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prehled

PERSPEKTIVY IMUNOTERAPIE V LECBE MNOHOCETNEHO MYELOMU
PERSPECTIVE ON IMMUNOTHERAPY IN MULTIPLE MYELOMA

R. HAJEK, A. KRTVANOVA, M. KREJCI, M. DOUBEK, M. KLABUSAY,Z.ADAM,J. MAYER,J. VORLICEK
II. INTERNI-HEMATOONKOLOGICKA KLINIKA, FNBRNO

Souhrn: Myeloablativni chemoterapie zlepSila vysledky 1é¢by mnohoéetného myelomu, nemoc vsak ziistava stile nevyléci-
telnd. Eradikace zbytkové nemoci je jednim z kli¢ovych krokt ke zlepSeni prognézy pacientli s mnohocetnym myelomem.
UdrZovaci terapie interferonem alfa méa nejednoznacéné vysledky. Nové lé¢ebné metody jako konsolida¢ni terapie, vyuziti
monoklonalnich protilatek, genové terapie, interleukinti, imunotoxint, vakcin, aktivace dendritickych bun¢k a indukce reak-
ce $tépu proti nadoru, jsou testovany ve fazi I/1I klinickych studii. Tento ¢lanek struéné shrnuje nové lécebné moznosti imu-
noterapie. Pokrok v adoptivni bunééné imunoterapii a v indukei reakce $tépu proti myelomu jsou velice slibné. Stale vSak
nejsme schopni prevést velmi dobré preklinické vysledky imunoterapie do klinické praxe. Kombinace myeloablativni 1é¢by
s novym typem imunoterapie, jeZ ma za tikol eradikaci nddorového onemocnéni, je jednou z perspektivnich variant 1é¢by, kte-
14 by mohla zlepsit soucasné kontroverzni postaveni imunoterapie u mnohocetného myelomu.

o

Kli¢ova slova: Mnohoc¢etny myelom-imunoterapie-adoptivni bunééna terapie-reakce §tépu proti myelomu - cytokiny

Summary: Myeloablative chemotherapy has improved the results of multiple myeloma treatment but the disease remains
incurable. Residual disease eradication is one of the main goals for further improvement of the prognosis of myeloma patients.
Interferon alpha maintenance therapy has controversial results. New methods, such as consolidation therapy, antibody therapy,
gene therapy, interleukins, immunotoxins, dendritic cells, vaccines and induction of graft-versus-tumor effect, are being tested
in phase I/1I clinical trials. This article briefly reviews the new treatment modalities of immunotherapy. Progress in adoptive
cellular immunotherapy and progress in induction of graft versus myeloma effect are very promising. We are still not able to
transfer the good preclinical results of immunotherapy into clinical results in vivo measured by event free and long-term
survivals. Combination of myeloablative therapy followed by a new type of immunotherapy focusing on residual discase
eradication evaluated in the setting of sensitive disecase may be optimal. Such an approach could improve the current
controversial status of immunotherapy in multiple myeloma.

Key words: multiple myeloma - immunotherapy-adoptive cell therapy - graft versus myeloma effect - cytokines

Uvod

Vysokodavkovana chemoterapie s transplantaci kmenovych
krvetvornych bunék je dnes povazovana za optimalni 1é¢ebny
postup u vhodnych nemocnych s mnohoéetnym myelomem
(1). Ve vysokém poctu piipadt (30-50 %) je po provedeni
transplantace dosazeno kompletni 1é¢ebné odpovédi, coz se
projevuje i v prodlouzeni doby do relapsu onemocnéni a cel-
kového pteziti ve srovnani se standardni 1é¢bou. Pfes nepo-
chybny tspéch v1é¢bé s mnohodetnym myelomem (M M) po
20 letech stagnace, se zavedenim vysokoddvkované 1éCby
nedafi odvratit relaps onemocnéni. Pravidlo ,,vy$si ddvka =
lepsi 1é¢ebnd odpovéd je limitovano vznikem nezvladatelné
nehematologické toxicity. Rutinné se zkou$i poddni dvou
intenzivnich cykli vysokoddvkované chemoterapie v rychlém
sledu za sebou a fada pracovist tento postup povazuje za opti-
malni. Pfedbézné vysledky francouzské studie I FM 94 zatim
neukazuji na zdsadni rozdil mezi poddnimjednoho nebo vice
intenzivnich cykli (2).

Zdé se nepochybné, Ze ani vysokodavkovandlécba neni schop-
na znicit vSechny myelomové bunky. V téle pfezivajici nado-
rové bunky, tzv. zbytkové nddorové onemocnéni (minimal
residual disease) je rozhodujici pro znovuobjeveni choroby.
Ptistupy zamétené na eradikaci zbytkového nadorového one-
mocnéni nebo dlouhodobé udrzeni stabilniho poctu nddoro-
vych bunék, jsou dnes povazovany za kli¢ové ptistupy, které

mohou déle prodlouzit zZivot nemocnych s myelomem a nado-
rem obecné.

Nové piistupy musi byt postaveny na zékladé¢ nasich prohlu-
bujicich se znalosti o biologii myelomu (3), cytokinové siti (4)
a imunoregula¢nich mechanismech u mnohocetného myelo-
mu (5), jakjsou postupné objevované.

Nové 1é¢ebné imunoterapeutické metody, jako je uziti mono-
klondlnich protilatek, imuno-genové 1é¢by, interleukinti, imu-
notoxint, vakcin a indukce efektu $té€pu proti nadoru, jsou tes-
tovany ve fazi I/11 klinickych studii. Tento ¢lanek v kratkosti
shrnuje soucasny stav imunoterapie v 16¢bé nemocnych s MM
zklinického hlediska a shrnuje soucasné poznatky a nové tren-
dy v imunoterapii, jez by mohly zlepSit soucasné kontroverz-
ni postaveni imunoterapie v 1écbé M M .

Role interferonu alfa

Udrzovaci 1é¢ba interferonem alfa (1 FN ) je dnes standardni
1é¢bou zbytkového nddorového onemocnéni u nemocnych
sM M . Efekt | FN byl hodnocen v fadé studii jako soucdst 16¢-
by indukéni nebo 1é¢by udrzovaci s kontroverznimi vysledky.
V soucasnosti bylo uvefejnéno 7 randomizovanych studii
spouzitim I FN v udrzovaci 1é¢bé po standardni indukéni 16¢-
bé (6, 7, 8,9, 10, 11, 12). Vysledky celkové analyzy dat paci-
entll s myelomem l1é¢enych IFN (1518 pacientti vindukéni,
924 vudrzovacilécbé) podpotily uziti [ F N jako udrzovaciléc-

KLINICKA ONKOLOGIE 12 6% 185



by, nikoliv vSak jako soucast 1¢¢by indukéni (7). Z randomi-
zovanych studii uzivajicich IFN jako udrzovaci 1é€bu po 1é¢-
bé standardni vyplyva, ze I[FN ma potencial prodlouZit piezi-
ti i dobu do relapsu onemocnéni, v priméru vsak jen o mési-
ce. Je tieba najit silnéjsi udrzovaci 1é¢bu ke zlepSeni progné-
zy nemocnychs M M .

Imunoterapie je pravdépodobné schopna znicit limitovany
pocet nadorovych bunék. Proto by imunoterapie méla byt teo-
reticky efektivnéjsi pri eradikaci zbytkové nddorové choroby
- stavu, jehoZz je nejcastéji dosahovano diky vysokoddvkova-
nym chemoterapeutickym rezimiim uzivanych pro autologni
¢i alogenni transplantaci kostni diené¢ (TKD). Tato hypotéza
je testovana obecné v onkologii, tedy i u myelomu. Prvni
povzbudivé vysledky randomizované studie uzivajici IFN po
autologni T K D s medidnem sledovéani 52 mésicti (13) ztratily
na statistické vyznamnosti po 5,5 letech sledovani nemocnych,
protoze vyznamna ¢ast nemocnych podlehla onemocnéni (14).
Priikaz efektu IFN v udrZovaci 16¢bé nasledujici po vysoko-
davkované chemoterapii muze byt prokdazan v dalSich probi-
hajicich studiich. Casté relapsy ve skuping pacientii s MM 1éCe-
nych autologni BM T nasledovanou udrzovaci 1é¢bou IFN vsak
jiz nyni ukazuji, Ze je nutné hledat uCinnéjsi typy udrzovaci
1é¢by. Na zakladé kvalitné provedené metaanalyzy dat nemoc-
nych 1éCenych IFN se dnes snazi védci vytypovat skupinu
nemocnych s M M , ktefi mohou profitovat z 16cby IFN (7,15).
Je mozné, Ze pti eradikaci zbytkové nddorové choroby bude
IFN ucinngjsi v kombinaci jinymi lé¢ebnymi postupy. Prvni
vysledky z velké srovndvaci studie kombinujici kortikoidy
s [FN vudrzovaci 1é¢bé po standardni chemoterapii jsou vel-
mi povzbudivé. V soucasné dobé bézici randomizovand mul-
ticentricka studie ,,4 W" Ceské myelomové skupiny ma podob-
ny cil - zhodnoceni vyznamu kombinované sekvencni 1é¢by
IFN s dexamethasonem oproti standardni udrzovaci I¢¢bé IFN
po provedeni autologni transplantace (16).

Jiné cytokiny

Interferon gama (IFN-) se jevi v preklinickych studiich jako
silny inhibitor cytokiniti myelomové proliferace (17,18). Bylo
prokazano, ze | FN - prakticky kompletng inhibuje 1L-6 fizeny
rist myelomovych bunék a pravdépodobné je rovnéz schopen
blokovat kostni resorpci (18). Prvni klinické studie neproka-
zaly 1éCebny efekt IFN-u MM (19). Domnivame se, Ze je tie-
ba dal§iho zkoumani ti¢inkti I FN - v dobfe organizovanych stu-
diich, jelikoz nase znalosti o u¢incich IFN-u MM in vivo jsou
minimdlni. Role IFN - podaného s Cyklosporinem A pii induk-
ci reakce $t€pu proti nadoru je zminéna nize.

Interleukin 4 (IL-4) je cytokin s rozmanitymi stimula¢nimi
i supresivnimi ucinky. Je produkovany aktivovanymi pomoc-
nymi T-lymfocyty. Byl prokdzan jeho protmadorovy efekt
nit (20). IL-4 in vitro inhibuje rist myelomovych bunék a to
pravdépodobné cestou exprese I1L-6 (21). Vesole a spol. zdo-
kumentoval maly klinicky ucinek 1L-4 u pacientti s pokroci-
lym MM (22).

Granulocyte-macrophage colony stimulating factor (GM -
CSF) je jednim z ristovych faktorti rutinng uzivanych k ovliv-
néni prolongované leukopenic G M -CSF je silnym specific-
kym stimuldtorem bunék kostni dfené. Tento cytokin je jed-
nim z nejcastéji uzivanych cytokinti p¥i ex vivo kultivaci riz-
nych bunéénych progenitorti. G M - CS F je také pouzivan jako
adjuvans po podani aktivovanych imunokompetentnich bunék
(23,24,25). GM - CSF patii vedle IL-2 k nej¢astéj§im cytoki-
nim zkouSenym v experimentdlni imuno-genové 16¢beé (26).
Interleukin 2 (IL-2) je jednim ze zdkladnich imunomodulac-
nich cytokinti. IL-2 stimuluje proliferaci T bunék a NK bunék
in vitro i in vivo. Inkubace lymfocytd s IL-2 in vitro vede k pro-
liferaci bunék oznaCovanych jako lymphokine activated killer
cells (LAK buiiky), které maji popsany nespecificky protina-
dorovy ucinek v preklinickém modelu (27, 28). Zajemce
o podrobngjsi informace o ucincich IL-2 na efektorové imu-
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nitni buriky odkazujeme na souhrnné price citované v litera-
tufe (28,29).

Prestoze byla terapie IL-2 klinicky testovana v onkologii pfe-
devsim u solidnich nadord po vice nez dvé dekady, klinické
zkuSenosti s IL-2 u nemocnych s MM jsou stdle omezené.
U netransplantovanych nemocnych byly popsény klinické
1écebné odpovédi na IL-2 u MM (30). Gottlieb a spol. apliko-
val IL-2 u pacientd po autologni BM T (31). IL-2 byl rovnéz
pouzit po auto-BMT u MM i jinych hematologickych malig-
nit (32). A¢koliv byl IL-2 uveden do klinické praxe jako samo-
statny 1€k, je v soucasné dobé stejné jako jiné cytokiny, uzi-
van v kombinaci ¢i sekven¢né (33). Kombinovand [é¢ba IFN
a IL-2 byla také zkoumdna u hematologickych malignit po
ABMT s nizkou toxicitou a slibnymi vysledky (34). Faze 11
klinické studie poddvani subkutdnniho IL-2 a IFN poprvé uzi-
tych u pacienti s MM byla publikovana Belchem a spol. Toxi-
cita byla podobna jako pii monoterapii témito cytokiny. I pies
fakt, ze nebylo dosazeno ani parcidlni remise onemocnéni,
vSichni hodnoceni nemocni s relabovanym MM doséhli stabi-
lizace onemocnéni, jeZ pretrvavala vice neZ jeden roku 5 paci-
entl [33%] (35). Pouziti IL-2 v 1é¢bé nemocnych s MM rea-
gujicich na VA D v pilotni studii nepfineslo dalsi zlepseni 1é¢eb-
né odpovédi (36).

Imunoterapie pomoci IL-2 mtize byt i¢innou moznosti ovliv-
néni relapsu po autologni TK D . Klinické studie uzivajici kom-
binované postupy a sekvenéni aplikaci cytokind s chemotera-
pii probihaji. Vzhledem k vysokému riziku nepiedvidatelné
tézké toxicity, jez byla v minulosti popsana, se obecné upus-
tilo od pokusii o podavani IL-2 v nejvyssich davkach. Speci-
fickd stimulace imunitniho syst¢ému nizkoddvkovanym IL-2
(32) nebo aktwace spec1ﬁckych 1munolog1ckychvgf’ektvqru ex
v imunoterapii, Iépe tolerované pacienty. Optimalni ddvka
a doba poddni IL-2 zatim nebyly stanoveny. Mlller aspol. pou-
7il i nizkod4vkovany IL-2 (0,25 nebo 0,5 x 10° TU/m’/den) s.c.
po dobu 84 dnti s po¢atkem poddvani 3 mésice po autologni
BMT u karcinomu prsu a lymfomﬁ. Dévku limitujici toxicita
se projevilau 50 % pamentu vSechny symptomy vymizely do
tydne po prerusem IL-2. Nejlépe tolerovand ddvka byla
0 25x10° TU/m’ /den (poddno 75 % planované ddvky). U paci-
entti s 1é&bou trvajici nejméné 28 dnti byl zaznamenan vice nez
10nasobny vzrist cirkulujicich CD56+/CD3- NK bunék se
zvyﬁenou cytotoxicitou, kterd by mohla b)’/t dale zv§1§ena akti-
vaci IL-2 ex vivo (37). Jini autofi popisuji nizsi toxicitu sub-
kutanné poddvaného mzkodavkovaneho IL-2 po autologni
BMT v dévce 0,8 a7 11,0x10° IU/m’/den. Imunomodulacm
efekt byl podobny Jako po i.v. podani v davce 0,4 x 10°
[U/m’/den (38). Studium lé¢ebného potencidlu nizkodavko-
vaného BL-2 v eradikaci zbytkové choroby po BM T by moh-
lo pfinést zajimavé poznatky.

IL-6 a anti IL-6 monoklondini protildtky (MoABs): V sou-
Casnosti jsou zkouSené postupy ovlivijici IL-6 signdlni
systém, protoze I1L-6 je povazovany za hlavni ristovy faktor
MM bunék (39). Mysi IL-6 MoAbs byl testovan u pacienttl
s pokro¢ilym MM (40,41). Ackoliv Zadny z pacientti nedosa-
hl remise ¢i znatelného ustupu choroby dle standardnich kli-
nickych kritérii, byla u 5 pacientd dokumentovana inhibice
proliferace myelomovych bungk in vivo. Jak zminuji autofi
préce, sledovany efekt u pacientil se Spatnou progndzou musi
byt hodnocen spiSe dle biologického ti¢inku nez uzitim stan-
dardnich kritérii (40). Neddvné vyzkumy prokazuji, Ze 1L-6
pusobi rovnéz jako osteolyticky faktor (42). Uziti lidské pro-
tilatky anti-I1L-6 by mohlo byt uzite¢né pro jisté riziko imuni-
zace proti mysi protilatce anti-1L-6 (40). Siegel a spol. zazna-
menali minimalni efekt anti-IL-6 MoAb nebo IL-6 u pacientt
zrelabovanych po 1 ¢i 2 autolognich BM T (osobni komunika-
ce). Young a spol. popsali celkovou lé¢ebnou odpovéd' v 50 %
pii uziti IL-6 a chemoterapie VA D u zrelabovanych a refrak-
ternich pacientii dfive VA D 1é¢enych. U dvou nemocnych byla
patrnd zvySena sensitivitana VA D terapii pii soucasném poda-



vani [L-6 (43). Klinické vyuziti protilatky anti IL-6 a IL-6 ¢ekd
stdle na své podrobnéjsi zhodnoceni.

Jiné protildtky uZ ivané v imunoterapii: V klinickych experi-
mentech byly u MM zkoumadny dalsi protilatky, jako naptiklad
anti-HM 1,24, anti-CD54 (ICAM-1) aanti-CD38 (ve spojeni
s ricinem jako imunotoxinem) (44,45,46). V klinickych stu-
diich nebyl zaznamenén zddny pozitivni efekt uZziti kterékoliv
monoklondlni protildtky u mnohocetného myelomu. Studie
zkousejici poddvani anti-CD 19 imunotoxin IgG-HD37-
-SMPT-dgA upacienti s M M , ktefi doséhli zbytkového nédo-
rového onemocnéni intensivni chemoterapii, stdle probihaji
a nova perspektivni protildtka anti CD20 ¢ekd na vyzkouSeni
uMM.

Adoptivni bunécna terapie

Adoptivni buné¢na terapie zahrnuje sbér bunék, zprostfedko-
véavajicich obranu pfijemce, od pacienta nemocného nddorem
¢ijiného ddrce, namnozZeni a aktivace imunitnich bunék ex
vivo s néslednou aplikaci bunék zpé€t nemocnému. Béhem
zkoumdani klinického vyuziti cytokini jako jsou interferony,
interleukiny a monoklondlni protildtky je zpravidla limituji-
cim faktoremjejich poddni toxicita. Slibnou oblasti Sirokého
pole imunoterapie je stimulace a expanze imunologickych
efektorovych bunék s cytokiny ve vysoké koncentraci ,ex
vivo" (mimo télo nemocného), coz v praxi vede k vyznamné-
mu omezeni toxicity ve srovndni s prostou parenterdlni apli-
kaci cytokinu a pravdépodobné dochdzi i k vyhodnéjsimu vyu-
zitibiologickych i¢inkti cytokind. Pouvedeni L A Kbunékdo
klinickych studii v 80. letechje nyni zkouména aktivace celé
fady typti imunokompetentnich bunék.

Aktivace pFirozenych zabijecii (NK = ,,natural killer"): NK
bunkdm je vénovana velkd pozornost pro jejich 1é¢ebny poten-
cidl dany jejich schopnosti nespecifické 1yzy nddorovych kul-
tur in vitro i in vivo. Byly zvefejnény vysledky fady prekli-
nickych studii ukazujicich na vyznamnou ulohu NKa LA K
bunék v imunoterapii MM (47,48). Lé¢ba pomoci lymfokiny
aktivovanych L A Kbunékbylatestovdna v fad¢ studii s mini-
malnim efektem na celkové pieZiti, pokud byla pouzZitajako
soucdst standardnich 1écebnych postupid (49, 50). Togawa et
al. pouzil kombinaciIL-2s L A Kbuiikamiu pacienti's MM
(51). O pouziti této kombinace u MM nebyly zatim zvetejné-
ny piesvédc¢ivé vysledky . Neddvno byly popsany nové tech-
niky uzivajici relativné homogenni populace aktivovanych NK
(ANK) bunék (52). Miller aspol. uvadi, ze pfi 3 hodinovém
sbéru PB S C miiZe byt nasbirdno az 4x10" A N K bungk (52).
Rovnézukdzali, Ze pokudjsou A N Kbuiiky kultivovany pomo-
cirlL-2 (v davce nejméné 1 U/ml), tak aktivita NKa LA K
bunék pietrvava vice nez 6 dnt (52). Tento pfistup milize byt
rovnéz pouzit k prevenci relapsu onemocnéni po autologni
BMT u pacienti s M M . Dalsi studie u jinych hematologickych
malignit v soucasnosti probihaji.

Aktivace T-bunék: Je zndm rostouci pocet fenotypickych
a funkénich alteraci T- bunék u pacientd s MM (5, 25, 53).
Identifikace patfi¢ného stimulu ovliviiujicitho imunitu zpro-
sttedkovanou T- bunikami by mohla pfispét ke kontrole pri-
béhu nemoci. Dnesjsou k dispozici dvé zdkladnijednoduché
metody aktivace a expanze T-lymfocyti pomoci kombinace
antiCD3/IL-2 nebo protildtek antiCD3/antiCD28. Lze tak
pomérné jednoduse namnozit buriky az 100 x a ziskat aktivo-
vané T-lymfocyty s nespecifickou cytotoxicitou (25).

Stimulace mononukledrnich bunék u pacientd s MM pomoci
anti-CD3 protildtky je spojena s rozsdhlou expanzi aktivova-
nych (CD3+CD25+) T bunék, které maji zesilenu schopnost
zabijeni MM bunék (54). Stimulace T-bunék pravdépodobné
neni efektivnim zptisobem pro ex vivo ¢isténi nebo pro dalsi
manipulaci se $t€épem, ale tento pfistup muize byt pouzit ke sti-
mulaci protinddorovych efektorovych T bunék pro adoptivni
imunoterapii (55). Kombinaceanti-CD3MoAbsIL-2je efek-
tivnéjsi nez uziti samotného anti-CD3 M oAb ¢ilL-2. Kombi-
nace intravenozniho anti-CD3 M o Ab nésledovaného kontinu-

alni infusi stfedni davky IL-2 byla pouZita k pokusu o pro-
dlouzeni a zesileni aktivace T-lymfocytt indukovanych CD3
a to u pacientl s pokro¢ilou hematologickou malignitou veet-
né 2 pacientis M M . Toto schéma mélo jen minimalni efekt u 2
pacientli s MM se stabilni chorobou. Imunoterapie byla velmi
dobfe tolerovana, nebyla pozorovdna zddnd vyraznéjsi toxici-
ta (56). Lum a spol. prezentoval ptedbézné vysledky faze I/11
klinické studie vyuzivajici adoptivni terapii s aktivovanymi
T burikami s [IL-2 a GM - CSF po autologni PBSCT u karcino-
mu prsu. Terapie méla akceptovatelnou toxicitu a celé mnoz-
stvi 2x10" aktivovanych T bunék bylo aplikovano béhem 2
mésicti (25). Probihd i dalsi studie uzivajici podobny protokol
upacientii s hematologickymi malignitami véetné MM a rov-
néz dalsi studie uzivajici podobné aktivace a expanze T-lym-
focytti pomoci protiladtek antiCD3 aantiCD28 (57).

Vakciny proti myelomovym buiikdm jsou dalsi z moZnosti
imunoterapie, jeZ jsou zkoumdny v klinickych studiich. Idio-
typ (Id) myelomového imunoglobulinu lze pouZit jako uni-
kdtni nddorové-specificky antigen. Kwak a spol. spésné tes-
toval i ddrcovskou imunizaci myelomovym imunoglobulinem
od budouciho ptijemce $tépu. Tato skute¢nost by mohla posi-
lit specificky protinddorovy efekt u alogennich transplantaci
(58). Podobn4 strategie je moznd i po autologni transplanta-
ci. Pfed zapocetim 1éCby je tfeba sbéru dostate¢ného mnoz-
stvi patologického imunoglobulinu (59). V soucasnosti jiz
probihaji klinické studie zkoumajici uZziti kombinace idioty-
pickych peptidii s aktivaci a expanzi bunék presentujicich
antigen (24) nebo aktivaci specifickych T-bunék (52, 60).
Massaia a spol. prokdzali indukci Id-reaktivnich T-bunék in
vivo s pouzitim kozniho testu u pacienti s MM po vakcina-
ci autolognich, z nddoru pochézejicich Id-peptidu, nésledo-
vané nizkoddvkovanym IL-2aGM-CSF (23,61). V prekli-
nickych experimentech je uzivdna i D N A vakcinace proti
myelomovym bunkdm (62).

Hlavni otdzkou je, zda viibec maji aktivované T buriky roz-
pozndvajici specificky antigen (Id-peptid) specificky cytoto-
xicky potencidl, jeZ vede ke smrti myelomovych bunék v kli-
nické praxi a zdaje tento ucinek dostate¢ny k dosazeni kli-
nického vyznamného efektu. Jedine¢né vlastnosti dendritic-
kych bunék prezentovat antigen, zminéné niZze, mohou hrat
klicovouroliv aktivaci cytotoxickych T bunék.

Aktivace dendritickych bunék: Dendritické buiiky, v  sou-
¢asnosti nejucinnéjsi bunky predklddajici antigen (antigen-pre-
senting cells), jsou schopné siln€ aktivovat T-lymfocyty. Kli-
nické vyuziti dendritickych bunék bylo zahdjeno az po nedéav-
ném nalezeni moZnosti optimalni pfipravy a expanze dendri-
tickych bunék v dostatecném mnozstvi a v dostatecné Cisté
formé. V soucasnosti mohou byt dendritické buniky ziskané z
CD34+ bunék uzitim GM - CSF a TNF-alfa nebo 1L-4 neboje
1ze ziskat z neproliferujicich prekursord (CD 14+, CD la-) uzi-
timGM-CSFalL-4(63,64). Kromé téchtodvou zdkladnich
postupti dnes existuje fada dal$ich kombinaci cytokinti, pomo-
ci kterych lze kultivovat dendritické buiiky. Prvni studie s nimi
zaCalyiunemocnychs M M . Mezipacienty s MM a kontrol-
ni skupinou nebyl prokdzan signifikantni rozdil ve stimulaci
dendritickych bunék (65). Poprvé byla pouzita vakcinace Id-
antigenem pouzivajici dendritické buniky u pacienti s MM v
roce 1996. Skupina autort ze Stanfordu podévala Id-stimulo-
vané dendritické burniky intravenézné 3 mésice po autologni
transplantaci, ndsledované subkutannim poddvanim Id-prote-
inu (60). Bohlen a spol. pouzili dendritické buiikky v kombi-
nacis idiotypickymi peptidyaGM-CSF. Sedm pacientl s
relabovanym MM dostdvalo subkutdnnd 1-3x10" dendritic-
kych bunék ziskanych z CD 34+ progenitor aktivovanych
Id-peptidy. U 3 pacientd byl zaznamendn signifikantni pokles
monoklondlniho imunoglobulinu (24). Prvni vysledky vakci-
naci Id aktivovanych dendritickych buné¢k u MM jsou velmi
slibné (24, 60). Kombinace dendritickych bunék s ostatnimi
metodami uvedenymi vySe se stdvaji perspektivni oblasti imu-
noterapie. Jednou z hlavnich pfekdzek by mohl byt vznik tole-
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rance T bunék. Na obrdzku ¢. 1 jsou zndzornény rtizné fakto-
ry, efektory, které jsou studovany v riznych kombinacich
v soucasnych klinickych studiich.

