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ABSTRAKT

Prvni c¢ast prace: Prognostické faktory ovliviiujici efekt chemoterapie u ovarialnich
karcinomii

UVOD: Membranové transportéry (jako ABC, SLC a ATPazy) se podileji na karcinogenezi
arozvoji chemorezistence, ale jejich vyznam pro prognoézu epitelidlniho karcinomu vajecnikii
(EOC) je stale mélo znamy.

METODY: Hodnotili jsme profil genové exprese 39 ABC a 12 SLC transportérti a 3 ATPaz ve
tkanich EOC a zabyvali jsme se jejich vyznamem pro prognozu a klinicky pribéh pacientek s EOC.
Byla odhadnuta relativni exprese geni v souboru primarnich EOC (n=57) a v kontrolnich
ovarialnich tkanich (n=14) a porovnana s klinickymi Gdaji a ptezitim pacientek. Ziskané tidaje byly
validovany na nezavislém souboru pacientek (n=60).

VYSLEDKY: Sest ABC genti a gen SLC22A18 byly v karcinomech ve srovnani s kontrolami
vyznamn¢ nadmérn¢ exprimovany, zatimco exprese 12 gentit ABC, 5 genii SLC, ATP7A a ATP11B
byla snizena. Exprese geni ABCA12, ABCC3, ABCC6, ABCD3, ABCGI1 a SLC22A5 byla vyssi
u high-grade ser6zniho karcinomu ve srovnani s ostatnimi podtypy. Exprese genu ABCA2
vyznamné souvisela s grade EOC u obou soubort pacientek. Pozoruhodné je, Ze Groven genové
exprese ABCA9, ABCA10, ABCC9 aSLC16A14 vyznamné souvisela sPFS v pilotnich
1 valida¢nich souborech. Hladina ABCG2 souvisela s PFS v souhrnném souboru pacientek.
ZAVER: Geny ABCA2, ABCA9, ABCA10, ABCC9, ABCG2 a SLC16A14 piedstavuji nové
ptedpokladané markery progrese EOC a spolu s odhalenym vztahem mezi expresi ABCA12,
ABCC3, ABCC6, ABCD3, ABCG1 a SLC22A5 a high-grade seroznim EOC by mély byt dale
zkoumany prostiednictvim rozsahlejsich sledovacich studii.

Druha ¢ast prace: Karcinom hrdla délozniho u mladych Zen — redukce radikality u ¢asnych
stadii

UVOD: Standardnim postupem u karcinomu délozniho hrdla je radikalni hysterektomie (RH)
a panevni lymfadenektomie (LAP). Vzhledem ke zvySujicimu se véku zen pii porodu se fertilita
stava velkym problémem. Pacientkdm spliujicim pfedem stanovené kritéria (stadium IA1, LVSI
pozitivni, stadium IA2 a IB1 (<2 cm a infiltraci do < 1/2 stromatu) byla nabidnuta dvoukrokova
mén¢ radikalni operace se zachovanim fertility.

METODY: Ptedoperacni postup sestaval z histopatologické diagnostiky a MRI spolu
s UZ volumetrii. Nasledné¢ bylo provedeno laparoskopické mapovani sentinelové uzliny
s peroperacni ,,freeze* biopsii, po kterém nésledovala panevni lymfadenektomii a v pfipadé¢
negativniho vysledku ,selektivni parametrektomie®. Po ovéefeni definitivnim histopatologickym
rozborem byla pacientkdm provedena simplexni trachelektomie (IB1) nebo konizace s velkym
konusem (IA1/IA2) tyden po primarni operaci.

VYSLEDKY: V obdobi 1999-2018 bylo do studie zatazeno 91 Zen (median véku 29,1, rozmezi 21—
40 let). Z téchto 91 Zen bylo 51 (56 0 %) nullipary. Mira detekce SLN byla 100 % na pacientku
a mira detekce specifické strany 96,7 %. V deviti ptipadech (9,8 %) byly diagnostikovany pozitivni
lymfatické uzliny. Tyto Zeny poté podstoupily RH. Fertilita byla zachovana 80 pacientkam, ale
u 4 doslo k lokani recidive (5,0 %). Mortalita byla 0,0 %. Median sledovani byl 149 mésict.
ZAVER: Méné radikélni fertilitu zachovavajici operace se SLNM je u karcinomii délozniho hrdla
o velikosti <2 cm v nejvétSim rozmeéru s infiltraci méné nez do 1/2 stromatu hrdla d€loZzniho
bezpec¢na. Mira recidivy je ptijatelnd, bez mortality. Morbidita pfi tomto postupu je nizka. Pacientky
po této 1écbe vSak vyzaduji extenzivni a presny follow-up, v ramci kterého se zdaji byt pfinosné
testy na onkogenni vysoce-rizikové viry HPV a moznost vakcinace.



ABSTRACT

First part of the thesis: Prognostic factors influencing the effect of chemotherapy in ovarian
cancer

INTRODUCTION: Membrane transporter proteins (for example ABC, SLC and ATPases) take part
in oncogenesis and the formation of chemoresistance, however the interpretation of their
importance in ovarian cancer prognosis is still limited.

METHODS: Gene expression profiling was performed on 39 ABC and 12 SLC transporters and
3 ATPases in epithelial ovarian cancer (EOC) tissues and the results were assessed with respect to
prognosis and clinical presentation of EOC patients. In a cohort of tissues with primary EOC
(n=57) and control tissues (n = 14) we assessed relative expression of genes and compared it with
the clinical and survival information. The data was verified on a separate cohort (n = 60).
RESULTS: 6 ABC genes and the SLC22A 18 gene were considerably over-expressed in the cancer
tissues in comparison with control tissues and the expression of 12 ABC genes, 5 SLC genes,
ATP7A, ATP11B was reduced. The expression of ABCA12, ABCC3, ABCC6, ABCD3, ABCG1,
SLC22A5 genes was greater in HGSC in comparison with other types. Expression of ABCA2 was
considerably related to tumour grade in both cohorts. Particularly, the expression levels of ABCAO9,
ABCA10, ABCC9 and SLC16A14 were considerably related to PFS in both pilot and verification
groups. ABCG2 level was related to PFS in the grouped patient cohort.

CONCLUSION: The genes ABCA2, ABCA9, ABCA10, ABCC9, ABCG2 and SLCI16A14
represent new potential markers of epithelial ovarian cancer progression and collectively with the
discovered association between the expression of ABCA12, ABCC3, ABCC6, ABCD3, ABCGI,
SLC22A5 and HGSC they should be investigated more extensively in future studies.

Second part of the thesis: Cervical cancer in young women — reduction of radicality in early
stages

INTRODUCTION: The common procedure for cervical cancer is radical hysterectomy (RH) and
pelvic lymphadenectomy (LAP). Due to the growing age of women at delivery, fertility is becoming
a key concern. Patients fulfilling the predefined criteria (stage IA1, LVSI positive, stage IA2 and
stage IB1 (< 2cm and infiltration <1/2 of the stroma) were offered two-step less radical fertility-
sparing surgery.

METHODS: The preoperative workup consisted of histopathological diagnosis and MRI with US
volumetry. Subsequently, laparoscopic sentinel node mapping with intraoperative freeze biopsy
was performed, followed by pelvic lymphadenectomy and, in case of negative results, "selective
parametrectomy". If confirmed by definitive histology, women underwent simplex trachelectomy
(IB1) or conisation (IA1/IA2) one week following primary operation.

RESULTS: Between 1999 and 2018, 91 patients were included in the study (median age 29.1, range
21-40 years). 51 (56.0 %) of these women were nulliparas. The detection rate of SLN was 100%
per patient and the specific side detection rate was 96.7%. Nine cases (9.8%) were diagnosed with
positive LN and RH was performed. Fertility was preserved in 80 patients, but 4 patients had local
recurrence (5.0%). Mortality was 0.0%, median follow-up 149 months.

CONCLUSION: Less radical fertility-sparing surgery with SLNM is safe for cervical cancers <2
cm in greatest diameter with infiltration <1/2 cervical stroma. The rate of recurrence is acceptable
and there was no mortality observed. This procedure has a low morbidity. Patients after this
treatment however require extensive and accurate follow-up, in which testing for oncogenic high-
risk HPV viruses and the possibility of vaccination appear to be beneficial.
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1 Uvod

V prvni ¢asti prace se zabyvame problematikou karcinomi vajecniki, které jsou aktualnim
problémem pro vysokou mortalitu. V soucasné dobé jsou cCtvrtou nejcastéjSi malignitou
zenskych pohlavnich organt s klesajici incidenci. Zékladni terapeutickou modalitou je
chirurgicka l1écba, ktera je vSak ve vétSing ptipadi dopliiovana chemoterapii v adjuvantni nebo
neoadjuvantni formé. V soucasnosti jsou stile diskutovany prognostické faktory, které
ovlivituji vysledky lécby amaji vyznam zejména na efektivitu chemoterapie. Mezi
prognostické faktory patii klinické faktory (typ nadoru, stadium onemocnéni, rozsah
rezidualniho nédoru) a kromé téchto stale hleddme dal$i markery. Rozsifovani znalosti vlivu
genetickych, epigenetickych a transkripénich faktori, které ovliviiuji progresi a piipadnou
odpovéd’ na 1écbu chemoterapii, je vyzvou pro dalsi vyzkum. Ve vlastni praci jsme se ve
spolupraci se Statnim zdravotnim tstavem pokusili prostudovat mechanizmus ptisobeni téchto
markeri a osvétlit jejich vyznam. Je znamo, Ze membranové transportéry (ABC, SLC
a ATPazy typu P) maji efekt na karcinogenezi a rozvoj chemorezistence, ale jejich souvislost
ze transportéry ABCA3/9/10/12, ABCC3, ABCG1/2, SLC16A14, SLC22AS5 a ATP7A/B jevi
souvislost s progndzou karcinomil ovaria, zatim co ABCD3 a ABCG2 souvisi s progresi
onemocnéni u postizenych pacientek. VSechny tyto geny ptedstavuji nové predpokladané
markery prognézy a vyvoje ovarialnich karcinomii vhodné k dalSimu zkouméni. Snahou
v projektu a vlastni praci bylo ve spolupraci se Statnim zdravotnim tUstavem prostudovat
mechanismus pisobeni nékterych potencidlnich markerd a validovat jejich vyuzitelnost
v 1é¢ebném procesu.

