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Diky vyvoji uc¢inné kombinace cytostatik se progndza déti s leu-
kémii dramaticky zlepgila. Nicméné asi 30% détis ALL a50%
détis A M Lumird na rezistentni nemoc (1). Na druhé strané, paci-
enti, jejichz nemoc je 1é¢itelnd relativn€ mirnou chemoterapii,
podstupuji dnes zbyte¢né intenzivni cytostatickou 1é¢bu, kterd je
obvykle pti¢inou zdvaznych nezddoucich vedlejsich G¢inkt. Je
pravdou, Ze s postupné se zvysujici intenzitou chemoterapie doslo
u déti s akutni leukémif k vyznamnému zlepSeni celkovych 1éceb-
nych vysledkti. Vzhledem k témto skute¢nostem je identifikace
stupné vnimavosti na 1é¢bu povaZovana za jeden z nejdilezitéj-
Sich faktorti ui¢inné stratifikace. Z téchto divodi je usili fady pra-
covist zabyvajicich se problematikou détské leukémie sméfova-
no k optimalizaci 1é¢ebnych protokolli s cilem zabréanit vzniku
mnohocetné 1ékové rezistence, k hleddni novych diagnostickych
a prognostickych markerd onemocnéni, které umozni individua-
lizaci 1é¢by pro jednotlivé pacienty. Pacienti s chemosenzitivnim
typem leukémie budou vyhledové 1éceni s minimalné toxickou
terapif na rozdil od pacientl s rezistenci na cytostatika, ktefi pod-
stoupi velmi agresivni 1é¢bu.

Po zavedeni rychlého kolorimetrického M T T testu (2) na stanove-
ni Zivotnosti a ristovych charakteristik bunék in vitro, bylo na naSem
pracovisti vySetieno velké mnozstvi vzorki kostni diené nebo peri-
ferni krve od déti v inicidlni fazi nebo v relapsu onemocnéni. Byla
zorganizovéna celorepublikovd sit détskych onkohematologickych
pracovi§t, odesilajicich vzorky od pacientii s akutni leukémii na
vySetieni chemorezistence. VySetfeni bylo uspé$né provedeno ve
> 75% ptipadl. Procento uspésnosti provedeni M T T testuje srov-
natelné s vysledky spolupracujici laboratofe ve Free University Hos-
pital v Amsterdamu. V prvni fazi experimentdlni prace jsme otes-
tovali koncentraéni rozpéti pro jednotliva cytostatika a zavedli
vyhodnocovani M TT testu pomoci origindlné vytvofeného pocita-
¢ového programu. Ve druhé etapé jsme spole¢né s kolegy z jinych
evropskych pracovi§t publikovali vysledky testovdni chemorezi-
stence détskych pacientti s ALL v inicidlni fazi onemocnéni
a v relapsu. Demonstrovali jsme mnohondsobné zvySeni rezisten-
ce leukemickych bunék v relapsu onemocnéni ve srovnani s inici-
alni hodnotou (4), u pacientl s rtiznym typem nddord se Spatnou
1é¢itelnosti jsme prokazali vysokou rezistenci na Sirokou Skalu béz-
né uzivanych cytostatik (16) a u détskych pacienti s AL L , 1éCe-
nych protokolem ALL-BFM 90, jsme analyzovali korelaci nékte-
rych klinickych a laboratornich znaki s 1ékovou rezistenci (15). Na
pfipadu vzacné leukémie z kmenovych bunék jsme potvrdili ,,feno-
typickou specificitu profilu rezistence" v riiznych fazich (myeloid-
ni/lymfoidni) onemocnéni (14). I kdyZz bylo prokazano, ze in vitro
rezistence nadorové populace na cytostatika zjisténa M T T testem
vykazuje vysokou korelaci s klinickou odpovédi nemocnych, v kli-
nické praxi se tento postup za¢ind uplatiiovat az v poslednich letech
(3, 5). Nedavno byly prokdzany nékteré vyznamné asociace mezi
1ékovou rezistenci a klinickymi/laboratornimi znaky leukémie, kte-
ré se jiz postupné zacinaji klinicky vyuzivat. Nékteré vyznamné
asociace mezi fenotypem nemoci a stupném chemorezistence nado-
rové buriky jsou postupné inkorporovany do novych 1é¢ebnych pro-
tokold, které ziejmé povedou k vy$§imu 1é¢ebnému tspéchu. Na
nejvyznamnéjsi objevy z oblasti 1ékové rezistence détskych hemo-
blastéz s praktickym vyuzitim chceme upozornit v nasledujicim
kratkém ptehledu.

