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Abstrakt

Uvod: Doporuéené postupy pro 1é¢bu karcinomu plic, ale i plicnich metastiz, se odviji
od morfologické diagnozy nadoru a klinického stadia nemoci. Spravné urceni stadia nemoci
umozni zvolit optimalni 1éCebnou strategii, proto je diilezité co nejpiesnéjsi stanoveni TNM
klasifikace. Dle doporuc¢enych postupii standardni chirurgicka 1é¢ba nadorového onemocnéni
plic spociva v radikdlnim odstranéni nadoru a v systematické nodalni disekci lymfatickych
uzlin (LU), resp. v indikovanych ptfipadech lobarné specifické lymfadenektomii. Odebrané
LU jsou podrobeny standardnimu histopatologickému vysetieni, které je schopné spolehliveé
detektovat makrometastazy, avsak mikrometastazy nemusi byt timto postupem vzdy
odhaleny. Jelikoz karcinomy jsou nadory epitelidlniho ptivodu, jejich zékladnimi proteiny
intermediarniho cytoskeletu jsou cytokeratiny (CK). PonévadZ nepostizené¢ LU cytokeratiny
neobsahuji, jejich prukaz v odebranych LU je ukazatelem postizeni uzlin metastatickym
karcinomti nebo plicnich metastdz karcinomi je cytokeratin 19 (CK19). Moznosti detekce
CK19 nabizi imunohistochemické vySetfeni stanovenim cytokeratinu 19 a molekularné
genetickda metoda OSNA (One-Step Nucleic Acid Amplification) na podklad¢ stanoveni
mRNA CK19 metodou RT-LAMP (RT-LAMP; Reverse Transcription — Loop Mediated
Isothermal Amplification).

Cil: Cilem na$i studie bylo ovéfeni moZznosti senzitivngj$i detekce vyskytu mikrometastaz
v regionalnich LU u pacientll s primarnim plicnim karcinomem nebo plicnimi metastazami
kolorektalniho karcinomu prostiednictvim IHC CKI19 a metody OSNA ve srovnani s
vySetfenim H&E a zhodnoceni pfitomnosti mikrometastaz 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 operac¢ni technikou, pfistupem byla zvolena
posterolateralni torakotomie. U primarnich plicnich nadord byla nejmensim vykonem
lobektomie. U sekundarnich plicnich nadort byl rozsah vykonu urovan dle poctu, velikosti a
lokalizace metastaz. Soucasné u vSech nemocnych byla provedena systematicka nodalni
disekce. VSechny uzliny byly vySetfeny tfemi riznymi metodami: barvenim hematoxylin-
eosin, imunohistochemicky s protilatkou CK19 a metodou OSNA. VSechny ziskané vysledky
byly porovnény a statisticky zpracovany.

Vysledky: Z dosazenych vysledki vySetfeni 1429 lymfatickych uzlin u 100 nemocnych
vyplyva, zZe nejpreciznéjsi diagnostickou metodou vysetieni lymfatickych uzlin je molekularni
metoda OSNA, kde mira up-stagingu ve srovnani s histologickou metodou byla 16 %. Oproti
naSemu ocekdvani imunohistochemickd metoda ve srovnani se standardné doporucovanou
histologickou metodou vySetfovani uzlin se jevi jako neptinosné. Celkova doba pfeziti se na
rozdil od naSeho oc¢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
nepiinosnd, ponévadz vysledky ziskané timto vySetienim byly srovnatelné s vysledky
histologickych metod. Nejpreciznéjsi diagnostickou metodou vysSetfeni LU na ptitomnost
metastatického postizeni epitelidlnich plicnich nadorG nebo plicnich metastaz epitelidlnich
nadorti se jevi metoda OSNA. Zavedenim této metody do rutinni praxe by doslo k up-
stagingu nemocnych. Celkovd doba pfeziti se na rozdil od naSeho ocekavéni statisticky
vyznamné nezmeénila, avSak dle naSeho nazoru je dilezité dalsi peclivé sledovani nemocnych.



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. 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 lymph nodes (LN) are subjected to standard histopathological evaluation, which
is able to reliably identify macrometastases, although micrometastases may not always be
detected. Since carcinomas are tumors of epithelial origin, their essential proteins of
intermediate cytoskeleton are the cytokeratins (CK). Since unaffected lymph nodes don’t
contain CK, the verification of CK in removed LN 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 mRNA 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 [HC 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 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 is the OSNA method. By introducing these methods into routine practice
would lead to up-staging of disease in patients. The overall survival, contrary to our
expectation, was not statistically changed, although according to our opinion, following
closely monitoring of these patients is mandatory.



1 Uvod

Doporuceny postup 1é¢by nemocnych s karcinomem plic je zavisly nejen na morfologickém
typu nadoru, ale zejména na stanoveni klinického stddia nemoci. VySetfeni regionalnich
miznich uzlin tedy sehrdva vyznamnou roli pro stanoveni spravného klinického stadia s cilem
naplanovani adekvatni terapie. V piipad¢ pfitomnosti metastdz v lymfatickych uzlinach je
indikovano po kompletni chirurgické resekci podani adjuvantni onkologické 1écby. Proto
k preciznimu stanoveni pTNM Kklasifikace kazdy operacni vykon sestava nejen z radikalniho
odstranéni nadorového loziska, ale téz je provedena 1 systematickd nodalni disekce,
v indikovanych ptipadech lobarné-specificka [1].

V roce 2001 spolecnosti Association of Directors of Anatomic and Surgical Pathology byly
vydany pokyny zptsobu vySetieni odebranych lymfatickych uzlin [2]. V dnes$ni dob¢ jedinym
standardnim vySetfenim lymfatickych uzlin na pfitomnost metastatického procesu je
histologickd metoda. Standardni histologické vySetfeni spocivd ve vytvofeni tkanovych
blockl, které jsou nakrajeny na tenké platky, obarveny a vySetfovany pod mikroskopem.
Takto provedené histologické vysetieni spolehlivé prokdze makrometastazy, ale vzhledem
k technice provedeni této metody, mikrometastazy lokalizované mimo zkoumanou linii fezu,
nemusi byt viibec detekovany, coz v disledku mize vést k podhodnoceni klinického stadia
nemoci.

