekãní komplika-
ce, ale po CVP Ïádn˘ (65). Pfiehled studií s fludarabinem
v monoterapii je uveden v tabulce 1.
Vzhledem k experimentálnû prokázanému synergizmu fluda-
rabinu s fiadou jin˘ch cytostatik bylo nasnadû vyuÏít tûchto
vlastností v klinické praxi. Variant kombinací reÏimÛ fluda-
rabinu s jin˘mi cytostatiky bylo publikováno velké mnoÏství.
Nejãastûji se objevují kombinace s antracykliny, cyklofosfa-
midem, kortikoidy a interferonem alfa. 
Úãinnost reÏimÛ obsahujících fludarabin, antracykliny a pfií-
padnû dexamethazon se pohybuje v‰eobecnû mezi 69-97%
(prÛmûrnû 86%) s dosaÏením kompletní remise (CR) mezi 20-
76% (prÛmûrnû 45%). U nepfiedléãen˘ch pacientÛ jsou v˘sled-
ky pfiíznivûj‰í s celkovou odpovûdí prÛmûrnû 90% a s 54%
dosaÏen˘ch CR. K dispozici je pouze jediná srovnávací studie
testující polychemoterapii FND (fludarabin 25mg/m2 den 
1-3, mitoxantron 10mg/m2 den 1, dexamethazon 20mg 5 dní,
8 cyklÛ) s ATT (alternující triple terapie: CHOP+Bleo,
ESHAP, NOPP). Zhodnoceno bylo celkem 112 nemocn˘ch,
54 bylo léãeno FND a 58 nemocn˘ch dostalo ATT. Celková
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odpovûì byla po obou reÏimech
shodnû 97%, CR bylo pozorová-
no více po FND (49% vs 41%).
5-leté pfieÏití pacientÛ s foliku-
lárními lymfomy po FND bylo
83% a po ATT 82%. Nebyl pro-
kázán Ïádn˘ rozdíl mezi obûma
reÏimy v celkovém pfieÏití. Fak-
tory, které korelovaly s krat‰ím
celkov˘m pfieÏitím a krat‰ím
trváním léãebné odpovûdi byly:
vûk nad 60 let, IPI skóre nad 2
a absence bcl-2 pfiestavby (66).
Pokud jde o postavení dexamet-
hazonu v tûchto reÏimech zdá se,
Ïe jeho podání nemá pfiekvapivû
zvlá‰tní v˘znam. Po reÏimech
pouze s fludarabinem a s antra-
cyklinem se celková odpovûì
pohybovala kolem 88% (84-
94%), zatímco u reÏimÛ typu
FND kolem 84% (69-97%).
Podobnû tomu bylo v dosaÏení
celkov˘ch remisí kolem 50%
(40-76%) bez dexamethazonu
a zhruba 39% (20-67%) po FND.
Podrobnûj‰í pfiehled studií s reÏi-
my kombinující fludarabin, ant-
racylin a pfiípadnû dexamethazon
uvádí tabulka 2.
Fludarabin s cyklofosfamidem
a eventuálnû s dexamethazonem
je rovnûÏ velmi roz‰ífiená kom-
binace. Celková úãinnost se ve
vût‰ích studiích pohybovala prÛ-
mûrnû kolem 91% (72-100%)
s dosaÏením kompletní remise
kolem 58% (32-89%). Ani zde se
nezdá mít dexamethazon zásad-
ní pfiínos ve zv˘‰ení úãinnosti
léãby. Kombinace fludarabin,
cyklofosfamid, mitoxantron
dokonce pfiinesla hor‰í v˘sledky
neÏ pouze fludarabin s cyklofos-
famidem. Rozdíl v úãinnosti
mezi pfiedléãen˘mi a nepfiedlé-
ãen˘mi pacienty není ze studií
patrn˘. Dosud nebyla publiková-
na Ïádná randomizovaná studie.
Pfiehled nejv˘znamnûj‰ích studií
uvádí tabulka 3.
Mezi ménû pouÏívané kombina-
ce patfií fludarabin s IFNα. Pub-
likované práce uvádûjí celkovou
úãinnost 48% aÏ 76%, coÏ se blí-
Ïí úãinnosti fludarabinu v mono-
terapii, jak bylo uvedeno v˘‰e
(OR 31% aÏ 84%). 
Vzhledem k dlouhodobé myelo-
toxicitû fludarabinu a obtíÏném
sbûru periferních kmenov˘ch
bunûk se objevují tendence vyu-
Ïít sníÏen˘ poãet fludarabinov˘ch
cyklÛ v kombinaci s jinou ménû
myelotoxickou chemoterapií.
V souãasné dobû byly publiková-
ny dvû práce vyuÏívající látek
s nezkfiíÏenou rezistencí
v sekvenãní léãbû s fludarabino-
v˘m reÏimem. Celková úãinnost

Tabulka ã. 1: Pfiehled studií s fludarabinem v monoterapii.

Autor Terapie/schéma Typ Pfiedlé- Poãet CR/CR+PR PFS/TTF Medián
studie ãenost pacientÛ (%) OS sledování

Whelan80 Flu 25mg/m2 5 dní fáze II ano 23 22/48% ? ?
(1991) (med 3 cykly; 1-10)

Redman81 Flu 25mg/m2 5 dní fáze II ano 67 ?/80% ? ?
(1992) (28 FL)

Hiddemann34 Flu 25mg/m2 5 dní fáze II ano 38 13/31% ? 12 mûs
(1993) (6 cyklÛ)

20 pts (FL), 23 pts 
(imunocytom), 
1 pt T-lymfom, 1 pt
lymfocyt.lymfom

Klasa65 Flu 25mg/m2 5 dní random ano 91 vs 44 9/ 64% 11 mûs 42 mûs
(2002) 6 cyklÛ vs CVP (47 FL)

Tondini82 Flu 25mg/m2 5 dní vs random ano 58 48/68% ? ?
(2000) Cd 0,14mg/kg 5 dní (26 Cd)

Belanger83, Flu25mg/m2 5 dní fáze II ne 49 37/65% PFS 13,6 50 mûs
Solal-Céligny35 (aÏ 9 cyklÛ)
(1996, 1997)

Hagenbeek84 Flu 25mg/m2 5 dní nekomp ne 194 39/69% PFS 16,5 ??
(1998) (6 cyklÛ) mûs

Coiffier33 Flu 25mg/m2 5 dní 6x random ne 131 20/59% 49% ve 22 mûs
(1999) vs CHVP 12 cyklÛ + (61) 2 letech

IFNα
Vûk 59-76 let

Zinzani51 Flu 25mg/m2 5 dní vs random ne 60 vs 43 60/87% ? 19 mûs
(2000) Flu 25mg/m2 5 dní +Ida vs 40/84%

12mg/m2 3 dny 
(6 cyklÛ)

Legenda k tabulce ã.1: Flu-fludarabin, Cd-cladribin, CVP (cyklofosfamid, vinkristin, prednison), CHVP
(cyklofosfamid, doxorubicin, teniposid, prednisolon), Ida- idarubicin, PFS- doba do progrese, OS- celkové
pfieÏití, TTF- doba do relapsu, CR – kompletní remise, PR- parciální remise, pt –pacient, Random- rando-
mizovaná studie

Tabulka ã. 2: Pfiehled studií s kombinovan˘mi reÏimy fludarabin, antracyklin +/- dexamethazon.

Autor Terapie/schéma Typ Pfiedlé- Poãet CR/CR+PR PFS/TTF Medián
studie ãenost pacientÛ (%) OS sledování

McLaughlin49 FND: Flu 25mg/m2 /den nekomp ano 51 44/91% PFS (CR) 25 mûs
(1996) 1-3 +Mitox 10mg/m2/den (33 FL) 21 mûs

1 +Dex 20mg/den 1-5  
(8 cyklÛ)

Zinzani50 Flu 25mg/m2 /den 1-3 nekomp ano 48 27/81% OS 67% v 33 mûs
(1997) +Mitox 10mg/m2/den 1 (22 FL) 33 mûs

+Pred 40mg/den 1-5 PFS 32%
(6 cyklÛ)

Crawley85 FND:Flu+Mitox+Dex fáze II ano 54 20/69% ?? ??
(2000) (8 cyklÛ)

Velasquez88 Flu 25mg/m2 /den 1-3 fáze II ne 67 43/91% OS 93% ??
(1999) +Mitox 10mg/m2/den 1 Ve 2 letech

(8 cyklÛ)

Dimopoulos22 Flu 25mg/m2 /den 1-3 fáze II mix 25 44 / 84% OS 75% 33 mûs
(2002) +Mitox 10mg/m2/den 1 (10 FL) po 3 letech
(6 cyklÛ)

Zinzani67 Flu 25mg/m2 5 dní vs random ne 60 vs 43 60/87% ?? 19 mûs
(2000) Flu 25mg/m2 5 dní +Ida vs 40/84%

12mg/m2 3 dny (6 cyklÛ)

Zinzani51 Flu 25mg/m2 /den 1-3 nekomp ne 27 76 / 94% OS 92% ??
(2000) +Mitox 10mg/m2/den 1 (17 FL) (FL) ve2 letech

Tsimberidou66 8 cyklÛ FND vs ATT random ne 54 vs 58 67/97% vs OS v 5 letech 5,9 roku
(2002) 59/97% 83 vs 82%

Legenda k tabulce ã. 2: Flu-fludarabin, Mitox-mitoxantron, Dex-dexamethazon, Ida-idarubicin, FND (fludarabin, mitoxantron,
dexamethazon), ATT – alternující triple terapie (CHOPBleo, ESHAP, NOPP), PFS- doba do progrese, OS- celkové pfieÏití, TTF-
doba do relapsu, CR – kompletní remise, PR- parciální remise, FL-folikulární lymfom, pts- pacient, nekomp-nekomparativní
studie, random- randomizovaná studie.

se pohybuje mezi 95-97%, coÏ odpovídá úãinnosti i jin˘ch kombinovan˘ch fludarabinov˘ch
reÏimÛ. Pfiedpokládané sníÏení dlouhodobé myelotoxicity nebylo v tûchto studiích uvedeno.
Pfiehled studií s rÛzn˘mi kombinovan˘mi reÏimy s fludarabinem je uveden v tabulce 4.
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Czuczman a kol. prezentovali
v˘sledky léãby pacientÛ s nízce
maligním lymfomem léãen˘ch
fludarabinem s rituximabem. Flu-
darabin zde byl podáván v 6 cyk-
lech v dávce 25mg/m2/den po
dobu 5 dní v 28-denním interva-
lu a rituximab také v 6 cyklech
v jednotlivé dávce 375mg/m2.
Celková odpovûì byla 90%
s dosaÏením 83% kompletních
remisí (42). Tyto v˘sledky jsou
plnû srovnatelné s v˘sledky reÏi-
mu CHOP/rituximab po stránce
úãinnosti i po stránce toxicity.
Jinou imunochemoterapii srov-
nával s CHOP reÏimem Zinzani.
Do studie byly zafiazeni pacienti
s folikulárním lymfomem a pozi-
tivní pfiestavbou bcl-2/IgH. Tito
nemocní dostávali randomizova-
nû buì fludarabin s mitoxantro-
nem (FM) nebo CHOP. Pacienti
s pfietrvávající PCR pozitivitou
a alespoÀ parciální klinickou
odpovûdí byli dále léãeni 4 dáv-
kami rituximabu. FM reÏim byl
úãinnûj‰í s dosaÏením 95% vs
70% celkov˘ch odpovûdí a s 64%
vs 42% CR. Po FM/rituximab
bylo pozorováno také vy‰‰í pro-
cento molekulárních odpovûdí
34% vs 10% ve srovnání
s CHOP/rituximab (67). Hidde-
mann a spolupracovníci prospek-
tivnû randomizovali pacienty
s relabovan˘mi indolentními
lymfomy, kter˘m podali reÏim
FCM (fludarabin, cyklofosfamid,
mitoxantron) nebo FCM s rituxi-
mabem. PfiedbûÏnû bylo zhodno-
ceno 80 z 147 randomizovan˘ch.
Lep‰í úãinnost vykazoval reÏim
FCM+rituximab s 89% vs 53%
celkov˘ch odpovûdí, pfiiãemÏ
36% vs 15% bylo kompletních
remisí (68). Recentní studie pod
vedením McLaughlina testuje
v kombinaci s rituximabem vel-
mi úãinn˘ reÏim FND (fludara-
bin, mitoxantron, dexametha-
zon). První pfiedbûÏné v˘sledky
hodnotí pouze toleranci a toxici-
tu léãby, které jsou srovnatelné
s pouh˘m FND (49).
Uvedené studie se tedy vyznaãu-
jí celkovou úãinností mezi 70%
a 95% pfii nezv˘‰ené toxicitû léã-
by (49). Pfiehled kombinovan˘ch
reÏimÛ s fludarabinem a rituxi-
mabem pfiiná‰í tabulka 5.
U folikulárního lymfomu se
popisuje charakteristická pfie-
stavba t(14;18), která je identifi-
kovatelná molekulárnû biologic-
k˘mi metodami v 45 aÏ 85 %
pfiípadech onemocnûní. Pfiesn˘
biologick˘ v˘znam t(14;18) je
zatím nejasn˘ (69). Tato pfie-
stavba není v˘luãnû specifická

Tabulka ã. 3: Pfiehled studií s kombinovan˘mi reÏimy s fludarabinem a cyklofosfamidem.

Autor Terapie/schéma Typ Pfiedlé- Poãet CR/CR+PR PFS/TTF Medián
studie ãenost pacientÛ (%) OS sledování

Lazzarino48 Flu 25mg/m2 /den, nekomp ano 25 32/72% PFS 53% 21 mûs
(1999) CFA 50mg/m2/den, (14 FL) v 18 mûs

Dex 20mg/den, 
3 dny, 6 cyklÛ

Santini88 Flu + CFA vs random ano 13 vs 69/100% vs ?? ??
(2001) Flu +CFA+ Mitox 21 57/86%

Hochster47 Flu 20mg/m2 5 dní + fáze I ne 23 89/100% PFS 53% 61 mûs
(2000) CFA 0,6-1,0g/m2 v 5 letech

den 1

Flinn52 Flu 20mg/m2 /den 1-5 + nekomp ne 60 60/92% ?? ??
(2000) CFA 600mg/m2/den 1 (20 FL)

+G-CSF 5µg/kg/d

Eucker24 Flu 30mg/m2 /den + nekomp mix 27 41/ 89% ?? ??
(2002) CFA 250mg/m2/den,

den 1-3, 6 cyklÛ

Legenda k tabulce ã. 3: Flu-fludarabin, Mitox-mitoxantron, Dex-dexamethazon, Ida-idarubicin, CFA- cyk-
lofosfamid, G-CSF- granulocytární rÛstové faktory, PFS- doba do progrese, OS- celkové pfieÏití, TTF- doba
do relapsu, CR – kompletní remise, PR- parciální remise, FL-folikulární lymfom, pts- pacienti, nekomp -
nekomparativní studie, random - randomizovaná studie

Autor Terapie/schéma Typ Pfiedlé- Poãet CR/CR+PR PFS/TTF Medián
studie ãenost pacientÛ (%) OS sledování

Lynch90 Flu 25mg/m2 5 dní Fáze II ano 21 25 / 76% PFS 12 mûs 55 mûs
(2002) + IFNα 106 U/m2

den 22-26, 8 cyklÛ
+ IFN 6 mûs udrÏ

Zinzani91 Flu 25mg/m2 5 dní Nekomp. ano 60 ?/48% PFS 30% 22 mûs
(1997) 6 cyklÛ + IFNα LG-NHL ve 2 letech

3x10UI/ t˘den

Rohatgi92 Flu 25mg/m2 /d Fáze II ne 27 67/97% PFS 34 mûs 50 mûs
(2002) 5 dní 3 cykly +

CNOP 6-8 cyklÛ

Wilder93 FND altern CHOP Nekomp mix 87 ?/95% PFS 29 mûs 41 mûs
(2002)

Tabulka ã. 4: Pfiehled ostatních kombinací fludarabinov˘ch reÏimÛ.

Legenda k tabulce ã. 4: Flu-fludarabin, Dex-dexamethazon, CHOP- cyklofosfamid, adriamycin, vinkristin,
prenison, CNOP-cyklofosfamid, mitoxantron, vinkristin, prednison, PFS- doba do progrese, OS- celkové
pfieÏití, TTF- doba do relapsu, CR – kompletní remise, PR- parciální remise, pts- pacient, nekomp- nekom-
parativní studie

Autor Terapie/schéma Typ Pfiedlé- Poãet CR/CR+PR PFS/TTF Medián
studie ãenost pacientÛ (%) sledování

Czuczman42 Flu 25mg/m2 5 dní fáze II ano 30 80/93% med PFS 26 mûs
(2002) (3 dny), R 7x375mg/m2 LG-NHL 14 mûs

McLaughlin94 Flu 25mg/m2/den 1-3 random ano 78 ??/?? ?? ??
(2000) +Mitox 10mg/m2/den 1 LG-NHL

+Dex 20mg/den 1-5, 
8 cyklÛ + R 8x375mg/m2

+IFNα 12 mûs

Hiddemann95 (FCM) Flu 25mg/m2 den random ano 147 13/58% vs ?? ??
(2002) 1-3 + Mitox 8mg/m2 den 93 (FL) 35/83%

1 +CFA 200mg/m2 den
1-3, 4 cykly vs 4 xFCM
+R 4x375mg/m2

Zinzani67 FM+R vs CHOP+R random ne 69 31/95% vs ?? ??
(2002) Flu 25mg/m2/den 1-3 28/70%

+Mitox 10mg/m2/den 1

Legenda k tabulce ã. 5: Flu-fludarabin, Dex-dexamethazon, Mitox-mitoxantron, R-rituximab, CFA-cyklofosfamid CHOP-
cyklofosfamid, adriamycin, vinkristin, prenison, PFS- doba do progrese, OS- celkové pfieÏití, TTF- doba do relapsu, CR
– kompletní remise, PR- parciální remise, LG-NHL – nízce maligní neHodgkinovy lymfomy, FL-folikulární lymfom,
random- randomizovaná studie

Tabulka ã. 5: Pfiehled studií s fludarabinem a rituximabem.

Na základû experimentálních dÛkazÛ o in vitro synergizmu fludarabinu s monoklonální pro-
tilátkou anti-CD20 (rituximab) se zkou‰í nejrÛznûj‰í schémata s rituximabem a fludarabi-
nem (30). 
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pro folikulární lymfom. Byla popsána i u jin˘ch typÛ lymfo-
mÛ a rovnûÏ i u podstatného procenta „zdrav˘ch“ lidí a paci-
entÛ s nemaligními onemocnûními uzlin (70, 71, 72). Trans-
lokace t(14;18) (q32q21) zahrnuje jednak ãást pro tûÏk˘
fietûzec imunoglobulinu (IgH), kter˘ je za normálních okol-
ností umístûn˘ na lokusu 14q32 a jednak gen pro bcl-2 pro-
tein (B-cell leukemia/lymphoma-2 protein) na lokusu 18q21.
Pfii translokaci dochází k pfiesunu genu pro bcl-2 z chromo-
zomu 18 do oblasti promotoru pro tûÏk˘ fietûzec imunoglo-
bulinu na chromozomu 14 (73). Vznikl˘ chimerick˘ gen bcl-
2/IgH má za následek trvalou expresi bcl-2 a tím syntézu
proteinu bcl-2, kter˘ je znám jako siln˘ inhibitor apoptózy.
U bunûk s overexpresí bcl-2 proteinu dochází k blokádû pro-
gramované bunûãné smrti a také k usnadnûní dal‰í nádorové
transformace (74, 75, 76). 
Existují data, která uvádûjí pozitivní korelaci mezi navozením
„molekulární remise“ a pfiíznivou prognózou choroby (72, 77).
Na druhé stranû nûktefií autofii tuto korelaci popírají (78, 79).
I kdyÏ jednoznaãn˘ v˘znam molekulární odpovûdi není dosud
potvrzen, zdá se, Ïe pacienti v dlouhodobé molekulární remi-
si mají mnohem pfiíznivûj‰í prognózu neÏ-li pacienti s trvalou

nebo kolísavou pozitivitou. Kriteriem úãinné léãby folikulár-
ního lymfomu je tedy dnes dosaÏení nejen klinické ale i mole-
kulární remise. Fludarabinové reÏimy se zdají b˘t úãinné i v eli-
minaci detekovatelné pfiestavby t(14;18) z kostní dfienû
a periferní krve. Tabulka 6 uvádí studie s fludarabinov˘mi reÏi-
my a hodnocením molekulárních odpovûdí.

SHRNUTÍ
Více neÏ desetileté klinické zku‰enosti s fludarabinem v léã-
bû folikulárních lymfomÛ jsou velmi povzbudivé. V tuto chví-
li se ale nelze vyjádfiit k efektu fludarabinu na celkové pfieÏí-
vání nemocn˘ch. Závûry nám brání uãinit relativnû krátká doba
sledování léãen˘ch pacientÛ vzhledem k pfiirozenému mediá-
nu tohoto indolentního lymfomu.
Pokud jde o prokázanou úãinnost, lze fiíci, Ïe fludarabin
v monoterapii má srovnatelnou úãinnost jako standardní reÏi-
my typu COP nebo CHOP. Efektivita kombinovan˘ch fluda-
rabinov˘ch reÏimÛ (FM, FND, FluCy) je znatelnû lep‰í neÏ
monoterapie. Pfiekvapivû efekt kortikoidÛ v kombinovan˘ch
reÏimech se nezdá b˘t zvlá‰È v˘znamn˘. Kombinace fludara-
binov˘ch reÏimÛ s rituximabem dosahují rovnûÏ v˘borné
v˘sledky a jeví se jako velmi perspektivní. V tûchto reÏimech
je vyuÏit pfiízniv˘ synergizmus fludarabinu s rituximabem pfii
nezv˘‰ené toxicitû léãby.
Fludarabin má ale také svÛj toxick˘ potenciál. Mezi dominu-
jící projevy patfií dlouhodobá suprese T-bunûãné imunity. Mye-
lotoxicita v kompartmentu progenitorov˘ch bunûk zase vede
ãasto k neúspû‰né stimulaci a sbûru periferních kmenov˘ch
bunûk. Tento fakt je obávan˘ a limituje do jisté míry podání
fludarabinov˘ch reÏimu v primární léãbû. V˘raznû hor‰í
v˘sledky po podání fludarabinov˘ch reÏimÛ jsou pravidelnû
pozorovány u nemocn˘ch nad 60 let a velmi pfiedléãen˘ch paci-
entÛ. Pfiíãina tkví pfiedev‰ím ve vy‰‰ím v˘skytu závaÏn˘ch
infekãních komplikací.
V souãasné dobû se objevují léãebná schémata sekvenãního
podání fludarabinov˘ch cyklÛ s jinou chemoterapií. Cílem je
vyuÏít plnû cytostatick˘ potenciál fludarabinu za souãasného
sníÏení toxick˘ch projevÛ.

Autor Schéma Poãet pts CR/CR Molekulární
+PR odpovûì

Czuzcman42 8x R-CHOP vs 30 (R-FND) 80 / 93% PB 9/9 (100%)
(2002) 6x R-FND BM 6/7 (86%)

Tsimberidou66 ATT vs 142 79 / 97% PB 26/32 (81%)
(2002) 8xFND + udr. IFNα 73 (FND)

Crawley85 8x FND 54 20 / 69% RQ-PCR
(2000) OR 17/25 (68%)

CR 8/25 (32%)

Tabulka ã. 6: Molekulární odpovûì po fludarabinov˘ch reÏimech.

Legenda k tabulce ã. 6: R-rituximab, R-CHOP- rituximab, cyklofosfamid,
adriamycin, vinkristin, prednison, R-FND-rituximab, fludarabin, mito-
xantron, dexamethazon, ATT-alternující triple terapie, CR – kompletní
remise, PR- parciální remise, RQ-PCR-real time PCR, PB-periferní krev,
BM- kostní dfieÀ, pts- pacienti
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CLINICAL ONCOLOGY - BASIC PRINCIPLES 
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Tato úspû‰ná kniha pfiedstavující v˘teãnû napsan˘ úvod do klinické onkolo-
gie sestává z 23 kapitol s touto tematikou: patogenéze zhoubn˘ch nádorÛ, prin-
cipy diagnostiky a stáÏování zhoubn˘ch nádorÛ, rozhodování a komunikace,
základy chirurgické onkologie, principy radioterapie, principy systemické léã-
by, rakovina plic a mesotheliom, nádory prsu, nádory GI traktu, urologické
nádory, gynekologické nádory, nádory CNS, hlavy a krku, endokrinní nádo-
ry, sarkomy, lymfomy, hematologické malignity, maligní tumory u dûtí, koÏ-
ní tumory, tumory související s AIDS, karcinomy s neznám˘m primárním
místem, náhlé onkologické pfiíhody, paliativní péãe.
V prvé kapitole jsou vysvûtlovány genetické, chemické, fyzikální, virové, imu-
nologické a endokrinní faktory, jeÏ mohou hrát roli pfii vzniku zhoubn˘ch
nádorÛ. Ve druhé kapitole se pojednává o stanovení diagnózy jednoduchou
biopsií i více invazivními metodami (napfi. laparotomií nebo kraniotomií)
a dále o stanovení velikosti a rozsahu nádoru za pomoci vy‰etfiovacích metod
– snímkováním, sonografií, scintigrafií, CT, MRI, pozitronovou tomografií
aj. Obsahem tfietí kapitoly je komentáfi ke graficky prezentovanému rozho-
dovacímu schématu, jeÏ sestává ze tfií úrovní; na prvé úrovni rozhodnutí zahá-
jit léãbu ãi nikoliv, na druhé rozhodnutí o radikální nebo paliativní léãbû, na
tfietí rozhodnutí o primární nebo adjuvantní léãbû. âtvrtá kapitola o chirur-
gické onkologii je velmi struãná s dÛrazem na zásahy v pfiípadû primárních
nádorÛ, kombinaci chirurgie s radioterapií, chirurgii regionálních lymfatic-
k˘ch uzlin a paliativní chirurgii. Obsahem páté kapitoly je struãn˘ v˘klad radi-
oterapeutick˘ch pfiístupÛ s doplÀky o biologick˘ch úãincích ionizujícího záfie-
ní a vedlej‰ích úãincích radioterapie. V‰esté kapitole je probrána chemoterapie,
její úãinnost a toxicita, rezistence k chemoterapii, hormonální, biologická
a experimentální chemoterapie. Uspofiádání následujících kapitol o rÛzn˘ch
druzích nádorÛ je obdobné, text je ãlenûn do odstavcÛ o epidemiologii, etio-
logii, patologii, pfiirozené historii, pfiíznacích, vy‰etfieních, stáÏování, léãbû,
komplikacích vztahujících se k nádorÛm, komplikacích spojen˘ch s léãbou,
screeningu a prevenci.
Kniha je v˘teãnû graficky upravena, uspofiádání textu je mimofiádnû pfiehled-
né, dÛleÏité ãásti a tabulky jsou oddûleny od ostatních ãástí textu modr˘m pod-
kladem, v nûkter˘ch kapitolách jsou kasuistiky, mnoÏství snímkÛ je kvalitnû
reprodukováno, je pfiipojen velmi podrobn˘ rejtfiík. V knize není citována Ïád-
ná odborná literatura. Z uãebnice pÛvodnû napsané pro lékafiské fakulty se
v dÛsledku neustálého zlep‰ování a aktualizace v prÛbûhu pfiípravy dvou dal-
‰ích vydání (první vydání je z r. 1997) stala v˘teãná pomÛcka nejen pro stu-
denty, ale také pro mladé lékafie, stfiednû zdravotnick˘ personál i jiné pracov-
níky ve zdravotnictví, ktefií chtûjí získat pfiehled o tom, co je v oblasti souãasné

klinické onkologie nejdÛleÏitûj‰í. Adresa nakladatelství: Arnold, a member
of the hodder Headline Group, 338 Euston Road, London NW1 3BH UK
(www.arnoldpublishers.com). V. H.

MEDICAL THERAPY OF BREAST CANCER
RAYTER Z., MANSI J. (EDS.)
CAMBRIDGE, CAMBRIDGE UNIVERSITY PRESS 2003
394 s., cena 70,- GBP. ISBN 0-521-49632-2.