Akutni lymfoblastick4 leukémie kojencii je charakterizovdna
$patnou prognézou a vysokou incidenci nezralé CD 10 negativni
ALL(proBALL).Pietersaspol. (6) analyzovali pouzitim MTT
testu prolil in vitro 1ékové rezistence u 395 kojencti s ALL v ini-
cidlni fazi nemoci. Testovali celkem 13 cytostatik: prednizon,
dexametazon, daunorubicin, doxorubicin, mitoxantron, idarubi-
cin, vinkristin, L-asparaginazu, 6-MP, 6-TG, cytarabin, VM-26
a4-HOO-ifosfamid. Déti < 1,5 roku byli vyznamné rezistentngj-
§i na prednizon (>500x), L-asparaginazu (11x), VM -26 (2,7x), ale
signifikantné citlivéj$i na cytarabin (2,3x). U kojencl ve véku
<1 rok autofi prokézali stejny profil Iékové rezistence a na zékla-
dé svych vysledku potvrdili, Ze nepfiznivd progndza kojenecké
A L Lje asociovana s rezistenci na glukokortikoidy a L-asparagi-
nazu. Vysoka in vitro senzitivita na cytarabin byla nedavno potvr-
zena a lécebné vyuzita zafazenim vysoce ddvkovaného cytarabi-
nu a methotrexdtu do novych protokoli pro dospélé pacienty
s ALL s MLL piestavbou (MLL-AF4 fuzniho genu, ktery vznika
jako dusledek t(4;11)). Jelikoz piestavba MLL genu (11q23) je
znaéné frekventni u kojenecké leukémie, velmi vysoka senzitivi-
ta leukemickych bunék k cytarabinu, kterd byla potvrzena se sta-
tistickou vyznamnosti v in vitro testech s jedinym cytostatikem,
se jiz zaCind vyuzivat pfi konstrukci novych 1éCebnych protoko-
14 pro tuto vékovou skupinu (napf. Interfant 99 pro 1é¢bu kojene-
cké leukémie, R. Pieters).

Akutni lymfoblasticka leukémie déti s hyperdiploidnim po¢tem
chromozomii >50 (D N A index >1,16) je dobfe rozpoznanou gene-
tickou variantou, kterd je asociovana s typickym fenotypem (B pre-
kurzorovd AL L), nizkym poétem leukocytti, vékem mezi 1. az 9.
rokem a velmi dobrou prognézou. Velmi dobra prognéza hypen-
diploidni A L L ziistala dlouho bez vysvétleni. Na vzorcich kostni
diené od 16 détis A L L (CD 10+) s hyperdiploidnim po¢tem chro-
mozomu prokdzali Kaspers a spol. (7) jejich vysokou citlivost
k merkaptopurinu (p=0.000003), 6-TG (p = 0.023) a L-asparagi-
naze (p=0.022) v porovnani s nadorovymi bunikami ziskanymi od
détskych pacientl bez hyperdiploidie. Autofi nepozorovali statis-
ticky vyznamny rozdil v in vitro senzitivité k prednizonu, dexa-
metazonu, vinkristinu, daunorubicinu, doxorubicinu, mitoxantro-
nu a vepesidu. Procento bunék v S-fazi bylo vyssi (p = 0.05)
v hyperdiploidnich A L L vzorcich (medidn, 8,5%) nez v nonhy-
perdiploidnich (medidn, 5,7%). Signifikantné vy$si senzitivita leu-
kemickych bunék s hyperdiploidii k antimetabolittim a L-aspara-
gindze je kromé recentné popsaného membranového proteinu
(reduced folate carrier, RFC), kterym methotrexat aktivné vstupu-
je do buriky (schopnost akumulovat aktivni polyglutamovany meta-
bolit MT X)) a RFC gen, jenZ je lokalizovan na 21. chromozomu,
moznym vysvétlenim velmi dobré progndzy pro tuto skupinu dét-
skych pacientt (17). U déti s hyperdiploidni A L Ljsou ¢asto ampli-
fikoviny chromozomy 4, 6,10 a 21 (21. chromozom az u >75%
piipadd hyperdiploidie). Geny, které koduji enzymy zahrnuté do
vnitrobunééného metabolizmu antimetabolitl jsou lokalizovany
pravé na téchto chromozomech. Tato zjisténi dovoluji dnes objas-
nit zvySenou toxicitu nékterych cytostatik (M T X, cytarabin a dau-
norubicin), jejichz metabolizmus je pfimo zavisly na amplifikaci
fidicich gent u pacienti s Downovym syndromem (trisomie 21.
chromozomu). Kromé jiz uvedeného R F C proteinu, ktery je loka-
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lizovan na 21. chromozému (21922.1-22.3) jsou zde umistény i dal-
§i geny, které ovlivituji metabolizmus tvorby toxickych kysliko-
vych radikald (gen pro karbonyl-reduktdzu (CBR), kterd kataly-
zuje redukci daunorubicinu na daunorubicinol a gen pro
superoxid-dismutazu {SOD).