U epitelidlnich nadorh se v poslednich letech nabizi 1 dal§i 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 nadorovym procesem neobsahuje
epitelidlni bunky, prokazani pfitomnosti CK19 v LU je ukazatelem jejich metastatického
postizeni [3]. Detekovat cytokeratin CK 19 lze dvéma zplsoby. Prvni moZnosti je
imunohistochemicka metoda, ktera je znama fadu let, avSak rutinné se nepouzivd. Druhou
moznosti je pouziti molekularné genetické metody OSNA (One-Step Nucleic Acid
Amplification). Tato metoda je zaloZena na stanoveni poc¢tu kopii mRNA CK19 ve vzorku na
podklad¢ izotermické amplifikace mRNA pro tento cytokeratin. Na rozdil od histologického a
imunohistochemického vySetfeni metodou OSNA je vySetfena cela homogenizovana tkan LU,
coz dovoluje vySetfit 1 tkan mezi zkoumanymi liniemi fezu. Metoda OSNA téZ neni rutinné
vyuzivana, av§ak v zahrani¢i byla pfedmétem mnoha studii pro karcinomy prsu, Zaludku atd.
[4-6]. Studie pouziti OSNA metody pfi vysetfeni lymfatickych uzlin u pacientl s primarnimi
plicnimi nadory jsou pouze ojedinélé a pro sekundarni plicni nddory dosud zcela chybi [7, 8].

2 Hypotéza a cile prace

Hypotézou naseho vyzkumu je, Ze metody zaloZzené na detekci CK19 jsou senzitivnéjsi
k prikazu mikrometastaz v lymfatickych uzlindch. V ptipadé¢ potvrzeni nasi domnénky
oc¢ekavame piesné€jsi detekci mikrometastdz v hilovych a mediastindlnich lymfatickych
uzlinach metodami THC CK19 a OSNA vedouci k pfesnéjsimu stanoveni pTNM stagingu.
Preciznost pTNM stagingu povede k minimalizaci podhodnoceni pacientt a jejich spravnému
zatazeni do klinickych stadii nemoci. Adekvatni zatazeni do klinickych stadii povede k
podani optimélni onkologické 1écby nemocnym. Optimalni onkologickd 1éc¢ba miize
nemocnym prodlouzit dobu do vzniku lokélnich ¢i vzdalenych recidiv onemocnéni, ¢ili mize
prodlouzit jejich dobu pfeziti.

Cilem této disertacni prace je ovéfeni moznosti senzitivngjsi detekce vyskytu mikrometastaz
v regionalnich lymfatickych uzlinach u pacientli s primarnim plicnim karcinomem nebo
plicnimi metastdzami kolorektalniho karcinomu prostfednictvim IHC CK19 a metody OSNA
ve srovnani s vySetfenim H-E. Dale se prace zabyva zhodnocenim vlivu pfitomnosti
mikrometastaz v lymfatickych uzlindch na prognézu nemocnych.



3 Material a metodika

3.1 Soubor nemocnych

Do prospektivni studie byli zatazeni pacienti, kteti byli operovani na Chirurgické klinice FN
Plzenn v obdobi od unora 2013 do listopadu 2017 pro primarni nemalobunécny plicni
karcinom ¢i plicni metastazy kolorektalniho karcinomu. Celkem bylo do studie zatazeno 100
pacientt, ktefi se zafazenim do studie souhlasili a podepsali informovany souhlas.

3.2 Operacni postup

Cely soubor pacientd byl operovan klasickou opera¢ni technikou, pfistupem byla zvolena
posterolateralni torakotomie. Provadéné typy operacniho vykonu vzdy spliovaly zéasady
onkochirurgické radikality. U primarnich plicnich nadort byla provedena anatomicka resekce,
nejmensim vykonem byla lobektomie. U sekundéarnich plicnich nadorti byl rozsah vykonu
ur¢ovan dle poctu, velikosti a lokalizace metastdz. Z neanatomickych plicnich resekei pro
plicni metastdzu byla provaddéna bud’ klinovita resekce na svorce ¢i pouZzitim stapleru, nebo
laserova excize pomoci Nd:YAG laseru. V ojedinélych ptipadech byla provedena i
anatomickd resekce. Soucasn€ u vSech nemocnych byla provedena systematickd nodalni
disekce. Tato systematicka nodalni disekce byla vzdy provedena podle zavedeného schématu
(MD-ATS mapy) vytvoteného Mezinarodni spolecnosti pro 1é¢bu rakoviny (The International
Association for Study od Lung Cancer (IASLC).

3.3 Zpracovani lymfatickych uzlin

Bezprostiedné po skonceni operacniho vykonu byly odebrané lymfatické uzliny spocitany a
zpracovany tak, aby mohly byt pouZity k vySetieni pro zvolené metody. ProtoZe kazd4a metoda
vySetieni je zaloZena na jiném principu a potiebuje pfed pouZitim jinou piipravu preparatu,
nelze tedy vySetfit celou lymfatickou uzlinu vSemi metodami soucasn€. Vzhledem k této
skuteCnosti musi byt vySetfovana lymfatickd uzlina rozdélena. S cilem minimalizovat
zvyhodnéni t€¢ ¢i oné metody jsou v literatufe udavany rizné techniky zpracovani
lymfatickych uzlin. V nas$i studii byly uzliny krajeny v podélné ose na 4 ¢asti (viz obrazek 1).
Zleva prvni a tfeti ¢ast uzliny byla vySetfena metodou H-E a imunohistochemicky. Zleva
druhy a ¢tvrty dil uzliny byl vySetfen metodou OSNA. Velmi malé lymfatické uzliny byly v
podélné ose ptleny, kdy jedna polovina byla vySetfena metodami IHC CK19 a H-E, druha
polovina metodou OSNA. Odebrané uzliny ze vSech kompartmentii byly béhem operace
vloZzeny do nadob s oznacenim danych skupin. Vzhledem k zohlednéni postupu Sifeni
metastatického postizeni lymfatickymi uzlinami podle lokalizace primarniho nebo
sekundarniho nadoru a z metodickych diivodu, byly lymfatické uzliny v ramci jedné uzlinové
zony slouceny. U kazdého nemocného byly vySetfeny uzliny skupiny N1, pii pravostranné
lokalizaci nddorového loziska soucasné 1 uzliny skupin 2+3, 4, 7, 8+9. U pacientil
s levostrannym postizenim byly vySetfeny uzliny skupin N1, 4, 5+6, 7, 8+9. VSechny ziskané
vzorky v nadobkéch byly oznaceny S$titkem s identifikacnimi tdaji: jméno a pfijmeni pacienta,
rodné Cislo, diagnéza, datum a cas odbéru, Ciselné oznaceni skupiny lymfatickych uzlin.
Nadobky byly odeslany na ptislusné pracovisté k dalSimu zpracovani vzorkda.
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Obrdzek 1- Zpiisob krdjeni uzlin v nasi studii. Zdroj: MUDr. Sarka Vejvodovd, CH FN Plzeri

3.4 Histopatologické a imunohistochemické vySetteni

Vzorky zaslané na oddéleni Patologické anatomie byly po ptipravé vySetfeny standardnim
histologickym vySetienim pomoci barveni hematoxylin-eosin a poté imunohistochemicky s
protilatkou proti CK 19.

