1. UVOD

Kolorektalni karcinom zlistava vice nez dvé generace vyznamnym problémem ceské populace.
Od roku 1960 stoupa vyskyt tohoto onemocnéni a v poslednich letech zaujima vedouci postaveni ve
sveétovych statistikich. Onemocnéni je vSak pies vesSkeré myty dobie 1éCitelné za piedpokladu, ze je
diagnostikovano v ¢asném stadiu nemoci. Pro lécbu pokrocilého kolorektalniho karcinomu se ve
vétSiné pripadd pouziva oxaliplatina, 1€k ze skupiny platinovych organokomplext, které se zacaly
uplatiiovat pii 1€cbé nadort poprvé v 60. letech 20. stoleti. Oxaliplatina je za vice nez Ctyficetiletou
historii téchto 1é¢iv teprve tieti latkou v potadi, které se podarilo uplatnit v klinické praxi. Na rozdil od
svych piedchiadkyn, cisplatiny a karboplatiny, ma podstatné nizsi vedlejsi ucinky a odlisnou
farmakokinetiku. Ptes zjevny benefit pii 1é¢bé onkologickych pacienti se terapeutické monitorovani
oxaliplatiny (jako i ostatnich platinovych chemoterapeutik) nedostalo do standardnich monitorovacich
protokolt. Proto i cilem této prace bylo zavést vhodnou metodu stanoveni oxaliplatiny, aby ji bylo
mozné rutinné pouzivat k farmakologickému monitorovani u pacientti s kolorektalnim karcinomem na

naSem pracovisti.



2. TEORETICKA CAST

2.1 Kolorektalni karcinom

Kolorektalni karcinom (KRK) je u nas jednou z nejcastéjsich nadorovych diagnéz. Narodni
onkologicky registr déli tyto nadory podle anatomické lokalizace na karcinomy tracniku ( C18),
rektosigmoidealni (C19) a nadory kone&niku (C20)*. Ceska republika se v soudasné dob& dostava na
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prvni misto V celosvétovych tabulkach v incidenci novych onemocnéni®.

Bohuzel, vice nez 60% nemocnych s diagnostikovanym karcinomem tlustého stieva v Ceské
republice na toto onemocnéni zemie. Pfitom KRK jsou jedny z nejlépe lécitelnych malignomi.
Stadium nadoru v dobé diagndzy je pro urceni dalsi prognozy zcela zasadni. Nadory omezené na

sliznici a podslizniéni vrstvu jsou vice nez v 90% piipadi zcela vylégitelné®,

Z velké vétSiny jsou za vznik KRK odpovédné zevni faktory (predev§im skladba potravy).

V posledni dobé se ukazalo, e na vzniku se uplatiiuji také genetické viohy®.

2.1.1 Etiopatogeneze

Vznik kolorektalniho karcinomu je mnohoetapovy proces s vrozenymi a ziskanymi zménami
genetické vybavy. V dasledku téchto zmén dochazi k poruchdam bunééného cyklu, nekontrolované
bunééné proliferaci, porucham piirozeného bunééného zéniku bunék (apoptozy) a vzniku nadoru’.

Naprosta vétsina KRK vznika ve stievé z adenomil, vétsinou z adenomovych polypt’.

Obrazek 1. Stopkaty polyp (pievzato z URL: <http://www.nih.gov/news/research_matters/september2008/
images/colonoscopy_I.gif> [cit. 2009-23-2])
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Adenom je benigni intramuko6zni nador epitelového plivodu lokalizovany V jakékoliv Casti
stiteva. Mikroskopicky se adenom svym vzhledem blizi normalni sliznici stieva, ale odliSuje se od ni
riznym stupném atypii. Dysplazie epitelu je charakterizovana cytologickymi a strukturalnimi
zménami sliznice tlustého stfeva (pfitomnosti nezralych bunék, ztratou produkce hlenu,

hypercelularitou, hyperchromazii, mitotickou aktivitou ve viech &astech epitelovych krypt).

Adenomovy polyp je klinicky termin oznacujici Gtvar prominujici do lumina stfeva, spojeny
se sliznici tenkou stopkou. Podle typu patologické zmény v koncové Casti polypu se rozlisuji polypy
nenadorové a nadorové, které se rozlisuji histologickym vySetfenim. Podle histologické struktury se
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adenomy d¢li na tubularni, tubulovilézni a vildzni®.

Velikost polypu, histologicka struktura a stupeni dysplazie jsou hlavni kritéria pro posuzovani
maligniho potencialu adenomu. Vétsi polypy, pritomnost viloznich zmén a vyssi stupen dysplazie jsou

M .

spojeny s vyssim rizikem maligni pfemény polypu®.

KRK vznikaji ve sliznici a postupné prorustaji stievni st€énou do okolnich struktur a infiltruji
lymfatické a krevni cévy. Timto zptisobem se mohou dostat az ke vzdalenym organtim®. Vzdalenymi
metastizami jsou postizeny predeviim jétra, plice, peritoneum, vaje¢niky’. Hloubku nadorové invaze
do stény stfeva diagnostikujeme pomoci CT. Vzdalené metastazy diagnostikujeme pomoci
abdominalni ultrasonografie a rentgenového snimku plic, ptipadné upiesiiujeme pomoci tomografie

nebo magnetické rezonance®.

Obrazek 2: Histologicka stavba polypu (pievzato z URL: <http://www.integrativebiology.ox.ac.uk/images/polyp.jpg>
[cit. 2009-23-2])
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2.1.2 Klinicky obraz

Nebezpeci KRK spociva v tom, ze mize probihat pomérné dlouho skryt€¢ a manifestovat se az
Vv pokrocilém stadiu. Symptomatologie KRK zavisi na lokalizaci, velikosti a makroskopické formé,

S DA r1: J [ It v ;.o r v . 8
Vv pokroc€ilém stadiu téZ na rozsahu postizeni dalSich organii a celkové odezvé organismu’.

V pocatku jsou vSechny KRK asymptomatické, jedinou znamkou jejich ptitomnosti je okultni
krvaceni. Nekteré nadory plsobi i pozdéji tak malé obtize, Ze jim nemocni nevénuji pozornost a prvni

znamkou pokrogilého nadoru je az akutni stav®.
Klinické ptiznaky se lisi podle lokalizace nadoru:

e Nidory traéniku — projevuji se anémii, slabosti, hubnutim, nevolnosti, bolesti bficha a
melénou

e Nadory v oblasti kolondescendes — projevuji se stfidanim zacpy a prijmd, kolikovitou bolesti
bticha

e Nadory rekta — projevuji se tenesmy, tj. nutkani na stolici, kdy dochazi k malému tniku stolice

S ptimési krve nebo hnisu

KRK miize byt pii¢inou nahlé pithody biisni, jako je perforace tlustého stieva a rozvinuty ileus’.

V nékterych piipadech se KRK projevi az pfi metastazach®.

2.1.3 Prevence
zivotniho stylu by mohla snizit incidenci KRK az o 50%. Z tohoto diivodu je doporu¢ovano udrzeni

optimalni hmotnosti, dostate¢na fyzicka aktivita a iprava skladby potravy®.

Uskutecnily se stovky studii, jejichz z&vérem je, Ze riziko vzniku karcinomu zvysuje
nadmérny piijem energie, tuku, ¢asta konzumace ¢erveného masa a nadmerny piijem alkoholu. Riziko

snizuje dostateny pifjem ovoce a zeleniny, vlakniny a konzumace bilého masa (hlavné ryb)**°.

2.1.4 Screening

Screening KRK je definovén jako vySetfeni asymptomatickych osob na pfitomnost nadoru ve
stfevé®. Screening hraje vyznamnou roli pro ¢asnou diagnostiku KRK. V sou¢asné dobé se pouziva:
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» Test na okultni krvaceni — vychazi ze skute¢nosti, ze adenomové polypy a pocinajici KRK
vylucuji malé mnozstvi krve do stolice, ktera se detekuje chemickymi metodami. Provadime
tedy test na pfitomnost okultniho krvaceni. Test spocCiva ve vySetieni tif po sob¢ nasledujicich
vzorku stolice. Je-li vzorek stolice nanesen na testovaci kartu impregnovanou chromogenem,
objevi se po pridani detekéniho c¢inidla modré zbarveni. Podstata barevné zmeény je
pseudoperoxidazova aktivita hemoglobinu obsaZena ve stolici postizenych osob® > °.

» Sigmoidoskopie — provadi se od 50 let véku 1x za 5 let

» Kolonoskopie - provadi se v 55 letech; vySetieni se pii negativnim vysledku opakuje v 65
letech

» Dvojkontrastni irrigografie

A\

Virtualni (CT) kolonografie

> Genetické vysetieni stolice®

V bézné populaci by mél byt screening KRK zahajen ve véku 50 let. U osob s rodinnou
anamnézou KRK je doporuc¢ovano tuto hranici posunout na 40 let, kdy je riziko podobné jako

v populaci o 10 let vy$§im®.

2.1.5 Progndza
Prognéza nemocnych s KRK zavisi na klinickém stadiu, respektive na pokrocilosti
v v ’ ’ 1 : v ¥ £ r ¥ v
onemocnéni v dob& prvniho zachytu™. KRK je onemocnéni dobie léCitelné za piedpokladu, Ze je
. . r v r 1 -8 v e r . o , v ’ . . .
diagnostikovano v ¢asném stadiu nemoci-. Obecné je prognoza u nadorii omezenych na sttevni sliznici
velmi ptizniva. U karcinoml pronikajicich do svaloviny a k seroze lze ocekavat 30% Sanci recidiv

v 7 v r1 v v r , s 1
onemocnéni, at’ jiz lokalng€, nebo ve formé vzdalenych metastaz’.

Pfi srovnani lokalizaci maji karcinomy konecniku zfetelné¢ horSi prognézu nez karcinomy

tlustého stieva, vyjadienou 10-15% rozdilem v dlouhodobém pieziti®.

Neptiznivymi prognostickymi faktory jsou zejména nizky stupeini diferenciace nadoru, znamky
invaze do cév, aneuploidni DNA profil, ale také perforace stény stieva nadorem nebo pooperacni

kontaminace dutiny bfi¥ni materialem otevieného nadoru’.

Dalsim dulezitym faktorem je, zda jsou postizeny lymfatické cévy metastazami. U

histologicky negativnich lymfatickych uzlin se uvadi Sleté pfezivani az 90%, ale postizeni
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lymfatickych uzlin metastdzami se preziti snizuje az na 50% . U pacientl s metastdzami ve

r ’ e . Mo weroe . 7 72
vzdalenych organech je procento preziti jen velmi nizké”.

Ptedoperacni hodnoty CEA koreluji s velikosti primarniho naddoru a stupném postizeni uzlin,
proto je v celé fadé studii hodnocen jako nezavisly prognosticky faktor. Hodnoty CA 19-9 koreluji
pomérne vyrazné s vyskytem distancnich metastdz. Obecné jsou vysoké piedopera¢ni hodnoty
povazovany za nepiiznivy prognosticky faktor. Stanoveni pfedoperacnich hodnot ma dale vyznam pro
posouzeni léCebné odpovédi po primarni terapii a mozné urceni rezidualniho nadoru ve srovnani

s hladinami pooperaénimi®,

2.1.6 Lécba

V pocatecnim stadiu, kdy se zhoubné buitky nachéazi pouze na slizni¢nich polypech, lze feSit
toto stddium pouhym odstranénim polypu. Pokud se jiz v oblasti stopky polypu nadorové bunky
nenachazi, je lécba povazovana za dostateCnou. Prortsta-li nador do stény tlustého stfeva, provadi se

resekce™!.

