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Uvod

Myslenka napsat diplomovou préaci na vyse uvedené téma vznikla
béhem mé dvoumésiéni stdze na oddéleni Neurovéd a biomediciny
university Milano-Bicocca, kde jsem meél prilezitost aktivné se podilet na
realizaci experimentilniho mysiho modelu ilustrujictho detrimentalni

ucinky chemoterapeutik na funkci periferniho nervového systému.

Periferni neuropatie je vazné onemocnéni, vznikajici z rady pricin a
majici vyznamny vliv na kvalitu Zivota pacient{i, které mize navic piimo i
nepiimo ovlivnit jejich prognézu a dobu preziti. Chci tedy nejdrive
prehledné tuto klinickou jednotku definovat a poté se zamérit na jeji roli
v souvislosti s onkologickou protinddorovou chemoterapii, kde ptisobi jako
vazny komplikujici faktor. Vyznamnym tkolem je zhodnotit soucasny stav

tykajici se moznosti 1é¢by a prevence tohoto problému.

Soucasnd medicina ma obrovskou vyhodu, ale zaroven i uskali
v tom, Ze premira dat a fakti nas nuti k neustalé subspecializaci a béhem
nasi profese se obvykle stdivame odborniky na nékolik mélo tzkych témat.
Prestavame obdas urcitd témata vnimat komplexné, a jednotlivi experti si
dokonce mezi sebou prestavaji rozumét. Tvorime tedy multidisciplinarni
tymy, abychom tento trend zvratili a naSe tsili stdle vedlo zejména

k prospéchu pacienta.

Doufam, Ze se mi vtéto praci podari provazat pohled na téma
polékové periferni neuropatie z pohledu zastupct vybranych participujicich

oborti, tedy neurologti, onkologti a badateld na poli biomediciny.

Ulaické a mnohdy i u ¢asti odborné verejnosti se setkdvame
s nepochopenim vyznamu a prinosu experimentalnich zvirecich modelq,
kdy jsou tyto c¢asto a priori zavrhovany jako zbyte¢né a nepripustné.
Doufam, Ze tato prace také nastini, proc jsou zvirata v sou¢asném vyzkumu

stéle jesté obtizné nahraditelna.



Jsem také rad, Ze mohu toto téma vztahnout na ukazku vyzkumu
vpraxi a alespon vzjednoduSené formé prezentovat vysledky provedené
studie, ktera snad svoji trochou prispéje do arzenalu védomosti a poznatkii

potiebnych pro nas boj s touto klinickou jednotkou.



1. Periferni neuropatie

Periferni neuropatie je definovana jako postizeni jakékoliv casti
periferntho nervového systému. Je to problematika spadajici do péce
neurologii.(2) Tato prace se zabyva presn€ji periferni polyneuropatii.
Jedna se o onemocnéni vice perifernich nervii zplisobené systémovou
pri¢inou, charakterizované symetrickou distribuci na distalnich télesnych
partiich s progredujici symptomatikou. Mononeuropatie, tedy napriklad
jednotlivé 1éze n. ulnaris, n. facialis atd. zplisobené jinymi pri¢inami
(trauma, prochlazeni aj.) tvori odlisSnou skupinu. Podobné fenomény jako je
mononeuritis multiplex, tedy se symptomatikou asymetrickou a etiologii

zejména vaskularné - zanétlivou, nejsou v této praci predmeétem zajmu.

1.1 Epidemiologie

Prevalence perifernich polyneuropatii v CR se udava jako 2.4%,
zavisi vSak znac¢né na regionalnich rozdilech, vékovém spektru pacientd a
ziejmé 1 zpusobu Kklasifikace podle etiopatogeneze a hodnoceni

symptomatiky.(3)

1.2 Etiologie

V Evropé a vyspélych zemich zptisobuje vice nez tretinu pripadii
polyneuropatii diabetes mellitus. Na druhém misté je konzumace
alkoholu.(2) Neni tfeba komentovat, Ze zdravotni a ekonomicki zatéz
s~moderniho“ stylu zZivota a civilizacnich onemocnéni je alarmujici. V zemich
tretiho svéta je naopak nejéastéjsi pri¢inou malnutrice a lepra.

Méné castych pricin je sodstupem daleko vice a lze je
charakterizovat takto: 5% neuropatii predstavuji komplikace infekénich
nemoci. Vznikaji na zakladé zanétlivého procesu, bud ptfimym pilisobenim
patogenu, jeho toxinu nebo sekundarnim poskozenim imunitnim

procesem. NejéastéjSimi ptivodci jsou borelioza, botulismus, difterie, syfilis,



dale toxoplazmoéza, leptospirdza, rickettsie a mnoha dalsi. Zapomenout
nelze na virova agens, neuropatie vznika casto prti infekci HIV (a také v
disledku HAART), CMYV, influenze, herpesvirech a dalsich. Podobné
symtomy ma i idiopatickd polyradikoneuritis ( syndrom Guillan Barré),
ktery je vzacnou komplikaci o¢kovani proti infek¢nim nemocem.

Dalsi skupinou jsou neuropatie na zakladé toxické etiologie C¢i
nutritivnich deficitd. Jejich seznam je velmi dlouhy, fadime sem otravu
tézkymi kovy (napr. olovo, thallium, arsen, kadmium) a deficit vitamint
skupiny B (konkrétné thiaminu, riboflavinu, pyridoxinu, kobalaminu,
folatu, kyseliny nikotinové a tokoferolu)(2). Tyto poznatky vedly k tomu, Ze
nékteré ztéchto latek také byly zkouméany jako potencionalni
neuroprotektiva, cemuz se vénuje kapitola o prevenci.

Kromé diabetu mohou neuropatii zptsobit i jind endokrinologicka
onemocnéni, napiiklad syndromy nadprodukce ristového hormonu,
poruchy funkce §titné 7lazy a pristitnych télisek, insuficience jater, ledvin a
nadledvin.

Z onkologického hlediska jsou vyznamné paraneoplastické projevy
nadort a paraproteinémie at uz ptivodu hematologického nebo hromadéni
bilkovin pri systémovych amyloidézach.(3)

Vyznamné k fondu neuropatickych pric¢in prispivaji i jina farmaka,
nez protinddorova chemoterapeutika. Obezretnost je treba pri 1écbé
amiodaronem, amytriptylinem, lithiem a antituberkulotiky. Spektrum 1éki
potencionalné neurotoxickych je nesmirné Siroké. Spadaji sem i
nejrozsirenéjsi preparaty jako jsou antibiotika, thyreostatika a
antidepresiva. Rovnéz mnoh4 1é¢iva ze skupiny antirevmatik maji v tomto
ohledu nepriznivy profil. Pozor je treba davat zvlasté pri dlouhodobé
farmakoterapii, avSak je tfeba brat i vavahu moznost vyskytu relativné
vzacnych idiosynkratickych reakci, které nejsou ptimo zavislé na podané
davce.

Mezi vzacné pri¢iny, na které bychom méli také myslet, patri
intermitentni akutni porfyrie a hereditarni motoricko-sensorické (nebo

Cisté sensorické) neuropatie typu I.-IV. Nezridka zaznamename neuropatie



také jako c¢ast symptomd u rozlicnych vaskulitid, kolagenéz a
autoimunitnich onemocnéni revmatického charakteru.(2)

CIPN, tedy periferni neuropatie Kklasifikovana jako nasledek
onkologické 1é¢by vznika dle riznych zdrojii u 20-40% pacientti 1écenych
chemoterapii. Odhaduje se, Ze jen ve Spojenych statech timto problémem
trpi kolem 1.5 milionu obyvatel. Rozvoj zavisi na véku, vysi davek,
kumulativni davce, trvani 1ééby a terénu dalSich rizikovych faktord.
Symptomy, ¢asto velmi podobné diabetické neuropatii nékdy odezni aplné,

nékdy jsou ¢astec¢né reverzibilni nebo ireverzibilni.(5)

1.3 Patologicka klasifikace

Neuropatie mtiizeme charakterizovat na neuronopatie (postizeni téla
neuront, dle typu bud sensorické — gangliopatie, ¢i motorické). Druhou
skupinu tvori poruchy neuronalnich vybézki, pro tuto variantu patologové
také pouzivaji termin periferni neuropatie, coz miize vést k zmateni. Tyto
poruchy vybézku se déli dale na axono a myelinopatie, dle mista poskozeni.