Nicméné, asi 20% pacientd s hyperdiploidii>50 je postizeno relap-
sem onemocnéni i navzdory efektivnosti soucasné 1é¢by. Faktory,
které zodpovidaji za nedobrou prognézu mezi pacienty s hyperdi-
ploidil>50 jsou pfitomnost isochromozdmu 17q, ztrata trisomie obou
chromozomii 4 a 10, zvySené piezivani leukemickych bunék v kul-
tivaénim médiu obohaceném o stromalni faktory (burnky) a mensi
modalni poéet chromozomu (51-55 chromozomil). Vsechny uve-
dené asociace ale jeSté musi byt potvrzeny v dalSich studiich.

Akutni myeloidni leukémie (AML) u déti ma neporovnatelné
horsi prognézunez A L L. Lékova rezistence je vyznamnym limi-
tujicim faktorem uspéSnosti chemoterapie A M L u déti. Soucasna
kombinace chemoterapie je schopna navodit dlouhodobou remi-
si pouze u 30 az 50% déti. Asi20% détis A M Lji po indukéni 1é¢-
bé nedosdhne; ze zbylych déti postihne 40-60% relaps. Schopnost
nadorovych bunék odoldvat uic¢inkiim cytotoxickych latek je jed-
per a spol. (8) pouZzitim kolorimetrického M TT testu u 62 déti
sA M L stanovili in vitro chemosenzitivitu k daunorubicinu, doxo-
rubicins mitoxantronu, 6-TG, etoposidu a cytarabinu. In vitro
chemosenziti vita nekorelovala se Zddnym klinickym znakem (vék,
pohlavi, pocet blasti, FA B klasifikace). Ve skupiné déti se Spat-
nou odpovédi na indukéni chemoterapii byl medidn in vitro rezi-
stence na cytarabin tiikrat vyssi nez ve skupiné s dobrou odpové-
di na lé¢bu. I kdyz tyto vysledky svéd¢i o vyznamné roli 1ékové
rezistence v 1é¢ebném selhani détské A M L, prokdzéani prediktiv-
ni hodnoty zvySené vnimavosti na cytarabin bude nutné jesté
potvrdit.

In vitro 1€kova rezistence jako prediktivni faktor odpovédi na
chemoterapii. Ackoliv byla in vitro analyza 1ékové rezistence
pouzita pro screening novych cytostatik, pfetrvava neochota vyu-
zit vysledkit MTT testu pfi selekci pacientl pro zkousky fize 11
nebo pro adjuvantni chemoterapii, raciondlni zlep$eni soucasnych,
ve vétsiné piipadi empiricky odvozenych 1é¢ebnych rezimi, pro
stratifikaci do rizikovych skupin a pro individualizovanou che-
moterapii. Vysvétlenim muiize byt maly pocet srovnavacich stu-
dii, které mohly odpovédét na nezodpovézené otazky. Kaspers
a spol. (9) studovali vztah mezi in vitro rezistenci k 12 1é¢ivim,
stanovenou pouzitim M T T testu a dlouhodobou klinickou odpo-
védiu 152 déti s nové diagnostikovanou A L L. Pacienti byli roz-
déleni do tii rizikovych skupin na zdklad€ in vitro rezistence
k prednizonu, L-asparaginaze a vinkristinu. Kazda skupina paci-
entl statisticky vyznamné (p<0.01) souvisela s pravdépodobnos-
ti pfeziti bez znamek nemoci (pDFS). Kombinace (suma) dat pro
prednizon, L-asparagindzu a vinkristin umoZznila sestavit tzv. pro-
fil 1ékové rezistence (pro kazdy druh cytostatika byla stanovena
arbitrdzni hodnota 1 pro ,,senzitivni hodnotu LCS ", 2 pro ,inter-
medidrnf LCS " a 3 pro ,rezistentni LCS50"). Pacienti s vysokou
chemosenzitivitou na vSechna tii cytostatika dosahli skére 3, na
rozdil od pacientd s vysokou rezistenci se skore 9. Pravdépodob-
nost DFS ve 3 letech byla 100% pro skupinu s vysokou senzitivi-
tou (20% pacienttl), 84% pro skupinu s intermedidlni senzitivitou
(40% pacientll) a 43% pro skupinu s rezistentn{ senzitivitou
(p<0.001). Pocet udélosti (relapsti) v zdvislosti na skupiné paci-
entd podle hodnoty LCS™ (koncentrace cytostatika, kterd usmrti
50% leukemickych bunék) 1ékové rezistence je uvedena v Tab 1.

