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prehled

FLUDARABIN V LECBE FOLIKULARNICH LYMFOMU
FLUDARABINE IN TREATMENT OF FOLLICULAR LYMPHOMA

OBORILOVA A.,SALEK D., MAYER J.

INTERNI HEMATOONKOLOGICKA KLINIKA FN BRNO-BOHUNICE

Souhrn: Folikularni lymfom je znam jako nozologicka jednotka vice neZ Sest desetileti, ale navzdory velkym pokrokiim v pro-
tinddorové 1écbé se dosud nepodafilo zdsadné ovlivnit prognézu pacientll s rozvinutym onemocnénim. Choroba je dobfe sen-
zitivni na terapii, ale t€éméf vzdy dochazi k relapsim. Nadgje jsou proto vkladany do novych 1éki. Jednim z nich je fludarabin
monofosfat, ktery ma vy$$i selektivni afinitu pro lymfoidni buriky a kromé inhibice proliferace indukuje apopt6zu. Fludarabin
vykazuje synergizmus s fadou latek, proto jej 1ze s vyhodou kombinovat s jinymi cytostatiky i s monoklondlni protildtkou ritu-
ximabem. Fludarabin v monoterapii dosahuje v indikaci folikularnich lymfomt celkové odpovédi u 31-84% nemocnych s 9-
60% kompletnich remisi (CR). Kombinované reZimy s fludarabinem a antracyklinem (typ FM, FND) vykazuji primérnou cel-
kovou ucinnost 86% s dosaZzenim primérné 45% kompletnich remisi. Rezimy fludarabinu s cyklofosfamidem (typ FluCy,
FluCyD) dosahuji celkové odpovédi primémé u 91% nemocnych s dosaZzenim kolem 58% CR. ReZimy s fludarabinem a ritu-
ximabem vykazuji celkovou ucinnost mezi 70-95% l1écebnych odpovédi. U¢innost fludarabinovych rezimi se jevi velmi slib-
né, ale vliv na prodlouZeni celkového pieZiti pacientt s folikuldrnim lymfomem zatim nelze definovat. Fludarabin m4 také
nezanedbatelné toxické ucinky. Dominujici je myelotoxicita (vyskytuje se v 5-33%), toxicita v kompartmentu progenitoro-
vych bunék a vyrazna a dlouhodoba imunotoxicita, kterd byva vyjadfena nejvice v subpopulaci CD4+bunék a ktera je sledo-
véana vyskytem oportunnich infekci.

Klicova slova: folikularni 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

UvVOD

Folikul4rni lymfom vznikd maligni transformaci bunék foli-
kuldrniho centra a fadi se mezi B ne-Hodgkinovy lymfomy
(NHL). Lymfomy této skupiny se vyznacuji relativné dlou-
hym medidnem pieZiti (mezi 5-10 lety) a indolentnim pribé-
hem s pomalou progresi. Vyjimecn& se mohou vyskytnout
i spontdnni remise (1). Jejich charakteristickym znakem je, Ze
odpovidaji obvykle velmi dobfe na inicidlni 1é¢bu. Pravidelné
vSak relabuji a jsou tudiZ jen ziidka vylécitelné (2, 3). S dél-
kou 1écby vzrusta i pravdépodobnost histologické transfor-
mace do agresivnich typd lymfomd (1,3, 4).

Za uplynula tfi desetileti, zejména diky uplatnéni chemotera-
pie a radioterapie, se podafilo zvysit 5-leté preZivani pacientl
s NHL z 31% na 52% (5). Nékteré typy lymfom jsou dokon-
ce potencidlné vylécitelné. Nicméné toto tvrzeni neplati pro
folikularni lymfom, kde ztstava ucinnost 1écby stile velmi
mélo uspokojiva. V 16¢bé se zkousSeji nejraznéjsi piistupy od
strategie ,,watch and wait“ aZ po alogenni transplantace kost-

ni dfené. Pfes veSkeré tsili se nepodafilo zatim dosahnout pod-
statného zlepSeni progn6zy nemocnych. Naopak pouZiti agre-
sivni léCby vede Casto ke komplikacim a tim k vyraznému zhor-
Seni kvality Zivota (3).

Netspéchy v dosavadni 1€¢bé pacientt s folikularnim lymfo-
mem vyvolavaji potiebu zavadéni novych léCebnych pro-
sttedkt. Jednim z nadéjnych lékd, ktery se v protinddorové
1é¢bé zacal uplatiiovat od pocatku 90. let 20. stoleti, je fluda-
rabin monofosfit (2F-Ara-AMP). Tento novy purinovy ana-
log se uspésné prosazuje zejména v 16Cbé nizce malignich
lymfoproliferaci zejména diky své selektivni afinité k lymfo-
idnim buiikdm a schopnosti indukovat apoptézu. Tato prace
podava prehled zakladnich farmakologickych vlastnosti flu-
darabinu, véetné synergizmu a popsanych typickych i vzéc-
né&jsich toxickych tcinki. U¢innost fludarabinu v indikaci
folikuldrniho lymfomu je dokumentovana prehledy nejvy-
znamné&jSich studii fludarabinu v monoterapii i v kombino-
vané 16Cbé.
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FLUDARABIN

STRUKTURA, VLASTNOSTI A FARMAKOKINETIKA
Fludarabin (9-f3-D-arabinofuranosyl-2-fluoroadenin-5’-mono-
fosfat, 2F-Ara-AMP, synonymum fludararabin-5’-dihydro-
genfosfit) je fluorovany purinovy analog, ve vodé dobre roz-
pustny, o molekulové vaze 365,2. Poprvé byl syntetizovdn
Montgomery a Hewsonem v roce 1969 (6). Substituce fluo-
rem na pozici 2 molekuly adeninu zajituje stabilitu tohoto
nukleotidu vii¢i adenosindeamindzam (viz obrazek).
Fludarabin monofosfat (2F-Ara-AMP) je v organizmu rychle
defosforylovén na fludarabin (2F-Ara-A) (7, 8). Plazmatické
koncentrace po podani kratkodobé ¢i dlouhodobé infuze vyka-
zuji dvoufazovy, po bolusové injekci az tfifazovy prubéh. Prv-
ni faze s kratkym pribéhem kolem 5 minut (je patrnd jen po
bolusu), druhd faze s polo¢asem 1-2 hodiny a tfeti s poloca-
sem trvani kolem 10-30 hodin (9). Plazmatické hladiny jsou
linedrné zavislé na davce fludarabinu, ale polocas, plazmatic-
k4 clearance a distribu¢ni objemy jsou spiSe individudlni, na
davce nezavislé (7, 10). Fludarabin je vylu¢ovan hlavné led-
vinami, pfi¢emZz kolem 60% bolusové podané davky je takto
eliminovéno jiz béhem 24 hodin (9).

Defosforylovany fludarabin (2F-Ara-A) je z plazmy aktivné
nasévan zejména do leukemickych a lymfoidnich bunék. Intra-
celuldrné je potom znovu refosforylovan na vlastni u¢inny tri-
fosfat (2F-Ara-ATP), ktery je zodpovédny za cytotoxické ucin-
ky (11, 12).

Obr. A: Prehled struktury purinovych analogi. Plivodni molekula adeni-
narabinosidu od které byly odvozeny fludarabin a jeho nejblizsi analoga
kladribin a 2-deoxykoformicin.
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FARMAKODYNAMIKA

Vlastni t¢inny metabolit 2F-Ara-ATP blokuje syntézu DNA
a také aktivuje apoptézu (13, 14). Blokada syntézy DNA se
déje pravdépodobné inhibici hned nékolika enzym.

Blokadou ribonukleotidreduktazy dochazi k inhibici syntézy
deoxyribonukleotidl, nasledkem c¢ehoZ vznikd nedostatek
metabolith pro replikaci a reparaci DNA (15). 2F-Ara-ATP
soutéZi navic s redukovanym mnoZstvim pfirozenych substrati
o vazbu na DNA-polymerdzu. Nejvyznamnéj$im farmakody-
namickym tG¢inkem fludarabinu je zfejmé inhibice DNA-syn-
tézy. Molekuly 2F-Ara-ATP inkorporované do fetézce DNA
predstavuji misto inhibice DNA-polymerazy (15). Vestavba
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fludarabinovych nukleotidit do DNA rovnéZ brani zah4jeni
primingu‘ syntézy DNA, elongaci fetézce DNA, spojovéani
fragmentit DNA a opravného Cteni DNA (16). Vestavba 2F-
Ara-ATP do RNA-primert blokuje DNA-primédzu a tim i spo-
jovéni tzv. Okazakiho fragmenti (17). Spravné dokonceni rep-
likace a reparace vyZaduje spojeni dvou vldken DNA do
dvojsroubovice, cozZ zajiStuje DNA-ligédza (18). Pokud ale frag-
ment DNA kon¢i fludarabinovym nukleotidem, je v tomto mis-
té aktivita DNA-ligazy inhibovédna a tim i reparace a replika-
ce DNA (19).

Blokddou DNA Ize dobfe vysvétlit cytotoxicitu fludarabinu
u aktivné se délicich buné&k. AvSak jeho nesporna uc¢innost
u lymfocytl v klidové fazi (jako jsou naptiklad buiiky nizce
malignich lymfoma a chronické lymfatické leukemie) ma prav-
dépodobné odlisny mechanizmus. Fludarabin (jako jediny
z purinovych analogi) mé schopnost vestavét se i do mRNA,
coZ vede k predcasnému ukonceni syntézy RNA-transkriptu,
ktery slouZi jako matrice proteosyntézy (20).

Dals$im diskutovanym mechanizmem cytotoxicity fludarabi-
nu je aktivace programované bunécné smrti (14, 21). Tato
hypotéza je podporovdna pozorovanim DNA-fragmentace,
jako zjevného pritkazu apopt6zy, u bunék inkubovanych s flu-
darabinem (22). Pfesny zptsob aktivace apoptozy je predmeé-
tem intenzivnfho vyzkumu. Jsou doklady o pfimém ovlivnéni
kaspazového systému a jeho inhibitord (22, 23).

SPECIFITA

Fludarabin je vychytdvan zejména v lymfocytech a lymfoid-
nich blastickych butikdch. Mechanizmus tohoto jevu neni pies-
né objasnén, ale predpoklddd se zvySeny selektivni transport
fludarabinu do lymfocytl, nebo jeho zvySena intraceluldrni
fosforylace na cytotoxické metabolity (24, 25). Naopak pomér-
né pomaly intraceluldrni transport fludarabinu maji buiiky sliz-
nice gastrointestindlniho traktu. Takto je mozné vysvétlit dob-
rou toleranci fludarabinu s minimem zvraceni a mukozitid.

SYNERGIZMUS

Studie in vitro testovaly synergizmus fludarabinu s fadou cyto-
statik (cytarabinem, cisplatinou, mitoxantronem, nitratem galia
apod.). Vyznamny synergisticky efekt byl potvrzen in vitro
u leukemickych bunék inkubovanych s fludarabinem pied
podanim cytarabinu. U takto inkubovanych bunék byla pozo-
rovéana zvySend absorpce a akumulace aktivniho trifosfatové-
ho metabolitu ARA-CTP (26).

Vyrazny synergizmus byl popsan po fludarabinu a monoklo-
ndlni protilatky rituximabu. Protinddorovy tu¢inek rituximabu
se déje dominantné jako CDC (complement-dependent cyto-
toxicity) a ADCC (antibody dependent cell-mediated cytoto-
xicity). CDC je tzce zavisla na soucasné ligaci receptortt CD55
a CD95, které plsobi jako inhibitory komplementu (27, 28,
29). In vitro, na primarné rituximab-rezistentnich kmenech
folikuldrniho lymfomu, se podatilo rezistenci bun€k prekonat
soucasnym podanim fludarabinu s rituximabem. Zda se, Ze
synergizmus spoc¢iva ve schopnosti fludarabinu (ale nikoli
jinych testovanych cytostatik) snizit expresi CD55 a CD95
receptort a umoznit tak uplatnéni CDC (30).

TOXICITA FLUDARABINU

MYELOTOXICITA

Myelosuprese je nejzavaznéjsim neZddoucim ucinkem fluda-
rabinu. Velkd nekomparativni studie pacientdi s chronickou
lymfatickou leukemii (CLL) uvadi hematologickou toxicitu
stupné IV (zejména anémii a trombocytopenii) u 43% pacien-
ti 1é¢enych fludarabinem v monoterapii (31). V jiné studii byla
v prabéhu 479 cykl u 96 pacientii s CLL pozorovédna granu-
locytopenie v 19%, trombocytopenie ve 14% a anémie v 7%
(32). Pokud se tyk4 myelotoxicity u folikularnich lymfomi
udaje pochdzi z nékolika mensich studii a jsou vpodstaté srov-
natelné s idaji popsanymi u CLL. Hematologicka toxicita stup-
né II-IV zde kolisala od 5% do 33% (33, 34, 35).



Dlouhodobd myelotoxicita se projevuje v kompartmentu pro-
nych pokust o sbér perifernich kmenovych bunék u pacienti
lécenych fludarabinem (36, 37, 38). Pravdépodobnost nedspés-
né mobilizace vzristd s poctem podanych cyklt fludarabinu a je
nepfimo umérnd dob& uplynulé od ukonceni terapie. Zv1asté
vysoké riziko vznika po podani vice nez 6 cyklt a v dob¢ krat-
$ineZ 2 mésice od ukonceni posledniho cyklu 1é¢by (37).

IMUNOTOXICITA

Fludarabin vyvolava vyznamnou a dlouhodobou lymfopenii,
kterd se dostavuje velmi brzy. Obvykle je jiZ patrna po prvnim
cyklu a nejvice postihuje T-lymfocyty, které klesaji azna 1/10
ptvodnich hodnot, zatimco B-lymfocyty jen asi na 1/2 (39).
Nejvyznaméji se lymfotoxicita projevuje v subpopulaci CD4+
a CD8+ bunék (40, 41). Tento pokles je dobfe patrny jesté za
11-13 mésict po ukonceni chemoterapie fludarabinem (41).
TkdyZ vétSina uvedenych dat pochazi ze studii pacientt s chro-
nickou lymfatickou leukemii, podobné vysledky byly pozo-
rovény i u pacienti s folikularnimi lymfomy (42).

INFEKCNI KOMPLIKACE

infek¢nich komplikaci pozorovanych po fludarabinu (40, 41,
43). Pfi standardnim davkovani fludarabinu (25mg/m?/den, po
dobu 5 dni) byl popsén vyskyt téZkych oportunnich infekciu 7/17
nemocnych (41), jini autofi uvadgji az 22/70 t€Zkych infekénich
komplikaci s 14/70 umrti v dsledku sepse. Pfi¢inou fatilnich
sepsi byla 4x Pneumocystis carinii, 3x Aspergillus fumigatus,
Cytomegalovirus, Herpes simplex virus, Varicella zoster virus
(40). Ve studii s 402 pacienty s CLL byl pozorovan zvySeny
vyskyt zejména téZkych oportunnich infekci jako listeridzy,
pneumocystézy, mykobakteridlnich, plisnovych a virovych
infekci (44). V randomizovanych studiich nebyly v§ak pozoro-
vany Zadné signifikantni rozdily ve vyskytu infek¢énich kom-
plikaci mezi pacienty lé¢enymi fludarabinem ve srovnani s chlo-
rambucilem, nebo s reZimy CAP a CHOP ( 33, 45, 46).

Pokud jde o kombinované reZimy s fludarabinem (FluCy,
FND, FluCyD atd.) prevalence infek¢nich komplikaci je vel-
mi riiznd. V nékterych studiich se pohybuje kolem 10-15% (47,
48, 49), jini autofi uvadéji pres 23% infekcnich komplikaci
(50). Riziko infek¢nich komplikaci byva vyssi u starSich a pfed-
lécenych nemocnych (43, 44, 50 ).

Ve snaze omezit infekéni komplikace pouZivaji mnozi autori
s ispéchem po celou dobu 1é¢by fludarabinem profylaxe opor-
tunnich infekci. Nej€astéji se jednd o pneumocystovou profy-
laxi cotrimoxazolem (2x960mg/den), plisiiovou profylaxi flu-
conazolem (200-400mg/den) nebo itraconazolem (200mg/den)
a antivirovou profylaxi acyklovirem (3x400mg/den) (47, 49,
51). Z diivodu zkraceni doby kritické neutropenie byvaji sou-
¢asti nékterych reZim i ristové faktory (52, 53).

AUTOIMUNITNI REAKCE

Mezi nejvyznamnéj$i autoimunitni projevy uvadéné v souvis-
losti s fludarabinem patff autoimunitni hemolytickd anemie
(AIHA). ZhorSeni hemolyzy, nebo jeji vznik byl pozorovén
opakované u pacientli s CLL 1é¢enych fludarabinem (54, 55).
také vlastni lymfoproliferaci, je nutné o tomto potencialu flu-
darabinu uvaZovat. Pfipady AIHA byly popsdny vyhradné
u pacient s CLL. Pokud jde o pacienty s folikularnimi lym-
fomy, méme k dispozici pouze vlastni zkuSenosti, pfi¢emZ jsme
opakované zastihli projevy AIHA po podani rezimu s fluda-
rabinem - FND (dosud nepublikovéno).

Vzacné jsou popisovany po fludarabinu i pripady idiopatické
trombocytopenické purpury (56).

JINA TOXICITA
Neurotoxicita byla popsdna zejména po vysokych davkach flu-
darabinu (90-120mg/m?) s klinickymi projevy ztrity zraku,

komatu a encefalopatie (57, 58). Nicméné neurotoxicita se
sincidenci kolem 0,5% vyskgtuje ipo podéni takzvanych stan-
dardnich davek (18-25mg/m~). Nejcastéji jde progresivni mul-
tifokalni leukoencefalitidu, ale miZe byt nalezena i diftizni
demyelinizace, infekce JC-virem apod. (59).

Pfima pneumotoxicita miZe mit riznou klinickou symptoma-
tologii, vétSinou charakteru intersticidlni pneumonitidy (60,
61). V 1écbe se osvédcily kortikoidy, ale ¢asto odezni i spon-
tdnné po ukonceni 1écby fludarabinem (61, 62). Incidence
pneumotoxicity se pohybuje mezi 8-9% a zda se byt Cast&jsi
u CLL, neZ u jinych diagnéz (61).

Jsou data o zvySeném vyskytu sekundarnich malignit, i Cas-
né transformaci po 1€cbé fludarabinovymi reZimy (63, 64).

UCINNOST FLUDARABINU V LECBE
FOLIKULARNIHO LYMFOMU

Fludarabin se v 1é¢bé nizce malignich lymfomu zacal uplat-
tiovat pfiblizné od roku 1990. U¢innost monoterapie fludara-
binem u folikularnich lymfomi kolisa v rtiznych studiich od
31% do 84% celkovych odpovédi (OR) s dosaZzenim 9% a7
60% kompletnich remisi (CR). Odpovéd se zda byt lepsi
u neptedléenych pacientld (OR v priméru 70%, CR 48%)
oproti predléCenym nemocnym (OR praimérné 58%, CR 23%).
Vysledky je tfeba hodnotit velmi opatrné, nebot ve vétSing pri-
padd se jednd o nekomparativni studie faze I s relativné malym
poctem pacientl a kratkym sledovanim. Publikovény byly pou-
ze 2 vétSirandomizované prospektivni studie srovnavajici flu-
darabin v monoterapii (25mg/m? 5 dni 4 28 dni) s jinym reZi-
mem. Jednou z nich je studie GELA u pacientt s folikularnim
lymfomem véku 59-76 let, srovnavajici ticinnost fludarabinu
v monoterapii (25mg/m? 5 dni 4 28 dni; 6 cykld) versus
CHVP+IFNa (cyklofosfamid 600mg/m? den 1, doxorubicin
25mg/m? den 1, teniposid 60mg/m? den 1 a prednisolon
40mg/m2 den 1-5, 228 dni; 12 cykla, IFNa 18 mésict). Cel-
kem bylo zatazeno 131 pacientil; 70 dostalo CHVP+IFNa a 61
bylo 1éceno fludarabinem. LéCebnd odpovéd byla lepsi po
CHVP+IFNa (71% vs 59%) arovnéz i progresi bylo méné po
rezimu CHVP (49% vs 56%). TTF (doba do progrese) byla
delsipo CHVP (ve 2 letech 63% vs 49%). V1iv na celkové pie-
Ziti v této studii hodnocen nebyl. TéZké neutropenie byly pozo-
rovany castéji po CHVP, avSak bez zvySeni poCtu infekci ¢i
febrilnich stavu (33).

Druha publikovand randomizovana studie srovndvala fluda-
rabin (25mg/m? 5 dni 428 dni; 6 cykl) s reZimem CVP (cyk-
lofosfamid 750mg/m? den 1, vinkristin 1,2mg/m? den 1, pred-
nison 40mg/m? den 1-5; 221 dni 8 cyklt). 91 pacienti s nizce
malignimi NHL bylo 1éCeno fludarabinem a 44 CVP. V 1éCeb-
né odpovédi nebyl signifikantni rozdil mezi fludarabinem
aCVP (64% versus 52%). Doba do progrese choroby byla zde
sice delsi po fludarabinu, ale bez efektu na celkové preZiti. Tii
pacienti zemfeli po 1é¢bé fludarabinem na infek¢éni komplika-
ce, ale po CVP Zadny (65). Prehled studii s fludarabinem
v monoterapii je uveden v tabulce 1.

Vzhledem k experimentalné prokazanému synergizmu fluda-
rabinu s fadou jinych cytostatik bylo nasnadé€ vyuZzit téchto
vlastnosti v klinické praxi. Variant kombinaci rezimi fluda-
rabinu s jinymi cytostatiky bylo publikovino velké mnoZstvi.
Nejcastéji se objevuji kombinace s antracykliny, cyklofosfa-
midem, kortikoidy a interferonem alfa.

Utinnost reZzimti obsahujicich fludarabin, antracykliny a pii-
padné dexamethazon se pohybuje vSeobecné mezi 69-97%
(primérné 86%) s dosazenim kompletni remise (CR) mezi 20-
76% (pramérné 45%). U nepredlécenych pacientl jsou vysled-
ky pfiznivéjsi s celkovou odpovédi primérné 90% a s 54%
dosazenych CR. K dispozici je pouze jedind srovndvaci studie
testujici polychemoterapii FND (fludarabin 25mg/m? den
1-3, mitoxantron IOmg/m2 den 1, dexamethazon 20mg 5 dni,
8 cyklt) s ATT (alternujici triple terapie: CHOP+Bleo,
ESHAP, NOPP). Zhodnoceno bylo celkem 112 nemocnych,
54 bylo 1é¢eno FND a 58 nemocnych dostalo ATT. Celkova
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odpovéd byla po obou reZimech
shodné 97%, CR bylo pozorova-
no vice po FND (49% vs 41%).
5-leté preziti pacientt s foliku-
larnimi lymfomy po FND bylo
83% apo ATT 82%. Nebyl pro-
kazan 7Zadny rozdil mezi obéma
reZimy v celkovém preZiti. Fak-
tory, které korelovaly s kratSim
celkovym prezitim a kratSim
trvdnim lécebné odpovédi byly:
vék nad 60 let, IPI skoére nad 2
a absence bcl-2 prestavby (66).
Pokud jde o postaveni dexamet-
hazonu v téchto rezimech zda se,
Ze jeho podani nema prekvapiveé
zvlastni vyznam. Po reZimech
pouze s fludarabinem a s antra-
cyklinem se celkovd odpovéd
pohybovala kolem 88% (84-
94%), zatimco u rezimi typu
FND kolem 84% (69-97%).
Podobné tomu bylo v dosaZeni
celkovych remisi kolem 50%
(40-76%) bez dexamethazonu
azhruba 39% (20-67%) po FND.
Podrobnéjsi prehled studii s rezi-
my kombinujici fludarabin, ant-
racylin a pfipadné dexamethazon
uvadi tabulka 2.

Fludarabin s cyklofosfamidem
a eventudlné s dexamethazonem
je rovnéz velmi roz§ifena kom-
binace. Celkova ucinnost se ve
vétSich studiich pohybovala pri-
mérné kolem 91% (72-100%)
s dosazenim kompletni remise
kolem 58% (32-89%). Ani zde se
nezdd mit dexamethazon zésad-
ni pfinos ve zvySeni U¢innosti
1é¢by. Kombinace fludarabin,
cyklofosfamid, = mitoxantron
dokonce pfinesla horsi vysledky
neZ pouze fludarabin s cyklofos-
famidem. Rozdil v ucinnosti
mezi pfedléCenymi a nepiedlé-
¢enymi pacienty neni ze studii
patrny. Dosud nebyla publikové-
na Zadna randomizovana studie.
Ptehled nejvyznamnéjSich studii
uvadi tabulka 3.

Mezi méné€ pouzivané kombina-
ce patii fludarabin s IFNa. Pub-
likované prace uvadéji celkovou
ucinnost 48% az 76%, coz se bli-
Zi ucinnosti fludarabinu v mono-
terapii, jak bylo uvedeno vyse
(OR 31% az 84%).

Vzhledem k dlouhodobé myelo-
toxicité fludarabinu a obtiZném
sbéru perifernich kmenovych
bunék se objevuji tendence vyu-
Zit sniZeny pocet fludarabinovych
cykli v kombinaci s jinou méné
myelotoxickou chemoterapii.
V soucasné dobé byly publikova-
ny dvé price vyuZivajici latek
S nezkfiZenou rezistenci
v sekven¢ni 1é¢bé s fludarabino-
vym reZimem. Celkova G¢innost
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Tabulka ¢. 1: Piehled studii s fludarabinem v monoterapii.

16 5/2003

Autor Terapie/schéma Typ Predlé- Pocet CR/CR+PR PFS/TTF Median
studie Cenost | pacientil (%) oS sledovani

Whelan® Flu 25mg/m? 5 dni féze 11 ano | 23 22/48% ? ?
(1991) (med 3 cykly; 1-10)
Redman®! Flu 25mg/m? 5 dni fize I ano | 67 2/80% ? ?
(1992) (28 FL)
Hiddemann® | Flu25mg/m? 5 dni fize IT ano | 38 13/31% ? 12 més
(1993) (6 cyklu)

20 pts (FL), 23 pts

(imunocytom),

1 pt T-lymfom, 1 pt

lymfocyt.lymfom
Klasa® Flu 25mg/m? 5 dni random ano | 9l1vs44 | 9/64% 11 més 42 més
(2002) 6 cykla vs CVP (4TFL)
Tondini®? Flu 25mg/m? 5 dni vs random ano | 58 48/68% ? ?
(2000) Cd 0,14mg/kg 5 dni (26 Cd)
Belanger®, Flu25mg/m? 5 dni féze 11 ne 49 37/65% PFS 13,6 50 més
Solal-Céligny® | (az 9 cykli)
(1996, 1997)
Hagenbeek®* | Flu25mg/m? 5 dni nekomp ne 194 39/69% PFS 16,5 77
(1998) (6 cyklu) més
Coiffier’ Flu25mg/m?5dni 6x | random ne 131 20/59% 49% ve 22 més
(1999) vs CHVP 12 cykla + 61) 2 letech

IFNa

VeEk 59-76 let
Zinzani®! Flu 25mg/m?2 5 dni vs random ne 60 vs 43 60/87% ? 19 més
(2000) Flu 25m§/m2 5 dni +Ida vs 40/84%

12mg/m=3 dny

(6 cyKli)

Legenda k tabulce ¢.1: Flu-fludarabin, Cd-cladribin, CVP (cyklofosfamid, vinkristin, prednison), CHVP
(cyklofosfamid, doxorubicin, teniposid, prednisolon), Ida- idarubicin, PFS- doba do progrese, OS- celkové
preziti, TTF- doba do relapsu, CR — kompletni remise, PR- parcidlni remise, pt —pacient, Random- rando-

mizovana studie

Tabulka ¢. 2: Piehled studii s kombinovanymi rezimy fludarabin, antracyklin +/- dexamethazon.

Autor Terapie/schéma Typ Predlé- | Pocet CR/CR+PR PFS/TTF Medidn
studie Cenost | pacientl (%) 0S sledovani
McLaughlin®® | FND: Flu25mg/m?/den | nekomp | ano 51 44/91% PFS (CR) 25 més
(1996) 1-3 +Mitox 10mg/m?/den (33FL) 21 més
1 +Dex 20mg/den 1-5
(8 cyklin)
Zinzani* Flu 25mg/m? /den 1-3 nekomp | ano 48 27/81% 0S 67% v 33 més
(1997) +Mitox 10mg/m%/den 1 (22 FL) 33 més
+Pred 40mg/den 1-5 PFS 32%
(6 cyklu)
Crawley® FND:Flu+Mitox+Dex faze 11 ano 54 20/69% 7 7
(2000) (8 cyklt)
Velasquez®8 Flu 25mg/m? /den 1-3 faze 11 ne 67 43/91% 0S93% 7
(1999) +Mitox 10mg/m%/den 1 Ve 2 letech
(8 cyklin)
Dimopoulos?? | Flu25mg/m? /den 1-3 faze TI mix 25 44/84% | 0S75% 33 més
(2002) +Mitox 10mg/m2/den 1 (10FL) po 3 letech
(6 cykli)
Zinzani®’ Flu 25mg/m? 5 dni vs random | ne 60vs43 | 60/87% 2? 19 més
(2000) Flu 25m§/m2 5 dni +Ida vs 40/84%
12mg/m~ 3 dny (6 cykll)
Zinzani®! Flu 25mg/m?2 /den 1-3 nekomp | ne 27 76/94% | OS92% 2
(2000) +Mitox lOmg/mZ/den 1 (17FL) (FL) ve2 letech
Tsimberidou® | 8 cykli END vs ATT random ne 54vs58 | 67/97% vs | OSv5letech | 5,9 roku
(2002) 59/97% 83 vs 82%

Legenda k tabulce ¢. 2: Flu-fludarabin, Mitox-mitoxantron, Dex-dexamethazon, Ida-idarubicin, FND (fludarabin, mitoxantron,
dexamethazon), ATT - alternujici triple terapie (CHOPBleo, ESHAP, NOPP), PFS- doba do progrese, OS- celkové preziti, TTF-
doba do relapsu, CR — kompletni remise, PR- parcidlni remise, FL-folikularni lymfom, pts- pacient, nekomp-nekomparativni
studie, random- randomizovana studie.

se pohybuje mezi 95-97%, coZ odpovida u€innosti i jinych kombinovanych fludarabinovych
reZimi. Pfedpoklddané sniZeni dlouhodobé myelotoxicity nebylo v téchto studiich uvedeno.
Prehled studii s riznymi kombinovanymi reZimy s fludarabinem je uveden v tabulce 4.



Tabulka ¢. 3: Prehled studii s kombinovanymi rezimy s fludarabinem a cyklofosfamidem.

