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1 Abstrakt

Uvod: Doporuéené postupy pro 1é¢bu karcinomu plic, ale i plicnich metastaz, se odviji
od morfologické diagnozy nadoru a klinického stadia nemoci. Spravné urceni stadia nemoci
umozni zvolit optimalni 1éCebnou strategii, proto je dilezité co nejpiesnéjsi stanoveni TNM
klasifikace. Stav lymfatickych uzlin pak determinuje, spolu s velikosti primarniho tumoru ¢i
poctem metastdz, podani adjuvantni onkologické 1écby. Dle doporucenych postupti standardni
chirurgickd 1éc¢ba nadorového onemocnéni plic spociva v radikdlnim odstranéni nddoru a
v systematické nodalni disekci lymfatickych uzlin (LU), resp. v indikovanych piipadech
lobarné specifické lymfadenektomii. Odebrané lymfatické uzliny jsou podrobeny standardnimu
histopatologickému vysetieni, které je schopné spolehlivé detektovat makrometastazy, avSak
mikrometastazy nemusi byt timto postupem vzdy odhaleny. Muize tak nastat situace, kdy jsou
sice lymfatické uzliny shledany pii bézném histologickém vysetfeni nepostizené nadorovou
diseminaci, pfesto ale mohou obsahovat mikrometastazy. JelikoZ karcinomy jsou nadory
epitelialniho ptvodu, jejich zdkladnimi proteiny intermediarniho cytoskeletu jsou cytokeratiny
(CK). Tohoto poznatku lze vyuzit 1 pii detekci mikrometastdz v regionalnich lymfatickych
uzlinach. Ponévadz nepostizené lymfatické uzliny jsou tvofené pojivovou tkdni a imunitnimi
bunikami, které cytokeratiny neobsahuji, priikaz cytokeratinli v odebranych lymfatickych
uzlinach je ukazatelem postiZeni uzlin metastatickym procesem. Cytokeratint je cela skala, ale
karcinomu je cytokeratin 19 (CK19). Moznosti detekce CK19 nabizi imunohistochemické
vySetieni stanovenim cytokeratinu 19 a molekularné genetickd metoda OSNA (One-Step
Nucleic Acid Amplification) na podkladé stanoveni mRNA CK19 metodou RT-LAMP (RT-
LAMP; Reverse Transcription — Loop Mediated Isothermal Amplification).

Cil: Cilem nas$i studie bylo ovéfeni mozZnosti senzitivnéjsi detekce vyskytu mikrometastaz
v regionalnich lymfatickych uzlinach u pacientii s primarnim plicnim karcinomem nebo
plicnimi metastazami kolorektalniho karcinomu prostifednictvim IHC CK19 a metody OSNA
ve srovnani s vySetfenim H&E a zhodnoceni pfitomnosti mikrometastdz v lymfatickych

uzlinach k follow-up téchto nemocnych.

Material a metodika: Do prospektivni studie probihajici na Chirurgické klinice FN Plzen
v obdobi od tnora 2013 do listopadu 2017 bylo zafazeno 100 pacientli operovanych pro
primarni nemalobunéény plicni karcinom ¢i plicni metastazu kolorektalniho karcinomu. Cely
soubor pacienti byl operovan klasickou opera¢ni technikou, pfistupem byla zvolena

posterolateralni torakotomie. U primarnich plicnich nador byla nejmensim vykonem
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lobektomie. U sekundérnich plicnich nadort byl rozsah vykonu ur¢ovan dle poctu, velikosti a
lokalizace metastaz. Soucasné u vSech nemocnych byla provedena systematicka nodalni
disekce. VSechny uzliny byly vySetieny tiemi riiznymi metodami: barvenim hematoxylin-eosin,
imunohistochemicky s protilatkou CK19 a metodou OSNA. Vsechny ziskané vysledky byly

porovnany a statisticky zpracovany.

Vysledky: Z dosazenych vysledki vySetieni 1429 lymfatickych uzlin u 100 nemocnych
vyplyva, ze nejpreciznéjsi diagnostickou metodou vysetieni lymfatickych uzlin je molekularni
metoda OSNA, kde mira up-stagingu ve srovnani s histologickou metodou byla 16 %. Oproti
nasemu ocekavani imunohistochemickd metoda ve srovnani se standardné doporucovanou
histologickou metodou vysetiovani uzlin se jevi jako neptinosna. Celkova doba pieziti se na
rozdil od naSeho o¢ekavani statisticky vyznamné nezménila, avSak ¢asovy interval sledovani

od data operace je dosud velmi kratky.

Zaver: Z dosazenych vysledki vyplyva, Ze ve srovnani se standardné doporucovanou
histologickou metodou vySetfovani uzlin se imunohistochemickd metoda jevi jako neptinosna,
ponévadz vysledky ziskané timto vySetienim byly srovnatelné s vysledky histologickych
metod. Nejpreciznéjsi diagnostickou metodou vySetieni lymfatickych uzlin na ptitomnost
metastatického postiZzeni epitelidlnich plicnich nddorit nebo plicnich metastaz epitelidlnich
nadort (v nasi studii plicni metastazy kolorektalniho karcinomu) je metoda OSNA. Zavedenim
této metody do rutinni praxe by doslo k up-stagingu nemocnych, u kterych klinické stadium
nemoci bylo pfi vySetfeni standardni histologickou metodou podhodnoceno, a tito pacienti by
mohli dostat adekvatni adjuvantni onkologickou lécbu, ktera v ptipad€ postizeni lymfatickych
uzlin metastatickym procesem, resp. ve vyssich stadiich nemoci, je plné indikovana. Celkova
doba pfeziti se na rozdil od naSeho o¢ekavani statisticky vyznamné nezménila, avSak dle naseho

nazoru je dilezité dalsi peclivé sledovani nemocnych.



2 Summary

Introduction: Current guidelines for treatment of lung cancer and lung metastases are based
on morphology of the tumor and clinical stage of the disease. Correct determination of disease
stage allows us to choose the optimal treatment therefore it is mandatory to determine the TNM
classification as accurately as possible. State of lymphatic nodes together with the size of the
primary tumor and the number of the metastases determine the adjuvant oncological therapy.
According to guidelines, standard oncological treatment of pulmonary cancer, consist in radical
removal of tumor tissue and in systematic nodal dissection, or more precisely in the specific
lobar lymphadenectomy in indicated cases. The removed nodes are subjected to standard
histopathological evaluation, which is able to reliably identify macrometastases, although
micrometastases may not always be detected. There may be a situation, when lymph nodes are
not found to be affected by cancer dissemination during the common histopathological
evaluation, but may still contain micrometastases. Since carcinomas are tumors of epithelial
origin, their essential proteins of intermediate cytoskeleton are the cytokeratins (CK). This fact
can be used to detect micrometastases in regional lymph nodes. Since unaffected lymph nodes
are formed by connective tissue and immune system cells where no cytokeratins are present,
the verification of cytokeratins in removed lymph nodes is an indicator of the metastatic process
in this tissue. There is a wide range of CK, but the most specific for diagnostic process in
primary lung tumor or lung metastates of carcinoma is CK19. The possibilities of detection of
CK19 offer evaluation of CK19 and also molecular-genetic method OSNA (One-Step Nucleic
Acid Amplification) based on an assessment of mMRNA CK19 by RT-LAMP method (Revers

Transcription — Loop-Mediated Isothermal Amplification).

Aim: The aim of our study was to verify the possibilities of more sensitive detection of
micrometastases in regional lymph nodes in patients with lung cancer or with pulmonary
metastases of colorectal carcinoma due to IHC CK19 and OSNA method in comparison with
HE staining and the assessment of the presence of micrometastases in nodes to follow-up these

patients.

Material and methods: 100 surgically treated patients for primary non-small cell lung tumor
or pulmonary metastases of colorectal carcinoma were enrolled to our study in the period since
February 2013 to November 2017 in Surgical Department of Faculty Hospital in Pilsen. The
whole cohort was surgically treated by posterolateral thoracotomy. Lobectomy was the smallest
procedure in case of primary lung tumor. In lung metastases, the extent of procedure was

determined by the number, size and location of the metastases. Simultaneously, systematic
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nodal dissection was performed in all patients. All nodes were examined by three different
methods: HE staining, immunohistochemically with CK19 antibody and by OSNA method. All

obtained results were compared and statistically processed.

Results: From achieved results of an evaluation of 1429 of lymph nodes in 100 patients
indicate that the most accurate diagnostic method of examination of lymphatic nodes is
molecular OSNA method, where the rate of up-staging was 16% in comparison to the histologic
method. Contrary to our expectation, the immunohistochemical method in comparison to the
standard recommended histopathological methods of lymph nodes evaluation looks appears to
be without contribution. Overall survival contrary to our expectation did not change

significantly, although the follow-up is still short.

Conclusion: Our results show, that in comparison with standard histopathological method of
examination of lymphatic nodes, the immunohistochemical method appears to be without any
contribution because the results obtained due to this method were compared to the results of
histopathological methods. The most accurate diagnostic method of evaluation of lymph nodes
for the presence of metastatic process of epithelial lung tumors or lung metastases of the
epithelial tumor (in our study the lung metastases of colorectal carcinoma) is the OSNA method.
By introducing these methods into routine practice would lead to up-staging of disease in
patients, whose clinical stage of disease was during the examination by standard histopathologic
method underestimated, and these patients would receive adequate adjuvant oncologic therapy,
which is fully indicated in case of the metastatic process in lymph nodes, or more precisely in
a higher stage of the disease. The overall survival, contrary to our expectation, was not
statistically changed, although according to our opinion, following closely monitoring of these

patients is mandatory.
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3 Teoreticka Cast
3.1 Epidemiologie primarnich plicnich nadort

3.1.1 Incidence

Vroce 2018 bylo celosvétové diagnostikovano 18 078 957 pacienti s nddorovym
onemocnénim. V témze roce zemielo na tuto diagnéozu 9 555027 lidi. Z nové
diagnostikovanych ptipadi jde v 11,6 % (tedy 2 093 876 pacientll) o nemocné s nddorovym
onemocnénim plic. Nejvice osob s plicnim nddorovym onemocnénim bylo diagnostikovano
v Asii (1 225 029 osob, resp. 58,5 % z celkového poctu nové diagnostikovanych nadori plic),
druhé misto zaujima Evropa s po¢tem 470 039 (22,4 %) a na tfetim misté je Severni Amerika
s poctem 252 746 (12,1 %) novych ptipadd [1-3]. Ackoliv bylo pocatkem dvacatého stoleti
nadorové onemocnéni plic fazeno mezi relativné vzacna onemocnéni, ze statistickych udaji je
signifikantni, ze v priab¢hu 20. stoleti doslo k vyrazné progresi incidence, ktera v poslednich
letech ziistava vysoka, ale stacionarni. Naptiklad v USA National Cancer Institute v programu
The Survelaince epidemiology and results (SEER) prokazuje incidenci 58,7 na 100 000 lidi za
rok [2]. V Ceské republice Narodni onkologicky registr (NOR) zaznamenava roéni incidenci
62,6/100 000 obyvatel. Ve vétSing€ prevazuji muzi (91,7/100 000) nad Zenami (34,7 Zen /100
000 obyvatel) [4, 5]. Diky vysoké incidenci zaujima Ceska republika 12. misto ve srovnani
s ostatnimi evropskymi staty a USA (viz obrazek 1). V obdobi 2011-2015 byl bronchogenni
karcinom v Ceské republice z hlediska incidence tietim nejéast&j§im zhoubnym nadorovym
onemocnénim u Zen i u muza. I pfes znamky stabilizace celkovych hodnot incidence, je vSak
vyrazny rozdil indexu ristu incidence mezi muzi a Zenami (viz obrazek 2, 3 ) [6, 7]. Index riistu
incidence vztazeny k roku 2005 doséhl u muzi zadpornych hodnot ( -11 % procent), zatimco u
zen je hodnota stale kladna (+35 %) [7]. AvSak i pfes tyto hodnoty stdle mezi pacienty
vyznamné prevazuji muZzi. Stabilizace incidence je zejména disledkem miry popula¢niho rizika
bronchogenniho karcinomu, u muzi se vzestup zastavil v 80. letech 20. stoleti. Zcela opacny
vyvoj je u zen. Narist incidence odpovida nejen rozdilnym kutfackym navyktim u obou pohlavi,
ale 1 demografickému starnuti populace, protoZe bronchogenni karcinom je onemocnénim
starSich osob a riziko onemocnéni u Zen 1 muzi vyrazné stoupd po dosazeni 50 let véku.
Incidence a mortalita jsou u muzi téméf dvojnasobné ve srovnani s zenami (v Ceské republice
je 4269 nové diagnostikovanych ptipadi u muzi versus 2215 nové diagnostikovanych ptipadi

uzen[4,7]).
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C€33-C34 - Prudusnice, prudusky a plice
srovndni incidence v CR s ostatnimi zemémi svéta, prepodet na 100 000 osob
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Obrazek 1 - Incidence karcinomu plic v evropskych zemich [4]

C33,C34 - ZN prudusnice, prudusky a plice
index ristu incidence k roku 1977
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Obrazek 2 - Index ristu incidence v Ceské republice [4]
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Obrizek 3 — Incidence ZN plic v CR u muzii a Zen [4]

3.1.2 Letalita

Ackoliv incidence bronchogenniho karcinomu je v poslednich letech téméf stabilni, imrtnost
na toto onemocnéni je stale vysoka (viz obrazek 4). Celosvétove je letalita (Cili smrtnost) na
toto onemocnéni udavana kolem 47,2/100 000 nemocnych [1, 2]. V Ceské republice je
bronchogenni karcinom na prvnim misté umrtnosti na onkologické onemocnéni u muzi. U Zen

na misté tfetim [7].

C33,C34 - 2N pridusnice, prudusky a plice -4 Incidence
Vivoj v Case -9~ Mortalita
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Obrizek 4 - Incidence a mortalita ZN pridusnice, pradusek a plic v zavislosti na ¢ase v CR [4]
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Mrwe

diagnostiky je absence klinickych ptiznakd casného stadia onemocnéni a dosud neexistujici
plosny screening, ktery by odhalil bronchogenni karcinom v ¢asném stadiu nemoci. Pasivni
depistdzi je diagnostikovano 70 % onemocnéni v pokrocilych stadiich nemoci [6, 7].
Disledkem toho je letalita stdle velmi vysoka, z ro¢nich nové diagnostikovanych cca 6500
pacientii zemie 5500 pacientli ve véku 62-75 let, az 16 % nemocnych jsou pacienti pod vékovou
hranici 60 let [4-6]. K operacni terapii se tedy (pii vyloueni nemocnych s pfidruzenymi
komorbiditami kontraindikujici opera¢ni vykon) dostane pouze 12 % pacienti [6, 7]. Pfehled
zastoupeni jednotlivych stadii pfi zjisténi diagnozy plicniho karcinomu poukazuje nésledujici

obrazek 5.

C34 - ZN pridus$ky - bronchu a plice
wivoj zastoupeni klinickich stadii
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Obrazek 5 - Zastoupeni klinickych stadii v ¢ase v dob¢ stanoveni diagnozy [4]

3.2 Epidemiologie sekundarnich plicnich nadort

3.2.1 Incidence

Plice jsou druhym nejcastéjSim organem postihovanym metastatickym procesem. Plicni
metastdzy pifi multiorgdnovém postiZeni metastatickym procesem nachiazime u 55 %
nemocnych s nddorovym onemocnénim. Incidence metastatického postizeni lokalizovaného
pouze v plicich je 20 %. Nejcastéjsimi nddory metastazujicimi do plic jsou epitelidlni nadory a
sarkomy, v mensim zastoupeni melanomy a nadory ze zarode¢nych buné¢k (viz tabulka 1) [7].

