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Abstrakt

Onkologie posledni 1éta postupuje milovymi kroky v diagnostice i 1é€bé. Gynekologické
nadory patii k ¢astym malignitam, které jsou diagnostikovany taktéz u zen v mladém véku.
Diskutovanym tématem poslednich let se stava také tekuté biopsie a jeji ptinos v klinické praxi.
Tekuta biopsie se jevi byt vhodnym ukazatelem prognostickym i prediktivnim. Jeji vyhodou
je minimalni zatéz pro pacienta a lehk4 dostupnost — ziskéva se z periferni krve. V nasi praci

jsme analyzovali cirkulujici nadorové bunky (CTC).

V nasi praci jsme se zaméfili na pacientky s karcinomem hrdla délozniho, které podstoupily
1écbu radikalni radioterapii. Do souboru bylo zatazeno celkem 30 pacientek, vSechny
podstoupily radioterapii s potenciaci chemoterapii a dale byly na na$i klinice sledovany.
V naSem souboru bylo provedeno celkem 167 testii pied 1éEbou, béhem l1écby a dispenzarizace
pacientek. Paralelné¢ jsme sledovali také onkomarker SCC. Pii sledovani pacientek
a pravidelnych odbérech byly pozorovany zmény dynamiky CTC — vétSina pacientek méla
vstupné pozitivni CTC a SCC s poklesem po 1é¢be, coz korelovalo s klinickym obrazem
a pozorovanim regrese onemocnéni. Pacientky, které béhem sledovani nemély progresi
onemocnéni, mély pred zahdjenim terapie vyssi hladinu CTC. Z naseho souboru mélo progresi
onemocnéni 10 pacientek. V této skupiné pacientek jsme pozorovali zvysSeni poctu CTC
piiblizné¢ 12 tydnl pied relapsem onemocnéni zachycenym na zobrazovacich metodach.
Doplnili jsme také analyzu kvantitativni PCR u CTC pfed 1écbou. Analyza potvrdila zvySenou

expresi SOX2 a POUSF ve skupiné pacientek s relapsem onemocnéni (p <0,02).

CTC se jevi byt vhodnym pomocnym ukazatelem agresivity onemocnéni. Jejich monitorovani
béhem 1éCby a sledovani pacientek mize pomoct odhalit diivéjsi relaps onemocnéni a tim
ovlivnit prognézu pacientky. DalSim analyzovanim se CTC miZou stat dileZitym nastrojem

k personalizaci onkologické 1écby.



Abstract

In recent years, Oncology has progressed by giant leaps in diagnostics and treatment.
Gynecological tumors belong to frequent malignancies, which are also diagnosed in young
women. Liquid biopsy and its benefit in clinical practice have also become discussed topics in
recent years. The liquid biopsy appears to be a suitable prognostic and predictive factor. Its

advantage is a minimal ballast for the patient and easy availability — get from peripheral blood.

In our research, we focused on patients diagnosed with cervical cancer, who underwent radical
radiotherapy. A total of 30 patients were included, all of whom underwent radiotherapy
with potentiation of chemotherapy and were further monitored in our clinic. In our research,
a total of 167 tests were performed before treatment, after treatment and during follow-up.
In parallel, we also monitored oncomarker SCC. There were observed changes in CTC — most
patients had initially positive CTC and SCC with decrease after treatment, which correlated
with the clinical picture and disease regression. Patients who did not have disease progression
during follow up, had a higher CTC level before treatment. There was diagnosed a disease
progression in 10 patients during follow-up. In that group of patients, we observed an increase
in number of CTC approximately 12 weeks before disease relapse diagnosed by imaging
methods. We also completed a quantitative PCR analysis of pretreatment CTC. The analysis
confirmed the increased expression of SOX2 and POUSF in the group of patients with disease

progression (p<0,02).

CTC appears to be a suitable auxiliary indicator of disease aggressiveness. Monitoring CTC
during treatment and follow-up of patients can help detect earlier relapse and affect patient’s
prognosis. By further analyzing CTC, they may also become an important tool to personalize

cancer treatment.
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1 Uvod

Gynekologické nadory jsou z hlediska incidence ¢astym onkologickym onemocnénim hned
po karcinomu prsu, kolorekta a plic. K nejcastéjsSim gynekologickym malignitdm patii
karcinom endometria, ovaria a hrdla délozniho. (1) V nas$i praci jsme se zaméfili na karcinom
hrdla délozniho. Karcinom hrdla dé€lozniho patii k onemocnénim s vysokou incidenci
i mortalitou. Casto je onemocnénim mladsich Zen. Z gynekologickych nadord se spolu
s karcinomem prsu fadi ke skupiné onemocnéni, které jsou preventabilni. V Ceské republice
brzkého stadia onemocnéni. 1 ptesto je vice nez 40 % pacientek diagnostikovano
v pokrocilejSim stadiu onemocnéni, kdy neni moZzné indikovat primarni chirurgicky vykon.

Lécebnou volbou se stava kombinovana chemoradioterapie.

Posledni 1éta je snahou v onkologii nejenom dosédhnout co nejlepSich 1écebnych vysledka,
ale také 1écbu co nejvice personalizovat. Po dosaZeni remise onemocnéni onkologickou terapii
zustava riziko relapsu — lokdlniho nebo vzdaleného. Nabizi se proto otdzka, jak co nejdiive
odhalit relaps onemocnéni, jest¢ predtim, nez se ukaze na zobrazovacich vySetfenich

nebo se projevi klinicky.

Novou nadé&ji se zda byt tekutd biopsie (vySetieni periferni krve). V nasi praci jsme se zaméftili
na cirkulujici nddorové buiikky (CTC). CTC byly povazovany za projev agresivity nadort
a schopnosti vzdalen¢ metastazovat. Ukazuje se, ze jejich pfitomnost miize spiSe sveédcit

jako projev pokrocilého onemocnéni, a ne jenom metastatického projevu. (2)

Dlouha Iéta byl pti vybéru vhodné strategie 1éCby rozhodujici klinicky stav pacienta, jeho
komorbidity a posouzeni pokrocilosti onemocnéni pomoci klinického vySetieni
a zobrazovacich metod. S pokrokem védy a mediciny a zavadénim novych diagnostickych
a terapeutickych postupi se prohlubuje také chapani biologickych ryst karcinogeneze. Tyto
znalosti nam miizou pomoct k piesnéjsimu zacileni 1é¢by — personalizaci, zlepSeni sledovani

priabéhu onemocnéni a celkové progndzy pacienta.

Praci zabyvajicich se radioterapii u karcinomu hrdla délozniho a CTC neni mnoho. Nasim
cilem bylo zjistit, jestli jsou CTC vhodnym pomocnym nastrojem v 1écbé a sledovani

onemocnéni karcinomu hrdla délozniho 1é€eného chemoradioterapii.