3.5 Metoda OSNA

Casti uzlin odeslané na Ustav biologie a Biomedicinského centra byly vysetieny metodou
OSNA. KvySetfeni byla pouzita souprava LYNOAMP BC OSNA (Sysmex, Kobe,
Japonsko). VysSetfeni bylo provedeno v pfistroji RD100i firmy Sysmex. VySetfeni vzorka
probihalo za pozitivni a negativni kontroly. Vzhledem k moZzné pfitomnosti necistot bylo
provedeno i vySetieni v fedéném vzorku.

3.6 Hodnoceni vysledki

Vzorky vySetfené metodou H-E a imunohistochemicky s protiladtkou CK 19 byly
hodnoceny zkuSenym patologem na piitomnost ¢i nepfitomnost nddorovych metastaz.
Metastaticka loziska byla délena podle velikosti na makrometastdzy, mikrometastazy a clustry
bun¢k (viz tabulka 1). Vysledky ziskané OSNA metodou byly hodnoceny podle kritérii
vytvoienych Tsujimotem a jeho kolegy [9]. Podle poc¢tu kopii mRNA CK 19 byla hodnocena
pfitomnost ¢i nepfitomnost metastatického postizeni vcetné jeho rozsahu (viz tabulka 2). Ze
zaznaml klinickych dat nemocnych byly zjistény informace o datu posledni kontroly
nemocného v nasi nemocnici (event. datum umrti). V pfipad€¢ relapsu onemocnéni byla
zjiSténa doba vzniku relapsu. U obou skupin nemocnych (H-E, IHC CK19, OSNA negativni
versus OSNA pozitivni) byla porovnana doba vzniku recidivy od doby operace. Protoze
diseminace malignich bun¢k do lymfatickych uzlin poukazuje na vy$si maligni potencial
onemocnéni, byl téZ zkouman rozdil délky pfeziti u pacienti majici pfi vySetfeni vSemi
metodami lymfatické uzliny negativni, s pacienty, ktefi méli OSNA metodou prokazané
metastatické postizeni uzlin. VSechny ziskané vysledky byly porovnany a statisticky
zpracovany. Zhodnoceni ziskanych klinicko-patologickych dat provedl statistik. Statisticka
analyza byla provedena s uzitim software SAS (SAS Institute Inc., Cary, NC, USA).
Pravdépodobnost celkového pieziti a pieziti bez nemoci byla pocitana pomoci Kaplan —
Meier ktivek 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.
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Specificita, senzitivita, pozitivni a negativni prediktivni hodnota zkoumaného parametru
OSNA byla stanovena na zaklad¢ dosazené pozitivity a negativity HE a THC. Statisticka
vyznamnost byla stanovena na hranici alpha =5 %.

Tabulka 1 - Hodnoceni metastaz podle velikosti

Typ metastatického postizeni | Velikost metastazy
Makrometastaza >2 mm
Mikrometastdza 0,2mm-—-2mm
clustry (trsy) bunék <0,2 mm

Tabulka 2 - Hodnoceni metastaz dle kritérii stanovenych Tsujimotem [9]

Typ metastatického postizeni Pocet kopii mRNA CK 19/l
Makrometastaza Cut off > 5000
Mikrometastaza Cut off 250 - 5000
Nepfitomnost nadorovych bunék Cut off < 250

4 Vysledky

4.1 Soubor nemocnych

Do studie bylo zafazeno 100 pacientli. Primérny vék nemocnych byl 66 let. Nejmlad$imu
pacientovi bylo 41 let, nejstar§Simu 79 let. Soubor zahrnoval 63 muzii a 37 Zen. 80 pacientil
bylo operovano pro primarni plicni karcinom, 20 pacientd 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 tabulkéch 3 - 5. Studie probihala od unora 2013 do listopadu 2017, proto byl pT status
hodnocen dle 7. revize TNM Kklasifikace.

Tabulka 3 - Zastoupeni nemocnych podle morfologie nadoru

Typ nadorového Histologicky typ Pocet NSCLC |Z celkového
onemocnéni nemocnych | (v %) |souboru
pacientii (v
%)
Nemalobuné&ény plicni
karcinom Adenokarcinom 45 56,25 45
Skvamézni karcinom 33 41,25 33
Adenoskvamoézni
karcinom 2 2,5 2

Metastazy kolorektalniho
karcinomu 20 20




Tabulka 4 - Pocet operact podle typu resekce

Typ operace pocet | lokalizace Pocet

Klinovita resekce, laserova excize | 14 |KR 2xPHL+PSL

KR LDL

KR LHL

KR PDL

KR PHL

KR PHL 2x + KR PDL

KR PHL + KR PDL
KR + laser LHL

NN [WIN |-

—

—

Lobektomie 74 |LDL 9
LHL 16
PDL 17
PHL 29
PHL + S6
PSL

Bilobektomie 6 Dolni
Horni

Pneumonektomie 6 Levostranna
Pravostranna

WW|W]| W] |—

Tabulka 5 - Pocet pacientit podle pT nalezu

pT status nemalobunééného plicniho karcinomu | pocet | %
Tla 20 25
T1b 22 27,5
T2a 26 32,5
T2b 6 7,5
T3 5 6,25
T4 1 1,25

4.2 Odbér lymfatickych uzlin

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

U pacientli operovanych pro primarni plicni karcinom bylo prokdzané metastatické postizeni
lymfatickych uzlin v46 %, u nemocnych operovanych pro metastazu kolorektalniho
karcinomu v 20 %.



