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prehled

SARKOMY MEKKYCH TKANI - PREHL ED NOVEJSICH DIAGNOSTICKYCH
A LECEBNYCH POSTUPU

SOFT-TISSUE SARCOMAS: AN OVERVIEW OF THE NEWER DIAGNOSTIC
AND THERAPEUTIC APPROACHES

J.ZALOUDIK, R.TALAC, V.VAGUNDA, M.HAJDUCH, P.JANICEK, O.COUFAL, M.ONDRAK, | KOCAK,
R.VYZULA

UNIVERZITNf ONKOLOGICKE CENTRUM BRNO : CHIRURGICKA KLINIKA FN BRNO-BOHUNICE,
I.ORTOPEDICKA KLINIKA FN U SV.ANNY, ODDELENI KLINICKE ONKOLOGIE FN BRNO-BOHUNICE
MASARYKUV ONKOLOGICKY USTAV BRNO LABORATOR EXPERIMENTALN{ MEDICINY FN OLOMOUC

Souhrn: Prehledna prace shrnuje hlavni morfologické a subcelularni parametry pro diferencialni diagnostiku, stratifikaci
aprognostiku sarkomia mekkych tkani. Chirurgické metody 1é¢by jsou nahlizeny predevsimz hlediskasvych limitaci apotieby
kombinovanych postupi, véetné pouziti nékterych méné obvyklych pristupi jako jsou intersticial ni brachyterapieapredoperadni
intraarterialni chemoterapie, ptipadné individualizace chemoterapie podl e prediktivrich testii blize charakterizujicich vlastnosti
daného sarkomu.

Kli¢ova slova: sarkomy mekkych tkani, subcelularni diagnostika, kombinovana 1écba

Summary: Principa morphological and subcellular parametersfor differential diagnosis, stratification and prognostication of
soft-tissue sarcomas are reviewed. Surgical methods are envisaged in their limitations and weak pointsin order to stress the
need for combined therapeutic approaches. Pre-operative intraarterial chemotherapy, intersticial brachytherapy and
individualized chemotherapy based on predictive testing may represent few newer approaches to enhance still rather low

effectivity of the treatment of soft-tissue sarcomas.

K ey wor ds: soft-tissue sarcoma, subcellular diagnostics, combined therapy

Uvod

Sarkomy mékkych tkani jako nadory mesenchymalniho pivodu
nejsou v onkologické praxi ve srovnani s epitelialnimi nadory
¢asté, vzdy jsou vsak vnimany jako onemocnéni velmi zavazné,
neziidka provazené diagnostickymi aterapeutickymi rozpaky.
Predevsim byvame znovu a znovu piekvapovani primarnim
nadorem zna¢né velikosti alokalni pokrocilosti, diagnostickym
prodlenim zptisobenym at’ jiZ vinou pacientasamotného, | ékaie
prvniho kontaktu, ktery natuto diagnozu nemysli, nebo skrytou
lokalizaci a asymptomatickym priabéhem nadorové choroby.
I naklinickych pracovistich trva nékdy diagnostika zbyte¢né
dlouho nebo je primarni operace neadekvatni a zaklada jiz od
pocatku podminky pro recidivu onemocnéni. Nemocny s
recidivou, ¢i spise residuem nadoru, zjisténym kratce po
primarni operaci, se mize pokladat zaposkozeného stejné jako
ten, ktery absolvova rozsahlou mutilujici operaci, tieba
amputaci kongetiny, a kratce poté je mu zjisténa plicni
diseminace nadorového onemocnéni. Diagnostika i 1é¢ba
sarkomi mekkych tkani prodélava v posednich letech celou
faduzmeén sméremk cilengjsimindividualizovanym pristuptim.

Morfologicka klasifikace

Sarkomy mekkych tkani jsoumorfol ogicky velmi pestrou paletou
malignich nadora vychazejicich z mesenchymalnich, predevsim
pojivovych tkani. Podleklasifikace WHO jsou déleny do zhruba
40 morfologickych jednotek adale v podskupinach do vice nez
80 histopatologickychentit (1,2). ZvIasté mezi patology pietrvava
tendence dale v sarkomech rozlisovat nové podjednotky a jiz
beztak siroké spektrum dale délit podle nové morfologicky

definovanych detailti (3-11). Protazevsak jdeonadory srelativné
nizkou incidenci, maji jak Klinici tak patologové mimo vysoce
specializovana pracovisté jen malo piilezitosti nabyt dostatek
zkusenosti s celym timto spektrem nadort jak z hlediska
diferencialné diagnostického, tak piedevsim prognostického
a terapeutického. Neni v praxi realné srovnavat Gcinnost
[écebnych aternativ vevztahu k tolika histopatol ogickym typtim
a podtypim a podrobna klasifikace se tak stava ponékud
samoucel nou. Lécebné postupy nejsou usarkomi mekkych tkani
vedeny ani tak histotypem, nybrz spise stupném malignity
vyjadieném histopatol ogickym gradingem ( 3,12,13).

Reseni pro klinikamalo piehledné situace je spise v opacném,
tedy integrujicim pristupu, podobném jaky byl pouzit u
malignich lymfomu. Po nékolika klasifikacich lymfomu se
dospélov klasifikaci nazvarg Working Formulation proklinické
ucely k praktickému déleni nalymfomy ovysokém (high-grade)
anizkém (low-grade) stupni malignity, kterym odpovida také
odlisna lécebna strategie. Navic toto jednoduché déleni poskytlo
nové, biologicky zajimavé, aviak i klinicky uzite¢né poznatky.
Lymfomy snizkym stupném malignity htife odpovidaji nalécbu
cytostatiky a jsou paradoxné hite lécitelné nez lymfomy
s vysokym stupném malignity. Tyto zavéry klasifika¢niho
zjednoduseni nikterak neméni ani nejnovéjsi  podrobna
klasifikace REAL, stavéjici jiz naobjektivnéjsi fenotypizaci se
zarazenim CD markert (14). Je zapotiebi, aby podobnym
procesem proslai klasifikace sarkomu mekkych tkani.
Sarkomy mékkych tkani pritom jiz v soucasné klasifikaci
zohlediuji ngjen anatomicky rozsah avelikost nadoru, nybrzi jeho
grading (histopatologicky stupeit malignity) jako parametr
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uréujici stadium onemocréni, coz jeu solidnich nadori vyjimesné
progresivni piistup. Pinému vyuziti tohoto parametru vsak brani
skute¢nost, ze grading je v  praxi uvadén
v patol ogickém popisu pouze u poloviny piipadi azéasti jetento
popiszatizen chybou subjektivni nebo také objektivni pii vysoké
heterogenité subpopulaci v nadoru (15). O pritbéhu onemocnéni
zireimé rozhoduiji subpopulace s nejvyssi malignitou, které vsak
mohou byt i minoritni a unikat beznému histopatol ogickému
hodnoceni omezeného poctu preparati pripravenych z obvykle
objemnych nadora. Histopatologicky grading koreluje s
intervalem bez znamek onemocnéni i celkovou dobou pieziti
(6,13,16,17). Nevime dosud s jistotou zda grading nadoru
“““““ nizsi ucinnosti radioterapie nebo
chemoterapie. Je ovsem nepravdépodobné, ze by sebelepsi
parametr dosahl sam o sobé potrebné prediktivni sily pro
individualizaci 1é&¢by aobesel se bez dalsich znakt nutnych pro
aplikace klinicky relevantni multivariatni analyzy najednotlivé
klinické pripady.
Na pozadavku standardizovaného stanoveni histotypu i gradingu
sarkomumekkychtkani jenutnotrvat jakonazakladnich podminkach
jgich klasifikace , avsak s védomim jejich limitaci a moznych
nepresnogtii chyb, které prinasi kazdé subjektivni hodnoceni fenotypu
(18). Veskandinavské studii komisionalni revizehistopatol ogickych
diagnoz sarkomi mekkych tkani byla pii tymovém piehlédnuti
preparati prehodnocena plna tretina pripadtt a v 5% diagnoza
maligniho tumoru dokonce zménénana benigni (19).

Molekularni patologie v diferencialni diagnostice sarkomi
mékkych tkani

Informace ziskavané cytogenetickymi s a molekularnimi
metodami sezatim v diagnosti ce sarkomi mekkych tkani uplattiuji
pouze v upiesiovani standardni morfologické klasifikace, tedy
nikoli v kvalitativrné novém ¢lenéni sarkomi jak by se logicky
nabizel o (20). Z metodického hlediskajsou zatim pouzivany pro
diferencialni  diagnostiku  ponejvice  imunohistochemie
astandardni karyotypové analyzy, novéji pak in situ hybridizace
pro detekci amplifikaceci delecejednotlivych gent, RT-PCR pro
detekci transkriptt mRNA akvantitativni metody cytometrické
obrazové analyzy DNA nebo exprese specifickych proteint (21).
Znacny kvalitativni posun lze brzy ocekavat od aplikaci
komparativni genomové hybridizace v genovych DNA
mikrocipech, které zohledni nejen hlavni zmény v panelu
klicovych gent jako novy zptisob charakterizace jednotlivych
histotypa, nybrz i rozdily mezi riznymi morfologickymi stupni
malignity, primarnimi nadory, rekurencemi a metastazami.
Soucasna onkol ogiepracuje pouzesnekolikaparametry aobvykle
nezkouma vahu jednotlivych znaka v prediktivnich modelech.
Multifaktorialni hodnoceni vyzadujekromg laboratorniho zgjisteni
také zazemi pro  propracovanou  biomatematickou
mnohorozmérnou analyzu dat. Bez ni by pouhé piidavani dalsich
parametri v budoucnu mohlo byt negitelné a samoucelné.

V soucasné morfologické klasifikaci sarkomi mekkych tkani
existuji predevsimnad edujici diferencialng diagnostické problémy,
které pomaha fesit imunohistochemie (22) a jeste uéinngji
cytogeneticka detekce specifickych trand okaci (20,23,24).

a) Diferencidlni diagnostika sarkom:z z malych kulatych bunek
Jde predevsim o odliseni Ewingovasarkomu (ES) a periferniho
neuroektodermalniho tumoru (PNET), ptipadné dal sich nadort
z malych okrouhlych bunék jako jsou desmoplasticky
mal obunéény nador arhabdomyosarkom. SkupinaES/PNET je
charakterizov ana predevsim pozitivitou antigenu CD99 (20).
Desmoplasticky malobunéény nador exprimuje epitelialni
markery cytokeratiny, svalové proteiny jakojedesminineuralni
marker neuron specifickou enolazu. Jsou vsak znamy
i nezafaditelné typy s pozitivitou CD99 a negativitou
cytokeratint jako je napiiklad abdominalni nador z modrych
bunék u déti. Celou tuto skupinu je proto | épe charakterizovat
specifickymi cytogenetickymi alteracemi. V 85 % piipadd se
vyskytujetranslokacet(11;22)(q24;q12), cozjehistoricky prvni
trand okace popsana u solidnich nadort (25). Tato translokace
vede k juxtapozici geni EWS chromosomu 22 a genu FLI-1
chromosomu 11. Podle umisténi juxtapozice v ramci
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jednotlivychintront aexont |zerozlisit asi 9typa chimerickych
EWS/FLI-1 transkripta . K dal§im méng ¢astym translokacim
skupiny ES/PNET patti t(21;22)(g22;012) se vznikem
chimerického genu EWS/ERC nebo translokace
1(7;22)(p22;912) s fazi geni EWS a ETV1 (26).Alveolarni
sarkomy jsouv 90 % nositeli translokacet(2;13)(g35;q14) (27).
Tato translokace vede k zlomu genu PAX3 na chromosomu 2
ajeho juxtapozici do oblasti vlivu dosud malo probadaného
transkripénihofaktoru FKHR (ALV) nachromosomu 13. PAX3
je soucasti fylogeneticky konzervovaného homeoboxu
transkripcnich faktora (28). Na rozdil od aveolarnich
rhabdomyosarkomt tuto specifickou traslokaci postradaji
rhabdomyosarkomy embryonalni, které zase charakterizuje
delece ¢asti chromosomu 11 (29).

Popsany jsou vsak i nadory nesouci cytogenetické znaky jak
alveolarniho tak embryonalniho rhabdomyosarkomu, ovsem
spritomnosti jiz zminéné transl okacetypické pro cel ou skupinu
ES/PNET t1(11;22)(g24;912) (30). Malobuné&ény
desmoplasticky tumor s predilekci vyskytu u mladych muzi,
ktery se vyznatuje rychlym s$itenim po serozach, je
charakterizovan specifickou transokaci t(11;22)(p13;q12), jiz
dochazi ke vzniku fuzniho produktu EWS/WF1 (31). A ¢koli
specifické translokace se ve skupiné malobunéénych sarkoma
vyskytu ve vysokém procentu ptipada, neni tato specifita
absolutni.  Typicka translokace skupiny ES/PNET
t(11;22)(q24;912) byla totiz naezena také u nekterych
polyfenotypickych sarkoma (32).
b) Odliseni synovidlntho sarkomu od ostatnich
viFetenobunécnych sarkomui

Mezi synovialni sarkomy |ze rozlisit méné ¢astou bifazickou
variantu spritomnosti vietenitychi epitel oidnich bungk agastéjsi
vyhradné vietenobunéény monofazicky typ. Spolec-
né jsou synoviaosarkomy charakterizovany translokaci
t(X;18)(p11;q11) ptitomnou v 90 % pripada (33). Klonovani
této translokace vedlo k objevu dvou novych geni s dosud
neznamou funkci SSX naXpllaSY T nal8qll (34). Bifazické
synovid osarkomy obvykle nepredstavuiji diagnosticky problém.
Naproti tomu ¢astéjsi monofazické synoviaosarkomy mohou
byt snadno zaménény zajiné vietenobunééné typy sarkomi jako
jsou fibrosarkomy, leiomyosarkomy nebo maligni
schwannomy. Ani imunohistologické rozliseni neni ¢asto
mozné. Navic malo diferencovany  kulatobunéeny
synovialosarkom muze byt neodlisitelny od kulatobunéénych
nadoru skupiny ES/PNET, véetné pozitivity antigenu CD99.
Uzite¢ny tedy muaze byt cytogeneticky prukaz specifické
translokacet(X;18)(p11;g11) metodou FISH. Tato metodatak é
pomohlaodhalit nadory s charakteristikami synovial osarkomu
v tak netypickych lokalizacich jako jsou srdce a plice (35,36).

c) Diferencidlni diagnostika myxoidnich sarkom

Pro tuto skupinu je charakteristicka pfitomnost myxoidni
mezibun&cné matrix, kterou lze ovsem nalézt u fady rtiznych
typti sarkomi. Typické cytogenetické zmeny korelujici s
piitomnosti myxoidni matrix jsou definovany jako translokace
1(12;16)(g13;p11) u myxoidniho liposarkomu, ktera fizuje gen
CHOP chromosomu 11 s genem TLS chromosomu 16 (37),
atranslokacet(9;22)(p22;q12) u extraskeletalniho myxoidniho
chondrosarkomu, j iz seucastni opét jiz zminény gen EWS(38).
Gen EWS zde fazuje sgenem CHN, ktery patii do superrodiny
gent pro receptory steroidnich athyreoidnich hormoni. Vzacny
agresivni angiomyxom, ktery se vyskytuje pievazné v oblasti
panve, nese rovnéz specifickou translokaci 12q12-15 (39).

d) Dalsi chromosomdlni a molekularni aberace
mesenchymdlnich nador s diagnostickym vy’znamem

Typické chromosomalni delece jsou nal ézany u mesoteliomu,
ktery je tak mozno i z cytopunkce odlisit od reaktivnich
mesotelialnich bunék (40). Jde piedevsim o delece del(1p),
del(3p) a del(22q) a spolehlivé se zde muze uplatnit metoda
FISH (21). Obtizné muze byt odliseni sarkomu ze svétlych
bun¢k ametastaz epitel oi dniho maligniho melanomu v mekkych
tkanich. V téchto pripadech jemozno vyuzit detekcetransl okace
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1(12;22)(g13;912), typické pro sarkomy (41). Zvl astni kategorii
mesenchymalnich nadori piedstavuji pomeérné ¢asté stromalni
sarkomy  digestivniho  traktu.  Molekularné  jsou
charakterizovany mutaci onkogenu c-kit kodujiciho receptor
pro tyrosin kinazu, deleci 14q a expresi antigenu CD34, ktery
je spolecny jak fibroblastoidnim buikam stromalnich sarkomt
tak kmenovym hematopoetickym burikam (42-44)

Heterogenitacytogenetickych znaki ajejich neiiplna specificita
ve vazbé na histotyp znovu podtrhuje piedpoklad, ze dalsi
klasifikacni droleni sarkomi by pokracovalo i pii zarazeni
cytogenetickych parametri. Protojetiebahl edat spiseintegrujici
znaky, které by dokazaly sarkomy mékkych tkani fadit do
nékolikamal o skupin podleklinicky relevantnich charakteristik
(rychleapomalurostouci, rychleapomal u metastazujici, citlivé

Tabulka 1: Prehled znamych histotypové specifickych translokaci
sarkomi mékkych tkani (podle Singera 1999)

Histotyp Translokace Fizni produkt
Ewingav sarkom/ PNET t(11,22)(q24;912) EWS-FL11
t(21,22)(q12;0922) EWS-ERG
t(7,22)(p22;,q12) EWSETV1
Synovialni sarkom t(x,18)(p11;g911) SYT-SSX
Desmoplasticky t(11,22)(q13;q12) EWSWT1
malobun&cny sarkom
Myxoidni/ kulatobunéény t(12,16)(q13;p11) CHOP-TLS
liposarkom t(12,22)(q13;011-12) CHOP-EWS
Alveolarni rhabdomyosarkom  t (2,13)(g35-37;q14) PAX3-FKHR
t(1,23)(p36;q14) PAX7-FKHR
Sarkom z jasnych bunek t(12,22)(q13-14,q12-13) EWS-ATF1
Dermatofibrosarkom t(17,22)(q22;q13) PDGFB-COL1A1
Myxoidni chondrosarkom t(9,22) (g31;,912) EWS-TEC

arezistentni k danému typu | écby).

Molekularni prognostické a prediktivni faktory
Prognostickymi oznacujeme faktory piedpovidajici pribéh
onemocnéni, prediktivnimi  pak znaky piredpovidajici
pravdépodobnou odpovéd’ nadoru na urgity typ légby. Oba
pojmy byvaji nékdy zaménovany nebo mylng interpretovany,
proto na terminologickou stranku upozoriiujeme jiz v ivodu
odstavce. Standardnimi prognostickymi faktory sarkomt
mekkych tkani klinicko-patol ogického hodnoceni jsou stadium,
histopatologicky grading, histotyp, velikost nadoru, jeho
lokalizace a kvalita primarni operace (2,4,17,45-49). V
multivariagni analyze seukazaly byt nejvyznamngjsimi faktory
pro dosazeni upl nosti resekce, respektivenezavisymi indikatory
rizika lokalni recidivy, kategorie T z TNM klasifikace,
lokalizace nadoru a pritomnost nekrozy v nadoru pied [éEbou
(50). Velikost nadoru ovliviiuje predevsim riziko lokalnich
recidiv, zatimco histologicky grading koreluje sintervalem do
vyskytu metastaz a celkovym prezivanim nemocnych (16).
Protoze jsou viak zhoubné nadory piedevsim ,,onemocnénim
DNA* sdysregul aci molekularnich mechanismii, je dalsi pokrok
v diagnostice a 1é¢bé nadora zavisly predevsim na posunu
v poznani namolekularni abungéné arovni.

Nejdale se pouzivani molekularng biol ogickych prognostickych
markeri u solidnich nadori zatim dostalo v prognostice
neuroblastomi, kdejevyuzivano prikazu ztraty heterozygozity
kratkého raménka chromosomu 1 a amplifikace onkogenu
N-myc, obvykle metodou FISH (28,55). Takov éto vymezeni
prognostickych molekul arnich markert neni zatim u sarkomi
meékkych tkani chybi.

Snad nejdale se v tomto sméru dostalo pouziti hrubé anayzy
obsahu DNA flow cytometrii, respektive DNA ploidity. DNA
aneuploidni sarkomy dospélého véku maji horsi prognozu
(51,52). Napriklad v podskupine sarkoma ze svétlych bunek byly
vysledky u nadoru s aneuploidnim DNA profilem horsi az
osmkrat (53). K podobnym zavéram o horsi prognoze DNA
aneuploidnich sarkomu dosla teké u sarkomi s vysokym
gradingem skandinavska studie a dalsi u retroperitonealnich

sarkomu bez zohlednéni gradingu (54). Jiné prace vsak takto
vyznamny unifaktorialni piinosDNA ploidity zpochybiiuji (56).
Nase vlastni vysedky ukazuji, ze prognosticky vyznam DNA
ploidity je v univaria¢ni anayze nevyznamny. Kategorizace
sarkomu podle obsahu DNA nadiploidni aaneuploidni viak ve
vicefaktorové analyze zvyraziuje prognosti cky vyznam celé fady
parametri jako jsou mitoticka aktivita, exprese p53, bcl2, Pgp
nebo aroven apoptozy pravé v nékteré kategorii s vyssim ¢i
nizsim stupném genomové instability vyjadienym DNA
ploiditou (57).

Urcitou zahadou je dosud obraceny vztah mezi DNA ploiditou
a prognozou u nekterych nadora détského véku ve srovnani
s homolognimi  malignitami  dospélych.  Dé&tské
rhabdomyosarkomy, podobné jako détské neuroblastomy maji
horsi prognozu jsou-li DNA diploidni (58). Detailni analyza
genotypickych rozdilt mezi sarkomy détského adospéléhoveku
ve vztahu k jgjich riznému chovani a razné citlivosti k 1é¢bé
dosud v literatuie viceméné chybi. Snad jedina publikovana
prace srovnavgjici rozdily v kinetickych parametrech sarkomii
détského a dospélého veku dochazi k zajimavym zavéram,
jejichz validita je vsak omezena velmi mal ym souborem (59).
Podle této studie je pomér proliferace a apoptozy (tedy déleni
azaniku bungk) sarkoma détského adospélého véku obraceny.
U déti ¢inil tento pomér 0,4+0,15/6,6+0,8 %, zatimco
udospelych 15,9+3,7/ 0,5+0,08 %, coz | ze vyjadtit pram&rnymi
prolifera¢né-apoptotickymi indexy 0.06 u déti versus 4,3
u dospélych. K podobnym zavérim o disociaci mitozy
a apoptozy u sarkomi dospélého veéku ve srovnani ze
zachovanou trovni apoptézy a nizsi mitotickou aktivitou
u détskych sarkomu jsme vsak dosli recentné i v nasi dosud
nepublikované studii srovnavajici 40 sarkomii dospélého a 21
sarkomt détského véku napri¢ histotypy (57). Relativné
zachoval 4 schopnost apopt6zy u détskych nadori ve srovnani s
dospélymi by mohla byt interpretovana jako davod vyssi
chemosenzitivity détskych nadort a chemorezistence nadora
dospélych. Tato hypotéza, jakkoli zni logicky, viak vyzaduje
teprve dukladného ovéteni standardizovanymi metodami
detekceproliferacei apoptozy. Jetaké nutno Iépepochopit vztah
mezi proliferaci a apoptézou. Pti analyze proliferacne-
apoptotickych parametri metodou hlavnich komponent jsme v
nasem souboru nalezli disociaci mitetick ¢ aktivity a urovné
apoptozy pouze u dospélych, zatimco u détskych sarkomi jsou
oba parametry v tzké korelaci (57).

Vyznamnym regulatorem bunéného cyklu je produkt
supresorového genu p53, ktery zajistuje, aby do bunééného
cyklu nevstupovaly burnky sdefektni DNA. P¥i jeho mutaci nebo
inaktivaci interferujicimi produkty onkogent jako mdm2, nebo
virovymi proteiny dochazi k neregulované replikaci bungk
s defektni DNA a tedy i k snizeni aéinnosti chemoterapie
aradioterapie (60). U chondrosarkomii jde dysfunkce proteinu
p53 piedevsim navrub exprese bl okujiciho onkoproteinu mdm2
(61). U sarkomit mekkych tkani byla nalezena rovnéz piima
korelacedysfunkéniho p53shorsichlééebnych vysledki i vyssi
malignity nel ééenych nadora (62). Jiz méng jeznamo, zep53je
také  acinngm  inhibitorem  angiogeneze.  Jednim
z predpokladanych ucinka genové terapie sméiujici K restituci
funkce p53 bude tedy rovnéz blokada angiogeneze a tedy
konverze malignich bunék z proliferujiciho do dormantniho
stavu jak jiz bylo experimentalné prokazano u mysiho
fibrosarkomu (63).

| fyziologicky protein p53 vsak mize byt inaktivovan produktem
onkogenu mdm2. Tato dysfunk¢ni interakce PS3/MDM-2 je
zaroven spojena se zvySenou produkci vaskularniho
endotelialniho rastového faktoru VEGF a prispiva k
neoangiogeneze u velké ¢asti zhoubnych nadori. Muze byt
ovsem i sama o sob¢ zugastnéna v mechanismech maligni
transformace endotelidlnich bunék jak bylo Zzisténo
u angiosarkomii, kde az v 80% piipadiu zvysena produkce
proteinu MDM 2 korelujesdysfunkci aoverexpresi proteinu P53
anadprodukci VEGF (64).

Prognosticky neptiznivou hodnotu ma u sarkomi také
amplifikace onkogenu c-myc ( 65). Nepodaiilo se dosud nal ézt
korelaci mezi metastatick ym potencialem sarkomi a expresi
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specifickych gent s predpokladanym vztahem k metasta-
zovanim jakym je napiiklad gen nm23 (66).

V soucasné dob¢ jsou v popiedi pozornosti spise faktory
regulujici novotvorbu cév v nadoru, ktera je zakladni podminkou
pro jeho makroskopicky rist a progresi onemocnéni, véetné
zakladani hematogennich metastaz. Sarkomy mékkych tkani
patti k dobie vaskularizovanym nadorim a jejich lokalni rast
do obvykle znagnych rozméri je nesporné na neoangiogenezi
vysoce dependentni (67). Bylo zjisténo, ze charakteristiky neo-
angiogeneze sarkomi a karcinomi jsou vyrazné odlisné.
Zatimco u epitelialnich nadora senovotvorené kapilary shlukuji
ve stromatu a nador ma tak vaskularizovanou a avaskularni
dvoukompartmentovou strukturu, jsou kapil ary v sarkomech
rozmistény zcelahomogenng mezi nadorovymi buiikami anador
ma tak =z hlediska cévniho zasobeni jednotnou
monokompartmentovou strukturu (68). Rozdily v denzité
kapilar aexpresi vaskul arniho endotelialniho rustového faktoru
(VEGF) mezi sarkomovou a karcinomovou slozkou jsou
popsany u délozniho karcinosarkomu. Jak hustota kapil ar, tak
produkce VEGF, byly signifikantné vyssi v epitelialni
karcinomové slozce nez v sarkomové subpopulaci, coz
pravdépodobné souvisi s vyssim metastazovani karcinomové
komponenty tohoto bifazick ého nadoru (69).