V posledních letech do‰lo k v˘znamnému pokroku v diagnostice a léãbû karci-
nomu prsu. Cílem recenzované knihy, kterou vytvofiil kolektiv 21 autorÛ pfieváÏ-
nû z Velké Británie, je nabídnout ãtenáfii nejnovûj‰í poznatky v této oblasti v sou-
hrnné formû. Samozfiejmû se tak dûje v kontextu se skuteãnostmi znám˘mi jiÏ
del‰í dobu a i kdyÏ je hlavní tûÏi‰tû informací zamûfieno na medikamentózní léã-
bu karcinomu prsu, nalezneme zde i informace o léãbû chirurgické a také o pre-
venci, screeningu a genetick˘ch aspektech tohoto závaÏného onemocnûní.
Obsah díla je rozdûlen do 14 kapitol. V prvním oddíle je zmínûna historie léã-
by karcinomu prsu, od prvních dochovan˘ch informací ze starovûkého Egyp-
ta aÏ po souãasnost. Opakovanû se tu pfiesvûdãujeme, Ïe chirurgické postupy
hrály v historii vÏdy rozhodující úlohu, zatímco teprve v posledním období
jsou zaznamenávány v˘znamnûj‰í úspûchy medikamentózní léãby. Druhá
kapitola popisuje v˘znam preventivní chemoterapie u pacientek s vysok˘m
rizikem vzniku karcinomu prsu. Jde zejména o Ïeny, které jsou nositelkami
mutací genÛ BRCA1 a BRCA2. Kritickému rozboru jsou zde podrobeny pub-
likované v˘sledky studií s tamoxifenem a raloxifenem. Následuje 9 stran vûno-
van˘ch familiárnímu v˘skytu karcinomu prsu a 20 stran o hormonální tera-
pii. Autofii zde rozebírají zatím neúplné a místy i kontroverzní poznatky o úloze
endogenních a exogenních estrogenÛ, jejich úãinkÛ a úlohy v období meno-
pauzy. Dal‰í kapitola popisuje roli screeningu, v˘hody a omezení jednotli-
v˘ch zobrazovacích metod v nûm i vûkové hranice, od kter˘ch by mûl b˘t
screening provádûn. V ‰esté kapitole nalezneme postupy pouÏívané v léãbû
in situ karcinomÛ prsu, vãetnû chirurgick˘ch záchovn˘ch operací. Dal‰ích 8
oddílÛ, reprezentujících pfieváÏnou ãást knihy, je vûnováno nechirurgické léã-
bû. Nalezneme zde informace o v‰ech v˘znamn˘ch v souãasnosti pouÏíva-
n˘ch moÏnostech – adjuvantní systémové terapii, adjuvantní radioterapii, pri-
mární chemoterapii vãetnû vysokodávkové, nov˘ch imunologick˘ch
pfiístupech, úloze bifosfonátÛ a paliativní terapii. Rozsáhl˘ oddíl je vûnován
moÏnostem predikce úspû‰né terapeutické odpovûdi ãi rezistence na jednot-
livé druhy léãby. KaÏdá kapitola konãí ãetn˘mi literárními odkazy. 
Ve v‰ech oddílech knihy je patrn˘ kritick˘ pfiístup kdosud publikovan˘m infor-
macím a snaha o zafiazení nejnovûj‰ích poznatkÛ do kontextu jiÏ znám˘ch a pro-
vûfien˘ch faktÛ. Nejde tedy o klasickou uãebnici, ale dílo pfiiná‰ející v souhrn-
né formû aktuální informace v oblasti léãby karcinomu prsu. M. H.
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Klasická TNM klasifikace rozdûluje pacienty do nûkolika sku-
pin na základû statutu primárního nádoru, lymfatick˘ch uzlin
a vzdálen˘ch metastáz. V rámci tûchto skupin lze pro kaÏdé-
ho jednotlivého pacienta stanovit míru rizika vzniku metasta-
tického loÏiska, pfiípadnû relapsu nemoci po odstranûní pri-
márního nádoru. Nicménû, jedná se pouze o statistické
vyjádfiení pravdûpodobnosti zaloÏené na v˘sledcích rozsáh-
l˘ch studií. Adjuvantní terapii proto mohou obdrÏet i pacien-
ti, u kter˘ch nemá Ïádn˘ dodateãn˘ léãebn˘ úãinek. Na dru-
hou stranu, u pacientÛ, ktefií adjuvantní terapii z dÛvodu
zafiazení do niÏ‰ího stadia TNM klasifikace neobdrÏí, mÛÏe
dojít k relapsu nádorového onemocnûní. Pro lep‰í rozli‰ení
tûchto dvou skupin je proto dÛleÏité individualizovat moÏná
rizika a na základû tûchto faktorÛ rozhodnout o vhodnosti dal-
‰í léãby.
Jedním z moÏn˘ch pfiístupÛ je co nejãasnûj‰í zachycení dise-
minace nádorov˘ch bunûk. První zmínka o voln˘ch nádoro-
v˘ch buÀkách (VNB) pochází z roku 1869. Asworth (1) popsal
pfiípad rakoviny, kdy je‰tû po smrti pacienta byly v jeho krvi
objeveny buÀky pfiipomínající nádorové. Tyto buÀky se po
uvolnûní z nádoru ‰ífií jak krevní, tak i lymfatickou cestou a po
jejich extravazaci do cílového orgánu mÛÏe dojít ke vzniku
mikrometastáz (MMTS) a následnû tvorbû makroskopick˘ch
metastáz. Jak VNB, tak také MMTS (z dÛvodu malé velikos-

ti a nepfiítomnosti vaskularizace) pfiedstavují velice vhodn˘ cíl
pro protinádorovou terapii. Dostateãnû citlivé metody pro
detekci tûchto bunûk v‰ak byly vyvinuty aÏ v posledních pfii-
bliÏnû 20 letech (imunohistochemie, flowcytometrie, PCR).
V této dobû bylo otestováno mnoho markerÛ pro rozli‰ení
bunûk nádorového pÛvodu (VNB a MMTS) od bunûk okolní
tkánû (viz. kapitola 2). Tento ãlánek podává struãn˘ pfiehled
o metodách, které mohou slouÏit k detekci VNB a MMTS,
hlavnû se v‰ak zamûfiuje na vyuÏití polymerázové fietûzové
reakce a konkrétnû na pouÏití cytokeratinov˘ch markerÛ
u nádoru prsu a kolorektálního karcinomu.

1. Metody umoÏÀující detekci voln˘ch nádorov˘ch bunûk
a mikrometastáz
1.1. Histologie a imunohistochemie. Velkou pozornost vyvo-
lala v polovinû 50. let moÏnost detekce VNB pomocí histolo-
gick˘ch metod (2). Mezi lety 1955-65 bylo vy‰etfieno na pfií-
tomnost VNB asi 5.000 pacientÛ s rakovinou (3). VNB byly
detekovány témûfi ve 100% pfiípadÛ. Velmi brzy se v‰ak uká-
zalo, Ïe ãasto docházelo k zámûnû hematopoetick˘ch bunûk
(zvlá‰tû megakaryocytÛ) s nádorov˘mi buÀkami (3). Znovu-
oÏivení v oblasti mikroskopick˘ch technik detekce VNB
a MMTS pfiinesl aÏ v 80. letech objev imunohistochemie (IHC).
PouÏití této metody umoÏÀuje detekci 1 nádorové buÀky mezi

MOLEKULÁRNÍ DETEKCE VOLN¯CH NÁDOROV¯CH BUNùK
A MIKROMETASTÁZ U KARCINOMU PRSU A KOLOREKTA POMOCÍ 
RT-PCR SPECIFICKÉ PRO CYTOKERATINY 19 A 20

MOLECULAR DETECTION OF ISOLATED TUMOR CELLS 
AND MICROMETASTASIS IN BREAST AND COLORECTAL CARCINOMA 
BY CYTOKERATINS 19 AND 20 SPECIFIC RT-PCR

SEDLÁâEK J., VYZULA R.

MASARYKÒV ONKOLOGICK¯ ÚSTAV, BRNO

Souhrn: V˘skyt metastáz u pacientÛ se solidními nádory velmi negativnû ovlivÀuje prognózu. Souãasné zobrazovací techni-
ky v‰ak nemají dostateãnou rozli‰ovací schopnost pro zachycení ãasn˘ch stádií metastatického procesu. V posledních letech
se proto s rozvojem nov˘ch molekulárnû-biologick˘ch metod soustfieìuje pozornost na vãasné rozpoznání diseminace nádo-
rov˘ch bunûk. Tyto techniky umoÏÀují rozpoznání jednotliv˘ch nádorov˘ch bunûk mezi fiádovû 104 aÏ 106 zdrav˘ch bunûk
a tím mohou pfiispût k dfiívûj‰ímu záchytu metastáz. Zvlá‰tní pozornost je vûnována detekci mikrometastáz stanovením mRNA
cytokeratinÛ 19 a 20 u nádoru prsu a kolorektálního karcinomu pomocí zpûtné polymerázové fietûzové reakce (RT-PCR). Tou-
to metodou je moÏné zjistit pfiítomnost nádorov˘ch bunûk v periferní krvi, lymfatick˘ch uzlinách nebo biopsii u vysokého pro-
centa pacientÛ s tímto maligním nádorov˘m onemocnûním. Dodnes v‰ak není zcela vyjasnûn skuteãn˘ pfiínos stanovení vol-
n˘ch nádorov˘ch bunûk a mikrometastáz pro klinickou praxi. Bude proto zapotfiebí dal‰ích studií, které by pomohly definovat
pouÏitelnost tûchto metod pro urãení dal‰ího léãebného postupu.

Klíãová slova: cytokeratin, volné nádorové buÀky, mikrometastázy, kolorektální karcinom, karcinom prsu, RT-PCR

Abstract: The metastasis occurence very negatively affects prognosis of solid tumor patients. However, current imaging
techniques do not have sufficient resolution for detection of early stages of metastatic process. Along with recent development
of new molecular-biological methods, the attention has been focused on early diagnosis of tumor cells dissemination. These
techniques make possible to distinguish single tumor cell among on order of 104-106 healthy cells and thereby they can
contribute to earlier catchment of metastase formation. Special attention is dedicated to micrometastasis determination by
detection of cytokeratin 19 and 20 mRNA in breast and colorectal carcinoma by reverse transcriptase polymerase chain reaction
(RT-PCR). This method is able to find out the presence of tumor cells in peripheral blood, lymphatic nodes or biopsies in high
percentage of patients with malignant tumor. However, real contribution of assessment of isolated tumor cells and
micrometastases for clinical practice has not been clarified up to the present day. There will be needed next studies to define
applicability of these methods for determination of further patient treatment.

Keywords: cytokeratin, isolated tumor cells, micrometastases, colorectal carcinoma, breast carcinoma, RT-PCR
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10 000 – 100 000 mononukleáry za pomoci obarvení prepará-
tu monoklonálními protilátkami proti antigenÛm specifick˘m
pro nádorové buÀky. Nev˘hodou je v‰ak omezen˘ poãet hod-
nocen˘ch bunûk. Navíc i pfies vyuÏití automatizovaného zpra-
cování obrazu metoda zdaleka nedosahuje cytlivosti polyme-
rázové fietûzové reakce. Nev˘hodou je také moÏnost kfiíÏové
reakce protilátky s epitopy pfiíbuzn˘ch proteinÛ.

1.2. PrÛtoková cytometrie je zaloÏena na vytvofiení proudu
suspenzních bunûk, které jsou obklopeny izotonick˘m rozto-
kem vytváfiejícím laminární proudûní a které prochází indivi-
duálnû prÛtokovou komorou. V prÛtokové komofie jsou buÀ-
ky ozafiovány monochromatick˘m svûtlem, vût‰inou
emitovan˘m laserem. Svûtlo vyzafiované buÀkami je násled-
nû vedeno pfies sérii filtrÛ a dichroick˘ch zrcadel, které izolu-
jí jednotlivá spektra. Fotony jednotliv˘ch vlnov˘ch délek jsou
poté detekovány fotonásobiãi a namûfiené hodnoty jsou poãí-
taãovû zpracovány (4). âasto se vyuÏívá mûfiení obsahu jader-
né DNA za pouÏití fluorescenãních barviv interkalujících do
struktury DNA helixu, jako je napfiíklad propidium jodid. Ane-
uploidie nádorÛ je obecnû spojena s malignitou a hor‰í pro-
gnózou (5), av‰ak mÛÏe se vyskytovat i u benigních onemoc-
nûní (6). Jako marker urãující stupeÀ proliferace se ãasto uÏívá
procentuální pomûr bunûk v S-fázi (7). PrÛtoková cytometrie
umoÏÀuje také stanovovat mnoÏství jak povrchov˘ch, tak
i vnitrobunûãn˘ch proteinÛ s vyuÏitím ‰irokého spektra monok-
lonálních protilátek konjugovan˘ch s fluorescenãním barvi-
vem. Tento zpÛsob je pouÏiteln˘ pro stanovování VNB
a MMTS. Hlavní v˘hoda oproti IHC spoãívá ve schopnosti
vyhodnotit velké mnoÏství bunûk a také v objektivitû hodno-
cení. Velkého uplatnûní se prÛtoková cytometrie doãkala hlav-

nû v hematologii a hematoonkologii (shrnuto v ref. 4). V bio-
logii solidních nádorÛ jsou v‰ak v˘sledky mnohem více pro-
tichÛdné. Existuje mnoÏství studií potvrzujících moÏnost pou-
Ïití prÛtokové cytometrie v praxi (7-10), av‰ak také práce, kde
nebyla nalezena Ïádná asociace mezi zkouman˘mi parametry
a klinick˘m v˘stupem (11-14).

1.3. Polymerázová fietûzová reakce (PCR) byla poprvé popsá-
na roku 1985 Karry B. Mullisem (15), kter˘ za ni roku 1993
obdrÏel Nobelovu cenu. Jedná se o jednoduchou a rychlou
metodu umoÏÀující detekci vybrané sekvence DNA její mno-
honásobnou amplifikací za pouÏití sekvenãnû specifick˘ch oli-
gonukleotidÛ (primerÛ) a DNA polymerázy. Typick˘ prÛbûh
PCR zahrnuje 35 – 40 cyklÛ, pfiiãemÏ kaÏd˘ cyklus sestává
z následujících krokÛ (obr. 1a): (a) dvoufietûzcová DNA je
separována tepelnou denaturací; (b) následnû po ochlazení
dochází k nasednutí primerÛ (annealing); (c) po ohfiátí na tep-
lotu optimální pro funkci DNA polymerázy je syntetizován
komplementární fietûzec. Vzniklé fragmenty DNA jsou poté
detekovány elektroforeticky. Citlivost PCR je podstatnû vy‰-
‰í neÏ citlivost tradiãních histologick˘ch a imunohistoche-
mick˘ch metod. Zpûtná polymerázová fietûzová reakce (RT-
PCR), poprvé pouÏitá v roce 1987 (16), je modifikací
dovolující detekci úseku mRNA, která je nejprve enzymem
reverzní transkriptázou pfiepsána do komplementární DNA
(cDNA). PouÏitím více sad primerÛ (nested PCR) je moÏné
stanovit dokonce pouze 1 nádorovou buÀku v 1 ml periferní
krve (17). Jedním z faktorÛ komplikujících klasickou PCR je
moÏnost amplifikace nespecifick˘ch sekvencí - pfii málo strin-
gentních (málo pfiísn˘ch) podmínkách mohou primery nase-
dat na místa pouze ãásteãnû homologní s cílovou sekvencí a tak
mÛÏe dojít i k amplifikaci jin˘ch cástí genomu. Tomuto pro-
blému se dá zãásti vyhnout v˘bûrem vhodn˘ch primerÛ a pou-
Ïíváním vysoce stringentních podmínek. Hlavní nev˘hodou
klasické PCR je v‰ak nemoÏnost pfiesnû kvantifikovat mnoÏ-
ství templátové DNA ve vzorku. Je to zpÛsobeno povahou této
metody – v závûreãné fázi reakce není uÏ pro mnoÏství vzni-
kajícího produktu limitující poãet templátov˘ch molekul DNA,
ale kompetice o DNA polymerázu, primery a nukleotidy.

1.4. Základy kvantitativní PCR v reálném ãase (qPCR) byly
poloÏeny jiÏ na poãátku 90. let (18, 19). Jednou z moÏností je
vyuÏití fluorescenãního barviva interkalujícího mezi báze
DNA (ethidium bromid, SYBR Green) a detekce takto vznik-
lé fluorescence (19). Tento pfiístup bohuÏel neodstraÀuje pro-
blémy spojené s nespecifickou amplifikací, protoÏe deteko-
vána je kaÏdá dvoufietûzcová DNA. V souãasné dobû je asi
nejvíce roz‰ífiena tzv. 5’-nukleázová reakce vyuÏívajíci
TaqMan sond. První vyuÏití 5’-exonukleázové aktivity DNA
polymerázy pro úãely pfiesné kvantifikace DNA se sice datu-
je do roku 1991, kdy Holland a kol. popsali kvantifikaci DNA
za pouÏití terminálnû radioaktivnû znaãené sondy (18), ale prv-

ní prakticky pouÏitelné systémy (zalo-
Ïené na fluorescenãnû znaãen˘ch son-
dách) se objevily aÏ v druhé polovinû
90. let (20-22). Hlavní zmûnou proti kla-
sické PCR je pouÏití oligonukleotidu
(TaqMan sonda), kter˘ se specificky
váÏe na sekvenci mezi oba primery (obr.
1b). Na 5’-konci je sonda naznaãena
kovalentnû navázan˘m fluorescenãním
barvivem (reporter, „R“), jehoÏ emisní
spektrum je zhá‰eno druh˘m fluores-
cenãním barvivem navázan˘m na 3’-
konci sondy (zhá‰edlo, quencher, „Q“).
Dále je sonda na 3’-konci modifiková-
na fosfátem, kter˘ zabraÀuje extenzi
sondy bûhem amplifikace. Pfii polyme-
rizaci z primeru dojde pÛsobením 5’-
exonukleázové aktivity DNA polyme-

Obr. 1: Princip (a) klasické PCR, (b) kvantitativní PCR v reálném ãase.
Q – zhá‰edlo (quencher), R – fluorescenãní barvivo (reporter)

Obr. 1b: Intron-exonová organizace genÛ pro lidsk˘ cytokeratin 19 a 20. Obdélníky pfiedstavují exo-
ny, introny jsou reprezentovány horizontálními liniemi. Vyznaãeny jsou pozice iniciaãních a termi-
naãních kodonÛ. Gen pro cytokeratin 20 se skládá z 8 exonÛ o délce 38 – 518 bp, zaujímá 9,29 kb na
chromozomu 17q21.2. Gen pro cytokeratin 19 se skládá z 6 exonÛ o délce 83 – 473 bp a zaujímá 4,69
kb na chromozomu 17q21.2.
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rázy k od‰tûpení reportérového barviva a tím k jeho uvolnûní
z blízkosti zhá‰edla, coÏ vede ke vzrÛstu fluorescence. Cyklus,
ve kterém dojde k nárÛstu fluorescence na detekovatelnou úro-
veÀ, je naz˘ván Ct (treshold cycle) a je nepfiímo úmûrn˘ kon-
centraci cílové DNA. âím vût‰í je mnoÏství templátové DNA,
tím men‰í mnoÏství cyklÛ je zapotfiebí k dosaÏení Ct (pro pfie-
hled (23, 24).

2. MoÏné zpÛsoby detekce voln˘ch nádorov˘ch bunûk
a mikrometastáz pomocí PCR
2.1. Detekce chromozomálních aberací a mutací specifick˘ch
pro dan˘ nádor. Pfies rozsáhl˘ v˘zkum nebyla dodnes nale-
zena Ïádná mutace nebo chromozomální aberace specifická
pro nádorové buÀky vût‰iny solidních nádorÛ. Naproti tomu
chromozomální aberace asociované s urãit˘m typem vykazu-
jí leukémie (napfi. reciproká translokace t(15;17) zpÛsobující
tvorbu fúzního genu PLM/RARα je specifická pro akutní pro-
myelocytární leukémii).Tento rozdíl je zpÛsoben na jedné stra-
nû difuzní povahou hematologick˘ch malignit a na stranû dru-
hé vysokou heterogenitou solidních nádorÛ. Pokud se jedná
o mutace, je situace velice podobná. Pravdûpodobnû nejãastû-
ji mutovan˘m genem v nádorech je gen pro nádorov˘ supre-
sor p53, kter˘ se úãastní mnoha bunûãn˘ch procesÛ, vãetnû
transkripce, opravy DNA, udrÏování stability genomu, stár-
nutí buÀky, kontroly bunûãného cyklu a apoptózy (25). Jeho
mutace proto mohou mít dalekosáhlé dÛsledky v regulaci
bunûãn˘ch pochodÛ. VyuÏití stanovení p53 v primárním nádo-
ru pro prognostické úãely se potenciálnû jeví jako velice zají-
mavé (25, 26). I kdyÏ je p53 asi nejvíce mutovan˘m genem
v lidsk˘ch nádorech, jeho mutace se vyskytují jen v necelé
polovinû v‰ech nádorÛ (27). Dal‰ím problémem je ‰iroké spekt-
rum mutací (25), které znemoÏÀuje vytvofiení univerzálních
primerÛ schopn˘ch detekovat tento mutovan˘ gen. Mutace
genu p53 navíc pravdûpodobnû nejsou potfiebné pro ãasnou
diseminaci nádorov˘ch bunûk (27). Tím se pouÏití p53 pro
detekci VNB stává velice diskutabilní (28). Podobné v˘hrady
platí i pro dal‰í markery této skupiny, napfi. Ras (25). 

2.2. Detekce tkáÀovû specifick˘ch markerÛ. Jedná se o mar-
kery (mRNA, proteiny), které musí splÀovat nûkolik základ-
ních kritérií. Za prvé musí b˘t b˘t exprimovány v tkáni, odkud
nádor pochází. Jejich v˘skyt by se v prÛbûhu karcinogeneze
nemûl pokud moÏno v˘raznûji mûnit. Za druhé nesmí b˘t expri-
movány (nebo alespoÀ ve v˘znamném mnoÏství) v místû
detekce, tj. periferní krvi, kostní dfieni nebo lymfatick˘ch uzli-
nách. Tento jednoduch˘ poÏadavek je ãasto komplikován nele-
gitimní transkripcí v místû detekce (viz. dále). V souãasné dobû
je asi nejintenzivnûji studována skupina cytoskeletárních pro-
teinÛ – cytokeratinÛ, na které je tento ãlánek zamûfien. 

2.3. Jiné moÏné markery. Dal‰ím ãasto studovan˘m marke-
rem je karcinoembryonální antigen (CEA). Za normálních pod-
mínek není exprimován v buÀkách tkání dospûlého ãlovûka,
pfii v˘voji nádoru se v‰ak jeho hladina zvy‰uje s pokraãující
dediferenciací bunûk. Ve vût‰inû studií v‰ak vykazuje hor‰í
v˘sledky neÏ cytokeratiny. Tvorba nádoru je doprovázena zv˘-
‰enou genomovou nestabilitou a nádorové buÀky vykazují roz-
sáhlé chromozomové pfiestavby vãetnû amplifikací, duplika-
cí, delecí a translokací. Nûkteré z tûchto zmûn mohou b˘t
detekovány pomocí alel-specifick˘ch markerÛ, jako napfi. mik-
rosatelitÛ. Mikrosatelity jsou malé repetitivní sekvence roz-
pt˘lené v genomu, které vykazují vysok˘ polymorfismus
v populaci. Takto lze detekovat napfiíklad ztrátu heterozygo-
zity (loss of heterozygosity, LOH), která mÛÏe zpÛsobit vyfia-
zení funkãní alely genu. Tato metoda se v‰ak v praxi pot˘ká
s mnoha problémy: v˘bûr mikrosatelitních markerÛ; nutnost
mikrodisekce nádorové tkánû, neboÈ pfiítomnost nepo‰kozené
DNA z okolní tkánû mÛÏe zpÛsobit ztrátu signálu; nutnost stan-
dardizace mnoÏství vstupní DNA nebo napfi. chyby polyme-
rázy zpÛsobující 3’netemplátovou extenzi (28). Potenciál vyu-

Ïití anal˘zy mikrosatelitÛ by v‰ak mohl spoãívat v ovûfiení
nádorového pÛvodu bunûk detekovan˘ch za pomoci histolo-
gie nebo imunohistochemicky (28).

3. Lesk a bída PCR
Citlivost PCR reakce je o nûkolik fiádÛ vy‰‰í neÏ citlivost mik-
roskopick˘ch technik. DokáÏe spolehlivû zachytit nepatrné
mnoÏství bunûk, které je hluboko pod detekãním limitem
histologick˘ch metod. Dal‰í v˘hodou je fakt, Ïe vyhodnoco-
vání v˘sledkÛ PCR, a obzvlá‰tû kvantitativní PCR v reálném
ãase, není tak v˘raznû zatíÏeno rozdílnou zku‰eností pracov-
níkÛ jako v pfiípadû histologie nebo imunohistochemie. Nic-
ménû také PCR má mnoho úskalí, kter˘m je nutné se vyhnout
a na nûÏ povaÏujeme za nezbytné upozornit. Nûkteré z tûch-
to pfiíãin jsou uvedeny v tab. 1 a podrobnûji popsány v dal‰ím
textu.

3.1. MoÏné pfiíãiny fale‰nû pozitivních v˘sledkÛ
3.1.1. Kontaminace epiteliálními buÀkami. Pokud se pfii
detekci VNB u pacientÛ se solidními nádory vyuÏívá marke-
rÛ specifick˘ch pro epiteliální buÀky, je nezbytnû nutné vûno-
vat maximální pozornost eliminaci pfiíãin moÏné kontamina-
ce vzorku tûmito buÀkami. Jedním ze zdrojÛ jsou buÀky kÛÏe
(napfi. Merkelovy buÀky exprimující cytokeratin 20 (29), kte-
ré se mohou dostat do vzorku periferní krve pfii odbûru. Proto
je zapotfiebí pro úãely stanovení VNB odebírat nûkolik frakcí
krve a vyhnout se anal˘ze první frakce následující bezpro-
stfiednû po vpichu. Pfii operaci dochází k uvolnûní jak nádoro-
v˘ch, tak i normálních epiteliálních bunûk zdravé tkánû (30,
31), které mohou zpÛsobit fale‰nou pozitivitu, pokud je vzo-
rek odebrán pfii operaãním zákroku nebo bezprostfiednû po
nûm. Periferní krev pro anal˘zu by proto mûla b˘t odebírána
vÏdy aÏ nûkolik dnÛ po operaci. Dal‰ím moÏn˘m zpÛsobem,
jak se mohou do vzorku dostat epiteliální buÀky, je z rukou
laboratorních pracovníkÛ. Proto je dÛleÏité dodrÏovat maxi-
mální opatrnost a pracovat zásadnû v rukavicích.

3.1.2. Kontaminace genomovou DNA. Detekce VNB je ve
vût‰inû pfiípadÛ závislá na stanovení tkáÀovû specifické mRNA
metodou RT-PCR. Je proto dÛleÏité, aby vzorek nebyl konta-
minován genomovou DNA, coÏ by vedlo k fale‰nû pozitivním
v˘sledkÛm. ProtoÏe v‰ak není moÏné vyizolovat zcela ãistou
RNA, bylo vyvinuto nûkolik postupÛ, které fie‰í tuto situaci.
Jednou z moÏností je pouÏití enzymu DNázy I, kter˘ nespeci-
ficky ‰tûpí DNA. Dále lze pfii návrhování primerÛ vyuÏít fak-
tu, Ïe mnoho genÛ je sloÏeno z exonÛ a intronÛ, a navrhnout
primery nacházející se na rÛzn˘ch exonech. Amplikony zís-
kané PCR z cDNA jsou v dÛsledku nepfiítomnosti intronÛ
v mRNA elektroforeticky rozli‰itelné na základû velikosti od
amplikonÛ obdrÏen˘ch z genomové DNA, které introny zahr-
nují. Lze také navrhnout primer (TaqMan sondu) tak, aby zahr-
noval sekvenci ze dvou vedle sebe se nacházejících exonÛ.
PCR potom probûhne pouze tehdy, je-li mezilehl˘ intron vy‰-
tûpen a dojde tak ke spojení obou exonÛ. Tento zpÛsob bohu-
Ïel nelze uplatnit, vyskytuje-li se u daného genu alternativní
sestfiih.

3.1.3. KfiíÏová kontaminace. Dal‰í ãastou komplikací je kon-
taminace PCR produkty z pfiedchozích amplifikací provádû-
n˘ch ve stejné laboratofii. ¤e‰ením je fyzické oddûlení prostor

Fale‰ná pozitivita Fale‰ná negativita

Kontaminace epiteliálními buÀkami ·patná kvalita RNA/DNA
Kontaminace genomovou DNA Inhibice reakce
KfiíÏová kontaminace Jiné faktory
Pfiítomnost pseudogenÛ
Nelegitimní transkripce

Tab. 1: MoÏné pfiíãiny fale‰né pozitivity a negativity.
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slouÏících k pfiípravû a anal˘ze vzorkÛ, coÏ není bohuÏel vÏdy
proveditelné. Dal‰í moÏností je pouÏití dUTP (deoxyuridinu)
místo dTTP (deoxytymidinu) v PCR reakci. MoÏné kontami-
nující produkty dfiívûj‰ích reakcí jsou na zaãátku nové PCR
reakce rozloÏeny enzymem deoxyuracil-N-glykosylázou
(UNG). Templátová DNA v‰ak zÛstane intaktní, neboÈ pfií-
rodní DNA uracil neobsahuje.

3.1.4. Nelegitimní transkripce. Obecnû je pfiijímán ne zcela
správn˘ názor, Ïe buÀka exprimuje dvû skupiny genÛ – tzv.
provozní („housekeeping“) geny kódující proteiny základní-
ho bunûãného metabolismu, které jsou nutné pro fungování
bunûk v‰ech typÛ, a tkáÀovû specifické geny, jejichÏ exprese
je omezena pouze na úzce vymezenou skupinu bunûk. V roce
1988 v‰ak Chelly a kolektiv zjistili expresi genu pro lidsk˘
dystrofin také v nûkolika jin˘ch tkáních (32). Tento jev byl
potvrzen také u jin˘ch tkáÀovû specifick˘ch genÛ – genu pro
MIH (hormon polaãující v˘voj Mıllerov˘ch v˘vodÛ), β-glo-
bin, aldolázu A a faktor VIIIc v buÀkách lidsk˘ch tkání, pro
které není exprese tûchto genÛ specifická (33). Fenomén ekto-
pické exprese mRNA byl nazván nelegitimní transkripce. Frek-
vence transkriptÛ byla vypoãítána jako 1 molekula mRNA na
100 aÏ 1000 bunûk, coÏ znamená mnohem ménû neÏ jednu
kopii na buÀku (34). Naproti tomu v‰ak byla detekována expre-
se 26 rÛzn˘ch mRNA, povaÏovan˘ch za tkáÀovû specifické,
v jednom lymfocytu, spermii nebo nádorové buÀce (35). Tato
hladina transkriptÛ je sice naprosto nedostateãná pro tvorbu
funkãnû relevantního mnoÏství proteinu, nicménû mÛÏe zna-
menat velmi váÏnou komplikaci pro detekci MMTS v klinic-
k˘ch vzorcích, kde jsou normální buÀky ve velkém nadbytku
nad buÀkami nádorov˘mi. V pfiípadû klasické RT-PCR mÛÏe
b˘t nelegitimní transkripce témûfi nepfiekonateln˘m problé-
mem, neboÈ ektopická exprese mRNA v nenádorov˘ch tká-
ních mÛÏe b˘t zdrojem fale‰nû pozitivních v˘sledkÛ. S nástu-
pem kvantitativních technik (komparativní nebo kompetitivní
end-point PCR, ale hlavnû kvantitativní PCR v reálném ãase)
se zaãíná stále více vyuÏívat moÏnosti stanovit na základû zna-
losti pfiesného mnoÏství transkriptu hranici rozdûlující nor-
mální a patologickou (zpÛsobenou pfiítomností VNB a MMTS)
hladinu mRNA.

3.1.5. Pfiítomnost pseudogenÛ. Dal‰ím zdrojem fale‰nû pozi-
tivních v˘sledkÛ pfii detekci markerové mRNA mÛÏe b˘t pfií-
tomnost pseudogenÛ a genov˘ch fragmentÛ v genomu. Jedná
se o sekvence blízce pfiíbuzné funkãním genÛm a aÏ na v˘jim-
ky transkripãnû inaktivní z dÛvodu nepfiítomnosti promotoro-
vé oblasti. Mechanismus jejich vzniku je dvojí: (a) genová
duplikace a (b) reverzní transkripce mRNA a následné zaãle-
nûní zpût do genomu. Genová duplikace je mechanismus podí-
lející se mimo jiné na vzniku nov˘ch genÛ zdvojením pÛvod-
ního genu. Duplikovaná sekvence si zachovává svou
exon-intronovou strukturu, av‰ak u pseudogenÛ duplikace
nezahrnuje regulaãní oblasti a proto nejsou schopny pfiepisu
do funkãní mRNA. Upravené pseudogeny (processed pseu-
dogenes) vzniklé pfiepisem z mRNA kromû regulaãních oblas-
tí navíc ve srovnání s pseudogeny vznikl˘mi duplikací postrá-
dají introny. V dÛsledku sníÏeného selekãního tlaku na oblasti
DNA neobsahující geny potfiebné pro funkci buÀky, dochází
v pseudogenech k podstatnû rychlej‰ím mutaãním zmûnám neÏ
v pÛvodním genu (shrnuto v ref. 36). Pfii navrhování primerÛ
je proto nutné vyuÏívat rozdílÛ v sekvencích funkãního genu
a pseudogenu.