Obr. 1: Vyvoj bunééné imunoterapie
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Reakce $tépu proti myelomu

Navzdory velké terapeutické i€innosti alogenni transplanta-
ce, je tento pfistup moznou Ié¢ebnou variantou jen u limito-
vaného po¢tunemocnychs M M . Diivodem je zpravidla vyso-
ky v€k nemocnych ¢i nemoZnost najit vhodného déarce. Rov-
néZz vysokd incidence morbidity a mortality spojend s alogen-
nim ptistupem (30-50%), predev§im diky reakci $t€pu proti
hostiteli (GVHD), zabraniuje ¢astéjSimu uZziti této 1é¢ebné moz-
nosti u pacientd s MM (66, 67). Piesto se zdd, ze alogenni
reakce Stépu proti myelomu (G VM) bude mit vyznam v 1é¢bé
mnohocetného myelomu podobné jakou C M L (68).
Alogenni reakce $tépu proti myelomu: Bylo zvefejnéno néko-
lik zprdv o moznosti dosazeni alogenni G V M bez myeloabla-
tivni chemoterapie za pomoci uziti infuze darcovskych lym-
focytl (DLI-donorlymphocyte infusion): Tricot a spol. popsa-
1i 1 pacienta, ktery dostal malé mnoZstviDLI(1,2x10°kgCD3
bunék) bez dalsi cytotoxické terapie. Bylo dosazeno komplet-
ni remise trvajici déle nez 14 mésict (68). Verdonck a spol.
uvefejnili zprdvu o 2 pacientech s relapsem MM po alogenni
BMT, ktefi rovnéz dostali DLI. U obou pacient( se projevila
G VH D reakce a bylo opét dosazeno kompletni remise (69).
Bertz a spol. popsali pfipad pacienta, ktery dostal celkem
6,2x 10’/kg C D 3 bunék. Pro zesilen{ efektu T bunék bylo poda-
no subkutdnné 6 x 5 miliond jednotek IFN . Po 5 dnech byl
patrny ustup nddoru, k jehoz tiplnému vymizeni doslo po 400
dnech (70). Alyea a spol. pouzili infizi CD4+ bunék (0,3-
15x10°/kg) u pacientti s relapsem MM po alogenni BM T,
u kterych zaznamenali odpovéd u 4 pacientii ze 7. Jeden paci-
ent reagoval bez spojems G VH D (71). Lokhorst a spol. popsa-
li ptipad 14 pacientl. Celkova lé¢ebnd odpovéd byla 62% (8/13
hodnotitelnych ) zahrnujici 30% CR a 30% parcidlni remise
(PR). U 2 pacientli se objevila aplasie kostni dfené a zemieli
na sepsi. Medidn intervalu sledovani odpovédi byl 6 tydnt (4
az 10 tydnd) s primérnym trvanim odpovédi 5 mésicl (2 az
38+). U 6 pacientl byla zaznamendna odpovéd po prvnim
poddniDLIv dévce 1-3,3x10°/kg T bunék (72). Kolb a spol.
publikovali vysledky u 13 pacientl. Sest z nich bylo hodno-
titelnych, 33% (2 pacienti) dosdhlo CR. K posilen{ antigen-
ni presentace bylalééba D L1 kombinovdnas GM-CSF (73).
Ve tiech z vySe uvedenych studii (70,72,68) byla pozorova-
natézkd G V H D reakce obvykld po aplikaci D L1 u pacienttli s
relabovanou CML.
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Moznost ovlivnéni G V H D reakce miZe snizit vysokou mor-
talitu amorbiditu spojenou s touto lé¢ebnou metodou a nabid-
nout 1é¢ebny potencial G V M vétsimu poctu pacientl nez dopo-
sud. Mechanismus vlastni odpovédi na DLI zistdvad zatim
nejasny. Tento fenomén by mohl aktivovat specifické cytoto-
xické efektory namifené proti nddoru (CD4+ buiiky, CD8+
buiiky, NK buriky, antigen-piedklddajici butiky), ale také se
miZe jednat jen o sekunddrni disledek efektu cytokinové bou-
fe,jez se rozvijibéhem G V H D reakce. V soucasnosti pracu-
je na této problematice né€kolik vyzkumnych center (71,74).
Existujii dal$i moZnosti modulace a zesileni D L1 1é¢by. DLI
aktivované in vitro anebo in vivo s 1L-2 uspésné zvratily rezi-
stenci pacientis CM L¢iA M Lnasamotné D L1(75). Zkou-
mani moznosti posileni terapeutického efektu D LI uzitim riiz-
nych cytokini je naléhavé rovnéz u pacientis M M . V sou-
Casnosti probihd studie zkoumajici efekt stupiiujiciho se vlivu
DLI na prevenci relapsu z CR po transplantaci u hematolo-
gickych malignit (76).

Tato strategie by méla byt jisté studovdna i u nemocnych s
M M , u kterychje relaps choroby stdle nevyhnutelny. Podéni
darcovskych lymfocytd ma silny protinddorovy efekt. Citlivé
vyuziti této metody s moznosti modulace reakce a v optimél-
nim pfipadé jeji oddéleni od G V H D reakce, by mélo lékatdm
umoznit zafazovat tento postup Castéji do 1é¢ebné strategie nez
je v soucasnosti mozné.

Autologni reakce $tépu proti myelomu: Ojedinéle byla
uvefejnéna zprdva o spontdnni autologni G V H D ndsleduji-
cipo transplantaci se zaznamenanou G V M reakei (77). Tes-
tovdny jsou rtizné imunoterapeutické pfistupy vedouci k
rozvoji reakce $tépu proti nddoru po autologni TK D . Inter-
ferony, cyclosporin A (CsA) ajejich kombinace (78), IL-2
(79), aktivace L A K bunék pomoci IL-2 (80) ¢i aktivace auto-
logniho $tépu IL-2 ndsledovand IL-2 terapii bylyjiz zminé-
ny (28, 81, 82). Cilem téchto pfistupd je demonstrovat
GVHD, kterdje spojena s reakci S§tépu proti nddoru. Auto-
logni G V H D reakce indukovand Cs A mize byt zesilena pii-
danim interferont ( i¢inek IFN gamaje vétsi nez IFN alfa
), které reguluji expresi antigent II. tfidy hlavniho histo-
kompatibilniho (HLA) systému (83). Kultivace §tépus IL-
2 muze byt rovnéZ uzite¢nd pro ex vivo Cisténi Stépu (84,
85). Indukce protinddorovych cytotoxickych efektor uzi-
tim IL-2je pravdépodobné universalni nespecifickou cyto-
toxickou reakci, protoze 1L-2 pravdépodobné aktivuje cyto-
toxické efektorové bunky nezdvisle na HL A systému (85).
Preklinické testy neprokazuji zddné nezddouci plsobeni
aktivovanych NK buné¢k na hematopoetické kmenové buii-
ky a maly nebo zadny inhibi¢ni efekt IL-2 na kmenové buii-
ky a ostatni progenitory (86).

V naSich ex vivo experimentech uzivajicich MM periferni
kmenové bunky kultivované s 6000 IU IL-2/ml po 24 hodin
v médiu bez séra, jsme pozorovali, ve shod¢ sjinymi autory,
nesignifikantni pokles CF U - G M i CD 34+ bunék za prvnich
24 hodin ve srovndni s kultivovanym Stépem bez IL-2 (tabul-
ka 1). Klinicka studie probihd. V soucasnosti dostali aktivo-
vany $tép s ndslednou mési¢ni kombinovanou imunoterapii
(IL-2/GM-CSF) dvanemocni. K pfihojeni §tépu doslo do 14

Tabulka 1: Preklinické vysledky kultivace $tépu s 1L-2 zaméfené na ové-
feni bezpeénosti kultivace u nemocnych s mnohocetnym myelomem.

Median Mo+Ly/kg CD34+/kg CFU-GM Viabilita
(n=5) (x10%) (x10°%) (x10%) bunék
Pred aktivaci IL-2 1.4 8.80 14.20 85%
(rozptyl) (0.49-1.63) | (5.34-11.01) | (13.48-26.68) | (80-90)
Po aktivaci IL-2 0.66P 7.44 12.21 95%
(rozptyl) (0.26-0.70) | (2.87-14.11) | (9.50-36.37) |(95-100)
Navratnost 43% 85% 86% -

P=p<0.05, Mo+Ly - monocyty + lymfocyty



Grafl: Dynamika monoklondlniho paraproteinu u nemocné od zahdjeni
1é¢by po pouziti IL-2 aktivovaného Stépu pifi druhé autologni transplan-
taci a ndsledném sledovéni.
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dnd u obou nemocnych. Rovnéz nasledna imunoterapie byla
velmi dobfe tolerovana. Vznik autologni reakce Stépu proti
myelomu jsme nepozorovali. Graf 1 ukazuje dynamiku
monoklonalniho prarproteinu v priibéhu ¢asu u nemocné, kte-
ra tuto 1éc¢bu absolvovala pii druhé autologni transplantaci pii
1é¢bé prvniho relapsu.

Autologni G VH D reakce u pacientti s MM je reprodukova-
telna uzitim CsA (87) nebo CsA s Interferonem gama (88) nebo
uzitim IL-2 aktivovanym Stépem nasledovanym infuzi 1L-2
(89). Otazka vlivu na dlouhodobé pieziti pacient’ a obdobi bez
relapsu choroby zlistava oteviena. Dnes se zda, Ze k vytvore-
ni ucinné autologni reakce $t€pu proti nadoru s piiméfenou
toxicitou by mohlo pfispét vhodné zaclenéni dendritickych
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bunék, protoze prezentace nadorového antigent se zda kliCo-
va pro uéinnost imunokompetentnich bunék.

Zaver

Imunoterapie je velmi perspektivni disciplinou, jejiz prekli-
nické vysledky se stale Castéji dostavaji do klinické experi-
mentalni mediciny s cilem zlepSeni prognézy nemocnych
s nadorovym onemocnénim. Do této doby byla jen infuze dar-
covskych lymfocytii schopna navodit vyznamnou Ié¢ebnou
odpovéd u nemocnych s M M , relabujicich po alogenni trans-
plantaci. Vysledky ukazuji, Ze G V M reakce miize nékdy pro-
bihat nezavisle na GVHD. VyuZiti G V M reakce mtize piispét
k redukci relapsu po alogenni transplantaci u M M . Jedna se
o0 ojedingly pfiklad i¢inné imunoterapie s demonstrovatelnou
klinickou odpovédi limitovanou na maly pocet pacientii. Bohu-
zel nejsme stale schopni pfenést obvykle slibné vysledky in
vitro do vysledkt in vivo méfené EFS nebo dlouhodobym pre-
Zitimu jinych typti imunoterapie. Soucasny klinicky vyzkum
postrada i dobry klinicky model pro testovani novych terape-
utickych pfistupti. Nov¢ typy imunoterapie jsou stale klinic-
ky zkousené u nemocnych s pokro¢ilymi malignitami a mini-
malni progndzou. Takovy piistup jiz obvykle neni schopen
demonstrovat jakoukoliv odpovéd ¢i vyhodu imunoterapie.
Zbytkova nadorova choroba by mohla byt optimalnim polem
pro riizné typy imunoterapie. Nové terapeutické moznosti, jako
jsou vakciny uzivajici antigen-piedkladajici dendritické bun-
ky, jsou dnes zkousené ve fazi I/Il klinickych studii. Tyto nové
typy imunoterapie by mohly zlepsit soucasné kontroversni
postaveni imunoterapie u MM .
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NEJCASTEJST CHROMOZOMALNI PRESTAVBY U DETI S AKUTNI
MYELOIDNI LEUKEMIi A MOZNOSTI JEJICH SLEDOVAN(

NA MOLEKULARNI UROVNI

THE MOST FREQUENT CHROMOSOMAL ABERRATIONS
IN CHILDREN WITH ACUTE MYELOID LEUKEMIA
FOLLOW-UP AT THE MOLECULAR LEVEL

MICHALEKJ.', SMARDAJ .,

SEVCIKOVA S’ HRSTKOVA H.'

1 DETSKA INTERNI A ONKOLOGICKA KLINIKA, FAKULTNI NEMOCNICE BRNO
"KATEDRA GENETIKY A MOLEKULARNI BIOLOGIE, PRIRODOVEDECKA FAKULTA, MASARYKOVA

UNIVERZITA, BRNO

Souhrn: U osmdesati procent déti s akutni myeloidni leukémii (AM L) 1ze cytogeneticky nalézt klonalni chromozomalni abe-
race. Mezi nejcastési patif specifické pfestavby, tzce spjaté s urcitym podtypem AM L: translokace t(8;21) u M2, transloka-
ce t(15;17) uM3, inverze inv(16) u M4eo a translokace zahrnujici oblast 11q23 u M4 a M5 podtypu AML.dle FAB klasifika-
ce. Tyto Ctyfi spec1ﬁcke piestavby, které se dohromady vyskytuji u 40- 45‘? détis AML, lze také detekovat na molekularm
urovni s vysokou citlivost{ pohybujici se na irovni zdchytu 1 leukemické buiiky nesouci spe01ﬁck0u prestavbu mezi 10™-10°
zdravymi buitkami, S vyuzitim molekuldrné genetického vySetfeni 1ze pacienty s A M L nesouci nékterou z prestaveb sledo-
vat dlouhodobé s moznosti monitorovani residualni nemoci pti poklesu mnozstvi leukemickych bunék pod hladinu deteko-
vatelnosti klasickym morfologickym a cytogenetickym vysetienim.

Kli¢ovaslova: akutni myeloidni leukémie u déti, chromozomalni piestavba, PCR

Summary: Eighty percent of children with acute myeloid leukemia (AML) show clonal chromosomal aberrations on
cytogenetic examination. The most frequent aberrations recognized in AM L are: t(8;21) in M2, t(15; 17) in M3, inv(16) in M4eo
and 11 g23 translocation in M4 or M5 subtypes of A M L according to FA B classification. The above-mentioned aberrations
comprise 40-45% of all AM L cases in chlldren Recently, a molecular genetic examination of these specific genetic changes
allowing detection of 1 leukemic cell per 10°-10° normal cells has been worked out. Using this approach, long-term monitoring
of residual disease has become possible, although the mass of leukemic cells has dropped far bellow the detection level of
morphologic and cytogenetic examination.

Key words: acute myeloid leukemia in children, chromosomal aberration, PCR.

Seznam zkratek: A M L - akutni myeloidni leukemie, A L L - akutni lymfoblastickd leukémie, CS F - kolonie stimulujici fak-
tor, FA B - francouzsko-americko-britska (klasifikace), M R N - minimalni rezidudlni nemoc, PCR - polymerdzova fetézova

reakce

-

vod

Vznik leukémie je provdzen nendhodnymi genetickymi zmé-
nami, které pfedstavuji poruSeni normadlni struktury a funkce
genli zodpovédnych za udrzeni rovnovahy mezi proliferaci
a diferenciaci hematopoetickych bunék (1). Genetické pie-
stavby jsou specifické pro jednotlivé typy leukémii a fenotyp
nadorové buiiky je jimi podminén. Z historického pohledu byla
vétSina téchto pfestaveb popsdna a charakterizovdna na urov-
ni chromozomt pii pec¢livé cytogenetické analyze. V soucas-
né dobé Ize tyto pfestavby charakterizovat na molekuldrni irov-
ni a odhalit tak aktivaci onkogenti a inaktivaci timor-supreso-
rovych geni zapojenych do procesu leukemogeneze (1,2).
Klondlni chromozomalni pfestavby jsou nalézdny téméf u 80%
déti i dospélych s akutni myeloidni leukémii (AML) dia-
gnostikovanou de novo (2,3). UspéSnost cytogenetického
vySetfeni se pohybuje kolem 85% (viz tab. 1) a lze ji zvySit vyu-
zitim metody fluorescenéni in situ hybridizace (2,9). M e zi nej-
Castéjsi chromozomadlni pfestavby patfi translokace t (8;21),
t (15;17), inverze inv (16) a translokace zahrnujici oblast
11g23. Tyto piestavby jsou cytogeneticky nalézdny u 40-45%
détskych (3-5) a 30-35% dospélych (1,5) pacienti s AML
a uzce koreluji s urcitou podskupinou A M L podle FAB

(French-American-British) klasifikace (6). Podle velké studie
cytogenetickych ndlezi u 2755 hodnotitelnych pacientl s
A M L (5) se translokace t (15;17) vyskytuje pouze u podsku-
piny AM LM 3, translokace t (8;21) sez91 % vyskytujeuA M L
M2, inverzeinv (16) se z 86 % vyskytujeu A M L M4eo a trans-
lokace zahrnujici oblast 11q23 se z 83% vyskytujeu A M L M4
nebo M 5. Nej¢astéjSim typem translokace zahrnujici oblast
11g23 uAM Lje t (9;11), kterd se z 82% vyskytuje u podsku-
piny AM L M5. Piehled nejcastéjSich specifickych piestaveb
u détskych i dospélych pacientti s A M L uvadi tab. 1.

Krom¢ téchto prestaveb tzce souvisejicich s urcitou podsku-
pinou A M L dle FAB klasifikace se také Casto setkdvame se
ztratou ¢asti nebo celého chromozému (-7, -7q, -5q, -Y) nebo
naopak s trisomii nékterych chromozému (+8, +21, +22). Tyto
chromozomalni aberace v$ak nejsou specifické projednotlivé
podskupiny A M L (5,7) a nejsou v tomto piehledu dale dis-
kutovany.

Rozvoj molekuldrni biologie umoznil klonovéni a sekveno-
Vani gent poskozenych nebo zménénych translokaci a poskytl
nové moznosti pro diagnostiku a sledovani pacientli. Zejmé-
na rychla, pfesnd a vysoce citlivd metoda polymerazové feté-
zové reakce (PCR) nasla znacné uplatnéni v hemato-onkolo-
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Tab. 1: Vyskyt specifickych chromozomalnich prestaveb diagnostikovanych cytogeneticky u détskych a dospélych pacienti s AM L.

2 DétisAM L Dospélis AML
Kalwinsky | Creutzig | Martinez- Leblanc | Rubnitz | Mitelman | Marosi Ferrant | Grimwade
Zdroj 1990 1995 Climent 1997 1998 1992 1992 1997 1998*
1995
Cislocitace 3 21 4 51 43 5 57 56 20
Uspénost vysetfeni** (%) 78 75 96 88 N N N 93 82
Pocet pacientti* 121 147 115 220 N 2755 125 927 1612
Normélni karyotyp (%) 20 20 15 28 21 N 28 N 42
t(8;21) (%) 12 17 8 16 12 13 6 10 8
t(15;17) (%) 7 3 10 4 7 12 10 9 12
inv(16) (%) 12 8 8 9 12 9 7 5 3
t 11g23** (%) 13 17 18 17 N 8 6 4 4
1(9:11) (%) 7 12 9 7 7 2 N N N
J;‘;fsglvrgym"z' %) 36 35 4 26 41 N 4 N 31

N udaj neuveden

*  soubor zahrnuje dospélé i détisAM L

** lspéSnost cytogenetického vySetieni v procentech

*  pocCet pacientll s cytogeneticky hodnotitelnym nalezem

** 1 11 23 predstavuje vSechny pacienty s ndlezem této piestavby vCetné pacientli s t (9; 11)

gii (1). V soucasné dobé je tato metoda nedilnou soucdsti
vySetfeni détskych pacienttis A M L vedle vySetieni morfolo-
gického, cytogenetického a imunofenotypizacniho. Metoda
P CRse pouzivd k detekci specifickych chromozomadlnich pte-
staveb u A M L (8). RozSifuje tak moZznosti vySetieni specific-
kych genovych ptestaveb tam, kde chromozomélni zmény jsou
tak nepatrné, Ze cytogenetickym vySetfenim jsou jen obtizné
nebo zcela nerozpoznatelné.

Ptedpoklada se, Ze v dob¢ stanoveni diagnézy A M L je v orga-
nismu ptitomno fddové 10> leukemickych bunék (9). Klasic-
kym morfologickym a cytogenetickym vySetienim lze rozpo-
znat 1 leukemickou buiiku mezi tadové 10° zdravymi butika-
mi. Poklesne-li v pribéhu 1é¢by pocet leukemickych bunék
pod tuto hranici, tedy ¥ddové pod 10", hovotime na zdkladé
morfologického vySetfeni o remisi a vyvoj onemocnéni nelze
timto zplisobem dale sledovat. Na tomto misté se mize velmi
dobfe uplatnit vysetfeni metodou PCR, kdy Ize teoreticky
zachytit ve vySetfovaném materidlu jedinou leukemickou buri-
ku nesouci specifickou piestavbu. Prakticky se citlivost meto-
dy PCR pohybuje v rozmezi zachytu 1 leukemické buiiky mezi
10°-10° zdravymi buiikami (8-10). Tato metoda ptispiva nejen
k upfesnéni diagndzy, ale zejména ke sledovadni tzv. mini-
malni residudlni nemoci (M RN) u pacientii po dosazeni kli-
nické remise onemocnéni v pribéhu dalsi 1é¢by. Pojem M R N
oznacuje zbytkovou populaci leukemickych buné€k, kterou nel-
ze zachytit klasickymi morfologickymi metodami. Pokud
dojde k relapsu onemocnéni, 1ze jej detekovat na molekuldrni
urovni zpravidla o nékolik mésict diive, nez dojde ke klinic-
ké manifestaci a 1ze jej diagnostikovat klasickym morfologic-
kym vySetfenim kostni dfené (1,8-10). V soucasné dobé naby-
vd také na vyznamu sledovani M R N metodou multiparame-
trické imunofenotypizace pritokovym cytometrem, kde citli-
vost detekce leukemickych bunék, které vS§ak musi exprimovat
specifickou kombinaci CD znakd, se pohybuje v rozmezi 1
leukemické buiiky mezi 10*-10° zdravymi butikami. Bliz§i
informace, které 1ze nalézt napf. v citacich (9-12), vsak pie-
sahuji rozsah tohoto ¢lanku.

engr

Nejcastéjsi specifické prestavby u A M L v détském véku
Translokace 1(8;21)

Pti translokaci t (8;21)(q22;q22) dochdzi k fuzi genu ETO
(MTGS8)lokalizovaném na chromozomu § sgenem A M L 1 na
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chromozomu 21. Chimérickygen AM L1/ ET O ddvd vznik
nové RNA, kterou Ize detekovat metodou reverzné-tran-
skrip¢ni (RT)-PCR (8).

Gen AM L1 zafyziologickych okolnosti reguluje expresi néko-
lika gent specifickych projednotlivé linie hematopoetickych
prekurzord: genu myeloperoxiddzy, leukocytdrni elastdzy,
receptoru makrofagového kolonie-stimulujiciho faktoru (M-
CSF)(=colony-stimulating factor), granulocytarniho-makro-
fagového CS Fagend T-lymfocytdrnich receptoru (13). Je rov-
néz nezbytny v procesu normalni krvetvorby v prabéhu fetdl-
niho vyvoje (14). Gen AM L1 mizZe fizovat s dal$imi geny,
jako je tomu v pfipadé pomérné vzdcné translokace
t(3;21)(q26;q22), kterd se vyskytuje u sekundarni A M L a mye-
lodysplastického syndromu (MDS) po 1é¢bé cytostatiky
au nékterych pacientli v blastickém zvratu chronické myelo-
idni leukemie, kdy vznika fuzni gen AML1/Evi-1(15). Dal-
$im pfipadem zapojenigenu A M L 1 do leukemogeneze je trans-
lokace t(12;21), nalézand u 25% déti s B-prekurzorovou akut-
ni lymfoblastickou leukemii (ALL), kdy vznikd fizni gen
TEL/AMLI1 (16). AM L 1 tak ptedstavuje gen, ktery je viibec
nejcastéji zapojen do procesu leukemogeneze (13-18). Uka-
zuje se, Ze v ptipadé t(8;21), je jeho fyziologickd funkce, kte-
rou sehrdvd v procesu diferenciace myeloidnich bunék, domi-
nantné potla¢ena fiznim genem AML1/ETO (17). V kostni
dfeni pacientis A M LM2t(8;21)je nalézdna vyznamné vys-
§i hladina exprese receptoru pro M- CSF, stejné jako v pfipa-
dé bunécné linie Kasumi-1, vyznacujici se rovnéz touto trans-
lokaci (18). Signal pfendseny receptorem pro M - C S F zpiiso-
bi zapojeni cyklinti D a E, coz vede k piechodu bunék do
G1/S faze a stimuluje tak bunéénou proliferaci. Stimulace
exprese receptoru pro M- CSF prostiednictvim AML1/ETO
tak mize byt jednim z faktord podilejicich se na leukemoge-
neziu pacientis AM L (19).

Translokace t(8;21)(q22;922) je jednou z nejcastéjSich chro-
mozomalnich ptestaveb specifickych pro AM L. U déti je spo-
jovdnas dobrou prognézous vice nez 80% dosazenim remi-
se a s 5-letym intervalem pfeziti bez zndmek nemoci nad 50%
(20,21). Vyskytuje se u podtypu AM L M2, charakteristickym
rysem je pfitomnost Auerovych ty¢i v myeloblastech, silna
pozitivita myeloperoxiddzy a Castd pozitivita CD13, CD15,
CD33, CD34, CD65, HLA-DR a negativita CD11b, CD14
(21,22). Blasty mohou rovnéZz aberantné exprimovat CD19,




cozje fyziologicky znak B-lymfocytd (22). Ojedinéle byla
t(8;21) nalezenau A M L M1 a M4, byla popsdna i u pacientt
s myelodysplastickym syndromem a u dospélych pacientd
v blastické fazi chronické myeloidni leukemie (5, 22). Pod-
typ AM L M2 tvoii 15-25% vSech pacientis AM L, pticemz
50-60% AM LM2jet(8;21) pozitivnich.
Metodadvoukolové RT - P C Rumoziiuje detekci fiizniho genu
AML 1/ETO a dlouhodobé sledovani M R N u pacientd s trans-
lokaci t(8;21) na trovni citlivosti 1 leukemické builky mezi
10° zdravymi buiikami. Zpravidla v§ak nedoch4zi k tipIné era-
dikaci fuzniho genu po chemoterapii, ani po autologni ¢i alo-
genni trasplantaci kostni dfené, piestoze pacienti jsou dlou-
hodobé v remisi bez zndmek aktivace leukemie (23,24). Pfi
vysetfeni fuzniho genu AM L 1/ETO metodou kvantitativni RT-
P CR je patrny pokles pozitivity o 3-4 fady ve srovnani s vyset-
fenim pti diagnéze. Gen AML1/ETO je vSak stdle nalézén i po
nékolika letech od zahdjeni 1é¢by A M L v granulocytérni-mak-
rofagové, erytroidni a megakaryocytdrni linii prekurzorovych
bunék, coz ukazuje na ptitomnost AML1/ETO genuv pluri-
potentnich progenitorovych bunkach kostni dfené se schop-
nosti diferenciace do vSech tii buné¢nych hnii (24). Tento feno-
mén pietrvavani malého mnozstvi fizniho leukemogenniho
genu ve vSech tfech bunéénych liniich v kostni dfeni dlouho-
dobé po 1é¢bé u pacient v klinické kompletni remisi AM L
dosud nebyl uspokojivé vysvétlen (23-26). V ptipadé relap-
su A M L vSak dochdzi ke zvySovani pozitivity AM L 1/ETO
mRNA, cozlze dokumentovat na molekuldrni irovni o néko-
lik mésict diive, nez morfologicky a klinicky (25,26).

Translokace 1(15;17)

Translokace t(15;17)(q22;q21) se vyskytuje vyhradné u pod-
typu AM L M3, kteryje také nazyvan akutni promyelocytarni
leukemii (APL). Jedné se o fuzi genu P M L na chromosomu
1522 s genem R A Ranachromosomu 17g21. Tuto specific-
kou piestavbu lze v 70% pripadl diagnostikovat cytogenetic-
kya prakticky uvsech pacienti s AP L metodou RT-PCR (27).
AP Ltvoii 5-15% vSech AM L, jejim charakteristickym rysem
je castd exprese CD13, CD33 a CDY9, nizkd exprese CD15,
CD34,chybéni HLA - D Raaberantni exprese CD 2 (21,28).

V neddvné dobé bylo podiano nékolik dikazi o kli¢ové roli
receptoru kyseliny retinové (RAR) pfi myeloidni diferenciaci
(29,30). Existuji tfi geny kédujici receptory kyseliny retinové:
RARa, RARRB a RARy, pficemz ptedev§im RARa je expri-
movan v bunikdch myeloidni fady. Produktem tohoto genuje
jaderny protein RAR a, ktery vytvati heterodimer s retinoido-
vym receptorem X (RXR). Tento komplexje schopen po navé-
zani all-trans retinové kyseliny (ATRA) stimulovat transkrip-
ciavéstk normdlnidiferenciaci promyelocytt (31). V piipa-
dé APL s translokaci t(15;17), kdy je gen RAR a fuzovan
s genem PM L pak vznikaji aberantni proteiny PML-RARa
aRARa-PML.Pfedpoklada se, ze vyznam v leukemogenezi
ma chiméricky protein PML-RARa, ktery vytésiiuje RARa
protein z jeho fyziologické funkce a dominantné negativnim
uc¢inkem blokuje diferenciaci promyelocyti (32). Poddnim
vysokych diavek AT R A lze tento patologicky proces vedouci
k leukemické proliferaci promyelocytl zvratit. AT R A stimu-
luje tvorbu fyziologického proteinu RARa, ktery pak kompe-
titivné prevazi nad aberantnim proteinem PM L - RA R a (33).
Timto zptisobem lze dokonce navodit iplnouremisi AP L, bohu-
zel pouze docasné. Pacientis AP L1éceni pouze AT R A vétsi-
nou do 1 roku relabuji (34). V soucasné dob¢é ma vSak pouzi-
ti AT R A své pevné misto v indukéni 1é6¢bé AP Lv kombinaci
s intenzivni cytostatickou 1é¢bou. Charakteristickym rysem
AP Lje Casté a klinicky zdvazné krvaceni, které je zplisobeno
uvolfiovdnim aktivatord plasminogenu z promyelocytd. Rizi-
ko zivot ohrozujiciho krvaceni s rozvojem syndromu disemi-
nované intravaskuldrni koagulace prudce nartistd po zahdjeni
indukéni cy tostatické 16¢by spojené s masivnim rozpadem leu-
kemickych bunék. Pokud je vSak soucasné poddvana ATRA,
riziko krvdceni se minimalizuje (35,36).