Senzitivita Vysokd Intermedidlni Nizka

Skore 3 4 5 6 7 8 9
Pocet 5 18 20 27 23 13 12
Udalost 0 0 4 6 14 6 6
Pomér (%) 0 0 20 22 61 46 50

Uvedeny profil 1ékové rezistence, ktery byl sestaven jako suma
rezistenci tif cytostatik, které maji dominantni postaveni vinduk¢-
ni ¢asti 1é¢ebnych protokold pro AL L se ukdzal (statisticky
vyznamn¢) jako vhodny faktor pro pfedpovéd klinického (1é¢eb-
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ného) vysledku. M T T test se tak jevi jako vhodny faktor pro stra-
tifikaci pacientd do rizikovych skupin. Vysledek MTT testu je
k dispozici jiz za tyden od ziskani leukemickych bunék od paci-
enta a dovoluje ptipadnou v€éasnou zménu 1é¢by. Uvedené vysled-
ky by mohly vyprovokovat dals$i raciondlni studie, které snad
povedou ke zvySeni i¢innosti soucasnych lé¢ebnych rezimd.

Akutni lymfoblasticka leukémie s TEL-AMU (ETV6-CBFA2
fiize) reprezentuje dalsi prognosticky dobrou podskupinu ALL
z prekurzorovych B lymfocyti, tvotici 25% ptipadd s timto feno-
typem a téméf 60% déti s chromozomélnimi abnormalitami zahr-
nujicimi oblast 12p (10). I kdyZ genetickd leze vznika dusledkem
t(12;21), tuto translokaci pouzitim standardnich cytogenetickych
metod nelze kvili zietelné podobnosti segmentti chromozomi
zahrnutych do této prestavby detekovat. Jejich detekce vyzaduje
pouziti fluorescenéni in situ hybridizace (FISH), Southern blot
analyzu nebo RT-PCR metody (11). Pacienti s touto piestavbou
jsou charakterizovéni ptiznivym vékem (1-9 let), nonhyperdiplo-
idnim karyotypem a zvySenou frekvenci exprese asociovanych
myeloidnich antigenti (CD13 a CD33). Ramakers-van Woerden,
N.L.aspol. (12) analyzovali in vitro rezistenci 180 détskych paci-
entd s ALL, ze kterych 51(28%) bylo pozitivnich pro t(12;21).
Medidn in vitro hodnot LCS™ pro jednotliva cytostatika (predni-
zon, dexametazon, daunorubicin, thiopuriny, epipodofylotoxiny
a 4-HOO-ifosfamid) se vyznamné nelisil v obou skupinach dét-
skych pacientii s TE L-AML 1 pozitivitou a negativitou. Nicméné
TEL-AM L1 pozitivni pacienti byli relativné citlivéjsi k L-aspa-
ragindze (5,9x; p = 0.029) a nepatrné rezistentné|si k vinkristinu
(1,5x; p=0.011) a cytarabinu (1,5x; p = 0.014). Po vytvoieni sku-
pinydétis T E L - AM L 1 negativitou, do které nebyli zatazeni paci-
enti s vékem <12 mésicti, CD 10 negativni BC P- A LL (prekurzo-
ry z B lymfocytarni linie), pozitivitou Ph chromozomu
a s hyperdiploidii >50 - jedinou zbylou vyznamnou diferenci
ziistala relativni senzitivita k L-asparagindze (10,8x; p = 0.012).
Autofi tim ve své praci prokdzali, ze pfitomnost TEL-AML 1 pie-
stavby u détské BC P - AL L neni, s vyjimkou L-asparaginazy, aso-
ciovana s vyssi in vitro 1ékovou senzitivitou. Tyto zavéry objas-
fuji, pro¢ u pacientd, ktefi byli 1é¢eni relativné intenzivnéj$imi
1écebnymi rezimy (vyss$i celkovd ddvka L-asparagindzy) byly
dosazeny vyznamné lepsi 1é¢ebné vysledky (napi. DCSLG ALL-
VII protokol a protokoly St. Jude Childrenes Research Hospital
proTEL-AML 1 pozitivni ALL).