2 Gynekologické nadory

Gynekologické nadory jsou velkou skupinou onkologickych onemocnéni. Z této skupiny
je nejcastéjsi karcinom prsu a vétsSinou se vyclenuje samostatné. Za nim nasleduje karcinom
endometria, ktery ma vysokou incidenci, ale nizkou mortalitu, protoze se Casto diagnostikuje
v pocate¢nim stadiu onemocnéni. Je to 4. nejcastéjsi karcinom u Zen viibec po karcinomu prsu,
kolorektalnim karcinomu a karcinomu plic. DalSim v poradi v incidenci gynekologickych
nadort je karcinom ovaria. Karcinom ovaria je naopak nadorem s relativné vysokou mortalitou
a muze byt vyznamné geneticky podminén. Dale v incidenci nasleduje karcinom hrdla
délozniho. Bohuzel je potad Casto diagnostikovan u mladsich Zen. 1 ptesto, Ze je u nas zavedeno
o¢kovéni proti HPV infekci a probihd screeningovy program, ziistava jeho incidence v CR
potad vyssi nez v zapadnich zemich. I pravé proto mé prevence v onkologii nezastupitelné
misto a je nemén¢ dilezitéd jako 1écba samotna. Dalsi gynekologické nddory — karcinom vulvy,

pochvy a placenty — jsou vzacné. (1)

3 Karcinom hrdla délozniho

3.1 Epidemiologie

Karcinom hrdla délozniho byl vroce 2021 vCR 18. nejéastéj$im novotvarem kromé
nemelanomovych koZnich novotvard, tvofil 1,3 % vSech nové diagnostikovanych novotvart.
V CR bylo v roce 2021 diagnostikovano 739 novych onemocnéni, tj. 13,87/100 000 Zen.
Median véku v dob€ diagnézy byl 54 let (50 % pacientek bylo ve v€ku 42 a 68 let). Nejvice je
nov¢ diagnostikovanych pacientek ve véku 45-49 let. Mortalita v roce 2021 byla 301 Zen,
tj. 5,65/100 000 Zen za rok. Median véku v dob& tumrti byl 66 let (50 % pacientek bylo ve véku
55 a 75 let). Vroce 2021 byla prevalence onemocnéni 331,7/100 000 Zen. V mezinarodnim

srovnani incidence je v Evropé CR na 23. misté. (1) (3)

Nejcastéji se vyskytuje onemocnéni u Zen ve véku mezi 35-45 lety a druhy peak je mezi 55-
65 lety. VSeobecné incidence stoupd po 30. roku — postihuje Zeny v reprodukénim veéku
planujicich matefstvi a stava se vaznym medicinskym problémem. Vice neZ polovina pacientek

(ptes 50 %) je diagnostikovana v klinickém stadiu I a II. (1) (3)

V CR je posledni 1éta vidét klesajici trend v incidenci a mortalité diky primarni a sekundérni
prevenci, index mortality a incidence ma vzestupny trend. V incidenci jsou také velké
regionalni rozdily, kdy nejvétsi podil onemocnéni je tradi¢né v zapadnich krajich. Prevalence

onemocnéni setrvale lehce nariistd. Sleté pieziti 1éCenych pacientek v obdobi 2015-2019



dosahovalo 68,9 %. Sleté preziti v I. klinickém stadiu je vyssi nez 90 %. V poslednich letech
celkové pribyva pacientek diagnostikovanych s karcinomy in situ a na druhé strané nadori

agresivnéjsiho charakteru s horsi prognézou. (3)

3.2 Histologie

Histologicky jsou nejcCastéji  verifikovany spinocelularni karcinomy (75-80 %)
nebo adenokarcinomy (20-25 %). (4) Spinocelularni karcinomy se vétSinou vyviji déle
pies pfednadorové zmény patrné na hrdle déloznim pii gynekologickém vySetieni.

Morfologicky rozliSujeme G1, G2, G3 a G4. (5)

Adenokarcinom miize byt svym chovanim agresivnéj$i a ve srovnani se spinoceluldrnim
karcinomem je méné¢ chemo i radiosenzitivni. (6) Na zaklad¢ typu invazivniho rlstu
a pritomnosti lymfovaskularni invaze jsou nové adenokarcinomy déleny dle Silvy na podtypy
A, B aC. Silva typ A nema metastazy do lymfatickych uzlin, u Silva typu invaze B je postiZeni

lymfatickych uzlin vzacné a u typu C je postizeni lymfatickych uzlin Casté, kolem 25 %. (7)

Dale se karcinomy d€li na HPV asociované a HPV non-asociované. VSechny non-HPV

adenokarcinomy jsou Silva C, a proto se u nich tento systém nepouziva.

Vzéacné se vyskytuji neuroendokrinni karcinomy, sarkomy nebo melanomy. (8)

3.3 Symptomatologie

Karcinom hrdla d€lozniho mtze byt v pocatecnich stadiich onemocnéni zcela asymptomaticky.
Casto byva ndhodnym nalezem pii preventivni prohlidce. Méné asto mize byt prvnim
piiznakem krvaceni po styku, nepravidelné krvaceni nebo pocit diskomfortu. Vsechno jsou

to ptiznaky, které¢ Zeny n¢kdy podceniuji a vyhledaji 1€kate az pfi jejich delSim trvani.

Pti pokrocilej§im lokalnim nalezu se mize objevit jako prvni pfiznak nepfijemny vytok,
krvaceni (i mimo menstruacni cyklus), bolesti v panvi, problémy s mo¢enim nebo defekaci.
Pti utlaku ureterd muze vzniknout hydronefroza s progresi az do stddia rendlniho selhéni.
Dal$im prvnim pifiznakem miiZze byt anémie, trombdza nebo plicni embolie. Z celkovych
pfiznakli se miZe objevit hubnuti, nevolnosti, zvraceni, dychaci obtiZze — Casto jsou to jiZ

ptiznaky pokrocilého onemocnéni.

3.4 Diagnostika
Zakladem diagnostiky je vzdy gynekologické vySetfeni vcetné expertni kolposkopie

a vySetfeni per rektum. Ke stanoveni diagnozy potiebujeme védét, o jaky histologicky typ



onemocnéni se jedna a provadi se biopsie. K urceni lokalniho nalezu (velikost tumoru, objem
a rozsah infiltrace stromatu cCipku, postizeni parametrii) a posouzeni lymfadenopatie
dopliiujeme expertni vaginalni ultrazvuk a také magnetickou rezonanci panve. K vylouceni
vzdalenych lozisek pouzivame CT vySetfeni hrudniku, bficha a panve nebo PET/CT vysetteni
(preferované, pokud je dostupné). K zakladnim vstupnim vysetfenim patii také laboratorni
vySetfeni — krevni obraz s diferencidlem, koagulace, zdkladni biochemie (ionty, jaterni testy,
renalni parametry, CRP, celkova bilkovina, albumin) a rozbor moc¢e — chemicky a sediment.
Dopliiujeme také vysSetfeni onkomarkertt — u dlazdicobunééného karcinomu SCC
a u adenokarcinomu Cal9-9 a CEA. Nesmime také opomijet zdkladni fyzikalni vySetfeni.
U lokaln¢ pokrocilych nalezii mtizeme doplnit cystoskopii nebo rektoskopii k vylouceni

infiltrace stény mocového méchyte nebo rekta.