Jestlize nador prorusta celou sténou tlustého stieva nebo postihuje lymfatické uzliny, provadi

se radioterapie a chemoterapie™.

Radioterapie nachazi uplatnéni pfedevSim u nadoru konecniku. U téchto nadort zajistuje
. 17 <1 v oo ver] 11 . o r v ) ’
redukei lokalnich recidiv a dokonce prodlouZeni pieziti™ ® ™. U nadori tlustého stfeva ma omezeny

vyznam, predeviim pro nezadouci vliv na okolni tkang, které nejsou dostateén radiosenzitivni®.

Ukolem chemoterapie je zlikvidovat nadorovou populaci dfive, neZ vzniknou klinicky
manifestni metastazy. Pro 1é¢bu pokroc¢ilého KRK se uziva 5-fluoruracil s leukovorinem. Po vycerpani
ucinnosti nastupuje kombina¢ni schéma s 5-fluoruracilem, leukovorinem a oxaliplatinou. Dale se

kombinuje tydenni vysokodavkové podani 5-fluoruracilu, leukovorinu s irrinotecanem 2,

Pacienti by méli byt po 1écbé KRK v pravidelnych intervalech sledovani, jako u jinych
onkologickych onemocnéni. Cilem sledovani je Casna diagndza relapsu. VySetfeni se nelisi od
prvotnich vysetfeni (laboratorni vySetfeni tumordznich markerti, sonografie jater, rtg plic, CT bficha,

kolposkopie, irrigografie)”®.



2.2 Cytostatika

Cytostatika tlumi zejména rlst tkdni s vysokou proliferacni rychlosti. Protoze se nadorové
zvrhla tkan vétSinou déli obzvlast rychle, cytostatika ji také nejvice postihuji. Spole¢né s ni vSak trpi i

zdravé tkané s vysokou frekvenci bunééného déleni a vznikaji nezadouci tginky™.
Velmi vyhodné je rozdéleni cytostatik podle mechanizmu ucinku:

a) Léciva poskozujici DNA:
- kovalentni vazbou na DNA
- uvolnénim reaktivni platiny nebo jinych kovi
- interkalaci
- inhibici topoizomerazy

b) Latky ovlivitujici syntézu DNA:
- inhibice syntézy stavebnich jednotek DNA
- zabudovani fale$nych stavebnich jednotek DNA

¢) Latky ptsobici interkalaci s mikrotubuly (s mitotickym vieténkem):
- inhibice polymerizace tubulinu
- tvorba nenormalnich mikrotubulti a inhibice depolymerizace

d) Latky ovliviiujici regulaéni pochody organizmu (pf.: hormony, interferony,

interleukiny, monoklonalni protilatky)

e) Latky pasobici dalsimi mechanizmy™



2.3 Platinova cytostatika

Za poslednich ¢tyficet let bylo syntetizovano mnoho platinovych 1€k, ale pouze 3 byly u nas
schvaleny ke klinickému uzivani (cisplatina, karboplatina, oxaliplatina). Tyto 1éky putisobi
protinddorovymi uc€inky vazbou na DNA. Po navazani na bunénou DNA dochazi k apoptoze
(bunécné programované smrti). Apoptdéza je vykonana sledem cysteinovych proteaz. Dochazi

k mitochondrialni disfunkci a DNA fragmentaci®®.
Mitochondrialni porucha zahrnuje:
- pfeménu poru a jejich propustnosti
- uvolnéni cytochromu ¢
- potlaceni bunécného dychani

- rozvrat elektrochemického potencialu®®

2.3.1 Cisplatina
Koncem Sedesatych let byla do klinické praxe =zavedena cisplatina, neboli

cis-diamindichlorplatnaty komplex.
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Obrazek 3: Chemicka struktura cisplatiny (pfevzato z Fabrik 1., Kukac¢ka J., Prisa R., Eckschlager T., Adam V., Kizek R./
Metalothionein a jeho klinicky vyznam)

Tento komplex vytvari adukty platina-DNA. Neni zcela jasné, zda cytotoxicky efekt nesouvisi

s vazbou cisplatiny K jinému cilovému mistu v butice — k n&jakému proteinu nebo RNA.*



2.3.1.1 Objev cisplatiny
Utinky nejzndméjsiho platinového cytostatika (cisplatiny) byly objeveny nahodou, kdyz
Rosenberg a van Camp zkoumali vliv elektrického proudu na kolonii mikroorganismi (Escherichia

coli)®.

Pokus provadéli takovym zptsobem, ze do nadobky s bakteriemi v Zivné pidé ponofili dvé
platinové elektrody, mezi které vlozili napéti. Vysledkem bylo zastaveni déleni bakterialnich bunék.
Byli ptesvédeni o tom, Ze tento jev je zpusoben vlivem elektrického proudu. Avsak dal§imi pokusy
bylo zjisténo, ze jako faktor zodpovédny za tento jev jsou platinové koordinacni slouCeniny, které

vznikly pii elektrickych dgjich na platinovych elektrodach®.

Pracovni hypotézu, ze i dé€leni jinych rychle se délicich buné¢k, naptiklad bun¢k nadorovych,

by mohlo byt zastaveno koordinaénimi komplexy, se podafilo prokazat i pii klinickém zkougeni'®.

2.3.1.2 Syntéza cisplatiny
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Obrazek 4: Schéma syntézy cisplatiny (pfevzato z Hampl F., Palecek J/Farmakochemie)

Vychozi hexachlorplati¢itan draselny se nejprve zredukuje hydrazinem na tetrachlorplatnatan
draselny a poté se provede série vymén ligandii v koordinagni sféfe Pt**. Reakei s jodidem draselnym
se pripravi tetrajodoplatnatan draselny a nasledné piasobenim vodného amoniaku diamokomplex.
Z tohoto komplexu se reakci s dusicnanem stiibrnym pfipravi diamodiaquokomplex. Posledni

vyménou ligandi (vody za chloridové ionty) vznikne cisplatina®’.



2.3.1.3 Vyuziti cisplatiny

Cisplatina je jednim z nejuzivanéjSich protinadorovych 1ékl. Je vysoce ucinna pii 1écbé
tumorti varlat a vajeniki. 'V kombinaci s jinymi cytostatiky je dosahovano velmi uspokojivych
vysledkd pii 16¢bé karcinomu plic, mo&ového méchyie, nadory v oblasti hlavy a krku® *®, d&lozniho

&ipku, nehodgkinovského lymfomu a osteosarkomu’.

Ptes nesporné velky uspéch pti 1éCbe¢ rakoviny, je aplikace cisplatiny spojena s fadou omezeni.
Jde predevsim o relativné uzké spektrum nadord, které jsou k tomuto cytostatiku citlivé. Naptiklad
nejcasteji se vyskytujici nadory tlustého stfeva a prsu, jsou vii¢i plisobeni cisplatiny jen velmi malo

citlivé. Pii podavani tohoto cytostatika se také objevuji velmi vazné vedlejsi uginky™.

DalSim omezujicim faktorem je, Ze ve vodném roztoku dochazi k hydrolyze, zejména pii
alkalickém pH. Jeji rychlost miize omezit vyssi koncentrace chloridovych iontt. Proto se doporucuje

podavat cisplatinu s infuzi fyziologického roztoku'.

Kromé hydrolyzy mize ve vodném roztoku dochéazet k pfeméné cisplatiny na trans-isomer,
ktery je silné mutagenni. Tyto pochody mize urychlit svétlo, a proto je nutné chranit piipravné

roztoky pied p¥imym svétlem®.

2.3.1.4 Mechanizmus ucinku cisplatiny (a dalSich platinovych komplexi)
Prvnim krokem pii studiu molekularnich mechanizmii chemoterapeutik je uréeni jejich

cilového mista ptisobeni v buitkdch. Hlavnim cilovym mistem farmakologického plisobeni platinovych

cytostatik je DNAM 121618,

Uspésnost komplexii platiny usmrcovat nadorové buiiky je déna schopnosti téchto komplexi

vazat se koordinaéni vazbou k bazim v DNA a vytvatet v ni rizné typy kovalentnich mastka™.

Pred tim, nez se cisplatina navaze na DNA musi dojit k aktivaci. Dochazi k hydrolyze a
k odstépeni chloridovych ionti. Takto aktivovana cisplatina je jiz schopnd reagovat s purinovymi

, .14, 15, 18
bazemi™ ™ .

Nejcastéji se vyskytujicim mustkem, ktery v DNA vytvaii cisplatina, je mustek spojujici dveé
bezprostfedné sousedici baze vjednom fetézci DNA, prednostné zbytky guaninu. Tyto mistky
vyraznym zpusobem ovliviiuji strukturni a dalsi fyzikalni vlastnosti DNA. Napiiklad tvorba tohoto

mistku je spojena s odvinutim dvojité Sroubovice o 32° smérem do jejiho velkého zlabku, narusenim
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vodikovych vazeb v parech bazi spojenych mustkem cisplatiny, dale se uzky Zlabek DNA v misté

naproti tomuto mistku rozsiii a stane se mal&im™.

Dalsi dtlezitou vlastnosti téchto mistki je jejich schopnost zastavovat v mistech jejich vzniku

replikaci DNA, pii které jsou pred rozdélenim buiiky syntetizovany nové molekuly DNA™.

Pti poskozeni DNA cisplatinou je okamzité aktivovan proces vedouci k jeho oprave.
Nejcastéji jde o tzv. excizni nukleotidovou opravu, béhem které je poskozené misto vystfizeno a
nahrazeno novym fragmentem DNA. Tato oprava by ale vedla ke ztrat¢ cytostatického efektu. Pro
protinadorovy efekt je ale dulezité, aby poskozeni DNA, branici jeji replikaci, ptetrval co nejdelsi
dobu®®.

b} Sekverce DHA ¢} Adukty DH A-cisplatina
3 5 HH, L}
. — /JI.
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]IH/ o -c
- &4 4
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Obrazek 5: Schéma protinadorového ucinku platinovych cytostatik (pievzato z Kizek R., Vacek J., Adam V., Vojtések
B./ Vztah metalothioneinu k rakoviné a protinadorové 16¢b¢)

2.3.1.5 Cisplatinova rezistence
Vyraznym omezenim cisplatiny je jeji rezistence, kdy nadorové bunky, ptivodné k cisplatiné

LR L1 LMLNY Lt . ) sr oot s ey o ’ . 71
citlivé, se po opakované 16¢bé cisplatinou stavaji viiéi jejimu ptisobeni rezistentni'.
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Vznikly adukt DNA-cisplatina je chyba v primarni strukture DNA. Proti takovym chybam se
organizmus brani a ma vypracovany mechanizmus, jak tyto struktury opravovat (mutatorové geny)™.

Mechanizmy bunééné obrany se daji rozdélit do tii skupin:
- transport cisplatiny mimo buiiku
- vazba cytostatika intracelularnimi thioly
- oprava poskozené DNA™ *°

Pokud jsou tyto opravné mechanizmy v bunkach vyfazeny z ¢innosti, dochazi k vazbé
cisplatiny na DNA' 2, Metalothionein (MT) spolu s glutathioneinem je schopen navézat cisplatinu

;. . . ’ v e ~ 15,19
svymi —SH skupinami a tim buiiku u¢init neskodnou™ ~.

Ze ziskanych experimentdlnich dat vyplyva, Ze mutitorové proteiny velmi intenzivné
ovliviiuji protirakovinou 1é¢bu. V okamziku, kdy se v organizmu objevi externé podany kov
(protinadorové 1écivo), dojde k rychlému nardstu MT koncentrace. Exprimovany MT zacne okamzité
vyvazovat podavané protirakoviné 1éCivo. Vysledkem je prudky pokles koncentrace 1éCiva a jeho

v r . . . ’ ;e r14, 2
mnozZstvi se stane biologicky velmi mélo u¢inné'* .