Rozdilna in vitro antileukemicka aktivita prednizonu a dexa-
metazonu u déti s akutni lymfoblastickou leukémii.
Glukokortikoidy (GCs), které byly zavedeny do onkohematolo-
gické praxe jiz poc¢atkem 50. let, jsou vysoce ucinné latky v 1é¢-
bé akutni lymfoblastické leukémie ackoliv v monoterapii neve-
dou k dlouhodobému vylé¢eni. Mechanizmus u¢inkd spocivé
v difuzi G Cs pfes cytoplazmatickou membranu a navazani se na
cytoplazmatické receptory (GCRs). GCs-G CR komplex je pie-
mistén do jadra, kde se vaze na DN A a aktivuje fadu GCs res-
ponsivnich gent. U GCs senzitivnich leukémii je hlavni buné¢-
nou odpovédi indukce apoptdzy, ackoliv GCs ne vzdy indukuji
bunéénou smrt a mohou uplatnit svoji biologickou aktivitu ces-
tou indukce/represe exprese jinych gend a proteind. Napiiklad
dexametazon miZe snizit expresi mdr gend u rezistentnich bunék
a tak zvysit jejich senzitivitu k chemoterapii. Bohuzel vyznamna
Cast pacientt vykazuje primérni ¢i sekundérni rezistenci na kor-
tikoidy. Naptiklad 80% pacientti odpovida na inicidlni monote-
rapii kortikoidy, zatimco pouhych 35% odpovédi bylo zazname-
nano u déti s relapsem A L L. Rozsah mechanizmi rezistence na
G Cs byl popsan a zahrnuje mdr Izprostiedkovany eflux GCs s obé-
ma 11- a 17-hydroxyl skupinami, aberantni G CRs, pozménénou
expresi heat shock proteind: hsp90, hsp70 ajiné.

Z klinického hlediska je zasadné dulezité predpovédét paciento-
vu odpovéd na GCs. Existuji dvé zékladni otdzky, na které je nut-
né hledat odpovéd: 1) zda kazdy jednotlivy pacient odpovidd na
1é¢bu kortikoidem; 2) zda je u jednotlivého pacienta rozdilnd odpo-
véd na riizné derivaty kortikoidi, napt. prednizon (PRED) versus
dexametazon (DEX). Za ucelem predikce a nasledné stratifikace
pacienti na respondery a nonrespondery na PRED v in vivo pod-
minkach vytvofila skupina Berlin-Frankfurt-Munster (BFM) pro
détskou leukémii ,, PRED okno,,. V podstaté jde o jednotydenni
monoterapii PRED, kde hodnotou uréujici klinickou odpovéd je
redukce absolutniho poétu blasti (ANB) v pacientové krvi pod



p=EI%
n=38

PRED'rDX* PRED" DEX™ MDY ot PREDVOEX™  PRED™ DEX™

(PRED®/DEX®), senzitivnich na PRED ale rezistentnich na DEX (PRED /DEXR)
rezistentnich na PRED ale senzitivnich na DEX (PRED"/DEX?), pacientii rezi-
stentnich na PRED i DEX (PRED"/DEX") a celkové procento déti zahrnutych do
studie s opacnou in vitro odpovédi na oba testované glukokortikoidy
(PRED"*/DEX").

1000/mm’ 8. den 1é&by. Celkovy podil odpovidajicich pacienti
byl 92%, vétsina nonrespondert byli chlapci, déti s vysokym
poctem leukocytii a pacientis T- ALL. Nonrespondetijsou léce-
ni agresivnlmi protokoly. Nicméné nékteii z pacientli nebyli vhod-
ni pro ureni P RE D responderstvi, protoze]ejlch inicialniANB
je pod 1000/mm Dalsi asili bylo zaméfeno k vyloucenl komph—
kaci pti stanoveni GC odpovédi in vivo a byly vyvijeny nové meto-
dy stanoveni v in vitro podminkach.Ty zahrnovaly kvantifikaci
OCRSs v cytoplasmé naddorovych bunék, aktivaci a translokaci G C-
G CR komplexti a indukci D N A fragmentace, kterd nasleduje po
1é¢bé steroidy. AvSak predikce pacientovi odpovédi zalozené na
vySetienich v in vitro podminkdch méla variabilni dspéSnost
a/nebo in vitro analyzy nebyly vhodné pro rutinni klinické pouzi-
ti pro jejich vysokou cenu a pracovni naro¢nost. Nicméné pfed
nékolika malo lety byla pfedstavena poloautomaticka in vitro M TT
assay analyzujici 1ékovou rezistenci v nddorovych buikach. Jde
o finan¢né tinosny cytotoxicky test, ktery urCuje koncentraci 1éku
smrtici 50% leukemickych bunék v in vitro podminkdch. I pies
fakt, Ze tato analyza postihuje jen bunéény mechanizmus rezi-
stence na G Cs, zkouska ukazala signifikantni asociaci mezi in vit-
ro senzitivitou na PR E D a dlouhodobym piezivanim pacientii
sALL. Tato analyza také demonstruje silnou korelaci mezi anti-
leukemickou aktivitou PRED a D E X a poskytuje tak nepfimy
dikaz, ze nahrazeni PR E D dexametazonem by nemélo zvysit pro-
cento GCs odpovédi in vivo. ACkoliv pozitivni korelace mezi
PREDaDEXLCS, bylanalezenaiv naistudii, hladina vyznam-
nosti byla mnohem nizsi nez v pracech Kasperse a spol. (12) a Ita
a spol. (13). Mimoto jsme nalezli podstatnou ¢dst pacientl s roz-
dilnou in vitro odpovédi na PRED a DEX (Obr. 1).