Dalsim faktorem je u¢ast krevni koagulace a krevnich desti¢ek
ve stimulaci nadorové neoangiogeneze (70). Na jedné strang
bylo prokazano, ze koagula¢ni faktory jsou v nitru nadori
aktivovany a rustové faktory destic¢ek jako je PDGF (platelet-
derived growth factor) k angiogenzewyrazné prispivaji, nadruhé
stran¢ 1ze nikoli vzacna pozorovani vyvoje sarkomu v misté
rozsahlejsich nebo opakovanych kontuzi mékkych tkani
vysvétlit i promoénim uéinkem produkta déle se hojiciho
hematomu v terénu jiz stigmatizovaném vrozenymi nebo
ziskanymi genovymi alteracemi.

V EGFjejednim z ngjsilngjsichinduktor angiogenezeamitogeni
endotelialnich bun¢k. Z experimenti na modelu fibrosarkomu
vyplyva, ze pasobi predevsim v ¢asnych fazich nadorového risstu
naperiferii dosud jen difu Zziveného nadorového mikroloziska
a kromeé stimulace endotelialnich bunek také blokuje apoptozu
nadorovych bunék (71). Produkce VEGF je regulovana celou
fadou onkoproteini a anti-onkoproteini. Jak jiz bylo uvedeno
vyse, napiiklad ztrata regulacni schopnosti a dysfunkce jiz
zminéného anti-onkoproteinu p53 mutad nebo inaktivac jinym
proteinem pasobi na produkci VEGF stimulaéné a napomaha
I touto cestou progresi nadoru (64). Na druhé strané fada
farmakologickych inhibitord angiogeneze, které postupné
pronikaji do klinickych aplikaci, redukuje metastazovani nejen
snizenimcévni novotvorby, nybrz také zprostiedkovang zvysenim
apoptézy  migrujicich  nadorovych  bunék  (63,72).
Nizkomolekularni inhibitor receptoru 2 pro VEGF nazvany
SU5416 redukoval rast nadorovych xenotransplantatu
neurogennich sarkomi az na polovinu (73). V této inhibici
angiogenetickych ucinkt VEGF jsou jiz vyuzivany také
specifické monoklonalni protilatky (74,75). Angiogenezu
stimul ujepochopitel ¢ i fadadalsich rastovych faktor, napriklad
bazicky fibroblasticky rastovy faktor bFGF (76).
Jakoindikatori denzity kapilar v nadoru astupné nadorové angio-
genezejevsak uzivano markera endotelialnich, antigenu CD31
a fektoru VIII, avsak necastéji markeru CD34.
Imunohistologické vysetreni diferencia¢niho antigenu CD34
dava pomérné nej prehledngjsi, dobierozlisujici barveni endotelii,
astava seoblibenym standardem protakzvany vaskularni grading
nadort (77). Neni bez zajimavosti, ze pomoci markeru CD34
byly identifikovany i cirkulujici endotelialni bunky.
Predpokladal o se, ze jde o endotelie uvolnéné z kapilar. Protoze
vsak tytocirkulujici buiiky exprimuiji jak receptor 2 VEGF, ktery
je ptitomen na endoteliich formovanych kapilar, tak i marker
hemopoetickych kmenovych bungk AC133, poklada se nové za
prokazané, ze jde o primitivni mesenchymalni endotelialni
prekurzory (78). Neni vsak dosud jasné, zda tyto cirkulujici
kmenové bunky endotelu hraji také roli v nadorové
neoangiogeneze.

Podle Chiby koreluje denzita novotvo fenych kapilar dobte
s overexpresi p53, coz je v souladu s jiz uvedenou ucasti
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dysfunkéniho p53 v neoangiogenze, a také inverzni korelace
sapoptozou podporuje piedstavu o nadorové vaskularizaci jako
nepiiznivém prognostickém faktoru (79). Nedoresena zistava
predevsim standardizovana kvantifikace nalezi oznagenych
endotelii. Je znama korelace stupné oxygenace , prolifera¢ni
aktivity acitlivosti chemoterapii (80). Neni vsak dosudjasné zda
morfologické hodnoceni stupné vaskularizace znamena
automaticky také vyssi stupen oxygenace a muze byt tedy
potencialnim prediktorem odpovédi sarkomu k radioterapii.
Klinicky velmi perspektivni oblasti je detekce stupné
vaskularizace v sarkomech, ovsem i jinych nadorech, pomoci
ultrazvukové techniky Power-Doppler nebo dynamickou kon-
trastni magnetickou resonanci (DCE MRI, dynamic contrast-
enhanced mangentic resonance) (81,82). Tyto metody hodnot i
narozdil od morfologickych mikroskopickych vysetieni nikoli
pouzehustotu cév v nadoru, a e skutedny krevni pratok nadorem.
Totofunkéni hodnoceni je cenngjsi, protoze bylo prokazano, ze
fada imunohistochemicky nalezenych kapilar je nezral ych,
nepriachodnych anepiispiva ve skutecnosti k cévnimu zasobeni
nadoru ajeho oxygenaci.

Bylo prokazano, ze sarkomové buiiky dovedou efektivné tlumit
ptipadnou protinadorovou imunitni reakci infiltrujicich
lymfocytt expresi Fasligandu, ktery interakci sFasreceptorem
(CD95) lymfocyti v nich indukuje apoptozu (83). Samotna
exprese Fas ligandu sarkomovymi buiikami vsak jesté nemusi
znamenat funkénost Fasreceptorem mediované cesty spousténi
apoptozy jak ukazuje u Ewingovasarkomuvesvé praci Koutny
(84). Jiz drive vsak byla pozorovana relativni absence
lymfocytarniho infiltratu v sarkomech mékkych tkani spojena
také s negativitou antigenti hlavniho histokompatibilniho
komplexu MHC v nadorovych burikach, které jsou nezbytné pro
rozpoznani nadorovych bungk lymfocyty i jejich piipadnou
cytotoxickou aktivitu (85,86)

Samostatnou kapitolou v predikci | é¢ebného efektu je predikce
chemoresistence a chemosenzitivity sarkoma mékkych tkani.
Neptimymi markery volné asociovanymi schemoresi stenci jsou
znaky se vztahem k nadorové cytokinetice jako je proliferaéni
index, mitoticka aktivita, oviemi zvysena expresejednotlivych
regulatort cyklu jako je cyklinu D1 . Napiiklad fibrosarkomy
se zvysenou expresi cyklinu D1 zaroven zvysené exprimuji
dihydrofolatreduktazu (DHFR) a jsou tudiz resistentni k
methotrexatu (87). Podobné& volng asociovanymi biomarkery
jsou znaky zvysené instability genomu jako DNA profil nebo
geny reparace DNA. U sarkomi meékkych tkani vsak v
souviglosti chemoterapii zastavaji prakticky neprostudovany.
Kusuzaki (88) pozorova odpovéd na chemoterapii
u osteosarkomu, jgjich flowcytometricky DNA profil sezménil
z aneuploidniho na diploidni, zatimco DNA progredujicich
nadora zastal nezménén. Nepiimym markerem chemoresistence
je aktivita P-glykoproteinové membranové pumpy, respektive
exprese produktu MDR1 genu Pgp (p170) (89). Korelace |ze
vsak hledat pouze pro cytostatikasvétsi komplexni molekulou,
ktera jsou timto systémem z bunky odstrariovana jako jsou
antracykliny, taxany nebo inhibitory topoizomer 4z. Aktivita
glykoproteinové detoxikacni pumpy Pgp dobie koreluje
u chondrosarkomu s gradingem (90). U chemoresistentnich
rhabdomyosarkoma byla naopak zjisténa inverzni korelace
exprese Pgp a neékterych onkogend ovliviujicich proliferaci
a diferenciaci jako je c-myc (91). U bun&Enych linii
rhabdomyosarkomu se zv ysenou expresi P-glykoproteinu se
podafilo podatilo zvysit citlivost na ptivodné malo ucinny
vincristin, doxorubicin a etoposid chemosenzibilizatory
interferujicimi s P-glykoproteinovou pumpou verapamilem
nebo cyklosporinem (92). Pfimé testovani chemoresistence,
respektive chemosenzitivity v primokultur &ch sarkomovych
explantatt je zkouseno v riznych modifikacich od sedesatych
let (99-101).

Nebyl dosud klinicky vyuzit potencial isotopového zobrazeni
clearence Tc99-MIGI nadorovym loziskem, ktera patrné dobie
odrazi funkci detoxikacni pumpy nadorovych bunék veelku,
aniz by bylonutnoji vysetiovat morfol ogicky namikroskopické
arovni (93)

Jak proliferatné-apoptoticky index, DNA profil, tak i vyznamné
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regulacni geny (p53, bcl-2, myc), indikatory angiogeneze
a metastatického potencialu, testy chemoresistence, i faktory
nadorové imunosuprese, jsou potencialng klinicky vyuzitel ngmi
prognostickymi aprediktivnimi biomarkery sarkoma mekkych
tkani. Posouvaji nase soucasné, prevazné patologicko-
anatomické poznani do oblasti patofyziologické, ktera nabizi
vice moznosti pro efektivnéjsi vyuziti stavajicich 1écebnych
metod i vyvijeni novych terapeutickych postupt. Perspektivu
v§ak maji predevsim kombinacebiomarkeri, které byly ovéreny
jako independentni v mutlivaria¢ni analyze a to v kontextu s
klinicko-patologickou klasifikaci, kterou by mély v dohledné
dobé dopliovat. Levine (98) naptiklad zjistil, ze americka
varianta klinicko-patologické klasifikace AJCC sarkomu
mekkych tkani dosahne znagné vyssi prognostické sily, je-li
doplnéna o flow cytometrické vysetteni DNA profilu,
proliferacni aktivity protil atkami proti antigenu Ki67 a exprese
produktu MDR1 genu polychemoresistence Pgp (p170) v
nadorech imunohistochemicky.

Prestoze studii aplikujicich jednotlivé biomarkery pro
diagnostiku i predikci |é¢ebného efektu u sarkomi mékkych
tkani postupné ptibyva, chybgji dosud komplexnégji pojaté
analyzy vétsiho poctu parametri - pokusem stratifikovat
sarkomy do nékolika skupin podle markatnich cyokinetickych
acytogenetickych rozdila, které by implikovat i odlisné [é¢ebné
postupy. Samotny histologicky grading zjevnépro tuto
stratifikaci nestaci, je prilis subjektivni, vyzaduje zkusenost
obtizné uvzacnéjsich nador ziskatel nou v kratké dobé nebo na
jednom pracovisti, v histologickych vysetienich je rutinng
stanovovan jen v poloving pripadi, ma prognostickou, nikoli
prediktivni hodnotu ave skutecnosti sejeho aplikace nazlepseni
Iécebnych vysledka prili neprojevila

L ééebné moznosti u sarkoma mékkych tkani.

Zakladem lécby sarkomt mékkych tkani zastava chirurgicky
vykon. K radikalni operaci by mélo byt v souc¢asné dobg
ptistupovano vyhradné planovité se znal osti nalezu poéitacové
tomografie a angiografie, které ozigimi typ rastu sarkomu

(expanzivni, infiltrativni), jeho vztaht k okolnim strukturam
a moznosti zachovani dostate¢ného lemu zdravé tkang pri

resekci i zdroje avydatnosti cévniho zasobeni.

Soucasti predoperacniho vysetieni by mélabyt také histol ogicka
verifikace a indentifikace typu sarkomu tru-cut (core) biopsii.

Probatorni excise vhodné nejsou, dosazeni nadoru nemusi byt
snadné, hrozi implantace nadorovych bunék zincidovaného
nadoru v operacnim poli, u cévnatych nadora je biopsie spojena
S neptijemnym krvacenim, navic otevieni kapsuly sarkomu

i pooperacni infiltrat ajizveni ¢asto ztézuji naslednou radikalni
operaci. Tru-cut biopsiejeobvyklereprezentativnéjsi pronador
jako celek véetné miry nekrotizacev centru nez excise odebrana
svelkou ¢asti reaktivni fibrosni reakce na okraji nadoru (102).

Tenkojehlova aspirace pro cytologické vysetreni je u sarkomi
mekkych tkani pro typizaci nespolehliva, vyzaduje hodnoceni
zkusenym specialistou a lze ji snad vyuzit pouze pro zakladni
odligeni maligniho a benigniho loziska (103).

Predoperacni biopsie slouzi predevsim k prikazu maligniho
nadoru, zaroven vsak také pro zjisténi histotypu, gradingu

a dalsich parametru s prognostickym vyznamem, podle nichz
Ize volit |é¢ebnou taktiku. Dosti zasadné se proto lisi indikace
predoperacni biopsie u sarkomu koncetinovych, lokalizovanych
ve sténé biisni ¢i hrudni a sarkoma retroperitones, ptripadné
vnittnich organi. U koncetinovych sarkomi s podezienim na
sarkom podle CT, sonografie a angiografie by tru-cut biopsie
méla byt provedenavzdy, neméli bychom se spoléhat nato, ze
lozisko bude negjprve odstranéno a verifikovano dodatecné
zresekovaného tumoru (104). Kromé rozsahu nadoru mazei typ
sarkomu prispét k volbé rozsahu operace od prosté
exstirpace pres kompartmentovou resekci az po amputagni

vykon. Sarkomy hrudni nebo biisni stény obvykle vice
operacnich alternativ nenabizeji , rozsah vykonu se vak miize
lisit, jde-li o liposarkom nebo maligni fibrosni histiocytom jiz
proto, ze rekonstrukéni faze vykonu nemusi byt snadna
apredoperacni histologicky nalez mize piispét k adekvatnimu
rozsahu resekce. Histol ogicka verifikace sarkomi retroperitonea

avnitinich organt pied operaci je indikovana pouze relativné,
mize byt obtizna nebo i rizikova u vysoce vaskularizovanych
lozisek. Navic upiesnéni histotypu agradingu obvykleneovlivni
operacni moznosti, které jsou limitovany spise aktualnimi
anatomickymi vztahy nadoru.

Od piivodné prevazujicich amputacnich vykona pro sarkomy
koncetin se tézist¢ operaci presunulo ke koncetiny
zachovavajicim vykonam, at’ jiz jde o blokové kompartmentové
resekce muskul of ascial nich anatomickych cel ki nebo exstirpaci
nadoru s dostate¢nym lemem zdravé tkang. Nejsou vylouceny
ani rekonstrukéni vykony nacévach ¢i skeletu, jsou-li z hlediska
zachovani onkologické radikality smysluplné a mohou-li
zamezit mutilujicim nasledkim operace (105).

Na druhé stran¢ nemaji rekonstrukeni vykony jen technické
hranice. Vzdy by mély byt zvazovany s ohledem na
pravdépodobnost dosazeni dobrého funkeniho i onkologického
vysledku a také s dokonalou znalosti modernich protetickych
moznosti. Praveé u konéetinovych lokalizaci sarkomi senejvice
osveédeujeuzsi soucinnost chirurgi sortopedy, piipadné cévnimi
aplastickymi chirurgy.

Sarkomy mekkych tkani metastazuji do lymfatickych uzlin
nepomeérné méné casto nez nadory vychazejici z epitelialnich
tkani. Cetnost metastazovani sarkoma do uzlin seudava do 15%.
Prestojenutno namoznost uzlinovych metastaz myslet, zvlasté
v piipadech kdy zvazujeme amputacni vykon. Pi
pochybnostech  klinického, sonografického, CT nebo
lymfografického vysetieni jejistéjsi provést disekci axily nebo
inguiny a nalez histologicky ovétit. Pii zjevnych metastazach
je pIn¢ indikovana standardni exenterace axily nebo inguiny.
V ptipadé inguinalnich metastaz je vzdy treba ovéfit také
retroperitonealni ilické uzliny v rozsahu ilioinguinalni disekce.
Postizeni ilickych uzlin obvykle na inguinalni navazuje, je
diskrétngjsi, hite vysetiitelné, pti zanedbani a nezvladnutelné
progresi vsak prakticky nelécitelné a spojené s tézkou
symptomatologii cévnich alymfatickych blokad.

Resekce sarkomii hrudni a biisni stény je obvykle spojena
s rekonstrukenimi  problémy, neztidka je nutno vyuzit
lalokovych plastik nebo umélého materialu (105). Resekce
sarkomii retroperitonea a panve maji sva specifika pripad od
pripadu a patii k obtiznym a spatné planovatelnym vykonam
jak brisni chirurgie tak urologie. Casto vyzaduji resekci
ptilenliého organu, piipadné rekonstrukci  kontinuity
digestivniho nebo mocového traktu. Cévnaté formy sarkomu
s venosnimi pletenémi houbovitého charakteru mohou pfi
preparaci zpusobit velmi obtizng stavitelna krvaceni, predevsim
ve fazi, kdy objemny nador nelze jesté odstranit a jeho masa
brani v pristupu k vyzivujicim cévam. Novotvorené cévy
sarkomi maji sténu kiehkou, defektni a nadorovou tkan
prostupuji spise jako sinusoidy nez jako plnohodnotné cévni
recisté. Také ohrani¢ené a mén¢ vaskularizované sarkomy
mohou predstavovat vazny problém, jsou-li lokalizovany
v radixu mesenteria a ohrozuje-li jgjich resekce cévni vyzivu
sttevnich klicek.

Zgjisténi ltizka po resekci sarkomu pooperaéni radioterapii je
doporu¢ovanym postupem u sarkomt s niz§im stupném
diferenciace, nadort infiltrativné rostoucich a pii nejistoté
o radikalit¢ operace nebo kontaminaci |tzka nadorovymi
buitkami (106, 107). Je vhodné, vyznaci-li chirurg nejvice
rizikovou oblast v luzku nadoru poresekci kovovymi svorkami,
podle nichz Ize radioterapii G¢inngji cilit. Problematické mize
byt po-opera¢ni ozateni lizka nadoru pravé u sarkomi
retroperitonea, panveadutiny bfigni. Sarkomy patti k nadoram
vysoceradioresistentnim. Jejich a¢inna lécbazarenim vyzaduje
aplikovat vysoké davky, které mohou bezprostiedné nebo
naslednymi zménami poskodit ptilehlé struktury, zvlasté stievo,
moc¢ovody, zluéové cesty a podobné. Nasledna postradiaéni
fibrosni reakce v diasledku vysoké lokalni davky zareni ¢asto
ztézuje nejen detekci, ale zefména reoperaci ptipadnych
lokalnich recidiv, které jsou u sarkomu dosti casté.

Novegjsi metodou lokalniho zaisténi operované oblasti je
intersticialni brachyradioterapie, kterou lze snadno uplatnit
ukongetinovychanasténnych, nikoli vsak u nitrobiisnichlokalizaci
sarkomi (108,109). Luzkem nadoru jsou na zpisob Redonovych
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dréni peroperaéné protazeny specialni katetry na jednom konci
zatavené vevzdalenosti asi 15mmod sebe, vykryvajici celou oblast
S potiebnou prostorovou geometrii, které jsou po uzavieni rany
fixovany ve své pozici navlecenymi plastovymi krouzky. Za 4-5
dnti po operaci je po vypoctu potiebné davky zahajeno ozarovani
iridiovyni zrny zavadénymi na vypoctenou dobu instalovanymi
katetry do rany metodou afterloadingu. Oza‘ovani je provadéno
obvykle dvakrat denné po dobu 7-8 dni, poté jsou katetry
odstranény. V dosud takto ozafovanych 9 pripadech jsme
recidivy sarkomuv ozarovanémlizku, i kdyz dobadedovani jepro
celkové zhodnoceni zatim nedostatecna.

Intersticialni brachyterapie je pomérné zavedenou metodou po
resekcich sarkomu v détské onkologii, kde ma predevsim
odvratit nutnost amputaci koncetin u pokrocilegjsich sarkomi
(110,111). Ojedinéle byl jako zdroj pro brachyterapii taspgsné
pouzit také neutronovy zafi¢ californium 252 (112). Dobry
lokalni efekt byl zaznamenan také piti  kombinaci
brachyradioterapie a standardni teleradioterapie (113).
U sarkomt mekkych tkani dospélych zavisi rozvoj aplikaci
brachyterapie piredevsim na soustied’ovani pacientd s touto
diagnozou do center vybavenych afterl oadingem, avsak zefména
funkeni spolupraci chirurgt ¢i ortopedii aradioterapeutu primo
na operacnim sale, respektive ji z pti planovani taktiky 1écby
(114). Podobng jei intraopera¢ni tel eradioterapieprovadénajen
vyjime¢né na specialné vybavenych pracovistich (115)

Z dalsich lokalnich pomocnych metod |ze ptipomenout také
kryochirurgickou destrukci neresekabilnich lozisek, at’ jiz pro
paiaci nezvladnutelného exofytu nebo i jako peroperacni
doplnéni operace v oblasti , kde resekce jiz neni mozna nebo
hrozi poskozenim velkych cév ¢&i nervii. Kryodestrukce muze
byt nenaro¢nou a a¢innou paliaci, na zevnim exofytu ji 1ze
provadét bez znecitlivéni, dobie stavi difusni kapilarni krvaceni.
V peroperacnim pouziti je vyhodou, ze neposkozuje sténu
velkych cév ani v piipadé, je-li zavzata ptimo do sférického
useku zmrazené tkané (iceballu). Neporusuje ani nervové
pochvy, takze axony v nich vedené mohou snadno regenerovat
anervovy defekt muze byt pouze prechodny. Nadruhé strang je
vsak tcinek standardnich u nas uzivanych kryochirurgickych
pristroju limitovan objemem tkan¢ pouze asi 3 cm do hloubky,
vykony lze vsak pti zevnich aplikacich po odlou¢eni nekrozy
opakovat. Vpichové vicecetné kryody  novgjsich
kryochirurgickych aparatur jsou schopny zajistit zmrazeni
podstatné vétsich objemii tkang, nejsou vsak mimo nadory jater
aprostaty zatim sifeji vyuzivany.

Pouziti jinych koagul acnich technik jako jsou el ektrokoagul ace,
radiofrekvencni koagul ace nebo laserova koaguace aevaporace
neni dosud u sarkomt mekkych tkani rozpracovano jiz proto,
7e nejsou-li tyto nadory soustired’ovany na specializovaném
pracovisti, chybi obvykle také $irsi zkusenosti s indikacemi
specialnich metod.

Systémova pooperacni chemoterapie sarkomi je zjevné
v nesdl ektovaném podani nedostatecns ucinna. Meta-and yzastudi
adjuvantni chemoterapie sice prokazala jeji ptinos pro zlepseni
vydedki dvouletého i pétiletého celkového preziti | kriteria ani
rezimy vsak nejsou dosud standardizovany. Je to obtizné také
s ohledem na vysokou heterogenitu jak histogenetického, tak
lokalizacniho spektra téchto nadori. Obecné prevlada souhlas
s indikacemi adjuvantni chemoterapie u sarkomi malo
diferencovanych ainfiltrativné rostoucich (116).

Zlepseni vydedki by snad mohla piinést chemoterapie
stratifikovana do skupin podle prediktori chemorezistence.
Znamym, nicméné dosud mal o vyuzivanym nepiimymmarkerem
chemorezistence vaci cytostatikim svelkou molekulou jako jsou
antracykliny, inhibitory topoizomeraz, taxany avincaalkaloidy,
jeaktivacetransmembranové detoxikatni pumpy reprezentované
expresi produktu MDR genu P-glykoproteinu (p170) (117).
Chemorezistenci sarkomu Ize viak predikovat také s vyuzitim
modernich isotopovych vysetieni in vivo jako je 99mTc-MIBI
scintigrafie  (118). Radiofarmakum hexakis  (2-
methoxyisobutylisonitrile) technecium (Tc-MIBI) se vnadorech
akumuluje a jeho eliminace z nadoru zavisi na aktivite P-
glykoproteinové pumpy (119). P¥i dynamickém vysetreni
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eliminace Tc-MIBI z nadoru byla prokiazana dobra korelace
sodpovedi nalécbu antracykliny (93,118).

Dalsi moznosti predikce efektu chemoterapie je aplikace
primych MTT testi chemorezistencein vitrov primokulturach
jak je u nas zavedl pro Kklinicky vyzkum Hajduch. Z jeho
vysledka u nasich 22 pacienti se sarkomy mekkych tkani
vyplyva vysoky stupen rezistence in vitro k doxorubicinu
(80%), ktery je u sarkoma mekkych tkani nej¢astéji klinicky
uzivanym cytostatikem. Naopak nizka rezistence pro
aktinomycin D (0%), topotecan (0%), bleomycin (25%), cis-
platinu (35%) ukazujenapotiebu individualizovaného pristupu
na rozdil od dosavadni pausalizace |é¢ebnych rezimi (57).
V experimentech i klinické praxi se jiz objevily zpravy
odpovidajici uvedenym vysledkim apoukazujici naptiklad na
dobré vysledky topotecanu (116, 120, 121, 122) nebo cis-platiny
(124) u sarkomii. Je také potvrzovana dobra korelace mezi
chemorezistenci in vitro a odpovédi in vivo (125). V nasi
skuping bylo 17 z 22 sarkomu citlivych alespon na jedno
testované cytostatikum, nicméné 5 (23%) vykazovalo
polychemorezistenci nav sechnatestovana cytostatika (57).
Predoperacni regionalni intraarteri alni chemoterapie, ktera je
proveditelni pouze u sarkomi koncetin, pripadné jinych lokalit
s definovanym a pristupnym arterialnim zdrojem, nabizi jak
moznost redukce adevitalizace nadorového loziskatak i ovéreni
citlivosti k danému cytostatiku in vivo (126-128). Vydedek této
[é¢by zatim neumime predpoveédét z histol ogickych charakteristik
nadoru ani z urovné vaskularizace nadoru. U jedné tietiny jsme
ovsem pozorovali urcitou regresi, vyjimecné az vyraznou
nekrotizaci nadoru, které castecné ovlinily i rozsah operacniho
vykonu. Nase omezené zkusenosti vsak vychazeji pouze
z intraarterialni aplikace doxorubicinu, aniz jsme zkouseli jina
cytostatika, ktera sev testech in vitro zdaji byt i u¢inngjsi.
Regionalni chemoterapiilzedosahnout v oblasti nadoru vyrazné
vyssich koncentraci cytostatika, takzejdevlastné o jakous formu
mistné omezené vysokodavkované chemoterapie, ktera je prosta
tézké systémové toxicity znamé z celkové vysokodavkované
chemoterapie vy zadujici podporu hemopoetick ymi buiikami.
Presto je vsak do zna¢né miry limitovana jako systémova
chemoterapie individualni primarni nebo sekundarni
chemorezistenci nadoru (129).

