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1. Uvod

1.1. Historické poznamky

Retinoblastom pFedstavuje vysoce maligni nitroo¢ni nador, ktery vyZaduje v€asnou
diagnostiku a neodkladnou Ié¢bu (Bedford et al., 1971). Do poloviny 19. stoleti se jednalo o
onemocnéni fatalni. Retinoblastom byl poprvé popsan jiz roku 1597 Petrasem Paviem v
Amsterdamu, ale o postaté tohoto nadoru se védélo v dalSich dvou stech letech velmi méalo
(Albert, 1987). Jesté v roce 1864 byl retinoblastom pokladan za gliom (Virchow, 1864).
Vztah nédoru k sitnici byl diky objevu Flexnerovych-Wintersteinerovych rozet zjevny az od
roku 1891 (Flexner, 1891, Wintersteiner, 1897). Pozdéji se ustalil nazev retinoblastom, ktery

byl v roce 1926 pfiijat americkou oftalmolo gickou spole€nosti (Johnson, 1926).

1.2. Epidemiologie

Retinoblastom se vyskytuje nejen u ¢lovéka, ale i u nékterych zvifat (Fugaro et al., 2005,
Jensen et al., 2003 a Knottenbelt et al., 2007). Incidence €ini 1 na 15000 — 20000 nové
narozenych déti a je pomérné konstantni u vSech ras a v rliznych oblastech. Bilateralné se
nador vyskytuje ve 25 — 35 % pripadd (Shields a Shields, 1992). V pripadé bilateralniho
vyskytu byva nador ¢asto mnohoCetny (obr. 1). Onemocnéni je nejcastéji diagnostikovano
v 18. mésici Zivota ditéte. Pokud se jedna o bilateralni vyskyt, diagnostikuje se onemocnéni
zpravidla dfive — primérné ve 12. mésici, v pripadé jednostranného vyskytu ve 23. mésici
(Bishop a Madsen, 1975). Vékové rozmezi je ovsem zna€né Siroké. Zaznamenali jsme i
pfipad pfedCasné narozeneho ditéte, u kterého byl diagnostikovan retinoblastom krétce po
narozeni diky vySetfeni ocniho pozadi pro podezfeni na ROP (retinopathy of prematurity).

Krajné raritni je zachyt retinoblastomu v dospélosti (Shields J.A. et al., 1976a).



Obr. 1 — Mnohocetny retinoblastom pfi bilateralnim postiZeni .

1.3. Klinické projevy retinoblastomu

Retinoblastom je nékdy diagnostikovan dfive, nez se klinicky projevi. M{Zze se to pfihodit
napfiklad diky vySetfeni pacienta v ramci screeningu kongenitalni katarakty jiz kratce po
narozeni nebo v ramci vySetfeni o¢niho pozadi z neurologické Ci jiné indikace. V téchto
pfipadech se Casto podafi zachytit Casné stadium retinoblastomu — drobné, vice ¢i méné ostie
ohranicené, Sedavé nebo bélavé, Casto jen lehce prom inujici Iéze na sitnici, a to i pfi
mnohoCetném postiZeni. Jiz v tomto Casném stadiu jsou nékdy v nadoru pritomny kalcifikace
(obr. 2).

Pokud tumor roste v makularni krajiné, miZe se i v relativné ¢asném stadiu projevit nahle



vzniklym $ilhanim (esotropii ¢i exotropii). Je tedy dlleZité v pFipadé nahle vzniklého Silhani
v raném détsvi vysetfit ocni pozadi.

Jindy si mohou povSimnout rodice ditéte bélavého odrazu svétla blesku od o¢niho pozadi na
digitalni fotografii. Odraz svételného zablesku od normalniho o¢niho pozadi je na digitalni
fotografii zpravidla ¢erveny a rozdilny vzhled odrazu od oka obsahujiciho nador mlze
upoutat pozornost. Diky tomu je €asto v téchto pFipadech retinoblastom diagnostikovan

v Casnych stadiich.

Obr. 2 — Malé nddory s drobnymi kalcifikacemi pfi mnohoCetném postiZeni.



Obr.3 - Zcela odchlipena sitnice pFi exofytickém ristu retinoblatomu .

Obr.4 — Rozséhly, vysoce prominujici endofyticky rostouci retinoblastom .
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Naopak velmi pozdnim pFiznakem je bélavy odlesk v zornici za normalniho osvétleni
(leukokorie). Tento priznak je v pripadé exofytického rlstu ($ifeni nadoru zevng, pod sitnici)
priznakem totalni exudativni amoce (obr. 3) a v pfipadé endofytického ristu (prordstani
nadoru do sklivce) znamkou znacné prominence tumor u (obr. 4). V pfipadé pokrocilého
endofytického ristu se zpravidla setkavame se sklivcovymi metastazami (seedingem).
zasahuji az do predni Casti sklivcového prostoru (obr. 5). Méné Casto se setkavame

s kombinovanym endofyticko -exofytickym rlistem nadoru (obr. 6) nebo, vzacné, se mlize

jednat o rlst infiltrativni, kde nador prordsta sitnici a nékdy imituje zanét livé onemocnéni

(Schofield, 1960; Morgan, 1971; Shields et al., 1988)).

Obr. 5 — Metastatické postiZeni sklivce pfi endofytickém rlstu (seeding) .

11



PrevaZzné pozdnim projevem retinoblastomu jsou novotvorené cévy duhovky (rubeosis iridis),
které se vyskytuji u pokrogilych nalezl az v 50 % pFipadd (Shields a Shields, 1992). Diky
znacné fragilité téchto cév mohou pacienti spontanné krvacet do pfedni komory oka, coZ vede
ke vzniku hyphaemy. Sekundarni glaukom byva pravidlem. U rubeosy se Casto setkavame i

s heterochromii. Pseudohypopyon, které se vzacné vyskytu je u pokrocilych endofyticky nebo

infiltrativné rostoucich tumord, mize nékdy imitovat nitroocni zanét (Shields et al., 1988).

Obr. 6 — Endofyticko-exofyticky rist retinoblastomu.

Vzéacné se mlze nekrotizujici retinoblastom prezentovat jako preseptalni celulitis, a
vzbuzovat tak podezfeni na extrabulbarni propagaci nadoru (Shields et al, 1991).
Retinoblastom vSak mdZe byt pfitomen i soubézné s jinym onemocnénim, napriklad s
persistujicim primarnim sklivcem (Liang et al., 1985) nebo s kongenitalni kataraktou

(Friendly a Parks, 1970), a mélo by na tuto moznost byt vZdy pamatovano.
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V naSich podminké&ch se témér nesetkdvadme s extrabulbarni propagaci tumoru. Jednou
z mozZnosti je Sifeni retinoblastomu pres lamina crib rosa a dale podél pochev optiku, jinou
extraskleralni Sifeni (nejCastéji podél optického nervu) do o€nice nebo subkonjunktivalné.
Vzdalené metastazy nachazime u generalizovanych onemocnéni intrakranialng, v kostni dfeni,
lymfatickych uzlinach i visceralné (Shields a Shields, 1992). V pripadé nalezu
intrakranialniho zhoubného nadoru se nemusi jednat o metastazu, ale o pinealoblastom. Tehdy
hovofime o tzv. ,trilateralnim retinoblasto mu* (Dukel et al., 2010).

Existuje ovSem i benigni varianta retinoblastomu oznacov ana jako retinocytom (Margo et al.,
1983). Neni zcela jasné, zda se jedna o primarné benigni nador, nebo o retinoblastom se
spontanné zastavenym ristem, pfipadné i o tzv. ,,spici* retinoblastom, ktery se poz déji miize
aktivovat (Eagle et al., 1989). Popsana byla i spontanni regrese retinoblasto mu. Neni jisté, zda
se jedna o sekundarni regresi v dUsledku ischemie, nebo zda hraje roli komplexnéjsi
imunopatologicky mechanismus. Neni ani jisté, zda se u nadoru ohrani¢eného chorioretinalni

atrofii jedna o retinocytom nebo o spontanné regredujici reti noblastom, cozZ se jevi jako

pravdépodobngjsi. (Sanborn et al., 1982).

1.4. Genetika

Do druhé poloviny 19. stoleti se prakticky Zadny pacient nedoZil reprodukéniho véku a

z tohoto dlvodu nebylo o dédicnosti retinoblastomu nic znamo. Teprve pocatkem 20. stoleti
zaCalo byt ziejmé, Ze déti nékterych rodicl lé¢enych enukleaci, trpi timto onemocnénim ve
zna¢ném procentu. Zejména bylo napadné, Ze u takovych pacient( se zpravidla — asi v 65 % —
jednalo o retinoblastom bilateralni (Sorsby, 1972). Nyni rozliSujeme dva typy retinoblastomu
— sporadicky a hereditarni. V pfipadé familiarniho retinoblastomu se pfenos déje autosomalné

dominantnim zplsobem, takZe pro potomky postiZzeného jedince je riziko pfenosu genu 50%.

13



Asi 10 % nositeld tohoto genu neonemocni, jedna se tedy o nekompletni penetraci.
dodate¢na mutace (Knudson, 1971). Mapovanim 13. chromosomu byl objeven lokus ql14
odpovédny za predispozici ke vzniku retinoblastomu a byly zde objeveny delece u nékterych
pacientd trpicich retinoblastomem (Lele, 1963). V tomto lokusu byl supresorovy RB1 gen
isolovan nezavisle nékolika skupinami (Fung et al., 1987, Lee et al., 1987). V soucasné dobé

mame k dispozici genetické sondy pro screening a poradenstvi (Onadim etal., 1991).

1.5. VySetfovaci metody

V diferencidlni diagnostice je nezbytné odlisit retinoblastom od v3ech lézi, které se také
mohou manifestovat leukokorii a ndhle vzniklym strabismem. Stejné tak je nezbytné odlisit i
veskeré bélavé Utvary na o¢nim pozadi a stavy, pfi nichZ je primarni i sekundarni odchlipeni

sitnice déti predSkolniho véku.

1.5.1. Anamnéza

Odebrat podrobnou anamnézu od rodicl déti se suspektnim retinoblastomem je nezbytné i

v pfipadé retinoblastomu, a to dfive, nez zahajime podrobné, nebo dokonce invazivni,
vySetfovani. Zajima nas pribéh téhotenstvi, informace o pripadnych infekcich v jeho priibéhu,
kontakt ditéte se zvifaty, vyskyt dé di¢nych onemocnéni v rodiné atd. Dale nas zajima doba
vzniku leukokorie, zejména byla-li pfitomna jiZ pfi porodu. Tyto Udaje jsou zasadni

v diferencialni diagnostice, zejména k vylouceni kongenitalni katarakty, perzistujiciho

primarniho sklivce, retinopatie nezralych déti, toxokarozy a dalSich lézi, ktere mohou imitovat
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retinoblastom. Informace o ztraté oka nékterého z pfibuznych v raném détstvi naopak nase

podezieni na pfitomnost retinoblastomu zvysi.

1.5.2. VySetfeni predniho segmentu oka

Patologické zmény na prednim segmentu oka postiZzeného retinoblastomem, s vyjimkou

leukokorie, byvaji vcelku vzacné. Velmi vzacné mlze byt pfitomna i kongenitalni katarakta

(Friendly a Parks, 1970). DalSim nalezem, sdruzenym s retinoblastomem, je ziskana

heterochromie, ktera €asto provazi neovaskularizace na duhovce (rub e6zu). Neovaskularizace

mliZeme pozorovat pri vysetieni Stérbinovou lampou nebo operaénim mikroskopem.

S rubedzou miiZe byt spojena i spontanni hyphaema, ktera jinak byva obvykle spojena

s xantogranulomem (Zimmermann, 1965). Opticka média byvaji zpravidla Cira, ale vzacné
mlizeme pozorovat buriky v pfedni komore, tyndalizaci i pseudohypopy on, které je
neklamnou znamkou invaze retinoblastomu do pfedni komory. PFi vySetfeni Stérbinovou
lampou nebo operaénim mikroskope m mdzeme nékdy pozorovat také volné se pohybujici
CasteCky retinoblastomu v predni Gasti sklivcového prostoru v pripadé endofytického rlistu

nebo konvexni, non-rhegmatogenni odchlipeni sitnice v pfipadé rlstu exofytického.