3.5 Staging onemocnéni

Na zakladé vstupnich vysetieni v€etné zobrazovacich metod je stanoven staging onemocnéni.
Klinické stadia onemocnéni 1ze délit dle 8.vydani TNM Kklasifikace nebo dle FIGO klasifikace
z roku 2018. Mezi obéma klasifikacemi je diskrepance — dle TNM klasifikace je postiZeni
paraaortalnich lymfatickych uzlin stadium IV a dle FIGO IIIC2. Jednotliva stadia FIGO
klasifikace 1épe vyjadiuji prognézu onemocnéni a indikuji pacientku ke konkrétni 1éCebné
strategii. Na zdklad¢ nové FIGO klasifikace vydala Evropska spolecnost pro onkogynekologii
(ESGO) ve spolupraci s Evropskou spolecnosti pro radiacni onkologii (ESTRO) nové

doporuceni pro diagnostiku, 1é¢bu a sledovani pacientek.

3.6 Rozhodnuti o 1é¢bé

Pfi stanoveni diagnézy je pacientka prezentovana snalezy na multidisciplinarnim
gynekologicko-onkologickém tymu, ktery na zdkladé vSech vySetfeni a celkového stavu
pacientky, jejich komorbidit, uré¢i lécebnou strategii. Multidisciplinarni tym je tvoifen
klinickym a radiaénim onkologem, onkogynekologem, radiodiagnostikem a patologem.

3.7 Moznosti 1écby

Lécebna strategie karcinomu hrdla délozni je vzdy individudlni. Je fizend mistnimi, ndrodnimi
a mezinarodnimi lé¢ebnymi postupy a doporucenimi. Pfi jejich aplikaci je ale vzdy potiebné
posuzovat konkrétni pacientku individudlné a brat v tivahu 1 jeji celkovy stav, komorbidity
a jeji prani.

U pacientek s lokalizovanym onemocnénim je v 1é¢ebné strategii ¢asto postacujici pouze



chirurgicka 1é¢ba. U vysSich stadii onemocnéni se strategii 1écby stavd radioterapie

a systémova onkologické terapie — chemoterapie. (9)

Pti lokalnim onemocnéni — stadiu T1, kdy je nador lokalizovan jenom v oblasti hrdla
délozniho, je zadkladem lécby operacni feSeni. U nadord vétSich nez 4 cm mlzeme
v individualnich ptipadech pfemyslet o aplikaci neoadjuvantni chemoterapie a pii regresi
nalezu o nasledném operac¢nim feSeni. U mladych pacientek pfi piiznivém nélezu mize byt

zvazovana také varianta fertilitu zachovavajiciho vykonu.

Ve stadiu T2, kdy je nador rozsifen do oblasti parametrii nebo stadiu T3, kdy je postizeni dolni
tretiny vaginy nebo postizeni parametrii az ke stén¢ panevni, nékdy s rozvojem hydronefrozy,

je lécebnou strategii kombinovana radioterapie s potenciaci konkomitantni chemoterapie.

U stadia T4, kdy nador prorista do st€ény mocového méchyie nebo kone¢niku, je strategie 1écby
individualni.
PostiZzeni panevnich uzlin 1 pfi lokalné malém nalezu posouva vzdy pacientku do FIGO stadia

III — u postizeni panevnich uzlin FIGO IIICI a paraaortalnich uzlin FIGO IIIC2. Lécebnou

strategii je kombinovana radioterapie s potenciaci chemoterapie.

Stadium IV je onemocnéni se vzdalenymi metastdzami a je indikovéana systémova onkologicka

lé¢ba.

3.8 Chemoradioterapie

Radikalni kombinovana radioterapie v sobé zahrnuje zevni radioterapii a brachyterapii.

Touto kombinaci dosdhneme davky vice nez 85 Gy v samotném tumoru.

Zevni radioterapie je aplikovana pomoci linedrniho urychlovace. Samotné planovani
radioterapie je zahdjeno na CT simulatoru. Poloha pacientky je supina¢ni na zadech s fixaci
dolnich koncetin, ruce jsou vétSinou nad hlavou. Nasledné je pfipraven samotny ozafovaci plan
definovanim cilovych objemi: GTV (gross tumor volume) — oblast samotného nadoru, CTV
(clinical target volume) — zahrnuje oblast GTV vcetné jeho Sifeni do parametrii oblasti
mozného $ifeni véetné lymfatickych uzlin a PTV (plannig target volume) —zahrnuje CTV spolu
s bezpecnostnim lemem kompenzujicim mozné chyby nastaveni a vnitini pohyby organt.
K aplikaci radioterapie pouzivame moderni ozafovaci techniku zvanou IMRT, kterd nam
poskytne konformni ddvkovou distribuci v cilovém objemu pfi Setfeni zdravych tkani (rektum,
sigma, moc¢ovy méchyf a sttevni klicky). Timto zplisobem se dosahuje lepsich vysledki stran

pozdni toxicity 1é¢by. Nutna je kazdodenni kontrola pomoci cone-beam CT, ktera nam také
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pomaha snizit riziko poddadvkovani GTV. Timto postupem vytvofime podklad pro vytvotfeni

ozarovaciho planu. (10)

Standardné ozareni malé panve v sobé zahrnuje oblast ¢ipku délozniho, délohy, parametrii
a lymfatickych uzlin — vnitfnich a zevnich ilickych, presakralnich a obturatorovych.
Pti postizeni dolnich panevnich uzlin je do ozafovaciho objemu zahrnuta i oblast spolecnych
ilickych uzlin. V ptipadé postizeni spolecnych ilik nebo i postizeni paraaortalnich uzlin jsou
do ozafovaciho objemu zahrnuty i paraaortalni uzliny. Pfi postiZzeni dolni tfetiny vaginy
jsou zavzaty i uzliny inguinalni. Po zakresleni cilovych objemi a vytvofenim ozatovaciho
planu fyzikem je plan zhodnocen spolu s davkoveé-objemovym histogramem a po schvaleni

radiaénim onkologem je pfipraven k zahajeni 1é€by. Pacient pfichazi denné k radioterapii

vyjma vikendu a svatkd. (10)

Obrazek 1: Ozarovaci plan pri ozareni malé panve

Posledni tyden zevni radioterapie nebo hned po jejim skonceni je aplikovéana brachyterapie.
Ta ndm umoziuje dodat co nejvétsi davku zéfeni pfimo do tumoru a jeho bezprostfedni
blizkosti za souc¢asného Setfeni zdravych tkéni v okoli (mocovy méchyt, rektum, sigmoideum).
U karcinomu hrdla délozniho pouzivame uterovaginalni aplikaci. Provadi se v kratké celkové
anestezii. Pacientka leZi v gynekologické poloze. Po lokalni dezinfekci a gynekologickém
vySetieni je do oblasti hrdla délozniho a délohy zaveden specidlni aplikator s centralni sondou
a ovoidy/ringem. Poté se provadi tamponada vaginy k fixaci aplikatoru a oddaleni stény

mocového méchyfe a rekta. Do mocového méchyte se zavadi mocova cévka s kontrastni latkou



v balonku. Nésleduje vytvoteni ozafovaciho planu — 2 D pomoci RTG nebo 3 D planovani

pomoci CT, MRI (to je preferovano). V soucasné dobé¢ se standardné provadi 3D planovani.