Autor Terapie/schéma Typ Predlé-| Pocet | CR/CR+PR PFS/TTF Medidn
studie Cenost | pacientl (%) oS sledovani

Lazzarino* Flu 25mg/m? /den, nekomp | ano 25 32/72% PFS 53% 21 més
(1999) CFA 50mg/m?/den, (14FL) | v18md&s

Dex 20mg/den,

3 dny, 6 cykll
Santini®3 Flu + CFA vs random | ano 13 vs 69/100% vs| ?? 7
(2001) Flu +CFA+ Mitox 21 57/186%
Hochster*’ Flu 20mg/m2 5 dni + fazel ne 23 89/100% PFES 53% 61 més
(2000) CFA 0,6-1,0g/m2 v 5 letech

den 1
Flinn2 Flu20mg/m? /den 1-5+ | nekomp | ne 60 60/92% 2 2?
(2000) CFA 600mg/m2/den 1 (20FL)

+G-CSF Spg/kg/d
Eucker?* Flu 30mg/m? /den + nekomp | mix 27 41/89% 7 7
(2002) CFA 250mg/m?%den,

den 1-3, 6 cykll

Legenda k tabulce €. 3: Flu-fludarabin, Mitox-mitoxantron, Dex-dexamethazon, Ida-idarubicin, CFA- cyk-
lofosfamid, G-CSF- granulocytarni rastové faktory, PFS- doba do progrese, OS- celkové preZiti, TTF- doba
do relapsu, CR — kompletni remise, PR- parcidlni remise, FL-folikularni lymfom, pts- pacienti, nekomp -
nekomparativni studie, random - randomizovana studie

Tabulka ¢. 4: Pfehled ostatnich kombinaci fludarabinovych rezimu.

Autor Terapie/schéma Typ Predlé- Pocet | CR/CR+PR PFS/TTF Medidn
studie Cenost | pacientil (%) 0S sledovani
Lynch® Flu 25mg/m? 5 dni Féze Il ano | 21 25/76% PFS 12més | 55més
(2002) +IFNa 106 U/m?
den 22-26, 8 cykl
+IFN 6 més udrz
Zinzani®! Flu 25mg/m? 5 dni Nekomp. ano 60 48% PFS 30% 22 més
(1997) 6 cykli + IFNa LG-NHL ve 2 letech
3x10UI/ tyden
Rohatgi®? Flu 25mg/m? /d Féze 1l ne 27 67/97% PFS34més | 50 més
(2002) 5dni 3 cykly +
CNOP 6-8 cyklu
Wilder®? FND altern CHOP Nekomp mix 87 295% PFS29més | 41 més
(2002)

Legenda k tabulce €. 4: Flu-fludarabin, Dex-dexamethazon, CHOP- cyklofosfamid, adriamycin, vinkristin,
prenison, CNOP-cyklofosfamid, mitoxantron, vinkristin, prednison, PFS- doba do progrese, OS- celkové
preziti, TTF- doba do relapsu, CR — kompletni remise, PR- parcidlni remise, pts- pacient, nekomp- nekom-

parativni studie

Tabulka ¢. 5: Prehled studii s fludarabinem a rituximabem.

Autor Terapie/schéma Typ Predlé- | Pocet CR/CR+PR| PFS/TTF Median
studie Cenost | pacientl (%) sledovani

Czuczman*? Flu 25mg/m? 5 dni faze 11 ano 30 80/93% med PFS 26 més
(2002) (3 dny), R 7x375mg/m? LG-NHL 14 més
McLaughlin® | Flu25mg/m%den 1-3 random | ano 78 2277 7 7
(2000) +Mitox 10mg/m%den 1 LG-NHL

+Dex 20mg/den 1-5,

8 cyklii + R 8x375mg/m?

+IFNa 12 més
Hiddemann® | (FCM)Flu25mg/m?den | random ano 147 13/58% vs | 7? 7
(2002) 1-3 + Mitox 8mg/m? den 93 (FL) | 35/83%

1 +CFA 200mg/m? den

1-3, 4 cykly vs 4 xFCM

+R 4x375mg/m?
Zinzani®’ FM+R vs CHOP+R random ne 69 31195% vs | 7? 7”
(2002) Flu 25mg/m?den 1-3 28/70%

+Mitox 10mg/m?%den 1

Legendak tabulce €. 5: Flu-fludarabin, Dex-dexamethazon, Mitox-mitoxantron, R-rituximab, CFA-cyklofosfamid CHOP-
cyklofosfamid, adriamycin, vinkristin, prenison, PFS- doba do progrese, OS- celkové preZiti, TTF- doba do relapsu, CR
— kompletni remise, PR- parcidlni remise, LG-NHL — nizce maligni neHodgkinovy lymfomy, FL-folikuldrni lymfom,
random- randomizovana studie

Na zakladé experimentdlnich diikazi o in vitro synergizmu fludarabinu s monoklonalni pro-
tildtkou anti-CD20 (rituximab) se zkousi nejriznéjsi schémata s rituximabem a fludarabi-

nem (30).

Czuczman a kol. prezentovali
vysledky 1éCby pacienti s nizce
malignim lymfomem lé¢enych
fludarabinem s rituximabem. Flu-
darabin zde byl poddvan v 6 cyk-
lech v ddvce 25mg/m%/den po
dobu 5 dni v 28-dennim interva-
lu a rituximab také v 6 cyklech
v jednotlivé davce 375mg/m?.
Celkova odpovéd byla 90%
s dosaZzenim 83% kompletnich
remisi (42). Tyto vysledky jsou
plné srovnatelné s vysledky reZi-
mu CHOP/rituximab po strance
ucinnosti i po strdnce toxicity.
Jinou imunochemoterapii srov-
ndval s CHOP reZimem Zinzani.
Do studie byly zafazeni pacienti
s folikularnim lymfomem a pozi-
tivni prestavbou bcl-2/IgH. Tito
nemocni dostavali randomizova-
né bud fludarabin s mitoxantro-
nem (FM) nebo CHOP. Pacienti
s pretrvavajici PCR pozitivitou
a alespoii parcidlni klinickou
odpovédi byli déle 1éCeni 4 dav-
kami rituximabu. FM reZim byl
ucinnéjsi s dosazenim 95% vs
70% celkovych odpovédias 64%
vs 42% CR. Po FM/rituximab
bylo pozorovano také vyssi pro-
cento molekularnich odpovédi
34% vs 10% ve srovnani
s CHOP/rituximab (67). Hidde-
mann a spolupracovnici prospek-
tivn€ randomizovali pacienty
s relabovanymi indolentnimi
lymfomy, kterym podali reZim
FCM (fludarabin, cyklofosfamid,
mitoxantron) nebo FCM s rituxi-
mabem. Pfedb&Zné bylo zhodno-
ceno 80 z 147 randomizovanych.
Lepsi ucinnost vykazoval rezim
FCM-+rituximab s 89% vs 53%
celkovych odpovédi, pficemz
36% vs 15% bylo kompletnich
remisi (68). Recentni studie pod
vedenim McLaughlina testuje
v kombinaci s rituximabem vel-
mi ucinny reZim FND (fludara-
bin, mitoxantron, dexametha-
zon). Prvni pfedbézné vysledky
hodnoti pouze toleranci a toxici-
tu 1écby, které jsou srovnatelné
s pouhym FND (49).

Uvedené studie se tedy vyznacu-
ji celkovou ucinnosti mezi 70%
a95% ptinezvysené toxicité 16¢-
by (49). Pfehled kombinovanych
rezimut s fludarabinem a rituxi-
mabem pfinasi tabulka 5.

U folikularniho lymfomu se
popisuje charakteristickd pfe-
stavba t(14;18), ktera je identifi-
kovatelnd molekul4rné biologic-
kymi metodami v 45 aZ 85 %
pfipadech onemocnéni. Presny
biologicky vyznam t(14;18) je
zatim nejasny (69). Tato pfe-
stavba neni vylu¢né specifickd
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Tabulka ¢. 6: Molekularni odpovéd po fludarabinovych rezimech.

Autor Schéma Pocet pts CR/CR | Molekuldrni
+PR odpoveéd

Czuzeman®? | 8x R-CHOP vs 30 (R-FND) | 80/93% | PB 9/9 (100%)

(2002) 6x R-FND BM 6/7 (86%)

Tsimberidou®® | ATT vs 142 79/97% | PB 26/32 (81%)

(2002) 8XFND + udr. IFNa | 73 (FND)

Crawley® 8x FND 54 20/69% | RQ-PCR

(2000) OR 17/25 (68%)
CR 8/25 (32%)

Legendak tabulce €. 6: R-rituximab, R-CHOP- rituximab, cyklofosfamid,
adriamycin, vinkristin, prednison, R-FND-rituximab, fludarabin, mito-
xantron, dexamethazon, ATT-alternujici triple terapie, CR — kompletni
remise, PR- parcidlni remise, RQ-PCR-real time PCR, PB-periferni krev,
BM- kostni dieii, pts- pacienti

pro folikuldrni lymfom. Byla popsédna i u jinych typi lymfo-
mi a rovnéZ i u podstatného procenta ,,zdravych* lidi a paci-
entd s nemalignimi onemocnénimi uzlin (70, 71, 72). Trans-
lokace t(14;18) (q32921) zahrnuje jednak ¢ést pro tézZky
fetézec imunoglobulinu (IgH), ktery je za normélnich okol-
nosti umistény na lokusu 14q32 a jednak gen pro bcl-2 pro-
tein (B-cell leukemia/lymphoma-2 protein) na lokusu 18q21.
Pfi translokaci dochézi k pfesunu genu pro bcl-2 z chromo-
zomu 18 do oblasti promotoru pro t€zZky fet€zec imunoglo-
bulinu na chromozomu 14 (73). Vznikly chimericky gen bcl-
2/IgH mé za nésledek trvalou expresi bcl-2 a tim syntézu
proteinu bcl-2, ktery je zndm jako silny inhibitor apopt6zy.
U bunék s overexpresi bcl-2 proteinu dochézi k blokad€ pro-
gramované bunéc¢né smrti a také k usnadnéni dalsi nddorové
transformace (74, 75, 76).

Existuji data, kterd uvadéji pozitivni korelaci mezi navozenim
,molekularni remise* a pfiznivou progn6zou choroby (72, 77).
Na druhé stran€ néktefi autofi tuto korelaci popiraji (78, 79).
IkdyZ jednozna¢ny vyznam molekuldrni odpovédi neni dosud
potvrzen, zd4 se, Ze pacienti v dlouhodobé molekularni remi-
si maji mnohem piiznivéjsi progndézu neZ-1i pacienti s trvalou

nebo kolisavou pozitivitou. Kriteriem ucinné 1é¢by folikular-
niho lymfomu je tedy dnes dosaZeni nejen klinické ale i mole-
kuldrni remise. Fludarabinové reZimy se zdaji byt u¢innéi v eli-
minaci detekovatelné prestavby t(14;18) z kostni diené
aperiferni krve. Tabulka 6 uvadi studie s fludarabinovymi reZzi-
my a hodnocenim molekuldrnich odpovédi.

SHRNUTI

Vice neZ desetileté klinické zkuSenosti s fludarabinem v 16¢-
beé folikularnich lymfom jsou velmi povzbudivé. V tuto chvi-
li se ale nelze vyjadrit k efektu fludarabinu na celkové prezi-
véani nemocnych. Zaveéry nim brani ucinit relativné kritka doba
sledovani 1ééenych pacientli vzhledem k pfirozenému media-
nu tohoto indolentniho lymfomu.

Pokud jde o prokdzanou ucinnost, 1ze fici, Ze fludarabin
v monoterapii ma srovnatelnou i¢innost jako standardni reZi-
my typu COP nebo CHOP. Efektivita kombinovanych fluda-
rabinovych rezimi (FM, FND, FluCy) je znatelné lepSi neZ
monoterapie. Pfekvapivé efekt kortikoidli v kombinovanych
reZimech se nezda byt zvl4st vyznamny. Kombinace fludara-
binovych reziml s rituximabem dosahuji rovné€Z vyborné
vysledky a jevi se jako velmi perspektivni. V téchto rezimech
je vyuZzit pfiznivy synergizmus fludarabinu s rituximabem pfi
nezvysené toxicité 1écby.

Fludarabin m4 ale také sviij toxicky potencidl. Mezi dominu-
jici projevy patii dlouhodoba suprese T-bunééné imunity. Mye-
lotoxicita v kompartmentu progenitorovych bunék zase vede
Casto k nedspé&3$né stimulaci a sbéru perifernich kmenovych
bunék. Tento fakt je obdvany a limituje do jisté miry podéni
fludarabinovych reZimu v primérni 1é¢b€. Vyrazn€ horsi
vysledky po podani fludarabinovych reZimi jsou pravidelné
pozorovany u nemocnych nad 60 let a velmi predlécenych paci-
entd. Pri¢ina tkvi pfedevs§im ve vy$§im vyskytu zdvaznych
infek¢nich komplikaci.

V soucasné dobé se objevuji 1é¢ebnd schémata sekvencniho
podani fludarabinovych cykli s jinou chemoterapii. Cilem je
vyuZit plné cytostaticky potencidl fludarabinu za sou¢asného
sniZeni toxickych projevi.
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Tato ispéSna kniha pfedstavujici vyte¢né napsany ivod do klinické onkolo-
gie sestdva z 23 kapitol s touto tematikou: patogenéze zhoubnych nadort, prin-
cipy diagnostiky a stdZovani zhoubnych nador(, rozhodovani a komunikace,
zdklady chirurgické onkologie, principy radioterapie, principy systemické lé¢-
by, rakovina plic a mesotheliom, nadory prsu, niddory GI traktu, urologické
nédory, gynekologické nadory, nddory CNS, hlavy a krku, endokrinni nddo-
ry, sarkomy, lymfomy, hematologické malignity, maligni tumory u déti, koz-
ni tumory, tumory souvisejici s AIDS, karcinomy s nezndmym primérnim
mistem, nahlé onkologické pfihody, paliativni péce.

V prvé kapitole jsou vysvétlovéany genetické, chemické, fyzikdlni, virové, imu-
nologické a endokrinni faktory, jeZ mohou hrét roli pii vzniku zhoubnych
nédorti. Ve druhé kapitole se pojedndva o stanoveni diagnézy jednoduchou
biopsii i vice invazivnimi metodami (napf. laparotomii nebo kraniotomif)
a ddle o stanoveni velikosti a rozsahu nadoru za pomoci vySetfovacich metod
— snimkovanim, sonografii, scintigrafii, CT, MRI, pozitronovou tomografii
aj. Obsahem tfeti kapitoly je komentdf ke graficky prezentovanému rozho-
dovacimu schématu, jeZ sestava ze tif Grovni; na prvé arovni rozhodnuti zaha-
jit 1é¢bu ¢i nikoliv, na druhé rozhodnuti o radikdlni nebo paliativni 16¢b€, na
treti rozhodnuti o primérni nebo adjuvantni 16¢bé. Ctvrta kapitola o chirur-
gické onkologii je velmi stru¢nd s diirazem na zdsahy v ptipadé primarnich
nédort, kombinaci chirurgie s radioterapii, chirurgii regiondlnich lymfatic-
kychuzlin a paliativni chirurgii. Obsahem pété kapitoly je stru¢ny vyklad radi-
oterapeutickych pifstupti s dopliiky o biologickych t¢incich ionizujiciho zére-
ni a vedlejSich u¢incich radioterapie. V $esté kapitole je probrana chemoterapie,
jeji acinnost a toxicita, rezistence k chemoterapii, hormonalni, biologicka
a experimentdlni chemoterapie. Uspofadéni nasledujicich kapitol o riznych
druzich nédorti je obdobné, text je ¢lenén do odstavci o epidemiologii, etio-
logii, patologii, pfirozené historii, pfiznacich, vySetfenich, stdZovani, 1é¢bé,
komplikacich vztahujicich se k nddorim, komplikacich spojenych s 1éc¢bou,
screeningu a prevenci.

Kniha je vytecné graficky upravena, uspofadani textu je mimotddné prehled-
né, duleZité ¢asti a tabulky jsou oddéleny od ostatnich ¢asti textu modrym pod-
kladem, v nékterych kapitolach jsou kasuistiky, mnoZstvi snimkd je kvalitné
reprodukovano, je pfipojen velmi podrobny rejtfik. V knize neni citovana zad-
na odborna literatura. Z u¢ebnice piivodné napsané pro lékarské fakulty se
v disledku neustdlého zlepSovani a aktualizace v pribéhu piipravy dvou dal-
Sich vydéni (prvni vyddni je z r. 1997) stala vytecnd pomiicka nejen pro stu-
denty, ale také pro mladé Iékate, stfedné zdravotnicky persondl i jiné pracov-
niky ve zdravotnictvi, ktefi chtéji ziskat pfehled o tom, co je v oblasti soucasné
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of the hodder Headline Group, 338 Euston Road, London NW1 3BH UK
(www.arnoldpublishers.com). V. H.

MEDICAL THERAPY OF BREAST CANCER
RAYTER Z., MANSIJ. (EDS.)

CAMBRIDGE, CAMBRIDGE UNIVERSITY PRESS 2003
394 s., cena 70,- GBP. ISBN 0-521-49632-2.

V poslednich letech doslo k vyznamnému pokroku v diagnostice a 16¢bé karci-
nomu prsu. Cilem recenzované knihy, kterou vytvofil kolektiv 21 autorti pfevaz-
né z Velké Britdnie, je nabidnout ¢tenaii nejnovéjsi poznatky v této oblasti v sou-
hrnné formé. Samoziejmé se tak d&je v kontextu se skute¢nostmi zndmymi jiz
del3i dobu a i kdyZ je hlavni t€Zist€ informaci zaméfeno na medikamentdzni 1é¢-
bu karcinomu prsu, nalezneme zde i informace o 1é¢bé chirurgické a také o pre-
venci, screeningu a genetickych aspektech tohoto zdvazného onemocnéni.
Obsah dila je rozdélen do 14 kapitol. V prvnim oddile je zminéna historie 1¢¢-
by karcinomu prsu, od prvnich dochovanych informaci ze starovékého Egyp-
ta aZ po soucasnost. Opakované se tu presvédcujeme, Ze chirurgické postupy
hrély v historii vZdy rozhodujici dlohu, zatimco teprve v poslednim obdobi
jsou zaznamendvany vyznamnéjsi ispéchy medikamentézni 1écby. Druha
kapitola popisuje vyznam preventivni chemoterapie u pacientek s vysokym
rizikem vzniku karcinomu prsu. Jde zejména o Zeny, které jsou nositelkami
mutaci genil BRCA1 a BRCA2. Kritickému rozboru jsou zde podrobeny pub-
likované vysledky studii s tamoxifenem araloxifenem. Nasleduje 9 stran véno-
vanych familidrnimu vyskytu karcinomu prsu a 20 stran o hormondlni tera-
pii. Autofi zde rozebiraji zatim nedpIné a misty i kontroverzni poznatky o tloze
endogennich a exogennich estrogeni, jejich tcinki a Glohy v obdobi meno-
pauzy. Dalsi kapitola popisuje roli screeningu, vyhody a omezeni jednotli-
vych zobrazovacich metod v ném i vékové hranice, od kterych by mél byt
screening provadén. V Sesté kapitole nalezneme postupy pouZivané v 16¢bé
in situ karcinomu prsu, véetné chirurgickych zéchovnych operaci. DalSich 8
oddild, reprezentujicich pfevdZnou ¢ést knihy, je vénovano nechirurgické 1é¢-
bé. Nalezneme zde informace o vSech vyznamnych v soucasnosti pouZiva-
nych moZnostech — adjuvantni systémové terapii, adjuvantni radioterapii, pri-
marni chemoterapii vetné vysokoddvkové, novych imunologickych
piistupech, tloze bifosfondtl a paliativni terapii. Rozsdhly oddil je vénovén
moZnostem predikce Gspé$né terapeutické odpovédi ¢i rezistence na jednot-
livé druhy 1écby. Kazda kapitola kon¢i cetnymi literarnimi odkazy.

Ve viech oddilech knihy je patrny kriticky pifstup k dosud publikovanym infor-
macim a snaha o zafazeni nejnovéjSich poznatkl do kontextu jiZ zndmych a pro-
véfenych faktl. Nejde tedy o klasickou ucebnici, ale dilo pfinaSejici v souhrn-
né formé¢ aktudlni informace v oblasti 1é¢by karcinomu prsu. M. H.




MOLEKULARNI DETEKCE VOLNYCH NADOROVYCH BUNEK
A MIKROMETASTAZ U KARCINOMU PRSU A KOLOREKTA POMOCI
RT-PCR SPECIFICKE 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

SEDLACEK J., VYZULA R.
MASARYKUV ONKOLOGICKY USTAV, BRNO

Souhrn: Vyskyt metastaz u pacientt se solidnimi nadory velmi negativné ovliviiuje prognézu. Soucasné zobrazovaci techni-
ky vSak nemaji dostatecnou rozliSovaci schopnost pro zachyceni casnych stadii metastatického procesu. V poslednich letech
se proto s rozvojem novych molekuldrné-biologickych metod soustieduje pozornost na v¢asné rozpoznani diseminace nddo-
rovych bun&k. Tyto techniky umoZiuji rozpoznani jednotlivych nidorovych bungk mezi fadové 10* az 10° zdravych bungk
a tim mohou pfispét k difvéjSimu zachytu metastdz. Zv1astni pozornost je vénovéna detekci mikrometastiz stanovenim mRNA
cytokeratinti 19 a 20 u naddoru prsu a kolorektalniho karcinomu pomoci zpétné polymerazové fetézové reakce (RT-PCR). Tou-
to metodou je moZné zjistit pfitomnost nddorovych bunék v periferni krvi, lymfatickych uzlinidch nebo biopsii u vysokého pro-
centa pacienti s timto malignim niddorovym onemocnénim. Dodnes vSak neni zcela vyjasnén skutecny pfinos stanoveni vol-
nych nadorovych bunék a mikrometastaz pro klinickou praxi. Bude proto zapotiebi dal$ich studii, které by pomohly definovat
pouZitelnost téchto metod pro ur¢eni dalsiho lé¢ebného postupu.

Klic¢ova slova: cytokeratin, volné nddorové buiiky, mikrometastazy, kolorektdlni 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 10*-10° 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

Klasicka TNM klasifikace rozdéluje pacienty do nékolika sku-
pin na zdklad¢ statutu primédrniho nadoru, lymfatickych uzlin
a vzdalenych metastaz. V ramci téchto skupin 1ze pro kazdé-
ho jednotlivého pacienta stanovit miru rizika vzniku metasta-
tického loZiska, pfipadné relapsu nemoci po odstranéni pri-
méarniho niddoru. Nicméné, jednd se pouze o statistické
vyjadfeni pravdépodobnosti zaloZené na vysledcich rozsah-
lych studii. Adjuvantni terapii proto mohou obdrZet i pacien-
ti, u kterych nema Zadny dodatecny 1écebny ucinek. Na dru-
hou stranu, u pacientl, ktefi adjuvantni terapii z divodu
zatazeni do niZ8iho stadia TNM Kklasifikace neobdrZi, miZe
dojit k relapsu nddorového onemocnéni. Pro leps$i rozliSeni
téchto dvou skupin je proto dillezité individualizovat moZnd
rizika a na zdkladé téchto faktorti rozhodnout o vhodnosti dal-
81 1écby.

Jednim z moZnych pfistupti je co nej¢asnéjsi zachyceni dise-
minace naddorovych buné€k. Prvni zminka o volnych nddoro-
vych buiikdch (VNB) pochézi zroku 1869. Asworth (1) popsal
pfipad rakoviny, kdy jeSté po smrti pacienta byly v jeho krvi
objeveny buiiky pfipominajici nddorové. Tyto butiky se po
uvolnéni z nddoru §ifi jak krevni, tak i lymfatickou cestou a po
jejich extravazaci do cilového orgdnu miZe dojit ke vzniku
mikrometastdz (MMTS) a nésledn€ tvorbé makroskopickych
metastaz. Jak VNB, tak také MMTS (z diivodu malé velikos-

ti anepfitomnosti vaskularizace) pfedstavuji velice vhodny cil
pro protinddorovou terapii. Dostatecné citlivé metody pro
detekci téchto bunék vSak byly vyvinuty aZ v poslednich pfi-
blizn€ 20 letech (imunohistochemie, flowcytometrie, PCR).
V této dobé€ bylo otestovdno mnoho markerd pro rozliSeni
bunék nidorového piivodu (VNB a MMTS) od bunék okolni
tkané (viz. kapitola 2). Tento ¢lanek podava stru¢ny prehled
o metodach, které mohou slouZit k detekci VNB a MMTS,
hlavné se vSak zaméfuje na vyuZiti polymerdzové fetézové
reakce a konkrétn€ na pouZiti cytokeratinovych markert
u nadoru prsu a kolorektdlniho karcinomu.

1. Metody umoziiujici detekci volnych nadorovych bunék
a mikrometastaz

1.1. Histologie a imunohistochemie. Velkou pozornost vyvo-
lala v poloviné 50. let moZnost detekce VNB pomoci histolo-
gickych metod (2). Mezi lety 1955-65 bylo vySetfeno na pii-
tomnost VNB asi 5.000 pacientl s rakovinou (3). VNB byly
detekovany téméf ve 100% piipadd. Velmi brzy se vSak uka-
zalo, Ze Casto dochdzelo k zdméné hematopoetickych bunék
(zv143t€ megakaryocytil) s nddorovymi butikami (3). Znovu-
oziveni v oblasti mikroskopickych technik detekce VNB
aMMTS prinesl az v 80. letech objev imunohistochemie (IHC).
Pouziti této metody umoZiiuje detekci 1 nadorové buiiky mezi
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10000 — 100 000 mononukledry za pomoci obarveni prepara-
tu monoklonalnimi protildtkami proti antigentim specifickym
pro nadorové buriky. Nevyhodou je v§ak omezeny pocet hod-
nocenych bunék. Navic i pfes vyuziti automatizovaného zpra-
covéni obrazu metoda zdaleka nedosahuje cytlivosti polyme-
razové fet€zové reakce. Nevyhodou je také moZnost kiiZové
reakce protilatky s epitopy piibuznych proteint.

1.2. Pritokovd cytometrie je zaloZena na vytvoreni proudu
suspenznich bunék, které jsou obklopeny izotonickym rozto-
kem vytvéfejicim lamindrni proudéni a které prochdzi indivi-
dudln€ pratokovou komorou. V pritokové komote jsou buii-
ky ozafoviny monochromatickym svétlem, vét§inou
emitovanym laserem. Svétlo vyzafované buiikami je nisled-
né vedeno pies sérii filtri a dichroickych zrcadel, které izolu-
jijednotlivé spektra. Fotony jednotlivych vinovych délek jsou
poté detekovény fotondsobici a naméfené hodnoty jsou poci-
tacové zpracovany (4). Casto se vyuZivd méfeni obsahu jader-
né DNA za pouZiti fluorescenénich barviv interkalujicich do
struktury DNA helixu, jako je naptiklad propidium jodid. Ane-
uploidie nadorl je obecné spojena s malignitou a horsi pro-
gnézou (5), av§ak miiZe se vyskytovat i u benignich onemoc-
néni (6). Jako marker urcujici stuperi proliferace se Casto uziva
procentudlni pomér bunék v S-fazi (7). Pratokova cytometrie
umoziuje také stanovovat mnoZstvi jak povrchovych, tak
i vnitrobunéénych proteind s vyuZitim Sirokého spektra monok-
londlnich protilatek konjugovanych s fluorescen¢nim barvi-
vem. Tento zplsob je pouZzitelny pro stanovovini VNB
a MMTS. Hlavni vyhoda oproti IHC spociva ve schopnosti
vyhodnotit velké mnoZstvi buné€k a také v objektivit€ hodno-
ceni. Velkého uplatnéni se pratokova cytometrie dockala hlav-

Obr. 1: Princip (a) klasické PCR, (b) kvantitativni PCR v redlném case.
Q —zh4aSedlo (quencher), R — fluorescen¢ni barvivo (reporter)
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Obr. 1b: Intron-exonova organizace gentl pro lidsky cytokeratin 19 a 20. Obdélniky pfedstavuji exo-

nacnich kodont. Gen pro cytokeratin 20 se skladd z 8 exonil o délce 38 — 518 bp, zaujimd 9,29 kb na
chromozomu 17g21.2. Gen pro cytokeratin 19 se skldda z 6 exonil o délce 83 —473 bp a zaujima 4,69

kb na chromozomu 17q21.2.

né v hematologii a hematoonkologii (shrnuto v ref. 4). V bio-
logii solidnich n4dort jsou vSak vysledky mnohem vice pro-
tichtidné. Existuje mnoZzstvi studii potvrzujicich moZnost pou-
Ziti pratokové cytometrie v praxi (7-10), avSak také prace, kde
nebyla nalezena Zadné asociace mezi zkoumanymi parametry
a klinickym vystupem (11-14).

1.3. Polymerdzovd retézovd reakce (PCR) byla poprvé popsa-
na roku 1985 Karry B. Mullisem (15), ktery za ni roku 1993
obdrZel Nobelovu cenu. Jednd se o jednoduchou a rychlou
metodu umoziujici detekci vybrané sekvence DNA jeji mno-
honasobnou amplifikaci za pouZiti sekvencné specifickych oli-
gonukleotidt (primert) a DNA polymerazy. Typicky pribéh
PCR zahrnuje 35 — 40 cyklu, pfic¢emZ kazdy cyklus sestavd
z nasledujicich kroka (obr. 1a): (a) dvoufetézcovd DNA je
separovéna tepelnou denaturaci; (b) nasledné po ochlazeni
dochdzi k nasednuti primert (annealing); (c¢) po ohfati na tep-
lotu optimdlni pro funkci DNA polymerazy je syntetizovan
komplementarni fetézec. Vzniklé fragmenty DNA jsou poté
detekovany elektroforeticky. Citlivost PCR je podstatné vys-
$i neZ citlivost tradi¢nich histologickych a imunohistoche-
mickych metod. Zpétna polymerizova fetézova reakce (RT-
PCR), poprvé pouZitd v roce 1987 (16), je modifikaci
dovolujici detekci tseku mRNA, kterd je nejprve enzymem
reverzni transkriptdzou ptepsdna do komplementirni DNA
(cDNA). PouZitim vice sad primert (nested PCR) je moZné
stanovit dokonce pouze 1 nddorovou butiku v 1 ml periferni
krve (17). Jednim z faktort komplikujicich klasickou PCR je
mozZnost amplifikace nespecifickych sekvenci - pii mélo strin-
gentnich (malo p¥isnych) podminkdch mohou primery nase-
dat na mista pouze ¢aste¢né homologni s cilovou sekvenci a tak
muZe dojit i k amplifikaci jinych casti genomu. Tomuto pro-
blému se d4 z¢4asti vyhnout vybérem vhodnych primert a pou-
Zivanim vysoce stringentnich podminek. Hlavni nevyhodou
klasické PCR je vSak nemoZnost pfesné kvantifikovat mnoZz-
stvi templatové DNA ve vzorku. Je to zplisobeno povahou této
metody — v zavérecné fazi reakce neni uZ pro mnoZzstvi vzni-
kajiciho produktu limitujici pocet templatovych molekul DNA,
ale kompetice o DNA polymerdzu, primery a nukleotidy.