1.5.3. NepfFimé oftalmoskopie

Nepfima oftalmoskopie predstavuje nejvyznamngjsi vySetfovaci metodu pro stanoveni
diagnézy. Pomoci skleralni imprese je v pribéhu nepfimé oftalmoskopie mozné odhalit i
drobné 1éze lokalizovane oralné. Obraz onemocnéni byva vétSinou charakteristicky jak pfi
exofytickém tak i endofytickém ridstu. Nejcastgj$im nalezem jsou bélavé Gtvary na sitnici,

zpravidla ostfe ohraniené, prominujici do sklivcoveho prostoru oka. Typicka byva
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pfitomnost kalcifikaci, které mohou byt v nékterych pfipadech dobre patrné. VétSinou se
nesetkdme s jizvenim a vitreoretinalnimi trakcemi, jak to vidime zpravidla u jinych

onemocnéni.

1.5.4. Fotodokumentace

Kvalitni fotodokumentace nalezu pofizena pfi prvnim vySetfeni je nezbytna pro moznost
posouzeni dalsiho vyvoje onemocnéni v pribéhu IéChy, ale i z forenznich dlivodd.
Fotodokumentaci provadime pomoci ruéni kamery pro supinovanou polohu pacienta pfi
vySetfeni v celkoveé anestezii, kde snimadme obraz o¢niho pozadi pod Ghlem 50 °. DalSi
moZnosti je specialni kontaktni kamera, ktera pfi pouZiti imerze fotografuje o¢ni pozadi pod
uhlem 130°. Mizeme tak ziskat lepsi prehled o prostorovych pomérech . Fotodokumentace je
zésadni pro prlibézné posuzovani Uspésnosti Ié¢by a pro hodnoceni dal$iho vyvoje

onemocnéni.

1.5.5. Fluorescencni angiografie

Fluorescencni angiografie je indikovana napfiklad u malych, semitransparetnich,
oftalmoskopicky obtizné zachytitelnych retinoblastomd. V' téchto pripadech je diagnostickym
pfinosem akumulace fluoresceinu v nadoru a jeho pozdni fluorescence. Fluorescencni
angiografie ma vyznam i pro diagnostiku spontanné regredujicich nadord, kde pozorujeme
pouze autofluorescenci kalcifikaci a transmisi choroidalni fluorescence. Podobny nélez

pozorujeme i po Uspésné radioterapii retinoblastomu.
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1.5.6. Ultrasonografie

Ultrasonograficky nélez je pro retinoblastom natolik charakteristicky, Ze vétsinu pripadl lIze
snadno odlisit od ,,pseudoretinoblastomu *“ (Shields et al. 1976b). Pro retinoblastom jsou
typicke Cetné, vysoce reflektivni intralesionalni echogenity na B -scanu stejné jako
ultrasonograficky stin za patologickou intravitre &lni echogenitou, ktery se promita dale do

o€nice a je vyvolany totalni reflexi ultrasonografického signalu kalcifikacemi ob sazenymi

v retinoblastomu (obr. 7). Dokumentace inicialniho ndlezu pomoci ultrasonografického

Obr. 7 — Kalcifikovany retinoblastom, kalcifikace zplsobuji Uplny odraz signalu a vyvolavaji

stin v o€nici.
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vySetfeni je dllezita i pro posouzeni daliho vyvoje onemocnéni. Ze stejného diivodu mize

byt uzitecné i tfidimenzionalni (3D) ultrasonografické vysetteni .

1.5.7. Pocitacova tomografie

Intraokularni kalcifikace, které jsou v pFipadé retinoblastomu pravidlem, jsou dobfe
detekovatelné pocitatovou tomografii. Kalcifikace jsou patrné i pfi ultrasonografickém
vySetfeni, nicméngé pocitatova tomografie mdZe ukazat i pri padné extraokularni $ifeni nadoru.
Extraokularni 1éze ovSem zpravidla kalcifikace neobsahuji (K atz a kol., 1984). V rdmci

tohoto vySetfeni je mozné diagnostikovat i pfipadny pinealoblastom (trilateralni

retinoblastom).

Obr. 8 — Zobrazeni retinoblastomu magnetickou rezonanci pfed lé¢bou (leva Cast obrazku) a

po IéChbé (prava Cast obrazku). Je patrny Ubytek vitalni nadorové tkané.
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1.5.8. Magneticka rezonance

Zobrazeni retinoblastomu magnetickou rezonanci nahradilo v poslednich deseti letech ve
VEtsiné pripadl vysetfeni pocitatovou tomografii. Vitalni tkan tumoru je dobfe patrna, stejné
jako pridruzena sekundarni elevace sitnice, nicméné kalcifikace se nezobrazi tak dobre jako
pocitacovou tomografii (obr. 8). Vzhledem k béZné dostupnému ultrasonografickému
vySetteni, nepfedstavuje horsi zobrazeni kalcifikaci zasadni problém. Pfipadna extrabulbarni

propagace nadoru stejné jako pinealoblastom se zobrazi lépe nez pfi pouZiti poCitaCové

tomografie.

1.5.9. Jehlova biopsie

Pro stanoveni diagnozy retinoblastomu je zpravi dla zcela postacujici neinvazivni klinické
vySetfeni. Nicméné jsou urcité situace, kde je indikovana. Jedné se napfiklad o situaci, kde
v blizkosti astrocytomu je pfitomen seeding a nalez proto velmi imponuje jako retinoblastom
(Karcioglu, 2002) nebo v pFipadé raritniho infiltrativniho rdstu retinoblastomu. Vzhledem

k riziku diseminace nadoru do ocnice ( Karcioglu et al., 1985) se pro jehlovou biopsii

vvvvvv

1.6. Klasifikace retinoblastomu

Zrakové funkce postiZzeného oka po ukonceni 1é€by jsou v nékterych pFipadech prakticky normalni,
jindy se podafi zachrénit oko pouze anatomicky, avak s nulovymi zrakovymi funkcemi. Snaha
stanovit progndzu s ohledem na zachovani zrakovych funkci (quo ad visum) postizeného oka podle
nalezu pred zahajenim IéCby vedla k vytvoreni klasifikaci. Klasifikace se postupné ménily tak, jak se

vyvijely terapeutické moZnosti. Prvni takov ou Kklasifikaci (Ellsworth, 1977, Reese, 1976) byla
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klasifikace podle Reeseho-Ellswortha (tab. 1). Postupem Casu se ukazalo, Ze jejich klasifikace nebyla
zcela vyhovujici a nékteré formy onemocnéni mély mnohem lepSi progndzu pro zachovani dobrych
zrakovych funkci, nez jakou klasifikace stanovovala. Zejména malé nadory pred ekvatorem oka mély
diky kryoterapii mnohem lepSi progndzu, nez jakou urcovala klasifikace, a stejné tak 1é¢ba malych
nadord, vykazujicich endofyticky rdst s ohranicenym seedingem v blizkosti nadoru, docilovala ¢asto

mnohem lepsich funkénich vysledkd, nez jaké se oGekavaly.

Stuperi | —velmi dobrd | a | Solitarni tumor o prdméru mensim nez 4 DD za ekvatorem

progndza b | Nékolik tumor( mensich nez 4 DD, vechny za ekvatorem
Stupen 1l — vcelku a | Solitarni tumor, 4 — 10 DD v priméru, za ekvatorem
dobra prognéza b | Nékolik tumort, 4 — 10 DD v priméru, za ekvatorem
Superi Il - nejista a | Jakakoli léze pred ekvatorem

prognoza b | Solitarni tumor vétSi 10 DD za ekvatorem

Stupen IV —nepfiznivd | a | MnohoCetny, néktery tumor vétsi nez 10 DD

progn6za b | Jakakoli Iéze pfed ora serrata
Stupen V — velmi a | Masivni nador postihujici vice nez polovinu sitnice
nepfizniva prognéza b | Sklivcové metastazy (seeding)

Tab. 1 — Klasifikace retinoblastomu pro zachovnou Ié¢bu podle Reeseho -Ellswortha.

Z tohoto ddivodu byla navrZzena nova klasifikace, tzv. Essenska (tab. 2), ktera brala v tvahu i
nové terapeutické moznosti své doby (de Sutt er, 1987).

Vyvoj teraputickych moznosti v poslednich deseti letech vedl k nutnosti vytvorit takovou
klasifikaci, ktera by nové moznosti zohlednila . Touto klasifikaci (tab. 3) je sou¢asna
mezinarodni klasifikace retinoblastomu (Shields a Shields, 1999) — International

Classification of Retinoblastoma (ICRB). Podle lokalizace nadort, jejich velikosti a
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diseminace je vytofeno pét stupiili (A — E). Tyto stupné urcuji prognézu quoad visum za

pfedpokladu, Ze pracovisté disponuje vSemi v soucasné dobé pro 1éCbu retinoblastomu

akceptovanymi terapeutickymi moZnostmi.

Klasifikace

Charakteristika

Terapeutické moZnosti

Stupefi | — velmi pfizniva
progn6za

Tumory do 4 DD v priméru a
do 4 D prominence s vyjimkou
nador( v blizkosti makuly terée
zrakového nervu

Samostatna fotokoagulace nebo
kryoterpie

Stupen Il — pfizniva progndza

Tumory stfedni velikosti 4 — 10
DD v priiméru, pokud nespadaji
do vys8ich skupin z jinych
diivodd

Stupefi 11 — nejista prognoza
z ddvodu nepriznivé lokalizace
nadoru

Tumor v blizkosti makuly, byt
maly

Tumor v tésné blizkosti terce
zrakového nervu, byt maly
Stredné velké tumory

s ohrani¢enym seedingem
Malé, vysoce prominujici
tumory pFesahujici ora serrata
Tumory s odchlipenim sitnice

VSechny tyto tumory, pokud
z jinych dlvodu nespadaji do
vySSiho stupné

Zevni frakcionovana
redioterapie do 40 Gy nebo
brachyterapie kombinovana

s fotokoagulaci nebo kryoterapii
Lécbha je individualni a zavisi na
konkrétni situaci u jednotlivych
pripadd.

Stupen IV — nepfizniva
prognoza (nezbytna intenzivni
IéCba s cetnymi vedlejsSimi
Gcinky)

Rozsahly tumor s pFitomnosti
seedingu Ci bez nebo

s odchlipendm sitnice

Velky nador pfekryvajici ter¢
zrakového nervu

Zevni radioterpaie az do 60 Gy
eventuelné kombinovana

s chemoterapii. Kryoterapie,
fotokoagulace, brachyterpaie
podle konrétniho nalezu

Stupefi V - velmi nepfizniva,
ale nikoli beznadéjna prognéza

Rozsahly tumor pfes polovinu
sitnice eventuelné s pFitomnosti
seedingu

Totéalni odchlipeni sitnice

Na prvnim misté je zvaZzovana
enukleace (s pfihlédnutim

k vedlejSim Gcinkum léchy a
malé nadéji na zachovani
uzitecnych funkci)

Druhd volba — zevni
radioterapie kombinovana

s intenzivni chemoterpii
Kombinace dvou predchozich
moZznosti — zevni redioterapie
do 40 Gy, pokud by byla bez
dramatické odpovédi, pak,
enukleace

Tab. 2 — Essenska klasifikace pro zachovnou Iécbu retinoblastomu
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Stupen

Charakterisika nadort v jednotlivych skupinach

Maly tumor — o préiméru 3 mm a mensi

Velky tumor — vét$i nez 3 mm v priméru

Makularni lokalizace — ve zdalenosti 3 mm od foveoly a mensi
Juxtapapilarni lokalizace — ve vzdalenosti 3 mm od papily a mensi
Seeding v tésné blizkosti tumoru

Subretinalni seeding ve vzdalenosti 3 mm od tumoru a méné
Vitrealni seeding ve vzdalenosti 3 mm od tumoru a méné

Vitredlni i sklivcovy seeding do 3 mm od nadoru

Subretinalni seeding ve vétsi vzdalenosti nez 3 mm od nadoru
Vitrealni seeding ve vétsi vzdalenosti naz 3 mm od nadoru

Difazni seeding

Extenzivni retinoblastom postihujici vice nez 50 % sitnice, sekundarni
glaukom, krvéaceni do predni komory, do sklivce nebo subretinalniho

prostoru

Tab. 3 - International Classification of Retinoblastoma (ICRB)

