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SOUHRN

Uvod: Novotvorba cév angiogenezi ¢i vaskulogenezi je nedilnou soucasti nddorového riistu. Ma zasadni
vyznam pro jeho invazivitu a metastazovani. S rozvojem antiangiogenni l1é¢by se objevila potfeba spoleh-
livého markeru angiogeneze, jenz by mél jak prognosticky, tak prediktivni vyznam. Cirkulujici endotelialni
bunky (CEC) a cirkulujici endotelidlni progenitorové bunky (EPC) byly nékolika studiemi navrzeny jako
potencialni neinvazivni biomarkery nadorové angiogeneze.

Cile: Cilem nasi prace byla podrobna analyza mnozstvi CEC a EPC u détskych onkologickych pacienti jak
ve vztahu k typu nadoru, rozsahu onemocnéni, typu dosazené odpovédi na IéCbu, tak i monitorace dyna-
miky téchto bunék v priibéhu Iécby.

Pacienti a metody: Analyza cili byla provedena u 171 déti. MnozZstvi bunék bylo stanoveno pomoci
prutokové cytometrie. Ve studii byly hodnocené aktivované CEC (aCEC) s imunofenotypickou definici
CD45°CD146*CD105*, zralé CEC (mCEC) CD45-CD146*CD31* a EPC CD457/*CD146*CD34".

Vysledky: Nenalezli jsme signifikantni rozdil v inicidlnim mnozstvi sledovanych bunék v korelaci s typem
nadoru. P¥i srovnani hodnot pfed Ié¢bou a v jejim pribéhu bez ohledu na diagnézu doslo k poklesu v mnoz-
stvi aCEC a mCEC. Pfi korelaci s odpovédi na Iécbu byl patrny statisticky signifikantni pokles aCEC u pa-
cientil, ktefi dosahli pouze stabilizace onemocnéni, nebo u nichz doslo k progresi ve srovnani s pacienty, jez
dosahli objemové regrese tumoru. Rozsah onemocnéni, ev. modalita Iécby nemély vyznamny vliv na pocty
jednotlivych typt endotelidlnich bunék.

Z&avér: V nasi studii jsme nepotvrdili vyznam EPC a CEC jako spolehlivych biomarker( u détskych onko-
logickych pacientd. V praxi by bylo mozné vyuzit monitoraci aCEC k vytypovani pacientl, ktefi by mohli
hife odpovidat na Iécbu. Pro dalsi vyuzZitelnost EPC a CEC je nutny standardizovany a robustné validovany
protokol pro analyzu pomoci pritokové cytometrie.

KLICOVA SLOVA
angiogeneze, vaskulogeneze, cirkulujici endotelidlni bunky, cirkulujici endotelidlni progenitorové burky, détské
nadory, pritokova cytometrie

SUMMARY
Circulating endothelial and progenitor cells as biomarkers of angiogenesis in pediatric oncology
patients

Introduction: Neovascularization by angiogenesis or vasculogenesis is an integral part of the tumor growth,
it is essential for tumor invassivness and for the process of metastasis. With the development of antiangiogenic
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therapies there is urgent need for reliable biomarkers of angiogenesis, that would have both - prognostic and
predictive meaning. Circulating endothelial cells (CEC) and circulating endothelial progenitor cells (EPC) have
been proposed as a potential noninvasive biomarker of tumor angiogenesis in several studies.

Objective: The aim of our work was a detailed analysis of the amount of CEC and EPC in pediatric cancer
patients, both in relation to tumor type, extent of the disease, type of the treatment response as well as mo-
nitoring the dynamics of these cells during treatment.

Patients and methods: The analysis of objectives in the first part of the research was performed in 171 child-
ren. Cells were determined by flowcytometry. We evaluated activated CEC (aCEC) with immunophenotypic
definition CD45-CD146*CD105*, mature CEC (mCEC) CD45CD146*CD31* and EPC CD457/*CD146*CD34".

Results: We did not find a significant difference in the initial amount of the monitored cells in correlation
with the tumor type. Comparing the values before and during treatment, regardless of the diagnosis, there
was a decrease in the amount of aCEC and mCEC. In correlation with the treatment response, there was a sta-
tistically significant decrease in aCEC in patients who achieved only disease stabilization or progressed on
treatment compared to patients who achieved regression in the tumor volume. The extent of the disease and
type of the treatment did not have a significant effect on the amount of each of measured endothelial cells.

Conclusions: In our study, we did not confirm the significance of EPC and CEC as reliable markers in pediatric
cancer patients. In practice, aCEC monitoring could be used to identify patients who may be less responsive
to treatment. For the further use of EPC and CEC as biomarkers of angiogenesis, a standardized protocol for
flowcytometry analysis is required.

angiogenesis, vasculogenesis, circulating enothelial cells, circulating endothelial progenitor cells, pediatric malig-

nancy, flowcytometry

Lécba zhoubnych nadort u détskych pacientl zazna-
menala v poslednich tfech desetiletich vyrazny pokrok.
Zatimco celkové pétileté preziti u déti s akutni leukémii
stouplo z 25 % pocatkem 60. let na témeér 90 % v soucas-
nosti, u pacientti s progredujicimi nebo refrakternimi
solidnimi nadory je i dnes progndza velmi neuspoko-
jiva [1]. V détské onkologii tak stale existuje skupina
pacientd s vysoce rizikovymi solidnimi nadory, u nichz
standardni protokolarni 1é¢ba a terapeutické postupy tzv.
druhé volby, ¢asto zahrnujici vysoké davky chemoterapie
s vyraznou toxicitou, selhaly. U téchto déti jsou proto
nutné ke zlepSeni prognézy nové terapeutické pristupy.
Cilem pro tyto 1éCebné strategie tak miize byt spiSe mik-
roprostfedi nddoru nez nadorové buriky samotné. Jednim
z takovychto slibnych pfistupti je antiangiogenni 1é¢ba.