1.4. Zdklady kvantitativni PCR v redlném case (QPCR) byly
poloZeny jiZ na pocatku 90. let (18, 19). Jednou z moZnosti je
vyuZiti fluorescen¢niho barviva interkalujiciho mezi bize
DNA (ethidium bromid, SYBR Green) a detekce takto vznik-
1é fluorescence (19). Tento pfistup bohuZel neodstraiiuje pro-
blémy spojené s nespecifickou amplifikaci, protoZe deteko-
véna je kazdéa dvoufetézcovd DNA. V soucCasné dobé je asi
nejvice rozSifena tzv. 5’-nukledzovad reakce vyuZivajici
TagMan sond. Prvni vyuZiti 5’-exonukledzové aktivity DNA
polymerézy pro ucely pfesné kvantifikace DNA se sice datu-
je doroku 1991, kdy Holland a kol. popsali kvantifikaci DNA
za pouZiti termindlné radioaktivné znacené sondy (18), ale prv-
ni prakticky pouZzitelné systémy (zalo-
Zené na fluorescencné znacenych son-
dach) se objevily az v druhé poloviné
90. let (20-22). Hlavni zménou proti kla-
sické PCR je pouZiti oligonukleotidu

Cylokeralin 20

(TagMan sonda), ktery se specificky
véaZze na sekvenci mezi oba primery (obr.
1b). Na 5’-konci je sonda naznacena

Cytokearatin 19

irs Tiia

1 kk

kovalentn€ navdzanym fluorescenénim
barvivem (reporter, ,,R*), jehoZ emisni
T spektrum je zhaSeno druhym fluores-
cencnim barvivem navdzanym na 3’-
konci sondy (zhaSedlo, quencher, ,,Q*).
Dile je sonda na 3’-konci modifikova-
na fosfatem, ktery zabrafiuje extenzi
sondy béhem amplifikace. Pfi polyme-
rizaci z primeru dojde pisobenim 5’-
exonukledzové aktivity DNA polyme-
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razy k odstépeni reportérového barviva a tim k jeho uvolnéni
zblizkosti zhdSedla, coZ vede ke vzristu fluorescence. Cyklus,
ve kterém dojde k néristu fluorescence na detekovatelnou tiro-
veii, je nazyvan Ct (treshold cycle) a je nepifimo imérny kon-
centraci cilové DNA. Cim vé&tsi je mnoZzstvi templatové DNA,
tim mens$i mnoZstvi cykll je zapotiebi k dosaZeni Ct (pro pre-
hled (23, 24).

2. Mozné zpusoby detekce volnych nadorovych bunék
a mikrometastaz pomoci PCR

2.1. Detekce chromozomdlnich aberaci a mutacispecifickych
pro dany nddor. Pres rozsahly vyzkum nebyla dodnes nale-
zena Zddnd mutace nebo chromozomadlni aberace specificka
pro nadorové buiiky vétSiny solidnich nddorti. Naproti tomu
chromozomalni aberace asociované s urcitym typem vykazu-
ji leukémie (napf. reciproka translokace t(15;17) zpisobujici
tvorbu fizniho genu PLM/RARGA je specificka pro akutni pro-
myelocytarni leukémii). Tento rozdil je zptisoben na jedné stra-
né difuzni povahou hematologickych malignit a na stran€ dru-
hé vysokou heterogenitou solidnich nadort. Pokud se jednd
0 mutace, je situace velice podobnd. Pravdépodobné nejcasté-
ji mutovanym genem v nadorech je gen pro nddorovy supre-
sor p53, ktery se ucastni mnoha bunécnych procesi, véetné
transkripce, opravy DNA, udrZovéani stability genomu, star-
nuti butiky, kontroly bunécného cyklu a apoptdzy (25). Jeho
mutace proto mohou mit dalekosdhlé disledky v regulaci
bunécnych pochodtl. VyuZiti stanoveni p53 v primdrnim nado-
ru pro prognostické ucely se potencidlné jevi jako velice zaji-
mavé (25, 26). I kdyzZ je pS3 asi nejvice mutovanym genem
v lidskych nadorech, jeho mutace se vyskytuji jen v necelé
poloviné v§ech nddort (27). DalSim problémem je Siroké spekt-
rum mutaci (25), které znemoZiuje vytvoreni univerzdlnich
primera schopnych detekovat tento mutovany gen. Mutace
genu p53 navic pravdépodobné nejsou potfebné pro casnou
diseminaci naddorovych bunék (27). Tim se pouZiti p53 pro
detekci VNB stava velice diskutabilni (28). Podobné vyhrady
plati i pro dal$i markery této skupiny, napf. Ras (25).

2.2. Detekce tkdriové specifickych markeri. Jedna se o mar-
kery (mRNA, proteiny), které musi splitovat nékolik zaklad-
nich kritérii. Za prvé musi byt byt exprimovany v tkéni, odkud
nador pochazi. Jejich vyskyt by se v priibéhu karcinogeneze
nemél pokud moZno vyraznéji menit. Za druhé nesmi byt expri-
movény (nebo alespoil ve vyznamném mnoZstvi) v misté
detekce, tj. periferni krvi, kostni dieni nebo lymfatickych uzli-
néch. Tento jednoduchy poZadavek je asto komplikovan nele-
gitimni transkripci v misté detekce (viz. ddle). V soucasné dobé
je asi nejintenzivnéji studovana skupina cytoskeletarnich pro-
teind — cytokeratind, na které je tento ¢lanek zaméten.

2.3. Jiné mozné markery. DalSim Casto studovanym marke-
rem je karcinoembryondlni antigen (CEA). Za normélnich pod-
minek neni exprimovén v buiikach tkani dospélého Clovéka,
pfi vyvoji nddoru se vSak jeho hladina zvySuje s pokracujici
dediferenciaci bunék. Ve vétSin€ studii v§ak vykazuje horsi
vysledky neZ cytokeratiny. Tvorba naddoru je doprovdzena zvy-
Senou genomovou nestabilitou a nddorové butiky vykazujiroz-
séhlé chromozomové prestavby véetné amplifikaci, duplika-
ci, deleci a translokaci. Nékteré z téchto zmén mohou byt
detekovany pomoci alel-specifickych markert, jako napt. mik-
rosatelitli. Mikrosatelity jsou malé repetitivni sekvence roz-
ptylené v genomu, které vykazuji vysoky polymorfismus
v populaci. Takto Ize detekovat napiiklad ztratu heterozygo-
zity (loss of heterozygosity, LOH), kterd miiZe zpiisobit vyta-
zeni funk¢ni alely genu. Tato metoda se v8ak v praxi potyka
s mnoha problémy: vybér mikrosatelitnich markerti; nutnost
mikrodisekce nadorové tkang, nebot pfitomnost neposkozené
DNA z okolni tkdn€ miiZe zpUsobit ztratu signélu; nutnost stan-
dardizace mnoZstvi vstupni DNA nebo napf. chyby polyme-
rdzy zpisobujici 3’ netemplatovou extenzi (28). Potencidl vyu-

Ziti analyzy mikrosatelitli by vSak mohl spocivat v ovéfeni
nadorového plivodu bunék detekovanych za pomoci histolo-
gie nebo imunohistochemicky (28).

3. Lesk a bida PCR

Citlivost PCR reakce je o nékolik fada vySS§ineZ citlivost mik-
roskopickych technik. DokaZe spolehlivé zachytit nepatrné
mnoZstvi bunék, které je hluboko pod detekénim limitem
histologickych metod. Dal$i vyhodou je fakt, Ze vyhodnoco-
vani vysledkii PCR, a obzv1asté kvantitativni PCR v redlném
Case, neni tak vyrazn€ zatiZeno rozdilnou zku§enosti pracov-
nikd jako v pfipad€ histologie nebo imunohistochemie. Nic-
méné také PCR ma mnoho dskali, kterym je nutné se vyhnout
a na néZ povazujeme za nezbytné upozornit. Nékteré z té€ch-
to pficin jsou uvedeny v tab. 1 a podrobnéji popsany v dal§im
textu.

Tab. 1: Mozné priciny falesné pozitivity a negativity.

Fale$na pozitivita Fale$na negativita
Kontaminace epitelidlnimi burikami Spatnd kvalita RNA/DNA
Kontaminace genomovou DNA Inhibice reakce

KiiZovd kontaminace Jiné faktory

Pritomnost pseudogenii
Nelegitimni transkripce

3.1. Mozné priciny falesné pozitivnich vysledka

3.1.1. Kontaminace epitelidlnimi buitkami. Pokud se pfi
detekci VNB u pacienti se solidnimi naddory vyuZiva marke-
ru specifickych pro epitelidlni buiiky, je nezbytné nutné véno-
vat maximalni pozornost eliminaci pfi¢in moZzné kontamina-
ce vzorku témito butikami. Jednim ze zdroji jsou buiiky kiZe
(napf. Merkelovy butiky exprimujici cytokeratin 20 (29), kte-
ré se mohou dostat do vzorku periferni krve pfi odbéru. Proto
je zapotrebi pro ucely stanoveni VNB odebirat n€kolik frakci
krve a vyhnout se analyze prvni frakce nésledujici bezpro-
stfedné po vpichu. Pfi operaci dochazi k uvolnéni jak nddoro-
vych, tak i normalnich epitelidlnich bun¢k zdravé tkané (30,
31), které mohou zpusobit faleSnou pozitivitu, pokud je vzo-
rek odebran pfi operacnim zdkroku nebo bezprostfedné po
ném. Periferni krev pro analyzu by proto méla byt odebirdana
vzdy az nékolik dnli po operaci. Dal§im moZnym zplisobem,
jak se mohou do vzorku dostat epitelidlni butiky, je z rukou
laboratornich pracovniki. Proto je dilezité dodrzovat maxi-
mdlni opatrnost a pracovat zasadné v rukavicich.

3.1.2. Kontaminace genomovou DNA. Detekce VNB je ve
vétsing piipadil zavisla na stanoveni tkanove specifické mRNA
metodou RT-PCR. Je proto duleZité, aby vzorek nebyl konta-
minovan genomovou DNA, coZ by vedlo k fale$né€ pozitivnim
vysledktim. ProtoZe vSak neni moZné vyizolovat zcela istou
RNA, bylo vyvinuto né€kolik postupt, které fesi tuto situaci.
Jednou z moZnosti je pouZiti enzymu DNazy I, ktery nespeci-
ficky $t€pi DNA. Dale lze pfi ndvrhovani primerd vyuZit fak-
tu, Ze mnoho gent je sloZeno z exont a intrond, a navrhnout
primery nachdzejici se na riznych exonech. Amplikony zis-
kané PCR z cDNA jsou v disledku nepfitomnosti intront
v mRNA elektroforeticky rozliSitelné na zdklad€ velikosti od
amplikon® obdrZenych z genomové DNA, které introny zahr-
nuji. Lze také navrhnout primer (TagMan sondu) tak, aby zahr-
noval sekvenci ze dvou vedle sebe se nachdzejicich exoni.
PCR potom probéhne pouze tehdy, je-1i mezilehly intron vys-
tépen a dojde tak ke spojeni obou exont. Tento zptisob bohu-
Zel nelze uplatnit, vyskytuje-li se u daného genu alternativni
sestiih.

3.1.3. KiiZovd kontaminace. Dalsi Castou komplikaci je kon-
taminace PCR produkty z pfedchozich amplifikaci provade-
nych ve stejné laboratofi. ReSenim je fyzické oddéleni prostor
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slouzicich k pfipravée a analyze vzork, coZ neni bohuzel vZdy
proveditelné. DalSi moZnosti je pouZiti dUTP (deoxyuridinu)
misto dTTP (deoxytymidinu) v PCR reakci. MoZné kontami-
nujici produkty diivéjSich reakci jsou na zacatku nové PCR
reakce rozloZzeny enzymem deoxyuracil-N-glykosyldzou
(UNG). Templatova DNA vSak zGstane intaktni, nebot pfi-
rodni DNA uracil neobsahuje.

3.1.4. Nelegitimni transkripce. Obecné je prijiman ne zcela
spravny ndzor, Ze buiika exprimuje dvé skupiny genll — tzv.
provozni (,.housekeeping®) geny kodujici proteiny zdkladni-
ho buné¢ného metabolismu, které jsou nutné pro fungovani
bunék vSech typt, a tkatfiové specifické geny, jejichZ exprese
je omezena pouze na izce vymezenou skupinu bunék. V roce
1988 vSak Chelly a kolektiv zjistili expresi genu pro lidsky
dystrofin také v nékolika jinych tkanich (32). Tento jev byl
potvrzen také u jinych tkanové specifickych gent — genu pro
MIH (hormon polacujici vyvoj Millerovych vyvodu), B-glo-
bin, aldoldzu A a faktor VIIIc v buiikich lidskych tkéni, pro
které neni exprese té€chto gena specificka (33). Fenomén ekto-
pické exprese mRNA byl nazvan nelegitimni transkripce. Frek-
vence transkriptll byla vypocitdna jako 1 molekula mRNA na
100 aZ 1000 bunék, coZ znamend mnohem méné neZ jednu
kopii na butiku (34). Naproti tomu v8ak byla detekovana expre-
se 26 riznych mRNA, povaZovanych za tkanovée specifické,
v jednom lymfocytu, spermii nebo nddorové buiice (35). Tato
hladina transkriptl je sice naprosto nedostate¢né pro tvorbu
funk¢né relevantniho mnoZstvi proteinu, nicméné muzZe zna-
menat velmi vdZnou komplikaci pro detekci MMTS v klinic-
kych vzorcich, kde jsou normélni buriky ve velkém nadbytku
nad buiikami nddorovymi. V piipad¢€ klasické RT-PCR muze
byt nelegitimni transkripce téméf nepiekonatelnym problé-
mem, nebot ektopickd exprese mRNA v nenddorovych tka-
nich miZe byt zdrojem fale$né pozitivnich vysledki. S néstu-
pem kvantitativnich technik (komparativni nebo kompetitivni
end-point PCR, ale hlavné kvantitativni PCR v redlném Case)
se za¢ind stale vice vyuZivat moZnosti stanovit na zdklad€ zna-
losti pfesného mnoZstvi transkriptu hranici rozdélujici nor-
maélni a patologickou (zptisobenou pritomnosti VNB a MMTS)
hladinu mRNA.

3.1.5. Piitomnost pseudogenii. Daliim zdrojem fale$né€ pozi-
tivnich vysledk pfi detekci markerové mRNA muZe byt pii-
tomnost pseudogenil a genovych fragmenti v genomu. Jedna
se o sekvence blizce pribuzné funk¢nim geniim a aZ na vyjim-
ky transkrip¢né inaktivni z divodu nepfitomnosti promotoro-
vé oblasti. Mechanismus jejich vzniku je dvoji: (a) genova
duplikace a (b) reverzni transkripce mRNA a nésledné zacle-
néni zpét do genomu. Genova duplikace je mechanismus podi-
lejici se mimo jiné na vzniku novych gent zdvojenim ptivod-
niho genu. Duplikovand sekvence si zachovdva svou
exon-intronovou strukturu, avSak u pseudogend duplikace
nezahrnuje regulacni oblasti a proto nejsou schopny pfepisu
do funk¢ni mRNA. Upravené pseudogeny (processed pseu-
dogenes) vzniklé pfepisem z mRNA kromé regulacnich oblas-
ti navic ve srovnani s pseudogeny vzniklymi duplikaci postra-
daji introny. V dasledku sniZeného selek¢niho tlaku na oblasti
DNA neobsahujici geny potfebné pro funkci buriky, dochézi
v pseudogenech k podstatné rychlej$im mutaénim zménidm nez
v pivodnim genu (shrnuto v ref. 36). Pfi navrhovani primeri
je proto nutné vyuZzivat rozdilt v sekvencich funkéniho genu
a pseudogenu.

3.2. MoZné priciny faleSné negativnich vysledkii

3.2.1. Spatnd kvalita RNA/cDNA. RNA je velice citlivd mole-
kula. RN4azy jsou hojné pfitomné v okolnim prostiedi a vyso-
ce stabilni. Velmi proto zileZi na zvoleném zpiisobu manipu-
lace se vzorkem (vzorek je nutné dostate¢né rychle zpracovat,
nebo zamrazit na teplotu minimalné —70 °C) a na pouZité meto-
dé izolace RNA. Chadderton a kol. naptiklad porovnévali tfi
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reagencie pouZivané k izolaci RNA a shledali Trizol-LS vhod-
néjsi pro izolaci dostateného mnoZstvi ¢isté RNA neZ RNA-
STAT-50 a Ultraspec-3 (37).

3.2.2. Inhibice reakce. Pivod klinickych vzorki zpracovava-
nych metodou PCR muiZe byt velmi rizny — nejcastéji se jed-
nd o vzorky periferni krve, punkce kostni diené, biopsie nddo-
ri nebo lymfatické uzliny. Rozdilné jsou i postupy pouZivané
pfi uchovani a zpracovani vzorkll — nékteré z téchto technik
mohou vyuzivat chemikélie inhibujici prabéh PCR nebo
reverzni transkripce (RT). Heparin, hojné vyuZivany jako anti-
koagulant pro uchovini vzorki krve, inhibuje DNA polyme-
rdzu (38). ReSenim je oSetfeni vzorku heparindzou (39), nebo
pouZiti jiného antikoagulantu, jako napiiklad EDTA nebo cit-
rtu (40). Prabéh reakce muiZe byt ovlivnén i dal§imi latkami
pouzivanymi k purifikaci DNA (SDS, fenol, etanol, izopro-
panol, acetat sodny, NaCl) nebo k jejimu uchovavani (EDTA
v TE pufru) (41, 42). Jiné inhibitory mohou byt obsaZeny pii-
mo ve vzorku — napfiklad hemova sloZzka hemoglobinu (41).
Proto je velice duleZité vénovat pozornost 1atkdim s moZznym
inhibi¢nim efektem pouZivanym pfi zpracovéani vzorku nebo
v ném piimo obsaZenych.

3.2.3. Jiné faktory. Dal§i moZné vlivy mohou zahrnovat kon-
taminaci velkym mnoZstvim DNA, kterd miZe kompetovat
scDNA o primery a sniZovat tak citlivost RT-PCR. Vybér Spat-
nych housekeepingovych genil pro normalizaci miiZe také zpti-
sobit faleSnou negativitu. Pokud je referen¢ni gen exprimovan
v burikach ve velkém mnoZstvi, miZe byt detekovén i pfi Spat-
né kvalit€¢ cDNA, kdy jiZ neni zachycena mRNA markeru
s expresi o nékolik Fadl niZsi (43). Samoziejmé nemohou byt
vylouceny ani lidské chyby.

3.3. Dalsi stinné stranky PCR

PCR je sice metoda podstatné citlivéjsi neZ histopatologie,
imunohistochemie nebo pritokova cytometrie, jde viak o tech-
niku do zna¢né miry destruktivni. Po provedeni analyzy jiz
neni mozné zpétné oveéfeni morfologické povahy bunék, ani
jejich mnozstvi. V poslednim bodé€ muZe byt velice uzitecna
kvantitativni PCR, nicméné vzhledem k moZnosti zmény
exprese genl v nddorové tkéni nemiZe v tomto bod€ nahradit
tradi¢ni metody. V piipadé RT-PCR je nevyhodou oproti histo-
logii a IHC podstatné sniZzend moZnost provadéni retrospek-
tivnich studii. Material byva vétSinou konzervovan formalde-
hydem a parafinem a vzhledem k velice nizké kvalit€¢ RNA se
nehodi pro zpracovéni touto metodou.

4. Cytokeratiny

4.1. Cytoskelet

Cytoplazmaneni jen beztvarou polotekutou hmotou, ale vyso-
ce organizovanou strukturou. Jeji kostru tvofi cytoskelet —jed-
nd se o komplexni sit vlaken, jejichZ ikolem je udrzovat dyna-
mickou morfologii butiky v neustédle se ménicim prostfedi.
Hlavnimi funkcemi je poskytovat butice oporu a udrZovat jeji
integritu, zakotveni vnitfnich organel k cytoplazmatické mem-
brané, cytoskelet se dile podili na mit6ze, pfenosu signalt
apod. Cytoskelet vy$Sich eukaryot se skldda ze tii hlavnich
komponent: (a) mikrotubuld, které jsou tvofeny o a 3 tubuli-
nem usporddanym do dutych vldken o priméru 25 aZ 28 nm;
(b) mikrofilament o priméru 6-8 nm a (¢) stfednich (interme-
didrnich) filament o priméru 8-11 nm. Tyto tfi hlavni slozky
cytoskeletu je nutné posuzovat v celku — teprve ve vzijemné
interakci a v kombinaci s dal§imi proteiny jsou schopny zaji-
stit tvorbu vysoce dynamické cytoarchitektury specifické pro
jednotlivé bunécné typy (44). Mikrotubuly se podili na tvorbé
mitotického vieténka pii rozdélovani chromozomi do jedno-
tlivych dcefinnych jader pfi bunééném déleni, hraji diileZitou
roli pfi udrzovéni tvaru butiky, podili se také na pohybu orga-
nel i celych bun€k apod. Mikrofilamenta jsou tvofena aktino-
vymi proteiny a v buiice zajistuji hlavné pohybové funkce —



udrZovéni a zménu tvaru buiiky, proudéni cytoplazmy, jsou
soucasti déliciho vieténka atd.

4.2. Intermedidrni filamenta

Intermediérni filamenta (IF) ve spojeni s mikrotubuly a mik-
rofilamenty stabilizuji strukturu butiky a jeji tvar (svou vyso-
kou stabilitou a elasticitou) a pfedstavuji tak velice dileZitou
soucast nitrobunécné kostry. Zatimco aktiny a tubuliny jsou
vysoce konzervativni globularni proteiny schopné vazat ahyd-
rolyzovat nukleotidtrifosfaty, IF jsou tvofena vlaknitymi pro-
teiny bez zndmé enzymatické aktivity. Jsou charakterizovany
vyskytem a-helikdlni ty¢inkovité (,,rod*) domény tvofené svi-
nutym helixem, kterd ma sice velmi konzervovanou struktu-
ru, nicméné se miZe podstatné liSit v primarni sekvenci.

IF 1ze rozdélit na zéklad€ biochemickych a imunologickych
kritérii do minimdalné péti tiid (45): (a) keratinova filamenta
nachézejici se v epitelidlnich butikach a buiikach epitelidlniho
pivodu; (b) desminové filamenta pfevazné€ bunék hladkého,
kosterniho a srde¢niho svalstva; (¢) vimentinova filamenta
vyskytujici se v buiikich mezenchymalnich a mezenchymal-
niho pivodu; (d) neurofilamenta nachazejici se v neuronech;
(e) gliové filamenta typickd pro vSechny typy gliovych bunék.
Dalsi moZné rozdé€leni vychézi ze sekvencni homologie pro-
tein® IF a déli je do péti genovychrodin (44). Ty zahrnuji kera-
tiny, které reprezentuji skupiny homologie I a Il kddované vice
neZ 20 geny adal$ich 15 gent pro trichocytarni keratiny (,,hair*
keratiny); proteiny typu III — desmin, vimentin, GFAP a perip-
herin; skupinu IV zahrnujici 0-internexin, syncoilin, nestin,
synemin a neurofibrildrni proteiny NF-L, -M a —H. Nuklearni
laminy A/C, B1 a B2 tvofi typ V; proteiny o¢ni ¢ocky phaki-
nin a filensin jsou zaclenény do zvIl4$tni skupiny.

4.3. Cytokeratiny

V nedivné dobé byla publikovéna studie, ve kte-
ré se Hesse a kol. (46) pokusili urcit pocet geni
pro IF s vyuZitim databazi NCBI a Celera Geno-
mics. Dosli k ¢islu 65, coz fadi IF mezi 100 nej-

ci, proteolytickym St€penim, asociaci s jinymi cytoplazmatic-
kymi nebo cytoskeletdrnimi proteiny (51, 52). Jednim z nej-

vSak heteropolymerizace (44, 48). Na rozdil od zbylych tfid
proteint IF vyZaduji cytokeratiny partnera z odpovidajici sku-
piny. Tento obligatorni heteropolymerizacni proces se ode-
hrava na urovni dimerQ a vZdy vyZaduje ucast cytokeratint
z obou skupin I a IT (napf. CK8 a CK18). Cytokeratiny vSak
nepolymerizuji s ostatnimi skupinami IF (44). Mista zpro-
sttedkovévajici heterodimerizaci cytokeratini tvorbou svinu-
tych helixt se nachazi v centrélni (,,rod*) doméné (48). Dvo-
jice cytokeratintl, které spolec¢né tvofi filamenta, jsou pomérné
rigidni, nicméné€ v organismu existuje urcitd funk&ni redun-
dance — napt. CK19 je schopen zastoupit CK18 (53).
Zajimavou a pro oblast detekce MMTS v onkologii velice dile-
Zitou vlastnosti cytokeratind je jejich vyskyt v epitelidlnich
tkanich. Cytokeratiny se vyskytuji vétSinou ve viceméné ome-
zené skuping epitelidlnich tkdni. Velmi vyznamny je fakt, Ze
pfi vzniku nadoru z téchto tkani nedochazi ke zméné spektra
exprimovanych cytokeratind, i kdyZ miZe dojit ke zméné
mnoZstvi exprimované mRNA (54). Byl dokonce sestaven
urcity ,.katalog lidskych cytokeratini* (47).

4.3.1. Cytokeratin 19 je cytoskeletarni protein o velikosti 40
kDa. Jeho gen je lokalizovan na chromozomu 17q21.2 (obr.2).
Exprese byla prokdzana v Sirokém spektru normélnich i nddo-
rovych tkéni v€etné tkané prsu, tlustého stfeva a odpovidaji-
cich nadort (47). Pritomnost CK19 byla prokdzana v primér-
nich nadorech prsu u 10/10 pfipadt (100%), 44/46 (96%)
a 44/45 (98%) u stadii I, resp. II a III (55) a u 40/40 (100%)
pacientil s invazivni rakovinou prsu (56). Mozné vyuZiti CK19

Tab. 2: Piehled studii detekujicich VNB a MMTS u nadori prsu za pomoci CK19.
Pacienti, kontrolni vzorky: pocet pozitivnich vzorkii/celkovy pocet; pivod vzorku: BM,
kostni dreri; PB, periferni krev; LN, lymfatické uzliny; LP, leukoferéza; prognosticky
vyznam: a, ano; n, ne; n.u. neurceno.

vétSich genovych rodin v genomu ¢lovéka. 49 Pacienti Kontroln{ Reference Pivod | Prognosticky
genll z tohoto mnoZstvi tvofi geny pro keratiny. vzorky vzorku vyznam
Ty se déli do dvou podskupin, na trichocytarni  [,...onistochemie
(,,hair“) keratiny tvofici hlavni ¢4st vlasi ajin)'/ch 199/552 (36%) 2/191 (1%) Braun (60) BM a
koZnich derivatii, anatzv. cytokeratiny, které jsou | 3,117 2 6 Ikeda (61) BM a
hlavnimi strukturnimi proteiny epitelidlnich | 453 439, Slade (62) BM a
bunek. ProtoZe pro dalsi vyklad je relevantni pou- | ;59 (17%) PB a
ze posledné jmenovana skupina, bude v dal§im
textu uvaZovana jiz jen tato. Nékteré z uvedenych 222751 (29,6%) | 2/191 (1%)
principli jsou v8ak platné i prorodinu ,,hair“kera- | rr.pcr
tind. 4127 (14,8%) 1/39 (2,56%) | Datta (63) PB a
Cytokeratiny (CK) lze rozdélit na zaklade jejich | ¢/5 (75%) BM a
molekulové hmotnosti aizoelektrického bodu, kte- | 67,145 ( 46%) 14/51 (27,5%) | Grunewald (56) PB n
1¢ se pohybuji v rozsahu 40-68 kDa, resp. pH 5-8, | 7,75 (9,729 3/30 (10%) Hu (64) PB a
do dvou skupin: na mensi kyselé polypeptidy typu | 40/117 342%) | or12 (0%) Ikeda (61) BM a
[(CK9-CK23) a vétsi bazické nebo neutrdlni pro- | 53/33 (79g, Lopez-Guerrero (65) | LP a
teiny typu II (CK1 - CK8) (47, 48). Do dnesniho | 59,141 (20.6%) Shammas (66) BM U
dne bylo zatim identifikovano 16 gent pro kerati- | ,, 145 (49%) 5/25 (20%) Silva (67) plazma a
ny typula 18 gend typu II (46). Zajimavymrysem | 5, (38%) 0/45 (0%) Slade (62) PB a
této skupiny proteini IF je také fakt, Ze viechny |, 3 61%) 0/30 (0%) BM a
geny typul (s vyjimkou CK 18 nachazejicthosena | \g.51 57 50y | 0126 (0%) Stathopoulou (68) PB a
chromozomu 12 (49) jsou lokalizovany na chro- 44/148 (29.7%) 6182 (7.3%) Stathopoulou (69) PB a
mozomu 17g21 a geny typu II na chromozomu 51/73 (70%) BM a
12q1§ (50)'. Pfiéiqou toho}o stavu je pravdépq— 16/33 (48%) Vanucehi (70) BM a
(\1}0}3_ne an1k novych gend genovou duplikaci. 14/33 (42.4%) 5126 (19%) Wong (71) PB a

idském genomu bylo také nalezeno 106 pseu- 24133 (12 5126 (19% Wong (72 PB
dogent a 47 genovych fragmenti pro cytokerati- (72%) (19%) ong (72) a
ny (46), coZz mize zna¢né komplikovat nalezeni TO/L15 (40.87%) | 0/8 (0%) Zhong (73) BM a
vhodnych primert pro PCR. 0196 (0% B a
Biologicka aktivita cytokeratinii miiZe byt regu- 7129 (24,13%) Lp a
lovana bud interakei se sebou samymi (48) nebo | 18/26 (69.2%) 0/8 (0%) Zhong (74) BM a
riznymi postranslaénimi modifikacemi — fosfo- /117 (0%) PB a
rylaci, glykosylaci, transglutaminaci, ubikvitina- | 498/1212 (41,1%) | 39/621 (6,3%)
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Tab. 3: Piehled studii detekujicich VNB a MMTS u kolorektalnich nadora za
pomoci CK20. Pacienti, kontrolni vzorky: pocet pozitivnich vzorkii/celkovy pocet;
ptvod vzorku: BM, kostni dieri; PB, periferni krev; LN, lymfatické uzliny; prognostic-

ky vyznam: a, ano; n, ne; n.u. neurceno.

niku a prostaté. Exprese je obecné udrZzovana v pri-
marnich i metastatickych kolorektélnich karcino-
mech i odvozenych bunécnych kulturdch (29).
Exprese CK20 v kolorektdlnim karcinomu byla

jako markeru pro detekci VNB a MMTS vSak komplikuje jak
nelegitimni transkripce v krevnich butikdch (57), tak také exi-
stence nékolika pseudogentl a genovych fragmentt v lidském
genomu (46, 58, 59; Hesse, osobni komunikace). Pfesto je cyto-
keratin 19 velice ¢asto vyuZivan k detekci cirkulujicich nado-
rovych bunék u nadort prsu (tab. 2) v lymfatickych uzlinich,
kostni dfeni a krvi. Pomé&rn€ Casto vSak také dochazi k ndlezu
mRNA i u kontrolnich skupin.