Klasifikace TNM (Tumour, Node, Metastasis) ur€uje nikoli progn6zu quoad visum, ale

prognozu k preziti (quoad vitam) a tradi¢né byla vyuZivana pouze pfi rozsifeni nadoru mimo

bulbus. Systém obsahuje dvé slozky — klinickou cTNM a patologickou pTNM. Revidovana

klasifikace TNM z roku 2010 inkorporovala ve velké mife pro cT1 a — cT3b vySe zmifiovanou
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Stupen postiZzeni | Rozsah onemocnéni
cTX Rozsah primarniho tumoru nebyl stanoven
cTO Z&dné znamky primarniho tumoru
cT1 cTla bi . Fesahui Tumory mensi neZ 3 mm, nejsou
Objem tumoru nepresahuje | p)ise nez 1,5 mm od foveoly a optiku
cTlb . . Asponi jeden tumor je vetsi nez 3 mm
2/3 objenmur bulbu, men nebo je blize nez 1,5 mm od foveoly
o . nebo papily
Fitomen seedin — - ——
cTlc P g Jako cT1b + je pfitomné ohrani¢ené
odchlipeni sitnice
cT2 cT2a Objem tumorl nepresahuje | Diskrétni fokalni sklivcovy nebo
subretinalni seeding
cT2b 2/3 bulbu, seeding vitrealni | Masivni subretinalni nebo sklivcovy
_ seeding, velké sklivcové metastazy
nebo subretinalni charakteru ,,snéhovych kouli“
cT3 cT3a Masivni postizeni oka Tumor vyplfiuje vice nez 2/3 oka
cT3b Tumor je asociovan s: rubedzou,
krvacenim, glaukomem, invazi
tumoru do predni komory nebo
preseptalni celulitidou
cT4 cT4a Je zjevné extraokularni Invaze do optického nervu
cT4b rozsifeni tumoru Invaze do o€nice
cT4c Intrakranialni rozsifeni nep fesahujici
chiasma
cT4d Intrakranialni rozSifeni prekraCujici
chiasma

Tab. 4 — klasifikace retinoblastomu podle TNM systému

mezinarodni klasifikace pro retinoblastom ICRB (Tab. 4). Proti jinym nadorlim jev TNM
klasifikaci retinoblastomu jesté uvadéno pismeno ,,m“ — napf T1b3m, které specifikuje pocet
nadorovych loZisek v bulbu, pismeno ,,f* ur€uje zda se jedna o onemocnéni familiarni Ci

nikoli, a pismeno ,,d* , které specifikuje infiltrativni Sifeni nddoru v sitnici. DalSi ¢ast systému

(cN, cM) se jiz od klasifikace jinych nddorovych onemocnéni prilis nelisi.
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1.7. Terapie retinoblastomu

Diagnostika a IéCba retinoblastomu doznala v poslednich desetiletich vyznamnych zmén.
Osmdesata a devadesata léta 20. stoleti pfinesla moznost kombinaci U¢innych cytostatik.
Neékteré se uplatnily i v I16Cbé retinoblastomu. Diky tomu se zUZily indikace k enukleaci ve
prospéch zachovné terapie. Také je jiZ v mensi mife vyuZivana frakcionovana radioterapie.
Chemoterapie dokaze redukovat velikost nddorové tkané v oku, nici pfipadné mikrometastazy
a zabrariuje tak diseminaci nadorového procesu (Shields et al., 2002). Ve vhodném okamZziku
se aplikuje lokalni chirurgicka lécha, jejiz zplsob je dan plivodnim rozsahem onemocnéni,
odpovédi na IéEbu, lokalizaci nadoru nebo nadorl a poctem nad orovych loZisek. Z lokalné
destruktivnich metod uplatiiovanych v soucasnosti mizeme jmenovat kryoterapii,
transpupilarni termoterapii a brachyterapii (Shields et al., 2001). Zejména transpupilarni
termoterapie v kombinaci s brachyterapii dovoluje diky novym typdm infradervenych laserli s
velkou aperturou destruovat pomérné velky objem nédorové tkané. Souborné Ize hovofit o
lokalni agresivni terapii. Nicméné prakticky vSechny terapeutické metody zavedené od 19.

stoleti do l1éCebné praxe zlstavaji v rGznych modifikacich aktualni.

1.7.1. Enukleace

Odstranéni oka obsahujiciho retinoblastom — enukleace, bylo doporu€ovano jako Zivot
zachranujici jiz poCatkem 19. stoleti (Wardrop, 1809). Enukleace je v nékterych pfipadech
indikovana i v soucasnosti. Jedna se zejména o spor adicky, velmi pokro€ily retinoblastom
(stuperi E podle ICRB nebo ¢T3 podle TNM systému), kde riziko generalizace onemocnéni a

vedlejsi acinky 1éCby vyrazné pravaZuji nad eventuelnim benefitem pfi Uspéchu anatomicky
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zachovné terapie. V pripadé bilateralniho postiZeni je ve vétsiné pripadll vyhodnéjsi
pfipadnou enukleaci odloZit a pockat na vysledek chemoredukce.

Technika enukleace je ponékud odlidna od techniky enukleace provadéné z jinych pficin. Lisi
se jednak manipulaci s bulbem, ktera musi byt velmi jemn 4, nebot’ retinoblastom je velmi
fragilni a riziko diseminace pfi velkych zménach nitroocniho tlaku béhem vykonu je velké.
Nedoporucuje se ani zakladani trakénich skleralnich stehd, které predstavuje urcité riziko
diseminace nadorového procesu. (Shields a Shields, 1992). Trakce je provadéna hemostatem
nebo peanem fixovanym na delSi pahyl vnitfniho pfimého okohybného svalu. DalSi odliSnosti
je absence komprese optiku peanem pred jeho resekci. Komprese je nevhodna jednak pro
zhmozdéni tkané, které komplikuje nasledné histopatologické vysetfeni resekovaného optiku,
jednak nema vyznam z hlediska hemostazy, nebot’ se vzdy snaZzime o odstranéni optiku
v maximalni mozné délce. PouZivaji se proto dlouhlé enukleaéni niizky s mirnym zakfivenim.
Bulbus po enukleaci neni fixovan ve formolu, ale je odesilan k vySetfeni v nativnim stavu,

protoZe analyza DNA vyZaduje Cerstnou nadorovou tkan.

1.7.2. Frakcionovana zevni radioterapie

JiZz na pocatku 20. stoleti byla do 1é¢ebné praxe zavedena zevni frakcionovana radioterapie
retinoblastomu (Hilgartner, 1903). Jeji znacna teraputicka uspésnost byla dané jeho v ysokou
radiosenzitivitou. Avsak vzhledem ke zndmému riziku vzniku s ekundarnich nadort (Lennox
et al., 1975) je patrny urcity odklon od této, dfive velmi frekventované IéCebné metody.

V soucasné dobeé je zevni frakcionovana terapie v yuZivana pro lécbu bilateralné velmi
pokroCilych tumor( prekryvajicich ter¢ zrakového nervu s vyznamnym vitrealnim nebo
subretindlnim seedingem a béZné pouZzivana celkova davka cini 35 — 40 Gy. Lécba je ovsem

spojena s urcitymi riziky v kratkodobém i dlouhodobém vyhledu. Jedna se pfedevsim o
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kataraktu, radiacni retinopatii a radiacni optickou neuropatii. V dlouhodobém vyhledu je to
predevsim riziko vzniku radiaci indukovanych orbitalnich sarkomd, ale i meninge omd,
leukemie a lymfom(0. Je tfeba konstatovat, Ze po sniZzeni celkovych davek z dfive
aplikovanych 80 Gy na 40 Gy mnoZstvi téchto komplikaci vyrazné pokleslo ( Sagerman, et al.,
1969). V nékterych pfipadech ma zevni frakcionovana radioterapie i kosmeticky do pad. Jedna

se jednak o poradiacni kozni zmény, patologickou vaskularizaci spojivky nebo atrofii ocnice.

Obr. 9 — URZ je fixovan pfedem zaloZenymi intraskleralnimi stehy do mista, v némz je

lokalizovan nitroo¢ni nador.
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1.7.3. Brachyterapie

Radioterapii radonem, ktery byl v podobé platinového zrna aplikovan pfimo do nadoru,
zahdjil pocatkem roku 1929 (Moore, 1930) u pacienta trpiciho choroidalnim

melanomem. Jesté v témZe roce byla zlata radonova zrna transskleralné aplikovana do
nékolika retinoblastomd u pacientd, jejichz rodic¢e odmitli povolit bilateralni enukleaci
(Moore, 1931). V 1é&bé brachyterapii pokragoval Stallard, pozdéji viak pouzival *°Co, ktery

ve formé uzavreného zafice fixoval na skleru pacienta (Stallard, 1966).

Obr. 10 — Periferné lokalizovana chorioretinalni atrofickd jizva, v jejim centru prominujici

kalcifikace. Stav po aplikaci URZ. Ohraniceny seeding v blizkosti tumoru vymizel.
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V soucdasné dobé v indikovanych pfipadech, zejména u pacientll s ohraniéenym seedingem

v blizkosti nadoru, pouzivame pro brachyterapii uzavieny radionuklidovy zdroj (URZ) (obr.
9) obsahuijici jako zdroj beta zareni *®Ru (Pochop et al., 2005). Aplikovana davka &ini 40 Gy
na apex tumoru nebo do oblasti seedingu. Doba aplikace je uréena jednoduchym program em
a zavisi na stafi URZ (aktualnim pfikonu) a prominenci tumoru. Vyslednym efektem léCby
byva zpravidla rezidualni kalcifikace a chorioretinalni atroficka jiz va v mistech, kde se pred
léCbou nachézela vitalni nddorova tkan (obr. 10).

V nékterych pfipadech komplikace 1éCby, jako napfiklad poradiacni retinopatie, neovaskularni
glaukom nebo trakéni odchlipeni sitnice, vedou k enukleaci i pfes docilenou remisi. Obdobné
vysledky i komplikace IéCby byly publikovany i jinymi pracovisti (Shields et al., 1989).
Brachyterapie byla ve vétsiné pripadl vyuzita v kombinaci s dal$imi terapeutickymi
metodami. Porovname-li tuto metodu se zevni frakcionovanou radioterapii, je radiacni
zatiZzeni ocnice mensi, a je proto mozné oCekavat pokles vyskytu radiaci indukovanych

sekundarnich nadord.

1.7.4. Kryoterapie

Kryoterapie se indikuje jako primarni 1é¢ba v pfipadé malych, periferné lokalizovanych
nadord, ale vétSinou se pouziva v kombinaci s dalsimi lé¢ebnymi metodami (Shields et al.,
1989, Pochop et al., 2004). Pro kryoterapii retinoblastomu je pouzivana zvlastni technika
trojnasobného mrazeni, pfi které se nador v celé tloust’ce promrazi az do okamziku, kdy se ve
sklivci na povrchu nadoru objevi drobné krystalky. MraZeni trva asi 5 — 15 vtefin a pak
nasleduje pomalé rozmrazeni tumoru. Stejny proces se jesté dvakrat opakuje. Komplikace
IéCby nebyvaji zavazné, obcas je kryoterapie provazena pfechodn ym exudativnim

odchlipenim sitnice a drobnym krvacenim. Kryoterapie miZe potencovat i dal$i terapeutické
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metody. Zejména miiZe usnadnit prinik chemoteraputik do sklivcového prostoru (Wilson et

al., 1996), a proto je vhodné kryoterapii zahajit jiz v pribéhu chemoredukce (viz nize).

Vyhodna je i kombinace s laserovou terapii, kterad devitalizuje predevsim apikalni ¢ast nadoru,

zatimco kryoterapie postihuje perifernéji lokalizované bazalni struktury v blizkosti skléry.

1.7.5. Laserova terapie

Predchlidcem laserové terapie byla fotokoagulace xenonov ym obloukem

(Meyer.Schwickerath a Helferich, 1958), kterou nahradila pozdgji laserova fotokoagulace

argonovym laserem (Masuyama et al., 1984). Touto metodou bylo mozné

Obr. 11 — Vlevo retinoblastom po chemoredukci s malym lemem chorioretinalni atrofie,
vpravo drobné reziduum tumoru po transpupilarni termoterapii, obklopené ¢astecné

pigmentovanou atrofickou chorioretinalni jizvou.
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destruovat pouze malé retinoblastomy s prominenci do 2 mm a slouZila vétSinou jako doplnék
jiné léchy.