U definitivni radioterapie je aplikovana davka 45,0 Gy ve 25 frakcich, tj. 1,8Gy/frakci na oblast
malé panve. Pii postizeni parametrii je mozné v individudlnich ptipadech zvysit davku jenom
na oblast parametrii az o 10 Gy. Brachyterapie HDR se aplikuje vétSinou 2xtydné, celkem jsou
aplikovany 4 frakce, davka na frakci 6,5 — 7,0 Gy. Celkova doba 1écby by neméla presahnout
56 dnti. Prodlouzeni celkové doby 1é¢by snizuje pravdépodobnost dosazeni lokalni kontroly —

piiblizn€ 1 den odpovida 1 %. (11)

Obrazek 2: Aplikator pro uterovaginalni brachyterapii

Konkomitantni chemoterapie se ptidava k radioterapii od stadia IIB. Aplikuje se jednou tydné,
vzdy zacatkem tydne. Dle tolerance je celkem podéno 5 az 6 aplikaci (vétSinou 5). Aplikace
radioterapie a konkomitantni chemoterapie se zahajuje vétSinou ve stejny den — nejdiive je
aplikace chemoterapie a poté radioterapie. Pouzivame cytostatikum cisplatina, v davce
40mg/m?, pticemz kumulativni davka na jednu aplikaci je 70mg z diivodu hematotoxicity

a moznosti preruseni radioterapie.

Konkomitantni chemoterapii do 1é€ebného schématu pfidavame jenom u pacientek v celkové
velmi dobrém klinickém stavu, bez zavaznych komorbidit, pii dobrém krevnim obrazu
a hodnotach rendlnich parametri. Béhem celé¢ 1écby je pacientka pravidelné sledovéana

vcetné kontrolni laboratote (krevni obraz, biochemie).



3.9 Sledovani po 1écbé

Ke zhodnoceni lécebného efektu musime vyckat jest¢ 3 az 6 meésich od skonceni
chemoradioterapie. Po skonceni 1é¢by jsou pacientky pravidelné sledovany — prvni dva roky
kazdé 3 mésice, 3. az 5. rok kazdych 6 mésicti a poté 1xrocné€. Provadi se fyzikalni vysetfeni,
gynekologickd prohlidka, zakladni laboratoi a event. obligatorné i zobrazovaci vySetfeni

(vaginalni ultrazvuk nebo MRI, event. CT nebo PET/CT).

3.10 Prognoza pacientek

Prognodza pacientek je zavisla od stadia onemocnéni pii stanoveni diagnozy. S pokrocilosti
(vysSim stadiem onemocnéni) se prognoza zhorSuje. K negativnim prognostickym znakiim
patii objem nadoru, hloubka invaze do stromatu hrdla, pfitomnost lymfovaskularni invaze,

niz$i stupen diferenciace a histologicky typ (adenokarcinom).

Uspé&snost 16¢by se vyjadiuje v 5 — ti letém preziti — u stadia I kolem 92 %, u stadia II 75 %,
stadia III kolem 50 % a stadia IV kolem 19 %. (12)



4 Karcinogeneze

Karcinogeneze je vicestupiiovy proces trvajici nékolik let, kdy se normalni buitka méni
na nddorovou na zéklad¢ vnitinich (spontdnni mutace, genomova nestabilita) a vnéjsSich
(chemickych, fyzikalnich a biologickych) faktori vedoucich ke zménam DNA kodujici
onkogeny a supresorové onkogeny. VSechny muzou individudlné hrat rizné¢ vyznamnou roli
u kazdého jednotlivce. Dalsi a dal$i vznikajici mutace podnécuji nové vzniklou bunécnou
populaci k vétsi agresivité. U dédi¢nych nadort se uplatituje také mutace somatickych bunék
vznikajici na podklad¢é endogennich chyb v replikaci DNA. Béhem Zivota dochézi ke vzniku
spontannich mutaci diisledkem neptesnosti v replikaci DNA a poruch procesti opravy DNA.
Vétsina nadort vSak vznika sporadicky. Pii jejich vzniku se pfedev§im uplatiuji faktory
zevniho prostiedi. Ty se dale mizou d¢lit na faktory chemické, biologickée a fyzikalni. Zasahem
nekterého z faktori zevniho prostfedi dojde ke vzniku genetické zmény a na jejim podkladé

k aktivaci onkogeni a inaktivaci tumor-supresorovych genii. (13)

Jedna geneticka zména vSak nestaci k navozeni maligni transformace buniky. Takovych zmén,
zasahli je potfeba vice a vnemalé mife je dilezité také pusobeni i dalSich faktorti —
kokarcinogenti a promotort. Kokarcinogeny piimo zvysSuji karcinogenni u¢inek. Promotory

zase neptimo zvysuji karcinogenni ucinek stimulaci proliferace. (14)

Vznik nadort je ndhodny a neptedvidatelny proces. A také proces nesmirné slozity a neustale
se meénici. Cely proces a vSechny faktory, které ho ovliviiuji, mize jesté¢ ovlivnit genomova
nestabilita, kterd miize cely tenhle slozity proces zrychlit zvySenou tvorbou mutaci. Takto

vznikla bunka nasledné prochédzi procesem klonalni expanze. (15) (16)



5 Rizikové faktory

Na vzniku nddorového onemocnéni se podili mnoho rizikovych faktorti. Nékteré jsou méné
anckteré vice dulezité. Lze je také rozdé€lit na neovlivnitelné a preventabilni. Vznik
nadorového onemocnéni je opravdu komplexni proces, na kterém se podili mnoho faktort.
Mezi hlavni ovlivnitelné rizikové faktory patii HPV infekce, obezita a koufeni. Hlavnimi
neovlivnitelnymi rizikovymi faktory jsou vek, pohlavi a geneticka predispozice. Béhem Zivota
Cloveéka se také postupné kumuluji genetické zmény a soucasné s vékem oslabuje protektivni

funkce imunitniho systému.