Vysettili jsme celkem 53 déti s nové diagnostikovanou AL L. Ze
souboru jsme pozdé&ji vyloucili pacienty s inicidlni AN B =0 (4;
8,7%) a déti, jejichz umrti nebylo v pfimé souvislosti s AL L (3;
5,7%). Ve zbylé skupiné 46 pacienti jsme analyzovali rezistenci
na kortikoidy in vitro a zdkladni hematologické parametry (AN B
vden 0, AN B v den 8, procento blastti v kostni dieni den 15 a 33
a celkovy pocet leukocytl pti diagndze). Abychom mohli 1épe
charakterizovat redukci nadorové masy byl zaveden novy para-
metr nazvany clearance blast 8.den (BCC8). BCC8 je spocitin
z ANBO a ANBS s pouzitim nésledujici rovnice: BCC8(%) =
ANBS8:ANBOx100.

VYSLEDKY

1) Korelace hodnot PRED a DEX in vitro 1ékové rezistence
s charakteristikou pacienta.

Multivaria¢ni korela¢ni analyza (Pearson product-moment corre-
lation) byla pouZita k nalezeni pozitivnich nebo negativnich kore-
laci mezi PRED a/nebo DEX'LCS, , ANBO, ANB8 a BCC8.
Potvrdili jsme pozitivni korelaci mezi hodnotami DE X a PRED
LCS,, (r=0,4497; p<0.002), pfesto hladina vyznamnosti je mno-
hem nizéi nez ve V)’lée uvedenych publikacich (12, 13). Ackoli
nebyla nalezena signifikantni vazba mezi PRED/DEX in vitro
odpovédi a ANBS8, PRED LCS. | signifikantné koreloval s clea-
rance blastt (r=0, 3340; ;p<0.02). Nicméné korelace BCC8sD E X
LCS,, nebyla 51gn1ﬁkantn1

2) Invitrorezistence na glukokortikoidy.

Stanovené hodnoty pro in vitro rezistenci/citlivostna PRED/DEX
byly uréeny zafazenim pacienti do dvou skupin Jako senzitivni
(66%; hodnota LCS |, <12,0/0,15 g/ml) a rezistentni (33%; hod-
notaLCS, > 12/0 15 g/ml) Nicméné vyznamna ¢ast déti vyka-
zovala rozdilnou in viro citlivost na PRE D/DEX (21 déti; 30%).
Deset pacientti (14%) bylo senzitivnichna PRED a rezistentnich
naD EXal1(16%) bylo rezistentnich na PRED a rezistentnich
na DEX (Obr. 1).

3) U¢inek kryoprezervace CCRF-CEM bunék na protiniado-
rovou chemoterapii in vitro

I kdyZ jsme potvrdili signifikantni korelaci PREDa DEX LCS
na leukemlckych bunkdch od nasich pacient(i, byla zde ¢ast pa01—
entl s rozdilnou senzitivitou na PRED versus D E X.. To odporo-
valo diive publikovanym tdajim (12,13). Pokud budeme analy-
zovat ob¢ tyto prace, zjistime, Ze experimenty byly provedeny
s kryoprezervovanymi a dlouho transponovanymi butikami paci-
entl, zatimco v nasi studii byly pouzity pouze Cerstvé izolované
buriky. Na modelu T-lymfoblastické bunééné linie CCRF-CEM
jsme dokdazali, ze kryoprezervace snizuje (p<0.01) PRED rezi-
stenci v porovnani s 1ékovou rezistenci analyzovanou na Cerstvé
ziskanych burikdch. K naSemu pfekvapeni rozdilnd hodnota LC S,
na Cerstvych a kryoprezervovanych buiikdch nebyla pozorovana
mezi dal§imi protinddorovymi léky (D EX, vepesid, daunorubicin,
vincristin, L-asparagindza, cytarabin, 6-TG, mitoxantron, fluta-
rabin, cisplatina, cladribin). Ptedpokladame, Ze vysvétlenim toho-
to jevu by mohlo byt odlisné zpracovani leukemickych bunék
v nasich (Cerstvé buniky) ajinych studiich (kryoprezervace nebo
dlouhotrvajici transport), ¢ehoz nasledkem je zvySena senzitivita
kryoprezervovanych nadorovych bunék na PRED. Piedpokldda-
me, Ze moznym vysvétlenim této skute¢nosti by mohl byt defekt
energetického metabolizmu kryoprezervovanych nebo dlouho
transponovanych bunék, ktery vede ke sniZeni intracelularniho
AT P - zdroje energie pro bunécné 1ékové transportéry (Pgp, MR P
aj.). Opakovana manipulace s butikou mize byt rovnéz pti¢inou
snizené vnimavosti na PR E D indukovanou apopt6zu.