Kombinovand chemoterapie spojend s podanim retinové kyse-
liny vindukcivede k navozeni klinické remise uvice nez 90%
pacientii s A P L (35,37). Dalsi vyvoj nemoci pak jiZ nelze sle-
dovat klasickymi morfologickymi metodami, pfitom asi 30%
détskych pacientii s AP L relabuje (21). Metoda kvantitativni
dvoukolové RT-PCR prokdzala schopnost sledovat M R N
u pacienti s APL (1,8). Existuji vSak odli$nosti pii sledovani
M R N podle nastaveni citlivosti detekce specifického fuzniho
transkriptu PM L- RAR . VétSina autorl dosahovala citlivosti
zdchytu 1| leukemické buitky mezi 10* zdravymi buiikami
v kostni dfeni, s CastéjSim ndlezem vymizeni leukemické
populace v pribéhu konsolida¢ni 1é¢by a v pribéhu dlouho-
dobého sledovani M R N . Pokud doslo k relapsu, bylo to ¢asto
u pacientt M RN PML-RARa negativnich (1,8,37,38). Napro-
ti tomu studie, ve kterych se dafila detekce 1 leukemické buni-
ky mezi | 0°zdravymibuitkami, af uZ p¥imo (39) nebo po inku-
baci s Interferonem (40), zjistily ¢astéji pietrvavani leukemic-
kého klonu nesouciho gen PM L - RA R a pti dlouhodobém sle-
dovani M R N a méné Casto dochdzelo k relapsu u M RN
PML-RARa negativnich pacientd. U pacienti s M RN, ktefi
jsoupozitivninaPML-RARa, znamenalo zvySovani stupné
pozitivity pfedzvést relapsu, ktery se dostavil béhem nékolika
mésicti. Pacientis dlouhodobé nizkou pozitivitouPML-RARa
byli dlouhodobé v remisi (39,40). Z uvedeného vyplyvd, ze
ddlezitou roli pti sledovani M R N hraje kvantifikace pouzité
PCR metody. V soucasné dob¢ se ukazuje, ze urcitd populace
bunék nesoucich ptestavbu PM L - R A R aomiize dlouhodobé per-
zistovatu ,vyléceného" pacientas AP L v remisi, bez jakych-
koliv zndmek aktivace choroby (39), podobné jako je tomu
u pacientd s t(8;21) AM L (23,24).

Kromé pfestavby PM L - RAR abylyv soucasné dob¢ naleze-
ny dalsi dvé prestavby u pacienti s AP L: translokace t( 11; 17)
s fuzi genu PLZF a RARa (41) a translokace t(5;17) s fuzi
genu nukleofosminu (NPM)a RAR a (42). Poddni AT R A vSak
narozdil od t( 15; 17) nevede u téchto pacientl k navozeni remi-
se (19).

Inverze inv(16)

Inverze inv  (16)(p13;q22) a piibuznd translokace
t (16;16)(p13;q22) se vyskytujeu 12-15% détis A M L (43,44).
Ukazuje se, Ze cytogenetickyjsou tyto pfestavby obtizné dia-
gnostikovatelné a lzeje zjistit pouze v poloviné piipadi, nej-
Castéji u podtypu A M L M4eo dle F A B klasifikace (definova-
né jako alespoit 3% ecosinofili v kostni dfeni v dobé stano-
veni diagnozy). VSechny cytogeneticky pozitivni ndlezy jsou
prokazatelné na molekularni urovni s pouzitim metody RT-
PCR, kterou Ize detekovat fuzni transkript CBFB8-MYH 11
vznikajici na zdkladé fuze genu CBFB na 16q22 s genem
MYH11 na 16p13 (44-48). Navic u zbyvajici poloviny cyto-
geneticky negativnich pfipadt Ize metodou RT-PCR rovnéz
detekovat flizni transkript CBFB-MYH 11, ¢asto u pacientii s
jinym podtypem A M L nez M4eo (45-47). Fuzni protein CBFp-
MYH11 sevaze naproteinAM L1 avedek transformaci fib-
roblastti in vitro (43). Gen CBF|Jje podobnéjako gen AMLI
nezbytny pro normalni fetdlnl krvetvorbu (14). Protein CBF|J-
MYH11 zasahuje do funkce komplexu AM L 1-CBF8 ktery za
fyziologické situace funguje jako transkripcni faktor potieb-
ny pro normélni myelopoezu. Timto zplisobem se CBFP-
MY H 11 zfejmé uplatiiuje v procesu leukemogeneze, podob-
néjakoAMLI-ETO.

Piestavba inv(16) nebo t(16;16) je u déti i dospélychs AML
spojena s dobrou progndzou. Po indukéni cytostatické 16¢bé
témét vSichni pacienti dosdhnou klinické remise, dlouhodobé
pieziti bez zndmek nemoci po cytostatické 1é¢bé je zazname-
nano u vice nez 60 % détskych pacientd. U 30 % dochazi k
relapsu (20,45). Pomoci dvoukolové RT-PCR Ize detekovat
4 rizné chimérické transkripty CBFB8-MYH 11. Sledovéani
M R N prokazovalo postupné se snizujici P CR pozitivitu v pri-
béhu 1é¢by az na hranici detekovatelnosti touto metodou, tj.
zachyt 1 leukemické butiky mezi 10°-10° zdravymi buiikami.
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P#idlouhodobém sledovani klesla hladina rezidudlnich leuke-
mickych bunék pod tuto hranici (1,46,49). Klinickému relap-
su vzdy predchézel nélez zvysujici se PCR pozitivity nebo
u nékterych pacientl stile pfetrvavaly hladiny leukemickych
bunék fadové 1 : 10°-10° (46-49).

Translokace tykajici se oblasti 11q23

Pfestavby zahrnujici oblast chromozému 1123 byly deteko-
vany u riiznych typt hematologickych malignit. Postihuji 7-10%
pacientlis akutni lymfoblastickou leukemii (ALL), kde se nej-
Castéji vyskytuji translokace t(4; 11) at( 11; 19), 4-8% dospélych
pacienti s A M L de novo (1,5,20,50), 13-18% détskych paci-
enti S AM L de novo (3,4,21,51) a Casto jsou nalézany u paci-
entli se sekundarni A M L po piedchozi cytostatické 16¢b¢ inhi-
bitory topoizomerazy II (43,58). U détskych i dospélych paci-
enti s t 1123 AML se nejCastéji vyskytuje translokace
t(9; 11)(p22;923), kterd piedstavuje u détis A M L ptiblizné polo-
vinu vSech translokaci tykajicich se oblasti 1123 (3,4,51,52).
V soucasné dobé je kromé t(9; 11) zndmo vice nez 30 rtiznych
pfestaveb, které zahrnuji oblast chromozomu 11g23 (53). Mis-
to zlomu na partnerském chromozomu se nej¢astéji tyka prouz-
kti 4921,6927, 10q11,19p13, Xq22 a vznikaji tak translokace
t(4;11), t(6;11), t(10;11), t(11;19) at(11;X). Pfevdzna vétsina
téchto prestaveb je spojena s podtypem A M L M5, s hyperleu-
kocytézouv periferni krvi v dobé stanoveni diagndzy, koagu-
laénimi poruchami, s ¢astou expresiCD11b,CD15, CD33,
CDw65,HLA-DR, CD4(21,54) aobecné se Spatnou progno-
zou.70% A M LiA L Ldiagnostikovanychukojenci do 1 roku
Zivota nese prestavbu zahrnujici oblast 11q23 (3,4,50).
Molekuladrni studie prokazaly, Ze pfevaznd vétsSina reciprokych
translokaci ¢i inzerci tykajicich se oblasti 11q23 pusobi pie-
stavbu genu M L L (syn. ALL1, HRX), ktery je vtomto misté
lokalizovéan (1,59). Gen M L L hraje vyznamnou roli v dobé
fetdlniho ristu a fetdlni krvetvorby. Studie na mySich ukédza-
ly, Ze chybéni genu M L L vede ke smrti in utero, heterozygo-
tivgenu M L L vykazuji retardaci ristu, anemii a trombocyto-
penii (43,55). A¢koliv role fuznich parnerti genu M L L neni
dosud objasnéna, patrné dochdzi pii téchto prestavbach ke zmé-
né normalni funkce genu M L L vedouci k leukemogenezi.

V posledni dobé se vSak ukazuje rtizné biologické chovani
jednotlivych piestaveb tykajicich se oblasti 11q23. Nejcastéj-
Si typ, translokace t(9; 11), je spojovanas lepsi 1é¢ebnou odpo-
védijak u dospélych, tak zejména u détskych pacientisAM L.
Prognéza déti s t(9;1 1) je vyznamné lepsi (Sleté preziti nad
50%) (21,51) nez u ostatnich translokaci tykajicich se oblasti
11923, kde i pfes agresivni 1é¢bu se za¢lenénim alogenni trans-
plantace kostni diené dlouhodobé pieziva méné nez 20% paci-
entl (3,4,43).

Jednotlivé specifické pfestavby tykajici se genu M L L lze kro-
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mé cytogenetického vySetieni sledovat na molekuldrni drov-
ni metodou RT-PCR. Studie zabyvajici se dlouhodobym sle-
dovanim M R N jsou vSak omezené vzhledem ke S$patné pro-
gnodze téchto pacientti (60,61). Umoziiuji vsak detekci 1 leu-
kemické buitky mezi 10°-10° zdravych bungk.

Létbadétis AM Lv Ceské republice

V Ceské republice je roéné diagnostikovano 15-20 novych
pacientd s akutni myeloidni leukemii ve véku 0-18 let (62).
Tito pacientijsou jednotné 1é¢eni podle tzv. BF M (Berlin-
Frankfurt-Miinster) protokolu. V soucasné dobé je pouzivan
protokol B F M 98, ktery rozdéluje pacienty do standardniho
avysokého rizika (63). Do protokolu se standardnim rizikem,
ktery nezatfazuje transplantaci kostni diené v 1. remisi, jsou
mimo jiné zahrnuti pacienti s nalezem pfestavby t (8;21),
t (15;17) ainv (16) s dobrou odpovédi na indukéni 1é¢bu. Do
protokolu s vysokym rizikem, ktery zaélenuje transplantaci
kostni dfené v l.remisi, jsou mimo jiné zaclenéni pacienti
s pfestavbou zahrnujici oblast 11q23.

Zavér

Zavedeni molekuldarné genetickych metod znamend pievrat
v pohledu na 1é¢bu leukemie a posouva na$ pohled na toto
zhoubné onemocnéni daleko za hranice klasického mikrosko-
pického vysetieni kostni dfené. Soucasné se vSak objevuji nové
otdzky spjaté s dlouhodobym pfetrvavanim leukemického klo-
nu v organismu bez znamek jeho aktivace, dokonce s moz-
nosti diferenciace do vSech tif hematopoetickych linii, jakje
tomuv pfipadé piestavby AML1/ETO (24). Ndzorouplném
vyléceni leukemie pii poklesu leukemické populace pod hla-
dinu detekovatelnosti na molekuldrni urovni dnes neobstoji,
zejména pokud se limit detekce pohybuje na irovni 1 leuke-
mické butiky mezi 10* zdravymibuiikami. Riziko relapsu sice
klesd se snizujicim se po¢tem leukemickych bunék, av§ak mno-
ho dalsich faktort, jako naptiklad vznik rezistence na cyto-
statika, mize ovlivnit dalsi vyvoj nemoci. Nejvétsi pfinos
molekuldrné genetického vySetfeni tedy ziejmé spociva
v odhaleni téch pacientt, ktefi i pres intenzivni indukéni 16¢-
bujevistale vysokystupenn M R N, ktery je zpravidla predzvésti
klinického relapsu leukemie. Podobné je tomu v piipadé paci-
entl pohybujicich se nahranici detekovatelnosti nebov mole-
kuldrné genetické remisi s nahle se zvySujicim stupném M R N .
Témto pacientim bude tfeba do budoucna vénovat zvlastni
pozornost s cilem v¢€asného a efektivniho potlaceni leuke-
mické populace.
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FASAY: NOVE MOZNOSTI

FASAY: RECENT ACHIEVEMENTS

J.SMARDOVA
MASARYKUV ONKOLOGICKY USTAV, BRNO

Souhrn: Metoda FASAY je jednoduchy test pro stanoveni disledku mutaci na funkci p53. FASAY byla vyuzita pii analyze
mutaci p53 v bunéénych liniich, v somatickych burikdch nadorti i v krevnich buiikach pii vyhledavani mutaci zdrode¢nych.
Tato metoda nasla rovnéz své uplatnéni pfi studiu afinity mutovanych proteind p53 k promotortim jednotlivych cilovych geni.

Kli¢ova slova: p53, mutace, FASAY, transaktivace

Abstract: The aim of the FASAY is to determine the effects of p53 mutations on the function and activity of the p53 protein.
The method was successfully used for mutation analysis of p53 in various cell lines, somatic tumor cells and in blood cells for
analysis of germ-line mutations. In addition, the method was also found effective in tests measuring affinity of mutant p53

proteins to promoters of target genes.
Key words: p53, mutation, FASAY , transactivation

Uvod

Molekula nddorového supresoru p53 patii k ,,evergreenim"
molekuldrni onkologie. Tento protein, poprvé detekovany
v roce 1979 (1,2), vyhlaSeny molekulou roku 1993, je uz po
nékolik let intenzivné studovan celou fadou svétovych labo-
ratofi. Zajem o p53 ma nejméné dvé pri¢iny: tou prvnije fakt,
ze vice nez 50% liskych nddorG méa mutaci v genu pro p53
(3,4,5); druhym divodem je skute¢nost, ze p53 hraje vyznam-
nou roli v regulaci tak zédkladnich procesi buiiky jako jsou
bunéény cyklus, apoptdza a genomova stabilita (6,7).

V roce 1997 jsme v tomto Casopise publikovali kratky pfe-
hledny ¢lanek (8), ktery mél ¢tendie seznamit s pomérné novou
metodou nazyvanou FASAY, vytvofenou pro vyhleddvéani
mutaci v genu pro p53 v klinickém materidlu. Timto pfehle-
dem chceme na pifedchozi ¢ldnek navazat, shrnout vysledky,
kterychbylo pomoci metody FA S AY dosazeno pti studiu kli-
nického materidlu, a ukazat, jak se metoda, uréend ptivodné
predevsim pro onkologickou praxi a aplikovany vyzkum, sta-
la skvélym nastrojem zédkladniho vyzkumu a ptinesla origi-
nalni poznatky o proteinu p53.

FASAY

FASAY (,functional analysis of separated alleles in yeast") je
funk¢ni test pro analyzu genu pro p53. Timto testem se méfi
transkrip¢né aktivacni schopnosti proteinu p53, ktery je expri-
movan v kvasinkdch z genu, jehoz centralni ¢ast (kodony 67
az 374) byla ziskdna z vySetfovaného materidlu (nddorova tkan,
krevni buiiky,...) technikou RT-PCR. Vznikly protein p53
potom aktivuje (nebo neaktivuje) transkripci reportérského
genu, kterymje bud AD E2 nebo HIS3. Ve verzi vyuzivajici
A D E 2 maji kolonie kvasinek vyrostlé na selekénim médiu bez
adeninu bud bilé (obsahuji-li funkéni p53) nebo Cervené zbar-
veni (maji-li nefunkéni p53) (9). Piivyuziti HIS3 se porovna-
véa pocet kolonii kvasinek vyrostlych na plotndch s histidinem
nebo bez histidinu (10).

Klinické studie vyuzivajici FASAY

Metoda FASAY ménékolikvyhod:jeschopnd zachytit muta-
cip53 ivnadorové tkani kontaminované zna¢nym mnozstvim
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zdravé tkané, méii oddélené obé alely genu, je schopnad stano-
vit ts mutanty (,femperature senzitive" - mutanty citlivé na
zvySeni inkubaéni teploty) (9). To vSe ji piedurCuje k tomu,
aby byla pouzita k méfeni somatickych mutaci genu pro p53
v nadorech, zdrode¢nych mutaci ve vzorcich krve a také muta-
civmodelovych bunéénych liniich. Pro v§echny tyto piipady
byla FASAY skute¢né pouzita, ¢asto v kombinaci s dal§imi
metodami. Uvddime zde piehled téchto praci; zvIasté se zameé-
fime na srovndni s jinymi technikami a vSechna vylepseni vlast-
ni metody nebo jeji interpretace.

1. Bunééné linie

Bunééné linie byly pouzity jako zdroj p53 uz v jedné z ptivod-
nich praci (9), ato k ovéfeni spolehlivosti metody. Vysledky
méfeni 11 bunéénych linii pfesné odpovidaly jiz diive znd-
mym udajim o pfitomnosti mutace v genu pro p53. U dalSich
dvou linii autofi zjistili ¢aste¢nou aktivitu p53 (rtizové zbar-
veni kolonii kvasinek vyrostlych na plotndch bez adeninu)
anasledné prokézali pfitomnost ts mutace v genu pro p53. Zaji-
mavé vysledky poskytlo také méfeni bunécné linie LN428,
kterda méla nakazdé alele jinou mutaci: vjedné alele byla muta-
ce 173M, ve druhé 282W (9). Naplotnidchbez adeninu vyrost-
ly nejenom Cervené kolonie (obsahujici nefunkéni p53), ale
také 15% bilych kolonii. Naslednou analyzou bylo prokdza-
no, ze v kvasinkach doslo k intragenové rekombinaci.

Dalsi prace vyuzivajici FASAY sledovala 3 rtizné bunécné
linie odvozené z kolorektdlniho karcinomu: SNU-C1, SNU -
C4aSNU-CS5 (11). Zatimco SNU-C1 a SNU-C4 mély obé ale-
ly genu pro p53 funkéni, linie SN U - C5 méla obé alely mutant-
ni. Jedna alela nesla mutaci 248trp a druha 218leu. Celkové se
bunky této linie chovaly odpovidajicim zplsobem: nebyly
schopny reagovat na poSkozeni D N A indukci p53, waf-1
a mdm-2, ¢i zastavenim bunécného cyklu v G1/S fazi. Zaji-
mavy byl ale vysledek FAS AY : ten ukazal, Ze klony s mutaci
218leu maji schopnost transaktivovat promotor specificky pro
p53. Autofi interpretovali tento vysledek tak, ze bud ma alela
248trp silnou dominantné negativni aktivitu nebo ma alela
218leu zatim nezndmou abnormalni funkci.

Vjiné praci byla FAS AY pouzita ke stanoveni stavu genu pro
p53 u dvaceti nové ustavenych lidskych bunécnych linii (12).



U 11 linii byly ob¢ alely imitované, u 8 funkéni. Jedna linie
byla heterozygotni a méla jednu alelu funk¢éni a druhou imito-
vanou. Ndsledné sekvenovdni genu p53 tento heterozygotni
stav potvrdilo.

FASAY se stala sou¢asti také dalsi rozsdhlé studie, v niZ bylo
58 lidskych bunéénych linii podrobeno peclivému zkoumani
stavu genu pro p53 (13). V této prdci byl protein p53 studovan
nejen metodou FASAY, ale také western blottingem, byla
sekvenovana c D N A p5 3 anavic byly pouzity dalsi testy funk¢-
nosti: schopnost indukovat zastaveni buné¢ného cyklu v Gl
fazi a expresi cipl/vafl, GADD45 a mdm2 §-zétenim. Z 54
bunéénych linii, které byly testovany metodou FASAY , mélo
36 linii nefunkéni alely p53. Ve vSech byla sekvenovanim zji§-
téna mutace. 17 linii mélo funk¢ni alely, z toho u 15 nebyla
mutace sekvenovanim odhalena, ve dvou pfipadech ano. Jed-
na linie - ve shod¢ s vysledky sekvenovani - méla jednu alelu
funkéni a druhou nefunkéni. Celkové UspéSnost metody
FASAY vodhaloviani mutaci p53 dosdhla 96% (porovnédno se
sekvenovanim), coZ bylo ze vSech pouZzitych metod nejvice.
FASAY byla pouzita také v nékolika studiich, které hledaly
souvislost mezi stavem genu pro p53 a rezistenci Ci citlivosti
bunééné linie ¢isublinie k chemoterapeutikim (14,15)aTNF-a
(16). Ke sledovani stavu genu pro p53 byly vyuZzity vedle meto-
dy FASAY také sekvenovani genu p53 (14, 16), SSCP (16)
a imunocytochemické metody (15).

2. Nadory

Opétjiz vjedné z ptivodnich praci o metodé FASAY se obje-
vuji prvni vysledky vyhleddvani mutaci v genu pro p53 v nddo-
rové tkdni (9). Autofi tato méfeni provadéli u 10 nadord hla-
vy a krku a zjistili, Ze dva nddory obsahovaly pouze funk¢éni
alely p53 a v osmi nddorech zachytili mutaci. Ve dvou pfipa-
dech pfitomnost mutace dodatecné ovéfili sekvenovanim. Na
tyto prvotni vysledky navdzala dals$i rozsdhld studie, v nizZ auto-
fi stanovovali metodou FASAY stav genu pro p53 u celkem
53 pacientli s nddory hlavy a krku (nddory hornich cest dycha-
cich a horni €ésti trdviciho traktu) (17). Smyslem této studie
bylo zjistit, zda existuje souvislost mezi mutaci v genu pro p53
a pravdépodobnosti vyskytu ndsobnych primdrnich nédort.
Autofi méftili pS3 piimo v nddorech vSech pacientd a také vzdy
alesponi ve tiech nezédvislych biopsiich histologicky normdlni
okolni tkdné. Porovndnim vysledkt ziskanych u pacientl
sjedinym nddorem a pacientl s vice nadory dosli k zavéru, ze
mutace v genu pro p53 v histologicky normélni tkdni zvySuje
vyznamné pravdépodobnost vzniku ndsobnych primdrnich
nadord. Autofivtéto pracipouzilimetodu FASAY ve zdoko-
nalené formé - tzv ,split assay". Tato varianta metody méii
oddélené dvé Casti genu pro p53 a umoZiuje tak odlisit klo-
nalni (tedy redlné) a neklondlni (vzniklé sekundarné béhem
provadéni vlastni metody) mutace tohoto genu.
AutofidalSich dvou praci (18,19) analyzovali gen pro p53 v 54
malignich astrocytomech, nejcastéjSich nddorech centrdlniho
nervového systému u dospélych. Mutace byla zjisténa u 26
nadorid. Ve tfech piipadech pocet ¢ervenych kolonii dosaho-
val 10 az 20%, a proto u nich byla provedena analyza techni-
kou ,,split assay”. Ve vSech tiech pfipadech byla potvrzena pfi-
tomnost klondlni mutace. Ve 26 pfipadech, u nichz byla nale-
zena mutace, bylo provedeno klonovadni genu pro p53. Ve
vSech pripadech byla mutace potvrzena, ve dvou piipadech
byla na kazdé alele odlisnd mutace (heterozygotni dvojndsob-
ni mutanti). Celkem byly mutace nalezeny u 48 % ptipadi, coz
je mnohem vice nez diive uvadénych 29%. Autofi tento vysle-
dek pfipisuji predevsim citlivosti metody FASAY.

Metoda FAS AYbylavyuzitak analyze mutaci v genu pro p53
u epitelidlnich dysplasii a karcinomi dutiny dstnijaponskych
pacientd a pacientd ze Sri Lanky (20). Celkem bylo vySetfeno
33 japonskych pacientli s primdrnim nddorem, 14 pacientt
s dysplasii a 6 pacientli s hyperplasii. Mutace v genu pro p53
byla nalezena ve 26 priméarnich naddorech (79%) a 5 dysplasi-
ich (36%), u hyperplasii mutace nalezena nebyla. Primarn{

nadory pacientl ze Sri Lanky byly analyzovdny metodou
FASAY a déle metodou SSCP. Zatimco FASAY zachytila 9
pozitivnich nddorti (53%), SSCP pouze 6 (35%). Mutace byly
potvrzeny sekvenovanim. Autofi ddle v této praci podrobné
m¢éfili citlivost metody FASAY a presnost interpretace jejich
vysledki. Zjistili, Ze touto metodou lze zachytit pfitomnost
nejméné 6% D N A s mutaci v genu pro p53. Srovnanim vysled-
ki FASAY a sekvenovani zjistili, Ze klondlni mutace byly
potvrzeny u téch piipadi, které metodou FASAY vykazovaly
alespoit 17% Cervenych kolonii. V ptipadech, kdy pocet Cer-
venych kolonii byl niz§i nez 13%, klondlni mutace potvrzeny
nebyly. Autofi proto navrhuji, aby pocet Cervenych kolonii nad
20% byl povazovan za bezpecnou klinickou hranici stanove-
ni mutace v genu pro p53 bez sekvenéni analyzy.

3. Zarode¢né mutace

Metoda FAS AY byla plivodné vyvinuta pfedev§im pro vyhle-
ddvéani zdrode¢nych mutaci p53, tedy pro stanovovani hetero-
zygotniho stavu p53. Proto také byla k tomuto i¢elu hned v prv-
nipracipouzita (10). Byly vySetieny lymfocyty 6 pacienti s Li-
Fraumeniho syndromem, kde riziko vyskytu zdrode¢né muta-
ce p53 dosahuje 50 az 70% (21,22,23,24). U tii pacientd byla
metodou FA S AY nalezena mutace v jedné alele genu pro p53,
druhd alela byla funkéni. Ndsledné sekvenovani tento vysle-
dek potvrdilo. Také pti zavedeni dalsi verze metody FASAY
(9) byla sekvenovdnim ovétena jeji schopnost zachytit hete-
rozygotni stav genu pro p53 ujednoho pacienta.

V dalsi praci se metodou FAS AY podatilo vyfeSit nékolik let
stary neobjasnény piipad. Jednalo se o pfipad pacientky, kte-
rd odpovidala kritériim Li- Fraumeniho syndromu, s mani-
festnim nddorem prsu. V nddoru i ve zdravé tkdni pacientky
(a také jeji stejné postizené matky) byla naméfena zvySend
hladina proteinu p53. Ani sekvenovdnim genu p53, ani spe-
cifickou imunoprecipitaci, nebyla prokdzdna mutace v genu
pro p53 (25). O nékolik let pozdé€ji se autofi k tomuto nedo-
feSenému piipadu vratili a ke stanoveni p53 pouzili FASAY
a také dalsi funk¢éni metodu - test schopnosti vyvolat apopto-
zu jako nasledek y-zdfeni (26). Vysledky FASAY byly pfe-
kvapivé. Jedna alela genu p53 bylajednoznacné funkéni, ale
kolonie kvasinek, které obsahovaly druhou alelu, byly rtizo-
vé - barvou ani velikosti neodpovidaly ani funkénimu ani
nefunkénimu p53. Ptitomnost ts mutace, ktera dava také rtizo-
vé zbarveni kolonii (9), byla vylou¢ena. Podobné vysledek
testu na apoptdzu poskytoval hodnoty, které byly mezi hod-
notami jednozna¢né funkéniho ajednoznaéné nefunkéniho
p53. AZ sekvenovani genu p53 odhalilo neobvyklou mutaci
koddénu 337 v oligomerizaéni doméné. Tato mutace byla ddle
studovdna a bylo potvrzeno, Ze skute¢né zpdsobuje nedosta-
te¢nou oligomerizaci. Protein p53 majici tuto neobvyklou
mutaci v kodénu 337 tvoii funkéni tetramery s méné nez 50%
ucinnosti (27,28).

Dal3istudii (29), kterd se pokusila vyuZzit metodu FASAY ,byla
prace podrobné charakterizujici zdrode¢nou mutaci p53 urodi-
ny, kterd nesplitovala piesnd kriteria Li-Fraumeniho syndro-
mu, ale mélatzv. Li-Fraumeniho-like syndrom. Mutace, kte-
rd se u postizenych ¢lend rodiny vyskytovala, byla velmi neob-
vykld: imitovany byl nukleotid na tfeti pozici kodénu 125, coz
je tichd zdména neménici smysl kodénu. Proto chtéli autofi
jednoznacné prokdzat souvislost mezi touto mutaci a predis-
pozici ke vzniku nddorti u jejich nositeldi. Autofiprokazali, ze
popsand mutace v kodénu 125 je sice tichd na drovni amino-
kyselin, ale postihuje donorové misto pro sestfih a zplsobuje
tak vznik neobvyklych transkript. Autofi pouzili nékolik
funkénich metod ke zjisténi, zda aberantni transkripce vede
k tvorbé nefunkénich proteinti p53, mezi nimi také FASAY.

V tomto pfipadé vS§ak FAS AY (podobné jako napt. apoptotic-
ky test, mira radiorezistence,...) selhala, metoda zachytila pou-
ze funkéni p53. Aberantni transkripty - a¢ teoreticky metodou
zachytitelné - se nepodatilo naklonovat. Tento vysledek se
zatim nepodafilo vysvétlit.
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FASAY ve sluzbach zakladniho vyzkumu

Po dlouhou dobu se pfedpoklddalo, Ze schopnost proteinu p53
indukovat zastaveni bunééného cyklu a schopnost indukovat
apoptdzu jsou neoddé€litelné. Postupné se ale objevilo nékolik
studii, které tento ndzor zménily. Napf. se podafilo nalézt
mutantni varianty proteinu p53 neschopné indukovat zastave-
ni bunééného cyklu, ale zcela kompetentni indukovat apoptd-
zu alespoii v nékterych bunéénych typech (30). Na druhé stra-
né bylo zjisténo, ze p53 nesouci mutaci v kodonu 175 vede ke
ztraté apoptotické funkce pii zachovani schopnosti vyvolat
zastaveni bunééného cyklu v G1 fazi (31). Podobné mutace
v kodénu 143 zachovdva proteinu p53 schopnost indukovat
zastaveni bunécného cyklu v G1 fdzi (32). Také byly studo-
vany mutace v genu p53 bunéénych linii odvozenych z lym-
foblastl pacientl s Li-Fraumeniho syndromem, tedy hetero-
zygotni mutace p53. Buné¢nd linie s mutaci jedné alely p53
v koddnu 282 méla zcela normdlni blok ve fazi G1 bunécné-
ho cyklu, ale vyrazné snizenou indukci apoptdzy, zatimco hete-
rozygotni mutace v kodénu 286 méla vedle snizené apoptozy
také snizenou schopnost zastavit bunécné déleni v G1 fazi (33).
Ze vSech vySe uvedenych studii plyne: 1. indukce apoptozy
a indukce bloku bunééného cyklu v Gl fazijsou separovatel-
né funkce p53; 2. riizné mutace p53 riizné ovliviiuji tyto funk-
ce; 3. inaktivace pouze apoptotické funkce p53 muze sama
0 sobé ptispivat ke zvySené dispozici ke vzniku nddoru.
Funkéni p5S3 ma schopnost regulovat jak apoptdzu, tak zasta-
veni bunééného cyklu. Obé funkce vykonéva - alespoii do jisté
miry - mechanismem transaktivace svych cilovych gend: v pii-
pad¢ zastaveni bunécného cyklu jednoznaéné regulaci expre-
se genu p2l/wafl (34), v pfipad€ apoptdzy napfi. regulaci expre-
se genu bax (35). Z vySe uvedenych analyz mutantnich p53
vyplynulo, Ze obé€ tyto drdhy ptedstavuji odlisné funkce p53.
Jednim z moZznych mechanismi tohoto oddéleni funkciby byla
rtiznd mira afinity p53 k regula¢nim oblastem v promotorech
gend p21 a bax. Ovéfeni této moznosti bylo pifedmétem néko-
lika studii, z nichz né¢které vyuzily metodu FASAY.