Jsou zpravidla sensorimotorického charakteru.

1.4 Symptomy

Priznaky se d€li dle typu postiZzenych nervovych vldken na sensitivni,
autonomni a motorické — ty které obvykle nastupuji jako posledni.

Nejcastéji se vyskytuji sensitivni symptomy. Postizeni slabych
nemyelinizovanych vlaken piisobi parestezie, hyper a hypestezie, allodynie,
neuropatickou bolest. Zacinaji typickou distribuci ,ponozek a rukavic® ,
obvykle nejdiive na dolnich kondetindch a postupuji proximalné. Pri
postizeni silnych vlaken vznikd naopak necitlivost, deficit polohocitu,
vibraci, snizeni reflexti a vede az k slabosti a ataxii.

Autonomni priznaky se ¢asto projevuji jako akrohypohidrosa, zacpa
az s ileoznimi stavy, retenci moci, sexualni dysfunkei a kardialnimi priznaky

(dysrytmie, poruchy tvorby a Sifeni vzruchii, hypotenze).
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Mezi motorické symptomy radime slabost, neobratnost a nakonec

atrofie svalii a vznikajici deformity.(2)

1.5 Patogeneze

Nejcast€jsSim mechanismem je axonalni dystrofie, provazena
Walerianskou degeneraci. Proto jsou nejdiive postizeny oblasti s nejdelSim
pribéhem vldken. Pokud je poskozeni mirné, vldkna mohou regenerovat.
Poskozeni sensorickych neuronti v dorzalnich misnich gangliich s jejich
naslednou nekrézou ¢i apoptézou vsSak znamena ireverzibilni zhorseni

neurologickych funkei.(2)

1.6 Diagnostika a hodnoceni

Kromé anamnézy zaméfené na symptomy patii kzakladnim
postuptim Kklinické neurologické vySetfeni. Motorické vypadky oziejmi
vySetfeni reflexti, svalové sily, atrofii a fascikulaci. Poruchy Cciti zjistime
ladickou, Spendlikem a jinym tupym predmeétem a termickymi pokusy,

patrame po ataxii.

1.6.1 Klinické skalovaci systémy

Pro ucely klinickych studii se vétsinou pro hodnoceni neuropatie
pouzivaji riizné $kaly (CTC). VSem skorovacim systémim je spolecné, ze
klasifikuji periferni neuropatii do péti tfid, od nuly do ¢étyr. Nula znamena
normu, 1. stupen lehké asymptomatické postizeni, 2. stupen stfedné tézké
symptomatické postizeni, 3. stupen popisuje postizeni té€zké ovlivnujici
bézné denni aktivity. Stupen 4 definuje invalidizujici postiZeni.

Skala vytvofena WHO roku 1979, ktera hodnoti miru parestezii,
zmén Slachovych reflexii a motorické deficity, se nedockala masivniho

rozsireni.
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Skala ECOG zroku 1982 ji rozsifila o nékolik poloZek, a byla
vyuzivana daleko vice.

Presnéjsi a komplikovanéjsi skorovaci systém CTC predstavil NCI o
rok pozdé€ji s posledni revizi v roce 2003.

Dale bylo vytvoreno mnozstvi dotaznikovych systémt a funkénich
hodnoceni, zamérenych také na kvalitu Zivota a denni aktivity, popisujicich
obtézujici symtomy nebo aktivity, které jsou omezeny (napf. zapnuti
knofliki u kosile).

Dalsi vyvinuty skorovaci systém TNS zroku 1994 slouzil zejména
potfebam neurologi, nebot diky svému usporadani a komplexnosti
usnadnoval evaluaci topického a anatomického postizeni nervi. Je to
kompozitni Skala, ktera slucuje hodnoceni symptomatiky, klinického
vySetfeni u ltzka i vysledky objektivnich ENG vysetieni. Lze dosahnout
skore 0-44, kazda polozka je hodnocena 0-4. Onkologové jej vSak casto
vnimali jako prili§ komplikovany a ¢asové naro¢ny, proto byla vytvorena
redukovana verze hodnotici jen klinické parametry, u které bylo ovéreno, Ze

rovnéz poskytuje validni vysledky.(7)

Vsechny zminéné skaly ale disponuji uréitymi problémy. Hodnoceni
ovliviiuje individualni pristup hodnotitele a Skalované kategorie si ne vzdy
uplné presné odpovidaji. To ztéZuje interpretaci vysledki a mtze ovlivnit
vysledky studii. Zajimavy je efekt Likertovy teorie o centralnim biasu téchto
skal. Tazatelé i pacienti podle tohoto fenoménu maji tendenci vyhybat se
extrémnim polozkam vkazdé Kkategorii. V soucasnosti probiha velka
multicentrickad studie CI-Perinoms, na jejimz konci by mél stat novy

skalovaci systém, ktery by tyto potize adresoval.(7)

1.6.2 Neurofyziologicka vysetreni

Kvantitativni metody hodnoceni jako elektromyografie a neurografie
jsou primarné uréeny pro diferencidlni diagnostiku nemoci
neuromuskularniho aparatu. Obvykle totiz selhavaji v casné detekci

periferni neuropatie a jsou priikazné Casto az v stadiich, kdy pacienti trpi
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vyraznou symptomatikou. Presto mohou byt vyznamné v objektivizaci
potizi a jako indikator miry postizeni jsou vyuzitelné u zvirecich

modelu.(20)

Elektroneurografie je vlastné komplex neurofyziologickych metod
meéreni, které dokari rozlisit mezi myopatiemi a riiznymi typy neuropatii.
Vyznamny podil maji méreni rychlosti vedeni (NCS), které bezpecné
identifikuji 1éze nervii i periferni neuropatie. Principem je, Ze elektrickou
stimulaci vytvotrime sloZeny akéni potencial, ktery se $ifi prisluSnymi nervy.
Pfi zaznamenani na registraéni elektrodé meérime latenci a zmény
amplitudy tohoto akéniho potencidlu. Existuji tfi typy méfeni NCV.
Sensorické jsou méreny na nervech zprostredkovavajicich pouze ¢iti
(detekce SNAP), smiSené jsou méreny na nervech, které vedou jak
motorickou tak i sensitivni slozku (MNAP) a koneéné vedeni nervy
motorickymi se urcuje nepfimo z méreni ve svalovych vlaknech (CMAP).(2)
NCV je vypocitana jako vzdalenost stimulovaného nervu délena rozdilem
proximalni a distalni latence. Nutna je supramaximalni stimulace, tedy
intenzita proudu, pri které jsou depolarizovany vSechny axony v prislusném
vlakné a ziskany potencial je tedy nejvyssi. Jehlové elektrody maji vyhodu,
Ze jsou méné ovlivnény rusenim zokoli. Je vSak obtizn€jsi ziskat pri
opakovanych mérenich konsistentni vysledky.

V praxi u CIPN je vyuzitelnost téchto metod limitovana. Napriklad
cisplatina primarné poskozuje neurony DRG, zatimco bortezomib
predevsim nemyelinizovana a tence myelinizovana vlakna. (19)

ENG totiz detekuje hlavné poskozeni velkych myelinizovanych vldken. EMG
je bolestivé vySetreni a jeho vytéznost pro prevazné sensorické patologie je

mala.
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2. Chemoterapeutika - prehled nejcastéjSich

induktoru periferni neuropatie

Chemoterapie zaznamenala v poslednich dvou stoletich znac¢ny rozvoj.
Prinesla efektivni lé¢bu mnoha nadorovych onemocnéni, kdy umoziiila
prodlouzeni preziti a v nékterych pripadech i vylééeni. Za to vSak platime
cenu mnozstvim nezadoucich aéinka. Periferni neuropatie patii mezi jeden

z nejzavaznéjsich.