Z vyse uvedenych dlivodu, je potieba ptistupovat k 1é€beé cytostatiky individualné a nasadit co
nejdfive 16&bu® *,
V buiikdch rezistentnich k cisplatiné kultivovanych v pfitomnosti tohoto cytostatika byl

skute¢né prokazan vysoky obsah MT* *°,

2.3.1.6 Vedlejsi ucinky cisplatiny
Dalsim omezujicim faktorem pfi uzivani cisplatiny jsou jeji vedlejsi toxické Gcinky. Jedna se

hlavné o nefrotoxicitu, ototoxicitu, nevolnost a zvraceni, neurotoxicitu.

o Nefrotoxicita — cisplatina zpisobuje tubularni nekrézu. Snizuje totiz metabolickou aktivitu
mitochondrii tubularnich bun€k, inhibuje glutathionperoxidazu a stimuluje lipoperoxidaci.
Poskozuje tak bunétné membrany, DNA a intracelularni proteiny a puasobi nekrézu
tubularnich bun¢k. Pfi mirn&jsim poskozeni je v poptedi ztrata schopnosti ledvin resorbovat
magnesium. Hypomagnesemie muze byt tedy casnou znamkou poskozeni ledvin cisplatinou.
Nefrotoxicitu se snazime snizit dostatecnym piivodem tekutin a udrzovanim alkalické reakce

moci. Pfed podanim infuze cisplatiny se zacina s prehydrataci (500-1000 ml 5% gluko6zy nebo
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fyziologického roztoku po dobu 1-2 hodin). Nasleduje podani infuze cisplatiny. Po vykapani
infuze s cisplatinou se poda 100 ml 15% roztoku manitolu k navozeni forsirované diurézy a

nakonec nasleduje posthydratace 500 ml fyziologického roztoku®.

e Ototoxicita (poSkozeni sluchu) — postizeny jsou ziejmé zevni vlasové kochlearni burky.
Vyskyt je piimo zavisly na kumulativni davce cisplatiny, terapie je zcela neucinna. Proto se

doporuéuje pfi podavani cisplatiny sledovat audiogram®.

2.3.2 Karboplatina

-
\Ff't"//NH:1
5
1:'/ NH3

/

0

Obrazek 6: Chemicka struktura karboplatiny (pfevzato z Kizek R., Vacek J., Adam V., Vojtések B/Vztah
metalothioneinu k rakoving a protinadorové 16¢bé)

Karboplatina, neboli cis-diaminocyklobutyldikarboxylat-platnaty komplex, patii k derivatim

r s irw ’ . , , .. . .1
druhé generace, jejiz syntéza byla motivovana snahou omezeni nefrotoxicity cisplatiny .

2.3.2.1 Syntéza karboplatiny

coo ... O
. 9 | i <>< Ba Y 0 wm
| p M { ."'u.l_'_;'f';l.-]q I‘[:{:l\ .'_1\] |] F |:|:||,-_| 7 } ‘_r'-l )

|
{ Pi R | R | oSO8 T b |</>{1 "
[ 17 "NH, | | HO" NH, | . i MH;
: L

Hy |

karboplating

Obrazek 7: Schéma syntézy karboplatiny (pfevzato z Hampl F., Paledek J./Farmakochemie)
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Karboplatina se pfipravuje analogicky jako cisplatina. Diamokomplex se reakci se siranem
stiibrnym pievede na diamodiaquokomplex, ktery reakci s baryum-1,1-cyklobutandikarboxylatem

poskytne karboplatinu®’.

2.3.2.2 Vyuziti karboplatiny
Tento chemoterapeuticky 1€k je uzivan hlavné pfi 1écbé nadorti varlat, mocového méchyte,

nadort oblasti hlavy a krku®.
Karboplatina se podava nitrozilné, bez nutnosti hydrata0621.

Nachazime zde niz$i toxické ucinky nez u cisplatiny, coz vysvétluje jeji nizkou reaktivitu

s metalothioneinem a glutathioneinem®.

Jeji nevyhodou je, Ze vykazuje zk¥izenou rezistenci s cisplatinou®® % %,

2.3.2.3 Mechanizmus u¢inku
Mechanizmus u&inku je stejny jako u cisplatiny, aviak aktivace molekuly probiha pomaleji*?.
Karboplatina tvoii podobné spektrum DNA aduktt jako cisplatina, odliSujici se pouze svoji sekvencni

preferenci'® %,

Dalsim rozdilem je nizSi reaktivita karboplatiny. Toto chemoterapeutikum se podava

C s Cr oy . 18,25
v koncentraci o 2 fady vyssi nez u cisplatiny ™ .

2.3.2.4 Vedlejsi ucinky
Nezadoucimi ucinky se karboplatina od cisplatiny lisi, ma slabsi nefrotoxické, ototoxické i

P T TN TR . C e e . 12
emetogenni ucinky. Terapii vSak limituje poSkozeni kostni dfené, zejména trombocytopenie™.
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2.3.3 Oxaliplatina

Q Hy
M

N/
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Obrazek 8: Chemicka struktura oxaliplatiny (Fabrik I., Kukacka J., Prisa R., Eckschlager T., Adam V., Kizek R./
Metalothionein a jeho klinicky vyznam)

Oxaliplatina, neboli cis-diaminocyklohexyl-platnaty komplex, je dal$im cisplatinovym
analogem, ktery byl schvélen ke klinickému uzivani v Asii, Evrop& a Americe'® . Je to platinovy
derivat tieti generace, kde je atom platiny vazan v komplexu s 1,2-diaminocyklohexanem a

s oxalatovou skupinou’.

2.3.3.1 Syntéza oxaliplatiny

H'I Hp
HyN Cl, N H N, .
N KolPICly) D agNo; 0 I
———— 1rPL. “pt‘ |
HN cr E H0" ﬁ ~
) 2
I
|'J;rﬂ. NL T (I:DOH D D.. .TI;I[E
»i ,[ ) COOH I - D
Hy O N ™ 0“0 N
oxaliplatina

Obrazek 9: Schéma syntézy oxaliplatiny (pfevzato z Hampl F., Pale¢ek J./Farmakochemie)

Oxaliplatina se pripravuje z tetrachloroplatnatanu draselného a cyklohexan-1,2-diaminu.
Vznikly dichlorokomplex se dusi¢nanem stfibrnym prevede na diaquokomplex. Ten reakci s kyselinou

$tavelovou poskytne oxaliplatinu®’.
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2.3.3.2 Vyuziti oxaliplatiny
Oxaliplatina je u¢inna v podobnych indikacich jako cisplatina a karboplatina, ale na rozdil od
téchto 1k je také ucinna u kolorektalniho karcinomu, ktery prozatim piedstavuje jeji zékladni

Ce T . s X1 26
indikaci, a to pfevazné u nemocnych s metastatickym onemocnénim®”.

Oxaliplatina nemé zkiizenou rezistenci s cisplatinou®.

2.3.3.3 Mechanizmus ac¢inku oxaliplatiny
Podobné jako u jinych derivati platiny je mechanizmem cytotoxického ucinku oxaliplatiny
tvorba kovalentnich vazeb mezi bazemi DNA (pfedev§im uvnité vlaken, ale i mezi vlakny).
Mechanizmus, ktery zptisobuje po tvorbé kovalentnich vazeb platiny a DNA apoptdzu buriky, je vSak
pravdépodobné odlisny v ptipadé cisplatiny a karboplatiny. Zatimco cisplatina ma cytotoxické ucinky
pouze Vv ptipadé piitomnosti intaktnich genti odpovédnych za reparaci DNA, oxaliplatina pisobi
o 26, 27

toxicky i na bunky s defektem téchto genti™ “*. Defekt vyse uvedenych gent je Casty u KRK, proto je

, . . ;e r2
u tohoto nadoru cisplatina net¢inna®.

2.3.3.4 Farmakologické vlastnosti oxaliplatiny
Farmakokinetické vlastnosti volné Pt vplazm& po podani oxaliplatiny jsou trifazicke,

charakterizovany kratkou pocate¢ni distribuéni fazi a dlouhou terminalni eliminaéni fazi (T, = 252-

273 hod.)?.

Pii podavani oxaliplatiny v davkach 130 mg/m” kazdy tieti tyden, nebo 85 mg/m® kazdy druhy

, i 28
tyden nebyla pozorovana zadna akumulace.

Interindividudlni a intraindividuélni variabilita pfi plisobeni Pt (AUCy.4g) je malé az nizka 33%

a 5%,

V krvi se Pt vaze ireverzibilné na plazmatické proteiny (pifedev§im na sérovy albumin) a
erytrocyty. Akumulace Pt v krevnich bunkach nebyla shledana jako klinicky vyznamna. Pt je z plazmy
rychle odstranovana kovalentni vazbou na tkané a renalni eliminaci. Exkrece moci (53,8 £ 9,1%) je
hlavni cesta eliminace Pt z téla. Fekalni exkrece se podili na eliminaci Pt pouze 2,1 = 1,9% z celkové
davky 5 dni po podani. Vazba na tkan¢ a vylucovani ledvinami rovnomérné pfispivaji ke clearanci
ultrafiltrabilni Pt z plazmy. Renalni clearance Pt vyznamné koreluje se stupném glomerularni filtrace,

coz poukazuje na to, Ze glomerularni filtrace je zdsadni mechanizmus zodpovédny za vyluCovani Pt
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ledvinami. Clearance ultrafiltrabilni Pt je niz§i u pacientli s mirnym renalnim postizenim, nicméné
zadna vyznamna nefrotoxicita spojena s podavanim Iéki zatim nebyla popséna. Vliv nékterych
zhor$enych renalnich funkci na clearanci a toxicitu Pt je stale neznamy. Faktory, jako je vk, pohlavi a
zhorSené jaterni funkce, nemély na clearanci ultrafiltrabilni Pt Zadny vyznam. Uprava davky,

vzhledem k témto spoluéiniteliim, neni nutna®.

Oxaliplatina podstupuje rychlou a extenzivni neenzymatickou biotransformaci. Netcastni se
enzymatickych biotransforma¢nich mechanizmi, které jsou spojené s cytochromem p450. U pacient,
kterym byla podavana oxaliplatina, bylo v plazmé popsano vice nez 17 metabolitt s obsahem Pt. Tyto
metabolity zahrnovaly nékteré cytotoxické molekuly véetné monochloro-, dichloro- a
diaquadiamincyklohexan platinové komplexy spolu s jinymi cytotoxickymi molekulami. Oxaliplatina

in vitro neinhibuje izoenzymy cytochromu p450@®,

Oxaliplatina

O/“”z\ﬁ/m‘f
"NH” ooc
O,N"‘z\ cl O,NHz\ cl
Pt\ Pt\
“ NHlI‘ OHZ e NHzf Cl

Monochloro- Dichloro-
diamincyklohexan-platinovy Hi\ P'Hg diamincyklchexan-platinovy

komplex Pt komplex
m-N}_'z/ b.'-&

Diaqua-
diamincyklohexan-platinovy
komplex

Inaktivni konjugit
oxaliplatiny

Obrazek 10: Neenzymaticka biotransformace oxaliplatiny (pfevzato z Graham M. A., Lockwood G. F., Greenslade D.,
Brienza S., Bayssas M., Gamelin E./Clinical Pharmacocinetics of Oxaliplatin: A Critical Review)
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V experimentech in vitro se neprokazalo, ze by nékteré jiné latky dovedly vytésnit Pt
z plazmatickych proteinti. Zaroven nebyly pozorované vyznamné farmakokinetické interakce mezi
oxaliplatinou, 5-fluorouracilem a irrinotecanem. Tyto vysledky poukazuji na to, Ze aditivni a
synergické antitumorové vlastnosti téchto latek nejsou vyvolany zménami v ptisobeni 1€ku a jejich

Y o ™ v . . ’ . s 28
zvySena ucinnost se spise prisuzuje mechanickym interakcim®”.

s v . ’ . v , .. , .28
a nejucinnéjsim platinovym cytostatikem pouzivanym v klinické praxi®.