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

4.3.1 Mira shody metod OSNA, IHC CK19 a H-E u vsech pacientii

U 78 pacienti z celkového poctu nemocnych (78 %) byla shoda ve vySetfeni vSemi
metodami. Shodou ve vySetfeni je myslen fakt, Ze vSechny tfi metody (histologické vysSetfeni
s barvenim H-E, imunohistochemické vySetieni s protilaitkou CK 19 a metoda OSNA) byly
shodné negativni ¢i pozitivni. Shoda vSech vySetfovacich metod ve smyslu negativity byla
v souboru nemocnych prokézana u 59 osob, pozitivni shoda u 19 pacientti. U 22 pacientl byly
ziskany rozdilné vysledky. U 16 % pacientli ze vSech vySetfenych byla prokdzana pozitivita
metody OSNA pfi negativité zbylych metod (HE, IHC CK19). Naopak u tfech pacientti byla
negativni metoda OSNA pfi pozitivité vySetieni HE a IHC CK19. U jednoho pacienta byl
zaznamenan negativni vysledek vySetteni HE pfi pozitivité zbylych metod, u jednoho
pacienta negativni vysledek pfi imunohistochemickém vySetfeni pfi pozitivité vySetieni metod
HE a OSNA. Jeden pacient m¢l pozitivni vysledek IHC CK19 pii negativité zbylych metod.
Shodu vysledkli vySetfeni jednotlivymi metodami na pfitomnost metastdz zndzorfiuje
nasledujici Vennlv diagram ( viz obrazek 2).

H-E, [HC CK 19, OSNA
negativoi

59
(59 %4)

H-E pozitivni | I IHC CK 19 pozitivai

Obrazek 2- Shoda vysetrovacich metod u vSech operovanych pacientii

4.3.2  Mira shody metod OSNA, IHC CK19 a H-E u pacientii operovanych pro NSCLC

U 80 pacientli operovanych pro primarni plicni karcinom byly shodné vysledky vSech tii
vySetfovacich 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 ptipadech byla metoda OSNA pozitivni
pfi negativnim histologickém a imunohistochemickém nalezu. Ve tfech ptipadech OSNA
metoda neprokdzala metastatické postizeni lymfatickych uzlin, avSak zbylé dvé metody byly
s pozitivnim nalezem. V jednom piipad¢ byl prokazan negativni vysledek pii standardnim
histologickém vySetfeni, kdy imunohistochemické vySetieni a OSNA metoda byly
s pozitivnim nalezem. U jedné osoby byl prokazan negativni vysledek imunohistochemického
vySetfeni pii pozitivité¢ zbylych dvou metod, a vjednom ptipadé pozitivni vysledek
imunohistochemického vySetfeni pii negativité zbylych dvou metod. Shodu vysetfovacich



metod v souboru nemocnych operovanych pro primarni plicni karcinom znazoriiuje Venniv
graf na obrazku 3.

OSNA pozitivni

H-E, [HC CK 19, OSNA
negativai

43
(53,75 %)

H-E pozitivni | I IHC CK 19 pozitivni

Obrazek 3- Shoda vysetrovacich metod u pacientit s NSCLC

4.3.3 Mira shody metod OSNA, IHC CKI19 a H-E u pacientit operovanych pro plicni
metastazy kolorektalniho karcinomu

Pro plicni metastazy kolorektalniho karcinomu bylo operovano 20 nemocnych. Vysledky se
shodovaly u 17 pacienti. Negativni shoda byla prokazana 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 4).

H-E, [HC CK 19, OSNA
negativni

3
(15 %)

16
(80 %) 0

H.E pozitivai | | IHC CK 19 pozitivi

Obrazek 4 - Shoda vysetrovacich metod u pacientii s plicnimi metastazami kolorektalniho karcinomu



4.3.4 OSNA metoda versus IHC CK19 a H-E

Pfi srovnani jednotlivych metod vysetfeni (H-E, IHC CK 19 a OSNA) v nasem souboru
vykazuji metody H-E a IHC CK 19 téméf shodné vysledky vySetieni, zatim co metoda OSNA
ukazuje na vyss§i procento pacientil s prikazem metastatického postizeni lymfatickych uzlin
(viz tabulka 6). Ve skupiné pacientl s prokdzanym metastatickym postizeni pouze metodou
OSNA bylo u 8 pacienti prokazano metastatické postizeni uzlin skupiny N1, u tfech pacienti
u skupin N1 i1 N2 uzlin, v péti ptipadech pouze v zonach N2 uzlin.

Tabulka 6 - Srovnani metod H-E, IHC CK 19 a OSNA podle postizeni LU

Typ metody | Vysledek vySetieni | Pofet pacientii %
H-E Pozitivni 23 23
Negativni 77 77
IHC CK19 Pozitivni 24 24
Negativni 76 76
OSNA Pozitivni 37 37
Negativni 63 63

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

Ze ziskanych udajii vySetieni byly vytvofeny kontingencni tabulky a spocitany hodnoty
senzitivity, specifity a prediktivnich hodnot metody OSNA. Hodnota zkoumaného parametru
OSNA byla stanovena na zakladé dosaZené pozitivity a negativity H-E a IHC. Hodnoty byly
stanoveny pro cely soubor nemocnych, poté zvlast’ pro NSCLC a pro metastazy (viz tabulky 7

ag)

Tabulka 7- Senzitivita, specifita a prediktivni hodnoty metody OSNA versus H-E

Soubor pacienti Cely soubor pacientii | NSCLC | Metastaizy KRCA
Senzitivita (v %) 78,05 79,49 50
Specifita (v %) 93,46 92,52 96,94
Pozitivni prediktivni hodnota (v %) 51,61 53,45 25
Negativni prediktivni hodnota (v %) 97,95 97,66 98,96
Tabulka 8 - Senczitivita, specifita a prediktivni hodnoty metody OSNA versus IHC-CK 19

Soubor pacientii Cely soubor pacienti | NSCLC |Metastazy KRCA
Senzitivita (v %) 78,57 80 50
Specifita (v %) 93,67 92,78 96,94
Pozitivni prediktivni hodnota (v %) 53,23 55,17 25
Negativni prediktivni hodnota (v %) 97,95 97,66 98,96
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4.5 Zmeéna klinického stadia na podkladé ziskanych vysledki

Z vyse uvedeného vyplyva, ze u 16 pacienti bylo OSNA metodou na rozdil od H-E
a IHC CK19 prokézano metastatické postizeni v lymfatickych uzlinadch. Na zaklad¢ postizeni
lymfatickych uzlin metastatickym procesem dochdzi ke zméné zatazeni nemocnych do
vyssiho klinického stadia nemoci. Naopak u tfech pacienti, 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 nadorovych bunék v lymfatickych uzlinach vSemi tiemi metodami na
patologicky TNM staging poukazuje nasledujici tabulka 9.