2.1 Cisplatina

Chemoterapeuticky potencial cisplatiny, presnéji cis-diamino-
dichlor platnaty komplex (CDDP) byl objeven roku 1965. Je to alkylac¢ni
¢inidlo, které tvorbou kovalentni vazby na fetézec DNA brani separaci
fetézcli DNA pii jeji replikaci. Ukazuje se vSak, ze mechanismus ptlisobeni
platinovych derivati je ponékud komplexnéjsi. Napiiklad, aktivaci
stresovych kindz dochézi k zvySené expresi FAS ligandl, tim je fakticky
autoaktivovana zevni apoptoticka draha. Rovnéz se zd4, Ze cisplatina hraje
roli i v preferen¢ni inhibici telomer, coz mize byt dalsi faktor vedouci
k eliminaci postizenych bunék. Dilezitd mize byt i aktivace apoptozy na
zakladé aktivace genotoxického stresu a zvySena tvorba volnych radikalt
jako produktti oxidace.(1)

Mezi vyrazné nezadouci ucinky patfi nefrotoxicita, kterou Ize
kontrolovat predaplikaéni hyperhydrataci a naslednou forsirovanou
diurézou. Za zminku stoji téz znaéné nebezpeéi anafylaktickych reakci a
silny emetogenni potencidl. Vzacnéji vznika pankreatitis a problémem
muze byt i kardiotoxicita.

Uplatnéni nachazi u nadori ovarii a testes ve stadiu s metastazami a
také u pokrocilych nadort mocového méchyie. (4) V kombinaci je

pouzivana také u dalSich malignit, jak je uvedeno nize.
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2.2 Paklitaxel (Taxol)

Paklitaxel patii do skupiny taxanii, jednd se o derivat ptvodné
izolovany z kiry pacifického tisu. Jeho pouziti diive limitovala dostupnost a
rozpustnost, vyreSena az svyvojem technologie polosyntetické vyroby.
Mechanismus u¢inku spocivad vinhibici depolymerizace mikrotubult.
Mikrotubuly hraji komplexni roli ve funkci bunék, jsou nezbytné jak pro
tvorbu mitotického vieténka, tak pro motilitu a vnitini strukturu bunék.
Inhibici depolymerace dochézi tedy k naruseni funkce cytoskeletu a zastave
bunécéného cyklu ve fazi G2/M prechodu. Nasleduje spusténi apoptdzy
soucasnou aktivaci kaspazy-10 a FAS receptoru. Déle se uplatiiuje omezeni
intracelularni signalizace, invazivity a metastatického potencialu. V roce
2007 byl popsan dal$i moZzny mechanismus ucinku: zvySeni aktivity
NADPH oxidazy generuje nadbytek kyslikovych radikalt (ROS) coZ ptisobi
nekro6zu okolnich bunék.(1)

Avsak ovlivnéni mikrotubularnich funkeci se zda byt rozhodujicim
divodem proc¢ plisobi taxany silné neurotoxicky. Mezi vzacnéjsi nezadouci
ucinky patii i inflamatorni intersticidlni pneumonitida, popsana byla i
neutropenicka enterokolitis, alopecie, pankreatitis a hepatotoxicita.

Taxol nachazi uplatnéni u fady malignit. V kombinaci s cisplatinou
se vyuziva u nekurativnich rezimi NSCLC a metastatického ovarialniho
karcinomu. Déle je indikovan u pokrocilého nadoru prsu a u Kaposiho

sarkomu ve spojeni s onemocnénim HIV.(1)

2.3 Bortezomib

Tento derivat kyseliny boronové reprezentuje latky reverzibilné
inhibujici 26S proteasom. Tim dochazi k naruSeni ubikvitin-
proteasomového systému degradace proteini. Néasledné hromadéni
aberantnich produkti proteosyntézy ovliviiuje prichod bunéénym cyklem a
zastavi bunécéné déleni. VedlejSim efektem je inhibice transkrip¢nich

faktori NFkB vedouci k alteraci proliferace a apoptotické kaskady.

15



Bortezomib je vsoucasnosti indikovan kterapii rtznych stadii
mnohocetného myelomu a u lymfomu z plastovych bunék. Déale probihaji
stovky studii ovérujicich efektivitu u dalsich hematologickych malignit i
solidnich tumorti. (16) D4 se tedy ocekavat, Ze jeho indikaéni spektrum se
v budoucnosti rozsiri.

Kromé myelotoxicity je nejzavaznéjsim nezadoucim uwcinkem
periferni, prevazné senzorickd neuropatie. Ta se projevuje zejména
paresteziemi, hyperesteziemi a neuropatickou bolesti, coz miize vést az k
diskontinuaci 1écby. Nastésti se vétsSinou symptomatika zlepsi ¢i ustoupi
v pribéhu nékolika tydni.

V budoucnu mozna ptjde vyuzit latky, nyni intenzivné zkoumané,
napt. Carfilzomib, piisobici ireverzibilni inhibici proteasomt, které maji
mensi spektrum nezadoucich tucinkd.

Co se tyCe nezadoucich tucinkl, pri zavazné trombocytopenii a
periferni neuropatii se doporucuje snizit davku o 30% nebo ji aplné
vynechat. To dle nékterych studii mize vyznamné kompromitovat ¢innost

chemoterapeutického efektu. (1)

2.4 Vinka alkaloidy

Mezi nejznaméjsi latky této skupiny patfi vinkristin a vinblastin,
uzivané jsou v 1é¢bé jak solidnich tumorti, tak u hematologickych malignit.
Jelikoz inhibuji polymerizaci mikrotubuldi, jejich mechanismus ucinku je
jakymsi protipélem taxant a nepiekvapuje, Ze maji rovnéz zna¢ny potencial
plsobit neurotoxicky.

Casto byva pozorovdna autonomni neuropatie manifestujici se jako

ileus ¢i synkopy a hypotenze z autonomni dysregulace. (11)

2.5 Dalsi latky

Existuje seznam dalSich chemoterapeutik u kterych hrozi riziko
rozvoje periferni neuropatie. Za zminku stoji imunomodulator a

antiangiogenni faktor, dfive nechvalné prosluly Thalidomid, v soucasnosti
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indikovany u 1ééby mnohotného myelomu. Probihajici klinické studie
ovéfuji jeho pouziti u kvanta dalSich nadorovych onemocnéni. Velka
pozornost z hlediska rozvoje neuropatie by se dle mého nazoru meéla
vénovat obzvlasté rezimiim kombinujicich thalidomid s bortezomibem.
Nékteré prace zminuji také periferni neurotoxicitu suraminu. Jedna
se o 1ék indikovany k 1é¢bé trypanozomiazy a onchocerkiazy, byla vsak také
zkoumana jeho role protinadorova, ponévadz inhibuje mnoho ristovych a
angiogennich faktorti. (11) Pokud by nasel svoje misto v onkologii, jeho

neurotoxicky profil by také mél byt bran v avahu.

3. Metody vyzkumu CIPN

3.1. In vivo modely

Za Gcelem zkoumani patogeneze a 1é¢by byly uskutecnény cetné
experimenty na potkanech a nové€ji i na mysich. Zpravidla je snahou
dosahnout co nejvétsi podobnosti s pribéhem postizeni u lidi. Pro rtzné
kmeny zvirat je nutné najit vhodny davkovaci rezim.