Mezi nejCastéjsi epitelidlni nddory metastazujici do plic jsou karcinomy prsu, plic, kolorektalni
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karcinom, karcinom ledvin a karcinom Sstitné zlazy [7-9]. Pocet pacienti s prokdzanymi
plicnimi metastazami diagnostikovanych béhem 1é¢by je nizsi ve srovnani s pitevnimi nalezy
nemocnych, ktefi zemfeli na onkologické onemocnéni. Incidenci metastdz u jednotlivych
nadort v prub¢hu 1écby a pii pitevnim nalezu ve srovnani s celkovym poctem nemocnych
s onkologickym onemocnénim zaznamenava tabulka 2. Jednou z nejcastéjSich malignit je
kolorektalni karcinom, ro¢né je celosvétoveé diagnostikovano 1,36 milionii novych pacientii
s timto onemocnénim. Az u 25 % nemocnych s prokdzanym kolorektalnim karcinomem je
v dobé diagndzy prokazano metastatické postizeni [10—12]. Nejcastéji jsou postizeny jatra a
plice. Pfi diagnostice metastatického procesu u nemocnych s kolorektalnim karcinomem jsou
azu 10-20 % prokézany plicni metastazy [13]. U 7 % pacientt s kolorektalnim karcinomem je

prokazano izolované metastatické postizeni plic [7, 10-12].

Tabulka 1 - Pfehled nejcastéjsSich nadori metastazujicich do plic [7]

primarni nador z celkového poctu (%)
epitelialni nadory 75
Sarkomy 15
Melanomy 5
nadory ze zérode¢nych bunck 2-3

Tabulka 2 - Pfehled vyskytu plicnich metastaz u vybranych typti nadort [7]

primarni nador vyskyt metastaz vyskyt metastaz

béhem lécby (%) | zjiSténych pFi pitvé (%)

Choriokarcinom 60 70 -100
bronchogenni karcinom 30 40
rendlni karcinom 20 50-75
Osteosarkom 15 75
karcinom varlat 12 70 - 80
karcinom mocového méchyie 7 25-30
karcinom §titné zlazy 7 65
Melanom 5 66-80
karcinom prsu 4 60
kolorektalni karcinom mén¢ jak 5 20-40
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3.2.2 Doba pfteziti pacientil s plicnimi metastdzami

Prognoza pteziti pacientl s plicnimi metastdzami je bez operacni terapie nepiizniva a zavisi
na mnoha faktorech. Az 44 % nemocnych umira v prvnich Sesti mésicich, v pritbé¢hu dvou let
témet 91 %. Chirurgickd 1écba plicnich metastdz v indikovanych piipadech dobu preziti
vyznamn¢ prodluzuje [8, 9, 12—-17]. Mezinarodni registr plicnich metastaz (International
registry of lung metastases, IRML) zalozeny v roce 1990 zhodnotil vysledky doby pfeziti po
plicnich metastazektomiich u pacienti s plicnimi metastazami. Zhodnoceny byly vysledky
4572 pacientii z 18 pracovist’ hrudni chirurgie z Evropy, Kanady a USA. Bez odliSeni ptivodu
primarniho nadoru pétileté preziti nemocnych bylo 36 %, desetileté 26 % a patnéctileté 22 %

[18].

wewvr

disease-free interval od doby dosazeni kompletni remise onemocnéni, velikost a pocet plicnich
metastdz, postizeni regiondlnich lymfatickych uzlin metastatickym procesem a kompletnost
resekce [8, 14, 16—-18]. Nasledujici vycet prognostickych faktori poukazuje jejich zévislost na

dobu pfeziti.

1. Typ primarniho naddoru

Pivod primarniho nddoru a jeho citlivost k onkologické 1€cbé ovliviiuje délku preziti [14, 16].
Nasledujici tabulka 3 poukazuje na dobu péti - a desetiletého preziti v zavislosti na

histologickém typu priméarniho naddoru pfi komplexni onkologické 1é¢b¢ onemocnéni [8].

Tabulka 3 - Délka preziti v zavislosti na typu primarniho nadoru

primarni nador Sleté preziti (%) | 10leté preziti (%)
epitelidlni nadory 37 21
Sarkomy 31 26
Melanomy 21 14
nadory ze zarode¢nych bunck 68 63
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2. Pocet metastaz

Pocet metastatickych lozisek ma vliv na délku preziti. Z dostupnych udaji mezinarodniho
registru pro plicni metastazy delsi pfeziti je u pacientll se solitdrnimi metastazami [18]. Pocet
metastdz v plicich ovlivituje téZ moznost resekce, pravdépodobnost kompletni resekce klesa
s poctem metastatickych lozisek. VéEtsi pocet metastaz vyzaduje vetsi resekeni vykony, coz je
spojeno s vetsi morbiditou a mortalitou [11, 12, 18]. Délku pieziti v zavislosti na poctu metastaz

dokumentuje nasledujici tabulka 4.

Tabulka 4 - Délka pteziti v zavislosti na poctu metastaz [8]

pocet Slety interval | 10lety interval
metastaz preziti (%) preziti (%)

1 43 31

2az3 34 24

4 a vice 27 19

3. Disease-free interval

Disease-free interval (DFI) je definovan jako ¢asovy interval mezi dosazenim kompletni
remise onemocnéni a vznikem relapsu. Krat§i DFI je obecné negativnim prognostickym
faktorem délky preziti poukazujici na agresivngj$i typ nadoru jak dokumentuje tabulka 5 [8,
11, 14, 16, 18, 19].

Tabulka 5 - Délka pteziti v zavislosti na DFI [§]

DFI v Slety interval | 10lety interval
mésicich preziti (%) preziti (%)
<11 33 27

12 a7 35 31 22

>36 45 29
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4. Postizeni lymfatickych uzlin

Procento postizeni lymfatickych uzlin pfi metastatickém procesu v plicich je hodnoceno
cetnymi studiemi. Napi. Welter a spol. ve své studii u 169 pacientli prokazaly metastaticky
postizené lymfatické uzliny ve 28 % pfipadii. Saito a spol. ve své studii u 138 pacientl
prokézali pozitivni nalez ve 20 % [8]. I kdyz postizeni lymfatickych uzlin metastatickym
procesem u plicnich metastdz neni tak Casté jako u primarnich plicnich karcinomd, jejich
postizeni vyznamné ovliviiuje délku preziti [8, 16, 20]. Srovnani délky pfeziti u nemocnych bez
a s postizenim lymfatickych uzlin u dvou nejvétSich studii hodnotici postizeni lymfatickych

uzlin v zavislosti na preziti nemocnych poukazuje nasledujici tabulka 6.

Tabulka 6 - Délka preziti v z&vislosti na postizeni lymfatickych uzlin (LU) meta procesem [8]

studie Slety interval preziti (%) |Slety interval preziti (%)
u pacientii bez postiZzeni | u pacienti s postiZenymi

LU LU

Welter a spol. 42 19
Ercan a spol. 48 10

5. Prognostické skupiny:

Podle poctu metastaz, DFI a kompletnosti resekce lze pacienty s plicnimi metastdzami
rozdélit do 4 prognostickych skupin [8]. Kritéria zatazeni a median pieZiti jednotlivych skupin

zaznamenava nasledujici tabulka 7.

Tabulka 7 - Prognostické skupiny [8]

skupina kompletnost DFI a pocet metastaz mve(zi-zi,n
resekce preziti

I RO resekce |> 36 mésict, solitarni metastaza 61mésicu

11 RO resekce  [< 36 mésicli nebo mnohocetné metastazy |34 mésicu

11 RO resekce [ < 36 mésici a mnohocetné metastazy 24 mésicu

v R1, R2 14 meésica

19



3.3  Histologicka klasifikace malignich primarnich plicnich nadort

Z celkového poctu malignich primarnich plicnich nédord je pfiblizné 98 % zastoupeno
pacienty s karcinomem plic. Primarni plicni karcinom, téZ oznacovany jako bronchogenni
karcinom, je maligni nador vznikly z epitelovych bunék plic. Histologicka klasifikace zavedena
Svétovou zdravotnickou organizaci (World Health Organisation, WHO) klasifikuje dle
histologické stavby epitelové maligni plicni nddory na osm typt s podtypy (viz tabulka 8) [7,
8]. Z hlediska biologického chovani Ize karcinom plic rozdélit na malobunécny karcinom
(small cell lung cancer, SCLC) a nemalobunéény karcinom (non small cell lung cancer,
NSCLC). V minulosti bylo rozdéleni na tyto dv€ hlavni skupiny vzhledem k dostupné nésledné
1écbe dostacujici, avsak s rozvojem specifické terapie pro rizné histologické typy je v dnesni
dob¢ zadouci specifikace jednotlivych histologickych typt za tcelem volby adekvatni cilené
lécby. Vyskyt jednotlivych histologickych typt je zavisly na pohlavi a na anamnéze kouteni.
Nejcastéjsim histologickym typem u Zen je v poslednich letech adenokarcinom, u muzi pak

spinoceluldrni karcinom [6, 7].
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Tabulka 8 - Zakladni histologické typy a podtypy primarniho plicniho karcinomu [7]

Ziakladni typy karcinomu

Podtypy

Specifikace podtypu

1. Spinocelularni karcinom

Keratinizujici
Nekeratinizujici
Bazaloidni

Spinoceluldrni karcinom in situ

2. Adenokarcinom

Lepidicky

Acinarni

Papilarni
Mikropapilédrni
Solidni

Invazivni mucindzni
Koloidni

Fetalni

Entericky

Minimalné invazivni

Adenokarcinom in situ

Mucindzni
Nemucindzni
Mucinozni

Nemucindzni

3. Velkobunécny

Neuroendokrinni

Kombinovany neuroendokrinni

4. Malobunéény

Malobunécny

Malobunéény kombinovany

5. Adenoskvamozni

6. Pleomorfni

Vtetenobunécny
Obrovskobunéény
Karcinosarkom

Pulmonalni blastom

7. Karcinom typu slinnych Zlaz

Mukoepidermoidni
Adenoidné cysticky

Epitelialné myoepitelialni

8. Ostatni neklasifikované

Lymfoepiteliomu podobny karcinom

NUT karcinom
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3.4 Klasifika¢ni systémy karcinomu plic

Zékladnim klasifikatnim systémem pro plicni karcinom je TNM klasifikace vytvofena
v letech 1943-1952 Pierrem Denoixem[21]. TNM Kklasifikace je opakované aktualizovéana
spole¢nostmi UICC (International Union Against Cancer) a AJCC (American Joint Committe
on Cancer) . Pavodni TNM klasifikace pro plicni karcinomy byla vytvotena v roce 1970 v
Houstonu (University of Texas MD Anderson Cancer Center). V soucasnosti je platné 8.
vydani TNM klasifikace z roku 2017, ktera byla vytvofena na podkladé dat databaze IASLC
(The International Association for the Study of Lung Cancer) - viz tabulky 9-11 [21-23]. TNM
klasifikace nejen precizné hodnoti aktualni stav nemoci, ¢imz umoziuje zvoleni optimalniho
zpusobu 1écby, ale pfi stanoveni re-stagingu nemoci po 1écbé vede i ke sledovani 1écebného

efektu.

Malobunéény karcinom, tvofici cca 15-20 % vSech primarnich plicnich nadord, se vyznacuje
rychlym, agresivnim typem riistu a chemosenzitivitou. U malobunééného karcinomu plic se
v klinické praxi vyuziva tzv. VALG systém klasifikace vytvofeny v roce 1989 spolecnosti
Veterans Administration Lung Cancer Study Group. Tato klasifikace d€li podle rozsahu
postizeni malobunéény karcinom na tzv. limitované onemocnéni (limited disease, LD) a

extenzivni stadium (extensive disease, ED) [7, 8, 24].
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Tabulka 9 - T-charakteristika nadoru [7, 22]

T Charakteristika nadoru

Tx Ptitomnost nadoru signalizuji nadorové buiiky ve sputu nebo bronchidlnim vyplachu,
samotny nador nebyl prokdzan zobrazovacimi vysetienimi ani bronchoskopicky.

TO Bez ptiznaki pfitomnosti priméarniho nadoru.

Tis Karcinom in situ.

T1 Nédor < 3 cm v nejvetsim rozméru, obklopeny plicni tkani nebo visceralni pleurou.
Bronchoskopicky je limitovan po lobarni bronchus, tzn. nador se nesiti do hlavniho
bronchu. Zahrnuje i méné bézné povrchové Sifeni nddoru neprortstajiciho sténu
bronchu, ktery se mize $ifit proximalné az do hlavniho bronchu

Tla(mi) | Minimaln¢ invazivni adenokarcinom (solitarni adenokarcinom < 3 ¢cm s predominantné
lepidickym riistem a < 5 mm invazi v nejvétsim rozmeéru).

Tla Nador < 1 cm v nejvétsim rozméru.

T1b Néador >1 cm a zaroven < 2 cm v nejvétsim rozmeéru.

Tlc Nador > 2 cm a zaroven < 3 cm v nejvetsim rozméru.

T2 Nador > 3 cm a zaroven < 5 cm nebo splituje nejméné jedno z nasledujicich kritérii
(postihuje hlavni bronchus a nezalezi na vzdalenosti od kariny, invaze do visceralni
pleury, podminuje atelektdzu nebo obstrukéni bronchopneumonii v rozsahu mensim nez
je celé plice)

T2a Nador je > 3 cm, ale <4 cm v nejvétsim rozméru.

T2b Nédor je >4 cm, ale <5 cm v nejvet§sim rozméru.

T3 Nédor je > 5 cm a <7 cm nebo nador $ifici se do hrudni stény (véetne€ nadorti horni
hrudni apertury), frenického nervu, parietadlniho perikardu nebo nador vytvarejici
satelitni loZiska ve stejném laloku jako primarni nador.

T4 Nédor > 7 cm nebo nador Sifici se do branice, mediastina, srdce, velkych cév,

pradusnice, nervus laryngeus recurrens, jicnu, obratlovych tél nebo nador vytvaiejici

satelitni loziska v jiném ipsilaterarnim laloku neZ primérni nador.
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Tabulka 10 - Charakteristika postizeni LU [7, 22]

N Charakteristika postiZeni lymfatickych uzlin

NX Regionalni lymfatické uzliny neni mozné hodnotit.

NO Bez ptitomnosti metastaz v regionalnich lymfatickych
uzlinach.

N1 Metastazy v ipsilaterarnich peribronchialnich a/nebo
ipsilaterarnich hilovych uzlinach a intrapulmondlnich
uzlinach véetné postizeni pfimym proristanim primarniho
nadoru.

N2 Metastazy v ipsilaterarnich mediastinalnich a/nebo
subkarinnich lymfatickych uzlinach.

N3 Metastazy v:

- kontralateralnich mediastinalnich uzlinach
- kontralateralnich hilovych uzlinach
- ipsilateralnich nebo kontralateralnich skalenovych nebo

supraklavikularnich lymfatickych uzlinach

Tabulka 11 - Charakteristika pritomnosti vzdalenych metastaz [7, 22]

M Charakteristika pritomnosti vzdalenych metastaz
Mo Vzdalené metastazy nejsou pritomny.
Separatni nadorové noduly v kontralateralnim laloku, maligni
Mia pleuralni nebo perikardialni vypotek.
Jedina vzdalena metastaza postihujici jeden orgdn mimo hrudnik
Mib (zahrnuje 1 jednu uzlinu mimo regionalnich)
Mie Vicecetné metastatické postizeni v jednom nebo vice organech

mimo hrudnik.
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TNM Kklasifikace na podklad¢ velikosti primarniho plicniho nadoru, postizeni hilovych
a mediastinalnich lymfatickych uzlin a dle pfitomnosti vzdalenych metastaz rozliSuje Ctyfi
klinicka stadia, ktera jsou délena jesté na podskupiny. Piehled klinickych stadii bronchogenniho

karcinomu podle 8. vydani TNM klasifikace ukazuje nasledujici tabulka 12 [7, 22].