4.3.2. Cytokeratin 20 byl identifikovan v roce 1990 jako pro-
tein IT, hlavni cytoskeletarni polypeptid epitelu lidského stre-
va (29). Jedn4 se o protein o velikosti priblizné 46 kDa, jehoz
gen se nachazi na chromozomu 17q21.2 (obr. 2). Imunocyto-
chemicky byl detekovédn jako vyznamna sloZzka stfevniho
a zalude¢niho foveolarniho epitelu, urotelidlnich superficial-
nich bun€k a Merkelovych bunék epidermis. Vzacné byly
CK20 pozitivni buiiky nalezeny v brzliku, praduskach, zZluc-

Pacienti Kontrolni Reference Pavod | Prognosticky potrzena i v dalSich studiich. Movl} a k91. deteko-
vzorky vzorku vyznam vali expresi v 89/93 (75) a50/52 ptipadii (76), Chu
akol.u20/20 pacientii (77). Chu a kol. uvadi v pre-
Imunohistochemie hledu literatury pozitivitu CK20 pro riizné karci-
25/100 (25%) Clarke (83) LN a nomy — pro kolorektalni adenokarcinom je to 401
14/33 (42,4%) Greenson (84) LN a pozitivnich ptipadu z celkového poctu 426, tj. 94%
4/11 (45%) Litle (85) BM a (77). Tot v podobném prehledu uvadi pozitivitu
35164 (54,7%) Noura (86) LN n 177/194 (91%) pro primarni a 217/233 (93%) pro
471147 (32%) Oberg (87) LN n metastatické adenokarcinomy tlustého stieva (78).
4/41 (10%) Werther (88) BM n Pravdépodobné vSak dochazi ke sniZeni exprese
0738 (0%) PB n cytokeratintl v neoplastické tkéani (54, 79). Z dvo-
32/42 (76,2%) Yasuda (89) LN a du exprese omezené na gastrointestinalni, v men-
46/53 (86,8%) Yokoyama (90) jatra a $i mife i urogenitdlni soustavu, a hlavné nepfi-
207/529 (39,1%) tomnosti v krevnich builkdch, kostni dfeni,
lymfatickych uzlinich a neexistenci pseudogenti
RT-PCR se CK20 jevil jako naprosto idedlni marker pro
27727 (100%) 21721 (100%) | Bustin (91) PB n detekci VNB a MMTS v téchto tkanich. Pozdé&ji
1/30 (3,3%) 19/64 (29,6%) | Dimmler (92) BM n.u. vSak byla detekovana exprese CK20 v granulo-
6/8 (75%) Funaki (17) PB a cytech (80, 81). Tato ektopické transkripce by
18/28 (64%) 0/11 (0%) Funaki (93) PB a mohla vysvétlovat pomérné velké mnoZstvi fales-
13/18 (72%) 21/29 (72%) | Champelovier (94) PB n né pozitivnich vysledki. Bylo provedeno mnoZz-
8/8 (100%) BM n stvi studii, které se pokouSely detekovat VNB
15/35 (42,8%) 0/22 (0%) Chausovsky (95) PB a a MMTS v riznych tkanich. Vysledky nékterych
16/53 (30,2%) | Jung (81) PB n.u. znich jsou uvedeny v tab. 3. V posledni dobé& byl
5/14 (35%) BM n.u. vSak nalezen CK20 i v jinych neZ kolorektalnich
31/51 (60,8%) Rosenberg (96) LN a primérnich n4dorech a piisluSnych lymfatickych
44/85 (52%) Rosenberg (97) LN a uzlinich. Exprimované mnoZstvi bylo vSak vZdy
20/57 (35%) 1/16 (6,3%) Soeth (98) BM a nékolikanisobné niZ8i neZ u kolorektalniho kar-
9/52 (17%) Soeth (99) PB a cinomu (82).
20/65 (31%) BM a
9/30 (30%) 10/47 (21,3%) | Vlems (79) PB a 5. Zavér
9/19 (47,3%) 4/15 (26,6%) BM a Prestoze CK19 i CK20 maji z hlediska jejich vyu-
26/41 (63,4%) Weitz (100) PB a Ziti jako markert pro detekci volnych nddorovych
8/30 (26,7%) BM a bunék a mikrometastiz fadu nevyhod, v soucas-
63/100 (63%) 1/70 (1,4%) | Wharton (101) PB a né dobé¢, kdy nejsou znamy Zidné dostatecnd
12/25 (48%) 1/12 (8,3%) Wyld (102) PB n nadorové .sp.emf}vc’ké markery, se stélev_]e\v/i jako
3317701 (472%) | 1077382 (28%) Jefiny znejslibngjsich. Vzhledemk POMENE vyso-
kému procentu pozitivity i v kontrolnich skupi-

nich vSak bude nutné pouZivat pfi stanoveni cyto-
keratintl kvantitativni metody, nejlépe kvantitativni RT-PCR.
S tim souvisi také vybér ,,housekeeping* genli pouzivanych
k normalizaci vysledkd. Pravdépodobné bude nutné zavedeni
novych standardd, protoZe geny vyuZivané v soucasné dobé
(pfedevsim GAPDH) vykazuji zna¢nou variabilitu (103). Dal-
i otdzkou je vlastni prognosticky vyznam detekce nddorovych
bunék v krvi, resp. kostni dfeni a lymfatickych uzlinach.
Metastazovani je velice nedcinny proces (104) a pfitomnost
cirkulujicich nddorovych bunék v krvi nemusi nutné indiko-
vatbudouci vyvoj vzdalenych metastaz. Proto je nutné vyznam
detekce volnych nadorovych bun€k a mikrometastiz nepiece-
fovat, ale zdroveni mit na paméti mozné dalekosahlé vyuZiti
pro individualizaci 1é¢by onkologicky nemocnych pacientl
a tim zlepSeni klinickych vysledki.

Prace byla podpoiena Vyzkumnym zdmérem MZCR.
¢. 00020980501
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DIHYDROPYRIMIDIN DEHYDROGENAZA A JEJI ROLE V PREDIKTIVNI
ONKOLOGII

DIHYDROPYRIMIDINE DEHYDROGENASE AND ITS ROLE IN PREDICTIVE
ONCOLOGY
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Souhrn: Fluoropyrimidinova chemoterapeutika v ¢ele s S-fluorouracilem se vyuZivaji v 1é¢bé nadorovych onemocnéni uz od
poloviny minulého stoleti. I kdyZ je 5-fluorouracil (5-FU) hlavnim lékem vyuZivanym v terapii kolorektalniho karcinomu, paci-
enttl responzivnich na tuto 1éc¢bu je jen 15 — 30 % a u nékterych se miiZze objevit zdvazna toxicita. Pochopeni metabolismu 5-
FU vedlo k odhaleni enzym limitujicich biochemickou odpovéd 5-FU. Tyto prediktory rezistence by mohly byt sledovany
pred nasazenim terapie s cilem urcit pravdépodobnost pozitivni reakce na 1écbu a umozZnit pouZiti jiného chemoterapeutika
v pfipadé€ nizké pravdépodobnosti 1é¢ebné odpovédi. Jednim z téchto prediktori je enzym dihydropyrimidin dehydrogenaza
(DPD), ktery se podili na katabolismu 5-fluorouracilu na neaktivni metabolity. Je pfitomen v zdravych i nddorovych burikach,
jeji exprese je vSak v normélnich buiikach vyssi. Vysoka aktivita DPD v nadorovych butikach zptsobi inaktivaci 5-FU dfive,
nez by se mohl projevit cytotoxicky efekt chemoterapeutika. Naproti tomu deficience DPD v organismu miZe vést k vzniku
nebezpecné toxicity.

Klic¢ova slova: 5-fluorouracil, dihydropyrimidin dehydrogenéza, chemorezistence k fluoropyrimidintim

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.

Key words: 5-fluorouracil, dihydropyrimidine dehydrogenase, chemoresistance to fluoropyrimidines

Metabolismus a mechanismy pusobeni fluoropyrimidint
Fluorouracil je nejpouzivangj$im pfedstavitelem fluoropy-
rimidinovych chemoterapeutik. Byl syntetizovan Heidel-
bergerem pied vice nez 40 lety. PouZiva se jako chemotera-
peutikum u riznych forem solidnich nadort, pfedevsim
kolorektalnich karcinomil, nddort Zaludku, jater a pankrea-
tu. Nevyhodou je jeho toxicita, $iroka inter i intraindividu-
alni variabilita a ovlivnéni 1écebné odpovédi cirkadidnnim
rytmem. Nejvys§i koncentrace 5-FU v plazmé byly namé-
feny ve 4 hodiny rdno, nejnizsi pak ve 13 hodin odpoledne.
(1,2)

Metabolismus 5-FU normdlné probihd v jatrech (80%). Pres
10 % 5-FU je vylou¢eno moci v nezménéné podobé. 5-FU je
do bunék pfijiméan stejnou transportni cestou jako uracil. Ten-
to systém je energeticky nezavisly. Anabolickou cestou vzni-
kaji aktivni metabolity, katabolickou cestou je 5-FU inaktivo-
van a vyloucen z organismu. Pro uplatnéni cytotoxického
a protinddorového dc¢inku je nezbytnd jeho intraceluldrni ana-
bolick4 aktivace. Polocas rozpadu 5-FU je velmi rychly, asi 5
az 20 minut. Citlivost bunék k 5-FU zavisi na mnoha fakto-
rech, jako je napiiklad aktivita enzymi zahrnutych do meta-
bolismu fluoropyrimidinti, dostupnost kofaktort pro tyto enzy-
my, mnoZzstvi redukovanych folat v burtice, které stabilizuji
ternarni komplex s tymidylat syntdzou, a endogennich deoxy-
uridinmonofosfatd (AUMP). (3, 4)

Vzniklé aktivni metabolity 5-FU (FUTP, FAUMP a FAUTP)
zpusobuji poSkozeni buiiky. FUTP je inkorporovén do jader-
né a cytoplazmatické RNA, tim se zméni jeji funkce a sniZi se

Zivotaschopnost buiiky. FAUMP inhibuje enzym tymidylat

syntizu (TS), kterd je nezbytnd pro tvorbu jednoho z deoxyri-

bonukleotidl pro syntézu DNA, tvorbou stabilniho komple-
xu. FAUTP muZe byt zaclefiovan enzymem DNA polymera-
zou do DNA, tim se sniZi jeji stabilita a vznikaji fragmenty

DNA. (1,3-5)

Protinddorovy ucinek 5-FU tedy spoc¢ivé ve dvou hlavnich

ucincich:

a) vtvorbé 5-fluoro-2’-deoxyuridin-5-monofosfatu (FAUMP),
ktery se vdZe na enzym tymidylat syntdzu a bréni tak tvor-
bé nukleotidu tymidin monofosfitu (TMP) a inhibuje syn-
tézu DNA.

b) 5-FU je také preménovan na 5-fluorouridin-5’-trifosfat
(FUTP), ktery se zacletiuje do RNA a tim ovliviiuje jeji
funkce v zasaZené burice.

Na drovni bunécného cyklu ptisobi 5-FU na bunécné linie

v riznych fazich, podle typu linie a aplikované davky. U paci-

entl s kolorektdnim karcinomem byla po chemoterapii pozo-

rovéna zastava bunék v S a G2/M fazi. (6)

DPD a jeji vliv na rezistenci k fluoropyrimidiniim

Prvnim katabolickym krokem je redukce pyrimidinového kru-
hu 5-FU enzymem dihydropyrimidin dehydrogendzou (DPD).
Deficience tohoto enzymu u pacientii lé¢enych fluoropyrimi-
diny je spojena s vaZnou toxicitou (5). Vyslednym produktem
katabolismu 5-FU je fluoro-f-alanin (FBAL). Tento metabo-
lit je vylu¢ovan moci, mé dlouhy polocas rozpadu amtiZe piiso-
bit neurotoxicky. (1,3 -5)
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Aktivita 5-FU je limitovéna jeho rychlou degradaci dihydro-
pyrimidin dehydrogenazou. Vice nez 80 % 5-FU je degrado-
vano v jatrech. Jen mala ¢ast pfijmuté davky 5-FU se dostane
do nadoru, kde se mohou uplatnit protinddorové ucinky latky.
Vysoka hladina nddorové DPD umozni katalyzovat pfeménu
5-FU na neaktivni produkty dfive, neZ mohou byt vytvofeny
cytotoxické nukleotidy a neprojevi se tak protinddorovy efekt
l1éciva. Deficience DPD vede k vy$§imu riziku v4dZné toxicity
zasluhou vysoké expozice organismu 5-FU. U pacienti s kolo-
rektalnim nddorem reagujicich nalécbu 5-fluorouracilem byla
nalezena niZsi exprese DPD ve srovndni s pacienty, ktefi na
1é¢bu neodpovidali. (3, 7) Na druhé strané, v nékterych studi-
ich souvislost aktivity DPD s reakci na 5-FU a pfeZivanim paci-
entd nebyla pozorovana. (9 - 11)

Byla pozorovana zévislost mezi hladinou DPD mRNA a akti-
vitou DPD enzymu u kolorektdlnich nidord. (7, 12 - 15) Je-li
v tkéni vysokd hladina mRNA a vysoka aktivita DPD enzy-
mu, je 5-FU rychle katabolizovan na 2-fluoro-0-alanin a je
potlacena anabolickd konverze 5-FU fosforylaci na FUMP
aFUTP. Hladina mRNA a enzymatick4 aktivita DPD by moh-
ly pfedpovédét senzitivitu pacienta k 16¢bé 5-FU. Vysoka hla-

Obr. 1: Anabolismus 5-fluorouracilu

dina DPD muZe sniZit citlivost bunék k 5-FU a zptisobit rezi-
stenci.

Variabilita v toxicité a reakci na 1€k mtZe byt Caste¢né zpuso-
bena genetickou deficienci enzymu DPD. U malého procenta
populace (méné neZ 3%) je aktivita DPD vyznamné sniZend
(aZ 0 50% proti primérné kontrole). Tato porucha (tzn.
neschopnost degradovat 5-FU) mliZe mit za nasledek pfedem
neocekavatelné a velice zdvazné toxické ucinky u pacientl
podstupujicich 5-FU chemoterapii. Nejcastéjsi mutaci vedou-
ci k deficienci DPD je zdména nukleotidu G za A v intronu 14,
kterd zptsobuje Spatny sestfih mRNA a vznik nefunk¢niho
enzymu. Pacienti, pro néZ je 5-FU vysoce toxicky, mohou byt
ziejmé heterozygotni nebo homozygotni pro mutantni gen
DPD. (9, 16 - 19)

DPD aktivita mtiZe byt ovlivnéna riznymi faktory: obsah enzy-
mu, pfitomnost DPD inhibitort (cisplatina, uridin, allopuri-
nol), hladina NADPH kofaktort. (2, 20) Nékteré studie pou-
kazuji na souvislost mezi hladinou nadorové DPD a pohlavim,
u Zen byla nalezena niZ§i hladina. (16, 21, 22). Hladina DPD
jetaké zfejmé ovlivnéna cirkadidnnim rytmem. (2,22,23) Jiné
studie tuto skutecnost nepotvrdily. (24)

Struktura a funkce dihydropyrimidin
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dehydrogenazy
Dihydropyrimidin dehydrogendza (DPD,
EC 1.3.1.2) je poc¢ate¢nim a limitujicim
enzymem v katabolismu pyrimidinovych
bazi, redukuje dvojnou vazbu uracilu
i tyminu:

pyrimidin + NADPH <=> dihydro-

pyrimidin + NADP*

a podili se na vzniku [-alaninu u savct.
V buiice je pfitomna v cytoplazmé. Nativ-
nf sav¢i enzym ma molekuldrni hmotnost
210 kDa a je tvofen dvéma identickymi
podjednotkami. (28)
Lidsky DPD gen byl lokalizovan na prvni
chromozém (1p22) a je dlouhy nejméné
950kb. Je tvofen 23 exony, z nichZ nejdel-
81 je exon 23 (961 bp) a nejkratsi je exon
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15 (69 bp). Transkripci vznikdi mRNA
o velikosti 3,4 kb. Lidskd cDNA kéduje
l protein skladajici se z 1025 aminokyselin

s predpoklddanou molekuldrni hmotnosti

LHA L 111 kDa. (25 - 26)

Pocétecni anabolickd aktivace 5-fluorouracilu (5-FU) mtiZe probihat dvéma cestami. Bud piimym
prenosem ribdza fosfétu z fosforibozyl pyrofosfétu, katalyzovanym enzymem OPRTézou (fosfo-
ribozyltransferdza kyseliny orotové) za vzniku fluorouridinmonofosfatu (FUMP), nebo dvojkro-
orouridinu (FUrd) a jeho néslednou fosforylaci uridin kindzou (UK). Produkty téchto reakcei jsou
déle fosforylovéany uridin monofosfit kindzou (UPK) a uridin difosfat kindzou (U2PK) na fluo-
rouridin difosfat (FUDP) a fluorouridin trifosfat (FUTP), ktery je inkorporovan RNA polymera-
zou do RNA. FUDP miZe byt konvertovan ribonukleotid reduktdzou (RnR) na fluorodeoxyuri-
din difosfat (FAUDP), ktery je poté metabolizovéin na fluorodeoxyuridin monofosfat (FAUMP)
nebo fluorodeoxyuridin trifosfat (FAUTP) zacleniovany DNA polymerdzou do DNA. U¢inkem
enzymu tymidin fosforyldza (TP) na 5-FU vznik4 fluorodeoxyuridin (FdUrd), ktery je tymidin
kindzou pfeménén na FAUMP.

Obr. 2: Katabolické odbouravéani 5-FU
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Dihydropyrimidin dehydrogendza (DPD) inaktivuje 5-fluorouracil (5-FU) redukci pyrimidinové-
ho kruhu na 5°,6’-dihydrofluorouracil (DHFU), ktery miZe byt pfeménén dihydropyrimidinazou
(DHP) na 5-fluoroureido propionovou kyselinu (FUPA). Ta je za katalyzy [3-ureido propionazy
(Upr) a za uvolnéni NH, a CO, konvertovana na fluoro-B-alanin (FBAL).
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Exprese DPD mRNA je tkdtiove specific-
k4, DPD enzym je u zdravych jedinct pfi-
tomen hlavné v jatrech. (30 - 32) Aktivi-
ta v normdlni tkédni je variabilni. Vys§i
aktivita DPD enzymu byla mimo jaterni
tkan detekovéna také v pankreatu, cervi-
xu a naddorech prsu. NiZ8i hladina DPD je
v butikdch Zaludku, prostaty, mocového
méchyie a mocovodu. (11, 30) V primér-
nim kolorektalnim nadoru i metastazich
je niZ3i stupeii exprese DPD neZ ve zdra-
vé mukoze. (7,11, 13, 33, 34) V nadorech
mocového méchyte amocovych cest byla
pozorovéana vys$i hladina DPD ve srov-
nani s pfisluSnou zdravou tkani. (35 - 37)

Inhibitory dihydropyrimidin dihydro-
genaza, jejich vyhody a nevyhody

Potlaceni a¢inku DPD je spojeno s pro-
dlouZenim piitomnosti 5-FU v plazmé.
Latky, které slouZi jako inhibitory DPD
aktivity, zvySuji ucinek 5-FU v pfipadé,
je-li hladina DPD pfili§ vysoka. 5-FU neni
tak rychle pfeméniovan na neaktivni meta-
bolity a u pacienta se miZe sniZit stupeni



rezistence. Dramatické redukce 5-FU katabolismu ov§em musi
byt doprovizena také sniZzenim davek 5-FU, aby bylo zame-
zeno piipadnym zavaznym toxickym acinkdm. (38)

Tyto inhibitory 1ze rozdélit do dvou skupin podle jejich ucin-
ku: ireverzibilni inaktivatory (eniluracil) a reverzibilni inhibi-
tory (uracil, CDHP, CNDP).

Do prvni skupiny patfi eniluracil (5-ethynyluracil). Kovalent-
né se vdZze na DPD a nevratné tak inhibuje katalytickou akti-
vitu tohoto enzymu. Jeho podani sniZuje inter a intraindividu-
alni variabilitu a vliv cirkadidnniho rytmu. Perordlné poddvany
eniluracil inaktivuje DPD v gastrointestindlnim traktu a jat-
rech, ¢imz zesili dostupnost (aZ na 100%) a polocas Zivota 5-
FU (aZna 4 — 6 hodin). Eniluracil v kombinaci s 5-FU byl tes-
tovan na zvifatech a bylo pozorovano vyrazné zvySeni 5-FU
ucinnosti. Mezi neZddouci acinky patfi nevolnost a prijmy. (1,
5, 39, 40)

Reverzibilné plsobi uracil, ktery v nddorové tkéni selektivné
inhibuje degradaci 5-fluorouracilu tim, Ze kompetitivné inhi-
buje DPD. Malé mnoZstvi 5-FU je tedy degradovano katabo-
lickou cestou. Uracil v kombinaci s tegafurem v poméru 4:1
predstavuje dalsi 1é¢ivo UFT (uracil/tegafur). Tegafur slouZi
jako ,,prodrug* 5-FU, je konvertovan enzymy v jatrech na 5-
FU anavozuje vysokou hladinu 5-FU v plazmé. Poddvani UFT
tedy zajisti vysokou zasobu 5-FU a jeho aktivnich metabolitd
a minimalizuje produkci inaktivnich potencidlné toxickych
katabolith 5-FU. UFT byl v klinickych studiich vét§inou dob-
fe tolerovan a byl ucinny u pacientd s nadory tlustého stfeva,
Zaludku a prsu. Vyhodou je i ordlni aplikace 1éku. Mezi neZ4-
douci uc€inky opét patii nevolnost a prijmy. (1, 4, 5, 39)
Dal3im u¢innym reverzibilnim inhibitorem DPD je CDHP
(5-chloro-2,4-dihydroxypyridin), pisobi mnohem silnéji nez
uracil. Je sou¢asti chemoterapeutika S-1 vyvinutého v Japon-
sku v roce 1996. S-1 je kombinaci tegafuru, 5-chloro-2,4-
dihydroxypyridinu a oxonové kyseliny s pevnym molarnim
pomérem 1 : 0,4 : 1. CDHP redukuje degradaci 5-FU a pro-
dluZuje vysokou koncentraci 5-FU v plazmé, oxonova kyse-
lina plisobi proti pfeméné 5-FU na FUMP, sami o sobé nema-
jiprotinadorovy tcinek. V preklinickych zkouskach mél S-1
vy§$i protinddorovy ucinek a mensi toxicitu neZ tegafur poda-
vany samostatng. Davkou limitovanou toxicitou byla v kli-
nickych zkouSkich myelosuprese; diarrhoea a stomatitida
byly velice mirné. Gastrointestindlni toxicitu S-1 sniZovala
kyselina oxonové. U¢inky 1éku byly podobné u¢inktim kon-
vencnich terapii, sniZila se ov§em toxicita stupné tii a Ctyfi.
(1,4,5,39,41)

CNDP (3-cyano-2,6-dihydroxypyridin) funguje jako reverzi-
bilni inhibitor DPD v jatrech az 200 krat uc¢innéji neZ uracil.
Spolecné s 1-ethoxymetyl-5-fluorouracilem (EM-FU) v pomé-
ru 1:1 tvofi latku oznacovanou jako BOF-A2 (emitefur). EM-
FU je pomalu konvertovan mikrozomalnimi enzymy, CNDP
sniZuje eliminaci 5-FU v jatrech. Experimentalné bylo zjiSté-
no, Ze u zvitat po podani BOF-A2 se v periferni krvi udrzela
vysokd hladina 5-FU po dlouhou dobu a BOF-A2 mél proti-
nadorovy ucinek. (5, 42)

Metody stanoveni dihydropyrimidin dehydrogenazy
Dihydropyrimidin dehydrogenazu je moZno detekovat riizny-
mi technikami na irovni RNA nebo proteinu. Jednotlivé meto-
dy se lisi citlivosti, cenou a naro¢nosti provedeni. Nasledujici
prehled pojednava o nejcastéji vyuZivanych metodach pfi
detekci DPD.

Analyza nukleovych kyselin

Po izolaci celkové mRNA z testovaného vzorku je provedena
reverzni transkripce a amplifikace cDNA pomoci enzymu
reverzni transkriptdzy. Pro tuto metodu je postacujici mensi
mnoZstvi materidlu, dalSi vyhodou je vysoka citlivost a snad-
né pfiprava vzorku. Vzniklé produkty PCR reakce je nutné néja-
kym zptsobem detekovat. Je moZzné vyuZit elektroforetickou
separaci v agar6zovém gelu nebo chromatografii. (13, 34)
Vysokoucinna kapalinova chromatografie (HPLC, High Per-

formance Liquid Chromatography) je modifikaci chromato-
grafie — techniky slouZici k separaci molekul mobilni a staci-
onarni faze. Jeji vyhodou oproti jednodussi a levnéjsi elektro-
foréze je vyS$si citlivost metody. Analyzovand latka je
rozpusténa v rozpoustédle, tato kapalna mobilni faze je nane-
sena na chromatografickou kolonu, kde dochazi k interakcim
mezi pevnou sloZkou a mobilni fazi. Rtzné slozky analyzo-
vané smési maji riznou afinitu ke staciondrni fazi, jsou roz-
dilné zadrZovany a zpoZdovany. Pristroj detekuje jednotlivé
prochézejici slozky analyzované smési, které dospéji k detek-
toru v riiznych retencnich ¢asech. (13, 16, 34)

Klasickd PCR metoda slouzi k specifické amplifikaci frag-
mentu DNA. Po nékolikandsobném opakovani cyklu denatu-
race dvoufetézce DNA na jednofetézec — hybridizace prime-
rd — polymerace, se mnohondsobné zvysi pocet kopii
amplifikovaného useku DNA.

Metoda real-time PCR umoziiuje sledovéni vznikajiciho PCR
produktu pfimo v pribéhu celého amplifika¢niho procesu
a nasledné stanoveni koncentrace nezndmého vzorku. Pro
kvantifikaci se mohou vyuZivat interkala¢ni barviva, napt. Sybr
Green I, specifickou detekci umoZiiuji sondy, coZ jsou uméle
nasyntetizované oligonukleotidy, o velikosti 20 — 30 nukleo-
tid, komplementérni k amplifikované oblasti, které se vazi
mezi primery specifické pro danou oblast. Fluorescen¢ni zare-
ni vznikajici béhem reakce je zaznamendno pfistrojovym ana-
lyzatorem a s kaZdou vytvofenou molekulou amplikonu
nartstd jeho intenzita. Jako referencni geny se vyuZivaji hou-
sekeeping geny, nejCastéji gen pro GAPDH nebo [3-aktin, kte-
ré slouZi jako endogenni kontrola se zndmym poctem kopii.
Tato metoda umoZiiuje stanoveni koncentrace v rozsahu néko-
lika ¥4dd, je presnéjsi a citlivéjsi neZ klasickd PCR, probiha
v uzavieném systému, redukuje chyby a podminky PCR lze
pomérné rychle optimalizovat. (12, 43, 44)

Nevyhodou metod zaloZenych na studiu nukleovych kyselin je
fakt, Ze neni detekovéna ptimo aktivita proteinu v dané tkani.
Stanoveni DPD na drovni proteinu

Imunochemické metody detekce DPD jsou zaloZeny na spe-
cifické reakci antigenu a protilatky. NejCastéji se vyuZivaji
metody ELISA a Western blotting.

ELISA (Enzyme-Linked Immunosorbent Assay) je metoda
slouZici k zjiStovani pfitomnosti protilatek proti urcitému
antigenu.UmoZiiuje stanoveni DPD enzymu za vyuZiti pro-
tilatek proti DPD. V pfipad€ stanoveni DPD lze vyuZit tzv.
sendvi¢ovou modifikaci. Vzorek, obsahujici zjiS§tovany anti-
gen, se aplikuje na desti¢ku, na kterou je vdzana protildtka
proti DPD. Druha protildtka je znacend enzymem a reaguje
s jinymi determinanty na povrchu molekuly zjiStovaného
antigenu (v tomto pfipadé enzymu DPD). Po pfidani chro-
mogenniho substritu je mozné detekovat fotometricky bare-
vnou zménu substrétu. Jde o jednoduchou, rychlou a finan¢-
né nendro¢nou techniku s vysokou citlivosti a specifitou.
Nevyhodou je to, Ze neni stanovena pfim4 aktivita proteinu
v tkéani. (3, 5, 10, 11, 33, 34, 45)

Metoda Western blotting vyuZiva polyklondlni protilatky
a sekundérni protilatky. Detekované proteiny jsou elektrofo-
reticky rozdéleny za denaturacnich podminek, pfeneseny z gelu
na pevnou membranu a mista, na které se proteiny nenavaza-
ly, se nespecificky zablokuji, ¢imZ se zabrani vzniku faleSné
pozitivnich vysledkd. K detekci antigenu zachyceného na
membrané se vyuzije primarni protilatka, ktera se specificky
vaze na detekovany protein. Komplex protilatek a antigend je
vizualizovdn pomoci enzymu a chromogenniho substratu
podobné jako u metody ELISA, na membriné vznika viditel-
ny band v misté, kde je primarni protilatka navdzdna na dete-
kovany protein. (7, 13)

Vyznam stanovovani DPD v predikci chemorezistence
nadoru

Sledovani enzymu zapojenych do metabolismu 5-fluoroura-
cilu (DPD, tymidylét syntdza, tymidin fosforyl4za), at uz jed-
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notlivé nebo spolecné, umoZnuje optimalizaci terapie fluoro-
pyrimidiny, vybér vhodného preparitu a jeho davkovani.
Detekce exprese a aktivity téchto enzym pied zahdjenim tera-
pie miZe odhalit pacienty, ktefi s velkou pravdépodobnosti na
1é¢bu fluoropyrimidiny nebudou reagovat, nebo se u nich
dokonce objevi vazna toxicita. V té€chto ptipadech by pak paci-
ent nemusel byt vystavovian zndmému riziku toxicity a mohla
by pro néj byt navrZena jin4 forma terapie.

Dihydropyrimidin dehydrogenaza je enzym, ktery katabolicky
degradaduje vice nez 80 % prijatého 5-fluorouracilu a limituje
jeho ucinnost. Sledovéni hladiny mRNA a enzymatické aktivi-
ty DPD dovoli jest€ pred 1é¢bou pfedpovédét reakcei pacienta na

1€k. Je-1i u pacienta detekovana vysoka hladina DPD v nddoro-
vé tkani, neprojevi se dostatecné protinddorova aktivita 5-FU
apacient bude na 1é¢bu fluorouracilem rezistentni. V tomto pii-
padé by nasazeni inhibitort DPD zpomalilo odbourdvéni azvy-
Silo terapeuticky ucinek 5-FU. Pacientovi mohou byt také poda-
vany niz$i davky léku. Naopak, piili§ nizkd hladina nebo
deficience DPD zvySuje riziko toxickych a¢ink terapie zpiiso-
benych vystavenim organismu nadmérnym davkam 5-FU.