Plvodnim zdmérem druhé ¢asti prace bylo rovnéz prozkoumani prognostickych faktorti
u karcinomu délozniho hrdla, ktery je tfeti nejcastéjsi malignitou zenskych pohlavnich organt.
Bohuzel neocekavané predcasné ukonceni grantové podpory nam vsak tento finanéné nakladny
vyzkum znemoZnilo déle realizovat, a to jiz v po€ate¢nim stadiu sbéru dat. Vzhledem k tomu,
ze diky zavedeni celoplosného screeningového programu a ockovani proti lidskému
papilomaviru (HPV) u HPV naivnich divek ocekdvame postupny pokles incidence zhoubnych
nadori délozniho hrdla a hlavné jejich zachyt ve stddiu pfednadorového onemocnéni nebo
v Casném stadiu, se mira nutnosti terapie pokrocilych karcinomii déloZzniho hrdla bude snizovat
a s tim 1 potfeba vyuziti chemoterapie. OvSem v poslednich desetiletich nastava trend odkladu
téhotenstvi a dochazi k vyznamnému narustu véku rodicek, ktery se blizi vékové kategorii Zen
s nejvyssi incidenci karcinomu dé€lozniho hrdla. A tak se budeme ¢im dal tim vic setkavat
s pfanim zachovani fertility u Zen s jiz pfitomnym zhoubnym onemocnénim. Z tohoto diivodu
jsem se po konzultaci se svym Skolitelem, ktery je prednim své€tovym odbornikem na fertilitu
zachovavajici management karcinomu hrdla déloZniho, rozhodl navéazat na jeho dlouholetou
studii zabyvajici se péci o tyto pacientky a v ramci piehledu dvaceti let zkuSenosti s timto
terapeutickym protokolem posoudit jeho bezpe¢nost a vliv na morbiditu a mortalitu 1é¢enych
pacientek.



2 Cil prace

1)

2)

Cilem prvni ¢asti préace, v které jsme se zabyvali problematikou karcinomu vajecnik,
bylo vyhodnotit moZznou existenci rozdilli v expresi genli mezi nddorovymi tkdnémi
atkdnémi bez nddoru, ataké zda existuje néjakd asociace mezi genovou expresi
a klinicko-patologickymi idaji pacientek a mozny souvis s progndzou.

Cilem druhé c¢asti prace zabyvajici se problematikou feSeni Casnych stadii karcinomu
hrdla délozniho s ohledem na zachovani fertility pfi minimalni radikalité vykonu bylo
posoudit bezpecnost této terapie a jeji vliv na celkovou morbiditu a mortalitu pacientek.



3 Prognostické faktory ovliviiujici efekt chemoterapie u ovarialnich
karcinomu

3.1 Pacientky a metody

Tato prace se sklada z pilotni a valida¢ni studie. V pilotni studii byly vzorky tkani ziskany
od 60 pacientek s diagn6zou EOC ve Fakultni nemocnici v Motole a Fakultni nemocnici
v Plzni v letech 2009—2013. Pro validacni studii bylo pouzito 57 vzorki tkani pacientek s EOC
diagnostikovanych ve FN Motol v letech 2011-2013. V pilotni i valida¢ni studii bylo jako
kontrola pouzito 14 vzorkl ovarialni tkané bez morfologickych znamek karcinomu. Kontrolni
vzorky byly ziskdny od pacientek, které byly ve FN Motol operovany z jiného diivodu nez pro
zhoubny nador vajecnik.

Vzorky tkané¢ odebrané béhem operace byly histopatologicky vySetieny podle
standardnich diagnostickych postupii. Pro imunobarveni Ki67 byly tkanové tfezy o tloustce
4 um deparafinovany a rehydratovany v klesajicich koncentracich etanolu az vody. Tepelné
ziskavani epitopt bylo provedeno v 0,01 M citratovém pufru (pH 6,0) pii 98 C po dobu 30 min.
Endogenni peroxidazova aktivita byla blokovana standardnimi technikami pii 20 C a tkanové
fezy byly inkubovany pies noc pii 4 C s primarni monoklondlni mysi protildtkou proti
lidskému Ki67 (fedénou 1:150; klon MIB-1; DakoCytomation, Glostrup, Dansko).
Imunokomplexy antigenu a primarni protilatky byly vizualizovany pomoci detek¢éniho systému
N-Histofine Simple Stain MAX PO (MuLTI) (Nichirei Biosciences, Tokio, Japonsko) s 3,3'-
diaminobenzidin tetrahydrochloridem (Fluka Chemie, Buchs, Svycarsko) jako chromogenem.
Vsechny fezy byly nabarveny hematoxylinem, dehydratovany a namontovany. Za pozitivni
bylo povazovano pouze jaderné barveni jakékoliv intenzity. V kazdém tkanovém tezu byly pii
malém zvétSeni identifikovany ,hot-spots* Ki67 a troven exprese Ki67 byla kvantifikovana
v 10 riznych zornych polich s velkym zvétSenim jako procento pozitivnich bunék.

Vzorky tkané byly Cerstv€ zmraZeny a skladovéany pii -80 C aZ do izolace RNA, DNA
a proteinu. Ze zdravotnické dokumentace byly ziskany nasledujici udaje o pacientkdch: vek
v dobé diagnozy, stadium FIGO, grade a typ nddoru EOC, exprese proteinového markeru Ki67
v procentech (k dispozici pouze u pacientek z FN Motol) a progrese onemocnéni hodnocena
jako doba do progrese (z angl. time to progression — TTP) v mésicich, jak je uvedeno
v tabulce 1. Pacientky byly po operaci léCeny adjuvantnimi rezimy na bazi paklitaxelu
a platinovych 1éciv. Sledovani pacientek probihalo pomoci pravidelnych fyzikalnich vySetieni
a sledovani hladin CA-125.



Tabulka 1 — Klinicko-patologické charakteristika pacientek s EOC ve studii

Charakteristika Pilotni soubor Validac¢ni soubor
N (%)? N (%)*
Median véku pii diagnoze (roky) 62,5+11,2 57,0+9,8

Stadium dle FIGO

I 4 (7,3) 3(5.4)
II 6 (10,9) 2 (3,6)
111 41 (74,5) 47 (83,9)
v 4(7,3) 4(7,1)
N/A 5 1
Histologicky typ EOC
Jiny 10 (18,2) 3(5,3)
HGSC 45 (81,8) 54 (94,7)
N/A 5 0
Histologicky grade
Gl 5(8,5) 1(1,8)
G2 11 (18,6) 9 (15,8)
G3 43 (72,9) 47 (82,5)
N/A 1 0

Vzdalené metastazy

Pritomné 4 (8,0) 4(7,1)
Neptitomné 46 (92,0) 52 (92,9)
N/A 10 1
Cas do progrese (PFS)
Median + SD (%) 12,5+8,7 13,0+ 10,7
Pocet hodnocenych pacientek® 24 29
Exprese proteinu Ki67
Median + SD (%) 30,0 +£254 25,0+ 194
Pocet hodnocenych pacientek® 21 57

2V zavorce je uveden podet pacientek v procentech; ® hodnocené byly pouze pacientky bez vzdalenych metastaz, u nichz doglo
k progresi onemocnéni; € udaje jsou k dispozici pouze pro vzorky z Fakultni nemocnice v Motole; N/A — data nedostupna, EOC —
epitelialni karcinom vajecnikti; SD — smérodatna odchylka

Vsechny pacientky byly informovany o cilech této prace a poskytly pisemny souhlas

s Ucasti ve studii. Plan studie byl schvalen etickou komisi v§ech zi¢astnénych pracovist.
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Izolace celkové RNA a priprava cDNA. Nadorové a kontrolni vzorky byly rozemlety
v hmozdifi s tlouckem na prasek pod kapalnym dusikem. Celkova RNA, DNA a proteiny byly
izolovany pomoci soupravy AllPrep DNA/RNA/Protein Mini kit (Qiagen, hildesheim,
Némecko) podle protokolu vyrobce. Celkovda RNA byla kvantifikovana pomoci soupravy
Quant-iT RiboGreen RNA assay kit (Invitrogen, Eugene, OR, USA). cDNA byla syntetizovana
pomoci soupravy Revert Aid First Strand cDNA Synthesis kit (MBI Fermentas, Vilnius, Litva)
s 0,5 pg celkové RNA podle ptedchoziho popisu (Hubackova et al. 2012). Kvalita cDNA byla
potvrzena PCR amplifikaci ubikvitinového fragmentu C (Soucek et al. 2005).

V pilotni studii byla pro vSechny experimenty pouzita preamplifikovana cDNA. Dva
a pual mililitru cDNA bylo preamplifikovano pomoci 5,0 pul smési PerfeCTa PreAmp SuperMix
(Quanta BioSciences, Gaithersburg, MD, USA), 6,25 ul sdruzené testovaci smési obsahujici
vSechny cilové testy TagMan Gene Expression Assays (Life Technologies, Foster City, CA,
USA) avody bez nukleazy v celkovém objemu 25,0pul. Celkem bylo pouzito
14 preamplifikacnich cykll podle protokolu vyrobce. Preamplifikovana cDNA byla uloZena pfi
-20°C az do provedeni real-time PCR. Pro valida¢ni fazi studie byla pouzita cDNA bez
preamplifikace, aby se otestovala robustnost predpokladanych markerd.

Kvantitativni real-time PCR. Kvantitativni real-time PCR (qPCR) bylo provedeno
pomoci systému viiA7 Real-Time PCR (Life Technologies). V pilotni studii obsahovala
reakéni smés 2,5 ul TagMan Gene Expression Master Mix, 0,25 ul specifické chemikalie
TagMan Gene Expression Assay, 2,0 ul cDNA 32krat zfedéné v TE pufru a vodu bez nukledzy
do celkového objemu 5,0 pl. Parametry cyklovani byly nésledujici: po¢ate¢ni udrzovani teploty
50 ‘C po dobu 2 min a denaturace pii 95 ‘C po dobu 10 min, nasledované 45 cykly sestavajicimi
z denaturace pti 95 ‘C po dobu 15 s a nasedani primeri/extenze pti 60 C po dobu 60 s (vyjimky
jsou uvedené v seznamu testl TagMan Gene Expression Assays, tabulka 5). Hodnoty
fluorescence byly ziskany po kazdé¢ fazi extenze. Vzorky byly analyzovany duplicitné a vzorky
se standardni odchylkou duplicit > 0,5 Ct byly analyzovany znovu. Jako kalibrator byla pouzita
ekvimolarni smés 10 kontrolnich vzorkt. Kalibrator byl 20krat ziedén ve vod¢ bez nukledzy.
Relativni standardni kiivka byla vytvotena z 5 log fedéni kalibratoru. Reak¢ni ti€innost vSech
testlh byla >90 %. Pouzita byla kontrola obsahujici misto cDNA vodu bez nukleazy. Ve
valida¢ni studii obsahovala reakéni smés 1,0 pl 5X Hot FIREPol Probe qPCR Mix Plus (Solis
BioDyne, Tartu, Estonsko), 0,25 ul specifického testu TagMan Gene Expression Assay, 2,0 pl
cDNA 8krat ziedéné ve vodé bez nukledzy a vodu bez nukleazy do celkového objemu 5,0 pl.
Podminky qPCR byly pouzity tak, jak byly optimalizovany v pilotni studii.