2.3.3.5 Vedlejsi ucinky oxaliplatiny

24

oxaliplatiny je neurotoxicita, ktera je viak reverzibilni?® %,

U oxaliplatiny rozligujeme neurotoxicitu akutni a kumulativni senzorickou neuropatii?® ** 3,

> Akutni, pfechodnd neurotoxicita

Akutni neurotoxicita oxaliplatinou nastane témét u vSech léCenych pacientii. Toxicita ma
rychly pocatek, ktery se objevuje jiz béhem podavani nebo hodinu po infuzi. Pfiznaky jsou
zvlastni v tom, Ze je Casto zpusobuje nebo zhorSuje vystaveni se chladu. Mohou se objevit
projevy distalni senzorické a motorické toxicity. Senzorickd Cast se skladd z parestézie a
dysestézie v distalnich partiich, nebo v oblasti kolem ust. Asi u 1-2 % pacientl se nachazi
dysestézie v oblasti hltanu a hrtanu, kterou vyvolava chlad, a kterd zptsobuje pocit ztizeného
dychani. Tyto senzorické ptiznaky se obcas vyskytuji spolu s motorickymi pfiznaky, které
zahrnuji tetanické kiede a dlouhotrvajici svalové kontrakce®.

Akutni motoricka toxicita, kterd se objevuje pfi podavani oxaliplatiny, se pfirovnava k
neuromyotonii a k otravé tetrodotoxinem a ethylenglykolem, kde mechanizmem je ziejmé

hyperexcitabilita motorickych neuronti®,

» Chronicka, kumulativni senzorickd neuropathie

Kumulativni senzorickd neurotoxicita se manifestuje postupné Umérné se zvysSujici se
kumulativni davkou oxaliplatiny. Chronickou neurotoxicitu Ize pozorovat u 10-15% pacientu,
jimz byly podany kumulativni davky 780-850 mg/m’. Piiznaky maji primarné podobu
dysestézii (u kterych neni souvislost s chladem) a parestézii v koncetinach. Tyto pfiznaky jsou
velmi podobné priznaklim pfi toxicité cisplatiny, ackoliv ototoxicita je u oxaliplatiny vzacna.

Mezi jednotlivymi cykly pfiznaky vétSinou pietrvavaji a jsou intenzivnéj$i pfi kumulativni
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davce. Nakonec se miiZze objevit zhorSené vnimani, senzoricka ataxie a nedostatecna
koordinace jemné motoriky. Pfiznaky mohou byt tak silné, Ze omezuji pacienty pii
kazdodennich aktivitach®.

Dulezité je, ze tyto piiznaky vymizi u vétSiny pacient béhem 6 — 12 mésici od ukonceni

terapie. Primérny &as zotaveni je 13 tydnd™.

2.3.3.6 Markery poskozeni nervové tkané
V bézné laboratorni diagnostice je pouzivano nékolik markeri poskozeni nervové tkane,
kterych by mohlo byt vyuzito i pii vySetfeni neurotoxického poSkozeni z rGznych pficin. Jejich

diagnostické parametry jsou namifeny na oblast tumort nebo traumatu.

2.3.3.6.1 Neuron-specifickd enolaza (NSE)
NSE byla poprvé popsana Moorem a Mc Gregorem v roce 1965. Molekulova hmotnost NSE
&ini 78 kDa a jeji biologicky pologas Zivota je pravdépodobné vice nez 20 hodin®*. NSE je marker

poskozeni neuront.

Dimer NSE sestava ze dvou podjednotek y nebo z podjednotek a a y a je charakteristicky pro

nervové a neuroendokrinni buiiky®.

NSE je lokalizovana v cytoplazmé neuronti®, ale je pfitomna i v erytrocytech a v krevnich
destickach a muze se z nich uvolnovat. Proto je nutné krev po odbéru co nejrychleji zpracovat a
separovat z ni sérum nebo plazmu, aby nedoslo k hemolyze a rozpadu krevnich desti¢ek®. Hemolyza

o v row RS Vo w soe ’ , o 32
miiZe byt dasta piidina fale$ng pozitivnich vysledka®.

NSE je wuzitetnd pro monitorovani pacientd s neuroendokrinnimi tumory, obzvlaste
s malobunéénym plicnim nadorem a s neuroblastomem. Z ostatnich nadort se vyssi hodnoty nachazi
jen u metastazujicich seminomi a metastazujiciho karcinomu ledviny, u nemetastazujicich seminomu

a u ostatnich nadori nepfedstavuji zvysené hodnoty vice nez 40%>.

Hodnoty NSE vyssi nez 17 pg/l jsou povazovany za patologické.

2.3.3.6.2 S-100B protein
Tento protein byl poprvé popsan v roce 1965 Moorem®. Protein S-100B dostal sviij nazev
podle zvlastni vlastnosti — je totiz rozpustny i ve 100 % nasyceném roztoku siranu amonného, coz je

mezi proteiny naprosta vyjimka® *. S-100B protein je marker poskozeni glii.
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Tyto proteiny jsou skupina malych Ca”* vézajicich modulagnich proteini s molekulovou

hmotnosti okolo 21 kDa*. Fyziologicky se naléza zejména v nervové tkani®.

S100 je smés podobnych proteini slozenych ze dvou imunologicky rozlisitelnych jednotek,
které se kombinuji ve variantach aa (S-100a,), af (S-100a) a B (S-100b). Izoformy af a PP jsou
predominantné ptitomny v astrogliich CNS. Biologicky pologas S-100B je pfiblizné 1 hodina®.

Jako nadorovy marker je neocenitelny pfi monitorovani pacientil S malignim melanomem, u
nichz téz funguje jako nezavisly prognosticky faktor. Velmi dobie koreluje s klinickym stagingem a
Casné detekuje klinicky némé metastazy. Tento protein nachazi své uplatnéni téz u diagnostiky

traumatického poskozeni mozku®,

Hodnoty S-100B vyssi nez 0,110 pg/l jsou povazovany za patologické.

2.3.3.6.3 Neurofilamenta
Neurofilamenta jsou nejcetnéjsi proteiny neurond. Pfi poSkozeni neuronti se uvoliuji ve
velkém mnozstvi. V dusledku jejich Cetnosti jsou relativné snadno detekovatelné. Nalez téchto

proteinii svédéi jednoznaéng pro neuronalni poskozeni®.
Neurofilamenta jsou tvofena tfemi jednotkami: NF-L, NF-M a NF-H*,

Neurofilamenta jsou markerem poskozeni axoni neuronti.

2.3.3.6.4 Mén¢ vyuzivané markery poskozeni nervové tkané
e Fibrilarni kysely protein (GFAP)
e Myelinovy bazicky protein (MBP)
e Protein c-tau

o 32
e Matrixové metaloproteinazy®
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3. CiL PRACE

Cilem této prace bylo:

» Zavedeni a validace metody pro stanoveni oxaliplatiny pomoci bezplamenové AAS

Vv biologickych materialech

» Stanovit koncentraci oxaliplatiny v rizném biologickém materialu u pacienti b&hem

chemoterapeutické 1€cby kolorektalniho karcinomu

» Vysetiit nékteré diagnostické markery poSkozeni nervové tkané u pacientl lécenych

oxaliplatinou
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4. EXPERIMENTALNI CAST

4.1 Soubor osob

Zakladni soubor pacientt, od kterych byl ziskan biologicky material k experimentum, byl
tvofen 8 jedinci S diagnodzou kolorektalniho karcinomu (6 muzi, vékovy pramér 67 let £ 4; 2 Zeny,
vékovy pramér 57 let = 8). Pacienti byli 1éCeni podle terapeutického protokolu FOLFOX-4

(kombinovana chemoterapie oxaliplatiny, leukovorinu a 5-fluorouracilu)®’.

Pacientim byla prvni den podana infuze, ktera sestava z 85 mg/m? oxaliplatiny a 200 mg/m?
leukovorinu. Infuze byla dvouhodinova. Po dokapéni infuze bylo bolusové aplikovano 400 mg/m? 5-
fluorouracilu. Nésledovala 22 hodinové infuze 600 mg/m? 5-fluorouracilu. Proces byl opakovan dva
po sobé jdouci dny. FOLFOX-4 se podava v maximalné dvanacti cyklech. Material byl ziskan od

pacientii v riiznych cyklech terapie®’.

4.2 Pristroje

v v/

4.2.1 Mérici pristroje

Varian SpectrAA GF 220 Z Varian, Australie
Cobas e411 Roche, Japonsko
Tecan Sunrise Tecan, Rakousko

4.2.2 Dalsi pouzivana laboratorni zarizeni

Vortexovy mixer IKA, Némecko
Magnetické michadlo IKA, Némecko
Automatické pipety (2-20, 20-200, 100-1000 pl) Finnpipette, Finsko
Centrifuga Eppendorf, Némecko
Chladnicka Liebherr, Némecko
Ttepacka mikrodesticek RH 201 RH Plus s.r.0, CR
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4.3 Material

4.3.1 Chemikalie

Standardni roztok Pt 1,000 g/l (TraceCERT) Fluka, CR
37 % HCI (TraceCERT) Fluka, CR
10 % Triton X-100 Solution Fluka, CR
30 % AntiformA Fluka, CR
Argon

4.3.2 Spotiebni material

Mikrotitraéni desti¢ky (96 jamek)

Amicon Ultra (specialni kolonky pro pfipravu ultrafiltratu plazmy)
Spicky

Promyvaci vanicky na 1 pouziti

Inkubaéni folie

Plastové zkumavky

Plastové cupy (vialky)

Laboratorni sklo (odmérné baiiky, kadinky)

4.3.3 Referencni kontrolni materialy

» Referencni kontrolni material pro stanoveni oxaliplatiny byl pouzit ClinChek firmy Recipe.
Kontrola kvality byla provedena na hladin¢ 2 (dale oznacovéna jako kontrola 3). Pro praveé

pouzitou Sarzi platil interval 116 — 174 pg/l.
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» Referenéni kontrolni material pro stanoveni NSE byl pouzit PC TUMOR firmy Roche.

Kontrola kvality byla provedena na dvou hladinach. Pro pravé pouzitou $arzi platilo:

= Hladina 1 10,3 +£1,74 pg/l
= Hladina 2 81,7 £13,72 pg/l

» Referenéni kontrolni material pro stanoveni proteinu S100 byl pouzit PC S100 firmy Roche.