Stanovovani dihydropyrimidin dehydrogendzy a dalich enzy-
mi podilejicich se na metabolismu chemoterapeutik povede

k vétsi individualizaci 1é€by, niZsi toxicit€ a vEtsi ucinnosti
1écby nddorovych onemocnéni.
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puvodni prace

VZTAH MOTILITY A INVAZIVITY TRANSFORMOVANY CH BUNEK -
MODEL H2-K/V-JUN FIBROSARKOMOVYCH BUNECNYCH LINII

RELATIONSHIP BETWEEN MOTILITY AND INVASIVENESS
OF TRANSFORMED CELLS - A MODEL OF H2-K/V-JUN
FIBROSARCOMA-DERIVED CELL LINES

PEYCHL J.*, HATINA J.*, REISCHIG J.*, CERVINKA M.*

#UNIVERSITA KARLOVA, LEKARSKA FAKULTA V HRADCI KRALOVE, USTAV LEKARSKE BIOLOGIE
A GENETIKY
*UNIVERSITA KARLOVA, LEKARSKA FAKULTA V PLZNI

Souhrn: Vychodiska: Invazivita nadort pfedstavuje jeden z klicovych momentti metastatického procesu. Vlastni schopnost
¢i neschopnost invaze je vyslednici nékolika dil¢ich fenotypi, zejména motility nddorovych bunék a jejich schopnosti prote-
olytické degradace tkanovych bariér (bazalni membrana, extracelularni matrix). Jednou z moZnosti jak objasnit vztah kom-
plexniho invazivniho fenotypu a jednotlivych dil¢ich fenotypi je vyjit z definované série nadorovych buné¢nych linii vyka-
zujicich polymorfismus v uvedenych fenotypovych charakteristikich. Typ studie: Vysli jsme z fibrosarkomu H2-K/v-jun
transgenni mysi a rozsahlou manipulaci v tkanové kultufe jsme vytvofili sérii nadorovych buné¢nych linii liSicich se ve stup-
ni vyjadreni invazivniho a motilitniho fenotypu. Metody a vysledky: K odvozeni jednotlivych bunécnych linii jsme vyuZili
kombinaci tfi experimentalnich strategii. 1. Bunéc¢na heterogenita vstupniho nadorového vzorku umoznila odvozeni zaklad-
nich buné¢nych linii JUN-1, -2 a —3. 2. Sponténni transformace v kontinudlni kultufe umozZnila rozliSit sublinie odvozené
z bunécnych linii JUN-1 a JUN-2. 3. Stabilni transfekce expresniho vektoru pro onkogen c-fos dala vznik kloniim u riiznych
sublinii JUN-1 a JUN-2. V8echny buné¢né linie, sublinie a klony byly fenotypicky charakterizovany jednak na arovni invazi-
vity testem invaze do Matrigelu, jednak na trovni motility testem hojeni rany in vitro. Zdvéry: H2-K/v-jun série fibrosarko-
movych bunécnych linii pfedstavuje experimentalni ndstroj pro studium nddorové motility a invazivity, a to jak ve vzdjemné
zavislosti v rdmci komplexniho invazivniho fenotypu, tak i navzajem nezévisle, a jako takova pfedstavuje vhodny vstup do
dal$ich projektt zaméfenych na molekularni analyzu nadorové invazivity.

Kli¢ova slova: nadorové bunécné 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

Uvod

Rozhodujici ¢ast mortality v souvislosti s nddorovymi one-
mocnénimi pfipadd na vrub metastatické kapacité nddorovych
bunék v pokrocilych fazich nddorové transformace. Samotnd
metastatickd kaskdda zahrnuje pfesné sladény sled nékolika
udélosti. Na samotném pocatku musi byt butika schopna opus-
tit primdrni nador a soucasnou destrukci tkafiovych bariér
(bazalni membrana, extraceluldrni matrix) a aktivni lokomo-
ci dosdhnout krevni nebo lymfatické kapilary. Tato poCatecni
invaze a lokomoce plynule pfechdzi v intravazaci do krevni-
ho nebo lymfatického fecCisté, kterd je opét provazena destruk-

ci bazélni membrény endotelu. Nadorova buiika pak musi byt
schopna na urcitém misté z krevniho nebo lymfatického obé-
hu vystoupit a znovu zahdjit proliferaci na sekunddrnim mis-
té. Toto je klasicky pribé&h metastatické kaskady (1,2).

V naSi préci se soustfedime na samotny pocatek celého metas-
tatického procesu, tj. nidorovou motilitu a invazivitu. Ukazu-
je se, Ze vztah mezi obéma témito procesy byvé neziidka obtiz-
né definovat. V fad¢ praci jsou pojmy ,,migration®, ,,motility*,
~movement®a,,invasion“uZivany v zdsadé synonymné. Je jas-
né, Ze invazivni buika musi byt zarovenl motilitni, zadroven
ovSem také plati, Ze samotna schopnost motility je$té nevysti-
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huje cely rozsah vlastnosti charakterizujicich invazivni feno-
typ. Nedilnou soucdsti invazivniho fenotypu je schopnost pro-
teolytické destrukce biologickych bariér (2,3).V nasi praci pro-
to nazirdme na nddorovou invazivitu jako na jakysi zastfeSujici
a komplexni fenotyp, ktery je moZné rozloZit do pfinejmen-
$im dvou dil¢ich intermedidrnich fenotypt . schopnosti aktiv-
niho pohybu (motility) a schopnosti proteolytického ataku vici
bazéalni membrané a extracelularni matrix.

Jednou z moZnosti, jak studovat a na molekuldrni drovni cha-
rakterizovat rizné aspekty transformovaného fenotypu vcet-
né motility a invazivity je odvodit ur¢itou definovanou sesta-
vu nadorovych buné¢nych linii, pokryvajici co nejSirsi ¢ast
vyvoje a progrese nddoru. Existuje nékolik strategii odvozeni
takové usporadané série bunécnych linii. Je naptiklad moZné
odvodit bun&né linie z rtznych stadii vyvoje nadoru (napf.
primarniho nddoru a metastazy) u téhoz pacienta (4). Je samo-
zfejmé také mozné vyuZit principu naddorové heterogenity
a odvodit n€kolik bunécnych linii reprezentujicich rizné eta-
py nadorové progrese z jediného nadoru (5). Jinou strategii je
odvodit v prvni fazi z daného nadoru jedinou bunéénou linii
a sérii bunécnych linii kryjicich urcitou ¢ast naddorové progre-
se odvodit riznymi postupy in vitro transformace této vycho-
zi buné¢né linie. Tato transformace miiZe probihat spontanné
pfi dlouhodobé nepfetrzité kultivaci, nebo miiZe byt specific-
ky smérovana napf. mutagenezi, genovou manipulaci ¢i opa-
kovanym prevedenim do stavu nddoru in vivo ve vhodném zvi-
fecim hostiteli. Pfikladem takto vytvofenych komplexnich sérii
nadorovych bunécnych linii jsou lidské série MCF-10a HMT-
3522 nédoru prsu (6,7), série krysich bunécnych linii odvoze-
nych ze spontanniho karcinomu prostaty (Dunning rat prosta-
tic carcinoma series) (8) nebo QRsP-série mySich
fibrosarkomovych linii (9).

Cil prace

Cilem nasi prace bylo odvozeni nové ptivodni série bunécnych
linii, a to pivodu fibrosarkomu vytvéafejiciho se v reakci na
hluboké poranéni u H2-K/v-jun transgenni mysi (10). Jedno-
tlivé buné¢né linie byly odvozeny kombinaci shora naznace-
nych experimentalnich strategii. Zakladni linie (JUN-1,-2 a-3)
odréazeji vstupni nddorovou heterogenitu. Dalsi sublinie byly
odvozeny kontinudlni kultivaci a stabilni transfekci kooperu-
jiciho onkogenu. Jednotlivé bun&¢né linie a sublinie byly cha-
rakterizovany z hlediska motility a invazivity, coZ nim umoz-
nilo pfesnéji vymezit podil intermedidrnich fenotypl na
komplexnim invazivnim fenotypu.

Metody

Vstupni nddorovy vzorek

H2-K/v-jun transgenni mysi byly laskavé poskytnuty Dr. Mar-
tinem Breitmanem (Samuel Lunenfeld Research Institute, Uni-
versity of Ontarion, Kanada). U této transgenni mysi se v reak-
ci na hluboké poranéni, jako je biopsie ocasu, vytvaii lokalné
invazivni nemetastazujici fibrosarkom(10). Bunécné linie
JUN-1 a JUN-2 byly odvozeny z téhoZ fibrosarkomu vyvije-
jictho se po dobu 7 mésicti od biopsie ocasu, bunécna linie
JUN-3 byla odvozena z nasledujiciho fibrosarkomu téZe trans-
genni mysi, jenZ se vyvijel po dobu 11 mésica.

Plasmidy

CMV-c-fos expresni vektor byl laskavé poskytnut Dr. Char-
lese Vinsonem (National Cancer Institute, National Institute
of Health, Bethesda U.S.A.) (11), pSTneoB vektor byl laska-
vé& poskytnut Dr. Petrem Draberem (Ustav molekularni gene-
tiky AV CR v Praze) (12). Plasmidy byly purifikovany systé-
mem Nucleobond Plasmid Purification Kit fy Clontech, podle
pokynt udanych vyrobcem.

Zdkladni bunécnd kultura

Néador byl mechanicky rozmélnén na kousky o priblizné veli-
kosti 1 mm3, které byly pfimo naneseny na dno kultiva&ni mis-
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ky. Kultivace byla proviadéna v médiu DMEM (Sigma) dopl-
néném fetdlnim telecim sérem (Sigma) na vyslednou kon-
centraci 10 % a antibiotiky penicilinem (vysledné 100 U/ml)
a strepromycinem (vysledné 100 pg /ml) (BioWhittaker).
VSechny bunécné linie byly odvozeny z primarni nddorové
kultury odpichnutim izolované rostouci kolonie Zlutou mik-
ropipetovou $pi¢kou pod inverznim mikroskopem po pted-
chozi kratkodobé trypsinizaci prislu§né kolonie.

Odvozeni stabilné transfektovanych klonii

Stabilné transfektované klony nesouci CMV-c-fos expresni
vektor byly odvozenyz linie JUN-1 po 40 bunécnych genera-
ci v kultufe (population doubling —PD) a 200 PD a z buné¢né
linie JUN-2 po 200 PD kontinudlni kultury. Transfekce byla
provedena kalcium-fosfatovou precipitacni metodou pro-
stfednictvim systému CalPhos Transfection Kit fy Clontech,
podle pokyni vyrobce. Subkonfluentni buné¢éna kultura na
100 mm- kultiva¢ni misce byla pfitom transfektovdna smési
10 pg CMV-c-fos a 1 ug pSTneoB. Selekce byla provedena
kultivaénim médiem doplnéném antibiotikem G418 (Sigma)
ve vysledné koncentraci 500 pg /ml. Odvozeni individudlnich
stabilné transfektovanych klonii bylo provedeno totoZné jako
izolace ptivodnich linif z primérni nddorové kultury.

Test motility

Buné¢na motilita byla analyzovana jako tzv. test hojeni rany
in vitro (in vitro wound healing assay). Podstatou je mecha-
nické naruSeni konfluentni bunécné kultury, ¢imZ dochdzi
kuvolnéni kontaktni inhibice pohybu a buriky na okrajich rany
mohou migrovat do uvolnéného prostoru. Prabéh této migra-
ce je pozorovan v pravidelnych ¢asovych intervalech a foto-
graficky zaznamendvan. Vyhodnoceni bunécné motility bylo
provedeno po 11 hodinach hojeni rdny, a to pfifazenim dané
bunécné linie, sublinie ¢i klonu do jedné z nasledujicich kate-
gorii : — Zadnd aktivita +: sporadickd aktivita undulujicich
membrén (ruffling) na okrajich rdny ++: uniformni aktivita
undulujicich membran (ruffling) na okrajich rany +++: spora-
dicky pohyb bunék do prostoru rany ++++: uniformni pohyb
bunék do prostoru rany spojeny se zménou jejich usporadani
do polohy kolmé k ose rany (viz Tabulka 1.).

Test invazivity

Invazivita byla analyzovana prostfednictvim testu invaze do
Matrigelu (BD BioCoat Matrigel Invasion chamber — Becton
Dickinson), podle pokynt udanych vyrobcem. Test vychazi
z modifikované Boydenovy komurky, jejiZ horni a dolni kom-
partment je oddélen membranou s mikropéry o priiméru 8 pm.
Tato membrana je pokryta vrstvou Matrigelu, ktery slouZi jako
model extracelularni matrix ¢i bazalni membrany (13). Buiiky
se nanaseji v jednobunécné suspenzi do horniho kompartmen-
tu a maji-li invazivni schopnost, jsou schopny pfekonat vrstvu
Matrigelu, projit mikropéry membrany a adherovat na jeji opac-
né stran€. Zde jsou pak fixovéany, obarveny a kvantifikovéany.
V naSem pripadé byla kvantifikace provedena pfimym pocitd-
nim invadujicich bunék pod inverznim mikroskopem, pficemz
jako vyjadfeni invazivity jsme pouZili soucet invadujicich
bunék z péti ndhodné vybranych optickych poli inverzniho mik-
roskopu, s pouZitim 15-krat zvétSujictho objektivu. Kazda linie,
sublinie ¢i klon byly analyzovény v triplikatu.

Vysledky

Ze dvou fibrosarkomt indukovanych u jedné a téZe transgen-
ni mysi se podafilo celkem odvodit tfi bunécné linie JUN-1,
JUN-2 a JUN-3. Analyza motility a invazivity byla provede-
na po 100 PD v kontinudlni kultufe a odhalila zna¢né rozdily
v obou té€chto charakteristikdch. Buné¢nd linie JUN-2 byla
malo motilitni a neinvazivni, buné¢na linie JUN-3 byla nao-
pak velmi motilitni a invazivni a u linie JUN-1 byla motilita
a invazivita intermediarni mezi obéma zbylymi vyhranénymi
bunécnymi liniemi.



Tabulka 1: Korelace motility a invazivity v sérii fibrosarkomovych
bunéénych linii odvozenych z H2-K/v-jun transgenni mysi*.

IBunééna linie Motilita Invazivita
JUN1(40) + 52+10
JUN1(100) +++ 599+125
JUN1(200) ++++ 46591403
JUN2(40) - 130+27
JUN2(200) +++ 244+36
JUN3(100) ++++ 300£210
JUN1(40)fos1 +++ 166123
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 +++ 231425
JUN2(200)fos7 ++ 93£13
JUN2(200)fos10 - 91427

*JUN-1, -2 a -3 predstavuji zdkladni klonélni fibrosarkomové bunécéné
linie, ¢islo v zavorce udava pocet bunéénych generaci v tkatiové kultufe
a fos1 aZ fos10 oznaCuje konkrétni stabiln€ transfektované klony nesouci
CMC-c-fos expresni vektor. Uroveti motility byla analyzovéna prostied-
nictvim testu hojeni rany in vitro 11 hodin po zavedeni rdny do konfluent-
niho buné¢né kultury, pfic¢emzZ jsme rozliSili pét trovni: -: Zadn4 aktivita
+: sporadickd aktivita undulujicich membran (ruffling) na okrajich rany
++: uniformni aktivita undulujicich membréan (ruffling) na okrajich rany
+++: sporadicky pohyb bunék do prostoru rany ++++: uniformni pohyb
bunék do prostoru rany spojeny se zménou jejich usporadani do polohy
kolmé k ose rany. Invazivita byla analyzovana jako test invaze do Matri-
gelu. Kvantifikace pfedstavuje soucet invadujicich buné€k z péti nahodné
vybranych optickych poli inverzniho mikroskopu, s pouZitim 15-krat zvét-
Sujiciho objektivu. Kazda bunécnd linie ¢i klon byly analyzovany v tripli-
kétu a invazivita je vyjadfena jako primér + smérodatna odchylka.

Bunécné linie JUN-1 byla ov§em pfedmétem intenzivni trans-
formace v pribéhu kontinudlni kultury. Byla-1i analyzovana
po 40 PD v kultufe, vykazovala nizkou motilitu a byla nein-
vazivni, srovnatelnd s linif JUN-2(PD100). Naopak po 200 PD
se linie JUN-1 ukézala jako intenzivné€ motilitni a invazivni,
srovnatelnd s butikami JUN-3(PD100). Principidlné podobny
fenotypovy posun byl u bunék linie JUN-2 s ohledem na bunéc-
nou motilitu, kterd se po 200 PD v neptetrzité kultuie zietel-
né zvysila, buiikky ovSem stale zastaly neschopny invaze do
Matrigelu.

Ze sublinii JUN-1(PD40), JUN-1(PD200) a JUN-2(PD200)
jsme odvodili sadu stabilné transformovanych klonii nesou-
cich expresni vektor kédujici onkoprotein c-fos; ptvodni
bunécné linie byly odvozeny z transgenni mySi exprimujici
onkogen v-jun pod kontrolou promotoru genu hlavniho histo-
kompatibilitniho komplexu Ltiidy H2-K* (10), pficemZ rodi-
ny onkoproteint jun a fos heterodimerizuji — vzniklé komple-
xy se oznacuji jako AP-1 a puasobi jako transkrip&ni faktory
(14). Zajimalo nas proto, do jaké miry se zméni stupeii trans-
formace fibrosarkomovych bunéénych linii fizenou nadmér-
nou expresi kooperujictho onkogenu.

Vysledek ziskany u stabilné transfektovanych klonti JUN-
1(PD40) a JUN-2(PD200) v podstaté¢ odpovidal ocekavani, tj.
alespoii u nékterych z klonti doslo ke zvySeni arovné motility
ainvazivity, pfi¢emzZ ve vSech ptipadech byla zachovana doko-
nalé korelace mezi motilitou a invazivitou.

Vysledky ziskané u stabilné transfektovanych klonti JUN-
1(PD200) byly presné opacné. Prekvapivé zde doslo k vyraz-
nému sniZeni celkové drovné motility a invazivity, mezi jed-

notlivymi stabilné transfektovanymi klony ov§em i nadéle exi-
stovala dokonal4 korelace mezi motilitou a invazivitou.
Kvantifikaci irovné motility a invazivity v§ech analyzovanych
bunécnych linii a klont ud4dva Tabulka 1.

Diskuse

V tomto ¢lanku referujeme o odvozeni série mySich fibrosar-
komovych bunécnych linif a jejich fenotypové charakterizaci
z hlediska motility a invazivity. B1iZ§i srovnéni jednotlivych
linii a klond odhaluje nékolik zajimavych skute¢nosti.

Na prvnim misté je z naSich vysledki patrné, Ze efekt fizené
exprese kooperujiciho onkogenu kriticky zdvisi na piijem-
covské bunécné linii. Zatimco u nizce motilitnich a neinva-
zivnich sublinii dochézi alespoti u urcitych klont k vyjadfeni
motilitniho a invazivniho fenotypu, u silné motilitni a inva-
zivni bunécné sublinie JUN-1(PD200) je vysledek ptfesné
opacny — vSechny stabilné transfektované klony maji charak-
ter revertantd, s velmi vyrazné sniZzenou motilitou a s invazi-
vitou sniZenou na zhruba polovinu.

Srovnani trovné motility a invazivity jednotlivych sublinii
a klond nam dale umoZiiuje bliZe pochopit vztah mezi témito
dvéma fenotypy. Pfedevsim je patrné, Ze v rdmci kazdé logic-
ké série sublinii a klon (tj. buné¢na linie JUN-1 v prib¢hu
kontinudlni kultury a jednotlivé sady c-fos-stabilnich trans-
fektant(l) zde existuje dokonald korelace mezi urovni motility
a invazivity — nejinvazivnéjsi klony jsou také nejvice motilit-
ni a obracené. Toto pozorovani je v souladu s limitnim posta-
venim motility v determinaci komplexniho invazivniho feno-
typu (15). Zcela jiny obraz ndm vyvstava pfi srovnani Grovni
motility a invazivity mezi jednotlivymi logickymi skupinami
sublinii a klondl. Za povSimnuti v tomto ohledu pfedevsim sto-
ji skupina c-fos — stabilné transfektovanych klonil sublinie
JUN-1(PD200). Fenotypicka reverze pozorovana u téchto klo-
nt mé charakter dramatického sniZeni drovné motility, pfece
vSak ziistava rezidudlni invazivita vysoko nad drovni nejin-
tenzivnéji motilitnich klon odvozenych ze sublinii JUN-
1(PD40) a JUN-2(PD200). Zda se tedy, Ze kazda ptijemcov-
ské bunécna sublinie pouZitd pro transfekci m4 urcité dané
,.genetické pozadi, které spoludeterminuje celkovou trovei
invazivity spole¢né s motilitou. Logickym kandidatem toho-
to“genetického pozadi® je proteolytickd aktivita bunék destru-
ujici Matrigelovou bariéru v priibéhu testu invazivity (3,15,16).
Kvantifikace této proteolytické aktivity predstavuje tedy bez-
esporu prioritni krok v dali charakterizaci H2-K/v-jun fibro-
sarkomovych buné¢nych linii.

Zavér

V praci prezentovand série mySich fibrosarkomovych bunéc-
nych linii umoZiuje analyzovat buné¢nou motilitu a invazivi-
tu jak spole¢né jako Casti jednotného invazivniho fenotypu
(srovnani v ramci jednotlivych skupin sublinii a stabilné trans-
fektovanych klont), tak i oddélené jako nezavislé fenotypy
(srovnani mezi jednotlivymi skupinami stabilné transfektova-
nychklont). V této podobé piedstavuje zde prezentovand série
nadorovych bunéénych linii vyhodny vychozi model pro zah4-
jeni do projekti zaméfenych na molekularni analyzu motility
a invazivity.

Podékovani: Dékujeme Dr. Martinu Breitmanovi za laskavé
poskytnuti H2-K/v-jun transgenni my$i linie, Dr. Charlesu
Vinsonovi za CMV-c-fos expresni vektor a Dr. Petru Drabe-
rovi za pSTneoB plasmid. Prace na tomto projektu byla pod-
pofena grantem 301/01/P059 Grantové agentury Ceské repub-
liky a vyzkumnymi zdméry MSM 111500002 a MSM
111400003 Ministerstva Skolstvi, mladeZe a t&lovychovy Ces-
ké republiky.
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informace

STRUCNA CHARAKTERISTIKA NOVOTVARU Z DAT
NARODNIHO ONKOLOGICKEHO REGISTRU CR

UP-DATE SUMMARY FROM CZECH CANCER
REGISTRY

GERYKE.], HOLUB J.2, ZACEK V.3
I MASARYKUV ONKOLOGICKY USTAV, BRNO
2USTAV ZDRAVOTNICKYCH INFORMACI A STATISTIKY CR, PRAHA

Dostupné celostétni statistické ptehledy Néarodniho onkologického regist-

ru (NOR) umoZiiuji nasledujici stru¢né zavery a doporuceni (1):

1. V roce 1999 nové diagnostikovdno 59.535 onemocnéni, tj. 579 na 100
tisic obyvatel, coZ je nariist 0 22% ve srovnani s rokem 1992. Za obdobi
let 1992-99 bylo v CR nové zjisténo 438.334 nemocnych, dopliiujicich
pfes 2 miliony nadort, evidovanych za uplynulych 50 let. V roce 2003 je
ocekdvano 70 tis. novych piipadi.

2. V roce 1999 zemielo na novotvar 28.038 pacientd, tj. 273/100 tis. oby-
vatel, coZ je nartst o 0,6% proti roku 1992. V letech 1992-999 zemfelo
v CR na malignitu jako hlavni pfi¢inu smrti 223.801 nemocnych. Ve
srovndni s incidenci pocty zemielych stagnuji, v nékterych oblastech kle-
sajizdtvodi veasnéjsi diagnostiky a efektivnéjsi terapie, vyznamné pro-
dluZujici dobu Zivota onkologicky nemocnych, ¢astéji umirajicich na
jinou pficinu, napf. embolizaci, kardiovaskuldrni selhdni aj. Umrtnosti
na nadory v 55% prevazuji muZi nad Zenami se 45%.

3. K 31.12. 1999 bylo dispenzarizovano 336.626 nadort, ze kterych Zeny
v 60% prevazovaly nad muZi se 40%. Ve véku 30-59 let je 1é¢eno o 8,6%
vice Zen neZ muzi a naopak ve véku 60-79 let Iéceno o 8,4% vice muzi
neZ zen. Po ode¢teni nadori kiiZe, které mohou jako vicecetné spinalio-
my a bazaliomy zkreslovat hodnoceni, je ve v€ku 30-59 let 1é¢eno o vice
nez 33 tis. Zen neZ muZil. Za obdobi let 1992-99 ¢inil primérny mezi-
ro¢ni ndrast 1é¢enych témét o 15 tisic, pficemZ u 4,2% onkologicky
nemocnych byly evidovany dvé nebo vice histologicky a topograficky
odli$nych malignit. Jejich postupny nartst je disledkem dédi¢né predis-
pozice a neziidka razantni chemo a radioterapie prvotniho nddoru, indu-
kujictho novotvar nésledny. V roce 2003 je ocekdvéno pies 360 tis. dis-
penzarizovanych a v roce 2010 prekroc¢eni hranice piil milionu piipadi,
tj. 5% obyvatel.

Pokud se tyka zastoupeni deseti nejpocetnéjsich nadorovych skupin podle

pohlavi, nevykazuje jejich rozloZeni v poslednich letech vyraznéj§i zmény:

Muzi Zeny
Novotvary hlavy a krku (C00-C14) 3% 1%
Novotvary digestivni (C15-C26) 25% 20%
Novotvary respiracni (C30-34) 17,5% 4,5%
Novotvary kiiZze a melanomu (C43-C44) 22,5% 21,5%
Novotvary prsu (C50) 0,2% 17%
Novotvary rodidel (C51-C58) - 14,5%
Novotvary pohlavi (C60-C63) 11% -
Novotvary vylu¢ovéni (C64-C68) 10% 5%
Novotvary mizni, krvetvorby (C81-C96) 5% 4%
Novotvary in situ (D00-D09) 1% 6,5%
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Rozdily v incidenci mezi muZi a Zenami, zasahujici do jednotlivych véko-
vych skupin, klinickych stadii, geografickych oblasti aj. vyplyvaji z odlis-
nosti ve stylu Zivota béhem predchozich desetileti. V rozdilné kumulaci
dlouhodobé plisobicich rizikovych névyki, zahrnujicich koufeni, vysokou
spotiebu alkoholu a Zivocisnych tuki, nadmérné slune¢ni zafeni, promis-
kuitu, profesni expozici a trvaly stres, lze mezi pohlavimi spatfovat rozdily
v incidenci nadort hlavy a krku, zaZivaciho, dychaciho a vylu¢ovaciho systé-
mu. Zatimco vyssi vék a dédi¢nd predispozice limituji moZnosti preventiv-
niho usili jednotlivce, pak eliminace uvedenych rizik pfi podpofe zdravi je
zaleZitosti osobni odpovédnosti a tyka se (podle rtiznych epidemiologic-
kych studii) aZ 80% vSech nové diagnostikovych onemocnéni. Zdravou zmé-
nou Zivotniho stylu by tak bylo mozZné dosdhnout oddéleni vyskytu az néko-
lika desitek tisic preventabilnich nadort do vyssiho véku a docilit sniZeni
nejen osobniho arodinného utrpent, ale i objemu onkologické péce a nasled-
né finan¢nich ndkladi, jejichZ odhad v roce 2000 ¢inil u cca 350 tisic dis-
penzarizovanych pfes 12 miliard korun. Pokracujicim vyskytem novych
onemocnéni v mladsich vékovych skupinéch, vyjadfenym vypoctem hod-
not piimé standardizace (ASR-age standardized rate) na 100 tis. obyvatel
zaujima Ceskd populace postupné trvale nepiiznivéjsi pofadi v ramci mezi-
néarodniho porovnéni (2, 3,4). JestliZe vyvoj novych 1€k, ozafovacich postu-
pt a operacnich technik v onkologii vykazuje za posledni roky mimofadné
zlepSeni, pak postizeni kazdého tretiho obyvatele CR novotvarem je iritu-
jicim signdlem pro jednotlivce i zdravotni politiku statu. Zachovani rela-
tivniho zdravi aZ do vysokého véku neni samozfejmosti, ale vysledkem trva-
1é osobni snahy. Z toho plynouci jistota je zdrojem Zivotni pohody, pracovni
vykonnosti a potfebného sebevédomi.

Ke 20 miliontim celosvétové onkologicky lé¢enych pribyva kazdoro¢né dal-
Sich 10 miliont a pfi jejich zvySujici se mortalit€ bude na nasi planeté po
roce 2015 asi 30 milionit nemocnych, z toho pfes polovinu v rozvojovych
zemich. Vzhledem k pokracujicimu globdlnimu ptsobeni rizikovych fak-
torl se i pfes fadu narodnich a mezindrodnich projektt ptedpoklada fatalni
vyvoj nddorové mortality. Za uvedenych podminek predstavuji celkové
a detailni tdaje o poctech nové 1é¢enych, dispenzarizovanych a zemfelych
mimotadny informacni zdroj pro rozhodovani odborné a laické vefejnosti.
K vyuZivani i ochrané téchto udaji jsou urcena pravidla pro registry niro-
dt v zemich Evropské Unie (5). V jejich smyslu pfipravila Rada NOR za
dcasti mezioborového tymu fesiteld navrh grantu, jehoZ pfijeti nebo zamit-
nuti bude projevem nejen finanénich moZnosti grantové agentury, ale také
nahledu na potfebu podrobného rozboru statistiky nadort, jejich pficin
a nésledkid za obdobi let 1992-2001 (6). Zejména v hodnoceni statistiky
néador plati, Ze bez jejich trvalého srovnani neni poznani.
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EPIDEMIOLOGICKE ASPEKTY IN SITU KARCINOMOYV PRSNIKA U ZIEN
NA SLOVENSKU

EPIDEMIOLOGICAL ASPECTS OF IN SITU FEMALE BREAST CANCER
IN SLOVAKIA

PLESKO, L.1-2, OBSITNIKOVA, A.l, CUNINKOVA, M.2

' NARODNY ONKOLOGICKY REGISTER, NARODNY ONKOLOGICKY USTAV
2 0DD. EPIDEMIOLOGIE NADOROV, USTAV EXPERIMENTALNEJ ONKOLOGIE SAV V BRATISLAVE

Suhrn: Vychodiskd: V siavise so zlepSovanim metdd skriningu karcindmov prsnika u Zien, najmi mammografiou a nasledne;j
biopsiou, narastd vo vyspelych krajinach v poslednych desatroc¢iach podiel in situ karcinémov. Sizbor a metody : Analyza pri-
padov karcinémov prsnika u Zien na Slovensku z rokov 1980-1999 z databazy Narodného onkologického registra SR z hla-
diska klinickych $tadii, so zameranim sa na vyvoj incidencie a podielov in situ karcinémov. Vysledky: Napriek stistavnému
rastu invazivnych karcindmov prsnika u Zien v danom obdobi a zvySovaniu niZz3ich klinickych $tddii sa podiel in situ karcino-
mov nemenil a predstavoval priblizne 1,5% z celkového poctu karcinomov prsnika. Prevaha duktalnych , lobularnych a podi-
ely dal§ich morfologickych typov zodpovedali ndlezom, popisanym v inych vyspelych Statoch. Zdvery: Podobne ako v inych
Statoch strednej, vychodnej ale i zapadnej Eur6py je podiel in situ karcindmov prsnika u Zien na Slovensku netimerne nizky.
Indikuje to potrebu plosného skriningu nadorov tejto lokalizacie s vyuZitim modernych metdd.