Zlepsenych vysledki regionalni chemoterapie koncetinovych
sarckomi  doxorubicinem bylo dosazeno isolovanou
hypertermickou perfuzi zvysujici teplotu v tumoru béhem
pusobeni cytostatik az na40,5 st. C (126). Snaha kombinovat
predoperacni intraraterialni chemoterapii s piedoperacni
radioterapii (10 x3,5 Gy) sice umoznila vyhnout se amputaci
az v 90% pripadu, bylavsak nasledovana zna¢nou morbiditou
coz pongkud znehodnocujevysledky zachovnych operaci (128).
V regionalnim podani jiz bylau sarkomti zkousenataké genova
terapie aplikaci supresorového genu p53 na adenovirovém
vektoru (130). U velké ¢asti sarkom je protein p53, oznacovany
zastrazcegenomu, mutovany nebojinak dysfunkeni, coz jednak
umoziujevstupovat do cyklu butikam salterovanym genomem
ajednak brani jgjich prirozené eliminaci apoptozou. Tato situace
jevelmi nepiizniva pro aginky chemoterapie. Nadorové buriky
sgenomem poskozenym podanymi cytostatiky nejen nezanikaji,
ale mohou generovat i nové agresivnéjsi populace. Regionalni
podani adenoviru nesouciho funkéni gen p53 vychazi
z predstavy mozné reparace funkce p53 v nadorovych bunkach
insituavytvoreni lepsich podminek pro naslednou chemoterapii.
Perspektivnim piistupem se zda také selektivni regionalni
aplikace combretastatinii, nového typu anti-angiogennich latek
pasobicich rychlé zhrouceni cytoskeletu endotelialnich bungk,
kolaps a uzavér cévniho fecisté v perfundované oblasti.
Organizaéni opatieni

Je nesporné G¢elné soustied’ovat malignity s nizkou incidenci,
v tomto pripadé sarkomy mekkych tkani, na pracovisté nebo do
pécetymu, které mohou zgjistit komplexni pristup akvalifikované
rozhodovani, dale zkvalitiované priabézné rozvijenou zkusenosti
celé kooperujici skupiny odborniki. V brnénskémregionu pracuje
takova skupinajiz cela desetileti. Vzniklazasluhou jiz zesnulého
doc.Bozdécha pri |.ortopedické klinice FN u sv. Anny v Gzké
souéinnosti s onkology prim. Mechlem a prim. Kone¢nym z
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Onkologického ustavu naZlutémkopci. V pos ednichdvou letech
doznalapod vedenimdoc. Jani¢kaz | .ortopedické kliniky rozsitent,
Zintenzivnila svou ¢innost a kromé ortopedii, chemoterapeuti,
radioterapuetii, veobecnych a hrudnich chirurgi se najgi praci
podileji také patologové, radiodiagnostici a détsti onkologové
prakticky zevsechbrnénskychonkol ogickychaonkochirurgickych
pracovist. Indikaéni komise se schazi kazdé 3 — 4 tydny ai pres
relativné nizkou incidenci sarkomi ve srovnani s ostatnimi
malignimi nadory je na kazdé schiizce feSeno kolem dvaceti az
tiiceti pripadi odesilanych prakticky z celé Moravy.

Dalsim nezbytnym krokem takto koncipovare kooperace
v pocitatovém veéku je prechod na parametricky onkologicky
zaznam jak je navrzen nainternetovych strankach Univerzitnino
onkologického centra pod nazvem SOR2000 (smart oncological
record), aby zkusenosti mohly byt zpracovany a vyhodnocovany
v zajmu optimalizace 1écby a zlepsovani jejich vydedki. To je
ogtatné vlastnim smysem existence a prace onkologickych
kooperativnich skupin. Dasim nezbytnym ukolem kooperativni
skupiny jeprispivat k feseni kontroverzi, ngjasnosti aindikaci nové
zavadénych metod, které se nadiagnostické i terapeutické arovni
vyskytuji, apravé tomuto cili ma prispét i nadedujici prehled.
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Zavér

Zatim bohuzel plati, ze o celkové |é¢ebné taktice u nemocnych
se sarkomy mekkych tkani rozhoduji nejvice lokalni podminky,
zkusenosti a moznosti pracovist, a relativné méné celkova
koncepce |é¢by téchto zavaznych onemocnéni, ktera by byla
vedenaprognostickymi parametry aprediktory lé¢ebného ef ektu,
avyuzivaa celého spektra lééebnych moznosti. Podobng jako
u jinych onkologickych diagnoz zatim chybi jednotny
parametricky onkol ogicky zaznam, ktery by umoziioval hodnotit
Iécebné vydedky asrovnavat rizné postupy. Sarkomy mekkych
tkani jsourelativné méné ¢asté aumoziuji soustiedéni do nékolika
komplexn¢ vybavenych center, jejichz prikladem muze byt
¢innost brnénské skupiny pracovist’ pro diagnostiku a légbu
sarkomia mekkych tkani sousttedénych v ramci Univerzitniho
onkologického centra (http://www.uoc.muni.cz).

Zejména pokrok v oblastech subcelularni diagnostiky aanalyzy
vysledku [é€by je naroéngjsim i naléhavéjsim ukolem nez
nahodila anesystémova aplikacedil &ich terapeutickych novinek.
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NEKOLIK POZNAMEK K MOLEKULARNI GENETICE KOLOREKTALNIHO
KARCINOMU

SOME REMARKSTO THE MOLECULAR GENETIC OF COLORECTAL
CANCER

KUBACKOVA K., PRAUSOVA J.), HOCHJ2 )
) ONKOLOGICKO-RADIOTERAPEUTICKE ODDELENI FAKULTNf NEMOCNICEV MOTOLE, PRAHA
2 |. CHIRURGICKA KLINIKA FAKULTNI NEMOCNICE V MOTOLE

Souhrn: Kolorektalni karcinom (KRK) jejednimz nejvétsich zdravotnich problémi v rozvinutych zemich, nebot’ predstavuje
druhé misto v amrtnosti nazhoubné nadory ato jak u muzi tak i zen. Prestoze etiologie KRK jako i u ostatnich zhoubnych
tumord neni znama, bylo prokazano neékolik faktora, které souviseji se vznikem KRK. Kromé faktora zevniho prostredi
a stravovacich navyka, dilezité misto v etiopatogenezi zaujimaji genetické faktory, at’ jiz hereditarni ¢i nehereditarni. Z
hereditarnich onemocnéni je nejvice prostudovanafamiliarni adenomatosni polyposas APC genem ahereditarni nepolyposni
kolorektalni karcinom s patognomickymi mutacemi na chromosomech 2p a 3p, s piitomnosti mikrosatelitové instability.
U sporadicky se vyskytujiciho kolorektalniho karcinomu hraje vyznamnou tlohu p53 - tzv. strazce genomu. Mimo mutace
tohoto supresorového genu jsou popisovany i mutace na chromosomech 5q a 18q a dalsi genetické zmeny jako amplifikace
azmeny methylace DNA. Kol orektal ni karcinom v dnesni dobg predstavuje nejlépe prostudovany procesz pohledu molekularni
genetiky, ktery otvira i moznosti pro vyzkum genetickych zmén dal$ich onemocnéni.

Kli¢ova Slova: FAP, HNPCC, p53, APC gen, amplifikace, methylace.

Summary: Colorectal cancer isasignificant health problem inthe developed countries, it isthe second leading cause of cancer
death in both males and females. Altough the specific etiology, likein other tumors, is unknown, some environmental, dietary
and genetic, aswell ashereditary and nonhereditary factorsare considered to play animportant roleinthedevel opment of CRC.
The two best defined inherited diseases are Familial Adenomatous Polyposis (FAP) with APC gene mutation and Hereditary
Nonpolyposis Colorectal Cancer (HNPCC) with specific mutation on chromosomes 2p and 3p with microsatellite instability
(MSI). Mutation of the p53 gene, guardian of the genome, seemsto be acritical step in the progression of sporadic CRC. Not
only mutation of this suppressor gene but also mutations on chromosome 5gand 18q has been identified together with either
genetic changes such as amplification and methylation of DNA. Colorectal cancer isone of the best characterized tumorsfrom
molecular genetic point of view and serves asamodel for the study of genetic abnormalities for many other neoplasms.

Key Words: FAP, HNPCC, p53, APC gene, amplification, methylation.

Adenomy a adenomatozni polypy jsou povazovany za
prekurzorovou |l ézi s charakteristikami nekontrolovatelného
buné&ného déleni a poruchou jejich diferenciacni procesa.
Vétsina KRK nevznika de novo, ale na bazi téchto 1ézi
postupnou akumulaci téchto zmeén. Diky jejich pomérné lehké
dostupnosti pro bioptické vysetieni, mizeme sledovat vyvoj
pies dysplastické dizni¢ni zmény az po invazivni karcinom.
Molekularni biologie KRK jev soucasnosti jednaz nejvice
prostudovanych astalasevzorem pro vyzkumdal sich nadora
.

Rodinny vyskyt CRC byl prokazan az u 15 % nemocnych.

HEREDITARNI FORMY KOLOREKTALNIHO
KARCINOMU

Familiarni adenomatosni polyposa (FAP)

FAP predstavuje asi 0.5% vyskytu vsech KRK s maximem
vyskytu mezi 20-30 rokem.

Jediny gen APC (adenomatous polyposis coli), lokalizovany
na5qg21-22, jezodpovédny zavyskyt FAP. Tento supresoricky
gen byl poprvé klonovan a sekvencovanv roce 1991.
Pricinou funkéni inaktivace proteinu APC genu jsou mutace
adelece, které nachazime u 2/3 rodin s FAP aGardnerovym
syndromem (2).

Krome klasické FAP, byla popsana jeji mirngjsi forma, tzv.
AAPC (attenuated APC), s mutacemi vyskytujicimi se

predevsim v prvnich ¢&tyfech exonech. AAPC je
charakterizovana piitomnosti nizsiho po¢tu adenomatoznich
polypi (obvykle méné nez 100) (3). U jedinci s AAPC
dochazi k vyvoji KRK asi 0 15 let pozdgji nez u nemocnych
s APC, aleo 10 let diive nez u sporadického KRK.

Stejné mutace APC byly popsany i u Gardnerova syndromu
(nadory mekkych tkani, osteomy, pozdni anomalie,
kongenitalni hypertrofie retinalniho pigmentového epitelu).
Jedna setedy o stejny syndrom, ale s jinym fenotypem, ktery
jeovlivnén genetickymi ¢i zevnimi vlivy.

Také unekterych jedinct s Turcotovym syndromem (stievni
polyposa spojena s mozkovymi nadory) byly prokazany
zarodecné mutace v APC.

Pri diagnose u déti ve véku 12-13 let z rodin s prokazanou
FAPjedavanapiednost genetickému vysetieni pied invazivni
sigmoideoskopii. Endoskopie zistava vyhrazena pro jedince,
kde nebylamutacediagnostikovana. Profylakticka kolektomie
zastava jednoznacnou indikaci u jedinci s FAP.

Nemocni s FAP maji také vyssi riziko vzniku nadora stitné
zlazy, tenkého stieva, zaludku a mozku (4).

Her editar ni nepolypozni kolor ektalnikar cinom (HNPCC)
HNPCC, autosomalné dominantné dédi¢né onemocnéni je
zodpoveédné zavyskyt 2-4% CRC.

Klinicky rozlisujeme Lynchiv syndrom I,s vyskytem
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vicec¢etnych KRK v ¢asném véku v nekolika generacich,
a Lynchtv syndrom 11, ktery se kromg stievnich karcinomi
vyznaduje ¢asnym vyskytem karcinomu ovaria, pankreatu,
hepatobiliarniho traktu, endometria.

Az u90% jedincii nesoucich specifické mutace proHNPCC
dojde k vyvoji kolorektalniho karcinomu. Karcinomy
spojené s touto diagnosou jsou ¢asto spatné diferencované
a produkuji extracelularni mucin. Pro diagnosu HNPCC
existuje nékolik klinickych kriterii, nejpiisnéjsi jsou kritéria
Amsterodamska (vyskyt KRK u tfi piibuznych v prvni linii
a u ngimén¢ dvou dalsich jedinct v riznych generacich,
u vsech musi dojit ke vzniku KRK pied 50 rokem) (5). Asi
10 % nemocnych s KRK ma v prvni linii pfibuzného
s KRK. Genetickym podkladem tohoto syndromu jsou
mutace na chromosomu 2p (hMSH2) a 3p (hMLH1).
Produkty téchto geni patii do skupiny proteint, které jsou
zodpovédné zapoznani chybného parovani basi pri replikaci
DNA a podil€ji se najejich reparaci. Nosi¢i téchto mutaci
maji typicky fenotyp, nazyvany mikrosatelitovouinstabilitou,
ktera je charakterizovanamultifokalnim rozsiienim ¢i naopak
zkracenim kratkych opakujicich sesekveci DNA s defektnim
parovanim basi. Mluvi se o fenotypu s replikagni chybou
(replication error phenotype - REP+). Tento REP+ byl
diagnostikovan u 77 % nemocnych s kolorektalnim
karcinomem u HNPCC, v nizsim procentu je vazan i na
vyskyt dal sich solidnich tumort u HNPCC. Predpoklada se,
ze mutovany fenotyp je zodpovédny za rychlou malignizaci
existujicich adenomi. Karcinomy vznikl é utohoto syndromu
se vsak vyznaduji lepsi prognosu. Pri rychlé malignizaci
adenomu zistavaji zachovamy nadorové receptory pro T-
lymfocyty a nedochazi k alteraci imunitniho systému (6).

V dnesni dobé jejiz mozna geneticka diagnosauréenim mutaci
hMSH2 ahMLH1.

U ¢lent rodin s NHPCC, kde byla prokazana patol ogicka
mutace, jeindikovanintenzivni skrining, véetné profylaktické
chirurgické intervence (subtotalni profylakticka kolektomie).
Zahajeni totalni koloskopie je indikovano ve véku 20 az 25
let 1x za2roky, od 30let 1x ro¢né.U zenjedaleod 30let véku
doporu¢ovana 1x ro¢né endometrialni curretage, prevence
ovarialniho karcinomu transvaginalni ultrasonografii
astanoveni onkogenniho markru CA 125. Zenamby mélo byt
doporu¢ovano ¢asné téhotenstvi s naslednou profylaktickou
abdominalni hysterektomii a oboustrannou ovarektomii ve
véku 35-40 let. | po profylaktické ovarektomii zistava urcité
riziko vzniku peritonealniho cystadenokarcinomu. U jedinct
téchto rodin bez prokazané mutace je na misté skriningovy
programuréeny pro zdravou populaci. Pravé pri této diagnose
se ukazuje obtiznost genetického testovani. Nékteré geny
mohou uniknout detekénim testim nebo se mohou objevit
nové mutace odlisnych gena u jinych ¢lent v piibuzenstvu.
Ne vsechny detekovatelné alterace sekvenci zodpovédnych
genti musi vést k vyvoji zhoubného nadoru. Abychom mohli
chybnou sekvenci povazovat za pric¢inu vzniku nadoru, je
nutné mit dostatecnou jistotu o zméné funkce genu s
mutovanou sekvenci. Pro éleny rodins neprokazanou mutaci
hMSH2ahMLH1jemozno provést dal$i genetické testovani,
napi. detekce mikrosatelitové instability. Je nutné mit na
paméti, ze genetické testovani ainterpretacejeho vysledkd je
mnohem komplexngjsi proces nez u zavedenych
diagnostickych postupt (7).

NEHEREDITARNI KOLOREKTALNI KARCINOM

Zevni faktory

Na zakladé soucasnych znalosti se da predpokladat, ze velka
vétsina KRK nema jednoznacné dédiény podklad. Presto se
objevilo nékolik studii, které pocet dédi¢cnych KRK odhaduji
na 15%-90%. K takovémuto ¢isdu viak chybi identifikace
zodpovédnych genetickych faktori a nelze opomenout ani
zevni faktory (stravas vysokym obsahemtuku, ¢ervené maso,
nizky obsah vlakniny).
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MOLEKULARNI GENETIKA

KRK jsou povazovany zagenetické onemocnéni s klicovymi
zménami v genech a jgich proteinech, které kontroluji
bunéény cyklus, rast bungk, apoptosu, bunéené signalizace
a reparace. Nejcastéjsi alterace se  vykytuji v
protoonkogenech/onkogenech a  tumorsupresorovych
genech.Akumulacemutaci v téchto strukturach jsou kauzalni
pri¢inou nadorové progrese pravé u KRK.

ONKOGENY

Prvnivelky zZlomv molekularni geneticeKRK nastal objevenim
mutaci ras genu.Ras mutace jsou prokazany asi u10% adenoma
mensichnezlemv praméru. Produkt rasgenu, jep21, regulani
protein proliferace, ktery katalyzujehydrol yzu GTPnaGDP(8).
Pozdgji byly identifikovany tii typy tohoto genu- K-ras, H- ras
a N-ras. Mutace K-ras a N-ras se nachazeji az u 50%
kolorektalnich adenomi vétsichnez 1 cmau50% KRK. K jeho
mutacim dochazi nejspise béhem progrese adenomi, jelikoz
nebyl prokazan u polypi mensich nez 1 cm. Ras mutace hrgji
ur¢itou roli pii vyvoji nékterych kolorektalnich karcinom.
Nekteré studie predpokladaji vyvoj tumori i bez pritomnosti ras
mutaci, ale téz chybéni progrese tumora pii jejich pritomnosti.
Jestlize dojde k odstranéni mutaci rekombinantni technikou,
nadorové buriky ztraci svoji tumorogenicitu, coz potvrzujejeho
vyznamné misto ve vyvaji kolorektalniho karcinomu, i kdyz do
dnesni doby ne zcela objasnéné misto.

TUMOR SUPRESOROVE GENY

Tumor supresorové geny mohou byt inaktivovany raznymi
zpasoby, jako napi.bodovou mutadi, translokaci a deleci.
K inaktivaci funkce nemusi vsak dochazet pouze natirovni genu.
Inaktivovan mize byt i protein.(napi. vazbou navirové antigeny,
¢i nékteré endogenni proteiny). Metodasrovnani tumorosnich ae
s aledlami  nenadorové tkané vede Kk identifikaci deleci
oznatovanychjako ztratu heterozygosity (LOH). Nej¢astéji jsou
postizeny chromosomy 5q, 8p, 17p a 18q, jgich ztrata byla
identifikovanau 50 %, 73 % a75% KRK.

Chromosom 17p: p53

p53 supresorovy gen, nazyvany strazce genomu, je ngjcastsji se
vyskytujicim aterovanym genem u solidnich nadori.

Gen p53 je lokdizovany na kratkém raménku 17.chromosomu
akoduje53-kdfosfoprotein, ktery jeregul atorembunéénéhocyklu
amuzeme o ném mluvit jako o faktoru regulujicim transkripci.
Divoky typ (tedy ptirozeny, v prirodé se vyskytujici) , nikoli
mutovany  p53, je Gcinnym inhibitorem  ristu
transformovanych bunéenych kultur.

Nejcastejsi vlastnosti divokého p53 je schopnost se vazat
sekvenéné specifickym pasobem naDNA.

Pri poskozeni DNA p53 prostiednictvim dalsich regulagnich
proteint zastavi bunéény cyklus a da ¢as k opravé DNA.
Pokud oprava DNA neni mozna, indukuje apoptosu.

P53 se podili na regulaci fady proapoptotickych genii (napr.
bax, bik, bclXs, bad) .

Zvysena exprese proteinu p53 je imunohistochemickymi
metodami identifikovatelna u 30 % az 70 % nadora akoreluje
s horsi prognosou. Citlivéjsi diagnostickou metodou se jevi
sekvenovani cDNA. Prestoze semutace p53 mohou vyskytovat
v celé délce genu, nejcastéji k nim dochazi na vazebnych
mistech pro DNA, v oblasti koédované exony 5-8,
aoznatovanou jako evoluené zachovala doména, s evoluéng
zachovanymi regiony. Zde se nachazi az 82 % ,,missense”
mutaci,které na rozdil od jinych typt mutaci, maji Sirsi
distribuci. Dasledkem téchto mutaci je syntesa abnormalniho
proteinu s novymi onkogennimi vlastnostmi a prodlouzenym
polo¢asem. Pritomnost bodovych mutaci p53 je spojena s
agresivnéjsim rastem tumoru (12).Vice jak 50%
kolorektalnich karcinomt ma inaktivovany protein p53.
Mutovany p53 ztraci svoji transkripeni aktivitu a je dokonce
schopen tlumit aktivitu divokého p53.
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Studie dale potvrdily, ze p53 neni nezbytné nutny pro funkci
normalnich bunék. Naproti tomu mtize mit dalezitou funkci
v buikach vystavenych stresu (hypoxie, zareni X, lékové
poskozeni DNA). Hypoxie byla prokazana jako silny
fyziologicky induktor p53. Hypoxicky stav se ¢asto nachazi v
tumorech a zde muaze indukovat expresi p53 a jim
zprosttedkovanou apoptosu. Zaroven bylo prokazano, ze
bunky neexprimujici p53 jsou zivotaschopnéjsi (4).

V soucasné dob¢ probiha jiz nékolik studii, nahrazujici
mutovany p53 divokym typem nemutovaného p53 , ktery je
transportovan intracelularné pomoci retrovirovych i
adenovirovych nosici.

Vzhledem ke slabému ,,bystander effect™ (definovany jako
schopnost  transdukovanych  bunék  zabijet  okolni
netransdukované buiiky) je nutné zahajit genovou lé¢bu p53
u ¢asnych stadii nadori a jeji aplikaci v kratkych ¢asovych
intervalech opakovat (14).

Chromosom 18q:

Jednim z gent tohoto chromosomu je DCC (Deleted in
Colorectal Cancer), jehoz velmi nizka az chybgjici exprese
bylaprokazanav 88% KRK.

DCC protein Ize povazovat za membranovy protein, jehoz
extracelularni slozka se vyznauje vyraznou homologii s
adhesivnimi molekulami..Dle studii in vitro se predpoklada, ze
exprese DCC jenutna pro buné¢nou adhesi aztrataDCC vede az
k vyvajiinvazivnihokarcinomu.V ysledky publikovanych studii
svédgi pro tumor- supresorovou funkci DCC.

Dalsiz gentlokalizovanych natomto chromozomu ¢eka jeste
na objasnéni své funkce v karcinogenezi - jedna se o DPC4
(deleted in pancreatic cancer), ktery koduje skupinu proteina
oznac¢ovanych jako MAD homology, které jsou soucasti
signalni cesty zprostredkované TGF-beta (transforming
growth factor). TGF-beta potla¢uje rast normalnich bungk,
nadorové buiky jsourezistentni k tomuto rastovému faktoru.
Jeden ze skupiny téchto MAD proteina- JV 18-1/MAR2,
lokalizovany na 18q21, piedstavuje tieti supresorovy gen
tohoto chromozomu (4).

Chromosom 5g: APC gen

Mutace genu APC (adenomatosis polyposis coli) predstavuiji
jenprvni krok v tumorogenezi.

Mutace APC sevyskytuji se stejnou frekvenci jak u benignich
malych tumori tak u karcinomu. Narozdil napt. od mutaci p53
aras, které jsou pritomny pouzeu progredujicich tumort, APC
mutace byly také nalezeny v aberantnich stievnich kryptach.
Vice jak 63% tumord ma dvé genetické alterace na APC
lokusu. Mutace APC jsou spojeny s casnymi stadii
karcinogenese u kolorektalniho karcinomu.(15,16). Rizna
poloha mutace APC odpovida riznému poctu polypu.
Nemocni sestejnymi mutacemi mohou mit razné klinické projevy,
napi. u nekterych jedinct dojdek vyvaji osteomu aujinych, se
stejnym typem apol ohou mutace, setumor nevyskytne. APC ma
dulezitou ulohu ngenv kancerogenes FAP, dei sporadického
KRK, kde byl identifikovan az u 80 % tumora.

Jeden z moznych mechanismi Géinku je vazba APC nabeta-
kateniny.

Katetiny jsou skupinou cytoplasmatickych proteini, ktera se
vaze na cadheriny patiici do skupiny adhesivnich molekul.
APC svoji vazbou na katetin-cadherin komplex pIni svoji
tumor- supresorovou ulohu. V nedavné dobé byla prokazana
jesté jednafunkcekatetinu, atojako transkripe¢niho aktivatoru
spole¢né s DNA- vazebnymi proteiny z ¢lena rodiny Tcf
(T cell factor) (17).

Divoky typ APC je schopen suprimovat tuto signalni cestu
beta-katetina-Tcf komplexu. Tyto mechanismy jsou pouze
jednim z moznych cest jeho a¢inku. APC je dlouhy gen,
obsahujici 15 exond, s nejdelsim dosud popsanym exonem.
O APC genu se hovoti jako o drahokamu s mnoha plochami,
Z nichz vsak jen nékteré pro nas zaii (20).

OSTATNI GENETICKE ZMENY

M CC (mutated in CRC) jedal §i gen, ktery byl identifikovan
nachromozomu 5921 a jehoz somatické mutace sevyskytuji
u sporadického CRC. Jeho vyznam pro tumorogenezi neni
piesné znam, alevzhledemk blizkosti lokalizace nastejném
chromosomu jako APC, je pravdépodobna podobna aktivita.
Amplifikacekratkychuseka genomu ¢asto aktivuji onkogeny
u solidnich tumort. Byli popsany izolované amplifikace gena
c-myb, c-myc, NEU, cyclinu. Predpoklada se, ze prispivaji k
progresi piedevsim pokrogilych karcinom.

Metylace je nej¢astéjsi kovalentni modifikace DNA a je
zodpovédna za kontrolu exprese gent a kondenzaci
chromosomi. V genomu nadorovych bunék se mtizeme setkat
jak s hypometylaci, piedevsim v ¢asnych stadiich
kancerogenese a u malych adenomi, tak i s hypermetylaci.
Hypometylace miize zpisobit expresi diive tichych, spicich
gent, které jsou zodpovédné za bunéénou invazi nebo rast
metastaz. Naopak zvysena metylacemiizevést k ,,utiseni* gena
potlatujicich rastovou aktivitu.Snizena metylace DNA maze
vést ke kondenzaci aberantnich chromosomt, jejich ztratam,
tedy procesim, které jsou povazovany za nejéastéjsi
mechanismy inaktivace supresorovych geni (4).