3.2. MoÏné pfiíãiny fale‰nû negativních v˘sledkÛ
3.2.1. ·patná kvalita RNA/cDNA. RNA je velice citlivá mole-
kula. RNázy jsou hojnû pfiítomné v okolním prostfiedí a vyso-
ce stabilní. Velmi proto záleÏí na zvoleném zpÛsobu manipu-
lace se vzorkem (vzorek je nutné dostateãnû rychle zpracovat,
nebo zamrazit na teplotu minimálnû –70 °C) a na pouÏité meto-
dû izolace RNA. Chadderton a kol. napfiíklad porovnávali tfii

reagencie pouÏívané k izolaci RNA a shledali Trizol-LS vhod-
nûj‰í pro izolaci dostateãného mnoÏství ãisté RNA neÏ RNA-
STAT-50 a Ultraspec-3 (37).

3.2.2. Inhibice reakce. PÛvod klinick˘ch vzorkÛ zpracováva-
n˘ch metodou PCR mÛÏe b˘t velmi rÛzn˘ – nejãastûji se jed-
ná o vzorky periferní krve, punkce kostní dfienû, biopsie nádo-
rÛ nebo lymfatické uzliny. Rozdílné jsou i postupy pouÏívané
pfii uchování a zpracování vzorkÛ – nûkteré z tûchto technik
mohou vyuÏívat chemikálie inhibující prÛbûh PCR nebo
reverzní transkripce (RT). Heparin, hojnû vyuÏívan˘ jako anti-
koagulant pro uchování vzorkÛ krve, inhibuje DNA polyme-
rázu (38). ¤e‰ením je o‰etfiení vzorku heparinázou (39), nebo
pouÏití jiného antikoagulantu, jako napfiíklad EDTA nebo cit-
rátu (40). PrÛbûh reakce mÛÏe b˘t ovlivnûn i dal‰ími látkami
pouÏívan˘mi k purifikaci DNA (SDS, fenol, etanol, izopro-
panol, acetát sodn˘, NaCl) nebo k jejímu uchovávání (EDTA
v TE pufru) (41, 42). Jiné inhibitory mohou b˘t obsaÏeny pfií-
mo ve vzorku – napfiíklad hemová sloÏka hemoglobinu (41).
Proto je velice dÛleÏité vûnovat pozornost látkám s moÏn˘m
inhibiãním efektem pouÏívan˘m pfii zpracování vzorku nebo
v nûm pfiímo obsaÏen˘ch.

3.2.3. Jiné faktory. Dal‰í moÏné vlivy mohou zahrnovat kon-
taminaci velk˘m mnoÏstvím DNA, která mÛÏe kompetovat
s cDNA o primery a sniÏovat tak citlivost RT-PCR. V˘bûr ‰pat-
n˘ch housekeepingov˘ch genÛ pro normalizaci mÛÏe také zpÛ-
sobit fale‰nou negativitu. Pokud je referenãní gen exprimován
v buÀkách ve velkém mnoÏství, mÛÏe b˘t detekován i pfii ‰pat-
né kvalitû cDNA, kdy jiÏ není zachycena mRNA markeru
s expresí o nûkolik fiádÛ niÏ‰í (43). Samozfiejmû nemohou b˘t
vylouãeny ani lidské chyby.

3.3. Dal‰í stinné stránky PCR
PCR je sice metoda podstatnû citlivûj‰í neÏ histopatologie,
imunohistochemie nebo prÛtoková cytometrie, jde v‰ak o tech-
niku do znaãné míry destruktivní. Po provedení anal˘zy jiÏ
není moÏné zpûtné ovûfiení morfologické povahy bunûk, ani
jejich mnoÏství. V posledním bodû mÛÏe b˘t velice uÏiteãná
kvantitativní PCR, nicménû vzhledem k moÏnosti zmûny
exprese genÛ v nádorové tkáni nemÛÏe v tomto bodû nahradit
tradiãní metody. V pfiípadû RT-PCR je nev˘hodou oproti histo-
logii a IHC podstatnû sníÏená moÏnost provádûní retrospek-
tivních studií. Materiál b˘vá vût‰inou konzervován formalde-
hydem a parafínem a vzhledem k velice nízké kvalitû RNA se
nehodí pro zpracování touto metodou.

4. Cytokeratiny
4.1. Cytoskelet
Cytoplazma není jen beztvarou polotekutou hmotou, ale vyso-
ce organizovanou strukturou. Její kostru tvofií cytoskelet – jed-
ná se o komplexní síÈ vláken, jejichÏ úkolem je udrÏovat dyna-
mickou morfologii buÀky v neustále se mûnícím prostfiedí.
Hlavními funkcemi je poskytovat buÀce oporu a udrÏovat její
integritu, zakotvení vnitfiních organel k cytoplazmatické mem-
bránû, cytoskelet se dále podílí na mitóze, pfienosu signálÛ
apod. Cytoskelet vy‰‰ích eukaryot se skládá ze tfií hlavních
komponent: (a) mikrotubulÛ, které jsou tvofieny α a β tubuli-
nem uspofiádan˘m do dut˘ch vláken o prÛmûru 25 aÏ 28 nm;
(b) mikrofilament o prÛmûru 6-8 nm a (c) stfiedních (interme-
diárních) filament o prÛmûru 8-11 nm. Tyto tfii hlavní sloÏky
cytoskeletu je nutné posuzovat v celku – teprve ve vzájemné
interakci a v kombinaci s dal‰ími proteiny jsou schopny zaji-
stit tvorbu vysoce dynamické cytoarchitektury specifické pro
jednotlivé bunûãné typy (44). Mikrotubuly se podílí na tvorbû
mitotického vfieténka pfii rozdûlování chromozomÛ do jedno-
tliv˘ch dcefiinn˘ch jader pfii bunûãném dûlení, hrají dÛleÏitou
roli pfii udrÏování tvaru buÀky, podílí se také na pohybu orga-
nel i cel˘ch bunûk apod. Mikrofilamenta jsou tvofiena aktino-
v˘mi proteiny a v buÀce zaji‰Èují hlavnû pohybové funkce –
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udrÏování a zmûnu tvaru buÀky, proudûní cytoplazmy, jsou
souãástí dûlícího vfieténka atd.

4.2. Intermediární filamenta
Intermediární filamenta (IF) ve spojení s mikrotubuly a mik-
rofilamenty stabilizují strukturu buÀky a její tvar (svou vyso-
kou stabilitou a elasticitou) a pfiedstavují tak velice dÛleÏitou
souãást nitrobunûãné kostry. Zatímco aktiny a tubuliny jsou
vysoce konzervativní globulární proteiny schopné vázat a hyd-
rolyzovat nukleotidtrifosfáty, IF jsou tvofiena vláknit˘mi pro-
teiny bez známé enzymatické aktivity. Jsou charakterizovány
v˘skytem α-helikální tyãinkovité („rod“) domény tvofiené svi-
nut˘m helixem, která má sice velmi konzervovanou struktu-
ru, nicménû se mÛÏe podstatnû li‰it v primární sekvenci.
IF lze rozdûlit na základû biochemick˘ch a imunologick˘ch
kritérií do minimálnû pûti tfiíd (45): (a) keratinová filamenta
nacházející se v epiteliálních buÀkách a buÀkách epiteliálního
pÛvodu; (b) desminová filamenta pfieváÏnû bunûk hladkého,
kosterního a srdeãního svalstva; (c) vimentinová filamenta
vyskytující se v buÀkách mezenchymálních a mezenchymál-
ního pÛvodu; (d) neurofilamenta nacházející se v neuronech;
(e) gliová filamenta typická pro v‰echny typy gliov˘ch bunûk.
Dal‰í moÏné rozdûlení vychází ze sekvenãní homologie pro-
teinÛ IF a dûlí je do pûti genov˘ch rodin (44). Ty zahrnují kera-
tiny, které reprezentují skupiny homologie I a II kódované více
neÏ 20 geny a dal‰ích 15 genÛ pro trichocytární keratiny („hair“
keratiny); proteiny typu III – desmin, vimentin, GFAP a perip-
herin; skupinu IV zahrnující α-internexin, syncoilin, nestin,
synemin a neurofibrilární proteiny NF-L, -M a –H. Nukleární
laminy A/C, B1 a B2 tvofií typ V; proteiny oãní ãoãky phaki-
nin a filensin jsou zaãlenûny do zvlá‰tní skupiny.

4.3. Cytokeratiny 
V nedávné dobû byla publikována studie, ve kte-
ré se Hesse a kol. (46) pokusili urãit poãet genÛ
pro IF s vyuÏitím databází NCBI a Celera Geno-
mics. Do‰li k ãíslu 65, coÏ fiadí IF mezi 100 nej-
vût‰ích genov˘ch rodin v genomu ãlovûka. 49
genÛ z tohoto mnoÏství tvofií geny pro keratiny.
Ty se dûlí do dvou podskupin, na trichocytární
(„hair“) keratiny tvofiící hlavní ãást vlasÛ a jin˘ch
koÏních derivátÛ, a na tzv. cytokeratiny, které jsou
hlavními strukturními proteiny epiteliálních
bunûk. ProtoÏe pro dal‰í v˘klad je relevantní pou-
ze poslednû jmenovaná skupina, bude v dal‰ím
textu uvaÏována jiÏ jen tato. Nûkteré z uveden˘ch
principÛ jsou v‰ak platné i pro rodinu „hair“ kera-
tinÛ. 
Cytokeratiny (CK) lze rozdûlit na základû jejich
molekulové hmotnosti a izoelektrického bodu, kte-
ré se pohybují v rozsahu 40-68 kDa, resp. pH 5-8,
do dvou skupin: na men‰í kyselé polypeptidy typu
I (CK9 – CK23) a vût‰í bazické nebo neutrální pro-
teiny typu II (CK1 - CK8) (47, 48). Do dne‰ního
dne bylo zatím identifikováno 16 genÛ pro kerati-
ny typu I a 18 genÛ typu II (46). Zajímav˘m rysem
této skupiny proteinÛ IF je také fakt, Ïe v‰echny
geny typu I (s v˘jimkou CK18 nacházejícího se na
chromozomu 12 (49) jsou lokalizovány na chro-
mozomu 17q21 a geny typu II na chromozomu
12q13 (50). Pfiíãinou tohoto stavu je pravdûpo-
dobnû vznik nov˘ch genÛ genovou duplikací.
V lidském genomu bylo také nalezeno 106 pseu-
dogenÛ a 47 genov˘ch fragmentÛ pro cytokerati-
ny (46), coÏ mÛÏe znaãnû komplikovat nalezení
vhodn˘ch primerÛ pro PCR.
Biologická aktivita cytokeratinÛ mÛÏe b˘t regu-
lována buì interakcí se sebou sam˘mi (48) nebo
rÛzn˘mi postranslaãními modifikacemi – fosfo-
rylací, glykosylací, transglutaminací, ubikvitina-

Tab. 2: Pfiehled studií detekujících VNB a MMTS u nádorÛ prsu za pomoci CK19.
Pacienti, kontrolní vzorky: poãet pozitivních vzorkÛ/celkov˘ poãet; pÛvod vzorku: BM,
kostní dfieÀ; PB, periferní krev; LN, lymfatické uzliny; LP, leukoferéza; prognostick˘
v˘znam: a, ano; n, ne; n.u. neurãeno.

Kontrolní PÛvod Prognostick˘
Pacienti

vzorky
Reference

vzorku v˘znam

Imunohistochemie
199/552 (36%) 2/191 (1%) Braun (60) BM a

3/117 (2,6%) Ikeda (61) BM a

10/23 (43%) Slade (62) BM a

10/59 (17%) PB a

222/751 (29,6%) 2/191 (1%)

RT-PCR
4/27 (14,8%) 1/39 (2,56%) Datta (63) PB a

6/8 (75%) BM a

67/145 (46%) 14/51 (27,5%) Grunewald (56) PB n

7/72 (9,72%) 3/30 (10%) Hu (64) PB a

40/117 (34,2%) 0/12 (0%) Ikeda (61) BM a

23/33 (70%) López-Guerrero (65) LP a

29/141 (20,6%) Shammas (66) BM n.u.

22/45 (49%) 5/25 (20%) Silva (67) plazma a

23/60 (38%) 0/45 (0%) Slade (62) PB a

14/23 (61%) 0/30 (0%) BM a

19/51 (27,5%) 0/26 (0%) Stathopoulou (68) PB a

44/148 (29,7%) 6/82 (7,3%) Stathopoulou (69) PB a

51/73 (70%) BM a

16/33 (48%) Vanucchi (70) BM a

14/33 (42,4%) 5/26 (19%) Wong (71) PB a

24/33 (72%) 5/26 (19%) Wong (72) PB a

70/115 (40,87%) 0/8 (0%) Zhong (73) BM a

0/96 (0%) PB a

7/29 (24,13%) LP a

18/26 (69,2%) 0/8 (0%) Zhong (74) BM a

0/117 (0%) PB a

498/1212 (41,1%) 39/621 (6,3%)

cí, proteolytick˘m ‰tûpením, asociací s jin˘mi cytoplazmatic-
k˘mi nebo cytoskeletárními proteiny (51, 52). Jedním z nej-
dÛleÏitûj‰ích principÛ pfii tvorbû cytokeratinov˘ch filament je
v‰ak heteropolymerizace (44, 48). Na rozdíl od zbyl˘ch tfiíd
proteinÛ IF vyÏadují cytokeratiny partnera z odpovídající sku-
piny. Tento obligatorní heteropolymerizaãní proces se ode-
hrává na úrovni dimerÛ a vÏdy vyÏaduje úãast cytokeratinÛ
z obou skupin I a II (napfi. CK8 a CK18). Cytokeratiny v‰ak
nepolymerizují s ostatními skupinami IF (44). Místa zpro-
stfiedkovávající heterodimerizaci cytokeratinÛ tvorbou svinu-
t˘ch helixÛ se nachází v centrální („rod“) doménû (48). Dvo-
jice cytokeratinÛ, které spoleãnû tvofií filamenta, jsou pomûrnû
rigidní, nicménû v organismu existuje urãitá funkãní redun-
dance – napfi. CK19 je schopen zastoupit CK18 (53).
Zajímavou a pro oblast detekce MMTS v onkologii velice dÛle-
Ïitou vlastností cytokeratinÛ je jejich v˘skyt v epiteliálních
tkáních. Cytokeratiny se vyskytují vût‰inou ve víceménû ome-
zené skupinû epiteliálních tkání. Velmi v˘znamn˘ je fakt, Ïe
pfii vzniku nádoru z tûchto tkání nedochází ke zmûnû spektra
exprimovan˘ch cytokeratinÛ, i kdyÏ mÛÏe dojít ke zmûnû
mnoÏství exprimované mRNA (54). Byl dokonce sestaven
urãit˘ „katalog lidsk˘ch cytokeratinÛ“ (47).

4.3.1. Cytokeratin 19 je cytoskeletární protein o velikosti 40
kDa. Jeho gen je lokalizován na chromozomu 17q21.2 (obr.2).
Exprese byla prokázána v ‰irokém spektru normálních i nádo-
rov˘ch tkání vãetnû tkánû prsu, tlustého stfieva a odpovídají-
cích nádorÛ (47). Pfiítomnost CK19 byla prokázána v primár-
ních nádorech prsu u 10/10 pfiípadÛ (100%), 44/46 (96%)
a 44/45 (98%) u stádií I, resp. II a III (55) a u 40/40 (100%)
pacientÛ s invazivní rakovinou prsu (56). MoÏné vyuÏití CK19
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níku a prostatû. Exprese je obecnû udrÏována v pri-
márních i metastatick˘ch kolorektálních karcino-
mech i odvozen˘ch bunûãn˘ch kulturách (29).
Exprese CK20 v kolorektálním karcinomu byla
potrzena i v dal‰ích studiích. Moll a kol. deteko-
vali expresi v 89/93 (75) a 50/52 pfiípadÛ (76), Chu
a kol. u 20/20 pacientÛ (77). Chu a kol. uvádí v pfie-
hledu literatury pozitivitu CK20 pro rÛzné karci-
nomy – pro kolorektální adenokarcinom je to 401
pozitivních pfiípadÛ z celkového poãtu 426, tj. 94%
(77). Tot v podobném pfiehledu uvádí pozitivitu
177/194 (91%) pro primární a 217/233 (93%) pro
metastatické adenokarcinomy tlustého stfieva (78).
Pravdûpodobnû v‰ak dochází ke sníÏení exprese
cytokeratinÛ v neoplastické tkáni (54, 79). Z dÛvo-
du exprese omezené na gastrointestinální, v men-
‰í mífie i urogenitální soustavu, a hlavnû nepfií-
tomnosti v krevních buÀkách, kostní dfieni,
lymfatick˘ch uzlinách a neexistenci pseudogenÛ
se CK20 jevil jako naprosto ideální marker pro
detekci VNB a MMTS v tûchto tkáních. Pozdûji
v‰ak byla detekována exprese CK20 v granulo-
cytech (80, 81). Tato ektopická transkripce by
mohla vysvûtlovat pomûrnû velké mnoÏství fale‰-
nû pozitivních v˘sledkÛ. Bylo provedeno mnoÏ-
ství studií, které se pokou‰ely detekovat VNB
a MMTS v rÛzn˘ch tkáních. V˘sledky nûkter˘ch
z nich jsou uvedeny v tab. 3. V poslední dobû byl
v‰ak nalezen CK20 i v jin˘ch neÏ kolorektálních
primárních nádorech a pfiíslu‰n˘ch lymfatick˘ch
uzlinách. Exprimované mnoÏství bylo v‰ak vÏdy
nûkolikanásobnû niÏ‰í neÏ u kolorektálního kar-
cinomu (82).

5. Závûr
PfiestoÏe CK19 i CK20 mají z hlediska jejich vyu-
Ïití jako markerÛ pro detekci voln˘ch nádorov˘ch
bunûk a mikrometastáz fiadu nev˘hod, v souãas-
né dobû, kdy nejsou známy Ïádné dostateãnû
nádorovû specifické markery, se stále jeví jako
jedny z nejslibnûj‰ích. Vzhledem k pomûrnû vyso-
kému procentu pozitivity i v kontrolních skupi-
nách v‰ak bude nutné pouÏívat pfii stanovení cyto-

keratinÛ kvantitativní metody, nejlépe kvantitativní RT-PCR.
S tím souvisí také v˘bûr „housekeeping“ genÛ pouÏívan˘ch
k normalizaci v˘sledkÛ. Pravdûpodobnû bude nutné zavedení
nov˘ch standardÛ, protoÏe geny vyuÏívané v souãasné dobû
(pfiedev‰ím GAPDH) vykazují znaãnou variabilitu (103). Dal-
‰í otázkou je vlastní prognostick˘ v˘znam detekce nádorov˘ch
bunûk v krvi, resp. kostní dfieni a lymfatick˘ch uzlinách.
Metastázování je velice neúãinn˘ proces (104) a pfiítomnost
cirkulujících nádorov˘ch bunûk v krvi nemusí nutnû indiko-
vat budoucí v˘voj vzdálen˘ch metastáz. Proto je nutné v˘znam
detekce voln˘ch nádorov˘ch bunûk a mikrometastáz nepfiece-
Àovat, ale zároveÀ mít na pamûti moÏné dalekosáhlé vyuÏití
pro individualizaci léãby onkologicky nemocn˘ch pacientÛ
a tím zlep‰ení klinick˘ch v˘sledkÛ. 

Práce byla podpofiena V˘zkumn˘m zámûrem MZâR. 
ã. 00020980501

jako markeru pro detekci VNB a MMTS v‰ak komplikuje jak
nelegitimní transkripce v krevních buÀkách (57), tak také exi-
stence nûkolika pseudogenÛ a genov˘ch fragmentÛ v lidském
genomu (46, 58, 59; Hesse, osobní komunikace). Pfiesto je cyto-
keratin 19 velice ãasto vyuÏíván k detekci cirkulujících nádo-
rov˘ch bunûk u nádorÛ prsu (tab. 2) v lymfatick˘ch uzlinách,
kostní dfieni a krvi. Pomûrnû ãasto v‰ak také dochází k nálezu
mRNA i u kontrolních skupin. 

4.3.2. Cytokeratin 20 byl identifikován v roce 1990 jako pro-
tein IT, hlavní cytoskeletární polypeptid epitelu lidského stfie-
va (29). Jedná se o protein o velikosti pfiibliÏnû 46 kDa, jehoÏ
gen se nachází na chromozomu 17q21.2 (obr. 2). Imunocyto-
chemicky byl detekován jako v˘znamná sloÏka stfievního
a Ïaludeãního foveolárního epitelu, uroteliálních superficiál-
ních bunûk a Merkelov˘ch bunûk epidermis. Vzácnû byly
CK20 pozitivní buÀky nalezeny v brzlíku, prÛdu‰kách, Ïluã-

Tab. 3: Pfiehled studií detekujících VNB a MMTS u kolorektálních nádorÛ za
pomoci CK20. Pacienti, kontrolní vzorky: poãet pozitivních vzorkÛ/celkov˘ poãet;
pÛvod vzorku: BM, kostní dfieÀ; PB, periferní krev; LN, lymfatické uzliny; prognostic-
k˘ v˘znam: a, ano; n, ne; n.u. neurãeno.

Kontrolní PÛvod Prognostick˘
Pacienti

vzorky
Reference

vzorku v˘znam

Imunohistochemie
25/100 (25%) Clarke (83) LN a

14/33 (42,4%) Greenson (84) LN a

4/11 (45%) Litle (85) BM a

35/64 (54,7%) Noura (86) LN n

47/147 (32%) Oberg (87) LN n

4/41 (10%) Werther (88) BM n

0/38 (0%) PB n

32/42 (76,2%) Yasuda (89) LN a

46/53 (86,8%) Yokoyama (90) játra a

207/529 (39,1%)

RT-PCR
27/27 (100%) 21/21 (100%) Bustin (91) PB n

1/30 (3,3%) 19/64 (29,6%) Dimmler (92) BM n.u.

6/8 (75%) Funaki (17) PB a

18/28 (64%) 0/11 (0%) Funaki (93) PB a

13/18 (72%) 21/29 (72%) Champelovier (94) PB n

8/8 (100%) BM n

15/35 (42,8%) 0/22 (0%) Chausovsky (95) PB a

16/53 (30,2%) Jung (81) PB n.u.

5/14 (35%) BM n.u.

31/51 (60,8%) Rosenberg (96) LN a

44/85 (52%) Rosenberg (97) LN a

20/57 (35%) 1/16 (6,3%) Soeth (98)  BM a

9/52 (17%) Soeth (99) PB a

20/65 (31%) BM a

9/30 (30%) 10/47 (21,3%) Vlems (79) PB a

9/19 (47,3%) 4/15 (26,6%) BM a

26/41 (63,4%) Weitz (100) PB a

8/30 (26,7%) BM a

63/100 (63%) 1/70 (1,4%) Wharton (101) PB a

12/25 (48%) 1/12 (8,3%) Wyld (102) PB n

331/701 (47,2%) 107/382 (28%)
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Metabolismus a mechanismy pÛsobení fluoropyrimidinÛ
Fluorouracil je nejpouÏívanûj‰ím pfiedstavitelem fluoropy-
rimidinov˘ch chemoterapeutik. Byl syntetizován Heidel-
bergerem pfied více neÏ 40 lety. PouÏívá se jako chemotera-
peutikum u rÛzn˘ch forem solidních nádorÛ, pfiedev‰ím
kolorektálních karcinomÛ, nádorÛ Ïaludku, jater a pankrea-
tu. Nev˘hodou je jeho toxicita, ‰iroká inter i intraindividu-
ální variabilita a ovlivnûní léãebné odpovûdi cirkadiánním
rytmem. Nejvy‰‰í koncentrace 5-FU v plazmû byly namû-
fieny ve 4 hodiny ráno, nejniÏ‰í pak ve 13 hodin odpoledne.
(1, 2)
Metabolismus 5-FU normálnû probíhá v játrech (80%). Pfies
10 % 5-FU je vylouãeno moãí v nezmûnûné podobû. 5-FU je
do bunûk pfiijímán stejnou transportní cestou jako uracil. Ten-
to systém je energeticky nezávisl˘. Anabolickou cestou vzni-
kají aktivní metabolity, katabolickou cestou je 5-FU inaktivo-
ván a vylouãen z organismu. Pro uplatnûní cytotoxického
a protinádorového úãinku je nezbytná jeho intracelulární ana-
bolická aktivace. Poloãas rozpadu 5-FU je velmi rychl˘, asi 5
aÏ 20 minut. Citlivost bunûk k 5-FU závisí na mnoha fakto-
rech, jako je napfiíklad aktivita enzymÛ zahrnut˘ch do meta-
bolismu fluoropyrimidinÛ, dostupnost kofaktorÛ pro tyto enzy-
my, mnoÏství redukovan˘ch folátÛ v buÀce, které stabilizují
ternární komplex s tymidylát syntázou, a endogenních deoxy-
uridinmonofosfátÛ (dUMP). (3, 4)
Vzniklé aktivní metabolity 5-FU (FUTP, FdUMP a FdUTP)
zpÛsobují po‰kození buÀky. FUTP je inkorporován do jader-
né a cytoplazmatické RNA, tím se zmûní její funkce a sníÏí se
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Souhrn: Fluoropyrimidinová chemoterapeutika v ãele s 5-fluorouracilem se vyuÏívají v léãbû nádorov˘ch onemocnûní uÏ od
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její exprese je v‰ak v normálních buÀkách vy‰‰í. Vysoká aktivita DPD v nádorov˘ch buÀkách zpÛsobí inaktivaci 5-FU dfiíve,
neÏ by se mohl projevit cytotoxick˘ efekt chemoterapeutika. Naproti tomu deficience DPD v organismu mÛÏe vést k vzniku
nebezpeãné toxicity.
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Summary: Fluoropyrimidine chemotherapeutics headed by 5-fluorouracil are used for the treatment of cancer since half of the
last century. Though 5-fluorouracil (5-FU) is mainly used drug in the therapy of colorectal cancer, only 15 – 30 % of patiens
are responsive to this treatment and some of them could suffer from severe toxicity. The understanding of 5-FU metabolism
led to detection of enzymes limiting 5-FU bioefficiency. These resistence predictors could be followed-up before beginning of
the cure to determine positive cure reaction probability or to enable to dispose another chemotherapy if the probability of cure
response is weak. Dihydropyrimidine dehydrogenase (DPD) which participates in 5-FU catabolism is one of these predictors.
DPD is present in normal and cancer cells, its expression is higher in normal cells. High DPD activity in tumour cells causes
5-FU inactivation before the cytotoxic effect of chemotherapeutics could exert. On the other side, DPD deficiency could result
in development of life-threatening toxicity.
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Ïivotaschopnost buÀky. FdUMP inhibuje enzym tymidylát
syntázu (TS), která je nezbytná pro tvorbu jednoho z deoxyri-
bonukleotidÛ pro syntézu DNA, tvorbou stabilního komple-
xu. FdUTP mÛÏe b˘t zaãleÀován enzymem DNA polymerá-
zou do DNA, tím se sníÏí její stabilita a vznikají fragmenty
DNA. (1, 3 - 5)
Protinádorov˘ úãinek 5-FU tedy spoãívá ve dvou hlavních
úãincích: 
a) v tvorbû 5-fluoro-2’-deoxyuridin-5-monofosfátu (FdUMP),

kter˘ se váÏe na enzym tymidylát syntázu a brání tak tvor-
bû nukleotidu tymidin monofosfátu (TMP) a inhibuje syn-
tézu DNA. 

b) 5-FU je také pfiemûÀován na 5-fluorouridin-5’-trifosfát
(FUTP), kter˘ se zaãleÀuje do RNA a tím ovlivÀuje její
funkce v zasaÏené buÀce.