Antiangiogenni terapie vyuziva zavislosti nadoru na do-
stupnosti cévniho zasobeni. Nador pro sviij riist potfebuje
ptisun zivin a kysliku. Dosahne-li kritické velikosti (cca
1-2 mm?®), pouhd difuze na zajiSténi vyzivovych narokt
tumoru jiz nestaci. Dochazi k hypoxii a deprivaci nutri-
entdl, které vedou k pfevaze angiogennich faktord, jez
vyustiv tzv. angiogenni pfepnuti (,,angiogenic switch*)
anasledné tvorbé novych cév bud pomoci endotelidlnich
bunék z jiz existujici cévni sité (proces angiogeneze),
nebo vyplavenim endotelidlnich progenitorovych bunék
z kostni dfené (proces postnatalni vaskulogeneze) [2].
Dals$imi alternativnimi zptisoby tumorem indukované
angiogeneze je tvorba tzv. mozaikovych cév, kdy se do
cévni stény zaclenuji kromé endotelidlnich bunék také
buniky nadorové, koopce jiz existujicich cév nebo tvorba
vaskulogennich mimiker, kdy se agresivni nadorové
burniky transdiferencuji a ziskaji charakter endotelovych
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bunék. Ty vytvareji avaskularni kandly, kterymi protéka
krev a které jsou napojené na vlastni cévy [3].

S rostoucim mnozstvim informaci ohledné procesu
nadorové neovaskularizace vyvstala poptavka po spoleh-
livém markeru angiogeneze u onkologicky nemocnych
ve snaze 1épe predikovat prognézu pacienta, odpovéd na
1é¢bu, riziko relapsu onemocnéni a také identifikovat
skupinu pacient, ktefi by mohli profitovat z antian-
giogenni 1é6¢by. Efekt téchto 1ék{ je Casto zprostiedkovan
jinymi mechanismy neZ u klasickych cytostatik, a proto
zmensSeni nddorové masy tak nemusi byt idealnim uka-
zatelem efektivity antiangiogenni 1é¢by ani indikatorem
biologické aktivity. K optimalizaci klinického testovani
téchto latek je tedy potfeba validovaného spolehlivého
biomarkeru. V preklinickych i klinickych studiich bylo
zkoumano mnoho biomarkeri angiogeneze, nicméné
zadny z nich se rutinné v soucasnosti v klinické praxi ne-
pouziva. Tyto markery 1ze rozdélit na preklinické modely,
mikrovaskularni denzitu, proteiny plazmy, zobrazovaci
metody a bunécné markery angiogeneze - cirkulujici
endotelidlni butiky (,,circulating endothelial cells“ - CEC)
a cirkulujici endotelidlni progenitorové bunky (,,circula-
ting endothelial progenitor cells“ - EPC) [4].

CEC se povazuji za zralé endotelie odloucené z cév po
vaskularnim inzultu, jsou tak spiSe diisledkem nez ini-
ciatorem patologického stavu. Odlouceni endotelidlnich
bunék zahrnuje nékolik faktorli, z nich nejcastéji je
zminovan vaskularni mechanicky inzult. CEC tak mtzou
slouzit jako marker vaskularnich (nebo spise endotelidl-
nich) dysfunkci a zanétlivych onemocnéndi. Jejich zvySené
mnozstvi bylo prokazano naptiklad u pacientt s kardio-
vaskularnimi poruchami, s infekci, poruchou imunity,
plicni hypertenzi, se srpkovitou anémii a u onkologickych
pacientd s riznymi typy nadorového onemocnéni [5-7].



EPC jsou na rozdil od CEC buriky derivované z kostni
dfené, o nichz se predpoklada, Ze hraji roli v udrzovani
integrity cévniho systému. Jsou schopné migrace, koloni-
zace, proliferace a nasledné pravdépodobné i diferenciace
v zralé EC. VétSina EPC se nachdazi v klidovém stadiu
v mikroprostfedi kostni dfené, jeZ se oznacuje pojmem
,hiche“ (v pfekladu hnizdo/nika) kmenovych bunék.
Stresové faktory jako ozafeni, zanét, hypoxie a také
nékteré 1éky stimuluji trombocyty, zralé endotelidlni
buriky a pericyty v poskozenych tkdnich nebo v nadoru
k produkci SDF-1 (stromal derived factor-1), jehoZ zvy-
Sena hladina vede k mobilizaci EPC z kostni dfené do
cirkulace. Po vstupu EPC do krevniho obéhu proteinazy
jako naptiklad katepsin L a MMP2 zprostfedkuji migraci
EPC do poskozené cévy. V tomto misté pak specifické
cytokinové prosttedi rozhodne o tom, zda se EPC budou
dale diferencovat ve zralé EC, nebo zda budou produkovat
cytokiny a réistové faktory, jez iniciuji opravu bunécné
stény z okolnich endotelialnich bunék [8]. OvSem toto
specifické prostfedi, které reguluje diferenciaci a funkci
EPC, zatim nebylo jasné definovano.

SnizZené hodnoty EPC i narusena funkce téchto bunék
byva spojovana s riznymi chronickymi onemocnéni-
mi, a to jak u dospélych, tak u déti [9]. Mezi nejvice
prozkoumané patologické stavy spojené s alteraci EPC
patiiobezita, diabetes mellitus prvniho typu, familidrni
hypercholesterolémie a juvenilni idiopaticka artritida.
Jen nékolik malo studii se vénovalo mnozstvi CEC a EPC
u détskych onkologickych pacientd.

Pocet CEC i EPC v periferni krvi je u zdravych jedinct
extrémné nizky. Vzhledem k rozmanitosti metod k de-
tekci téchto bunék je referovany pocet velmi variabilni,
pohybuje se u CEC mezi 0 azZ7900 bb/ml, u EPC od 70 bb/
/ml az k 5000 bb/ml [6, 9]. Zatimco hodnoty CEC u zdra-
vych jedinci se jevi byt stabilni v pribéhu Zivota, kromé
1,5- az 2nasobného zvyseni u Zen v pribéhu menstruace,
jeZ patrné souvisi s vaskularni remodelaci v déloze [10],
u EPC studie na zvifecich i lidskych modelech ukazuji
postupné sniZovani jejich proliferace, nedostatecnou
mobilizaci z kostni dfené a snizené preziti téchto bunék
v prubéhu Zivota [11].