SOUCASNY POHLED NA GENETICKY MODEL
TUMOROGENESE U CRC

Mutace APC s nadednym klonalnim rastem jednotlivych
bunék jsou nezbytné pro nastartovani vyvoje adenomi.
U malych nadori je nutna inaktivace obou alel APC, ale zda
je nutné k tomuto procesu jesté mutaci dalsich gend, neni
znamo. Maly polyp, ktery je disledkem téchto mutaci, muze
zastat v klidu po desitky let. Mutace v jediné burice tohoto
polypu muze vsak vést k jeji malignizaci (nejcastéji K-ras
genu). Jestlizese v buicenakumulujevice mutaci, vseobecng
sepredpokladaji mutaceétyt riznych gent, nabyva schopnosti
invazivniho rastu a metastazovani.

Ne vsechny tumory potiebuji ke svému vzniku a rastu
zmingnou kaskadu. Napt. jen polovinaK RK ma mutovany ras.
Predpoklada se, Zejetrebadalsich genetickychzménk vyvoji
malignity. Existuji prace, které predpokladaji minimalné sedm
genetickych zmén, mutaci jednoho onkogenu a sesti mutaci
inaktivujici tii tumor-supresorové geny.

Také poradi vzniku mutaci ma vliv na tumorogenezi. Napf.
nemocni s mutovanou p53 Vv zarode¢nych bunkach
nevyvinou polyposu, piestoze mutace p53 se nachazi az u80%
KRK. Mutovany p53 neni schopen sim o sob¢ byt zodpoveédny
zavznik neoplasie.

U fady nadort byla popsanazvysena exprese nékterych gen,
j€gjiz pti¢inaneni objasnéna. Mohou byt viastnim aktivatorem
tumorogeneze nebo dasledkem abnormalniho rastu. Nékteré
geny s vyssi expresi slouzi jako mediatory biol ogického efektu
jiz mutovanych, diive zminénych gent.

Humanni buiky vyvinuly nékolikastupiiovy ochranny
mechanismus, ktery musi byt namnohamistech porusen, aby
mohl byt nastartovan nadorovy proces.

20-40 let trva nez se z drobného polypu pies celou kaskadu
mutaci riznych geni vyvine invazivni karcinom.

Jenutno neustale mit napaméti, ze nador neni jednotna staticka
entita, alejedna seo nékolik bunéeénych subpopulacis raznou
schopnosti metastazovat, rozdilnou chemo- aradiosenzitivitou,
s rozdilnymi biologickymi a biochemickymi vlastnostmi.
Nadory jsou geneticky heterogenni.

Tento struény piehled zakladnich dat tykajici se molekularni
genetiky kolorektalniho karcinomu dava pouhy nahled do
slozitosti zivota nadorovych procest, aniz by chtél, tiebaze
podvédomé, upozoriiovat na terapeuticky skepticismus, pied
kterym vétsina onkologt ¢as od casu stava, ale spise
vyzvednout nutnost pokory pired nesmirnosti toho, co ¢aste¢ng
mazeme a snazime se ovliviiovat.
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Ngjakoudobusev onkologické obci prostychal o, ze doc.Abranamova
chysta jakys atlas mammarnich nadord. Pi zvyku hledat podnétné
onkologické monografiespisev zahraniéni literaturejsem tuto snahu
pouze registroval. Jak mnoho jsem se mylil ve svém vlazném
ocekavani jsem zjistil jiz pti slavnostnim uvedeni knihy ve Faustové
domg 5. zati 2000, kdesvitilajiz svym obalem adokonalym provedeni.
Do knihy jsem se zacetl jiz pii cesté domi do Brna ajesté nikdy mi
tanekonesna kolizni dalnice nepiipadal atak kratka. Bylo vskutku&im
listovat a do ¢eho se zacist. Jde o takika dokonalou harmonii
grafického zpracovani, fotodokumentace abohatého textu. Spise nez
atlasem by ji v zahrani¢i nazyvali ,, comprehesive book of breast
cancer“. Srovnavam-li v tomto kontextu napiiklad Atlas of Breast
Cancer (Roger Blamey et al., Merit Publishing Internationa) je z
atlasu doc.Abrahamové a kolektivu ziejmé, ze cestu do Evropy
dovedeme dlazdit negjen proklamacemi, ale i velmi kompetitivni
kniznimi produkty, kde se odborna troven snoubi s kulturou
sdélovaného. Nepochybuji, ze anglicka verze této knihy by tispésné
proslav mezinarodni konkurenci.

Ctenat bude piijemné zaskogen piedeviim mnozstvim a kvalitou
obrazové dokumentace, at’ jiz jde o mammografické snimky,
histologické obrazy nebo klinickou fotodokumentaci. V. bohatém
textu je ieelné rozmisténataké cela fada nakrest a schémat. Ctenat
je seznamen s epidemiologii nadori prsu, anatomii mlécné zlazy,
moznostmi véasného zachyti mammarnich nadora (doc.Abrahamova,
doc.Horak) a podrobné pak se zobrazovacimi metodami v
mammologii (doc.Horak). Nasleduji kapitoly o molekularni podstaté
maligni transformace mammarnich bungk (prof.Stipek), nadorovych
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markerech (doc.Malbohan, dr.Vermousek) a genetice nadort prsu
(dr.Foretova). Zaskvost mezi kapitolami knihy pokladam pojednani
prof. Povysila o histologii mléeéné Zlazy a jejich patologickych
zménach. | klinicky zaméieny pracovnik je v ni vtazen do pomerné
spletité, avsak prehledné a dokonale obrazové dokumentované
mammarni histopatol ogie takovym zptsobem, Ze zatne vétit, ze sev
ni skutecn¢ orientuje. Dalsi terapeuticky zamétrené kapitoly kromé
doc.Abrahamové. Patii k nim stati o stagingu a prognostickych
faktorechjakovychodiscich proterapii, postaveri radioterapiev 1é¢bé
karcinomu prsu, systémova lécba ¢asnych i pokrogilych stadii, dale
pak i kapitoly o podparné 1é¢bé améng ¢astych nadorech prsu.
Mam-li siv tommoii pozitivnichdojmi z knihy nangco postesknout,
pak jen tolik, ze bych jako onkochirurg rad ¢etl o chirurgické [éché
nadora prsunavicenez $esti stramich, protozejde o zakladni typterapie
aplikovany neiméng u dvou tretin nemocnych. Se zajmem bych jist
Cetl také o biopsiich sentinel ové uzliny, a dosud nepatti ke standardnim
postupi, o metodach pooperacni rehabilitaceazvlasté pak o moznostech
rekonstrukénich vykont po mastektomiich. Jsem presvédcen, zei tyto
dopliikové stati by pritahovaly zajem a profitovaly z vysokého
grafického afotodokumentasniho standardu celé knihy.
Monografie Atlas nadori prsu nesporné ovlivni celou generaci
onkologt avsech |ékatt, ktefi ses nadorovymi onemocnénimi prsu
setkavaji. Troufam si viak tvrdit, ze doc.Abrahamova ajeji odborni
i redakeni spolupracovnici pri péci, kterou obsahu i formé dila
vénovali, nemohli myslet jen napublikaci samotnou, nybrz i naty vice
nez ¢tyti tisicovky zen, které kazdoro¢né snovymi nalezy karcinomu
prsu prichazeji, a naty bezmala dvatisice zen, které zhoubnému
nadoru prsu v kazdém roce podléhaji. Kniha sama neléci, ae lécit
pomaha, zvlasté v takto piikladné podobeé.

J. ZALOUDIK
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puvodni prace

PARANEOPLASTICKE NEUROLOGICKE SYNDROMY- PROTILATKOVY
PROFIL A JEHO ATYPICKE VARIANTY

PARANEOPLASTICNEUROLOGICAL SYNDROMES- ANTIBODIESPROFILE
AND ITSATYPICAL VARIANTS

STOURAC P., KADANKA Z.
FAKULTNI NEMOCNICE BRNO, NEUROLOGICKA KLINIKA

Souhrn: Uvod: Paraneoplastické neurologické syndromy jsou vzacna postizeni nervového systému svyznamnou roli imunity
Vv jgich patogeneze, éasto u pacientti s okultnim primarnim tumorem. Nekteré autoprotilatky (anti-Y o, anti-Hu, anti-Ri) jsou
asociovany jen surcitymi nadory aneurologickymi syndromy. Cil studie: Charakterizace azhodnoceni atypického spolecného
vyskytu nékterych paraneoplastickych autoprotilatek u jednotlivych pacientt s ohledem naklinicky obraz ajejich moznou
patofyziol ogickou ilohu. Soubor amaterial: Celkem bylo vysetieno 2355 vzorka sér alikvoru s podezienim na neurol ogické
komplikace nadorového onemocnéni v pribéhu let 1997-1999. V téchto vzorcich byl detekovan spoledny atypicky vyskyt
nékterych autoprotilatek u 3 nemocnych. Metodika: Sérum alikvor pacientii byly testovany natkanovém substratu metodou
nepiimé imunofluorescence apozitivni nalezy byly konfirmovany metodou Western blot aimunohistochemicky.V pozitivnich
pripadech (3 pacienti) sejednal o onasledujici asociace protilatek: 1. anti-Hu aanti-CV-2, 2. anti-Huaanti-Ri, 3. anti-YoaANA.
U téchto nemocnych byl zhodnocen klinicky nalez. Vysledky: U vsech pacienti byl klinicky pritomen obraz paraneoplastické
encefalomyelitidy, avsak v jednom piipadé s dominujicimi projevy cerebelarni degenerace. Zavéry: spolecny vyskyt riznych
paraneopl astickych protilatek neved! k rozsireni spektraklinickych priznaka nebo atypickému priibéhu onemocnéni. Teoretické
vysvétleni takového asociovaného vyskytu je zal ozeno na supraklonalnich vlastnostech humoralniho imunitniho systému pii
jeho sitovém usporadani.

Klié_?vgk slova: paraneoplastické neurologické syndromy, autoprotil atky anti-Hu, Ri, Yo, CV-2, ANA atypick ¢ asociace
protilat

Summary: Backgrounds: Autoimmune paraneoplastic neurological syndromes are rare diseases of the nervous system in
patients often having an occult tumour and with important role of theimmune system in the pathogenesis of the disease. Some
autoantibodies (anti-Y o, anti-Hu, and anti-Ri) are associated with characteristic types of tumours and neurological syndromes
Design and subjects: Theaims of the study were characterisation and eval uation of atypical occurrence of some paraneoplastic
antibodiesin positive patientswith regard to the clinical pattern and its potential pathophysiological role. Methods and results:
2355 samples of serum and cerebrospinal fluid of patients suspicious for neurological complications of oncological disease
were investigated during 1997-1999.Serum and cerebrospinal fluid were tested on tissue substrate by the method of indirect
immunofluorescence and positive samples were confirmed by Western blot and immunohistochemistry. The exceptional
atypical co-occurrence of paraneoplastic antibodiesin 3 patients was detected and their cases are presented. The association of
antibodies (anti-Hu and anti-CV2), (anti-Hu and anti-Ri) and (anti-Yo and ANA)was found. Conclusions: Association of
autoantibodiesin individual cases of paraneoplastic neurological syndromes did not change the clinical pattern and course of
disease. Theoretical explanation of such associated occurrence isbased on supraclonal properties of humoral immune system
with its network organisation.

K ey wor ds. paraneopl astic neurol ogical syndromes, autoantibodiesanti-Hu,Ri,Y 0,CV-2,ANA, atypical association of antibodies

Uvod

Patogeneze vétsiny neurologickych paraneoplastickych
syndromt neni zcelaobjasnéna. Zkiizena protilatkova reakce
vici proteinim-antigentim exprimovanym v tumorézni tkani
a Vv buiikach nervového systému poukazuje na autoimunitni
mechanismus. Patofyziologicky vyznam paraneoplastickych
autoprotilatek nachazenych v séru a likvoru byl vsak v
experimentalnim zvifecim modelu prokazan pouze u
Lambertova-Eatonova myastenického syndromu,
neuromyotonie a paraneoplastické retinopatie (1,2,3). Pouzeu
téchto t¥ onemocnéni maze byt choroba navozena pasivnim
transferem protil atek na experimentalni zvife a v piipadé
paraneoplastické retinopatie |ze chorobu vyvolat i aktivni
imunizaci antigenem -recoverinem (1). U dalsich

neurologickych paraneoplastickych syndroma s piitomnosti
autoprotilatek spociva jejich klinicky vyznam piedevsimv roli
indikatoru ¢asto jesté okultniho tumoru. Asociaci s dal $imi
paraneoplastickymi  protilatkami anti-Ri, anti-CV-2 a
ANA (antinuklearni protilatky) byla nalezena v nasi skuping
nemocnych s pozitivnimi anti-Y o protilatkami (5 pacient),
anti-Hu protilatkami (4 pacienti). Autoprotilatky anti-Ri byly
poprvé popsany u pacientky sparaneoplastickym opsoklonem
a mamarnim karcinomem (4). Imunohistochemicky anti-Ri
protilatky reaguji s jadry neuront centralniho nervového
systému a pii vysetieni imunoblotem vytvaieji 2 pasy o
molekularni hmotnosti 55 a80kD. Anti-CV-2 auto-protil atky
byly poprvé popsany skupinou francouzskych autor uriznych
neurologickych syndromi (5,6). Anti-CV-2 protilatky sevazi
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nasubpopulaci oligodendrocyti v oblasti mozetku, mozkového
kmene a michy. V imunoblotu anti-CV-2 protilatky reaguji s
proteinem o molekularni hmotnosti 66kD, avsak funkcetohoto
proteinu neni objasnéna. Dalsi skupinu asociovanych
autoprotilatek tvorily tzv. ANA protilatky,
v nasem pripadé s vysokou koncentraci zvlasté v nukleolech
(antinukleolarni protilatky), které jsou obecnéjsim markerem
autoi munitniho postizeni. Jedna se o protilatky vyskytujici seu
systémovych  chorob  pojiva  (systémovy  lupus
erytematosus,revmatoidni artritida, sklerodermie) areagujici s
antigeny, které jsou normalni komponentou bunéénéhojadra(7).
Anti-Y 0 a anti-Hu autoprotilatky , s nimiz byly vyse uvedené
autoprotilatky v jednotlivych pripadech asociovany jsou
imunologicky dobre definovany. Anti -Yo se vazi na
cytoplazmatické struktury Purkynovych bunék mozecku av
imunaoblotu reaguji s 2 proteiny o molekularni hmotnosti 34 a
62kD. Nejcasteji jsou tyto proteiny asociovany s
gynekologickymi tumory. Anti- Hu protilatky reaguji santigeny
jader neuroni av imunoblotu vykazuiji pozitivni pasy v oblasti
35-40kD molekularni hmotnosti a ngjéastéji se manifestuji ve
spojitosti s pritomnosti malobunécného karcinomu plic.

Cilem prace je charakterizace protilatkového profilu a
klinického obrazu u autoimunitné  podminénych
neurologickych paraneoplastickych syndromi s ohledem na
atypickou koincidenci téchto autoprotilatek a jejich mozny
patofyziologicky vyznam.

Soubor nemocnych a metodika

V neuroimunologické laboratori Fakultni nemocnice v Brng-
-Bohunicich bylo v letech 1997-1999 vysetieno 2355 vzorka
séraalikvoru u nemocnych s podezienim na paraneopl asticky
syndrom. Ve dvou skupinach pacientdt s pozitivnimi
paraneoplastickymi protil atkami anti-Hu nebo anti-Yo byly
Zjistény tii vzorky sér alikvoru , které vykazovaly atypickou
asociaci vyse uvedenych paraneoplastickych autoprotil atek
s dalsimi protilatkami anti-Ri, anti-CV-2 a ANA. Klinicky
obraz téchto pacientt byl srovnan s literarné dostupnymi
popisy a zhodnocen s ohledem na atypickou asociaci
jednotlivych paraneoplastickych autoprotil atek (Y o+ANA),
(CV2+Hu), (Hu+Ri) v séru a likvoru. Klinické adaje o
pacientech byly ziskavany kromé& primého vysetieni
telefonickou a pisemnou informaci od osetiujiciho 1ékare.
Screeningova databaze sérovych a likvorovych vzorka byla
testovana metodou nepiimé imunofluorescence a pozitivni
vzorky byly konfirmovany metodou Western blot.

Metoda neptimé imunofluorescence: sérum alikvor pacienti
byly testovany na substratu fixované mysi tkané (mozecek,
ledvina, Zaludek) obsahujici neurony centralniho nervového
systému aneurony myenterického plexu (fy MeDiCaUSA).
V zorky byly natedény v poméru 1:60 v mikrocentrifugacnich
tubach fyziologickym roztokem obsahujicim bovinni
albumin, 0,02 % NaN3 a absorpéni substrat ,,Guinea pig
acetone powder* (fy Sigma). V zorky byly centrifugov any 15
minut pii 12 000 rpm asupernatant v davce 40 ul byl nanesen
na mikroskopické sklo obsahujici tkanovy substrat
preinkubovany s bovinnim abuminem.Po promyti
nasledovala inkubace s primarni protilatkou tiidy 1gG (anti-
human biotinylated 1gG,Vector Laboratories, USA) a po
opakovaném promyti opét inkubace se sekundarni protilatkou
(fluorescein anti-human 1gG Vector Laboratories, USA). Po
zamontovani do fixaéniho média byly substraty zhodnoceny
ve fluorescenénim mikroskopu se stanovenim pozitivity
specifickych antineuronalnich autoprotil atek oznagovanych
anti-Y o, anti-Hu, anti-Ri,anti-CV-2, ANA.

Vysledky

1. PacientkaM. S. 62l eta, Ié¢enapro diabetesmellitus, kuracka
po dobu 10 let. V listopadu 1998 byl zjistén bronchogenni
karcinom anasledovalachemoterapie. V lednu 99 se objevilo
vertigo, hruby horizontalni nystagmus I. stupné, lehka ataxie
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nahornich kongéetinach, vyrazna ataxie nadol nich koncetinach
a pozitivni Babinského piiznak. CT mozku bylo bez
loziskovych strukturalnich zmén. Klinicky obraz odpovidal
vice loziskovému postizeni, tedy paraneoplastické
encefalomyelitidé, s dominujicimi ptiznaky cerebelarni
degenerace, avsak nepiekratova svym rozsahem spektrum
ptiznakt udavanych ve spojitosti s pozitivitou anti-Hu. P¥i
imunofluorescenénim  vysetieni byly diagnostikovany
autoprotilatky tfidy 1gG oznagované jako anti-Hu. P¥i
imunchistochemickém vysetieni a pii vysetieni Western
blotem byly kromé& pozitivity anti-Hu prokazany jesté
paraneoplastické autoprotilatky anti-CV-2. Neurologicka
terapie  byla symptomaticka, pacientka zemiela
v diisledku progrese nadorového onemocnéni v éervenci 1999,

2. Pacient K.N., 63lety, diive kuiak. Lécil se pro chronickou
bronchitidu, hypertenzi avertebrogenni syndrom. V zati 1999
seobjevilovertigo, diplopieanauzea. V pribéhu nasledujicich
tydni se pridaly dysfagie, dysarthrie a vahovy ubytek.
Objektivni neurologické vysetieni prokazoval o pravostrannou
ptézu se sto¢enim bulbu nazalné a postizeni postranniho
smiseného systému. Postupné stav progredoval, pridal sei
palleocerebel arni syndrom. V souhrnu nalez odpovidal
paraneopl astické encefalomyelitidé. NaCT byl prokazan plicni
tumor s lymfadenopatii v oblasti pravého hilu. MR mozku
vykazovalo jen znamky mirné mozkové atrofie. P¥i
imunofluorescenénim vysetieni séraalikvoru byly prokazany
paraneoplastické autoimunitni protilatky anti-Hu a
konfirma¢nim vysetrenim Western blotem byla navic
prokazanaasociace sautoprotil atkami anti-Ri. Pacient zemiel
v dusledku progrese nadorového onemocnéni.

3. Pacientka Z.0., 39leta. V r. 1996 se po porodu objevily
diplopie a vertigo. Za 2 tydny poté se ptidaly abnormalni
choreati cké pohyby hornich kongetin, ataxie, mentalni zmeény
progredujici az do obrazu demence a kvadrupyramidové
symptomatologie. Postupné progredujici neurologické
ptiznaky vedly k selhavani vitalnich funkci av listopadu 1996
doslo k exitu. CT mozku bylo opakované provedeno s
negativnim nalezem. Klinicky $lo o paraneoplastickou
multifokalni encefalomyelitidu. V sekénim nalezu byl
prokazan mikroadenokarcinom ovarii. V séru alikvoru byly
detekovany  metodou  nepiimé  imunofluorescence
paraneoplastické autoprotilatky anti-Yo a ANA navic s
predilekeni koncentraci v jadérku. Tento nalez byl potvrzeni
metodou Western blot.

Diskuze

U pacientky ¢.1 sasociovanymi protil atkeami anti-Hu aanti-CV-2
byl klinicky obraz charakterizovany predevsim neo-
a palleocerebelarnim syndromem, nystagmem, vertigem a
pyramidovou symptomatologii pfi malobunécném karcinomu
plicTakovato  kombinace  neurologickych  priznaka
kmenového a mozeckového postizeni se nachazi u pacientt s
pozitivitou anti-Hu protilatek v ramci tzv. paraneoplastické
encefalomyelitidy ato ve spojitosti s nekolikatypi tumord, jako
jsou  napr.maobunéény  karcinom  plic,  karcinom
prostaty, maigni melanom aneuroblastom u dkti (8). Anti-CV-2
autoprotilatky se podobné jako anti-Hu vyskytuji také u riznych
neurologickych paraneoplastickych syndromi  (subakutni
mozeckova degenerace, limbicka encefalitida, retinopatie a
senzitivni polyneuropati€)(9). Fi pozitivité anti-CV-2 protil atek
byl ¢asto udavan pritomny mozetkovy syndrom (50 %), takze v
nasem pripadé nelze vylowsit patofyziologicky podil na
dominujicim mozetkovém postizeni. Podobna rozmanitost
neurol ogickych syndromi aj i ch asociacesriaznymi typy tumora
se rovnéz nachazi u nové objevenych paraneoplastickych
autoprotilatek oznatenych anti- Ma(10). Pacienti s nadory prsu,
tlustého stieva, varlete a pifusni zlazy meéli neurologickou
symptomatiku zahrnujici postizeni mozetku, mozkového kmene

PDF byl vytvofen zkuSebni verzi FinePrint pdfFactory http://www.fineprint.cz



http://www.fineprint.cz

apyramidové drahy a soug¢asné piitomné protilatky reagujici s
antigenem anti-Ma. Souhrnné |ze fici, Ze vyse uvedena asociace
anti-Hu a anti-CV 2 autoprotilatek nerozsitila klinické spektrum
priznaka obvykle nachazenych u anti-Hu pozitivnich pacienti. U
pacientad.2 sasociaci protilatek anti-Huaanti-Ri byly vklinickém
obraze pritomny vertigo, diplopie se stocenim bulbu nazalng,
nauzea, dysartrie, dysfagie, palleocerebelarni syndrom a
Babinského priznak, tedy rovnéz kombinace priznaka
charakteristicka provyrazngjsi postizeni v ramci paraneoplastické
encefalomyditidy. V yskyt anti-Ri autoprotilatek byva nejcastsji
asociovan se syndromem opsoklonus-myoklonus. Opsoklonem
se rozumi kratké, rychlé, konjugovaré océni pohyby rizné
frekvenceaamplitudy vevsechsmérechtzv “dancingeyes*. Casto
byva opsoklonus doprovazen myokloniemi trupu, koncetin a
rovnéz aaxii (11). V pripadé naseho pacientanebyly priznaky jako
opsoklonus, myoklonuspozorovany aataxiev diis edku postizeni
mozetku jev souladu sprojevy uvedené anti-Hu paraneoplagtick é
encefdomydlitidy.

V pnpade pacientky ¢ ¢ 3 sejednalo z hlediska neurologickeho

Yy

vyse uvedenych pacient. Objevilo se u ni vertigo, diplopie, dile
ataxie, abnormalni choregtické pohyby hornich konéetinapostupné
progredujici zmeny kognitivnich funkci az do obrazu demence.
Pritomnost anti-Yo protilatek byva provazena klinicky vyse
uvedenymi piiznaky véetné rigidity, myoklonie a tremoru ,

Legendy k obrazkim

atypickym symptomem byly mentalni zmeny. Klinicky sloopét o
obraz paraneopl astické encefa omyditidy.

Rovnéz u této pacientky nebyly pozorovany zmény ve smysiu
asociace dasich autoimunitnich chorob s typickou piitomnosti
antinuklearnich protilatek jako jsou lupus erytematodes,
sklerodermie apod.

Analogické stuace nachazimev oblasti neuroimunologie, kde se
rovnéz vyskytujevicetypi autoprotil atek u jednotlivého pacienta
resp. diagndzy. Jgich patofyziologicka role neni objasnéna, de
byvajii u jednotlivych klinickych jednotek charakteristicky
pritomné. Jedna se napf. o konstantni pritomnost virové
specifickych protilatek proti neurotropnim viram (spanicky,
zardénky, varicella) u roztrousené sklerézy mozkomisni bez
soucasné pritomnosti antigenu resp. virového genomuv organizmu
pri vysetieni polymerazovou retézovou reskci (12). Soucasna
predstava vysvétlujici takovyto nalez je zalozena na tzv.
nespecifické aktivaci B-bunéénych klont, kdy dochazi k syntéze
antivirovychgi (auto)-protilatek bez pritomnosti virového i jiného
prislusného  autoantigenu. Podobré  takovato antivirova
oligoklonalni reakce je piitomna

u nekterych dalsich autoimunitnich chorob jako jsou systémovy
lupus erytematodes, Sjogreniv syndrom, Wegenerova
granulomatoza s postizenim CNS (13). Moznost nespecifické
aktivace B-bunéénych klond  wvyplyva z
imunoglobulinovych

usporadani
idiotypi  vytvafgicich  tvarové

Obr.&. 1: Rezhladkou svalovinoumysiho zaludku's pozitivnimimunofluorescencnim nal ezem paraneopl astickych antineuroral nich 1gG autoprotilatek

(anti- Hu) v_jadrech acytoplazmé neuront plexus myentericus.