Na úrovni bunûãného cyklu pÛsobí 5-FU na bunûãné linie
v rÛzn˘ch fázích, podle typu linie a aplikované dávky. U paci-
entÛ s kolorektáním karcinomem byla po chemoterapii pozo-
rována zástava bunûk v S a G2/M fázi. (6)

DPD a její vliv na rezistenci k fluoropyrimidinÛm
Prvním katabolick˘m krokem je redukce pyrimidinového kru-
hu 5-FU enzymem dihydropyrimidin dehydrogenázou (DPD).
Deficience tohoto enzymu u pacientÛ léãen˘ch fluoropyrimi-
diny je spojena s váÏnou toxicitou (5). V˘sledn˘m produktem
katabolismu 5-FU je fluoro-β-alanin (FBAL). Tento metabo-
lit je vyluãován moãí, má dlouh˘ poloãas rozpadu a mÛÏe pÛso-
bit neurotoxicky. (1, 3 – 5)



dina DPD mÛÏe sníÏit citlivost bunûk k 5-FU a zpÛsobit rezi-
stenci. 
Variabilita v toxicitû a reakci na lék mÛÏe b˘t ãásteãnû zpÛso-
bena genetickou deficiencí enzymu DPD. U malého procenta
populace (ménû neÏ 3%) je aktivita DPD v˘znamnû sníÏená
(aÏ o 50% proti prÛmûrné kontrole). Tato porucha (tzn.
neschopnost degradovat 5-FU) mÛÏe mít za následek pfiedem
neoãekávatelné a velice závaÏné toxické úãinky u pacientÛ
podstupujících 5-FU chemoterapii. Nejãastûj‰í mutací vedou-
cí k deficienci DPD je zámûna nukleotidu G za A v intronu 14,
která zpÛsobuje ‰patn˘ sestfiih mRNA a vznik nefunkãního
enzymu. Pacienti, pro nûÏ je 5-FU vysoce toxick˘, mohou b˘t
zfiejmû heterozygotní nebo homozygotní pro mutantní gen
DPD. (9, 16 - 19)
DPD aktivita mÛÏe b˘t ovlivnûna rÛzn˘mi faktory: obsah enzy-
mu, pfiítomnost DPD inhibitorÛ (cisplatina, uridin, allopuri-
nol), hladina NADPH kofaktorÛ. (2, 20) Nûkteré studie pou-
kazují na souvislost mezi hladinou nádorové DPD a pohlavím,
u Ïen byla nalezena niÏ‰í hladina. (16, 21, 22). Hladina DPD
je také zfiejmû ovlivnûna cirkadiánním rytmem. (2, 22, 23) Jiné
studie tuto skuteãnost nepotvrdily. (24)

Struktura a funkce dihydropyrimidin
dehydrogenázy
Dihydropyrimidin dehydrogenáza (DPD,
EC 1.3.1.2) je poãáteãním a limitujícím
enzymem v katabolismu pyrimidinov˘ch
bází, redukuje dvojnou vazbu uracilu
i tyminu: 

pyrimidin + NADPH <=> dihydro-
pyrimidin + NADP+

a podílí se na vzniku β-alaninu u savcÛ.
V buÀce je pfiítomna v cytoplazmû. Nativ-
ní savãí enzym má molekulární hmotnost
210 kDa a je tvofien dvûma identick˘mi
podjednotkami. (28)
Lidsk˘ DPD gen byl lokalizován na první
chromozóm (1p22) a je dlouh˘ nejménû
950 kb. Je tvofien 23 exony, z nichÏ nejdel-
‰í je exon 23 (961 bp) a nejkrat‰í je exon
15 (69 bp). Transkripcí vzniká mRNA
o velikosti 3,4 kb. Lidská cDNA kóduje
protein skládající se z 1025 aminokyselin
s pfiedpokládanou molekulární hmotností
111 kDa. (25 - 26)
Exprese DPD mRNA je tkáÀovû specific-
ká, DPD enzym je u zdrav˘ch jedincÛ pfií-
tomen hlavnû v játrech. (30 - 32) Aktivi-
ta v normální tkáni je variabilní. Vy‰‰í
aktivita DPD enzymu byla mimo jaterní
tkáÀ detekována také v pankreatu, cervi-
xu a nádorech prsu. NiÏ‰í hladina DPD je
v buÀkách Ïaludku, prostaty, moãového
mûch˘fie a moãovodÛ. (11, 30) V primár-
ním kolorektálním nádoru i metastázách
je niÏ‰í stupeÀ exprese DPD neÏ ve zdra-
vé mukóze. (7, 11, 13, 33, 34) V nádorech
moãového mûch˘fie a moãov˘ch cest byla
pozorována vy‰‰í hladina DPD ve srov-
nání s pfiíslu‰nou zdravou tkání. (35 - 37)

Inhibitory dihydropyrimidin dihydro-
genáza, jejich v˘hody a nev˘hody
Potlaãení úãinku DPD je spojeno s pro-
dlouÏením pfiítomnosti 5-FU v plazmû.
Látky, které slouÏí jako inhibitory DPD
aktivity, zvy‰ují úãinek 5-FU v pfiípadû,
je-li hladina DPD pfiíli‰ vysoká. 5-FU není
tak rychle pfiemûÀován na neaktivní meta-
bolity a u pacienta se mÛÏe sníÏit stupeÀ
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Aktivita 5-FU je limitována jeho rychlou degradací dihydro-
pyrimidin dehydrogenázou. Více neÏ 80 % 5-FU je degrado-
váno v játrech. Jen malá ãást pfiijmuté dávky 5-FU se dostane
do nádoru, kde se mohou uplatnit protinádorové úãinky látky.
Vysoká hladina nádorové DPD umoÏní katalyzovat pfiemûnu
5-FU na neaktivní produkty dfiíve, neÏ mohou b˘t vytvofieny
cytotoxické nukleotidy a neprojeví se tak protinádorov˘ efekt
léãiva. Deficience DPD vede k vy‰‰ímu riziku váÏné toxicity
zásluhou vysoké expozice organismu 5-FU. U pacientÛ s kolo-
rektálním nádorem reagujících na léãbu 5-fluorouracilem byla
nalezena niÏ‰í exprese DPD ve srovnání s pacienty, ktefií na
léãbu neodpovídali. (3, 7) Na druhé stranû, v nûkter˘ch studi-
ích souvislost aktivity DPD s reakcí na 5-FU a pfieÏíváním paci-
entÛ nebyla pozorována. (9 - 11)
Byla pozorována závislost mezi hladinou DPD mRNA a akti-
vitou DPD enzymu u kolorektálních nádorÛ. (7, 12 - 15) Je-li
v tkáni vysoká hladina mRNA a vysoká aktivita DPD enzy-
mu, je 5-FU rychle katabolizován na 2-fluoro-α-alanin a je
potlaãena anabolická konverze 5-FU fosforylací na FUMP
a FUTP. Hladina mRNA a enzymatická aktivita DPD by moh-
ly pfiedpovûdût senzitivitu pacienta k léãbû 5-FU. Vysoká hla-

Poãáteãní anabolická aktivace 5-fluorouracilu (5-FU) mÛÏe probíhat dvûma cestami. Buì pfiím˘m
pfienosem ribóza fosfátu z fosforibozyl pyrofosfátu, katalyzovan˘m enzymem OPRTázou (fosfo-
ribozyltransferáza kyseliny orotové) za vzniku fluorouridinmonofosfátu (FUMP), nebo dvojkro-
kov˘m procesem, zahrnujícím navázání ribózy enzymem uridin fosforylázou (UP) za vzniku flu-
orouridinu (FUrd) a jeho následnou fosforylaci uridin kinázou (UK). Produkty tûchto reakcí jsou
dále fosforylovány uridin monofosfát kinázou (UPK) a uridin difosfát kinázou (U2PK) na fluo-
rouridin difosfát (FUDP) a fluorouridin trifosfát (FUTP), kter˘ je inkorporován RNA polymerá-
zou do RNA.  FUDP mÛÏe b˘t konvertován ribonukleotid reduktázou (RnR) na fluorodeoxyuri-
din difosfát (FdUDP), kter˘ je poté metabolizován na fluorodeoxyuridin monofosfát (FdUMP)
nebo fluorodeoxyuridin trifosfát (FdUTP) zaãleÀovan˘ DNA polymerázou do DNA. Úãinkem
enzymu tymidin fosforyláza (TP) na 5-FU vzniká fluorodeoxyuridin (FdUrd), kter˘ je tymidin
kinázou pfiemûnûn na FdUMP.

Obr. 1: Anabolismus 5-fluorouracilu

Obr. 2: Katabolické odbourávání 5-FU

Dihydropyrimidin dehydrogenáza (DPD) inaktivuje 5-fluorouracil (5-FU) redukcí pyrimidinové-
ho kruhu na 5’,6’-dihydrofluorouracil (DHFU), kter˘ mÛÏe b˘t pfiemûnûn dihydropyrimidinázou
(DHP) na 5-fluoroureido propionovou kyselinu (FUPA). Ta je za katal˘zy β-ureido propionázy
(Upr) a za uvolnûní NH3 a CO2 konvertována na fluoro-β-alanin (FBAL).
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rezistence. Dramatická redukce 5-FU katabolismu ov‰em musí
b˘t doprovázena také sníÏením dávek 5-FU, aby bylo zame-
zeno pfiípadn˘m závaÏn˘m toxick˘m úãinkÛm. (38)
Tyto inhibitory lze rozdûlit do dvou skupin podle jejich úãin-
ku: ireverzibilní inaktivátory (eniluracil) a reverzibilní inhibi-
tory (uracil, CDHP, CNDP).
Do první skupiny patfií eniluracil (5-ethynyluracil). Kovalent-
nû se váÏe na DPD a nevratnû tak inhibuje katalytickou akti-
vitu tohoto enzymu. Jeho podání sniÏuje inter a intraindividu-
ální variabilitu a vliv cirkadiánního rytmu. Perorálnû podávan˘
eniluracil inaktivuje DPD v gastrointestinálním traktu a ját-
rech, ãímÏ zesílí dostupnost (aÏ na 100%) a poloãas Ïivota 5-
FU (aÏ na 4 – 6 hodin). Eniluracil v kombinaci s 5-FU byl tes-
tován na zvífiatech a bylo pozorováno v˘razné zv˘‰ení 5-FU
úãinnosti. Mezi neÏádoucí úãinky patfií nevolnost a prÛjmy. (1,
5, 39, 40)
Reverzibilnû pÛsobí uracil, kter˘ v nádorové tkáni selektivnû
inhibuje degradaci 5-fluorouracilu tím, Ïe kompetitivnû inhi-
buje DPD. Malé mnoÏství 5-FU je tedy degradováno katabo-
lickou cestou. Uracil v kombinaci s tegafurem v pomûru 4:1
pfiedstavuje dal‰í léãivo UFT (uracil/tegafur). Tegafur slouÏí
jako „prodrug“ 5-FU, je konvertován enzymy v játrech na 5-
FU a navozuje vysokou hladinu 5-FU v plazmû. Podávání UFT
tedy zajistí vysokou zásobu 5-FU a jeho aktivních metabolitÛ
a minimalizuje produkci inaktivních potenciálnû toxick˘ch
katabolitÛ 5-FU. UFT byl v klinick˘ch studiích vût‰inou dob-
fie tolerován a byl úãinn˘ u pacientÛ s nádory tlustého stfieva,
Ïaludku a prsu. V˘hodou je i orální aplikace léku. Mezi neÏá-
doucí úãinky opût patfií nevolnost a prÛjmy. (1, 4, 5, 39)
Dal‰ím úãinn˘m reverzibilním inhibitorem DPD je CDHP
(5-chloro-2,4-dihydroxypyridin), pÛsobí mnohem silnûji neÏ
uracil. Je souãástí chemoterapeutika S-1 vyvinutého v Japon-
sku v roce 1996. S-1 je kombinací tegafuru, 5-chloro-2,4-
dihydroxypyridinu a oxonové kyseliny s pevn˘m molárním
pomûrem 1 : 0,4 : 1. CDHP redukuje degradaci 5-FU a pro-
dluÏuje vysokou koncentraci 5-FU v plazmû, oxonová kyse-
lina pÛsobí proti pfiemûnû 5-FU na FUMP, sami o sobû nema-
jí protinádorov˘ úãinek. V preklinick˘ch zkou‰kách mûl S-1
vy‰‰í protinádorov˘ úãinek a men‰í toxicitu neÏ tegafur podá-
van˘ samostatnû. Dávkou limitovanou toxicitou byla v kli-
nick˘ch zkou‰kách myelosuprese; diarrhoea a stomatitida
byly velice mírné. Gastrointestinální toxicitu S-1 sniÏovala
kyselina oxonová. Úãinky léku byly podobné úãinkÛm kon-
venãních terapií, sníÏila se ov‰em toxicita stupnû tfii a ãtyfii.
(1, 4, 5, 39, 41)
CNDP (3-cyano-2,6-dihydroxypyridin) funguje jako reverzi-
bilní inhibitor DPD v játrech aÏ 200 krát úãinnûji neÏ uracil.
Spoleãnû s 1-ethoxymetyl-5-fluorouracilem (EM-FU) v pomû-
ru 1:1 tvofií látku oznaãovanou jako BOF-A2 (emitefur). EM-
FU je pomalu konvertován mikrozomálními enzymy, CNDP
sniÏuje eliminaci 5-FU v játrech. Experimentálnû bylo zji‰tû-
no, Ïe u zvífiat po podání BOF-A2 se v periferní krvi udrÏela
vysoká hladina 5-FU po dlouhou dobu a BOF-A2 mûl proti-
nádorov˘ úãinek. (5, 42)

Metody stanovení dihydropyrimidin dehydrogenázy
Dihydropyrimidin dehydrogenázu je moÏno detekovat rÛzn˘-
mi technikami na úrovni RNA nebo proteinu. Jednotlivé meto-
dy se li‰í citlivostí, cenou a nároãností provedení. Následující
pfiehled pojednává o nejãastûji vyuÏívan˘ch metodách pfii
detekci DPD. 
Anal˘za nukleov˘ch kyselin
Po izolaci celkové mRNA z testovaného vzorku je provedena
reverzní transkripce a amplifikace cDNA pomocí enzymu
reverzní transkriptázy. Pro tuto metodu je postaãující men‰í
mnoÏství materiálu, dal‰í v˘hodou je vysoká citlivost a snad-
ná pfiíprava vzorku. Vzniklé produkty PCR reakce je nutné nûja-
k˘m zpÛsobem detekovat. Je moÏné vyuÏít elektroforetickou
separaci v agarózovém gelu nebo chromatografii. (13, 34) 
Vysokoúãinná kapalinová chromatografie (HPLC, High Per-

formance Liquid Chromatography) je modifikací chromato-
grafie – techniky slouÏící k separaci molekul mobilní a staci-
onární fáze. Její v˘hodou oproti jednodu‰‰í a levnûj‰í elektro-
foréze je vy‰‰í citlivost metody. Analyzovaná látka je
rozpu‰tûná v rozpou‰tûdle, tato kapalná mobilní fáze je nane-
sena na chromatografickou kolonu, kde dochází k interakcím
mezi pevnou sloÏkou a mobilní fází. RÛzné sloÏky analyzo-
vané smûsi mají rÛznou afinitu ke stacionární fázi, jsou roz-
dílnû zadrÏovány a zpoÏìovány. Pfiístroj detekuje jednotlivé
procházející sloÏky analyzované smûsi, které dospûjí k detek-
toru v rÛzn˘ch retenãních ãasech. (13, 16, 34)
Klasická PCR metoda slouÏí k specifické amplifikaci frag-
mentu DNA. Po nûkolikanásobném opakování cyklu denatu-
race dvoufietûzce DNA na jednofietûzec – hybridizace prime-
rÛ – polymerace, se mnohonásobnû zv˘‰í poãet kopií
amplifikovaného úseku DNA.
Metoda real-time PCR umoÏÀuje sledování vznikajícího PCR
produktu pfiímo v prÛbûhu celého amplifikaãního procesu
a následné stanovení koncentrace neznámého vzorku. Pro
kvantifikaci se mohou vyuÏívat interkalaãní barviva, napfi. Sybr
Green I, specifickou detekci umoÏÀují sondy, coÏ jsou umûle
nasyntetizované oligonukleotidy, o velikosti 20 – 30 nukleo-
tidÛ, komplementární k amplifikované oblasti, které se váÏí
mezi primery specifické pro danou oblast. Fluorescenãní záfie-
ní vznikající bûhem reakce je zaznamenáno pfiístrojov˘m ana-
lyzátorem a s kaÏdou vytvofienou molekulou amplikonu
narÛstá jeho intenzita. Jako referenãní geny se vyuÏívají hou-
sekeeping geny, nejãastûji gen pro GAPDH nebo β-aktin, kte-
ré slouÏí jako endogenní kontrola se znám˘m poãtem kopií.
Tato metoda umoÏÀuje stanovení koncentrace v rozsahu nûko-
lika fiádÛ, je pfiesnûj‰í a citlivûj‰í neÏ klasická PCR, probíhá
v uzavfieném systému, redukuje chyby a podmínky PCR lze
pomûrnû rychle optimalizovat. (12, 43, 44)
Nev˘hodou metod zaloÏen˘ch na studiu nukleov˘ch kyselin je
fakt, Ïe není detekována pfiímo aktivita proteinu v dané tkáni.
Stanovení DPD na úrovni proteinu
Imunochemické metody detekce DPD jsou zaloÏeny na spe-
cifické reakci antigenu a protilátky. Nejãastûji se vyuÏívají
metody ELISA a Western blotting. 
ELISA (Enzyme-Linked Immunosorbent Assay) je metoda
slouÏící k zji‰Èování pfiítomnosti protilátek proti urãitému
antigenu.UmoÏÀuje stanovení DPD enzymu za vyuÏití pro-
tilátek proti DPD. V pfiípadû stanovení DPD lze vyuÏít tzv.
sendviãovou modifikaci. Vzorek, obsahující zji‰Èovan˘ anti-
gen, se aplikuje na destiãku, na kterou je vázána protilátka
proti DPD. Druhá protilátka je znaãená enzymem a reaguje
s jin˘mi determinanty na povrchu molekuly zji‰Èovaného
antigenu (v tomto pfiípadû enzymu DPD). Po pfiidání chro-
mogenního substrátu je moÏné detekovat fotometricky bare-
vnou zmûnu substrátu. Jde o jednoduchou, rychlou a finanã-
nû nenároãnou techniku s vysokou citlivostí a specifitou.
Nev˘hodou je to, Ïe není stanovena pfiímá aktivita proteinu
v tkáni. (3, 5, 10, 11, 33, 34, 45)
Metoda Western blotting vyuÏívá polyklonální protilátky
a sekundární protilátky. Detekované proteiny jsou elektrofo-
reticky rozdûleny za denaturaãních podmínek, pfieneseny z gelu
na pevnou membránu a místa, na která se proteiny nenaváza-
ly, se nespecificky zablokují, ãímÏ se zabrání vzniku fale‰nû
pozitivních v˘sledkÛ. K detekci antigenu zachyceného na
membránû se vyuÏije primární protilátka, která se specificky
váÏe na detekovan˘ protein. Komplex protilátek a antigenÛ je
vizualizován pomocí enzymu a chromogenního substrátu
podobnû jako u metody ELISA, na membránû vzniká viditel-
n˘ band v místû, kde je primární protilátka navázána na dete-
kovan˘ protein. (7, 13)

V˘znam stanovování DPD v predikci chemorezistence
nádorÛ
Sledování enzymÛ zapojen˘ch do metabolismu 5-fluoroura-
cilu (DPD, tymidylát syntáza, tymidin fosforyláza), aÈ uÏ jed-
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notlivû nebo spoleãnû, umoÏnuje optimalizaci terapie fluoro-
pyrimidiny, v˘bûr vhodného preparátu a jeho dávkování.
Detekce exprese a aktivity tûchto enzymÛ pfied zahájením tera-
pie mÛÏe odhalit pacienty, ktefií s velkou pravdûpodobností na
léãbu fluoropyrimidiny nebudou reagovat, nebo se u nich
dokonce objeví váÏná toxicita. V tûchto pfiípadech by pak paci-
ent nemusel b˘t vystavován známému riziku toxicity a mohla
by pro nûj b˘t navrÏena jiná forma terapie. 
Dihydropyrimidin dehydrogenáza je enzym, kter˘ katabolicky
degradaduje více neÏ 80 % pfiijatého 5-fluorouracilu a limituje
jeho úãinnost. Sledování hladiny mRNA a enzymatické aktivi-
ty DPD dovolí je‰tû pfied léãbou pfiedpovûdût reakci pacienta na

lék. Je-li u pacienta detekována vysoká hladina DPD v nádoro-
vé tkáni, neprojeví se dostateãnû protinádorová aktivita 5-FU
a pacient bude na léãbu fluorouracilem rezistentní. V tomto pfií-
padû by nasazení inhibitorÛ DPD zpomalilo odbourávání azv˘-
‰ilo terapeutick˘ úãinek 5-FU. Pacientovi mohou b˘t také podá-
vány niÏ‰í dávky léku. Naopak, pfiíli‰ nízká hladina nebo
deficience DPD zvy‰uje riziko toxick˘ch úãinkÛ terapie zpÛso-
ben˘ch vystavením organismu nadmûrn˘m dávkám 5-FU. 
Stanovování dihydropyrimidin dehydrogenázy a dal‰ích enzy-
mÛ podílejících se na metabolismu chemoterapeutik povede
k vût‰í individualizaci léãby, niÏ‰í toxicitû a vût‰í úãinnosti
léãby nádorov˘ch onemocnûní.
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Úvod
Rozhodující ãást mortality v souvislosti s nádorov˘mi one-
mocnûními pfiipadá na vrub metastatické kapacitû nádorov˘ch
bunûk v pokroãil˘ch fázích nádorové transformace. Samotná
metastatická kaskáda zahrnuje pfiesnû sladûn˘ sled nûkolika
událostí. Na samotném poãátku musí b˘t buÀka schopna opus-
tit primární nádor a souãasnou destrukcí tkáÀov˘ch bariér
(bazální membrána, extracelulární matrix) a aktivní lokomo-
cí dosáhnout krevní nebo lymfatické kapiláry. Tato poãáteãní
invaze a lokomoce plynule pfiechází v intravazaci do krevní-
ho nebo lymfatického fieãi‰tû, která je opût provázena destruk-

cí bazální membrány endotelu. Nádorová buÀka pak musí b˘t
schopna na urãitém místû z krevního nebo lymfatického obû-
hu vystoupit a znovu zahájit proliferaci na sekundárním mís-
tû. Toto je klasick˘ prÛbûh metastatické kaskády (1,2).
V na‰í práci se soustfiedíme na samotn˘ poãátek celého metas-
tatického procesu, tj. nádorovou motilitu a invazivitu. Ukazu-
je se, Ïe vztah mezi obûma tûmito procesy b˘vá nezfiídka obtíÏ-
né definovat. V fiadû prací jsou pojmy „migration“, „motility“,
„movement“ a „invasion“ uÏívány v zásadû synonymnû. Je jas-
né, Ïe invazivní buÀka musí b˘t zároveÀ motilitní, zároveÀ
ov‰em také platí, Ïe samotná schopnost motility je‰tû nevysti-
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Souhrn: V˘chodiska: Invazivita nádorÛ pfiedstavuje jeden z klíãov˘ch momentÛ metastatického procesu. Vlastní schopnost
ãi neschopnost invaze je v˘slednicí nûkolika dílãích fenotypÛ, zejména motility nádorov˘ch bunûk a jejich schopnosti prote-
olytické degradace tkáÀov˘ch bariér (bazální membrána, extracelulární matrix). Jednou z moÏností jak objasnit vztah kom-
plexního invazivního fenotypu a jednotliv˘ch dílãích fenotypÛ je vyjít z definované série nádorov˘ch bunûãn˘ch linií vyka-
zujících polymorfismus v uveden˘ch fenotypov˘ch charakteristikách. Typ studie: Vy‰li jsme z fibrosarkomu H2-K/v-jun
transgenní my‰i a rozsáhlou manipulací v tkáÀové kultufie jsme vytvofiili sérii nádorov˘ch bunûãn˘ch linií li‰ících se ve stup-
ni vyjádfiení invazivního a motilitního fenotypu. Metody a v˘sledky: K odvození jednotliv˘ch bunûãn˘ch linií jsme vyuÏili
kombinaci tfií experimentálních strategií. 1. Bunûãná heterogenita vstupního nádorového vzorku umoÏnila odvození základ-
ních bunûãn˘ch linií JUN-1, -2 a –3. 2. Spontánní transformace v kontinuální kultufie umoÏnila rozli‰it sublinie odvozené
z bunûãn˘ch linií JUN-1 a JUN-2. 3. Stabilní transfekce expresního vektoru pro onkogen c-fos dala vznik klonÛm u rÛzn˘ch
sublinií JUN-1 a JUN-2. V‰echny bunûãné linie, sublinie a klony byly fenotypicky charakterizovány jednak na úrovni invazi-
vity testem invaze do Matrigelu, jednak na úrovni motility testem hojení rány in vitro. Závûry: H2-K/v-jun série fibrosarko-
mov˘ch bunûãn˘ch linií pfiedstavuje experimentální nástroj pro studium nádorové motility a invazivity, a to jak ve vzájemné
závislosti v rámci komplexního invazivního fenotypu, tak i navzájem nezávisle, a jako taková pfiedstavuje vhodn˘ vstup do
dal‰ích projektÛ zamûfien˘ch na molekulární anal˘zu nádorové invazivity.

Klíãová slova: nádorové bunûãné linie, invazivita, motilita

Summary: Backgrounds: Tumour invasiveness represents one of the key points in the metastatic process. The ability of
invasion or a lack thereof result from interplay of several intermediate phenotypes, like cellular motility or an ability of
proteolytic degradation of tissue barriers (basement membrane, extracellular matrix). One of the possibilities how to define
a relationship between the invasiveness as a complex phenotype and the respective intermediate phenotypes is to analyze
a defined tumour cell line series, with a relevant phenotypic polymorphism among individual cell lines. Design: We used
a fibrosarcoma developed in the H2-K/v-jun transgenic mouse and by means of an extensive manipulation in tissue culture we
generated a series of cell lines polymorphic in the expression of the invasive and motile phenotype. Methods and Results: In
establishing the series, three chief principles were exploited. 1. Cellular heterogeneity within the original tumour sample was
used to derive the founder cell lines JUN-1, -2, and –3. 2. Spontaneous transformation upon continuous culture made it possible
to distinguish sublines derived from the cell lines JUN-1 and JUN-2. 3. Stable transfection of an expression vector for the c-
fos oncogene gave rise to an array of clones from individual JUN-1- and JUN-2- derived sublines. All the cell lines, sublines,
and stably transfected clones were characterized in terms of invasiveness, by means of the Matrigel invasion assay, and as to
the motility, by means of the in vitro wound healing assay. Conclusions: The complete series of H2-K/v-jun fibrosarcoma-
derived cell lines enables to regard invasiveness and motility either as integral parts of a common phenotype, or independently
of each other. As such, the series provides a convenient input into studies aimed at molecular characterization of invasive
phenotype.

Key words: tumour cell culture, invasiveness, motility
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huje cel˘ rozsah vlastností charakterizujících invazivní feno-
typ. Nedílnou souãástí invazivního fenotypu je schopnost pro-
teolytické destrukce biologick˘ch bariér (2,3).V na‰í práci pro-
to nazíráme na nádorovou invazivitu jako na jak˘si zastfie‰ující
a komplexní fenotyp, kter˘ je moÏné rozloÏit do pfiinejmen-
‰ím dvou dílãích intermediárních fenotypÛ . schopnosti aktiv-
ního pohybu (motility) a schopnosti proteolytického ataku vÛãi
bazální membránû a extracelulární matrix.
Jednou z moÏností, jak studovat a na molekulární úrovni cha-
rakterizovat rÛzné aspekty transformovaného fenotypu vãet-
nû motility a invazivity je odvodit urãitou definovanou sesta-
vu nádorov˘ch bunûãn˘ch linií, pokr˘vající co nej‰ir‰í ãást
v˘voje a progrese nádoru. Existuje nûkolik strategií odvození
takové uspofiádané série bunûãn˘ch linií. Je napfiíklad moÏné
odvodit bunûãné linie z rÛzn˘ch stádií v˘voje nádoru (napfi.
primárního nádoru a metastázy) u téhoÏ pacienta (4). Je samo-
zfiejmû také moÏné vyuÏít principu nádorové heterogenity
a odvodit nûkolik bunûãn˘ch linií reprezentujících rÛzné eta-
py nádorové progrese z jediného nádoru (5). Jinou strategií je
odvodit v první fázi z daného nádoru jedinou bunûãnou linii
a sérii bunûãn˘ch linií kryjících urãitou ãást nádorové progre-
se odvodit rÛzn˘mi postupy in vitro transformace této v˘cho-
zí bunûãné linie. Tato transformace mÛÏe probíhat spontánnû
pfii dlouhodobé nepfietrÏité kultivaci, nebo mÛÏe b˘t specific-
ky smûrována napfi. mutagenezí, genovou manipulací ãi opa-
kovan˘m pfievedením do stavu nádoru in vivo ve vhodném zví-
fiecím hostiteli. Pfiíkladem takto vytvofien˘ch komplexních sérií
nádorov˘ch bunûãn˘ch linií jsou lidské série MCF-10a HMT-
3522 nádoru prsu (6,7), série krysích bunûãn˘ch linií odvoze-
n˘ch ze spontánního karcinomu prostaty (Dunning rat prosta-
tic carcinoma series) (8) nebo QRsP-série my‰ích
fibrosarkomov˘ch linií (9).

Cíl práce
Cílem na‰í práce bylo odvození nové pÛvodní série bunûãn˘ch
linií, a to pÛvodu fibrosarkomu vytváfiejícího se v reakci na
hluboké poranûní u H2-K/v-jun transgenní my‰i (10). Jedno-
tlivé bunûãné linie byly odvozeny kombinací shora naznaãe-
n˘ch experimentálních strategií. Základní linie (JUN-1, -2 a –3)
odráÏejí vstupní nádorovou heterogenitu. Dal‰í sublinie byly
odvozeny kontinuální kultivací a stabilní transfekcí kooperu-
jícího onkogenu. Jednotlivé bunûãné linie a sublinie byly cha-
rakterizovány z hlediska motility a invazivity, coÏ nám umoÏ-
nilo pfiesnûji vymezit podíl intermediárních fenotypÛ na
komplexním invazivním fenotypu.

Metody
Vstupní nádorov˘ vzorek
H2-K/v-jun transgenní my‰i byly laskavû poskytnuty Dr. Mar-
tinem Breitmanem (Samuel Lunenfeld Research Institute, Uni-
versity of Ontarion, Kanada). U této transgenní my‰i se v reak-
ci na hluboké poranûní, jako je biopsie ocasu, vytváfií lokálnû
invazivní nemetastazující fibrosarkom(10). Bunûãné linie
JUN-1 a JUN-2 byly odvozeny z téhoÏ fibrosarkomu vyvíje-
jícího se po dobu 7 mûsícÛ od biopsie ocasu, bunûãná linie
JUN-3 byla odvozena z následujícího fibrosarkomu téÏe trans-
genní my‰i, jenÏ se vyvíjel po dobu 11 mûsícÛ.

Plasmidy
CMV-c-fos expresní vektor byl laskavû poskytnut Dr. Char-
lese Vinsonem (National Cancer Institute, National Institute
of Health, Bethesda U.S.A.) (11), pSTneoB vektor byl laska-
vû poskytnut Dr. Petrem Dráberem (Ústav molekulární gene-
tiky AV âR v Praze) (12). Plasmidy byly purifikovány systé-
mem Nucleobond Plasmid Purification Kit fy Clontech, podle
pokynÛ udan˘ch v˘robcem.

Základní bunûãná kultura
Nádor byl mechanicky rozmûlnûn na kousky o pfiibliÏné veli-
kosti 1 mm3, které byly pfiímo naneseny na dno kultivaãní mis-

ky. Kultivace byla provádûna v médiu DMEM (Sigma) dopl-
nûném fetálním telecím sérem (Sigma) na v˘slednou kon-
centraci 10 % a antibiotiky penicilinem (v˘slednû 100 U/ml)
a strepromycinem (v˘slednû 100 µg /ml) (BioWhittaker).
V‰echny bunûãné linie byly odvozeny z primární nádorové
kultury odpíchnutím izolovanû rostoucí kolonie Ïlutou mik-
ropipetovou ‰piãkou pod inverzním mikroskopem po pfied-
chozí krátkodobé trypsinizaci pfiíslu‰né kolonie.

Odvození stabilnû transfektovan˘ch klonÛ
Stabilnû transfektované klony nesoucí CMV-c-fos expresní
vektor byly odvozenyz linie JUN-1 po 40 bunûãn˘ch genera-
cí v kultufie (population doubling –PD) a 200 PD a z bunûãné
linie JUN-2 po 200 PD kontinuální kultury. Transfekce byla
provedena kalcium-fosfátovou precipitaãní metodou pro-
stfiednictvím systému CalPhos Transfection Kit fy Clontech,
podle pokynÛ v˘robce. Subkonfluentní bunûãná kultura na
100 mm- kultivaãní misce byla pfiitom transfektována smûsí
10 µg CMV-c-fos a 1 µg pSTneoB. Selekce byla provedena
kultivaãním médiem doplnûném antibiotikem G418 (Sigma)
ve v˘sledné koncentraci 500 µg /ml. Odvození individuálních
stabilnû transfektovan˘ch klonÛ bylo provedeno totoÏnû jako
izolace pÛvodních linií z primární nádorové kultury.