V soucasnosti neexistuje jednoznac¢na shoda na presné
fenotypické identifikaci CEC a EPC. Zadny marker neni
dostatec¢né specificky pro fenotyp téchto endotelidlnich
bunék, ani zadny neni konstantné exprimovan. CEC jsou
obecné definovany jako burnky s expresi endotelidlnich
antigent (napf. von Willenbrandiv faktor, CD146, VE-
-cadherin) pfi absenci hematopoetickych (CD45 a CD14)
a progenitorovych (CD133) markerd [12]. Na zralych CEC
je ale také pritomen progenitorovy marker CD34. Zato
CD146, jenz byl pivodné povazovan za hlavni marker
CEC, je exprimovan také na bunkach trofoblastu, na
mezenchymalnich kmenovych burikach, na nékterych
nadorovych tkanich i na aktivovanych T lymfocytech [13].
Exprese CD31 byla prokazana taktéz na trombocytech,
endotelidlnich mikroéasticich, lymfocytech, zralych
myeloidnich butikdch a hematopoetickych progenitoro-
vych burikach [10]. Stejné tak vW{ byl popsan na trom-
bocytech. Exprese CD34 se vyskytuje jak na EPC, takina
CEC. Nejcastéji uzivanym imunofenotypem pro CEC je
CD45, CD31*, CD146*, nicméné vétSina publikovanych
studii neprokazala jednoznac¢ny endotelidlni pivod takto
definovanych bunék [14]. U EPC nékteré studie také pou-

kazuji na moZnou zménu exprese povrchovych antigent
ve vztahu k jejich vyvojovému stadiu, nebo by se mohlo
jednat o vice podtypti, které prispivaji k neoangiogenezi
riznou mérou.

Imunofenotypicka definice EPC by tedy méla obsa-
hovat alespon jeden marker nezralosti a jeden marker
endotelidlniho pvodu. Z marker kmenovych bunék je
nejcastéji k detekci EPC pouzivan CD34 a CD133, z endo-
telidlnich pak CD31, VEGFR-2 ¢i VEGFR-1 [15]. Vzhledem
k této antigenni promiskuité je narocné odlisit od sebe
CEC, EPC, trombocyty, hematopoetické progenitorové
buriky a endotelidlni mikrocastice [16].

K identifikaci CEC a EPC se vyuzivaji zejména 2 meto-
dy - imunomagneticka separace a pritokova cytometrie
(FCM), ktera umoznuje simultanni multiparametrickou
analyzu v pomeérné kratkém case. Vzhledem k enormné
nizkému poctu CEC i EPC v periferni krvi u zdravych
jedincl vyZaduje jejich presna kvantifikace technicky
peclivy analyticky pfistup. V soucasnosti existuje mnoho
protokolii pro evaluaci obou typti bunék pomoci pritokové
cytometrie, jeZ se 1isi v kombinaci pouzitych protilatek, ve
zpusobu zpracovani vzorku, v pouZiti aditivnich barveni,
v gatovaci strategii a v systému analyzy ziskanych dat [12].
Vzhledem k rozdilnym kombinacim endotelidlnich mar-
kert je obtiZné vysledky jednotlivych skupin srovnavat.

S rozvojem antiangiogenni 1é¢by se objevila potteba
spolehlivého markeru angiogeneze, jenZ by mél jak
prognosticky, tak prediktivni vyznam, pomoci kterého
by bylo mozné urcit optimalni davku antiangiogennich
1éCiv, méfit jejich biologickou aktivitu a identifikovat
pacienty, ktefi by z dané 1écby nejvice profitovali.

Cirkulujici endotelidlni buniky a cirkulujici endotelidlni
progenitorové buriky byly nékolika studiemi navrzeny
jako potencialni neinvazivni biomarker nadorové angio-
geneze. Nicméné vysledky téchto studii jsou rozporuplné.

Cilem studie bylo stanoveni mnozstvi aktivovanych CEC
(aCEC), zralych CEC (mCEC) a EPC u pacientti Kliniky dét-
ské onkologie FN Brno v korelaci s diagnézou a srovnani
téchto hodnot pii diagnéze a v ramci presetfeni v korelaci
s rozsahem onemocnéni, 1écbou a odpovédi na 1é¢bu.

Do studie byli zatfazeni pacienti hospitalizovani na
Klinice détské onkologie FN Brno k diagnostice primar-
niho onemocnéni nebo relapsu zakladniho onemocnéni
vdobéod 1.12. 2007 do1. 12. 2009 bez ohledu na diagnézu.
Rodice pacient nebo jejich zakonni zastupci podepsali
informovany souhlas s odbérem biologického materi-
alu a jeho vyuzitim v ramci biologickych studii. Tyto
podminKky splnilo 171 pacientd - 164 pacientl s inicialni
diagnézou a7 pacientti s nové diagnostikovanym relapsem
zakladniho onemocnéni.

Odbér periferni krve byl proveden pfed zahajenim 1écby
maligniho onemocnéni. Pro korelaci hodnot s rozsahem
onemocnéni, 1lé¢bou a odpovédi na lé¢bu byli z tohoto
souboru vylouceni pacienti s nenddorovym onemocné-
nim, s relapsem nadorového onemocnéni a ti, o nichz
nebyla k dispozici data o rozsahu onemocnéni, 1é¢bé
a odpovédi na 1écbu.
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Tab. 1. Popisna statistika souboru podle diagndz.

Osteosarkom 7 4] 2 5 18,06 + 3,98
Ewingv sarkom n 6,4 9 2 10,76 + 5,37
Sarkomy mékkych tkani 18 10,5 8 10 7,74 +6,02
Low grade gliomy mozku 26 15,2 13 13 9,42 +532
Meduloblastomy a high grade tumory mozku | 17 99 12 5 8,06 £ 6,78
Neuroblastomy 12 7,0 6 6 574 +5,40
Lymfomy 20 n7 14 127+4,76
Benigni tumory 23 13,5 10 13 10,71+ 8,00
Jiné onemocnéni 15 88 8 7 738+4,383
GerminaIni tumory 8 47 5 3 13,44 + 513
Wilmsdv tumor 5 29 1 4 333117
Hepatoblastom 1 0,6 1 0 0,58 +0,00
Retinoblastom 3 18 3 0 5,49 £ 4,00
Karcinomy 5 29 3 2 10,06 + 4,38
Soucet 17 95 (55,6 %) 76 (44,4 %) 9,59 £ 6,46

SD - smérodatna odchylka

Kompletni data byla dohleddna u 136 pacientd. U 52 déti
z tohoto souboru byl proveden také druhy odbér periferni
krve ke stanoveni aCEC, mCEC a EPC v ramci preSetfeni

zakladniho onemocnéni.