Némi identifikovana podskupina pacienti (30%) s odlisnou in vit-
ro vnimavosti na PR E D v porovnani s D E X nebyla jinymi auto-
ry potvrzena. NaSe ptivodni doporuceni - respektovat individudl-
ni in vitro vnimavost na G Cs pfi konstrukci novych 1é¢ebnych
rezimi neztistalo dlouho bez odezvy. V novém protokolu pro 1é¢-
bu kojenecké ALL (INTERFANT 99 - R. Pieters) je PRED
v tydenni cytoredukéni fazi nahrazen D E X, ktery je podavan az
do konce redukce (8.- 34. den). Identickou tipravu indukéni ¢as-
ti nového protokolu AL L-BFM 99 pouzil i H. Gadner. Nésledna
aplikace obou forem G Csjiz v pribéhu indukce by méla podstat-
n¢ eliminovat obé podskupiny blastli. Ve vétsin€ stavajicich pro-
tokoluje glukokortikoidem prvni volby prednizon adexametazon
je zatazen do l1é¢ebného planu az ve fazi reindukce (zkracena for-
ma indukce kde PR E D je nahrazen D EX) . Hlavnim vyznamem
nové 1écebné strategie je casné zarazeni (stiidani) obou forem
GCs v dobé (indukce), kdy leukemické buriky jsou stéle jesté pti-
tomny ve vét§im objemu.

ZAVER

Na prvnim misté by se in vitro analyza bunécné 1ékové rezisten-
ce méla stat prognostickym faktorem, ktery mize byt vyuzit pro
stratifikaci pacientti s leukémii do rizikovych podskupin
a k nasledné adaptaci chemoterapie ve vztahu k riziku selhdni.
Dobré prognostické faktory jsou vzacné u AM L. N¢které chro-
mozomalni abnormality [/invl6, t(15;17) a t(8;21)/] maji pro-
gnostickou vyznamnost, ale vyskytuji se jen u minority pacientt
SAM L. Nicméné pfed prohlaSenim Iékové rezistence za nezavis-
1y prognosticky faktor u détské AM L, by méla byt provedena mul-
tivaria¢ni analyza i dalSich potencidlnich prognostickych fakto-
ri. Vyuziti analyzy 1ékové rezistence se nabizi pfiindividualizaci
(,,usiti na miru") chemoterapie nebo konstrukci 1é¢ebnych rezi-
mu pro rizné podskupiny pacientd. Tato koncepce je zaloZend na
skute¢nosti, ze 1¢kova rezistence je odlisnd mezijednotlivymi pod-
skupinami A M L (napf. ur¢ené podle F A B klasifikace). Na uve-
deném piehledu u déti s A L L je dostate¢né dokumentovano, ze
prognosticky signifikantni vazby mezi 1ékovou rezistenci a nékte-
rymiklinickymi/laboratornimi znaky (v€k, imunofenotyp nebo
D N A ploidie), dnes umoziiuji uréit pro jednotlivé podskupiny
pacientt tzv. profil rezistence. Na zdkladé tohoto in vitro profilu
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rezistence mize byt chemoterapie piizptisobend pro jednotlivé
podskupiny nebo i pro individudlniho pacienta. Henze a spol.(3)
tento princip stratifikace sice potvrdili ve skupiné déti s ALL
s vysokym rizikem relapsu, ale 1é¢ebné vysledky déti 1é¢enych
standardnim protokolem nebyly vyznamné hor$i. Za racionalni
1é¢ebny postup u téchto pacientt, u kterych Spatnd prognéza neni
zplisobend pouze $patnou vnimavosti na chemoterapii se dnes
povazuje vyuziti in vitro analyzy l1ékové rezistence pii vybéru
kombinace cytostatik pro paliativni 1é¢bu. MTT test 1ze rovnéz
s ispéchem aplikovat pro vybér vhodnych pacient( pro fazi I1kli-
nickych testt s novymi protinddorovymi léky, ale i pro jejich
samotny screening.

Rozhodujicim cilem vyzkumu in vitro 1ékové rezistence je dalsi
zlepSeni 1é¢ebného uspéchu détskych nadorovych onemocnéni
nejenom z pohledu ¢innosti, ale i s ohledem na mozné nezadou-
ciuéinky.

PODEKOVANI

Prdce na projektu lékové rezistence je podporena granty IGAMZ
4132-5, MSMTVZJ14/98151100001 a Nadaci pro vyzkum rako-
viny v Olomouci.

Literatura:

1. Pui C-H, Evans, WE: Acute lymphoblastic leukemia. N Engl J Med 1998:
339(9), 605-15.

2. Mosmann T:Rapid colorimetric assay for cellular growth and survival:

Application to proliferation and cytotoxicity assay. J Immunol Methods

1983:65, 55-63.