Kontrola kvality byla provedena na dvou hladindch. Pro pravé pouzitou Sarzi platilo:
= Hladina 1 0,19 £0,04 pg/l

= Hladina 2 2,33 £0,49 pg/l

» Kontrolni material pro stanoveni neurofilament byl soucasti diagnostického setu. Kontrola

kvality byla provedena na dvou hladindch, pro které platil interval:
= Hladina 1 112 — 168 pg/ml

= Hladina 2 765 — 1148 pg/ml

4.3.4 Diagnostické komerc¢ni sety

4.3.4.1 Souprava pro stanoveni pNF-H, ELISA; BioVendor, CR (slouzi jen pro vyzkumné
ucely)
1. Mikrotitracni deska, 96 jamek, s navazanou polyklonalni protilatkou proti pNF-H , vakuové
balena
Koncentrat detekeni protilatky proti pNF-H (50x koncentrovany)
Koncentrat HRP konjugované protilatky (50x koncentrovany)
pNF-H standard, kapalny, -20 °C
Kontrola kvality — vysoka, kapalna (High QC), -20 °C
Kontrola kvality — nizka, kapalna (Low QC), -20 °C
Redici roztok
Koncentrat promyvaciho roztoku (10x koncentrovany), 100 ml, (Wash Solution Concentrate)

Roztok substratu (3,3',5,5'-tetrametilbenzidin, TMB), 13 ml, (Substrate TMB Solution)

© © N o g > e D

10. Zastavovaci roztok (0,2 M kyselina sirova), 13 ml, (Stop Solution) *®
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4.3.4.2 Souprava pro stanoveni NSE, ECLIA; Roche Diagnostics, CR

1. Reagencie M:

2. Reagencie R1:

3. Reagencie R2:

Mikrocastice potazené streptovidinem; 6,5 ml

Streptovidinem potazené Castice 0,72 mg/ml

Anti-NSE-Ab~biotin; 10 ml
Biotinylovana monoklonalni protilatka proti NSE 18E5 (mysi)
1,0 mg/l; fosfatovy pufr 50 mmol/l (pH 7,2)

Anti-NSE-Ab~Ru(bpy)s>"; 10 ml

Monoklonélni protilatka proti NSE 84B10 (mysi) znacend
rutheniovym komplexem 1,0 mg/l; fosfatovy pufr 50 mmol/l (pH
7.2)%

4.3.4.3 Souprava pro stanoveni S 100, ECLIA, Roche Diagnostics, CR

1. Reagencie M:

2. Reagencie R1:

3. Reagencie R2:

Mikrocastice potazené streptavidinem; 6,5 ml

Streptavidinem potazené mikrocastice 0,72 mg/ml

Anti-S100-Ab~biotin; 9 ml
Biotinylovana monoklonalni protilatka proti S100 (mys$i) 1,0 mg/l;
fosfatovy pufr 50 mmol/l (pH 7,2)

Anti-S100-Ab~Ru(bpy)s>*; 9 ml

Monoklonalni protilatka proti S100 (mysi) znacena rutheniovym

komplexem 1,0 mg/l; fosfatovy pufr 50 mmol/l (pH 7,2) “°
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4.4 Metody

4.4.1 Odbér Dbiologického materialu, separace plazmy, priprava

ultrafiltratu plazmy

Pacientim byly odebrany vzorky krve v ¢asovych intervalech (pfed podanim infuze, 2 hodiny
po podani infuze a 24 hodin po podani infuze). Byly pouzity zkumavky od firmy Vacuette

S protisrazlivym ¢inidlem (heparinem amonnym). Odebrany material byl rozd€len na 3 Casti:

- Nejprve byl odpipetovan 1 ml plné krve do plastovych mikrozkumavek od firmy
Eppendorf.

- Zbytek odebrané krve byl centrifugovan (10 min pti 3000 g) pro separaci plazmy.

- Pfiprava ultrafiltratu plazmy (pUF) — 3 ml plazmy byly napipetovany do specialnich
kolonek Amicon Ultra a centrifugovany 20 minut pfi 3000 g (eluat byl jiman do
zkumavek).

Pacientim byly odebirany vzorky krve v ¢asovych intervalech:
e [. odbér - pted podanim infuze
o 2. odbér -2 hodiny po podani infuze

e 3. odber - 24 hodin po podani infuze

1. odbér n 2. odber

3. odbér

2 hod. po 24 hod. po
infuzi infuzi

Pred infuzi

Obrazek 11: Schéma odbéru krve
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4.4.2 Stanoveni oxaliplatiny

Koncentrace oxaliplatiny byla stanovena na automatickém analyzatoru Varian SpectrAA

220Z pomoci atomové absorp¢ni spektrometrie S elektrotermickou atomizaci.

o
R

dasdsidid
|

Obrazek 12: Atomovy absorpéni spektrometr s elektrotermickou atomizaci (Varian SpectrAA GF 220 Z)

Atomy platiny pfi excitaci absorbuji zafeni vinové délky 265,9 nm zndmé intenzity, jejiz
zeslabeni je umérné celkové koncentraci platiny ve vzorku. Atomizace upraveného vzorku probiha
v grafitové picce v inertni argonové atmosféfe za vysoké teploty generované elektromagnetickym

polem.
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4.4.2.1 Priprava roztoki pro stanoveni koncentrace Pt metodou AAS s elektrotermickou
atomizaci:

1. Pracovni mezistandard A (10 mg/l) — do 100 ml odmérné baiiky (plastové) byl odpipetovan 1

ml standardu Pt (Fluka 1 g/I). Ke standardu byly pfidany 2 ml 37% HCIl a doplnéno

demineralizovanou vodou po rysku. Stabilita roztoku v chladnicce pti 5 °C byl jeden rok.

2. Pracovni standard (600 ug/l Pt) — do 100 ml odmérné banky bylo odpipetovano 6 ml

mezistandardu A. K mezistandardu A byly pfidany 2 ml 37% HCl a doplnéno
demineralizovanou vodou po rysku. Stabilita standardu vzhledem k nizké koncentraci byla

Vv chladnicce pii 5 °C cca 3 tydny (nutno skladovat v plastové nadobg).

3. Proplachovaci roztok — do 500 ml odmérné baiky bylo odpipetovano 2500 ul 10 % Tritonu
X-100, 2080 pl 30% Antiformu A, 250 ul 37% HCI a doplnéno demineralizovanou vodou po
rysku.

4. Redict roztok — do 1000 ml odmérné baiiky bylo odpipetovano 20 ml 10% Tritonu X-100, 2

ml 30% Antiformu A a doplnéno demineralizovanou vodou po rysku.

4.4.2.2 Priprava vzorki pred AAS analyzou

Vzorky byly fedény 15x, tedy k 50 pl vzorku (tj. kontroly, plné krve, plazmy, ultrafiltratu
plazmy) bylo ptidano 700 pl fediciho roztoku a dikladné promichano na tfepacce. Po homogenizaci
byl pfipraveny vzorek umistén do specialnich plastovych cupt (vialek), které se vlozily do karuselu

pristroje.

4.4.2.3 Kalibrace a kontroly
Ke kalibraci se pouziva metoda kalibracni kiivky. Ptistroj provadi kalibraci pomoci jednoho
standardu, ktery si do 3 bodové kalibra¢ni kiivky fedi sam. Vysledné koncentrace kalibracnich roztokti

byly nastaveny vzhledem k o¢ekavanému rozsahu méfenych hodnot na 150, 300 a 600 pg/l.

Kontrola kvality byla provedena komer¢n¢ dodavanym kontrolnim materidlem ClinChek
firmy Recipe, hladina 2 (dale oznaCovana jako kontrola 3) s cilovou hodnotou 145 pg/l (kontrolni

interval 116 — 174 pg/1).
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VZO rek C [ I-Lg /1] V fediflijf]mzmku V standa[r:illijlo roztoku
Blank 0 20 0
standard 1 150 15 5
standard 2 300 10 10
standard 3 600 0 20

Tabulka 1: Nastaveni kalibrace

4.4.2.4 Nastaveni pristroje
V programu Varian SpectrAA byly naprogramovany pracovni parametry metody pro

stanoveni Pt v biologickém materialu.

Krok | teplota [°C] cas [s] pritok [L/min] | typ plynu
1 65 1,0 3,0 argon
2 95 15,0 3,0 argon
3 105 20,0 3,0 argon
4 105 15,0 3,0 argon
5 120 5,0 3,0 argon
6 120 5,0 3,0 argon
7 200 10,0 3,0 argon
8 1000 5,0 3,0 argon
9 1000 10,0 3,0 argon
10 1000 2,0 0,0 argon
11 2850 0,9 0,0 argon
12 2850 1,0 0,0 argon
13 65 19,5 3,0 argon

Tabulka 2: Teplotni program pro stanoveni Pt

e Lampa — byla pouzita specidlni lampa pro stanoveni Pt firmy Photron. Proud na lampé byl

nastaven 5 mA.

e Monochromator — §itka §térbiny 0,5 nm
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4.4.2.5 Vlastni méieni
Proplachovaci roztok byl doplnén Vv nadobé pod karuselem pfistroje, spustény vsSechny

soucasti pristroje kromé zesilovace lampy. Byla oteviena tlakova nadoba s argonem.
Pomocné roztoky a standardy byly umistény do téchto do pozic piistrojového karuselu:
e Pozice 52 —fedici roztok
e Pozice 26 — standard
e Pozice 1 az25 - ostatni vzorky

e Na kazdou 11 pozici vkladame kontroly (po 10 vzorcich probiha rekalibrace)

Po kalibraci pfistroje byly proméfeny kontrolni vzorky. Poté bylo piistoupeno K samotnému

stanoveni vzorku.

Abs bican 1
2,00

Teplota °C
(viztabulka 2)

Zaznam absorbance
méfeného vzorku

0507 o

0,007 v
Zaznam absorbance

pozadi

0,30

850 870 830 830 899
(Zoom )| Oveday Time Autoscale

Obrazek 13: Ukazka zaznamu méfeni absorbance pii stanoveni bezplamenovou AAS

4.4.3 Stanoveni pNF-H

Koncentrace neurofilament byla stanovena na fotometru Tecan Sunrise firmy Tecan. Tecan
Sunrise pracuje na principu vertikalni fotometrie a enzymové imunoanalyzy. Jednd se o méfeni
absorbance nebo podilu proslého zafeni jamkou mikrotitraéni desticky. Intenzita zafeni nebo

absorbance jsou pak pfimo nebo nepiimo umérné vysledné koncentraci stanovovaného analytu.

-30 -



Bylo pouzito diagnostického komer¢niho setu firmy BioVendor. 100 pl standardu, kontrolnich
materiall a nafedénych vzorkd byly inkubovany 1 hodinu na mikrotitracni desticce s navazanou
polyklonalni protilatkou proti pNF-H (fosforylovany neurofilament H). Po dikladném promyti
promyvacim roztokem, byla ke vzniklému imobilizovanému komplexu protilatka-pNF-H pridana
druha detekéni krali¢i protilatka proti pNF-H (tedy HRP konjugat) a inkubovalo se 1 hodinu. Po
inkubaci a promyti byl pfidan roztok substratu tetrametylbenzidinu (TMB). Reakce se substratem byla
inkubovana 20 minut za nepfistupu vzduchu. Reakce byla zastavena piidanim kyselého zastavovaciho
roztoku. Fotometricky byla stanovena absorbance vzniklého Zlutého roztoku pii vinové délce 450 nm.
Absorbance je tmérna koncentraci pNF-H. Hodnoty pNF-H v neznamych vzorcich se stanovuji
z kalibra¢ni ktivky, ktera byla ziskana vynesenim absorbanci standard proti jejich znamé

koncentraci®®.