V prvni studii fesici tuto problematiku (36) vyuzilijeji autofi
wklasické" metody: schopnost p53 vazat D N A sledovali meto-
dou EM S A (,,electrophoretic mobility shift assay"), transak-
tivacni schopnosti testy p-galaktoziddzové a luciferdzové akti-
vity. Studiem schopnosti tii riznych mutantti p53 (173L, 175P,
181L) transaktivovat tfi riizné promotory - promotor genu p21,
genu bax a genu IGF-BP3 - boxB - zjistili, Ze mutanti
175P a 181L aktivuji expresi genu p21 a maji tedy schopnost
indukovat zastaveni bunééného cyklu ve fazi G 1, ale zdroven
netransaktivuji bax a IGF-BP3 a maji proto vyrazné snizenou
schopnost indukovat apoptdzu.

Pro feSeni stejné otdzky byla pozdéji upravena metoda
FASAY. Pivodni metoda vychdzela z obecné pfijimaného
ndzoru, 7e testovani schopnosti p53 vdzat se do regulaéni

v’

sekvence R G C je spolehlivym méfitkem transaktivaéni zpu-
sobilosti p53 (9,10). V nové verzi upravili autoti metodu tak,
ze pred reportérsky gen AD E 2 ptediadili regula¢ni sekvenci,
kterd se nachdzi v promotoru genu p21, a regula¢ni sekvenci
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z promotoru genu bax. To jim umoZitovalo méfit zvlast schop-
nost p53 transaktivovat gen p21 a gen bax (37).Touto meto-
dou potom analyzovali 51 mutaci p53. VétSina mutantt (cel-
kem 42) nebyla schopna transaktivovat ani jeden reportér.
Devét mutantii bylo schopno transaktivovat promotor p21, ale
ne promotor bax.

Dalsi studie méla podobnou strategii, ale $lajesté ddle (38).
Jeji autofi testovali 19 riznych mutantt p53 klasifikovanych
jako transkripéné neaktivni v testu, ktery vyuzival regulaéni
sekvenci RG C. Pted reportérsky gen - v tomto piipadé HIS3
- ptediadili postupné regulacni sekvence genti: p21, mdm2,
GADD45,CyclinG, bax, IGF-BP3-boxA,[GF-BP3-boxB,
RG C a SCS (uméle odvozené vazebné misto s vysokou afi-
nitou pro p53). FASAY byla navic provddéna ve tfech riiz-
nych teplotach: 37°C, coZje fyziologicka teplota lidskych
bunék, 30°C, coZ je optimdlni teplota pro rdst kvasinek
a 24°C. Ze vsech testovanych mutant jen Sest bylo zcela
nefunkénich se v§emi reportéry pii vSech teplotdch. Dalsi
mutanti byli rozdéleni na skupiny podle selektivity a podle
zavislosti na teploté.

Obvykly biologicky efekt mutace p53je inaktivace tohoto pro-
teinujako transkripéniho faktoru. Vyse uvedené prace ukdza-
ly, Ze mezi mutanty p53 mohou byt podstatné rozdily. Jejich
piesnéjsi klasifikace mtze mit vyznamné klinické dusledky.
Napft. nddory obsahujici p53 schopné aktivovat indukci p21
mohou reagovat na terapii jinak nez nadory se zcela nefukc¢-
nimp53(39). Modifikovandverze FAS AY (37) se nabizijako

jeden z moznych testt schopnych tohoto rozliSeni.

ZAVER

Timto kratkym piehledem se snad podatilo ukdzat, ze metoda
FASAY zcela splnila o¢ekdvani, které do ni jeji autofi vloZzi-
li, a nasla uplatnéni v onkologickém vyzkumu, a to jak pfi tes-
tovani mutaci p53 v nddorech, tak pfi testovani zdrode¢nych
mutaci p53. V nékterych ptipadech bylo technikou FASAY
dosazeno slibnych az skvélych vysledkl (napf. 13, 17, 25),
spi§ vyjimecné selhala (29). FAS AY byla navic vtipné vyuZi-
taive studiich, které pfinesly zcela nové poznatky o p53, kte-
ré se diive ¢ipozdéji odraziv klinickém onkologickém vyzku-
mu i v onkologické praxi. Dd se oCekdvat, ze FASAY bude
jejich dilezitym ndstrojem.

Pro uplnost je tieba uvést, ze tento kratky pirehled neuvadi
vSechny préce, které metodu FAS AY vyuzily, vétSina neuve-
denych je ale citovdna v pfedeslém piehledu publikovaném
v tomto Casopise (8). Naopak chceme na zdvér zdlraznit, Ze
metoda FASAY neni vyuZitelnd pouze pro stanoveni p53, ale
s pfisluSnymi dpravami ji Ize vyuzit i ke stanoveni dalSich gent
pro faktory s transaktivaénimi vlastnostmi. TakbylaFASAY
vyuzita napf. pro testovani mutaci, které eliminuji funkci
NF1GRD (,,GTPase-activating protein related domain of the
human neurofibromatosis type 1 protein") (40) nebo pro lid-
sky estrogenovy receptor (41).

Price byla sponzorovina grantem IGA MZ CR €. M/16-3

8. SmardovdlJ.: FASAY: funkéni analyza p53. Klin.Onkol.1997,10:131-134

9. FlamanJ.-M., Frebourg T., Moreau V., Charbonnier F., Martin C, Chappuis P.,
Sappino A.-P., LimacherJ.-M., Bron L., BenhattarJ., Tada M., Van Meier E.
G., Estreicher A. and Iggo R. D.: A simple p53 functional assay for screening
cell lines, blood, and tumors. Proc.Natl.Acad.Sci.USA 1995,92:3963-3967

10. Ishioka C, FrebourgT., YanY.-X., VidalM,, Friend S. H., Schmidt S. and Iggo
R.: Screening patients for heterozygous p53 mutations using a functional assay
in yeast. Nature Genet. 1993,5:124-129

11. RandA.,GlenK.S., Alvares C. P., White M. B., Thibodeau S. M. and Karnes
W. E. Jr.: p53 functional loss in a colon cancer cell line with two missense
mutationa (218leu and 248trp) on separate alleles. Cancer Lett. 1996, 98:
183-191

12. Mihara K., Miyzaki M., Kondo T., Fushimi K., Tsuji T. Inoue Y., Fukaya K.,
Ishioka C. and Namba M . : Yeast Functional Assay of the p5S3 Gene Status in
Human Cell Lines Maintained in Our Laboratory. Acta Med. Okayama 1997,
51:261-265



13. O'ConnorP.M.,JackmanJ., Bael,, MyersT.G., FanS., Mutoh M ., Scudiero
D.A.,MonksA., Sausyille E. A., WeinsteinJ. N ., Friend S. and Fornace A. J.
Jr.: Characterization of the p53 Tumor Suppressor Pathway in Cell Lines of the
National Cancer Institute Anticancer Drug Screen and Correlations with the
Growth-Inhibitory Potency of 123 Anticancer Agents. Cancer Res. 1997, 57:
4285-4300
14. Wosikowski K., RegisJ. T., Robey R. W., AlvarezM ., ButersJ. T. M., Gudas
J. M. and Bates S. E.: Normal p53 Status and Function Despite the Develpment
of Drug Resistence in Human Breast Cancer cells. Cell Growth Different. 1995,
6: 1395-1403
15. GudasJ.M., Nguyen H., LiT., Sadzewicz L., Robey R., Wosikowski K. and
Cowan K. H.: Drug-resistant breast cancer cells frequently retain expression of
a functional wild-type p53 protein. Cancerogenesis 1996,17:1417-1427
16. CaiZ., Capoulade C., Moyret-Lalle C, Amor-Gueret M., FeunteunI., Larsen
A. K., Bressac-de Paillerets B. and Chouaib S.: Resistance of M CF7 human
breast carcinoma cells to TNF-induced cell death is associated with loss of p53
function. Oncogene 1997,15:2817-2826
17. Waridel F., Estreicher A., Bron L., Flaman J.-M., FontolUet C, Monnier P.,
Frebourg T. and Iggo R.: Field cancerisation and polyclonal p53 mutation in the
upper aero-digestive tract. Oncogene 1997,14:163-169
18. TadaM., Iggo R.D., Ishii N., Shinohe Y. Sakuma S., Estreicher A., Sawamura
Y. and Abe H.: Clonality ans stability of the p53 gene in human astrocytic tumor
cells: Quantitative analysis of p53 gene mutations by yeast functional assay.
InU.Cancer 1996,67:447-450
19. Tada M., Iggo R. D., Waridel F., Nozaki M., Matsumoto R., Sawamura Y.,
Shinohe Y. and Abe H.: Reappraisal of p53 Mutations in Human Malignant
Astrocytic Neoplasms by p53 Functional Assay: Comparison With
Conventional Structural Analyses. Mol. Carcinogenesis 1997,18:171-176
20. KashiwazakiH., TonokiH., TadaM., Chibal., ShindohM ., TotsukaY., Iggo
R. and Moriuchi T.: High frequency of p5S3 mutations in human oral epithelial
dyspalsia and primary squamous cell carcinoma detected by yeast functional
assay. Oncogene 1997,15:2667-2674
. MalkinD.,LiF.P., Strong L- C., FraumenilJ. F.Jr.,NelsonC.E.,KimD.H.,
KasselJ., Gryka M. A., Bischoff F. Z., Tainski M. A. and Friend S. H.: Germ
line p53 mutations in a familial syndrome of breast cancer, sarcomas, and other
neoplasias. Science 1990,250:1233-1238
22. BirchJ.M ., HartleyA. L., TrickerK.J., ProsserJ., Condie A., KelseyA. M.,
HarrisM ., MorrisJones P. H., BinchyA., Crowther D., Craft A. W., EdenOB.,
Evans D. G. R., Thompson E., MannJ. R., MartinJ., Michell E. L. P. and
Santibanez - Koref M. F.: Prevalence and diversity of constitutional mutations
in the p53 gene amoung 21 Li-Fraumeni families. Cancer Res. 1988,54:1298-
1304
23. Varley J. M., Evans D. G. R. and Birch J. M.: Li-Fraumeni syndrome -
a molecular and clinical review. Br.J.Cancer. 1997,76:1-14
24, VarleyJ.M.,McGownG., Thoracroft M ., Santibanez-Koref M. F., Kelsey A.
M., TrickerK.J., Evans D. G.R.and BirchJ. M .: Germ-line mutations of TP53
in Li-Fraumeni Families: an extended study of 39 families. Cancer Res. 1997,
57:3245-3252
25. BarnesD. M., HanbyA. M., Gilett C. E., Mohammed S., Hodgson S., Bobrow
L.G.,Leighl.M.,PurkisT.,MacGeochC, Spurr N. K., BartekJ., Vojtesek B.,
Picksley S. M., and Lane D. P.: Abnotmal expression of wild type p53 protein
in normal cells of a cancer family patient. Lancet 1992,340:259-263
26. Lomax M. E., Barnes D. M., Gilchrist R,, Picksley S. M., VarleyJ. M. and

2

knihy

TEXTATLAS OFLYMPHOMAS

Armitage J. O., Cavalli F., Longo D. L., Ferry J. A.
MARTIN DUNITZ, LONDON 1999
216's., 238 obr., ISBN 1-85317-705-9, cena GBP 75,-

Do devadesatych let panovala v klasifikaci non-Hodgkinskych lym-
foml nejednotnost, projevujici se predev§im pouzivanim riznych
systémt v Evropé a Americe. K jejimu odstranéni pfispéla spolupra-
ce hematopatologli celého svéta, diky niz vznikla nova klasifikace
nazyvana ,, Revised European American Lymphoma (REAL) classi-
fication". V ni doslo k opusténi ptedchoziho principu tfidéni pouze
podle histologického obrazu a k vytvofeni nového systému kombi-
nujictho morfologické a klinické charakteristiky. Jsou zde zahrnuty i
nové poznané subtypy non-Hodgkinskych lymfomi, k nimZz patfi
mantle-cell lymfom, anaplasticky velkobunéc¢ny lymfoma MALT
lymfom. Nové klasifikace ma spolu s mezindrodnim prognostickym
indexem velky vyznam pro stanoveni odpovidajici 1é¢by a ur¢eni pro-
gnozy pacientd.

Cilem recenzované knihy je popsat vyznamné charakteristiky hlav-
nich subtypti non-Hodgkinskych lymfomti zatazenych do REAL kla-
sifikace. Kapitoly popisujici jednotlivé subtypy non-Hodgkinskych
lymfomt a lymfoidnich leukémii jsou sefazeny podle Cetnosti jejich
vyskytu. Navic jsou zde uvedeny i extranoddlni lymfomy, Hodgki-
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nova choroba a vzacné jednotky, z nichZ nékteré nejsou zafazeny
v nové klasifikace, ale presto mohou byt prilezitostné diagnostikova-
ny. Slozeni vSech kapitol je podobné - definice a zafazeni subtypu,
Cetnost vyskytu, popis patologie zahrnujici histologické, imunofeno-
typové a genetické informace, klinicka charakteristika, 1é¢ba a pie-
hled literatury. Tato textova Cast zabirajici obvykle okolo deseti stran
je napsana srozumiteln¢, dilezité informace jsou navic sefazeny do
piehlednych tabulek. Po ni nésleduje atlas typickych histologickych
obrazti podobného stranového rozsahu. VSechny obrazy jsou barev-
né, otisténé ve vynikajici kvalité. Zahrnuji ndlezy z riznych orgdnt
(nejcastéji lymfatickych uzlin) i rtizné zptisoby barveni. Jsou dopl-
nény vystiznymi popisy. Obrazova Cést je bohatd a zcela opraviuje
oznaleni knihy jako atlas. V zdvére¢ném rejstitku jsou zvlast uve-
deny odkazy na text a na obrazy, coz usnadiuje orientaci v knize.
Dilo ¢tyt vyznamnych odborniki v této oblasti se jisté stane vitanou
pomtckou hematologti, onkologli a hematopatologd. Velmi pfehled-
nym a nazornym zpusobem seznamuje s novou klasifikaci lymfomi
a piinasi dtlezité informace pro tvorbu Ié¢ebnych planti. Pro zdjem-
ce je od stejného nakladatele k dispozici i soubor 200 diapozitivli zalo-
Zeny na obrazech tohoto atlasu (ISBN 1-85317-838-1).

Adresa nakladatelstvi: Martin Dunitz Ltd, The Livery House, 7-9 Pratt
Street, London NW 1 OAE, Great Britain.

M. Hefman
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puvodni prace

SYMPTOMATICA PARENTERALNI ANT[PYRETICKA LECBA
U ONKOLOGICKY NEMOCNYCH - SROVNANI METAMIZOLU,
DICLOFENACU A PROPACETAMOLU

SYMPTOMATIC INTRAVENOUS ANTIPYRETIC THERAPY
IN CANCER PATIENTS-COMPARISON OF METAMIZOL,
DICLOFENAC AND PROPACETAMOL

OBORILOVAA., MAYERJ., POSPISIL Z.", KORISTEK Z., VORLICEK J., HAVRANOVA D.

II INTERN{ HEMATOONKOLOGICKA KLINIKA, FAKULTNI NEMOCNICE BRNO-BOHUNICE
'KATEDRA MATEMATICKE ANALYZY, PRIRODOVEDECKA FAKULTA MASARYKOVY UNIVERSITY, BRNO

Souhrn: Vychodiska: Horecka ajeji symptomatickd terapie je v onkologii velmi Casty problém. Druh léku a cestu aplikace
limituji jednak Casté poruchy peroralniho piijmu v disledku zvraceni a mukositidy, jednak trombocytopenie a poruchy koagu-
lace. Typ studie a soubor Cilem studie bylo srovnat efekt, toleranci a nezddouci ucinky jednordzové davky antipyretika, poda-
ného intraven6zn€. V péti ramenech studie byly hodnoceny u 254 febrilnich epizod tyto preparaty: metamizol 2500 mg versus
metamizol 1000 mg versus diclofenac 75 mg versus propacetamol 1000 mg versus propacetamol 2000 mg. Metody a vysledky:
Ucinnost antipyretika byla hodnocena z poklesu télesné teploty v Case. Teplota byla métena pfed poddnim antipyretika tj. v Case
0 minut a dale ve 30., 60., 90. a 120. minuté po jeho aplikaci. Dalsi sledované parametry byly: zmirnéni symptomi provézeji-
cich horetku a tolerance léku pfi aplikaci. Ve vsech ramenech studie byl pokles teploty po poddni I¢ku statisticky vyznamny,
avsak byly zjistény 51gn1ﬁkantn1 rozdily mezi skupmaml Nejsilnéji a nejrychleji pusobll metamizol 4 2500 mg (prumem 6pokles
v Case T60 min o 1,06 °C a T120 min o 1,62 °C), nejslabsi byl pak propacetamol 4 1000mg (primérny pokles v ¢ase T60 min
00,69 °C aT120 min o 1,10 °C). Nejlépe tolerovanym Iékem byl diclofenac a metamizol (jak 2500 mg, tak i 1000 mg). Ustup
symptomﬁ provézejicich hore¢ku po aplikaci antipyretika byl alesponi mirny u 82 % pacientu, pficemz nebyl prokdzan vyznam-
ny rozdil mezi rameny studie. Zdvéry: VSechna sledovand antipyretika byla dostatecné ti¢innd. Nejuc¢innéj$im byl shleddn meta-
mizol 4 2500 mg , ktery byl také spolu s diclofenacem nejlépe tolerovanym lékem. Po vsech antipyreticich byla pozorovana
vyznamna subjektivni uleva. Z klinického hlediska bychom mohli doporucit v této indikaci také diclofenac, propacetamol
4 2000 mg a zejména metamizol & 1000 mg (pro srovnatelny antipyreticky efekt, avsak podstatné nizsi davku a tim i niz$i rizi-
ko nezadoucich ucinki).

Kli¢ovdslova: Diclofenac, Metamizol, Propacetamol, Intravenous antipyretics, Symptomatic antipyresis

Summary: Backgrounds: Fever and its symptomatic therapy are very frequent problems in oncology. The type of drug and
way of its administration are limited both by inability of peroral intake (due to vomiting and/or mucositis) and by severe
trombocytopenia with disorder in coagulation. Design and Subjects: The taim of this study was to compare single-dose
administered intravenous antipyretic drugs in efficacy, tolerance and in adverse effects in 254 febrile events. Our study had
five arms in which the following drugs were evaluated: metamizol 2500 mg versus metamizol 1000 mg versus diclofenac 75
mg versus propacetamol 1000 mg versus propacetamol 2000 mg. Methods and Results: The efficacy of antipyretics was
evaluated on the basis of decrease of body temperature in time. The temperature was measured before administration of drug,
ad time 0 in time 0 minutes and at 30,60,90 and 120 minutes after administration. We also observed the following parameters:
the elimination of symptoms associated with fever and tolerance during application of drug. The reduction of body temperature
was statistically meaningful after administration of each drug in this study, however, there are significant differences found
among arms. Metamizol 2500 mg affected most powerfully and rapidly (average reduction of temperature was in time T60
min. 1,06 °C and in time T120 min. 1,62 °C), diclofenac, metamizol 4 1000 mg and propacetamol 4 2000 mg were less efficient,
propacetamol 4 1000 mg had the 51gn1ﬁcantly weakest efficacy (average reduction of temperature was in time T60 min.
0,69 °C and in T120 min. 1,10 °C). Diclofenac and metamizol (both in dose 2500 mg and 1000 mg) were tolerated best. The
elimination of symptoms accompanying fever was at least mild in 82% patients, and at the same time without significant
differences among arms of study. Conclusions: All examinated drugs were sufficiently efficient in symptomatic antipyretic
therapy. Metamizol 2500 mg was found the most efficient and with diclofenac were the best tolerated drug. A considerable
degree of subjective relief was observed after all antipyretics. From the clinicical point of view, we recomend in this indication
diclofenac, propacetamol 2000 mg and metamizol 1000mg too. The administration of metamizol 1000mg has sufficient
antipyretic effect and considerable lower risk of agranulocytosis.

Keywords: Diclofenac, Metamizol, Propacetamol, Intravenous antipyretics, Symptomatic antipyresis

(5%), reakce na podéni 1éku, krevniho derivatu apod. (18). Ve

Horecka se vyskytuje u vice nez 30% onkologicky nemocnych, febri}m’ neutropénii, pii které klesa pocet granulocytd pod
u hematologickych malignit je jeji podiljesté vyssi (37). Pri-  1x10’/1, byvé horedka nezfidkajedinym p¥iznakem i velmi t&z-
¢inou byvé infekce (50-70 %), vlastni nddorové onemocnéni  ké infekce. Zakladem zistane vzdy kauzdlni 1écba horecky,
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avSak vyznamnd je i terapie symptomatickd. Obecné se uzné-
vé, ze horecka je soucdsti evolu¢ni obranné reakce organizmu
a mad tedy pro svého nositele pozitivni vyznam (12,21,41,22,
26,21). Nadto zvySeni télesné teploty do 41 °Cje, dle literar-
nich udaju, pro lidsky organizmus bez patologickych nésled-
ki (10). Na druhé strané nebyl vSak dosud prokdzdn jedno-
znaéné $kodlivy efekt tlumeni horec¢ky (12,41,10), i kdyZ se
v rtiznych studiich potvrdila fakta jako napt.: snizeni imuno-
logické odpovédi organizmu, zvySeni virulence mikrobt a tim
morbidity hostitele (10,41,23,14), zkresleni diagndzy, toxi-
cita a nezadouci ucinky antipyretik atd. Symptomatické tlu-
meni hore¢ky podporuji naopak argumenty: znacny diskom-
fort pacientl pii horecce (bolesti hlavy, kloubd a svali, nau-
sea apod.), objektivné pak dehydratace, zvySeni metabolické-
ho obratu véetné spotieby Kkysliku, vyznamnd zdtéz
kardiovaskuldrniho systému, neurologické poruchy vcéetné feb-
rilnich kfec¢i apod. (12,41,10,25,15).

U onkologicky nemocnych, zvlasté pak u pacientli po trans-
plantaci kostni diené, ktefi jsou ¢asto malnutri¢ni a celkové
vyCerpani, mohou pfevazovat negativni dopady horecky nad
jejim profitem. Tady povazujeme symptomatickou antipyre-
tickou 1é¢bu za pIné indikovanou. Navic sami nemocni, dle
literatury a dle naSich pozorovani (viz déle), vyZaduji tlume-
ni hore¢ky pro celkovy diskomfort a pocifuji tilevu po jejim
zmirnéni ¢i uplném odstranéni (28,23).

Vzhledem k ¢astym komplikacim jako jsou mukositidy, zvra-
ceni, trombocytopenie a poruchy koagulace, je vybér vhodné-
ho antipyretika i zplisob podani zna¢né limitovan. Kyselina
acetylsalicylovd neni pfijatelnd (zvlasté u hematoonkologic-
ky nemocnych), nebot ireverzibiln& blokuje desti¢kovou cyk-
looxygendzu a tudiz znacné zvysSuje riziko krvaceni. Indome-
tacin, jinak vyborné antipyretikum, by mohl svym dlouhym
poloc¢asem a ti¢inkem (vice nez 12 hodin) pfili§ zakryt horec-
ku - Castojediny pfiznak infekce u neutropenickych pacienti.
Diclofenac, metamizol a propacetamol v intravenézni formé,
jsou akceptovatelnd antipyretika i u téZce trombocytopenic-
kych pacientli s mukositidami.

Metamizol je pyrazolonovy derivat s analgetickymi, antiflo-
gistickymi, spazmolytickymi a antipyretickymi ucinky, ktery
je bézné pouzivdn ve vSech téchto indikacich. Mechanizmus
jeho antipyretického ti¢inku neni pfesné zndm, pravdépodob-
né plisobi pfimo v CNS a skrze periferni inhibici syntézy
a uvoliiovani endogennich pyrogend. Po parenterdlnim poda-
nije hydrolyzovan na aktivni metabolit metylaminoantipyrin,
jehoz biologicky polocas je 3,2 hod. Vylucuje se pfevazné led-
vinami. Nezddouci ti¢inkyjsou ojedinéle alergickad reakce az
Sok a pfi rychlé intravendzni aplikaci hypotenze. Velmi obé-
vanym a limitujicimje vyskyt t€zké, nékdy i fatdlni agranulo-
cytézy. Dle literatury byla kauzalni souvislost prokdzana, vznik
agranulocytdzy po metamizolu lze v§ak oznacit za velmi vzéc-
ny(1,29,31,17). Pfesto je jeho pouZivdni v nékterych zemich
zakdzdno.

Diclofenac je derivat kyseliny octové ze skupiny nesteroid-
nich antirevmatik, s vyraznymi antiflogistickymi, analgetic-
kymi, antipyretickymi a antiagrega¢nimi vlastnostmi. Podsta-
tou vSech jeho ucinkuje blokdda syntézy prostaglandinti a dal-
Sich medidtorl zanétu véetné reverzibilni inhibice desti¢kové
cyklooxygendzy (13). Po parenterdlnim poddni je dosaZeno
maximdlnich plazmatickych koncentraciza 10-20 min., polo-
¢as diclofenacu je asi 1-3 hod (zévisi na rychlosti infuze), vylu-
Cuje se predevs§im ve formé glukurondtu moci, jedna tietina
stolici. NeZddouci u€inky jsou vétSinou mirné a pfechodné:
gastrointestindlni potiZe, aktivace peptického viedu a krvéci-
vé komplikace vyplyvajici z jeho antiagrega¢niho potencid-
Iu, ddle cefalea, vertigo, ospalost, alergické reakce, lokdlni
reakce v misté aplikace, elevace jaternich enzymu (1,40,31,
27).

Propacetamol je bioprekurzor paracetamolu (téZ acetamino-
fen), analgetikum a antipyretikum, které je slabym inhibito-
rem prostaglandinii a nem4 signifikantni antiflogistické ti¢in-

ky. Po parenterdlnim poddnije do 15 minut hydrolyzovan na
ucinny paracetamol, pfi¢emz 1 g propacetamolu odpovida 0,5
g paracetamolu. Poloc¢as v plazmé je 2-3 hod., metabolizovan
je v jatrech a vyluCovan pievdzné moc¢i v konjugované for-
mé. Nezddouci ucinky jsou: vzacné alergické kozni reakce,
hepato- a nefrotoxicita s nekrdzou hepatocytl a tubuldrnich
buné€k vedouci a7z k hepatorendlnimu selhdni, ddle lokdlni
bolest v misté injekce (33,34,38,31).

Cfl prace:

V této studii jsme chtéli porovnat antipyretika s odliSnym
mechanizmem G¢inku: metamizol, diclofenac a propacetamol.
Uc¢innost kazdého z vySe jmenovanych 1ékd byla v antipyre-
tické indikaci opakované ovétena, avSak v publikovanych stu-
diich se jednalo o soubory neonkologickych pacientl a také
0jiné neZ o intravendzni preparaty (33,43,2,8,14,3,32,40,
42,28).

Navzdory tomu, Ze je hore¢ka kazdodennim problémem nejen
na onkologickych oddélenich, existuje o této specifické pro-
blematice velmi mdlo exaktnich dat. Patrné jedind studie toho-
totypubylaprovedenau 24 pediatrickych onkologickych paci-
entd s propacetamolem (33). Protojsme se rozhodli porovnat
ucinnost, toleranci a miru subjektivni ulevy u tii odli§nych
parenterdlnich antipyretik (ve dvou pfipadechiv riznych dav-
kdch) pravé u onkologicky nemocnych a doplnit tak chybéji-
ci informace nutné pro optimédlni symptomatickou terapii
horecky v této indikaci.

Vedlejsim cilem studie bylo zhodnoceni subjektivnich obtizi
pacientli pii horecce ajejich odstranéni po podadni antipyreti-
ka, nebof jsme v literatufe nenalezli studii, kterd by se detail-
né zabyvala zhodnocenim diskomfortu pacientti pfi horeéce
a efektem antipyretické 1€¢by z tohoto pohledu. Soucdsti néko-
lika srovndvacich studii byly v8ak hodnoceny napfiklad stu-
pefi ulevy, chuf k jidlu, télesnd aktivita apod (23,11,28).