Tabulka 9 - Zmeny pTNM stagingu v zavislosti na vysledcich vysetieni (H-E, IHC CK19 a OSNA

NSCLC

H&E IHC CK19 OSNA Polet
pacientu

TNM |St |[TNM St TNM |St
T1aNO [IA |T1aNO 1A TlaN2 |[IIIA |2
T1bNO [IA |T1bNO IA T1bN1 [TA |4
T1bNO [IA |T1bNO 1A T1bN2 |ITTA |1
T2aNO |IB | T2aNO 1B T2aN1 |[ITA |2
T2aNO [IB | T2aNO IB T2aN2 [IIIA |4
T1aN1 |ITA |TlaNl1 ITA | T1aNO |IA 1
T1aN2 |IIIA | T1aN2 IITA | T1aNoO |[IA 1
T2aN2 |IIIA | T2aN2 IITA | T2aNO |IB 1
T1bNO [IA |T1bN2 IITA | TIbNO |IA 1
T3N2 |IIA | T3NO 1B T3N2 |IIIA |1
T2aNO |IB | T2aNl1 ITA | T2aN1 |1IA

Metastazy KRCA
NO - NO - N1 - 2
NO - NO - N2 - 1
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Legenda k tabulce 9

Barevné oznaceni znaci nemocné, ktefi jsou zatfazeni dle vysledku metod do vysSich nebo
nizsich klinickych stadii nemoci.

vyssi klinické stadium dle OSNA metody
niz$i klinicka stadia dle OSNA metody
vyssi klinické stadium dle IHC CK19
nizsi klinické stadium dle IHC CK19

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

pozitivni uzliny dle OSNA metody

4.6 Dé¢lka pteziti a recidiva onemocnéni

4.6.1 Délka preziti u pacientii operovanych pro primdarni plicni karcinom

Z hlediska pTNM Kklasifikace byli pacienti rozdéleni do ptisluSnych klinickych stadii. Pocet

nemocnych v dané skupiné¢ dle pouzité metody pii hodnoceni stavu lymfatickych uzlin
zaznamenavaji nasledujici tabulky 10 - 11.

Tabulka 10 - Rozdéleni pacientii do klinickych stadii dle vysledkii H-E

Klinické stadium | poCet nemocnych |z celk. poctu (v %)
I 52 65
A 1 1
1B 12 15
A 12 15
1B 3 4

Tabulka 11 - Rozdéleni pacientii do klinickych stadii dle vysledkii OSNA

Klinické stadium | pocet 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 stddiich II a III obdrzeli adjuvantni
onkologickou 1é6¢bu. Zadny pacient neobdrZel neoadjuvantni terapii. P¥i hodnoceni stavu pN
metodou HE neobdrzelo adjuvantni 1é€bu 52 pacientt, kteti byli zafazeni do 1. 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 zemfelo 24 pacientii, zbylych 56

ey

pacientu zije, u 39 Zzijicich nemocnych byla zaznamenana recidiva onemocnéni.
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Rozdily v pfeziti pacientll s primarnim plicnim karcinomem z hlediska klinickych stadii
dokumentuje nasledujici Kaplan-Meier graf na obrazku 5. Stav lymfatickych uzlin, zda jsou ¢i
nejsou postizeny metastatickym procesem, byl hodnocen standardni metodou H-E.
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Obrazek 5 - Rozdily v preziti pacientii s primdarnim plicnim karcinomem z hlediska klinickych stadii

Nasledujici tabulka 12 ptehledné¢ dokumentuje procento piezivSich nemocnych v zavislosti
na dobé& od operace z pohledu jednotlivych klinickych stadii nemoci.

Tabulka 12 - Procento prezivsich nemocnych v zavislosti na dobé od operace u jednotlivych klinickych stadii

PreZiti (v %) | Preziti (v %) | Preiiti (v %)

Doba od operace || stadium II. stddium |IIl. stadium
1. rok 92 69 87
2. rok 85 62 67
3. rok 79 54 53

Pokud by stav lymfatickych uzlin byl hodnocen metodou OSNA, 13 nemocnych by bylo
zafazeno do vysSSich klinickych stadii nemoci. K tomuto faktu byl zkoumdan rozdil délky
pfeziti mezi pacienty majicimi pii vySetfeni v§emi metodami (H-E, IHC CKI19, OSNA)
lymfatické uzliny negativni a pacienty, ktefti méli OSNA metodou prokdzané metastatické
postiZeni uzlin. Statistické hodnoceni bylo provedeno i pfes velmi maly soubor nemocnych a
velmi kratky Casovy usek sledovani. Doba pteziti jednotlivych skupin se statisticky vyznamné
nelisila (p-value 0,41) - viz obrazek 6 a tabulka 13.
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Obrazek 6 - Srovnani délky preziti pacientit OSNA + a OSNA-

—— 2. OSNA pozitivni, H-E negativni

Tabulka 13 - Srovnani preziti pacientit OSNA + a OSNA-

Doba od operace

Preziti (v %)

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

4.6.2 Recidiva onemocnéni u pacientii operovanych pro primarni plicni karcinom

V nasem souboru operovanych pro primarni plicni karcinom v ¢asném stadiu nemoci jsme
zaznamenali relaps onemocnéni u 29 % nemocnych. Nasledujici obrazek 7 dokumentuje
vznik recidivy onemocnéni v zavislosti na dobé operace u jednotlivych klinickych stadii.

Disease Free Survival

Cumulative Proportion Surviving (Kaplan-Meier)
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Obrazek 7 - Vznik recidivy onemocnéni v zavislosti na dobé operace u jednotlivych klinickych stadit
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Nasledujici tabulka 14 dokumentuje procento nemocnych bez zndmek recidivy v zavislosti
na dob¢ od operace z pohledu jednotlivych klinickych stadii nemoci.

Tabulka 14 - Procento nemocnych bez recidivy v zavislosti na dobé od operace u jednotlivych klinickych stadii

Doba od operace

Pacienti bez recidivy ( v %)
. stddium

Pacienti bez recidivy (v %)
II. stadium

Pacienti bez recidivy (v %)
ll. stddium

1. rok 83 62 60
2. rok 67 54 40
3. rok 60 46 40

Procento nemocnych bez znadmek recidivy v zévislosti na dobé
postizeni LU metastatickym procesem zaznamenava obrazek 8 a tabulka 15. Srovnavani jsou
pacienti majici pfi vySetfeni vSemi metodami (H-E, IHC CK19, OSNA) lymfatické uzliny
negativni (OSNA-) s pacienty, ktefi méli OSNA metodou prokadzané metastatické postizeni
uzlin (OSNA+). Rozdil mezi jednotlivymi skupinami nebyl statisticky vyznamny (p-value

0,64).
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Obrazek 8 - Srovnani vzniku recidivy u OSNA+ a OSNA-
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od operace zpohledu

Tabulka 15 - Srovnani pacientit OSNA+ a OSNA- z hlediska vzniku recidivy v zavislosti na dobé od operace

Doba od operace

Pacienti bez recidivy (v %)

OSNA + OSNA-
1. rok 94 75
2. rok 75 58
3. rok 68 53
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Rozdily v % zastoupeni pacientli dle vzniku relapsu onemocnéni pfi hodnoceni stavu
lymfatickych uzlin metodou OSNA jsou zobrazeny na obrazcich 9 - 10.