. Henze G, Agthe AG, Neuendank A, Hartmann R, Dorffel W, Bruhmuller S,
Klumper E, Pieters R, Veerman AJP: Tailored therapy for relapsed or refractory
childhood acute lymphoblastic leukemia. Leukemia 1995:9,538.

. Mihal V, Hajduch M, Weigl E, Videmanovd L, Safifovd M: Nase prvni
zkusenosti s testovanim citlivosti leukemickych bunék na cytostatika in vitro.
CsPediat 1995:50(7), 387-392.

5. Mihdl V, Hajduch M, Stary J, Sedldek P, Blazek B, Michélek T, Kotala V,
Jabali J, PospiSilovd D, Kldskova E, Safifova M, Janostdkovd A: Mtize in vitro
citlivost leukemickych bunék na cytostatika ovlivnit klinickou odpovéd déti s
akutn{ lymfoblasticko leukémii? Cs Pediat 1996:51(8), 515-519.

w

&~

42 KLINICKA ONKOLOGIE ZVLASTN{CisLO 2/2000

=

-

. Pieters R, den Boer M L, Durian M, Jédnka G, Schmiegelow K, Kaspers GJL, van

Wering ER, Veerman AJ P: Relation betwen age, immunophenotype and in vitro
drug resistance in 395 children with acute lymphoblastic leukemia - implication
for treatment of infants. Leukemia 1998:12,1344-1348.

. Kaspers GJL, Smets LA, Pieters R, van Zantwijk CH, van Wering ER, Veerman

AJP: Favorable prognosis of hyperdiploid common acute lymphoblastic
leukemia may be explained by sensitivity to antimetabolites and other drugs:
results of an in vitro study. Blood 1995: 85(3), 751-756.

. Klumper E, Pieters R, Kaspers GJ L, Huismans DR, Loonen AH,Rottier MM A |

van Wering ER, van der Does-van der Berg A, Hahlen K, Creutzig U, Veerman
AJP: In vitro chemosensitivity assessed with the M T T assay in childhood acute
non-lymphoblastic leukemia. Leukemia 1995:9,1864-1969.

. Kaspers GJL, Veerman AJP, Pieters R, van Zantwijk CH, Smets LA, van

Wering ER, van der Does-van der Berg A: In vitro cellular drug resistance and
prognosis in newly diagnosed childhood acute lymphoblastic leukemia. Blood
1997: 90(7), 2723-2729.

. Raimondi SC, ShurtleffSA, Downing JR, Rubnitz J, Mathew S, Hancock M:

12p abnormalities and the TEL gene (ETV6) in childhood acute lymphoblastic
leukemia. Blood 1997: 90,4459-4566.

. Pui C-H, Evans W: Genetic abnormalities and drug resistance in acute

lymphoblastic leukemia. Adv Exp Med Biol 1999:457,383-389.

. Kaspers GJL, Veerman AJP, Pop-Snijders C, Lomecky M, van Zantwijk CH ,

Swinkels LMJW, van Wering ER, Pieters R: Comparison of the antileukemic
activity in vitro of dexamethasone and prednisolone in childhood acute
lymphoblastic leukemia. Med Ped Oncol 1999:27,114-121.

. Ito C, Evans WE, McNinch L, Coustat-Smith E, Mahmoud H, Pui C-H,

Campana D: Comparative cytotoxicity of dexamethasone and prednisolone in
childhood acute lymphoblastic leukemja. J Clin Oncol 1996:14,2370-2376.

. Mihél V,Hajduch M, Janosfikovd A, Safirovd M, Noskova V, Stary J, Blazek

B, Pospisilovd D: The analysis of correlation between drug resistance and
clinical/laboratory measures found in a group of children with A L L treated by
ALL-BFM90protocol. ElecJOncol, 1999: 1, 80-89.

. MihdlV, Hajduch M, Jano$fakovd A, Safatovd M, Noskova V, Stary J, Blazek

B, Pospisilovd D, Pikalovad Z, Safifova M: Differential chemosensitivity of
leukaemic cells in myeloid and lymphoid phase of stem cell leukaemia.
Neoplasma 1997:44(2), 133-136.

. Hajduch M, Mih4l V, Minakik J, Faber E, Safdtovd M, Weigl E, Antdlek P:

Decreased in vitro chemosensitivity of tumour cells in patients suffering from
malignant disease with poor curability. Cytotechnology 1996:18,1-3.

. BelkovV M, Krynetski EY, schuetzJD, Yanishevski Y, Masson E, Mathew S,

Raimondi S, Pui C-H, Relling MV, Evans WE: Reduced folate carrier
expression in acute lymphoblastic leukemia: A mechanism for ploidy but not
lineage differences in methotrexate accumulation. Blood 1999: 93(5), 1643-
1650.