Metody:

Studie byla provddéna od kvétna 1996 do kvétna 1998 u paci-
entd hospitalizovanych na hematoonkologické klinice v Brné-
Bohunicich. Celkovy pocet febrilnich epizod byl 254 s téles-
nou teplotou minimdlné 38 °C, kterd byla méfena v axile.
Vylu€ovacim kriteriem bylajediné zndmd alergickd reakce na
néktery preparat studie. VSichni pacienti byli soucasné 1é¢eni
empiricky nebo cilené antibiotiky. Studie méla 5 ramen: sku-
pina ¢. 1 zahrnovala 54 pacientti, ktefi dostdvali diclofenac v
ddvce 75 mg (Voltaren inj.® Novartis) v kratkodobé intrave-
nézni infuzi, skupina ¢. 2 zahrnovala 50 pacientl, kterym byl
aplikovdn metamizol v ddvce 2500 mg (Novalgin inj.®
Hoechst), skupina ¢. 3 s 50 pacienty, ktefi dostdvali metami-
zolv ddvce 1000 mg (Novalgin inj.® Hoechst) rovnézv krat-
kodobé intravendzni infuzi, skupina ¢. 4 zahrnovala 50 paci-
entd, kterym byl poddvan propacetamol v ddvce 1000 mg
(Pro-Dafalgan inj.® Bristol-Myers Squibb) a skupina¢. 5 s 50
pacienty, ktefi dostdvali propacetamol v dédvce 2000 mg (Pro-
Dafalgan inj.® Bristol-Myers Squibb) pomalou nitroZilni
injekci. Jednotlivé prepardty byly poddvany jeden po druhém,
tzn. nejprve byl 54 pacientim podan diclofenac, potom dal$im
50 metamizol 4 2500 mg atd. Teplota byla méfena v axile po
dobu minimalné 5 minut sklo-rtufovym léka¥skym teplomé-
rem ato pred poddnim antipyretika a ddle ve 30., 60., 90. a 120.
minuté po aplikaci. Doba aplikace kratkodobé infuze byla 20-
25 minut, intravendzni injekce trvalaminiméalné I minutu. Ddle
byly sledovany parametry: snasenlivost Iéku pii aplikaci (stup-
nice: celkovd reakce, lokdlni reakce, Zddnd reakce, nelze urcit),
mira subjektivni ulevy po snizeni horecky (stupnice: zddna,
mirnd, znacnd, nelze urcit) - tyto udaje formou dotazniku
poskytl sdm pacient.

Kvalitativni znaky v jednotlivych ramenech studie (tzn. vék,
pohlavi, tolerance a stupeil tlevy, diagn6za, ptic¢ina horecky)
byly srovndvany chi-kvadrat testem a Fisherovym LS D tes-
tem mnohocetného srovnani. Porovndni vychozich teplot a po
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podani antipyretika bylo provedeno pomoci parového T-tes-

tu, znaménkového testu a nebo Wilcoxonova testu. VIiv Iéku

na snizeni teploty v Case byl testovan dvoucestnou analyzou

variance s testovanim vyznamnosti interakce. Pro zvySeni

objektivity porovnani ucinku antipyretik byl vytvofen novy

kvalitativni znak - pokles teploty v 60. minuté po aplikaci ales-
poii 0 0,7 °C a ve 120. minutg alespon o 1,3 °C. Tyto kvalita-

tivni znaky byly porovnany chi-kvadrat testem.

Soucasti studie byl i dotaznik zaméfeny na obecny vyznam

horecky, na jeji subjektivni vnimani, na vyznam a tilevu symp-
tomatického snizeni horecky. Celkem bylo dotdzano 45 res-

pondent, ktefi soucasné byli zafazeni do studie, dotaznik obsa-
hoval 10 otazek vybérového typu. Vysledky byli sumarizova-

ny bez statistické analyzy, nebot pouze doplfiuji hlavni zdmér

a podporuji opravnénost této studie (viz tabulka €. 5).

Tabulka ¢. 1: Demografické a vstupni parametry soubort

Vysledky: , ,

DEMOGRAFICKEA VSTUPNI PARAMETRY:

Studie zahrnuje 254 febrilnich epizod u pacientl ve véku 12
az 84 let, z toho 123 muzid a 131 Zen s riznou zakladni dia-
gnozou (skupiny diagnéz: 1. akutni leukemie a myelodys-
plasticky syndrom, 2. jina onkologicka diagnéza, 3. jiné neon-
kologické onemocnéni) a s minimalni axilarni teplotou 38 °C,
ktera byla rizné pri¢iny (skupiny: 1. febrilni neutropenic,
2. infekce, 3. jind piicina).

Vsechny skupiny studie byly srovnavany ve véku, pohlavi
a vychozi teplot€ (tj. pfed aplikaci antipyretika), viz tabulka €.
1. Jednotlivé skupiny se vyznamné Usily v zastoupeni muzi
a zen (p = 0,043, chi-kvadrat 9,85), v primérmném véku
(p = 0,21). Primémé teploty v ¢ase 0 min. se u jednothvych
ramen rovngz statisticky vyznamné Usily (p = 0,024).

Skupina antipyretika Poéelpaﬁient . Prﬁn}érn}’/ Mevdiein Minifnélni Maxivmélni Prﬁrvnérna’ tePlota
Celkem Muzi Zeny vék véku vék veék v ¢ase 0 min.
DICLOFANAC 75 mg 54 32 22 47,03 44,73 18 65 38,54
METAMIZOL2500mg 50 24 26 52,58 52,00 19 84 38,63
METAMEOL 1000mg 50 26 24 50,20 55,00 23 70 38,38
PROPACETAMOL 1000 mg 50 15 35 50,08 48,50 19 79 38,35
PROPACETAMOL2000mg 50 26 24 46,36 43,42 12 84 38,48
Tabulka & 2: Struktura souborti podle zastoupeni diagnéz a pii¢iny horecky
Zastoupen{ v souborech podle typu diagndzy podle pfi¢iny horecky
Skupina antipyretika MDS + ost.atn.l’ neonkol. invft,evlféni febrilni . Jma
leukemie malignity choroby pficina neutropenic pficina
DICLOFANAC 75 mg 61% 35% 4% 32% 41% 27%
METAMIZOL2500mg 68% 28% 4% 24% 42% 34%
METAMEOL 1000mg 20% 60% 20% 56% 20% 24%
PROPACETAMOL 1000 mg 62% 28% 10% 28% 46% 26%
PROPACETAMOL2000mg 58% 36% 6% 26% 46% 28%

Tabulka ¢. 3: Dynamika poklesu télesné teploty po podéni antipyretika

Skupina antipyretika Primérny pokles teploty v ¢ase ve stupnich Celsia Rozdil teploty
0. min. 30. min. 60. min. 90. min. 120. min. 0.-60. min. | 0.-120. min.
DICLOFANAC 75 mg 38,54 38,18 37,75 37,33 36,96 0,791 1,578
METAMTZOL2500mg 38,63 38,13 37,57 37,21 37,01 1,058 1,622
METAMIZOL 1000mg 38,38 37,99 37,55 37,25 36,98 0,824 1,394
PROPACETAMOL 1000 mg 38,35 38,03 37,65 37,44 37,25 0,698 1,104
PROPACETAMOL2000mg 38,48 38,16 37,81 37,36 37,06 0,662 1,416
Tabulka ¢. 4: Tolerance a mira tlevy po podéni antipyretika
Nezadouci reakce Mira subjektivni
Skupina antipyretika béhem aplikace 1éku po podéni antipyretika
Z4dné lokdln{ celkové nelze fci Z4dna mirnd znacnd nelze fici
DICLOFANAC 75 mg 96% 2% 2% 0% 6% 72% 22% 0%
METAMIZOL2500mg 92% 0% 4% 4% 2% 64% 30% 4%
METAMIZOL 1000 mg 100% 0% 0% 0% 16% 60% 24% 0%
PROPACETAMOL 1000 mg 82% 10% 6% 2% 16% 64% 18% 2%
PROPACETAMOL2000mg 70% 10% 20% 0% 8% 60% 32% 0%
202 KLINICKA ONKOLOGIE 12 6%



Tabulka ¢. 5: Dotaznik - Subjektivni vniméani hore¢ky pacienty

Otédzka c¢islo/odpoveéd A B C D E F G

1. Co rozumite pod pojmem horecka -
zvySeni télesné teploty v podpazi nad: 37 °C 37,5°C 38 °C 38,5 °C 39°C nevim _

2. Kdy jste naposledy mél horecku posledni minuly minuly minuly nevim - -
minimélné 38 °C: 24 hod. tyden mésic rok

3. Myslite, ze horecka je pro velmi . spise nema spise vyrazné nevim -
lidsky organismus: uzite¢nd uzite¢nd vyznam Skodi Skodi

4. Myslite si, tltumeni horecky je tieba: vzdy nékdy nikdy nevim - - -

5. Odjaké teploty téla byste tlumil(a) 37°C 37,5 °C 38 °C 38,5 °C 39°C nikdy bych nevim
horecku: netlumil

6. Pfi horecce pocifujete priivodni 74dnd celkova bolesti zimnice nevolnost zévraté jiné
ptiznaky: zména slabost svalt tfasavky zvracen{ unava

7. Sgar}} bys,tve pfi horecce usiloval(a) vidy nkdy nikdy nevim - - -
ojeji snizeni:

8. Po umyslném sniZeni horecky velkou sttedni velmi Zadnou spise nevim -
citite tlevu: mirnou zhorseni

Zastoupeni diagnéz mezi rameny studie (chi-kvadrat 33,79,
p = 0,00004) a stejné¢ tak zastoupeni pfi¢in horecky bylo
vyznamné rtzné (chi-kvadrat 17,43, p = 0,026). Viz tabulka
¢.2.

Ptes statistickou signifikancijsou absolutni rozdily vstupnich
parametri mezi skupinami malé a tudiz pravdépodobné bez
klinické relevance.

ZHODNOCENi ['VJ(VZINNO,STI, TOLERANCE A VEDLEJ-
SICH REAKCI PRI PODANI ANTIPYRETIKA

Vzhledem k vyznamnym rozdiltim ve vstupnich kvalitativ-
nichznacich (vizvyse) mezijednotlivymiramenybylvlivjed-
notlivych preparatli na sniZeni teploty v Case testovdin pomo-
ci dvoucestné analyzy variance s testovanim vyznamnosti
interakce. Samostatny vliv kazdého 1éku na pokles teploty je
statisticky signifikantni (F=2,74), vliv1ékuse v riznych ¢aso-
vych intervalech méfeni teploty (tj. 0., 30., 60., 90. a 120. min.)
pritkazné 1i8il (F= 1,76).

Byl vypocitan rozdil mezi vychozi teplotou a teplotou v 60.
minuté po aplikaciléku, primérny pokles byl pak testovan jed-
nocestnou analyzou variance. Takto byly prokdzany signifi-
kantnirozdily v poklesech teplot (F = 3,83) mezi rameny stu-
die, pficemz nejvétsi pokles byl pozorovdn oproti v§em ostat-
nim skupindm po metamizolu 4 2500 mg (dle Fisherova LS D
testu mnohocetného porovndni) a nejmensi pokles, vyznamné
odlisny oproti ostatnim skupindm, byl prokdzdn po propace-
tamolu v dévce 1000 mg.

Dadle byl vytvofen novy kvalitativni znak pro pokles teplo-
ty v 60. minuté alesponi o 0,7 (C a ve 120. minuté alespon
o 1,3 °C. Tyto znaky byly ddle srovndvdny u jednotlivych
ramen chi-kvadrdt testem. Statisticky nejvyznamnéjsi pokles
byl po metamizolu 4 2500 mg a to v 60. i ve 120. minuté po
jeho aplikaci, nejméné vyrazny efekt byl po propacetamolu
4 1000 mg. Ptehledné jsou data zndzornéna v tabulce ¢. 3 a gra-
fuc. 1 ac. 2.

Dal§im sledovanym kriteriem byla tolerance prepardtu v pri-
béhu poddni a bezprostiedné po ném. Udaje poskytli pacienti
volbou ze $§kély: 1. zddné potize, 2. lokdlni potiZe (bolest Ci
paleni v misté vpichu), 3. celkové komplikace (du$nost, cefa-
lea, nausea...), 4. nelze urcit. Soucasné byli pacienti dotazo-
vani namiru ulevy po poddni antipyretika, opét volbou ze $kd-
ly: 1. Zddnd dleva, 2. mirnd, 3. znacn4, 4. nelze urcit (viz tabul-
ka¢.4agrafy¢. 3ac. 4).

VYSLEDKY DOTAZNIKU:

45 pacientdl ze studie bylo dotazovano, formou vybérovych
otdzek, na ndzory tykajici se subjektivniho prozivani horecky
avyznamu jejiho tlumeni. Celkem dotaznik obsahoval 10 ot4-

zek, véetné zdkladnich persondlnich tdaji, na které respon-
denti odpovidali anonyme. Podstatné zavéry uvadime:
Pacienti povazuji za horeCku minimadlni teplotu méfenou v pod-
pazi: 37 °Cv 13,3 %, 37,5 °C v 29 %, 38 °C a vice v 57,7 %.
Horecku shledali pacienti obecné pro lidsky organizmus za
velmi uzite¢nou v 6,7%, za spise uzite¢nou ve 22,2%, za spi-
$e Skodlivou 60,1%, nedokazali posoudit v 11,1%.

Pacienti sami by snizovali hore¢ku vzdy v 37,8 %, alespoii
nékdy v 60%, nikdy v 0 % a nedokézali se vyjadiit ve 2,2 %.
Pti teploté nad 38 °C by snizovali pacienti hore¢ku v 88,9%.
Pti vyskytu horecky mélo 100% respondentii néjaké obtize:
celkovou slabost udavalo 35,6%, myalgie a artralgie 37,6 %,
nechutenstvi s nauseou nebo zvracenim 17,8%, cefaleu ¢i
zdvraté 4,4 %, jiné obtize uvedlo 6,7 %

Po symptomatickém sniZzeni horecky pocitilo tlevu alesponi
mirnou 86,7 % pacientl (znaénou 26,8 %, sttedni 44,4 % a mir-
nou 15,5 %).

Diskuse:

Navzdory obecnému pojeti hore¢ky jako prospésné reakce
organizmu, hodnotime symptomatickou antipyretickou tera-
pii, alespon z hlediska onkologicky nemocnych, za pIné oprav-
nénou. Mirni nezddouci doprovodné piiznaky horecky: zvy-
Senou spotfebu kysliku, kterd je spojena s hyperventilaci
a naslednymi ztrdtami tekutin, sniZzuje zvySeny metabolicky
obrat, jehoz disledkem je katabolismus svalli a negativni dusi-
kovd bilance, déle tachykardii a zvySeny srde¢ni vydej, stejné
jako neurologické ptiznaky (zmatenost, delirantni stavy apod.)
(15,26). Navic, dle naSich vlastnich Setieni, pacienti povazu-
ji horecku za Skodlivou v 61%, a domnivaji se, Ze jeji snizeni
je prospésné v 90 % a dale snizeni horeckyjim v 87 % pfina-
§i pocit tlevy (viz vyse).

Z moznych antipyretickych prostiedkdi nepovaZzujeme
u nasich pacientd za vhodné veskeré fyzikalni metody, které
jednak zptsobuji diskomfort pacienti a navic sekundarné
vedou k reaktivnimu zvySeni teploty (10, 41). Kortikoidy
nejsou akceptovatelné pro jejich imunosupresivni a komplex-
ni metabolické u¢inky arovnéz kyselina acetylosalicylové pro
ireverzibilni blokddu trombocytdmi cyklooxygendzy a znac-
né riziko krvdceni. Prepardty typu indometacinu ze skupiny
NS A, maji pfili§ dlouhy biologicky polocas ati¢inek, ktery by
mohl tlumit hore¢ku pfili§ dlouho a tim zakryt dilezity dia-
gnosticky symptom.

Metamizol i diclofenac se jevily z téchto aspektd jako vhod-
né a byly osvédCené jak dle literdrnich sdéleni (8,2, 32), tak
i dle nasich vlastnich zkuSenosti. Oba prepardty maji vSak sva
rizika. Po poddni metamizoluje to tézkd az fatdlni agranulo-
cytdza, jejiz asociace bylajasné prokdzdna (29), ale povazu-
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Graf & 1: Dynamika poklesu télesné teploty ve stupnich Celsia v ¢ase po
poddni antipyretik
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Graf¢. 2: Rozdil v poklesu télesné teploty v 60. a 120. minuté po podani
antipyretika
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Graf¢. 3: Vyskyt nezddoucich reakci béhem podani 1éku
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je se za vzacnou (1,17). Diclofenac mize zplisobit krvacivé
komplikace, které jsou ale mnohem mirnéjs$i nez u kyseliny
acetylosalicylové ataké nezu jinych N S A (27). Dalsi nevy-
hodou diclofenacu jako i ostatnich N S A je ¢astd iritace GIT.
Navzdory vySe uvedenym rizikiim jsme u naSich pacienti
nepozorovali ani zhorSeni krvacivych projevi ani GIT-toxi-
citu, coz ov§em muze byt ddno masivni antiemetickou tera-
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Graf¢. 4: Mira subjektivni ulevy po podani antipyretika
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pii a korekci trombocytopenie v ramci 1é¢by zakladniho one-
mocnéni. Propacetamol se zdal byt vhodnou alternativou,
nebot neovliviiuje ani desti¢ky ani koagulaci, neposkozuje
krvetvorbu a rovnéz je stran GIT dobfe sndsen. Obavanym
rizikem je popisovand fatdlni hepatotoxicita, pozorovana
zejména po podani vysokéjednorazové davky. Dle literatury
je davka nad 150 mg/kg/24 hod (tj. asi 10-15 g za 24 hod) pro-
kazatelné toxicka, avSak ne smrtelnd, iumrti byla pozorovdna
po davkach vysSich nez 300 mg/kg/24 hod (38). Toto riziko
je v klinické praxi zanedbatelné, nebof bézné uzivané davky
jsou 1-2 g pro dosi (v piipadé propacetamolu je to dokonce
0,5-1g paracetamolu pro dosi) a frekvence poddni dosahuje
maximdalné 4-6x denné.

Podle naSich vysledki efekt jednotlivé davky je prokazatelné
horsiu propacetamolu 4 I00Omg, naproti tomu u metamizolu
42500mg je nejlepsi. Pokud se tyka vysledki jinych studii, 1ze
vcelku fici, ze za u¢inné jsou povazovany vSechny tii prepa-
raty, cozje v souladu i s naSimi zdvéry. Odli§né jsou ale
vysledky srovnavajici i¢innosti jednotlivych preparatii navza-
jem. Napftiklad studie, na souboru 150 déti s neonkologicky-
mi diagndézami, srovnavajici antipyreticky efekt paracetamo-
lu (50 mg/kg/24 hod, rozdélené 4 6 hod, tj jednoti, ddvka 1-
1,5g) a ibuprofenu (20 mg/ kg/24 hod, rozdélené 4 6 hod),
neprokdzala zddny vyznamny rozdil (28), zatimco podobnd
studie, u 127 neonkologickych pediatrickych pacientii, porov-
navajici efekt ibuprofenu v jednotlivé davce 5 a 10 mg/kg vs
efekt paracetamolu v jednotlivé davee 10 mg/kg (tj. asi 0,5-
lg) vs placebo, jasné zhodnotila ibuprofeniv davce 5 mg/kg
jako uc¢innéjsi nez paracetamol, i ten vS§ak mél signifikantné
vétsi efekt nez placebo (43). Zavislost velikosti i¢inku na ddv-
ce ui.v. paracetamolu (Pro-Dafalgan 15 a 30 mg/kg) byla hod-
nocena na souboru 24 onkologicky nemocnych déti, pticemz
se vys$8i davka jevila ucinnéjsi, ale rozdil nebyl statisticky
vyznamny (33). V nasi studii jsme naopak prokdzali vyznam-
né rozdilny efekt mezi odpovidajicimi ddvkami propacetamo-
lu (viz vyse). Nutno poznamenat, Ze pii podani propacetamo-
lu 42000 mg byli pozorovany lokalni nezddouci reakce téméf
vyhradné po i.v. injekcich, po infuzni aplikaci (ke které jsme
z tohoto diivodu pozdéji ptistoupili) se vSak prakticky nevy-
skytly. Tato zkuSenost nebyla vSak statisticky zpracovana.

Diclofenac a metamizol byly v jedné srovnavaci studii (sou-
bor 20 déti ve véku 3-8 let, diclofenac supp. 4 25 mg vs meta-
mizol supp. 4 350 mg) hodnoceny jako stejné efektivni (2),
avSak v jiné pediatrické studii (122 déti ve véku 0,4-10 let)



srovndvajici metamizol vs diclofenac (1 mg/kg) vs paraceta-
mol byl pozorovan signifikantné vétsi a rychlejsi efekt po dic-
lofenacu (8). Diclofenac u¢inné snizil hore¢kuiv mnohem niz-
§i jednotlivé davce (0,2 mg/kg i.v.) neZ standardné uzivané
(amp. 4 75 mg,tj. asi Img/kg pro dosi), coz publikoval Pesen-
ti (32).

Uleva navozend symptomatickym sniZzenim horecky byla
pozorovdna minimélné u 82 % pacientli, pficemz alespoti 18%
pocitovalo zna¢nou tlevu a to i u nejméné efektivniho prepa-
ratu. I kdyz celkovy diskomfort pacienta provadzejici horecku
miZe byt Castojedinou indikaci symptomatické antipyretické
1é¢by, jsou k dispozici jen ojedinélé prace zabyvajici se zhod-
nocenim ulevy navozené antipyretiky. V dostupné literatuie
byla nalezena data, kterd jsou v souladu s naSimi vySe uve-
denymi vysledky napf., McIntyre ve srovndvaci studii ibup-
rofen vs paracetamol zhodnotil mimo jiné zménu v klinickém
stavu déti po podéani antipyretika jako celkové zlepSen (28).
Dalsi prace hodnotila tlevu navozenou poddnim paracetamo-
Iu rovnéz u détskych pacientli a v antipyretické indikaci: zfe-
telné byla zlepSena aktivita a bdélost déti, ale ndlada, uleva,

Literatura

1. Adam D., Stankov G.: Treatment of fever in childhood. EurlJ. Pediatr.1994;
153: 394-402.

2. Armelini P. A.: Study comparing the antipyretic potency of diclofenac

potassium and dipyrone magnesium in children. Invest. Med. Im.(Mex.) 1984;

11:126-129.

. Bertini R., Grossi E., Rapazzini P.: Diclofenac sodium versus acetylsalicylic
acid: a randomized study in febrile patients. J. Int. Med. Res. 1986; 14:95-100.

. Bock H. E.: Fieberzustinde-diagnostische und therapeutische Problematik.
Med. Welt. 1989; 40:1109-11.

5. BrownR.D., WilsonlJ. T.: Quantification of Fever. Clin. Pediatrics 1992:228-
229.

. Brtlck K.: Fieber-biokybernetische Vorstellungen und neurophysiologische
Grundlagen. Med. Welt 1989; 40:1112-19.

. Burke M., Merdler C: Thermometry. In Isaac B, Kernbaum S, Burke M. eds.
Unexplained Fever. Boca Raton, Florida: C R C Press Inc, 1991; 33-39.

. Cedrato A. E., Passarelli I., Cimollini L.: Comparison ofthe antipyretic effect
of a single dose of dipyrone, paracetamol and diclofenac resinate. A multicenter
clinical trial. Medicina (RA). 1989; 49:635-636.

9. Coceani F,, Lees J., Redford J.: Interleukin-1 receptor antagonist: effectiveness
against interleukin-1 fever. Can. J. Physiol. Pharmacol. 1992; 70:1590-1596.

10. Drwal-Klein L. A., Phelps J:. Antipyretic therapy in the febrile child. Clin.
Pharm. 1992; 11: 1005-1021.

11. Eskerud J. R., Hofvedt B. O., Laerum E:. Fever: Knowledge, Perception and
Attitudes. Results from a Norwegian Population Study. Family Practice 1991;
8:32-36.

12. Fischler M. P., Reinhart W. H.: Fieber: Freund oder Feind? Schweiz. Med.
Wochenschr 1997; 127:864-870.

13. GewirtzA. M., Schick B.: Platelet Production and Function. In Colman W ,ed.
Hemostasis and Thrombosis, Philadelphia J.B. Lippincott Company, 1994:694-
5.

14. Graham N. M., Burrel C. J., Douglas R. M.: Adverse effects of aspirin,
acetaminophen, and ibuprofen on immune function, viral shedding and clinical
status in rhinovirus-infected volunteers. J. Infect. Dis. 1990,162:1277-82.

15. Greisman S. E.: Cardiovascular Alterations During Fever. In Mackowiak PA ed.
Fever: Basic Mechanisms and Management, New York: Raven Press, 1991:
143-165.

16. Hibberd P. L., Rubin R. H.: Fever in Immunocompromised Host. In Mackowiak
PA, ed. Fever: Basic Mechanisms and Management, New York: Raven Press,
1991: 197-218.

17. Kaufman D. W., KellyJ. P., Levy M.: The Drug Etiology of Agranulocytosis
and Aplastic Anemia, New York Oxford University Press, 1991:170-203.

18. Kernbaum S.: Unexplained Feverin the Immunocompromised Patient. In Isaac
B, Kernbaum S, Burke M, eds. Unexplained Fever, Boca Raton, Florida: CRC
Press Inc, 1991:355-64.

19. Klein N. C, Cunha B. A.: Treatment of fever. Infect. Dis. Clin. North. Am.,
1996;10:211-216.

20. KlugerM.J.: Fever Revisited. Pediatrics, 1992; 90: 846-850.

21. Kluger M. J., Kozak W., Conn C. A.: The adaptive value of fever. Infect. Dis.
Clin. North. Am. 1996; 10:1-20.

22. Kozak W., Fever: A possible strategy for membrane homeostasis during
infection. Perspective in Biology and Medicine 1993; 37:14-34.

&~ W

- o

=3

chuf k jidlu byly bez vyznamného efektu oproti podanému
placebu (23).

Zéavér:

Z naseho Setfeni vyplyva, Ze nejucinnéjsi antipyreticky efekt
mé metamizol 4 2500 mg, nejslabéji plisobi propacetamol
4 1000 mg. Diclofenac 4 75 mg, metamizol 4 1000 mg a pro-
pacetamol 4 2000 mg jsou zhruba stejné¢ ucinnd antipyretika.
Mezi rliznymi ddvkami jak propacetamolu tak i metamizolu
byl prokdzan signifikantni rozdil. Uleva po poddni antipyreti-
ka byla statisticky vyznamné po poddni kazdého preparatu,
avsak mezi rameny studie neni v tomto ohledu rozdil. Tole-
rance testovanych 1ékl byla signifikantné odli$nd, nejlépe tole-
rovanym byl metamizol 4 2500 mg i 1000 mg a diclofenac,
nejvice nezddoucich uéinkt bylo pozorovéano po podani pro-
pacetamolu 2000mg (ve form¢ intravendzni infekce).

Z klinického pohledu se domnivdme, Ze v symptomatické
1é¢bé horecky, navzdory prokdzanym rozdilim v ulinnosti,
1ze Uspésné pouzit v§echna uvedend antipyretika s vyjimkou
propacetamolu 4 1000 mg.

23. Kramer M. S., Naimark L. E., Roberts-Brauner R: Risks and benefits of
paracetamol antipyresis in young children with fever of presumed viral origin.
Lancet 1991; 337:591-4.

24. Leathermanl]J. W., Schmitz P. G., Fever: Hyperdynamic Shock, and Multiple-
System Organ Failure (A pseudo-sepsis syndrome associated with chronic
salicylate intoxication). Chest 1991; 100:1391-96.

25. Mackowiak A. P., Fever: Blessing or Curse? Unifying Hypothesis. Ann. Intern.
Med. 1994; 120:1037-1040.

26. Mackowiak P. A., Wasserman S. S., Levine M. M.: A Critical Appraisal of
98,6(F, the Upper Limit of the Normal Body Temperature, and Other Legacies
of Carl Reinhold August Wunderlich. JAM A 1992; 268: 1578-1580.

27. Matzke G. R.: Nonrenal Toxicities of Acetaminophen, Aspirin, and
Nonsteroidal Anti-inflamatory Agents. Am. J. Kidney Dis. 1996; 28, Suppl.l:
63-70.

28. Mclntyre J., Hull D.: Comparing efficacy and tolerability of ibuprofen and
paracetamol in fever. Arch. Dis. Child. 1996; 74:164-167.

29. Mihajlovic G.: Recall of metamizole from the market in countries with modern
pharmacotherapy. Srp. Arh. Celok. lek. 1996; 124:44-46.

30. O'Donnell O., Axelrod P., Fisher C: Use and Effectiveness of Hypothermia
Blankets for Febrile Patients in the Intensive Care Unit. Clin. Inf. Dis. 1997; 27:
1208-13.

31. Payan D. G.: Nonsteroid analgetics. In Katzung BG ,ed. Basic and Clinical
Pharmacology, 5" ed., San Francisco: Prentice Hall International Inc, 1994:
511-35.