4.4.4 Stanoveni NSE

Koncentrace NSE byla méfena na automatickém analyzatoru Cobas e411 firmy Roche. Cobas
e411 je imunochemicky analyzator. Analyzator je samostatnou jednotkou, ktera zahrnuje davkovani
vzorkll i reagencii, inkubaci, detekci a automatické vyhodnoceni vysledkt. Stanoveni NSE probiha

elektrochemiluminiscen¢ni metodou.
Metoda je zaloZena na sendvi¢ovém principu:

e 1. inkubace: 20 pl vzorku, biotinylovana monoklonalni protilatka proti NSE a monoklonalni
protilatka proti NSE, znacena rutheniovym komplexem (7ris(2,2 -bipyridyl)ruthenium(ll)-

komplex) reaguji za tvorby sendvic¢ového komplexu.

e 2. inkubace: Po pridani mikroc¢astic, potazenych streptovidinem, se komplex vaze na pevnou

fazi prostfednictvim interakce mezi biotinem a streptovidinem.

e Reakéni smés je nasata do méfici komuirky, kde jsou mikrocastice zachyceny magnetickym
polem na povrchu elektrody. Nenavazané slozky jsou odstranény roztokem ProCell. Pfivedené

napéti na elektrodé vyvola chemiluminiscencni emisi fotond, ktera je zméfena fotondsobicem.

e Vysledky jsou vyhodnoceny z kalibra¢ni kiivky, ktera je specificka pro pfistroj a je vytvafena
na zakladé dvoubodové kalibrace a zakladni master kalibrace, dodavané v ¢arovém kodu

reagencie®.
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4.4.5 Stanoveni S100

Koncentrace proteinu S100 byla méfena na automatickém imunochemickém analyzatoru
Cobas e411 firmy Roche (stejné jako u stanoveni koncetrace NSE). Stanoveni proteinu S100 probiha

elektrochemiluminiscenéni metodou.

Metoda je zaloZena na sendvi¢ovém principu:

1. inkubace: 20 pl vzorku, biotinylovand monoklonalni protilatka proti S100 a monoklonalni
protilatka proti S100, znacenad rutheniovym komplexem (77is(2,2 -bipyridyl)ruthenium(ll)-

komplex) reaguji za tvorby sendvi¢ového komplexu.

e 2. inkubace: Po pfidani mikroc¢astic, potazenych streptovidinem, se komplex vaze na pevnou

fazi prostifednictvim interakce mezi biotinem a streptovidinem.

e Reakéni smés je nasata do méfici komurky, kde jsou mikrocastice zachyceny magnetickym
polem na povrchu elektrody. Nenavazané slozky jsou odstranény roztokem ProCell. Privedené

napéti na elektrodé vyvola chemiluminiscencni emisi fotond, ktera je zmétena fotonasobicem.

e Vysledky jsou vyhodnoceny z kalibra¢ni kiivky, ktera je specifickd pro pfistroj a je vytvaiena
na zakladé dvoubodové kalibrace a zakladni master kalibrace, dodavané v ¢arovém kodu

reagencie®.

4.5 Validace metody pro stanoveni oxaliplatiny

4.5.1 Opakovatelnost
Byly zméfeny 3 vzorky o tfech rtznych koncentracich v sérii 20 méteni. Vysledky byly

statisticky zhodnoceny (prumér, smérodatna odchylka, variacni koeficient).

4.5.2 Reprodukovatelnost
Byly zméfeny 2 vzorky o dvou rtiznych koncentracich za podminek reprodukovatelnosti (tj.
20 dni po sob¢ v singletu). Vysledky byly statisticky zhodnoceny (primér, smérodatna odchylka,

varia¢ni koeficient).
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4.5.3 Vychyleni (BIAS) metody

Bylo zméteno 20 replikatl 1 vzorku za podminek opakovatelnosti. Vysledky byly statisticky

zhodnoceny (primér, smérodatna odchylka, varia¢ni koeficient, hodnota vychyleni).

4.5.4 Linearita a pracovni rozsah méreni
Byla pfipravena smés vzorkd pacientd (H) o extrémné vysoké koncentraci analytu a pool
vzorkl pacientl o extrémné nizké koncentraci analytu (L). Smichanim obou poolt byly pfipraveny

dalsi ti vzorky (viz tabulka 3).

vzorek 1 L
vzorek 2 | 3L + 1H
vzorek 3 | 2L + 2H
vzorek 4 | 1L + 3H
vzorek 5 H

Tabulka 3: Tabulka vzorki k validaci linearity/pracovniho rozsahu

Kazdy vzorek byl zméfen v triplikatu. Pfi validaci linearity byla vyhodnocena zavislost
pramért zmetenych hodnot (osa y) na teoretickych znamych (osa x). Kalibra¢ni kiivka byla vytvofena

vynesenim poméru koncentraci a absorbanci.

4.5.5 Mez detekce a mez stanovitelnosti

Bylo zméfeno 10 vzorkli blanku v sérii za podminek opakovatelnosti. Po zméfeni byla

vypocitana hodnota meze detekce a meze stanovitelnosti:

e Mez detekce:
LoD =3 x 5D

e Mez stanovitelnosti:
Lo =3 x LoD
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4.5.6 Vytéznost

Bylo vybrano 5 pacientskych vzorkd, které neobsahuji oxaliplatinu. Z kazdého vzorku byly

pfipraveny 2 smésy:

e Vzorek A: 5 ml plazmy + 10 ul standardniho roztoku Pt 1,000 g/I

e Vzorek B: 5 ml plazmy + 10 pl fyziologického roztoku
Koncentrace Pt ve vzorcich A a B byla stanovena v duplikatech.
Vyhodnoceni vytéznosti:
- Stanovi se koncentrace ptidavku pacientského vzorku podle vztahu:

Ar = koncentrace pridavku * objem pfidavku / (objem pifidavku + objem vzorku)

- Zméii se prumery duplikat vzorki A a B
- Vypoctou se rozdily mezi A a B a stanovi se pramér jejich duplikata
- Vypodte se vytéznost jako pramér pramér/Ar

- Vyjadii se vytéznost v procentech: R% = (pramér/Ar) * 100
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5. VYSLEDKY A DISKUZE

5.1 Vysledky validace metody oxaliplatiny

5.1.1 Opakovatelnost

Vzorek Kontrola 1 | Kontrola 2 | Kontrola 3 | Kontrola 4
[ng/1] [ng/] [pg/l] [pg/l]

1 5541 3070 149 9

2 5772 2621 158 17

3 5677 3127 163 7

4 5660 3030 169 11

5 5495 2840 152 5

6 6047 2910 152 8

7 6068 3480 147 9

8 5458 3129 143 6

9 5463 2991 118 2

10 6105 3080 144 4

11 5999 2861 152 16

12 5767 2909 149 10

13 5697 3012 143 10

14 6005 3073 134 4

15 5753 3028 136 7

16 5861 3045 148 11

17 6073 3151 137 11

18 5541 3024 145 3

19 5499 145 13

20 5720 137 7
Prameér 5760,05 3021,17 146,05 8,50
SD 224,54 172,18 11,02 4,05
CV 3,90% 5,70% 7,54% 47,60%

Tabulka 4: Opakovatelnost pii stanoveni opakovatelnosti oxaliplatiny

Byla provedena opakovatelnost 4 kontrolnich vzorkt, z nichz kontrola 1 a 2 jsou pacientské
vzorky, kontrola 3 a 4 jsou komer¢né dodavany materidl. U kontroly 2 je provedeno jen 18 stanoveni

Z divodu nedostatku materialu.

Pro validaci analytické metody by méla byt opakovatelnost £20% pro LLOQ a £15% pro dalsi
koncentrace. Z vysledkd uvedenych v tabulce 4 vyplyva, ze opakovatelnost v rozmezi detekce je
vybornd. Zatimco kontrola 4, ktera je mimo rozmezi detekce (viz kapitola 5.1.5) je pro kontrolu

kvality nevyhovujici.
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5.1.2 Reprodukovatelnost

vzorek Kontrola 3 | Kontrola 5
[ng1] [ng/1]
1 167 1889
2 170 1797
3 145 2029
4 154 1883
5 150 1746
6 162 1706
7 162 1961
8 152 1779
9 159 1960
10 143 1801
11 151
12 151
13 163
14 142
15 144
16 162
17 141
18 142
19 152
20 144
priumér 152,80 1855,10
SD 9,16 105,73
CcV 6,00%0 5,70%

Tabulka 5: Reprodukovatelnost pii stanoveni oxaliplatiny

Byla provedena opakovatelnost 2 kontrolnich vzorkl, znichz kontrola 3 je komer¢né
dodavany kontrolni material a kontrola 5 je pacientsky vzorek. U kontroly 5 je provedeno jen 10

stanoveni z divodu nedostatku materialu.

Pro validaci analytické metody by méla byt reprodukovatelnost £20% pro LLOQ a +15% pro

dalsi koncentrace. Z vysledkli uvedenych v tabulce 5 vyplyva, Ze reprodukovatelnost je velmi dobra.
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5.1.3 Vychyleni (BIAS) metody

vzorek Kontrola 3
[ng/]
primér 146,05
SD 11,02
CV 7,54
BIAS 0,72

Tabulka 6: Vychyleni p¥i stanoveni oxaliplatiny

Hodnoty pro vypocet vychyleni byly pfevzaty ze stanoveni opakovatelnosti. Vychyleni bylo
pocitano jen z kontroly 3, ktera je jedinou kontrolou deklarovanou vyrobcem v rozmezi detekce (viz
kapitola 5.1.5).

V dostupné literatufe bylo zjisténo, ze intraindividualni biologickd variabilita a
interindividualni varabilita platiny jsou stanoveny CV, = 18% a CVg = 13%®. Z t&chto tdaju

vyplyva, ze akceptovatelna velikost vychyleni by méla byt:

[ o
0,375, [CV+ v
Pro idealni vychyleni se uvadi:
[ Z
0,125 [CV+ V¢

Nase hodnota vychyleni byla stanovena na 0,72%. Tuto podminku tedy metoda spliuje idealné.

z

5.1.4 Linearita a pracovni rozsah méreni

teoreticka primér
hodnota naméiené
[pg/l] hodnoty [pg/1]
8,9 9
762 667
1515 1368
2268 2043
3021 3073

Tabulka 7: Tabulka vysledkii linearity a pracovniho rozsahu méieni

Linearita byla zjisténa ze zavislosti priméru tfech zméfenych hodnot na teoretickych znamych

hodnotach. Jako teoreticka hodnota nizkého vzorku byla pouzita kontrola 3, kterd je deklarovana
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vyrobcem, ale je mimo rozmezi detekce (viz kapitola 5.1.5). Jako teoreticka hodnota vysokého vzorku
byla pouzita hodnota primeéru opakovatelnosti kontroly 2, coz je vzorek pacientsky (tato kontrola byla
pouzita z divodu nedostupnosti komeréné dostupného materialu deklarovaného vyrobcem v takovém

rozsahu méteni). Tyto vzorky byly postupné fedény podle tabulky 3.

Linearita byla v daném rozsahu velmi dobra s korelaénim koeficientem 0,991.

3500 -
3000 - -

2500 -

2000 - [ y=0,996x- 77,70
R?=0,991

1500 -+

hodnoty [ug/l]

1000 -

naméfené

500 -

O ‘. T T T T T -
4] 500 1000 1500 2000 2500 3000 3500
teoretické hodnoty [ug/l]

Obrazek 14: Graf zavislosti priméria zmérenych hodnot na teoretickych znamych hodnotach

Kalibracni kiivka byla vytvofena vynesenim pomeéru koncentraci a absorbanci. Hodnota

korela¢niho koeficientu kalibracni kiivky byla 0,993.

Obriazek 15: Kalibraéni kfivka oxaliplatiny

0,18 -
0,16 -
0,14 -
0,12 -
0,1
y=5.105x +0,0015
0,08 - R = 0,993

0,06 -

Absorbance

0,04 -
0,02

O 1 T T T T T e |
(0] 500 1000 1500 2000 2500 3000 3500
Koncentrace [ug/l]
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5.1.5 Mez detekce a mez stanovitelnosti

Vzorek | ¢ [pg/]
1 Nenalezen
2 Nenalezen
3 4
4 8
5 Nenalezen
6 Nenalezen
7 14
8 Nenalezen
9 8
10 10
SD 5
LoD 15
LoQ 45

Tabulka 8: Tabulka vysledkii meze detekce a meze stanovitelnosti

Pro zjisténi meze detekce byl pouzit negativni pacientsky vzorek. Po stanoveni koncentraci 10

vzorkl blanku byla mez detekce stanovena na hodnotu 15 ug/l a mez stanovitelnosti na hodnotu 45

ng/l.