Selekce referencnich genii. V pilotnim souboru vzorkdl jsme hodnotili stabilitu
6 potencialnich referen¢nich genti (GAPDh, GuSB, PPIA, TBP, uBC a YWhAZ). K analyze
vysledki byl pouzit software NormFinder a geNorm (Mohelnikova-Duchonova et al. 2012).
Navrh studie real-time PCR se fidil pokyny Minimum Information for Publication of
Quantitative Real-Time PCR Experiments (Bustin et al. 2009).

Analyza dat. Relativni hladiny transkriptii ve vzorcich naddorovych a kontrolnich tkani
byly porovnany pomoci softvéru REST 2009 (Hlavac et al. 2013). Statistické analyzy asociaci
mezi genovou expresi a klinicko-patologickymi udaji pacientek byly provedeny pomoci
softvéru SPSS v16.0 (SPSS, Inc., Chicago, IL, USA). Pro kazdy vzorek byl vypocten pomér Ct
pro konkrétni cilovy gen k aritmetickému priiméru vSech referen¢nich gend, jak je popsano
v praci Ehrlichové et al. (Ehrlichova et al. 2013). Pro hodnoceni vztahu mezi expresi gent
a stadiem podle FIGO (stadium I/II vs. III/IV), stupném nédoru (grade 1/2 vs. 3), Ki67 (cut-off
15 %) atypem EOC (high grade ser6zni EOC vs. ostatni typy) byl pouzit neparametricky
Kruskaltv-Wallistv test. Pro vyhodnoceni korelace mezi hladinou mRNA a procentem Ki67
pozitivnich bun¢k byl pouZit Spearmantliv rank test. Doba do progrese byla definovéana jako
doba, kterd uplynula mezi operac¢ni 1é€bou a progresi onemocnéni ¢i umrtim z jakékoliv
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davodu. Preziti bez progrese (z angl. progression free survival - PFS) bylo hodnoceno pouze
u pacientek bez vzdalenych metastaz. Funkce preziti byly vykresleny Kaplanovou-Meierovou
metodou a statisticka vyznamnost byla hodnocena log-rank testem. Pro vicerozmérnou analyzu
byl pouzit Coxtiv model proporcionalnich rizik. P-hodnoty jsou odchylky od dvoustrannych
testi. Hodnota P <0,05 byla povazovéna za statisticky vyznamny vysledek. Otazka
vicenasobného testovani byla fesena validaci vysledkl ve dvoufazové studii.

3.2 Vysledky

Charakteristika pacientek. V pilotni avalida¢ni studii byly pouzity soubory
60 a 57 pacientek s karcinomem vajec¢nikii. Procento pokrocilého stadia nebo high-grade EOC,
stejn¢ jako medidn véku v dobé diagndzy, byly v pilotnim a validacnim souboru pacientek
podobné. Median véku v dob¢é diagndzy (+ smerodatna odchylka) byl v pilotnim a valida¢nim
souboru pacientek 62,5 + 11,2 a 57,0 + 9,8 let a vyznamné¢ se nelisil od véku kontrol pouzitych
pro srovnani (53,5 + 13,3 let). Naopak vzorky tkani se vyznamné liSily v urovni exprese
markeru Ki67 30,0 £25,4 % a 25,0+ 19,4 % v pilotnim a validaénim souboru tkani EOC,
zatimco uroven exprese v kontrolnich tkanich byla <1 %. K progresi onemocnéni doslo
u 24 pacientek v pilotnim souboru a u 29 pacientek ve validacnim souboru. Median sledovani
(+ smérodatna odchylka) byl 12,5+ 8,7 mésice v pilotnim souboru pacientek
a 13,0 £ 10,7 mésice ve validaénim souboru. Byl hodnocen vztah mezi TTP téchto pacientek
a genovou expresi ve vzorcich EOC (PFS). Jako kontroly byly pouzity vzorky tkané
14 pacientek bez morfologickych zndmek primdrniho ovaridlniho karcinomu v jejich
vajecnicich (ovaridlni leiomyom, n=6; d¢lozni leiomyom, n=2; benigni ovarialni cysta, n=1;
karcinom dé€lozniho hrdla, n=2; karcinom endometria, n=2; sarkom, n=1). Klinicko-patologické
charakteristiky pacientek s EOC jsou popsény v tabulce 1.

Selekce referencnich genii. V pilotnim souboru pacientek jsme testovali stabilitu 6 gentl.
PPIA, uBC a YWhAZ byly konzistentné vyhodnoceny mezi nejstabilngj$imi ¢tyfmi geny jak
programem geNorm (obrazek 1, graf A), tak programem NormFinder (obrazek 1, graf B). Proto
byly tyto geny vybrany jako referencni geny pro studii na ovarialnich tkénich.

A 075 : B
o o 10
g 0.70 ]
§ 065, S o8| |
% 0.60 S
a2

5 055/ £ 06
\g ‘E
E 0501 s 04 .
g 045 5

040! : H ; | % 02t !

GAPDH TBP YWHAZ UBC GUSB

PPIA 0
Nejméné stabilni geny  Nejstabilnéjsi geny GAPDH GUSB PPIA TBP UBC YWHAZ
< > Gen

Obrazek 1 — Stabilita testovanych referen¢nich gent hodnocend pomoci programi geNorm
(A) a NormFinder (B). Jako referen¢ni geny byly v této studii dale pouzity geny PPIA, uBC
a YWhAZ

Transkripcni  urovne transportnich genu v pilotnim  souboru. Transkripty
analyzovanych 39 ABC, 12 SLC a 3 ATPazovych gent byly analyzovany pomoci qPCR ve
vSech nadorovych a kontrolnich vzorcich v pilotni studii. Sest geni ABC (ABCBS5, ABCC7,
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ABCCS, ABCC11, ABCC12 a ABCGS) a3 geny SLC (SLC22A2, SLC22A11 a SLC47A2)
byly exprimovany pod hranici detekce, a proto nebyly dale hodnoceny. V nadorech EOC byly
zjistény vyznamné vyssi urovné transkripce ABCA7, ABCA12, ABCA13, ABCB2, ABCB3,
ABCC3 aSLC22A18 ve srovnani s kontrolni ovarialni tkani. Naopak turovné ABCAS,
ABCA9, ABCA10, ABCB1, ABCB4, ABCC9, ABCD3, ABCD4, ABCE1, ABCF1, ABCF3,
ABCG2, SLC16A4, SLC22A1, SLC22A3, SLC22A5, SLC47A1, ATP7A a ATP11B byly
v tumorech ve srovnani s kontrolami vyznamné snizeny. Ostatni geny nebyly ve tkanich EOC

vyznamné deregulovany.

Tabulka 2 — Souvislosti mezi hladinami transkriptt zkoumanych genii v tkanich EOC
a klinicko-patologickymi udaji pacientek, které byly zjistény v pilotni studii A a ve validacni

studii B

A. Pilotni soubor

Exprese proteinu Ki67¢

Stadium FIGO Grade Typ EOC Cut-off 15 %
Gen /1L v 172 3 Jiné typy HGSC Spodni Horni %
+0,05" +0,07*
ABCA2 NS 146 0’050 038"1’49 0,07 NS NS NS
ABCA3 1,54+0,07 1,47+0,07 NS NS NS NS
0,018°
r=0,57
ABCAS NS NS NS NS 0,007¢
=0,44
ABCA9 NS NS NS NS 0,044
1,67 £ 0,16* 1,85+ 0,19*
ABCAI10 NS NS NS 0,049 NS
1,80+0,21* 2,00+0,15* 1,81+0,21* 1,96+0,16*
ABCAI2 T NS e NS NS
1,60+0,14* 1,74+0,10* =0,59
ABCBI1 NS NS NS 0,049 0,005
1,410,142 1,54+0,10% 1,35+0,10? 1,54+0,16* =0,56
ABCC3 NS NS 0,015° 0,025° 0,009¢
+0,13° +0,112
ABCC6 NS NS 1,63 0’130 015}31’74 0.1 NS NS
1,58+0,18* 1,75+0,12* =0,55
ABCD2 NS NS NS 0,028 0.010°
1£0.04° 10.05¢
ABCD3 NS NS 1,33 0’040 0071,1’38 0.05 NS NS
1,37+0,06° 1,43+0,08" 1,35+0,05* 1,45+0,07* =0,44
AL R RE 0,038° 0,039° 0,047¢
1,46+0,09* 1,60+0,09*
ABCG2 NS NS NS 0,049 NS
ATP7A 1,50i0,060 047b1 ,46+0,06 NS NS NS NS
+0,06° +0,08°
ATP7B 142 0°060 0343’36 0,08 NS NS NS NS
1,46+0,09* 1,59+0,09*
SLC16A14 NS NS NS 0,044 NS
+0,06° +0,07*
SLC22A5 NS NS 147 0’060 004}}’53 0,07 NS NS
B. Valida¢ni soubor
1,27+0,05* 1,31+0,04* r=0,319
ABCA2 0,012" 0,017°
=0,296
ABCA10 NS 0,025¢

Byly analyzovany souvislosti hladin transkriptii se v§emi klinicko-patologickymi tdaji, ale pro zestruénéni jsou uvedeny pouze signifikantni vysledky.
?Hodnoty jsou primér + smérodatna odchylka. Pro analyzy asociaci klinicko-patologickych charakteristik s hladinami transkripta v nadorech byl pro
kazdy vzorek vypogitan pomér Ct pro konkrétni cilovy gen k aritmetickému priméru Ct pro viechny referen¢ni geny (cilovy gen/REF). Cim niZ&i je tedy
pomér cilovy gen/REF, tim vys§i je hladina transkriptu piislusného cilového genu. ® P-hodnoty podle Kruskal-Wallisova testu; © P-hodnoty podle
Spearmanovy korelace; r, Spearmaniv korelaéni koeficient; ¢ udaje o hlading exprese a progresi proteinu Ki67 jsou k dispozici pouze pro vzorky z Fakultni
nemocnice v Motole. Replikované vysledky v obou souborech jsou zvyraznény tuéné. EOC — epitelialni karcinom vajecnikii; NS — nesignifikantni.
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Souvislosti mezi transkripcnimi urovnémi a klinicko-patologickymi udaji v pilotnim
souboru. Transkrip¢ni trovné cilovych gent ve tkanich EOC byly hodnoceny z hlediska jejich
souvislosti s klinicko-patologickymi charakteristikami (stadium podle FIGO, grade, typ EOC
a exprese proteinového markeru Ki67) (tabulka 2, sekce A) a PFS pacientek hodnocenych jako
TTP (obrazek 2, sekce A).