Test motility
Bunûãná motilita byla analyzována jako tzv. test hojení rány
in vitro (in vitro wound healing assay). Podstatou je mecha-
nické naru‰ení konfluentní bunûãné kultury, ãímÏ dochází
k uvolnûní kontaktní inhibice pohybu a buÀky na okrajích rány
mohou migrovat do uvolnûného prostoru. PrÛbûh této migra-
ce je pozorován v pravideln˘ch ãasov˘ch intervalech a foto-
graficky zaznamenáván. Vyhodnocení bunûãné motility bylo
provedeno po 11 hodinách hojení rány, a to pfiifiazením dané
bunûãné linie, sublinie ãí klonu do jedné z následujících kate-
gorií : –: Ïádná aktivita +: sporadická aktivita undulujících
membrán (ruffling) na okrajích rány ++: uniformní aktivita
undulujících membrán (ruffling) na okrajích rány +++: spora-
dick˘ pohyb bunûk do prostoru rány ++++: uniformní pohyb
bunûk do prostoru rány spojen˘ se zmûnou jejich uspofiádání
do polohy kolmé k ose rány (viz Tabulka 1.).

Test invazivity
Invazivita byla analyzována prostfiednictvím testu invaze do
Matrigelu (BD BioCoat Matrigel Invasion chamber – Becton
Dickinson), podle pokynÛ udan˘ch v˘robcem. Test vychází
z modifikované Boydenovy komÛrky, jejíÏ horní a dolní kom-
partment je oddûlen membránou s mikropóry o prÛmûru 8 µm.
Tato membrána je pokryta vrstvou Matrigelu, kter˘ slouÏí jako
model extracelulární matrix ãi bazální membrány (13). BuÀky
se naná‰ejí v jednobunûãné suspenzi do horního kompartmen-
tu a mají-li invazivní schopnost, jsou schopny pfiekonat vrstvu
Matrigelu, projít mikropóry membrány a adherovat na její opaã-
né stranû. Zde jsou pak fixovány, obarveny a kvantifikovány.
V na‰em pfiípadû byla kvantifikace provedena pfiím˘m poãítá-
ním invadujících bunûk pod inverzním mikroskopem, pfiiãemÏ
jako vyjádfiení invazivity jsme pouÏili souãet invadujících
bunûk z pûti náhodnû vybran˘ch optick˘ch polí inverzního mik-
roskopu, s pouÏitím 15-krát zvût‰ujícího objektivu. KaÏdá linie,
sublinie ãi klon byly analyzovány v triplikátu.

V˘sledky
Ze dvou fibrosarkomÛ indukovan˘ch u jedné a téÏe transgen-
ní my‰i se podafiilo celkem odvodit tfii bunûãné linie JUN-1,
JUN-2 a JUN-3. Anal˘za motility a invazivity byla provede-
na po 100 PD v kontinuální kultufie a odhalila znaãné rozdíly
v obou tûchto charakteristikách. Bunûãná linie JUN-2 byla
málo motilitní a neinvazivní, bunûãná linie JUN-3 byla nao-
pak velmi motilitní a invazivní a u linie JUN-1 byla motilita
a invazivita intermediární mezi obûma zbyl˘mi vyhranûn˘mi
bunûãn˘mi liniemi.
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Bunûãná linie JUN-1 byla ov‰em pfiedmûtem intenzivní trans-
formace v prÛbûhu kontinuální kultury. Byla-li analyzována
po 40 PD v kultufie, vykazovala nízkou motilitu a byla nein-
vazivní, srovnatelná s linií JUN-2(PD100). Naopak po 200 PD
se linie JUN-1 ukázala jako intenzivnû motilitní a invazivní,
srovnatelná s buÀkami JUN-3(PD100). Principiálnû podobn˘
fenotypov˘ posun byl u bunûk linie JUN-2 s ohledem na bunûã-
nou motilitu, která se po 200 PD v nepfietrÏité kultufie zfietel-
nû zv˘‰ila, buÀky ov‰em stále zÛstaly neschopny invaze do
Matrigelu.
Ze sublinií JUN-1(PD40), JUN-1(PD200) a JUN-2(PD200)
jsme odvodili sadu stabilnû transformovan˘ch klonÛ nesou-
cích expresní vektor kódující onkoprotein c-fos; pÛvodní
bunûãné linie byly odvozeny z transgenní my‰i exprimující
onkogen v-jun pod kontrolou promotoru genu hlavního histo-
kompatibilitního komplexu I.tfiídy H2-Kk (10), pfiiãemÏ rodi-
ny onkoproteinÛ jun a fos heterodimerizují – vzniklé komple-
xy se oznaãují jako AP-1 a pÛsobí jako transkripãní faktory
(14). Zajímalo nás proto, do jaké míry se zmûní stupeÀ trans-
formace fibrosarkomov˘ch bunûãn˘ch linií fiízenou nadmûr-
nou expresí kooperujícího onkogenu.
V˘sledek získan˘ u stabilnû transfektovan˘ch klonÛ JUN-
1(PD40) a JUN-2(PD200) v podstatû odpovídal oãekávání, tj.
alespoÀ u nûkter˘ch z klonÛ do‰lo ke zv˘‰ení úrovnû motility
a invazivity, pfiiãemÏ ve v‰ech pfiípadech byla zachována doko-
nalá korelace mezi motilitou a invazivitou.
V˘sledky získané u stabilnû transfektovan˘ch klonÛ JUN-
1(PD200) byly pfiesnû opaãné. Pfiekvapivû zde do‰lo k v˘raz-
nému sníÏení celkové úrovnû motility a invazivity, mezi jed-

Bunûãná linie Motilita Invazivita

JUN1(40) + 52±10

JUN1(100) +++ 599±125

JUN1(200) ++++ 4659±403

JUN2(40) - 130±27

JUN2(200) +++ 244±36

JUN3(100) ++++ 300±210

JUN1(40)fos1 +++ 166±23

JUN1(40)fos2 - 109±64

JUN1(40)fos4 ++++ 308±102

JUN1(200)fos4 - 1747±133

JUN1(200)fos6 + 1946±109

JUN1(200)fos8 ++ 2175±279

JUN2(200)fos3 ++++ 772±152

JUN2(200)fos4 +++ 231±25

JUN2(200)fos7 ++ 93±13

JUN2(200)fos10 - 91±27

Tabulka 1: Korelace motility a invazivity v sérii fibrosarkomov˘ch
bunûãn˘ch linií odvozen˘ch z H2-K/v-jun transgenní my‰i*.

*JUN-1, -2 a –3 pfiedstavují základní klonální fibrosarkomové bunûãné
linie, ãíslo v závorce udává poãet bunûãn˘ch generací v tkáÀové kultufie
a fos1 aÏ fos10 oznaãuje konkrétní stabilnû transfektované klony nesoucí
CMC-c-fos expresní vektor. ÚroveÀ motility byla analyzována prostfied-
nictvím testu hojení rány in vitro 11 hodin po zavedení rány do konfluent-
ního bunûãné kultury, pfiiãemÏ jsme rozli‰ili pût úrovní: -: Ïádná aktivita
+: sporadická aktivita undulujících membrán (ruffling) na okrajích rány
++: uniformní aktivita undulujících membrán (ruffling) na okrajích rány
+++: sporadick˘ pohyb bunûk do prostoru rány ++++: uniformní pohyb
bunûk do prostoru rány spojen˘ se zmûnou jejich uspofiádání do polohy
kolmé k ose rány. Invazivita byla analyzována jako test invaze do Matri-
gelu. Kvantifikace pfiedstavuje souãet invadujících bunûk z pûti náhodnû
vybran˘ch optick˘ch polí inverzního mikroskopu, s pouÏitím 15-krát zvût-
‰ujícího objektivu. KaÏdá bunûãná linie ãi klon byly analyzovány v tripli-
kátu a invazivita je vyjádfiena jako prÛmûr ± smûrodatná odchylka.

notliv˘mi stabilnû transfektovan˘mi klony ov‰em i nadále exi-
stovala dokonalá korelace mezi motilitou a invazivitou.
Kvantifikaci úrovnû motility a invazivity v‰ech analyzovan˘ch
bunûãn˘ch linií a klonÛ udává Tabulka 1.

Diskuse
V tomto ãlánku referujeme o odvození série my‰ích fibrosar-
komov˘ch bunûãn˘ch linií a jejich fenotypové charakterizaci
z hlediska motility a invazivity. BliÏ‰í srovnání jednotliv˘ch
linií a klonÛ odhaluje nûkolik zajímav˘ch skuteãností.
Na prvním místû je z na‰ich v˘sledkÛ patrné, Ïe efekt fiízené
exprese kooperujícího onkogenu kriticky závisí na pfiíjem-
covské bunûãné linii. Zatímco u nízce motilitních a neinva-
zivních sublinií dochází alespoÀ u urãit˘ch klonÛ k vyjádfiení
motilitního a invazivního fenotypu, u silnû motilitní a inva-
zivní bunûãné sublinie JUN-1(PD200) je v˘sledek pfiesnû
opaãn˘ – v‰echny stabilnû transfektované klony mají charak-
ter revertantÛ, s velmi v˘raznû sníÏenou motilitou a s invazi-
vitou sníÏenou na zhruba polovinu.
Srovnání úrovnû motility a invazivity jednotliv˘ch sublinií
a klonÛ nám dále umoÏÀuje blíÏe pochopit vztah mezi tûmito
dvûma fenotypy. Pfiedev‰ím je patrné, Ïe v rámci kaÏdé logic-
ké série sublinií a klonÛ (tj. bunûãná linie JUN-1 v prÛbûhu
kontinuální kultury a jednotlivé sady c-fos-stabilních trans-
fektantÛ) zde existuje dokonalá korelace mezi úrovní motility
a invazivity – nejinvazivnûj‰í klony jsou také nejvíce motilit-
ní a obrácenû. Toto pozorování je v souladu s limitním posta-
vením motility v determinaci komplexního invazivního feno-
typu (15). Zcela jin˘ obraz nám vyvstává pfii srovnání úrovní
motility a invazivity mezi jednotliv˘mi logick˘mi skupinami
sublinií a klonÛ. Za pov‰imnutí v tomto ohledu pfiedev‰ím sto-
jí skupina c-fos – stabilnû transfektovan˘ch klonÛ sublinie
JUN-1(PD200). Fenotypická reverze pozorovaná u tûchto klo-
nÛ má charakter dramatického sníÏení úrovnû motility, pfiece
v‰ak zÛstává reziduální invazivita vysoko nad úrovní nejin-
tenzivnûji motilitních klonÛ odvozen˘ch ze sublinií JUN-
1(PD40) a JUN-2(PD200). Zdá se tedy, Ïe kaÏdá pfiíjemcov-
ská bunûãná sublinie pouÏitá pro transfekci má urãité dané
„genetické pozadí“, které spoludeterminuje celkovou úroveÀ
invazivity spoleãnû s motilitou. Logick˘m kandidátem toho-
to“genetického pozadí“ je proteolytická aktivita bunûk destru-
ující Matrigelovou bariéru v prÛbûhu testu invazivity (3,15,16).
Kvantifikace této proteolytické aktivity pfiedstavuje tedy bez-
esporu prioritní krok v dal‰í charakterizaci H2-K/v-jun fibro-
sarkomov˘ch bunûãn˘ch linií.

Závûr
V práci prezentovaná série my‰ích fibrosarkomov˘ch bunûã-
n˘ch linií umoÏÀuje analyzovat bunûãnou motilitu a invazivi-
tu jak spoleãnû jako ãásti jednotného invazivního fenotypu
(srovnání v rámci jednotliv˘ch skupin sublinií a stabilnû trans-
fektovan˘ch klonÛ), tak i oddûlenû jako nezávislé fenotypy
(srovnání mezi jednotliv˘mi skupinami stabilnû transfektova-
n˘ch klonÛ). V této podobû pfiedstavuje zde prezentovaná série
nádorov˘ch bunûãn˘ch linií v˘hodn˘ v˘chozí model pro zahá-
jení do projektÛ zamûfien˘ch na molekulární anal˘zu motility
a invazivity.
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STRUâNÁ CHARAKTERISTIKA NOVOTVARÒ Z DAT
NÁRODNÍHO ONKOLOGICKÉHO REGISTRU âR

UP-DATE SUMMARY FROM CZECH CANCER
REGISTRY

GERYK E.1, HOLUB J.2, ÎÁâEK V.3
1 MASARYKÒV ONKOLOGICK¯ ÚSTAV, BRNO
2 ÚSTAV ZDRAVOTNICK¯CH INFORMACÍ ASTATISTIKY âR, PRAHA

Dostupné celostátní statistické pfiehledy Národního onkologického regist-
ru (NOR) umoÏÀují následující struãné závûry a doporuãení (1): 
1. V roce 1999 novû diagnostikováno 59.535 onemocnûní, tj. 579 na 100

tisíc obyvatel, coÏ je nárÛst o 22% ve srovnání s rokem 1992. Za období
let 1992-99 bylo v âR novû zji‰tûno 438.334 nemocn˘ch, doplÀujících
pfies 2 miliony nádorÛ, evidovan˘ch za uplynul˘ch 50 let. V roce 2003 je
oãekáváno 70 tis. nov˘ch pfiípadÛ.

2. V roce 1999 zemfielo na novotvar 28.038 pacientÛ, tj. 273/100 tis. oby-
vatel, coÏ je nárÛst o 0,6% proti roku 1992. V letech 1992-999 zemfielo
v âR na malignitu jako hlavní pfiíãinu  smrti 223.801 nemocn˘ch. Ve
srovnání s incidencí poãty zemfiel˘ch stagnují, v nûkter˘ch oblastech kle-
sají z dÛvodÛ vãasnûj‰í diagnostiky a efektivnûj‰í terapie, v˘znamnû pro-
dluÏující dobu Ïivota onkologicky nemocn˘ch, ãastûji umírajících na
jinou pfiíãinu, napfi. embolizaci, kardiovaskulární selhání aj. Úmrtností
na nádory v 55% pfievaÏují muÏi nad Ïenami se 45%. 

3. K 31.12. 1999 bylo dispenzarizováno 336.626 nádorÛ, ze kter˘ch Ïeny
v 60% pfievaÏovaly nad muÏi se 40%. Ve vûku 30-59 let je léãeno o 8,6%
více Ïen neÏ muÏÛ a naopak ve vûku 60-79  let léãeno o 8,4% více muÏÛ
neÏ Ïen. Po odeãtení nádorÛ kÛÏe, které mohou jako víceãetné spinalio-
my a bazaliomy zkreslovat hodnocení, je ve vûku 30-59 let léãeno o více
neÏ 33 tis. Ïen neÏ muÏÛ. Za období let 1992-99 ãinil prÛmûrn˘ mezi-
roãní nárÛst léãen˘ch témûfi o 15 tisíc, pfiiãemÏ u 4,2% onkologicky
nemocn˘ch byly evidovány dvû nebo více histologicky a topograficky
odli‰n˘ch malignit. Jejich postupn˘ nárÛst je dÛsledkem dûdiãné predis-
pozice a nezfiídka razantní chemo a radioterapie prvotního nádoru, indu-
kujícího novotvar následn˘. V roce 2003 je oãekáváno pfies 360 tis. dis-
penzarizovan˘ch a v roce 2010 pfiekroãení hranice pÛl milionu pfiípadÛ,
tj. 5% obyvatel. 

Pokud se t˘ká zastoupení deseti nejpoãetnûj‰ích nádorov˘ch skupin podle
pohlaví, nevykazuje jejich rozloÏení v posledních letech v˘raznûj‰í zmûny:

MuÏi Îeny

Novotvary hlavy a krku (C00-C14) 3% 1%
Novotvary digestivní (C15-C26) 25% 20%
Novotvary respiraãní (C30-34) 17,5% 4,5%
Novotvary kÛÏe a melanomu (C43-C44) 22,5% 21,5%
Novotvary prsu (C50) 0,2% 17%
Novotvary rodidel (C51-C58) – 14,5%
Novotvary pohlaví (C60-C63) 11% –
Novotvary vyluãování (C64-C68) 10% 5%
Novotvary mízní, krvetvorby (C81-C96) 5% 4%
Novotvary in situ (D00-D09) 1% 6,5%

Rozdíly v incidenci mezi muÏi a Ïenami, zasahující do jednotliv˘ch vûko-
v˘ch skupin, klinick˘ch stádií, geografick˘ch oblastí aj. vypl˘vají z odli‰-
ností ve stylu Ïivota bûhem pfiedchozích desetiletí. V rozdílné kumulaci
dlouhodobû pÛsobících rizikov˘ch návykÛ, zahrnujících koufiení, vysokou
spotfiebu alkoholu a Ïivoãi‰n˘ch tukÛ, nadmûrné sluneãní záfiení, promis-
kuitu, profesní expozici a trval˘ stres, lze mezi pohlavími spatfiovat rozdíly
v incidenci nádorÛ hlavy a krku, zaÏívacího, d˘chacího a vyluãovacího systé-
mu. Zatímco vy‰‰í vûk a dûdiãná predispozice limitují moÏnosti preventiv-
ního úsilí jednotlivce, pak eliminace uveden˘ch rizik pfii podpofie zdraví je
záleÏitostí osobní odpovûdnosti a t˘ká se (podle rÛzn˘ch epidemiologic-
k˘ch studií) aÏ 80% v‰ech novû diagnostikov˘ch onemocnûní. Zdravou zmû-
nou Ïivotního stylu by tak bylo moÏné dosáhnout oddálení v˘skytu aÏ nûko-
lika desítek tisíc preventabilních nádorÛ do vy‰‰ího vûku a docílit sníÏení
nejen osobního a rodinného utrpení, ale i objemu onkologické péãe a násled-
nû finanãních nákladÛ, jejichÏ odhad v roce 2000 ãinil u cca 350 tisíc dis-
penzarizovan˘ch pfies 12 miliard korun. Pokraãujícím v˘skytem nov˘ch
onemocnûní v mlad‰ích vûkov˘ch skupinách, vyjádfien˘m v˘poãtem hod-
not pfiímé standardizace (ASR-age standardized rate) na 100 tis. obyvatel
zaujímá ãeská populace postupnû trvale nepfiíznivûj‰í pofiadí v rámci mezi-
národního porovnání (2, 3, 4). JestliÏe v˘voj nov˘ch lékÛ, ozafiovacích postu-
pÛ a operaãních technik v onkologii vykazuje za poslední roky mimofiádné
zlep‰ení, pak postiÏení kaÏdého tfietího obyvatele âR novotvarem je iritu-
jícím signálem pro jednotlivce i zdravotní politiku státu. Zachování rela-
tivního zdraví aÏ do vysokého vûku není samozfiejmostí, ale v˘sledkem trva-
lé osobní snahy. Z toho plynoucí jistota je zdrojem Ïivotní pohody, pracovní
v˘konnosti a potfiebného sebevûdomí.
Ke 20 milionÛm celosvûtové onkologicky léãen˘ch pfiib˘vá kaÏdoroãnû dal-
‰ích 10 milionÛ a pfii jejich zvy‰ující se mortalitû bude na na‰í planetû po
roce 2015 asi 30 milionÛ nemocn˘ch, z toho pfies polovinu v rozvojov˘ch
zemích. Vzhledem k pokraãujícímu globálnímu pÛsobení rizikov˘ch fak-
torÛ se i pfies fiadu národních a mezinárodních projektÛ pfiedpokládá fatální
v˘voj nádorové mortality. Za uveden˘ch podmínek pfiedstavují celkové
a detailní údaje o poãtech novû léãen˘ch, dispenzarizovan˘ch a zemfiel˘ch
mimofiádn˘ informaãní zdroj pro rozhodování odborné a laické vefiejnosti.
K vyuÏívání i ochranû tûchto údajÛ jsou urãena pravidla pro registry náro-
dÛ v zemích Evropské Unie (5). V jejich smyslu pfiipravila Rada NOR za
úãasti mezioborového t˘mu fie‰itelÛ návrh grantu, jehoÏ pfiijetí nebo zamít-
nutí bude projevem nejen finanãních moÏností grantové agentury, ale také
náhledu na potfiebu podrobného rozboru statistiky nádorÛ, jejich pfiíãin
a následkÛ za období let 1992-2001 (6). Zejména v hodnocení statistiky
nádorÛ platí, Ïe bez jejich trvalého srovnání není poznání. 
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EPIDEMIOLOGICKÉ ASPEKTY IN SITU KARCINÓMOV PRSNÍKA U ÎIEN
NA SLOVENSKU

EPIDEMIOLOGICAL ASPECTS OF IN SITU FEMALE BREAST CANCER
IN SLOVAKIA

PLE·KO, I.1, 2, OB·ITNÍKOVÁ, A.1, CUNINKOVÁ, M.2

1 NÁRODN¯ ONKOLOGICK¯ REGISTER, NÁRODN¯ ONKOLOGICK¯ ÚSTAV
2 ODD. EPIDEMIOLÓGIE NÁDOROV, ÚSTAV EXPERIMENTÁLNEJ ONKOLÓGIE SAV V BRATISLAVE

Súhrn: V˘chodiská: V súvise so zlep‰ovaním metód skríningu karcinómov prsníka u Ïien, najmä mammografiou a následnej
biopsiou, narastá vo vyspel˘ch krajinách v posledn˘ch desaÈroãiach podiel in situ karcinómov. Súbor a metódy : Anal˘za prí-
padov karcinómov prsníka u Ïien na Slovensku z rokov 1980-1999 z databázy Národného onkologického registra SR z hºa-
diska klinick˘ch ‰tádií, so zameraním sa na v˘voj incidencie a podielov in situ karcinómov. V˘sledky: Napriek sústavnému
rastu invazívnych karcinómov prsníka u Ïien v danom období a zvy‰ovaniu niÏ‰ích klinick˘ch ‰tádií sa podiel in situ karcinó-
mov nemenil a predstavoval pribliÏne 1,5% z celkového poãtu karcinómov prsníka. Prevaha duktálnych , lobulárnych a podi-
ely ìal‰ích morfologick˘ch typov zodpovedali nálezom, popísan˘m v in˘ch vyspel˘ch ‰tátoch. Závery: Podobne ako v in˘ch
‰tátoch strednej, v˘chodnej ale i západnej Európy je podiel in situ karcinómov prsníka u Ïien na Slovensku neúmerne nízky.
Indikuje to potrebu plo‰ného skríningu nádorov tejto lokalizácie s vyuÏitím modern˘ch metód.

Kºúãové slová: Karcinóm prsníka, in situ, v˘voj, morfologické typy

Summary: Backgrounds: Improvement of methods used in the screening of breast cancer, particularly larger use of
mammography followed by biopsy led to the increase of in situ stages in women in developed countries during recent decades.
Subjects and methods: All cases of female breast cancers occuring in Slovakia in the years 1980 – 1999 derived from the file
of the National cancer registry were analyzed from the viewpoint of the development of the proportions of clinical stages,
particularly of in situ cancers. Results: Despite gradual increase of invasive breast cancers in women during the given time
period together with the increasing rates of lower clinical stages, the proportion of in situ carcinomas remained stable and low
and presented only about 1,5% of the total number of all breast cancers.. Predominance of ductal and lobular as well as the
share of other morphologic types did not differ from those described in other developed countries. Conclusions: Like in other
countries of Central, Eastern but also of Western Europe the proportion of in situ carcinomas of female breast cancer in Slovakia
remained stable and low , indicating the need for the well organised screening of malignancies of breast using modern methods.

Key words: Breast cancer, female, in situ, development, morphologic types

Úvod: 

Karcinómy prsníka Ïien v ‰tádiu in situ boli popísané a defi-
nované e‰te v roku 1934 (5). I napriek tejto skutoãnosti, väã-
‰ina lekárov zhruba do roku 1960 brala do úvahy karcinómy
prsníka ako celok, bez rozli‰ovania invazívnych a in situ ‰tá-
dií pri plánovaní a realizovaní terapie (23). Podiel in situ ‰tá-
dií na celkovom poãte diagnostikovan˘ch karcinómov prsní-
ka bol v klinick˘ch i epidemiologick˘ch ‰túdiách dlho nepatrn˘
a k zv˘‰enému záujmu do‰lo po ich ãastej‰ích nálezoch pri
pitvách (4, 17).
Konkrétnej‰ie poznatky o v˘skyte samotn˘ch karcinómov prs-
níka v ‰tádiu in situ, prípadne ãast˘ch duktálnych a zriedka-
vej‰ích lobulárnych karcinómov in situ (ìalej DCIS a LCIS)
i ìal‰ích morfologick˘ch typov sú známe iba v posledn˘ch
dvoch desaÈroãiach, k˘m ich dlhodobé trendy, hlavne na úrov-
ni morfologick˘ch typov moÏno hodnotiÈ iba v ojedinel˘ch
regiónoch vyspel˘ch krajín (29). Pripisuje sa zavedeniu mam-
mografie do skríningov˘ch programov, zlep‰enej interpretá-
cii mammografick˘ch nálezov spolu s kompletizovaním nále-
zov cielenou biopsiou (27). V súãasnosti predstavujú nálezy
in situ karcinómov i jedno z kritérií urãenia skupín Ïien so zv˘-
‰en˘m rizikom vzniku invazívneho karcinomu prsníka (22).
Vzhºadom na veºmi nízky v˘skyt samotn˘ch invazívnych kar-
cinómov prsníka u muÏov, sú prípady in situ nádorov u muÏov
mimoriadne vzácne (2, 8, 23). 
V tomto príspevku chceme demon‰trovaÈ v náväznosti na ná‰
predo‰l˘ príspevok (1) v˘voj karcinómov prsníka u Ïien na

Slovensku podºa klinick˘ch ‰tádií v posledn˘ch dvoch desaÈ-
roãiach so zameraním sa na in situ ‰tádia a porovnaÈ na‰e nále-
zy s identick˘mi ukazovateºmi v in˘ch krajinách.

Materiál a metódy
Hodnoty a podiely jednotliv˘ch klinick˘ch ‰tádií karcinómov
prsníka na Slovensku, vrátane zachyten˘ch v ‰tádiu in situ
v rokoch 1980-1999 sme získali z údajov uloÏen˘ch v databá-
ze Národného onkologického registra SR (NOR-SR). Pri defi-
novaní in situ nádorov prsníka sme vychádzali z 10. revízie
Medzinárodnej klasifikácie chorôb a príbuzn˘ch zdravotn˘ch
problémov (MKCH-10) platnej na Slovensku od roku 1994
a v ktorej majú tieto nádory samostatn˘ 3-miestny kód D05.
V predchádzajúcej revízii MKCH–9 boli jednotlivé orgánové
lokalizácie nádorov prsníka, moãovej a pohlavnej sústavy v ‰tá-
diu in situ definované na 4 mieste topografického kódu, pri
lokalizácii v prsníku kódom 233.0. PoÏívanie 4- miestneho
kódu MKCH-9 v NOR-SR od roku 1968 nepredstavovalo pre-
to problémy pri sledovaní dlh‰ích ãasov˘ch trendov v˘voja
v˘skytu tohto i ìal‰ích klinick˘ch ‰tádií zhubn˘ch nádorov
prsníka v podmienkach Slovenska. Morfologickú ‰truktúru
jednotliv˘ch nádorov prsníka v ‰tádiu in situ sme taktieÏ moh-
li sledovaÈ z údajov uloÏen˘ch v databáze NOR-SR, keìÏe
v‰etky mikroskopick˘ potvrdené nádory evidované od roku
1968 boli kódované pomocou 5-miestneho kódu 1 a 2 vyda-
nia Medzinárodnej klasifikácie nádorov pre onkológiu
(MKCH-O -1 a 2).
Pri sledovaní ãasov˘ch trendov v˘voja in situ i ìal‰ích klinic-
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k˘ch ‰tádií karcinómov prsníka u Ïien sme sa zamerali na poãty
a podiely karcinómov prsníka. Tak isto sme postupovali pri
porovnaní na‰ich v˘sledkov s údajmi z in˘ch ‰tátov, kde sme
pouÏili ‰tandardizované hodnoty incidencie s pouÏitím sveto-
vej ‰tandartnej populácie (6) a ‰tandardizované hodnoty inci-
dencie publikované niektor˘mi populaãn˘mi onkologick˘mi
registrami zhruba v posledn˘ch dvoch desaÈroãiach minulého
storoãia (7, 10, 11, 12, 13, 14, 16, 18, 19, 21, 26). Îiaº nemoh-
li sme pouÏiÈ mnohé údaje z USA, keìÏe
hodnoty incidencie ‰tandardizované na
populáciu USA sú podstatne vy‰‰ie ako
hodnoty, ‰tandardizované na svetovú
populáciu beÏne pouÏívanú v registroch.
Iba v jednom prípade, s pouÏitím údajov
z projektu Surveillance, Epidemiology
and End Results (SEER) v USA (2) sme
mohli porovnaÈ podiely jednotliv˘ch
morfologick˘ch typov karcinómov prs-
níka v ‰tádiu in situ. Vzhºadom na veºmi
nízke poãty karcinómov prsníka u muÏov
vôbec, vrátane Slovenska, sme sa s kar-
cinómami in situ tejto lokalizácie
u muÏov nezaoberali.

V˘sledky
Na obr. ã. 1 uvádzame v˘voj podielov jed-
notliv˘ch klinick˘ch ‰tádií karcinómov
prsníka u Ïien na Slovensku v rokoch
1980 aÏ 1999. Z tohto grafu je zrejm˘ mar-
kantn˘ posun k niÏ‰ím, prognostick˘ pri-
aznivej‰ím klinick˘m ‰tádiám, priãom
v‰ak podiel in situ ‰tádií karcinómov prs-
níka sa napriek trvalému vzostupu poãtov
invazívnych karcinómov nemenil a zotr-
vával na hladine okolo 1,5%. Na ìal‰om
grafe ã. 2 uvádzame podiely in situ ‰tádií
na celkovom poãte v‰etk˘ch invazívnych
a in situ nádorov prsníka v jednotliv˘ch
krajoch Slovenska od roku 1996 do roku
1999 priãom re‰pektujeme nové územné
ãlenenie SR z roku 1996. Ako z grafu
vypl˘va, najvy‰‰í podiel in situ ‰tádií sme
zaznamenali v Bratislavskom a Nitrian-
skom kraji, niÏ‰ie hodnoty na strednom
a najniÏ‰ie na v˘chodnom Slovensku.
Tento prehºad doplÀujeme na tabuºke ã. 1
medzinárodn˘m porovnaním poãtov,
‰tandardizovan˘ch hodnôt incidencie

a podielov in situ ‰tádií na celkov˘ch poãtoch karcinómov prs-
níka ktoré sú k dispozícii iba v niektor˘ch krajinách alebo oblas-
tiach sveta s dobr˘m pokrytím obyvateºstva populaãn˘mi onko-
logick˘mi registrami. I tak v‰ak vidieÈ, Ïe podiel in situ
karcinómov prsníka v jednotliv˘ch krajinách, prípadne regió-
noch sveta znaãne varíroval.
Na obrázku ã. 3 uvádzame podiely jednotliv˘ch morfologic-
k˘ch typov in situ karcinómov prsníka na Slovensku v rokoch

Obr. 1: V˘voj in situ a jednotliv˘ch klinick˘ch ‰tádií invazívnych karcinómov prsníka na Sloven-
sku v rokoch 1980 aÏ 1999.