OSNA NEGATIVNI

relaps
onemocnéni
25%

bez recidivy
75%

Obrazek 9 - Procento recidiv u pacientii s primdrnim plicnim karcinomem - pN dle OSNA negativni

OSNA POZITIVNI

relaps
onemocnéni
38%

bez recidivy
62%

Obrazek 10 - Procento recidiv u pacientii s primarnim plicnim karcinomem - pN dle OSNA pozitivni

4.6.3 Deélka preziti a recidiva onemocnéni u pacientii operovanych pro metastizu

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 zemfeli 3 pacienti, ze
17 Zzijicich byla zaznamenana recidiva onemocnéni u 7 nemocnych. Celkem byla recidiva ¢i
umrti prokazana u 10 nemocnych. Néasledujici tabulka 16 zaznamendva procento prezivsich
nemocnych v zdvislosti na dob¢ od operace.
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Tabulka 16 - Procento prezivsich nemocnych v zavislosti na dobé od operace

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

Nasledujici tabulka 17 dokumentuje procento nemocnych bez zndmek recidivy v zavislosti
na dob¢ od operace. Graf (viz obr. ¢. 11) ukazuje rozdil v DFI od doby operace u OSNA + a
OSNA-. Tento rozdil nebyl statisticky vyznamny (p-value 0,12). Tabulka 18 zaznamenava
procento nemocnych bez znamek recidivy v zavislosti na dob€ od operace z pohledu postiZeni
LU metastatickym procesem.

Tabulka 17- 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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Obrazek 11 - Srovnani vzniku recidivy u OSNA+ a OSNA-

Tabulka 18 - Srovnani pacientit 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 zakladnich ryst malignity naddoru. Pfitomnost metastaz
poukazuje na pokrocilost onemocnéni a je hlavnim faktorem kurability a prognozy. Ponévadz
primarni 1 sekundarni plicni nadory metastazuji lymfogenné do regionalnich lymfatickych
uzlin, jejich vySetfeni sehrdva vyznamnou roli pro stanoveni spravného klinického stadia
nemoci s cilem naplanovani adekvatni terapie.

V dnes$ni dobé je jedinym standardnim vySetfenim lymfatickych uzlin na piitomnost
metastdz histologickd metoda. Ze statistickych udaji je patrné, ze az u 40 % pacienti po
radikalni chirurgické resekci plicniho nddoru s histologicky negativnimi regionalnimi
uzlinami dochézi k relapsu onemocnéni do 24 mésict po operaci [10]. U pacientd v klinickém
stddiu I je zaznamenan relaps onemocnéni az ve 20 % do péti let od operace [11]. MoZnym
vysvétlenim Casného relapsu je, ze i kdyz jsou lymfatické uzliny histologicky negativni,
mohou obsahovat mikrometastazy, jejichz pfitomnost je dilezitym ukazatelem vysokého
maligniho potencidlu onemocnéni s tendenci ke vzniku lokélnich ¢i vzdalenych relapst
onemocnéni 1 pres radikalni chirurgickou 1é¢bu.

Moznosti zpiesnéni diagnostiky mikrometastatického postizeni regionalnich lymfatickych
uzlin mohou pfindset imunohistochemické a molekuldrni vySetfovaci metody detekujici
cytokeratin CK19 exprimovany epitelidlnimi nadory [12, 13]. Obé& metody se nyni ruting
nevyuzivaji, avSak cetné studie, které dosud byly publikovany, poukazuji na velmi slibné
vysledky. Napt. Passlick a kol. ve své studii vroce 2001 prokazuji imunohistochemicky
mikrometastazy az v 16 % pii negativité¢ histologické metody [10]. Podobné vysledky
dokumentuji ve své studii 1 Chen a kol., ktefi prokazuji mikrometastazu v 17 % u 588
vySetfenych lymfatickych uzlin [14]. Nicholson a kol. prokazuji hodnoty up-stagingu nizsi ve
srovnani s predchozimi studiemi, pouze 6 %, coz vysvétluji vétSim souborem vySetfenych
platkl lymfatickych uzlin (1447) [15]. 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 prokdzana ve 14 % z celkového poctu 298 pacientl
[11]. 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 dvojndsobna detekce pozitivnich lymfatickych uzlin IHC metodou oproti
H-E [16].

Druhou moznosti detekce mikrometastdz je molekularné genetickd 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 mikrometastdzy uloZzené mimo zkoumanou linii fezu. Croner a
kol.ve své studii publikuji tuto moznost az ve 20 % [17]. Vogelaar a kol. ve své préci
prokazuji na podklad¢ senzitivnéj$i 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 prokazali citlivost OSNA metody 95,8 %, jeji specifitu
98,6 % a miru shody 98,2 % u 325 vySetfenych lymfatickych uzlin [9].

Prvotné byla metoda OSNA vyvinuta k prikazu metastatického postiZzeni lymfatickych
uzlin u karcinomu prsu k peroperacni diagnostice mikrometastaz pro kratky casovy interval
pfi vySetfeni. Od t¢ doby probéhly cetné studie zabyvajici se srovnavanim detekce
mikrometastdz OSNA metodou u karcinomu prsu (napi. Visserova, Schemova, Tamakiho,
Feldmanova, Buglioniho studie atd.) [18-23]. V obdobi let 2007-2015 bylo celkem vySetfeno
6808 lymfatickych uzlin u pacientii s karcinomem prsu, kde primérna citlivost OSNA metody
je 89,3 %, primérnd specifita 94,8 % a mira shody v 93,8 %, negativni prediktivni hodnota
97,6 % [20]. Pro rychlost vySetfeni a moznost vyuZiti pfi peroperacni diagnostice v piipad¢
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prikazu diseminace metastatického procesu do sentinelovych uzlin je v literatufe dostupna
fada studii srovnavajici metodu OSNA se standardnim histologickym vysetieni u karcinomu
ruzné lokalizace, napt. u karcinomu kolorekta, zaludku nebo Stitné zlazy [6, 24-28]. 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 % [28]. Del Carmen a kol. u nemocnych s karcinomem
Stitné Zlazy prokazuji vySetfenim 273 uzlin senzitivitu OSNA metody 81,5 %, specificitu 92,1
%, miru shody v 87,9 %, negativni prediktivni hodnotu 88,3 % [6].