Hladiny ABCA3, ATP7A a ATP7B byly vyznamné vyssi u pokrocilych karcinomut
stadia FIGO III/IV ve srovnani se stadii I nebo II. Opa¢na tendence byla pozorovana u exprese
genu ABCA12, tj. nizsi hladiny u pacientek s extrapelvickymi metastazami (FIGO III nebo I'V).
Niz$i hladina transkriptu ABCA2 byla zjiSténa unadort grade 3 ve srovnani
s diferencovangj$imi nadory grade 1 nebo 2. ABCA12, ABCC3, ABCC6, ABCD3, ABCGI1
a SLC22AS5 byly nadmérné exprimovany u high-grade ser6znich karcinomi (HGSC) ve
srovnani s ostatnimi podtypy EOC. Byla také pozorovéana vyznamna negativni korelace exprese
proteinu Ki67 s ABCAS, ABCA9, ABCB1, ABCC3, ABCD2 a ABCG]. Pti pouziti 15 % cut-
off Urovné byla potvrzena korelace exprese Ki67 s ABCBI, ABCC3, ABCD2 a ABCGI.
Kromé toho byly odhaleny vyznamné asociace s ABCA10, ABCG2 a SLC16A14. Exprese
genu ABCC9 navic v pilotnim souboru (n=24) vyznamné souvisela s PFS pacientek s EOC.
Pacientky s vys$$i nez medidnovou intratumoralni hladinou ABCC9 méli vyznamné kratsi TTP
nez zbytek pacientek [HR=2,64; 95 % CI, 1,05-6,67). Tato souvislost byla vyznamna
i v Coxove regresni multiparametrické analyze upravené podle stadia, grade a pritomnosti
vzdélenych metastaz (P=0,040).

Transkripcni urovné transportnich genit ve validacnim souboru. Vysledky pilotni studie
byly ovéfeny ve validacnim souboru pacientek. Pro naslednou validaci byly vybrany vSechny
geny, které v pilotnim souboru pacientek (tabulka 2, sekce A) souvisely s n¢kterou z klinicko-
patologickych charakteristik.

VétsSina deregulaci v nadorech ve srovnani s kontrolami pozorovanych v pilotnim
souboru byla potvrzena ve validaéni studii. Konkrétné byly v nadorech ve srovnani
s kontrolnimi tkdnémi sniZeny hodnoty ABCAS, ABCA9, ABCA10, ABCB1, ABCC9,
ABCG2, ATP7A, SLC16A14 a SLC22A5. Geny ABCA12 a ABCC3 byly v nadorech
exprimovany nadmérng.

Souvislosti mezi transkripcnimi urovnémi a klinicko-patologickymi udaji ve validacnim
souboru. Ve validatnim souboru byly hodnoceny asociace mezi hladinami genové exprese
kandidatnich gent a stadiem FIGO, grade nadorh a expresi Ki67 (tabulka 2, sekce B). Nizky
pocet pacientek s jinym typem nadoru nez HGSC ve validatnim souboru vSak znemoZnil
potvrzeni té€chto spojitosti.

Byla potvrzena souvislost exprese ABCA2 v EOC se stupném pokrocilosti. Na rozdil
od pilotni studie odhalila analyza validacniho souboru vyznamnou korelaci hladin ABCA2
a ABCA10 s expresi markeru Ki67.

Souvislost ABCC9 s PFS pacientek s EOC pozorovand v pilotnim souboru nebyla
analyzou valida¢niho souboru (n=29) potvrzena. Analyzy valida¢niho souboru vSak odhalily
vyznamné souvislosti nadmérné exprese ABCA9 (HR = 0,46; 95 % CI, 0,20-1,04), ABCA10
(HR =0,17; 95 % CI, 0,06-0,49), ABCG2 (HR =0,41; 95 % CI, 0,18-0,95) a SLC16A14
(HR =0,24; 95 % CI, 0,09-0,61) s delSim ¢asem do progrese pacientek s EOC (obrazek 2,
sekce B). Multiparametricka analyza upravena podle stadia, stupné a pfitomnosti vzdalenych
metastaz byla vyznamnid pro ABCA10 (P=0,001), ABCG2 (P=0,038) aSLCI16A14
(P =0,003), ale ne pro ABCA9 (P = 0,060).
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Obrazek 2 — Souvislosti mezi Grovni exprese a dobou do progrese u pacientek s EOC
v pilotnim (A) a valida¢nim (B) souboru stanovené pomoci Kaplan-Meierova testu

Analyza sdruzenych souborti (n=53) ukdzala vyznamny vysledek pro ABCG2
(P=0,004; HR =0,46; 95 % CI, 0,25-0,85), ale ne pro ABCA9 (P =0,335), ABCAI10
(P =0,080), ABCC9 (P=0,562) nebo SLCI16A14 (P =0,125). Multiparametrickd analyza
upravend podle stadia, grade a pfitomnosti vzdalenych metastaz ziistala vyznamna pro ABCG2
(P=0,013).

3.3 Diskuse

Ptestoze rizné diive publikované studie pozorovaly vyznamné souvislosti jednotlivych
membranovych transportéri s prognézou karcinomu ovaria a predikci vysledkd 1é€by,
komplexni studie klinicko-patologického vlivu membranovych transportérii u karcinomu
ovaria chybi. Cilem této prace bylo ¢astecné zaplnit tuto mezeru a pripadné poskytnout nové
poznatky a predpokladané markery s prognostickym vyznamem nebo cile pro navrh nové
terapie u EOC.

14



V této préci bylo zjisténo né€kolik zmén v urovni genové exprese ABC a SLC transportérii
a ATPé4z mezi nadory a kontrolami. Snizeni regulace ABCAS, ABCA9 a ABCA10 v nadorech
ve srovnani s nenddorovymi tkanémi je v souladu s piedchozim pozorovanim u kolorektalnich
karcinomt (Hlavata et al. 2012). Krom¢ toho byl v nadorech ve srovnani s kontrolami
downregulovan gen ABCBI1, coz potvrzuje piedchozi pozorovani u tkani EOC (Ehrlichova et
al. 2013), prsu (Hlavac et al. 2013) a kolorektalnich karcinomi (Hlavata et al. 2012). Geny
ABCB2, ABCB3 a ABCC3 byly v nadorech ve srovnani s kontrolnimi tkdnémi upregulovany,
coz bylo dfive prokazano u recidivujicich karcinomt vaje¢nikli [ale ne u primarnich 1€zi;
(Auner et al. 2010)] a ukarcinomu pankreatu (Mohelnikova-Duchonova et al. 2013).
Pozorovali jsme také upregulaci ABCCI, ktera vSak nebyla signifikantni (P>0,05). Nemohli
jsme tedy potvrdit upregulaci genu ABCC1 dfive pozorovanou u karcinomii vajecnikl
Aunerem et al (Auner et al. 2010) a Ehrlichovou et al (Ehrlichova et al. 2013).

Je znamo, ze SLC transportéry a ATPazy slouzi jako uptake a efluxni pumpy 1é¢iv na
bazi platiny a piispivaji také krezistenci bunc¢k karcinomu vajeénikd vici cisplatingé a
karboplatiné (Januchowski et al. 2014; Katano et al. 2003; Samimi et al. 2004; Burger et al.
2010). Pozorovana downregulace (v pilotnim i validaénim souboru) SLC16A14 je v souladu
s diive popsanou downregulaci u multirezistentni bunécné linie karcinomu vajecnikit W1
(Januchowski et al. 2013). Validovana downregulace SLC16A14, SLC22A5 a ATP7A u EOC
ve srovnani s kontrolami pozorovana v této studii tedy naznacuje jeji potencidl pro predikci
vysledku terapie.

Pozorované snizeni hladiny transkriptu ABCA2 unadord grade3 ve srovnani
s karcinomy grade 1 nebo 2, které bylo potvrzeno ve validacni studii, budi dal$i zdjem. Ve
validacnim souboru byl navic zjiStén negativni vztah mezi expresi ABCA2 a expresi proteinu
Ki67. Proteinovy marker Ki67 je exprimovan v bunikdch s vysokou proliferaéni aktivitou a je
spojovan s pokrocilym stadiem a vysokym grade ovaridlnich nadorti (Kamal et al. 2012). Nizka
exprese ABCA2 tedy miZze byt novym markerem agresivniho chovani nadoru a jeji vztah ke
Ki67 by mél byt dale prozkouman.

Kromé& ABCA2 korelovalo v pilotni studii s expresi Ki67 dalSich osm gentt ABC
transportérti (ABCA8/9/10, ABCB1, ABCC3, ABCD2 a ABCG1/2), SLC16A14 a SLC22AS5.
Z4dna z téchto asociaci nebyla potvrzena ve validaénim souboru, byla viak zjiiténa negativni
korelace ABCA10 s hladinou Ki67, coz naznacuje univerzalnéjsi tlohu této rodiny ABC
transportérii. Transportéry ABCA jsou aktivni v bunéném transmembranovém transportu
lipidi (Kaminski et al. 2000; Jessup et al. 2006), coz naznacuje zapojeni zmén v transportu
lipida (zpiisobenych sniZenou expresi konkrétnich genit ABCA, napt. genit ABCA2 a ABCA10
pozorovanych v pilotni studii) do zvySené proliferace bun¢k karcinomu vajecnikti. V literatute
nejsou k dispozici zadné dalsi udaje o asociaci ABC a SLC transportnich genii s markerem
Ki67 tykajici se karcinomu vajecnikti. Nicméné vyssi podil Ki67 pozitivnich bunék ve vzorcich
karcinomu vaje¢nikli pochazejicich z primarnich operaci byl zjistén u pacientek s kratsi dobou
bez progrese (Surowiak et al. 2006). Vysledky této studie proto naznacuji, Ze stanoveni vztahu
mezi expresi mRNA nebo proteinu membranovych transportéra a Ki67 mtze byt dilezité pro
diagnostiku pokrocilych stadii a progndzu karcinomu vajecniki.

Nadory vajec¢nikil se dé€li na n€kolik histologickych typt, z nichz nejcastéjsi je HGSC.
Jednotlivé typy se lisi svym genetickym profilem (Beaufort et al. 2014). Zmény v expresi genli
membranovych transportérii vSak nejsou prozkoumany. V této praci jsme identifikovali
vyznamné vztahy mezi péti ABC (ABCA12, ABCC3, ABCC6, ABCD3 a ABCGI1)
a SLC22AS5 geny a HGSC, které¢ by mély byt dale sledovany. Gen ABCC3 proptjcuje
rezistenci k 1ékiim a podili se na transportu glutationu v bunikach karcinomu vaje¢nikii (Kool et
al. 1999). Nedavno bylo zjisténo, Ze ABCC3 slouzi jako marker mnohocetné 1ékové rezistence
a jako prediktor nepfiznivého klinického vysledku u nemalobunécného karcinomu plic (Zhao
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et al. 2013), coz podporuje nase udaje o nadmérné expresi ABCC3 v tkdnich HGSC. Ve studii
Xu et al. byla zjisténa upregulace proteinu ABCC7 u ser6zniho a svétlobunécného typu
karcinomu vaje¢niki ve srovnani s ostatnimi histologickymi typy. Byl také spojen s mirou
proliferace bun¢k ovaridlniho karcinomu v experimentech in vitro, coZ naznacuje potencialni
vyuziti tohoto genu jako markeru agresivity EOC (Xu et al. 2015). V nasi studii byla zjisténa
velmi nizka hladina transkriptu ABCC7, coz znemoziuje dalsi zkoumani tohoto genu. Nicméné
podle vysledkt Xu et al (Xu et al. 2015) by m¢l byt mechanismus funkce genu ABCC7 u EOC
sledovan funk¢nimi experimenty in vitro.