Obr. & 2: Rez tkani mysiho mozeku s pozitivnim imunohistochemickym prikazem paraneoplastickych antineuronélnich 1gG autoprotllatek (anti-
Yo) v cytoplazmé Purkyiiovych bungk mozecku. Antigeny jader Purkyiiovych bungk s paraneoplastickymi protilatkami nereaguji.
Obr. &. 3: Reztkani mysiho mozkového kmenes pozitivnimimunohistochemickym priikazem paraneoplastickych antineuronalnich | gG autoprotilatek

(anti-CV-2) lokaizovanych v oligodendrocytech

Obr. €. 4: Imunoblot s pritomnosti anti-Hu paraneopl astickych protilatek o mol. hmotnosti 35-40kD. Pozitivni vzorky jsou oznadeny sipkou ve 3 a4

pasu
Obr. & 5: Imunoblot s piitomnosti anti-Y o paraneoplastickych protilatek o mol. hmotnosti 62 kD. Pozitivni vzorek oznaten §ipkou ve 4 pasu zleva.
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komplementarni sité¢ s funkénimi dasledky vyplyvaicimi z
takovéhoto usporadani. Vlastnosti vyplyvaici z usporadani
imunologickych siti jsou zasadni pro pochopeni otazek, které
nesou fesitelné klonalng-selekéni teorii, jako jsou nap. vnitini
lymfocytarni aktivita, produkce prirozenych protilatek u
neimunizovanych zviiat , principy imunologické tolerance a
autoimunity. Dosavadni imunologicky vyzkum se koncentrova
predevsim na regulace klonalni imunitni odpovédi, spise nez na
suprekionalni viastnosti imunitnihosystému, které vyplyvai zjeho
sitové organizace(14). Z vyse uvedeného | zeuzaviit, Zei asociace
nékolikaparaneopl astickychautoprotilatek jemoznymdidedkem
takovéhoto sitového usporadani humoralni imunity. Z nové se
objevujicich poznatkt vyplyva, zedotakové sité jenutno zahrnout
i vazby k cytologické slozce imunity, predevsim anti-Hu T
specifické lymfocyty z podskupiny Th1 helper lymfocyti.
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Monotematické dilo vénované problematice détskych leukémii
sestavil editor z Détské vyzkumné nemocnice v Memfisu za prispéni
dalsich 42 odborniki z péti zemi, pievazné z USA. Monogréfie je
rozdélena do ¢tyr ¢asti s 28 kapitolami.

Prva ¢ast se tremi kapitolami podava prehled o historii onemocnéni
avseobecnych otazkach. Sleduje se vvoj nazort nadétskou leukémii
od prvni poloviny 19. stol, kdy byla tato nemoc definovana, az do
soucasnosti. Dale je popsina diagnostika aklasifikace s délenim na
akutni a chronické leukémie anajednotlivé subtypy specifikovare se
zietelem na morfologii a cytochemii. Je zarfezen piehled
myelodysplastickych syndromt, epidemiologie leukémii a soubor
rizikovych faktort, které se patrné u vzniku leukémie uplatiuji. Druha
castjevyhrazenabunsené biologii apatol ogii. Dewét kapitol pojednava
0 anatomii a fyziologii hematopoéze, hemopoetickych ristovych
faktorech aregulaci hematopoéze, imunofenotypizaci, cytogenetice
amolekularni genetice akutni leukémie, molekularni genetice akutni
lymfo-blastické leukémie a akutni myel oidni leukémie; dile jsou zde
tvahy o apoptoze, Jez poskytuji ramec k vyvoji nOVyCh léku, ae
i k chemorezistenci pri [é¢bé. Popisované déjejsou dolozeny autenti ckou
dokumentaci a vysvétiujicimi obrazy a grafy. Je vlozena priloha
s vyhodnocenim krevnich elementi reprodukovanych na barevnych
tabulich a doprovazenych stru¢nym popisem a grafickym znacenim.
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Zavér

Vyskyt asociovanych paraneoplastickych autoprotilatek u
neurologickych paraneoplastickych syndromt je sice malo
castymklinicko-laboratornim korelatem, alema svoji anal ogii
u nékterych dalsich autoimunitnich postizeni nervového
systému, jako jsou skleréza multiplex a jina systémova
onemocnéni. Z hlediska klinického jsme nezjistili rozsireny
komplex piiznaka , ktery by odrazel asociaci takovych
protilatek, ale povazujeme za dilezité na tuto moznost
upozornit asouc¢asné uvadimeklinicky obraz téchto pacienti.
Z hlediska patofyziologického predpokladame ,ze vyskyt
téchto autoprotilatek je umoznén tzv. nespecifickou stimulaci
,ktera je odrazem supraklonalnich vlastnosti humoralniho
imunitniho systému s jeho sit'ovym usporadanim.
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N

Treti ¢ast tvori 19 kapitol vénovanych 1écbé. V pojednani
o farmakokinetice afarmakodynamice je podrobng charakterizovana
fada chemoterapueutik: metotrex at, 6-merkaptopurin, cytarabin,
antracykliny, asparaginaza, glukokortikoidy, vinkristin g. V dalsich
kapitolach se popisuje [é¢ba akutni lymfoblastické leukémie, akutni
myel oidni leukémieamyel odysplastickych syndromi, daleadoptivm
bunécna imunoterapie, transplantace kostni dieng, genovy transfer
atestovani antileukemickych léki. Ctvrta gast kni hy sesesti kapitolami
je vyhrazena pro komplikace a podptirnou péci. Podrobné jSOU
probrany akutni i pozdni komplikace v pribéhu 1é¢by nebo po jeim
ukoncenti, zvlaste pak pestré infekeni komplikace. Hematologick 4
podpurna péce uziva nutricni podporu, profylaxi pied infekci
s podavanim antibiotik a raznych transfuznich prostiedki.
Onemocnéni leukémii prinasi s sebou také cetné psychosoci alni
problémy; rovnéz osetrovatel ska sluzbamusi ¢elit obtiznym ukolam.
Text je prehledng usporadan, zakazdou kapitolou je bohata citovana
literaturaaz se stovkami polozek. Monografie poskytuje pougeni jak
0 klasickych postupech diagnostiky a 1é¢by tak i modernich
imunol ogickych a genovych metodach. Prezentuje nové pohledy do
patobiologie détské leukémie, jez stimulovaly —pokrok
v diagnostickych metodach, strategiich hodnoceni rizika a vyvoji
|é¢ebnych metod prizpiisobenych specifickym generickym subtypim
nemoci. Je zajimava predesim pro pediatry, hematology, onkology,
imunology a praktiky, ktefi participuji na osetrovani nemocnych.
Adresa nakladatelstvi: Cambridge University Press, The Edinburgh
Building, Shaftesbury Road, Cambridge CB2 2RU, UK."
V.R.,V.H.
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AUTOL OGNI TRANSPLANTACE SPODANIM INTERLEUKINEM 2
AKTIVOVANEHO STEPU PERIFERNICH KMENOVYCH BUNEK NEMOCNYM
S CHRONICKOU MYELOIDNI LEUKEMII

AUTOLOGOUS TRANSPLANTATION USING INTERLEUKIN 2 ACTIVATED
PERIPHERAL BLOOD STEM CELL GRAFT IN CHRONICAL MYELOID
LEUKEMIA PATIENTS

L3HAJEK R.,"ZACKOVA D.,3PENKA M, 'IKRAHUL COVA E., 22K ORISTEK Z.,2/INKLARKOVA J.,2ADLER J.,
2JANOQVSKA E., %INDRAK K., “FABER E., '\DOUBEK M., 'lKLABUSAY M.,5OLTOVA A., SKUGLIK P.,
IDVORAKOVA D.,3BOURKOVA L., 'DUSEK L.,3"MARESCHOVA I, IMAYER J., \WORLICEK J.

LNTERNI HEMATOONKOLOGICKA KLINIKA FN BRNO

2TKANOVA BANKA FN BRNO

SODDELENI{ KLINICKE HEMATOLOGIEFN BRNO

“HEMATO-ONKOLOGICKA KLINIKA FN OLOMOUC, CR

SODDELEN{ LEKARSKE GENETIKY FN BRNO . 5 )

6K ATEDRA GENETIKY A MOLEKULARNI BIOLOGIE, PRIRODOVEDECKA FAKULTA MASARYKOVY UNIVERZITY
BRNO

TUNIVERZITNI ONKOLOGICKE CENTRUM LEKARSKE FAKULTY MASARYKOVY UNIVERZITY BRNO

Souhrn: Uvod: V letech 1997 a 1998 jsme pripravili ke klinickému pouziti protokol bunééné imunoterapie - aktivaci autologniho
transplantatu perifernich kmenovych bunék (PKB) interleukinem 2 (IL-2) vyuzivajici “ex vivo” nespecifickou stimulaci
imunokompetentnich bunek (NK a T bungk stépu). Interleukin 2 (IL-2) je jednim ze zakladnich imunomodulachich cytoking. I1L-2
stimuluje proliferaci T bunék a NK bunék (Natura Killer) invitroi in vivo. Jeho klinicky piinos u hematol ogickych malignit zatim
nebyl zcelaujasren. Proklinickou experimentlni praci jsmevybrali diagnbzu CML, ukteré |zelécebny ucinek velmi piesné monitorovat
fai munoterapie zde ma zasadni vyznam. Metody anemocni: Ke dni 31.5.1999 bylo 8 nemocnyms CML v chronické ¢i akcel erovgné

azi podan
IL-2 aktivovany autologni stép ve fazi I/I1 klinické studie. Sbér PKB byl proveden po podani mobilizaéniho chemoterapeutického
rezimumini |CE (idarubicin, cytosin-arabinosid, etoposid) s naslednoutransplantad s vyuzitim busulfanu 12-16 mg/n?, jako piipravné
vysokodavkované chemoterapie. Po podani IL-2 aktivovaného stépu nasledovala mesiéni imunoterapie (1L-2 0,5 x 108 1U/m?/den
aGM-CSF 75g/m?/den, vies.c.) angiméng 6-ti mésieni |é¢bainterferonem alfa. Z 8 zarazenych nemocnych podstoupilo 5 transpl antaci
a3 nemocnym byl podan aktivovany stép bez busulfanu, pro nemaznost ziskat stép perifernich kmenovych bunék. Vysedky: Casna
peritransplantaéni mortalitabyla 0 % (0/5), shér §tépu uspésny u 71% nemocnych (5/7), dobado sbéru §tépu smedianem 22,0 dne (19-
25), doba do prihojeni stépu s medianem 15 dni (11-18), ale u jednoho nemocného musel byt podan zalozni $tép (ptihojeni den +95).
Tolerancetransplantacni procedury i nasledné imunoterapie bylavelmi dobra. U 5z 8 nemocnych doslo ke zlepseni stavu onemocnéni.
U vsech nemocnych vefazi akceleracedaslok presunudo chronické faze. U dvou nemocnych byl o pozorované zlepseni cytogenetického
nalezu. Zaveér: Vybrany vysokodavkovany chemoterapeuticky rezim i nasledna imunoterapie byly dobie tolerovany. Prihojeni stépu
muze byt problematické u vyrazné predlécenych nemocnych. Zvoleny 1ééebny postup nevedl k navozeni kompletni cytogenetické
remise, a e unemocnych doslo ke zlepseni astabilizaci onemocnéni natrovni chronické faze nejméné po dobu 6 mésicti po provedeni
transplantace. Nelze rozhodnout, zda hlavnim piinosem bylo provedeni autologni transplantace, podani imunoterapie nebo jejich
kombinace.

Kli¢ova slova: CML, IL-2, imunoterapie, transplantace

Abstract: Efficacyd a protocol of adoptive immunotherapy using IL-2 activated autologous graft followed with IL-2 and GM-CSF
immunotherapy was investigated. Interleukin 2 (IL-2) can generate non-specific cytotoxic effectors like Natural Killer (NK) cells.

Protocol was activated in patients with chronic myeloid leukemia, in which treatment response can be monitored on molecular level

and immunotherapy plays fundamenta role in the treatment. Methods and Patients: 8 patients (pts.) with late chronic phase (CP)

or accelerated phase (AP) of CML received IL-2 activated graft. Mini ICE (idarubicin, Ara-C, etoposid) was used before PBSC
collection, busulphan 12-16 mg/m2 was used as myeloablative regimen. One-month immunotherapy (IL-2 0,5 x 106

1U/m2/day/s.c/days 2-28; GM-CSF 75?2g/m2/day/s.c/days 7-28) wasfollowed 6-monthsinterferon alphatherapy (3x3MU/wk).3 pts.

received IL-2 activated back-up only due to insufficient PBSC collection. Results: Early transplant related mortality was 0 % (0/5),
collection of autologous graft was successful in 71 % pts., median of the time to graft collection was 22,0 days (19-25), neutrophil

engraftment occurred on day 15 (median) (range 11-18) in 4 pats. One pt. required back-up infusion with engraftment on day +95.
Toxicity of chemotherapy (mini-ICE, busul phan) was acceptable; toxicity of immunotherapy was minimal. 5 of 8 patients improved
their disease (from AP to CP), two cytogenetic responses (1/1; major/minor) were observed. Conclusion: Autologous transplantation
followed with low dose immunotherapy had acceptable toxicity and stabilized disease in chronic phase in patients with late chronic
phase or accelerated phase of CML. Engraftment and graft collection could be problems in these patients. Based on these results we
can not decide if moreimportant for improvement of patientsis responsible transplantation procedure or immunotherapy.

Key words: CML, IL-2, immunotherapy, transplantation

Uvod pievod alogennich perifernich kmenovych bungk /PKB/ (1).
Jedingm|é¢ebnym postupem smoznosti kompletnihovyléceni  Priblizné v 75 % indikaci neni nalezen vhodny darce nebo je
nemocnych s chronickou myeloidni leukémii (CML) je aogenni transplantace kontraindikovana z jinych divoda.
v soucasnosti alogenni transplantacekostni diené (TKD) nebo  Vlastni provedeni alogenni transplantacejepomgrné rizikovou
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procedurou s vyssi mortalitou ve skupiné nepiibuzenskych
darci (2, 3). Zkousi sefadaexperimental nich | é¢ebnych postupt
s cilem nagjit 1é¢ebnou strategii s kurativnim potencialem
a pripadné nizsi toxicitou. Perspektivni se zdaji metody
modulujici reakci stépu proti hostitdli (graft versushost disease
- GVHD), protokoly vyuzivajici nemyeloablativni rezimy (4).
Lécebna u¢innost autologni TKD nebo autologniho prevodu
PKB jelimitovana kontaminaci stépu nadorovymi progenitory
apredevsim nepritomnosti reakcestépu proti nadoru. Vysledky
doposud publikovanych nerandomizovanych studii naznacuji,
zecasné zarazeni autologni TKD by mohlo byt pfinosem oproti
standardni |é¢bé (5). Bohuzel ma ae vétsina prezivajicich
nemocnych znamky relapsu onemocnéni (6). Prodlouzeni
zivota bude zptisobeno piedevsim snizenim nadorové masy
vysokodavkovanou lécbou a naslednym zpomalenim
prirozeného vyvoje onemocnéni. Ke kompletni eliminaci
nadorovych bungk, kterou je v nékterych piipadech vidét po
aogenni transplantaci, vsak nedochazi. Existuje fada praci
snazicich se 0 snizeni nebo odstranéni nadorovych progenitora
zestépu unemocnychs CML podstupujicich autologni TKD.
amobiliza¢ni chemoterapie) i manipul ace sestépem,,,ex vivo,
by mély vést k ziskani maximalné ¢istého stépu pii udrzeni
dostate¢né kvality stépu pro casné a kvalitni piihojeni
transplantatu. Smysluplnost takového 1sili neni jasna
a neexistuje zadna randomizovana studie prokazujici piinos
takového postupu pro zlepseni vysledki transplantacni |écby
(6,7, 8). Jetémet jisté, ze vysokodavkovana chemoterapieneni
schopna kompletné eradikovat nadorové hematopoetické
kmenové buiiky. Autologni TKD vsak muze vytvorit dobrou
startovaci pozici pro zesileni |é¢ebného efektu imunoterapie
tim, Ze uvadi chorobu do stavu minimalni zbytkové choroby.
Tato situace se dnes obecné povazuje zastav, pii kterém mize
mit nemocny podstupujici autologni transplantaci nejvétsi
uzitek z imunoterapie vzhledem k limitované schopnosti
imunitniho systému eradikovat nador. Neprimym dikazem je
pozorovani obnovy citlivosti CML na INF po provedeni
autologni TKD azpravidlapouziti nizsi davky INF po autol ogni
TKD, nez pti zahajeni |écby (6).

Existuje dostatesné mnozstvi védeckych podkladi pro tvrzeni,
7€ CML jenadorovym onemocnénim, kdema reakcestépu proti
leukémii (graft versus leukemia effect - GVL) kli¢ovou roli
v [é€b& onemocnéni (9) a kde ma reakce GVL na léc¢ebné
odpoveédi vétsi podil nez vysokodavkovana chemoterapie,
podana v ramci transplantac¢niho rezimu. Stimulace autol ogni
GVHD, respektive autologniho GVL efektu, je dnes ovérenou
skute¢nosti na zvirecich modelech i v Klinickych studiich
u raznych experimentalnich nadora, véetné leukémie.
Autologni efekt GVHD Ize vyvolat cyklosporinem (10), I1L-2
(11), aktivaci LAK (lymfokiny aktivovani zabijeci) bun¢k
pomoci IL-2 (12), prevodem autol ogniho $tépu kultivovaného
s cytokiny (13). Klinické studie probihgji. Pfinos takového
postupu neni zatim v klinické praxi jasné prokazany. Je
prokazana cytotoxicka aktivitaaktivovanych NK bunék uCML
(14). O specifickych T lymfocytech, schopnych cileng nigit
buiky CM L mechanismem omezenym naHLA komplex, jsou
rozporuplné informace (15). Bylaprokazana specificka aktivita
T lymfocytt proti proteinu p210. Vyuziti aktivovanych
autolognich T lymfocyti proto mize mit své opodstatréni (16).
Je ovéiené, Ze peptidy piipravené z povrchu leukemickych
bunék mohou slouzit jako specifické antigeny pro stimulaci
specifické protinadorové T-bunéené |é¢ebné odpovedi (17).
V této dobe bézi klinické studie sINF nebo sINF alL-2 jako
udrzovaci 1é¢bou u CML po provedeni autologni TKD, studie
zkousejici vyvolat autologni reakci $tépu proti leukémii pomoci
aktivovanych LAK aNK bunék ziskanych z periferni krve (8,
18). Interleukin 2 je zkousen v 1é¢bé fady hematologickych
malignit av probéhlych klinickych studiich nebyl prokazanjeho
zasadni 1é¢ebny efekt (19, 20).

V této praci popisujemenasevysledky fazel/Il klinické studie,
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ve které jsme u nemocnych s CML vyuzili kombinace
autologni transplantace IL-2 aktivovanym s$tépem PKB
s okamzitou kratkodobou jednomési¢ni imunoterapii pomaoci
GM-CSF a IL-2 a naslednou udrzovaci lécbou INF.
Onemocnéni CML bylo vybrano zamérné jako vhodny model
pro sledovani u¢innosti experimentalni [é¢by zetii divodu: (1)
imunitni mechanismy u této choroby hraji vyznamnouroli, jak
Ize pozorovat z |é¢ebného uginku alogenni reakce stépu proti
leukémii po prevodu darcovskych T bunék; (2) CML je
onemocnénim smoznosti velmi presného hodnoceni ucinnosti
lécby a dynamiky onemocnéni. Diky charakteristické
chromosomalni transokaci t (9;22), vedouci ke tvorbé
chimerického genu ber-abl, je CML idealnim modelovym
nadorovym onemocnénim pro testovani experimentalni [écby
S moznosti monitorovani zbytkového nadorového onemocrgni
(22); (3) autologni TK D jednesintenzivné zkousenou metodou
i utéto diagnozy ajeji kombinaces imunoterapii by mohlabyt
dalsim ptinosem pro |é¢bu nemocnych s CML, kteti nemaji
vhodného darce.

METODY A NEMOCNIi

Vybér nemocnych: Z |I0nemocnychs CML v chronické fazi
nebo ve fazi akcelerace byli vyiazeni dva nemocni pro rozvoj
blastického zvratu. Z nasledujicich 8 nemocnych proslo celym
protokolem 5 nemocnych. Tfem nemocnym byl podan zal ozni
aktivovany stép kostni diené bez myel oabl ativni chemoterapie
z davodu nemoznosti shéru dostatecného stépu PKB. Zakladni

Tabulka 1: Charakteristika nemocnych ve studii a pribéhu
stimulaéniho rezimu

Doba do Piedesla Stadium Dnydo Dny Lécebna Ph (%)
Nemocny  mobilizace lé¢ha (CHFIAF) zahdjeni sbéru odpovéd’ vestépu
M) shéru
1 24 HU,INF,ARA-C  AF 23 3 AF  406%
2 30 HU AF 19 2 CHF 100%
3 66 HU, INF AF * *  CHF  100%
4 57  Busulfan, HU,INF  CHF 22 5 CHF 6420%
5 39  HU,INF ARA-C, CHF 21 2 AF  47,60%
Mitoxantron,
Daunorubicin
6 40 HU, INF CHF 25 6 PHR
7 66  INF,ARA-C,IDA, AF * * AF
Mitoxantron
8 41 HU, INF CHF * *  CHF +

* shér stépu nezahajen, + nehodnoceno
AF =faze akcelerace, CHF = faze chronicka, PHR = parcialni
hematol ogicka remise, HU = hydroxyurea, INF = interferon

dataotéchto nemocnych véetné reakce nastimulasni lécbujsou
uvedenav tabulce 1. K mobilizaci byl pouzit rezim mini ICE
(idarubicin 8mg/m? den 1-3; cytosin-arabinosid 800mg/n? den
1-3; etoposid 150mg/m? den 1-3) aG-CSF. U 5 nemocnych s
dostatecnym $tépem PKB a s vyuzitim pripravného rezimu
busulfanem 12 mg/m?2 pro nemocné v AF a busulfanem 16
mg/m2 ve fazi chronické byla provedena autologni
transplantace. U jednoho nemocného byla vzhledem k
preexistujicimu poskozeni jater pouzita davka 8mg/m?
busulfanu. U vsech 8 nemocnych byl podan IL-2 aktivovany
§tép snaslednou mesi¢ni imunoterapii IL-20,5x 108 1U/mZ/den
odedne+1dodne+28. Standardni davkaGM-CSF bylalamp.
4 400 pg/den ode dne +7, do prihojeni stépu a nasledné GM-
CSF 75ug/m2/den do dne+28. Pred podanim | L -2 aktivovaného
stépu byla vedle standardniho postupu pii  podavani
transplantatu pouzita profylaxe paracetamolem (paralen),
antihistaminikem (dithiaden) a dolsinem. V pribehu
imunoterapie 1L-2 byl podavan paralen. Po mési¢ni
imunoterapii IL-2 + GM-CSF nasledovala 6 mési¢ni
imunoterapie interferonem afa 5 x 3 MU tydné podkozng,
umoznil-li tokrevni obraz. Poté byli nemocni prevedeni nalécbu
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podavanou pred vstupem do studieasrovnavali jsmedavkovani
hydroxyurey (litalir) spavodni davkou dostadujici ke stabilizaci
onemocnéni.

Kultivace autologniho $tépu s IL-2: Veskeré manipulace
(mimo rozmrazovani, prepousténi acentrifugace) sestandardng
provadgji za aseptickych podminek v laminarnim boxu (Flow
box CLEAR AIR Il B). Zamrazovaci vak (dale jen ZV) s
koncentratem kostni direné (K D) nebo PK B, kryoprezervovany
v roztoku obsahujicim 10% DM SO, je rozmrazen ve vodni
lazni 040°C. Obsah ZV jepromichan s promyvacim roztokem
(50 ml 20 % lidského albuminu, 250 ml Hanksova roztoku,
DNAsev koncentraci 1000 |U/ml a3 ml heparinu) po dobu 3-
5min. Centrifugace (JOUAN GR4 22) prokiha pri teploté 4°C,
530g, 15 min. Vak je po centrifugaci umistén do
plazmaextraktoru aje odtazeno maximum plazmy. Postup se
opakuje podruhé s pouzitim promyvaciho roztoku stejného
slozeni, ale jiz pri vyssi teploté (centrifugace: 20 °C, 530g,
15 min.). Vzdy byly zméfeny ztraty bunék v odtazeném
supernatantu. Postup kratkodobé kultivace bunék s IL-2 je
modifikaci publikované metodiky (22). Sediment bun¢k je
smichan se 100 ml kultivaéniho media (X-VIVO™ 10, Bio
Whittaker, Maryland, USA) abunééna suspenzejerovnomgrng
rozdélena do piipravenych kultiva¢nich vaka (LIFECELL,
Tissue Culture Flask BAXTER) v koncentraci 2,5 x x 106
leukocyta/ml média pro $tép kostni diené nebo 10 x 10°
leukocytd/ ml média pro §tép perifernich kmenovych bunek.
Kultivagni vaky obsahuji X-VIVO 10 médium a nasledné
reagence: L-glutamin v koncentraci 4,4 mmol/100 ml (L-
glutamin 200 mmol/l) (SIGMA CHEMICAL Co), heparin
v koncentraci 50 Ul/ml (HEPARIN 10 ml, 5000 Ul/ml,
LECIVA) a DNAse v koncentraci 1000 IU/ml §tépu (pro
preklinické u¢ely DNAsel, Boehringer Mannheim; proklinické
pouziti rekombinantni DNAse PULMOZYME 2,5 mg;
Hoffmann - LaRoche LTD). Interleukin 2 (PROLEUKINR 18
x1081UrhIL 2/1,2ml, CHIRON B.V.) jepridan v koncentraci
6000 1U/ ml roztoku. V aky jsou diikladné promichané aulozené
na 24 hodin do inkubatoru s teplotou 37°C a 5% CO,, (CO
inkubator CELLSTAR model QWJ 700 SVBA; QUEUE
Systems Inc. USA). Za 24 hodin jsou odebrané piedepsané
bezpecnostni kontrolni odbéry. Obsah kultivaénich vaki je
piepustén do 600 ml transfer vaki (maximalng 500 ml najeden
transfer vak) s naslednou centrifugaci (20°C, 530g, 15min.).
Postupné je ze vsech zcentrifugovanych transfer vaka
v plazmaextraktoru odtazen supernatant. Sediment ze vsech
transfer vaki je resuspendovan ve 150 ml Hanksova roztoku
a suspenze bunék je po zhodnoceni bezpe¢nostnich odbéra
neprodlené podana. Zevsech kultivatnich vaki jsou provedeny
v den -1 (pred pridanim IL-2) aza 24 hodin tyto odbéry: krevni
obraz véetné automati ckého dif erencialnino rozpoétu leukocyta
(Analyzator ABBOT CELL-DYN 3500 systém, ABBOTT
DIAGNOSTICS), koncentrace CFU — GM kultivacng, odbér
na flowcytometrické vysetieni, mikrobiologické vysetreni
(hemokultura OXOID), vysetieni vitality a cytogenetické
vysetieni. Zevsechkultivacnich vaki je pied zkoncentrovanim
bunék provedeno mikrobiologické mikroskopické vysetieni
(barveni dle Gramma). Po zkoncentrovani je ovétrena ztrata
bunék v supernatantu.