METODY

CEC a EPC byly detekovany pomoci priitokové cytomet-
rie. Vzorky periferni krve ke stanoveni CEC a EPC byly ode-

brany do EDTA zku-
mavek. Analyzovany
byly do 24 hodin po
odbéru, do té doby
byly uchovavany
v temnu a pfi teploté
4 °C., Monoklonalni
protilatky oznacené
fluorochromem by-
ly pouzity od firmy
Beckman Coulter,
IN, USA, v nasledu-
jicich kombinacich:
CDA45-FITC, CD146-
-PC5, CD105-PE,
CD34-PC7, CD31-PE.
Ke stanoveni abso-
lutniho poctu bunék
byly pouzity fluoro-
sféry (Flow-Count
Fluorospheres).
K lyze erytrocytd
byl pouZit vyrobcem
definovany lyzacni
roztok Versalyse
Lysing Solution,
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Benigni tumory
12 %

Jiné
9%

kterého hlavni ucinnou slozkou je cyklicky amin. Pro
zajisténi hydronamické fokusace byl pouzit nosny roz-
tok IsoFlow Sheat Fluid od stejnojmenné firmy pro
snimdéni signdlu z jednotlivych ¢astic zvlast. Do kazdé
zkumavky bylo pfidano 50 pl periferni krve, obsah byl
promichan a inkubovan ve tmé pii 20-25 °C. Nasledné
byl pfidan lyzac¢ni roztok a opét probéhla inkubace za
stejnych podminek. Tésné pied méfenim byly pfidany
Flow-Count Fluorospheres. Takto pfipraveny vzorek byl

Sarkomy + high
grade tumory
36 %

Graf 1. Rozlozeni diagnostickych skupin v analyzovaném souboru.

Low grade tumory

16 %
Embryonalni
tumory

14 %



analyzovan na pritokovém cytometru Navios (Beckman
Coulter, IN, USA).

Gatovaci strategie byla nasledujici: prvni gate (gate
I) vymezuje populace bunék pomoci FS (forward scatter
- podava informaci o velikosti bunék) a SS (side sca-
tter - informace o granularité bunék). Podle izotopové
kontroly (oddéleni negativni populace od pozitivni) byl
nastaven gate D na buriky CD31*. Podle gate D byly upra-
veny vSechny nasledujici scattegramy, kde na jedné z os
je znak CD31.

aCEC byly identifikovany jako CD146*CD105*CD45,
mCEC jako CD146*CD31*CD45 a EPC jako CD146*CD45*"
CD34*, Hodnoty byly uvedeny jako pocet bb/ml.

Deskriptivni statistika byla u kategoridlnich promén-
nych dana absolutni a relativni ¢etnosti, u spojitych
proménnych pak primérem a smérodatnou odchylkou,
medianem a rozpétim mezi minimalni a maximalni hod-
notou. Pro srovnani klinickych dat pfi vice kategoriich
byla pouzita neparametricka obdoba analyzy rozptylu -
Kruskal@v-Wallisav test. Pro srovnani parovych hodnot
jednotlivych parametrii v ¢ase byl pouzit Wilcoxonuiv test.

Pro zkoumani dynamiky hodnocenych parametra byl
vyuzit linedrni model. Opakovand méteni v ¢ase byla
zohlednéna pouzitim linedrniho smiSeného modelu.
Nejprve byla data logaritmicky transformovana, aby bylo
dosazeno priblizné normalniho rozlozeni dat. Na trans-
formovanych datech byl vytvoren ¢asovy linearni lomeny
model s uzly po jednom tydnu s nahodnym efektem pro
kazdého pacienta.

SmiSeny linedrni model byl specifikovan nasledovné:

Vi=Boo + BioTO0; + BygT7,+ By Tl + Dy + €

kde v, jsou logaritmované hodnoty hodnocenych pa-

efekty (absolutni ¢len respektive ¢asové zmény v jednot-
livych uzlech); b, je nahodny efekt (absolutni clen) pro
kazdého pacienta; ¢ je nihodna chyba [17].

Vysledky jsou prezentovany formou tabulky s odhady
efektll a odpovidajici chybou se statistickou vyznam-
nosti. Pro jednoduchou interpretaci byl model zobrazen
jako pramérny trend na pozadi zdrojovych dat formou
case-profile plotu.

Za statisticky signifikantni byly povaZovany hodnoty
p <0,05.

Stanoveni mnozZstvi CEC a EPC u pacientu Kliniky
détské onkologie FN Brno a korelace s diagnézou

Celkem byla analyzovana data od 171 pacientdl. V sou-
boru bylo lehce vice chlapcti nez dévcat (55,6 % vs. 44,4 %),
primérny vék byl téméf 10 let (median + SD: 8,90 +
6,46). Zakladni data o pacientech jsou shrnuta v ta-
bulce 1.

Vzhledem k vyznamné heterogenité jednotlivych
typl solidnich nadort détského véku byly jednotlivé
diagnézy na zakladé obvyklych spolecnych biologickych
charakteristik slouceny do mensiho poctu vétsich dia-
gnostickych skupin: embryonalni sarkomy mimo CNS,
sarkomy a jiné high grade tumory, lymfomy, low grade
tumory, benigni nadory a jiné onemocnéni. RozloZeni
diagnostickych skupin v analyzovaném souboru je zob-
razenov graful.

Rozpéti hodnot pro jednotlivé buriky bylo pomérné
rozsahlé a hodnoty vykazovaly vyraznou individudlni

rametrt (CEC, EPC); B, B, TO;;, B, T7;;, B, T14; jsou fixni  intervariabilitu. UEPC se hodnoty bez ohledu na diagnézu
pohybovaly od 0 do 44 442 bb/
A) 70000 1 90000 § edian . /ml, hodnoty aktivovanych CEC
60000 p=0,068 T Min-Max 80000 p=0,121 I Min-Max byly v rozmezi 501 aZ 78 375 bb/
50060 F0000 /ml a zralych CEC 1040 az
T oo g 600 470 871 bb/ml.
3 g 50000 V nasem souboru jsme ne-
G 30000 g 40000 prokazali statisticky vyznam-
S 5000 ® 30000 ny rozdil v mnozstvi CEC (ak-
_— 20000 tivovanych a zralych) a EPC
l l 10000 ! mezi jednotlivymi diagnos-
0 o tickymi skupinami. Srovnani
Z @ z E E 2 g % F % , 2 aCEC, mCEC a EPC mezi jed-
2 2 H 5 £ H § notlivymi diagnostickymi sku-
by = 5 o £ pinami je zndzornéno v grafu
0 5 e ® 2A, B, C.
Srovnani hodnot aCEC,
C) 500000 i mCEC a EPC pvfi c}iagnéze
400000 T Min-Max a vramcl presetreni
= p=0,443
E 300000 Ze souboru 171 pacientd byla
% — u 52 provedena analyza aCEC,
8 Graf 2. A, B, C - Hodnoty EPC, aCEC a mCEC mCEC a EPC také v pribéhu 1é¢-
100000 u jednotlivych diagnostickych skupin. by v ramci piesetieni zakladni-
l i l l HG - high grade; LG - low grade; EPC 115 gnemocnéni. Pomér chlap-
0 b - cirkulujici endotelialni progenitoro- ctladivek byl 59,6 % vs. 40,4 %
= —— vé bunky; aCEC - aktivované cirkulu- o vk’b 1 ’ ’1 1_’1
£ 2 § i B i jici endotelidlni buiiky; mCEC - zralé brumerny vex by: necelyc
3 t : i cirkulujici endoteliIni buriky 9 let. zakladni data o pa-
& £ c1e2ntech jsou shrnuta v tabul-
I ce2.
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Tab. 2. Popisna statistika souboru podle diagndz pfi druhém odbéru.