Tabulka 12 - Klinicka stadia dle pTNM

Stadium | T N M
0 Tis NO MO
IA1 Tla(mi) NO MO
1A2 Tlb NO MO
IA3 Tlc NO MO
IB T2a NO MO
A T2b NO MO
11B Tla-c,T2a,b N1 MO
T3 NO MO
IIIA Tla-c,T2a,b N2 MO
T3 N1 MO
T4 NO MO
T4 N1 MO
I11B Tla, T1b,T1c,T2a,T2b N3 MO
T3 N2 MO
T4 N2 MO
IIC T3 N3 MO
T4 N3 MO
N
IVA T (jakékoliv) (jakékoliv) Mla
M1b
N
IVB T (jakékoliv) (jakékoliv) Milc
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Kazd¢ klinické stadium zahrnuje nadory s podobnou prognoézou, kazdé stadium nemoci ma
doporuceny postup 1é¢by. Rapidné v zavislosti na klinickém stadiu téz klesa interval pétiletého
preziti. Pokud je onemocnéni ve stadiu lokalizovaném onemocnéni, tzn. maly nador bez
postizeni lymfatickych uzlin, pétilety interval pfeziti se pohybuje pii adekvatni terapii
v priméru kolem 54,8 %. Pfi regiondlnim S§ifeni do lymfatickych uzlin se procento pieZiti
pohybuje kolem 27,4 %, pti vzdalené diseminaci klesa pod 5 % [8, 25]. Ze statistickych udaji
je markantni téZ rozdilné procento vzniku lokéalnich a vzdélenych relapsi onemocnéni v
jednotlivych klinickych stddiich onemocnéni. Lokalni relaps onemocnéni je v nizsich stadiich
onemocnéni (stadium IA, B, II) kolem 10 %, zatimco v klinickém stadiu IIIA kolem 15 %.
Vzdaleny relaps onemocnéni se v nizsich klinickych stadiich nemoci po radikélni chirurgické
resekci pohybuje kolem 15-30 %. Ve stadiu IIIA je vSak procento vzdalen¢ho relapsu
dvojnésobné [8, 26, 27].

3.5 Doporucené lécebné postupy pro karcinom plic

S ohledem na 1écbu déli Evropska spole€nost pro lékafskou onkologii (ESMO) nemocné
v dobé stanoveni diagndzy podle provedeného stagingu nemoci do tfi skupin. Do prvni skupiny,
nazyvané téZ jako cCasné stddium nemoci (cca 25 % nemocnych s diagnostikovanym
karcinomem plic), jsou zahrnuti pacienti, ktefi podle TNM Kklasifikace spadaji do klinickych
stadii I nebo II. Do druhé skupiny tzv. lokalné pokroc¢ilé nemoci (cca 35 % pacientll) jsou
zahrnuti nemocni zatfazeni do klinickych stadii IITA nebo B. Posledni skupinu, tzv. pokrocilé
nebo metastatické stadium (cca 40 %), tvoti pacienti klinického stadia IV([7, 8, 28, 29]. Jak je
Jiz opakované zminovano vyse peclivé provedeny staging onemocnéni urcuje strategii 1écby,
ktera je pro jednotliva stadia specificka. Nize jsou uvedeny standardy pro postup 1écby dle
doporuceni Evropské spolecnosti pro 1ékaiskou onkologii (ESMO) a Evropské spolecnosti

hrudni chirurgie (ESTS).

3.5.1 Lécba ¢asného stddia nemoci (klinické stddium I a II)
Chirurgickd 1écba je doménou pro klinické stadium I. V pfipad€, Zze pacient z divodu
komorbidit neni schopen opera¢niho vykonu, je doporucovana stereotaktickd radioterapie

(SABR, stereotactic ablative radiotherapy) [7, 29]. U klinického stadia II je téZ na prvnim mist¢
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1écba chirurgicka, poté vsak je indikovano podani adjuvantni chemoterapie. U pacientll po
kompletni resekci casného stadia neni indikovéna radioterapie. Ta je indikovana pouze
v piipadé R1 resekce (pozitivni resekéni okraje, hrudni sténa) [7, 29]. V pfipadé, Ze pacient
neni schopen chirurgického zakroku, je indikovano provedeni soubézné nebo sekvencni
chemoradioterapie. Adjuvantni chemoterapie sestdva z kombinace dvou preparatl (platinovy

preparat s vinorelbinem nebo paklitaxelem) a je podavana ve tiech ¢i ctyfech cyklech.

3.5.2 Lécba pokrocilého stadia nemoci (stadium I1T)

Skupina III se podle velikosti priméarniho nadoru a postizeni lymfatickych uzlin déli na IIIA,
ITIB a IIIC stadium. Skupina ITIA je velmi heterogenni skupina. Nékteti pacienti ve IITA stadiu
jsou téz indikovani k operacni terapii. Indikace k operacni terapii je po peclivém zhodnoceni
nalezu multidisciplindrnim tymem. Protoze postizeni N2 uzlin urCuje strategii 1écby,
ptedoperacné je kladen diraz, zda jsou ¢i nejsou lymfatické uzliny postizeny metastatickym
procesem. Pokud je pfedoperacné zobrazovacimi metodami abnormalni ndlez lymfatickych
uzlin, je indikovan EBUS (endobronchiédlni sonografie) s provedenim biopsie lymfatickych
uzlin nebo mediastinoskopie. V piipadé prikazu postizeni lymfatickych uzlin ve vice
kompartmentech, je néalez kontraindikovan k operacni terapii a je indikovana onkologicka
1é€ba. V piipad¢ zjisténi postizeni N2 uzlin v jednom kompartmentu, pak jsou tfi moznosti

postupu 1éCby.

1. Chirurgicka lécba a nasledné podani adjuvantni chemoterapie.
2. Neoadjuvantni chemoterapie a nasledné¢ chirurgicka 1écba.

3. Chemoradioterapie a nasledné¢ chirurgicka intervence.

V ptipad¢ zjisténi postizeni lymfatickych uzlin béhem operace, je nemocny indikovan

k podani adjuvantni chemoterapie, adjuvantni radioterapie neni rutinné¢ doporucovana.

Nédory T3N1 a T4NO-1 jsou lokalné pokrocilé nadory proriistajici do struktur, které jsou
potenciondlné resekabilni (napf. hrudni sténa, branice ¢i perikard). U té€chto nadori je téz
indikovana chirurgické 1écba, pokud je mozné provedeni en bloc RO resekce. Pooperacné je
vzdy indikovana adjuvantni chemoterapie. Stadia IIIB a IIIC jsou jiz inoperabilni a prvni
modalitou 1éCby je systémova chemoterapie se soubéznou nebo naslednou radioterapii hrudniku

[7,8,29].
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3.5.3 Lécba metastatického stadia (stadium I'V)

Lécba metastatického stadia ¢ili pokroc¢ilého onemocnéni je doménou pneumoonkologu.
V tomto stadiu je pln¢ indikovana systémova chemoterapie. Na podklad¢ prikazu mutaci gent
je indikovana téz biologicka 1é¢ba. Systémova 1é¢ba probihd ve vice liniich. Vycet podédvanych
preparatl v jednotlivych liniich pfesahuje ramec této disertacni prace. Ve vétSiné piipadii se
chirurg setkava s nemocnymi v ramei paliativni chirurgické intervence napft. provedeni biopsie
za ucelem stanoveni diagn6zy nebo v ptipad¢ provedeni vykonu pro maligni pleuralni vypotek.
Avsak i v této skupiné muze byt pacient indikovan k chirurgické intervenci. Chirurgicka 1é¢ba
je indikovana u pacientl s oligometastatickym postizenim a resekabilnim plicnim nddorem.
Chirurgickd resekce je indikovana napf. u pacienti se synchronni solitarni mozkovou
metastdzou nebo se solitdrni metastazou nadledviny, bez postizeni  mediastindlnich
lymfatickych uzlin. Pacienti se solitarni metastazou do kontralateralni plice mohou byt téz po
vylouc¢eni mimoplicni generalizace a po vylouceni postizeni mediastinalnich lymfatickych
uzlin indikovani k operacni terapii s cilem kurativni resekce. Indikaci k operacni terapii u
pacientll s okultnimi metastdzami do jinych orgénd je nutné feSit vzdy individudlné po

zhodnoceni multidisciplinarnim tymem [7, 8, 28].

3.6 Doporucené léCebné postupy pro plicni metastazy

Lécba plicnich metastaz je limitovana mnoha faktory. Vzdy je nutné kazdého pacienta
posuzovat individualn€ v ramci multidisciplinarniho tymu s cilem zhodnoceni nejlepsi mozné
lécebné modality. Kromé konzervativniho postupu (radioterapie, chemoterapie a biologicka
1é¢ba) se nedilnou soucasti v 1é¢be plicnich metastaz stava i lokalni 1écba, zejména chirurgicka,
ktera v indikovanych ptipadech vyznamné prodluzuje dobu pteziti nemocnych [14, 18, 30].

Chirurgicka 1éc¢ba je indikovana v ptipadé, Ze jsou splnéna nésledujici kritéria:

1. Primérni nddor je radikalné odstranén nebo je mozno a planovéno jej kurativné
odstranit.

2. Neni pfitomna neresekabilni extrapulmondlni diseminace nadoru.

3. Pocet a uloZeni metastatickych lozisek umoznuje radikalni RO resekci pii dostatecné
plicni rezervé.

4. Riziko operace je unosné, pacient z vykonu profituje, pacient je schopen z hlediska
komorbidit podstoupit operacni vykon.

5. Absence jinych efektivnich 1écebnych piistupi.
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Mezi vyznamné faktory ovliviujici indikaci k metastazektomii vzhledem ke $patné prognoze

patfi:

1. Odpovéd primarniho nddoru na onkologickou 1écbu

2. Pocet, velikost a ulozeni metastaz

3. Disease-free interval od doby dosazeni kompletni remise
4

Stav regionalnich lymfatickych uzlin

Pouze 30 % nemocnych s plicnimi metastazami spliiuje kritéria operacni 1écby. Vzdy je vSak
nutné individualni posouzeni kazdého nemocného [7, 8, 14]. Nicméné& i pfi nesplnéni vSech

kritérii jsou neékteti pacienti indikovani k operacni terapii, a to v ptipadeé:

1. Nalezu symptomatickych metastadz, které nemohou byt oSetfeny jinym zplisobem nez
chirurgickou lé¢bou.
2. Z diagnostickych divodi k histologické verifikaci ke stanoveni nového 1é¢ebného

postupu.

Mezi dal$i modality lokalni 1€cby oligometastatického postizeni plic patii vedle chirurgické
1écby ablaéni techniky, které téZ vedou k prodlouZeni doby pteziti. Mezi tyto ablacni techniky
patii: radiofrekvencni ablace (radiofrequency ablation, RFA), thermalni ablace (Microwaves
ablation, MWA), kryoablace (cryoablation, CA) a ireverzibilni elektroporace (irreversible
electroporation, IRE) [31, 32].

3.7 Chirurgicka lécba plicniho karcinomu

Zakladni 1é¢ebnou modalitou casného stadia plicniho karcinomu je chirurgicka lé¢ba. Dle
doporucenych standardii Evropské spolecnosti hrudni chirurgie (ESTS) je vzdy indikovéna
anatomicka resekce [33]. Standardnim minimalnim chirurgickym vykonem je lobektomie [29,
33]. S cilem minimalizovat rozsah opera¢niho vykonu ve smyslu resekce, pfi zachovani
onkochirurgické radikality, byly provedeny studie, zda u ¢asnych forem karcinomu plic je
postacujici pouze provedeni segmentektomie. V roce 1973 Jensik a spol ve své studii potvrzuje,
ze u cCasnych stadii karcinomu plic mize byt v urcitych indikacich segmentektomie
alternativnim vykonem lobektomie [34]. V roce 2014 The American Association for Thoracic
Surgery dokazuje ve své studii probihajici v letech 1993-2011 u 347 pacientl, ZzZe
segmentektomie je ekvivalentni standardné¢ provadéné lobektomii u TA stadia

nemalobunéénych karcinomd, ale pouze v indikovanych ptipadech [29] .
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Dle doporuc¢eni ESMO je segmentektomie indikovana pii splnéni nasledujicich kritérii [29]:
primarni nador musi byt v nejveétsim rozméru do 2 cm
musi byt provedena histologicka verifikace, ze se jedna o adenokarcinom

1
2
3. hilové a mediastindlni lymfatické uzliny musi byt bez metastatického postizeni
4. nédor musi byt periferné ulozen (tzn. v zevni 1/3 plice)

5

piedoperacni CT nélez musi byt s nalezem GGO (ground — glass opacity).

Od 90. let 20. stoleti s rozvojem torakoskopickych technik je do klinické praxe zavadéna
technika tzv. VATS resekce (videotorakoskopicky asistovana resekce). Dle poctu pridruzenych

portti k minitorakotomii (délka fezu je mensi nez 10 cm) Ize VATS resekcei délit nasledovne:

1. Multiportalni VATS resekce (mVATS), kterd spociva v provedeni minitorakotomie a
n¢kolika dalsich incizi pro porty.

2. Uniportalni VATS resekce, ktera je provedena pouze z minitorakotomie [35, 36].

Provedeni  operaéniho  vykonu  cestou  klasické  torakotomie ¢ VATS
je metodou volby operatéra. U klinického stadia I je v soucasné¢ dobé VATS doporucovana,
pokud nejsou absolutni kontraindikace k tomuto typu opera¢niho postupu. Mezi absolutni
kontraindikace VATS patii nemoZnost selektivni ventilace, obliterace pohrudni¢ni dutiny,
extenzivni rist nadoru a N2 onemocnéni (Cili postizeni lymfatickych uzlin mezihrudi
metastatickym procesem). Mezi relativni kontraindikace vykonu patii: pfedchéazejici operacni
vykon v pohrudni¢ni dutiné, ploSna pleuralni adheze, pfedchozi chemoradioterapie ¢i zaslé
mezilalokové ryhy. Dal$i moZnou operacni alternativou pro nemocné v ¢asném klinickém
stadiu je robotickd VATS (rVATS). Vyhodou robotické chirurgie je tfirozmérny pohled a
pouziti nastroji s vysokou piesnosti a zvySenym rozsahem pohybu, coz umoziuje presnéjsi
disekci tkani. Soucasné vzdy spolecné s odstranénim primarniho plicniho nadoru je indikovano

provedeni systematické nodalni disekce ¢i lobarné specifické nodalni disekce [8, 29].

V ramci paliativnich vykont, kdy neni moZné provedeni RO resekce, je v indikovanych
ptipadech provadéna chirurgickd intervence napft. za ti¢elem provedeni biopsie ke stanoveni

diagnozy nebo v piipadé provedeni vykonu pro maligni pleuralni vypotek.

V ptipad¢ peroperacné zjist€ného centralné ulozené¢ho nadoru velikosti 2—-5 cm u pacienta,
ktery neni schopny podstoupit radikalni operac¢ni vykon s cilem RO resekce, je v literatufe
popisovand technika s pouzitim tzv. Nanoknifu (ireverzibilni elektroporace, IRE). Na rozdil od

termoablacnich technik jako je radiofrekvencni ablace ¢i kryoablace, tato metoda vyuziva
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vysokonapétové ultrakratké impulzy (1500-3000V/cm?), které vytvafeji mikrodefekty
(ozna¢ované jako nanopéry) narusujici bunéfnou membranu vedouci k apoptdze buiky.
Protoze tato metoda nenarusuje integritu vaskularnich struktur, Zlu¢ovodu a uretert, byla hojné
zkoumana v oblasti bfiSni chirurgie pii nddorovém onemocnéni slinivky, jater, ledvin a
prostaty, s velmi pozitivnimi vysledky. V hrudni chirurgii byla tato metoda pouzita pouze
sporadicky, provadéna miniinvazivni cestou za CT kontroly. Vysledky nebyly nijak
uspokojivé. Avsak provedeni IRE pfi operaci pfineslo velmi slibné vysledky s ndlezem
redukce nadorové masy u operovanych nemocnych bez priikazu lokalni recidivy. Slibné
vysledky pii oteviené operaci plynou nejspise z ptesné aplikace elektrod do masy nadoru [37,

38].