Klicové slova: Karcinom prsnika, in situ, vyvoj, 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

Uvod:

Karcinémy prsnika Zien v S$tadiu in situ boli popisané a defi-
nované eSte v roku 1934 (5). I napriek tejto skuto¢nosti, vic-
Sina lekdrov zhruba do roku 1960 brala do uvahy karcinémy
prsnika ako celok, bez rozliSovania invazivnych a in situ $ta-
dii pri planovani a realizovani terapie (23). Podiel in situ $ta-
dii na celkovom pocte diagnostikovanych karcindmov prsni-
kabol v klinickych i epidemiologickych Studiach dlho nepatrny
a k zvySenému zaujmu doslo po ich CastejSich ndlezoch pri
pitvach (4, 17).

Konkrétnejsie poznatky o vyskyte samotnych karcindmov prs-
nika v §tadiu in situ, pripadne Castych duktdlnych a zriedka-
vejSich lobuldrnych karcindmov in situ (dalej DCIS a LCIS)
i dalSich morfologickych typov st zndme iba v poslednych
dvoch desatrociach, kym ich dlhodobé trendy, hlavne na tirov-
ni morfologickych typov moZno hodnotit iba v ojedinelych
regionoch vyspelych krajin (29). Pripisuje sa zavedeniu mam-
mografie do skriningovych programov, zlepSenej interpreta-
cii mammografickych nélezov spolu s kompletizovanim ndle-
zov cielenou biopsiou (27). V sucasnosti predstavuju nélezy
in situ karcinémov i jedno z kritérii uréenia skupin Zien so zvy-
Senym rizikom vzniku invazivneho karcinomu prsnika (22).
Vzhladom na velmi nizky vyskyt samotnych invazivnych kar-
cindmov prsnika u muzov, sd pripady in situ nidorov u muzov
mimoriadne vzicne (2, 8, 23).

V tomto prispevku chceme demonStrovat v nadviznosti na na§
predosly prispevok (1) vyvoj karcindmov prsnika u Zien na

Slovensku podla klinickych $tadii v poslednych dvoch desat-
rociach so zameranim sa na in situ Stadia a porovnat naSe nale-
zy s identickymi ukazovatelmi v inych krajinach.

Material a metédy

Hodnoty a podiely jednotlivych klinickych $tadii karcindmov
prsnika na Slovensku, vratane zachytenych v §tadiu in situ
v rokoch 1980-1999 sme ziskali z idajov uloZenych v databa-
ze Narodného onkologického registra SR (NOR-SR). Pri defi-
novani in situ nddorov prsnika sme vychddzali z 10. revizie
Medzinérodnej klasifik4cie chordb a pribuznych zdravotnych
problémov (MKCH-10) platnej na Slovensku od roku 1994
a v ktorej maju tieto nidory samostatny 3-miestny kod DO5.
V predchadzajicej revizii MKCH-9 boli jednotlivé orgdnové
lokalizacie naddorov prsnika, mocovej a pohlavnej sistavy v Sta-
diu in situ definované na 4 mieste topografického kédu, pri
lokalizacii v prsniku kédom 233.0. PoZivanie 4- miestneho
k6édu MKCH-9 v NOR-SR od roku 1968 nepredstavovalo pre-
to problémy pri sledovani dlh§ich ¢asovych trendov vyvoja
vyskytu tohto i dalSich klinickych S§tadii zhubnych nadorov
prsnika v podmienkach Slovenska. Morfologicku $truktiru
jednotlivych nddorov prsnika v §tadiu in situ sme taktieZ moh-
li sledovat z udajov uloZenych v databdze NOR-SR, kedZe
vSetky mikroskopicky potvrdené nadory evidované od roku
1968 boli kédované pomocou S-miestneho kodu 1 a 2 vyda-
nia Medzindrodnej klasifikdcie nddorov pre onkolégiu
(MKCH-O -1 a2).

Pri sledovani ¢asovych trendov vyvoja in situ i dalSich klinic-
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kych $tadii karcindmov prsnika u Zien sme sa zamerali na pocty
a podiely karcindmov prsnika. Tak isto sme postupovali pri
porovnani naSich vysledkov s tidajmi z inych Stitov, kde sme
pouZili Standardizované hodnoty incidencie s pouZitim sveto-
vej Standartnej populécie (6) a Standardizované hodnoty inci-
dencie publikované niektorymi populacnymi onkologickymi
registrami zhruba v poslednych dvoch desatro¢iach minulého
storocia (7, 10, 11, 12,13, 14, 16, 18, 19, 21, 26). Zial nemoh-
li sme pouZit mnohé udaje z USA, kedZe
hodnoty incidencie Standardizované na
populiciu USA st podstatne vysSie ako

apodielov in situ Stadii na celkovych poctoch karcindémov prs-
nika ktoré s k dispozicii iba v niektorych krajindch alebo oblas-
tiach sveta s dobrym pokrytim obyvatelstva populacnymi onko-
logickymi registrami. I tak vSak vidiet, Ze podiel in situ
karcinémov prsnika v jednotlivych krajinich, pripadne regié-
noch sveta znac¢ne variroval.

Na obrézku €. 3 uvddzame podiely jednotlivych morfologic-
kych typov in situ karcinémov prsnika na Slovensku v rokoch

Obr. 1: Vyvoj in situ a jednotlivych klinickych §tadii invazivnych karcinémov prsnika na Sloven-
sku v rokoch 1980 aZ 1999.

hodnoty, Standardizované na svetovu
populdciu bezne pouZivani v registroch.
Iba v jednom pripade, s pouZitim tdajov
z projektu Surveillance, Epidemiology
and End Results (SEER) v USA (2) sme
mohli porovnat podiely jednotlivych
morfologickych typov karcindmov prs-
nika v §tadiu in situ. Vzhladom na velmi
nizke poCty karcinémov prsnika u muzov
vobec, vritane Slovenska, sme sa s kar-
cinbmami in situ tejto lokalizécie
u muZov nezaoberali.

Vysledky

Naobr. €. 1 uvddzame vyvoj podielov jed-
notlivych klinickych $tadii karcinémov
prsnika u Zien na Slovensku v rokoch
1980 aZ 1999. Z tohto grafu je zrejmy mar-
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Obr. 2: Podiel in situ §t4dii na celkovych poc¢toch karcinémov prsnika v krajoch Slovenska v rokoch

viak podiel in situ Stadif karcinomov prs- o0
nika sa napriek trvalému vzostupu poctov 18
invazivnych karcinémov nemenil a zotr-

véaval na hladine okolo 1,5%. Na dalSom 1a

grafe €. 2 uvadzame podiely in situ Stadii
na celkovom pocte vSetkych invazivnych
a in situ nddorov prsnika v jednotlivych
krajoch Slovenska od roku 1996 do roku | *

1.4

1999 pric¢om reSpektujeme nové tzemné 4
¢lenenie SR z roku 1996. Ako z grafu
vyplyva, najvyssi podiel in situ $tadii sme 25

zaznamenali v Bratislavskom a Nitrian-
skom kraji, niZ§ie hodnoty na strednom
a najnizSie na vychodnom Slovensku.
Tento prehlad dopliiujeme na tabulke €. 1
medzindrodnym porovnanim poctov,
Standardizovanych hodndt incidencie
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Tab. ¢. 1: Carcinoma in situ prsnika u Zien — medzinarodné porovnanie.

Stat, region Obdobie Invazivne karcinémy Carcinoma in situ
Abs. pocty* WSR##* Abs. pocty* WSR*#* Podiel (%)***
USA, Towa 1988-1992 10296 90,0 1075 11,0 9,5
Rumunsko, Bihor 1980-1998 2553 33,3 3 ? 0,1
Polsko 1999 10031 36,0 30 0,1 0,3
Spanielsko, Mallorca 1993-1996 1048 55,8 54 09 0,5
Slovensko 1999 1836 48,1 28 0,8 1,5
CR 1999 5013 56,9 146 1,9 2,8
Finsko 1999 3471 77,0 102 2,5 2,9
Slovinsko 1999 1006 59,6 47 32 4,5
Taliansko, Modena 2000 564 100,9 70 ? 11,0
Australia, Victoria 1999 2795 84,4 324 10,8 10,4
Madarsko, Szabolcz-Szatméar 1988-1992 3245 32,0 18 ? 0,6
Francizsko, Haut Rhin 1994-1996 1215 79,3 57 3,5 4,5
Svajéiarsko, Zeneva 1991-1994 1138 96,3 62 5.1 52

Legenda: * Pocet pripadov v danych rokoch ** Standardizované na svetovii §tandardnii populdciu (na 100 000/rok) *** Podiel zo vSetkych zhubnych

nddorov prsnika

228 KLINICKA ONKOLOGIE 16 5/2003



Obr. 3: Podiely hlavych morfologickych typov na celkovych poctoch karcinémov prsnika u Zien na

Slovensku v rokoch 1980-1999.

¢iastoCne indikuju i rozdiely v jednotli-
vych klinickych $tadiadch invazivnych
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karcindmov tejto lokalizécie u Zien.

Porovnavanie hodnot incidencie i podi-
elov karcinémov in situ prsnika u Zien
v roznych krajinach a regiénoch je taz-
ké. Prvé pomerne vysoké podiely DCIS
priniesli predovsetkym pitevné nélezy,
mensie okolo 6 % v pripade pitiev u star-
Sich Zien (4) ale pomerne vysoké, az do
18% v pripadoch sudnych pitiev, do kto-
rych sa dostali najmi mladsie Zeny (17).
V prevédznej vicSine krajin alebo regio-
nov sa napriek dobre fungujicim popu-
la¢nym registrom karcindmy prsnika in
situ vobec nevykazovali v pravidelne
publikovanych ro¢enkach, tak isto nebo-

Obr. 4: Porovnanie podielov hlavnych morfologickych typov karcinémov prsnika v §tadiu in situ

u Zien na Slovensku a v USA.

li publikované v periodickych medzini-
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tinents*) vydavanych SZO. Bolo to
sposobené hlavne astymi zmenami defi-
nicie karcindmov prsnika in situ, pri¢om
niektori autori akceptovali ich existenciu
i v pripade 50% invazie, ini zahriiovali
pod oznacenie ,,miniméalny karciném prs-
nika“ nielen DCIS a LCIS ale aj inva-
zivny karciném prsnika s invaziou nepre-
sahujicou 5 mm. Tym sa medzi
karcindmy prsnika in situ dostali eSte
v neddvnej minulosti aj pripady s pozi-
tivnymi axilarnymi uzlinami, pripadne
i vzdialenymi metastazami. Tieto sku-
to¢nosti boli predmetom pocetnych kon-
troverznych diskusii (20) a staZuji aj
interpretaciu starSich nalezov pri hodno-
teni dlhodobych trendov ich vyvoja (15).
V sicasnosti podiely in situ karcindmov
prsnika vo vyspelych Stiatoch v stvise
s rozvojom plosnych skriningov, vyraz-
ne narastaji a to u star$ich i mlad$ich
Zien, pri¢om je snaha rozliSovat hlavné
morfologické typy - DCIS a LCIS. DCIS

1980-1999 s jasnou prevahou duktdlnych a na druhom mieste
lobularnych karcindmov. Konec¢ne na poslednom obrazku ¢. 4
porovnavame zastipenie jednotlivych morfologickych typov
in situ karcindmov prsnika u Zien na Slovensku s identickymi
udajmi v USA. Je zrejmé, Ze podiel jednotlivych hlavnych mor-
fologickych typov bol v oboch porovnavanych krajinach prib-
lizne rovnaky, i ked pocty pripadov, evidovanych v USA dale-
ko prevySoval pocty ochoreni zistenych na Slovensku.

Diskusia

Na nepriaznivu Struktiru klinickych $tadii karcindmov prsni-
kana Slovensku s vysokymi podielmi III. aI'V. §tadia sme pou-
kézali pred niekolkymi rokmi (1). Ako uvddzame v tomto pris-
pevku, v poslednom desatro¢i nastal posun s vyS$im
zastipenim niZSich, prognosticky priaznivejsich §tadii. Tento
fakt sa zrejme postupne prejavi i na lepSom preZivani pacien-
tiek s karcinomami prsnika, ktoré je zatial na Slovensku
v eurépskom kontexte pomerne kratke (3). Na druhej strane
boli na Slovensku prvé pripady karcinomov prsnika in situ
u Zien hlasené postupne, najmi po roku 1980 a ich podiely,
spolu so Standardizovanymi hodnotami incidencie zostavaji
nizke a aZ na malé vykyvy sa nemenili, i napriek rychlo stu-
pajicim poctom pripadov invazivnych karcindémov. Rozdiely
v podieloch karcinémov prsnika in situ v jednotlivych krajoch
Slovenska bolo moZné indikovat iba za posledné Styri roky,
po zavedeni nového tizemného rozdelenia. Zda sa, Ze aspoi

sa zistuji pomocou mammografie a pred-
stavuju v 25-50% prechodné Stadium pri vzniku invazivneho
karcinému na identickom prsniku, kym LCIS sa pomocou
pri biopsii a povaZuje sa za indikator vysokého rizika vzniku
invazivneho karcindmu na oboch prsnikoch. Ide teda o samo-
statné klinické jednotky s rozdielnou prognézou a tym i tera-
piou (15, 24, 28).
Prvy tdaj o trendoch karcindmov prsnika in situ vo velkom
subore Zien, ohraniceny iba na vyskyt DCIS vychddza z ana-
lyzy Gdajov zozbieranych v rdmci programu SEER (Surveil-
lance, Epidemiology and End Results) v USA v rokoch 1983-
1889 (25).Hodnoty in situ karcindmov prsnika v priebehu
siedmych rokov rychlo narastali z 3,0 na 9.2 / 100.000, rych-
lejSie u belosiek. Rovnaké hodnoty incidencie karcindmov prs-
nika in situ boli zaznamenané aj Zien Ciernej rasy (26).
Dlhodobé sledovanie v rokoch 1973 — 1992 zamerané iba na
dva hlavné morfologické typy DCIS a LCIS karcindmov prs-
nika u Zien je dostupné iba v materialoch regionalneho onko-
logického registra v Connecticut, USA. Celkove bolo zazna-
menanych 3.217 pripadov z toho 70% DCIS , 24% LCIS a 4%
s neur¢enym morfologickym typom. Kym v prvom trojro¢nom
obdobi bolo zaznamenanych 181 v poslednych dvoch rokoch
uz 706 pripadov (29). DetailnejSie porovnanie morfologickych
typov in situ karcindmov prsnika u Zien nachddzame v dal3ej
rozsiahlej Stadii z USA, vychadzajicej taktieZ z programu
SEER zaroky 1973-1987, v ktorej je analyzovanych az 10.550
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in situ karcinémov prsnika u Zien (2). Indikuje tak isto preva-
hu DCIS v 57 % a LCIS v 25,2 %. Dalsie morfologické typy
boli zastipené mensim podielom —komedovy karcindm (4,6%),
papilarny adenokarcindm (6,4 %) teda hodnoty podobné tida-
jom zo zna¢ne menSieho stiboru zo Slovenska (2). Velky subor
z USA dovolil aj sledovanie vekovo—Specifickych hodnot, pri-
¢om DCIS vrcholili vo vekovych skupinich 60-75 ro¢nych
a LCIS u 40-54 ro¢nych Zien (2). Malé pocty in situ karcin6-
mov na Slovensku neumoznili zostavit vekovo-Specifické hod-
noty incidencie podla morfologickych typov.

Ako sme uviedli vyssie, nepokdsili sme sa o analyzu vyskytu
avyvojakarcinémov prsnikain situ u muZov vzhladom na niz-
ky vyskyt samotnych invazivnych karcinémov tejto lokaliza-
cie u muzov vobec a zanedbatelny aj na Slovensku. BliZsie
poznatky o tejto problematike u muZov sme nasli iba v dvoch
pracach (2, 7).

Zavery

Zaverom mozno konstatovat, Ze v porovnani s vyspelymi
Statmi, najmé s USA predstavuji karcinomy prsnika u Zien
v §tadiu in situ pomerne vzacny nélez nielen na Slovensku,
ale i v mnohych Stdtoch strednej, vychodnej ale i zdpadnej
Eur6py. Vys§i podiel karcindmov in situ moZno oCakavat
v naSich podmienkach iba vo vzdialenejSej budicnosti, po
zavedeni plo$ného skriningu nddorov tejto lokalizécie, s vys-
$im vyuZitim mammografie, lepSou interpreticiou mammo-
grafickych nalezov a ich potvrdenim dal§imi vySetreniami,
predovSetkym cielenou biopsiou. Treba vSak zdoraznit, Ze
zvySujuci sa podiel nddorov prsnika zachytenych v Stadiu in
situ, spolu s ur¢enim ich morfolédgie je jednym zo zaklad-
nych predpokladov uplatnenia adekvatnych metdd pri ich
lieCeni a tym i lepSieho preZivania pacientiek s karcindma-
mi prsnika.

Podakovanie: Autori prace su vdacni Lige proti rakovine SR za trvalii moralnu a materidlnu pomoc Narodnému onkologické-
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Souhrn: Stav hrudni onkologie ve svétle vyzkumu a klinické praxe na 9. Svétovém kongresu Mezinarodni fotodynamické
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Summary: Thoracic oncology issue as reflected by research and clinical practice on 9" IPA World Congress Miyazaki, Japan,

May 2003.
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Uvod

Systémové feSeni biologickych, zdravotnickych, etickych,
ekonomickych a organizacnich tkoll soucasnosti v souvis-
losti s rozvojem novych vysetfovacich a 1é¢ebnych postuptl
v hrudni medicing je nanejvys Zadouci. Informovanost je con-
ditio sine qua non, entuziazmus vitin, nezavislost potfebna,
kritika Zadouct, aktivni a globélni pfistup vhodny.

Podavam stru¢ny prehled technologickych novinek, inspiru-
jicich vysledkii laboratornich vyzkumi, klinické aplikace foto-
dynamické 1écby a z toho plynouci pohled na pohyb jak v tora-
kochirurgii, tak v hrudni onkologii.

Zobrazovaci metody

OCT - Opticka koherentni tomografie - Optical Coherence
Tomography. Nové tfida analytické zobrazovaci technologie
vyuZivajici Sirokospektry zdroj svétla, vlaknovou ohebnou
optiku s lateralnim i longitudinalnim sniménim obrazu a poci-
taCovou techniku vytvarejici na monitoru vérny obraz prife-
zu bronchidlni stény. (Vyvinul Massachusetts Institute of Tech-
nology ve spolupréci Light Lab USA.) Reference: M. Tsuboi,
Tokyo Medical University (TMU).

DAFE System ( Federal Institute of Technology Switzerland)
dalsi z modifikaci rozristajici se rodiny autofluorescen¢nich
technologii. Snima autofluorescenci bronchidlni sliznice
v modré, Cervené a fialové oblasti spektra tfemi samostatny-
mi CCD kamerami. Signal pak analyzuje pocita¢ se zohled-
nénim Ghlu osvétleni a vzdalenosti od povrchu sliznice.
V porovnéni s bilym svétlem je v detekci bronchidlnich pre-
malignit a CIS dvakrat citlivéjsi. Na vyvoji spolupracoval Lutz
Freitag, pfedstavil H. van den Bergh, Lausanne, CH.

Autofluorescencni systém SAFE-2000 vyvinul Pentax pro uZi-
vatele videobronchoskopt. Uplné Cerstvé prvni vysledky pred-
nesl Takaaki Tschuchida, TMU. Prototyp ¢ekaji referencni stu-
die v Evropé a v USA.

EBUS - endobronchiélni ultrasonografie - je rutinnim vySet-
fenim v ¢asné diagnostice. Laterdlni ultrazvukové sondy pro
pracovni kandl béZného endoskopu (napt. Ultrasonic Probe
FB-19UV), slouZici k detekci a posouzeni event. postiZeni miz-
nich uzlin u mikroinvazivnich ¢asnych forem bronchogenni-

ho karcinomu jak z charakteru zobrazeni, tak k cilené aspiracni
punkci vystavovali jak Pentax, tak Olympus Co.

Od poznatkii bunéc¢né a molekuldrni onkologie k experi-
mentalni farmakologii a protinadorové vakcinaci
Tayyaba Hasan z Harvard Medical School, Boston, Massa-
chusetts, sumarizovala sou¢asné poznatky angiogenezy a upo-
zornila, Ze PDT v nizkych diavkach miZe stimulovat sekreci
cytokint a rastovych faktort, které mohou mit pro-angiogen-
ni efekt.

Charles J. Gomer (University of Southern California, Los
Angeles) je presvédcCen, Ze tomu tak skutecné je. Prokazal zlep-
Seni vysledkd PDT aplikaci anti - Vascular Endotherlial
Growth Factor (VEGF) naptiklad IM862, inhibitord cykloo-
xygenazy 2 (COX-2) napt. NS398 (Celeboxid), anebo inhibi-
tort MMP 1 a MMP 2 ( Matrixmetaloproteinazy 1 a 2).
Mladen Korbelik s Ivanou Cecic z British Columbia Cancer
Agency, Vancouver, Canada dokazuji, Ze PDT lé¢ba tumort
vytvafi unikatni prostfedi pro extrémné efektivni imunitni
odpovéd, kterd ma podstatnou tlohu v lécebnych vysledcich
PDT a mohla by pomoct osvétlit otazky protinddorové vakci-
nace.

Jitzuo Usuda z Tokyo Medical University, se zabyva otdzka-
mi G¢inku PDT na celuldrni trovni. Signélni cesty aktivova-
né PDT mohou podporovat anebo inhibovat buné¢nou smrt.
Prokazuje celou $kalu odpovédi vCetné apoptdzy. Pomoci
pthalocyaninu Pc4 upfesnil cile PDT na membrinich: anti-
apoptotické proteiny Bcl-2, Bel-xL a skupina ER membré-
novych proteinti. Definoval kritické oblasti transmembrano-
vych domén a upozornil, Ze vysoka hladina / overexprese
Bcl-2 miiZe chrénit nddorovou buiiku natolik, Ze ji PDT nepo-
Skodi.

Fotodynamicka lécba (PDT) samostatné, jako alternativa
chirurgie nebo jako jeji doplnéni

PDT je pro ¢asné a pokrocilé centrdlni bronchogenni nadory
zavedenou rutinni lé¢ebnou modalitou v fad€ zemi Evropy,
v Severni Americe a v Japonsku. Krom toho ma celou fadu
jinych indikaci od pokrocilych tumort jicnu, nddora hlavy
a krku, urologickych, gynekologickych a dermatologickych
indikaci také indikace neurochirurgické a jiné napitiklad neho-
jici se septické defekty dolnich koncetin o nichZ referoval Jev-
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genij Stranadko, Gosudarstvennyj Issledovatelskij Institut,
Moskva, Rusko)

Uvedme, Ze Brazilie, ktera zacala usilovat o zavedeni PDT
zhruba ve stejném obdobi jako CR prezentovala v Miyazaki
zkuSenosti s 1é¢bou dvou set Ctyficeti pacientll ( V. Bagnato,
Universidad Sao Paolo).

Systémova aplikace fotosenzibilizitorii druhé generace (Pho-
tofrin II, Foscan) md své nevyhody, zvl. relativné dlouhé pre-
trvévani koZni fotosenzibility. Proto se s napétim o¢ekévala
zpréava o vysledcich multicentrické japonské klinické studie
s Talaporfyrinem (NPe6).

Vyznéla pfiznivé, jak po strance farmakokinetické s maximal-
ni akumulaci farmaka v tumoru jiZ za 5 hodin po i.v. aplikaci,
tak pro minimélni vedlej$i ticinky vcetné koZni fotosenzibili-
zace (referoval K. Furukawa, TMU). Povoleni k distribuci I1ze
ocekavat do konce t. r. Talaporfyrin m4 maximum absorpce na
vinové délce 672 nm, piislusny diodovy laser patentoval Pana-
sonic.

Jak daleZitou oblasti pro uplatnéni PDT je ezofagologie dokla-
da prezentace praci hned nékolika prikopniki:

5-ALA PDT je 1é¢ebnou minimdlné invazivni alternativou
primérni ezofagektomie, kterd ma vysokou perioperac¢ni mor-
biditu a mortalitu uzaviraji Steven Brown se spolupracovni-
ky z Free and University Medical College School, London,
UK. Referuji o PDT ablaci tézké dysplazie (High grade dys-
plasia - HGD) v Barrettové jicnu u 40 pacientil. Ezofagekto-
mie nebyla indikovédna bud pro pfidruZend onemocnéni nebo
pro odmitnuti operace. Davkovani 5-ALA 60mg/kg p.o.,
endoskopie 4-6 hodin poté, monochromatické svétlo laseru
633 nm, cylindricky difuzér, optimalni davka je 2 x 1000 J/em?
s Casovym odstupem 4 tydnd. Ve skupin€ nezaznamenali Zad-
né amrti ani Zadnou strikturu, 75% pacientl zistava prosto
HGD, u 4 je vyvinul karcinom, ktery dvakrat aspésné fesili
chirurgicky, 1x chemoterapii a 1x PDT s mesotetrahydroxy-
fenylchlorinem (mTHPC), ktery pouZili celkem u 16 pacien-
td s adenokarcinomem Barrettova jicnu od r. 1995, jak refe-
ruji v jiné studii.

Tuto mySlenku podporuje prace Luigi Cortiho, Universita di
Padova, Italia, ktery 1é¢il celkem 55 pacienti s Casnym karci-
nomem jicnu ( z toho 22 CIS) Photofrinem 2mg/kg i.v. argo-
novym anebo diodovym laserem 630 nm davkou 200 - 300
J/cm?. Pacienti s rezidualni nemoci po dvou PDT cyklech byli
lé¢eni kurativni radioterapii. Kompletni remise po PDT byla
pozorovana u 87% pacienti s CIS.

Patrick Ross z The Ohio State University Medical Center,
Columbus, USA se spolupracovniky tspésné 1é¢ili od Eervence
1998 do prosince 2002 celkem 315 pacientid PDT - 48 h po
aplikaci Photofrinu 2 mg/kg iv, z toho 99 osob s pokrocilym
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karcinomem jicnu s dysfagii a 18 pacienti s HGD jicnu. Ostat-
ni pacienti byli 1é¢eni pro bronchogenni karcinom, vétSinou
pokrocily.

PDT je indikovanéa i v pfipad€ multilokul4drniho vyskytu bron-
chogenniho karcinomu, jehoZ vyskyt jak zndmo s rostoucim
vékem a sniZzovanim funk¢ni zdatnosti dychaciho systému
nartstad. Zde maji samostatnd PDT modalita anebo simultin-
ni PDT a resekcni 16¢ba nebyvaly prostor k uplatnéni a dobré
vysledky jak sdélil T. Okunaka, Respiratory Disease Center,
Akasaka, Japan.

Profesor Okunaka definoval i novou klinickou indikaci fotody-
namické 1éCby - intersticidlni aplikace u pacientli s malym plic-
nim karcinomem v intermediélni zon€ plic (,, v zemi nikoho*)
mezi centrdlnimi dychacimi cestami vhodnymi k PDT bron-
choskopické intervenci a plicni periferii dostupnou videoasi-
stované plicni resekci (V shaped neboli cuneiformis tj. klinovi-
té ) zvl. u pacientl se Spatnymi ventilacnimi parametry, protoze
s rostouci vzdalenosti od periferie se rozméry ptipadné klinovi-
té resekce dotykaji funk¢nichi technickych limitaci metody. Lze
ocCekdvat nartst téchto indikaci v souvislosti s CT screeningo-
vymi plicnimi programy v USA, Japonsku, Evropég, ale napr.
také v Izraeli (D. Stav, General Hospital, Tel Aviv).
Priikopnickou preklinickou préici v intersticidlni aplikaci PDT
u nddort plic na prase¢im modelu s Photofrinem vykonal
s tymem TMU Hidemitsu Tsutsui. V Miyazaki jiZ pfednesl
povzbudivé vysledky klinické studie u deseti pacientl s tumo-
ry praméru od jednoho do deseti centimetrll. Svétlovodiva
vldkna byla vpravena do tumord pod CT kontrolou. Nemoc-
ni tolerovali proceduru dobfie, bez zdvaZznych komplikaci.
Autofi uzaviraji : Intersticidlni PDT by mohla byt slibnou
metodou u pacientll s tumory v intermedidlni zéné plic
nevhodnymi pro chirurgii. Z diskuse vyplynulo, Ze n€kolik
center na této problematice, v niZ je TMU o krok napfed, také
usilovné pracuje.

Zavér

Je zfejmé, Ze pohodli minulého tisicileti je v nendvratnu a véci
jsou v pohybu. Husta sit v§eobecné a specializované rutinni
lékatské péce, solidni vyzkumna béze, relativné kompaktni
i medidlné dobie dosaZitelna rizikova populace vytvéreji Ces-
kému prostoru nebyvalou Sanci zménit handicapy v piednos-
ti. Neztracejme Cas nafikanim, Ze to nejde. Kde je vile, tam je
i cesta. Substrit a diikazy nechybi. Klicem je horizontélni spo-
luprace. Podminkou pozitivni mySleni.

Podékovani:
Dé&kuji za podporu Odborovému sdruzeni pracujicich v hor-
nictvi, geologii a naftovém primyslu.
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Na podzim roku 2002, v rdmci Komise pro lékovou politiku
akategorizaci CLS JEP, probihala jednani zastupcii odbornych
spole¢nosti (Spole¢nost infekéniho lékatstvi, Ceska hematolo-
gicka spolecnost, Onkologicka spolecnost, Farmakologicka spo-
lecnost), jejichZ vysledkem bylo spole¢né stanovisko ke kate-
gorizaci a zejména k raciondlnimu pouZiti antimykotik se
systémovym ucinkem. Na vypracovéni zavérecné verze racio-
ndlni indikace antimykotik se nisledné ucastnila i spolecnost
transplantologickd (IKEM) a pracovni skupina détské hemato-
logie CR. Podklady byly predloZzeny MZd a VZP a v iijnu 2002
projednény na kategorizacni komisi MZd CR. Materidly pfi-
pravené k jednéni v fijnu 2002 byly poc¢atkem roku 2003 aktu-
alizované v odborné oblasti o vysledky dokon¢enych studii.
Odborné spole¢nosti vyjadtily jiz dfive v dopisech MZd ai ve
spole¢né diskusi pfi jednédni se zastupci MZd a VZP nutnost
plné thrady téchto velmi drahych antimykotik mimo pausal.
Pilro¢ni zkuSenost roku 2003 potvrzuje ndzor odbornych spo-
le¢nosti, Ze vyznamnym limitujicim faktorem pouZiti je dosud
vysokd cena, jejiZ thrada z pauSalu nemocnic pfekracuje eko-
nomické moznosti té€chto pracovist a vede k podléceni paci-
entl s tragickymi nésledky. Proto pfedkladaji MZd Zadost
o vyjmuti vyjmenovanych antimykotik z pausalu a jejich hra-
zeni - v uvedenych centrech - plné mimo pausal.