·tát, región Obdobie Invazívne karcinómy Carcinoma in situ

Abs. poãty* WSR** Abs. poãty* WSR** Podiel (%)***

USA, Iowa 1988–1992 10 296 90,0 1 075 11,0 9,5

Rumunsko, Bihor 1980–1998 2 553 33,3 3 ? 0,1

Poºsko 1999 10 031 36,0 30 0,1 0,3

·panielsko, Mallorca 1993–1996 1 048 55,8 54 0,9 0,5

Slovensko 1999 1 836 48,1 28 0,8 1,5
âR 1999 5 013 56,9 146 1,9 2,8

Fínsko 1999 3 471 77,0 102 2,5 2,9

Slovinsko 1999 1 006 59,6 47 3,2 4,5

Taliansko, Modena 2000 564 100,9 70 ? 11,0

Australia, Victoria 1999 2 795 84,4 324 10,8 10,4

Maìarsko, Szabolcz-Szatmár 1988–1992 3 245 32,0 18 ? 0,6

Francúzsko, Haut Rhin 1994–1996 1 215 79,3 57 3,5 4,5

·vajãiarsko, Îeneva 1991–1994 1 138 96,3 62 5,1 5,2

Legenda: * Poãet prípadov v dan˘ch rokoch ** ·tandardizované na svetovú ‰tandardnú populáciu (na 100 000/rok) *** Podiel zo v‰etk˘ch zhubn˘ch
nádorov prsníka

Tab. ã. 1: Carcinoma in situ prsníka u Ïien – medzinárodné porovnanie.

Obr. 2: Podiel in situ ‰tádií na celkov˘ch poãtoch karcinómov prsníka v krajoch Slovenska v rokoch
1996-1999.
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1980-1999 s jasnou prevahou duktálnych a na druhom mieste
lobulárnych karcinómov. Koneãne na poslednom obrázku ã. 4
porovnávame zastúpenie jednotliv˘ch morfologick˘ch typov
in situ karcinómov prsníka u Ïien na Slovensku s identick˘mi
údajmi v USA. Je zrejmé, Ïe podiel jednotliv˘ch hlavn˘ch mor-
fologick˘ch typov bol v oboch porovnávan˘ch krajinách prib-
liÏne rovnak˘, i keì poãty prípadov, evidovan˘ch v USA ìale-
ko prevy‰oval poãty ochorení zisten˘ch na Slovensku.

Diskusia
Na nepriaznivú ‰truktúru klinick˘ch ‰tádií karcinómov prsní-
ka na Slovensku s vysok˘mi podielmi III. a IV. ‰tádia sme pou-
kázali pred niekoºk˘mi rokmi (1). Ako uvádzame v tomto prís-
pevku, v poslednom desaÈroãí nastal posun s vy‰‰ím
zastúpením niÏ‰ích, prognostick˘ priaznivej‰ích ‰tádií. Tento
fakt sa zrejme postupne prejaví i na lep‰om preÏívaní pacien-
tiek s karcinómami prsníka, ktoré je zatiaº na Slovensku
v európskom kontexte pomerne krátke (3). Na druhej strane
boli na Slovensku prvé prípady karcinómov prsníka in situ
u Ïien hlásené postupne, najmä po roku 1980 a ich podiely,
spolu so ‰tandardizovan˘mi hodnotami incidencie zostávajú
nízke a aÏ na malé v˘kyvy sa nemenili, i napriek r˘chlo stú-
pajúcim poãtom prípadov invazívnych karcinómov. Rozdiely
v podieloch karcinómov prsníka in situ v jednotliv˘ch krajoch
Slovenska bolo moÏné indikovaÈ iba za posledné ‰tyri roky,
po zavedení nového územného rozdelenia. Zdá sa, Ïe aspoÀ

ãiastoãne indikujú i rozdiely v jednotli-
v˘ch klinick˘ch ‰tádiách invazívnych
karcinómov tejto lokalizácie u Ïien.
Porovnávanie hodnôt incidencie i podi-
elov karcinómov in situ prsníka u Ïien
v rôznych krajinách a regiónoch je ÈaÏ-
ké. Prvé pomerne vysoké podiely DCIS
priniesli predov‰etk˘m pitevné nálezy,
men‰ie okolo 6 % v prípade pitiev u star-
‰ích Ïien (4) ale pomerne vysoké, aÏ do
18% v prípadoch súdnych pitiev, do kto-
r˘ch sa dostali najmä mlad‰ie Ïeny (17).
V preváÏnej väã‰ine krajín alebo regió-
nov sa napriek dobre fungujúcim popu-
laãn˘m registrom karcinómy prsníka in
situ vôbec nevykazovali v pravidelne
publikovan˘ch roãenkách, tak isto nebo-
li publikované v periodick˘ch medziná-
rodn˘ch prehºadoch incidencie zhubn˘ch
nádorov („Cancer Incidence in Five Con-
tinents“) vydávan˘ch SZO. Bolo to
spôsobené hlavne ãast˘mi zmenami defi-
nície karcinómov prsníka in situ, priãom
niektorí autori akceptovali ich existenciu
i v prípade 50% invázie, iní zahrÀovali
pod oznaãenie „minimálny karcinóm prs-
níka“ nielen DCIS a LCIS ale aj inva-
zívny karcinóm prsníka s inváziou nepre-
sahujúcou 5 mm. T˘m sa medzi
karcinómy prsníka in situ dostali e‰te
v nedávnej minulosti aj prípady s pozi-
tívnymi axilárnymi uzlinami, prípadne
i vzdialen˘mi metastázami. Tieto sku-
toãnosti boli predmetom poãetn˘ch kon-
troverzn˘ch diskusií (20) a sÈaÏujú aj
interpretáciu star‰ích nálezov pri hodno-
tení dlhodob˘ch trendov ich v˘voja (15).
V súãasnosti podiely in situ karcinómov
prsníka vo vyspel˘ch ‰tátoch v súvise
s rozvojom plo‰n˘ch skríningov, v˘raz-
ne narastajú a to u star‰ích i mlad‰ích
Ïien, priãom je snaha rozli‰ovaÈ hlavné
morfologické typy - DCIS a LCIS. DCIS
sa zisÈujú pomocou mammografie a pred-

stavujú v 25-50% prechodné ‰tádium pri vzniku invazívneho
karcinómu na identickom prsníku, k˘m LCIS sa pomocou
mammografiie nezistí, ale predstavuje väã‰inou náhodn˘ nález
pri biopsii a povaÏuje sa za indikátor vysokého rizika vzniku
invazívneho karcinómu na oboch prsníkoch. Ide teda o samo-
statné klinické jednotky s rozdielnou prognózou a t˘m i tera-
piou (15, 24, 28).
Prv˘ údaj o trendoch karcinómov prsníka in situ vo veºkom
súbore Ïien, ohraniãen˘ iba na v˘skyt DCIS vychádza z ana-
l˘zy údajov zozbieran˘ch v rámci programu SEER (Surveil-
lance, Epidemiology and End Results) v USA v rokoch 1983-
1889 (25).Hodnoty in situ karcinómov prsníka v priebehu
siedmych rokov r˘chlo narastali z 3,0 na 9.2 / 100.000, r˘ch-
lej‰ie u belo‰iek. Rovnaké hodnoty incidencie karcinómov prs-
níka in situ boli zaznamenané aj Ïien ãiernej rasy (26). 
Dlhodobé sledovanie v rokoch 1973 – 1992 zamerané iba na
dva hlavné morfologické typy DCIS a LCIS karcinómov prs-
níka u Ïien je dostupné iba v materiáloch regionálneho onko-
logického registra v Connecticut, USA. Celkove bolo zazna-
menan˘ch 3.217 prípadov z toho 70% DCIS , 24% LCIS a 4%
s neurãen˘m morfologick˘m typom. K˘m v prvom trojroãnom
období bolo zaznamenan˘ch 181 v posledn˘ch dvoch rokoch
uÏ 706 prípadov (29). Detailnej‰ie porovnanie morfologick˘ch
typov in situ karcinómov prsníka u Ïien nachádzame v ìal‰ej
rozsiahlej ‰túdii z USA, vychádzajúcej taktieÏ z programu
SEER za roky 1973-1987, v ktorej je analyzovan˘ch aÏ 10.550

Obr. 3: Podiely hlav˘ch morfologick˘ch typov na celkov˘ch poãtoch karcinómov prsníka u Ïien na
Slovensku v rokoch 1980-1999.

Obr. 4: Porovnanie podielov hlavn˘ch morfologick˘ch typov karcinómov prsníka v ‰tádiu in situ
u Ïien na Slovensku a v USA.

SR ■ USA (SEER) – bieli
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in situ karcinómov prsníka u Ïien (2). Indikuje tak isto preva-
hu DCIS v 57 % a LCIS v 25,2 %. ëal‰ie morfologické typy
boli zastúpené men‰ím podielom – komedov˘ karcinóm (4,6%),
papilárny adenokarcinóm (6,4 %) teda hodnoty podobné úda-
jom zo znaãne men‰ieho súboru zo Slovenska (2). Veºk˘ súbor
z USA dovolil aj sledovanie vekovo–‰pecifick˘ch hodnôt, pri-
ãom DCIS vrcholili vo vekov˘ch skupinách 60-75 roãn˘ch
a LCIS u 40-54 roãn˘ch Ïien (2). Malé poãty in situ karcinó-
mov na Slovensku neumoÏnili zostaviÈ vekovo-‰pecifické hod-
noty incidencie podºa morfologick˘ch typov.
Ako sme uviedli vy‰‰ie, nepokúsili sme sa o anal˘zu v˘skytu
a v˘voja karcinómov prsníka in situ u muÏov vzhºadom na níz-
ky v˘skyt samotn˘ch invazívnych karcinómov tejto lokalizá-
cie u muÏov vôbec a zanedbateºn˘ aj na Slovensku. BliÏ‰ie
poznatky o tejto problematike u muÏov sme na‰li iba v dvoch
prácach (2, 7). 

Závery
Záverom moÏno kon‰tatovaÈ, Ïe v porovnaní s vyspel˘mi
‰tátmi, najmä s USA predstavujú karcinómy prsníka u Ïien
v ‰tádiu in situ pomerne vzácny nález nielen na Slovensku,
ale i v mnoh˘ch ‰tátoch strednej, v˘chodnej ale i západnej
Európy. Vy‰‰í podiel karcinómov in situ moÏno oãakávaÈ
v na‰ich podmienkach iba vo vzdialenej‰ej budúcnosti, po
zavedení plo‰ného skríningu nádorov tejto lokalizácie, s vy‰-
‰ím vyuÏitím mammografie, lep‰ou interpretáciou mammo-
grafick˘ch nálezov a ich potvrdením ìal‰ími vy‰etreniami,
predov‰etk˘m cielenou biopsiou. Treba v‰ak zdôrazniÈ, Ïe
zvy‰ujúci sa podiel nádorov prsníka zachyten˘ch v ‰tádiu in
situ, spolu s urãením ich morfológie je jedn˘m zo základ-
n˘ch predpokladov uplatnenia adekvátnych metód pri ich
lieãení a t˘m i lep‰ieho preÏívania pacientiek s karcinóma-
mi prsníka.

Poìakovanie: Autori práce sú vìaãní Lige proti rakovine SR za trvalú morálnu a materiálnu pomoc Národnému onkologické-
mu registru SR a t˘m pri realizácii tohto príspevku.
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Úvod
Systémové fie‰ení biologick˘ch, zdravotnick˘ch, etick˘ch,
ekonomick˘ch a organizaãních úkolÛ souãasnosti v souvis-
losti s rozvojem nov˘ch vy‰etfiovacích a léãebn˘ch postupÛ
v hrudní medicínû je nanejv˘‰ Ïádoucí. Informovanost je con-
ditio sine qua non, entuziazmus vítán, nezávislost potfiebná,
kritika Ïádoucí, aktivní a globální pfiístup vhodn˘.
Podávám struãn˘ pfiehled technologick˘ch novinek, inspiru-
jících v˘sledkÛ laboratorních v˘zkumÛ, klinické aplikace foto-
dynamické léãby a z toho plynoucí pohled na pohyb jak v tora-
kochirurgii, tak v hrudní onkologii. 

Zobrazovací metody
OCT - Optická koherentní tomografie - Optical Coherence
Tomography. Nová tfiída analytické zobrazovací technologie
vyuÏívající ‰irokospektr˘ zdroj svûtla, vláknovou ohebnou
optiku s laterálním i longitudinálním snímáním obrazu a poãí-
taãovou techniku vytváfiející na monitoru vûrn˘ obraz prÛfie-
zu bronchiální stûny. (Vyvinul Massachusetts Institute of Tech-
nology ve spolupráci Light Lab USA.) Reference: M. Tsuboi,
Tokyo Medical University (TMU). 

DAFE System ( Federal Institute of Technology Switzerland)
dal‰í z modifikací rozrÛstající se rodiny autofluorescenãních
technologií. Snímá autofluorescenci bronchiální sliznice
v modré, ãervené a fialové oblasti spektra tfiemi samostatn˘-
mi CCD kamerami. Signál pak analyzuje poãítaã se zohled-
nûním úhlu osvûtlení a vzdálenosti od povrchu sliznice.
V porovnání s bíl˘m svûtlem je v detekci bronchiálních pre-
malignit a CIS dvakrát citlivûj‰í. Na v˘voji spolupracoval Lutz
Freitag, pfiedstavil H. van den Bergh, Lausanne, CH. 

Autofluorescenãní systém SAFE-2000 vyvinul Pentax pro uÏi-
vatele videobronchoskopÛ. Úplnû ãerstvé první v˘sledky pfied-
nesl Takaaki Tschuchida, TMU. Prototyp ãekaji referenãní stu-
die v Evropû a v USA.

EBUS - endobronchiální ultrasonografie - je rutinním vy‰et-
fiením v ãasné diagnostice. Laterální ultrazvukové sondy pro
pracovní kanál bûÏného endoskopu (napfi. Ultrasonic Probe
FB-19UV), slouÏící k detekci a posouzení event. postiÏení míz-
ních uzlin u mikroinvazivních ãasn˘ch forem bronchogenní-

ho karcinomu jak z charakteru zobrazení, tak k cílené aspiraãní
punkci vystavovali jak Pentax, tak Olympus Co.

Od poznatkÛ bunûãné a molekulární onkologie k experi-
mentální farmakologii a protinádorové vakcinaci
Tayyaba Hasan z Harvard Medical School, Boston, Massa-
chusetts, sumarizovala souãasné poznatky angiogenezy a upo-
zornila, Ïe PDT v nízk˘ch dávkách mÛÏe stimulovat sekreci
cytokinÛ a rÛstov˘ch faktorÛ, které mohou mít pro-angiogen-
ní efekt. 
Charles J. Gomer (University of Southern California, Los
Angeles) je pfiesvûdãen, Ïe tomu tak skuteãnû je. Prokázal zlep-
‰ení v˘sledkÛ PDT aplikací anti - Vascular Endotherlial
Growth Factor (VEGF) napfiíklad IM862, inhibitorÛ cykloo-
xygenázy 2 (COX-2) napfi. NS398 (Celeboxid), anebo inhibi-
torÛ MMP 1 a MMP 2 ( Matrixmetaloproteinázy 1 a 2). 
Mladen Korbelik s Ivanou Ceçic z British Columbia Cancer
Agency, Vancouver, Canada dokazují, Ïe PDT léãba tumorÛ
vytváfií unikátní prostfiedí pro extrémnû efektivní imunitní
odpovûì, která má podstatnou úlohu v léãebn˘ch v˘sledcích
PDT a mohla by pomoct osvûtlit otázky protinádorové vakci-
nace.
Jitzuo Usuda z Tokyo Medical University, se zab˘vá otázka-
mi úãinku PDT na celulární úrovni. Signální cesty aktivova-
né PDT mohou podporovat anebo inhibovat bunûãnou smrt.
Prokazuje celou ‰kálu odpovûdí vãetnû apoptózy. Pomocí
pthalocyaninu Pc4 upfiesnil cíle PDT na membránách: anti-
apoptotické proteiny Bcl-2, Bcl-xL a skupina ER membrá-
nov˘ch proteinÛ. Definoval kritické oblasti transmembráno-
v˘ch domén a upozornil, Ïe vysoká hladina / overexprese
Bcl-2 mÛÏe chránit nádorovou buÀku natolik, Ïe ji PDT nepo-
‰kodí.

Fotodynamická léãba (PDT) samostatnû, jako alternativa
chirurgie nebo jako její doplnûní
PDT je pro ãasné a pokroãilé centrální bronchogenní nádory
zavedenou rutinní léãebnou modalitou v fiadû zemí Evropy,
v Severní Americe a v Japonsku. Krom toho má celou fiadu
jin˘ch indikací od pokroãil˘ch tumorÛ jícnu, nádorÛ hlavy
a krku, urologick˘ch, gynekologick˘ch a dermatologick˘ch
indikací také indikace neurochirurgické a jiné napfiíklad neho-
jící se septické defekty dolních konãetin o nichÏ referoval Jev-
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genij Stranadko, Gosudarstvennyj Issledovatelskij Institut,
Moskva, Rusko) 
Uveìme, Ïe Brazílie, která zaãala usilovat o zavedení PDT
zhruba ve stejném období jako âR prezentovala v Miyazaki
zku‰enosti s léãbou dvou set ãtyfiiceti pacientÛ ( V. Bagnato,
Universidad Sao Paolo). 
Systémová aplikace fotosenzibilizátorÛ druhé generace (Pho-
tofrin II, Foscan) má své nev˘hody, zvl. relativnû dlouhé pfie-
trvávaní koÏní fotosenzibility. Proto se s napûtím oãekávala
zpráva o v˘sledcích multicentrické japonské klinické studie
s Talaporfyrinem (NPe6). 
Vyznûla pfiíznivû, jak po stránce farmakokinetické s maximál-
ní akumulací farmaka v tumoru jiÏ za 5 hodin po i.v. aplikaci,
tak pro minimální vedlej‰í úãinky vãetnû koÏní fotosenzibili-
zace (referoval K. Furukawa, TMU). Povolení k distribuci lze
oãekávat do konce t. r. Talaporfyrin má maximum absorpce na
vlnové délce 672 nm, pfiíslu‰n˘ diodov˘ laser patentoval Pana-
sonic.
Jak dÛleÏitou oblastí pro uplatnûní PDT je ezofagologie doklá-
dá prezentace prací hned nûkolika prÛkopníkÛ:
5-ALA PDT je léãebnou minimálnû invazivní alternativou
primární ezofagektomie, která má vysokou perioperaãní mor-
biditu a mortalitu uzavírají Steven Brown se spolupracovní-
ky z Free and University Medical College School, London,
UK. Referují o PDT ablaci tûÏké dysplazie (High grade dys-
plasia - HGD) v Barrettovû jícnu u 40 pacientÛ. Ezofagekto-
mie nebyla indikována buì pro pfiidruÏená onemocnûní nebo
pro odmítnutí operace. Dávkování 5-ALA 60mg/kg p.o.,
endoskopie 4-6 hodin poté, monochromatické svûtlo laseru
633 nm, cylindrick˘ difuzér, optimální dávka je 2 x 1000 J/cm2

s ãasov˘m odstupem 4 t˘dnÛ. Ve skupinû nezaznamenali Ïád-
né úmrtí ani Ïádnou strikturu, 75% pacientÛ zÛstává prosto
HGD, u 4 je vyvinul karcinom, kter˘ dvakrát úspû‰nû fie‰ili
chirurgicky, 1x chemoterapií a 1x PDT s mesotetrahydroxy-
fenylchlorinem (mTHPC), kter˘ pouÏili celkem u 16 pacien-
tÛ s adenokarcinomem Barrettova jicnu od r. 1995, jak refe-
rují v jiné studii. 
Tuto my‰lenku podporuje práce Luigi Cortiho, Universitá di
Padova, Italia, kter˘ léãil celkem 55 pacientÛ s ãasn˘m karci-
nomem jícnu ( z toho 22 CIS) Photofrinem 2mg/kg i.v. argo-
nov˘m anebo diodov˘m laserem 630 nm dávkou 200 - 300
J/cm2. Pacienti s reziduální nemocí po dvou PDT cyklech byli
léãeni kurativní radioterapií. Kompletní remise po PDT byla
pozorována u 87% pacientÛ s CIS.
Patrick Ross z The Ohio State University Medical Center,
Columbus, USA se spolupracovníky úspû‰nû léãili od ãervence
1998 do prosince 2002 celkem 315 pacientÛ PDT - 48 h po
aplikaci Photofrinu 2 mg/kg iv, z toho 99 osob s pokroãil˘m

karcinomem jícnu s dysfagií a 18 pacientÛ s HGD jícnu. Ostat-
ní pacienti byli léãeni pro bronchogenní karcinom, vût‰inou
pokroãil˘.
PDT je indikovaná i v pfiípadû multilokulárního v˘skytu bron-
chogenního karcinomu, jehoÏ v˘skyt jak známo s rostoucím
vûkem a sniÏováním funkãní zdatnosti d˘chacího systému
narÛstá. Zde mají samostatná PDT modalita anebo simultán-
ní PDT a resekãní léãba neb˘val˘ prostor k uplatnûní a dobré
v˘sledky jak sdûlil T. Okunaka, Respiratory Disease Center,
Akasaka, Japan.
Profesor Okunaka definoval i novou klinickou indikaci fotody-
namické léãby - intersticiální aplikace u pacientÛ s mal˘m plic-
ním karcinomem v intermediální zonû plic („ v zemi nikoho“)
mezi centrálními d˘chacími cestami vhodn˘mi k PDT bron-
choskopické intervenci a plicní periferií dostupnou videoasi-
stované plicní resekci (V shaped neboli cuneiformis tj. klínovi-
té ) zvl. u pacientÛ se ‰patn˘mi ventilaãními parametry, protoÏe
s rostoucí vzdáleností od periferie se rozmûry pfiípadné klínovi-
té resekce dot˘kají funkãních i technick˘ch limitací metody. Lze
oãekávat nárÛst tûchto indikací v souvislosti s CT screeningo-
v˘mi plicními programy v USA, Japonsku, Evropû, ale napfi.
také v Izraeli (D. Stav, General Hospital, Tel Aviv). 
PrÛkopnickou preklinickou práci v intersticiální aplikaci PDT
u nádorÛ plic na praseãím modelu s Photofrinem vykonal
s t˘mem TMU Hidemitsu Tsutsui. V Miyazaki jiÏ pfiednesl
povzbudivé v˘sledky klinické studie u deseti pacientÛ s tumo-
ry prÛmûru od jednoho do deseti centimetrÛ. Svûtlovodivá
vlákna byla vpravena do tumorÛ pod CT kontrolou. Nemoc-
ní tolerovali proceduru dobfie, bez závaÏn˘ch komplikací.
Autofii uzavírají : Intersticiální PDT by mohla b˘t slibnou
metodou u pacientÛ s tumory v intermediální zónû plic
nevhodn˘mi pro chirurgii. Z diskuse vyplynulo, Ïe nûkolik
center na této problematice, v níÏ je TMU o krok napfied, také
usilovnû pracuje.

Závûr
Je zfiejmé, Ïe pohodlí minulého tisíciletí je v nenávratnu a vûci
jsou v pohybu. Hustá síÈ v‰eobecné a specializované rutinní
lékafiské péãe, solidní v˘zkumná báze, relativnû kompaktní
i mediálnû dobfie dosaÏitelná riziková populace vytváfiejí ães-
kému prostoru neb˘valou ‰anci zmûnit handicapy v pfiednos-
ti. Neztrácejme ãas nafiíkáním, Ïe to nejde. Kde je vÛle, tam je
i cesta. Substrát a dÛkazy nechybí. Klíãem je horizontální spo-
lupráce. Podmínkou pozitivní my‰lení. 
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nictví, geologii a naftovém prÛmyslu. 
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Na podzim roku 2002, v rámci Komise pro lékovou politiku
a kategorizaci âLS JEP, probíhala jednání zástupcÛ odborn˘ch
spoleãností (Spoleãnost infekãního lékafiství, âeská hematolo-
gická spoleãnost, Onkologická spoleãnost, Farmakologická spo-
leãnost), jejichÏ v˘sledkem bylo spoleãné stanovisko ke kate-
gorizaci a zejména k racionálnímu pouÏití antimykotik se
systémov˘m úãinkem. Na vypracování závûreãné verze racio-
nální indikace antimykotik se následnû úãastnila i spoleãnost
transplantologická (IKEM) a pracovní skupina dûtské hemato-
logie âR. Podklady byly pfiedloÏeny MZd a VZP a v fiíjnu 2002
projednány na kategorizaãní komisi MZd âR. Materiály pfii-
pravené k jednání v fiíjnu 2002 byly poãátkem roku 2003 aktu-
alizované v odborné oblasti o v˘sledky dokonãen˘ch studií.
Odborné spoleãnosti vyjádfiily jiÏ dfiíve v dopisech MZd a i ve
spoleãné diskusi pfii jednání se zástupci MZd a VZP nutnost
plné úhrady tûchto velmi drah˘ch antimykotik mimo pau‰ál.
PÛlroãní zku‰enost roku 2003 potvrzuje názor odborn˘ch spo-
leãností, Ïe v˘znamn˘m limitujícím faktorem pouÏití je dosud
vysoká cena, jejíÏ úhrada z pau‰álu nemocnic pfiekraãuje eko-
nomické moÏnosti tûchto pracovi‰È a vede k podléãení paci-
entÛ s tragick˘mi následky. Proto pfiedkládají MZd Ïádost
o vyjmutí vyjmenovan˘ch antimykotik z pau‰álu a jejich hra-
zení - v uveden˘ch centrech - plnû mimo pau‰ál. 
Následující text obsahuje stanovisko uveden˘ch odborn˘ch
spoleãností k racionální indikaci vybran˘ch systémov˘ch anti-
mykotik:1. Seznam vybran˘ch pracovi‰È s nejvy‰‰í incidencí
Ïivot ohroÏujících systémov˘ch mykóz. 2. Obecné stanovis-
ko k pouÏití antimykotik se systémov˘m úãinkem pro návrh
plné úhrady mimo pau‰ál. 3. Základní charakteristiky vybra-
n˘ch antimykotik pro návrh plné úhrady mimo pau‰ál. 4. Pfie-
hled antimykotik v indikaci 1. a 2. volby u vybran˘ch diagnóz.
5. Kvalifikovan˘ odhad poãtu nemocn˘ch / rok, u nichÏ je moÏ-
né pfiedpokládat pouÏití tûchto antimykotik. 6. Kalkulace
nákladÛ za rok, spojen˘ch s pouÏitím systémov˘ch antimyko-
tik ve vybran˘ch centrech. 

ad 1. Seznam vybran˘ch pracovi‰È s nejvy‰‰í incidencí Ïivot
ohroÏujících systémov˘ch mykóz. 
Hematoonkologická centra
Interní klinika hematoonkologická FN Brno
Hematoonkologická klinika FN Olomouc
II. interní klinika OKH FN Hradec Králové
Praha (ÚHKT, I. interní klinika VFN, OKH FN KV)
OKH FN PlzeÀ 

Centra pediatrické hematologie
II. dûtská klinika FN Motol
Klinika dûtské onkologie FN Brno
Dûtská klinika FN Olomouc
Dûtská klinika FN Ostrava
Dûtská klinika FN Hradec Králové
Dûtská klinika FN Ústí nad Labem
Dûtská klinika FN PlzeÀ
Dûtská klinika NsP âeské Budûjovice 

Centra HIV/AIDS pacientÛ
Infekãní klinika, FN Na Bulovce Praha
Infekãní klinika, FN PlzeÀ
Infekãní klinika, FN Hradec Králové
Infekãní klinika, FN Brno-Bohunice
Infekãní oddûlení, Nemocnice âeské Budûjovice
Infekãní oddûlení, MN, Ústí nad Labem
Infekãní oddûlení, FN Ostrava

Centra transplantace solidních orgánÛ
Praha IKEM

ad 2. Obecné stanovisko k pouÏití antimykotik se systé-
mov˘m úãinkem
1/ Antimykotika se systémov˘m úãinkem jsou indikována
zejména u imunoalterovan˘ch nemocn˘ch, u nichÏ je porucha
imunity predisponujícím faktorem vzniku oportunních mykóz.
Incidence invazivních mykóz narÛstá, mortalita na systémové
mykózy se pohybuje mezi 40–90%. OhroÏeni jsou zejména
nemocní po alogenní transplantaci kostní dfienû, akutní leuké-
mie v indukãní léãbû, jiné hematologické malignity léãené
vysokodávkovanou agresivní chemoterapií vãetnû autologních
transplantací periferních kmenov˘ch bunûk. Dále nemocní
s HIV, nemocní po transplantaci orgánÛ (zvlá‰tû plic, jater)
a nûktefií nemocní na jednotkách intenzivní péãe. 