3.8 Chirurgicka lécba plicnich metastaz

Typ chirurgického vykonu je u kazdého pacienta individudlni. Podle poctu metastdz, jejich
ulozeni a celkového stavu nemocného je vZdy stanoven optimalni postup. Vykony mohou byt
provadény miniinvazivnimi pfistupy nebo oteviené. Dosud v literatuie jsou cetné studie
srovnavajici vyhody miniinvazivnich pfistuptl ¢i otevienych chirurgickych technik. Vzhledem
k limitaci palpa¢niho vySetfeni peroperacné pifi miniinvazivni operaci nékterd pracovisté
uptednostiuji provedeni torakotomie. U jednostrannych nalezti se doporucuje provedeni
torakotomie, v piipadé oboustrannych nalezil zaleZi nejen na stavu pacienta, ale i na zvyklosti
pracovisté. Pacienty lze operovat cestou torakotomie (synchronné ¢i nasledné s odstupem 4-8
tydnit), z clamshell torakotomie, nebo z podélné sternotomie. Na rozdil od primarnich plicnich
nadort u solitarnich plicnich metastdz nemusi byt vzdy provadéna anatomicka resekce, avSak
vzdy musi byt splnéna RO resekce. Vzhledem k ptitomnosti satelitnich bunék kolem metastazy

je nutna resekce metastazy s bezpe€nostnim lemem zdravé tkané o §ifi minimalné 10 mm (8,

14].
Moznost neanatomické resekce metastatického loziska je nékolika zplsoby:

1. Klinovita resekce — na svorce nebo pomoci staplert
2. Precizni technika resekce — vyuzitim laseru

3. Metastazektomie vyuzitim ultrazvukového chirurgického aspiratoru cavitron (CUSA)

V piipadé vétSiho poctu metastaz nebo metastaz centralné ulozenych musi byt v rdmci

zachovani onkochirurgické radikality provedena anatomicka plicni resekce.
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Podle doporucenych postupt se mediastindlni lymfadenektomie rutinné neprovadi. Avsak
metastazy v hilovych a mediastindlnich uzlindch byvaji prokazany ve 2 az 28,6 % ptipadt [14,
19, 20]. Proto nékterd pracovist¢ pii operacich plicnich metastdz mediastindlni
lymfadenektomii rutinné provadi. Prikaz metastatického postizeni lymfatickych uzlin vede ke

zptesnéni stagingu onemocnéni a k podani adjuvantni onkologické 1éCby.

3.9 Odbér uzlin

Soucésti chirurgického vykonu je nejen radikdlni odstranéni nédoru, ale téz odbér
lymfatickych uzlin ke zjisténi precizniho stagingu. V roce 1978 Naruke vytvofil mapu
lymfatickych uzlin, ktera ¢leni lymfatické uzliny do 14 skupin (kompartmenti). V roce 1981
byla Americkou hrudni spole¢nosti (American Thoracic Surgery) Narukeho mapa upravena a
pfejmenovana na ATS mapu. V roce 1997 manzelé Mountain-Dreslerovi vytvorili mirné
modifikovanou mapu lymfatickych uzlin, nazyvanou MD mapa (Mountain-Dresler mapa).
ATS mapa a MD mapa vSak maji mnoho rozdilii stran fazeni uzlin do skupin. Nejednotnost
pouzivani map na riiznych pracoviStich vedla k odliSnému zatazeni pacientii do klinickych
stadii, a proto v roce 2009 UICC a AICC (Union Internationale Contre le Cancer a Americant
Joint Comitte on Cancer) vydaly jednotnou tzv. MD-ATS mapu. MD-ATS mapa zajistuje
precizni definici anatomickych hranic jednotlivych skupin lymfatickych uzlin a sjednotila

nazvoslovi a Ciselné oznaceni (viz obrazek 6) [8, 39].
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Supraclavicular zone

1 Low cervical, supraclavicular
and sternal notch nodes

SUPERIOR MEDIASTINAL NODES

Upper zone

. 2R Upper paratracheal (right)

. 2L Upper paratracheal (left)

. 3a Prevascular
. 3p Retrotracheal

. 4R Lower paratracheal (right)

. 4L Lower paratracheal (left)

AORTIC NODES

AP zone

. 5 Subaortic

. 6 Para-aortic (ascending aorta or phrenic)

Al o i AD 20

INFERIOR MEDIASTINAL NODES

Subcarinal zone
7 Subcarinal

Lower zone

. 8 Para-oesophageal (below carina)

. 9 Pulmonary ligament

N1 NODES

Hilar/Interlobar zone

10 Hilar

Peripheral zone

Obrazek 6 - MD-ATS mapa lymfatickych uzlin [8]
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Je cela skala zpusobli odbéru lymfatickych uzlin. Od nejméné radikalnich vykonii — jako je

selektivni samplingova biopsie az po extenzivni lymfatickou disekei [8].

Zpusoby odbéru lymfatickych uzlin:

1.

Selektivni biopsie lymfatickych uzlin = biopsie jedné nebo vice lymfatickych uzlin
podezielych z metastatického postizeni. Toto je indikovano pouze v piipadech
explorativni torakotomie, kdy neni mozné provést resekci;

Sampling lymfatickych uzlin = odebrani jedné ¢i vice lymfatickych uzlin pfed nebo
peroperacngé, které se jevi byt reprezentativni;

Systematicky sampling = odebrani jedné nebo nékolik reprezentativnich uzlin
ze vsech kompartmenti podle stranové lokalizace nadoru;

Systematicka nodalni disekce = odebrani veskeré mediastinalni tkané obsahujici uzliny
ze vSech kompartmentli odpovidajici stranové lokalizaci nadoru;

Lobarn¢ specificka nodalni disekce = odebrani mediastinalni tkdn¢ z kompartmentt v
zavislosti na lobarni lokalizaci nadoru;

Extenzivni disekce lymfatickych uzlin = oboustranné¢ odstranéni mediastindlni

a kréni tkané€ obsahujici lymfatické uzliny.

Lymfatickd drenaz plic probiha ve tfech rovinach (pfedni, mediastinalni a zadni). Variabilita

lymfatické drendze vysvétluje 1 ndlez preskokovych tzv. skip metastdz (vyskytujici se az ve 25

% ptipadi). S ptihlédnutim k vySe uvedenému je patrné, Ze s naristajicim poctem odebranych

lymfatickych uzlin roste exaktnost hodnoceni pN v rdmeci staging [14, 20, 40].

Protoze zpusob odbéru lymfatickych uzlin byl nejednotny, v roce 2004 Evropské spole¢nost

hrudnich chirurgli (European Society of Thoracic Surgeons) stanovila doporuceny postup

odbéru lymfatickych uzlin [8, 39]. Dle doporucenych postupli pfi kompletni resekci

nemalobunécného plicniho karcinomu je indikovano provedeni systematické nodalni disekce.

Vyjimku tvofi periferni dlazdicovy karcinom T1. V pfipadé jeho priikazu je mozné provedeni

pouze lobarné specifické nodéalni disekce. Nasledujici tabulka 13 popisuje kompartmenty

lymfatickych uzlin, které musi byt vySetfeny v zavislosti na lobarni lokalizaci nadoru [29, 39].
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Tabulka 13 - Doporucené skupiny uzlin odebrané v zavislosti na lobarni lokalizaci nadoru [29]

lokalizace nadoru skupiny uzlin

pravy horni lalok, stfedni lalok |2R,4R,7

pravy dolni lalok 4R,7,8,9
levy horni lalok 5,6,7
levy dolni lalok 7,8,9

3.10Vysetfeni lymfatickych uzlin

3.10.1 Histologické vySetieni
Tato metoda spociva ve zhodnoceni pripraveného vzorku tkané pod mikroskopem. Piprava

vySetfovaného vzorku probihé v n€kolika na sebe navazujicich krocich:

1. Fixace biologického materidlu
2. Vytvoteni parafinovych ezl
3. Obarveni
4

Hodnoceni vzorku tkan€ pod mikroskopem

Pokud by lymfatické uzliny nebyly bezprostiedné po jejich odbéru oSetteny, dochazi v jejich
tkani k denaturaci bilkovin ¢i mikrobidlnimu rozkladu. Ochranou proti této destrukci vzorku
pfed jeho zpracovanim je zaliti odebrané tkané do roztoku formolu. Pfi uloZeni vzorku do
formolu musi byt splnéno kritérium nadbytku fixa¢niho preparatu, aby bylo zajiSténo
prostoupeni celého vzorku tkané fixaénim ¢inidlem. Vzhledem k vysokému obsahu vody ve
tkani, lymfatické uzliny nelze nakréjet na tenké platky bez provedené piipravy. Aby mohla byt
tkan nakrdjena, musi byt tuhé konzistence. Proto po provedeni fixace v roztoku formolu je
nejprve tkan uzliny odvodnéna sérii etanolovych ldzni a poté prosycena tekutym parafinem.
Tekuty parafin po prosyceni tkdné ztuhne, ¢imz vznika parafinovy bloc¢ek. Tuhost blocku
zarucuje moznost nakrijeni tkdn¢ mikrotomem na tenké platky o stejné tlouStce v celém
rozsahu. Tloustka platku je 2-7 mikrometrt (0,002-0,007 mm), coz odpovidé jedné az dvéma

vrstvam bunék. Platky jsou uloZeny na podlozni sklicka a vystaveny dalSimu procesu piipravy
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- obarveni. Barveni preparatu je provadéno barvivy rozpustnymi ve vod¢, proto je nutné
rozpustit parafin a sestupnou alkoholovou fadou prevést vzorek zpét do hydrofilni faze. Poté je
kazdy vzorek obarven. K vySetieni lymfatickych uzlin je pouzivano barveni hematoxylinem—
eosinem. Hematoxylin je barvivo zésadité povahy, v prepardtu méa barvu tmavé modrou az
tmave fialovou. Eosin je barvivo kyselé povahy, jehoz barva je oranzovocervena. Takto
pripravené platky jsou na podloznich sklickach vlozeny do mikroskopu a hodnoceny zkusenym

patologem pod mikroskopem [41, 42].

Histologické vySetteni je zaloZeno na pfimém pritkazu metastdzy ve zkoumaném materialu.
Dalsi moznosti  diagnostiky  metastatického  procesu v lymfatickych  uzlinach
je moznost vyuziti imunohistochemickych nebo molekularnich vysetfovacich metod, které

detekuji pfitomnost tzv. cytokeratini.

3.10.2 Imunohistochemie

Cytokeratiny (CK) jsou polypeptidy intermediéalnich filament cytoskeletu epitelidlnich bun¢k.
Exprese cytokeratini je tedy v normalnich v epitelidlnich bunikach, v epitelidlnich nadorech a
metastatickych bunkach epitelidlnich nadorti. Dnes je prokazédno dvacet humdannich typt
cytokeratint. o  rGzné  molekuldrni  hmotnosti.  Podle  vlastnosti se  déli
na 2 typy: typ I (kyselé) a typ II (zasadité a neutralni). Podle molekularni hmotnosti jsou
ocislovany CK1-CK20. Exprese cytokeratini je spojena s diferencianim programem

piislusného epitelu [43—45].

Nepostizena lymfaticka tkan cytokeratiny neobsahuje, ponévadz je slozena z pojivové tkané
a bunc¢k imunity. Z dostupné literatury je zfejmé, Ze ztéchto dvaceti cytokeratinl
a kolorektalni karcinom je cytokeratin 19 (CK 19). CK 19 je cytokeratin 1. typu o molekularni
vaze 40 KDa [46, 47] . Zde se tedy nabizi dal$i moZnost vySetfeni lymfatickych uzlin na
pfitomnost metastatického postizeni. Prikaz cytokeratinu CK 19 miZe byt bud
imunohistochemickou metodou pifimo, nebo molekuldrni metodou nepiimo (prikazem

pritomnosti medidtorové RNA pro tento cytokeratin).

Prvni z mozZnosti prikazu cytokeratinu CK19 je jeho detekce imunohistochemickou metodou.
Zéklady imunohistochemie byly polozeny vroce 1941 americkym patologem Albertem
Hewettem Coonsem. Tato metoda spociva v prukazu antigenu specifickou vazbou s primarni
protilatkou. Antigenem miiZe byt protein, glykoprotein, polypeptid ¢i polysacharid. Pti prikazu
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cytokeratinu CK19 je antigenem samotny cytokeratin CK19. Primarni protilatku navazanou na
antigen je mozno detekovat dvéma zpusoby. Prvni moznosti je oznaceni protilatky enzymem,
jehoz aktivita se projevi vznikem barevné srazeniny viditelné pod mikroskopem. Druhou

moznosti detekce je vyuziti fluorescencniho barviva (fluorochrom nebo fluorofor) [41, 48].

3.10.30SNA metoda

Dalsi moznou metodou prikazu CK 19 je prikaz mediatorové ribonukleové kyseliny pro tento

cytokeratin molekularni metodou.

V roce 1983 Mullis Kary objevil princip polymerazové tfetézové reakce (polymeraze chain
reaction = PCR), diky které 1ze cilenou sekvenci DNA z jakéhokoliv biologického materidlu
detekovat a replikovat [49]. Diky tomuto objevu nastal velky pfelom v diagnostice nejen

v oblasti chemie, ale i v jinych oborech, zejména v 1ékatstvi.

Polymerazova fetézova reakce spoc¢iva nejprve v denaturaci a poté v replikaci DNA. Prvnim
krokem je denaturace dvojSroubovice DNA. Tento d¢j nastava pii vyssich teplotach. Plivodni
Sroubovice pii teplot¢ 90 stupni denaturuje, ¢ili rozklada se ve dvé samostatna vlakna. Po
denaturaci na kazdé vlakno nasedaji primery, coz jsou kratké oligonukleotidy, které vymezuji
pocatek a konec useku DNA, ktery chceme replikovat. Po nasednuti primerti na vlakno diky
termostabilni DNA polymeraze neboli TAQ polymerdze dochazi k syntéze komplementarni
DNA. DNA polymeraza pro PCR je izolovana z bakterie Thermus aquaticus, proto také je
oznacovana jako TAQ polymeraza. Pokud je tento cyklus zopakovan 30krat, vznikd ptiblizné
miliarda kopii DNA. Nevyhodou této metody je dlouh¢ trvani, az 24 hodin, a nutnost zmény
teploty v jednotlivych krocich [49, 50]. S cilem zrychleni a snadnéjSiho ziskani kopii DNA byla
Eiken Chemical C. O. vyvinuta metoda LAMP (Loop Mediated Izotermal Amplification), ktera
je na stejném principu jako PCR, avSak probiha za stalé teploty a je rychlejsi [51]. Cela reakce
trva cca 30 minut. LAMP metoda na rozdil od standardni PCR vyuZiva vice primeri (LAMP
metoda 6 primert, standardni PCR pouze dva). Tyto primery jsou oznacovany jako piedni
vnitini a predni vnéjsi primer (forward inner and outer primer), zadni vnitini a zadni vnéjsi
primer (backward inner and outer primer) a tzv. loop primery — pfedni a zadni. Princip této
metody je unikatni ve vzniku tzv. LAMP produktu, ktery dovoluje diky loop primeriim rychlou
syntézu nové DNA [52]. LAMP metoda ¢ili metoda izotermické amplifikace také probiha ve
vice krocich. Nejprve dochazi k denaturaci dvojSroubovice DNA pfi teploté 65 stupiiti Celsia.

Poté dochazi k hybridizaci primeri. Na 3 ’konec vlakna DNA nasedne tzv. zadni vnitini primer,
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ktery ma dvé slozky. Jednu komplementarni (B2) a jednu nekomplementarni (Blc). B2 se
navaze na DNA vlakno a diky DNA polymerédze je zahajena syntéza nové komplementéarni
DNA. Protoze tento primer je dostatecn¢ dlouhy, volnd ¢ast Blc ma moznost se navazat na
nove syntetizovany usek B1, otaci se a vytvari klicku (loop). Pfidanim zadniho zevniho primeru
dochazi k opétovné syntéze komplementarni DNA a uvolnéni jiz nové vytvorené DNA, ktera
ma na konci jiz zminénou smycku. Tento proces pokracuje az k poslednimu tseku, ktery je opét
vymezen primerem na druhé strané a tento proces analogicky probihd i z druhé strany.
Vyslednym produktem je LAMP produkt, ktery ma na obou koncich zminéné smycky, viz

obrazek ¢. 2.