Osteosarkom 2 38 1 1 1717 +0,27
EwingQv sarkom 5 9,6 4 1 852 +4,32
Sarkomy mékkych tkani 7 13,5 2 5 9,607

Low grade gliomy mozku 6 n5 3 3 10,40 +7,19
Meduloblastomy a high grade tumory mozku | 5 9,6 5 0 8,54 +6,75
Neuroblastomy 4 7,7 2 2 850719

Lymfomy il 21,2 7 4 1313 £ 4,75
Benigni tumory 6 11,5 3 3 5,32+ 4,83
GerminaIni tumory 4 7.7 2 2 11,46 £ 5,6

Wilms(Gv tumor 1 19 1 0 322+0,00
Karcinomy 1 19 1 0 2,90+ 0,00
Soucet 52 31(59,6 %) 21(40,4 %) 8,76 + 4,58

SD - smérodatna odchylka

Obdobné jako pfi odbéru v ramci diagnoézy, i zde
vykazovaly hodnoty jednotlivych bunék vyraznou in-
dividualni intervariabilitu a ani zde jsme nenalezli
statisticky signifikantni rozdil mezi mnozstvim aCEC,
mCEC a EPC a jednotlivymi diagnostickymi skupinami.

Pfi srovnani dynamiky poc¢tu aCEC a mCEC bez ohledu
na diagnézu doslo ke statisticky vyznamnému poklesu
téchto hodnot v ¢ase, zatimco hodnoty EPC se vyraznéji
nezménily (graf 3A, B, C).

Dynamika v mnoZstvi aCEC, mCEC a EPC v Korelaci
s rozsahem onemocnéni

Do této casti studie bylo zahrnuto 136 pacientd s pri-
marni diagnézou, u nichz byla k dispozici data o rozsahu
onemocnéni, 1é¢bé a odpovédi na 1é¢bu. Zakladni data
o pacientech jsou shrnuta v tabulce 3.

Pti korelaci dynamiky hodnot aCEC s rozsahem one-
mocnéni v dobé diagndzy nebyl nalezen statisticky vy-

znamny rozdil mezi skupinami

70000 II| + Median 90000 p=0.017 i;‘;jz‘j’;% pacientt s lokalizovanou ver-
. B —— 80000 — T Min-Max sus metastatickou chorobou.
U mCEC byl patrny vyraznéjsi
55660 p=0:399 roor Klesajici trend ve skupiné s me-
E E 600001 tastatickou chorobou ve srovnani
8 40000 £ 50000 s lokalizovanym onemocnénim.
g % 40000 Tento rozdil ale nebyl statistic-
S ky vyznamny (graf 4). Na hra-
565600 30000 nici statistické vyznamnosti
20000 (p = 0,09) byl rozdil v absolut-
10000 i ni hodnoté EPC v zavislosti na
= ! rozsahu onemocnéni, pacienti
9 0 s metastatickou chorobou méli
1. odbér 2. odbér 1. odbér 2. odbér nizs§i hodnoty EPC, a to jak pfi
diagnoéze, tak i pii presetfeni ve
E petigith srovnani s pacienty s lokalizova-
000001 _ i oken nou chorobou. Dynamika v hod-
E Min-Max notach EPC v dobé diagnézy a pfi
400000 presetfeni byla pfitom u obou

E skupin obdobna (graf 5).
2 300000 | . L
bEJ Dynamika v mnozstvi
Graf 3. A, B, C - Hodnoty EPC, aCEC aCEC, mCEC a EPC v Korela-

200000 a mCEC pfi prvnim a _druhém od- ci s 1é6¢bou
béru bez ohledu na diagndzu.

100000 | EPC - cirkulujici endotelialni V dynamice hodnot aCEC
progenitorové bunky, aCEC - ak- .
tivované cirkulujici endotelidlni a mCEC nebyl nalezen stati-

0 ——— bufky, mCEC - zralé cirkulujici sticky vyznamny rozdil mezi
endotelialni bufiky, bb - bufiky skupinou pacientdl, ktefi ab-
1. odbér 2. odbér solvovali pouze operacni za-
CESKO - SLOVENSKA PEDIATRIE 2018, 73,C. 7
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Tab. 3. Popisna statistika souboru podle diagndz k analyze rozsahu onemocnéni, Ié¢by a odpovédi na lécbu.

Osteosarkom 7 41 2 5 18,06 + 3,98
Ewinglv sarkom 1 6,4 9 2 10,76 £ 5,37
Sarkomy mékkych tkani 18 10,5 8 10 7,74 £ 6,02
Low grade gliomy mozku 26 15,2 13 13 9,42 +5,32
Meduloblastomy a high grade tumory mozku | 17 9,9 12 5 8,06+6,78
Neuroblastomy 12 7,0 6 6 574 5,40
Lymfomy 20 n7 14 6 12,7476
Benigni tumory 6 3 3 9,02 £6,09
GermindIni tumory 7 4 3 12,15 + 6,05
Wilmsdv tumor 4 1 3 370+1,02
Hepatoblastom 1 0,6 1 0 0,58 £0,00
Retinoblastom 3 18 3 0 549 £ 4,00
Karcinomy 4 2 2 10,57 £ 4,76
Soucet 136 78 (57,4 %) 58 (42,6 %) 8,97 + 4,36
SD - smérodatna odchylka

b= 3

. -— Pacienti s lokalizovanou chorobou © = -— Pacientis lokalizovanou chorobou

— -— Pacienti s metastatickou chorobou T 4 -— Pacienti s metastatickou chorobou
:is _ p=0.2759 _] p=0.0943
g © 3 2" 3
B T ——

g _ 2& S _| e

o e

s _| o

S = S

I I
1 Odbér 2

Graf 4. Dynamika mCEC v korelaci s rozsahem onemocnéni.
mCEC - zralé cirkulujici endotelidIni buniky; bb - bunky

krok, a skupinou pacientti, ktefi absolvovali chemo-
terapii a/nebo radioterapii.