2/ Indikace antimykotika se fiídí z hlediska
- stavu pacienta v dobû zahájení antimykotické léãby, a to
zejména podle a/ pfiedpokladu délky pfieÏití (mûsíce), b/ stavu
renálních a jaterních funkcí, c/ souãasné medikace nefro (hepa-
to) toxick˘mi léky,
- léãiva a/ charakterem úãinku (fungicidní-fungistatické) 
b/ farmakokinetick˘mi vlastnostmi (dosaÏení úãinn˘ch tká-
Àov˘ch koncentrací, vãetnû koncentrace v moãi a v likvoru;

sdûlení
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cestou biotransformace), c/ farmakodynamick˘mi vlastnost-
mi (spektrum úãinku, orgánová toxicita, sná‰enlivost), léko-
v˘mi interakcemi, moÏností antimykotické kombinace,
- v˘sledkÛ klinick˘ch studií („evidence based“) a doporuãení
mezinárodních odborn˘ch spoleãností - nejsou-li pfiesvûdãivé
klinické studie z nichÏ vypl˘vá indikace urãitého antimykoti-
ka jako léku 1. volby (napfi. aspergilóza - Vfend), pak, není-li
kontraindikace podání konvenãních antimykotik z dÛvodÛ sta-
vu nemocného nebo rizik závaÏn˘ch lékov˘ch interakcí, podá-
vat nová antimykotika aÏ jako 2. linii po selhání léãby 1. fiady.
- stavu epidemiologické situace na pracovi‰ti, na oddûlení (sta-
vu rezistence)
3/ U vybran˘ch imunoalterovan˘ch nemocn˘ch je vãasné nasa-
zení adekvátní antimykotické léãby Ïivot zachraÀujícím postu-
pem.
4/ Plnû racionálnímu pouÏití systémov˘ch antimykotik brá-
ní nedostateãné diagnostické moÏnosti vãasného prÛkazu
invazivní mykózy (jistá diagnóza = cílená léãba). Proto jsou
systémová antimykotika podávána pfieváÏnû preemptivnû
(= pravdûpodobná diagnóza) a u tûÏce imunosuprimovan˘ch
nemocn˘ch ãasto i empiricky (= moÏná diagnóza). (Haber
2002).
5/ Lékem volby leishmanióz je amfotericin B na tukov˘ch nosi-
ãích (u nás importovaná nákaza do 5 pacientÛ roãnû).

ad. 3. Základní charakteristiky vybran˘ch antimykotik pro
návrh plné úhrady mimo pau‰ál. 
Uvedeny jsou pouze zásadní údaje relevantní pro klinickou
praxi a systémové mykózy.
a/ polyeny 1/ Abelcet (i.v.) (lipidov˘ komplex 

amfotericinu B)
2/ Amphocil (i.v.) (koloidní disperze 

amfotericinu B)
b/ azoly 3/ Vfend (inf., tbl) (vorikonazol)

4/ Sporanox (i.v., p.o. susp.) (itrakonazol)
c/ echinokandiny 5/ Cancidas (i.v.) (caspofungin)
d/ antimetabolity 6/ Ancotil (i.v.) (flucytosin)(5-FC)

ad a/ polyeny
Amfotericiny na lipidovém nosiãi
1/ Abelcet (i.v.) (lipidov˘ komplex amfotericinu B)
2/ Amphocil (i.v.) (koloidní disperze amfotericinu B)
Mechanismus antimykotického úãinku: fungistatick˘ (fungi-
cidní pouze in vitro).
Spektrum úãinnosti: (odpovídá c-AmB) - ‰irokospektré - kan-
didy (vã. flukonazol rezistentních), aspergily, kryptokoky;
v zásadû shodné s itrakonazolem a „nov˘mi“ antimykotiky
s protiaspergilov˘m úãinkem (vorikonazol, caspofungin) +
dal‰í vãetnû parazitÛ (Leishmania, Plasmodium). Jedin˘ AmB
je úãinn˘ proti zygomycetám, hÛfie proti Malassezia furfur,
nûkter˘m kmenÛm Candida lusitaniae, Fusariím (viz voriko-
nazol), Trichosporon spp., neúãinn˘ u Pseudoallescheria boy-
dii, aktinomykózy.
Farmakokinetika: viz tabulka (podle: Dodds 2000)

Proti amfoternímu c-AmB mají amfotericiny vázané na tuko-
v˘ nosiã, vzhledem k lipofilnímu charakteru molekuly, jiné
farmakokinetické (tkáÀové distribuce - s depozicí nejvy‰‰ích
koncentrací v RES systému jater, sleziny a plic) a farmakody-
namické vlastnosti, které jsou podstatou sníÏené (20 %) nefro-
toxicity. I kdyÏ jsou nûkteré farmakokinetické vlastnosti lipi-
dov˘ch amfotericinÛ odli‰né (rozdílné koncentrace ABLC
a ABCD v plazmû, plocha pod kfiivkou vãetnû distribuãního
objemu, rozdíly v dosaÏen˘ch koncentracích v rÛzn˘ch tká-
ních souvisí s rozdílnou velikostí molekuly /1600-6000 nm,
122 nm resp/), z hlediska klinického pouÏití mají zásadní pfií-
nos stejn˘. Vazba na lipidov˘ nosiã umoÏÀuje „dopravit“ amfo-
tericin specificky do infikované tkánû, k fungální membránû,
kde se z vazby na lipidov˘ nosiã uvolÀuje, a jako voln˘ AmB
v lokálnû vysoké koncentraci eliminuje infekci. Tak jen malá
ãást volného AmB postupnû interaguje s cholesterolem sav-
ãích membrán vãetnû tubulárního aparátu ledvin (v˘raznû niÏ-
‰í koncentrace AmB v ledvinû). U ABLC slouÏí cirkulující
makrofágy (granulocyty, monocyty) jako transportér AmB do
místa fungální infekce. 
Lékové interakce jsou minimální, cave’ nefrotoxické léky. 
Bezpeãnostní profil: Nefrotoxicita ve srovnání s c-AmB pou-
ze 20%; pfii léãbû nemocn˘ch s renální insuficiencí nedochá-
zí k progresi nefropatie. Komplexace AmB do lipidov˘ch
struktur omezila v˘skyt akutních projevÛ toxicity (horeãka,
tfiesavka…) jen nev˘znamnû.
Dávkování: ABLC: 5 mg/kg/den; ABCD: 3 mg/kg/den. U obou
preparátÛ lze dávky zvy‰ovat.
Klinické pouÏití (klinické studie), souhrn:
Postavení lipidov˘ch forem amfotericinu charakterizuje aktu-
álnû panel expertÛ (Kontoyiannis, 2001) a pfiedchozí rozsáhlá
metaanal˘za (Johansen 2000). K objektivnímu posouzení úãin-
nosti v‰ak chybûjí dostateãné dvojitû slepé srovnávací studie.
T˘m expertÛ doporuãuje pouÏití lipidov˘ch forem AmB pou-
ze v následujících pfiípadech: 
a) Kandidóza. Empirická léãba druhé fiady u refrakterní feb-
rilní neutropenie, u nemocn˘ch pfii toxickém po‰kození ledvin
po pfiedchozí léãbû konvenãním amfotericinem B nebo jako
záchrannou léãbu invazivní kandidózy zpÛsobené non-albi-
cans kandidami po selhání 1. linie (flukonazol, c-AmB, cas-
pofungin). V první linii ve vzácn˘ch pfiípadech chronické dise-
minované kandidózy.
b) Invazivní aspergilóza. Údaje o efektivitû léãby ABLC (a dal-
‰ími lipidov˘mi AmB) jsou získány ve studiích vût‰inou bez
kontrolních, srovnávacích souborÛ. Úãinnost je cca u 40-60 %
nemocn˘ch, u nichÏ pfiedchozí léãba c-AmB selhala nebo
musela b˘t pro toxicitu pfieru‰ena. Není pochyb o úãinnosti
léãby, av‰ak limitujícím faktorem je cena léku, i pfies „zlev-
nûní“ nákladÛ na léãbu pfii sníÏení rizika nefrotoxicity a krat-
‰ímu pobytu v nemocnici.
MoÏné kombinace s caspofunginem.
PouÏití u dûtí: Klinické studie potvrzují dobré zku‰enosti
(úãinnost, tolerance) (Lister 1996).
Souhrn: Souãasné indikace amfotericinÛ na lipidov˘ch
nosiãích: 
1/ selhání léãby konvenãního amfotericinu B (c-AmB)
2/ potfieba vy‰‰ích dávek amfotericinu pro dosaÏení terapeu-

tického efektu 
3/ intolerance konvenãního amfotericinu B i pfies odpovídají-

cí premedikaci
4/ preexistující renální postiÏení (ren. insuf.) vyluãuje pouÏi-

tí c-AmB 
5/ zhor‰ování renálních funkcí pfii léãbû c-AmB (vãetnû kome-

dikace nefrotoxick˘mi léky)
6/ pfii léãbû c-AmB nelze (vût‰inou z kardiálních dÛvodÛ) za-

jistit odpovídající hydrataci s doplnûním elektrolytÛ.

ad b/ azoly 
3/ Vfend (inf., tbl) (vorikonazol)
Mechanismus antimykotického úãinku: fungicidní (jako jedi-

Zkratky: t1/2 = biologick˘ poloãas eliminace z plazmy; Cmax = maxi-
mální (vrcholové) koncentrace v plazmû; CL = celková plazmatická
clearance; Vdss = distribuãní objem za ustáleného stavu; * v âR není
dostupn˘

Lék – dávka (t1/2) (hod) Cmax Clearance Vdss
(µg/ml) (ml/h/kg) (L/kg)

c-AmB (Amphotericin B)
0.5-1 mg/kg/den 24-48 1.2-2.4 10.2 4

ABLC (Abelcet)
5 mg/kg/den 173.4 1.7 436 131

ABCD (Amphocil)
3 mg/kg/den 27.5 2.6 105 3.8

L- AmB (AmBisome)*
5 mg/kg/den 6.8 83 11 0.1
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n˘ !) u vláknit˘ch hub (aspergily, Fusaria, Scedosporium), fun-
gistatick˘ u kandid. 
Spektrum úãinnosti: ‰iroké, stejné jak L-AmB a Itra, navíc je
jako jedin˘ skuteãnû úãinn˘ i u Fusarií (!) a Scedosporií. 
Farmakokinetika: Malá molekula (350 kD), dobr˘ prÛnik do
tkání, vazba na bílkoviny plasmy 58%, prÛnik do likvoru (50%)
je vy‰‰í neÏ itra a AmB, nelineární farmakokinetika (vysyco-
vací dávka 1. den - analogie s itrakonazolem), kvantitativní
biotransformace v játrech (isoenzymy P-450= analogie s itra-
konazolem), resorpce orální formy nalaãno 96% (= podobn˘
reÏim jako itra p.o. soluce). Clearance 85% látky/24 hod. 
Bezpeãnostní profil: Jaterní biotransformace zatíÏí hepatocyt,
u tûÏ‰ích jaterních lézí (Child Pugh A,B) je nutné redukovat
dávku na 50% (cave: a/ hepatotoxicita b/ preexistující jaterní
léze). Není nefrotoxick˘, vehikulum (derivát cyklodextrinu -
SBECD) má parametry vyluãování jako kreatinin. Pfii renální
insuficienci (GF< 0.9 ml/sec) KI nitroÏilní formy (kumulace
vehikula) – lze podat orální formu.
Hlavní neÏádoucí projevy - porucha visu (30%), i kdyÏ pfie-
chodná a elevace JT. Kardiální deprese se nepotvrdila (na roz-
díl od Itra-). 
Lékové interakce: Biotransformace CyP450 (isoenzymy) je
podstatou lékov˘ch interakcí, podobnû jako u Itra (KI podání
= omezení klinického pouÏití). V praxi (transplantologie) nut-
né redukovat dávku cyklosporinu (50%), takrolimu (na 1/3),
omeprazolu (50%), mykofenolát neovlivnûn.
Dávkování: Dospûlí (nad 40 kg): i.v. 1. den 6 mg/kg à 12 hodin,
dal‰í dny 4 mg/kg à 12 hodin; per os: 1. den 400 mg à 12 hodin,
dále 200 mg à 12 hodin. 
Dûti: i.v. 1. den 6 mg/kg à 12 hodin, dal‰í dny 4 mg/kg à 12
hodin; per os: 1. den 6 mg/kg à 12 hodin, dal‰í dny 4 mg/kg à
12 hodin V˘hodou je pfiechod z i.v. formy na orální (stejnû jako
Itra) s moÏností dlouhodobûj‰í léãby u dlouhodobû neutrope-
nick˘ch (high risk) dûtí, u nichÏ vût‰inou tak dlouho c-AmB
nelze podávat. Nezanedbatelná je pak i ekonomická úspora
p.o. léãby. Redukce dávky: tûÏ‰í jaterní léze (Child-Pugh A,B)
-50% udrÏovací dávka.
Klinické pouÏití (klinické studie): V˘sledky dvojitû slepé stu-
die (Vori vs. c-AMB) (Herbrecht 2002) u invazivních asper-
gilóz (RR 52,8% vs 31,6%; pfieÏití 70,8% vs 57,9%) byly pod-
kladem registrace Vori (FDA) jako léku 1. volby u prokázané
(proven) a pravdûpodobné (probable) aspergilózy. Empirická
srovnávací otevfiená studie Vori versus AmBisome (N= 837,
Walsh 2002) v globálním hodnocení hraniãnû (26% vs 30%)
neprokázala non-inferioritu (stanovisko FDA), i kdyÏ v díl-
ãích hodnoceních (vysoce rizikoví nemocní) byl Vori statis-
ticky signifikantnû lep‰í. Jde o velmi seriózní studii (poãet
nemocn˘ch, srovnání proti AmBisomu), která favorizuje Vori
u nejtûÏ‰ích nemocn˘ch. 
PouÏití u dûtí: U dûtí v otevfiené studii „compassionate basis“
po selhání konvenãní léãby (Walsh 2002 (a); N= 69; vûk 9
mûsícÛ - 15 let; 42 dûtí s aspergilózou) byla klinick˘ odpovûì
ve 45 %, stabilizace u 7%, pfieru‰ení u 7% pro intoleranci. Hlav-
ní NÚ byly elevace JT. Závûr- 2. linie po selhání jin˘ch anti-
mykotik.
Souhrn: Indikace: Vori je lék 1. volby u prokázané a pravdû-
podobné aspergilózy (Herbrecht 2002). Má nejlep‰í pozici
u vysoce rizikov˘ch nemocn˘ch v empirické léãbû, lep‰í neÏ
tukové amfotericiny (Walsh 2002). Kontraindikací je zde tûÏ-
ké jaterní postiÏení. V jin˘ch, nekomparabilních studiích vyka-
zovaly dobré v˘sledky i liposomální amfotericiny. Vori je lék
1. volby u Fusarií (FDA) a Scedosporií (u nás na‰tûstí témûfi
nejsou). Kombinace s caspofunginem. Urãit˘m limitem pou-
Ïití jsou lékové interakce- podobnû jako itrakonazol (cave!).
Nutná redukce dávky Vori u tûÏ‰ích jaterních lézí, u nejtûÏ‰ích
jaterních lézí (Child Pugh C) nejsou zku‰enosti.

4/ Sporanox (i.v., p.o. susp.) (itrakonazol)
Mechanismus antimykotického úãinku: fungistatick˘.
Spektrum úãinnosti: ·irokospektré - kandidy (vã. flukonazol

rezistentních), aspergily, kryptokoky; v zásadû shodné s amfo-
tericiny vãetnû asociovan˘ch s lipidy, i s „nov˘mi“ antimy-
kotiky s protiaspergilov˘m úãinkem (vorikonazol, caspofun-
gin). Velmi dobfie úãinn˘ i proti blastomykóze, histoplazmóze,
sporotrichóze a kokcidioidomykóze u Penicillium marneffei.
Li‰í se pouze u vzácn˘ch hub - neúãinn˘ u Fusarií (viz vori-
konazol) parazitÛ (Leishmania, Plasmodium – viz c-AmB,
Abelcet, Amphocil), u zygomykózy (viz amfotericiny). Syner-
gní úãinek s makrofágy dosahuje aÏ fungicidního efektu. 
Farmakokinetika: Vysoká (99%) vazba na plazmatické bílko-
viny, terapeutické koncentrace jsou ve vût‰inû tkání (vãetnû
mozkové) a tûlesn˘ch tekutinách, neproniká do likvoru, do
moãi, proniká do matefiského mléka. Biotransformace v játrech
(isoenzymy cytochromu P-450 - CYP3A4), je zpomalena pfii
po‰kození hepatocytu, je vyluãován stolicí (55%) a moãí (35%)
jako neaktivní metabolity. Biologick˘ poloãas 15 - 35 hodin.
Není eliminován hemodial˘zou ani peritoneální dial˘zou.
Farmakodynamika: MoÏná izolovaná hypokalémie(!), hypert-
riglyceridémie (9%), pfiechodná elevace jaterních enzymÛ
(5%) (jaterní léze -relativní kontraindikace).
Lékové interakce, ãetné, nûkteré velmi závaÏné (kontraindi-
kace), v praxi napfi. cyklosporin, vincristin, statiny, antihista-
minika…). 
Bezpeãnostní profil: relativnû pfiízniv˘, cave interakce, mûst-
navá ICHS. 
Dávkování: 2x200 mg i.v. první dva dny, dále 1x 200 mg i.v.
(nebo 2x200 mg orální soluce). Dávku nelze zvy‰ovat (nefro-
toxicita vehikula).
Klinické pouÏití (klinické studie): Jediná v˘znamnûj‰í srov-
návací studie empirické léãby i.v. Itra vs. c-AmB (N=384, Boo-
gaerts, 2001) prokázala statisticky nejménû stejn˘ úãinek jako
c-AmB (RR 47% vs 38%), ale s lep‰í tolerancí (5% vs 54%).
U plicní aspergilózy (Cailot 2001) v nekomparativní studii na
malém souboru (N=31) byl RR 15/31=48% a stabilizace u 6/31
= 19%. 
PouÏití u dûtí: Nejsou k dispozici studie pouÏití nitroÏilního
Itra u dûtí. 
Souhrn: Lék 2. volby v léãbû invazivních mykóz (kandidóza,
aspergilóza). Kombinace s caspofunginem.

ad c/ echinokandiny 
5/ Cancidas (i.v.) (caspofungin)
Mechanismus antimykotického úãinku: fungicidní (jako jedi-
n˘ !) u kandid, fungistatick˘ u vláknit˘ch hub. 
Mechanismus úãinku: zcela odli‰n˘ od dosavadních systémo-
v˘ch antimykotik – inhibice syntézy bunûãné stûny (inhibice
syntézy b(1.3)-D-glukanu) – potenciál pro kombinace s jin˘-
mi antimykotiky (+ Vori, AmB, Itra...).
Spektrum úãinnosti: prakticky stejné (‰irokospektré) jak u Itra,
tak u L-AmB a vorikonazolu; vedle kandid (ménû v‰ak na C.
parapsilosis) a aspergilÛ úãinn˘ i na Saccharomyces cerevisi-
ae, cystickou formu Pneumocystis carinii. 
V˘znamné: nebyla zji‰tûna primární rezistence kandid vÛãi
caspo (= není substrátem multidrug transporterÛ (geny ERG11,
MDR, CDR) /P-glykoprotein –eflux/.
Farmakokinetika: vysoká vazba na plazmat. bílkoviny (92%),
velká molekula (1200 kD), distribuãní objem 9,67 l, dobré kon-
centrace v tkáních, nejvy‰‰í v plicích, slezinû, akumulace ját-
ra, ledviny, GIT, neproniká do likvoru, do moãi; mírnû neli-
neární farmakokinetika (akumulace se zvy‰ováním dávky -
vysycovací dávka - analogie s vori, itra). Biotransformace
(spontánní degradace) v játrech, 2 hlavní metabolity potenci-
álnû úãinné, enzymatick˘ systém není znám, ale nezatíÏí cyto-
chrom. systém (není inhibitorem enzym. systému cytochromu
P-450). Definitivní metabolity se vyluãují do moãi (41%), do
stolice (34%). Není induktorem metabolismu CYP3A4 jin˘ch
látek (potenciál pro kombinaãní antimykotickou léãbu). 
Bezpeãnostní profil: je ‰patn˘m substrátem enzymÛ cyto-
chromu P-450 (minimum intetrakcí!), velmi (!) dobfie tolero-
ván (14% nezávaÏn˘ch neÏádoucích úãinkÛ).
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Lékové interakce: tacrolimus, mykofenolát (transplantologie)
= bez omezení
cyklosporin, rifampicin (zv˘‰í hladinu caspo o 30 %, resp.
65%, limit dávky u tûÏk˘ch jaterních lézí); efavirenz, nevira-
pin, dexametazon, fenytoin, karbamazepin – zv˘‰it dávku cas-
po na 70mg/den.
Dávkování: pouze i.v forma, vysycovací dávka 70 mg 1 .den,
dále 50 mg; u jaterní léze udrÏovací dávky 35 mg/den. Hmot-
nost nad 80 kg udrÏovací dávka 70 mg.
Klinické pouÏití (klinické studie): Ve dvojitû slepé studii (Mora
Duarte 2002) invazivní kandidózy Caspo (N=109) proti c-
AMB (N=115) dosáhl globálnû podobn˘ch v˘sledkÛ (RR
73,4% vs 61,7%) a ve specifikované skupinû lep‰ích (!) (RR
80,7 vs 64,9%) = alternativa 1. volby pro invazivní kandidó-
zu (vedle c-AmB a flukonazolu) (Walsh 2002). 
Zatím lék 2. volby po selhání konvenãních antimykotik (chy-
bí v˘sledky dvojitû slepé empirické studie proti AmBisomu).
V otevfiené studii (po selhání konvenãních antimykotik) u inva-
zivní aspergilózy (Maertens 2000) RR=45 % (N=58); ve srov-
nání s c-AmB (historická kontrola N= 206) byl caspo v˘znam-
nû lep‰í (RR 49% vs 17%). 
PouÏití u dûtí: dosud jen sporadické zprávy (kazuistiky).
Souhrn: Specifick˘ mechanismus úãinku, velmi dobrá tole-
rance. Indikace: alternativa 1. volby invazivní kandidózy; lék
2. volby u tûÏk˘ch, Ïivot ohroÏujících mykotick˘ch infekcí;
synergní v kombinacích (s vori, AmB /i lipidov˘mi/, itra) -
pfiedpoklad vysoké úãinnosti u kandidóz, aspergilóz. Defini-
tivní postavení bude moÏné upfiesnit po dokonãení dvojitû sle-
pé prospektivní srovnávací (AmBisome) studie u febrilní neu-
tropenie.

d/ antimetabolity
6/ Ancotil (i.v.) (flucytosin) (5-FC)
Mechanismus antimykotického úãinku: fungistatick˘.
Spektrum úãinnosti: úzké spektrum, ãasné rezistence; kandi-
dy, kryptokoky, patogeny chromomykózy (Phialophora, Cla-
dosporium), nejist˘ proti aspergilÛm. 
Farmakokinetika: hydrofilní; prakticky se neváÏe na plazmat.
bílkoviny; vysoká biologická dostupností (v úãinné formû do
moãi /100x více neÏ v plasmû/, i do likvoru) a ‰iroká orgánová
distribuce (podobné flukonazolu). Koncentrace v plazmû pod
25 mg/l vedou k rychlé selekci rezistentních kmenÛ, hodnoty
nad 100 mg/l jsou spojeny s neúmûrn˘m vzestupem toxicity -
doporuãeno monitorovat hladiny. Není biotransformován,
v úãinné formû vyluãován do moãi. Biologick˘ poloãas 3-6
hodin, pfii renální insuficienci je prodlouÏen. Eliminace hemo-
dial˘zou, peritoneální dial˘zou. Podstata synergismu kombi-
nace s AmB, jehoÏ v˘sledkem je omezení rezistence k 5-FC
a souãasnû roz‰ífiení jeho antimykotického spektra na pÛvod-
nû necitlivé nebo málo citlivé pÛvodce, spoãívá zejména ve
snaz‰ím prÛniku do buÀky a souãasnû i usnadnûní penetrace do
tûch bunûk, do nichÏ by se 5-FC kvÛli chybûní transportních
mechanismÛ nedostal. Dávku c-AmB lze v kombinaci efektiv-
nû redukovat na 1/3.
Lékové interakce: Cytosin-arabinosid mÛÏe kompetitivnû inhi-
bovat jeho efekt, allopurinol naopak sniÏuje jeho myelotoxi-
citu aniÏ ovlivní antimykotick˘ úãinek. Dávku flucytosinu
upravit pfii poru‰e renálních funkcí, jeho toxicitu zvy‰ují v‰ech-
ny léky omezující jeho renální vyluãování.
Bezpeãnostní profil: Urãité procento 5-FC je ãinností anae-
robních stfievních bakterií konvertováno na cytostatikum 5-
fluorouracil a tímto mechanismem je vysvûtlována pfiíãina
myelotoxicity (granulocytopenie) flucytosinu. 
5-FC je dodáván v isotonickém roztoku 0,9% NaCl, takÏe
nemocn˘ váÏící 70 kg dostane pfii dávce 150 mg/kg/den cel-
kem 1000 ml fyziologického roztoku a tedy 8,4 g NaCl dennû
(pfietíÏení obûhu !) . Pokud je 5-FC podáván s amfotericinem
B, je pfiirozená substituce NaCl Ïádoucí.
Dávkování: 75-150 mg/kg/den - podávat rozdûlenû ve 3-4 díl-
ãích dávkách po 6-8 hodinách.

Klinické pouÏití: VyÏaduje sloÏit˘ proces intracelulární aktiva-
ce v úãinné léãivo. S tím souvisí úzké spektrum úãinnosti, váza-
né na pfiítomnost pfiíslu‰n˘ch enzymÛ v buÀce mikromycety
a relativnû ãasn˘ v˘skyt získané rezistence. Proto se prakticky
nepouÏívá v monoterapii (pouze u dûtí - kandidóza moã. systé-
mu), ale zejména v kombinaci s AmB, azoly a dal‰ími. Pfied léã-
bou i bûhem ní je nutné kontrolovat citlivost. V kombinacích se
dávka flucytosinu nemûní. Nev˘hodou je myelotoxicita a krát-
k˘ biologick˘ poloãas, kter˘ vyÏaduje ãasté denní dávkování.
Z tûchto dÛvodÛ se dnes pouÏívá jen okrajovû. 
V kombinaci s AmB se osvûdãuje pfii léãbû kandidové a kryp-
tokokové meningitidy, kandidové oftalmitidy a hepatosple-
nické kandidózy. Synergické pÛsobení s flukonazolem lze vyu-
Ïít zejména pfii útoãné léãbû kryptokokové meningitidy (není
v‰ak lep‰í neÏ c-AmB).
PouÏití u dûtí: ano.
Souhrn: V˘borné farmakokinetické vlastnosti. Lék do kom-
binaãní léãby -fluko, itra, c-AmB, lipidové AmB (kandidóza,
kryptokokóza; ± aspergilóza). 

ad 4. Pfiehled antimykotik v indikaci 1.a 2. volby u vybra-
n˘ch diagnóz 
Indikace antimykotik u invazivní mykózy (nejãastûj‰ích agens):

Ad 5. Kvalifikovan˘ odhad poãtu nemocn˘ch / rok, u nichÏ
je moÏné pfiedpokládat pouÏití antimykotik se systémov˘m
úãinkem

hematologie cca  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .100-110
Dûtská hematologie  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 25
HIV infekce  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 5-10
transplantace solidních orgánÛ  . . . . . . . . . . . . . . . . . 8-10
Leishmaniáza  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 5 
jiné diagnózy splÀující kritéria léãby  . . . . . . . . . . . . 20
Celkem  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .170

ad 7. Kalkulace nákladÛ/rok spojen˘ch s pouÏitím systémo-
v˘ch antimykotik ve vybran˘ch centrech (v cenách dle ãísel-
níku VZP platného od 1.1.2003). V˘poãet vychází z doporu-

Základní Dg stupeÀ dg Asp Kand lék 1. volby léky 2. volby
jistoty

akutní leukémie J, P + VORI*, ABLC, ABCD, c-AmB
+ c-AmB* CASPO*, ITRA*

alogenní transplantace M + VORI, c-AmB* ABLC, ABCD, CASPO*,
kostní dfienû ITRA*, ± 5-FC*

+ J + c-AmB*, ABLC, ABCD, ITRA*,
jiné malignity léãené CASPO*, FLU** VORI, ± 5-FC*

vysokodávkovanou P, M + c-AmB* VORI*, CASPO*,
chemoterapií ◊ ABLC, ABCD, ITRA*

transplantace orgánÛ J, P + VORI*, ABLC, ABCD,
c-AmB* CASPO*, ITRA*

M + c-AmB* ABLC, ABCD,
CASPO*, ITRA*, VORI

J + c-AmB, FLU** CASPO*, ABLC,
ABCD, ITRA*, VORI

P, M + c-AmB* CASPO*,
ABLC, ABCD, ITRA* VORI*

HIV J, P + + VORI* ABLC, ABCD,
CASPO*, ITRA*

M c-AmB*

Leishmaniáza J ABCD, ABLC

Asp: aspergilóza, Kand: kandidóza; ◊: s nízkou incidencí, J: Dg jistá =
cílená léãba, P: Dg. pravdûpodobná= preemptivní léãba. M: Dg. moÏná
= empirická léãba, ±: moÏné pouÏít do kombinace

*pokud nejsou kontraindikace (lékové interakce, orgán.toxicita…), 
** pfieváÏnû Candida albicans,
c-AmB: konvenãní amfotericin B (Amphotericin); VORI: vorikonazol
(Vfend), ABCD: Abelcet, ABLC: Amphocil, CASPO: caspofungin 
(Cancidas), ITRA: itrakonazol (Sporanox), FLU: flukonazol (Mycomax,
Diflucan), 5-FC-flucytosin (Ancotil)
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ãené denní dávky x 14 resp. 21 dní a celková suma je dûlena
poãtem dostupn˘ch antimykotik se systémov˘m efektem (viz
v˘‰e). TakÏe celková ãástka, která vyjadfiuje cenov˘ prÛmûr
v‰ech antimykotik, je nepfiesná v tom smyslu, Ïe nûkterá anti-
mykotika se budou uÏívat ãastûji (draÏ‰í?- levnûj‰í?), jiná ménû
ãasto.
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Ceny x 14 dní léãby Ceny x 21 dní léãby

dospûlí (N=170) / rok 26 356 334 39 182 855

dûti (N=25) /rok 1 916 221 2 858 850

Celkem/ rok 28 272 555 42 041 705

knihy

CLINICAL TRIALS IN CANCER: PRINCIPLES
AND PRACTICE
GIRLING, A. J., PARMAR, M. K. B., STENNING, S. P.,
STEPHENS, R. J., STEWART, L. A.
OXFORD UNIVERSITY PRESS, OXFORD 2003
367 str., 65 obr., 30 tab., ISBN 0-19-262959-X, cena 49,95 GB