7V v

5.1.6 VytézZnost

Vzorek| Al A2 Bl | B2 | Al-Bl A2-B2 | primér | Ar | pramér/Ar R%
1 2233 | 2037 | N N 2233 2037 2135 1996 1,07 106,96
2 2065 | 2153 | N N 2065 2153 2109 1996 1,06 105,66
3 2273 | 2171 | N N 2273 2171 2222 1996 1,11 111,32
4 2102 | 2027 | N N 2102 2027 2064,5 | 1996 1,03 103,43
5 2251 | 2161 | 2 N 2249 2161 2206 1996 1,11 110,52
N = nenalezen

Tabulka 9: Tabulka vysledkii vytéZnosti

Bylo vybrano 5 pacientskych vzorki, které neobsahuji oxaliplatinu. Z kazdého vzorku byly

pfipraveny 2 smésy (vzorek A - obsahujici platinu, vzorek B - bez obsahu platiny). Koncentrace Pt ve

vzorcich A a B byla stanovena v duplikatech.

Hodnota vytéznosti by se m¢la bliZit co nejblize hodnoté 100%. Nase hodnota vytéznosti ¢ini

107,58% + 4,1. Vyss§i vytéznost je s nejvetsi pravdépodobnosti zplisobena vlivem matrice. Ale pro

validaci analytické metody je vyhovujici.
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5.2 Terapeutické monitorovani oxaliplatiny (platiny) u pacientu

6000

5000

4000

3000

2000

1000

Koncentrace platiny [pg/I]
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Obrazek 16: Zavislost koncentrace platiny na ¢ase

Tabulka 10: Vysledné koncentrace Pt u pacienta €. 1

.. | cPtngl]l | cPtipgl] c Pt g/l |

Pacient .1 | red infuzi | 2 hod. po infuzi | 24 hod. po infuzi

PIna krev 1728 4740 2820
S 168 3614 1336

Pacient €. 1 je po osmém cyklu podavani oxaliplatiny.

Z plazmy a plné krve byla vypocitana AUC:

» AUC plné krve byla 96 096 pg/l/h

» AUC plazmy byla 62 014 pg/l/h

Z plazmy odebrané 2 hod. po infuzi byl ptipraven pUF a stanovena koncentrace oxaliplatiny, ktera

byla 700 pg/l. Z toho vyplyva, ze po 2 hod. bylo na proteiny navazano 80,6% oxaliplatiny a volné

(ucinng) oxaliplatiny bylo jen 19,4%.
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Obrazek 17: Zavislost koncentrace platiny na ¢ase

Tabulka 11: Vysledné koncentrace Pt u pacienta ¢. 2

ont & ¢ Pt [pg/] ¢ Pt [pg/] ¢ Pt [pg/l]
Pacient ¢. 2 pred infuzi | 2 hod. po infuzi | 24 hod. po infuzi
PIna krev 1475 3889 2848
Plazma 354 2424 1218

Pacient €. 2 je po jedenactém cyklu podavani oxaliplatiny.
Z plazmy a plné krve byla vypocitana AUC:
» AUC plné krve byla 84 835 pg/l/h

» AUC plazmy byla 45 618 ug/l/h

Z plazmy odebrané 2 hod. po infuzi byl pfipraven pUF a stanovena koncentrace oxaliplatiny, ktera
byla 611 pg/l. Z toho vyplyva, ze po 2 hod. bylo na proteiny navazano 74,8% oxaliplatiny a volné
(Gcinné) oxaliplatiny bylo 25,2%.
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Obrazek 18: Zavislost koncentrace platiny na ¢ase
Tabulka 12: Vysledné koncentrace Pt pacienta ¢&. 3
N c Pt [pg/] c Pt [ng/] c Pt [png/l]
P 2 =, , = g . = . .
aclentc. 3 pred infuzi 2 hod. po infuzi | 24 hod. po infuzi
Plna krev 485 2451 1399
Plazma 53 1674 580

Pacient €. 3 je po patém cyklu podavani oxaliplatiny.
Z plazmy a plné krve byla vypocitana AUC:
» AUC plné krve byla 48 222 ug/l/h

» AUC plazmy byla 28 248 pg/I/h

Z plazmy odebrané 2 hod. po infuzi byl ptipraven pUF a stanovena koncentrace oxaliplatiny, ktera
byla 274 pg/l. Z toho vyplyva, ze po 2 hod. bylo na proteiny navazano 83,6% oxaliplatiny a volné
(G€inné) oxaliplatiny bylo 16,4%.
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Obrazek 19: Zavislost koncentrace platiny na ¢ase

Tabulka 13: Vysledné koncentrace Pt u pacienta ¢. 4

| cPingl]l | criingl] o Pt [ng/l]

PacientC.4 | redinfuzi | 2 hod. po infuzi | 24 hod. po infuzi

AT 1017 3114 2451
E— 230 1738 860

Pacient €. 4 je po ¢tvrtém cyklu podavani oxaliplatiny.
Z plazmy a plné krve byla vypocitana AUC:
» AUC plné krve byla 69 477 pg/l/h

» AUC plazmy byla 32 514 pg/I/h

Z plazmy odebrané 2 hod. po infuzi byl ptipraven pUF a stanovena koncentrace oxaliplatiny, ktera
byla 318 pg/l. Z toho vyplyva, ze po 2 hod. bylo na proteiny navazano 81,7% oxaliplatiny a volné
(G¢inné) oxaliplatiny bylo 18,3%.
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Obrazek 20: Zavislost koncentrace platiny na ¢ase

Tabulka 14: Vysledné koncentrace Pt u pacienta ¢. 5

o] cPiingl]l | cPiingd] c Pt [ng/l ]

PaclentC.5| L redinfuzi | 2 hod. po infuzi | 24 hod. po infuzi

AT 1313 3450 2669
E— 229 2650 1441

Pacient €. 5 je po Sestém cyklu podavani oxaliplatiny.

Z plazmy a plné krve byla vypocitana AUC:

» AUC plné krve byla 76 835 pg/l/h

» AUC plazmy byla 50 759 ug/l/h

U tohoto pacienta koncentrace oxaliplatiny v pUF nebyla stanovena z diivodu nedostatku materialu.
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Obrazek 21: Zavislost koncentrace platiny na ¢ase

Tabulka 15: Vysledné koncentrace Pt u pacienta &. 6

— c Pt [pg/l] c Pt [png/l] c Pt [ng/l]

Pacient.8 | pred infuzi | 2 hod. po infuzi | 24 hod. po infuzi

PIna krev 910 5450 3151
Plazma 494 4991 2906

Pacient €. 6 je po desatém cyklu podavani oxaliplatiny.
Z plazmy a plné krve byla vypocitana AUC:
» AUC plné krve byla 107 331 ug/l/h

» AUC plazmy byla 97 837 pg/l/h

Z plazmy odebrané 2 hod. po infuzi byl pfipraven pUF a stanovena koncentrace oxaliplatiny, ktera

byla 578 ug/l. Z toho vyplyva, ze po 2 hod. bylo na proteiny navazano 88,4% oxaliplatiny a volné
(G¢inné) oxaliplatiny bylo 11,6%.
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Obrazek 22: Zavislost koncentrace platiny na ¢ase

Tabulka 16: Vysledné koncentrace Pt u pacienta &. 7

— c Pt [pg/l] c Pt [png/l] c Pt [ng/l]

Pacient. 7| pred infuzi | 2 hod. po infuzi | 24 hod. po infuzi

PIna krev 974 3041 2317
Plazma 57 2047 o1

Pacient €. 7 je po sedmém cyklu podavani oxaliplatiny.
Z plazmy a plné krve byla vypocitana AUC:
» AUC plné krve byla 66 968 pg/l/h

» AUC plazmy byla 36 790 pg/l/h

Z plazmy odebrané 2 hod. po infuzi byl pfipraven pUF a stanovena koncentrace oxaliplatiny, ktera
byla 330 pg/l. Z toho vyplyva, ze po 2 hod. bylo na proteiny navazano 83,9% oxaliplatiny a volné
(G¢inné) oxaliplatiny bylo 16,1%.
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Obrazek 23: Zavislost koncentrace platiny na ¢ase

Tabulka 17: Vysledné koncentrace Pt u pacienta ¢. 8

omcs| CPUg] | cPlingl] CPt (g}

PacientC.8 | redinfuzi | 2 hod. poinfuzi | 24 hod. po infuzi

PIna krev Nenalezen 1768 659
Plazma Nenalezen 1795 541

Pacient €. 8 je po prvnim cyklu podavani oxaliplatiny.
Z plazmy a plné krve byla vypocitana AUC:
» AUC plné krve byla 30 233 pg/l/h

» AUC plazmy byla 29 286 pg/l’h

Z plazmy odebrané 2 hod. po infuzi byl ptipraven pUF a stanovena koncentrace oxaliplatiny, ktera
byla 194 pg/l. Z toho vyplyva, ze po 2 hod. bylo na proteiny navazano 89,2% oxaliplatiny a volné
(G¢inné) oxaliplatiny bylo 10,8%.
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5.3 Vysledky markert neurotoxicity

5.3.1 pNF-H
Vzorek | €PNF-HIpg/mil [ cpNF-H[pg/mi] | cpNF-H [pg/ml]
pred infuzi 2 hod. po infuzi 24 hod. po infuzi
Pacient ¢&. 1 <65 <65 <65
Pacient ¢. 2 <65 <65 <65
Pacient ¢. 3 <65 <65 <65
Pacient ¢. 4 <65 <65 <65
Pacient ¢. 5 <65 <65 <65
Pacient ¢. 6 <65 <65 <65
Pacient ¢. 7 <65 <65 <65
Pacient ¢. 8 <65 <65 <65

Tabulka 18: Vysledné koncentrace pNF-H

Z tabulky 18 vyplyva, Ze ani u jednoho pacienta nebyla nalezena vyssi koncentrace pNF-H.

5.3.2 NSE
Vzorek C I}lSE.[p.g/I’] c NSE [p.-g/I] 2'hod. c NSE [p.g./l] Zfl
pred infuzi po infuzi hod. po infuzi
Pacient ¢. 1 29,38 37,11 24,35
Pacient ¢. 2 34,39 40,84 14,99
Pacient ¢. 3 35,07 32,17 22,35
Pacient ¢. 4 25,55 14,79 12,40
Pacient ¢. 5 37,11 9,62 24,75
Pacient €. 6 10,34 0,15 7,07
Pacient ¢. 7 22,38 20,57 19,71
Pacient €. 8 14,84 27,04 15,50

Tabulka 19: Vysledné koncentrace NSE

Fyziologicka hodnota NSE je 17 pg/l. Z tabulky 19 vyplyva, Ze téméf u vSech pacientii byla stanovena
vy$si koncentrace NSE. Zvyseni ale neni nijak zdvazné, a proto ani NSE neni vhodnym markerem pro

sledovani neurotoxicity oxaliplatiny.