Skupina kolem Cavalettiho ve svych recentnich studiich prokéazala,
ze chronické podavani vybranych chemoterapeutik potkanim Wistar a
mys$im BALB-C a HSD miZe slouzit jako dobry model CIPN. U zvirat
lééenych CDDP, BTZ a TAX doslo k signifikantnimu poklesu NCV. U CDDP
lze prokazat akumulaci platinovych metabolitii v dorzalnich gangliich a
nasledné dystrofické zmény tamnich neuroni. BTZ a PAC také
prokazatelné ptisobi ubytek myelinu v sensorickych vlaknech. Ukéazalo se,
ze BTZ také poskozuje satelitni buriky v sensorickych gangliich.(17)
V posledni dobé se objevily zpravy, ze PAC zplisobuje nejen periferni
axonopatie, ale miiZe se podilet i na toxiticé v gangliich.(14)

Jiné skupiny testovaly neurotoxicitu na potkanech kmene Sprague
Dawley a prokazaly rozvoj termické a mechanické hyperalgesie a allodynie
po podani riznych chemoterapeutik, avsak predevsim jako modely akutni

neurotoxicity.(13)
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Na potkanich a mysich modelech neuropatie je objektem zajmu n.
Ischiadicus jako model postizeni silnych, pievazné sensorickych vlaken.
Diky své snadné dostupnosti se NCV méfi na ocasnim nervu, u potkant

externimi kruhovymi elektrodami, u mysi jehlovymi.

Zviteci modely mohou slouzit i kdal$im uacéelim. Zjistilo se
napriklad, ze pomér protinddorového efektu a profilu nezadoucich Gc¢inkta
se muze liSit v zavislosti na farmakokinetice 1éku. (15) To znamena, Ze
testovanim riaznych davkovacich schémat a infuznich dasi miiZzeme
nezadouci toxicitu 1ékti ¢asto omezit. Dobie to lze ilustrovat na pripadé
paklitaxelu, kdy zkraceni z24 hodinové infuze na ttithodinovou vedlo
k vyznamnému poklesu vyskytu tézkych neutropenii. Dalsi studie ukazaly,
ze zkraceni infuse na 1 hodinu mtze byt jesté vyhodnéjsi pro omezeni
vyskytu periferni neuropatie, pokud se podavaji casté€ji mensi davky pri
zachovani shodné kumulativni davky. (12) Pro ziskani tohoto typu
informaci jsou zvireci modely velmi vyhodné a casto nezastupitelné. Tyto
informace, pokud se ovéri studiemi na lidech mohou nabidnout dalsi

prospéch pacientiim.

3.2 In vitro modely

Bunécéné in vitro modely jsou pouzivany k odhaleni molekularnich
mechanismli neurotoxicity a k primarnimu testovani potencionalnich
neuroprotektivnich latek. Kultivovat lze rtzné druhy bunék, které lze
diferencovat pomoci NGF, retinové kyseliny nebo TPA do stddia bunék
velmi podobnych neurontim — zaénou tvorit neurity. K dispozici jsou linie
odvozené z lidskych neuroblastomii a mysich PC12 bunék
(feochromocytomové neuroendokrinni buriky). Vyhodou je relativné
snadno dostupny zdroj, snadna kultivace a ekonomicky rozmeér. Nevyhodou
je, ze buinky vlastné nejsou opravdové neurony - pripominaji spise
neuroblasty. Netvoii stejny systém organizace jako in vivo a netvoii jasné
definovatelny axon, nybrz spoustu neuriti. Kazdopadné lze hodnotit miru

postizeni ristu nebo degenerace neuritii pomoci mikroskopického méfeni.
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Taktéz lze zkoumat naptiklad aktivaci apoptotickych kaskad s pouzitim
technologii molekularné biologickych ¢i imunohistochemickych.

Pro presn€jsi zkoumani neurotoxicity jsou vyhodnéjsi  kultury
embryonalnich nebo dospélych neuronii z miSnich ganglii mysi a potkant,
bud’ jako primérni bunééné nebo organotypické kultury. Takto se napriklad
zjistilo, Ze v pribéhu poskozeni paklitaxelem unik4 z neuronti substance P,
podminéna aktivaci Ca2+ kanald. Podobna zjisténi vedla k testovani Ca2* a
Mgz2+* soli jako potencionalnich neuroprotektiv.

Zkouma se také, jaky efekt maji neurotoxické latky na podpirné burky
PNS. Schwannovy satelitni bunky hraji velkou roli vregeneraci,
architektuire a homeostaze neuronti. Ruzné in vitro studie ukéazaly
napriklad disorganizaci lamininu, mikrotubuldi, chromatinu, Golgiho

aparatu a lysosomti po expozici paklitaxelu témto bunkéach. (10)

4. Prakticka ¢éast

4.1 Cil prace

Cilem je zjistit, zdali mysi kmene ICR:CD1, mohou slouzit jako validni
zvifeci model chronické polékové periferni neuropatie. Jelikoz se jedna o
kmen outbredni, jeho vyhodou je robustnost, vysokd produktivita,
ekonomicka vyhodnost, dobra dostupnost a snadn4d manipulace. Smyslem
je zjistit, zdali tento typ mysi poskytne srovnatelné funkéni model

neuropatie jako krysi modely ¢i modely mysi inbrednich a hybridnich.

Cilem je urdit, jak chronické podavani vybranych antineoplastickych
chemoterapeutik v urcitém schématu zptisobi projevy periferni neuropatie

a obecné toxicity.
Hodnotit se bude vztah mezi druhem chemoterapeutika a casovym

pribéhem a zavaznosti periferni neuropatie jako nezadouciho tucéinku

pomoci metod neurobehaviordlnich a patologicko — morfologickych.
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Chceme prokazat snizeni rychlosti nervového vedeni a vznik allodynie a
termické hyperalgesie pomoci metod neurobehavioralnich. Déale chceme
zachytit morfologicky korelat ve smyslu indukce neuronalni dystrofie ci

axonopatie pomoci sve€telné mikroskopie.

Hypotéza je, Ze chronické podavani cisplatiny, paklitaxelu a
bortezomibu v niZe popsanych rezimech bude pisobit toxicky a zpitisobi
neuropatické projevy. Pravdépodobné dojde ksniZzeni hmotnosti mysi,
poklesu NCV, zvySené sensitivité na teplo a tlak. Morfologicky dojde
k dystrofickym zménam axonti na n. Ischiadicus a tél neuronti v dorzalnich

mi$nich gangliich.

4.2 Metodika

4.2.1 Soubor

Do studie bylo zarazeno 64 samicéich mysi kmene CD1, 6 tydnt
starych typu albino (dodavatel firma Harlan Italy, Corezzana, Italie) o vaze
25 +- 5g. PéCe o zvirata probihala dle smérnic instituce, vsouladu
s narodnimi ( D.L. n. 116, Gazetta Ufficiale della Repubblica Italiana, suppl.
40, Feb 18, 1992) a mezinarodnimi zakony a narizenimi ( ECC Council
Directive 86/609, OJ L 358, 1, Dec 12, 1987; Guide for the care and use of
laboratory animals, US National Research Council, 1996). Studie byla
schvalena etickou komisi University Milano-Bicocca.

V chovném zarizeni bariérového typu s omezenym pristupem se
udrzoval denni cyklus 12ti hodin tmy a svétla pri teploté 22° +- 2° Celsia a
relativni vlhkosti vzduchu 55% +- 10%. Zvirata byla randomizovana na
zakladé té€lesné hmotnosti a umisténa do schvalenych Kkleci v poctu
maximalné 6 mysi / klec. Kazdodenné byl kontrolovan stav zvirat, télesna
hmotnost byla kontrolovana dvakrat tydné. Voda a krmeni bylo k dispozici
ad libitum.
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4.2.2 Design studie

Na zacatku studie byly mysi rozdéleny do étyr skupin (A,B,C,D) o

shodném poctu subjekti.

Skupina A (n=16) byly kontrolni, ni¢cim nelécené mysi.

Skupina B (n=16) byla lécena Cisplatinou v davce 2mg/kg, podavané 2x
tydné po dobu 4 tydni, s naslednym obdobim sledovani 2 tydny ( follow-
up).