Zavedenim diodovych infracervenych laser( do praxe (Abramson a Schefler, 2004) se stala
laserova terapie mnohem G€inngjsi. Metoda je nazyvana transpupilarni termoterapie (TTT).
Lisi se od klasickeé laserové fotokoagulace velikost i stopy, ktera mlize byt zvétSena optikou az
na 6 mm, minutovou délkou expozice a dosahovanou teplotou v cilovém objemu. Cilem TTT
je zahfrati velkého objemu tk&né na teplotu mezi 50 — 60° C, a tim tkan devitalizovat.
Signalem, Ze bylo dosazeno potfebné teploty v zahfivaném loZisku, je lehké zeSednuti tkané

na konci expozice. Touto technikou je moZzné dosahnout devitalizace i

Obr. 12 - vlevo rozsahlejsi retinoblastom po chemoredukci, vlevo tentyZ nador po

transpupilarni termoterapii, v centru zbytek vitalni nadorové tkané a kalcifikace, na povrchu

drobné extravazaty, cirkularné ¢astené pigmentovana chorioretinalni atroficka jizva.
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pomérné velkého a prominujiciho loZiska. Po dokonceni 1éCby je v mistech, kde se nachézel
tumor, pigmentovana chorioretinalni atroficka jizva, nékdy s centralni kalcifikaci (obr. 11).
PFi experimentech bylo dosaZzeno nekrozy tkané az do hloubky 4 mm ( Journée-de Korver et
al., 1992).

Komplikace 1éCby nebyvaji velké; kapilarni krvaceni a pfechodny edém nadorové tkané jsou
obligatni a nepovaZzujeme je za komplikaci (obr. 12). Metodu je mozné s vyhodou kombinovat

s dalsi lecbou (viz dale).

1.7.6. Chemoterapie

Cheoterapie byla u pacient trpicich retinoblastomem zpocatku vyuZivana v pripadech
generalizace onemocnéni spolecné s radioterapii (Stannard et al., 1975). Pozdéji byla
chemoterapie zvazovana jako adjuvantni u pokroCilych pfipadd s extrabulbarnim Sifenim
tumoru (Freeman et al., 1980). PouZival se predevsim cyklofosfamid, ktery dokazal docilit
kompletni remise i v pFipadé generalizace onemocnéni. Relapsy byly nicméné ¢asté a proto
byla zavedena kombinace chemoterapeutik (White, 1983). Kombinace karboplatiny a
etoposidu ve vysokych davkach se ukazala byt velmi efektivni pfi 1éCbé generalizovanych
forem onemocnéni a zaCala se pouzivat i jako adjuvantni terapie po enukleaci. Dale byla
indikovana jako neo-adjuvantni terapie u intraokularnich retinoblastom( (Doz et al., 1995).
Pro chemoterapii, ktera méla za cil zmen3Seni nadorovych loZisek pred zahajenim dalSi 1écby
(a byla pouZita jako inicialni terapeuticka metoda ) byl zaveden termin chemoredukce (Shields
et al., 1996).

V soucasné dobé se pro chemoredukci pouziva kombinace chemoterapeutik — karboplatina,
etoposid a vinkristin (VEC). Terapie se podava v Sesti cyklech, vZzdy po druhém a Ctvrtém

cyklu probiha vysetfeni pacienta v celkové anestezii a posuzuje se efekt 1éCby. V' pfihodny
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okamzik nasleduje u pokroGilejsich pFipadd lokalni agresivni terapie — sequential aggressive
local therapy (SALT). Je tak mozné uspésné 1éCit i retinoblastom stupné C podle mezinarodni
klasifikace ICRB a vyhnout se zevni frakcionované radioterapii. Uspésnost 16Eby negativné
ovliviiuje masivni subretindlni nebo vitrealni seeding ( Murphree et al., 1996).
Chemoredukce méa vyznam nejen u pokrocilych pripadd, ale i tam, kde je nevelké loZisko
(obr 13) lokalizované v blizkosti foveoly. V téchto pfipadech je mozné pfi zmenseni loZiska

(obr. 14) docilit lepsich vysledk nasledné lokalni 1éChy a zlepsi se vyhlidky pro dobré

zrakové funkce pacienta.

Obr. 13 — retinoblastom o rozmérech cca 4x4 PD zasahujici do foveoly pfed zahajenim

chemoredukce
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Nyni je tedy moZné charakterizovat tfi odliSné chemoterapeutické postupy :
1) chemoredukci, jejimZ cilem je zmenSit nadory pfed zahajenim lokalni 1éCby
2) adjuvantni chemoterapii po enukleaci bulbu pro pokrocilé onemocnéni v indikovany
pripadech (napfiklad pfi invazi nadoru do choroidey, pfi angioinvazi nebo prorlstani
retinoblastomu do optického nervu)

3) intenzivni chemoterapii (megaterapii) u generalizovaného onemocnéni

Obr.14 — stejny nador po chemoredukci — foveola je nyni prosta nadoru

Mnoho pacientd se dafi diky modernim chemoterapeutikiim vylécit a mnohdy zachranit i
dobré zrakové funkce. Problémem vsak z(stava lécba intravitrealnic h loZisek, ktera jsou

nedostupna pro celkovou chemoterapii a téZko ovlivnitelna lokalni [éCbou. Diky

ch
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hematookularni bariéfe jsou dosahované koncentrace celkové podavanych chemoterapeutik
ve sklivci nedostateCné. Rovnéz nepfiznivé vedlejsi ucinky chemoterapeutik (Benz et al.,
2000) vedou k tomu, Ze se stale hledaji nové cesty, jak terapeuticky ovlivnit pfipady
pokrocilych onemocnéni s metastatickym postiZzenim sklivce pfi relativné minimalnim
zatiZeni pacienta. Podle nékterych praci se zda, Ze by koncentraci cytostatik ve sklivcovém
prostoru mohla zvysit kryoterapie provedena den pfed zahajenim che moterapie (Wilson et al.,
1996) a tim docilit jejich vétSiho efektu, dalSi prace vSak toto zjisténi nepodporuji (Murray et
al., 1997). Dal$im moznym zplsobem, jak intravitredlni metastazy ovlivnit, je
subkonjuntivalni aplikace chemoterapeutik ( Harbour et al, 1996 a Hayden et al., 2004),
pfipadné i v depotni formé ve fibrinovém koagulu (Van Quill et al., 2005), nebo i jejich
intravitrealni podani (Kaneko a Suzuki, 2003, Velez et al., 2003). Tyto postupy se zatim
provadeély pouze experimentalné a chyb &ji dostatecné informace o tom, jaké koncentrace pfi
tomto zplsobu aplikace budou G¢inné a zaroven netoxické. Pro zavedeni této metody do
klinické praxe je nezbytné znat farmakokinetické vlastnosti cytostatik, zejména rychlost
poklesu jejich koncentrace ve sklivcovém prostoru a pfipadné toxické ucinky , a to jak
celkové, tak lokalni.

DalSi moznosti zkouSenou v posledni dobé je superselektivni intraarterialni aplikace
chemoterapeutik (melfalanu) katétrem do a. ophthalmica (Yamane et al., 2004), ktera v3ak, i
podle nasich zkusenosti, neni prosta vedlejsich G¢inkl (.Wilson et al., 2011). Nejvétsim

rizikem je intrakranialni krvaceni a loZiskova ischemie (mozkovy infarkt — encefalomalacie).

1.7.7. Kombinovana terapie a dalSi terapeutické mozZnosti

Jak bylo dFive feCeno, nékteré pacienty je mozné lécit po uze jednou terapeutickou metodou.

Napfiklad jednostranny, velmi p okroCily retinoblastom, kde nador postihuje vice nez 2/3
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sitnice a po provedené enukleaci neprokazeme angioinvazi, invazi nadoru do choroidey nebo
optického nervu, nevyZaduje zadnou dal3i Ié¢bu. Ve vétsiné pripadll ovéem s jednou
terapeutickou metodou nevystaime. Kombinace celkové 1é€by chemoterapii a lokalni terapie
umoznila anatomicky zachovat az 50 % bulb( a v mensim procentu dokonce i uspokojivymi
zrakovymi funkcemi. Nékteré teraputické metody se dokonce vzajemné potencuji —
kryoterapie patné zlepSuje priinik chemoteraputik do sklivcového prostoru a podobny efekt
ma i tzv. chemotermoterapie. Jedn4 se o aplikaci karboplatiny v davce 560 mg/ m?, po které je
v kréatké dobé pacient IéCen transpupilarni termoterapii ( Lumbroso et al., 2002). Kombinace
transpupil&rni termoterapie pfi destrukci apikalni ¢asti tumoru umozni snize ni kalkulované
davky pro brachyterapii.

Nékteré terapeutické metody mély spiSe experimetélni charakter a nejsou dosud Siroce
vyuZzivany. Jedné se napfiklad o fotodynamickou terapii (Aerts et al., 2010). VyuZiva se
fototoxicity latek na bazi porfyrind, které jsou po intravendzni aplikaci aktivované laserem
urcité vinové délky (Stephan et al., 2008). Efekt oviem nebyl vZdy presvédCivy (White et al.,
1988). Dalsi terapeutickou metodou, zkouSenou experimentalné i v klinické praxi, je genova
terapie (Hurwitz et al., 1999). V principu se jedna o vyuZziti adenovirového vektoru nesouciho
gen thymidinkinazy viru Herpes simplex. Nasleduje 1é¢ba pro -gancyklovirem. Lécbha byla
Uspésna u zvifeciho modelu za pouZiti bunécné linie retinoblastomu Y79. Publikované
vysledky genoterapie provedené analogickym postupem u osmi o€i s intravitreadlnim
seedingem uvadéji vymizeni sklivcovych metastadz v sedmi z nich (Chévez-Barrios et al.,

2005)
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2. Hypotézy a cile prace

Lokalni aplikace cytostik by u pacienttl trpicich retinoblastomem mohla byt pfinosna
predevsim z nasledujicih ddvodd:
1) dosazena hladina ve sklivcovém prostoru by mohla byt vy3si neZ pfi celkové apikaci
2) ucinna koncentrace by mohla byt v cilovém organu udrZzena po delSi dobu
3) mohl by se snizt dopad celkovych vedlejsich G¢ink(l podavanych cytostatik pfi
srovnani s jejich intravendzni aplikaci (B enz et al., 2000)
4) Klesl by pocet pacientll indikovanych k frakcionované radioterapii

5) snizil by se pravdépodobné pocet enukleovanych bulbd.

DalSim faktorem, ktery ovliviiuje ucinnost 1é¢by karboplatinou, je hladina metalothioneinu
(MT). Tento maly protein se vyznamné podili na vzniku rezistence vG¢i cytos tatikdm,
zejména cisplatiné (cisPT). MT véZe cisPT (Kizek a kol., 2004, Prusa a kol., 2005), ¢imz

vznikd komplex MT-cisPT, a ten je pak dale detoxikovan zejména v ledvinach.