Nasledujici text obsahuje stanovisko uvedenych odbornych
spolecnosti k raciondlni indikaci vybranych systémovych anti-
mykotik:1. Seznam vybranych pracovist s nejvyssi incidenci
Zivot ohroZujicich systémovych mykoéz. 2. Obecné stanovis-
ko k pouziti antimykotik se systémovym tcinkem pro navrh
plné Ghrady mimo pausal. 3. Z4kladni charakteristiky vybra-
nych antimykotik pro ndvrh plné thrady mimo pau$al. 4. Pre-
hled antimykotik vindikaci 1. a2. volby u vybranych diagnoz.
5. Kvalifikovany odhad po¢tu nemocnych/rok, u nichZ je moz-
né predpokladat pouZiti t€chto antimykotik. 6. Kalkulace
ndklada za rok, spojenych s pouZitim systémovych antimyko-
tik ve vybranych centrech.

ad 1. Seznam vybranych pracovist s nejvyssi incidenci Zivot
ohrozujicich systémovych mykoz.

Hematoonkologicka centra

Interni klinika hematoonkologickd FN Brno
Hematoonkologické klinika FN Olomouc

II. interni klinika OKH FN Hradec Kralové

Praha (UHKT, 1. interni klinika VFN, OKH FN KV)

OKH FN Plzeni

Centra pediatrické hematologie
II. détska klinika FN Motol

Klinika détské onkologie FN Brno
Détska klinika FN Olomouc

Détska klinika FN Ostrava

Détska klinika FN Hradec Kralové
Détska klinika FN Usti nad Labem
Détska klinika FN Plzen

Détsk4 klinika NsP Ceské Budgjovice

Centra HIV/AIDS pacientt

Infekéni klinika, FN Na Bulovce Praha

Infek¢ni klinika, FN Plzen

Infek¢ni klinika, FN Hradec Kralové

Infek¢ni klinika, FN Brno-Bohunice

Infek&ni oddéleni, Nemocnice Ceské Bud&jovice
Infekéni oddéleni, MN, Usti nad Labem
Infek¢ni oddé€leni, FN Ostrava

Centra transplantace solidnich orgént
Praha IKEM

ad 2. Obecné stanovisko k pouziti antimykotik se systé-
1/ Antimykotika se systémovym uc¢inkem jsou indikovéna
zejména u imunoalterovanych nemocnych, u nichZ je porucha
imunity predisponujicim faktorem vzniku oportunnich mykoz.
Incidence invazivnich mykdz nariistd, mortalita na systémové
mykozy se pohybuje mezi 40-90%. OhroZeni jsou zejména
nemocni po alogenni transplantaci kostni dfené, akutni leuké-
mie v induk¢ni 1€¢bé, jiné hematologické malignity 1écené
vysokodavkovanou agresivni chemoterapii v€etné autolognich
transplantaci perifernich kmenovych bunék. Déle nemocni
s HIV, nemocni po transplantaci organt (zvIasté plic, jater)
a nékteff nemocni na jednotkéch intenzivni péce.

2/ Indikace antimykotika se fidi z hlediska

- stavu pacienta v dob€ zahéjeni antimykotické 1é¢by, a to
zejména podle a/ pfedpokladu délky preZiti (mésice), b/ stavu
rendlnich a jaternich funkci, ¢/ soucasné medikace nefro (hepa-
to) toxickymi léky,

- 1éCiva a/ charakterem uc¢inku (fungicidni-fungistatické)
b/ farmakokinetickymi vlastnostmi (dosaZeni a¢innych tka-
novych koncentraci, v€etné koncentrace v moci a v likvoru;
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cestou biotransformace), ¢/ farmakodynamickymi vlastnost-
mi (spektrum ucinku, orgdnova toxicita, snaSenlivost), 1éko-
vymi interakcemi, moZnosti antimykotické kombinace,

- vysledki klinickych studii (,,evidence based*) a doporuceni
mezindrodnich odbornych spole¢nosti - nejsou-li pfesvédcivé
klinické studie z nichZ vyplyvé indikace urcitého antimykoti-
ka jako 1éku 1. volby (napf. aspergiléza - Vfend), pak, neni-li
kontraindikace podani konven¢nich antimykotik z diivodi sta-
vunemocného neborizik zdvaznych lékovych interakcei, poda-
vat nova antimykotika azZ jako 2. linii po selhdni 1éCby 1. fady.
- stavu epidemiologické situace na pracovisti, na oddéleni (sta-
vu rezistence)

3/U vybranych imunoalterovanych nemocnych je v€asné nasa-
zeni adekvatni antimykotické 1é¢by Zivot zachratiujicim postu-
pem.

4/ PIn€ raciondlnimu pouZiti systémovych antimykotik bra-
ni nedostatecné diagnostické moZzZnosti v€asného prikazu
invazivni mykozy (jistd diagndza = cilend 1écba). Proto jsou
systémova antimykotika poddvéna pfevaZné preemptivné
(= pravdépodobnd diagndza) a u t€Zce imunosuprimovanych
nemocnych ¢asto i empiricky (=moZné diagnéza). (Haber
2002).

5/Lékem volby leishmani6z je amfotericin B na tukovych nosi-
¢ich (u nds importovana ndkaza do 5 pacientll ro¢né).

ad. 3. Zakladni charakteristiky vybranych antimykotik pro
navrh plné dhrady mimo pausal.

Uvedeny jsou pouze zisadni udaje relevantni pro klinickou
praxi a systémové mykozy.

a/ polyeny 1/ Abelcet (i.v.) (lipidovy komplex
amfotericinu B)
2/ Amphocil (i.v.) (koloidni disperze
amfotericinu B)
b/ azoly 3/ Vfend (inf., tbl) (vorikonazol)

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

ad a/ polyeny

Amfotericiny na lipidovém nosici

1/ Abelcet (i.v.) (lipidovy komplex amfotericinu B)

2/ Amphocil (i.v.) (koloidni disperze amfotericinu B)
Mechanismus antimykotického tGcinku: fungistaticky (fungi-
cidni pouze in vitro).

Spektrum Gcinnosti: (odpovidd c-AmB) - Sirokospektré - kan-
didy (v¢€. flukonazol rezistentnich), aspergily, kryptokoky;
v zédsade¢ shodné s itrakonazolem a ,,novymi* antimykotiky
s protiaspergilovym ucinkem (vorikonazol, caspofungin) +
dalsi v€etné parazitii (Leishmania, Plasmodium). Jediny AmB
je ucinny proti zygomycetdm, hiie proti Malassezia furfur,
nékterym kmenim Candida lusitaniae, Fusariim (viz voriko-
nazol), Trichosporon spp., nei¢inny u Pseudoallescheria boy-
dii, aktinomykdzy.

Farmakokinetika: viz tabulka (podle: Dodds 2000)

Lék — davka (t1/2) (hod) | Cmax | Clearance | Vdss
(Hg/ml) | (mlivkg) | (Likg)

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 1734 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

Zkratky: t, , = biologicky polocas eliminace z plazmy; C_ = maxi-

malni (vrcholové) koncentrace v plazmé; CL = celkova Sﬁzmatické
clearance; Vdss = distribu¢ni objem za ustéleného stavu; * v CR neni
dostupny
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Proti amfoternimu c-AmB maji amfotericiny vdzané na tuko-
vy nosi¢, vzhledem k lipofilnimu charakteru molekuly, jiné
farmakokinetické (tkaiové distribuce - s depozici nejvysSich
koncentraci v RES systému jater, sleziny a plic) a farmakody-
namické vlastnosti, které jsou podstatou sniZzené (20 %) nefro-
toxicity. I kdyZ jsou n€které farmakokinetické vlastnosti lipi-
dovych amfotericinil odli§né (rozdilné koncentrace ABLC
a ABCD v plazmé, plocha pod kfivkou vcetné distribu¢niho
objemu, rozdily v dosaZenych koncentracich v riznych tka-
nich souvisi s rozdilnou velikosti molekuly /1600-6000 nm,
122 nm resp/), z hlediska klinického pouZiti maji zdsadni pii-
nos stejny. Vazba na lipidovy nosi¢ umoziuje ,,dopravit* amfo-
tericin specificky do infikované tkanég, k fungalni membrané,
kde se z vazby na lipidovy nosic uvoliiuje, a jako volny AmB
v lokdln€ vysoké koncentraci eliminuje infekci. Tak jen mald
¢ast volného AmB postupné interaguje s cholesterolem sav-
¢ich membran vcetné tubuldrniho aparétu ledvin (vyrazné niz-
§i koncentrace AmB v ledvin€). U ABLC slouZi cirkulujici
makrofagy (granulocyty, monocyty) jako transportér AmB do
mista fungalni infekce.

Lékové interakce jsou minimalni, cave’ nefrotoxické 1éky.
Bezpecnostni profil: Nefrotoxicita ve srovnini s c-AmB pou-

ze 20%; pii 1é¢bé nemocnych s rendlni insuficienci nedochd-
zi k progresi nefropatie. Komplexace AmB do lipidovych
struktur omezila vyskyt akutnich projevi toxicity (horecka,
tfesavka...) jen nevyznamné.

Davkovani: ABLC: 5 mg/kg/den; ABCD: 3 mg/kg/den. U obou
preparatt 1ze davky zvySovat.

Klinické pouZiti (klinické studie), souhrn:

Postaveni lipidovych forem amfotericinu charakterizuje aktu-

alné panel expertil (Kontoyiannis, 2001) a pfedchozi rozshla

metaanalyza (Johansen 2000). K objektivnimu posouzeni ti¢in-

nosti v§ak chybéji dostatecné dvojité slepé srovnavaci studie.

Tym expertt doporucuje pouziti lipidovych forem AmB pou-

ze v nésledujicich ptipadech:

a) Kandid6za. Empirickd 1é¢ba druhé fady u refrakterni feb-

rilni neutropenie, u nemocnych pfi toxickém poskozeni ledvin

po piedchozi 1é¢be€ konvenénim amfotericinem B nebo jako

zachrannou 1é¢bu invazivni kandidézy zptisobené non-albi-

cans kandidami po selhdni 1. linie (flukonazol, c-AmB, cas-

pofungin). V prvni linii ve vzdcnych pifpadech chronické dise-

minované kandidozy.

b) Invazivni aspergil6za. Udaje o efektivitg 1é¢by ABLC (adal-

$imi lipidovymi AmB) jsou ziskany ve studiich vétSinou bez

kontrolnich, srovnévacich soubort. U¢innost je cca u 40-60 %

nemocnych, u nichZ pfedchozi 1é¢ba c-AmB selhala nebo

musela byt pro toxicitu preruSena. Neni pochyb o Gc¢innosti

1é¢by, avSak limitujicim faktorem je cena léku, i pfes ,,zlev-

néni* ndkladl na 1é¢bu pii sniZeni rizika nefrotoxicity a krat-

$imu pobytu v nemocnici.

Mozné kombinace s caspofunginem.

Pouziti u déti: Klinické studie potvrzuji dobré zkuSenosti

(Gc¢innost, tolerance) (Lister 1996).

Souhrn: Soucasné indikace amfotericini na lipidovych

nosicich:

1/ selhani 1é¢by konvenéniho amfotericinu B (c-AmB)

2/ potfeba vysSich ddvek amfotericinu pro dosaZeni terapeu-
tického efektu

3/ intolerance konven¢niho amfotericinu B i pfes odpovidaji-
ci premedikaci

4/ preexistujici rendlni postiZeni (ren. insuf.) vylucuje pouZi-
ti c-AmB

5/ zhorSovéni rendlnich funkci pfi 16¢bé c-AmB (vEetné kome-
dikace nefrotoxickymi 1éky)

6/ pri 1écbé c-AmB nelze (vétSinou z kardidlnich diivodi) za-
jistit odpovidajici hydrataci s doplnénim elektrolyti.

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

Mechanismus antimykotického tc¢inku: fungicidni (jako jedi-




ny !) u vldknitych hub (aspergily, Fusaria, Scedosporium), fun-
gistaticky u kandid.

Spektrum d¢innosti: Siroké, stejné jak L-AmB a Itra, navic je
jako jediny skute¢né ucinny i u Fusarii (!) a Scedosporii.
Farmakokinetika: Mald molekula (350 kD), dobry priinik do
tkéni, vazbana bilkoviny plasmy 58%, pranik do likvoru (50%)
je vyS$si nez itra a AmB, nelinearni farmakokinetika (vysyco-
vaci ddvka 1. den - analogie s itrakonazolem), kvantitativni
biotransformace v jatrech (isoenzymy P-450= analogie s itra-
konazolem), resorpce ordlni formy nala¢no 96% (= podobny
rezim jako itra p.o. soluce). Clearance 85% latky/24 hod.
Bezpecnostni profil: Jaterni biotransformace zatiZi hepatocyt,
u té€Z8ich jaternich 1ézi (Child Pugh A,B) je nutné redukovat
davku na 50% (cave: a/ hepatotoxicita b/ preexistujici jaterni
1éze). Neni nefrotoxicky, vehikulum (derivat cyklodextrinu -
SBECD) mé parametry vylucovani jako kreatinin. Pfi renalni
insuficienci (GF< 0.9 ml/sec) KI nitroZilni formy (kumulace
vehikula) —1ze podat orélni formu.

Hlavni neZadouci projevy - porucha visu (30%), i kdyz pre-
chodné a elevace JT. Kardidlni deprese se nepotvrdila (naroz-
dil od Itra-).

Lékové interakce: Biotransformace CyP450 (isoenzymy) je
podstatou lékovych interakci, podobné jako u Itra (KI podani
= omezeni klinického pouZiti). V praxi (transplantologie) nut-
né redukovat davku cyklosporinu (50%), takrolimu (na 1/3),
omeprazolu (50%), mykofenoldt neovlivnén.

Dévkovini: Dospéli (nad 40 kg): i.v. 1. den 6 mg/kg a12 hodin,
dalsi dny 4 mg/kg a12 hodin; per os: 1. den 400 mg a12 hodin,
dale 200 mg a12 hodin.

Déti: i.v. 1. den 6 mg/kg a 12 hodin, dalsi dny 4 mg/kg & 12
hodin; per os: 1. den 6 mg/kg a 12 hodin, dalsi dny 4 mg/kg a
12 hodin Vyhodou je pfechod z i.v. formy na oralni (stejné€ jako
Itra) s moZnosti dlouhodobéjsi 1é¢by u dlouhodobé neutrope-
nickych (high risk) déti, u nichZ vétSinou tak dlouho c-AmB
nelze poddvat. Nezanedbatelnd je pak i ekonomicka tspora

vvvvv

-50% udrzovaci davka.

Klinické pouZiti (klinické studie): Vysledky dvojité slepé stu-
die (Vori vs. c-AMB) (Herbrecht 2002) u invazivnich asper-
gil6z (RR 52,8% vs 31,6%; pteziti 70,8% vs 57,9%) byly pod-
kladem registrace Vori (FDA) jako Iéku 1. volby u prokdzané
(proven) a pravdépodobné (probable) aspergilézy. Empiricka
srovndvaci oteviena studie Vori versus AmBisome (N= 837,
Walsh 2002) v globalnim hodnoceni hrani¢né (26% vs 30%)
neprokdzala non-inferioritu (stanovisko FDA), i kdyz v dil-
¢ich hodnocenich (vysoce rizikovi nemocni) byl Vori statis-
ticky signifikantné lepsi. Jde o velmi seridzni studii (pocet
nemocnych, srovndni proti AmBisomu), kterd favorizuje Vori
Pouziti u déti: U déti v oteviené studii ,,compassionate basis‘
po selhdni konvencni 1écby (Walsh 2002 (a); N= 69; vék 9
meésict - 15 let; 42 déti s aspergilézou) byla klinicky odpovéd
ve 45 %, stabilizace u 7%, preruseni u 7% pro intoleranci. Hlav-
ni NU byly elevace JT. Zavér- 2. linie po selhani jinych anti-
mykotik.

Souhrn: Indikace: Vori je 1€k 1. volby u prokdzané a pravdé-
podobné aspergilézy (Herbrecht 2002). M4 nejlepsi pozici
u vysoce rizikovych nemocnych v empirické 1é¢bé, lepsi nez
tukové amfotericiny (Walsh 2002). Kontraindikaci je zde t&z-
ké jaterni postiZeni. V jinych, nekomparabilnich studiich vyka-
zovaly dobré vysledky i liposomalni amfotericiny. Vori je 1€k
1. volby u Fusarii (FDA) a Scedosporii (u nds naStésti téméf
nejsou). Kombinace s caspofunginem. Urcitym limitem pou-
Ziti jsou lékové interakce- podobné jako itrakonazol (cave!).
Nutnéd redukce davky Voriu t€Z8ich jaternich 16zi, u nejt€zsich
jaternich 1ézi (Child Pugh C) nejsou zkuSenosti.

4/ Sporanox (i.v., p.o. susp.) (itrakonazol
Mechanismus antimykotického tcinku: fungistaticky.
Spektrum wdinnosti: Sirokospektré - kandidy (v¢. flukonazol

rezistentnich), aspergily, kryptokoky; v zdsad€ shodné s amfo-
tericiny vcetné asociovanych s lipidy, i s ,,novymi‘‘ antimy-
kotiky s protiaspergilovym u¢inkem (vorikonazol, caspofun-
gin). Velmi dobfe t¢inny i proti blastomykoze, histoplazmoze,
sporotrichéze a kokcidioidomykoze u Penicillium marneffei.
LiSi se pouze u vzacnych hub - netacinny u Fusarii (viz vori-
konazol) parazitii (Leishmania, Plasmodium — viz c-AmB,
Abelcet, Amphocil), u zygomykoézy (viz amfotericiny). Syner-
gni ucinek s makrofagy dosahuje aZ fungicidniho efektu.
Farmakokinetika: Vysoka (99%) vazba na plazmatické bilko-
viny, terapeutické koncentrace jsou ve vétSin€ tkani (vcetné
mozkové) a télesnych tekutindch, nepronika do likvoru, do
moci, pronikd do matefského mléka. Biotransformace v jatrech
(isoenzymy cytochromu P-450 - CYP3A4), je zpomalena pfi
poskozeni hepatocytu, je vylucovéan stolici (55%) amoci (35%)
jako neaktivni metabolity. Biologicky polocas 15 - 35 hodin.
Neni eliminovin hemodialyzou ani peritonedlni dialyzou.
Farmakodynamika: MoZna izolovand hypokalémie(!), hypert-
riglyceridémie (9%), prechodna elevace jaternich enzymu
(5%) (jaterni 1éze -relativni kontraindikace).

Lékové interakce, Cetné, n€které velmi zavazné (kontraindi-
kace), v praxi napf. cyklosporin, vincristin, statiny, antihista-
minika...).

Bezpecnostni profil: relativné pfiznivy, cave interakce, mést-
nava ICHS.

Dévkovani: 2x200 mg i.v. prvni dva dny, dédle 1x 200 mg i.v.
(nebo 2x200 mg ordlni soluce). Davku nelze zvySovat (nefro-
toxicita vehikula).

Klinické pouZiti (klinické studie): Jedind vyznamné&j$i srov-
névaci studie empirické 1écby i.v. Itra vs. c-AmB (N=384, Boo-
gaerts, 2001) prokdzala statisticky nejméné stejny tc¢inek jako
c-AmB (RR 47% vs 38%), ale s lepsi toleranci (5% vs 54%).
U plicni aspergilézy (Cailot 2001) v nekomparativni studii na
malém souboru (N=31) byl RR 15/31=48% a stabilizace u 6/31
=19%.

PouZiti u déti: Nejsou k dispozici studie pouZiti nitroZilniho
Itra u déti.

Souhrn: Lék 2. volby v 1é¢bé invazivnich mykéz (kandidoza,
aspergiléza). Kombinace s caspofunginem.

ad ¢/ echinokandiny

5/ Cancidas (i.v.) (caspofungin)

Mechanismus antimykotického ucinku: fungicidni (jako jedi-
ny !) u kandid, fungistaticky u vlaknitych hub.

Mechanismus ucinku: zcela odlisny od dosavadnich systémo-
vych antimykotik — inhibice syntézy bunécné stény (inhibice
syntézy b(1.3)-D-glukanu) — potenciél pro kombinace s jiny-
mi antimykotiky (+ Vori, AmB, Itra...).

Spektrum dcinnosti: prakticky stejné (Sirokospektré) jak u Itra,
tak u L-AmB a vorikonazolu; vedle kandid (méné vSak na C.
parapsilosis) a aspergili icinny i na Saccharomyces cerevisi-
ae, cystickou formu Pneumocystis carinii.

Vyznamné: nebyla zjiSt€na primarni rezistence kandid vici
caspo (=neni substratem multidrug transporterti (geny ERG11,
MDR, CDR) /P-glykoprotein —eflux/.

Farmakokinetika: vysokd vazba na plazmat. bilkoviny (92%),
velkd molekula (1200 kD), distribu¢ni objem 9,67 1, dobré kon-
centrace v tkanich, nejvyssi v plicich, slezin€, akumulace jat-
ra, ledviny, GIT, nepronikd do likvoru, do moc€i; mirné neli-
neérni farmakokinetika (akumulace se zvySovanim davky -
vysycovaci divka - analogie s vori, itra). Biotransformace
(spontanni degradace) v jatrech, 2 hlavni metabolity potenci-
alné u¢inné, enzymaticky systém neni znim, ale nezatizi cyto-
chrom. systém (neni inhibitorem enzym. systému cytochromu
P-450). Definitivni metabolity se vylucuji do moci (41%), do
stolice (34%). Neni induktorem metabolismu CYP3A4 jinych
l4tek (potencidl pro kombinacni antimykotickou 1é¢bu).
Bezpecnostni profil: je Spatnym substritem enzymi cyto-
chromu P-450 (minimum intetrakci!), velmi (!) dobie tolero-
van (14% nezédvaznych nezddoucich Gcinka).
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Lékové interakce: tacrolimus, mykofenolat (transplantologie)
= bez omezeni

cyklosporin, rifampicin (zvy$i hladinu caspo o 30 %, resp.
65%, limit davky u téZkych jaternich 1€zi); efavirenz, nevira-
pin, dexametazon, fenytoin, karbamazepin — zvySsit ddvku cas-
po na 70mg/den.

Dévkovani: pouze i.v forma, vysycovaci divka 70 mg 1 .den,
déle 50 mg; u jaterni léze udrZovaci davky 35 mg/den. Hmot-
nost nad 80 kg udrZzovaci davka 70 mg.

Klinické pouziti (klinické studie): Ve dvojité slepé studii (Mora
Duarte 2002) invazivni kandidézy Caspo (N=109) proti c-
AMB (N=115) doséahl globdlné podobnych vysledki (RR
73,4% vs 61,7%) a ve specifikované skuping lepsich (!) (RR
80,7 vs 64,9%) = alternativa 1. volby pro invazivni kandido-
zu (vedle c-AmB a flukonazolu) (Walsh 2002).

Zatim Iék 2. volby po selhdni konvencnich antimykotik (chy-
bi vysledky dvojité slepé empirické studie proti AmBisomu).
V oteviené studii (po selhdni konvencnich antimykotik) u inva-
zivni aspergilozy (Maertens 2000) RR=45 % (N=58); ve srov-
néni s c-AmB (historicka kontrola N=206) byl caspo vyznam-
né lepsi (RR 49% vs 17%).

PouZiti u déti: dosud jen sporadické zpravy (kazuistiky).
Souhrn: Specificky mechanismus tcinku, velmi dobr tole-
rance. Indikace: alternativa 1. volby invazivni kandidézy; 1ék
2. volby u téZkych, Zivot ohroZujicich mykotickych infekci;
synergni v kombinacich (s vori, AmB /i lipidovymi/, itra) -
predpoklad vysoké ucinnosti u kandiddz, aspergil6z. Defini-
tivni postaveni bude moZné upfesnit po dokonceni dvojité sle-
pé prospektivni srovnavaci (AmBisome) studie u febrilni neu-
tropenie.

d/ antimetabolity
6/ Ancotil (i.v.) (flucytosin) (5-FC)

Mechanismus antimykotického ti¢inku: fungistaticky.
Spektrum ucinnosti: izké spektrum, Casné rezistence; kandi-
dy, kryptokoky, patogeny chromomykézy (Phialophora, Cla-
dosporium), nejisty proti aspergiltim.

Farmakokinetika: hydrofilni; prakticky se nevdZe na plazmat.
bilkoviny; vysokd biologickd dostupnosti (v t¢inné formé do
moci/100x vice neZ v plasmé/, i do likvoru) a Sirokd organova
distribuce (podobné flukonazolu). Koncentrace v plazmé pod
25 mg/1 vedou k rychlé selekci rezistentnich kment, hodnoty
nad 100 mg/1 jsou spojeny s neimérnym vzestupem toxicity -
doporuc¢eno monitorovat hladiny. Neni biotransformovén,
v ucinné formé vylu¢ovan do moci. Biologicky poloc¢as 3-6
hodin, pfi rendlni insuficienci je prodlouZen. Eliminace hemo-
dialyzou, peritonedlni dialyzou. Podstata synergismu kombi-
nace s AmB, jehoZ vysledkem je omezeni rezistence k 5-FC
a soucasné rozsifeni jeho antimykotického spektra na ptivod-
né necitlivé nebo madlo citlivé plivodce, spo¢iva zejména ve
snaz8im priniku do butiky a sou¢asné i usnadnéni penetrace do
téch bunék, do nichz by se 5-FC kvuli chybéni transportnich
mechanismi nedostal. Ddvku c-AmB Ize v kombinaci efektiv-
né redukovat na 1/3.

Lékové interakce: Cytosin-arabinosid miiZze kompetitivné inhi-
bovat jeho efekt, allopurinol naopak sniZuje jeho myelotoxi-
citu aniZ ovlivni antimykoticky tc¢inek. Davku flucytosinu
upravit pti poruse renédlnich funkct, jeho toxicitu zvySuji vSech-
ny léky omezujici jeho rendlni vylu¢ovéni.

Bezpecnostni profil: Urcité procento 5-FC je Cinnosti anae-
robnich stfevnich bakterii konvertovano na cytostatikum 5-
fluorouracil a timto mechanismem je vysvétlovdna priina
myelotoxicity (granulocytopenie) flucytosinu.

5-FC je dodavén v isotonickém roztoku 0,9% NaCl, takze
nemocny vazici 70 kg dostane pti ddvce 150 mg/kg/den cel-
kem 1000 ml fyziologického roztoku a tedy 8,4 g NaCl denné
(pretiZeni obéhu !) . Pokud je 5-FC podavén s amfotericinem
B, je pfirozend substituce NaCl Zadouci.

Dévkovaéni: 75-150 mg/kg/den - podavat rozdélené ve 3-4 dil-
¢ich davkéch po 6-8 hodinéch.
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Klinické pouZiti: VyZaduje sloZity proces intraceluldrni aktiva-
ce v ucinné léCivo. S tim souvisi uzké spektrum ucinnosti, vdza-
né na pfitomnost pfislusnych enzymu v buiice mikromycety
arelativné Casny vyskyt ziskané rezistence. Proto se prakticky
nepouZivéd v monoterapii (pouze u déti - kandid6za moc. systé-
mu), ale zejména v kombinaci s AmB, azoly a dalSimi. Pied 1é¢-
bou i béhem ni je nutné kontrolovat citlivost. V kombinacich se
dévka flucytosinu neméni. Nevyhodou je myelotoxicita a krat-
ky biologicky polocas, ktery vyZaduje Casté denni davkovéani.
Z téchto diivodt se dnes pouZiva jen okrajové.

V kombinaci s AmB se osvédCuje pfi 1é¢bé kandidové a kryp-
tokokové meningitidy, kandidové oftalmitidy a hepatosple-
nické kandid6zy. Synergické ptisobeni s flukonazolem 1ze vyu-
Zit zejména pii ttocné 1é¢be kryptokokové meningitidy (neni
vSak lepsi neZ c-AmB).

PouZiti u déti: ano.

Souhrn: Vyborné farmakokinetické vlastnosti. Lék do kom-
binacni 1é¢by -fluko, itra, c-AmB, lipidové AmB (kandiddza,
kryptokokoéza; + aspergildza).

ad 4. Pirehled antimykotik v indikaci 1.a 2. volby u vybra-
nych diagnéz
Indikace antimykotik uinvazivni mykozy (nejcastéjSich agens):

Zakladni Dg stuperi dg | Asp | Kand | 1€k 1. volby 1éky 2. volby
jistoty
akutni leukémie 1P + VORI, ABLC, ABCD, c-AmB
+ c-AmB* CASPO*, ITRA*
alogenni transplantace| M + VORI, c-AmB* |  ABLC, ABCD, CASPO*,
kostni dfené ITRA*, £ 5-FC*
+ ] + c-AmB*, ABLC, ABCD, ITRA*,
jiné malignity lécené CASPO*, FLU** VORI, +5-FC*
vysokoddvkovanou PM + c-AmB* VORI*, CASPO*,
chemoterapii ¢ ABLC, ABCD, ITRA*
transplantace orgdnii 1P + VORI*, ABLC, ABCD,
c-AmB* CASPO*, ITRA*
M + c-AmB* ABLC, ABCD,
CASPO*, ITRA*, VORI
] + | c-AmB, FLU** CASPO*, ABLC,
ABCD, ITRA*, VORI
P,M + c-AmB* CASPO*,
ABLC, ABCD, ITRA* VORT*
HIV 1P + + VORT* ABLC, ABCD,
CASPO*, ITRA*
M c-AmB*
Leishmanidza ] ABCD, ABLC

Asp: aspergiléza, Kand: kandidéza; O: s nizkou incidenci, J: Dg jistd =
cilena 1écba, P: Dg. pravdépodobni= preemptivni 1é¢ba. M: Dg. moZzna
= empirickd 1écba, *: mozZné pouZit do kombinace

*pokud nejsou kontraindikace (Iékové interakce, orgdn.toxicita...),
** pfevazné Candida albicans,
c-AmB: konven¢ni amfotericin B (Amphotericin); VORI: vorikonazol
(Vfend), ABCD: Abelcet, ABLC: Amphocil, CASPO: caspofungin
(Cancidas), ITRA: itrakonazol (Sporanox), FLU: flukonazol (Mycomax,
Diflucan), 5-FC-flucytosin (Ancotil)

Ad 5. Kvalifikovany odhad po¢tu nemocnych/rok, u nichz
je mozné prredpokladat pouziti antimykotik se systémovym
tic¢inkem

hematologiecca ........... ..., 100-110
Détskd hematologie ............. ..., 25
HIVinfekce ........... . ... oo, 5-10
transplantace solidnich organtt ................. 8-10
Leishmanidza ............................... 5

jiné diagnézy splitujici kritérialécby ............ 20
Celkem ........... ... ... ... 170

ad 7. Kalkulace nékladii/rok spojenych s pouZitim systémo-
vych antimykotik ve vybranych centrech (v cenich dle ¢isel-
niku VZP platného od 1.1.2003). Vypocet vychazi z doporu-



¢ené denni davky x 14 resp. 21 dni a celkovd suma je délena
poctem dostupnych antimykotik se systémovym efektem (viz
vySe). TakZe celkova Castka, kterd vyjadfuje cenovy primér
vSech antimykotik, je nepfesnd v tom smyslu, Ze néktera anti-
mykotika se budou uZivat ¢ast&ji (drazsi?- levngjsi?), jini méné
casto.