Skupina C (n=16) byla lééena pripravkem Taxol (Paclitaxel) v davce
8omg/kg podavanym 1x tydné po obdobi 6ti tydnti.

Skupina D (n=16) byla lé¢ena pripravkem Bortezomib, davkou 0.8 mg/kg,
podavano 2x tydné po dobu 6ti tydni.

Podavani 1éka

Cisplatina byla podavana béznym zptisobem injek¢né do peritonealni
dutiny. Paclitaxel a Bortezomib byly podavany intravenozné do ocasni zily.
Drivejsi pokusy totiz ukézaly, ze intraperitonealni aplikace indukuje
dystrofické zmény na peritoneu a tim interferuje s fAdnou absorpci.
Bortezomib (LC Laboratories, Woburn, MA), stejné jako Paclitaxel (Taxol,
LC Laboratories, Woburn, MA), byl rozpustén ve smési pripravené dle
nasledujiciho kli¢e: 5% Tween 80%, 5% koncentrovaného etanolu a 90%
fyziologického roztoku.

Cisplatina, vzhledem ksvému vyhodnému farmakosolubilnimu
profilu byla aplikovana ve sterilnim fyziologickém roztoku.

Koncentrace roztoki byly vzdy z praktickych divodia prizptisobeny

tak, aby injekéni mnozstvi oscilovalo kolem hodnoty 0.2ml.

4.3 Méreni

4.3.1 Obecna toxicita

Denné€ se vizualné hodnotily vyznamné zmény v chovani ¢i vzhledu

mysi. Télesna hmotnost se mérila 2x tydné pristrojem Mettler Toledo PG-
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20028 jako primér z desetivtefinového vazeni, jak k zachyceni toxicity
1ékt, tak k presnému vypoctu mnozstvi podavané latky, upravené na
aktualni hmotnost mysi.

Na konci terapeutického schématu se z utracenych mysi
shromazdoval biologicky material. Punkci ocasni, pripadné dolni duté zily
se ziskala krev pro automatizovany kompletni diferencialni krevni rozpocet,
ze séra se hodnotila funkce jater a ledvin pomoci stanoveni ALT, AST, urey
a kreatininu. Vysledky byly srovnany s normélnimi hodnotami dodanymi
firmou Harlan. Krev byla mysSim odebrana také na konci 4. tydne z ocasni
zily. Vzorky sternalni kostni diené, ledvin a jater byly fixovany v 10%
formaldehydu, inkorporovany do parafinu a vyhodnoceny certifikovanym
veterinarnim patologem ke zjiSténi potencionalni hepato, nefro a

myelotoxicity.

4.3.2 Méreni rychlosti nervového vedeni (NCV)

Nervové kondukéni studie byly provedeny na konci 4. a 6. tydne s
pouzitim pristroje E3 Neuro Myto 11+, Firenze, Italy, kdy série jehlovych
elektrod byla umisténa na dorzalnim ocasnim nervu. Druhad varianta
méfeni spocivala vzaznamu vedeni na II. digitdlnim nervu pravé zadni
koncetiny.

Technika méfeni odpovidala ortodromnimu vedeni vzruchu. Pred
zapocetim byly mysSi uvedeny do anestezie intraperitonealni aplikaci
ketamin-xylazinu. Celkem bylo pouzito 5 elektrod: 2 stimulacni, 2
registracni a jedna uzemnovaci, zapichnuté v priibéhu nervu. Tenké jehlové
elektrody byly zapojeny v nasledujici sekvenci: pri registraci na ocasnim
nervu byla dvojice (s pozitivnim a negativnim pdlem) registrac¢nich elektrod
umisténa priblizné 1 cm od proximalniho konce ocasu. Jako prvni se
inzertuje + jehla, o,5cm distalnéji registraéni sonda s — polaritou.
S odstupem 1 cm néasleduje uzemnujici pdl. Dal§ich 2.5cm distalnéji od této
jsou umistény stimulacni elektrody, - nejdrive a s dal§im odstupem 0.5cm

posledni + stimulac¢ni elektroda.
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Ve srovnavacim meéfeni na II. digitdlnim nervu levé koncetiny byla
sekvence zapojeni jehel obdobna. + stimulac¢ni elektroda na nejdistalnéjsi
¢asti II prstu, - voblasti proximalniho falangu. Uzemnéni (ground) bylo
voblasti hlezna, negativni registracni sonda 1.3cm proximalné od -
stimulaéni sondy, tedy v oblasti kolenniho kloubu a posledni + registracni
sonda byla umisténa piiblizné v poloviné stehna.

Vzdy se zméri s presnosti na mm vzdalenost mezi negativnhimi poly
prislusnych elektrod. U ocasniho nervu je to defaultné 35mm, u digitalniho
nervu 13mm. Tato vzdalenost je kriticka pro vypocet NCV.

NCV je pak spocitana na zakladé registrované latence mezi stimuly
(peak to peak). Impulsy jsou generovany o intenzitach 3, 6, 10, 15, a 20 mA.
Khodnoceni se vyuzivd impuls, ktery generuje nejvyssi amplitudu,
méfenou ve PV, tedy nejvyhodnéjsi signél. Lze hodnotit i pripadny pokles

voltaze impulsu na registrujici sond€ ve srovnani se stimula¢ni amplitudou.

VSechna méreni probihala za standardnich podminek v prislusné

klimatizované mistnosti.

4.3.3 Neurobehavioralni testy

Model periferni neuropatie byl testovan pomoci tii metod, kdy kazda
byla zaméfena na jiny fenomén, resp. méla by korespondovat s postizenim
uréitych druhti nervovych vldken, dle teorie vzniku rtizné patogeneze a
symptomatiky neuropatii. Tyto testy byly provedeny pred zacatkem lécby,
na konci 4. a 6. tydne na vSech mysich k dispozici pred jejich planovanym
usmrcenim. Hot plate test byl navic proveden jesté na konci druhého tydne.
U vSech testli je urcita cut-off hodnota kdy se pokus pierusi, aby zvife
nebylo zranéno. Jednotlivé experimenty vzdy provadél stejny zkuSeny

pracovnik.
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4.3.3.1 Dynamicky test

Tento test slouzi jako model mechanické allodynie. Byl proveden
pomoci pristroje Dynamic Plantar Anesthesiometer 37450, Ugo Basile
Biological Instruments Italy. MySi se umisti do prihledné plastové
komtrky s draténou podlahou. Experimentator manipuluje pristrojem tak,
aby nastavil vysunovaci kovovou jehlu o priméru o.5mm pod stfed planty
myS$i koncetiny. Zarizeni automaticky priblizi jehlu k povrchu planty a
linearné zvysuje tlak na chodidlo az k hodnoté 15g v prtibéhu 15s. Moment,
kdy mys tlak zaznamena a nohu oddali, je urcujici. Pocita se primér ze tii

meéreni kazdé ze zadnich tlapek.

4.3.3.2 Plantarni test

Tento test slouzi jako model termické hyperalgesie. Byl proveden
pomoci piistroje Dynamic Plantar Analgesiometer 37370, Ugo Basile
Biological Instruments Italy. Princip je podobny jako u piedchoziho testu,
avSak podlaha komtirky je zplexiskla a zdrojem bolesti neni tlak, ale
mobilni zdroj fokusovaného infraderveného zareni o vykonu 40W. Hodnoti
se cas, kdy mys zareaguje. Vysledek se opét primeéruje z celkem 6ti méreni

u kazdého zvirete.

4.3.3.3 Hot plate test

Tento test je obdobou testu plantarniho, s tim rozdilem, Ze zdrojem
tepla je ploténka rovnomérné zahiatd na 50 stupiii Celsia. Ucelem je
testovat hypestezii, zprosttedkovanou silné myelinizovanymi vlakny. Po
obvodu ploténky je plexisklova bariéra, takze pfistroj pripomind arénu
s rozpalenou podlahou. Mys je do arény vhozena a méii se cas, kdy mys
zacne lizat tlapku, klonicky s ni hybat nebo jevi znaénou agitovanost c¢i
motoricky neklid. V ten moment je mys samoziejmé z arény opét odebrana.