4 )
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Obrazek 7 - LAMP produkt [51]

Nasednutim loop primert na tento produkt z obou stran dovoluje rychlou syntézu dalSich
fetézct DNA. Cili po denaturaci dvojsroubovice a pfidanim téchto Sesti vyse popisovanych
primeri vzniké za stalé teploty velké mnozZstvi kopii cDNA ve velmi kratkém cCase. VedlejSim
produktem reakce je magnezium-pyrofosfat. Mnozstvi cDNA Ize detekovat nepiimo
hodnocenim mnoZstvi vytvofeného magnesium-pyrofosfatu v redlnim case metodou real-time
turbidimetrie [53-55]. Diky objevu reverzni transkriptazy se rozvinula téz metoda detekce
mediatorové RNA kyseliny. Zde diky reverzni transkriptize nejprve dochdzi k piepisu
mediatorové RNA kyseliny na komplementarni DNA kyselinu (¢cDNA) a poté dochazi
k replikaci metodou LAMP. Tato metoda je tzv. RT-LAMP metoda (Revers Trascription Loop
Mediated Izotermal Amplification). Firma Sysmex, Kobe, Japonsko vyvinula diagnostickou
soupravu LYNOAMP BC OSNA. Stanoveni poctu kopii mRNA CK19 probiha v ptistroji RD
1001 (viz obrazek 8, 9) [56]. Piistroj RD 100i je analyzator s piesnym termoblokem, pipetovaci
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hlavou a turbidimetrem. V pfistroji pfi 65°C probéhne reverzni transkripce mRNA CK19 na
cDNA a nésledn¢ amplifikace cDNA LAMP metodou. Vyuziti teploty 65 stupni Celsia
zarucuje kompletni denaturaci mRNA kyseliny. Po pfipravé vzorku ve smyslu jeho
homogenizace a lyzace homogenizacnim roztokem je zahajeno vlastni vySetfeni pfidanim 6
primert (viz obrazek 10, 11). VySetieni predchazi ptiprava kalibracni kiivky. Stanoveni probiha
za soucasn¢ probihajicich kontrol (pozitivni 1 negativni). Vzhledem k pfitomnosti
kontaminujicich latek v lymfatickych uzlindch probihd stanoveni i v fedéném vzorku
umoznujici odhalit inhibici reakce. MnoZzstvi poctu kopii mRNA CK 19 je detekovano nepiimo
hodnocenim mnozstvi vytvofeného magnesium-pyrofosfatu v redlném case metodou real-time

turbidimetrie v turbidimetru.

“RD=I0O:

Obrizek 8 - Piistroj RD 100i. Zdroj: Katefina Houfkova, Ustav biologie a Biomedicinské centrum FN

Plzen
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Obrizek 9 - Piistroj RD 100i. Zdroj: Katetina Houfkova, Ustav biologie a Biomedicinské centrum FN

Plzen

Obrazek 10 - Diagnosticka souprava LYNOAMP BC OSNA. Zdroj: Katefina Houfkova, Ustav

biologie a Biomedicinské centrum FN Plzen

Obrizek 11 - Sest druhi primerd. Zdroj: Katefina Houfkové, Ustav biologie a Biomedicinské centrum

FN Plzen
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4 Studie

4.1 Cil prace

Ovéfeni moznosti senzitivnéj$i detekce vyskytu mikrometastdz v regionalnich
lymfatickych uzlindch u pacientii s primarnim plicnim karcinomem nebo plicnimi
metastdzami kolorektalniho karcinomu prostiednictvim IHC CK19 a metody OSNA ve
srovnani s vySetfenim H-E.

Zhodnoceni vlivu pfitomnosti mikrometastaz v lymfatickych uzlindich na prognézu

nemocnych.
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4.2 Hypoteza

Doporuceny postup 1é€by nemocnych s karcinomem plic je zavisly nejen na morfologickém
typu nadoru, ale zejména na stanoveni klinického stadia nemoci. VySetfeni regionalnich
miznich uzlin tedy sehrava vyznamnou roli pro stanoveni spravného klinického stadia s cilem
naplanovani adekvatni terapie. V piipad€ pfitomnosti metastaz v lymfatickych uzlinach je
indikovano po kompletni chirurgické resekci podani adjuvantni onkologické 1é¢by. Proto
k preciznimu stanoveni pTNM klasifikace kazdy operaéni vykon sestavéd nejen z radikalniho
odstranéni nadorového loziska, ale téZ je provedena 1 systematickd nodalni disekce,

v indikovanych ptipadech lobarné-specificka [39].

V roce 2001 spolecnosti Association of Directors of Anatomic and Surgical Pathology byly
vydany pokyny zpiisobu vysetieni odebranych lymfatickych uzlin [24]. V dnes$ni dob¢ jedinym
standardnim vySetfenim lymfatickych uzlin na pfitomnost metastatického procesu je
histologickd metoda. Standardni histologické vySetieni spociva ve vytvoteni tkanovych block,
které jsou nakrajeny na tenké platky, obarveny a vySetfovany pod mikroskopem. Takto
provedené¢ histologické vySetfeni spolehlivé prokaze makrometastazy, ale vzhledem k technice
provedeni této metody, mikrometastazy lokalizované mimo zkoumanou linii fezu, nemusi byt

vibec detekovany, coz v disledku mize vést k podhodnoceni klinického stadia nemoci.

U epitelidlnich nadori se v poslednich letech nabizi 1 dalsi moZnosti vySetfeni lymfatickych
uzlin. Mezi tyto techniky patfi imunohistochemické nebo molekularni vysetfovaci techniky
vyuzivajici priikaz cytokeratinu 19 (CK19). CK19 je intermedidlni filamentum cytoskeletu
epitelidlnich bunck. Protoze lymfatickd uzlina nepostizend nddorovym procesem neobsahuje
epitelialni bunky, prokdzéni pfitomnosti CK19 v LU je ukazatelem jejich metastatického
postizeni.  Detekovat cytokeratin CK 19 lze dvéma zpasoby. Prvni moznosti je
imunohistochemick4 metoda, kterd je znama tadu let, avSak rutinné se nepouziva. Druhou
moznosti je pouziti molekuldrné genetické metody OSNA (One-Step Nucleic Acid
Amplification). Tato metoda je zaloZena na stanoveni poctu kopii mRNA CK19 ve vzorku na
podklad¢ izotermické amplifikace mRNA pro tento cytokeratin. Na rozdil od histologického a
imunohistochemického vySetfeni metodou OSNA je vySetiena cela homogenizovana tkan LU,
coz dovoluje vysetfit 1 tkdn mezi zkoumanymi liniemi fezu. Metoda OSNA téZ neni rutinné
vyuzivana, avsak v zahrani¢i byla pfedmétem mnoha studii pro karcinomy prsu, zaludku atd.

[57-59].
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Studie pouziti OSNA metody pfi vySetieni lymfatickych uzlin u pacienti s primarnimi
plicnimi nadory jsou pouze ojediné€lé a pro sekundarni plicni nddory dosud zcela chybi [60, 61].
Hypotézou naseho vyzkumu je, ze metody zalozené na detekci CK19 jsou senzitivngjsi
k prikazu mikrometastaz v lymfatickych uzlinach. V piipadé potvrzeni naSi domnénky
ocekdvame piesnéjsi detekci mikrometastdz v hilovych a mediastindlnich lymfatickych
uzlinach metodami THC CK19 a OSNA vedouci k presnéjsimu stanoveni pTNM stagingu.
Preciznost pTNM stagingu povede k minimalizaci podhodnoceni pacientd a jejich spravnému
zatazeni do klinickych stadii nemoci. Adekvatni zatazeni do klinickych stadii povede k podani
optimalni onkologické lécby nemocnym. Optimélni onkologicka lécba miiZze nemocnym
prodlouzit dobu do vzniku lokalnich ¢i vzdalenych recidiv onemocnéni, ¢ili mize prodlouzit

jejich dobu preziti.
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4.3 Material a metodika

4.3.1 Soubor nemocnych

Do prospektivni studie byli zafazeni pacienti, kteti byli operovani na Chirurgické klinice FN
Plzen v obdobi od unora 2013 do listopadu 2017 pro primarni nemalobunéény plicni karcinom
¢i plicni metastazy kolorektalniho karcinomu. Celkem bylo do studie zafazeno 100 pacientt,

ktefi se zafazenim do studie souhlasili a podepsali informovany souhlas (viz ptiloha).

4.3.2 Operacni postup

Cely soubor pacient byl operovan klasickou operacni technikou, pfistupem byla zvolena
posterolateralni torakotomie. Provadéné typy operaéniho vykonu vzdy spliovaly zdsady
onkochirurgické radikality. U primarnich plicnich nadori byla provedena anatomicka resekce,
nejmensim vykonem byla lobektomie. U sekundérnich plicnich nadort byl rozsah vykonu
urovan dle poctu, velikosti a lokalizace metastaz. Z neanatomickych plicnich resekci pro plicni
metastazu byla provadéna bud’ klinovita resekce na svorce €1 pouZitim stapleru, nebo laserova
excize pomoci Nd:YAG laseru. V ojedinélych ptipadech byla provedena i anatomicka resekce.
Soucasné u v§ech nemocnych byla provedena systematicka nodalni disekce. Tato systematicka
nodalni disekce byla vzdy provedena podle zavedeného schématu (MD-ATS mapy)
vytvofeného Mezinarodni spole€nosti pro lécbu rakoviny (The International Association for

Study od Lung Cancer (IASLC).

4.3.3 Zpracovani lymfatickych uzlin

Bezprostiedné po skonceni opera¢niho vykonu byly odebrané lymfatické uzliny spocitany a
zpracovany tak, aby mohly byt pouZzity k vySetieni pro zvolené metody. ProtoZze kazda metoda
vySetieni je zaloZena na jiném principu a potiebuje pfed pouZitim jinou piipravu preparatu,
nelze tedy vySetfit celou lymfatickou uzlinu vS§emi metodami soucasné. Vzhledem k této
skute¢nosti musi byt vySetfovand lymfaticka uzlina rozdé€lena. S cilem minimalizovat
zvyhodnéni té ¢i oné metody jsou v literatufe udavany rizné techniky zpracovani lymfatickych
uzlin (viz obrazek 12-14). V nasi studii byly uzliny krajeny v podélné ose na 4 ¢asti (viz obrazek
15). Zleva prvni a tfeti ¢ast uzliny byla vySetfena metodou H-E a imunohistochemicky. Zleva
druhy a ¢tvrty dil uzliny byl vySetien metodou OSNA. Velmi malé lymfatické uzliny byly v
podélné ose puleny, kdy jedna polovina byla vySetfena metodami IHC CK19 a H-E, druhd

polovina metodou OSNA. Odebrané uzliny ze vSech kompartmentii byly béhem operace
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vlozeny do nadob s oznacenim danych skupin. Vzhledem k zohlednéni postupu Sifeni
metastatického postizeni lymfatickymi wuzlinami podle lokalizace primarniho nebo
sekundarniho nadoru a z metodickych divodi, byly lymfatické uzliny v ramci jedné uzlinové
zony slouceny. U kazdého nemocného byly vySetfeny uzliny skupiny N1, pii pravostranné
lokalizaci nadorového loziska soucasné i1 uzliny skupin 2+3, 4, 7, 8+9. U pacientl
s levostrannym postizenim byly vySetfeny uzliny skupin N1, 4, 5+6, 7, 8+9. Vsechny ziskané
vzorky v nadobkéch byly oznaceny S$titkem s identifikacnimi tdaji: jméno a piijmeni pacienta,
rodné Cislo, diagndza, datum a cas odbéru, ¢iselné oznaceni skupiny lymfatickych uzlin.

Nédobky byly odeslany na pfislusna pracovisté k dalSimu zpracovani vzorki.
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Obrizek 12 - Prvni moznost krajeni lymfatickych uzlin. Zdroj: MUDr. Sarka Vejvodova, CHK FN

Plzen

45



A-HE+IHC19
B-OSNA

Obrazek 13 - Druha moznost krajeni lymfatickych uzlin. Zdroj: MUDr. Sarka Vejvodova, CHK FN

Plzen
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Obrizek 14 - Tieti moznost krajeni lymfatickych uzlin. Zdroj: MUDr. Sarka Vejvodova, CHK FN
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Plzen
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Obrizek 15 - Zpuisob krajeni uzlin v nasi studii. Zdroj: MUDr. Sarka Vejvodova, CHK FN Plze

4.3.4 Histopatologické a imunohistochemické vySetteni
Vzorky zaslané na oddéleni Patologické anatomie byly po piipraveé vySetieny standardnim
histologickym vySetfenim pomoci barveni hematoxylin-eosin a poté imunohistochemicky s

protilatkou proti CK 19.

4.3.5 Metoda OSNA

Casti uzlin odeslané na Ustav biologie a Biomedicinského centra byly vysetieny metodou
OSNA. K vySetieni byla pouzita souprava LYNOAMP BC OSNA (Sysmex, Kobe, Japonsko).
Vysetteni bylo provedeno v pfistroji RD1001 firmy Sysmex. VySetieni vzorka probihalo za
pozitivni a negativni kontroly. Vzhledem k moZzné pfitomnosti necistot bylo provedeno i

vySetieni v fedéném vzorku.

4.4 Hodnoceni vysledki

Vzorky vySetiené metodou H-E a imunohistochemicky s protilatkou CK 19 byly hodnoceny
zkuSenym patologem na piitomnost ¢i nepfitomnost nadorovych metastaz. Metastaticka loziska
byla délena podle velikosti na makrometastdzy, mikrometastazy a clustry bun¢k (viz tabulka €.

14). Vysledky ziskané OSNA metodou byly hodnoceny podle kritérii vytvofenych Tsujimotem

47



a jeho kolegy. Podle poctu kopii mRNA CK 19 byla hodnocena pfitomnost ¢i nepiitomnost
metastatického postizeni vCetné jeho rozsahu (viz tabulka ¢. 15). Ze zaznamu klinickych dat
nemocnych byly zjistény informace o datu posledni kontroly nemocného v nasi nemocnici
(event. datum umrti). V piipadé relapsu onemocnéni byla zjisténa doba vzniku relapsu. U obou
skupin nemocnych (H-E, IHC CK 19, OSNA negativni versus OSNA pozitivni) byla porovnana
doba vzniku recidivy od doby operace. Protoze diseminace malignich bun¢k do lymfatickych
uzlin poukazuje na vys$si maligni potencial onemocnéni, byl t€Z zkouman rozdil délky preziti u
pacientil majici pfi vySetfeni v§emi metodami lymfatické uzliny negativni, s pacienty, ktefi méli
OSNA metodou prokdzané metastatické postizeni uzlin. VSechny ziskané vysledky byly
porovnany a statisticky zpracovany. Zhodnoceni ziskanych klinicko-patologickych dat proved]
statistik. Statistickd analyza byla provedena s uzitim software SAS (SAS Institute Inc., Cary,
NC, USA). Pravdépodobnost celkového pieziti a preziti bez nemoci byla pocitana pomoci
Kaplan — Meier kiivek preziti. Vliv jednotlivych faktorti na OS a DFS byl testovan pomoci
Log-rank testu. Testovany byly rizné varianty kombinaci pozitivity a negativity HE, IHC a
OSNA. Specificita, senzitivita, pozitivni a negativni prediktivni hodnota zkoumaného
parametru OSNA byla stanovena na zékladé¢ dosaZené pozitivity a negativity HE a THC.

Statistickd vyznamnost byla stanovena na hranici alpha =5 %.

Tabulka 14 - Hodnoceni metastaz podle velikosti

Typ metastatického postiZeni Velikost metastazy
Makrometastaza >2 mm
Mikrometastaza 0,2 mm — 2 mm
clustry (trsy) bunck <0,2 mm

Tabulka 15 - Hodnoceni metastaz dle kritérii stanovenych Tsujimotem [62]

Typ metastatického postiZeni Pocet kopii mRNA CK 19/pl
Makrometastaza Cut off > 5000
Mikrometastaza Cut off 250 - 5000
Neptitomnost nadorovych bun¢k Cut off <250
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4.5 Vysledky

4.5.1 Soubor nemocnych

Do studie bylo zarazeno 100 pacientli. Primérny vék nemocnych byl 66 let. Nejmladsimu
pacientovi bylo 41 let, nejstarSimu 79 let. Soubor zahrnoval 63 muzi a 37 Zen. 80 pacientl bylo
operovano pro primarni plicni karcinom, 20 pacienti pro metastatické postizeni plic, kde
primarnim nadorem byl kolorektalni karcinom. Zadnému z pacienti nebyla podana
neoadjuvantni chemoterapie. Bliz$i charakteristika souboru nemocnych je zahrnuta v tabulkéach
16 - 18. Studie probihala od tinora 2013 do listopadu 2017, proto byl pT status hodnocen dle
7. revize TNM klasifikace.