32. Pesenti A., Riboni A., Basilico E.: Antipyretic therapy in ICU patients:
evaluation of low dose diclofenac sodium. Intensive Care Med. 1986; 12: 370-
373

33. Reymond D., Birrer P., Liithy A. R.: Antipyretic effect of parenteral
paracetamol (propacetamol) in pediatric oncologic patients: A Randomized
Trial. Ped. Hematol. Oncol. 1997; 14: 51-57.

34. RoachlJ. A., Stacey B.: Acetaminophen toxicity. Orthop.Nurs. 1997,16:49-55.

35. Rosenthal T. C, Silverstein D. A.: Fever. What to do and what not to do.
Postgrad. Med. 1988; 83:75-84.

36. Saper C. B., Breder C. D.: The Neurologic Basis of Fever. New Eng. J. Med.
1994; 330:1880-86.

37. Schachter J.: Fever in Oncology. In Isaac B, Kernbaum S, Burke M, eds.
Unexplained Fever., Boca Raton Florida: C R C Press Inc, 1991; 381-5.

38. Shan F. Paracetamol: When, Why and How Much. J. Ped. Child Health 1993;
29: 84-85.

39. SheneplJ. L., AdairJ. R., Hughes W. T.: Infrared, Thermistor and Glass-mercury
Thermometry for Measurement of Body Temperature in Children With Cancer.
Clin. Ped. 1991; Suppl. April: 36-41.

40. Small R. E.: Diclofenac sodium. Clin. Pharm. 1989; 8:545-58.

41. Styrt B., Sugarman B.: Antipyresis and fever. Arch. Intern. Med. 1990; 150:
1589-97.

42. Vargas R., Maneatis T., Bynum L.: Evaluation of the Antipyretic Effect of
Ketorolac, Acetaminophen, and Placebo in Endotoxin-Induced Fever. J. Clin.
Pharmacol. 1994; 34:848-853.

43. Walson PD, Galletta G, Braden NJ. Ibuprofen, acetaminophen and placebo
treatment of febrile children. Clin. Pharmacol. Ther. 1989; 46:9-17.

44. Wehmeier A., Kliche K. O.: Fieber: Ausdruck der zytokinvermittelten
Abwehrreaktion, Dtsch. Med. Wschr.1992; 117:1105-110.

KUNICKAONKOLOGIE 12 6/ 205
mm



CYTOMEGALOVIROVA INFEKCE U DETIi SE ZHOUBNYM NADOROVYM
ONEMOCNENIM: OD SEROLOGIE K PRUKAZU VIROVE DNA.

CYTOMEGALOVIRUS INFECTION IN CHILDREN WITH CANCER:
FROM SEROLOGY TO VIRAL DNA DETECTION.

MICHALEKJ.', HORVATH R, BENEDIK J.;, HRSTKOVA H ..’

' Détskdinterni aonkologickd klinika, Fakultni nemocnice Brno;
2 . 3 v, . 7 ’ v 7 . .
Genetickd laboratof, Centrum kardiovaskuldrni a transplantaéni chirurgie, Brno.

Souhrn: Cytomegalovirova infekce u déti se zhoubnym nadorovym onemocnénim: od sérologie k prikazu virové DNA.
Vychodiska: Cytomegalovirova infekce je jednou z pfi¢in morbidity a mortality u déti 1é¢enych pro zhoubné nadorové one-
mocnéni. V posledni dobé se v diagnostice CM V vedle sérologického vySetfeni stdle Castéji uplatiiuje vysoce citiiva a rychld
metoda polymerazové fetézové reakce (PCR). Typ studie a soubor: Sérologickymi metodami (IgG, I1gM - proti CMV) bylo
testovano 186 déti s leukémii, solidnimi nadory, lymfomem nebo histiocytézou. Z toho 70 pacientu bylo vySetfovano meto-
dou PCR na piitomnost cytomegalovirové DN A v krvi. Vysledky sérologického i PCR vysetieni byly hodnoceny semikvan-
titativné. Metody a vysledky: Sérologickymi metodami nebyly nalezeny vyznamné rozdily v promofenosti C M V mezi onko-
logickymi pacienty v dobé stanoveni diagndzy a zdravou kontrolou. Promofenost onkologickych pacientli po 1é¢bé byla ve
srovnani s kontrolnim souborem vyznamné vyssi (p < 0,01). V pribéhu protinddorové 1écby byl zaznamendn signifikantni
nartist promoienosti C M V. Vysledky detekce CM V D N A metodou PCR z plné krve se senzitivitou 98,4% velmi dobfe rozli-
Suji mezi symptomatickou infekci a asymptomatickou perzistenci viru. PCR pozitivni byli vS§ichni symptomaticti pacienti
(18/18), ale pouze jeden z 62 zdravych kontrol. PCR pozitivita byla detekovana v 1-5 tydennim pfedstihu pied pozitivitou séro-
logickou. Zdvéry: Detekce C MV infekce metodou PCR zpfesiiuje diagnostiku potizi nezndmé etiologie u imunosuprimova-
nych détskych pacienti a zlepSuje moznostijejich terapie.

Kli¢ovaslova: Cytomegalovirus, PCR, onkologie, diagnostika

Summary: Human Cytomegalovirus Infection in Children with Cancer: From Serology to Viral DN A Detection.
Background: Cytomegaloviral infection is an important cause of morbidity and mortality in children treated for cancer.
Recently, rapid and highly sensitive polymerase chain reaction (PCR) has been used in the diagnostics of such infections.
Design and subjects: A group of 186 children with leukemia, solid tumors, lymphoma or histiocytosis were tested serologically
(CMV-1gG, IgM) and 70 of them were tested for CMV DNA in blood, both semiquantitatively. Methods and results: No
significant difference in seropositivity was found between healthy controls and cancer patients at the beginning of treatment.
At the end of anticancer treatment, the seropositivity of cancer patients was significantly higher than in healthy controls
(p <0,01), suggesting a high rate of C M V infection during anticancer treatment. The results of PCR detection of CM 'V (with
98.4% sensitivity) correlates with clinical symptoms of infection. A1l symptomatic patients (18/18) and only one of 62 healthy
controls were PCR positive. Furthermore, the PCR positivity was detected 1-5 weeks before detection of seroconversion.
Conclusions: Detection of CMV DNA by PCR improves the diagnosis of complications of unknown origin in children with
cancer and offers the possibility of their treatment.

Key words: human cytomegalovirus, PCR, oncology, cancer, diagnostics

Uvod

Onkologicky pacient je imunosuprimovan samotnym nadoro-
vym procesem a nasledné pak jesté jeho 1é¢bou, ¢imz je vysta-
ven zvySenému riziku oportunni infekce (1). Jednou z pficin
morbidity a mortality pacientd 1é¢enych pro zhoubné nddoro-
vé onemocnéni, zejména pii pouziti intenzivnich rezimu pro-
tinddorové 1é¢byje cytomegalovirus (CM V) (2-5).
Promoienost dospélé populace cytomegalovirem se pohybu-
je kolem 70%. Primdrni infekce probihéd vétSinou asympto-
maticky v détstvi a virus pak ziejmé perzistuje v hostiteli az
do konce Zivota (6). Méné casto mize C M V infekce probihat
pod obrazem syndromu infekéni mononukleézy. Pfi CMV
infekci v téhotenstvi mtize dojit k pfenosu infekce na plod
a ke vzniku kongenitdlni C M V infekce provdzené mentdlni
retardaci, mikrocefalii, slepotou a hluchotou (6). U imuno-
suprimovanych pacientii byva C M V infekce Casto provdzena
intersticidlni pneumonii, hepatitidou, esofagitidou, gastroen-
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terokolitidou, dfeflovou aplazii, encefalitidou a chorioretiniti-
dou (3-7). Pacienti po transplantaci kostni dfen¢ nebo orgd-
nové transplantacijsou nejvice ohrozeni pneumonitidou, kte-
rajesté pred 10 lety byla z 80% letélni (8). Pacienti s rozvi-
nutym AIDS trpi ¢asto C MV kolitidou, chonoretinitidou
apostizenim CN S (6,7).

Stanoveni diagnézy C MV infekce u imunosuprimovanych
pacienti je na zdkladé samotného klinického pozorovani prak-
ticky nemozné, nebof klinické projevyjiné oportunni infekce
mohou byt velmi podobné (2,5). Proto je nutné potvrdit kli-
nické podezieni laboratornimi vySetfenimi, kterd vedou ke spo-
lehlivému urCeni ptislusného infekéniho agens. Laboratorni
diagnostika virovych infekci, zejména u imunosuprimovanych
jedincl je vSak velmi obtiznd, coz miZe byt také jednim z
diivodd malé znalosti ilohy virt pfi komplikacich u onkolo-
gickych pacientti. Doneddvna byla virologickd diagnostika
omezena na metody sérologické a kultivaéni. Sérologicka



vySetfeni jsou viak zatiZena vysokym rizikem fale3n¢& nega-
tivnich vysledkid v diisledku nedostatené tvorby specifickych
protilatek pfi poSkozeni imunitniho systému hostitele béhem
protinidorové 1é¢by. Navic, u malych déti pfed3kolniho v&ku,
je tvorba protildtek v priib&€hu akutnf virové infekce ve tfid&
IgM nedostatednd nebo zcela chybi (6,7,9). Jindy naopak
muZeme dostat fale¥né& pozitivni vysledky na zdklad& zkfiZe-
né reaktivity, zejména mezi riznymi herpetickymi viry (6).
Kultiva¢ni vySetfeni je velmi pracné a zdlouhavé a nehodi se
k diagnostice akutné probihajici infekce (10). Zavedeni tech-
niky “shell-vial assay” sice podstatn& zkrétilo délku kultiva-
ce, senzitivita tohoto vySetfeni je v¥ak stile nedostate¢na
(10,11).

Nast&sti s rozvojem molekuldrni biologie se od pocatku 90.
let rychle rozviji i diagnostika vird, pouZivajici metody poly-
merizové fetézové reakce (PCR), kterou lze prokazat p¥itom-
nost virové DNA v jakémkoliv biologickém materidlu (15,22,
23). Posledni zkuSenosti ukazuji, Ze pfi srovnani detekce cyto-
megalovirové DNA v plasmé& metodou PCR (PCR z plasmy),
detekce cytomegalovirové DNA z plné krve nebo z leuko-
cyti periferni krve (PCR z plné krve nebo leukoDNAemie)
a detekce antigenemie (pfitomnost virové specifickych anti-
genil v krvi, napt. ¢asného antigenu CMV matrix pp65), nej-
1épe koreluje s klinickou symptomatickou CMYV infekciuimu-
nosuprimovanych pacienti po transplantaci kostni dfené, &i po
organové transplantaci nalez virové DNA v plné krvi, nebo v
leukocytech periferni krve (10,12,13). Dal3i vyhodou PCR
detekce virové DNA je jeji rychlost a vysok4 citlivost vySet-
feni, kterd v indikovanych p¥ipadech umoZiiuje v€asné zah4-
jeni protivirové 1é¢by a tim dosaZeni jeji vy33i d¢innosti.
Diagnostiky s vyuZitim metody PCR bylo pouZito v kombi-
naci se sérologickym vySetfenim i ve zde pfedkladaném sou-
boru détskych onkologickych pacient, ktefi byli 1é¢eni kon-
ven¢ni protinddorovou 1é€bou bez transplantace kostni dfené,
¢i perifernich kmenovych bun&k, nebot dosud nebyla publi-
kovéana prace, kterd by se v tomto rozsahu zabyvala pribéhem
CMYV infekce u t€chto pacientii.

Cil préce

Cilem préce je porovnat citlivost a specificitu stanoveni CMV
infekce u onkologickych détskych pacientit metodami imuno-
logické detekce protilatek a detekci CMV DNA v krvi paci-
entll a ukazat pfednosti druhé z uvedenych metod pro v&as-
nou detekci nebezpefi CMV nemoci.

Metody

Hodnoceny soubor obsahoval 186 déti ve v€ku od 4 mésicii do
18 let, z toho 101 chlapci a 85 divek 1é¢enych na 1. Dé&tské
interni a onkologické klinice Fakultni nemocnice Bmo od &erv-
na 1993 do z4fi 1998 s diagnézami: leukemie, véetn€ myelo-
dysplastického syndromu, 77 déti (41,4%), solidni nddory 58
déti (31,2%), lymfomy 42 déti (22,6%) a histiocytozy 9 déti
(4,8%) podle aktuélnich 1é€ebnych protokolit BFM (Berlin-
Frankfurt-Miinster), SIOP (International Society of Pediatric
Oncology) a POG (Pediatric Oncology Group) pouZivanych
pediatricko-onkologickymi pracovi§ti zipadni Evropy
a U.S.A. Soubor 186 pacientil byl roz¢lenén do 4 v€kovych
kategorii: 0-2 roky (25 pacientit), 2-6 let (49 pacientii), 6-12
let (52 pacientt) a 12-18 let (60 pacientil). Soubor 116 paci-
entl léCenych od roku 1993 do z4fi 1996 byl vySetfen retro-
spektivné sérologicky na pfitomnost specifickych protilatek
proti CMV ve tfid¢ IgM a IgG metodou ELISA (9). Soubor 70
pacientil 1é€enych od fijna 1996 do z4fi 1998 byl vySetfen pro-
spektivng sérologicky stejné jako v retrospektivnim souboru
a nove& byla zavedena metoda PCR k diagnostice pfitomnosti
cytomegalovirové DNA v plné krvi.

Metoda PCR spotivala v detekci specifické cytomegalovi-
rové DNA ve vzorku plné krve. V pfipadé stfedni a silné pozi-
tivity (n4lezu minimaln& 102 kopii CMV v 1jig izolované DNA
z plné krve) bylo provedeno také vySetfeni 100ul plasmy pro

prikaz volnych virovych &astic v plasmé (14,15). Sérologic-
ké vySetfeni CMV a vy3etfeni metodou PCR od svého zave-
deni bylo provddéno u viech sledovanych pacientii:

— v dobé stanoveni onkologické diagn6zy;

— pfi klinickém podezfeni na infekci CMV kdykoliv v priibg-
hu protinddorové 1€¢by;

— v dob€& ukonceni protinddorové 1€¢by.

Do souboru vy3etfovanych pacient nebyli zahrnuti pacienti,
ktefi podstoupili transplantaci kostni dfené ¢i perifernich kme-
novych bunék.

Klinické podezfeni na infekci virem CMV v priib&hu proti-
nadorové 1é¢by bylo vzneseno na zaklad& klinickych &i labo-
ratornich zndmek vyskytujicich se pfi CMV infekci: hore¢-
ka bez znamek bakteridlni ¢i mykotické infekce, protraho-
vané subfebrilie, lymfadenopatie, hepatosplenomegalie,
hepatopatie, protrahované aplazie kostni dfen€, lymfopenie,
atypické lymfocyt6za, atypick4 pneumonie a nebakteridlni
gastroenteritida, pokud nebyla nalezena jina pficina t€chto
obtiZi. Hodnoceni sérologického i PCR vy3etfeni bylo pro-
vadé€no semikvantitativn€: + pozitivita odpovidala slabé séro-
logické pozitivit& a ndlezu pod 102 kopii CMV (v 1ug DNA
izolované z plné krve), ++ pozitivita odpovidala stfedné sil-
né sérologické pozitivit® a nalezu 102 - 104kopii CMV v Iug
DNA izolované z plné krve), +++ pozitivita odpovidala sil-
né sérologické pozitivité a nilezu vice neZ 104 kopii CMV
(v1lpugDNAizolovanéz plnékrve). Naobr. 1 je uk4zka ana-
lyzy 5 pacientli pomoci digitalni kamery Ultralum a softwa-
re Scion Image.

Jako kontrolni pro sérologické vy3etfeni slouZil soubor 318
déti a adolescentt ve v€ku od 4 mé&sici do 18 let a 165 dospé-
Iych ve véku od 19 do 78 let. Metodou PCR bylo vy3etfeno 62
d&ti a adolescentii ve véku od 4 mésici do 18 let. U viech t&ch-
to osob bylo hlavnim dtvodem odbéru krve jiné vySetfeni a tyto
vy3etfované osoby nejevily v dob& odb&ru zndmky ani akut-
niho hore¢natého ani infek&niho onemocnéni.

Pro statistické zpracovéni bylo pouZito McNemarova testu a 2
testu (16).

Obr. 1. Ukézka semikvantifikace pozitivnich vysledki PCR detekce CMV
Drahy 1 — 5 pacienti s vyznaenou intenzitou zachytu

Drahy 6 — 9 Fedici fada kontrolniho plazmidového konstruktu (hodnoty
udévaji po€et kopii virové DNA v 1 (g lidské DNA izolované z plné krve,
tedy asi 3 x 10° leukocyti)
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Obr. 2: Promorenost virem CMV podle véku.

*(p<0,05),** (p<0,01): statisticky vyznamny rozdil na 5%, resp. 1%
hladin& vyznamnosti mezi souborem pacientdi v dob& ukon&enf protin-
dorové 16¢by (v legendé oznateno “po 16&b&”") a souborem zdravych, viko-
v& odpovidajicich kontrol (“zdrav4 kontrola”).

*(p<0,05), * (p<0,01): statisticky vyznamny rozdil na 5%, resp. 1%
hladin€ vyznamnosti mezi souborem pacientti v dobé& stanoveni onkolo-
gické diagnozy (v legend€ oznadeno “pi diagn6ze™) a souborem pacien-
ti v dobé ukon&eni protinddorové 16&by.

Na ose x jsou zndzornény jednotlivé v&kové skupiny (v&k v letech) viet-
né kontrolni skupiny zdravych dosp&lych. Na ose y je procentuslng zn4-
zorn&na sérologicka pozitivita CMV ve tfid& IgG.
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Obr. 3: Promoi'enost virem CMYV podle diagnézy.

# (p<0,01): statisticky vyznamny rozdil na 1% hladin& vyznamnosti
mezi souborem pacientd v dobg stanoveni onkologické diagn6zy (v legen-
d& oznateno ,,CMV pfi dg.“) a souborem pacientii v dob& ukon&eni pro-
tinddorové 16¢by (v legend& oznageno ,,CMV po 16b&“). Na ose x jsou
znézorn&ny jednotlivé skupiny pacientd podle diagnéz: leukémie (77 paci-
entit), lymfomy (42 pacientit) a solidni nadory (58 pacientil). Na ose y je
procentualné znizorn€na sérologicka pozitivita CMV ve tfidg IgG.

Vysledky

Sérologické vySetieni

Nejprve byla srovndvana se zdravou kontrolou promofenost
virem CMYV na ziklad& sérologické pozitivity ve tfid& IgG
u populace déti se zhoubnym nddorem v dobé stanoveni onko-
logické diagndzy, tj. pfed jakoukoliv onkologickou lé&bou,
a poté v dob& ukonceni komplexni protinadorové 16¢by.
Vysledky tohoto sledovéni pro jednotlivé v&kové kategorie
ukazuje obr. 2. Z obrézku je zfejmé, Ze v dob& stanoveni dia-

gnozy zhoubného nddoru u déti nenf statisticky vyznamnych

rozdild v promofenosti virem CMV ve srovnani se zdravou
kontrolou v 74dné v&kové kategorii. Viechny v&kové kate-
gorie jsou viak statisticky vyznamné& vice promoteny virem
CMV v dobé ukonceni protinddorové 1é&by neZ pted jejim
zahdjenimv dobé stanoveni onkologické diagnézy (p <0,01).
Kromé v&kové kategorie 12-18 letych je také vyznamny roz-
dil v promotenosti CMV mezi kontrolnim souborem a sou-
borem 0-2letych (p < 0,05), 2-6letych a 6-12letych (p < 0,01)
po skonCeni 1é¢by. Promofenost d&tské populace po 16&b&
zhoubného nédoru se tak ve viech v&kovych kategoriich blii
promofenosti dospé&lé populace.

Pfi rozd€leni pacientti podle jednotlivych diagnéz (obr.3) je
ve viech tfech skupindch pacientt s leukémiemi, lymfomy
i solidnimi n4dory patrny signifikantni nérfist promofenosti
CMV (charakterizovany pfitomnosti protilatek ve tfid& IgG
proti CMV) v pritb¢hu protinddorové 1é¢by (p < 0,01).
Nejmarkantné&jii je tento nariist u pacientd s - leukémii. Skupi-
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na histiocytéz nebyla pro maly potet pacienti statisticky hod-
nocena.

Hodnocena byla také pozitivni sérokonverze (pacient CMV
IgG negativni v dobé stanoveni onkologické diagnézy, u kte-
rého doglo po 16¢bé k CMYV IgG pozitivit&, aniZ by prob&hia
infekce byla klinicky zaznamenéna) a negativni sérokonverze
(pacient CMV IgG pozitivni v dobg stanoveni onkologické
diagnézy, ktery je ddle CMV IgG i IgM negativni). K pozi-
tivni sérokonverzi do3lo u 46 (27,4%) pacientfi, k negativni
sérokonverzi v priibéhu Iéby dolo u 11 (5,9%) pacientti a v
dobe ukondeni 1é¢by u 3 (1,6%) pacientii. V dobé stanoveni
onkologické diagn6zy byla sérologicky zjist&na recentni CMV
infekce u 1 pacientas leukémii. V priib&hu protinddorové 16&-
by pak bylo zachyceno 7 pacienti (2 s leukémii, 1 s histio-
cytézou L. tfidy, 1 s nonhodgkinskym lymfomem a 3 se solid-
nim tumorem) se sérologicky potvrzenou recentni CMV infek-
¢i. V laboratornim nalezu se pom&rné &asto objevovala lym-
fopenie, nizky pofet CD4 pozitivnich lymfocyth
a “pfevraceny” pomér CD4/CD8, tj. meni neZ 1,0.

VySetifeni metodou PCR

Vy3etfeni na pfitomnost specifické cytomegalovirové DNA z
plné krve bylo provedeno opakovan& u viech 70 pacientii v
prospektivnim souboru a u 62 zdravych kontrol. Celkem bylo
vySetfeno 215 vzorki krve onkologickych pacientt, tedy pril-
mérné 3,07 vzorku na jednoho pacienta a jednorszové 62 vzor-
ki kontrolniho souboru. Vysledky shrnuje tab.1. Z tabulky je
zfejmé, Ze nastavend senzitivita metody PCR, kter4 &ini 98,4%,
velmi dobfe odrd#f rozli¥eni mezi symptomatickou infekci
a asymptomatickou perzistenci CMV. Pouze v jednom pfi-
padg z 62 zdravych kontrol byla nalezena ptitomnost CMV
DNA v krvi, zatimco jeho pfitomnost byla potvrzena u viech
18 symptomatickych onkologickych pacientii. Z t&chto 18
PCR pozitivnich pacienti mé&l pouze jeden pacient s leukémii
pozitivni na +++ zjidt&nou akutni virémii (virovd DNA i v
plazmg), zatimco u 17 ostatnich se jednalo o nilez cytomega-
lovirové leukoDNAemie. PCR pozitivnich bylo v dobé sta-
noveni onkologické diagn6zy 5 pacientil s leukémii a 1 paci-
ent s histiocytézou IL tfidy. V prib&hu protinidorové ié&by
byla pfitomnost CMV DNA v krvi zji§t&nau 4 pacientiis leu-
kémif, u2 pacients non-hodgkinskym lymfomem au 7 paci-
enti se solidnim tumorem, pfi¢em? 1 pacient s leukémii mél
reaktivaci CMV infekce v priib&hu protiniddorové 168by.

Srovndni sérologického a PCR vySetieni

Srovnéni sérologického a PCR vySetfeni na CMV je uvedeno
v tab. 2, kterd ukazuje rozdily mezi retrospektivnim souborem
pacient vySetfenym pouze sérologicky a prospektivnim sou-
borem vySetfenym jak sérologicky, tak metodou PCR. Z tabul-
ky jednozna¢né& vyplyva, Ze pouZiti metody PCR k detekci
CMYV DNA v prospektivnim souboru vyrazng pfispélo k objas-
néni pficin symptomatické CMV infekce. Pfi srovnéni pro-

Tab. 1: Semikvantitativni hodnoceni PCR pozitivnich vySetfeni na pti-
tomnost cytomegalovirové DNA v plné krvi a plasmé& onkologickych paci-
entl a zdravych kontrol.

Stupett pozitivity PCR* Pacienti Zdravé kontrola
- (n=170) (n=62)
+ (pod 102 kopii viru) 16 1
++ (102-10* kopii viru) 7 0
+++ (nad 10* kopif viru) 1 0
viremie (PCR pozitivita ve 100 pl plasmy) 1 0
Celkovy potet PCR pozitivnich vzorki 25 1
Pocet PCR pozitivnich jedinct 18 (25,7 %) 1(1,6%)

* Uv4dén je stupeii pozitivity zachytu cytomegalovirové DNA v 3x10°
leukocytech periferni krve. Ciselné hodnoty v tabulce uvadi;ji potty pozi-
tivnich vzorkd krve a plasmy krom¢ posledniho ¥4dku, kde je udn podet
pacientd, resp. zdravych kontrol, s PCR pozitivnim nélezem cytomegalo-
virové DNA.,



Tab. 2: Srovnéni retrospektivniho a prospektivniho vysetfeni déti se
zhoubnym nddorem

Sledovand charakteristika s uvede- | Celkem + Retrospektivné¢ | Prospektivné
nim poétu pozitivnich pacientii 1993-1998 1993-1996 1996-1998
(v zdvorkach je uveden udaj v pro- | (n = 186) (n = 116) (n =70)
centech)

Pozitivni sérokonverze* 46 (24,7 %) | 32 (27,6 %) 10(14,2%)
Negativni sérokonverze po 16¢bé 3(1,6%) 1 2
Negativni sérokonverze

v priibéhu 1é¢by 1165,9%) 6 3
Dokumentovand symptomaticka

CMYV infekee (sérologicky a/nebo | 25 (13,4 %) 7(6%) 18(25,7%)
PCR)

Celkovy pocet laboratorné zjisté-

nych symptomatickych a asympto-| 71 (38,2 %) | 39 (33,6 %) 28(40%)
matickych C M V infekci**

*Ve skupiné ,,pozitivni sérokonverze" jsou zahrnuti pouze pacienti, kte-
i nejsou ve skupiné ,,dokumentovand symptomatickd C M V infekce"

** Jednd se o soucet ,,pozitivni sérokonverze" a ,,dokumentované symp-
tomatické CMV infekce"

spektivniho a retrospektivniho souboru se prokdzalo vyrazné
zvySenipoctu pacientii s PCR a sérologicky dokumentovanou
symptomatickou C M Vinfekci. Naopak ubylo pacientli s pozi-
tivni sérokonverzi, tedy téch, u kterych C M V infekce probé-
hla asymptomaticky a nebo nebyla v prubéhu protinddorové
1é¢by zachycena.

Potvrdila se i vysokd predikéni schopnost P CR detekce, kterd
umoziuje zachytit C M Vinfekci o nékolik tydnti diive, nez se
projevi prvni klinické i sérologické piiznaky. VSichni pacien-
ti v prospektivnim souboru, ktefi méli sérologicky prokaza-
telnou C M Vinfekci bylijiz vdobé o 1 - 5 tydnt dfive PCR
pozitivni na pfitomnost CM V DN A v krvi.

Klinicky priabéh CMV infekce

Laboratorné byla C M V infekce zjisténa celkem u 71 (38,2%)
pacientli, z toho dokumentovana C M V infekce sérologicky,
nebo P CR metodou byla celkem u 25 (13,4%) pacientt. U 6
pacientli v dobé stanoveni onkologické diagndzy, u 18 paci-
entl v pribéhu protinddorové 1é¢by a u 1 pacienta v dob¢ sta-
noveni onkologické diagndzy s reaktivaci v pribéhu 1é¢by.
Nejcastéji se C MV infekce objevovala bezprostiedné po pro-
béhlém bloku protinddorové chemoterapie. Manifestovala se
protrahovanymi febriliemi nebo subfebriliemi nereagujicimi
na poddni antibiotik aantimykotik, negativnimi bakteridlnimi
a mykotickymi ndlezy z hemokultur, nizkymi hodnotami C-
reaktivniho proteinu (markerd bakteridlni infekce), protraho-
vanou nezvykle dlouhou a tézkou aplazii kostni dfené i pies
podavani ristovych faktorl granulocyte, hepatopatii a gastro-
enteritidou. C M V pneumonie nebyla v nasem souboru proka-
zana, i kdyz ujednoho pacienta s leukemii, ktery prodélaval
oboustrannou bronchopneumonii v leukopenickém obdobi
v priubéhu protinddorové 1é6¢by byla PCR zachycena CM V
D N Avkrvi. Diagnostickd bronchoalveolarni lavaz vSak neby-
la provedena, pacient mél tfi dny poté pozitivni bakteriolo-
gicky ndlez a po nasazeni antibiotik doslo k ustupu broncho-
pneumonie.

Tézky prubéh C M V infekce s protrahovanou aplazii kostni
diené, hepatitidou a nédslednou bakteridlni sepsi méli 3 paci-
enti s vyraznym deficitem buné¢né imunity s absolutnim
poctem CD4+ lymfocytd v periferni krvi niz§im nez 200
x 10°/1. U pacientii s ndlezem ++ nebo +++ PCR C M Vpozi-
tivity také ¢asto dochdzelo k téZkym bakteridlnim a mykotic-
kym infekcim, které probihaly soucasné nebo nasledné po
C M Vinfekci.