Hladina genové exprese ABCC9 byla spojena s piezitim bez progrese (hodnoceno jako
TTP) u pacientek s EOC, které byly zahrnuté do pilotniho souboru, ale nikoli do valida¢niho
souboru. Predchozi studie zjistila souvislost mezi amplifikaci ABCC9 a rezistenci k 1¢kim
v prognéze karcinomu vajeénikii nebyla zndma. Naopak ABCA9, ABCA10, ABCG2
a SLC16A14 vyznamné souvisely s PFS ve valida¢nim souboru, ale ne v pilotnim souboru
pacientek. Pravdépodobnym zdrojem téchto rozporti by mohla byt variabilita histologickych
podtypi analyzovanych soubort pacientek. Proto jsme také provedli souhrnnou analyzu PFS
v obou souborech dohromady. V kombinované analyze obou soubord byla vyznamna pouze
na prognosticky marker u pacientek s EOC vyplyvajici z této studie.

Z nedavno zkoumanych gentit ABC transportérii se zjistilo, Ze pouze ¢lenové podrodiny
ABCA maji souvislost s pfezitim pacienti. Nadméma exprese ABCA1/5/8 a ABCA9
v primarnich nadorech byla vyznamné spojena se zkracenym celkovym piezitim pacientek
s HGSC vaje¢nikti (Hedditch et al. 2014). Nadmérna exprese ABCG2 byla nedavno spojena
s chemorezistenci buné€k karcinomu vaje¢nikli (Januchowski et al. 2014; He et al. 2014) a stejné
tak nadmérna exprese SLC16A 14 (Januchowski et al. 2014). Uloha t&chto gendi v odpovédi na
chemoterapii a vysledku onemocnéni by tedy méla byt déle sledovana v kontextu s dalSimi
molekuldrnimi znaky, napt. grade nebo Ki67.

Zavérem lze konstatovat, ze tato studie odhalila vyznamné rozdily v profilu genové
exprese ABC, SLC a ATPazovych transportérti u priméarnich ovarialnich karcinomii ve
srovnani s kontrolami ataké pozoruhodné asociace mezi genovou expresi a klinicko-
patologickymi 1daji pacientek. Predev§im exprese genu ABCA2 souvisela s grade EOC
a expresi proteinového markeru Ki67. Kromé toho byly zjistény rozdily v profilu exprese
membranovych transportéri mezi HGSC a ostatnimi histologickymi podtypy EOC, coz
naznacuje roli jednotlivych transportnich genii v klinickém vysledku. ABCA9, ABCA10,
ABCC9, ABCG2 a SLC16A14 vyznamné souvisely s PFS v jednom souboru sledovanych
pacienti a ABCG2 vobou souhrnnych souborech. Tyto geny jsou tedy novymi
pfedpokladanymi markery progndzy karcinomu ovaria a cilem pro ovéteni jejich klinické
uzite€nosti vétsi nezavislou follow-up studii.
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4 Karcinom hrdla délozniho u mladych zen — redukce radikality
u ¢asnych stadii

4.1 Pacientky a metody

Tato prace uvadi prehled 20 let zkuSenosti s dvoufazovou méné¢ radikalni fertilitu
zachovavajici operaci u Zen s karcinomy IA1 (LVSI pozitivni), IA2 a IB1 (<2 cm v nejvétSim
praméru s infiltraci, ktera nepiesahuje vice nez poloviny stromatu délozniho hrdla). Navazuje
na pilotni studii 27 ptipadl publikovanou v roce 2007 (Rob et al. 2007). Studie byla schvélena
etickou komisi naSich instituci. Fertilitu Setfici operace byla nabidnuta vSem Zendm s casnym
stadiem karcinomu délozniho hrdla (IA1 s pozitivnim LVSI, 1A2 a IB1 <2 cm v nejvétsim
praméru s infiltraci méné nez poloviny cervikalniho stromatu), které¢ doufaji, ze po 1écb¢
rakoviny porodi. S ohledem na Casové rozpéti jsme pouzili klasifikaéni systém FIGO pro
karcinom d€lozniho hrdla z roku 2009 (Pecorelli et al. 2009) a ne aktualizovanou variantu.
Vylucovacimi kritérii byly neuroendokrinni nadory (ale ne adenokarcinomy s neuroendokrinni
komponentou) a v€k nad 40 let. VSechny zeny podepsaly ptfed operaci informovany souhlas
a byly pouceny o pfesné povaze vykonu. Histopatologicka diagnéza byla provedena excizi,
punkéni biopsii nebo konizaci. VSechny pacientky podstoupily klinické vySetfeni, expertni
kolposkopii, expertni vagindlni ultrazvukovou volumetrii a magnetickou rezonanci (MRI).
U vSech Zen bylo provedeno mapovani sentinelovych lymfatickych uzlin (SLNM, z angl.
sentinel lymph node mapping) pomoci patentové modfi a radiokoloidu technecia (ultrakratky
protokol) a sentinelové lymfatické uzliny (SLN, z angl. sentinel lymph nodes) byly odeslany
k peropera¢nimu histopatologickému vysetieni ,,frozen section* (FS) (Rob et al. 2007). Pokud
byl tento rozbor negativni, néasledovala systematickd LAP. U n¢kterych zen s IA1 LVSI
pozitivnim karcinomem a IA2 byla provedena pouze biopsie SLN. U vSech Zen byla provedena
,selektivni parametrektomie a z paracervixu byl exstirpovan oznafeny modie zbarveny
aferentni lymfaticky kanal. Pokud bylo definitivni histopatologické vySetieni negativni, 7 dni
po laparoskopii pacientky s karcinomem IB1 podstoupily prostou trachelektomii a pacientky
s karcinomem IA1 nebo IA2 konizaci jehlou s velkym konusem. V ptipadé pozitivnich
zmrazenych fezii bylo od laparoskopie upusténo a byla provedena radikéalni hysterektomie
(RH) typu C2 s panevni a dolni paraaortalni lymfadenektomii (o tomto postupu byly pacientky
pouceny v informovaném souhlasu). Pokud definitivni histopatologie prokdzala metastazy
v lymfatickych uzlinach nebo byly zjiStény pozitivni okraje trachelektomie, pacientky rovnéz
podstoupily RH. Dfive publikovany protokol nebyl v pritbéhu studie ménén (obrazek 3). Zeny
byly sledovany 4 3 mésice po dobu 2 let a poté 4 6 mésicii. Nasledné navstévy zahrnovaly
onkologickou cytologii, kolposkopické a gynekologické vySetfeni. Stér na HPV-HR byl
proveden 6 mésicl a 2 roky po operaci. Protokol, podrobné popsany v ptedchozi studii (Rob et
al. 2007) se v pribehu let nezménil (véetné zpracovani SLN) (obrazek 3).
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[ ]
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Large cone (IA2) Radical hysterectomy
Simple trachelectomy Wertheim ITI

Obrazek 3 — Protokol fertilitu zachovavajiciho managementu ¢asnych stadii karcinomu
délozniho hrdla (Rob et al. 2007)

4.2 Vysledky

Od ledna 1999 do prosince 2018 bylo do studie zatazeno 91 zen. Median veéku byl
29,1 roku (rozmezi 21-40 let). Devét zen (9,9 %) mélo karcinom délozniho hrdla ve stadiu [A1
a viechny (100 %) mély pozitivni LVSI. Ctrnact Zen (15,4 %) mélo stadium IA2 a Sest z nich
mélo pozitivni LVSI (42,9 %). Stadium IB1 (<2 cm s infiltraci do poloviny stromatu) bylo
diagnostikovano u 68 (74,7%) Zen a26znich (38,2%) mélo pozitivni LVSL
Dlazdicobunécény karcinom byl zjistén u 66 (72,5 %) Zen, adenokarcinom u 20 (22,0 %)
a adenoskvamoézni karcinom u 4 (4,4 %). U jedné pacientky byl konizaci diagnostikovan
adenokarcinom spole¢né se skvamoznim karcinomem (1,1 %). Diagnoza byla stanovena na
zaklad¢ punkéni biopsie u 18 zen (17,8 %) akonizace u 73 (82,2 %) zen. Rezidudlni
onemocnéni bylo pfitomno ve vSech ptipadech po punkcni biopsii. Tticet pét zen, které
podstoupily konizaci, nemélo v definitivnim histopatologickém vzorku Zzadné rezidudlni
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onemocnéni (47,9 %). Sedmnact zen mélo po konizaci rezidudlni prekancerézu (23,3 %) a
21 Zen rezidudlni invazivni karcinom ve vzorku z trachelektomie (28,8 %). Padesat jedna Zen
byly nullipary (56,0 %), 33 zen mélo jedno dité (36,3 %), 5 Zen mé&lo dv¢ déti (5,5 %) a 2 zeny
meély tfi déti (2,2 %). VSechny Zeny, které mély vice neZ jedno dit€, mély nového partnera.
U vsech zen bylo provedeno SLNM. Mira detekce SLN byla u kazdé pacientky 100 % a mira
detekce specifické strany 96,7 %. U deviti Zen byly odstranény pouze SLN. U vSech ostatnich
zen byla provedena kompletni laparoskopicka LAP. U deviti zen (9,8 %) byly diagnostikovany
pozitivni lymfatické uzliny. U osmi zen byly pozitivni uzliny zjistény pomoci peroperacni
»freeze® biopsie, dv€ znich mély mikrometastdzy v SLN (toto zjisténi ndS terapeuticky
management neméni). U jedné zeny byla mikrometastaza zjiSténa imunohistochemicky (IHC)
pfi definitivnim histopatologickém vySetieni. Jenom jedna Zena méla vic nez jednu pozitivni
lymfatickou uzlinu (tabulka 3). U vSech deviti Zen byla provedena RH typu C2 a panevni
a dolni paraaortdlni lymfadenektomie a u dvou zen RH typu C1 pro tésné okraje nadoru.
Fertilita byla zachovéna u 80 Zen (87,9 %).