Primér ¢asu je ze dvou opakovanych méteni v rozmezi 30 minut.
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4.3.4 Neuropatologické vysetireni

Na konci 4. tydne byla 3 zvirata z kazdé skupiny po uvedeni do
celkové anestezie usmrcena. Z kazdé mysi byly shromazdény 4 sensoricka
misni ganglia z oblasti lumbalni patere a priblizné 3cm dlouhy proximalni
usek N. Ischiadicus dexter pro histologické zpracovani. Preparaty byly
obarveny toluidinovou modii a v 1.5 pum fezech pozorovany svételnym
mikroskopem Leica Nikon Eclipse E200. Pro vyhodnoceni morfometrické
se zhotovily fezy ten¢i — o tloustce 1 um. Na konci 6. tydne byla utracena
dalsi 3 zvirata zkazdé skupiny a histologické preparaty zhotoveny z

obdobnych organi.

4.4 Statisticka analyza
Vysledky byly zpracovany pomoci software GraphPad Prism 3. Spocitala

se primérnd hodnota a smérodatnad odchylka kazdé skupiny. Jako
statistickd metoda k porovnani skupin byla pouzita analyza variance (tzv.
ANOVA) s Dunnettovym post-testem. Vzdy byla urcena statisticka
vyznamnost odklonu hodnot 1é¢ené skupiny od hodnot kontrolni skupiny.
Pro prehlednost a citlivost zjisténych dat jsem data prepocdital jako
procentuélni rozdil priméru kazdé skupiny ve vztahu s primérem skupiny
kontrolni, zaokrouhlené na celd procenta. Rozdily jsou povazovany za
vyznamné, jestlize hladina vyznamnosti je na trovni p<0,05 nebo p<o0,01.
Rozdily, u kterych nebyla zjiSténa statisticka vyznamnost, nejsou v grafech

uvedeny.

4.5 Vysledky

4.5.1 Vysledky parametri obecné toxicity - vliv

chemoterapie na télesnou hmotnost a mortalitu
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V pribéhu experimentu doslo k nékolika neéekanym umrtim. Ve
skupiné 1é¢ené ciplatinou nepiezily do 4. tydne dvé mysi. Provedena pitva
zjistila dramatickou nekrozu jater a dystrofické zmény na thymu.
Pravdépodobné se jednalo o primou toxicitu cisplatiny. Jedna mys$ ze

skupiny TAX zemfela na nisledky ketaminové anestezie.

Zmeény télesné vahy vs kontroly
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Ve skupiné 1é¢ené cisplatinou doslo k vyznamnému poklesu vahy
oproti kontrolni skupiné. U mysi 1écenych bortezomibem byl pokles vahy
naopak vyrazné mensi. Prekvapenim bylo naopak tloustnuti mysi 1écenych
paklitaxelem. Pitevni nalez prokazal vyraznou akumulaci abdominalniho
tuku. Pri¢ina této adipozity nebyla uspokojivé vysvétlena a byly odebrany

krevni a tkanové vzorky pro podrobnéjsi analyzu.

4.5.2 Zmény NCV lééenych skupin versus kontroly

Bylo zjisténo, Ze podavani cisplatiny zptisobilo pokles rychlosti
vedeni ocasnim nervem o 17% oproti kontrolni skupiné. Ve skupiné 1é¢ené

paklitaxelem nejsou vysledky reprezentativni, nebot se vzhledem
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k technickym problémtim podarilo zméfit pouze dva subjekty.
Pravdépodobnym dévodem byly piimé histolytické ucéinky pripravku,
zptsobené paravazalnim unikem pii aplikaci injekce. Béhem méreni
vznikaly artefakty, které prakticky znemoznily urcit latenci elektrickych
stimulti. Ve skupiné 1é¢ené bortezomibem se ukazalo, Ze po 4 tydnech byl
pokles NCV o 18%. Hodnota 20% po Sesti tydnech ukazuje, Ze s vyssi

davkou se mira poskozeni nervovych vlaken dramaticky nezvysuje.

Zména NCV ocasniho nervu Iééenych
skupin vs kontroly
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Ve varianté méreni NCV digitalniho nervu se zdalo, ze vysledky vice
odpovidaly predstavé o progresivnim narustu poskozeni v zavislosti na ¢ase
a davce. Povazuji ji tedy za lepsi metodu, nez méreni NCV na ocasnim
nervu. Také vSechny mysi ze skupiny taxolu mohly byt zméreny, problém

s artefakty se nevyskytl.

4.5.3 Vysledky neurobehavioralnich testi

4.5.3.1 Dynamicky test

Snizeni reakéniho casu v
dynamickém testu
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Vysledky dynamického testu prokazaly vyznamny pokles v reakénim
case na stimulaci Spendlikem oproti kontrolnim skupiné. Mtizeme
prohlasit, ze u lééenych mysi se vyvinula hyperalgezie na mechanické
podnéty, zachytitelnd timto testem. Mira postiZzeni byla mezi skupinami

prrekvapivé homogenni.
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4.5.3.2 Plantarni test

Zmény v reakénim ¢éase plantarniho
testu
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Z vysledki plantarniho testu vyplynulo nésledujici. Statisticky
vyznamny, ale relativné maly pokles reakéniho ¢asu na termalné algicky
podnét se prokazal u cisplatinou lé¢enych mysi. U taxolu by se mohlo zdat,
Ze se citlivost mys$i s casem naopak lepsi. OvSem pri zvazeni statistické
odchylky ptivodnich dat se nejspiSe nejedna o vyrazny rozdil. Ve skupiné
bortezomibu nebyl nalezen po 4. tydnu signifikantni rozdil. Po 6. tydnu byl
jisty pokles zretelny, ale spiSe miizeme usoudit, Ze bortezomib citlivost

tohoto typu na CD1 mysim modelu vyrazné neovliviiuje.

4.5.3.3 Hot plate test
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Zmény v reakénim ¢ase u hot plate testu
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Udaje z méfeni randomizovanych skupin pred zaéatkem podavani
1éki uvadim pro ilustraci variace hodnot, které lze pri této metodé
oc¢ekavat. Mfizeme fici, Ze lé¢ba taxolem u mysi citlivost na horkou
ploténku vyrazné€ neovlivnila. U cisplatiny se mysi naopak zdaly byt méné
citlivé na teplo, to se odrazilo v prodlouzeném reakénim case. ZlepsSeni
vSestém tydnu wukazuje na castefnou rekonstituci citlivosti.
vysledki se zda, Ze lécba zptisobila po dobu Sesti tydni vyrazné a

progredujici sniZend citlivosti tlapek.

4.6 Diskuze a zaveér

Velkym nedostatkem je, Ze v dobé uzavérky diplomové prace nebyly
z Casové — organizacnich divodi k dispozici vysledky neuropatologickych
vySettreni. To by umoznilo zasadit vysledky neurofyziologickych metod do
jasné€jsi perspektivy, predevSsim komentovat morfologicky korelat
neurotoxického poskozeni. Lze ovSem predpokladat, Ze morfologické
zmény jsou podobného typu a rozsahu, jak ukéazaly predchozi experimenty
na Balb-C mysich a potkanech. (17)

Podaftilo se prokazat, Ze podavani 1éki dle uvedeného rezimu vede

k vyraznym neurotoxickym zménam, které se pomoci neurobehavioralnich
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a neurofyziologickych testii podatilo zachytit. Kmen CD1 mysi tedy lze
vyuzit jako model CIPN. Dobte vypovédni se zda byt zejména dynamicky
test, hot plate test a méreni NCV na digitalnim nervu. Za tvahu stoji
upravit davkovani CDDP, abychom omezili mortalitu v této skupiné.