Cilem préce je tedy:

a) zjistit koncentraci cytostatik (karboplatiny, etoposidu) ve sklivci kraliciho bulbu po
periokularni a intravitrealni aplikaci,

b) stanovit zmény koncentraci cytostatik v zavislosti na Case (AUC viz dale),

c) stanovit hladinu MT ve sklivci a v plazmé krélika pred a po aplikaci karboplatiny,

d) Klasifikovat vedlejsi lokalni a celkové Ucinky cytostatik v zavislosti na pouZitych
davkach a koncentracich,

e) Stanovit anatomické zmény krali¢iho bulbu pfi dlouhodobém prdbézném sledovani

oftalmoskopicky a nasledné i histopatolog icky po ukonceni experimentu
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f) porovnat vychozi zd&znamy ERG pred podanim cytostatik a po posledni aplikaci

cytostatika

3. Popis pouzitych experimentalnich metod

3.1. Pouzita laboratorni zvirata

Pro vSechny experimenty jsme pouzivali laboratorni novozélandské bilé kréaliky sam¢iho
pohlavi prosté specifickych patogend (Anlab, Praha, Ceska republika). Celkem jsme

v experimentu pouZili 8 skupin laboratonich zvifat, v kazdé skupiné n=6. Laboratorni zvifata
jsme pouzivali k pokusdim v souladu s vyhlaskou &. 207/2004 ministerstva zemédélstvi Ceské
republiky a veSkeré pokusy byly provadény na zakladé protokolu schvaleného odbornou
komisi pro ochranu zvifat 2. 1ékarské fakulty Karlovy University. Teplota v laboratofi se
pohybovala mezi 22°C a 25°C, relativni vihkost prostfedi pak mezi 55% a 65%. Aplikaci i
nasledné odbéry sklivce a krve jsme provadéli v celkové disociativni anestezii. PouZivali jsme
intramuskularni injekce — 50 mg/kg ketamin hydrochloridu (Narketan 10 inj. a.u.v.,
Vétoquinol, Lure Cedex, Francie) ve smési s xylazinem — 5mg/kg (Rometar 2% inj. a.u.v.,
Spofa, Praha, Ceska Republika). Polovi¢ni davka anestetik byla aplikovana kazdych tficet
minut, pokud to bylo nezbytné. Po ukonCeni experimentu byla laboratorni zvifata usmrcena
exsanguinaci protétim karotid v celkové disociativni anestezii. Bulby a adnexa jsme fixovali

ve formolu a nésledné provedli jejich histopatologické vysetteni.
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3.2. Karboplatina

Slouceniny obsahujici platinovy ion patfi k nejdéle pouzivanym cytostatikiim. V pripadé
karboplatiny se jedna o cis-diaminocyklobutyldikarboxylat -platnaty komplex (obr. 15), ktery
vznika substituci dvou odstupujicich atomd chléru v molekule cisplatiny za

cyklobutyldikarboxylatovou skupinu. Do klinické praxe byla zavedena v roce 1986 (Harrap,

1985).
O
HaN O
3 \F‘t/
7N\
HqN O
O

Obr. 15 — strukturni vzorec karboplatiny

3.2.1. Usporadani pokusu

Karboplatinu jsme aplikovali periokularné ve dvou riiznych koncentracich. Prvni skupingé
(n=6) kralikd jsme aplikovali 15 mg karboplatiny (skupina I), dal$i 30 mg karboplatiny
(skupina I11). Jiné skupiné (skupina I1) kralikd (n=6) jsme aplikovali karboplatinu
intravitredIné, a to v mnozstvi 0,05 mg Vzorky sklivce a Zilni krve z usnich cév jsme odebirali

po 1, 2, 6, 24, 48, 168 a 336 resp. 480 (skupina 11) hodinach po aplikaci karboplatiny.
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3.2.2. Aplikace karboplatiny a odbér vzork(

Pred aplikaci karboplatiny a odbéry sklivce jsme pouZivali lokalni anestezii (oxybuprocain
0,4%) a spojivkovy vak byl desinfikovan 1% roztokem providon -iodinu (Betadine 10%, EGIS
Pharmaceuticals Ltd., Budapest). Karboplatinu jsme aplikovali do temporalni ¢asti
peribulbarniho prostoru, a to pouze do pravého oka, u skupiny I a Il ve stejném objemu 1,5
ml sterilni vody pro injekce. Stejny objem sterilni vody pro injekce jsme aplikovali do
temporalni ¢asti peribulbarniho prostoru kontrolniho levého oka. PouZivali jsme jehly 25G a
injekéni stiikacky o objemu 2 ml. Pro aplikaci karboplatiny do sklivce a odbér vzorkd jsme
volili transkornedlni cestu. PouZzivali jsme injekéni stfikacky pro aplikaci inzulinu o objemu 1

ml opatfené jehlou 29G. Korneu jsme penetrovali tangencialné v tésné blizkosti limbu a po

Obr. 16 — schématické znazornéni transkorneélni intaravitredlni aplikace - vstup do predni

komory krali¢iho oka

Obr. 17 — schématické znazornéni traskornealni intravitrealni aplikace — prinik do

sklivcového prostoru kolem ekvatoru ¢ocky
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rotaci jehly o 90 stuprili jsme pronikali pFes kofen duhovky kolem ekvatoru ¢ocky do
sklivcového prostoru (obr. 16., 17., 18. a 19.).

Stejna cesta byla dfive volena pro odbéry vzork( tkané u suspektniho retinobl astomu

z diivodu prevence jeho pfipadného extrabulbarniho rozsifeni ( Cohen et al., 2008).
Intravitredlné jsme karboplatinu injikovali v objemu 0,1 ml. Stejny objem sterilni vody jsme
aplikovali intravitrealné do kontrolniho levého oka. Objem odebraného sklivce ve vzorcich

¢inil 0,2 - 0,4 ml.

3.2.3. Meéreni koncentrace karboplatiny

Dosazené koncentrace karboplatiny ve sklivci a v krvi jsme urCovali atomickou absorpéni
spektralni analyzou se Zeemanovou zpétnou korekci atomovym absorp&nim spektrometrem
(Varian 220 Z, Australie) (Kukacka et al., 2008). Homogenizovany sklivec nebo plazmu jsme
fedili 1:14 vodnym roztokem obsahujicim Triton X -100 (0.2 obj. %), antifoam A (0.2 obj. %)
a neionizovanou vodu. Takto upravené vzorky byly analyzovany v Zeemanoveé grafitové peci.
Koncentrace karboplatiny byla pocitdna na zakladé zmérené koncentrace platiny a
molekulové hmotnosti karboplatiny.

Hodnoty AUC (Area-under-the-concentration-versus-time-curve) jsme pocitali standardni
trapezoidalni metodou. Takto spocitané vysledky byly v erifikovany programem pro AUC

kalkulaci (MW/PHARM verze 3.60 Mediware NL).

40



Obr. 18 — penetrace korney v blizkosti limbu

Obr. 19 - rotace jehly a penetrace do sklivcového prostoru
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3.2.4. Hodnoceni vedlejsich tginkd

Klinické a histologické znamky toxicity b yly rozdéleny do ¢tyF stupii(i podle anatomické
stavby oka.

Stupeni 1 — periokularni zmény (adnexa)

Stuperi 2 — skleralni a kornealni zmény

Stupen 3 — intraokularni zmény

Stupen 4 — systémove zmény

3.2.5. Metalothionein

V pfipadé MT se jedna o maly termostabilni protein s velikosti 6 — 10 kDa objeveny v roce
1957 v ledvinné kdfe u koni (Margoshes a Vallee, 1957). Protein se vyskytuje v nékolika
variantach u rliznych zvitecich druhd i u ¢lovéka, je bohaty na cysteiny, neobsahuje viak
Zadné aromatické aminokyseliny (obr. 20). Varianty metalothionenu se déli do tfid podle
Zivogidného druhu a primarni struktury (tab. 5). MT vytvari s ionty kovd komplexy a je
schopen vazat az 7 dvojmocnych a 12 jednomocnych iont(l. Pro stanoveni MT byla pouZita
diferen¢ni pulsni voltametrie (visici rtutova elektroda) ve spojeni s Brdickovou reakci (AdTS
DPV Brdicka reaction) (Kizek et al., 2004). V principu je Brdi¢kova reakce zaloZena na
interakci mezi hexaaminokobalt -chloridovym komplexem a -SH skupinami. Vy3ka
posledniho signalu voltamo gramu u konkrétniho vzorku zavisi na koncentraci
metalothioneinu v tomto vzorku (Adam et al., 2008). Pro vétsi pocet vzork( byla pouzita
automaticka elektroanalyticka metoda pro MT (Fabrik et al., 2008). Automaticka
elektroanalyticka detekce MT byla pouZita i pro detekci MT ve vzorcich sklivce po

intravitrealni aplikaci karboplatiny.
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Tab. 5 — Pfehled vybranych metalothionein( z 1. tfidy. (Kizek et al., 2004)

Organismus  Oznaceni Pocet Molekulova  Pocet cysteinl

proteinu aminokyselin  hmotnost
(Da)

Homo MT-1A 61 6133 20

sapiens
MT-2 61 6042 20
MT-3 68 6927 20
MT-4 62 6419 20

1 30 61

\ \ \

MDPNCSCATGGSCTCTGSCECKECKCNSCKKSCCSCCPMSCAKCAQGCICKGASEKCSCCA

Obr. 20 — aminokyselinova sekvence MT (Kizek et al., 2004)

3.3. Sledovani vedlejsich Gcinkd po opakované transkornealni

intravitrealni aplikaci karboplati ny

V dalsi fazi experimentu jsme aplikovali intravitrealné transkornealné karboplatinu do
sklivcoveho prostoru opakované — Ctyfikrat ve dvoutydennim intervalu a to

1) 0,05 mg karboplatiny v objemu 0,1 ml (skupina 1V)

2) 0,008 mg karboplatiny v objemu 0,08 ml (skupina V)
Kazda skupina ¢itala (n=6) laboratornich novozélandskych bilych kralikd saméiho pohlavi
(viz vySe). Anestetika jsme pouzivali ve stejnych davkach a za stejnych podminek jako
v pfipadé jednorazové aplikace. Karboplatinu jsme aplikovali do sklivco vého prostoru
pravych o¢i. Zplsob aplikace byl stejny jako v pFipadé jednorazovych intravitrealnich
aplikaci karboplatiny. Do levych oci jsme aplikovali sterilni vodu pro injekce ve shodném

objemu. Vzorky sklivce jsme odebirali jednu hodinu po prvni aplika ci a kontrolovali dosazené
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koncentrace atomickou absorpcni spektralni analyzou se Zeemanovou zpétnou korekci .
Béhem aplikace i po kazdé aplikaci jsme kontrolovali oftalmoskopicky nélez a pofizovali
fotodokumentaci. Pfed prvni aplikaci a dva tydny po Ctvrté aplikaci byl proveden fotopicky a
skotopicky ERG zaznam u obou bulbl (obr. 21).

Vysetreni elektrickych zmén napéti sitnice probihalo podle standardniho protokolu

International Society for Clinical Electrophysiology of Vision (ISCEV).

200pv/div 200p%/div
b
b
M a : M a

- "—-F‘ - _’iﬁt\p’/\—’\—’\x/\,_i

20ms/div 20msddiv

Obr. 21 — ERG zé&znam po aplikaci 0,05 mg karboplatiny do pravého oka

Po navozeni artificialni mydriazy (0,5 % tropicamid — Mydrum Chauvin Ankerpharm
GmbH) a 30 minutové adaptaci na tmu se napéti snimalo pfimou ERG -Jet elektrodou proti
kozni elektrodé, ktera byla umisténa 1 cm horizontalné od zevniho koutku (obr. 22). Zemnici
koZzni elektroda byla umisténa v tylu uprostfed. Po skotopickém vysetfeni (maximalni

skotopicka odpovéd — m.s.0.) nésledovala 5 minutova adaptace na svétlo a zméfeni odpovédi
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¢ipkdl. Ve bylo realizovano na elektrofyziologickém pfistroji Roland Consult (SRN).
Statistickou analyzu vysledk( jsme provadéli pomoci soft waru Statistica 9.1 WAN (StatSoft,
Tulsa, USA). Data byla porovnavana t-testem, kde za statisticky vyznamny rozdil bylo
povaZzovano P < 0.05.

Po ukonceni experimentu byla laboratorni zvifata usmrcena exsanguinaci protétim karotid

v celkové disociativni anestezii stejné jako v pfipadé jednorazoveé aplikace. Bulby a adnexa

jsme fixovali ve formolu a nésledné provedli jejich histopatologi cké vySetfeni.