U tii pacientek se vyskytly peroperacni laparoskopické komplikace. V jednom piipadé
doslo k poranéni zevni ilické Zily pti laparoskopické lymfadenektomii, které bylo vyfeSeno bez
nutnosti konverze. Ve dvou ptipadech dosSlo pfi laparoskopické identifikaci aferentniho
lymfatického kanalu k poranéni déloZnich cév v mediélni ¢asti lateralnich parametrii. U jedné
pacientky se krvaceni nepodafilo laparoskopicky zastavit a byla provedena konverze na
laparotomii. Nedos$lo vSak ke krevni ztraté, kterd by vyzadovala krevni transfuzi. Lymfedém
dolnich koncetin byl pozorovan u tii (4,3 %) Zen po kompletni laparoskopické LAP. U jedné
(1,3 %) pacientky byla Sest mésicii po trachelektomii diagnostikovana stendza kanalu délozniho
hrdla a pacientka podstoupila jeho dilataci v celkové narkéze. Tti roky po operaci byla u jedné
(1,3 %) pacientky diagnostikovana multifokdlni vulvarni intraepitelidlni neoplazie (VIN)
tietiho stupné.

Tabulka 3 — Pacientky, které podstoupily radikalni hysterektomii

Inic. Vék Rok Dg Histotyp Velikost | LVSI TNM Operace Adjuvantni Soucasny stav
nadoru terapie
(mm)
JP 33 2001 K Spinoca 5x4 + pT1a2pN1 | LS —1 pozit. sentinel, EBR CR, 19 let

konverze na RH
RH — reziduum RO, LN
38/1 pozit.
LP 32 2002 K Spinoca 9x4 - pT1blpN1 | LS -1 pozit. sentinel, EBR CR, 18 let
konverze na RH
RH - reziduum RO, LN

42/1 pozit.
JP 27 2002 B VG adenoca 5x6 = pTlblpNl LS -1 pozit. sentinel, Odmitla EBR  Recidiva
konverze na RH (vajecnik,
RH - reziduum plice) po
10x8mm, LVSI+ 14 mésicich,
umrti po
20 mésicich
ML 33 2004 K Spinoca 12x 8 - pT1blpNl | LS —1 pozit. sentinel, EBR CR, 16 let
konverze na RH
RH - reziduum CIN 11,
LN 44/1 pozit.
KK 31 2004 K Spinoca 2x1 ¥ pTlalpN1l LS -1 pozit. sentinel, Bez CR, 16 let
konverze na RH adjuvance
RH — reziduum RO, LN
21/1 pozit.
SZ 36 2006 B Adenoca 3x5 + pT1blpNl | LS -1 pozit. sentinel, EBR CR, 14 let

konverze na RH
RH — reziduum
8 x 5 mm, LVSI+, LN
37/1 pozit.
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PV 35 2011 K Spinoca 8x4 = pTlblpNl LS -1 pozit. sentinel, EBR CR, 9 let
konverze na RH
RH - reziduum RO, LN
47/1 pozit.
HM 32 2011 B Spinoca 3x4 + pTla2pNl LS —29 neg. LN, EBR CR, 9 let
1 fale$né negativni LN
perop., postop. 1 mm
meta
Reoperace RH —
reziduum RO, LN 19/0
(29+19/1 pozit.)

SS 36 2018 K Adenoca 3x3 4+ pTlalpNl LS -1 pozit. sentinel, Chemoterapie CR, 2 roky
konverze na RH + EBR
RH —

reziduum 2 x 2 mm, 2x
mikrometa v sentinelu
+ 1,5 mm pozit. LN
v pravém parametriu,
LN 43/3
KM 29 2013 K Spinoca 25x 10 + pTlblpNO LS —neg., ale pozitivni Bez CR, 7 let
okraj v trachelektomii | adjuvance
RH - reziduum 1 mm,
LN 22/0
\'A% 41 2014 B Adenoca 30x 12 + pT1blpNO LS —neg., ale pozitivni Bez CR, 6 let
okraj v trachelektomii =~ adjuvance
RH — reziduum 0 mm,
LN 33/0
DG — diagndza, K — konizace, B — biopsie, Spinoca — dlazdicobunéény karcinom, Adenoca — adenokarcinom, VG adenoca — viloglandularni
adenokarcinom, LS — laparoskopie, RH — radikalni hysterekotmie, LN — lymfatické uzliny, LVSI — lymfangioinvaze, CIN — cervikalni
intraepitelialni neoplazie, EBR — zevni radioterapie, CR — kompletni remise

U ctyt z 80 Zen, u nichz byla zachovana fertilita, doslo k recidivé karcinomu (5,0 %)
(tabulka 4). Zadna z nich vak na toto onemocnéni nezemiela (mira imrtnosti 0,0 %). Viechny
tyto pacientky mély dlazdicobunéény karcinom. Jedna pacientka méla ve vzorku z hrdla
délozniho karcinom ve stddiu IB1, LVSI negativni, vel. 8§ x 5 mm a vzorek z trachelektomie
obsahoval reziduum nadoru 2 x 2 mm. Dvacet sedm lymfatickych uzlin bylo negativnich.
Recidiva byla diagnostikovdna v cervikdlnim isthmu 10 mésici po operaci. Pacientka
podstoupila chemoradioterapii a po dobu 18 let byla bez zndmek onemocnéni. Druha Zena méla
nador ve stadiu IA1 LVSI pozitivni o velikosti 3 mm v nejvétSim primeéru se stromalni invazi
1,2 mm v konusu. Rekonizace byla negativni a taktéz 2 SLN. Spontanné porodila 22 mésicti po
operaci v 36. tydnu te¢hotenstvi. Prvni HPV-HR test byl pozitivni a druhy negativni. Recidiva
byla diagnostikovana 33 mésiclh po trachelektomii. Pacientka podstoupila neoadjuvantni
chemoterapii, nasledné¢ RH a adjuvantni radioterapii (LVSI v parametriich). Kompletni remise
v dobé psani této prace pretrvavala jiz 8 let. Treti pacientka méla IB1 LVSI pozitivni nador
o velikosti 12 mm v nejvétsSim priméru a stromdlni invazi 2mm v hrdle déloZnim.
Trachelektomie byla negativni, stejné jako 31 lymfatickych uzlin. Porodila spontanné
v terminu 15 mésicl po operaci. Prvni HPV-HR test byl negativni a druhy pozitivni. Isthmicka
recidiva byla diagnostikovana 38 mésicii po operaci, aproto pacientka podstoupila
neoadjuvantni chemoterapii, radikalni hysterektomii a adjuvantni radioterapii (pro tésné
okraje). Pacientka je v dobé& psani této prace jiz 11 let bez onemocnéni. Ctvrta pacientka méla
IB1 LVSI pozitivni dlazdicobunéény karcinom o velikosti 8 x 3,3 mm v hrdle déloznim
a rezidualni nddor 5 x 2 mm v preparatu po trachelektomii. Celkem 23 lymfatickych uzlin bylo
negativnich. Cty¥i roky po operaci podstoupila konizaci pro pozitivitu onkologické cytologie
(AGC-NOS) a HPV-HR pozitivitu. Vzorek byl negativni. P&t let po operaci potratila v prvnim
trimestru arok poté nasledné porodila dit€ v 36.tydnu téhotenstvi. Recidiva byla
diagnostikovana pii umélém ukonceni téhotenstvi po neumyselné koncepci 87 mésicti od
primarni operace. Podstoupila RH a adjuvantni teleterapii (pro tésné okraje). Po tfech letech
byla tato pacientka bez znamek detekovatelného onemocnéni.
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Tabulka 4 — Pacientky s recidivou po fertilitu zachovavajici operaci

< . - g Preparat Doba Misto Lécba .
VEk | Histotyp Biopsie Stadium trachelektomie Stav LN recidivy | recidivy  recidivy Poznamka
LS — irainen § mir Karcinom Lokalni
29  Spinoca invaze 5 mm, non in IB1 27 negat. 10 mésic P CHRT NED
2 x 2 mm centralni
sano, LVSI-
. K — karcinom 3 mm, . Lokalni NAC, RH, NED, spont. porod
30 Spinoca invaze 1,2 mm, LVSI+ IAl Negat. 2 negat. 33 mésic centralni ART 22 mésict po operaci
. K — karcinom 12 mm, « . Lokalni NAC, RH, NED, spont. porod
Mo | Spineen invaze 2 mm, LVSI+ 12 NEES Ml mers S TS centralni ART 15 mésict po operaci
NED, spont. abort
. . 1 60 mésict po
. K — karcinom 8 mm, Karcinom . Lokalni .
30 | Spinoca invaze 3.3 mm, LVSI+ IB1 S %2 mm 23 negat. 87 mésic centrdlni RH, ART operaci,

spont. porod
72 mésict po operaci
Spinoca — dlazdicobunéény karcinom, K — konus, LVSI — lymfangioinvaze, LN — lymfatické uzliny, CHRT — chemoradioterapie, RH — radikalni
hysterektomie, NAC — neoadjuvantni chemoterapie, ART — adjuvantni radioterapie, NED — bez znamek onemocnéni (z angl. no evidence of disease)

U jedné zeny léCené pro dlazdicobunécny karcinom IB1 (grade 3, LVSI negativni, 18 mm
v nejvétsSim priméru s hloubkou invaze 8 mm, 20 negativnich lymfatickych uzlin) byl
38 mésict po operaci diagnostikovan isthmicky duplicitni adenokarcinom grade 3. Podstoupila
chemoradioterapii a po 22 mésicich na toto onemocnéni zemiela. Tento piipad nelze povazovat
za recidivu, ale za nové onemocnéni.

Median sledovani byl 149 mésict. Dvacet pacientek z prvniho obdobi, u kterych byla
zachovana fertilita, podstupovalo béhem sledovéani cytologii, kolposkopii a gynekologické
vySetfeni (publikovdno 2007). P&t Zen z této skupiny pacientek, které neplanovaly t€hotenstvi
(porodily nebo se rozhodly nemit potomka), podstoupilo béhem sledovani hysterektomii. Ctyfi
z nich mély abnormalni cytologii (HSIL, ASC-US, AGC-NOS nebo LSIL) a prekancerozu
v definitivni histologii (CIN2, CIN1, CIN1 a CIN1). U jedné pacientky byla provedena
hysterektomie na zéklad¢ vlastni zadosti a histologie byla negativni. Sledovani 60 Zen ve
druhém obdobi zahrnovalo HPV-HR testovani. Sest mésicli po operaci podstoupily HPV-HR
test a poté v pravidelném intervalu kazdé dva roky. U ¢tyfech z téchto Zen byl Sest mésict po
operaci test HPV-HR pozitivni, ale vSechny dalsi testy byly negativni. Tfi Zeny, které
v soucasné dobé touzi po te¢hotenstvi, maji HPV-HR pozitivni a cytologii negativni. Devét
pacientek, které definitivné neplanovaly téhotenstvi, podstoupilo na zdklad¢ pozitivniho testu
HPV-HR béhem sledovani (tfi také s cytologii LSIL) hysterektomii. U dvou z deviti pacientek
byla diagnostikovéana cervikalni intraepitelidlni neoplazie druhého stupné (CIN2), pét mélo
CIN1 audvou byla negativni histologie. Jedna pacientka podstoupila béhem sledovani
hysterektomii pro cytologii LSIL pii negativnim HPV-RH testu. Jeji definitivni histologie byla
negativni. Deset Zen s negativnim HPV-HR testem podstoupilo hysterektomii na vlastni Zadost;
pouze u jedné byl pii definitivnim histopatologickém hodnoceni zjisténa CIN1. VSechny ostatni
byly negativni.