5.1 HPV infekce

HPV infekce je duleZity preventabilni rizikovy faktor. Tvoii ji skupina vice nez 170 druhti
DNA virt skupiny pappilomaviridae. Maji maly genom sestavajici z 8000 part bazi, které jsou
usporddané do cirkuldrni dvouvlaknové DNA. Pfi genové expresi je informace z dsDNA
pfepsana do komplementdrni mRNA. Dle ni pak v hostitelské bunice probihd translace
na proteiny. (17) Virové onkogeny E6 a E7 jsou exprimovany v ¢asném stadiu Zivotniho cyklu
viru. Produkty jejich exprese néasledné ovliviiuji metabolismus hostitelskych bunék a vznik
nadort. Protein E6 aktivuje enzym telomerdzu a tim indukuje onkogenezi. Interaguje také
s proteinem p53 hostitelské builkky a degraduje ho. Protein p53 je zodpovédny za apoptozu
infikovanych epitelidlnich bun¢k hostitele. Protein E7 se vaze na retinoblastomovy protein
a inhibuje jeho funkci. Timto spojenim dochazi k ovlivnéni bunééného cyklu. Proteiny E6
a E7 se vazou také na inhibitory cyklin-dependentni kinazy 4, které¢ reguluji piechod
mezi fazemi bunécného cyklu G1 a S. Dale proteiny E6 a E7 inhibuji interferony hostitelské
bunky. Pii1 vysokém stupni genové exprese dochazi k zaclenéni virového genomu do genomu

hostitelské buiiky a zvySuje se tim proliferace bun¢k a zhoubnost nadoru. (18) (19)

Béhem zivota se po zahajeni intimniho Zivota s HPV infekci setka téméf kazdy. Pfenasi
se kontaktem ,,z kiize na kizi.* Postihuje bunky kize a bunky sliznic v oblasti genitélii, anu,
dutiny ustni a krku. V oblasti hrdla délozniho napad4d bunky dlazdicobunééného epitelu
exocervixu i cylindrické buiniky endocervixu. Mize dojit k vzniku prekancer6ozy CIN (cervical
intraepithelial neoplasia), kterd mliZze vést aZ ke vzniku karcinomu. HPV infekce se nesifi krvi.
Karcinom mtiZe vzniknout i po 20 letech od samotné HPV infekce. (20) Z vice studii vyplyva,

ze inkubacni doba je vétSinou 10 let. (21)

Rozlisuji se dvé skupiny HPV —nizce a vysoce rizikové. Nizce rizikové HPV zpusobuji na kiizi

bradavice (condylomata) nebo laryngealni papilomatézu. Patii sem infekce kmenem 6 nebo 11.
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Vysoce rizikové HPV miizou zpusobit prekancerdzni 1éze az vznik karcinomu. Kolem 70 %
karcinomti je dusledkem vysoce rizikovych kmentt HPV 16 nebo 18, dal§imi jsou podskupiny

31245.(22)

N4&s imunitni systém se dokaze s HPV infekci popasovat a v téméf 90 % neprojde do chronicity,
spontann¢ odezni vétSinou do 2 let. Dilezitym kofaktorem HPV infekce je kouteni. Problém
nastava u imunokompromitovanych pacientli nebo pii chronické infekcei ve stresovém obdobi,
kdy oslabenim imunitniho syst¢ému muize byt HPV infekce disledkem zavaznych zmén
az vznikem nadorového onemocnéni. Celosvétové je HPV nejCastéji pienosnou sexudlni
nemoci. (18) Maximum vyskytu pozorujeme u sexudlné aktivnich zen pied dosazenym
25. rokem a poté klesa. Po 35. roku je perzistujici u 5-10 % zen. Pfitomnost HPV v epitelu
(nemusi byt zachycena cytologii ani kolposkopii) souvisi s neschopnosti imunitniho systému
jej eliminovat. MlZe to vést az ke vzniku prekancerdz a nasledné karcinomu. (18) I to je jeden
z divodd, pro¢ se ve screeningu vice vyuziva HR HPV test. V Ceské republice se provadi

ve 35.,45. a 55. roku véku.

5.2 Promiskuita

Dalsim rizikovym faktorem je mnozstvi sexualnich partnert. Promiskuita zvySuje Sanci nakazit
se vysoce rizikovym HPV kmenem. Miize tim také stoupat virova naloz. Nékteré studie

ukazuji, ze vyss$i virova ndloz miize byt disledkem perzistence HPV infekce. (23)

5.3 Koureni

Dilezitym a né¢kdy podceiiovanym preventabilnim rizikovym faktorem je koufeni. I kdyz
v 50. a 60. letech 20. stoleti bylo koufeni velice popularni a trendy, postupné se zacalo
projevovat jeho riziko. Ukazalo se, Ze rizikové je nejenom aktivni, ale 1 pasivni koufeni, a také
zvykani a $Sflupani tabaku.

V roce 1989 byla publikovéna prace z Utahu, kde probéhla studie ptipadi a kontrol. Z jejich
vysledki bylo prokazano, jak rizikové koufeni je u karcinomu hrdla délozniho. Dle vysledki
je riziko u kutacek 3,42 (95 % CI, 2,10-5,57). U pasivniho koufeni, kdy je Zena vystavena
cigaretovému koufi vice nez 3 hodiny denné, je riziko dokonce 2,96 (95 % CI, 1,25-7,03) a Zen

nekuracek dokonce jesté vyssi. (24)

Aktivni kouteni ma nejvétsi dasledky na dychaci ustroji. Pasivni koufeni je nebezpetné
akutnim postizenim cév a je stejn€ nebezpecné jako kouteni aktivni. Aktivni koufeni

jako piigina tmrti je v CR u témét 16 000 osob/rok, pasivni koufeni kolem 1500 osob/rok. (3)
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Koufteni je rizikovy faktor pro dlazdicobunééné karcinomy, coz je uvedeno v IARC, ale neni

prokéazan pro adenokarcinomy. (25)

U zen kufacek je vyssi riziko prevalence HPV infekce. Riziko HPV pozitivity stoupa
s mnozstvim vykoufenych cigaret za den, dokonce u Zen, které vykoufi vice nez 15 cigaret
za den, je tohle riziko dvojnasobné. (26) Do roku 2016 se na obalech tabakovych vyrobki
neuvadéji udaje o mnozstvi nikotinu, dehtti a CO. Tyto udaje jsou standardné dané zjisténim
na kouficim stroji, ve skutecnosti ale kazdy kufdk ma jinou techniku koufeni. Dilezitym

v

faktorem pii samostatném kouieni je pH. Pti koufeni dymek a doutniki je zdsaditéjsi pH, coz
Slukovat, aby se kouf z cigaret dostal aZ do plic, kde je pH niz§i. Nikotin neni karcinogen,
dopad na zdravi maji produkty vznikajici pfi spalovani nikotinu. To mize byt jeden z diivodu,
pro¢ v posledni dobé stoupa obliba elektronickych cigaret. Produkty kouteni poSkozuji DNA
bun¢k sliznic a oslabuji imunitni bunky, tj maji karcinogenni imunosupresivni ucinek.
Produkty koufeni nikotin a kotinin poSkozuji DNA cervikalni sliznice. Pfi dlouhodobé expozici
cigaretovému koufi dochazi k inhibici apoptézy, stimulaci bunécné proliferace a VEGF
(vascular endothelium growth factor). (27) V imunitnim systému dochédzi k nerovnovaze
pro- a protizanétlivych cytokinti a T lymfocyti. (28) Je to 1 jedno z vysvétleni, pro¢ kuracky

maji témet dvakrat vétsi Sanci HPV infekce. (29)

5.4 Imunitni systém

Imunitni systém hraje dtlezitou roli v karcinogenezi. Vysoce rizikové kmeny HPV snizuji vice
mechanismy schopnost imunitniho systému infekci rozpoznat. (30) U HIV pozitivnich
pacientek je vyssi riziko vzniku nadora a karcinom hrdla délozniho patii u zen k nejCastéjSim.