Obr. 22 — rozmisténi elektrod v pribéhu ERG vysetteni
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3.4. Etoposid

Etoposid se pro Ié¢bu pacientl trpicich retinoblastomem pouziva v kombinaci s dalSimi

cytostatiky. Jedna se o semisynteticky derivat podofylotoxinu (obr. 23). U€innou latkou
TR
o]
HO
H
o
<

HyCO

Obr. 23 — Strukturni vzorec etoposidu.

jsou i nékteré jeho metabolity. K experimentu jsme pouZili opét laboratorni novozélandské
albinotické kraliky sam¢iho pohlavi (viz vyse). Jedné skupiné byla aplikovana jedna davka
2,5 mg etoposidu periokuldrné (skupina VI, n=6). Intravitredlni skupina (skupina VII, n=6)
obdrzZela jednu davku 0,5 mg etoposidu transkornealné intravitrealné. Experiment probihal na
pravych krali¢ich bulbech. Levé bulby byly u viech kralikli ponechany bez aplikace etoposidu
jako bulby kontrolni, aplikovali jsme pouze stejny objem sterilni vody pro injekce. VVzorky
sklivce a periferni krve byly odebirany v €asech: 1., 2., 6. hodinu, 1., 2. a 7. den a 3 tydny po
aplikaci cytostatik. Posledni skupiné (skupina V1I1) byla aplikovana periokularné davka 2,5
mg opakované, a to v nultou a znovu pak druhou hodinu po zahajeni experimentu. P¥i
intravitrealni aplikaci a odbéru vzork( jsme pouzivali injekéni stiikacky pro aplikaci inzulinu
0 objemu 1 ml opatfené jehlou 29G a pro periokularni aplikace injek¢ni stfikacky o objemu 2
ml a jehly 25G. Ke stanoveni koncentrace etoposidu byla pouzita metoda vysokoucinné
kapalinové chromatografie (HPLC). Celkem byl y analyzovéany 103 vzorky sklivce a 90
vzork( periferni krve. Pro stanoveni jeho koncentrace ve zko umanych vzorcich byla vyvinuta

specifickd metoda HPLC s UV detekci (Agilent 1200). 200 pl plazmy nebo sklivce bylo
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extrahovano 5 ml dichlormetanu po dobu 10 minut a nasledné zcentrifugovano pfi 3500
ot/min po dobu 5 minut. Jako vnitfni standard byl pouZit difenylhydantoin (DPH). Po extrakci
byla organicka vrstva vysuSena pod proudem dusiku pfi 30° C. Odparek byl rozpustén ve 100
ul mobilni faze, ktera se skladala ze smési metanol, destilovana voda, acetonitril (55:42:3).
Analyza byla provadéna pfi 229 nm, teplota kolony byla udrzovana na 40 ° C a prdtok mobilni
faze byl 1,2 ml/min. Kalibra¢ni k¥ivka pro plazmu i pro sklivec byla linearni v celém rozsahu

testovanych koncentraci s korelatnim koeficientem r2

> 0.999 pro oba dva materialy. Metoda
byla validovana a bylo dosaZeno téchto validacnich parametr(i: opakovatelnost pfi stanoveni v
plazmé a ve sklivci byla 7,3 % a 6,3 %, reprodukovatelnost pfi stanoveni v plazmé a ve

sklivci byla 2,7 % a 4,4 %, bias 1,2 % a 6,5 %.

4. Vysledky

4.1. Karboplatina

Dosazene koncentrace karboplatiny pfi intravitrealni a periokularni aplikaci karboplatiny jsou
shrnuty v tabulkach 6 — 10. Dosazené koncentrace ve sklivci po periokularni aplikaci
zpravidla nepfesahovaly 1mg/l (tab. 6 a 8). Relativné vysoké koncentrace karboplatiny jsme
po periokularni aplikaci zjistili v krvi (tab. 7 a 9). V prvni skupiné se ndm z technickych
dlvodd nepodafilo ziskat vzorky krve ve 2. hodiné po aplikaci od vech laboratornich zvifat,
tabulka 7 je z tohoto ddivodu nekompletni. Dosazené koncentrace ve sklivci p o intravitrealni
aplikaci fadové odpovidaly maximalnim koncentracim vypocitanym na zakladé davky a
vypocteného objemu sklivcového prostoru (tab. 11). Primér bulbu jsme zjistovali

ultrasonografii.
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Cas (h) 1 2 6 24 48 | 168 | 336

Kralik 1 248 371 320 144 80 15

Kralik 2 30 146 80 54 32 11
Kralik 3 200 871 823 511 174 3
Kralik 4 141 300 133 80 48 7
Kralik 5 286 737 642 361 97 29 1

H|O1 00 - |k

Kralik 6 110 812 762 408 159 24

Tab. 6 — Koncentrace karboplatiny (ug/l) ve sklivci po aplikaci 15 mg periokularné

Cas(h) 1 2 6 | 48 | 168 | 336
Kralik 1 2331 1161 249 173 39 5
Kralik 2 2607 1180 246 81 15 2
Kralik 3 3493 2453 519 111 38 12
Kralik 4 4300 - 255 140 44 6
Krélik 5 6708 - 1192 289 100 19
Kralik 6 2591 - 229 8 14 2

Tab. 7 — Koncentrace karboplatiny (ug/l) v krvi po aplikaci 15 mg periokularné

Cas (h) 1 2 6 | 24 | 48 | 168 | 480
Kralik 13 525 3150 719 289 85 14 O
Kralik 14 70 370 447 235 112 0 O
Krélik 15 103 125 166 109 43 0 0
Krélik 16 28 60 165 97 10 0 O
Krélik 17 110 163 212 89 27 0 O
Kralik 18 722 503 501 334 148 12 0

Tab. 8 — Koncentrace karboplatiny (ug/l) ve sklivci po aplikaci 30 mg karboplatiny

periokularné

Cas (h) 1 2 6 24 | 48 | 168 | 480

Kralik 13 6131 4180 1314 618 382 300 260

Kralik 14 7327 5706 2909 589 276 149 130
Kralik 15 3732 2536 944 214 234 235 58
Kralik 16~ 5148 2817 968 408 129 235 83
Kralik 17 6800 5136 2094 789 585 313 126

Kralik 18 5862 4117 1770 866 594 445 217

Tab. 9 — Koncentrace karboplatiny (ug/l) v krvi po aplikaci 30 mg karboplatiny periokularné



Cas(h)

1 2 6

24 48 | 168

336

Kralik 7

31785 19835 14927

7044 2378 385

84

Kralik 8
Kralik 9
Kralik 10
Kralik 11

49122 26041 11854
66759 29593 11573
10285 12513 11230
37104 32084 17740

3393 1557 339
4711 1891 136
2862 533 201
7697 3160 201

91
0
0
0

Kralik 12

46657 33235 11851

4895 2061 327

112

Tab. 10 — Koncentrace karboplatiny (ug/l) ve sklivci po aplikaci 0,05 mg karboplatiny

intravitrealné.

Objem sklivcového | Maximalni mozna
prostoru (ml) koncentrace (ug/L)

Kralik 7 1.028 48,638

Kralik 8 1.337 37,397

Kralik 9 1.180 42,372

Kralik 10 1.164 42,955

Kralik 11 1.303 38,373

Kralik 12 1.215 41,152

Tab. 11 — Maximalni dosaZitelné koncentrace vypoctené na zakladé davky a objemu bulbu.

Grafické vyjadreni dosazenych intravitredlnich koncentraci u pravych bulbl po intravitreal ni

aplikace v zavislosti na Case je na obrazku 24
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Obr. 24 — Dosazené koncentrace karboplatiny ve sklivci po intravitrealni aplikaci v zavislosti

na case.
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Na zékladé zjisténych koncentraci uvedenych v tabulkach jsme pocitali plochu pod kfivkou

koncentrace proti ¢asu (area under concentration versus time curve — AUC).

slapina |
—slupina Il

=—loipina I

- T
g o O M e

b

AUC (mg/L.min)

Obr. 25 — porovnani AUC karboplatiny ve sklivci po intravitrealni aplikaci (skupina I1)

s AUC po periokulérni aplikaci (skupina I a 111)

Relativné vysoke hladiny karboplatiny jsme zjistili i ve 24. hodiné (2.862-7.697 mg/l) a

48. hodiné (0.535-2.378 mg/l).po aplikaci. Priimérna hodnota AUC (mg/L/min) byla u
skupiny | (0.255+0.193)a I11 (0.245+0.227) signifikantné nizsi (obr. 25) pfi porovnani se
skupinou Il (8.955+2.464). Odchylka byla statisticky vyznamna (p=0,0001)

Po periokularni aplikaci jsme pozorovali v prvnich dvou dnech chemdzu spojivky, pfi
odbeérech vzorkd sklivce doslo nékolikrat k nevyznamnému krvaceni do pfedni komory nebo
do sklivce. Treti tyden po periokuldrni aplikaci 30 mg karboplatiny jsme pozorovali 1. stupef
toxicity ve tfech pripadech (kralik 14,15 a 18). Jednalo se o vypadavani chlupli z horniho
viCka a ve dvou pripadech (kralik 14 a 15) dokonce nekrozu horniho vicka a (obr. 26).
Fokalni chorioretinalni atrofie — 3. stuperi toxicity (obr. 27) byla zjisténa pri

histopatologickém vyseteni bulbl ve skupiné 11 (po intravitrealni aplikaci karboplatiny).
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Obr. 26 — nekrdza horniho vicka tfi tydny po periokularni aplikaci 30 mg karboplatiny

Obr. 27 — chorioretinalni atrofie po aplikaci 0,05 mg karboplatiny intravitrealné.
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Hladina metalothioneinu pied aplikaci karboplatiny ¢inila v primérd 3.5 uM. V prlibéhu 7
dnd po aplikaci nardstala hladina az na primérné 5 uM a po uplynuti této doby nasledoval

pozvolny pokles.

4.2. Sledovani vedlejsich Gcgink( po opakované transkornealni

intravitrealni aplikaci karboplatiny

Zmény ERG po opakované intravitrealni aplikaci 0,05 mg karboplatiny byly vyznamné (tab.
12). Redukce byla zaznamenana jak ve fotopickém, tak skotopickem (maximalni skotopicka
odpovéd — m.s.0.) ERG v péti pfipadech. jedno zvife uhynulo béhem celkové anestezie. Pfi
histopatologickém vysetieni pravych bulbl byla patrna fokalni chorioretinalni atrofie (obr.
28). Po opakované aplikaci 0,0008 mg karboplatiny jsme pozoroval i zmény ERG obdobného

charakteru jako pfi prechozi aplikaci vyssich davek . Jedno zvite uhynulo v priibéhu

experimentu béhem celkové anestezie. Pitva obou uhynulych zvifat byla provedena a

Obr. 28 — chorioretinalni atrofie po opakované aplikaci 0,05 mg karboplatiny
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Tab. 12 — elektroretinografie pred a po opakované aplikaci

0,05 mg karboplatiny do sklivce

pred//po aplikaci (uV)

Kralik oko tyCinky (vina b) m. s. 0. (vina a/b)
Kralik 19 pravée |58,2 424 55/130 15,4/17.4
levé 81 72 91/148  86,1/138
Kralik 20 pravé | 83,7 81/147
levé 79,6 76.5/139
Kralik 21 pravé |80,2 4,82 91/141  13,6/14,5
levé 131 49,6 126/221 29/87,2
Kralik 22 pravé |126 12,2 125/227 8.5/20,3
levé 155 39,5 50/101  22/82
Kralik 23 pravé |[56,6 6,3 40/129  57/70
levé 66,1 73 36,6/121 76/139
Kralik 24 pravé |128 235 96,5/188 10/35,9
levé 938 61 77,4/158 58/96
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Kralik &. ot-b (uVv)

25
26
27
28
29
25
26
27
28
29
25
26
27
28
29
25
26

27
28
29

132
91
132
52,7
94
29,8
6,79
3,32
9,42
1

99
73
72,6
69
72
64,6
34,1
35,2
29,5
23,7

mso - a (uVv)

108
105
139

87
84,5
68,2
93,8
117
69,8

62

85
73,5

90

78

40
50,2
24,3
30,5
72,3
21,5

OP pfed aplikaci X OP po aplikaci

OTvlna b
MSO vina a
MSO vina b
OCvlna a
OCvlna b

prdmér OP pred

100,3400
104,7000
186,8000
3,1600
60,1800

OL pred aplikaci X OL po aplikaci

OTvlna b
MSO vina a
MSO vina b
OCvlna a
OCvlna b

primér OL pred

mso - b (uV)

9,90600
82,16000
42,16000
24,88000
13,44400

77,1200 37,30000
73,3000 39,76000
144,6000 70,88000

3,0240 6,37400
59,7600 36,70000

230
114
233
145
212
32,6
30,5
88,7
25,8
33,2
199
96
140
158
130
103
52,5
70,1
81,3
47,5

prdmér OP po

primér OL po

oc-a(uv)
5
2,8
5,8
0,8
1,4
20
29,8
32
30,8
11,8
1
5,2
4,68
3,34
0,9
13,1
2,79
2,7
6,51
6,77

SD OP pred
33,17270
21,84491
54,04350
2,18815
25,11259

SD OL pred
12,33175
19,66469
37,86555
2,01154
12,90360

oc-b (uv)

87
81,2

59
25,2
48,5
23,4

9,7
18,8
2,32

13

76
65,7

64
46,5
46,6
44,8
27,5
39,9
34,2
371

SD OP po
11,14920
22,93138
26,17848
8,72995
8,15118

SD OL po
15,59920
21,36605
22,50182
4,23550
6,45949

kategorie
vpravo b
vpravo b
vpravo b
vpravo b
vpravo b
vpravo a
vpravo a
vpravo a
vpravo a
vpravo a
vlevo b
vlevo b
vlevo b
vlevo b
vlevo b

vlevo a
vlevo a

vlevo a
vlevo a
vlevo a

p
0,000415

0,150185
0,000657
0,000649
0,004188

p
0,002062

0,032478
0,005685
0,148806
0,007258

Tab.13 — ERG pred a po aplikaci
0,008 mg karboplatiny

Legenda:

ot - b = odpoveéd tycinek, vina b

mso = maximani skotopicka odpovéd
oc = odpovéd &ipkd

vpravo b = pravé oko pred aplikaci
vpravo a = pravé oko po aplikaci

vlevo b = levé oko pred aplikaci

vlevo a = levé oko po aplikaci

Tab. 14 — pravé oci pred a po
aplikaci 0,008 mg karboplatiny

Cervené = p<0,01
modfe = p < 0,05
Cerné = bez statistické vyznamnosti

Tab. 15 — levé ocCi pfed a po
aplikaci 0,008 mg karboplatiny
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Tab.16 — pravé oci X levé oci po aplikaci 0,008
mg karboplatiny

p
ot-b 0,012713
mso - a 0,016436
mso - b 0,099876
oc-a 0,002744
oc-b 0,001053

neukazala Zadné chorobné zmény. Ziskané hodnoty z ERG vysSetfeni jsou shrnuty v tabulce
13. Statisticky vyznamné (tab. 14) bylo u pravych o€i po aplikaci karboplatiny nejen sniZeni b
viny (ot — b) a maximalni skotopické odpovédi (mso — b), ale také zména odpovédi Cipkl —
elevace viny a (oc —a). Mensi, nicméné takeé statisticky vyzna mné zmény jsme zjistili i na
ERG kontrolnich levych oci (tab. 15).