Pfi srovnani hodnot EPC v dobé diagnézy a v ramci
presetfeni byl patrny vyraznéjsi klesajici trend ve sku-
piné s naslednou 1écbou ve srovnani s pacienty, kteri
absolvovali pouze operaci. Tento trend nebyl statisticky
signifikantni (graf 6).

Dynamika v mnozstvi aCEC, mCEC a EPC v korelaci
s odpovédi na 1é¢bu

Srovnanim dynamiky hodnot aCEC v ¢ase byl pozoro-
van vyrazny Kklesajici trend ve skupiné, jez neodpovédéla

I I
1 Odbér 2

Graf 5. Dynamika EPC v korelaci s rozsahem onemocnéni.
EPC - cirkulujici endotelidlni progenitorové burky;
bb - bunky

na lé¢bu nebo dosdhla pouze stabilizace onemocnéni
ve srovnani se skupinou s objemovou regresi tumoru.
Rozdil v této dynamice mezi obéma skupinami byl
statisticky vyznamny (graf7), zatimco dynamika hodnot
mCEC a EPC byla srovnatelna mezi obéma skupinami.

DISKUSE

V pfedkladané praci jsme se zaméfili na rozdily
v mnozstvi CEC a EPC u riznych diagnostickych skupin.
Neprokazali jsme statisticky vyznamny rozdil mezi
hodnotami aCEC a mCEC u jednotlivych diagnostickych
skupin, a to jak inicialné pfed zahajenim lécby, tak
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Graf 6. Dynamika EPC v korelaci s 1é¢bou.
EPC - cirkulujici endotelidlni progenitorové burky;
bb - bunky

i pfi druhém odbéru v ramci preSetfeni. V nasi studii
jsme nemeéli tzv. zdravou kontrolu, jako kontrolu jsme
proto pouzili skupinu pacientd s neonkologickym one-
mocnénim, kteti byli hospitalizovani na Klinice détské
onkologie FN Brno v ramci diferencialni diagnostiky.
Nicméné tfetina téchto déti méla zanétlivé onemocné-
ni, jezZje v literatufe spojovano se zvySenymi hodnotami
CEC. Tii divky z této skupiny mély torzi vajecniki,
stav, ktery vede k naruseni cév a tim i endotelia, coz
ve findle mlze také vést ke zvySenym hodnotam CEC.
Stejné tak byli do této skupiny zahrnuti tfi pacienti
s cévni malformaci, kde je narusSeni endotelu vice
nez pravdépodobné. I pfes tyto diivody pfi srovnani
hodnot CEC u pacientl s neonkologickym onemocné-
nim z nasi studie s hodnotami uvedenymi v publikaci
Taylor a spol. u zdravych déti neni patrny vyrazny
rozdil [18].

Hodnoty mCEC ve skupiné déti s neonkologickym
onemocnénim v nasi studii byly v rozsahu 1,1-98,1 bb/
/ml, median 12,5 bb/ml, hodnoty CEC u zdravych déti
uvedené v publikaci Taylor a spol., kde CEC byly defi-
novany obdobné jako u nasich pacientd, byly v rozsahu
0-56 bb/ml s medidnem 7,5 bb/ml. Nicméné ve srovnani
s hodnotami uvedenymi v publikaci Duboisa a kol. byly
hodnoty u zdravych déti nékolikandsobné vy$si nez
v nasi studii - median 1670 bb/ml, rozsah 330-4700 bb/
/m1l [19]. Definice CEC pfitom byla obdobna jako v nasi
studii. Divod pro tento rozdil se zd4 byt metodologic-
ky, analyticka faze je vSak obdobna, rozdil mtze tedy
byt v preanalytické fazi, jez v publikaci neni uvedena.

Také hodnoty EPC se u jednotlivych diagnostickych
skupin vyznamneé nelisily. Obdobné zavéry byly publi-
kovany i ostatnimi skupinami investigator@, nicméné
korelace s témito studiemi je obtizna, jelikoz definice
EPC se mezi jednotlivymi studiemi liSila, zejména
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Graf 7. Dynamika aCEC v korelaci s odpovédi na lé¢bu.
aCEC - aktivované cirkulujici endotelidini bunky; bb -
buriky; CR - kompletni remise; PR - parcidlni remise;
SD - stabilni onemocnéni; PD - progrese onemocnéni

v expresi CD133. V nasi studie jsme protilatku proti
tomuto antigenu nepouzili, coZ mtiZze byt limitujici
pro definitivni stanoveni EPC.

Pfi srovnani dynamiky hodnocenych bunék inici-
alné a v prabéhu presetfeni byl nalezen statisticky
signifikantni pokles v aCEC a mCEC. Tento pokles
mize byt diky normalizaci cévniho zasobeni tumoru
plsobenim chemoterapie, jez vede ke stabilizaci cév
a tim i endotelia, coz by odpovidalo niz§im hodnotam
CEC ve srovnani s hodnotami pfi diagnoéze.

Ve své prvni studii Pradhan a spol. prokazali signi-
fikantné nizsi hodnoty CEC u détskych onkologickych
pacientl ve srovnani se zdravou kontrolou, a to jak
inicidlné pfi stanoveni diagnézy, tak i D21 1é¢by, tedy
po prvnim cyklu chemoterapie [20]. Nicméné pfti srov-
nani hodnot CEC u pacientd v téchto dvou bodech nebyl
patrny zadny vyznamny rozdil. Je nutno podotknout,
Ze Pradhan definoval CEC jako pouze apoptotické zralé
CEC, coz miiZe byt divodem pro rozdilné vysledky mezi
nasi a jeho studii.