Zajimavou perspektivou mize byt srovnani téchto vysledki se
studiemi provedenymi na inbrednich kmenech. Na geneticky rozmanité

Za tvahu stoji, zda by bylo vhodné kontrolni skupinu 1é¢it placebem,
pripadné vytvorit skupinu, které budou podany vehikula, tedy Tween 80% a
ethanol. V ptripadé behavioralnich testi by také zvirfata mohla byt pro
hodnotitele zaslepena.

Znacnym problémem byly technické obtize meéreni NCV u
paklitaxelu. Resenim by bylo méfit pouze na digitalnim nervu. Také zmény
hmotnosti u taxolem lécenych mysi vedly k myslence, zda nebyl 1ék
kontaminovan, ¢i nebyla zvolena koncentrace, ktera nebyla pro CD1 mysi
vhodna.

Konecné, vzhledem kumrti nékterych mysi se nedaly skupiny
optimélné srovnavat, napt. kdyz zemrela myS mezi prvnim a druhym
méfenim NCV. Pravdépodobné by bylo vhodné pro tuto situaci zvolit vétsi

skupiny a provadét métreni u co nejvétsiho poctu z nich.

5. Moznosti kontroly CIPN

Periferni neuropatie jako pozdni nasledek chemoterapie patii
v soucasnosti k obtizné kontrolovatelné morbidité. Bylo provedeno mnoho
studii preklinickych i klinickych u nadéjnych neuroprotektiv. Zminim
vysledky, kterych bylo na tomto poli vuplynulych letech dosazeno a
pouceni z nich plynouci.

Racionalni pristup znamen4 zlepSeni prevence v onkologii, abychom

omezili mnozZstvi manifestnich onemocnéni vyzadujicich 1é¢bu. Dale se
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zamérim na soucasna terapeuticka doporuceni a prehled moznosti, které by

mohly vyplynout ze studii, které soucasné probihaji.

5.1 Prevence CIPN

5.1.1 Studie

Prevenci rozumime snahu snizit incidenci a zavaznost CIPN u pacientt
lécenych neurotoxickymi chemoterapeutiky.

Velka pozornost se vénovala Vitaminu E jako antioxidantu, jez mtize
omezovat zejména toxické plisobeni cisplatiny. Vétsi pocdet studii na
potkanech a nékolik mensich studii na lidech naznadilo, Zze suplementace
Vitaminem E vyznamné snizuje incidenci a zavaznost CIPN. AvSak dokud
nebude k dispozici velka, placebem kontrolovana studie, ktera potvrdi, Ze
neni sniZen protinddorovy ucinek, nelze tuto latku rutinn€ pouzivat. Lze
totiz predpokladat, ze efekt cisplatiny, ¢astecné zprostiedkovany produkci
ROS, by mohl byt antioxidantem kompromitovan. Navic je tieba
obezretnosti v pripadé mensich studii, které mohou mit zavazné chyby
v designu hodnoceni CIPN.(20)

Dale, studie CONCEPT ovéfovala tucinek soli Ca a Mg v prevenci
neurotoxicity u oxaliplatiny a byla predc¢asné ukoncena, nebot se zdalo, Ze
ve skupiné takto 1écené se zhorsila odpoveéd na vlastni onkologickou 1éc¢bu.
Zajimaveé, pri revizi a opakovaném vyhodnoceni dat jinymi radiology se
zjistilo, Ze mezi skupinou neléfenou a lécenou Ca a Mg byl vlastné
z hlediska regrese nadoru rozdil zanedbatelny a spise ve prospéch skupiny
1é¢ené. V té dobé vsak jiz ptivodni studie byla ukoncena.(6)

Ziady preklinickych modeli se zdalo nadé€jné, ze LIF, leukemia
inhibitory factor miiZze hrat roli v terapii CIPN. Vétsi studie na lidech vSak
toto viibec neprokazala.

Dalsi nadéje byly vkladany do glutathionu, glutaminu, amifostinu,

acetylcysteinu, acetylkarnitinu, venlafaxinu, erytropoetinu. Ani vjednom
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pripadé vSak zatim nejsou kdispozici konklusivni data prokazujici
efektivitu a bezpec¢nost.(6)

Zajimavym poznatkem spolecnym nékolika studiim je stesk, ze
neuroprotektiva se klinicky obtizné€ testuji. Az polovina pacientii studie
ukondila predcasné bud zdivodu nezadoucich wcéinkii nebo jelikoz
nepocituji profit. Mnohdy se prokazalo, Ze pacienti nekontrolovatelné
uzivali souCasné rlzna analgetika, fyzioterapeutické procedury,
akupunkturu atd. Vmnoha ptipadech té7z studie ztroskotala na zptisobu

hodnoceni neuropatie.(9)

5.1.2 Doporuceni k prevenci CIPN

Diilezitym indikatorem, ktery musi byt hodnocen pti zvazovani
rizika rozvoje CIPN je identifikace rizikovych faktort. Prakticky to v
soucasnosti znamena zhodnoceni farmakologické anamnézy vzhledem k
predchozi expozici potencionalné neurotoxickymi lé¢ivy. Dalsi ohrozenou
skupinou jsou pacienti s dalsSimi predispozicemi, nejcastéji diabetici a
pravidelni konzumenti alkoholu v mnozstvi prevysujicim 8og etanolu
denné. Pro budoucnost miize byt zajimava genotypizace napi. pro jedince s
heterozygotnimi formami hereditarnich neuropatii a s rozvojem
farmakogenetiky i screening pro urcujici genové lokusy, hrajici roli v

manifestaci CIPN.(13)

V uvahu je také treba vzit ucel, za kterym chemoterapii podavame.
U pacientd s kurativnim zamérem se lze pokusit i béhem hospitalizace o
intenzivnéjsi kontrolu symptomt a zasahovat do davkovaciho schématu co
nejméné. Naopak, u pacienta 1é¢eného paliativné musime brat v zretel
zejména kvalitu Zivota a byt pripraveni davku neurotoxického agens
redukovat nebo aplné ukonéit jeho podavani. Jako voditko mohou slouzit

guidelines, které byly vypracovany pro radu lééebnych schémat. (8)

Vynechat nelze dilezitost obecné onkologické prevence. Je logické,

ze pokud omezime znamé rizikové faktory karcinogeneze v nasem Zzivoteé,
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Medicina miiZze prispét osvetou, skriningovymi programy a ¢asnou
detekci nadorovych onemocnéni a dalS$imi aktivitami, jako je naptiklad
ockovani proti onkogennim virim. Medicinsky vyzkum v onkologii hraje
velkou roli — snad se v budoucnu dockdme vyvoje 1éciv, které budou méné
toxicka, vice cilend a kauzaln€ zamétrena. Prvni kroky v tomto jiz byly
uéinény s objevem tzv. nadorovych kmenovych bunék, pravdépodobné
zodpovédnych za recidivy malignit, které vSak v soucasnosti jen velmi

obtizné viibec dokazeme detekovat, natoz specificky eliminovat.

5.2 Lé&ba CIPN

5.2.1. Studie

Velké nadéje byly vkladany do 1éki gabapentinu, lamotriginu a
tricyklickych antidepresiv. To jsou léky velmi efektivni u neuropatickych
bolesti jiné etiologie, zejména diabetické nebo u nadorové infiltrace. U
CIPN vSak velké zaslepené placebem kontrolované studie ptinos
neprokazaly, navic vznikaji potize z fady dalSich nezaddoucich Géinkd. Je
ziejmé, Ze je tieba se zamérit na ovlivnéni patofyziologickych pticin CIPN,
neboft extrapolace obvyklé 1é¢by z piibuznych indikaci zatim neptinasi vétsi
efekt, nez lze prisoudit placebu. (10)

Objevuji se stale dalsi a dals$i potencionalné nadéjné latky, napriklad
kapsaicin, pregabalin, oxkarbazepin. Udaje o jejich G¢innosti se zpravidla
odviji z anekdotéalnich empirickych zkuSenosti, malych nezaslepenych ci
placebem nekontrolovanych studiich, ptipadné z experimentt na zviratech.
Obezietnost je preba i u vitamind nebo herbalnich produktii — Scott et al.
2008 zjistil, Ze nadbytek vitaminu B6 naopak neuropatii mtize zptisobit.