Tabulka 16 - Zastoupeni nemocnych podle morfologie nadoru

Typ nadorového Histologicky typ Pocet NSCLC | Z celkového
onemocnéni nemocnych | (v %) |souboru
pacienti (v
%)
Nemalobunéény plicni
karcinom Adenokarcinom 45 56,25 45
Skvamodzni karcinom 33 41,25 33
Adenoskvamdézni
karcinom 2 2,5 2
Metastazy kolorektalniho
karcinomu 20 20
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Tabulka 17 - Pocet pacientd podle pT nalezu

pT status nemalobunééného plicniho karcinomu | poéet | %
Tla 20 25
T1b 22 27,5
T2a 26 32,5
T2b 6 7,5
T3 5 6,25
T4 1 1,25
Tabulka 18 - Pocet operaci podle typu resekce
Typ operace pocet | lokalizace Pocet
Klinovita resekce, laserova excize | 14 |KR 2xPHL+PSL 1
KR LDL 2
KR LHL 3
KR PDL 2
KR PHL 2
KR PHL 2x + KR PDL 2
KR PHL + KR PDL 1
KR + laser LHL 1
Lobektomie 74 |LDL 9
LHL 16
PDL 17
PHL 29
PHL + S6 1
PSL 2
Bilobektomie 6 | Dolni 3
Horni 3
Pneumonektomie 6 [Levostranna 3
Pravostranna 3
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4.5.2 Odbér lymfatickych uzlin

V naSem souboru u 100 nemocnych bylo celkem vysSetfeno 1429 uzlin. V priméru bylo
odebrano 14,26 uzlin. Median je 13,00. Nejméné bylo odebrano 5 uzlin, nejvice 32 uzlin. Viz

obrazek 16.
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Obrazek 16 - Pocet odebranych uzlin pfi mediastinalni nodalni disekci

n
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4.5.3 PostiZeni lymfatickych uzlin metastatickym procesem
U pacientli operovanych pro primarni plicni karcinom bylo prok4dzané metastatické postiZzeni

lymfatickych uzlin v 46 %, u nemocnych operovanych pro metastdzu kolorektalniho karcinomu

v 20 %.

4.5.4 Mira shody metod OSNA, IHC CK 19 a H-E

4.5.4.1 Mira shody metod OSNA, IHC CK19 a H-E u vSech pacienti

U 78 pacienti z celkového po¢tu nemocnych (78 %) byla shoda ve vySetieni vSemi metodami.
Shodou ve vySetieni je mySlen fakt, Ze vSechny tii metody (histologické vySetfeni s barvenim
H-E, imunohistochemické vySetfeni s protildtkou CK 19 a metoda OSNA) byly shodné
negativni ¢i pozitivni. Shoda vSech vysetfovacich metod ve smyslu negativity byla v souboru
nemocnych prokazana u 59 osob, pozitivni shoda u 19 pacienti. U 22 pacientl byly ziskany
rozdilné vysledky. U 16 % pacientl ze vSech vySetfenych byla prokazand pozitivita metody
OSNA pfi negativité zbylych metod (HE, IHC CK19). Naopak u tfech pacientii byla negativni
metoda OSNA pii pozitivité vySetieni HE a IHC CK19. U jednoho pacienta byl zaznamenéan
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negativni vysledek vySetieni HE pfi pozitivité zbylych metod, u jednoho pacienta negativni
vysledek pfi imunohistochemickém vySetfeni pti pozitivité vysetfeni metod HE a OSNA. Jeden
pacient mél pozitivni vysledek ITHC CK19 pfi negativit¢ zbylych metod. Shodu vysledk
vySetieni jednotlivymi metodami na pfitomnost metastdz znazoriiuje nasledujici Vennlv

diagram (obrazek 17).

OSNA pozitivoi

H-E, IHC CK 19, OSNA

negativoi

50
(59 %) 0

H-E pozitivni THC CK 19 pozitivoi

Obrazek 17 - Shoda vySetfovacich metod u vSech operovanych pacientii

4.5.4.2 Mira shody metod OSNA, IHC CK19 a H-E u pacientii operovanych pro
primarni plicni karcinom

U 80 pacientli operovanych pro primarni plicni karcinom byly shodné vysledky vSech ti

vySettovacich metod v 76,3 % (¢ili u 61 pacientil). Shoda ve smyslu negativity u 43 osob, shoda

ve smyslu pozitivniho nalezu u 18 nemocnych.

Rozdilné vysledky byly zjistény u 19 osob. Ve 13 piipadech byla metoda OSNA pozitivni pii
negativnim histologickém a imunohistochemickém nalezu. Ve tfech pfipadech OSNA metoda
neprokazala metastatické postizeni lymfatickych uzlin, avSak zbylé dvé metody byly
s pozitivnim nalezem. V jednom pfipadé byl prokazan negativni vysledek pii standardnim
histologickém vysetieni, kdy imunohistochemické vySetfeni a OSNA metoda byly s pozitivnim

nalezem. U jedné osoby byl prokazan negativni vysledek imunohistochemického vySetieni pti
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pozitivité zbylych dvou metod, a v jednom piipadé€ pozitivni vysledek imunohistochemického
vySetfeni pfi negativité zbylych dvou metod. Shodu vysetfovacich metod v souboru nemocnych

operovanych pro primarni plicni karcinom znazorfiuje Venntiv graf na obrazku 18.

OSNA pozitivai

H-E,IHC CK 19, OSNA
negativni

43
(33,73 %)

H-E pozitivai IHC CK 19 pozitivai

Obrazek 18 - Shoda vysetfovacich metod u pacientti s NSCLC

4.5.4.3 Mira shody metod OSNA, IHC CK19 a H-E u pacienti operovanych pro plicni
metastazy kolorektalniho karcinomu

Pro plicni metastdzy kolorektalniho karcinomu bylo operovano 20 nemocnych. Vysledky se

shodovaly u 17 pacientti. Negativni shoda byla prokdzéna v 16 ptipadech, pozitivni u jednoho

pacienta. Zbyvajici 3 pacienti méli OSNA metodou prokazané metastatické postizeni LU pfi

negativité zbylych dvou vysetfovacich metod (viz obrazek 19).
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OSNA pozitivani

H-E,IHC CK 19, OSNA
neEati\'n.i 3
(15 %)
0
16
(80 %35) 0

H-E pozitivni THC CK 19 pozitivni

Obrazek 19 - Shoda vysetfovacich metod u pacientl s plicnimi metastazami kolorektalniho karcinomu

4.5.4.4 OSNA metoda versus IHC CK19 a H-E
Pti srovnani jednotlivych metod vysetieni (H-E, IHC CK 19 a OSNA) v nasem souboru
vykazuji metody H-E a IHC CK 19 témét shodné vysledky vySetfeni, zatim co metoda OSNA

ukazuje na vysSi procento pacientl s pritkazem metastatického postizeni lymfatickych uzlin
(viz tabulka 19).

Tabulka 19 - Srovnani metod H-E, IHC CK 19 a OSNA podle postizeni LU

Typ metody | Vysledek vySetieni | Pocet pacientii %
H-E Pozitivni 23 23
Negativni 77 77
IHC CK19 Pozitivni 24 24
Negativni 76 76
OSNA Pozitivni 37 37
Negativni 63 63
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Ve skupiné pacientil s prokdzanym metastatickym postizeni pouze metodou OSNA bylo u 8
pacientl prokazano metastatické postizeni uzlin skupiny N1, u tfech pacientii u skupin N1 i N2
uzlin, v péti ptipadech pouze v zénach N2 uzlin. Piehled poétu nemocnych podle velikosti
metastatick¢ho loziska (velikost je hodnocena podle kritérii stanovenych Tsujimotem) (viz

tabulka 20).

Tabulka 20 - Velikost prokazanych metastdiz OSNA metodou

Velikost metastaz Pocet pacienti
Mikrometastaza 13
Makrometastaza 2

Mikro + makrometastaza 1

4.5.5 Senzitivita, specifita a prediktivni hodnoty metody OSNA a IHC-CK 19

Ze ziskanych Udaji vySetfeni byly vytvofeny kontingen¢ni tabulky a spocitany hodnoty
senzitivity, specifity a prediktivnich hodnot metody OSNA. Hodnota zkoumaného parametru
OSNA byla stanovena na zéklad€ dosaZené pozitivity a negativity H-E a IHC. Hodnoty byly
stanoveny pro cely soubor nemocnych, poté zvlast pro primarni plicni nadory a pro metastazy.

Ptehled ziskanych hodnot dokumentuji nasledujici tabulky 21-22.
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Tabulka 21 - Senzitivita, specifita a prediktivni hodnoty metody OSNA versus H-E

OSNA metoda versus H-E

1. Cely soubor pacientti

Senzitivita 78,05 %
Specifita 93,46 %
Pozitivni prediktivni hodnota 51,61 %
Negativni prediktivni hodnota 97,95 %

2. Pacienti s primarnim plicnim nadorem

Senzitivita 79,49 %
Specifita 92,52 %
Pozitivni prediktivni hodnota 53,45 %
Negativni prediktivni hodnota 97,66 %

3. Pacienti s metastatickym postizenim plic

Senzitivita 50,00 %
Specifita 96,94 %
Pozitivni prediktivni hodnota 25,00 %
Negativni prediktivni hodnota 98,96 %
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Tabulka 22 - Senzitivita, specifita a prediktivni hodnoty metody OSNA versus IHC-CK 19

OSNA metoda versus [HC

1. Cely soubor pacientti

Senzitivita 78,57 %
Specifita 93,67 %
Pozitivni prediktivni hodnota 53,23 %
Negativni prediktivni hodnota 97,95 %

2. Pacienti s primarnim plicnim nadorem

Senzitivita 80,00 %
Specifita 92,78 %
Pozitivni prediktivni hodnota 55,17 %
Negativni prediktivni hodnota 97,66 %

3. Pacienti s metastatickym postiZzenim plic

Senzitivita 50,00%
Specifita 96,94 %
Pozitivni prediktivni hodnota 25,00 %
Negativni prediktivni hodnota 98,96 %

4.5.6 Zména klinického stadia na podklad¢ ziskanych vysledkt

Z vyse uvedené¢ho vyplyva, ze u 16 pacienti bylo OSNA metodou na rozdil od H-E
a IHC CK19 prokézano metastatické postizeni v lymfatickych uzlindch. Na zakladé¢ postizeni
lymfatickych uzlin metastatickym procesem dochéazi ke zméné zatfazeni nemocnych do vyssiho
klinického stadia nemoci. Naopak u tfech pacientli, kde byla metoda OSNA pfi vySetieni
lymfatickych uzlin negativni za soucasné pozitivity H-E a IHC CK 19, by stanoveni klinického
stadia pfi pouhém vySetfeni OSNA metodou vedlo k podhodnoceni stadia nemoci. Dopad
neshod detekce nddorovych bunék v lymfatickych uzlinach vSemi tfemi metodami na

patologicky TNM staging poukazuje nasledujici tabulka 23.
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Tabulka 23 - Zmény pTNM stagingu v zavislosti na vysledcich vySetteni (H-E, IHC CK19 a

OSNA
NSCLC
Pocet
H&E IHC CK19 OSNA
pacientu

TNM |St |TNM St TNM | St

T1aNO |[IA |T1aNO IA TlaN2 |IIIA |2
T1bNO |IA |T1bNO IA T1bN1 |[ITIA |4
T1bNO |IA |TIbNO IA T1bN2 |IIA |1
T2aNO |IB |T2aNO IB T2aN1 |[ITIA |2
T2aNO |IB | T2aNO IB T2aN2 |IIIA |4
TlaN1 |IIA |TlaNl A  |T1aNO |IA 1
T1aN2 |IIIA | T1aN2 IIIA |T1aNO |IA 1
T2aN2 |IIIA | T2aN2 IIIA | T2aNO |IB 1
T1bNO |IA |TIbN2 IITA | T1bNO |IA 1
T3N2 |IIIA | T3NO 1B T3N2 |IIA |1
T2aNO |IB |T2aNl IIA |T2aNI1 |IIA

Metastazy KRCA
NO - NO - N1 - 2
NO - NO - N2 - 1
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Legenda k tabulce ¢. 23

Barevné oznaceni znaci nemocné, ktefi jsou zatazeni dle vysledku metod do vysSich nebo

nizsich klinickych stadii nemoci.

vy$si klinické stadium dle OSNA metody

nizsi klinicka stadia dle OSNA metody

vy$si klinické stadium dle IHC CK19

niz§i klinické stadium dle IHC CK19

vy$si klinické stadium dle IHC CK 19 a OSNA metody

pozitivni uzliny dle OSNA metody

4.5.7 Délka pteziti a recidiva onemocnéni

4.5.7.1 Délka preziti u pacienti operovanych pro primarni plicni karcinom
Z hlediska pTNM Kklasifikace byli pacienti rozdéleni do pfisluSnych klinickych stadii. Pocet
nemocnych v dané skupiné dle pouzit¢é metody pii hodnoceni stavu lymfatickych uzlin

zaznamenavaji nasledujici tabulky 24 - 25.

Tabulka 24 - Rozdéleni pacientl do klinickych stadii dle vysledkti H-E

Klinické stadium | poCet nemocnych |z celk. poctu (v %)

I 52 65
A 1 1
1B 12 15
A 12 15
B 3 4
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Tabulka 25 - Rozdéleni pacientl do klinickych stadii dle vysledkit OSNA

Klinické stadium | po€et nemocnych | z celk. poctu (v %)
I 39 49
A 7 9
1B 12 15
A 19 24
B 3 4

Dle doporuc¢enych postupi pacienti v klinickych stadiich II a III obdrzeli adjuvantni
onkologickou 1é¢bu. Zadny pacient neobdrzel neoadjuvantni terapii. P¥i hodnoceni stavu pN
metodou HE neobdrZelo adjuvantni 1é¢bu 52 pacientt, ktefi byli zafazeni do I. stadia nemoci.
Median sledovani nemocnych operovanych pro primarni plicni karcinom je 3 roky 7 mésict a
20 dni. Z této skupiny nemocnych po dobu sledovani zemielo 24 pacientt, zbylych 56 pacienti

cey

zije, u 39 Zijicich nemocnych byla zaznamenana recidiva onemocnéni.

Rozdily v pteziti pacientli s primarnim plicnim karcinomem z hlediska klinickych stadii
dokumentuje nésledujici Kaplan-Meier graf na obrazku 20. Stav lymfatickych uzlin, zda jsou

¢1 nejsou postiZzeny metastatickym procesem, byl hodnocen standardni metodou H-E.
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Overall Survival

Cumulative Proportion Surviving (Kaplan-Meier)
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Obrazek 20 - Rozdily v preziti pacientl s primarnim plicnim karcinomem z hlediska klinickych stadii

Nasledné tabulky 26-28 pfehledné dokumentuji procento prezivs§ich nemocnych v zavislosti

na dob¢ od operace z pohledu jednotlivych klinickych stadii nemoci.

Tabulka 26 - Procento ptezivSich nemocnych v zavislosti na dobé od operace - klinické

stadium [

Doba od operace pieziti (v %)
1. rok 92
2. rok 85
3. rok 79
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Tabulka 27 - Procento prezivSich nemocnych v zavislosti na dob¢ od operace -

klinické stadium II

doba od operace preziti (v %)
1. rok 69
2. rok 62
3. rok 54

Tabulka 28 - Procento pieziv§ich nemocnych v zavislosti na dobé od operace - klinické

stadium III
doba od operace Preziti (v %)
1. rok 87
2. rok 67
3. rok 53

Pokud by stav lymfatickych uzlin byl hodnocen metodou OSNA, 13 nemocnych by bylo
zatazeno do vysSich klinickych stadii nemoci.

K tomuto faktu byl zkouman rozdil délky pteziti mezi pacienty majicimi pii vySeteni vSemi
metodami (H-E, [HC CK19, OSNA) lymfatické uzliny negativni a pacienty, ktefi méli OSNA
metodou prokazané metastatické postiZzeni uzlin. Statistické hodnoceni bylo provedeno i pies
velmi maly soubor nemocnych a velmi kratky casovy usek sledovani. Doba pieziti jednotlivych

skupin se statisticky vyznamné neliSila (p-value 0,41) - viz obrazek 21 a tabulka 29.
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Cumulative Proportion Surviving (Kaplan-Meier)

Overall Survival
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Obrazek 21 - Srovnani délky preziti pacientl OSNA +a OSNA-

Tabulka 29 - Srovnani preziti pacienti OSNA + a OSNA-

1.0 1.5 20

Time (years)

— 2. OSNA pozitivni, H-E negativni

Doba od operace | Preziti (v %)

OSNA + OSNA -
1. rok 100 86
2. rok 92 79
3. rok 85 74

4.5.7.2 Recidiva onemocnéni u pacientii operovanych pro primarni plicni karcinom

3.0

3.5

V naSem souboru operovanych pro primarni plicni karcinom v ¢asném stadiu nemoci jsme

zaznamenali relaps onemocnéni u 29 % nemocnych. Nasledujici obrazek 22 dokumentuje vznik

recidivy onemocnéni v zavislosti na dob¢ operace u jednotlivych klinickych stadii.
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Disease Free Survival

Cumulative Proportion Surviving (Kaplan-Meier)
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Obrazek 22 - Vznik recidivy onemocnéni v zavislosti na dobé operace u jednotlivych klinickych stadii

Nasledné tabulky 30-32 dokumentuji procento nemocnych bez znamek recidivy v zavislosti

na dob¢ od operace z pohledu jednotlivych klinickych stadii nemoci.