Ve své druhé studii z roku 2015 prokazali Pradhan
a spol. hodnoty CEC u onkologickych pacient sig-
nifikantné nizsi ve srovnani se zdravou kontrolou
a tento vyznamny rozdil zéistal zachovan v pribéhu
a po ukonceni 1é¢by [21]. Nicméné zde jiz byl statisticky
signifikantni rozdil mezi hodnotami CEC po ukonce-
ni 1é¢by u pacientli, ktefi dosdhli kompletni remisi
a mnozstvi CEC u nich bylo nizsi, ve srovnani s témi,
ktefi kompletni remisi nedosahli. I pfesto vSak nebyl
patrny vyznamny rozdil mezi hodnotami CEC inicialné
a po ukonceni 1é¢by. Jelikoz jsme nepouzili barveni na
viabilitu bunék, nelze pfesné urcit, zda v nasi studii do-
slo ke snizeni viabilnich CEC nebo i téch apoptotickych.

V korelaci s ostatnimi podobnymi vyzkumnymi sku-
pinami jsme neprokazali statisticky vyznamny rozdil



v hodnotach aCEC, mCEC a EPC mezi pacienty s lo-
kalizovanou vs. metastatickou chorobou. U hodnot
mCEC byl patrny vyraznéjsi klesajici trend ve skupiné
s metastatickou chorobou ve srovnani s lokalizovanym
onemocnénim, coz by hypoteticky mohlo odpovidat
vyraznéjsi odezvé rozvinutéjsi nadorové vaskulatury
pfi jiz metastatickém onemocnéni na chemoterapii.
Mozna ale je i opa¢nd hypotéza - mirné;jsi klesajici
trend u lokalizovaného onemocnéni by také mohl byt
zplisoben soucasné stoupajici hodnotou apoptotickych
CEC, jez se pfi nasi definici téchto bunék promitnou
do mCEC také, coz by poukazovalo na lepsi efekt che-
moterapie u téchto pacientt.

Na hranici statistické vyznamnosti byl rozdil v ab-
solutnim poctu EPC mezi pacienty s lokalizovanou
vs. metastatickou chorobou inicidlné i pfi druhém odbéru
v pribéhu presetfeni, pficemz dynamika u obou skupin
zlistala stejna. Hodnoty EPC u pacientli s metastazami
byly nizZs§i nez u téch s pouze primarnim tumorem.

Taylor a spol. ve své studii naopak prokazali korela-
ci vy$e hodnot EPC s metastatickym onemocnénim.
Jelikoz analyzovany soubor byl obdobny s nasim vcetné
heterogenity zkoumanych diagnéz, diivod takto roz-
dilného vysledku se zda byt opét spiSe metodologicky.
Taylor a spol. k analyze pouzili suspenzi mononuklear-
nich bunék obohacenou o progenitory, zatimco v nasi
studii jsme pouZzili plnou krev bez predchozi separace
bunék. EPC ve francouzské studii byly definovany
jako CD454mCD34*VEGFR2'7AAD", zatimco u nas jako
CD45*"CD34*CD146".

Pri sledovani vlivu 1é¢by na hodnoty aCEC, mCEC
a EPC nebyl nalezen statisticky signifikantni rozdil
mezi détmi pouze po opera¢nim zakroku ve srovnani
s témi, jeZ nasledné absolvovaly lécbu chemoterapii
a/nebo radioterapii. Pouze pfi srovnani hodnot EPC
v dobé diagnézy a v ramci presetieni byl patrny vyraz-
néjsi klesajici trend ve skupiné s naslednou lécbou.
Pradhan a spol. ve své praci z roku 2011 prokazali naopak
zvySené mnozstvi endotelidlnich bunék schopnych tvo-
fit kolonie (ECFC) u détskych onkologickych pacientti
po prvnim bloku chemoterapie ve srovnani se zdravou
kontrolou, pficemz ale rozdil hodnot ECEC u téchto
pacientl pied 1é¢bou a den 21 bloku nebyl statisticky
vyznamny, tedy $lo nejspiSe jen o mirny nardst hodnot
mezi témito dvéma daty. Také definice ECFC je v této
praci rozdilna od definice EPC v nasi studii. Tudiz
srovnani zde neni tplné mozné.

Pri korelaci dynamiky hodnot cirkulujicich endotelii
s odpovédi na lé¢bu jsme u mCEC a EPC nenalezli stati-
sticky signifikantni rozdil mezi pacienty, ktefi dosahli
objemovou regresi tumoru (s kompletni a parcidlni
remisi), a pacienty, ktefi dosdhli pouze stabilizaci
onemocnéni nebo u nichz dos$lo k progresi tumoru.
V hodnotach aCEC byl ale pozorovan vyrazny klesajici
trend ve skupiné bez objemové redukce tumoru ve srov-
nani s druhou skupinou s kompletni ¢i parcialni remisi.
Tento rozdil mezi dynamikou obou skupin byl statis-
ticky vyznamny, nicméné hodnoty aCEC pfi druhém
odbéru, provedeném v ramci pfeSetfeni, byly u obou
skupin obdobné. Rozdil byl tedy zejména v inicidlnich
hodnotach pred zahajenim 1é¢by. Tyto vysledky mohou
naznacovat, ze pacienti s inicidlné vys$si hladinou aCEC
htife odpovidaji na konvencéni 1écbu.

Hlavnim problémem studia cirkulujicich endote-
lidlnich bunék, a to jak CEC, tak i EPC, je absence
jednoznacné imunofenotypické definice téchto bunék,
coz ¢ini srovnavani vysledkd raznych studii jen velice
obtizné. Také tento fakt dosud brani jejich eventualni-
mu vyuziti jako markeru angiogeneze u onkologickych
pacientii. Navic se ukazuje, Ze mnozstvi CEC i EPC se po
stimulaci mohou ménit béhem hodin, tedy problémem
zlstava i nacasovani jednotlivych odbérdl, coz muze
byt limitujici i pro nasi studii (napfiklad odbér krve
rano jesté pred poddnim samotné chemoterapie). Také
mnozstvi téchto bunék je ovliviiovano nékolika faktory,
jeZ se Casto u détskych onkologickych pacientt proli-
naji, naptiklad febrilni neutropenie, mensi operaéni
zakrok, podavani Neupogenu atd.

V nasi studii jsme tedy nepotvrdili vyznam EPC a CEC
jako spolehlivého snadno dostupného markeru u onko-
logickych pacienti, jelikoZ hodnoty byly srovnatelné
i s pacienty s benignim tumorem nebo neonkologic-
kym onemocnénim. Pro dalsi vyuzitelnost EPC a CEC je
nutna jednoznacna imunofenotypicka definice téchto
bunék a jasny protokol pro analyzu pomoci pritokové
cytometrie, aby bylo mozné vysledky jednotlivych studii
vérohodné srovnavat.