Cílem autorÛ pfii psaní této knihy bylo poskytnout t˘mÛm lékafiÛ a dal-
‰ích odborníkÛ praktickou a pfiehlednou pfiíruãku jak provádût kli-
nické zkou‰ky nov˘ch léãebn˘ch metod u nemocn˘ch se zhoubn˘mi
nádory poãínaje zámûrem a konãe publikovanou zprávou o v˘sled-
cích. V˘klad je zamûfien na plánování, realizaci a interpretaci fáze III
a rovnûÏ na randomizovanou fázi II trialÛ. Jen krátce jsou zmiÀová-
ny studie t˘kající se fáze I. Poãínaje 3. kapitolou je dále obsah jedno-
tliv˘ch statí blíÏe charakterizován.
V kap. 3 je podán pfiehled obecného procesu, kter˘m jsou nové zpÛ-
soby léãby posuzovány; jsou zmínûny faktory, jeÏ mohou v kaÏdém
stadiu urãovat, zdali je zam˘‰len˘ klinick˘ trial opodstatnûn˘ ãi niko-
liv. Základním kamenem dobrého projektu trialu je randomizace 
(4. kap.). Pravdûpodobnû nejdÛleÏitûj‰ím rozhodnutím pfii plánování
randomizovaného trialu je volba velikosti v˘bûrového souboru. V tom-
to smûru je nutné Ïádat o radu zku‰eného statistika, kter˘ rovnûÏ pro-
vûfií pfiedpoklady, za nichÏ byla studie plánována a zda studie je dosta-
teãnû robustní ke zmûnám v tûchto pfiedpokladech (5. kap.). Klíãem
k úspû‰nému hodnocení kvality Ïivota (QL), dÛleÏité sloÏky trialu, je
definovat pfiedem QL hypotézu, jeÏ pomÛÏe identifikovat vhodn˘
dotazník, stanovit dobu jeho pouÏití a zpÛsoby jeho anal˘zy. Je dÛle-
Ïité mít na pamûti, Ïe pacienti potfiebují znát dopad léãby na jejich QL
– k tomu musí ov‰em obdrÏet spolehlivé informace (6. kap.). 
V 7. kap. se vypoãítávají postupy, jeÏ musí b˘t realizovány, aby trial
byl zahájen: zaji‰tûní finanãní podpory, etick˘ souhlas, vyti‰tûní pro-

tokolÛ a dal‰ích dokumentÛ, stanovení spolupracujících ústavÛ a infor-
mování obhájcÛ pacientÛ. Úspû‰n˘ a etick˘ prÛbûh trialu vyÏaduje
monitorování dat a kontrolu vstupních dat, dodrÏování zásad dobré
klinické praxe, zaji‰tûní dobré spolupráce mezi koordinátory a spo-
lupracujícími institucemi, ochranu osobních dat, opatfiení k prevenci
falzifikace v˘sledkÛ aj. (8. kap.). Statistické metody anal˘zy v˘sled-
kÛ trialu jsou pfiedmûtem 9. kap. V 10. kap. se doporuãuje, aby pfii
psaní zprávy o trialu se postupovalo podle smûrnic CONSORT, jeÏ
jsou téÏ na webové stránce http://www.consort-statement.org. Pfied-
poslední kapitola se zab˘vá systematick˘mi pfiehledy a rÛzn˘mi typy
meta anal˘zy. Knihu uzavírá pojednání o v˘hodách zavedeného cent-
ra pro klinické trialy, které usnadÀuje nejen plánování, vedení a pub-
likování jednotliv˘ch trialÛ, ale téÏ strategické plánování dlouhodo-
b˘ch v˘zkumn˘ch programÛ na národní i mezinárodní úrovni.
V pfiedmluvû autofii zdÛvodÀují, proã se kniha t˘ká hlavnû klinick˘ch
trialÛ u pacientÛ s maligním onemocnûním. Pfiehlednost textu je pod-
pofiena umístûním dÛleÏit˘ch ãástí do rámeãkÛ s ãernobíle odli‰en˘m
podkladem a v nûkter˘ch ãástech i pûkn˘mi schematy a grafy, pfií-
klady formuláfiÛ aj. Jedná se o prakticky zamûfienou pfiíruãku, v níÏ
zájemce získá podrobné informace jak pfii klinick˘ch zkou‰kách postu-
povat krok za krokem. V˘hodné je, Ïe se pro její studium nepfiedpo-
kládají u ãtenáfie Ïádné specializované znalosti. RovnûÏ je tfieba
vyzdvihnout mimofiádnou stejnorodost textu napsaného podle tvrze-
ní v pfiedmluvû ve spolupráci v‰ech autorÛ. Je uÏiteãná jak pro odbor-
níky – ãleny pracovních t˘mÛ zab˘vající se klinick˘m v˘zkumem tak
i pro lékafie, ktefií v odborné literatufie hledají pfiedev‰ím v˘sledky
tohoto v˘zkumu; znalost této knihy jim bezpochyby usnadní studium
publikací a jejich kritické hodnocení. Má v˘znam také pro sponzory
trialÛ, ãleny dohlíÏejících komisí, specialisty, od nichÏ se vyÏadují
nezávislé posudky a pro mnohé dal‰í odborníky angaÏované ve v‰ech
aspektech klinického v˘zkumu. V. H.
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VÒDâÍ GEN P53: ZPRÁVA Z KONFERENCE

THE LEADING GENE P53:
REPORT ON THE CONFERENCE
·MARDOVÁ J.
MASARYKÒV ONKOLOGICK¯ ÚSTAV BRNO

Ve dnech 30. 6 aÏ 3. 7.2003 se konala v Lyonu ve Francii
mezinárodní konference nazvaná „Functional consequen-
ces of TP53 mutations: Characterization of common and
rare p53 mutants and relevance to human cancer“. Kon-
ferenci organizovaly spoleãnû francouzská IARC (Interna-
tional Agency for Research on Cancer) a americk˘ NIEMS
(National Institute of Environmental Health Sciences). Lyon
nebyl hostitelsk˘m mûstem náhodou. Právû zde IARC spra-
vuje pravdûpodobnû nejvût‰í databázi mutací nádorového
supresoru p53 (http://www.iarc.fr/p53). Lidé zab˘vající se
vedením databáze a také anal˘zou v ní ukládan˘ch dat (Pier-
re Hainaut, Magali Olivier) vyvolali diskusi o budoucí podo-
bû a vyuÏití této databáze. Nádorov˘ supresor p53 byl obje-
ven v roce 1979 a od té doby se tû‰í intenzivnímu zájmu
badatelÛ a je také spojován s velk˘mi nadûjemi klinick˘ch
onkologÛ. A právû neuvûfiiteln˘ rozpor mezi stále bohat‰ími
a detailnûj‰ími znalostmi o struktufie a funkci tohoto nevel-
kého proteinu a pfiedev‰ím jeho klíãové roli v kancerogene-
zi na stranû jedné a zatím minimálního praktického dopadu
tûchto znalostí v klinické praxi na stranû druhé jsou jiÏ dlou-
ho zdrojem urãitého napûtí mezi badateli a praktick˘mi onko-
logy. Konference v Lyonu shrnula nûkteré zajímavé poznat-
ky o p53, z nichÏ mnohé jasnû ukazují, v ãem je pfiíãina tohoto
rozporu.
Na úvod struãnû: protein p53 je nádorov˘m supresorem. Zaji‰-
Èuje adekvátní odpovûì buÀky na bunûãn˘ stres a zamezuje
dûlení, pfiípadnû pfieÏití po‰kozen˘ch bunûk. Vyfiazení této
funkce pfiedstavuje v˘znamn˘ krok v progresi kancerogene-
ze. p53 je transkripãní faktor, kter˘ po indukci nûkter˘mi
bunûãn˘mi stresy (napfi. hypoxie, nedostatek nukleotidÛ,
po‰kození mitotického vfieténka, aktivace onkogenÛ a pfiede-
v‰ím po‰kození DNA) spou‰tí transkripci sv˘ch cílov˘ch genÛ,
a to prostfiednictvím vazby na specifické sekvence DNA
v jejich promotorech. Cílov˘ch genÛ bylo popsáno více neÏ
60, vãetnû takov˘ch, jejichÏ produkty navozují blok bunûãné-
ho cyklu (p21, 14-3-3σ, GADD45,..), apoptózu (Bax, Apaf-1,
CD95/Fas/APO1, PIGs,..), opravy DNA (p48, R2) a dal‰í pro-
cesy (TSP1, cyklin G,..). Vedle vysokého poãtu proteinÛ,
s nimiÏ p53 interaguje formou meziproteinov˘ch interakcí,
právû obrovsk˘ poãet genÛ, jejichÏ expresi protein p53 regu-
luje, a mnoÏství bunûãn˘ch procesÛ, které tak p53 mÛÏe ovliv-
nit, vynesl genu p53 oznaãení „a master gene“ (Michael Res-
nick), tedy gen, kter˘ vládne ostatním a rozhoduje o nich.
MÛÏeme mu pro jednoduchost fiíkat ãesky ne zcela pfiesnû 
vÛdãí gen.
Mutace p53 jsou ãastou událostí pfii v˘voji fiady rÛzn˘ch nádo-
rÛ. Na rozdíl od nûkter˘ch jin˘ch nádorov˘ch supresorÛ, kte-
ré jsou v buÀkách inaktivovány vût‰inou formou zkrácení
v˘sledného proteinu, kter˘ potom postrádá nûkteré své struk-
turní sloÏky a tím zcela svou funkci (napfi. APC, BRCA1,..),
gen p53 je postiÏen zdaleka nejãastûji bodov˘mi mutacemi,
tedy zámûnami jednoho nukleotidu za jin˘. K dne‰nímu dni
bylo v databázi IARC zaznamenáno celkem 18 500 mutací
p53, z toho více neÏ 1 300 rÛzn˘ch bodov˘ch („missense“)
mutací, coÏ pfii délce kódující sekvence odpovídající v˘sled-
n˘m 393 aminokyselinám v proteinu p53 je poãet mimofiád-

n˘. Samotn˘ poãet odli‰n˘ch mutací by nebyl aÏ tak zajíma-
v˘, neb˘t toho, Ïe v‰echny mutace p53 nejsou stejné ve sv˘ch
dÛsledcích pro funkci p53. 
Opakovanou anal˘zou mutací p53 v rÛzn˘ch typech nádorÛ
byla postupnû sestavována mutaãní spektra p53, byly nalézá-
ny „hot spot“ oblasti, a tak se tvofiila pfiedstava o povaze muta-
cí. Mutace postihují ty ãásti molekuly p53, které buì bezpro-
stfiednû ovlivÀují kontakt proteinu p53 s DNA nebo mûní
konformaci molekuly p53 takov˘m zpÛsobem, kter˘ vazbu na
DNA znemoÏní. Tato historicky pÛvodní pfiedstava mutací p53
je tedy spojena s úplnou ztrátou schopnosti p53 vázat se na
cílové sekvence a tedy se ztrátou schopnosti regulovat tran-
skripci cílov˘ch genÛ – tzv. mutace „loss-of-function“. Jed-
ním z dÛsledkÛ této ztráty funkce je neschopnost transaktivo-
vat gen mdm2, kter˘ pfiedstavuje zpûtnovazební regulaãní
smyãku p53 a zprostfiedkovává jeho degradaci. Neschopnost
mutantního p53 aktivovat expresi mdm2 má za následek aku-
mulaci p53 v buÀce.
Bûhem nûkolika minul˘ch let se ale hromadily informace
o tom, Ïe to zfiejmû s povahou mutací p53 není tak jednodu-
ché nebo jednoznaãné. Jedním z cílÛ konference v Lyonu bylo
tyto informace shromáÏdit, vyhodnotit a zohlednit je v plánech
na dal‰í rozvoj databáze mutací p53. Pokusím se teì krátce
charakterizovat nûkteré typy mutací p53, které byly v Lyonu
diskutovány a které se odli‰ují od zmínûn˘ch „klasick˘ch“
mutací spojen˘ch s úplnou ztrátou funkce p53.
JestliÏe klasická pfiedstava mutace p53 je spojena se ztrátou
transaktivaãní schopnosti postiÏeného proteinu, potom mÛÏe-
me na prvním místû mezi „neklasick˘mi“ mutacemi jmenovat
tzv. superaktivní mutace. To jsou mutace, které ve srovnání
se standardním proteinem zvy‰ují specifickou i nespecifickou
vazbu p53 na DNA a tím jeho schopnost transaktivovat cílo-
vé geny (Carol Prives). 
V˘raznou skupinu mutant p53 pfiedstavují tzv. mutace „gain-
-of-function“, tj. takové, které struktufie proteinu p53 pfiiná-
‰ejí nûjakou novou funkci (Moshe Oren, Varda Rotter, Gio-
vanni Blandino, Kent Soe, Guillermina Lozano, Arnold J. Levi-
ne). Zdá se, Ïe pro „gain-of-function“ je nezbytná N-koncová
ãást proteinu p53 (Moshe Oren) nebo je zprostfiedkovaná DNA
vazebnou doménou. Ta není u mutantÛ schopná vázat DNA
a zÛstává tak „volná“ pro jiné funkce. V‰ichni se shodli na tom,
Ïe „gain-of-function“ nesouvisí s transaktivací, moÏná spí‰e
s represí transkripce nûkter˘ch genÛ (napfi. CD95/Fas), ale
obecnû je pfiijímána pfiedstava, Ïe „gain-of-function“ je reali-
zována mechanismem protein-proteinov˘ch interakcí. V tûch-
to interakcích mohou b˘t partnerem p53 dal‰í ãlenové téÏe
rodiny – p63, p73 (Moshe Oren, Giovanni Blandino, Arnold
J. Levine) nebo proteiny se zcela odli‰nou funkcí jako napfi.
topoizomeráza I (Kent Soe).
Dal‰í stále se rozrÛstající skupinou mutací p53 jsou mutace
podmíneãné, pfiedev‰ím teplotnû senzitivní (ts), pfiípadnû
chladovû senzitivní (cs). PÛvodnû byly tyto vzácnû deteko-
vané mutace povaÏovány za spí‰e zajímavé, pfiípadnû experi-
mentálnû vyuÏitelné v˘jimky mezi mutacemi p53. Se stále ãas-
tûj‰ím pouÏíváním funkãních testÛ na místo molekulárních
anal˘z struktury DNA pfii vy‰etfiování statutu p53 ale podíl
tûchto mutací neustále narÛstá. Status teplotní senzitivity je
sám o sobû zajímav˘, protoÏe poukazuje na skuteãnost, Ïe
v‰echny mutace nejsou stejné. Zatímco nûkteré rozvrací struk-
turu proteinu p53 zcela a nevratnû, znemoÏÀují bezv˘hradnû
jeho transaktivaãní funkci a jsou tedy zcela inaktivující, jiné
mutace sice rozvrací standardní strukturu p53, ale ponechávají
ji ponûkud flexibilní a za urãit˘ch podmínek (napfi. zmûnou

zprávy
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teploty) umoÏÀují její návrat do funkãní podoby, jsou tedy jen
ãásteãnû inaktivující. Mnohem podstatnûj‰í okolností teplot-
nû senzitivních mutací p53 je ale fakt, Ïe jsou ãasto doprová-
zeny dal‰ím fenotypov˘m znakem naplÀujícím podstatu ãás-
teãné inaktivace. Zatímco standardní protein umí rozpoznat
a následnû fungovat na v‰ech sv˘ch popsan˘ch responzivních
elementech (i kdyÏ s odli‰nou afinitou), ts mutanti jsou ãasto
diskriminující, to znamená, Ïe jsou více nebo ménû funkãní
na nûkter˘ch responzivních elementech p53, zatímco jsou zce-
la nefunkãní na jin˘ch (Michael Resnick). A samozfiejmû feno-
typ buÀky, která nese zcela inaktivující mutaci p53 mÛÏe b˘t
v˘znamnû odli‰n˘ od fenotypu buÀky, ve které jsou nûkteré
funkce p53 zachovány.
Dal‰í kategorií mutací p53 jsou mutace supresorové. Ty po
svém vnesení do jiÏ mutavaného genu p53 mohou „vyru‰it“
úãinek první mutace a navrátit tak molekulu p53 do ãásteãnû
nebo zcela funkãního stavu (Rainer K. Brachmann, Penka
Nikolova). Ze zmínûn˘ch typÛ mutací p53 jsou právû supre-
sorové moÏná na první pohled nejménû klinicky relevantní.
Jistû se s nimi pfii anal˘ze p53 v nádorech nesetkáváme ãasto
a také cílené vná‰ení dal‰ích mutací do po‰kozeného genu p53
nebude hlavní formou terapie ani v budoucnu. Jejich studium
nás ale pfiibliÏuje pochopení na jedné stranû podstaty fungo-
vání a struktury mutací p53 a na stranû druhé odhalení moÏ-
n˘ch mechanismÛ jejich reaktivace.
Reaktivace mutantÛ p53, to bylo dal‰í velké téma, které se
prolínalo celou konferencí v Lyonu. Hned nûkolik autorÛ pfied-
ná‰elo své v˘sledky dokumentující reaktivace nûkter˘ch
mutant p53, a to pomocí CDB3 (Assaf Friedler, Galina Seli-
vanova), pomocí nízkomolekulárních látek PRIMA-1 a RITA
(Klas Wiman, Galina Selivanova), slouãenin „98“ (Karen S.
Vousden) nebo dokonce prostfiednictvím tzv. adaptorového
proteinu (vytváfiením chiméry mutantní p53 s dal‰ím protei-
nem – p73) (Matthias Dobbelstein). Klíãové a opakující se
bylo zji‰tûní v‰ech autorÛ, ktefií se o reaktivaci mutantního pro-
teinu p53 pokou‰ejí, Ïe rozdíly mezi mutantami p53 jsou veli-
ké a Ïádná forma reaktivace není úãinná beze zbytku na v‰ech-
ny kategorie mutantÛ, ale vÏdy jen na urãit˘ okruh mutantních
forem p53.
Mezi dal‰í námûty, kter˘m se na konferenci vûnovala pozor-
nost, patfiila napfi. struktura proteinu p53, coÏ má tûsnou návaz-
nost na pochopení funkce a také dysfunkce a moÏné reaktiva-
ce mutantních p53 (Thanos D. Halazonetis, Assaf Friedler,
Penka Nikolova), posttranslaãní úpravy p53 (Carl W. Ander-
son), vazba p53 na DNA (Wolfgang Deppert, Ella Kim,

Richard Iggo), polymorfismus p53 (Anne-Lise Borresen-Dale,
Kanaga Sabapathy) a polymorfismus MDM2 (Arnold J. Levi-
ne) a samozfiejmû také novinky t˘kající se dal‰ích molekul bez-
prostfiednû signalizujících k p53 (Karen S. Vousden, Klas
Wiman, Kent Soe, Anne-Lise Borresen-Dale). Hlavním smys-
lem konference ale bylo na základû souãasn˘ch poznatkÛ vyt˘-
ãit nové smûry a tendence ve v˘voji databáze mutant p53.
A z nûkolikadenní debaty jasnû vyplynulo: mutace p53 jsou
velmi rozmanité a mohou velmi odli‰n˘m zpÛsobem ovlivnit
vlastnosti v˘sledného proteinu. Proto se zdá, Ïe bude nezbyt-
né do budoucna vytváfiet „funkãní“ databázi, tj. sbírat data
o pfiesnûj‰ích funkãních dopadech jednotliv˘ch mutací na
v˘sledn˘ protein p53. Do budoucna bude také nutné pfiesnû
popsat a pochopit, jak adekvátnû jednotlivé funkãní testy
(v kvasinkách, v savãích buÀkách,..) vystihují skuteãnou bio-
logicky a klinicky relevantní povahu jednotliv˘ch mutantÛ
(Alberto Inga). JestliÏe byl gen p53 nazván vÛdãím pro velk˘
poãet rÛzn˘ch genÛ, jejichÏ expresi ovlivÀuje, a pro velk˘ poãet
rÛzn˘ch proteinÛ, s nimiÏ interaguje, tak byl také nazván vÛd-
ãím genem rozmanitosti („a master gene of diversity“) pro
obrovskou rozmanitost mutantÛ s rÛzn˘mi funkãními vlast-
nostmi, které mohou ze standardní molekuly p53 vznikat
v dÛsledku zámûn jednotliv˘ch aminokyselin za jiné.
Na závûr bych si dovolila vypÛjãit model Michaela Resnicka,
kter˘m se pokusil vystihnout souãasn˘ pohled na funkci stan-
dardního p53 a jeho mutantních forem. SvÛj model oznaãil
jako „p(piano)53“. Standardní p53 je protein, kter˘ transakti-
vuje celou fiadu genÛ, na pomyslném pianu tyto geny pfiedsta-
vují jednotlivé klávesy a p53 je schopen hrát urãit˘, harmo-
nick˘ akord. Na‰e pÛvodní pfiedstava o mutantech p53 byla
taková, Ïe ztrácejí svou funkci a tím svou schopnost hrát
a v˘sledkem je ticho. Souãasná pfiedstava je taková, Ïe rÛzní
mutanti jsou ve své schopnosti hrát na piano po‰kození do rÛz-
né míry a v˘sledkem jejich hry je spí‰e neÏ ticho zmûnûn˘,
po‰kozen˘, neharmonick˘ akord. To má samozfiejmû odli‰né
dopady na buÀku a také to vyÏaduje odli‰né zpÛsoby nápravy,
reaktivace. A právû v této rozmanitosti je urãité vysvûtlení
toho, proã zjednodu‰ené pfiístupy k pochopení mutací p53
a vyvození jednoduch˘ch klinick˘ch souvislostí zatím selhá-
valo. Uvidíme, co pfiinese tento novûj‰í pohled na p53 a na
„hudbu“, kterou hrají jednotlivé varianty tohoto úÏasného pro-
teinu.

Úãast na konferenci i tato práce byly podpofieny grantem IGA
MZ âR ã. MZ00020980501
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ZÁPIS Z JEDNÁNÍ V¯BORU âESKÉ 
ONKOLOGICKÉ SPOLEâNOSTI âLS JEP
KONANÉ DNE 2. 9. 2003 NA INTERNÍ 
HEMATOONKOLOGICKÉ KLINICE FN V BRNù

Pfiítomni: Vorlíãek, Abrahámová, Cwiertka, Eckschlager, Fínek, Jelín-
ková, Konopásek, Petera, PetruÏelka, Pfiibylová, Rob, Stáhalová, Stanku-
‰ová, Vyzula, Îaloudík
Hosté: dr.Matûjka, dr.Skála
Omluveni: Aschermannová 

V˘borovou schÛzi zahájil a pfiítomné v Brnû pfiivítal prof. Vorlíãek, pfied-
seda spoleãnosti.

Projednávané body:
– domluva s LPR a pozvání prof. Dienstbiera na listopadov˘ v˘bor
– otázka ãlenství âOS v UICC – zatím není jasno o pfiínosu, âOS pro rok

2003 pfiíspûvek 2200 USD do UICC platit nebude (hlasováno: jedno-
myslnû) 

– doc. Abrahámová bude na doporuãení v˘boru âOS odborníkem pro
posuzování stíÏností ve Stfiedoãeském kraji – Ïádost hejtmana

– doc. Eckschlager bude reprezentovat âOS v transplantaãní komisi
Hematologické spoleãnosti

– v˘bor âOS potvrdil stanovisko k enzymové terapii , které bylo uvefiej-
nûno ve Zdravotnick˘ch novinách, na repliku firmy dále nebude rea-
gováno – nejde o skuteãnosti, které by stanovisko v˘boru âOS jakkoli
mûnily

– v˘bor dodateãnû projednal leto‰ní rozdûlení prostfiedkÛ z Bûhu T. Foxe,
které bylo provedeno je‰tû minul˘m v˘borem, soutûÏ pro pfií‰tí rok pfii-
pravena standardním zpÛsobem, pfiihlá‰ky jiÏ pfiedány posuzovatelÛm

– v˘bor âOS schválil leto‰ní ãlensk˘ poplatek 255,- USD za Sekci onko-
chirurgie pro WFSOS (World Federation of Surgical Oncology Socie-
ties)

– jednáno o koncepci prediktivní onkologie na základû písemnû zpraco-
vaného návrhu dr.Hajdúcha a prof. Îaloudíka, se zámûrem v˘bor sou-
hlasí, stejnû tak i s návrhem na vznik Sekce diagnostické a prediktivní
onkologie – uvítá, kdyÏ se organizace sekce ujmou iniciátofii a proces
vyústí ve standardní volbu pfiedsedy sekce vãetnû programu

– jednáno o centrech pro léãbu c-kit positivních stromálních sarkomÛ pre-
parátem Glivec, jde o raritní nádor (cca 30/rok v âR) s nákladnou cíle-
nou léãbou pfiísnû vázanou na diagnostiku prediktoru efektu, po disku-
si fiady aspektÛ centralizace dohodnuto ponechat dosavadní dvû centra
(FN Motol, MOÚ Brno) fungovat do auditu âOS v lednu 2004, poté
bude jednáno o kriteriích v˘bûru center v del‰í perspektivû – zdÛraznû-
na potfiebná návaznost na diagnostická a chirurgická pracovi‰tû, které
se problematikou zab˘vají

– jednáno o centralizaci dal‰í cílené léãby preparátem trastuzumab (Her-
ceptin), dosavadní stav povûfiení nûkolika center je revokován návrhem
na jednání o dal‰ích pracovi‰tích, vykazujících dostateãné celkové poãty
léãen˘ch nemocn˘ch s karcinomem prsu ( ve stovkách roãnû) , téÏ s per-
spektivou trastuzumabu zv˘‰ení poãtu indikovan˘ch v pokroãil˘ch sta-
diích a do budoucna také v adjuvanci. Doporuãujeme tedy zachovat stá-
vající poãet center s tím, Ïe budeme usilovat o nav˘‰ení poãtu léãen˘ch
pacientek zvlá‰tû v centrech, kde souãasné limity jsou nedostateãné.
V pfiípadû praÏsk˘ch pracovi‰È je nutné pfii jednání s poji‰Èovnami
domluvit respektování existence Komplexního onkologického centra
(tím samozfiejmû i pracovi‰tû na Bulovce) a adekvátního nav˘‰ení limi-
tu pro léãbu. 

– v˘bor podpofiil námût dr. Malinové (RTO Motol) k hrazení nûkter˘ch
úkonÛ spojen˘ch se zachováním fertility v prÛbûhu onkologické léãby
(kryoprezervace spermatu, specifická ochrana pfied záfiením, LHRH ago-
nisté ve specifick˘ch indikacích)

– bylo upozornûno na narÛstající problémy se SÚKL pfii schvalování úãas-
ti na studiích v EORTC a jinde, navrÏeno vyãkat do nastolení nov˘ch
pravidel harmonizovan˘ch v rámci EU od roku 2004, doporuãeno v‰em,
ktefií mají se studiemi problémy, aby pfiekáÏky pfiipomínkovali pfiímo
SÚKL

– v˘bor vyslechl informaci o kontaktu s WHO programem na téma kon-
zultací „cancer control activities in East European coutries“,dotazník
WHO byl vyplnûn a cestou odbor zdrav. péãe MZ odeslán centrále
WHO, zdÛraznûno postavení âOS i pfiízniv˘ stav organizace onkolo-
gie v âR vãetnû NOR, dále zafiizuje kontakty dr. ¤ízková z MZ

– projednán námût LPR k orientaci na prevenci karcinomu hrdla dûloÏ-
ního, komentováno doc. Robem – existují znaãné rezervy a v˘bor âOS
bude nespornû podporovat programy zamûfiené na prevenci C53 

– v˘bor vyslechl informaci o dlouhodobém projektu HTA (Health Tech-
nology Assessment ) v onkologii, v˘bor podporuje program jako dlou-
hodob˘ proces, jeho ãlenové byli vyzváni aby se podíleli na iniciální
publikaci formou souboru ãlánkÛ na téma HTA jako suplementa Kli-
nické onkologie

– v˘bor projednal aktuální stav NOR, vãetnû pfiíleÏitostí, které pfiiná‰í pro
hodnocení racionality a kvality onkologické péãe, povûfiil pfiedsedu âOS,
aby odeslal MZ âR a ÚZIS dopis v nûmÏ se ãe‰tí onkologové hlásí kNOR
jako jedineãné zdrojové databázi onkologick˘ch dat a vyslovují zájem
na jeho lep‰ím vytûÏování, v tomto kontextu navrhne vznik Rady NOR
pro anal˘zu a interpretaci onkologick˘ch dat, kam bude v˘bor âOS dele-
govat své experty a která navrhne fiadu opatfiení jak k modernizaci regist-
race tak i práci s daty jak je zpfiístupÀuje ÚZIS a projekt SVOD 

– v˘bor vyslechl sdûlení MUDr. Bohumila Skály, PhD., zástupce v˘bo-
ru Spoleãnosti praktick˘ch lékafiÛ, o zájmu na souãinnosti s âOS v onko-
logické prevenci , léãbû a dispenzarizaci, pfiedev‰ím jde o vytvofiení spo-
leãné metodiky pro vedení cílen˘ch preventivních prohlídek
i interpretaci paralelnû vznikajících vy‰etfiení v rámci onkologické pre-
vence, – uloÏeno zpracovat návrh dohody obou spoleãností na spoleã-
ném postupu v organizaãním zaji‰tûní ãasné diagnostiky nádorÛ a raci-
onální distribuci onkologicky nemocn˘ch, v podstatû jde o strukturu sítû
v zaji‰tûní onkologické péãe v regionech

– diskutováno o stavu pfiíprav DRG s ohledem na onkologii, prvním kro-
kem bude dopis v˘boru âOS zdravotním poji‰Èovnám a MZ âR, v nûmÏ
poÏadujeme registraci klinického stadia onemocnûní jako souãásti onko-
logické diagnózy a registrace v‰ech procedur ve vztahu k diagnóze,
v˘bor âOS bude problematiku dále velmi intenzivnû sledovat a zji‰Èo-
vat moÏnosti odborn˘ch vstupÛ do tvorby systému DRG, kter˘ má
v budoucnu v hrazení zdravotní péãe pfieváÏit. Souãasná pfiedstava
o DRG nerespektuje specifika oboru klinické onkologie

– zpráva dr. Finka, pokladníka âOS, o stavu úãtu âOS, kter˘ byl v srpnu
2003 celkem 347 788,90 Kã, za prvních 8 mûsícÛ roku 2003 ãinily pfií-
jmy za ãlenské pfiíspûvky 97 388 Kã, 300 000 Kã ãinil dar LPR, byl
pfiednesen a schválen návrh rozpoãtu na rok 2004, odhadovan˘ v pfiíj-
mové ãásti na 400 000 Kã

– v˘bor âOS odsouhlasil poplatek za schválené uÏití loga âOS pro
komerãní úãely na minimálnû 50 000 Kã

– v dohodovacím fiízení nov˘ch kódÛ dosud nebyla projednána poloÏka
aplikace léku do portu, coÏ patfií k základním v˘konÛm v onkologii,
urgencí povûfiena dr. Pfiibylová

– Doc. Abrahámová informovala o konání tradiãních mammologick˘ch
a urologick˘ch symposií 20.–21. 11. 2003, v˘bor âOS pfiebírá zá‰titu
nad akcí

– Dr. Stáhalová nabídla své pracovi‰tû jako místo pro jednání lednového
v˘boru âOS – souhlas

– Dr. Stáhalovou pfiipomínkováno zohlednûní centrálního fiedûní cyto-
statik v platbách, zainteresovaná pracovi‰tû musejí nejprve dohodnout
koordinovan˘ postup

– na základû pfiipomínky doc. Konopáska si v‰ichni ãlenové v˘boru pfii-
praví své návrhy pro dokonãení harmonizace kompetencí klinick˘ch
a radiaãních onkologÛ (internistÛ a radioterapeutÛ)

Firmou Janssen Cilag byl v˘boru prezentován dlouhodob˘ projekt AMOS,
kter˘ má usnadnit lékafiÛm orientaci v problematice léãby chronické
bolesti , má sekce nádorové a nenádorové bolesti, jde o mûsíãní interak-
tivní semináfie vedené specialisty v 6 regionech spojené s fie‰ením kon-
krétních kasuistik – pro zaji‰tûní interaktivity je maximální poãet v jed-
nom semináfii 15 úãastníkÛ. V˘bor âOS pokládá projekt za uÏiteãn˘
a podporuje jej. V diskusi upozornûno na potfiebu tûchto ‰kolení také mezi
praktick˘mi lékafii. V˘bor jednomyslnû souhlasí s pouÏitím loga âOS
âLS JEP na materiál k tomuto projektu. Kontakt: MVDr. Petr Matûjka
pmatejka@jnjcz.jnj.com.

Dal‰í v˘borové schÛze v roce 2003 se konají:
9. 10. 2003 v 15,30 hodin v âeském Krumlovû u pfiíleÏitosti JOD 
4. 11. 2003 v 10 hodin na Ple‰i (dr. Aschermannová)
2. 12. 2003 v 10 hodin v Plzni (dr.Fínek)

Zapsal: Jan Îaloudík, vûdeck˘ sekretáfi âOS
Schválil: Jifií Vorlíãek, pfiedseda âOS

onkologické spoleãnosti