Tabulka 3 uvadi podrobné informace o pacientkach, které podstoupily RH pro pozitivni
lymfatické uzliny nebo tésné okraje. Pouze jedna pacientka, kterd odmitla adjuvantni
radioterapii pro pozitivni lymfatické uzliny, na toto onemocnéni zemiela. VSechny ostatni ziji
bez znamek onemocnéni.
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4.3 Diskuse

Tato studie je nejrozsahlejsi praci zabyvajici se méné radikalni fertilitu zachovavajici
operaci u ¢asného stadia karcinomu délozniho hrdla v nejvétsim praiméru < 2 cm v rdmci jedné
instituce. Mira recidivy v na$i studii byla 5,0 %. Betivegna v systematickém piehledu uvadi
miru recidivy po mén¢ radikalni operaci 1,8 % (n = 226 pacientek) (Bentivegna et al. 2016).
Stejny ptehled vSak uvadi miru recidivy 4 % po radikdlni vaginalni trachelektomii u nadort
<2 cm v nejveétsim pruméru. Nékteré studie z tohoto piehledu nezatadily do méné radikéalnich
skupin pacientky s LVSI. V nasi studii nebyla LVSI vylucovacim kritériem.

Typické recidivy po radikélni hysterektomii pro karcinom délozniho hrdla se objevuji do
dvou let od operace a jsou vzdalené (paraaortalni lymfatické uzliny, plice, jatra atd.) (Sedlis et
al. 1999). V naSem souboru pacientek jsme pozorovali pouze lokalni istmické recidivy. Pouze
u jedné Zeny doslo k recidivé diive (10 mésicti po operaci). Nabizi se otazka, zda vSechny
recidivy byly skute¢né recidivami. Po konzervativni 1é¢bé cervikdlni intraepitelidni 1éze je
riziko invazivniho karcinomu délozniho hrdla pétkrat vyssi nez v bézné populaci (Soutter et al.
2006). Vzhledem k malému poctu ptipadt nejsou k dispozici tidaje o riziku nového invazivniho
karcinomu délozniho hrdla po fertilitu Setfici operaci. Tti ze Ctyft recidiv v nasi studii se objevily
po 33, 38 a 87 mésicich od operace a vSechny tfi Zeny predtim porodily. U zen, u nichz doslo
k recidivé 38 mésicli po operaci, byl prvni HPV-HR test negativni a druhy pozitivni. Recidiva
po 87 mésicich se zda byt spiSe novym onemocnénim. Tato Zena podstoupila konizaci pro
pozitivitu HPV-HR a konizace byla negativni.

Jiz diive zminéna studie LACC (Ramirez et al. 2018) neddvno vznesla otdzku ohledné
bezpe¢nosti minimaln¢ invazivni chirurgie u karcinomu délozniho hrdla. Studie uvadi pomér
rizika recidivy onemocnéni nebo umrti 3,74 u pacientek s karcinomem délozniho hrdla, které
podstoupily minimaln€ invazivni zakrok oproti oteviené operaci. Abdomindlni pfistup pii
fertilitu zachovavajici operaci je problematicky, protoze pfiblizné u 60 % zen, které
podstoupily abdominalni trachelektomii, se objevily komplikace, které ovlivnily jejich plodnost
(sten6za délozniho hrdla, neprichodnost vejcovodu atd.) (Rob et al. 2011). Minimalné
invazivni lymfadenektomie v kombinaci s vaginédlni trachelektomii je pro plodnost Zen
Setrn¢j$i. V nasem souboru pacientek jsme vzdalenou recidivu nepozorovali a vSechny
pacientky s recidivou byly vyléceny. Studie LACC uvadi vyssi pocet lokoregiondlnich a také
vzdalenych recidiv v minimaln€ invazivni skupiné. Pfi operaci jsme nikdy nepouzili déloZni
manipulator a vSechny nase pacientky podstoupily SLNM. SLN byly odeslany na peroperacni
»ireeze biopsii auvSech pacientek byl proveden kompletni imunohistochemicky
mikrostaging. Negativni lymfatické uzliny byly tedy skute¢né negativni a s délohou jsme
v Zadném rozsahu nemanipulovali. VSechny lymfatické uzliny byly navic odstranény okamzité
a 7adné resekované lymfatické uzliny jsme pred odstranénim nehromadili v duting bfiSni.

Nabizi se otazka, jestli mize parametrektomie pfi radikalni vaginalni trachelektomii
ovlivnit miru recidivy u karcinomu déloZniho hrdla <2 cm v nejvét§im primeéru s postizenim
parametrii spojenym s metastdzami v panevnich lymfatickych uzlinach (Strnad et al. 2008;
Covens et al. 2002). U vSech naSich pacientek byla provedena SLNM, odstranéni aferentnich
lymfatickych kanalt z parametrii (k definitivnimu histopatologickému vySetteni) a peroperaéni
vySeteni sentinelovych uzlin. Strnad et al. uvadéji 133 pacientek s negativnimi SLN bez
postizeni parametrii (Strnad et al. 2008). SLNM mtiZe snizit miru faleSné negativnich nalezt
a zajistit méné radikalni operaci u Zen s Casnym stddiem karcinomu délozniho hrdla. Nase
vysledky jsou podobné vysledkim vagindlni radikalni trachelektomie unadori <2 cm
(Bentivegna et al. 2016). Potvrzuji nasi hypotézu, Ze radikalita u takto malych nadort miize
zvysit morbiditu a ovlivnit vysledky fertility.
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Casné stadium karcinomu délozniho hrdla se v n&kterych centrech fesi konizaci s velkym
konusem a panevni lymfadenektomii (Tomao et al. 2017; Maneo et al. 2011; Salihi et al. 2015).
U pacientek s vysokym rizikem se pouzivd neoadjuvantni nebo adjuvantni chemoterapie
(Tomao et al. 2017; Maneo et al. 2011). Neoadjuvantni chemoterapie se pouziva v piipadé
rizika tésného chirurgického okraje. Adjuvantni 1écba se aplikuje v ptipad¢ pritomnosti LVSI
a stromalni invaze mens$i nez 3 mm. V nasi skuping€ pacientek musely byt adekvatni chirurgické
okraje vétsi nez 5 mm. Po fertilitu zachovavajici operaci jsme nepouzili zddny druh adjuvantni
1éCby. Proto jsme konizaci provadéli pouze u pacientek s karcinomy ve stadiu IA1 s LVSI
a karcinomy ve stadiu [A2.

Pacientky po trachelektomii maji alterovanou anatomickou stavbu ponechané délohy.
Zatim neexistuje zadné obecné ptijaté doporuceni pro nasledné sledovani zen, které podstoupily
fertilitu zachovavajici operaci pro karcinom délozniho hrdla. VSechna centra pouzivaji béhem
nasledného sledovani cytologické stéry, ale tyto nejsou vzdy piesné a urceny k detekci rakoviny
délozniho hrdla. Neékteré cytologie jsou nevyhovujici z diivodu absence endocervikalnich
bun¢k (Lanowska et al. 2014). Tato absence je zplisobena tim, ze cervikalni kanal je po
trachelektomii pfili§ Gzky, a dokonce v nékterych ptipadech dochazi k jeho uplné stendze.
V nasi skupiné pacientek se kompletni cervikalni stendza vyskytla u jedné Zeny, co si vyzadalo
dilataci v celkové narkdze. Neptitomnost endocervikéalnich bunék na cytologickém stéru je pro
pacientku i lékafe velice problematickd, zejména u adenokarcinomu. Tato absence byla
divodem, pro¢ jsme k cytologickému stéru ptidali doplikové vySetteni HPV-HR. Z 10 Zen,
které podstoupily hysterektomii pii negativnim HPV HR, méla pouze jedna LSIL (CIN1).
Vsechny ostatni vzorky byly negativni.

Zavérem lze konstatovat, Ze mén¢ radikalni fertilitu zachovévajici operace s mapovanim
sentinelovych uzlin je bezpecnym postupem u karcinomu délozniho hrdla, ktery ma
v nejvetsim priméru <2 cm a infiltruje méné nez polovinu stromatu. Mira recidivy je
pfijatelnd, bez mortality a s nizkou mirou morbidity. Vzdy je nutné rozSitené a ptesné
sledovani, pti kterém je v ramci néasledného hodnoceni uzite¢né vyuziti HPV HR testace. Na
zakladé soucasnych znalosti o HPV je nezbytné zvazit ockovani proti HPV uzZen po
konzervativni 1é€beé karcinomu délozniho hrdla, aby se ptedeSlo reinfekci (Jentschke et al.
2020).
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5 Souhrn

V prvni ¢asti prace jsme se zabyvali problematikou prognostickych faktori a jejich vlivem na
terapii u karcinomu vajecniki i s ohledem na klinicko-patologické data. Membranové transportéry
(jako ABC, SLC a ATPazy) se podileji na karcinogenezi a rozvoji chemorezistence, ale jejich
vyznam pro prognoézu epitelidlniho karcinomu vajecniki (EOC) je stale malo znamy. Hodnotili
jsme profil genové exprese 39 ABC a 12 SLC transportérti a 3 ATPaz ve tkanich EOC a zabyvali
jsme se jejich vyznamem pro prognozu a klinicky pribéh pacientek s EOC. Byla odhadnuta
relativni exprese gent v souboru primarnich EOC (n=57) a v kontrolnich ovaridlnich tkénich
(n=14) a porovnana s klinickymi udaji a pfeZitim pacientek. Ziskané udaje byly validovany na
nezavislém souboru pacientek (n=60). Sest ABC genti a gen SLC22A18 byly v karcinomech ve
srovnani s kontrolami vyznamné nadmérné exprimovany, zatimco exprese 12 gentit ABC, 5 gent
SLC, ATP7A a ATP11B byla sniZzena. Exprese geni ABCA12, ABCC3, ABCC6, ABCD3,
ABCGI a SLC22A5 byla vyssi u high-grade serd6zniho karcinomu ve srovnani s ostatnimi podtypy.
Exprese genu ABCA2 vyznamné souvisela s grade EOC u obou souborii pacientek. Pozoruhodné
je, ze uroven genové exprese ABCA9, ABCA10, ABCC9 a SLC16A14 vyznamné souvisela s PFS
v pilotnich 1 valida¢nich souborech. Hladina ABCG2 souvisela s PFS v souhrnném souboru
pacientek. Na zaklad¢ vysledkt prace konstatovat, ze geny ABCA2, ABCA9, ABCA10, ABCC9,
ABCG2 a SLC16A14 piedstavuji nové piedpokladané markery progrese EOC a spolu s odhalenym
vztahem mezi expresi ABCA12, ABCC3, ABCC6, ABCD3, ABCG1 a SLC22A5 a high-grade
seroznim EOC by mély byt dale zkoumany prostfednictvim rozséahlejsi sledovaci studie.