Studie zabyvajici se vySetfovanim lymfatickych uzlin u primarnich plicnich karcinomi jsou
ojedinélé. Vroce 2012 Inoue a kol. prezentovali studii peropera¢né vysetienych 165
lymfatickych uzlin u 49 pacientl s karcinomem plic. Prokézana citlivost OSNA metody byla
95,0 %, specifita 99,3 % a mira shody v 98,8 % [8]. Mezi dalsi studie patii naptiklad vyzkum
Hayama a kol. srovnavajici detekci nddorovych buné¢k OSNA metodou s histologickym
vySetfenim u 20 pacientd. V této studii bylo vySetieno 149 uzlin. Zjisténa senzitivita OSNA
metody byla 100 %, specifita 92 % [29]. 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 nddort mimo
pleomorfniho adenokarcinomu, malobunééného karcinomu a karcinoidu. V 90,9 % (30 ze 33)
pripadi studie potvrdila expresi CK19 u plicnich metastaz karcinomu prsu [3]. V roce 2016
Nakagawa s kolegy publikovali data o vySetieni 410 lymfatickych uzlin u 111 pacienti.
V této studii byla citlivost metody 79,7 %, mira shody 92,7 % [7]. Z vySe uvedeného vyplyva,
ze je celd tada studii zjist'ujici udaje o citlivosti metody OSNA, mife specifity a shody
jednotlivych metod vysetieni (OSNA versus histologické vysetieni, imunohistochemie versus
histologické vySetieni).

Dostupné studie u karcinomu plic srovnavaji metodu OSNA se standardnim histologickym
vySetienim v piipadé peroperacni diagnostiky. Protoze v ptipad¢ diseminace metastatického
postizeni do regiondlnich lymfatickych uzlin se klinické stadium zvySuje, na§ vyzkum jsme
zaméfili na zjiSténi nejpresnéj$Si metody detekce nadorové diseminace v lymfatickych
uzlinach za Ucelem stanoveni precizniho pTNM po provedeni systematické mediastinalni
disekce.

V nasem souboru 100 nemocnych bylo vySetfeno celkem 1429 uzlin, coz je v pruméru 14,3
uzlin na jednoho pacienta. Ve srovnani s dostupnymi studiemi obdobného vysledku bylo
dosazeno pouze ve dvou piipadech u vySetfeni pacientl s kolorektalnim karcinomem [20, 30].
Mimo tyto dvé uvedené studie (Cronerova a Gullerrova) byly ziskavany v praméru 2,5 - 10
lymfatickych uzlin na jednoho pacienta [17, 31] . Ve studiich s pacienty s primarnim plicnim
karcinomem byly odebirany 2 - 3,7 uzliny na jednoho pacienta (Hayama, Inoue, Nakagawa)
[7, 8, 29]. Tento maly pocet uzlin je v disledku diagnostiky lymfatickych uzlin peroperacné.
Vna$i studii jsme prokdzali metastatické postizeni lymfatickych uzlin u pacienti
operovanych pro primarni plicni karcinom ve 46 %, u nemocnych operovanych pro metastazu
kolorektalniho karcinomu v 20 %. Prokazana citlivost metody OSNA oproti standardni
metod¢ H-E byla v nasi studii u nemocnych s primarnim plicnim karcinomem 80 %, specifita
93 %, pozitivni prediktivni hodnota 54 % a negativni prediktivni hodnota 98 %. U pacientl
s metastatickym postiZzenim plic byla senzitivita 50 %, specifita 97 %, pozitivni prediktivni
hodnota 25 % a negativni prediktivni hodnota 99 %. Citlivost OSNA metody versus IHC CK
19 byla 80 %, u plicnich metastaz 50 %. Shoda vSech tfi metod (H-E, IHC CK19 a OSNA)
byla v78 %, u nemocnych s primarnim plicnim karcinomem v 76,3 %, u nemocnych
operovanych pro metastdzu kolorektalniho karcinomu v 85 %. Ve srovnani H-E a OSNA byla
shoda v 80 %. Tyto hodnoty jsou ve srovnani z dostupnymi studiemi niz$i. Zde je udavané
rozmezi mezi 87,9 - 98,8 %. Pfi vySetfeni imunohistochemickou metodou byla pozitivita

19



lymfatickych uzlin prokazana s t¢éméf identickymi vysledky jako pfi histologickém vySetieni.
Ackoliv probehlé studie naopak poukazuji na zvySeni piesnosti diagnostiky metastatického
postizeni v lymfatickych uzlinaich metodou imunohistochemie (Vogelaar a kol. udévaji
zvySeni az 0 36 %, Vollmer s kolegy udéavaji 2x vyssi detekci IHC CK 19 metodou oproti H-
E), ndm se dané tvrzeni nepotvrdilo [5, 16]. Pfesn¢jSi detekci metastatického postizeni
v lymfatickych uzlinach v nasi studii prokazalo vySetieni metodou OSNA oproti
standardnimu histologickému vySetfeni ve shodé s prezentovanymi studiemi Chena a Gullera
[14, 31].

Mira up-stagingu v nasem souboru je v piipadé pouziti OSNA metody 16 %, v piipade
pouziti metod IHC CK19 a OSNA 17 %. Ve studiich hodnoticich miru up-stagingu u OSNA
metody se tyto hodnoty pohybuji mezi 2-25 % [32]. Hodnota dosazena v naSem souboru
nemocnych je tedy vrozmezi hodnot udavanych ostatnimi studiemi. I v naSem souboru
nemocnych byla ve 3 % OSNA metoda negativni pfi pozitivit¢ ostatnich metod vySetfeni. To
si vysvétluyjeme tim, Ze nemtiize byt vzhledem k technice provedeni jednotlivych metod
vySetfena celd uzlina soucasné vSemi zpusoby. Protoze histologicka metoda vySetiuje pouze
linii fezu na rozdil od metody OSNA, kdy je homogenizovén a vySetfen cely vzorek, snazili
jsme se minimalizovat riziko minuti mikrometastdzy mimo linii fezu nakrijenim
vySetfovanych dvou ctvrtin uzliny na tenké platky. Timto jsme se v na$i studii lisili od
Nakagawovy studie, kde byly zkoumany linie fezu pouze v misté prvotniho d€leni na ¢tvrtiny
[7].