€2y

5.5 Infekce chlamydiemi

Infekce chlamydiemi — chlamydia trachomatis — miize byt pfi¢inou panevnich zanéti nebo az
infertility. Ukazuje se, Ze slizni¢ni buiiky po prodélané chlamydiové infekci maji vétsi riziko
ziskani HPV infekce. Pfi infekci chlamydiemi dochézi k cervikalni hypertrofii a indukuji
dlazdicobunécnou metaplasii cervikalnich bungk, které se pak stavaji vice zranitelné k dal§im

superinfekcim — HPV. (31)

5.6 Hormonalni antikoncepce a [UD
DalSim rizikovym faktorem je peroralni hormondlni antikoncepce. Nekteré prace dokonce
uvadéji az 4x vétsi riziko u zen HPV-pozitivnich, které uzivaly antikoncepci vice nez 10 let.
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(32) Dalsi prace tuto asociaci nepotvrdily, nebo poukdzaly na koincidenci vice rizikovych

faktord. (33)

Metaanalyza vztahu pouziti IUD (intrauterinni télisko) a riziko cervikalniho karcinomu

ukdzala, ze uzivatelky mély o tfetinu nizsi riziko vzniku cervikalniho karcinomu. (34)
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6 Prednadorové zmény

Ptednadorové zmény hrdla délozniho zvané prekancer6zy mohou vést az ke vzniku samotného
karcinomu. Pfednadorové zmény se oznaCuji jako prekancerozy a mohou vznikat
z dlazdicového nebo zldzového epitelu. Incidence zlazovych a dlazdicovych prekancerdz

je 1:60-80.

Cervikalni intraepitelidlni neoplazie (CIN) rozliSujeme dysplasie mirného stupné (CIN I) —
patologické zmény vznikaji v dolni tfeting epitelu, dysplasie stiedniho stupné (CIN II) a tézka
dysplasie 1 carcinoma in situ (CIN III) - charakteristicka ¢etnymi 1 atypickymi mit6zami v celé
Sitfce epitelu. Posledni dobou se spiSe pouZiva oznaceni L-SIL (CIN I) a H-SIL (CIN II a CIN
III). L-SIL zmény vétSinou spontdnné odezni nebo je ndlez dlouhodobé stacionarni. U mensi

¢asti zen muze piejit do H-SIL az vzniku karcinomu in situ az invazivniho karcinomu.

Cervikalni glandularni intraepitelialni neoplazie (CGIN) se déli na low-grade a high-grade 1éze

zahrnujici 1 adenokarcinom in situ.
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7 Prognostické a prediktivni faktory karcinomu hrdla délozniho

V moderni patologii, hlavné v onkologii, nabyvd na vyznamu molekularni patologie
a ta se postupem cCasu stava soucasti novych vydani klasifikace nadorti dle WHO. Ukazuje se,
ze je dulezité znat nejenom makroskopické a mikroskopické udaje, ale také idaje vychazejici
z molekularni biologie a cytogenetiky. I to je jeden z divodi, pro¢ se zacina pouzivat pojem
prognosticka a prediktivni patologie. Jejich vyznam je nejenom v Casné diagnostice
nadorového onemocnéni, ale také ve stanoveni citlivosti nddoru na onkologickou lécbu,
sledovani efektivnosti 1é€by, analyze protinadorového efektu novych potencionalné ti¢innych

latek nebo v potiebé zintenzivnéni onkologické 1écby.

7.1 Prognostické faktory

Prognosticky marker ndm napovida, jak se onemocnéni bude chovat bez ohledu na 1é€bu,
tedy jeho prognézu. Muze tedy ovlivnit 1é¢ebnou strategii, ale nepfedpovida ¢innost 1écebné
modality. Prognostické markery jsou skupinou faktorti, které jsou sdruZzeny s nemocnym (vék,
celkovy klinicky stav, komorbidity) nebo vychazi ze samotného nadoru (morfologické znaky,

laboratorni tdaje, molekularné-biologické a genetické znaky).

K prognostickym faktortim, které jsou soucasti standardnich lécebnych postupti, patii velikost
nadoru, hloubka stromalni invaze, histopatologicky typ nadoru, lymfovaskularni invaze

nadoru, metastatické postizeni lymfatickych uzlin.

Posledni 1éta se s hlubSim pochopenim molekularni podstaty a biologie ukazuje vice a vice,
ze je potiebné hledat dalsi markery, které by byly jesté pfesnéjsi. Tato potieba je dana skupinou
pacientek indikovanych ke konzervativnim lécebnym postuptim a také lepsi patologickou
diagnostikou. Tim vznika obrovsky prostor, ve kterém muze byt pouzita i tekutd biopsie.
V nalezeni novych markert by se mohl uplatnit princip personalizované mediciny, kdy by byla
1écba pacientce takzvané ,,usita na miru®. V piipad¢ agresivnéjsiho typu nadoru by mohla byt
Jiz pti samotné diagnoze indikovana agresivnéjsi 1éba a poté i1 pii sledovani napt. Castcjsi
kontroly. U fertilitu zachovavajicich i1 pokrocilejSich nalezli by toto zjisténi mohlo byt velice

napomocneé.

Velikost nddoru je spojena s prognézou onemocnéni a rizikem postiZzeni lymfatickych uzlin.
Dulezité je také v&dét, jaky je podil velikosti tumoru k objemu samotného hrdla déloZniho,
vzdalenost od pericervikalni fascie. Negativnim prognostickym faktorem je i Sifeni nadoru
do délohy. U nadorti vétSich neZ 4 cm a pii postizeni parametrii stoupd incidence
metastatického postizeni lymfatickych uzlin a pfitomnost vzdalenych metastaz.
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Hloubka stromalni invaze patii k dal§Sim vyznamnym negativnim prognostickym faktortm.
S hloubkou invaze stoupa riziko postizeni lymfatickych cév. To bylo zohlednéno i v nové

FIGO klasifikaci.

Dle histopatologického gradingu délime nadory do skupin: G1 — dobte diferencované, G2 —
sttedné diferencované, G3 — Spatn¢ diferencované, G4 — nediferencované a Gx — nelze stupen
diferenciace hodnotit. Prognosticky vyznam je spiSe u adenokarcinomi. U spinocelularnich

karcinom se ¢asto kombinuje s dal§Simi markery, hlavné ptitomnosti lymfovaskularni invaze.