Flowcytometrické vysetieni §tépu pr o zjisténi kontaminace
buiikami CML: K analyze kmenovych bunék u CML jsme
pouzili kombinaci znatenych monoklonalnich protilatek anti-
CD34 PE (Becton-Dickinson, U.S.A.) aanti-HLA-DR FITC
(Caltag, U.S.A.). Stanovujeme subpopulace CD34"HLA-DR*
a CD34*HLA-DR'. V subpopulaci CD34*HLA-DR* dle
literatury prevladaji Ph pozitivni buiky (23).
Flowcytometrické vysetieni aktivovaného §tépu: Postup
zpracovani vzorka je totozny s vyse uvedenou metodikou.
Pouzili jsme protilatky anti-CD3 FITC, CD25 PE, CD38 PE,
CD69PEaHLA-DR PE (Caltag, U.S.A.). Stanovujemeexpresi
znakt aktivace na CD3* na lymfocytech v kombinacich:
CD3*25*, CD3*38*, CD3'69*, CD3*HLA-DR".

Flowcytometricka analyza typt imunokompetentnich
bunék ve §tépu: Postup pfi zpracovani vzorka je identicky
s postupem uvedenym v Gvodni metodice. Pouzili jsme
monoklonalni protilatky anti-CD3 FITC, CD4 PE, CD8FITC,
CD56 PE (Catag, U.S.A.). Hodnatili jsme nadedujici
subpopulace : T lymfocyty CD3*, T pomocné CD3*4*,
T cytotoxické CD3*8*, NK butiky CD3CD56" (24).
Flowcytometricka analyzaprogenitor ovych bunék vestépu:
Metodikazpracovani vzorku jeshodna. Keznaceni jsmepouzili
monoklonalni protilatku anti-CD34 PE (Becton-Dickinson,
U.S.A.) ahodnoceni jsme provadéli dle Milanského protokolu
(25).

Cytogenetickeé vysetieni avysetireni metodou fluor escenéni
in situ hybridizace (FISH): Material pro cytogenetické
vysetieni nemocnych s CML byl ziskan standardni aspiraci
kostni diené avzorek autologniho stépu byl odebran ze stépu
pred kultivaci s IL-2. Buiiky jsou kultivované v médiu RPMI
1640 (Sigma) s30 % fetalnihoteleciho sérapti teploté 37° Cpo
dobu 24 hodin. Na podedni hodinu kultivace je pfidan
kolcemid. Fixace mitotickych preparati je provedena
standardnim zpiisobem: suspenzebungk jevystavenahypotonii
0,075 M KCI po dobu 15 minut s naslednou fixaci smési
metanol-ledova kyselina octova. Fixace se opakuje 3x.
Technika FISH byla provadéna pomoci dvoubarevnych LSI
ber/abl DNA sond firmy VY SIS znag¢enych fluorochromy
SpectrumGreen/SpectrumOrange dle firemniho protokolu.
Hybridizagni signaly byly hodnoceny u200interfaznich bungk
aanalyzovany pomodi fluorescencniho mikroskopu Olympus
BX60, doplnéného C/B integrujici CCD kamerou (COHU
9410). Fluorescenéni obrazy byly snimany a zpracovany
pomoci software LUCIA-FISH-4.21 (Laboratory Imaging,
s.r.0. Praha).

Metoda polymer azové Fetézové reakce (PCR) k detekci
CML bunék: Sekvenci bcr/abl genu lze vyuzit jako
leukemického markeru k odliseni malignich CML bunék od
zdravé populace leukocytt naurovni DNA. Ze vzorki 2x106
bunék stépu aktivovaného IL-2 nebo vzorku kontrolniho (bez
aktivace IL-2) byla nejprve izolovana celkova RNA pomoci
afinitniho systému QiaGen (QiaGen,U.S.A.) a po extrakci
transkribovanareverzni transkriptizou MuLV (Perkin-Elmer).
Pro sledovani kvantitativnich zmén v expresi fuzniho genu
ber/abl po inkubaci s IL-2 byla pouzita modifikovana
semikvantitativni metoda PCR (sQ-RT-PCR), ktera vychazi z
metody komparativni PCR, kdejesoucasné s translokovanym
usekem sledovaného genu ber/abl, amplifikovan i endogenni
interni standard, kterym je ¢ast exonu 2 sekvence abl genu
lokalizovana mimo zlomové misto. Znamert to, ze jsme jako
cilovou sekvenci pro PCR pouzili rozdilnou sekvenci stejného
genu abl sestejnym vazebnym mistem pro jeden primer zedvou
pouzitych para primerd as rozdilnou délkou amplifikovaného
useku. Amplifikace s Tag-DNA polymerazou probihalav 30
cyklech v cykleru Perkin-Elmer 9600 a produkty byly
hodnoceny elektroforeticky v8 % polyakrylamidovém gelu po
obarveni ethidium bromidem. Kvantifikace byla provadéna
denzitometricky pomoci dokumenta¢niho a analyza¢niho
systému KS- 4000 (Ultra-Lum, Inc., U.SA.).

Kultivace CFU-GM (colony-forming unit- granulocyte,
macrophage) bylaprovadénanaoddél eni klinické hematologie
na imobilizaénim médiu 0,33 % agaru (Gibco). Kompletni
médiumtvori | scovamodifikace Dulbeccovamédia(SIGMA),
20 % fetalni teleci sérum , 2 % penicilin, streptomycin ajako
zdrqj rastovych faktora slouzi 5% kondiciované médium 5637.
Nasadili jsme 2x10° leukocyti na misku (Falcon 35 mm) az
jednoho vzorku jsou kultivovany 3 misky. CFU-GM jsme
hodnotili po 14-denni inkubaci v fizené atmosféte (5 % CO,,
37C, inkubator JUAN |G 150) pomoci inverzniho mikroskopu
(Olympus CK 2). Klony obsahujici vice jak 40 bunék jsme
pocitali jako kolonie.

Bioptické vysetfeni kiize bylo provadéno pro piipad
subklinickych GVHD zménv den +14.
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Klinické monitor ovani a hodnoceni

Uspésné gpfi hojeni $tépu bylo definovano jako dosazeni Gran >
0,5 x 109L a trombocytt > 50 x 109L. Dostatetna kvalita
autologniho stépu byla definovana nasledujicimi kritérii: stép
bez makroskopickych srazenin nebo lze mikrosrazeninu
odfiltrovat; negativni mikrobiologicka kultivace v den -1
aktivace; negativni vysledek barveni dle Grammav den O ;
ztraty bunéénosti po koncentraci stépu mensi nez 2 %; vitalita
bungk pied koncentraci st&pu vétsi nez 85 %; hodnota CD34*
bungk v den 0 z vaku > 2,0x10f/kg; hodnota CFU-GM pied
zamrazenimje> 5,0x10%kg ahodnotaCFU-GM po rozmrazeni
>1,0x10%kg. V pripads, ze nedoslok prihojeni §tépu do dne
+21's parametry prihojeni Leu> 1,0x 1091 atrombocyty > 20
x 10%1 bez nutnosti substituce, byl podin zalozni §t&p.
Hodnocené parametry studie byly: piihojeni stépu, toxicita
transplantacni [é¢by dlekritérii SWOG, imunogenni potencial
aktivovaného stépu hodnoceny (1) klinicky vyvojem manifestni
autologni GVHD, (2) laboratorné pak dle flowcytometrickych
znamek aktivace S§tépu a aktivace imunokompe-
tentnich bunék organismu a(3) u vybranych nemocnych byly
odebrané a zamrazené vzorky pro cytotoxické testy s
radioaktivnim chromem 51Cr . Pro pripad subklinické
manifestace GVHD byla v den +14 nemocnym provedena
biopsiekuze. Vysledné hodnoceni bylo zaméreno nadosazenou
Ié¢ebnou ucinnost hodnocenou srovranim stavu onemocnéni
pied vstupem do studie, provedenim mobilizace, transplantace
av pravidelnych intervalech po ukonéeni imunoterapie. Byla
porovnana téz intenzita potiebné cytoredukeni [écby pied
vstupem do studie apo 6 mési¢ni 1é¢be interferonem, po které
byli nemocni uzivajici pred vstupem do studie hydroxyureu
(6x) prevedeni zpét natento lék.

Kritéria pro stanoveni lééebné odpovédi byla:

Pro definici fazi onemocnéni byla uzita obecné platna kriteria
—chronicka faze(26, 27), akcelerovani faze (28, 29) ablasticky
zvrat (30). Lécebna odpovéd pak byla definovana jako
kompletni hematologicka remise (CHR) v pripadé, ze
leukocyty byly pod 10 x 10%/1, trombocyty v rozmezi 150 az
450x 107/, v diferencialnim krevnim obraze nebyly pritomny
zadné granulocytarni prekurzory, buné¢nost kostni diené byla
redukovana a vsechny Kklinické symptomy véetng
splenomegalie regredovaly. Pro oznaceni 1é¢ebné odpovédi
jako parcialni hematologické remise (PHR) bylo nutno, aby
pocet leukocyti nepiesahl 20 x 1091, &i aby jejich poset klesl
pod 50% vychozi hodnoty, aby doslok redukci trombocytozy
asplenomegalieo50%av pripadé perzistujici splenomegalie
byl krevni obraz ve fyziologickém rozmezi. V piipadé
nesplnéni kriterii kompletni ¢i parcialni hematologické remise
nebylo dosazeno zadné | é¢ebné odpovedi (31). Jako kompl etni
cytogeneticka remisebyl hodnocen stav, kdy daslo keztraté Ph
pozitivnich metafazi, jako velka cytogeneticka remisestav, kdy
zustalo 1-34 % Ph pozitivnich metafazi, v piipadé malé
cytogenetické remise 35-65 % Ph pozitivnich metafazi, v
pripadé minimalni cytogenetické remise 66-95% Ph pozitivnich
metafazi ajako zadna cytogeneticka odpovéd’ bylahodnocena
piitomnost 96-100 % Ph pozitivnich metafazi (32).

Statisticka analyza dat

K celkové prezentaci vysledka byly pouzity bézné sumarni
statistiky vyjadiujici tvar rozlozeni hodnocenych parametri
(aritmeticky pramér, median, rozptyl). Prezentované statistické
udgje byly ziskany souhrnem dat ze vsech kultivovanych stépt
u 8 nemocnych s CML. Analyza dat zahrnuje zakladni popisné
zpracovani flow-cytometrickych dat. Kromé parametrii ziskanych
v periferni krvi jsou analyzovana data ze sternalni punkce.
Hodnoty v grafu 1. predstavuji primérné odhady doplnéné
smérodatnymi odchylkami ziskané po zpétné transformaci z
pavodné transformovany ch procentickych hodnot (transformace
funkci arcsin). | pres znacnou variabilitu odhadti, zpisobenou
predevsim malou velikosti vzorku, je zietelna tendence vétsiny

162 KLINICKA ONKOLOGIE 13 5/2000

Cdmarkerak narastuhodnotv riznychfazichmonitorovaného
¢asového vyvoje. Statisticka vyznamnost pozorovanych zmen je
vyjadrena oznatenim pismenem — varianty oznatené anebo b se
od sebe statisticky vyznamng lisi (ANOVA test s nadedujicim
testovanim kontrast).

Vysedky

Kedni 31. 9. 1999 bylo vyhodnoceno 8 nemocrych, z nichz 5
nemocnych podstoupilokompletnilécbudieprotokolu studiea3
nemocnym (s nemoznosti ziskat kvalitni stép) byl podan IL-2
aktivovany $tép po neaspésné mobilizaci (2 nemocni), respektive
po podani ne-mobiliza¢niho rezimu mini | CE (I nemocny).
Ziskani autologniho $tépu PKB, toxicita a uéinnost
stimulaéniho rezimu: Zakladni data o vytéznosti stépu jsou
uvedenav tabulce2. Dobaod stanoveni diagndzy do provedeni
mobilizace byla u vsech nemocnych delsi nez 2 roky (median
40,5 meésice; rozptyl 24-66 més.), ¢emuz odpovidala

Tabulka 2: Parametry §tépu pied zamrazenim

prameér rozptyl
CD34* x 108/kg 14,6 3,05-49,45
CFU-GM x 10%kg 54 12,46-117,03
Pozitivita Ph (%) 63 41-100

Uspé&snost shéru 71% (5/7)

Tabulka 3: Toxicita stimulaéniho rezimu (SWOG kritéria)
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i predliécenost nemocnych. Presto byla uspésnost shéru 71%
(5/7). Casovy interval do zahajeni shéru stépu byl 22,0 dne
(median; rozptyl 19-25 dna) s délkou sbéru stépu od 2 do 6
dnii. Tato ¢ast protokolubylaz hlediskaorganizatnihoi zatéze
pro nemocného nejobtiznéjsi. Presto u 2 nemocnych (¢. 2, 6)
probéhlo toto obdobi bez komplikaci. Piehled pozorovanych
nezadoucichucinka hodnocenych podlekritérii SWOG (South
West Oncolgy Group) nepiesahl stupen Ill (tabulka 3).
Kontaminace$tépu bylai pies pouziti rezimu mini |CE znatna
(pramer 63 %; rozptyl 41-100 %). U tiech nemocnych dosloke
Zlepseni stavu onemocnéni po chemoterapii mini-1CE (zAPdo
chronickeé faze), ujednoho nemocného bylo dosazeno parcialni
hematologické remise.

Ex vivo manipulace se §tépem: Flowcytometricka analyza
$téph pred i po manipulaci byla podobna jako u stépi KD
vysetiovanych v pripravné preklinické fazi protokolu (8). V
tabulce 4 jsou srovnani vybranych parametra stépu ze dne—1
adne 0 (24 hodin po zahajeni kultivace) s navratnosti CD34*
bungk v 82,5 % aCFU-GM v 51 %.

Priabéh a u¢innost transplantaéni lééby s vyuzitim IL-2
aktivovanéhostépus naslednym blokemimunoterapielL-
2+GM-CSF: V prabéhuklinické studiezadny z nemocnych
nezemiel. V tabulce 5 jsou zakladni udaje o pribehu
transplantace a Ié¢ebné ucinnosti hodnocené 1 mésic po
provedeni transplantace. Dobado piihojeni stépu bylal15,0dne
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Tabulka4: Parametry §tépu pied a po kultivaci sIL-2

Median Ly+Mokg CD34*/kg CFU-GM/kg Vitalita
(n=5) (x 109) (x 100) (x 10% bunék

Den-1 157 3,12 83%

(rozptyl) (0,18-042) (0,66-8,91) (0,37-54,27) (80-95)
Den 0 0.24 1.29 1,60 96 %P

(rozptyl) (010-027) (0,23-244) (0,15-12,37) (95-98)
Navratnost 103,9 % 82,5% 51,3% -

p=p<0, 05, Ly = lymfocyty, Mo = monocyty

Tabulka5: Hodnoceni pribéhu transplantace aimunoter apie
(IL-2+ GM-CSF)

Dobado Potet dnit Horetky Lé¢ebna  Spotieba

Nemocny  pihojeni v leuko- Komplikace nad 38°C  odpovéd krevnich
§tépu  penii<1.0 (dnir) derivati
(dnu) ERY/TR
1 95 53 mukositidal, 14 CHF 25/7
febrilni neutropenie
2 18 8 febrilni neutropenie 2 CHF 2/3
3 * * bez komplikaci 0 CHF 0/0
4 11 0 febrilni neutropenie 4 CHF 0/2
5 14 6 kozni reakce 7 CHF 5/1
po s.c. podani IL2,
febrilni neutropenie
6 16 5 mukositidalV, 2 CHF 6/8
kanylova sepse
7 * * febrilni neutropenie 2 AF 22
8 * * febrilni neutropenie, 4 CHF 0/4
zanétlivé morfy
nakazi

* §tép podan bez Busulfanu
AF =faze akcelerace, CHF=chronicka faze

Tabulka6: Toxicita Busulfanu (SWOG kritéria)
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(median; rozptyl 11-18 dni). Data nemocného ¢. 1 nebyla do
hodnoceni zahrnuta vzhledem k malému poctu transplantaci
adobe do prihojeni 95 dni, s nutnosti podani zalozniho $tépu
kostni drené. Tolerance transplantacni procedury byla velmi
dobré. Jen udvou nemocnych seobjevilamukositidal V. stupre
dle SWOG kritérii. Cetnost vsech monitorovanych toxicit je
obsahem tabulky ¢. 6. Reakce na lé&bu byla hodnocena po
ukonéeni mési¢niho blokuimunoterapie(IL-2+GM-CSF), ktera
kromé ojedinélychteplot do 38 st.C(2/8) alokalni kozni reakce
s bolestivosti (1/8) pri aplikaci IL-2, bylanemocnymi snasena
zcelabez potizi.

Vyhodnoceni parametri aktivace: Veshodé snami diivejiz
provedenymi srovnavacimi mérenimi aktivace stépu na
podkladé flowcytometrické analyzy, jsme nezjigtili
signifikantni zmeény pii aktivaci §tépu pomoci IL-2 (datanejsou

ukazana). Vliv na tyto vydedky muaze mit kratkodobost
kultivace. V grafu 1 je analyzovan vyvoj vybranych
flowcytometrickych parametri v potransplantacnim pribéhu
(den +14 az 6 mésicii). Hodnoceni markerii aktivace (CD25,
CD69, HLA-DR) monitorovanych na CD3* buiikach bylo
problematické. Jen pro hodnoty CD25* a CD3*CD25* byly
nalezeny vyznamné zmény s vrcholem v den +28, tj. v dob¢
ukonceni mesi¢ni potransplantatni imunoterapie. Dynamika
vzestupu podtyptt T lymfocyti méla casovou zavisost
s maximem vzestupu pomocnych (CD4*) T lymfocytt v den
+14 a +28 a maximem vzestupu cytotoxickych (CD8*)
T lymfocytt v den +60 a +90. Dynamika NK bunék (CD3"
CD56"%) mela charakteristicky vyvoj pii pouziti 1L-2
sdosazenim maximalniho zvyseni postu NK bungk v 3. mgsici
od provedeni transplantace (den +90). Hodnoty CD34"HLA-
DR bunek mély klesajici tendenci, ktera nebyla vzhledem
k velkym rozptylim statisticky vyznamna. Opacny trend mély
hodnoty CD34 bunek. Testy cytotoxicity nebyly hodnoceny,
respektive pro tento test nebylo mozno ziskat pii pouziti
zamrazenych vzorkt reprodukovatel né vysledky.

Pribéh, u€innost a tolerance 1é¢by interferonem alfa:
Zahajeni 6-ti mési¢ni imunoterapie interferonem bylo mazné
zahdjit do 1 mésice po ukonceni bloku IL-2/GM-CSFu4z 8
nemocnych. Davku 3x3 MU IFN tydn¢ tolerovalo 6
nemocnych, u dvou nemocnych bylo mozné zvysit davku na
5x3MU tydné au 1 nemocného byladavkaredukovanana2x 3
MU tydné pro trombocytopenii. V pribéhu studie jeden
nemocny navlastni zadost prerusil na 2 mesice lécbu. U dvou
nemocnych nebylo az do 4. mésice mozné zahajit 1é¢bu IFN
pro pietrvavajici trombocytopenii, respektive leukopenii.
Celkové hodnoceni u¢innosti 1é¢by je shrnuto v tabulce 7.
Pozorovali jsmesnizeni Phpozitivity v praméru 95 % (rozpty!
85 % - 100 %) pied zahajenim studie na 65 % (rozptyl 0 % -
94 %) pii hodnoceni ve 3. mésici po podani aktivovaného stépu.
Dynamiku vyvoje Ph pozitivity u jednotlivych nemocnych je
znazornénav grafu 2. U 5 z 8 nemocnych doslo ke zlepseni
stavu onemocnéni a vzdy se jednalo o konverzi AF do faze
chronické. U jednoho nemocného doslo k dosazeni malé

Tabulka 7: Celkovy piehled lééebné odpovédi

Cislo PredS PredT 1MpoT 3MpoT 6MpoT
pacienta  (vstup) (poS)

1 AF AF CHF CHF CHF
2 AF CHF CHF CHF CHF
3 AF CHF CHF CHF CHF
4 CHF CHF CHF CHF CHF
5 AF AF CH MCR CHF
6 CHF PHR CR CR X

7 AF AF AF CHF X

8 HF CHF CHF X PHR

S=stimulace, T = transplantace, M = mgsic, X = nehodnoceno, AF = faze
akcelerace, CHF =faze chronicka, PHR = parcial ni hematol ogicka remise,
(M)CR = (mal4) kompletni cytogeneticka remise

Graf 2: Vyvoj pozitivity PH chromozomu v pribéhu léeéby
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cytogenetické remise a u jednoho nemocného ke kompletni
cytogenetické remisi. Nemocni sevstupni CHF zastali v této
fazi nadale. Zesrovnani davky hydroxyurey potiebné k udrzeni
srovnatelného poctu leukocytt u zatim 3 zhodnocenych
nemocnych vyplyva, ze doslo ke snizeni potrebné davky
hydroxyurey (z 1500 g na 500 mg; 1300 mg na 600 mg; 500
mg na0; pocitany pramérné davky nadenv prabéhu 3 mesici),
cozjev souladu sezklidnénimonemocnéni podlelaboratornich
ukazatel .

Diskuse
Interleukin 2 patii mezi standardni imunomodulacni latky
aaktivace LAK burgk je klinicky testovana po dvé desetileti.
Zatimco v in vitro experimentu nebo na zvitecim modelu, byl
efekt IL-2 nebo LAK bunék pozorovan, klinicky efekt
u hematologickych malignit nebyl doposud jednozna¢né
prokazan a IL-2 nasel své indika¢ni misto v sou¢asnosti jen
v 1é¢bé maligniho melanomu a renalniho karcinomu (33).
Aktivace stépu s1L-2 je zkousenaod zagatku 90-tych let ajeji
ptinos neni piesné stanoven (20). Klinické studie probihaji.
Cilem této klinické studie bylo vyuziti vhodného klinického
modelu, ktery umoziiujezmeieni i minimalni lécebné odpovedi
na urovni zbytkového nadorového onemocnéni pomoci
cytogenetického vysetieni, piipadné PCR vysetieni.

S ohledemk  limitacim gtatistickych zavéra, z divodumalych
¢isel, nedokazeme u nemocnych s CML jasné definovat
parametry bezpe¢ného stépu. Z klinického hlediska
povazujeme za rizikovou skupinu pro nedostatené piihojeni
§tépu skupinu nemocnych s CML, s delsi dobu trvajici
akceleraci choroby, nebot’ marker CD34" miize byt pritomen
i napopulaci nadorovych bunék (23) apodobné tomu mize byt
i pri hodnoceni CFU-GM (34). U dlouhodobé Iéc¢enych
nemocnych s CML bude s postupem ¢asu nedostatecné
mnozstvi progenitorovych bunek astandardni parametry kvality
$tépu PKB (CD34* a CFU-GM) mohou selhat prave proto, ze
fadaleukemickych bunék bude zahrnuta do vypoctu celkového
mnozstvi. Proto byl u kazdého nemocného vyzadovan shér
zalozniho $tépu. Optimalni je odbér $tépu casné po stanoveni
diagnézy. Tam, kde byl $tép odebran ¢asné po diagnoze
a u nemocnych dobte reagujicich na lécbu, 1ze odekavat
i bezproblémové pouziti aktivovaného stépu, tiebaze pri
nasledné manipulaci sestépem dochazi k redukci CD34* bungk
i CFU-GM. O vyse uvedeném nas piesvédcilo i pozorovani
u druhého nemocného s klinickym pouzitim stépu, jehoz
hodnoty CD34* bun¢k po aktivaci (0,3x108/kg), byly hluboko
pod hranici nasich bezpecnostnich pravidel (pocet CD34*
bungk > 2,0 x 10%/kg; CFU-GM > 5 x 10%kg nemocného),
a presto doslo k rychlému a nekomplikovanému prihojeni
§tépu. V priabehu kultivace muze zménit povrchovy
membranovy CD34* protein svou expresi, aniz by se jednalo
0 poskozeni a zmenseni poétu progenitorovych bungk. Nase
vysledky tykajici se kvality kultivovaného stépu povazujeme
za srovnatelné s jinymi pracovisti (35- 38) a umoznily nam
zahajit klinickou ¢ast programu.

Trebaze vlastni aktivace pomoci IL-2 kvalitu stépu zasadné
neovliviuje, viadé novéjsich protokoli je okamzité podani IL -
2 po podani stépu odkladano az nadobu, kdy je stép prihojen,
ato predevsimz bezpetnostnich diivodi. Kumulacevlastnich
nezadoucich u¢inki IL-2 aobecnych komplikaci souvisgjicich
s provedenim transplantace, mize byt pro nemocného velmi
nebezpetna (22). V nasem klinickém protokolu bylo pouwzito
nizké imunomodula¢ni davky IL-2 v kombinaci s nizkou
davkou GM-CSF (L eucomax, Schering-Plough) . GM-CSF je
dnes povazovan za velmi perspektivni imunomodulasni latku
zvysujici expresi antigenu na povrchu nadorovych bunék
a usnadiujici zpracovani antigenu imunokompetentnimi
bunkami (39, 40). Az naojedinglé subfebrilieamirnou lokalni
bolestivost po aplikaci IL-2 podkoznég, byla tato kombinace
tolerovanabez jinych vedlejsich ucinki, tiebaze aplikace IL-2
byla zahajena jiz druhy den po podani aktivovaného
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autologniho stépu.

Projevy aktivaceimunitniho systému byly diskrétni. Vyjimkou
je vzestup hodnot pro receptor IL-2 (CD25%) ajeho exprese na
CD3* bunikach, jehoz dynamikadasove souvis spodavanim I L-
2. Podobné doslo k statisticky vyznamnému narastu NK bunek
s ¢asovym opozdénim pii podavané imunoterapii a maximem
v obdobi druhého atietiho mésice po transplantaci, tak jak bylo
pozorovano v jinych pracech (18). Pozorovanou rozdilnou
dynamiku pomocnych (CD4*) a cytotoxickych (CD8Y)
lymfocyti v potransplantatnim obdobi a pfi podavani
imunoterapienemiizemesrovnat spodobnou dynamikou T bungk
u kontrolniho souboru bez imunoterapie, coz je ngvétsi limitaci
pozorovanychnalezi, respektivejakychkoliv obecnéjsich zaveéru.
Je pravdépodobné, ze i v tomto piipadé méla podavana
imunoterapie vliv navzestup CD8" subpopulace T lymfocyta
smaximem v obdobi mezi 2. a3. mésicem po transplantaci.

U vyrazné predlécenychnemocnychv tétostudii |zepovazovat
snahu o ziskani “¢istého $tépu” po mobilizatnim rezimu mini
ICE za nemoznou, tfebaze je tento povazovan za jeden
Z nejlepsich rezimi ke snizeni kontaminace. Kontaminace
$tépuleukemickymi progenitory s medianem 71 %, bez ziskani
Cistéhostépu, jev souladu's jinymi sdélenimi a piedlécenosti
nemocnych delsi nez 3 roky (41). | kdyz ptinos nadorovych
bunék ve stépu pro relaps onemocneéni byl v malém procentu
jiz prokazan (42), povazujemetento problém zaokragjovy, nebot’
pro relaps onemocnéni je rozhodujici zbytkové nadorové
onemocnéni v organismu, jak |ze odvodit od ¢etnych relapsi
i po aogennich transplantacich.