LITERATURA

1. Selt F, DeiB A, Korshunov A, et al. Pediatric targeted therapy: Clinical
feasibility of personalized diagnostics in children with relapsed and pro-
gressive tumors: Pediatric targeted therapy. Brain Pathol 2016; 26 (4):
506-516.

2. Wang W, Zhang E, Lin C. MicroRNAs in tumor angiogenesis. Life Sci

2015; 136: 28-35.

Ronca R, Benkheil M, Mitola S, et al. Tumor angiogenesis revisited:

Regulators and clinical implications. Med Res Rev 2017; 37 (6): 1231-

1274.

4. Van de Broek I. Circulating endothelial cells as a biomarker for angioge-
nesis in cancer: where do we stand? Belg J Med Oncol 2010; (4): 10-17.

5. Mehran R, Nilsson M, Khajavi M, et al. Tumor endothelial markers define
novel subsets of cancer-specific circulating endothelial cells associated
with antitumor efficacy. Cancer Res 2014; 74 (10): 2731-2741.

. Schmidt DE, Manca M, Hoefer IE. Circulating endothelial cells in corona-
ry artery disease and acute coronary syndrome. Trends Cardiovasc Med
2015; 25 (7): 578-587.

. Camus SM, De Moraes JA, Bonnin P, et al. Circulating cell membrane
microparticles transfer heme to endothelial cells and trigger vasoocclusi-

ons in sickle cell disease. Blood 2015; 125 (24): 3805-3814.

8. Laurenzana A, Fibbi G, Margheri F, et al. Endothelial progenitor cells in
sprouting angiogenesis: Proteases pave the way. Curr Mol Med 2015; 15
(7): 606-620.

9. Madonna R, De Caterina R. Circulating endothelial progenitor cells: Do
they live up to their name? Vascul Pharmacol 2015; 67-69: 2-5.

10. Bertolini F, Shaked Y, Mancuso P, Kerbel RS. The multifaceted circula-
ting endothelial cell in cancer: towards marker and target identification.
Nat Rev Cancer 2006; 6 (11): 835-845.

11. Obeid J, Nguyen T, Walker RG, et al. Circulating endothelial cells in chi-
Idren: role of fitness, activity, and adiposity. Med Sci Sports Exerc 2014;

46 (10):1974-1980.

12. Danova M, Comolli G, Manzoni M, et al. Flow cytometric analysis of

circulating endothelial cells and endothelial progenitors for clinical pur-

“

[}

~N

2018,73,C.7  €ESKO - SLOVENSKA PEDIATRIE

447



448

PUVODNIi PRACE

14.

15.

16.

17.

18.

CESKO - SLOVENSKA PEDIATRIE

poses in oncology: A critical evaluation (review). Mol Clin Oncol 2016; 4
(6): 909-917.

. Espagnolle N, Guilloton F, Deschaseaux F, et al. CD146 expression

on mesenchymal stem cells is associated with their vascular smooth
muscle commitment. J Cell Mol Med 2014; 18 (1): 104-114.

Barteneva NS, Vorobjev IA (Eds). Imaging Flow Cytometry. Vol. 1389.
New York, NY: Springer New York, 2016.

Medina RJ, Barber CL, Sabatier F, et al. Endothelial progenitors: A con-
sensus statement on nomenclature: Endothelial progenitors nomencla-
ture. Stem Cells Transl Med 2017; 6 (5): 1316-1320.

Bertolini F, Mancuso P, Braidotti P, et al. The multiple personality
disorder phenotype(s) of circulating endothelial cells in cancer. Biochim
Biophys Acta BBA - Rev Cancer 2009; 1796 (1): 27-32.

Kyr M, Fedora M, Elbl L, et al. Modeling effect of the septic condition
and trauma on C-reactive protein levels in children with sepsis: a retro-
spective study. Crit Care 2007; 11 (3): R70.

Taylor M, Rossler J, Geoerger B, et al. High levels of circulating
VEGFR2+ bone marrow-derived progenitor cells correlate with meta-
static disease in patients with pediatric solid malignancies. Clin Cancer
Res 2009; 15 (14): 4561-4571.

19. DuBois SG, Stempak D, Wu B, et al. Circulating endothelial cells and
circulating endothelial precursor cells in patients with osteosarcoma.
Pediatr Blood Cancer 2012; 58 (2): 181-184.

20. Pradhan KR, Mund JA, Johnson C, et al. Polychromatic flow cytometry
identifies novel subsets of circulating cells with angiogenic potential in
pediatric solid tumors. Cytometry B Clin Cytom 2011; 80B (5): 335-338.

21. Pradhan KR, Mund JA, Claussen HL, et al. A pilot study of circulating
endothelial and hematopoietic progenitor cells in children with sarco-
mas. J Pediatr Hematol Oncol 2015; 37 (6): 443-448.

Doslo: 19. 1. 2018
Prijato: 7. 5. 2018

MUDr. Danica Zapletalova
Klinika détské onkologie FN Brno
Cernopolni 9

613 00 Brno

e-mail: zapletalova.danica@fnbrno.czs

Nemocnice Havlicklv Brod, prispévkova organizace
pfijme do pracovniho poméru pro DETSKE ODDELENI

ZASTUPCE PRIMARE

Nové dovybavené détské a neonatologické odd. s nadregionalni plisobnosti. Soucasti je nové
pfebudované perinatologické centrum Il typu s poétem 1450 novorozencu. Péce je poskytovana
od 31.tydne na principech vyvojové péce v akutni i nasledné péci o nezralé a rizikové novorozence.
Soucasti tymu je fyzioterapeut a détsky klinicky psycholog.

Nabizime: naborovy prispévek 300 tis. K¢ | méstsky byt 3+1 | zaméstnanecké
benefity | odpovidajici platové ohodnoceni | moznost dalsiho profesniho ristu

Hledame také |ékare na oddélent:

interni | plicni | neurologické | gynekologické | hematologické | ORL
urologické | Patologické | RDG

Nemocnice Havli¢kav Brod, p.o. Husova 2624, 580 22 Havli¢kiav Brod
www.onhb.cz | e-mail: jana.egartova@onhb.cz | tel.: +420 569 472 122

2018,73,C.7