-48 -



5.3.3 S100

Vzorek €5100 [pg/1] € 5100 [pg/1] €5100 [pg/1]
pred infuzi 2 hod. po infuzi 24 hod. po infuzi
Pacient ¢. 1 0,297 0,243 0,356
Pacient ¢. 2 0,094 0,122 0,083
Pacient &. 3 0,064 0,085 0,060
Pacient &. 4 0,059 0,047 0,053
Pacient &. 5 0,048 0,046 0,066
Pacient &. 6 0,149 0,063 0,056
Pacient &. 7 0,048 0,047 0,043
Pacient &. 8 0,054 0,050 0,044

Tabulka 20: Vysledné koncentrace S100

Fyziologicka hodnota proteinu S100 jsou 0,110 ug/1. Z tabulky 20 vyplyva, Ze pouze u pacienta ¢. 1, 2
a 6 byly stanoveny vyssi koncentrace. A proto ani protein S100 neni vhodnym markerem sledovani

neurotoxicity oxaliplatiny.
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6. ZAVER

Byla zavedena metoda pro stanoveni oxaliplatiny pomoci bezplamenové AAS v biologickych
materialech (plna krev, plazma, ultrafiltrat plazmy). Metoda vykazovala vyborné analytické vlastnosti.
Varia¢ni koeficient opakovatelnosti a reprodukovatelnosti byl v rozmezi detekce niz$i nez 10%. Mez
detekce byla stanovena na hodnotu 15 pg/l a mez stanovitelnosti na hodnotu 45 pg/l. Linearita je
zaruCena az do koncentrace 3000 pg/l. Hodnota vychyleni byla stanovena na 0,72%, hodnota

vytéznosti byla stanovena na 107,58%.

Byla sledovana koncentrace oxaliplatiny v riznych biologickych materidlech u pacientl
béhem chemoterapeutické 1écby kolorektalniho karcinomu. Bylo zjiSténo, Ze u vétSiny pacientd je
primérné 57% platiny obsazeno v plazmé kromé pacienta, ktery je po prvnim cyklu podavani
oxaliplatiny. Dale bylo zjisténo, Ze po dvou hodinach po infuzi je volné (€inné) platiny v praméru
17%. Zda se, ze nejvhodnéjSim materialem pro terapeutické monitorovani oxaliplatiny je stanoveni

Z ultrafiltratu plazmy, ale z dtivodu vysoké ekonomické naro¢nosti je stanoveni z plazmy dostacujici.

U pacienti byly vySetfeny diagnostické markery poskozeni nervové tkan¢ — pNF-H, NSE a
protein S100. Z naSich vysledkli vyplyva, ze ani jeden zvySe vyjmenovanych markeri nema

dostatecnou senzitivitu pro sledovani neurotoxicity oxaliplatiny.

Monitorovani koncentrace oxaliplatiny mize znatelné pomoct k vytvoreni individualniho

terapeutického konceptu — navolit vhodné davky a piedejit nezadoucim uéinktim.

-50 -



10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

. LITERATURA

Klener P. a kol.: Klinicka onkologie, Praha, Galén 2002, ISBN 80-7262-151-3

Holubec L. a kol.: Kolorektalni karcinom - souc¢asné moznosti diagnostiky a 1é¢by, Praha, Grada
2004, ISBN 80-247-0636-9

Lukas M.: Hereditarni polypozni syndromy tlustého stfeva a kolorektalni karcinom, Sanquis 16,
str. 28-31 (2001)

Zavoral M., Ladmanova P.: Kolorektalni karcinom — Screening a dispenzariza¢ni programy, CLS
JEP, Doporucené postupy pro prakticke lékare, reg.c. 0/012/067

URL: <www.edukafarm.cz/clanek.php?id=442> [cit. 2008-11-11]
Urban O.: Diagnostika kolorektalniho karcinomu, Onkologie 2, 9-11 (2008)

Zavoral M., Ladmanové P.:Kolorektalni karcinom — diagnostika a 1é¢ba, CLS JEP, Doporucené
postupy pro praktické lékare, reg.C. 0/012/068

Jech Z., Hoch J.: Chirurgicka 1é¢ba kolorektalniho karcinomu, Interni medicina pro praxi 2, 81-84
(2004)

Jablonska M. a kol.: Kolorektalni karcinom - ¢asnd diagnéza a prevence, Praha, Grada 2000,
ISBN80-7169-777-X

Penka I., Kala Z.: Chirurgicka 1é¢ba kolorektalniho karcinomu, Onkologie 2, 12-16 (2008)
URL.: <http:/www.pfizer.cz/files/Kolorektalni_karcinom.pdf> [cit. 2008-11-11]

Liillmann H., Mohr K., Wehling M.: Farmokologie a toxikologie, Praha, Grada (2004), ISBN 80-
247-0836-1

Goodisman J., Hagrman D., Tacka K.A, Souid A.K..: Analysis of cytotoxicities of platinum
compounds, Cancer Chemotherapy and Pharmacology 57, 257-267 (2006)

Kizek R., Vacek J., Adam V., Vojtések B: Vztah metalothioneinu k rakoviné a protinddorové
16¢be, Klinicka biochemie a metabolismus 12, 72-78 (2004)

Fabrik 1., Kukacka J., Prasa R., Eckschlager T., Adam V., Kizek R.: Metalothionein a jeho
klinicky vyznam, Fons 2, 20-22, (2008)

Kasparkova J., Brabec V.: Od poskozeni DNA k 1¢¢b€ rakoviny, Akademicky bulletin Akademie
ved Ceské republiky 10, (2001)

Hampl F., Pale¢ek J.: Farmakochemie, Praha, Vydavatelstvi VSCHT 2002, ISBN 80-7080-495-5

Brabec V. a kol.: Antitumor activity of platinum complexes, Advances in Cell and Molecular
Biology, 73-90 (2005)

Hrabeta J., Figova T., Eckschlager R., Priisa R., Blastik O., Ktizova S., Adam V., Cinatl J.,
Michaelis M., Kizek R.: Brnénské onkologické dny XXXI, Brno (2007)
-51 -


http://www.cls.cz/dokumenty2/os/r067.rtf
http://www.edukafarm.cz/clanek.php?id=442
http://www.pfizer.cz/files/Kolorektalni_karcinom.pdf

20.

21.

22.

23.

24,

25.

26.

217.

28.

29.

30.

31.

32.

33.

34.

35.

36.

Palmiter R.D.: Regulation of metallothionein genes by heavy metals appears to be mediated by a
zinc-senzitive inhibitor that interacts with a constitutively active transcription factor, Proceedings
of the National Academy of Science of the USA 91, 1219-1223(1994)

Adam Z., Vorli¢ek J., Sedlackova S.: Prehled protinadorové farmakologické 1é&by, Praktické
lékarenstvi 2, 80 (2005)

Kelland L.R., Farrell N.P.: Platinum-Based Drugs in Cancer Therapy, Totowa, Humana Press
Incorporation 2000, ISBN 0-89603-599-9

Lokich J.: Chat is the ,,best” platinum: cisplatin, carboplatin, or oxaliplatin?, Cancer Investigation
19, 756-760 (2001)

Blommaert F.A., van Dijk-Knijnenburg H.C., Dijt F.J., Engelse L., Baan R.A., Berends F.,
Fichtinger-Schepman A.M.: Formation of DNA adducts by the anticancer drug carboplatin:
different nukleotide sequence preferences in vitro and in cells, Biochemistry 34, 8474-8480 (1995)

Vrana O., Brabec V., Kleinwidchter V.: Polarographic studies on the conformation of some
platinum complexes: relations to anti-tumor aktivity, Anti-cancer drug design 1, 95-109 (1986)

Melichar B.: Oxaliplatina, Farmakoterapie 6, 561-569 (2005)

Raymond E., Faivre S., Chaney S., Woynavowski J., Cvitkovic E: Cellular and molecular
pharmacology of oxaliplatin, Moecularl Cancer Therapeutics 1, 227-235 (2002)

Graham M. A., Lockwood G. F., Greenslade D., Brienza S., Bayssas M., Gamelin E.: Clinical
Pharmacocinetics of Oxaliplatin: A Critical Review, Clinical Cancer Research 6, 1205-1218
(2000)

Raymond E., Chaney S.G., Taamma A, Cvitkovic E.: Oxaliplatin: a review of preclinical and
clinical studies, Annals of Oncology 9, 1053-1071 (1998)

Gamelin E., Gamelin L., Bosii L., Quashoff S.: Clinical aspects and molecular basis of oxaliplatin
neurotoxicity: current management and development of preventive measures, Seminars in
Oncology 29, 21-33 (2002)

Saif W. M., Reardon J.: Management of oxaliplatin-induced peripheral neuropathy, Therapeutics
and Clinical Risk Management 1, 249-258 (2005)

Kukacka J., Vajtr D., Lepej J., Prusa R.: Biochemické markery traumatického poskozeni mozku,
Labor aktuell 1, 18-23 (2008)

Zima T. a spol.: Laboratorni diagnostika, Praha, Galén 2002, ISBN 978-80-7262-372-3
Shaw G., Yang C., Ellis R., Anderson K., Mickle J. P., Scheff S., Pike B., Anderson D. K.,
Howland D. R.: Hyperphosphorylated neurofilament NF-H is a serum biomarker of axonal injury,

Biochemical and Biophysical Research Communications 336, 1268-1277 (2005)

URL: <http://www.nih.gov/news/research_matters/september2008/images/colonoscopy_|I.gif>
[cit. 2009-23-2]

URL: <http://www.integrativebiology.ox.ac.uk/images/polyp.jpg> [cit. 2009-23-2]

-52 -


http://www.nih.gov/news/research_matters/september2008/%20images/colonoscopy_l.gif
http://www.integrativebiology.ox.ac.uk/images/polyp.jpg

37.

38.

39.

40.

Petrioli R., Pascucci A., Francini E., Marsili S., Sciandivasci A., Tassi R., Civitelli S., Tanzini G.,
Lorenzi M., Francini G.: Neurotoxicity of FOLFOX-4 as adjuvant treatment for patients with
colon and gastric cancer: a randomized study of two different schedules of oxaliplatin, Cancer
Chemother Pharmacol 61, 105-111 (2008)

Ptibalové informace diagnostického komercniho setu pNF-H, BioVendor, CR

Piibalové informace diagnostického komercniho setu NSE, ¢&. 12179202001V9, Roche
Diagnostics, CR

Ptibalové informace diagnostického komer¢niho setu S100, ¢. 12177293001V5, Roche
Diagnostics, CR

-53-



8. SEZNAM ZKRATEK

AAS Atomova absorp¢ni spektrometrie

Ar Teoreticka hodnota

AUC Area Under Curve; plocha pod kiivkou

CNS Centralni nervovy systém

CT Computer Tomograph; pocitacova tomografie

Ccv Varia¢ni koeficient

CVgs Interindividualni (skupinova) biologicka variabilita, vyjadfena jako varia¢ni koeficient
Cv, Intraindividualni biologicka variabilita, vyjadifena jako variacni koeficient
DNA Deoxyribonukleova kyselina

ECLIA Elektrochemiluminiscen¢ni imunoanalyza

ELISA Enzyme-liked immunosorbent assay

GFAP Fibrilarni kysely protein

HCI Kyselina chlorovodikova

HRP Kfenova peroxidaza

KRK Kolorektalni karcinom

LLOQ Lower Limit Of Quantification; spodni limit detekce

LoD Limit of Detection; mez detekce

LoQ Limit of Quantification; mez stanovitelnosti

MBP Myelinovy bazicky protein

MT Metalothionein

NF-H Neurofilament Heavy Polypeptide; tézky fetézec neurofilament
NF-L Neurofilament Light Polypeptide; lehky fetézec neurofilament
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NF-M Neurofilament Medium Polypeptide; stiedni fetézec neurofilament

NSE Neuron-specificka enolaza

pNF-H Fosforylovana neurofilamenta typu H
Pt Platina

pUF Ultrafiltrat plazmy

QC Quality Control; kontrola kvality

R Korelacni koeficient

S100 Protein S100B

SD Smérodatna odchylka

TMB 3,3',5,5'-tetrametylbenzidin
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