Druha ¢ast prace je vénovana problematice feSeni Casnych stadii karcinomu hrdla délozniho
s ohledem na zachovani fertility pii minimalni radikalit¢ vykonu s cilem posoudit bezpecnost této
terapie a jeji vliv na celkovou morbiditu a mortalitu operovanych pacientek. Standardnim postupem
u karcinomu dé€lozniho hrdla je radikalni hysterektomie (RH) a panevni lymfadenektomie (LAP).
Vzhledem ke zvySujicimu se véku Zen pii porodu se fertilita stava velkym problémem. Pacientkam,
které splnily pfedem stanovené podminky (stadium IA1, LVSI pozitivni, stadium [A2 a IB1 (<2 cm
v nejvetsim praméru a infiltraci do méné nez poloviny stromatu) byla nabidnuta dvoukrokova méné
radikalni operace se zachovanim fertility. Pfedoperacni postup sestdval z histopatologické
diagnostiky a vysetfeni magnetickou rezonanci spolu s ultrazvukovou volumetrii. Nasledné bylo
provedeno laparoskopické mapovani sentinelové uzliny (SLNM) se zmrazenym fezem (FS), po
kterém nasledovala panevni lymfadenektomii a v pfipadé¢ negativniho vysledku ,selektivni
parametrektomie” (odstranéni aferentnich lymfatickych kanalG z paracervixu). Po ovéfeni
definitivnim histopatologickym rozborem byla pacientkdm provedena simplexni trachelektomie
(IB1) nebo konizace s velkym konusem (IA1/IA2) tyden po primarni operaci. V obdobi 1999-2018
bylo do studie zatazeno 91 Zen (median véku 29,1, rozmezi 2140 let). Z téchto 91 Zen bylo 51
(56,0 %) nullipary. Mira detekce SLN byla 100 % na pacientku a mira detekce specifické strany
96,7 %. V deviti ptipadech (9,8 %) byly diagnostikovany pozitivni lymfatické uzliny. Tyto Zeny
poté podstoupily RH. Z celkem 11 zen, které ztratily fertilitu v disledku radikalizace pro pozitivni
uzliny nebo nalez non in sano v trachelektomii, zemfela pouze jedind Zena, kterd odmitla
radioterapii. Preziti této skupiny je 91 %. Fertilita byla zachovéna 80 pacientkdm, ale u 4 doslo
k lokani recidiveé (5,0 %). VSechny tyto zeny ziji bez znamek onemocnéni. Mortalita byla 0,0 %.
Median sledovani byl 149 mésict. Na zékladé¢ téchto dat 1ze konstatovat, Ze méné radikalni fertilitu
zachovavajici operace se SLNM je u karcinomi délozniho hrdla o velikosti <2 cm v nejvétsim
rozmeéru s infiltraci méné neZ do poloviny stromatu hrdla délozniho bezpecna. Mira recidivy je
piijatelnd, bez mortality. Morbidita pfi tomto postupu je nizka. Pacientky po této lécbé vsak
vyzaduji extenzivni a presny follow-up, v ramci kterého se zdaji byt pfinosné testy na onkogenni
vysoce-rizikové viry HPV a moznost vakcinace.
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6 Summary

In the first part of the thesis we addressed the issue of prognostic factors and their influence on
therapy in ovarian cancer with regard to clinicopathological data. Membrane transporter proteins
(for example ABC, SLC and ATPases) take part in oncogenesis and the formation of
chemoresistance, however the interpretation of their importance in ovarian cancer prognosis is still
limited. We performed gene expression profiling on 39 ABC and 12 SLC transporters and 3
ATPases in epithelial ovarian cancer (EOC) tissues and assessed the results with respect to
prognosis and clinical presentation of EOC patients. In a cohort of tissues with primary EOC (n =
57) and control tissues (n = 14) we assessed relative expression of genes and compared it with the
clinical and survival information. The data was verified on a separate cohort (n = 60). 6 ABC genes
and the SLC22A 18 gene were considerably over-expressed in the cancer tissues in comparison with
control tissues and the expression of 12 ABC genes, 5 SLC genes, ATP7A, ATP11B was reduced.
The expression of ABCA12, ABCC3, ABCC6, ABCD3, ABCG1, SLC22AS5 genes was greater in
HGSC in comparison with other types. Expression of ABCA2 was considerably related to tumour
grade in both cohorts. Particularly, the expression levels of ABCA9, ABCA10, ABCC9 and
SLC16A14 were considerably related to PFS in both pilot and verification groups. ABCG2 level
was related to PFS in the grouped patient cohort. Based on the results of this study, we can conclude
that genes ABCA2, ABCA9, ABCA10, ABCC9, ABCG2 and SLC16A14 represent new potential
markers of epithelial ovarian cancer progression and collectively with the discovered association
between the expression of ABCA12, ABCC3, ABCC6, ABCD3, ABCG1, SLC22A5 and HGSC
they should be investigated more extensively in future studies.

The second part of the study is devoted to the management of early stage cervical cancer with
regard to fertility preservation with minimal radical surgery, with the aim of assessing the safety of
this therapy and its impact on overall morbidity and mortality in operated patients. The common
procedure for cervical cancer is radical hysterectomy (RH) and pelvic lymphadenectomy (LAP).
Due to the growing age of women at delivery, fertility is becoming a key concern. Patients fulfilling
the predefined criteria (stage IA1, LVSI positive, stage IA2 and stage IB1 (< 2cm and infiltration
<1/2 of the stroma) were offered two-step less radical surgery with preservation of fertility. The
preoperative procedure consisted of histopathological diagnosis and magnetic resonance imaging
along with ultrasound volumetry. Subsequently, laparoscopic sentinel lymph node mapping
(SLNM) with frozen section (FS) was performed, followed by pelvic lymphadenectomy and, in
case of negative results, "selective parametrectomy" (removal of afferent lymphatic channels from
the paracervix). After confirmation by definitive histopathological analysis, patients underwent
simplex trachelectomy (IB1) or conization with a large cone (IA1/IA2) one week after the primary
operation. Between 1999 and 2018, 91 women were included in the study (median age 29.1, range
21-40 years). 51 (56.0%) of these women were nulliparas. The detection rate of SLN was 100% per
patient and the specific side detection rate was 96.7%. Nine cases (9.8%) were diagnosed with
positive lymph nodes and RH was performed. Of the 11 women who lost fertility as a result of
radicalisation for positive lymph nodes or non in sano findings at trachelectomy, only one woman
who refused radiotherapy died. The survival rate of this group is 91%. 80 patients have preserved
their fertility, but 4 have had local recurrence (5.0%). All of these women are alive without signs
of disease. The mortality rate was 0.0%. Median follow-up was 149 months. Based on these data
we conclude that less radical fertility-preserving surgery with SLNM is safe for cervical cancers <
2 cm in greatest dimension with infiltration of less than half of the cervical stroma. The rate of
recurrence is acceptable and there was no mortality observed. This procedure has a low morbidity.
Patients after this treatment however require extensive and accurate follow-up, in which testing for
oncogenic high-risk HPV viruses and the possibility of vaccination appear to be beneficial.
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9 Piednaskova ¢innost

Vzrustajici veék rodicek — problém perinatologicky i spolecensky
(Fuchstiv vecer. Problémy a novinky oboru gynekologie a porodnictvi, Praha, zafi 2011)

Estrogenni deficit, rizika a benefity HRT a ERT
(Podzimni Skola mladych dermatologii, Praha, fijen 2016)

Salpingektomie a tubarni hypotéza vzniku karcinomu ovaria
(XXV. konference Sekce gynekologické endoskopie CGPS CLS JEP, Olomouc, fijen 2016)

Trendy incidence a mortality zhoubnych nadorti vulvy a pochvy, srovnani
s ostatnimi gynekologickymi nadory
(XXXVI. Kaiikiv prazsky onkologicky den gynekologti, Praha, prosinec 2016)

Dnes$ni moznosti gynekologické endoskopie
(193. doskolovaci den v gynekologii a porodnictvi, LEVRET, Praha, bfezen 2017)

Patogeneze nové teorie vzniku karcinomu ovarii. Co pfinasi pro kliniku v praxi.
(Padovctv vecer, Praha, fijen 2017)

Patogeneze nové teorie epitelialnich zhoubnych nadort
(XXXVII. Kankutv prazsky onkologicky den gynekologti, Praha, prosinec 2017)

Laparoskopicka operativa v souboru pacientek s BMI nad 35. Kdy je BMI problém?
(XXVII. konference Sekce gynekologické endoskopie CGPS CLS JEP, Olomouc, fijen 2018)

Nova teorie vzniku epitelialnich zhoubnych nadort
(8. konference nemocni¢nich gynekologii a porodnikt, Mikulov, listopad 2018)

Epitelialni zhoubné nadory ovaria — fertilitu zachovavajici postupy
(XXXVIIL. Kankutv prazsky onkologicky den gynekologi, Praha, prosinec 2018)

Adenokarcinomy délozniho hrdla — klinicky management operabilnich stadii
(XXXVIIL Kankutv prazsky onkologicky den gynekologii, Praha, prosinec 2018)

Technika detekce sentinelovych uzlin a aferentnich lymfatickych kanalii u radikalitu redukujicich
operaci Casnych stadii cervikalnich karcinomt
(XXVIIL konference Sekce gynekologické endoskopie CGPS CLS JEP, Olomouc, fijen 2019)

The technique of sentinel lymph node and afferent lymphatic channel detection in radicality reducing
early stage cervical cancer surgery
(European Gynaecological Oncology Congress 2019 in Athens, listopad 2019)

Laparoskopicka operativa v souboru pacientek s BMI nad 35. Aktualizovany soubor.
(9. konference nemocnicnich gynekologti a porodniki, Praha, listopad 2019)

Endometridza a panevni bolest (ENTOG — online prednaska, fijen 2020)
Dvacet let zkuSenosti s mén¢ radikalnimi fertilitu zachovévajicimi operacemi u karcinomu délozniho
hrdla v ¢asném stadiu: onkologické vysledky

(XXX. konference Sekce gynekologické endoskopie CGPS CLS JEP, Olomouc, listopad 2022)
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