Porovnani statistické vyznamnosti zmén po aplikaci 0.008 mg karboplatiny do pravého oka a
0,08 ml sterilni vody pro injekce do levého oka je v tabulce 16. Pfi histopatologickém
vySetfeni pravych i levych bulbll jsme nezaznamenali Zadné strukturalni zmény. Primérna
zméfena koncentrace karboplatiny v prvni hodiné po aplikaci Cinila 1349 ug/l. Maximalni
dosazitelna koncentrace, kterou jsme vypocitali na zakladé aplikované davky a objemu bulb,

byla 8422 pg/l.

4.3. Etoposid

Pfi periokularni aplikaci etoposidu nebyla detekovana Zzadnd koncentrace etoposidu ve
vzorcich sklivce a velmi nizkd v plazmé 1,9 — 7,7 pg/ml, a to v obou skupinadch. Pfi
intravitrealni aplikaci se koncentrace ve vzorcich sklivce 1 hodinu po aplikaci pohybovala

v rozsahu 87 — 251 pg/ml. Po 24 hodinach jiz byla koncentrace ve sklivci témér nulova.

55



Koncentrace etoposidu v plazmé pfi intravitrealni aplikaci byla také velmi nizka podobné jako
u periokularni aplikace a to v rozsahu 1,9 — 3,2 pyg/ml.

Vedlejsi ucinky jsme pozorovali po periokularni i intravitredlni aplikaci. Po periokularni
aplikaci pretrvaval nékolik dnl periokularni edém (chemdza) u vétsiny zvifat (obr. 29). Druhy
stupen toxicity — vaskularizaci rohovky (obr. 30) jsme 2. tyden po aplikaci pozorovali ve
Ctyfech pripadech. K celkovym pfiznakim (Ctvrty stupei toxicity) vedla opakovana aplikaci

etoposidu. Jednalo se o parestezie, které vyUstily v automutilaci (obr. 31) riizného rozsahu u

Obr. 29 — chemoticka spojivka 2. den po periokulrani aplikaci 2,5 mg etoposidu
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Obr. 31 — ukousnuty prst na zadni tlapce — automutilace po opakované periokularni aplikaci

2,5 mg etoposidu.

57



tfech laboratornich zvitat. Krvaceni malého rozsahu do pfedni komory a sklivce pfi odbéru vzorkd
jsme pozorovali po periokularni i intravitredlni aplikaci. Chorioretinalni atrofie byla pfi

histopatologickém vysetteni zjisténa u viech pravych bulbd po intravitrealni aplika ci etoposidu.

5. Diskuse metodickych postupl a vysledki

Uspéchy v 16¢bé retinoblastomu za poslednich 20 let jsou vyrazné a procento oi lécenych
zachovnou terpii se postupné zvySuje (Shields, Shields a Sivalingam, 1989). Je to dano jednak
vCasnéjsim zachytem pacienttl, jednak znaénym mnozstvim novych terapeutickych metod,
které dovoluji stanovit individualni 1é€ebny reZzim u kaZzdého pacienta trpiciho
retinoblastomem v zavislosti na rozsahu a charakteru onemocnéni. Pfesto konci toto
onemocnéni dosud ve znaném procentu v zavislosti na pokrocilosti nalezu enukleaci. Jednim
z nejcastéjsich dlvodl byva nedostatecné terapeutické ovlivnéni sklivcovych metastaz
vzhledem k docilovani nizkych koncentraci cytostatik ve sklivcovém prostoru. PFi celkové
aplikaci cytostatik nelze zpravidla, vzhledem Kk jejich toxicité a heamtookularni bariefe,
uspokojivé terapeutické hladiny ve sklivci docilit.

experimenty s lokalni aplikaci karboplatiny, na které jsme navazali, bylo jiz provedeno,
jednalo se vSak pfevazné o aplikaci subkonjunktivalni nebo periokularni. (Hayden et al.,
2004, Mendelsohn, et al., 1998). Intravitrealni aplikace rliznych Iékd, zejména antibiotik
(Sorshby a Ungar, 1948) se ovSem zacala rozvijet kratce po skonceni 2. svétové valky a bylo
prokazano, Ze je bezpecna z hlediska pripadného rhegmatogenniho nebo trak¢éniho odchlipeni
sitnice. Transskleralni pfistup byl v minulosti zvolen také pro aplikaci dexametazonu,

metotrexatu a fluorouracilu (Velez et al., 2001). Intravitrealni aplikace cytostatik neni dosud
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béZné a to zejména diky obavdm z mozné generalizace nddorového onemocnéni. Riziko
zavleCeni nadoru pfi jehlové biopsii do mista, kterym pronikala jehla do bulbu, redIné exituje
(Karcioglu, 1985) a transkornealni cesta byla popsana ( Karcioglu, 2002). Pro intravitrealni
aplikaci jsme také volili tuto sloZitéjsi cestu pfes limbus corneae, predni komoru oka a kofen
duhovky do predni ¢asti sklivcového prostoru. Tento zplisob aplikace cytostatik dosud nebyl
popsan. Cesta byla volena zatim pouze pro jehjlovou biopsii, jak je popsano vyse.
Pfedpokladame, Ze transkornealni aplikaci cytostatik by bylo mozné vyuZit i v budoucnu

v klinickeé praxi, protoze je z hlediska rizika diseminace nadoru b ezpeCnéjsi, nez aplikace
transskleralni (pfes pars plana retineae). PFi aplikaci cytostatik pres rohovku totiZ existuje
ur€ité minimalni riziko zavle€eni naddoru do predni komory oka, ale nikoli extraokularné.
Vzhledem k tomu, Ze v pfedni komore oka bude docilovano stejné vysoké koncentrace
cytostatik jako ve sklivci, predpokladame, Ze i pfipadné zavleceni nadorovych bunék do
predni komory oka nebude predstavovat zasadni komplikaci priibéhu onemocnéni.
Karboplatinu jsme pro experiment volili pfedevsim z toho dlvodu, Ze se k terapii
retinoblastomu bézné pouziva, zejména pro chemoredukci (Shields et al., 2004) v kombinaci
s dalSimi chemoteraputiky (vinkristin 0,05 mg/kg, etoposid 5mg/kg, karboplatina 18,6
mg/kg). Davku jsme uréovali podle dfive provedenych exp erimentl (Hayden B.H., et al.,
2000) a na zakladé Kklinickych zkuSenosti.

Pro stanoveni koncentrace karboplatiny jsme vyuZivali atomickou absorp¢ni spektralni
analyzu se Zeemanovou zpétnou korekci (Meerum Terwogt et al., 2000), ktera byla zavedena
pro stanoveni platiny v plazmé. Minimalni koncentrace platiny v plazmé detekovatelna touto
metodou byla 1,25 umol/l. Pro stanoveni koncentrace platiny ve sklivci jsme absorpni
spektralni analyzu pouzili nové. Metoda stanoveni karboplatiny pomoci HPLC (Zufia et al.,
2001), kterd vykazuje vysSi selektivitu (dovoluje odlisit aplikovanou latku od dalSich

metabolit() pro nas nebyla dostupna. Vzhledem k tomu, Ze nasim cilem bylo stanovit
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koncentraci platiny ve sklivcovém prostoru v zavislosti na Case, bylo vyuZiti s pektralni
analyzy se Zeemanovou zpétnou korekci adekvatni.

PFi periokularni aplikaci karboplatiny byla v jedné dfivéjsi praci zjisténa Fadové vyssi
koncentrace karboplatiny ve sklivci kréli¢iho bulbu a ponékud niZsi koncentrac e (nicméné
stale dvacetkrat vyssi nez v naSem experimentu) v plazmé (Hayden et al., 2004). Tento rozdil
neumime vysvétlit . Naopak prakticky stejné hodnoty zjistil Mendelsohn a spol. pfi
experimentu na makaku javském (Mendelsohn et al., 1998), nicméné zaznamenal znatné
rozdily v dosazenych koncentracich u jednotlivych zvitat. Toto kolisani mliZe byt zplisobeno
celou fadou faktord, napfiklad kontaminaci vzork{ krvi. DosaZené koncentrace nicméné byly
v primeéru velmi nizké.

Terapeutickych koncentraci jsme docilili pfi intravitrealni aplikaci. Dosazené koncentrace
fadové odpovidaly maximalnim moznym koncentracim vypocteny m na zakladé aplikované
davky a objemu sklivcového prostoru, vysoké hladiny pretrvavaly fadu hodin. Nékteré
méFené hornoty byly vyssi neZ vypoctené. Vysvétlujeme si to gel ovou konzistenci sklivce,
kde rovnomérna distribuce chemoteraputika z mista aplikace mZe trvat del$i dobu nez jednu
hodinu. Pokud byl vzorek za prvni hodinu odebran blizko mista aplikace karboplatiny, byla
pak zméfena koncentrace ve vzorku vyssi, nez by o dpovidlao koncentraci karboplatiny pfi jeji
rovnomeérné distribuce v celém sklivcovém prostoru.

Po periokularni aplikaci 15 mg karboplatiny jsme nepozorovali fokalni ani celkové toxicke
acinky s vyjimkou prechodného edému spojivky. Vyznamné lokalni vedlejs i u€inky —
nekrdzu horniho vicka — jsme vidéli po aplikaci vy3si koncentrace — 30 mg karboplatiny.
Fokalni chorioretindlni atrofii jsme zaznamenali pfi intravitredlni aplikaci. Podobné zmény
pozoroval Harbour po aplikaci vysSich davek karboplatiny ( Harbour et al., 1996).

V odebranych vzorcich sklivce jsme také sledovali hladinu metalot hioneinu. Pro

kvantitativni stanoveni metalothioneinu byla v minulosti pouZita fada biochemickych metod

60



(Ryvolova et al., 2011) - imunochemické metody: enzymaticka imunosorbentni esej (ELISA),
radioimunoanalyza (RIA) a fluorescencni imunoanalyza (FIA); z bioanalytickych separacnich
metod miiZzeme jmenovat gelovou elektroforézu v riiznych modifikacich, kapilarni
elektroforézu a chromatografii. BrdiCkova reakce vyuZita v naSem pripadé, patfi

k elektrochemickym detekEnim technikam. Shodné vysledky pfi vyuZiti imunoanalytickych a
elektrochemickych metod ukazuji na opravnénost vyuZiti Brdickovy r eakce pro stanoveni
nizkych koncentraci metalothioneinu ve vzorcich (Krizkova et al., 2009). Po vyrazném
vzestupu koncentraci metalothioneinu v prvnich sedmi dnech po jednorazové intravitrealni
aplikaci nasledoval jeho pozvolny pokles. Z téchto zjisténi vyplyva, Ze aplikace karboplatiny
indukuje rdst hladiny metalothioneinu, coz by mohlo vést ke vzniku rezistence na lécbu, jak je
tomu i u jinych nadorovych onemocnénich (En do et al., 2004).