Jak jiz bylo feCeno, histologicky se nejCastéji vyskytuji dlazdicobunééné karcinomy
a adenokarcinomy. Invazivni dlazdicobunécné karcinomy se dale mohou délit na rohovéjici
a nerohovéjici typ, dale bazaloidni, verukozni, kondylomatosni, papilarni, lymphoepitelioma-
like dlazdicovy a skvamotransiciondlni. Prognosticky jsou verukozni a kondylomatosni
pfiznivé. Naopak bazaloidni se vétSinou chova velice agresivné. U adenokarcinomt
se nejCastéji  vyskytuje mucindsni karcinom. Déle se mohou d¢lit na endocervikalni,
intestindlni, z prstencitych bun€k a viloglandularni. Vzacné se mize vyskytnout také ser6zni

a svétlobunécny adenokarcinom.

Lymfovaskularni nddorova invaze koreluje s rizikem metastatického postizeni lymfatickych
cév. Byla pozorovdna pifima tmeéra mezi mirou lymfovaskuldrni invaze a metastatickym

postizenim lymfatickych uzlin.

Metastatické postizeni lymfatickych uzlin je velice dalezitym prognostickym markerem.
Za metastazu je povazovana velikost nadorového postizeni nad 2 mm v histopatologickém
preparatu. V operacni 1écb¢ karcinomu hrdla d€lozniho nabyva na vyznamu peroperacni

vySetieni sentinelové lymfatické uzliny pred systematickou lymfadenektomii.

VEGF (vascular endothelial growth factor) je glykoprotein, ktery hraje dileZitou roli
v angiogenezi tumoru, maligni transformaci a nadorovém ristu. Pisobi jako endotelidlni
bunéény mitogen a zvySuje vaskuldrni permeabilitu. Vysoka hladina VEGF a VEGF-C muze
naznacovat hors§i progndzu onemocnéni. (35) Existuji prace o souvislosti velikosti tumoru
a sérové hladiny VEGF jakoz dulezitého faktoru angiogeneze. (36) Vyssi hladina VEGF je také

spokojovéna s vyS$im rizikem metastatického $ifeni do lymfatickych uzlin. (37)

Dal8imi nadéjnymi prognostickymi faktory jsou biomolekuly proteiny p53 a TAp63, p16, p21,
p27, COX-2 a geny hTERC a MYCC. (38) (39) (40)
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Zhodnoceni prognostickych markeri nam miize poskytnout diilezité informace a ulehdit
predikci rizika S§ifeni onemocnéni mimo primarni lokalizaci. Tyto informace mohou
vyznamnou mirou pfispét k personalizaci onkologické 1é¢by — chirurgické, radioterapeutické

a systémove.

7.2 Prediktivni faktor
Prediktivni marker ptedpovida prib&h onemocnéni v zavislosti na konkrétni 16¢bé, tj. G€innost

konkrétniho 1éku.

NLR (neutrophile-lymphocyte ratio) je pomér absolutni hodnoty neutrofili a lymfocyt. Jejich
pomér pred zahdjenim 1écby se ukazuje jako nezavisly prediktivni faktor ve vztahu k PFS a OS.
Tento vztah se ukazuje u karcinomu ovaria, endometria, prsu a kolorektalniho karcinomu.
U systémové zanétlivé reakce maji neutrofily dilezitou roli. Utlumuji odpovéd’ lymfocyti
a T bunck a tim moduluji, utlumuji systémovou zanétlivou odpoveéd’. (41) Hraji tedy dalezitou
roli v zanétlivém mikroprostiedi a ovlivituji rist, vaskularizaci a tvorbu metastaz nadorovych
bunék. (42) Rovnovaha mezi systémovou zanétlivou odpoveédi a protinddorovou systémovou
odpovédi se projevuje u nadorovych onemocnéni jako neutrofilie, trombocytdza a relativni
lymfopénie v krevnim obraze. Ukazuje se také, ze vysSi NLR a vyS$si hodnota nadorovych
markertl jsou asociovany s horsi progndézou onemocnéni. Pfitomnost cirkulujicich nddorovych
bunék (CTC) a vyssi pomér neutrofili k lymfocytim (NLR) je u solidnich nadort spojovano

s hors$i progn6zou onemocnéni, napi. u karcinomu prsu (43).
Praci zabyvajicich se jejich vyznamem u karcinomu hrdla délozniho neni mnoho.

Dalsimi nezavislymi prognostickymi a prediktivnimi faktory se jevi leukocytoza,
trombocytdza, anémie, pomér NLR, které nam také mohou pomoci odhalit rizikové pacientky.

(44)

Tekuta biopsie a CTC jsou také vyznamnym prediktivnim faktorem. Jejich poznanim mizeme
odhadnout odpovéd’ na protinddorovou terapii vySetfenim genové exprese, napi. zjistit

primarni chemorezistenci, citlivost na 1écbu.
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&8 Prevence

Prevence v onkologii je neméné dilezitou modalitou jako onkologickd lécba samotna.
Ma vyznamny dopad nejenom na samotny vznik onemocnéni, ale také na jeho prognézu.
Vcasna diagnostika nemoci mize vyznamné ovlivnit samotnou lécebnou strategii. Dale
pfi samotné terapii prevence nezadoucich ucinki ovlivni toleranci 1é¢by a akceptovani nemoci
pacientem. Prevenci je z téchto divodi potieba chapat jako komplexni problematiku,

ktera je nesmirné dilezitd a nesmime na ni zapominat.
Vseobecné rozliSujeme Ctyfi podtypy prevence — primarni, sekundarni, tercidrni a kvartérni.

8.1 Primarni prevence

Priméarni prevence se snazi zabranit samotnému vzniku nadorového onemocnéni. Jejim
principem je ovlivnéni rizikovych faktori vedoucich ke vzniku nadorového onemocnéni.
Cilem je snaha ovlivnit incidenci onemocnéni. Objektem je celd spolecnost a zivotni prostredsi,
ve kterém existuje. Indikdtorem kvality je sniZzeni incidence onemocnéni. K primarni prevenci
patii programy pro odvykéani koutfeni a 1écby zavislosti na tabdku, boj s alkoholismem,
vakcinace proti papilomavirim a hepatitiddm, ochrana kize pii expozici nadmérnému
slune¢nému zaieni, eradikace infekci zaludku Helicobacter pylori, podpora zdravého Zivotniho
stylu s pestrou vyvazenou stravou a dostatkem pohybu a také analyza Zivotného prostiedi

a kancerogent.