Tabulka 30 - Procento nemocnych bez znamek recidivy onemocnéni v zavislosti na dobé od operace -

klinické stadium I

Doba od operace Pacienti bez recidivy (v %)
1. rok 83
2. rok 67
3. rok 60
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Tabulka 31 - Procento nemocnych bez znamek recidivy onemocnéni v zavislosti na dob& od operace -

klinické stadium II

Doba od operace Pacienti bez recidivy (v %)
1. rok 62
2. rok 54
3. rok 46

Tabulka 32 - Procento nemocnych bez znamek recidivy onemocnéni v zavislosti na dob¢€ od operace -

klinické stadium III

Doba od operace Pacienti bez recidivy (v %)
1. rok 60
2. rok 40
3. rok 40

Procento nemocnych bez znamek recidivy v zavislosti na dobé od operace z pohledu postizeni
LU metastatickym procesem zaznamenava obrazek 23 a tabulka 33. Srovnavani jsou pacienti
majici pfi vySetfeni vS§emi metodami (H-E, [HC CK19, OSNA) lymfatické uzliny negativni
(OSNA-) spacienty, kteti méli OSNA metodou prokdzané metastatické postizeni uzlin

(OSNA+). Rozdil mezi jednotlivymi skupinami nebyl statisticky vyznamny (p-value 0,64).
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Disease Free Survival

Cumulative Proportion Surviving (Kaplan-Meier)

1.0F

09+

08¢

0.7} | L

0.6t

0.5t

04

03¢

Cumulative Proportion Surviving

0.2r

0.1¢

0.0 — - - - - - :
0.0 0.5 1.0 15 2.0 2.5 3.0 35

Time (years)
— 1. OSNA negativni, H-E negativni — 2. OSNA pozitivni, H-E negativni

Obrazek 23 - Srovnani vzniku recidivy u OSNA+ a OSNA-

Tabulka 33 - Srovnéani pacienti OSNA+ a OSNA- z hlediska vzniku recidivy v zavislosti na dob¢ od

operace

Doba od operace | Pacienti bez recidivy (v %)
OSNA + OSNA-

1. rok 94 75
2. rok 75 58
3. rok 68 53

Rozdily v % zastoupeni pacientli dle vzniku relapsu onemocnéni pii hodnoceni stavu

lymfatickych uzlin metodou OSNA jsou zobrazeny na obrazku 24 a 25.
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OSNA NEGATIVNI

relaps
onemocnéni
25%

bez recidivy
75%

Obrazek 24 - Procento recidiv u pacientti s primarnim plicnim karcinomem - pN dle OSNA negativni

OSNA POZITIVNI

relaps
onemocnéni
38%

bez recidivy
62%

Obrazek 25 - Procento recidiv u pacientti s primarnim plicnim karcinomem - pN dle OSNA pozitivni

4.5.7.3 Délka preziti a recidiva onemocnéni u pacientii operovanych pro metastazu

kolorektalniho karcinomu

Median sledovani nemocnych operovanych pro metastazu kolorektalniho karcinomu byl 3
roky 9 mésict a 11 dni. Z této skupiny nemocnych po dobu sledovani zemfteli 3 pacienti, ze 17

cey

zijicich byla zaznamenana recidiva onemocnéni u 7 nemocnych. Celkem byla recidiva ¢i amrti

67



prokdzana u 10 nemocnych. Nasledujici tabulka 32 zaznamenava procento pitezivsich

nemocnych v zavislosti na dob€ od operace.

Tabulka 34 - Procento piezivsich nemocnych v zavislosti na dob¢ od operace

Doba od operace Preziti (v %)
1. rok 95
2. rok 90
3. rok 85

Nasledujici tabulka ¢. 35 dokumentuje procento nemocnych bez znamek recidivy v zavislosti
na dobé& od operace. Graf na obrazku 26 ukazuje rozdil v DFI od doby operace u OSNA + a
OSNA-. Tento rozdil nebyl statisticky vyznamny (p-value 0,12). Tabulka 36 zaznamenava
procento nemocnych bez znamek recidivy v zavislosti na dobé€ od operace z pohledu postiZeni

LU metastatickym procesem.

Tabulka 35 - Procento nemocnych bez znamek recidivy onemocnéni v zavislosti na dobé od operace

Doba od operace Pacienti bez recidivy (v %)
1. rok 75
2. rok 50
3. rok 50
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Disease Free Survival

Cumulative Proportion Surviving (Kaplan-Meier)
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Obrazek 26 - Srovnani vzniku recidivy u OSNA+ a OSNA-

Tabulka 36 - Srovnani pacienti OSNA+ a OSNA- z hlediska vzniku recidivy v zavislosti na dobé od

operace

Doba od operace | Pacienti bez recidivy (v %)
OSNA + OSNA -

1. rok 100 75
2. rok 100 44
3. rok 100 44
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5 Diskuze

Proces metastazovani je jednim ze zékladnich ryst malignity nddoru. Pfitomnost metastaz
poukazuje na pokrocilost onemocnéni a je hlavnim faktorem kurability a prognézy. Ponévadz
primarni i1 sekundarni plicni naddory metastazuji lymfogenné do regionalnich lymfatickych
uzlin, jejich vySetfeni sehrava vyznamnou roli pro stanoveni spravného klinického stadia

nemoci s cilem naplanovani adekvatni terapie.

V dnesni dobé je jedinym standardnim vySetfenim lymfatickych uzlin na pfitomnost metastaz
histologickd metoda. Ze statistickych udajii je patrné, Ze aZ u 40 % pacientli po radikalni
chirurgické resekci plicniho nadoru s histologicky negativnimi regiondlnimi uzlinami dochéazi
k relapsu onemocnéni do 24 mésicti po operaci [63]. U pacienti v klinickém stadiu I je
zaznamenan relaps onemocnéni az ve 20 % do péti let od operace [64]. Moznym vysvétlenim
casn¢ho relapsu je, ze 1 kdyz jsou lymfatické uzliny histologicky negativni, mohou obsahovat
mikrometastazy, jejichz ptitomnost je dilezitym ukazatelem vysokého maligniho potencialu
onemocnéni s tendenci ke vzniku lokalnich ¢1 vzdalenych relapsi onemocnéni 1 ptes radikalni

chirurgickou 1é¢bu.

MozZnosti zptesnéni diagnostiky mikrometastatick¢ého postiZzeni regiondlnich lymfatickych
uzlin mohou pfindSet imunohistochemické a molekularni vySetfovaci metody detekujici
cytokeratin CK19 exprimovany epitelidlnimi nadory [65, 66]. Ob& metody se nyni ruting
nevyuzivaji, avSak Cetné studie, které dosud byly publikovany, poukazuji na velmi slibné
vysledky. Napf. Passlick a kol. ve své studii vroce 2001 prokazuji imunohistochemicky
mikrometastazy az v 16 % pii negativit¢ histologické metody [63]. Podobné vysledky
dokumentuji ve své studii i Chen a kol., ktefi prokazuji mikrometastdzu v 17 % u 588
vySetienych lymfatickych uzlin [67]. Nicholson a kol. prokazuji hodnoty up-stagingu nizsi ve
srovnani s pfedchozimi studiemi, pouze 6 %, coz vysvétluji vétSim souborem vySetfenych
platkl lymfatickych uzlin (1447) [68]. V letech 1997 az 2002 byla provedena prospektivni
studie Cancer and Leukemia Group B 9761 (CALBG 9761) zahrnujici 501 pacientii. Zde byla
imunohistochemicka pozitivita uzlin prokazana ve 14 % z celkového poctu 298 pacientl [64].
Vroce 2003 publikovali Vollmer s kolegy studii, kde porovnavali moznosti detekce
mikrometastaz v lymfatickych uzlindich u nemocnych s NSCLC. Histologicky a poté
imunohistochemicky bylo vySetfeno 825 uzlin u 193 pacientl. Porovnanim senzitivity obou
metod byla zjiSténa dvojndsobnd detekce pozitivnich lymfatickych uzlin IHC metodou oproti
H-E [69].
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Druhou moznosti detekce mikrometastaz je molekularné geneticka metoda OSNA (One-Step
Nucleic Acid Amplification) na podkladé¢ stanoveni mRNA CK19 metodou RT-LAMP.
Vyhodou této metody je zpracovani celé lymfatické uzliny, kterd je homogenizovana. Tim je
eliminovana moznost minuti mikrometastazy ulozené mimo zkoumanou linii fezu. Croner a
kol.ve své studii publikuji tuto moznost az ve 20 % [70]. Vogelaar a kol. ve své praci prokazuji
na podklad¢ senzitivnéjsi detekce metastatického postizeni lymfatickych uzlin OSNA metodou
u nemocnych s kolorektalnim karcinomem up-staging o 36,4 %. Prvni studii zaméfenou na
srovnani metody OSNA se standardnim histologickym vySetfenim provedli v roce 2007
Tsujimoto s kolegy, kteti prokézali citlivost OSNA metody 95,8 %, jeji specifitu 98,6 % a miru
shody 98,2 % u 325 vysetfenych lymfatickych uzlin [62].

Prvotné byla metoda OSNA vyvinuta k priikazu metastatického postizeni lymfatickych uzlin
u karcinomu prsu k peroperacni diagnostice mikrometastaz pro kratky casovy interval pfi
vySetfeni. Od té doby probéhly Cetné studie zabyvajici se srovnavanim detekce mikrometastaz
OSNA metodou u karcinomu prsu (napf. Visserova, Schemova, Tamakiho, Feldmanova,
Buglioniho studie atd.) [71-77]. V obdobi let 2007-2015 bylo celkem vySetfeno 6808
lymfatickych uzlin u pacienti s karcinomem prsu, kde priimérna citlivost OSNA metody je 89,3
%, prumérna specifita 94,8 % a mira shody v 93,8 %, negativni prediktivni hodnota 97,6 %
[72]. Pro rychlost vySetfeni a moznost vyuziti pfi peroperacni diagnostice v ptipad¢ prukazu
diseminace metastatického procesu do sentinelovych uzlin je v literatufe dostupna fada studii
srovnavajici metodu OSNA se standardnim histologickym vySetfeni u karcinoml rtizné
lokalizace, napt. u karcinomu kolorekta, zaludku nebo S§titné Zlazy [59, 78-82]. I tyto studie
piinesly obdobné vysledky jako u karcinomu prsu. Napf. Yamamoto a kol. ve své studii
vySetiili 1925 lymfatickych uzlin u nemocnych s kolorektalnim karcinomem prokazujici
senzitivitu OSNA metody 86,2 %, specificitu 96,5 %, miru shody v 95,7 %, negativni
prediktivni hodnotu 100 % [82]. Del Carmen a kol. u nemocnych s karcinomem §titné zlazy
prokazuji vySetienim 273 uzlin senzitivitu OSNA metody 81,5 %, specificitu 92,1 %, miru
shody v 87,9 %, negativni prediktivni hodnotu 88,3 % [59].

Studie zabyvajici se vySetfovanim lymfatickych uzlin u primérnich plicnich karcinomi jsou
ojedinélé. Vroce 2012 Inoue a kol. prezentovali studii peroperacné vysetienych 165
lymfatickych uzlin u 49 pacientil s karcinomem plic. Prokazana citlivost OSNA metody byla
95,0 %, specifita 99,3 % a mira shody v 98,8 % [61]. Mezi dalsi studie patii naptiklad vyzkum
Hayama a kol. srovnavajici detekci nddorovych bunék OSNA metodou s histologickym

vySetienim u 20 pacientt. V této studii bylo vySetfeno 149 uzlin. Zjisténa senzitivita OSNA
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metody byla 100 %, specifita 92 % [83]. V roce 2014 Massai a kol. zkoumali expresi
cytokeratinu CK19 u primarnich plicnich nadori a u plicnich metastaz karcinomu prsu. Studie
analyzujici 801 uzlin prokazala expresi CK 19 u vétSiny primarnich plicnich nadort mimo
pleomorfniho adenokarcinomu, malobunééného karcinomu a karcinoidu. V 90,9 % (30 ze 33)
piipadi studie potvrdila expresi CK19 u plicnich metastaz karcinomu prsu [46]. V roce 2016
Nakagawa s kolegy publikovali data o vySetfeni 410 lymfatickych uzlinu 111 pacientt. V této
studii byla citlivost metody 79,7 %, mira shody 92,7 % [60]. Z vySe uvedeného vyplyva, Ze je
metod vySetfeni (OSNA versus histologické vySetieni, imunohistochemie versus histologické

vySetieni).

Dostupné studie u karcinomu plic srovnavaji metodu OSNA se standardnim histologickym
vySetfenim v pfipad€ peroperacni diagnostiky. Protoze v piipad¢ diseminace metastatického
postizeni do regiondlnich lymfatickych uzlin se klinické stadium zvySuje, na§ vyzkum jsme
zaméfili na zjisténi nejpresnéjsi metody detekce nadorové diseminace v lymfatickych uzlinach

za ucelem stanoveni precizniho pTNM po provedeni systematické mediastinalni disekce.

V nasem souboru 100 nemocnych bylo vysetifeno celkem 1429 uzlin, coz je v priméru 14,3
uzlin na jednoho pacienta. Ve srovnani s dostupnymi studiemi obdobného vysledku bylo
dosazeno pouze ve dvou piipadech u vySetfeni pacientl s kolorektdlnim karcinomem [72, 84].
Mimo tyto dvé uvedené studie (Cronerova a Gullerrova) byly ziskavany v priméru 2,5 - 10
lymfatickych uzlin na jednoho pacienta [70, 85] . Ve studiich s pacienty s primarnim plicnim
karcinomem byly odebirdny 2 - 3,7 uzliny na jednoho pacienta (Hayama, Inoue, Nakagawa)
[60, 61, 83]. Tento maly pocet uzlin je v disledku diagnostiky lymfatickych uzlin peroperacné.
V nasi studii jsme prokdzali metastatické postiZzeni lymfatickych uzlin u pacientli operovanych
pro primérni plicni karcinom ve 46 %, u nemocnych operovanych pro metastazu kolorektalniho
karcinomu v 20 %. Prokazana citlivost metody OSNA oproti standardni metodé¢ H-E byla
v nasi studii u nemocnych s primarnim plicnim karcinomem 80 %, specifita 93 %, pozitivni
prediktivni hodnota 54 % a negativni prediktivni hodnota 98 %. U pacientli s metastatickym
postizenim plic byla senzitivita 50 %, specifita 97 %, pozitivni prediktivni hodnota 25 % a
negativni prediktivni hodnota 99 %. Citlivost OSNA metody versus IHC CK 19 byla 80 %, u
plicnich metastdz 50 %. Shoda vsSech tfi metod (H-E, IHC CK19 a OSNA) byla v 78 %, u
nemocnych s primarnim plicnim karcinomem v 76,3 %, u nemocnych operovanych pro
metastdzu kolorektalniho karcinomu v 85 %. Ve srovnani H-E a OSNA byla shoda v 80 %.

Tyto hodnoty jsou ve srovnani z dostupnymi studiemi nizsi. Zde je uddvané rozmezi mezi 87,9
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- 98,8 %. Pfi vySetfeni imunohistochemickou metodou byla pozitivita lymfatickych uzlin
prokéazana s t¢éméf identickymi vysledky jako pfi histologickém vySetfeni. Ackoliv probéhlé
studie naopak poukazuji na zvySeni piesnosti diagnostiky metastatického postizeni
v lymfatickych uzlindich metodou imunohistochemie (Vogelaar a kol. udavaji zvyseni az o 36
%, Vollmer s kolegy udavaji 2x vyssi detekci IHC CK 19 metodou oproti H-E), nam se dané
tvrzeni nepotvrdilo [58, 69]. Pfesnéjsi detekci metastatického postizeni v lymfatickych uzlinach
v nasi studii prokézalo vysetteni metodou OSNA oproti standardnimu histologickému vySetieni

ve shodé¢ s prezentovanymi studiemi Chena a Gullera [67, 85].