PFi opakované intravitredlni aplikaci karboplatiny v dalSi fazi experimentu jsme sledovali
pfipadné vedlejsi u€inky karboplatiny. Funk&ni zmény jsme sledov ali pomoci fotopické a
skotopické zableskove ERG, strukturalni pak po ukonCeni experimentu histopatologickym
vySetfenim bulbd. Aplikovana davka 0,05 mg vedla k zavaznym funk&nim i strukturalnim
zmeénam.

Mené zavazné zmény na ERG jsme pozorovali i na kont rolnich bulbech. Pricitame je
pfechodnému zvySeni nitroo¢niho tlaku pfi aplikaci stejného objemu fyziologického roztoku
(Kremmer, 1995). Zmény na ERG byly pozorovany jiz dfive pfi experimentalnim
kratkodobém zvySeni nitroocniho tlaku ( Zhao et al., 2009).

Po opakované aplikaci davky 0,008 mg karboplatiny jsme nezjistili Zadné strukturalni zmény,
nicméné signifikantni zmény ERG byly pfitomné. Podobné zmény byly zjistény jiz dfive
(Harbour et al., 1996) po jednorazove aplikaci vysSich davek karboplatiny (vice nez 10 ug).
Zvyseni viny a v odpovédi ¢ipkd je patrné znamkou jejich zvysené aktivity. Je to zfejmé

jejich odpovéd' na toxické plisobeni karboplatiny . Podobna reakce byla pozorovana napfiklad
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pri toxickém plsobeni olova (Rothenberg et al., 2002). Pfedpokladame, Ze jsou tyto zmény
reverzibilni, ale k restituci funkci je nezbytna delSi doba. Dokladem této schopnosti sitnice
miZe byt napriklad makularni translokace, kde bylo pozorovano postupné zlepSovani funkci
az do tfi let po zakroku (Polito et al., 2010).

Etoposid se stejné jako karboplatina a vinkristin pouZiva v trojkombinaci k chemoredukci.
Vinkristin jsme do experimentu nezahrnuli predevsim z dlvodu jeho lokalni toxicity (Thakur
et al., 2008). Lokalni toxicitu je sice mozné vyznamné snizit, pokud je ucinna latka uloZzena

v lipozomech (Boman et al., 1996), nicmené v této lekové formé neni vinkristin bézné
dostupny. Dal$im diivodem byl fakt, Ze pro nas nebyl a dostupna metoda stanoveni vinkristinu.
Pro stanoveni etoposidu bylo vyvinuto nékolich imunochemickych metod. Jednou z nichZ
byla ELISA, metoda schopna méfit dosazené koncentrace od 40 pg/l , potfebny minimalni
objem vzorku v3ak €inil 10 ml (Saita et al., 1990), a stejné tak i kombinovana metoda
kapalinové chromatografie a spektrometrie vyZadovala vzorek o objemu minimalné 8 - 10 ml
(Danigel et al., 1985). Vzhledem k tomu, Ze objem sklivce v kréli¢im bulbu €ini cca 1 ml,
nejevila se Zadna z téchto metod jako vhodna. Metoda HPLC pouZzita plivodné pro stanoveni
glukokortikoidl (Fujitaka et al., 1997) dovoluje stanoveni etopsidu s minimalni koncentraci
50 ng/ml ve vzorku o objemu 0,2 ml, coZ predstavuje téméF maximalni odebratelné mnoZstvi
sklivce. Stanoveni etoposidu metodou HPLC s UV detekci byl o zevedeno pro sklivec nove,
dosud byla metoda vyuZivana pouze pro stanoveni etoposidu v plazmé (Kato et al., 2003).
Framakokinetika etoposidu byla obdobna jako farmakokinetika karboplatiny, nicméné
plazmatické koncentrace byly velmi nizké i po periokularni aplikaci. coZ pFi¢itame jeho vazbé
na bilkoviny. Vazba na bilkoviny byla prokazana u fady cytostatik se sloZitou organickou
strukturou — doxorubicinu, vinkristinu, mitoxantronu, amsacrinu, paklitaxelu a stejné tak i
etoposidu (Finlay a Baguley, 2000).

vevs

Parestezie, které vedly k automutilaci tfi laboratornich zvifat, byly nejzavaznéjSim vedlejSim
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acinkem pfi periokularni opakované aplikaci 2,5 mg etoposidu . Vzhledem k tomu, Ze 1éCeny
jsou i déti kratce po narozeni s vahou srovnatelnou s pouZitymi laboratornimi zvifaty, bylo by

moZné i u nich pfedpokladat podobné zavazné vedlejsi Ucinky.

6. Zavéry a zhodnoceni cilli prace

V FeSeném projektu jsme sledovali nasledujici cile:

A) zjisténi dosaZzenych hladin cytostatik (karboplatiny, etopo sidu) ve sklivci krali¢iho

bulbu po periokularni a intravitrealni aplikaci.

Z vysledkd je patrné, Ze intravitrealni koncentrace karboplatiny jsou i po periokularni
aplikaci vyssi, nez po aplikaci intravenézni, jak vyplyva z dfive jiz publikovanych vysled k(.
Tyto koncentrace nicméné nedosahuji koncentraci terapeutickych. Naopak po intravitrealni
aplikaci terapeutickych koncentraci dosahuji. V pfipadé etoposidu jsou koncentrace pfi

periokularni aplikaci ve sklivci neméfitelné a v plazmé velmi nizké. Po aplikaci intravitrealni

jsou hodnoty vyrazné vyssi, a dosahuji terapeutickych koncentraci.
B) stanovit zmény koncentraci cytostatik v zavislosti na Case (AUC )
V pfipadé karboplatiny je mozné terapeutické koncentrace pozorovat i nékolik desitek hodin

po aplikaci. To vyplyva i z vypocitanych hodnot AUC. Koncentrace etoposidu klesa rychleji,

terapeutické koncentrace ve sklivci pretrvavaji maximalné 24 hodin.
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C) Stanoveni zmén hladiny MT ve sk livci a v plazmé laboratornich zvirat po aplikaci

karboplatiny.

V feSeném projektu jsme pozorovali zvySeni hladiny metalothioneinu po jednorazové aplikaci
karboplatiny ze 3,5 uM az na 5 uM v pribéhu prvniho tydne po aplikaci karboplatiny , pak
jsme pozorovali pomaly pokles. ZvySeni hladiny metalothioneinu by mohlo mit vliv na vznik

rezistence tumoru na lé¢bu karboplatinou.

D) Kilasifikace vedlejsich U€inkl cytostatik v zavislosti na pouzitych davkach a

koncentracich cytostatik

Z hlediska vedlejsich ucinku je zfejmé, Ze pouzité davky karboplatiny 0,05 mg pro
jednorazovou intravitrealni aplikaci v naSem experimentu jsou prilis vysoké. Také po
intravitredlni aplikaci etoposidu jsme zaznamenali loZiskové zmény v sitnici a tolerované
terapeutické koncentrace jsou tedy patrné nizsi. Periokularni opakovana aplikace 2,5 mg
etoposidu vedla projeviim celkové toxicity (4. stupen) a byla by nebezpecna ziejmé i pro

IéCbu retinoblastomu u malych déti.

E) Stanovit anatomické zmény kraliciho bulbu pfi dlouhodobém priibézné sledovani

oftalmoskopicky a nasledné i histopatoklogicky po ukonceni expari mentu

Opakovana aplikace 0.05 mg karboplatiny do sklivce vedla k zavaznym strukturalnim
zménam. Pfi opakované aplikaci 0,008 mg karboplatiny nebyly strukturalni zmény

pozorovany.
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F) porovnat zaznamy ERG pred podanim cytostatik a po posledni aplikaci

Po opakovaném podani karboplatiny do sklivce v davce 0,05 mg doSlo k vyraznému sniZeni
amplitud ERG. Signifikantné mensi zmény ERG jsme pozorovali pfi intravitredlnich
aplikacich 0,08 mg a koncentrace karboplatiny ve sklivci se v tomto pfipadé tedy patrné bl izZi
maximalni tolerované terapeutické. Ke zménam ERG patrné prispélo i pfechodné zvyseni
nitroocniho tlaku pfi aplikacich. Svédci pro to mirné zmény ERG na kontrolnich levych
bulbech. Podle dlouhodobého sledovani jsou bezpecné koncentrace karboplatiny, které Ize
pouZit pro terapeutické ucely ve sklivci, kolem 1000 pg/l. PFi této koncentraci nebyly

pozorovany Zadné histopatologické zmény sitnice.

Experimenty tedy prokazaly, Ze terapeutickych AUC ve sklivci Ize docilit pfimou aplikaci
chemoterapeutik do sklivce. Nelze oviem s jistotou predpokladat jejich vedlejsi a¢inky, nebot’
tkéné v lidském oku mohou na lé¢bu odpovidat jinak neZ tkané kralika. VVzhledem k tomu, Ze
v pfipadé infiltrace sklivce nadorem byva alternativou zevni radioterapie se zvySenym rizikem
vzniku sekundarnich nadorl nebo enukleace, je toto riziko patrné tolerovatelné a tato lé¢ebna
metoda by po schvaleni etickou komisi mohla byt u vybranych pfipad( zavedena do lé¢ebné

praxe, zejména po verifikaci G¢inkd cytostatik na nadorové buriky v dalSich experimentech.

7. Souhrn

Na zakladé provedenych experiment( jsme dospéli k zavéru, Ze terapeutické koncentrace
karboplatiny a etoposidu ve sklivcovém prostoru Ize docilit intravitrealni aplikaci. Pfi
parabulbarni aplikaci i pfi vysokych lokéalné toxickych d avkéach jsme terapeutickych

koncentraci nedocilili.
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Aplikace karboplatiny vede ke zvySovani hladiny metalothioneinu coZ vede ke sniZeni
acinnosti 1écby.

Pro opakovanou aplikaci karboplatiny je maximalni tolerovana davka 0.008 mg, ktera vede
ke zménam ERG, patrné pfechodnym. Vyssi davky vedly k vymizeni ERG a ke strukturalnim
zmeénam.

ZpUsob intravitrealni aplikace, ktery jsme zvolili, je, domnivame se, pomérné bezpecny
z hlediska pfipadné diseminace nadoru. VVzhledem k pouZité cesté aplikace transkornea Ini, je
teoreticky mozné rozsifeni nadoroveho procesu pouze do pfedni komory oka, kde Ize oviem
také pfedpokladat vysokou koncentraci chemoterapeutik.

VSechny tyto zaveéry je tfeba brat s urcitou rezervou, nebot’ chovani cytostatik a jejich efekt u

experimentalnich zvifat nemusi nutné pfesné korelovat s jejich pouzitim u ¢lovéka.
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8. Seznam zkratek

AdTS - adsorptive transfer technique (adsoptivni pfenosova rozpoustéci technika)

AUC - Area-under-the-concentration-versus-time-curve (plocha pod kfivkou dosazenych

koncentraci v zavislosti na ¢as)

DNA - DeoxyriboNucleic Acid (deoxyribonukleova kyselina)

DPH - difenylhydantoin

DPV - diferencni pulsni voltametrie

ELISA - enzyme-linked immunosorbent assay (enzymaticka imunosorbentni esej)
ERG - elektroretinografie

FIA - fluorescent immunoassay (fluorescencni imunoanalyza )

HPLC - vysokouc€inna kapalinovéa chromatografie

ICRB - International Classification of Retinoblastoma (mezinarodni Klasifikace

retinoblastomu)

ISCEV - International Society for Clinical Electrophysiology of Vision (mezinarodni

spolecnost pro klinickou elektrofyziologii
m.s.0. - maximalni skotopicka odpovéd

MT - metalothionein

oc - odpoveéd Cipkd

ot - odpovéd tyCinel

RIA - radioimmunoassay (radioimunoanalyza)

SALT - sequential aggressive local therapy (agresivni lokélni 1é¢ba)
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TNM - Tumour, Node, Metastasis (mezinarodni klasifikace nadorovych onemocnéni)
TTT - transpupilérni termoterapie
URZ - uzavreny radionuklidovy zdroj

VEC - vinkristin, etoposid, karboplatina
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