Ceny x 14 dni lécby | Ceny x 21 dni 1écby

dospéli (N=170) / rok 26 356 334 39 182 855
déti (N=25) /rok 1916221 2 858 850
Celkem/ rok 28 272555 42 041705
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Cilem autorti pfi psani této knihy bylo poskytnout tymtim lékatt a dal-
Sich odbornikt praktickou a pfehlednou piirucku jak provadét kli-
nické zkousky novych lé¢ebnych metod u nemocnych se zhoubnymi
nadory pocinaje zamérem a konce publikovanou zpravou o vysled-
cich. Vyklad je zaméfen na planovani, realizaci a interpretaci faze 111
arovnéZ na randomizovanou fazi II triald. Jen kratce jsou zmifiova-
ny studie tykajici se faze I. Pocinaje 3. kapitolou je dale obsah jedno-
tlivych stati bliZze charakterizovan.

V kap. 3 je podan prehled obecného procesu, kterym jsou nové zpi-
soby 1é¢by posuzovany; jsou zminény faktory, jeZ mohou v kazdém
stadiu urcovat, zdali je zamySleny klinicky trial opodstatnény ¢i niko-
liv. Zakladnim kamenem dobrého projektu trialu je randomizace
randomizovaného trialu je volba velikosti vybérového souboru. V tom-
to sméru je nutné Zadat o radu zkuSeného statistika, ktery rovnéZz pro-
véii pfedpoklady, za nichZ byla studie planovana a zda studie je dosta-
tecné robustni ke zménam v téchto predpokladech (5. kap.). Kli¢em
k aspé$nému hodnoceni kvality Zivota (QL), diilleZité sloZky trialu, je
definovat pfedem QL hypotézu, jeZ pomiize identifikovat vhodny
dotaznik, stanovit dobu jeho pouZiti a zptsoby jeho analyzy. Je dile-
Zité mit na paméti, Ze pacienti potebuji znat dopad 1é¢by na jejich QL
—k tomu musi ov§em obdrZet spolehlivé informace (6. kap.).

V 7. kap. se vypocitavaji postupy, jeZ musi byt realizovény, aby trial
byl zah4djen: zajiSténi finan¢ni podpory, eticky souhlas, vyti§téni pro-

tokolt a dalSich dokument, stanoveni spolupracujicich dstavi ainfor-
movani obhdjcti pacientti. Usp&iny a eticky pribéh trialu vyZaduje
monitorovani dat a kontrolu vstupnich dat, dodrZovéni zésad dobré
klinické praxe, zaji$téni dobré spoluprace mezi koordinatory a spo-
lupracujicimi institucemi, ochranu osobnich dat, opatieni k prevenci
falzifikace vysledkd aj. (8. kap.). Statistické metody analyzy vysled-
ki trialu jsou pfedmétem 9. kap. V 10. kap. se doporucuje, aby pfi
psani zpravy o trialu se postupovalo podle smérnic CONSORT, jez
jsou téZ na webové strance http://www.consort-statement.org. Pred-
posledni kapitola se zabyva systematickymi piehledy a riiznymi typy
meta analyzy. Knihu uzavird pojednani o vyhodach zavedeného cent-
ra pro klinické trialy, které usnadiiuje nejen planovani, vedeni a pub-
likovéni jednotlivych triald, ale téZ strategické planovani dlouhodo-
bych vyzkumnych programi na narodni i mezinarodni drovni.

V pedmluvé autofi zdivodiiuji, pro¢ se kniha tyka hlavné klinickych
trialdl u pacientt s malignim onemocnénim. Pfehlednost textu je pod-
porena umisténim dulezitych ¢asti do rdmecku s Cernobile odliSenym
podkladem a v nékterych Castech i p€knymi schematy a grafy, pii-
klady formuléri aj. Jednd se o prakticky zaméfenou pifrucku, v niz
zajemce ziska podrobné informace jak pti klinickych zkouSkach postu-
povat krok za krokem. Vyhodné je, Ze se pro jeji studium nepfedpo-
kladaji u ctenafe zadné specializované znalosti. Rovnéz je tfeba
vyzdvihnout mimoféadnou stejnorodost textu napsaného podle tvrze-
ni v pfedmluvé ve spolupraci vSech autort. Je uZite¢nd jak pro odbor-
niky — ¢leny pracovnich tymii zabyvajici se klinickym vyzkumem tak
i pro lékare, ktefi v odborné literatuie hledaji pfedevsim vysledky
tohoto vyzkumu; znalost této knihy jim bezpochyby usnadni studium
publikaci a jejich kritické hodnoceni. M4 vyznam také pro sponzory
triald, ¢leny dohliZejicich komisi, specialisty, od nichZ se vyZaduji
nez4vislé posudky a pro mnohé dalsi odborniky angaZované ve vSech
aspektech klinického vyzkumu. V.H.
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Zpravy

VUDCI GEN P53: ZPRAVA Z KONFERENCE

THE LEADING GENE P53:
REPORT ON THE CONFERENCE

SMARDOVA J.
MASARYKUV ONKOLOGICKY USTAV BRNO

Ve dnech 30. 6 az 3. 7.2003 se konala v Lyonu ve Francii
mezinarodni konference nazvana ,,Functional consequen-
ces of TP53 mutations: Characterization of common and
rare pS3 mutants and relevance to human cancer®. Kon-
ferenci organizovaly spole¢né francouzskd IARC (Interna-
tional Agency for Research on Cancer) a americky NIEMS
(National Institute of Environmental Health Sciences). Lyon
nebyl hostitelskym méstem ndhodou. Praveé zde IARC spra-
vuje pravdépodobné nejvétsi databazi mutaci nddorového
supresoru pS3 (http://www.iarc.fr/pS53). Lidé zabyvajici se
vedenim databéze a také analyzou v ni ukladanych dat (Pier-
re Hainaut, Magali Olivier) vyvolali diskusi o budouci podo-
bé a vyuziti této databdze. Nadorovy supresor p53 byl obje-
ven v roce 1979 a od té doby se t&si intenzivnimu zdjmu
badatell a je také spojovan s velkymi nadéjemi klinickych
onkologtli. A pravé neuvéfitelny rozpor mezi stale bohat§imi
a detailn€j$imi znalostmi o struktufe a funkci tohoto nevel-
kého proteinu a predevsim jeho klicové roli v kancerogene-
zi na strané jedné a zatim minimélniho praktického dopadu
téchto znalosti v klinické praxi na strané druhé jsou jiZ dlou-
ho zdrojem urcitého napéti mezi badateli a praktickymi onko-
logy. Konference v Lyonu shrnula nékteré zajimavé poznat-
ky o p53, znichZ mnohé jasn€ ukazuji, v ¢em je pficina tohoto
roZporu.

Natvod stru¢né: protein p53 je nadorovym supresorem. Zajis-
tuje adekvatni odpovéd buriky na bunécny stres a zamezuje
déleni, pripadné preZiti poskozenych bunék. Vyfazeni této
funkce pfedstavuje vyznamny krok v progresi kancerogene-
ze. p53 je transkripéni faktor, ktery po indukci nékterymi
bunéCnymi stresy (napf. hypoxie, nedostatek nukleotid,
poskozeni mitotického vieténka, aktivace onkogent a prede-
v§im posSkozeni DNA) spousti transkripci svych cilovych gent,
a to prostiednictvim vazby na specifické sekvence DNA
v jejich promotorech. Cilovych gent bylo popsdno vice nez
60, vcetné takovych, jejichZ produkty navozuji blok bunécné-
ho cyklu (p21, 14-3-30, GADDA45,..), apoptézu (Bax, Apaf-1,
CD95/Fas/APO1, PIGs,..), opravy DNA (p48, R2) a dalsi pro-
cesy (TSP1, cyklin G,..). Vedle vysokého poctu proteint,
s nimiZ p53 interaguje formou meziproteinovych interakci,
pravé obrovsky pocet gentl, jejichZ expresi protein pS3 regu-
luje, amnoZstvi bunéénych procest, které tak pS3 miZe ovliv-
nit, vynesl genu p53 oznaceni ,,a master gene* (Michael Res-
nick), tedy gen, ktery vlddne ostatnim a rozhoduje o nich.
MiuZeme mu pro jednoduchost fikat ¢esky ne zcela presné
vid¢i gen.

Mutace p53 jsou Castou udalosti pfi vyvoji fady riznych nado-
ri. Na rozdil od nékterych jinych nddorovych supresort, kte-
ré jsou v buiikach inaktivovany vétSinou formou zkraceni
vysledného proteinu, ktery potom postrada nékteré své struk-
turni sloZky a tim zcela svou funkci (napi. APC, BRCAL,..),
gen p53 je postiZen zdaleka nejcastéji bodovymi mutacemi,
tedy zdmé&nami jednoho nukleotidu za jiny. K dne$nimu dni
bylo v databizi IARC zaznamenano celkem 18 500 mutaci
p53, z toho vice nez 1 300 riznych bodovych (,,missense*)
mutaci, coZ pfi délce kddujici sekvence odpovidajici vysled-
nym 393 aminokyselindm v proteinu p53 je poCet mimorad-
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ny. Samotny pocet odliSnych mutaci by nebyl az tak zajima-
vy, nebyt toho, Ze v§echny mutace p53 nejsou stejné ve svych
dasledcich pro funkci p53.

Opakovanou analyzou mutaci p53 v rznych typech nadori
byla postupné sestavovana mutacni spektra p53, byly naléza-
ny ,.hot spot* oblasti, a tak se tvofila pfedstava o povaze muta-
ci. Mutace postihuji ty ¢asti molekuly p53, které bud bezpro-
sttedné ovliviiuji kontakt proteinu p53 s DNA nebo méni
konformaci molekuly p53 takovym zptisobem, ktery vazbu na
DNA znemoZni. Tato historicky ptivodni pfedstava mutaci p53
je tedy spojena s tplnou ztratou schopnosti pS3 vazat se na
cilové sekvence a tedy se ztradtou schopnosti regulovat tran-
skripci cilovych gentl — tzv. mutace ,loss-of-function®. Jed-
nim z dasledku této ztraty funkce je neschopnost transaktivo-
vat gen mdm?2, ktery pfedstavuje zpétnovazebni regulacni
smycCku p53 a zprostiedkovava jeho degradaci. Neschopnost
mutantniho p53 aktivovat expresi mdm2 ma za nésledek aku-
mulaci p53 v buiice.

Béhem nékolika minulych let se ale hromadily informace
0 tom, Ze to zfejmé s povahou mutaci p53 neni tak jednodu-
ché nebo jednoznacné. Jednim z cilti konference v Lyonu bylo
tyto informace shromdZdit, vyhodnotit a zohlednit je v planech
na dalsi rozvoj databize mutaci p53. Pokusim se ted kratce
charakterizovat n€které typy mutaci p53, které byly v Lyonu
diskutovany a které se odliSuji od zminénych ,klasickych*
mutaci spojenych s tplnou ztratou funkce p53.

JestliZe klasickd predstava mutace p53 je spojena se ztratou
transaktivacni schopnosti postiZzeného proteinu, potom miZe-
me na prvnim misté mezi ,,neklasickymi® mutacemi jmenovat
tzv. superaktivni mutace. To jsou mutace, které ve srovnani
se standardnim proteinem zvysuji specifickou i nespecifickou
vazbu p53 na DNA a tim jeho schopnost transaktivovat cilo-
vé geny (Carol Prives).

Vyraznou skupinu mutant p53 pfedstavuji tzv. mutace ,,gain-
-of-function®, tj. takové, které struktuie proteinu p53 pfind-
Seji néjakou novou funkci (Moshe Oren, Varda Rotter, Gio-
vanni Blandino, Kent Soe, Guillermina Lozano, Arnold J. Levi-
ne). Zda se, 7e pro ,,gain-of-function* je nezbytna N-koncova
¢astproteinu p53 (Moshe Oren) nebo je zprostfedkovand DNA
vazebnou doménou. Ta neni u mutanti schopnd vazat DNA
azlstavatak ,,volnd* pro jiné funkce. VSichni se shodli na tom,
Ze ,,gain-of-function® nesouvisi s transaktivaci, mozna spiSe
s represi transkripce nékterych genii (napt. CD95/Fas), ale
obecné je pfijimana ptfedstava, Ze ,,gain-of-function* je reali-
zovana mechanismem protein-proteinovych interakci. V téch-
to interakcich mohou byt partnerem p53 dalsi Clenové téze
rodiny — p63, p73 (Moshe Oren, Giovanni Blandino, Arnold
J. Levine) nebo proteiny se zcela odliSnou funkci jako napf.
topoizomerdza I (Kent Soe).

Dalsi stile se rozriistajici skupinou mutaci p53 jsou mutace
podminecné, piedevsim teplotné senzitivni (zs), piipadné
chladové senzitivni (cs). Piivodné byly tyto vzacné deteko-
vané mutace povazovany za spiSe zajimavé, piipadné experi-
mentadlné vyuzitelné vyjimky mezi mutacemi p53. Se stile Cas-
téjSim pouZivanim funkénich testll na misto molekuldrnich
analyz struktury DNA pfi vySetfovani statutu p53 ale podil
téchto mutaci neustale nar@std. Status teplotni senzitivity je
sdm o sobé zajimavy, protoZze poukazuje na skutecnost, Ze
vSechny mutace nejsou stejné. Zatimco nékteré rozvraci struk-
turu proteinu p53 zcela a nevratné, znemoZiiuji bezvyhradné
jeho transaktivacni funkci a jsou tedy zcela inaktivujici, jiné
mutace sice rozvraci standardni strukturu p53, ale ponechavaji
ji ponékud flexibilni a za ur¢itych podminek (napf. zménou



teploty) umoziiuji jeji navrat do funk¢ni podoby, jsou tedy jen
¢astecné inaktivujici. Mnohem podstatné&jsi okolnosti teplot-
né senzitivnich mutaci p53 je ale fakt, Ze jsou asto doprova-
zeny dal§im fenotypovym znakem napliiujicim podstatu ¢4s-
te¢né inaktivace. Zatimco standardni protein umi rozpoznat
anasledné fungovat na vSech svych popsanych responzivnich
elementech (i kdyZ s odliSnou afinitou), s mutanti jsou ¢asto
diskriminujici, to znamena, Ze jsou vice nebo méné funk&ni
nanékterych responzivnich elementech p53, zatimco jsou zce-
lanefunk¢nina jinych (Michael Resnick). A samoziejmé feno-
typ buiiky, kterd nese zcela inaktivujici mutaci pS3 miZe byt
vyznamné odliSny od fenotypu buiiky, ve které jsou nékteré
funkce p53 zachovany.

Dal3i kategorii mutaci p53 jsou mutace supresorové. Ty po
svém vneseni do jiZ mutavaného genu p53 mohou ,,vyrusit*
ucinek prvni mutace a navratit tak molekulu p53 do ¢astecné
nebo zcela funkéniho stavu (Rainer K. Brachmann, Penka
Nikolova). Ze zminénych typt mutaci p53 jsou pravé supre-
sorové moznd na prvni pohled nejméné klinicky relevantni.
Jist€ se s nimi pfi analyze pS3 v nddorech nesetkdvame Casto
ataké cilené vnaseni dalSich mutaci do poSkozeného genu p53
nebude hlavni formou terapie ani v budoucnu. Jejich studium
nds ale pfibliZuje pochopeni na jedné strané podstaty fungo-
vani a struktury mutaci p53 a na strané druhé odhaleni moz-
nych mechanismil jejich reaktivace.

Reaktivace mutantl p53, to bylo dalsi velké téma, které se
prolinalo celou konferenci v Lyonu. Hned nékolik autori pred-
naselo své vysledky dokumentujici reaktivace nékterych
mutant p53, a to pomoci CDB3 (Assaf Friedler, Galina Seli-
vanova), pomoci nizkomolekuldrnich laitek PRIMA-1 a RITA
(Klas Wiman, Galina Selivanova), sloucenin ,,98 (Karen S.
Vousden) nebo dokonce prostfednictvim tzv. adaptorového
proteinu (vytvafenim chiméry mutantni p53 s dalSim protei-
nem — p73) (Matthias Dobbelstein). KliCové a opakujici se
bylo zjisténi vSech autort, ktefi se o reaktivaci mutantniho pro-
teinu p53 pokouseji, Ze rozdily mezi mutantami p53 jsou veli-
ké a 7Zadna forma reaktivace neni i¢innd beze zbytku na vSech-
ny kategorie mutantd, ale vZdy jen na urcity okruh mutantnich
forem p53.

Mezi dalsi ndméty, kterym se na konferenci vénovala pozor-
nost, patfila napf. struktura proteinu p53, coZ ma t€snou ndvaz-
nost na pochopeni funkce a také dysfunkce a mozné reaktiva-
ce mutantnich p53 (Thanos D. Halazonetis, Assaf Friedler,
Penka Nikolova), posttranslacni tpravy 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 MDM?2 (Arnold J. Levi-
ne) asamoziejmeé také novinky tykajici se dal§ich molekul bez-
prostfedné signalizujicich k p53 (Karen S. Vousden, Klas
Wiman, Kent Soe, Anne-Lise Borresen-Dale). Hlavnim smys-
lem konference ale bylo na zdklad€ soucasnych poznatki vyty-
¢it nové sméry a tendence ve vyvoji databidze mutant p53.
A z nékolikadenni debaty jasné vyplynulo: mutace p53 jsou
velmi rozmanité a mohou velmi odli§nym zpiisobem ovlivnit
vlastnosti vysledného proteinu. Proto se zd4, Ze bude nezbyt-
né do budoucna vytvéret ,,funkéni* databazi, tj. sbirat data
o presnéjSich funk¢nich dopadech jednotlivych mutaci na
vysledny protein p53. Do budoucna bude také nutné presné
popsat a pochopit, jak adekvétné jednotlivé funkéni testy
(v kvasinkach, v sav¢ich buiikach,..) vystihuji skute¢nou bio-
logicky a klinicky relevantni povahu jednotlivych mutantf
(Alberto Inga). JestliZe byl gen p53 nazvan vid¢im pro velky
pocetriznych gentl, jejichZ expresi ovliviiuje, a pro velky pocet
riznych proteint, s nimiZ interaguje, tak byl také nazvan vad-
¢im genem rozmanitosti (,,a master gene of diversity*) pro
obrovskou rozmanitost mutantti s riznymi funkénimi vlast-
nostmi, které mohou ze standardni molekuly p53 vznikat
v diisledku zdmén jednotlivych aminokyselin za jiné.

Na zavér bych si dovolila vyptjcit model Michaela Resnicka,
kterym se pokusil vystihnout sou¢asny pohled na funkci stan-
dardniho p53 a jeho mutantnich forem. Sviij model oznacil
jako ,,p(piano)53“. Standardni p53 je protein, ktery transakti-
vuje celou fadu genti, na pomyslném pianu tyto geny predsta-
vuji jednotlivé klavesy a p53 je schopen hrat urcity, harmo-
nicky akord. NaSe pivodni pfedstava o mutantech p53 byla
takovd, Ze ztraceji svou funkci a tim svou schopnost hrat
a vysledkem je ticho. Souc¢asna predstava je takova, Ze riizni
mutanti jsou ve své schopnosti hrit na piano poskozeni do riiz-
né miry a vysledkem jejich hry je spiSe neZ ticho zménény,
poskozeny, neharmonicky akord. To ma samoziejmé odliSné
dopady na buiiku a také to vyZaduje odli§né zptsoby népravy,
reaktivace. A pravé v této rozmanitosti je urcité vysvétleni
toho, pro¢ zjednoduSené piistupy k pochopeni mutaci p53
a vyvozeni jednoduchych klinickych souvislosti zatim selhé-
valo. Uvidime, co pfinese tento nové€jsi pohled na p53 a na
,.hudbu*, kterou hraji jednotlivé varianty tohoto iZasného pro-
teinu.

Ucvasg na konferenci i tato prdce byly podporeny grantem IGA
MZ CR ¢ MZ00020980501
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onkologické spole¢nosti

ZAPIS Z JEDNANI VYBORU CESKE
ONKOLOGICKE SPOLECNOSTI CLS JEP
KONANE DNE 2. 9. 2003 NA INTERNI
HEMATOONKOLOGICKE KLINICE FN V BRNE

Pritomni: Vorlicek, Abrahamovd, Cwiertka, Eckschlager, Finek, Jelin-
kové, Konopdsek, Petera, PetruZelka, Pfibylov4, Rob, Stdhalov4, Stanku-
Sova, Vyzula, Zaloudik

Hosté: dr.Matéjka, dr.Skala

Omluveni: Aschermannova

Vyborovou schiizi zahdjil a pfitomné v Brné pfivital prof. Vorlicek, pred-
seda spolecnosti.

Projedndvané body:

— domluva s LPR a pozvani prof. Dienstbiera na listopadovy vybor

— otdzka ¢lenstvi COS v UICC — zatim neni jasno o piinosu, COS pro rok
2003 prispévek 2200 USD do UICC platit nebude (hlasovano: jedno-
myslng)

— doc. Abrahdmov4 bude na doporuceni vyboru COS odbornikem pro
posuzovani stiznosti ve Stiedoceském kraji — Zadost hejtmana

— doc. Eckschlager bude reprezentovat COS v transplantaéni komisi
Hematologické spole¢nosti

— vybor COS potvrdil stanovisko k enzymové terapii , které bylo uvefej-
néno ve Zdravotnickych novindch, na repliku firmy dile nebude rea-
govano — nejde o skute¢nosti, které by stanovisko vyboru COS jakkoli
ménily

— vybor dodate¢né projednal letoSni rozdéleni prostiedkti z BEhu T. Foxe,
které bylo provedeno je$té minulym vyborem, soutéZ pro piisti rok pfi-
pravena standardnim zptisobem, prihlasky jiZ pfedany posuzovatelim

— vybor COS schvilil letoni ¢lensky poplatek 255,- USD za Sekci onko-
chirurgie pro WESOS (World Federation of Surgical Oncology Socie-
ties)

— jednano o koncepci prediktivni onkologie na zdkladé€ pisemné zpraco-
vaného ndvrhu dr.Hajdticha a prof. Zaloudika, se zimérem vybor sou-
hlasi, stejné tak i s ndvrhem na vznik Sekce diagnostické a prediktivni
onkologie — uvitd, kdyZ se organizace sekce ujmou inicidtofi a proces
vyusti ve standardni volbu piedsedy sekce véetné programu

— jednano o centrech pro 1é¢bu c-kit positivnich stromélnich sarkomi pre-
paratem Glivec, jde o raritni nador (cca 30/rok v CR) s ndkladnou cile-
nou 1écbou prisné vazanou na diagnostiku prediktoru efektu, po disku-
si fady aspektt centralizace dohodnuto ponechat dosavadni dvé centra
(FN Motol, MOU Brno) fungovat do auditu COS v lednu 2004, poté
bude jednano o kriteriich vybéru center v delsi perspektivé — zdirazné-
na potfebna ndvaznost na diagnosticka a chirurgicka pracovisté, které
se problematikou zabyvaji

— jednano o centralizaci dalsi cilené 1é¢by prepardtem trastuzumab (Her-
ceptin), dosavadni stav povéfeni n€kolika center je revokovan ndvrhem
najedndni o dal§ich pracovistich, vykazujicich dostate¢né celkové pocty
1é¢enych nemocnych s karcinomem prsu ( ve stovkachro¢né) , téZ s per-
spektivou trastuzumabu zvySeni poctu indikovanych v pokrocilych sta-
diich a do budoucna také v adjuvanci. Doporucujeme tedy zachovat sta-
vajici pocet center s tim, Ze budeme usilovat o navySeni poctu 1écenych
pacientek zvIasté v centrech, kde soucasné limity jsou nedostatecné.
V ptipadé prazskych pracovist je nutné pfi jednani s pojiStovnami
domluvit respektovani existence Komplexniho onkologického centra
(tim samoziejmé i pracovist€ na Bulovce) a adekvatniho navySeni limi-
tu pro 1écbu.

— vybor podpofil ndmét dr. Malinové (RTO Motol) k hrazeni n€kterych
tkonil spojenych se zachovanim fertility v pribéhu onkologické 1écby
(kryoprezervace spermatu, specifickd ochrana pied zafenim, LHRH ago-
nisté ve specifickych indikacich)

— bylo upozorn&no na nardstajici problémy se SUKL pfi schvalovani Gi¢as-
ti na studiich v EORTC a jinde, navrZeno vyckat do nastoleni novych
pravidel harmonizovanych vramci EU od roku 2004, doporuc¢eno vem,
ktet{ maji se studiemi problémy, aby ptekazky ptipominkovali pfimo
SUKL

— vybor vyslechl informaci o kontaktu s WHO programem na téma kon-
zultaci ,,cancer control activities in East European coutries*,dotaznik
WHO byl vyplnén a cestou odbor zdrav. pé¢e MZ odeslan centrile
WHO, zdiraznéno postaveni COS i pfiznivy stav organizace onkolo-
gie v CR veetn& NOR, ddle zafizuje kontakty dr. Rizkovd z MZ
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— projednan namét LPR k orientaci na prevenci karcinomu hrdla déloz-
niho, komentovéno doc. Robem — existuji zna¢né rezervy a vybor COS
bude nesporné podporovat programy zaméfené na prevenci C53
vybor vyslechl informaci o dlouhodobém projektu HTA (Health Tech-
nology Assessment ) v onkologii, vybor podporuje program jako dlou-
hodoby proces, jeho ¢lenové byli vyzvani aby se podileli na inicialni
publikaci formou souboru ¢lanki na téma HTA jako suplementa Kli-
nické onkologie
vybor projednal aktudlni stav NOR, v&etné€ pfileZitosti, které pfinasi pro
hodnoceni racionality a kvality onkologlcke péce, povéfil predsedu COS,
aby odeslal MZ CR a UZIS dopis v némz se &eti onkologové hldsi k NOR
jako jedine¢né zdrojové databézi onkologickych dat a vyslovuji zajem
na jeho lep§im vyté€Zovani, v tomto kontextu navrhne vznik Rady NOR
pro analyzu a interpretaci onkologickych dat, kam bude vybor COS dele-
govat své experty a kterd navrhne fadu opatieni jak k modernizaci regist-
race tak i praci s daty jak je zp¥istuptiuje UZIS a projekt SVOD
— vybor vyslechl sdé¢leni MUDr. Bohumila Skély, PhD., zastupce vybo-
ru Spole¢nosti praktickych Iékaii, 0 zajmu na sou¢innosti s COS v onko-
logické prevenci , [é¢bé a dispenzarizaci, pfedev§im jde o vytvoreni spo-
lecné metodiky pro vedeni cilenych preventivnich prohlidek
i interpretaci paralelné vznikajicich vySetfeni v rdmci onkologické pre-
vence, — uloZeno zpracovat ndvrh dohody obou spolecnosti na spole¢-
ném postupu v organizaénim zaji§téni casné diagnostiky nddori a raci-
ondlni distribuci onkologicky nemocnych. v podstaté jde o strukturu sité
v zajisténi onkologické péce v regionech
— diskutovano o stavu piiprav DRG s ohledem na onkologii, prvnim kro-
kem bude dopis vyboru COS zdravotnim pojistovndm a MZ CR, v ném¥
poZadujeme registraci klinického stadia onemocnéni jako sou¢dsti onko-
logické diagndzy a registrace vSech procedur ve vztahu k diagnéze,
vybor COS bude problematiku dale velmi intenzivné sledovat a zji§to-
vat moZnosti odbornych vstupl do tvorby systému DRG, ktery ma
v budoucnu v hrazeni zdravotni péCe pfevazit. Soucasnd predstava
0 DRG nerespektuje specifika oboru klinické onkologie
zprdva dr. Finka, pokladnika COS, o stavu a&tu COS, ktery byl v srpnu
2003 celkem 347 788,90 K¢, za prvnich 8 mésicti roku 2003 ¢inily pfi-
jmy za ¢lenské prispévky 97 388 K&, 300 000 K¢ ¢inil dar LPR, byl
pfednesen a schvilen navrh rozpoctu na rok 2004, odhadovany v piij-
mové ¢asti na 400 000 K¢
vybor COS odsouhlasil poplatek za schvélené uZiti loga COS pro
komer¢ni ucely na minimélné 50 000 K¢
— v dohodovacim fizeni novych kédt dosud nebyla projednédna polozka
aplikace 1éku do portu, coZ patii k zdkladnim vykonim v onkologii,
urgenci povéfena dr. Pfibylova
— Doc. Abrahdmové informovala o konéni tradi¢nich mammologickych
a urologickych symposii 20.-21. 11. 2003, vybor COS piebird zéstitu
nad akci
Dr. Stdhalova nabidla své pracovisté jako misto pro jednani lednového
vyboru COS — souhlas
— Dr. Stdhalovou pfipominkovéano zohlednéni centrdlniho fedéni cyto-
statik v platbach, zainteresovand pracovisté museji nejprve dohodnout
koordinovany postup
— na zaklad¢ pripominky doc. Konopéska si vSichni ¢lenové vyboru pfi-
pravi své navrhy pro dokonceni harmonizace kompetenci klinickych
aradiacnich onkolog (internistd a radioterapeutit)

Firmou Janssen Cilag byl vyboru prezentovdn dlouhodoby projekt AMOS,
ktery md usnadnit lékarim orientaci v problematice 1écby chronické
bolesti, md sekce nddorové a nenddorové bolesti, jde o mésicni interak-
tivni semindre vedené specialisty v 6 regionech spojené s resenim kon-
krétnich kasuistik — pro zajisténi interaktivity je maximdlni pocet v jed-
nom semind¥i 15 iicastnikii. Vybor COS poklddd projekt za uZitecny
apodporuje jej. V diskusi upozornéno na potiebu téchto skoleni také mezi

praktickymi léka¥i. Vybor jednomyslné souhlasi s pouzitim loga COS

CLS JEP na material k tomuto projektu. Kontakt: MVDr. Petr Matéjka

pmatejka@jnjcz.jnj.com.

Dal3i vyborové schiize v roce 2003 se konaji:

9.10.2003 v 15,30 hodin v Ceském Krumlové u pfilezitosti JOD
4.11.2003 v 10 hodin na Plesi (dr. Aschermannova)

2.12.2003 v 10 hodin v Plzni (dr.Finek)

Zapsal: Jan Zaloudik, védecky sekretit COS
Schvdlil: Jiti Vorlicek, predseda COS