V poslednich dvou letech se objevily zpravy o tc¢inku akupunktury

nebo pristroji emitujicich elektromagnetické zareni. Jedna se vSak zatim
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5.2.2. Doporuceni

Socasna doporouceni v terapii CIPN jsou nasledujici. V prvni linii
nasazujeme obecné NSAID, tedy nesteroidni analgetika / antirevmatika.
Pokud tato strategie nevede k zadoucimu efektu, miizeme se pokusit o
kontrolu symptomt pouzitim opioidnich farmak. Vice moznosti oficialni
doporuceni zatim nenabizeji. Obvykle je vyhodné pacienta informovat a
ujistit, nebot ve vétS§iné pripadi po skoncéeni chemoterapie neuropatie
ustoupi a zlepsi se spontanné.

V soucasné praxi se stava, ze lékari predepisuji dalsi farmaka,
predev§im z nouze. Nejcastéji thiamin a riznd antidepresiva C¢i
antikonvulziva, ktera jsou casto efektivni u diabetické neuropatie nebo
neuropatickych bolesti jiné etiologie. Jejich ticinnost u CIPN vSak nebyla ve
velkych kvalitnich studiich prokazana. Jejich obecné a Siroké pouziti v této
indikaci bez fadného zdtivodnéni nelze tedy doporucit.

Jedince, u kterych se vyvinula dlouhodoba irevezibilni neuropatie, at
uz se symptomatikou pozitivni ¢i negativni, bychom meéli integrovat do
rehabilitaéniho programu zaméreného na fyzikalni a okupacni terapii. Ve

specifickych pripadech miize byt vhodné vyuzit pomoc psychoterapeuta.
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6. Zaveér

V soucdasné dobé bohuzel nedisponujeme léky, které by dokazaly
efektivné zvratit sensorické nebo motorické vypadky a musime se omezit na
pouhou podpiirnou terapii. V praxi to znamena zejména lécébu bolesti a
prevenci vzniku zranéni, dekubitti atd. Dalsi typy farmakoterapie, jak bylo

zminéno vySe, byvaji také pouzivany, ovSem s nejistym vysledkem.

Ackoliv bylo testovino mnozstvi latek, které by mohly pozitivné
ovlivnit rozvoj periferni neuropatie, vysledky jsou zatim znacné
neuspokojivé a dosud neexistuji zadné jasné guidelines pro profylaxi této
komplikace, coz je pro pacienty nevyhodné. Je nutné pokracovat
v prospektivnich studiich, zkoumajicich zdali i v klinické praxi jsme schopni
dosahnout skute¢ného neuroprotektivniho efektu. Zretel musi byt bran i na

deklaraci toho, Ze nedojde k ohrozeni ptivodni protinadorové aktivity. (18)

Zvireci modely jsou pro tuto problematiku zatim pravdépodobné
nejlepsi zpiisob, jak nové postupy preklinicky ovérit. V souéasné dobé je
jednim ztrendd roz$irit funkéni modely neuropatie na vybrané kmeny
mysi. Existuje totiz mnozstvi bunéénych linii, pivodem humannich nebo
murinnich, které jsou u mysi schopny pri subkutanni aplikaci indukovat
rust prislu$sného maligniho nadoru. To umoznuje zkoumat najednou jak
neurotoxicitu, tak protinddorovou aktivitu pouzivanych i novych 1ééiv a
dokonce je i soufasné vyuzivat pro studie neuroprotektiv a dpravy
davkovacich schémat. Nadé€je se také kladou do predstavy, Ze vyuziti
specialné vyslechténych mysich kment by mohlo prispét k presnéjsi
definici patogeneze periferni neuropatie. To je nezbytné khledani
vhodnych neuroprotektiv. Mnoho autorti se priklani knézoru, ze
racionalnim fesenim je hledani kauzalni 1é¢by, ktera by byla specificka pro
riznd chemoterapeutika. Riizné 1léky plisobi neurotoxicky rznym

mechanismem a zejména proto nejsou efektivni terapeutické postupy, které

36



predpokladaji stejnou efektivitu pouze na zadkladé empirickych zkuSenosti

z 1écby neuropatii jiné etiologie, nejéastéji diabetické.
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Souhrn

Tato préace se zabyva problematikou periferni neuropatie zptisobené
protinadorovou chemoterapii. V@vodu jsou rozpracovany priciny,

symptomy a diagnostika periferni neuropatie.

Vdruhé c¢asti  jsou  podrobnéji uvedeny  nejdilezitéjsi
chemoterapeutika, které nejcastéji postihuji periferni nervovy systém. Dale
jsou popsany bézné in vivo a in vitro metody slouzici k experimentalnimu

modelovani tohoto typu neuropatie.

V praktické ¢asti je popsan experiment, jehoz smyslem bylo ovérit,
zdali kmen laboratornich mysi CD1 mize slouzit jako uzitecny zvireci
model polékové neuropatie. Vysledky prokazaly, Ze po Sestitydenni aplikaci
cisplatiny, paklitaxelu a bortezomibu doslo k postizeni periferniho
nervového systému, coz se podarilo zachytit pomoci neurofyziologickych a

neurobehavioralnich testu.

Praci zakoncéuje shrnujici pojednani o soucasné probihajicim
vyzkumu v oblasti terapie polékové periferni neuropatie, spolu se shrnutim
soucasnych doporuceni pro lege artis 1écbu a prevenci tohoto problému u

onkologickych pacientd.
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Summary

The topic of this diploma thesis is chemotherapy induced peripheral
neuropathy. The first part is concerned with etiology, symptoms and

diagnostics of peripheral neuropathy.

The second part consists of a description of the most common
antineoplastic drugs causing peripheral neuropathy. Different in vivo and
in vitro models that are used in laboratory research to demonstrate the

occurence of peripheral neuropathy are discussed.

In the practical part, an experiment is described that was designed to
evaluate whether the strain of CD1 mice can be a useful animal model to
study chemotherapy induced peripheral neuropathy. Results of this
experiment indicate that after 6 weeks of administration of cisplatin,
paclitaxel and bortezomib, evidence of damage to the peripheral nervous

system can be detected using neurobehavioral and neurophysiological tests.

The final section includes information about current research in
prevention and management of chemotherapy induced peripheral
neuropathy. Latest recommendations for prevention and therapy of

peripheral neuropathy in oncological patients are given.
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Seznam priloh

Priloha é. 1: Seznam zkratek

ICR CD-1 international cancer research, caesarian derived 1
NCV nerve conduction velocity

CDDP cisplatina

BTZ bortezomib

TAX paclitaxel, taxol

NSCLC non-small cell lung cancer

CIPN chemotherapy induced peripheral neuropathy
HMSN hereditarni motoricko sensorické neuropatie
EMG elektromyografie

TNS total neuropathy scale

CTC common toxicity criteria

ECOG eastern cooperative oncology group

NCI national cancer institute

SNAP sensory nerve action potential

CMAP compound muscle action potential

MNAP mixed nerve action potential

PNS periferni nervovy systém

HIV human immunodeficiency virus

HAART highly active antiretroviral therapy

WHO svétova zdravotnicka organizace

ROS reactive oxygen species

NADPH nikotinamid adenin dinukleotid fosfat
NFkB nuclear factor kappa B

NGF nerve growth factor

TPA 12-O-tetradecanoylphorbol-13-acetate

ALT alanin amino transferaza

AST aspartat amino transferaza
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