Rozhodovani o 1é6¢bé C M V infekce ganciklovirem bylo pro-
vadéno v retrospektivnim souboru na zdkladé klinického pri-
béhu infekce a sérologického vysetieni prokazujiciho recent-
ni C M Vinfekci. Vprospektivnim souboru byli ganciklovirem
1é¢eni pouze symptomaticti pacientis P CR pozitivitouna ++,

respektive +++. U pacientii s pozitivitou na+byl pribéh infek-
ce pribézné monitorovan opakovanym P C R vysetfenim jeden-
krat tydné a v ptipadé¢ kvantitativné prokazaného nartistu C M V
D N A v krvi byla zahdjena 14 denni protivirové 1é¢ba gancik-
lovirem v dévce 2 x Smg/kg denné. Pribéh infekce byl sledo-
van do ustupu klinickych potizi a do vymizeni P CR pozitivi-
ty 1 x tydné. Vysledky 1é¢by ganciklovirem u détskych onko-
logickych pacientli budou ndmétem samostatného sdéleni.

Diskuze

Diagnostika cytomegalovirové infekce u imunosuprimova-
nych pacientd je zna¢né obtiznd. Klasické metody sérologic-
ké a kultivacni jsou zatizeny zna¢nym rizikem fale$né nega-
tivnich vysledki (2-7). Zjisténi nizké uspésnosti zaichytuC M V
infekce sérologicky u imunosuprimovanych détskych onko-
logickych pacientli potvrzuje také nase studie. V retrospek-
tivnim souboru, kdy laboratorni diagnostika byla zaloZzena pou-
ze na sérologickych testech, bylo zachyceno mnohem méné
symptomatickych infekci nez v prospektivné sledovaném sou-
boru a zdichytu C MV D N A pomoci PCR. Je viak tfeba zdii-
raznit, zZe sérologické vySetfeni u détskych pacientid 1é¢enych
standardni protinddorovou l1é¢bou bez zaclenéni transplanta-
ce kostni dfené ma naddle zdsadni vyznam v dobé stanoveni
onkologické diagndézy a v dobé ukonceni protinddorové 1é¢-
by, kdy tvorba protilatek neni uméle ovlivnéna. Ukazuje se, Ze
vice jak jedna tfetina (38,2%) déti prodélavd béhem protini-
dorové 1écby C M V infekci, takze pojejim skonceni se pro-
mofenost vylécenych pacientli blizi promofenosti dospélé
populace.

Tato skute¢nostje nepochybné zpiisobena zvySenym rizikem
C MV infekce béhem imunosupresivni protinddorové 1é¢by
a také opakovanymi pievody krevnich derivatli, které i pfes
Cisténi deleukozitaénimi filtry mohou obsahovat malé mnoz-
stvi potencionalné infikovanych leukocytii. Stdlo by za tva-
hu, zda tedy neprovadét rutinni kontrolu krevnich derivatli na
pritomnost herpetickych virti pomoci PCR v ptipadech, kdy
jsou poddvany imunosuprimovanym pacientiim.

V priibéhu protinddorové 1é¢by, zejména v leukopenickém
obdobi, kdy dochdzi k nejvyraznéjSimu oslabeni imunitni-
ho systému, je tvorba specifickych protilditek opozdénd, nebo
zcela chybi. Podobnad situace je popisovand u pacientl po
transplantaci kostni diené nebo po organové transplantaci,
kdy dochdazi k silné imunosupresi a protilaitkovou odezvu
nelze oc¢ekavat (3,7,8). DalSim faktorem, ktery se podili na
faleSné negativnich sérologickych vysledcich je vék paci-
entl. Zejména u kojencl a batolat do 2 let véku je nedosta-
te¢na tvorba specifickych IgM protilatek a odhaleni akutni
C M Vinfekce je u nich zna¢né obtizné (9). Na zéklad¢ téch-
to skute¢nosti, které potvrzuje i ndmi vySetfovany retro-
spektivni soubor pacientl, jsme v prospektivnim souboru
zatadilivySetfovani C M VD N A zkrve velmi citlivou meto-
douPCR. Hlavnivyhodou této metody, kterd je tispéSné pou-
zivana k detekci C M V infekce u pacientl po transplantaci
kostni diené, orgdnové transplantaci a pacienti s AIDS
(10,12,13,15), je vedle vysoké sensitivity a specificity také
rychlost vySetfeni, coz umoznuje v pfipadé potfeby zahdje-
ni protivirové 1é¢byjiz za nékolik hodin po odbéru biolo-
gického materidlu. Srovnani retrospektivniho a prospektiv-
niho souboru ukazuje podstatné vyss$i zdchyt symptomatic-
ké C M V infekce s vyuzitim P CR metody. Nartst zdchytu
symptomatické C M V infekce jde na vrub sérologicky zjis-
tované pozitivni sérokonverze. Ve vétsing ptipadii byl PCR
pozitivnindlez potvrzen se zpozdénim 1 - 5 tydnt také séro-
logicky.

Klinickypribéh C M Vinfekce uimunosuprimovanych paci-
entl Ize velmi obtizné odlisit od jinych virovych, bakteridlnich
nebo mykotickych infekci, které navic mohou probihat sou-
bézné. O to vétsi vyznam ma nalez specifické D N A daného
infekéniho agens. Pti testovani korelace mezi klinickymi pii-
znaky C M Vinfekce a PCR ndlezem C M V D N A vleukocy-
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tech nebo plasmé, byla u pacient po transplantaci kostni dfe-
né ¢i organd nejvétsi shoda pii testovani leukocytt (10,12).
Tuto zkusenost mtizeme potvrdit i v nasem souboru, kdy vsich-
ni klinicky symptomatiéti pacienti byli pozitivni ze vzorku
z pIné krve, zatimco pouze jeden mél soucasné zjisténou CM V
DNA v plasmg.
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V prvé sekci je pouze jedna prace zabyvajici se nomenklaturou a klinickymi
aplikacemi nddorové cytogenetiky. Je pojedndno o chromosomdlnich abnor-
malitdch u hematologickych malignit a malignich lymfoproliferativnich one-
mocnéni, o cytogenetice solidnich nddord a molekuldrni cytogenetice karci-
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environmentdlnich faktori. Pfimé antivirové terapie miZze postihnout virové
faktory v transformaci bunék a dovolit profylaktickou 1é¢bu infikovaného paci-
enta za u¢elem zabrdnéni potencidlni malignité. Kapitoly ve ¢tvrté ¢4sti o mole-
kuldrnich zdkladech hematologickych malignit se tykaji chronické a akutni
myeloidni leukemie, chronické a akutni lymfoidnl leukémie a lymfoma fady
TaB.
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Zavér

Zavérem lze tedy shrnout, Ze PCR detekce cytomegalovirové
DNA v krvi a ostatnich vzorcich biologického materidlu u imu-
nosuprimovanych pacientli mize vyrazné zpiesnit diagnosti-
ku potizi neznamé etiologie s nejednozna¢nou symptomato-
logii a zlepsit tak moZnosti jejich terapie.
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Nejrozséhlejsi je sekce s 12 pojedndnimi o molekuldrnich zdkladech solidnich
nddorti zahrnujicimi nddory mozku (se zamé&fenim hlavné na astrocytomy),
nddory prsu, kolorektdlni tumory, endokrinni nddory, hepatoceluldmi karci-
nomy, nadory plic, melanomy, nddory pankreatu a prostaty, epitelidlni nddo-
ry vajeénfki, nddory ledvin, sarkomy. Skladba kapitol neni p¥ili§ jednotna;
zatimco napf. v kapitole o nddorech plic je text rozdélen do odstavcti o klinic-
kém projevu, molekuldrni patogenezi a klinickych aplikacich, kapitola o sar-
komech je ¢lenéna do téchto ésti: epidemiologické a histopatologické uvahy,
dédi¢né syndromy spojené se sarkomy, environmentdlni faktory a sarkomy s
genetickymi alteracemi fizeni bunééného cyklu. Tematikou poslednich dvou
Casti jsou dédiéné nddory (neuroflbromattiza typu 1, retinoblastom, Wilmsiv
tumor, ataxie - teleangiektazie aj.) a genova terapie (Ié¢ba akutni promyelocy-
tdmi leukémie, terapeuticky potencidl inhibitorii Ras a inhibice rakovinnych
genil). Konstatuje se, Ze o uspésné genové terapii se dosud nedd hovotit. Pomo-
ci soucasnych technologii! se zatim nedaii dosahnout obnoveni funkce tumor-
supresorovych genti v kazdé nddorové butice. Uspé$néjsim postupem se zdéd
byt inhibice funkce onkogeni malymi molekulami, jeZ blokuji receptory pro
ristové faktory. Klinicky vyzkum vénuje zna¢nou pozornost zlepSovani imu-
nogenicity celobunéénych vakcin genetickym inzenyrstvim.

Text doprovdzeny vystiznymi ilustracemi a rozsahlymi tabulkami ptindsi vytec-
ny pfehled dulezitych molekuldrnich objevii v oblasti tumorigeneze a celko-
vého pokroku v usili o vyvoj genovych lé¢ebnych metod, jez by mohly byt
zatazeny do spektra rutinné provadénych protinddorovych postupl. Jednd se
o dilo velmi uZite¢né pro onkology a hematology ve vyzkumu i klinické pra-
Xi, pro studenty a ti¢astniky postgradudlniho vzdélavani. Na knize 1ze obdivo-
vat jak vysokou odbornou tirovei, tak i pfehledné uspotadani - to je ov§em cha-
rakteristické i pro ostatni publikace vyddvané nakladatelstvim Martin Dunitz.
Pro uzivatele prvniho vydani z r. 1995 je dulezitd informace, Ze druhé vydani
bylo podstatné novelizovdno a roz§iieno.

Adresa nakladatelstvi: Martin Dunitz Ltd, The Livery House, 7-9 Pratt Stre-
et, LondonNW | LondonNW1 OAE, UK. V.H.



ENDOVASKULARNI BRACHYTERAPIE - PRVNI TECHNICKE ZKUSENOSTI
ENDOVASCULAR BRACHYTHERAPY - EARLY TECHNICAL EXPERIENCES
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Souhrn: Cévni restendzy jsou souCasnym velkym problémem 1é€by cévnich stenéz pomoci stentli a balonkové angloplastlky
Toto sdéleni seznamuje s moZnosti endovaskuldrni brachyterapie v prevenci cévnich resten6z a zvefejfiuje prvni zkuSenosti s
timto zptisobem aplikace brachyterapie v nasi republice. Od biezna 1998 do ¢ervence 1998 byla na Klinice radioterapie a onko-
logie ve spolupraci s intervencnimi radiology, gastroenterology a angiology aplikovana endovaskuldmi brachyterapie 2 pa-
cientlim s restendzou arteria poplitea a 3 pacientlim s transjugularnim intrahepatdlnim portosystémovym zkratem. Endo-
vaskularni brachyterapie byla vSem pacientiim aplikovana vysokym davkovym ptikonem automatickym afterloadingem pfi-
strojem Gammamed 12i. Bylo aplikovano jednordzové ozaieni stenotického tiseku cévy davkou 12 Gy ve 3 mm od osy. Doba
polécebného sledovani ¢inila 82-159 dni. Ozéafeny usek cévy byl sonograficky vySetien u vSech pacientti. U 1 pacienta se
vyskytla restendza v 1é¢eném tseku cévy 71 dni po aplikaci endovaskuldmi brachyterapie transjugularniho portosystémové-
ho zkratu. VSichni ostatni pacienti byli béhem doby polécebného sledovani bez restendzy. Nase zkuSenost v souladu s litera-
turou prokazuje, ze endovaskulami brachyterapie je bezpe¢nou, pro pracovisté radia¢ni onkologie vybavené automatickym
high dose rate afterloadingovym systémem, technicky schtidnou a pacienty dobie tolerovanou metodou. Nepozorovali jsme
zadné nezadouci ucinky souvisejici s endovaskuldmi brachyterapii.

Kli¢ovéslova: cévni restendzy, endovaskuldmi brachyterapie, afterloading, Iridium 192.

Summary: Vascular restenoses are a current problem in the treatment of vascular stenoses with stents and balloon angioplasty.
This article introduces the possibility of endovascular brachytherapy in the prevention of vascular restenoses and describes the
first experiences in this way of application of brachytherapy in the Czech Republic. Between March 1998 and July 1998 at the
Department of radiotherapy and oncology in collaboration with interventional radiologists, gastroenterologists and
angiologists we performed endovascular brachytherapy in 2 patients with restenosis of arteria poplitea and 3 patients with
transjugular intrahepatic shunt. Endovascular brachytherapy was performed in all patients with a high dose rate automatic
afterloading machine Gammamed 12i. We used a single fraction dose of 12 Gy given 3 mm from the source axis in the stenotic
vessel segment. Follow-up time ranged from 82-159 days. The irradiated vessel segment was examined by ultrasound in all
patients. In 1 patient, restenosis occured in the treated vessel segment 71 days after endovascular brachytherapy of transjugular
intrahepatic shunt. A1l other patients were.without restenosis in the irradiated vessel segment during the follow-up time. Our
experience in accordance with the literature shows that endovascular brachytherapy is a safe (for departments of radiation
oncology equipped with high dose rate afterloading system), technically feasible, and well-tolerated method. Radiation-
associated side-effects were not notable.

Key words: vascular restenosis, endovascular brachytherapy, afterloading, Iridium 192.

Uvod

Cévni restendzy jsou soucasnym velkym problémem 1é¢by
cévnich stenéz pomoci stentu a balénkové angioplastiky
(1,2,6,7). Ptes vyvoj novych metod v 1é¢bé cévnich stendz
arestenoz (stenty, smérovand ¢i extrak¢ni aterektomie, rotac-
ni ablace, laser, genova terapie a dalsi) je pocet restendz neu-
nosné vysoky: 35-40% (2). Jednim z moZnych, v soucasné
dobé intenzivné studovanych, zplsobl 1é¢by je endovasku-
larni brachyterapie (BRT). Endovaskulami BRT znamenad
lokédlni ozafeni lumina stenotického tseku cévy. Jedna se
onovou, rychle se rozvijejici metodu na pomezi radia¢ni onko-
logie, interven¢ni radiologie, radiobiologie, fyziky, inter-
venéni kardiologie, angiologie, cévni chirurgie a nefrologie
(1,6). Ptedpoklddanym mechanismem Gi¢inku prevence reste-
n6z v ozdfeném useku cévy je inhibice hyperplazie intimy:
inhibice proliferace bunék hladké svaloviny a bunék pojivo-
vé tkan¢ (1,4). Endovaskulami BRT muze byt aplikovana
kovovym vodi¢em se zdrojem gama zafeni na distdlnim kon-

ci (Iridium 192) ¢i balénkem naplnénym roztokem obsahuji-
cim beta zati¢ (napf. Yttrium 90) ¢i zavedenim kovového radio-
aktivniho cévniho stentu napf. impregnovaného beta zaficem
(Fosfor 32).

ca

Cilem endovaskuldmi BRT je inhibice restenézy ozateného
useku cévy, prevence komplikaci zplisobenych restendzou
a snizeni poCtu jinak nutnych intervenénich vykoni na cévé
(6), coz muze vést i ke skuteé¢nym tisporam ndkladi na zdra-
votni péci (7).

Soubor pacientu

Na Klinice radioterapie aonkologie byla od biezna 1998 do
cervence 1998 ve spolupraci vySe uvedenych 4 oddéleni
ozafena cévni restendza celkem 5 pacientim (1 Zené a 4
muzim): 2 pacientlim s restendzou periferni arterie - v obou
piipadech arteria poplitea vpravo a 3 pacientdm s restend-
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zou TIPS (transjuguldrni intrahepatdlni portosystémovy
zkrat). Primérna doba polé¢ebného sonografického sledo-
vani ozafeného useku cévy ¢inila 82-159 dni.

Charakteristiky aplikaci:

pristroj: Gammamed 12i

zdroj zateni: Iridium-192

celkova davka: 12 Gy ve 3 mm od osy

jednotliva davka: 12 Gy ve 3 mm od osy

step distance: 5 mm

primérnd aktivni délka aplikdtoru: stendza arteria poplitea
vpravo (2 pacienti): 10,5 cm (10-11 cm)

sten6za TIPS (3 pacienti): 11 cm

lumen aplikatoru: katetr o priméru 6 Frenchi

Metody:

V nasem souboru nemocnych jsme po pfedchozim schvaleni
Etickou komisi Lékatské fakulty a Fakultni nemocnice
v Hradci Krélové zvolili nédsledujici indikace endovaskuldr-
ni BRT:

1/ Indikace endovaskulami B RT periferni cévy:

restendza indikovand k P T A (perkutdnni translumindlni angi-
oplastice)

veék starsi 55 let

bez piedchoziho ozafovani v 1é¢ené oblasti cévy

pacientem podepsany informovany souhlas s 1é¢bou.

2/ Indikace endovaskulimi BRT TIPS (transjugularniho
intrahepatalniho portosystémového zkratu):

restendza zkratu indikovand k dilataci TIPS
pokrociléjaternionemocnéni:ChildBaC

pacientem podepsany informovany souhlas s 1é¢bou.
Lécéebny postup endovaskulami BRT stenézy periferni
cévy &i TIPS:

Na Vazografickém pracovisti Radiodiagnostické kliniky je stan-
dardnim zptisobem provedena P T A ¢i dilatace TIPS a hepari-
nizace. Po PTA ¢i dilataci TIPS je ponechan centra¢ni katétr
v misté cévni stendzy. Pacient je s timto zavedenym centra¢nim
katétrem ptfevezen na Kliniku radioterapie a onkologie. Zde je
za asistence intervenénflio radiologa do centraénflio katétru zave-
den endovaskuldmi katétr (se zaslepenym distdlnim koncem)
a nasledné markrovnik, provedeny centraéni snimky v ortogo-
nélniprojekci na C - rameni ¢i simuldtoru aurcen cilovy objem
adavka. Poté je provedena jednordzové aplikace BR T H D R dav-
kou 12 Gyve 3 mm od osy zafice, pfistrojem Gammamed 121i.
Po ozéfeni je katétr interven¢nim radiologem vytazen a pacient
je prevezen na LInterni kliniku, kde je monitorovén zplisobem
obvyklym jako po PTA ¢i dilataci TIPS. Pro Kliniku radiotera-
pie a onkologie se jednd o ambulantni vykon.

Vysledky

U v8ech pacientiibyla provedena polé¢ebna sonografickd kon-
trola ozafeného tiseku cévy. U 1 pacienta byla pii sonografic-
kém vySetieni (dne 30.6.1998) zjisténa restendza TIPS po 71
dnech od endovaskulami BRT.

Literatura:
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U ostatnich 1é¢enych pacient nedoslo béhem doby poléceb-
ného sledovani k restendze.

Doba polécebného sledovani:

pacient poendovaskulami B R T arteria poplitea vpravo: 82 dni
bez restendzy,

pacientka po endovaskuldmi B R T arteria poplitea vpravo: 159
dni bez restenozy,

pacient po endovaskuldami BRT TIPS: 84 dni bez restenodzy,
pacient po endovaskulami BRT TIPS: 120 dni bez restendzy.
Nepozorovali jsme zddné komplikace souvisejici s endova-
skulami BRT. Doba hospitalizace takto 1é¢enych pacientii
nebyla delsi nez po standardni P T A ¢i dilataci TIPS.

Diskuse:

Prvniklinickd studie zabyvajici se endovaskulami B R T a sou-
¢asné studie s nejdelsi dobou polécebného sledovani je studie
Schopohl B. etal. (5). Vtéto studii bylaendovaskulami BRT
aplikovana 28 pacientim od kvétna 1990 do Cervna 1996 auto-
matickym afterloadingem vysokym davkovym piikonem
(HDR) Iridium-192 davkou 12 Gy ve 3 mmod osyv 1 frakci.
Délka polécebného sledovani ¢inila 8-71 mésicti. Lécbabyla
hodnocena jako u¢innd, bezpe¢na a technicky proveditelnd.
Nebyly pozorovany zadné vedlejsi icinky. Klinickou studii
s nejvétsim souborem pacientii Ié¢enych endovaskuldami BRT
je studie Nori D. et al. (3), ve které bylo 1é¢eno 175 pacientl
se stenozou periferni cévy a 70 pacientl se stendzou rendlni
arterie endovaskuldmi BRT automatickym afterloadingem
H DR Iridium-192 dédvkou 12 Gy ve 3 mm od osy v 1 frakci.
Lécbabylahodnocenajako icinnd, bezpec¢nd a technicky pro-
veditelnd. Prospektivni randomizovanou dvojité slepou studii,
kterd prokdazalaklinickoudc¢innost endovaskuldmi BR T je stu-
die SCRIPPS (Scripps Coronary Radiation to Inhibit Prolife-
ration post-Stenting). V této studii byla aplikovdna endova-
skuldmi BR T 26 pacientim manudlnim afterloadingem (Iri-
dium- 192) a 29 pacientim bylo aplikovdno placebo. Restend-
za byla pozorovana pouze u 16,7% pacienti po aplikaci
Iridia-192 vs. 53,6% pacientt po aplikaci placeba.

Stejné jako ve vySe uvedenych studiich, jsme i v nasi nemoc-
nici zahdjili 1é¢bu cévnich resten6z metodou H D R afterloa-
dingu Iridium-192. Na$e zkusSenosti odpovidaji literdrnim tida-
jim o bezpecnosti endovaskulami BRT.

Zavér:

Endovaskulami BR T je technicky schiidnd a je pacienty dob-
fe tolerovana. Nebyly pozorovany zadné kratkodobé nezadouci
ucinky souvisejici s ozafenim stenotického tseku cévy. Dél-
ka polécebného sledovani naseho souboru nemocnych je rela-
tivné kratkd, k vyhodnoceni efektu je nutné dlouhodobé sle-
dovani a vétsi soubor pacientli. Endovaskulami BR T nepro-
dluzuje dobu hospitalizace ve srovnani se standardni PTA ¢i
dilataci TIPS. Cilem sdélenije sezndmeni pracovist radia&n{
onkologie s moznosti endovaskuldami BRT, kterad rozsifuje
moznosti brachyterapie a zvetejnéni prvnich zkusenosti s tou-
to metodou 1é¢by v nasi republice.

5. Schopohl B., Liermann D,, Pohlit L.J., etal.:'’* Irendovascular brachytherapy for
avoidance of intimal hyperplasia after percutaneus transluminal angioplasty and
stent implantation in peripheral vessels: 6years of experiences, Int. J. Radiat. Oncol.
Biol. Phys., 1996, vol.36, No.4: 835-840

6. Waksman R ng S.B., Crocker I.R. et al.: Vascular brachytherapy, Nucletron
B.V.,The Netherlands, I996.

7. Weintraub W.S.: Evaluating the cost of therapy for restenosis: considerations for
brachytherapy, Int. J. Radiat. Oncol. Biol. Phys., 1996, vol. 36, No. 4: 949-958.
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AKTUALNI TEMATA HORMONALNI REGULACE
NADOROVEHO RUSTU

42 6™ International Congress on Hormones and Cancer, Jerusalem,
Israel, 5.-9.9.1999

J. ZALOUDIK
Univerzitni onkologické centrum Brno

Vniméni sv&ta jako ploché desky s nebem shora a peklem
vespod bylo b4jené svou jednoduchosti a pfehlednosti. Také
onkologii si Ize usnadnit rozd€lenim nadori na hormonélné
dependentni a independentni, s pozitivitou a negativitou hor-
monélnich receptorf, odpovidajici a neodpovidajici na hor-
mondlni 16¢bu. Svét je nast&sti sloZit&ji a také pojem hormo-
nélni regulace nadord se stiva mnohem Sir§im neZ jak byl done-
d4vna interpretovan. Nejde jiZ pouze o zdvislost nadoru prsu,
prostaty a endometria na i¢incich endogennich nebo terapeu-
tickych pohlavnich hormoni nebo antihormonalnich zésahii
a prostfedki. V jistém smyslu je kaZdy nador hormonalng
dependentni. Klasické pojeti hormont jako endokrinnich pro-
dukti Z14z s vnitfni sekreci je dopliiovan celou fadou regula-
torti produkovanych parakrinn€ ¢i autokrinné na mistni tka-
fiové trovni nebo nadorem samotnym, af jiZ jde o cytokiny,
ristové faktory nebo biologicky aktivni metabolity mastnych
kyselin. K samotné produkci hormonu endokrinni Z14zou pfi-
stupuje vyznamnd modulace jeho ¢inku v cilové tkani nebo
dokonce alternativni produkce nadorovou tkéni . To je tfeba
pfipad aromatizové aktivity n&kterych karcinomi. Rozhodu-
jici pro koneény efekt je oviem vzajemné provéazanost recep-
torovych systémf, vyména informaci mezi signaly z mem-
brénovych a nuklearnich receptorii (crosstalks) a mechanismy
zajiStujici transkripci pisluinych geni jako integral viech
za&astnénych signall.

Regulace genové traskripce je v soucasnosti hlavnim téma-
tem hormonilni regulace nadorového riistu. Individualita
jedince i nddoru, syntéza specifickych struktur i spust&ni uréi-
tych funkei jsou podminény spusténim komplexi a kombina-
ci genli. Podle zékladniho dogmatu molekuldrni genetiky
museji byt tyto geny z DNA pfepsény (transkribovany) do
RNA a poté teprve realizovany v podob€ nove syntetizované-
ho proteinu. Regulace transkripce je tedy klicovou oblasti
bun&&né fyziologie i patologie a viech jejich aplikaci v¢etn&
endokrinologie a onkologie. Hormony a jejich receptory jsou
v regulaci transkripce faktory vyznamnymi, zdaleka v3ak ne
jedinymi. Jednou z nejzkoumangj§ich oblasti jsou crosstalks
¢ili komunikace mezi signalizaci pfed4vanou pfes membra-
nové a jaderné receptory, mimo jiné tfeba vztahy mezi regu-
laci riistovymi faktory a pohlavnimi hormony. Zjednodu3ené
je vzajemné propojeni receptorovych signdlu podilejicich se
na regulaci transkripce zndzornéno na pfipojeném schématu
( Chambon, Francie ) (obr.1).

Pozornost je v&novéna také koaktivdtorim a korepresorim
hormondlni regulace transkripce (Parker, USA). Jsou zkou-
many u¢inky nové tfidy koaktivétori steroidnich receptort
SRC1-3 a SRA (O’Malley, USA). Koaktivétory a korepreso-
ry funguji jako rovnovaZné komplexy regulacnich faktori, kte-
1é jsou nazyvany koregulatorsomy. Ruzné koregulatorsomy
maji odli¥nou afinitu k riznym receptortim a v fad& pfipadi se
pfimo podileji na regulaci mechanismi v linii receptor — pro-
motor — transkripce — specifick4 funkce v cilové tké4ni. Situa-
ce miiZe byt oviem dale komplikovana existenci vice promo-
torti pro spusténi transkripce jednoho genu jako je tomu v pii-
pad& genu pro estrogenovy receptor alfa, kdy ze dvou promo-

torti se vyrazn&ji uplatiivje vliv vzdalen&jiiho promotoru B,
zéroveit viak jde o pom&rné instabilni oblast vstupujici do dal-
Sich interakci ( Hayashi, Japonsko). Spolu s transaktivacnimi
mechanismy jsou takto d4ny divody pro zna¢nou fenotypic-
kou a funk¢ni diverzitu hormonalnich receptord i v rimci jed-
noho onemocnéni. Praktickym disledkem miiZe byt také sku-
te€nost, Ze i¢inky tamoxifenu se diametrdlng 1i3i u fenotypu
ER+/PgR+ a ER-/PgR+. Zatimco u ER+/PgR+ funguje tamo-
xifen jako typicky antagonista estrogenni stimulace, v pfipa-
d& ER-/PgR+ neni net&inny & indiferentni, jak bychom ole-
kavali, nybrZ stava se neZadoucim agonistou stimulujicim
nadorovou proliferaci (Becker, Belgie). Receptorovou pod-
statu maji také u&inky karcinogennich polycyklickych halo-
genovanych uhlovodiki, které se vaZouna AhR (arylovy recep-
tor), jehoZ signél je zprostfedkovan specifickymi transkrip¢-
nimi faktory TFIIB a TFIIE (Jalaquier, Francie). Ekotoxikolo-
gie a mechanismy kancerogeneze se tak dostivaji do oblasti
podobnych & shodnych s regulaci transkripce G¢inky hormo-
nil a nejsou spojeny pouze s pfimym toxickym vlivem a mole-
kulu DNA jak se dfive soudilo.