Zamétili jsme se také na otdzku, zda preciznéj$i diagnostika metastatického postizeni
v lymfatickych uzlinich a up-staging nemocnych ma klinicky dopad pro pacienta. Z dostupné
literatury je zfejmé, Ze diseminace malignich bun€k poukazuje na vyS$$i maligni potencial
onemocnéni. To vede ke krat§i dobé preziti nemocnych a zkraceni DFS intervalu [33-36]. Jak
dokazuji 1 vysledky nasi studie, pacienti zafazeni do vysSich stadii nemoci méli kratsi dobu
pfeziti neZ pacienti v ¢asnych stadiich. V naSem souboru nemocnych bylo mikrometastatické
postizeni lymfatickych uzlin pacientii zafazenych do klinického stadia I prokazano ve 14 %
pfi negativité zbylych metod (H-E a IHC). Mnoho autorti v dostupné literatue uvadi vyskyt
metastatického postizeni charakteru okultnich metastaz mezi 4 % a 27,8 %. Ve vétSing studii
vSak autofi nerozliSuji v jakém klinickém stadiu nemoci bylo mikrometastatické postiZzeni
bylo prokazano, a také neni srovndni napft. s histologickym typem nadoru, ¢i jaka skupina
uzlin byla mikrometastatickym procesem postizena. Prognosticka hodnota mikrometastaz
v LU ve stadiu I u pacientd s nemalobunéénym karcinomem plic byla zkouméana pouze
v ojedinélych studiich. Gu a spol. zkoumali vliv pfitomnosti mikrometastdz v LU u pacientl
operovanych pro adenokarcinom v I klinickém stadiu. Jejich studie prokizala nizsi
dlouhodobé preziti u pacientll s postizenymi lymfatickymi uzlinami mikrometastatickym
procesem [37]. Osaki a kol. téZ ve své studii prokazuji negativni vliv mikrometastaz v I
stadiu na dlouhodobé preziti [38]. Souhlasné 1 Jeong s kolegy pfi svém vyzkumu prokézali, Ze
pfitomnost mikrometastaz vyznamné koreluje s vyssi mirou recidivy a horsi mirou pfeziti v
NSCLC v rané fazi onemocnéni [39]. Vzhledem k tomu byla statisticky zhodnocena a
srovnana doba pfeZiti u pacientt, ktefi méli lymfatické uzliny pfi vySetfeni vS§emi metodami
negativni a pacientd, ktefi méli OSNA metodou prokazané metastatické postizeni uzlin.

Prikaz mikrometastdz v nase souboru nemél statisticky vyznamny vliv na dobu pieziti.
Tento zavér si vysvétlujeme tim, Ze na$ vyzkum byl ukoncen nedavno a dosud odoperovani
nemocni nedosdhli pétiletého intervalu od operace. Recentni studie hodnoti vzdy pétilety
interval preziti, pfi kterém jiz byl statisticky vyznamny rozdil zaznamenan. Dostupné
prameny udavaji, Ze u pacientll pfi RO resekci dochazi ke vzniku relapsu onemocnéni prvni
rok po operaci az ve 30 %. Relaps onemocnéni je ve vySs$i mife prokdzan u nemocnych
s prokazanym mikrometastatickym postizenim lymfatickych uzlin. Vyssi incidenci napi. ve
sv¢ studii zaznamenal Gu a kol, kde u pacientii s prokdzanym mikrometastatickym postizenim
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lymfatickych uzlin zaznamenali relaps v 45 % oproti skupiné nemocnych bez postizenych
uzlin (relaps v 7 %) [37]. V nasem souboru operovanych pacientll jsme zaznamenali relaps
onemocnéni u 28,6 % nemocnych operovanych v ¢asném stadiu pro primarni plicni karcinom,
coZ je témet v souhlasu s procentudlnim mnozstvim udédvanym v dostupnych studiich. U
pacientli, kterym OSNA metodou bylo prokazano metastatické postizeni lymfatickych uzlin
pfi negativnim nalezu pi1 H-E a IHC CK 19, byla zjis$téna recidiva onemocnéni v 38 %. U
pacientl operovanych pro metastdzu 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 pacientll bez postizeni LU mikrometastazami. Z tohoto vysledku
vSak nelze provadét rozhodujici zaver, protoze je hodnocen velmi maly pocet nemocnych,
ruzné skupiny uzlin (N1 nebo N2) a soucasné je vyraznd heterogenita souboru stran
histologického typu nadoru. Zde se i1 nabizi otazka, 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 CK19/ pl. Tato mezni hodnota testu OSNA je téz
pouzivana v cetnych studiich karcinomu zaludku, u kolorektalniho karcinomu apod. [5, 25,
28]. Uplatnéni této hodnoty vychazi z poznatku, ze troven exprese mRNA CKI19 je u
ruznych typl malignit podobna.

Cilem nasi studie bylo ovéfeni moznosti senzitivnéjsi detekce vyskytu mikrometastaz
v regiondlnich lymfatickych uzlinach u pacientll s primarnim plicnim karcinomem nebo
plicnimi metastazami kolorektalniho karcinomu. Pfi srovnani dostupnych metod se OSNA
metoda vySetteni LU jevi jako velmi slibnd. Nicméné pii hodnoceni pfitomnosti
mikrometastaz v lymfatickych uzlinach k follow-up nemocnych vyvstavd mnoho otazek.
Proto je nutné provedeni tady dalSich studii s vétSim souborem nemocnych a mensi
heterogenitou vysetifovaného souboru.

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
standardn¢ doporucovanou histologickou metodou vySetfovani uzlin se imunohistochemicka
metoda jevi jako nepifinosna, ponévadz vysledky ziskané timto vySetienim byly srovnatelné s
vysledky histologickych metod. Nejpreciznéjsi  diagnostickou metodou vySetieni
lymfatickych uzlin na pfitomnost metastatického postiZeni epitelidlnich plicnich nadorii nebo
plicnich metastdz epitelidlnich nador (vnasi studii plicni metastazy kolorektalniho
karcinomu) se jevi metoda OSNA. Pokud by byla zavedena do rutinni praxe, dosSlo by k up-
stagingu nemocnych, u kterych klinické stddium nemoci bylo pfi vySetfeni standardni
histologickou metodou podhodnoceno. Celkova doba pieziti a doba vzniku relapsu
onemocnéni se vSak na rozdil od naseho ocekdvani statisticky vyznamné nezménily. To si
vysvétluyjeme tim, Ze vna$i studii byl zkouméan maly soubor nemocnych s histologicky
riznorodou skupinou primarnich plicnich nédorti a doba sledovani nemocnych byla velmi
kratk4. Pfi hodnoceni vlivu prokazanych mikrometastdz k folow-up nemocnych vyvstava
mnoho dosud nezodpovézenych otazek. Proto je dle naseho nézoru dilezité provedeni
dalsich studii.
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