Statisticka analyza dat byla provedena pro 8 autolognich stépa
(5x PKB, 3xKD). Klinické studii predchazel o srovnani kvality
kontrolnich a aktivovanych §tépa, které potvrdilo publikované
udajeotom, zeIL-2 nema vliv nakvalitustépu pii  kratkodobé
kultivaci (8, 43, 44). Zhodnoceni redukce poétu jednotlivych
typt bungk, CD34* markeruaCFU-GM pii kratkodobé kultivaci
nam umoznilo nastavit orientatni cilové vstupni hodnoty pro
shér stépu. Vzhledemk malému poctu méieni nemaji vysledky
prediktivni silu anejsme nazakladé vstupnich parametri stépu
schopni potvrdit bezpeinost stépu pro prihojeni.

Neékolik studii jiz prokazal orozdilnost v expresi antigenu HLA-
DR, coz muaze prispét k rozliseni zdravych primitivnich
kmenovych bungk (CD34" HLA-DR") a ber/abl pozitivnich
primitivnich  kmenovych bunék (CD34* HLA-DRY)
unemocnychsCML (23). V grafu 1 jevidét dynamikaCD34*
bunek adleliteratury pravdépodobnych zdravych primitivnich
kmenovych bungk (CD34* HLA-DR") ve vzorcich z kostni
diené. V korelatni analyze jsme nepotvrdili negativni korelaci
CD34* HLA-DR' bungk aPh pozitivnich bungk hodnocenych
metodou FISH.

Vlastni vysledky tykajici se toxicity rezima povazujeme za
uspokojivé. Tolerance imunoterapie po transplantaci byla
vyborna. Nasledné nasazeni interferonu bylo tolerovano hate.

Davku 5 x 3 MU IFN tydné bylo mozno podat jen ve 2
piipadech, ato jen kratkodobe s naslednou redukci na davku
3x3 MU IFN tydné. Jeden z nemocnych [é¢bu pro nizsi pocet
trombocytd prerusil . Zlepseni klinického stavu onemocreéni, ve
srovnani se stavem onemocnéni pied zahajenim |é¢by, bylo
prokazatel né dosazeno u vsech nemocnych audrzovaci davku
hydroxyurey bylo mozno snizit u vsech ze 3 predbézné
hodnocenych nemocnych. To podporuje tvrzeni, ze pouziti
vysokodavkované chemoterapies podporou autologniho stépu
nema kurativni potencial, ale muze stabilizovat onemocnéni v
chronické fazi, vratit tudiz onemocnéni o krok zpét azpomalit
jeho prirozeny vyvoj do blastické krize (45).

Ptinos IL-2 a kombinované imunoterapie (IL-2 + GM-CSF)
zistava problematicky. Je pravdépodobné, ze za pozorované
projevy kozniho GVHD pii podobnych studiich u jinych
onkol ogicky nemocnych, mize spisevyssi davkapouzitého 1L -
2, nez obecna aktivace imunokompetentnich bunék s projevy
GVHD. To podporuje i nase pozorovani u jiné diagnozy
(mnohocetny myelom), kde jsme rovnéz nepozorovali zadné
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projevy GVHD. |z tohoto diivodujsmeod rutinniho provadéni
kozni biopsie upustili. Zda je vétsim piinosem pouziti
imunoterapienebo chemoterapie, jsmev této studii nedokazali
zodpovédét z divoda kratkého casového intervalu mezi
podanim myeloablativni |é¢by aimunoterapie.

Zavér

V prabéhu let 1998 - 1999 jsme klinicky testovali jeden z
protokol i adoptivni bunééné terapie - aktivaci autologniho
$tépu hematopoetickych bunék pomoci IL-2. Po zvladnuti
preklinické metodiky aovéreni bezpednosti stépu, jsme presli
ke Klinickému zkouseni. Vybrany vysokodavkovany
chemoterapeuticky rezim i nasledna imunoterapie byly dobre
tolerovany. Podani stépu bylo u vsech nemocnych, kromé
jednoho, bezpeiné, s dlouhodobym piihojenim stépu. Prihojeni
$tépu muaze byt problematické u vyrazné piedlécenych
nemocnych. Pfesto se zda byt u nemocnych vefazi akcelerace
provedeni autologni TKD s naslednou imunoterapii piinosné.
Chronickou myeloidni leukémii je mozno vylégit dle
soucasnych poznatki jen alogenni transplantaci. Autologni
TKD se zda moznou alternativou |é¢by pro nemocné, ktefi
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EXPRESE ONK OGENU C-ERBB-2 AMUTACE ONKOGENU K-RAS
U NADORU SLINIVKY BRISNI. KORELACE S KLINICKYM PRUBEHEM
A PATOLOGICKYMI CHARAKTERISTIKAMI

C/ERBB/2EXPRESSION AND K/RASMUTATIONSIN PANCREATIC CANCER.
CORRELATION WITH CLINICAL COURSE AND PATHOLOGICAL
CHARACTERISTICS

NOVOTNY J.1, KLEIBL Z.24 VEDRALOVA J.3 KOLAROVA M 2 PETRUZELKA L.}, JANKUF.1, MATOUS B.3

1 ONKOLOGICK A KLINIKA 1. LEKARSKE FAKULTY UNIVERZITY KARLOVY A VSEOBECNE FAKULTNI
NEMOCNICE

22, USTAV LEKARSKE CHEMIE A BIOCHEMIE 1. LEKARSKE FAKULTY UNIVERZITY KARLOVY )

31, USTAV PATOLOGICKE ANATOMIE 1. LEKARSKE FAKULTY UNIVERZITY KARLOVY A VSEOBECNE
FAKULTNINEMOCNICE o o

4 LABORATOR BIOLOGIE NADOROVE BUNKY, 1. LEKARSKE FAKULTY UNIVERZITY KARLOVY

Souhrn: Vychodisko: Mutace onkogenu K-rasje nejbézngjsi genetickou odchylkou nadora slinivky brisni, vyskytuje seuvice
nez 80% nadorti. Miraexprese onkogenu c-erbB-2 kolisa u téchto nadort mezi 19 a82 %. Soubor acil studie: U 32 nemocnych
s nadory podjaterni krajiny (28 - karcinom pankreatu, 3 - neuroendokrinni nadory, 1- karcinom Vaterské papily) byl studovan
vliv exprese onkogenu c-erbB-2 amutace a ely onkogenu K-rasvevztahu k rodinné zatézi, ¢asu od vzniku prvnich symptoma
do diagnozy, velikosti nadoru a TNM stadiu nemoci v dobé operace, ke gradingu nadoru, k rozsahu opera¢niho vykonu
ak celkovému preziti. Vysledky: U vzorkia nemocnych s karcinomem exokrinni ¢asti pankrestu byla pozorovana zvysena
exprese onkogenu c-erbB-2 ve 21,4 % (6/28) amutace onkogenu K-rasv 56 % (13/23). U nadori neuroektodermovych nebyla
nalezenaani zvysena exprese onkogenu c-erbB-2 ani mutace onkogenu K-ras. U karcinomu V aterské papily bylazaznamenana
zvysena expresec-erbB-2, nikoliv vsak mutaceal ely genu K-ras. Zwsena exprese onkogenu c-erbB-2 bylastatisticky vwznamng
(log rank: p=0, 0297, Breslow: p= 0, 0184) spojena se zhorsenym prezitim nemocnych. Ostatni studované vztahy nedosahly
Vv univariantni analyze statistické vyznamnosti. Zavér: V e studovaném souboru pacienti skarcinomem pankreatu jeoverexprese
onkogenu c-erbB-2 neptiznivym prognostickym faktorem.

Kli¢ova slova: Karcinom slinivky biisni, neuroendokrinni nadory slinivky brisni, K-ras, c-erbB-2, HER2/neu, prognosticky
faktor

Summary: Backgrounds. K-ras mutation isthe most common genetic abnormality of pancreatic cancer. C-erbB-2 expression
varies between 19 to 82 %. Design and subjects: 32 tumors (28 exocrine pancreatic carcinoma, 3 neuroendocrine tumors and
1 carcinoma of Vater papilla) were analysed for the presence of c-erbB-2 expression and K-ras mutations. Correlation with
family history of cancer, timefrominitial symptomsuntil diagnosis, tumor sizeand TNM stage at diagnosis, tumor grade, type
of operation and overall survival was made. Results: In exocrine pancreatic cancer samples, c-erbB-2 overexpression was seen
in 21,4 % (6/28) and K-ras mutationsin 56 % (13/23) cases. Neither c-erbB-2 overexpression nor K-ras mutations were found
in neuroendocrinetumors. C-erbB-2 overexpresion but not K-rasmutation were present in one case of carcinomaV ater papilla.

C-erbB-2 overexpression was strongly correlated with shortened overall survival (log rank: p = 0, 0297, Breslow:

p =0, 0184). Univariate stetistical analysisdid not rich statistical significancy in any other parameter studied. Conclusion: In
our study, c-erbB-2 overexpression is anegative prognostic factor in pancreatic cancer patients.

K ey wor ds: Pancreatic cancer, neuroendocrine pancreatic tumor, K-ras, c-erbB-2, HER2/neu, prognostic factor

Uvod signalt z bun&éné membrany do bunééného jadra. Bodové

Karcinom dlinivky bfisni patii svou incidenci mezi osm
nejcetnégjsich malignich nadoria ve vyspélych pramysiovych
zemich. Stiedni délka pieziti se pohybuje mezi tiemi a Sesti
meésici. Pétileté preziti je vyjimecné, nepresahuje 2 - 3 % (cit.
1). Jednou z hlavnich pficin je stanoveni diagnozy az v
pozdnich stadiich poté, codoslok |okalnimu sifeni naprilehlé
organy nebo ke vzniku vzdalenych metastaz. Z dalsich pricin
jenezbytné zminit vysokou chemorezistenci aradiorezistenci
nadori dlinivky biisni. Ta byva ¢asto zpasobena poruchami
fady regulacnich gent (onkogent, onkosupresorovych gent,
regulatora bunééného cyklu, apoptézy apod.) (cit. 2).

Rodina onkogenti ras se sklada ze tii gent, K-ras, H-ras
aN-ras, které koduji protein o molekulové vaze 21 kDa. Jedna
se 0 protein s GTP-azovou aktivitou aéastnici se pienosu

mutace 12, 13a61 kodonuvedouk trvalé aktivaci transdukéni
kaskady a zmeéné fenotypu buriky na maligni. Exprese
mutované varianty onkogenu K-rasje u karcinomu pankreatu
velmi vysoka, dosahuje 60 — 100 % (cit. 3).

Onkogen c-erbB-2 (HER2/neu) patii k rodiné membranovych
receptoru s tyrozinkinazovou aktivitou (cit. 4). Jeho vysoka
exprese je spojena s relativni chemorezistenci malignich
nadora (cit. 5). Overexprese onkogenu c-erbB-2 u nadora
slinivky brisni byla dosud studovanajen okrajové, v malych
souborech nemocnych bylanalezenau 19 — 82 % nemocnych
(cit. 6,7,8,9, 10, 11).

Pochopeni zakladnich molekul arnich udalosti vedoucich ke
vzniku zhoubnych nadora dlinivky bfisni otevira moznosti
provadét véasnou diagnostiku alécbu pomoci [éki s novymi
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mechanismy uc¢inku, cilené pouzivanymi v piipadé poruch
urcitych regulaénich gend.

Provedeni této klinicko-patologické retrospektivni studie
povazujeme za zakladni piedpoklad pro naslednou
prospektivni klinickou studii faze Il s novym inhibitorem
farnesylacyltransferazy, a pro studii faze 1/Il gemcitabin +
herceptin, jejiz provedeni by nebylo opodstatnéné v pripade,
7e by exprese onkogenu c-erbB-2 nebyla nalezena.

Material a metody

Klinicke iidaje 32 nemocnych [é¢enych naOnkol ogické klinice
1. lékarské fakulty Univerzity Karlovy a Vseobecné fakultni
nemaocnicev letech 19941999 pro nadory podjaterni krajiny
byly ziskany z archivovanych chorobopisi. Studované adaje
zahrnovaly i) ¢as od vzniku prvnich ptiznaka do diagnozy
nadoru dlinivky bfisni, i) rozsah primarniho nadoru dle TNM
klasifikace, iii) staddium nemoci v dobé diagndzy, iv) grade
nadoru, v) rozsah provedeného operacniho vykonu, vi) celkové
pieziti nemocnych avii) rodinnou zatéz. Operacni vykon byl
klasifikovan v kategoriich explorativni vykon , biliarni
dekomprese, parcialni a radikalni resekce nadoru. Celkové
preziti bylo poéitanov tydnech od diagnozy nadoru do amrti
nemocného.

Po identifikaci nemocnych bylo provedeno druhé cteni
histologickych preparata. Casti parafinovych blo¢ka byly
nakrajeny nab umftezy.

Detekce mutaci onkogenu K-ras. U tezi nadorovych tkani byla
provedena deparafinace xylenem a izolace DNA pomoci
DNAeasy (tm) Tissue Kit firmy Qiagene. Mutace 12 kodbnu
onkogenu K-ras byly detekovany analyzou délky restrikénich

Tab.1. Zakladni charakteristiky souboru nemocnych

Pocet nemocnych 32

Vysetrované nadory:

Karcinom exokrinniho pankreatu 28

Neuroendokrinni nadory 3(2-insulinom, 1 karcinoid)

Karcinom Vaterské papily 1
Pohlavi (muzi/zeny) 20/12
Pramerny vék v dobé diagnozy 59
Veékové rozmezi 29-72

Tab. 2. Cetnost zvysené expr eseonkogenu c-er bB-2 amutaci onkogenu
K-rasu nemocnych snadory podjaterni krajiny

Mutace

Overexprese
onkogenu K-ras

Typy vysetiovanjch Pocet c-erbB-2
nadora vzorkd
Pritomna Nepfitomna Piitomna Nepiitomna

Karcinom exokrinniho

pankreatu 28 6 22 13 10*
Neuroendokrinni
maligni nadory 3 0 3 0 3

Karcinom Vaterské
papily 1 1 0 0 1

* 5vzorka neamplifikovano

fragmenttt DNA (RFLP), které vznikly stepenim (nemutovana
forma) nebo nestépenim (mutovana forma) produktu dvakrat
opakovaré polymerazové fetézové reskce (nested PCR) (cit 13).
Detekceexpreseonkogenu c-erbB-2.Rezy nadorové tkang byly
deparafinovany a rehydratovany. Inkubace s primarni
protilatkou proti c-erbB-2 (Dako) naredénouv pomérul: 400
probéhla pres noc pii 4 °C. K vlastni detekci byl pouzit kit
LSAB2 (Dako). Jako chromogen byl pouzit 3,3
diaminobenzydintetrahydrochlorid. Jadra byla dobarvena
hematoxylinem podle Harrise. Preparaty byly odvodnény
amontovany do solacrylu. Vzorky s pozitivitou méné nez 30
% nadorovych bunék byly povazovany za negativni, vzorky
ostatni za pozitivni.

Analyza z/iskanych udajii byla provedena na statistickém
softwaru SMSS. K vypoctu celkového pieziti byla pouzita
metoda podle Kaplan-Mayera, v ostatnich srovnanich byly
vypocteny Kendallovy a Spearmanovy korelacni koeficienty.

Vysledky

Zakladni demografické charakteristiky studovaného souboru
nemocnych shrnuje tabulka 1. Pacienti s exokrinnimi nadory
pankreatu v dobrém celkovém stavu a nemocny s nadorem
Vaterské papily byli |é¢eni radioterapii na oblast primarniho
nadoru v kombinaci s 5-fluorouracilem nebo gemcitabinem.
U ostatnich nemocnych byla provadéna podparna lééba
zamgtena na analgetickou lécbu a zlepseni kvality Zivota
Nemocni s neuroendokrinnimi  nadory byly léceni
kombinacemi zalozenymi naDTIC, interferonu alfa, etopoidu,
ifosfamidu a karboplating.

Intenzivni membranové barveni onkogenu c-erbB-2 bylo
pozorovano u 6 z 28 nemocnych s exokrinnimi nadory
pankreatu. Zvysena expresebylazaznamenanataké u karcinomu
Vaterské papily, naopak negativni vysledky byly nalezeny
u vsech tii vysetiovanych neuroendokrinnich nadora (tab. 2.).
Mutace onkogenu K-ras byla pozorovana ve 13 z 23
analyzovanychvzorku. V péti ptipadech se nepodaiilo provést
amplifikaci DNA z archivni tkang (tab. 2.) pomoci PCR.
Vzhledem k nedostatku informaci byly u jedné pacientky
provedeny jen nékteré statistické analyzy.

Rodinna anamnéza byla pozitivni na pfitomnost malignity
u deviti nemocnych. Z nich se v péti pripadech jednalo
0 karcinom zaludku u ptibuznych prvniho stupné (tab. 3.).
Statisticky vyznamna souvislost mezi rodinnou zatézi aexpresi
onkogenu c-erbB-2 nebo mutaci genu K-ras nebyla
zaznamenana (tab. 4.).

Cas od vzniku prvnich priznakt do stanoveni diagnozy se
pohyboval v rozmezi od 1 do 104 tydni. Primérna dobacinila
13,4 tydny. Pokud neni hodnocen nemocny s nejdelsi dobou
do diagnozy, pak pramér dosahuje 10 tydni, median 6 tydna.
Vice nez tii Etvrtiny nadora exokrinniho pankreatu a vsechny
nadory neuroendokrinni i nador Vaterské papily byly
diagnostikovany jiz v pokrogilych stadiich T2 a T3 (tab. 3.)
av klinickych stadiich 3 a4 dle TNM klasifikace (tab. 3.).
Vztah mezi poruchou studovanych geni a rozsahem nadoru
nebo stadiem nemoci nebyl nalezen (tab. 4.).

Stupein diferenciace nadort byl prevazné nizsi, dobie
diferencovanych nadorti bylo v souboru pouze 5 vzorka

Tab. 3. Klinickopatologické char akteristiky analyzovaného souboru nemocnych

) i Pozitivni Stadium T Stadium TNM grade Operacni vykon
Histologicky typ - . . e
nadoru rodinn 2 3 1 2 3 4 1 2 3 Explorati Dekompr Parcidlni Radikilni
anamnéza vni esni  resekce  resekce
Karcinom exokrinniho 8 4 10 13 4 4 6 13 5 15 7 9 7 3 8
pankreatu
Neuroendokrinni maligni 1 2 0 1 0 0 1 2 3 0 0 1 1 0 1
nadory
Karcinomy Vaterské 0 o 1 0 o 0 1 0 1 0 0 0 0 0 1
papily
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Tab. 4: Statistické zhodnoceni exprese onkogenu c-erbB-2 a mutaci
onkogenu K-raske sledovanym char akteristikam.

Stav genu Druh
a K-ras c-erbB-2  statistického
vyhodnoceni
Pozitivni rodinnid anamnéza p=0,798 p=0,077 Kendall
Cas od prvnich symptomi
do diagnozy p=0667 p=0,319 Kendall
Velikost primarniho nadoru  p=0,486 p=0,632 Kendall
Stadium nemoci podle TNM p=0,833 p=0,142 Kendall
Stupei diferenciacenadoru  p=0,736 p=0,091 Kendall
Druh operatniho vykonu p=1,0 p=0,094 Kendall
Celkové preziti nemocnych  p=0,8156 p=0,0297 Log Rank
p=08656 p=0,0184 Breslow

p<0,05, statisticky vyznamna souvislost

exokrinniho pavodu (tab. 3.). Statisticka analyza neprokazala
souvislost mezi stupném diferenciace nadori a stavem
studovanych geni.

Také typ operacniho vykonu (tab. 3.) nebyl ve spojitosti
sexpresi nebo mutaci analyzovanych geni (tab. 4.).

Celkové preziti nemocnych s karcinomy dlinivky bfisni
s mutaci a bez mutace aely onkogenu K-ras se statisticky
vyznamné nelisilo (tab. 4., graf 1). Naopak tésny vztah byl
pozorovan mezi expresi onkogenu c-erbB-2 a celkovym
piezitim. Palro¢ni a jednoleté preziti u nemocnych s a bez
zvysené exprese c-erbB-2 ¢inilo 16,7 vs 85,7 % a 16,7 vs 38,1
% (tab. 4., graf 2). Vsichni nemocni s nadory
neuroendokrinnimi dosud Ziji (92+, 54+, 49+ tydnt) i pies
pokrogilost onemocnéni v dobg diagnozy.

Diskuze:

Exprese onkogenu c-erbB-2 u karcinomu exokrinniho
pankreatu bylavysetiovanapouzev $esti dosud publikovanych
studiich. Dergham (cit. 6) pozorova overexpresi v82 % (67/81
vzork®) aWilliams (cit. 7) v 65 % (15/23). Jini autofi uvadéji
nizsi expresi c-erbB-2 - Lel S(cit. 8) ve47 % (10/21), Day (cit.
9) v 47 % (9/19), Sakorafas (cit. 10) u20 % (4/20) aHall (cit.
11) také pouze v 19 % (17/87). Nase vysledky 21,4 % ukazuji
spise na nizsi incidenci overexprese, ktera je srovnatelna
s expresi tohoto onkogenu u jinych malignit, napt. u nadora
prsu. Zadny ze tfi vzorkd neuroendokrinnich tumorta
nevykazoval pozitivitu onkogenu c-erbB-2. Naopak karcinom
Vaterské papily jevil silnou pozitivitu onkogenu c-erbB-2.
Riznorodé vysledky exprese onkogenu c-erbB-2 mohou byt
zpusobeny pouzitim nestejné specifickych protilatek. Dugan
(cit. 12) a Day (cit. 9) pozorovali ¢astéjsi expres c-erbB-2
u nadort s vyssim stupném diferenciace. Tento trend jsme
v nasem souboru nepozorovali. Vysecitované pracesvyjimkou
Lel S(cit. 8) popisuji pouze expresi onkogenu c-erbB-2 bez
klinickych souvislosti. Lei S zaznamenal kratsi preziti
nemocnych snadory exprimujici c-erbB-2 (p<0,01). Na&eprace
jedruhou svého druhu, ktera nachazi statisticky vyznamng horsi
celkové preziti pacientt s malignimi nadory exokrinniho
pankreatu aoverexpresi c-erbB-2. Ostatni studované parametry
nedosahly hladin statistické vyznamnosti. Nedavno vyvinuta
protilatkaproti tomuto membranovému receptoru (trastuzumab)
byla uspésné testovana v monoterapii i v kombinaci s
cisplatinou nebo paclitaxelem upacienti s nadory plic aprsu
(cit. 14). Stanoveni onkogenu c-erbB-2 u pacientt s nadory
slinivky bfisni otevira moznosti k pouziti této protilatky v
jejich lécbe. Perspektivni sejevi kombinace s gemcitabinem,
dosud nga¢inngjsim cytostatikem u nadort sinivky biisni.
Onkogen K-ras patti mezi ¢asto poskozené geny u vétsiny

Graf. 1.. Celkové preziti nemocnych s nadory slinivky bFisni
v zavidosti na piitomnosti normalni nebo mutované alely onkogenu
K-ras. (Cerna kiivka- mutace alely onkogenu K-ras, seda kiivka preziti,
p =0,8156 - Log Rank test, p = 0,8656 - Breslowiv test.)
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Graf. 2.: Celkové preziti nemocnych s nadory slinivky brisni
v zavislosti na expresi onkogenu c-erbB-2. (Cerna kiivka- zvysena
exprese onkogenu c-erbB-2, seda kfivka-bez exprese onkogenu c-erbB-2,
Kaplan - Mayerovakiivka preziti, p = 0,0297- Log Rank test, p=0,0184
- Breslowuwv test.)
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zhoubnych nadori (nadory plic, 30 %, nadory tratniku 50 %,
cholangiokarcinom, 90 %). Souhrnné tdaje ziskané u nadora
dlinivky brisni analyzou 450 nadort ukazuji na 78% vyskyt
mutaci 12 al13kodonu (cit. 4). Mutace 13 koddnutvoriv tomto
pocétu méné nez 2 % piipadi. | kdyz mutace alely onkogenu K-
rasnebylav nasi studii i vestudiich ostatnich autora statisticky
vyznamné spojenasezadnou ze studovanych charakteristik, je
stanoveni tohoto onkogenu Klinicky uzite¢né. Vysoka
prevalence poskozeni onkogenu K -rasukazujetotiz namoznost
vyuziti detekce mutaci v ¢asné diagnostice nadora dinivky
brisni av diferencialni diagnostice zvlasté proti chronické
pankreatitidé. Zatimto G¢elem néktefi autori vysetiuji mutace
v bioptickych vzorcich ziskanych pti ERCP (cit. 15) nebo pri
vysetieni ultrazvukem ¢ pocitatovym  tomografem,
v pankreatické stave (cit. 16), ve stolici nebo v séru (cit 17).
Pacienti s mutaci K-rasjsou vhodnymi kandidaty pro klinické
zkousky inhibitori transdukéni cesty, jejimz &lenem je
I onkogen K-ras. Lécebné jsou studovany molekularng
genetické techniky zalozené na aplikaci antisense
oligonukleotidtt nebo farmakologické postupy inhibujici
farnesylacyltransferazu (cit. 18). Tento enzym je zodpovédny
za vazbu onkogenu K-ras k bun&éné membrang. Bez této
vazby nedochazik aktivaci onkogenu K -rasanadorova burika
tak ztraci rastovou vyhodu.

Vysetiovani onkogent c-erbB-2 a K-ras u nemocnych s
nadory dlinivky biisni povazujemezanezbytny predpoklad pro
individualizaci 1é¢ebného pristupuk jednotlivym nemocnym,
jejimz cilem je dosahnout |epsich 1é¢ebnych vysledkt volbou
spravnych terapeutik.

Podékovani: Podporovano grantem IGAMZ CR 4953-3,

vytézkem z béhu Terryho Foxe pofadaném Ligou proti
rakoviné a Kanadskym velvyslanectvim v Praze
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SPOJENI DVOUPHARMACEUTICKYCH SPOLECNOSTI
PLIVA ALACHEMA

Spole¢né znamena uéinngji — nejvyssi mezinarodni standard 1ékt za
prijatelné ceny.