Obr. 1: Pienos signaki a regulace transkripce.
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Dal3im aktuilnim tématem je heterogenita steroidnich recep-
tord. Po progesteronovych receptorech typu A aB je v posled-
nich letech v€novéna pozornost také estrogenovym recepto-
riim alfa a beta. Jde o dva geneticky odli¥né receptory. ER alfa
je k6dovan genem na chromosomu 6 a sestdva z 595 amino-
kyselin, zatimco ER beta o 530 aminokyselin4ch je k6dovan
samostatnym genem z chromosomu 14. Struktura obou recep-
torovych molekul je oviem podobna s doménou C vaZici DNA
doménou E a obvyklym alfa helixem 12 spojenym s aktivac-
ni funkci typu 2. (Alfa helix 12 je konzervovany dsek spolec-
ny pro viechny jaderné receptory, ktery prodél4va konformacni
zmény v souvislosti s aktivaci.) Vyznam objevu ER beta pfed
n&kolika lety je znadny. Pfedevsim jde o receptor s vyraznou
afinitou k fytoestrogentim (Genistein aj.). Exprese ER betabyla
nalezena v ledvinich, tlustém stfevu a buiikdch hladké svalo-
viny cévni stény. Pfitomnost ER beta v cévni stén& miiZe sou-
viset s ochrannym d¢inkem estrogent na kardiovaskularni
systém. Vyskyt ER alfa i beta v riznych proporcich v mozko-
vé kiiZe, hypothalamu, oviem i v ganglich mozkového kmene
otevira prostor pro $ir§i pochopeni neurohumoralnich regula-
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ci. ER beta se nachdzi hojné také v tkdni prostaty a pfipisuje
se mu spoluucast v rozvoji prostatické hyperplasie. Zd4 se, ze
ER beta je na rozdil od ER alfa pfitomen ve vétsiné, ne-li
u vsech, karcinomd prsu. To podporuje hypotézu, Ze estro-
genni receptoryjsou v podstaté stabilnim fenotypickych zna-
kem vSech karcinomu prsu ( Robertson, Br.J.Cancer, 1996).
ER beta je patrné vyhodnéjsi cilovou strukturou pro antihor-
monalni [é¢bu karcinomu prsu. Kromé Castéjsi exprese, je jim
zprostiedkovand stimulace piimd, zatimco v pfipad¢ ER alfa
probiha za spoluti¢asti nékterych ristovych faktorti. Oba recep-
tory jsou aktivovany bud vazbou ligandu (estrogenu) na domé-
né E ( aktivaéni funkce 2.typu, AF2) nebo fosforylaci domén
A/B (aktivaéni funkce 1. typu, AF1).

Funkci jednotlivych steroidnich receptorti 1ze v soucasnosti
studovat i izolované, a to na mysich, jimz byl gen pro dany
receptor genetickou manipulacivytazen. Jde o takzvané knock-
out mysi. Existuji tedy my$i AERKO (alfa estrogen receptor
knock-out), BERK O (beta estrogen receptor knock-out), ale
i ARKO (androgen receptor knock-out) a dalsi (Korach,USA).
I ptes nastup celé fady selektivnich inhibitori (moduldtorii)
estrogenovych receptori (SERM) nejen ze skupiny tripheny-
etylenovych latek typu tamoxifenu, toremifenu ¢i droloxife-
nu, nybrz benzothiophrent jako raloxifen, benzpyreni S ER M
HJ a 57050 ¢i ¢istych steroidnich antiestrogend jako ICI 182780
(Faslodex), zlstava pozice tamoxifenu v klinickych aplika-
cich ukarcinomu zatim neotfesena. Diivodem je zejména sku-
te¢nost, Ze neni mozno v kratké dobé opakovat celou fadu stu-
dii v komparaci s tamoxifenem na tak ¢etnych souborech, aby
se prokdzaly drobné rozdily spocivajici vice nez v samotném
protinddorovém efektu ve snizeni rizika nezddoucich kardio-
vaskuldrnich ucinku, sniZeni rizika indukovaného karcinomu
endometria a podobné. Jde totiz o komplikace malocetné a pri-
kaz rozdilu bude vyZadovat mnohatisicové soubory (Howell,
UK). Ani u¢inky tamoxifenu samotného vsak nejsou dosud
dostateéné objasnény. Kromé kompetitivni inhibice na estro-
genovém receptorll tamoxifen také rusi stimulaéni uc¢inky est-
radiolu naprodukci VE G F a tedy nddorovou neoangiogenezu
(Bogin, Izrael). Estrogeny zvySuji v nddorovych buikdch
expresi Fas ligandu (FasL), coz mé za dusledek spusténi apo-
ptézy a zanik infiltrujicich lymfocytt v nddoru, které jsou vyba-
veny Fas receptorem. Tamoxifen expresi FasL v nddorovych
buiikdch sniZuje a zasahuje tim pfiznivé také do interakci imu-
nitnich a nddorovych bunék (Mor, USA). Zajimava je také
otazka rezistence nddori vii¢i tamoxifenu. Vzhledem k tomu,
7e 40-60% nadort rezistentnich k tamoxifenu stéle exprimu-
je estrogenové receptory (ER+), nejde o selekci bunék s nega-
tivnimi receptory jak se pfedpoklddalo. V mechanismu rezi-
stence se spiSe uplatiiuje zména reakce na zprvu inhibi¢ni sig-
nal, aktivace transkripce, aktivai acetylace histonii acetylt-
ransferdzami a podobné. Je pfitom klinicky varujici, Ze ndrdst
rezistence na tamoxifen nemusi byt spojen se ztratou jeho ucin-
ku, nybrz sjeho konverzi z antagonisty v agonistu. Neu¢inny
tamoxifen mize byt tedy v medikaci i nebezpeény. Disociace
ucinku tamoxifenu uzivaného v adjuvanci a zdroven substitu-
cijako HRT se muze projevit snizenim rizika osteopordzy,
avSak zdroven stimulacnimi ucinky v endometriu a vaskuldr-
nini systému. Tato disociace nebyla dosud pozorovéna u ralo-
xifene

V klinickych studiich hormonoterapie se stdle vice projevuje
usili podrobngji stratifikovat soubory podle prediktori léceb-
ného efektu. Nestor organizace kontrolovanych klinickych stu-
dii a feditel projektu NS A B P Bernard Fisher shrnuje svoje vice
nez Ctyficetileté zkuSenosti se zdvérem, Ze klinické trialy sice
prisp€ly nalezeni statisticky optimalizovanych lé¢ebnych postu-
pu, to v§ak neznamend, Ze jde o postupy optimalni pro kazdého
jednotlivého pacienta. Je naptiklad ziejmé, Ze dlouhodoba che-
moprofylaxe karcinomu prsu tamoxifenem po provedené 1¢¢bé
mize byt zdivodnénd a UspéSnd predevsim vjasné definované
skupiné vyssiho rizika s mutacemi v BR C A genech a s proka-
zanym ndlezem atypické duktdlni hyperplasie ¢i dokonce CLIS
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nebo DCIS vmlad§im véku. Tamoxifenjejiz pokldddn za ticin-
nou alternativu bilaterdlni profylaktické subkutdnni mastecto-
mie i u vysoce rizikovych nemocnych. V pfipadé karcinomu
nar@std pocet klinicky vyuZivanych prediktivnich parametrt,
nicméné sporé jsou zatim pokusy ojejich multidimensiondlni
interpretace. Napiiklad flow cytometrickd S faze (SPF) se sta-
va vysoce signifikatnim prediktorem intervalu bezchorobi (dise-
ase-free survival) pouze u PgR positivnich nddord a ma riznou
prediktivni silu nepfimo umérnou velikosti nddoru. Do predik-
ce DFI tak vstupuje nejen SPF, ale zdroveii stav PgR a velikost
nddoru. Mnozi upozorniuji, Ze D N A microarrays nebo DN A
chips, které analyzuji stovky amplifikaci ¢i deleci stovek a tisi-
cli genti komparativni genovou hybridizaci béhem jedné analy-
zy jiz brzy odsunou jakékoli interpretace zaloZzené na jednom ¢i
nékolika faktorech mezi historické reminiscence.

Vysledky klinickych studii zabyvajicich se hormonoterapii
karcinomu prsu také méni n€které klasifikacni zvyklosti. Uka-
zuje se, Ze skupina nemocnych se stabilizovanou chorobou
(SD) hodnocenapo ttech mésicich podle kriterii U1 C C v sobé
skryvd pti hodnoceni po 6 mésicich dvé podskupiny. Skupina
s SD vice nez 6 mésici se pii kone¢ném hodnoceni podoba
skupiné s parcidlni remisi, zatimco skupina s SD pod 6 mési-
cl je prakticky totoznd se skupinou od pocatku progredujici
(PG) (Van Klijn, Holandsko). Stejny autor také ve velkém
holandském souboru nachdzi po osmi letech lepsi vysledky
adjuvance operovaného karcinomu prsu s kombinaci LHRH
agonisty a tamoxifenu neZz pfi aplikaci tamoxifenu samotné-
ho. Vyznam ovaridlni ablace v adjuvanci u premenopauzal-
nich Zen, ktery byl i u nds opakovan¢ opomijen a zpochybiio-
véan tak ziskdvd novou podloZenou argumentaci.

Klinické pohledy na 1é¢bu nador ovlivnénim hormondalni
regulace se vjednom bodé zcela shoduji. Potiebujeme mno-
hem vice poznatkl o fyziologii a patofyziologii hormonalni
regulace transkripce a vice informaci o kazdém jednotlivém
nddoru zahrnujicich markery celého spektra reguldtort, véet-
né exprese fady onkogenli, abychom byli schopni raciondlné
cilit 1é¢bu i stratifikovat nemocné. Cesta k u¢innéjsi 1é¢bé
zhoubnych nddorl vede piedev§im pres hlubsi poznani jejich
molekuldrni patologie.

MINIMAL RESIDUAL DISEASE IN MELANOMA.
INTERNATIONAL SYMPOSIUM ON BIOLOGY,
DETECTION AND CLINICAL RELEVANCE

OF MICROMETASTASES, SEPTEMBER 17.18,,1999,
HOMBURG/SAAR.

V. FAIT, V.VAGUNDA

Minimélni residudlni chorobaje fenomén, kteryje v soucas-
né dobé sklofiovan v onkologii stdle Castéji v souvislosti s
nejriznéjsimi typy nadort. Jedna sejev, kteryje v onkologii
v zdsadé zndm jiz pomérné¢ dlouhou dobu a s ohledem k
tomuto jevu je sméfovana adjuvantni terapie. Nicméné teprve
ré jsou schopny minimdlni zbytkovou chorobu pfimo zjisfo-
vat a za¢ind byt moZno tyto metody postupné zavadét i do kli-
nické praxe. Na meetingu v Homburgu bylo k tomuto téma-
tu presentovano 33 prednasek z evropskych a americkych pra-
covist.

Mikrometastdzy byly naptiklad citlivymi metodami zjistény
u tzv. ¢asnych karcinomt v kostni dieniv 15% u karcinomu
prsu, ve 32% u karcinomu kolorektaa v 41 % u karcinomi jic-
nu.Setkdni v Homburgu mélo za cil shrnout soucasny stav
téchto metod a moznosti u maligniho melanomu.

Byla nastinéna biologie metastazovani, zahrnujici dée uvol-
néni metastatickych bunék, prinik cévni sténou, uvolnéni do
obéhu i problematika priniku cévni sténou a zaloZeni viabil-
ni metastazy. Byly zdGraznény rozdily mezi makrometastdzou
a latentni mikrometastdzou (tzv. dormantni) metastdzou, kte-



ra kromé vyrazné mensiho poCtu bunék nema vlastni cévni
zéasobeni, ma nizsi proliferaci i apoptoticky index a je schop-
na v relativné klidovém stavu setrvat velmi dlouhou dobu.
Dalsi typ metastazy - extravaskularni migratorni - se vysky-
tuje u angiotropniho melanomu, kdy se nadorové buiky plazi
jako pericyty po novotvoiené cévé smérem od periferie cent-
ralné. Vyvolavajicim momentem tohoto jevu je pravdépo-
dobné kontakt s ,,volnym" lamininem pfed dokonceni vystav-
by cévy.

Byl znovu konstatovan fakt, ze populace metastatickych nado-
rovych bunék je i u jednoho pacienta mnohdy vyrazné neho-
mogenni, coZ prokazuji studie fenotypu (napf. MAGE). Na
geneticke urovni se vyuzivaji metody jako multicolor fluores-
cenéni hybridizace in situ a komparativni genomova hybridi-
zace. Tento fakt disledek v riznorodé citlivosti k chemote-
rapii, ale také ztézuje diagnostiku minimalni residualni cho-
roby pro obtize s vybérem nejvhodnéjsi antigenni determi-
nanty.

Samotna detekce minimalni residualni choroby je mozna néko-
lika zptisoby, z nichZ kazdy si pravdépodobné ¢asem najde
sva nejvhodnéjsi uplatnéni.

Relativné nejjednodussi, ale v zasadé nenahraditelné je séri-
ov¢ histologické zpracovani a vySetfeni zkusenym patologem,
uzivané u sentinelovych uzlin, které jsou predilekénim mis-
tem prvni metastazy.

Metodika sentinelové lymfadenektomie je u maligniho mela-
nomu jiz prakticky standardni soucasti diagnostiky a 1écby ve
vSech specializovanych centrech. Metodika vyhledavani sen-
tinelové uzliny je za pomoci barviva, ¢i za pomoci radionuk-
lidu se specialni sondou, ¢i kombinace obou metod. V zahra-
nici se vétSinou vyuziva metody s pomoci sondy ¢i kombino-
vana pro vys8i procento nalezu. Nami prezentovany soubor
220 pacientti se sentinelovou lymfadenektomii pomoci barve-
ni mél pochopitelné lehce nizsi procento nalezu, v ostatnich
parametrech, tedy v procentech relapsti a v piezivani byl plné
srovnatelny. VSechny prezentované soubory pak plné podpo-
ruji predpoklad, Ze v soucasné dobé Ize stav sentinelové uzli-
ny u maligniho melanomu povaZovat za nejsilnéjsi prognos-
ticky faktor.

Dalsi moznosti je vyuziti imunohistochemickych metod, za

jejichz pomoci Ize vylepsit zachyt histologicky, napiiklad v

sentinelové uzling, ale které 1ze uzit i napfiklad pfi hodnoceni

vzorkd kostni diené.

Metoda, o které se v soucasné dobé vedou nejvice zprav, kte-

ra je pouzivaina mnohymi pracovisti, ale soucasn¢ ktera pfi-

nasi i nejvice rozport je zjistovani pomoci RT-PCR. Jedna se

o extrémné citlivou metodu, za jejiz pomoci Ize nalézt az jed-

nu nadorovou buiiku na 10 ml. krve. Vysoka citlivost je jak

prednosti, tak i zdporem této metody. Pfi této citlivosti je

nesmirné dilezity zptisob zpracovani vzorki i extrémni naro-

ky na ¢istotu - napiiklad v periferni krvi pii stanovovani mela-

nomovych bunék nesmi byt nabrana prvni porce krve po punk-
ci, nebot kontakt punkéni jehly s norméalnimi melanocyty pfi

prichodu kiizi je jiz schopen navodit faleSné positivni vysled-

ky. Metoda ma prozatim znacné vysoké procento faleSné pozi-
tivity, dle nékterych laboratoii az 33%, takze pouziti jako jedi-
né metody, na niz budou stat terapeutickd rozhodnuti je zatim
zcela nevhodné. Situace je navic zatim komplikovana 1 tim, Ze

metodika dosud neni pln¢ standardni, takze srovnavani vysled-
kit jednotlivych laboratofi je velmi obtizné. K detekci mela-

nomovych bunék byva obvykle vyuzivano stanovovani mRNA

tyrosinazy, melan- A/Mart-1 ¢i GA G E , buiiky mohou byt dete-
kovany v kostni dfeni, v periferni krvi, metody miize byt vyu-

Zito i k zvyseni presnosti vySetfeni sentinelovych uzlin. Pre-

sentované studie se neshodovaly v otdzce prognostického

vyznamu RT-PCR nalezii. Nejmoderngji se zavadi kvantifi-

kovana RT-PCR. Vyzaduje mimofadne peclivé zpracovani

materidlu (zmraZeni Cerstvého vzorku) a standardizaci.

Dalsi metodou isolace a detekce nadorovych bunék, vyuzitel-

nou i u melanomu je imunomagnetické tiidéni - metoda spo-
¢iva v pouziti protilatky vdzané na drobna magneticka téliska,
vytvoii komplex s bunkou nesouci Zadany antigen. Burika se
timto stane magnetickou a lze ji za pouZiti silného magnetic-
kého pole mechanicky oddélit od zbytku vzorku. Vyhodou
metody je to, Ze jsou detekovany celé bunky a nikoliv pouze
fragmenty jako u PCR, je moznd opticka kontrola bunék, je
dokonce moznd i dalsi kultivace izolovanych bunék. Metoda
je zatim pomémé nova, jeji citlivost (1 na milion) je pravde-
podobné srovnatelnd s PCR. Problémem metody je pochopi-
telné opét vybér nejvhodnéjsiho antigenti k detekci.
Probrany byly i dal$i metody asné detekce metastiz, byt
u tsvchto metod jiZ nelze mluvit o minimalni rezidualni cho-
robé.

U cCasné detekce relapsu melanomu jako nejlepsi marker se
ukazuje protein S100, druhym nejlepsim je MIA, nejpfesnéj-
§i je ziejmé kombinace obou. Prvnim mistem relapsu u mela-
nomu byva nejcastéji regiondlni uzlina, je tedy pochopitelna
pozornost vénovana i Casné diagnostice uzlinového relapsu.
Rutinni sledovani byva obvykle zabezpeCovano palpaénim
vysetienim. Dle nékolika studii bylo prokdzano, Ze zachyt
metastaz je Casn€jsi pfi rutinnim pouZzivani sonografie - roz-
dil byl ale pravdépodobné ovlivnén i subjektem hodnoticim
palpacni vysetfeni. Jedna se o zavér jisté logicky, nicméné v
naSich podminkach bude palpace jesté dlouho hlavnim zpi-
sobem vysetfeni, kdyz pominu finan¢éni naro¢nost rutinniho
sonografického sledovani, jeho zavedeni u nds je omezeno
i propustnosti sonografti. Nicméné i v naSich podminkach je
mozno jakoukoliv palpacni nejasnost objasnit sonograficky
eventualné ve spojeni s cytologii.

Dalsi zminovanou metodikou je pozitronova emisni tomogra-
fie, coZ je metodika, dle literatury schopnd nalézt tumor o veli-
kosti Smm, dle zkuSenosti pfednasejicich vSak ve vétsiné pfi-
padii i tumory od 2mm. Metoda ma vyhodu i v tom, Ze je ske-
novano prakticky celé t€lo, takze nehrozi tak velké nebezpeci
vynechdni nékteré oblasti. Nevyhody metody jsou vcelku dob-
fe znamy, hlavni je pak extrémni finan¢ni narocnost.
Nastin¢ény byly opét imunologické experimentdlni terapeutic-
ké postupy pro melanom.

Polyvalentni vakcina (proti MART-1, tyrosinase, gp100,
MAGE-3 aj. antigenim melanomovych bungk) statisticky
vyznamné zlepsila bezpi{znakovy interval ale ne celkové pie-
ziti. Co se tykd mechanismu piisobeni, bylo prokdzano snize-
ni cirkulujicich melanomovych bunék po vakcinaci.

Jako forma ndvratu k B imunit€ byly zkouseny antiidiotypic-
ké protilatky, které po vazbé na melanomovou bunku stimu-
lufi B odpovéd - nicméné produkované antiidiotypické
protilatky maji nizkou afinitu. Tento nedostatek by mél byt
odstranén pouzitim modifikovaného peptidu namisto antiidi-
otypické protilatky, kdy by nasledné doslo k produkci vyso-
ko-afinitnich protilatek proti melanomovym bb.

CTL (CD8+) mohou rozpoznat a ni¢it melanomové bb. ale jsou
jen ziidka indukovany, ponévadz melanom (pravdépodobné
pies IL10) konvertuje antigen presentujici dendritické bb. do
tolerujici formy. Je mozno indukovat melanomovymi antige-
ny maturaci dendritickych bungk in situ i generovat je ex vivo
(GM-CSF plus IL4). Tento postup vedl k remisim u n¢kte-
rych melanomu, kdy regredujici nddorova loziska byla infilt-
rovana CD8+ lymfocyty. K optimalizaci postupti je nutny
podrobny imunomonitoring.

Asi 50% melanomu je deficitni na HLA1, takZe unikaji
T bunécnému dozoru. Byla vyvinuta strategie k obejiti M H C
restrikce T odpovédi konstrukcei chimérického T receptoru.
Tento ma spojenu signalni doménu gamma/delta s vazebnou
doménou imunoglobulinovou (z B bunék). Je tedy odstang-
na variabilni doména T receptoru, ktera pfi vazbé na nadoro-
vou bb. zavisi na M H C. Chiméricky receptor je mozné tran-
sferovat do bunék prostiednictvim retroviru. Nasledné stimu-
lovany T lymfocyt miize znicit az 100 nddorovych bunék.
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onkologické spolec¢nosti

—

. Schvélena odména za Cenu COS za rok 1998 ve vy§i 10 000,- K&

pro as. MUDr. Olgu Pfibylovou a kol.

2. Vybor COS vyhlaSuje soutéz ¢len onkologické spolecnosti na
L O G O spolecnosti. Soutéz bude inzerovana na www.linkos.cz.
Ndvrhy budou pfijimdny do konce roku 1999 a autor nejlepsiho
navrhu, jenz bude podkladem pro vytvofeni loga COS, vybor
odméni symbolickou finan¢nf ¢dstkou.

3. Clenové vyboru obdrzeli ndvrh na koncepci oboru klinickd onko-
logie k pfipominkovani do konce tijna 1999.

4. Clenové vyboru obdrzeli pfipominky ke standardiim, k jejich pfi-
pominkovani k dopracovdni kone¢né verze doporucenych 1éceb-
nych postupli onkologicky nemocnych do konce f{jna 1999.

5. Doc. Zaloudik informoval o schtizi NOR, kde bude projednava-
no sponzorovéni pro vypracovéani programu zpracovani dat NOR.
COS bude podporovat sponzorovani N O R z nestatnich dotaci za
predpokladu, ze CO'S bude jednim z hlavnich zadavateld pro pub-
likaci a zejména interpretaci dat NOR.

6. Na internetovych strdnkdch CO'S budou zvefejnény i akce s onko-
logickou tématikoujenz nejsou kondny pod zastitou spolecnosti.
Vybor doporucuje pozadat ostatni odborné spole¢nosti o sdéleni
konanych akci s onkologickou tématikou. U akci, které budou
kondny pod zastitou COS, vybor pozaduje ticast ¢lena vyboru COS
pii vybéru pfednasek.

7. Korespondence:

a) Doc. Danes pozddal vybor COS o stanovisko k projektu ,, Cas-
ny zachyt a prevence kolorektdlniho karcinomu Nadace Dagmar
a Vaclava Havlovych - VIZE 97. Na podklad¢ informacich od
Doc. Danese vypracuje Doc.Zaloudik.

b) Vyzvu Prof. MUDr. J. Hydnka, DrSc. k spoluti¢asti na pofa-
ddni III. dnii pritokové cytometrie, konanych 10. - 11.4. 2000
vzal vybor na védomi a na konéni této akce upozorni éleny COS
na mternetovych strankdch spole¢nosti. Vybor souhlasi s podilem
na organizaci odborného programu ajmenoval do programového
vyboru zéstupce za COS Doc. MUDr. Tomése Eckschlanger (FN
Motol).(Petruzelka) 3
¢)MUDr. T. Horvath - zadost o vyjadieni postoje vyboru COS k
zahdjeni dohodovaciho fizeni o zaclenéni vykonu autofluores-

. cenéni endoskopie do Seznamu zdravotnich vykoni s bodovymi

hodnotami. Vybor COS zaclenéni vykonu autofluorescenéni endo-

skopie do Seznamu zdravotnich vykont s bodovymi hodnotami
podporuje. (Klener)

d) Vyborvzal navédomiinformacipani Katariny Zatovi¢ové, Stu-

dio pro zivot, o pobytovém kurzu, Jak zit srakovinou". Pro dohod-

nuti nékterych otdzek dalsi strategie v boji proti nddorovym one-

mocnénim vybor doporucuje pani K. Zatovicovoua MUDr. V.

Strnadelovou vyzvat k ucasti na nékteré z pfistich schiizi vyboru

COS. (Klener)

e) Vybor vzal na védomi informaci ptedsedkyné piedstavenstva

ARCUS onko centrum Jany Kozelské o semindfi v ramci projek-

tu Onko Info Centrum. V rdmci vzdjemné informovanosti a koor-

dinace aktivit vybor doporucuje pani. J. KoZelskou pozvatk ticas-
ti na nékteré z ptistich schlizi vyboru COS. (Klener)

INFORMACE 0,VZNIKU CHIRURGICKE
ONKOLOGICKE SEKCE

Za podpory vyboru Ceské onkologicke spole¢nosti vzniké sekce chi-
rurglcke onkologie jako zdjmova skupina chirurgickych obori
pii Ceské onkologické spolecnosti CLS JEP. Viténijsou zédstupci
vSech chirurgickych obort, ktefi se v rdmci své specializace aktivné
podileji na péci o onkologické pacienty, chtéji spoluvytvaiet klinic-
kou onkologiijako multidisciplindmi obor a posilovat vazby i komu-
nikaci s nechirurgickymi obory onkologie. Postupné budete nachdzet
dalsi informace na webovych strankdch COS http: //www.linkos.cz.
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f) Zadost prim. M U D r. Arnosta Véclavitka o odbornou pomoc ve
smyslu posouzeni racionalni farmakoterapie onkologicky nemoc-
nych, lé¢enych v Soukromém onkologickém pracovisti - stacio-
néati v Nymburce, vedeném prim. MUDr. Miroslavem Ka$parem,
vzal vybor na védomi. (Klener)
¢) Dopis Prof. MUDr. Z. Dientsbiera, DrSc. informujiciho o pod-
pofe vyzkumnych onkologickych projektii, grantech a cené¢ mla-
dého onkologa vzal vybor na védomi a vyslovuje ochotu k blizsi
spolupréci s ,Ligou proti rakoviné" i vjinych oblastech. K vyjas-
néni stanovisek "Ligy ,, k nékterym neortodoxnim aktivitim, a pro-
diskutovani formy spoluprdce vybor doporucuje pozvat Prof.
Dientsbiera na zased4ni vyboru COS.(Klener)
h) Vybor vzal na védomi dopis M U Dr. Drépala ohledné pravni
formulace preambule ke standardiim. Odpovi Prof. Klenerpo kon-
zultaci s prdvnikem.
i) VyborCOSbylpozdddnprim. M U Dr. Renatou Neumannovou
o spoludcast pfi kondni 5. ro¢niku onkologického sympdzia
,Onkologie vgynekologii a mammologii” se kond 21.-23.1.2000
v Brné. Vybor schvélil pfevzeti zastity nad sympdziem pldnova-
ném na leden 2000. Vzhledem ke kazdoro¢nimu kondni vétsiho
poctu akci se stejnou tématikou, vybor doporuc¢uje MU Dr. Neu-
mannové domluveni s ostatnimi pracovisti gynekol.onkologie na
dal§im postupu. Vybor navrhuje koordinaci brnénského dne gyne-
kologické onkologie s prazskym dnem gynekologické onkologie.
(Klener)
j) Vybor COS byl pozddén o pomoc v kauze pokracujicich sank-
cichteditele M O U, vii¢isignatafim vyzvy k jeho rezignaciz tino-
ra 1999. Vybor se obrati doporuéen;’/m dopisem na ministra zdra-
votnictvi s Zddosti o fedeni situace vM O U. (Klener)
k) Naziadostfy LACHEMA vybor COS prejim4 z4stitu nad es-
ko-polskym onkologickym sympéziem, konaného 11.-12.11.
1999 s problematikou zaméfenou na urologickou oblast protind-
dorovych l1é¢ebnych postupli a ddle na terapeutickou strategii u
malobunééného karcinomu plic. Program sympézia bude zvetej-
nén na internetovych strankdch COS.(Petruzelka)

. VySe Clenskych prlspevku pro rok 2000 se neméni.

. Vybor COS upozoriiuje leny COS, Ze tém Elentim, jenz do kon-
ce roku 1999 nezaplati dluzné clenske ptispévky (dluh pfesahuji-
ci castku 200,- K¢) bude zruseno ¢lenstvi v COS.

10. Novi ¢lenové:
MUDr. Stejskal Jan
MUDr. MarkovdJana
MUDr. Cypro Petr
RNDr. Kozel Petr

O oo

RTO, Jihlava
FNKV
RTOO Motol
fy Galena, Ph 5 (byt Brno)
RNDr. Blechova Alena fy Galena, Ph 5 (byt Ph 9)
MUDr. TomiSka Miroslav, CSc. ILinternl klinika FN Brno
11. Dalsi zasedéni vyboru COS bude 30.listopadu 1999.

OKH

Za vibor COS:

Prof. MUDr. Pavel Klener, DrSc, ptedseda COS
Doc.MUDr. LubosPetruzelka CSc , védecky sekretaf CO'S
V Praze dne 20.10.1999

Své ptihlasky obsahujici jméno a prijment, titul, rodné ¢islo, adresu
pracoviSté, specializaci, telefon, fax a e-mailovou adresu odesilejte na
adresu: Doc. MU Dr. Jan Zaloudik, C S ¢, Univerzitni onkologické cent-
rum, koordina¢ni pracovisté, Kamenice 3,625 00 Brno nebo faxem na
05-4319 3900 nebo e-mailem na zaloudik@med.muni.cz

Uved'te také prosim, mdte-li zdjem o standardni ¢lenstvi nebojste-li
ochotni aktivné prispet k organ[zaci sekce zejmena v pocatctch jejt
¢innosti.

Tém, kteti dosud cleny COS nejsou bude prlhlaska do COS zaslana
Clenstv1 v sekei chirurgické onkologie je vazdno na ¢lenstvi v COS,
avsak neni spojeno s dal$im poplatkem.