Mira up-stagingu v nasem souboru je v piipade pouziti OSNA metody 16 %, v pripade€ pouziti
metod IHC CK19 a OSNA 17 %. Ve studiich hodnoticich miru up-stagingu u OSNA metody
se tyto hodnoty pohybuji mezi 2-25 % [86]. Hodnota dosaZené v naSem souboru nemocnych je
tedy v rozmezi hodnot udavanych ostatnimi studiemi. I v naS§em souboru nemocnych byla ve 3
% OSNA metoda negativni pfi pozitivité ostatnich metod vySetieni. To si vysvétlujeme tim, ze
nemuze byt vzhledem k technice provedeni jednotlivych metod vySetiena celd uzlina soucasné
vSemi zpisoby. ProtoZe histologicka metoda vySetfuje pouze linii fezu na rozdil od metody
OSNA, kdy je homogenizovan a vySetfen cely vzorek, snazili jsme se minimalizovat riziko
minuti mikrometastdzy mimo linii fezu nakrajenim vysetfovanych dvou ¢tvrtin uzliny na tenké
platky. Timto jsme se v nasi studii liSili od Nakagawovy studie, kde byly zkoumany linie fezu

pouze v misté prvotniho déleni na Ctvrtiny [60].

Zamg¢fili jsme se také na otdzku, zda preciznéjSi diagnostika metastatického postizeni
v lymfatickych uzlindch a up-staging nemocnych ma klinicky dopad pro pacienta. Z dostupné
literatury je zfejmé, Zze diseminace malignich bunék poukazuje na vy3$8i maligni potenciél
onemocnéni. To vede ke kratsi dobé pteziti nemocnych a zkraceni DFS intervalu [8§7-90]. Jak
dokazuji 1 vysledky nas$i studie, pacienti zatazeni do vysSich stadii nemoci méli kratsi dobu
pteZiti nez pacienti v ¢asnych stadiich. V naSem souboru nemocnych bylo mikrometastatické
postiZzeni lymfatickych uzlin pacientl zafazenych do klinického stadia I prokézano ve 14 % pii
negativité zbylych metod (H-E a IHC). Mnoho autorti v dostupné literatufe uvadi vyskyt
metastatického postizeni charakteru okultnich metastaz mezi 4 % a 27,8 %. Ve vétSin¢ studii
vSak autofi nerozliSuji v jakém klinickém stadiu nemoci bylo mikrometastatické postizeni bylo
prokézano, a také neni srovnani napf. s histologickym typem nadoru, ¢i jaka skupina uzlin byla
mikrometastatickym procesem postizena. Prognosticka hodnota mikrometastaz v LU ve stadiu
[ u pacientli s nemalobunécnym karcinomem plic byla zkouména pouze v ojedinélych studiich.

Gu a spol. zkoumali vliv pfitomnosti mikrometastaz v LU u pacientli operovanych pro
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adenokarcinom v I klinickém stadiu. Jejich studie prokéazala nizsi dlouhodobé pieziti u pacientti
s postizenymi lymfatickymi uzlinami mikrometastatickym procesem [91]. Osaki a kol. téz ve
své studii prokazuji negativni vliv mikrometastdz v I stddiu na dlouhodobé pieziti [92].
Souhlasné 1 Jeong s kolegy pii svém vyzkumu prokdzali, Ze pifitomnost mikrometastaz
vyznamn¢ koreluje s vys$si mirou recidivy a horS§i mirou pieziti v NSCLC v rané fazi
onemocnéni [93]. Vzhledem k tomu byla statisticky zhodnocena a srovnana doba pteziti u
pacientil, ktefi méli lymfatické uzliny pfi vySetfeni vSemi metodami negativni a pacienttl, kteti

méli OSNA metodou prokazané metastatické postizeni uzlin.

Prikaz mikrometastdz v nase souboru nemél statisticky vyznamny vliv na dobu pieziti. Tento
zaver si vysvétlujeme tim, Ze nas vyzkum byl ukoncen nedavno a dosud odoperovani nemocni
nedosahli pétiletého intervalu od operace. Recentni studie hodnoti vZdy pétilety interval preziti,
pii kterém jiz byl statisticky vyznamny rozdil zaznamendn. Dostupné prameny uddvaji, ze u
pacientii pti RO resekci dochazi ke vzniku relapsu onemocnéni prvni rok po operaci az ve 30
%. Relaps onemocnéni je ve vyS§i mife prokdzan u nemocnych s prokdzanym
mikrometastatickym postizenim lymfatickych uzlin. Vyssi incidenci napf. ve své studii
zaznamenal Gu a kol, kde u pacientd s prokdzanym mikrometastatickym postizenim
lymfatickych uzlin zaznamenali relaps v 45 % oproti skupiné nemocnych bez postizenych uzlin
(relaps v7 %) [91]. V nasem souboru operovanych pacientlli jsme zaznamenali relaps
onemocnéni u 28,6 % nemocnych operovanych v ¢asném stadiu pro primarni plicni karcinom,
coz je témeéf v souhlasu s procentudlnim mnoZstvim udédvanym v dostupnych studiich. U
pacientil, kterym OSNA metodou bylo prokazano metastatické postizeni lymfatickych uzlin pti
negativnim nélezu pii H-E a IHC CK 19, byla zjiSténa recidiva onemocnéni v 38 %. U pacientii
operovanych pro metastazu kolorektalniho karcinomu jsme zaznamenali recidivu onemocnéni
ve 40 %. Doba do vzniku relapsu onemocnéni u nemocnych operovanych pro primarni plicni
karcinom s prokazanym metastatickym procesem OSNA metodou byla paradoxné mirn¢ delsi,
neZ u pacientil bez postizeni LU mikrometastdzami. Z tohoto vysledku vSak nelze provadét
rozhodujici zavér, protoZe je hodnocen velmi maly poc¢et nemocnych, riizné skupiny uzlin (N1
nebo N2) a soucasné je vyraznd heterogenita souboru stran histologického typu nadoru. Zde se
1 nabizi otdzka, jaky je kriticky mezni bod (cut off) poctu kopii CK19, ktery je patologicky
vyznamny. V této praci jsme pouzili parametry pro rakovinu prsu, kdy mezni hodnota je 250
kopii CK 19/ pl. Tato mezni hodnota testu OSNA je téz pouzivana v ¢etnych studiich karcinomu
zaludku, u kolorektalniho karcinomu apod. [58, 79, 82]. Uplatnéni této hodnoty vychazi

z poznatku, ze Groven exprese mMRNA CK19 je u riiznych typti malignit podobna.
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Cilem nasi studie bylo ovéfeni moznosti senzitivnéjsi detekce vyskytu mikrometastaz
v regiondlnich lymfatickych uzlinach u pacientii s primarnim plicnim karcinomem nebo
plicnimi metastdzami kolorektalniho karcinomu. Pfi srovnani dostupnych metod se OSNA
metoda vySetfeni LU jevi jako velmi slibna. Nicméné¢ pii hodnoceni pfitomnosti mikrometastaz
v lymfatickych uzlinach k follow-up nemocnych vyvstdva mnoho otazek. Proto je nutné
provedeni fady dalSich studii s vétSim souborem nemocnych a mensi heterogenitou

vySetfovaného souboru.
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6 Zavér

Studie probihajici na Chirurgické klinice od unora 2013 do listopadu 2017 odpovédéla
na vSechny otazky, které jsme si stanovili. Z dosazenych vysledkl vyplyva, Ze ve srovnani se
standardné doporucovanou histologickou metodou vySetfovani uzlin se imunohistochemicka
metoda jevi jako nepiinosnd, ponévadz vysledky ziskané timto vySetfenim byly srovnatelné s
vysledky histologickych metod. Nejpreciznéjsi diagnostickou metodou vysetteni lymfatickych
uzlin na pfitomnost metastatického postizeni epitelidlnich plicnich nadorti nebo plicnich
metastdz epitelidlnich nddort (v nasi studii plicni metastazy kolorektalniho karcinomu) se jevi
metoda OSNA. Pokud by byla zavedena do rutinni praxe, doslo by k up-stagingu nemocnych,
u kterych klinické stddium nemoci bylo pfi vySetfeni standardni histologickou metodou
podhodnoceno. Celkova doba pteziti a doba vzniku relapsu onemocnéni se vSak na rozdil od
nasSeho ofekavani statisticky vyznamné¢ nezménily. To si vysvétlujeme tim, Ze v nasi studii byl
zkouman maly soubor nemocnych s histologicky rtiznorodou skupinou primarnich plicnich
nadort a doba sledovani nemocnych byla velmi kratka. Pii hodnoceni vlivu prokazanych
mikrometastaz k folow-up nemocnych vyvstava mnoho dosud nezodpovézenych otdzek. Proto

je dle naseho ndzoru dilezité provedeni dalSich studii.
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10 Priloha

Informovany souhlas pacienta

S vyuzitim odebranych biologickych vzorkt pro potieby Iékaiské védy a vyzkumu

Nazev projektu: SenzitivnéjSi detekce mikrometastaz plicnich nadori v lymfatickych

uzlinach metodami RT-LAMP, imunohistochemii CK19.
Vézena pani, vazeny pane,

Byl/a jste pozadan/a o ticast ve studii, jejimz ukolem je identifikace pfipadnych mikrometastaz
primarnich (nemalobunéénych) a sekunddrnich epitelidlnich (metastazy kolorektalniho
karcinomu a karcinomu prsu) plicnich nadorti v hilovych a mediastindlnich lymfatickych
uzlinach. Detekce nadorovych bunék v lymfatickych uzlindch u nemocnych s témito nadory
plic je v soucasné dob¢ limitovana moznostmi standardnich histopatologickych metod. Cilem
planované studie je zjistit jednak moZnosti imunohistochemického vySetfeni protilatkou
cytokeratinu 19 (CK19), jednak moZnosti nové metody izotermické amplifikace CK19 ( RT-
LAMP — Reverse Transcription - Loop Mediated Isothermal Amplification) v lymfatickych
uzlinach téchto nadorh. Tento pfistup se dosud rutinn€ nepouziva a je zatim predmétem jen
ojedinélych publikaci. Navrhovany projekt je soucasti SirSiho vyzkumu nadorové diseminace,
ktery na Chirurgické klinice LF UK a FN v Plzni dlouhodobé probihd. Ve studii bude
porovnavana senzitivita detekce mikrometastdz (clusterti, izolovanych nadorovych bunék)
v hilovych a mediastindlnich lymfatickych uzlinach vyse uvedenych typt nadort plic pomoci
standardniho histologického vySetfeni v barveni hematoxylin-eosin, dale
imunohistochemického vysetteni protilatkou CK 19, metodou RT-LAMP CK19. Zaroven
chceme vysledky detekce mikrometastaz vyhodnotit spolu s klinicko-patologickymi
charakteristikami pacientli. Vystupem studie byl mél byt zptfesnéni stagingu nadorového
onemocnéni u nemocnych s primarnimi a sekundarnimi plicnimi nadory a spolehlivéjsi
identifikace pacientli, kterym ma byt podana spravnd a vc€asnid adjuvantni 1éCba, coz by

v kone¢ném disledku mélo vést ke zlepSeni prognozy, resp. preziti.
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VySetieni postupu, potencionalni rizika:

Utasti v tomto projektu davate souhlas k vySetieni vzorku lymfatickych uzlin plicniho hilu a
mediastina pro vyzkumné ucely. Pti radikalni chirurgické 1écbé nemalobunécnych primarnich
plicnich karcinomii a metastaz epitelidlnich malignich nadortt budou podle standardniho
schématu odebrany hilové a mediastindlni lymfatické uzliny. Tyto uzliny budou ihned po
chirurgickém vykonu déleny na 4 stejné Casti, pfi¢emz Cast prvni a tfeti zleva bude urCena
k histologickému vysetfeni, ¢ast druhd a ctvrta k vysetfeni metodou RT-LAMP CK19. Velmi
malé uzliny budou v podélné ose pouze pileny. Jedna polovina analogicky pftipadne
histologickému vySetfeni, druhd vysetfeni metodou RT-LAMP CK19. Pii histologickém
vySetfeni budou pfislusné Casti uzlin nejprve vysetieny standardnim postupem v barveni
hematoxylin-eosin a nasledné¢ pak 1 imunohistochemicky protilatkou CK19.U kazdého
nemocného bude obéma metodami vySetfovano 5 skupin lymfatickych uzlin. Vysledky
poskytnuté jednotlivymi metodami budou standardné porovnany a statisticky zpracovany,

oddélené budou hodnoceny primarni a sekundérni plicni nadory.

Vysettfovany budou vzorky lymfatickych uzlin, které Vam byly odebrany v ramci standardniho
1é€ebného postupu. Tento vyzkum tedy znamend pouze dal$i laboratorni zpracovani jiz
odebrané tkan¢ a v Zadném piipad€ proto neni spojen s nutnosti nového operacniho zakroku a
dal$iho odbéru tkané€. Neni tedy pro Vas spojen s Zadnymi dalSimi zékroky ani s Zadnym dalSim

zdravotnim rizikem.
Zpracovani a analyza biologickych vzorki:

Laboratorni zpracovani a analyza odebranych vzorkad bude probihat ve specializovanych
laboratotich Siklova tstavu patologie a Ustavu biologie Lékatské fakulty v Plzni, Univerzity

Karlovy v Praze a Fakultni nemocnice Plzen. Odebrané vzorky budou standardné archivovany.
Osobni informace, oznaceni vzorki, upozornéni:

Informace tykajici se Vasi ucasti ve studii budou utajeny a pouzity pouze k védeckym ucelim
dle pravniho fadu Ceské republiky. Veskeré zpracovavané vzorky budou anonymizovany,
oznacovany Ciselnymi kody, bez moznosti identifikace na zaklad¢ udaja o linii ¢i vzorku.
Klinické udaje o pribéhu Vaseho onemocnéni a o terapii nutné pro hodnoceni a interpretaci
vysledkt budou rovnéz anonymizovany bez moznosti Vasi identifikace. Nebudete mit zadné
naklady s GCasti ve studii a také nedostanete zddné ndhrady nebo odménu za poskytnuti

biologického materialu. Vysledky naseho vyzkumného projektu mohou byt publikovany ve
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veédeckych a lékarskych Casopisech nebo prezentovany na odbornych akcich, rovnéz bez

moznosti Vasi identifikace.
V piipadé¢ otazek nebo problému spojenych s timto projektem prosim kontaktujte:

Doc. MUDr. Josef Vodicka, PhD., Chirurgické klinika FN Plzen, Alej Svobody 80, 304 60,
Plzen; tel. 377104513

PROHLASENI VYSETROVANE OSOBY:

%

Jméno a piijmeni pacienta ..............cooviiiiiiiiiiiiie S
By ISt Lot

Jméno a ptijmeni informujiciho 1€Kare: ............coiiiiiiii

J&, niZe podepsany/a, souhlasim s vyuzitim odebraného vzorku biologického materidlu pro
potieby 1ékafské védy a vyzkumu. Jsem si védom/a, Ze udé€leni souhlasu je dobrovolné,
neudéleni souhlasu nebude mit Zadny vliv na poskytovani zdravotni péce, a Ze tento souhlas
mohu kdykoliv pisemné odvolat. Precetl/a jsem si informaci o vyzkumu, mél/a jsem moznost
se zeptat informujiciho 1ékafe na jakékoliv otazky, které s timto projektem souviseji, obdrzel/a
jsem uspokojivou odpovéd a vSemu jsem porozumél/a. Souhlasim s vyuzitim odebranych
vzorkll lymfatickych uzlin pro vyzkumné tucely popsané vySe. Souhlasim stim, ze
anonymizované (tedy neidentifikovatelné) vzorky s odebranych lymfatickych uzlin mohou byt

skladovany v zavislosti na pokroku vyzkumu v této oblasti i po ukonceni tohoto projektu.

Potvrzuji, Ze jsem Cetl/a vySe uvedené a obdrzel/a jsem kopii tohoto informovaného souhlasu.

Souhlasim se svou Ucasti v tomto projektu.
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