Cas od ¢asu se muzeme setkat s nazorem, ze soucasny farmaceuticky
vyzkum, vyvoj avyrobajsou ,,velkym obchodem®. Jisté ano, vezmeme-
liv avahu, zezatimcojesté v roce 1960 melacelosvétova produkceléka
hodnotu kolem 80 mid USD, v roce 1998 to bylo uz 306 miliard USD
apro rok 2002 predpoklada IM S hodnotu cel osvétové produkee 1€kt na
406 miliard USD. Soutasné al e predstavujei znacné rizikos malougaranci
konetného uspéchu. Zatéto situace se na farmaceutickém trhu rozbihaji
v celosvétovém métitku horesnaté zavody, jez nasebe berou rizné podoby
-hledani optimalniho portfolia, tzn. strategické zameéieni vyzkumu, vyvoje
avyroby nanejperspektivngjsi lékové skupiny, Urychlovani vyzkumného
procesu, zefména vyuzivanim biotechnologii, genového inzenyrstvi,
genomiky a kombinatorni chemie, akonecné i slu¢ovani a sdruzovani v
podobé horizontalni integrace a vytvareni strategickych alianci s cilem
posilit vyzkumny avyrobni potencial i kapitalovy zaklad.

Ponékud ve stinu takovych shatk, jako byly faze firem Glaxo + Wellcome
anyni GlaxoWellcome + SmithKline Beecham, Pharmacia+ Upjohnayni
Pharmacia Upjohn + Monsanto, Hoechst + Marion Merrell Dow anyni
Hoechst Marrion Roussel + RhonePoulenc (Aventis), Sandoz + CibaGeigy
(Novartis), Sanofi + Synthélabo, Astra + Zeneca, a konetné posledni
anejvétsi spojeni Pfizer + Warner Lambert, probhlo nedavno spojeni dvou
farmaceutickych spolesnosti, jezj sou nammnohemblize— chorvatské firmy
PLIVA aceské, respektive moravské spolecnosti LACHEMA.

Akciova spolecnost LACHEMA (se zavody v Brné, Blansku
aNeratovicich) jejednimz nasich ngjvyznamngjsich tradiénich domacich
vyrobci vysocekvalitnich pripravkia s témér padesatiletoutradici. Hlavnim
predmétem podnikanis vicenez 56% podilem natrzbachjevyzkum, vyvoj
avyrobaléciv pro zavazna civilizatni onemocnéni — protinadorova léciva
(cytostatika Platidiam, Cycloplatin, Methotrexat, Dacarbazin, Tamoxifen,
Refador), antidota (Leucovorin Ca), légiva kardiovaskularni (Enalapril,
Dobutamin, Blocalcin) a antivirotika proti herpetickym viram a HIV
(Herpesin, Azitidin). Neméng& vyznamné misto ve vyrobnim programu
zaujima Siroky sortiment diagnostickych piipravki pro biochemické,
mikrobiol ogické ahematol ogické laboratore afarmaceuti ckych substanci.
V roce1998ziskalaL ACHEM A as. certifikatjisteni jakosti dlel SO 9001
a v kvétnu 1999 dokoncila novy pavilon pro vyrobu sterilnich
cytostatickychinjekci v hodnoté 390 milioni K¢, ktery obdrzel po auditu
inspektory SUKL certifikat Spravné vyrobni praxe (GMP).

Do nedavnaseovsemfirmaL ACHEM A projevoval aspisejako vyrobce,
ktery nezcelavyuzival celého svého obchodniho potencialu. Prave to byl
ostatné divod, pro¢ potrebovalaahledalasilného strategického partnera.
Nakonec se nasel — stala se jim chorvatska firmaPLIVA.

FirmaPL|VA vzniklanazaklad¢ spolecnosti Kastel, zalozené jizv roce
1921, av poloving t¥icatych let se stala jednim z prvnich svétovych
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producentt sulfonamida. Najejim rozvoji se podilelatada vyznamnych
osobnosti, nesporné nejvyznamngjsim z nich vsak byl nositel Nobelovy
ceny Vladimir Prelog, ktery stal v roce 1952 u zrodu Vyzkumného
institutu PLIVA. Vysledkem vlastniho vyzkumu a vyvoje byly v
nasledujicich letech originalni technologie pro vyrobu vitaminia C a B,
oxytetracyklinu, methacyklinu adalsich antibiotik, av roce 1980 pak pro
produkci vibec nejaspesngjsiho a ngjznamejsiho pripravku firmy —
azitromycinu pod firemnim nazvem Sumamed. Jde o makrolidové
antibiotikum I1. generace s vyjime¢né dlouhym biol ogickym polo¢asem
v trvani 60 hodin as velmi dobrou toleranci, uzivané k 1écbe sirokého
spektra infekénich onemocnéni. Jeho zcela mimoradné vlastnosti
revolucionalizovaly antibiotickou terapii a uvedly firmu PLIVA do
spolezenstvi §pickovychfirems vlastnimi originalnimi preparaty. Ostatng
azitromax (pod nazvem Zithromax) vyrabi v licenci firmy PLIVA
i americka spoletnost Pfizer.

PL 1V A jednesbezesporu nejvétsim farmaceuti ckym vyrobcem ve stiedni
a vychodni Evrope, s mimoradné silngm marketingem a prodejnim
potencialem. Jgji roéni zisk &ini vicenez 100 miliont USD pii obratu témét
600 miliona USD. Zabyva sevyrobousirokého spektralécivych piipravka
pro humanni i veterinarni medicinu a agrochemikalii; vyrobni program
zahrnuje dale pripravky pro potravinaisky primysl, kosmetiku a osobni
hygienické potieby. Pronasje navic dulezita azajimava tim, zejejilékova
acenova politikajsou blizké ceskym pomeram.

Zaslenéni firmy LACHEMA do rodiny PL1VA GROUP je soucasti jiz
delsi dobu probihajiciho procesu rozsirovani a internacionalizace firmy
PLIVA. Zajeho zacatek 1ze povazovat 11. duben roku 1996, kdy akcie
firmy zacaly byt obchodovany nalondynské burze, pokracovani pak |ze
spatiovat v koupi polské firmy POLFA, britské spole¢nosti MIXIS
GENETICS, akonecn¢ i ve spojeni s firmou LACHEMA.

PLIVA GROUP koupila pfiblizné 66 procent akcii spole¢nosti
LACHEMA - 48 procent od francouzsk é banky Credit Lyonnais, 18
procent od spolecnosti I1. Epic Holding — za témér 26,5 milionu dolart.
V stup tohoto silného strategického partnera je nesporng zarukou dalsiho
pozitivniho vyvoje spolecnosti LACHEMA a dokonéeni transformace
spolecnosti namoderni farmaceutickou firmu.

Vzhledemk tomu, ze PL 1V A dava najevo zajem etablovat se naceském
trhu dlouhodobs, | ze predpokladat, ze bude hajit zajmy ¢eského zakaznika.
Dulezitou skute¢nosti je, ze spojeni obou firem zgjistuje kontinuitu ve
vyrobé zavedenych pripravku a neni proto tieba se obavat zadnych
vypadki natrhu. Pro moravsky region je podstatné také to, ze zachovani
kontinuity vyroby pfipravki LACHEMA pomuze fesit i jeho socialni
potieby (zachovani, eventualné rozsifeni pracovnich kapacit). Navic pak
vstup nového strategického partnera s sebou nesporné piinese i hové
investice, nové technologie a jisté i celkoveé novy image; PLIVA také
mize vyuzit svého postaveni nazahrani¢nich trzich avyvozem pripravka
firmy LACHEMA sifit dobré jméno kvalitnich ¢eskych produkta. V
soucasné éie globalizace tedy vstupuji firmy LACHEMA aPL VA bok
po boku do farmaceutického svétabez hranic.
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knihy

PEDIATRIC RADIATION ONCOLOGY, THIRD
EDITION

Halperin, E. C., Congting, L. S, Tarbell, L. S., Kun, N. J.

Lippincott Williams and Wilkins, Philadelphia 1999

606 str., 151 obr., 154 tab., ISBN 0-7817-1500-8, cena135,- USD

Nakladatelstvi predklada tieti vydani aspésné knihy vénované

radioterapii aonkologii détskych nadorovych onemocnéni, jejimiz autory
jsourenomovani autori znékolikavyznamnych onkol ogickych pracovist’

v USA. Text je ¢lenén do 22 kapitol s pomérné jednotnou strukturou.
V Gvodu je historicka pripominka, piehled biologickych
a epidemiologickych poznatki, nasleduje analyza histologickych
klasifikaci astazovani, faktao etiopatogenézi aklinické symptomatologii,

popis zmen, které jsou registrovany zobrazovacimi metodami adale
prognostické faktory. Nejvice pozornosti je vsak vénovano chirurgické

lécbe léche, radioterapii a chemoterapii. Radioterapie je podrobre

rozepsana do subkapitol, j&z se tykaji objemu tumord, pouzitych
ozarovacich technik adavek. Jsou hodnoceny vydedky [é¢by v riznych
vékovych skupinach, uvedeny komplikace a pfipojeny nazory na
pravdépodobny budouci vyvoj 1é¢ebnych postupi. V zavéru je seznam
literatury, dilezité citované prace jsou zvlast’ oznaceny.

V prvé kapitole piinaseji autori prehled nejcastéjsich fatalnich nadort

déti v USA - leukémie, lymfoma, nadori CNS, ledvin, endokrinniho
systému, kosti amekkychtkani. Zgjimava jsoukritériahodnoceni kvality
zivota a formulace pozadavki na personalni zgjisténi v pediatrickém

onkologickém centru. Druhé kapitolarozebira problematiku leukémie,

jejiz incidence tvori v celém svété okolo tietiny vsech zhoubnych
neoplasii; ngjvetsi podil nalezilymfoblastické leukémii. Primefené misto
jev terapii vénovano transplantaci kostri dieng. 3. a4. kapitolajsou
zaméteny na nadory mozku a michy s prevazujicim vyskytem
astrocytomi a meduloblastomi. Obtiznym ukolem je lécba
retinoblastomu  riznymi  chirurgickymi  postupy, radioterapii

i chemoterapii, pti snaze zachovat zrak (5. kap.). V piipadé

neuroblastomu doprovazeného pestrymi Kklinickymi projevy jsou
zminény prvni zkusenosti se screeningem vychizejicim ze stanoveni

katecholaminovych metaboliti, ktery se provadi hlavné v Japonsku (6.

kap.). Zadna dosavadni | ébaHodgki novy choroby anon-hodgkinskych

lymfoma neni ideal ni, chemoterapie zatl aduje radioterapii do pozadi (7.

a8. kap.). U Ewingovasarkomu kosti piipravna aktino- achemoterapie
umoziiuje provedeni operace (9. kap.). U osteosarkomu, nejéastéjsiho
maligniho tumoru kosti u déti, se radioterapie indikuje preoper&ng

av pripadé neresekabilnich nepristupnych forem (10. kap.). Typicky
multimodalni terapie se uplafiiuje u vzacnéji se vyskytujiciho
rabdomyosarkomu asarkomu mekkych tkani (11. a12. kap.). 13. kap.
shrnujezkusenosti snefrobl astomem (Wilmsovymtumorem) ledvin, 14
kap. probira nadory jater azlu¢ovoda, 15. kap. nadory v ovariich atestes,

16. kap. je wnovana aerodigestivnim a mamarnim nadorim

endokrinniho systému; hodnoceny jsou zvlasté postupy u karcinomu
§titné zlazy a juvenilniho nazofaryngeal niho angiofibromu. V 17. az 19.

kap. sepojednava ovzacnych neoplastickych af ekcich Langerhansovych
bunek (histiocytoze X), novotvarech kize a nasledcich protinadorové

|écby, predevsim radioterapie, které mohou sodstupempoléceni ovlivnit
funkci endokrinniho systému, poskodit ¢asti skeletu, vyvolat zmgny na
CNS, ledvinach, plicich adigestivnim traktu, strukturach oka, v kostni

dieni a na srdci. 20. kap. se zabyva hlavrg teoretickymi otazkami

karcinogenéze, zvlasté radiatni, nazakladé poznatka zjisténych udétské

populacev Hirosimé aNagasaki apo ¢ernobylské havarii. V predpod edni

kapitole se popisuje celkova anestézie u ozarovanych déti, jez je nutna
k zachovani konstantni polohy ditéte pii ozarovani. Tematem posledni

kapitoly jsou imobilizatni pomacky, které pouzivaji pro udrzeni stalé

polohy u vétsich déti.

Obsazna a podrobna monografie pokryva kompletné problematiku
nadorovych onemocréni détského veéku s dirazem na radioterapii
a chemoterapii. Do knihy jsou za&lengny také soucasné predstavy
ogenetickych otazkach. Knihajebezpochyby maximalné piinosna nejen
proklinické onkol ogy aradioterapeuty, dei chirurgy, biology agenetiky.

Adresa nakladatelstvi: Lippincott Williams and Wilkins, 530 Walnut
Street, Philadelphia, PA 19106-3612, USA (Lww.com). V.R.,V.H

BLADDER CANCER-BIOLOGY,DIAGNOSIS,AND
MANAGEMENT

Syrigos, K. N., Skinner, D. G. (Eds.)

Oxford University Press, Oxford 1999

469 r., 60 obr. (7 barev.), 55 tab., ISBN 0-19-263038-5, cena 129,50 USD

Kniha, jez vznikla za spoluprace 51 odborniki z evropskych zemi
aUSA, sestava z 25 kapitol stouto tematikou: chirurgicka anatomie
mocového méchyte, epidemiologie nadori mocového méchyie,
screening, zvifeci modely pro studium tchto nadort, patol ogienador,
urotelialni nadory, biologie nadort, uloha adheznich molekul
v biologii nadord, klinicky projev, prognostické faktory pii 1é¢bé
nadori, stazovani, [éba povrchovych nadord, chirurgicka 1écba
invazivnich nadord, uloha radioterapie, integrace cytotoxické
chemoterapie pfi 1é¢bé invazivnich nadord, intravezikalni
chemoterapie, imunoterapie, nové 1é¢ebné postupy, genova terapie,
lokalné indukovana hypertermie, nahrady mocového méchyie a
mocovych cest, paliativni terapie, ilohaosetiovatel ek pri 1é¢be nadora
mocového méchyte. Autory téchto pojednani jsou zkuseni odbornici,
kteri sami vyznamné piispéli k pokroku v této oblasti.

Jelikoz v kratké recenzi nelze posoudit cel y obsah knihy, vsimneme
si blize jen dvou nahodné vybranych kapitol, coz mize poskytnout
piredstavu o jinych ¢astech textu. Pojednani o epidemiologii nadori
mocového méchyie je ¢lenéno do nasledujicich podkapitol: Gvod,
deskriptivni faktory, profesionalni rizikové faktory, kouteni,
potravové faktory, léky, urologické klinické stavy, biologické
markery expozice, biologické markery genetické nachylnosti g.
Rakovina mo¢ového méchyte predstavuje ve Velké Britanii 7,9 %
v§ech novych piipada rakoviny, v USA je to 6,3 %. S eliminaci
nekterych latek vyvolavajicich vznik nadori mo¢ového méchytre
a zavedenim novych chemikalii poklesl vyskyt tohoto onemocnéni
u pracovnikii v kozedélnych agumarenskych provozech, ale narostl
utavi¢t hliniku atidi¢i nakladnich vozi. Kouteni cigaret je piicinou
50 % nadort mo¢ového méchyie u muzi a20 - 30 % u zen. Kapitola
0 imunoterapii nadord mocového méchyie sestava z téchto
podkapitol: uvod, indikace pro intravezikalni terapii, imunoterapie
vakcinou BCG, nadorové biomarkery v intravezikalni |é¢b¢, pouziti
BCG u karcinomu in situ a pti dalsich indikacich, toxicita BCG,
dternativni postupy imunoterapie. BCG je negj Gcingjsi intravezikalni
latkou pro Ié¢bu a profylaxi povrchovych nadort a nadord in situ
s pramérnou kompletni odezvou 72 %; jeji uc¢innost maze byt dale
zvysenavysokymi davkami vitamini A, B6, C aE. Slibné vysledky
ptinasi lécba interferonem-afa, ae zatim jen v ramci
experimentalnich studii. Citované literatury neni premira, zakazdou
kapitolou je to jen nékolik desitek polozek.

Jak uvadgji autori v predmluvé, podnétem k napsani této knihy byla
skute¢nost, ze zajemci o tematiku karcinomu mocového méchyiejsou
odkazani na jednotlivé sekce v onkologickych, urologickych
achirurgickych monografiich. Predl ozené dil o predstavuje komplexni
aktualni prehled s dirazem nainterdisciplinarni a prakticky pristup
k tomuto onemocnéni. Jsou zachycena i takova temata, jez jsou
v literatuie ponékud podcenovana, napt. screening karcinomu
mocového méchyie, umélé nahrady tohoto organu a tloha
osetiovatel ského personalu. Jelikoz jsou v literatuferozporné nazory
na dlohu chirurgie, radioterapie, adjuvantni a neoadjuvantni
chemoterapie, je snahou autort nekteré tyto rozpory bl ize objasnit.
Kniha je uréena piedevsim kliniktim, pozornost je vsak vénovana
i vysledkim zakladniho vyzkumu, které maji ulehgit analyzu
klinickych problému. Je §koda, ze tato velmi ptinosna kniha se jako
dilo napsané mnoha autory nevyhnula uréitym formalnim
nedostatkiim, jez maji nasvédomi hlavng editofi. V fadg kapitol jsou
podobné tvody, text ponékud trpi prekryvanim, neni prilis vhodné
poradi kapitol (napi. pojednani o nahradach mocového méchyie mélo
byt zarazeno zakapitolou o chirurgické 1é¢bg), nanékterych mistech
nejsou od sebe disledné odlisovany nazvy podkapitol a odstavci
riznou velikosti pisma aj. Adresa nakladatelstvi: Oxford University
Press, Great Clarendon Street, Oxford 0X2 6DP, UK. V. H.
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onkologické spole¢nosti

Z4pisz 10. zasedani vyboru COSkonaného dne 18. 7. 2000

A) Kontrola zapisu:

1. NOR - pripravuje se reorganizace vzhledem k novému
regionalnimu usporadani uzemi CR.

2. Urychlené vydani prekladu nova verze TNM Kklasifikace. Stav
piiprav zjisti Tomkova.

3. Registracni poplatek do UICC — zaplaceni zkontroluje prof.
Vorli¢ek.Vybor dosel ke konsensu, ze anglicky nazev pro COS,
ktery bude oficialné pouzivan je Czech Oncological Society.

4. Vzdélavani - dopisnaMzd s vysvétlenim zakladnich obori , na
které jemozno skladat nastavbovou atestaci z klinické onkologie
a zduraznénim potreby funkéni specidizace a vymezeni
kompetenci pro farmakoterapii v onkologii. prof. Klener, doc.
Petruzelka do konce ¢ervence.

5. Do konce ¢ervence se uskutetni jednani se zastupci SROBF (Dr.
Chodounsky, Dr.Stankusova). ZaCOS byly vyborem delegovani
prof. Klener, doc. Petruzelka. Predmétem jednani budou otazky
postgradualniho vzdélavani.

6. Kurzy ve spolupraci s CLK napfisté budou organizovany i v
Moravsko-slezském regionu, garantem bude prof. Vorli¢ek.
Vybor konstatoval, ze spoluprace na téchto postgradualnich
kurzech s Dr.Semonskou nevedla k pozitivnim vysledkim
aproto s ni nehodla dale spolupracovat.

7. Vybor byl seznamens abstrakty zelll. setkani mladych onkologi
a jeho pribshu a vyslovuje pochvalu organizatorim. Prebira
zastitu nad V. setkanim s podminkou ucasti odborného garanta
za COS. Abstrakta ze Ill.setkani budou zvefginéna na
www.linkos.cz. Jako ocenéni pro hlavni organizatory vybor
doporueil sponzorovani jejich Gcasti naESM O 2000, které nabizi
firma Galena.

8. Vyhbor se usnesl pievzit garanci nad Ostravskymi dny podpirné
péce pouze v sudé roky a nad Brnénskymi dny paiativni
mediciny v liché roky. V souvislosti s tim bude iniciovano
jednani s prezidentem CLK Dr. Rathem o odlisném bodovém
hodnoceni pro akce podporované Onkol ogickou spolegnosti apro
akce bez této podpory Vyiidi Doc. Petruzelka.

9. Budou zverginény podminky pro reklamu na www.linkos.cz.
Platby budou poukazovany na konto CLS JEP na poduaget COS.
Konegné schvalovani obsashu inzerce bude redizovat doc.
Petruzelka, doc. Zaloudik (vytidi Tomkova).

B) RNDr. Kozel prezentova ¢lenaim vyboru navrh projektu firmy
Galena na podporu mladych védci. Jedna se o motivatni grant
pro uchazece do 35 let, ve vysi 3x 50 000 Ke/rok na védecky
projekt. Posuzovani pii hlasek projekta bude provadét vybérova
komise za ucasti ¢lentt vyboru COS a zastupch firmy Galena.
Uzavérka prihlasek je 20. 11. 2000 Podminky pro piihlaseni do
vybérového fizeni budou zvereinény nawww.linkos.cz.

C) K orespondence:

1. Dr. Bfezovsky Mzd zada vybor o posouzeni zadosti Dr. Mayera
o vyjimku z registrace piipravku Pentacarinat, vybor
doporuéuje zadosti vyhovét. Dopiss vysvétlenim aodkazem na
neobnovenou registraci jinych preparati pro chemoterapii
(daunorubicin, thioguanin, prokarbazin, actinomycin-D) zasle
prof.Klener.

2. Vybor podporuje zadost firmy SANOFI o vyjimku z registrace
pro pripravek Eloxatin. prof. Klener.

3. Vybor byl seznamen s doplsem doc. Kavana, v némz zada
vybor COS o uzi spolupraci COS se sekci Pediatrické onkologie
COS, zejména v oblasti poskytovani lésebné péce adoles-
centam. Vybor se bude touto problematikou zabyvat az za
piitomnosti  ¢leni pediatrické sekce, kteri jiz na dvou
vyborovych zasedanich absentovali.

4. V/ybor COSjednoznacné nesouhlasi s zadosti 0 nakup aumisténi
linearniho urychlovase pro onkologické oddéleni Thomayerovy
nemocnice Kr¢, které neodpovida diouhodobé koncepci roz-
misténi radiacni techniky v CR, a piné se ztotoziiuje s ne-
gativnim stanoviskem Spolecnosti radiatni onkologie JEP.
DopisnaMzd - prof. Klener.

5. MUDr. A. Malina, Mzd - pracovni navrh vyhlasky o stacionatich
prostuduje a posudek poda prof. Vorli¢ek, do konce ¢ervence.
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6.

10.
11
12.

D)

OCONOUAWNE

Vybor COS obdrzel vytisk &asopisu CANCER FORUM,
vydavaného Australian Cancer Society v ramci kooperace mezi
spolecnostmi.

. Janssen Cilag — vybor COS navrhuje pro ocengni udglované

kazdoro¢né touto firmou nazev ,,Staskova cena®“. Pro tento rok
vybor navrhuje zetii prihlasenych praci nacenu nadagniho fondu
Dr. Paula Janssena obor onkologie— ,,Staskova cena'*

« Josef Koutecky, Bohuslav Konopasek: Nevhodné slovo
rakovina, Makropulos 1999

» Miroslav Kala: Maligni nadory mozku dospélého véku, Galén
1999

«Kolcova V., Geryk E., Jechova M,: Zhoubné novotvary — Ceska
republikaavybrané staty, Galén 1999.

udélit cenu praci MUDr. Kaly.

. Vybor vzal navédomi vyroéni zpravu Ligy proti rakoving.
. Na zadost prof. MUDr. Hajka— koordinatora tvorby standardt

CLS - mu bude zaslan jeden z vytiska standardii onkologické
péce (Tomkova).

Vybor COS neschvaluje poskytnuti databaze ¢lena COS na-
kladatelstvi TRITON (Tomkova).

Vybor vzal na védomi zadost firmy Janssen Cilag o zménu
kategorizace pripravku EPREX. Vyfidi prof. Vorlicek.
Rozpoget naakcev roce 2001, zadané CLS JEP vypracujeprim.
Fischer do pristiho zasedani vyboru.

Prijati novi ¢lenové:

. MUDr. Vetetova Livia, DTC as,, Praha4

. PharmDr. Szabo Imrich, Aventis, Praha

. Mgr. Fridrichova Pavla, Aventis, Praha

. MUDr. Vitkova Daniela, Aventis, Praha

. Mgr. Cermakova Markéta, Aventis, Praha

. MUDr. Gregorek Dan, Aventis, Praha

. Karlas Tomas, Aventis, Praha

. MUDr. Gaték Jifi, Atlasas. £.T. Bati, Zlin

. MUDr. Coufal Oldtich, chir. kl., FN Brno Bohunice
10.
11.
12.

MUDr. Hortikova Zdetika, sanatorium HELIOS, Brno
MUDr. Kettner Roman, chir.odd., SZZ Mlada Boleslav
MUDr. Serclova Zuzana, chir. odd FN Bulovka

13) MUDr. Medkova Vlast, onkologle SON Trutnov

14) MUDr. Seveik Libor, por.-gyn. kl., FNsP Ostrava

15) MUDr. Galova Markéta, OKO, MOU Brno

16) MUDr. Vantuchova Y veta, kozni odd., FNsP Ostrava

17) MUDr. Dvorak Josef  onkol.kl., FNHK

18) MUDr. Holakovsky Jiti, |. stomatologicka kl., VFN Praha
19) MUDr. Schon Jan, radioterapie, Bat'ova nemocnice Zlin
20) MUDr. Hoffmannova Helena, Novartis, Praha

21) MUDr. Katolicka Jana, OKO II., MOU Brno

E)

Razné:

1. Vybor kritizoval reklamu na prlpravek PAXEN uvereinénou ve
vytisku standardii onkologické péce. Z reklamy nevyplyva
omezeni indikace pouze na kaposiho sarkom pro niz je piipravek
registrovan. S Dr. Houdkem vyfidi prof. Klener.

. Vybor souhlasi sesspolupraci COS pii organizaci : piednasky sir

Richard Peto, Implications of the Overview for the ATLAStrial, v
ramci konference ADJUVANTNI TERAPIE KARCINOMU
PRSU PO ROCE 2000, konanou dne 11. {{jna 2000 od 10,00 hod
v Praze, program konference bude uveden nawww.linkos.cz.

. Onkologicka spolecnost od tohoto zasedani bude oficialné

pouzivat logo COS.

. Vybor souhlasi se zavedenim diskuse karcinoidové skupiny na

www.linkos.cz o |é¢ebnych postupech.

5. Na zadost Dr. Provaznika vybor souhlasi se spoluporadanim

piednasky Dr. Lavey, 19. zaii 2000 v Praze.

F) Termin dal$iho zasedani je stanoven na 3. {jna 2000.

Praha 19. ¢ervence 2000
ZaCOs:
doc.MUDr. Lubos Petruzelka, CSc.  prof. MUDr. Pavel Klener, DrSc.
védecky sekretar predseda
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