V primarni prevenci karcinomu hrdla délozniho je dulezita HPV vakcinace. Vime,
ze onemocnéni je HPV asociovano. Dlouhodoba expozice HPV infekci, hlavné typtim 16 a 18,
je vyznamnym rizikovym faktorem v karcinogenezi onemocnéni. Béhem zivota se témét 80 %
zen setka s HPV infekci. Pii dobfe fungujicim imunitnim systému se s ni vétSinou dobie
vyrovna a zlikviduje ji. V priméru az za 15 let od setkani s rizikovym typem HPV dochézi
k rozvoji pfednadorovych zmén na hrdle déloznim. V Ceské republice se o¢kuji chlapci a divky
ve 11-15 let. V soucasnosti jsou dostupné tii druhy vakcin proti rizikovym kmenim HPV
infekce bivalentni, kvadrivalentni a nanovalentni. Prvni byla v roce 2006 zaregistrovana
vakcina Silgard zaméfena proti onkogennich typl 16 a 18 a méné rizikovym typiim 6 a 11
(zplsobuji condylomata). Dalsi registrovanou vakcinou byl Cervarix zaméfen na onkogenni
typy 16 a 18. Posledni nanovalentni byla registrovana v roce 2016 — Gardasil 9. O¢kovani
je hrazeno za zdravotniho pojiSténi divkam a chlapcim ve v&ku 11-15 let pfed zahdjenim

sexualniho zivota.
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Vakcinaci se snizi riziko vzniku onemocnéni u sexualné naivnich zen o vice nez 90 %. Pokud
se zena ockuje pozdéji, kdy se jiz s HPV infekci setkala, toto riziko se snizi o 40 az 50 %.
Proockovanost ¢eské populace je kolem 60 %. Posledni 1éta bohuzel klesa. Ke srovnani

v zapadnich zemich je prooc¢kovanost kolem 75 %. (3)

8.2 Sekundarni prevence

Sekundarni prevence se snazi aktivné vyhledavat ptednddorova stadia onemocnéni a zabranit
sledovanim prekancer6z vzniku nadorového onemocnéni. Snahou je zachytit onemocnéni
ve vyléCitelném stadiu. Indikatorem kvality je pomér lokalizovanych stadii nadord

k pokrocilejSim stadiim onemocnéni a také trend imrtnosti na nddorové onemocnéni.

Diilezitymi nastroji sekundarni prevence jsou — samovySetieni, v€asné vyhledani lékate
pii zdravotnich obtizich a screening nadorovych onemocnéni. Screeningovy program je plosné
vySetieni populace, kdy se pomoci levného a jednoduchého testu, snazime detekovat nadorové
onemocnéni ve v€asném stadiu u nadort s relativné vysokou incidenci a mortalitou. Z téchto
davodii neni screeningovy program vhodny pro kazdé nadorové onemocnéni. Cilem
screeningu je identifikovat a 1éCit prednadorové stavy a odstranit lokalizované nédorové

onemocnéni, nez se rozsifi do diseminované podoby.

V CR byly od roku 2002 postupné do praxe zavadény screeningové programy pro karcinom
prsu, kolorektalni karcinom, karcinomu délozniho ¢ipku a maligni melanom. V sekundarni
prevenci probiha od roku 2012 screeningovy program karcinomu hrdla délozniho, ve kterém
jsou zvany zeny k preventivni gynekologické prohlidce 1xro¢né. Pii preventivni prohlidce maji
pacientky narok na cytologické vysetfeni k odhaleni prekancerdz. (45) Dale probihaji
preventivni onkologické prohlidky u praktického Ilékate, stomatologa, urologa, ORL
a na gastroenterologii. Postupné jsou do praxe zavadény pilotni programy pro metodologii
v€asného zachytu karcinomu prostaty, plic, pankreatu a ledvin a program zaméfeny

na specifickou skupinu obyvatelstva — seniory.

Posledni [éta je dilezitou soucésti sekundarni prevence také dispenzarizace jedincti, u kterych
je prokazana predispozice, zvySené riziko vzniku nddorového onemocnéni, na podkladé

rodinné anamnézy nebo genetického testovani.

Nejlepsi vysledky zatim dosahuje screening u karcinomu prsu pii relativné nizkych nékladech.
Podil vcasnych stadii se 1 pfes probihajici screeningova program u kolorektalniho karcinomu

a karcinomu hrdla d€lozniho bohuzel zatim neméni. Miize to byt dano i obtiznéjsi metodikou
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nez u karcinomu prsu. Screeningovy karcinom hrdla délozniho zve kazdy rok pacientky
na preventivni gynekologické vySetfeni. Soucasti prohlidky je také odbér stéru z d€lozniho
hrdla k cytologickému vySetieni, které je odeslano do akreditované laboratofe. Zeny ve véku
25-60 let, které se dva roky nedostavily k preventivni gynekologické prohlidce, obdrzi
od zdravotni pojistovny doporuceni ke gynekologickému vySetteni. Kdyz se 1 pres

to k vySetfeni nedostavi, je pojistékyné pisemn¢ zvana kazdy nasledujici rok. (45)

Screening karcinomu hrdla dé€lozniho je soucasti Doporuceni Rady Evropské unie ze dne
2.prosince 2003 o screeningu zhoubnych nadort. Tento dokument doporucuje sbér dat
o preventivnich vySetfenich, nasledné diagnostice a kone¢nych diagndézach. Podrobné
doporuceni pro implementaci screeningovych programi v jednotlivych statech obsahuje
dokument European Guidelines for Quality in Cervical Cancer Screening z 12. bfezna 2018.
Tato organizace screeningovych programili umoZiluje monitoring programu zpisobem

kompatibilnim s European Guidelines. (45)

Posledni 1éta se do popiedi dostava HPV DNA test. U Zen mladSich 30 let je prevalence HPV
infekce velice Casta a vétSinou sama odezni. HPV infekce ma dynamicky prabéh. Z organismu
ji eliminuje vlastni obranyschopnost, nebo ji naopak mlze organismus i nové pienést. Pokud
je pacientka do 30 let bezptiznakova, neni nutné testovani provadet. U starSich zen se situace
méni. Kombinace cytologického vySetieni a HPV DNA testu ma 4krat vyssi schopnost
detekovat zavazné pirednadorové zmény na déloznim Cipku. To potvrdila 1 tileta Ceska studie
jménem Libuse, do které se zapojilo 2409 Zen ve veku 30 az 60 let z 12 gynekologickych
centrech v Ceské republice. Cilem bylo ziskat data o vyskytu infekce HPV. HPV test byl
proveden ve 3letém intervalu. Diky detekci HPV infekce lze zvysit citlivost screeningu
rakoviny délozniho ¢ipku. Umozni to identifikovat zavazné prekancerdzy, kterych vcéasny
zachyt a 1écba zabrani vzniku nddorového onemocnéni. Pfi opakovani testu po 3 letech byla
potvrzena niz$i frekvence pozitivity HPV testu i abnormalnich cytologickych nélezl ale hlavné
pokles vyskytu zavaznych pted nddorovych zmén. Ve sledované populaci se sniZila frekvence
HPV pozitivity z pivodnich 7,4 % na 5,3 %. Primérny vék, kdy doslo k eliminaci viru byl
41 let. NejcCastgji byla nova infekce diagnostikovana mezi 41. a 47. rokem véku. (46)

V soucasnosti je HPV DNA test hrazen ze zdravotniho pojisténi u Zen ve 35, 45 a 55 letech.

8.3 Terciarni prevence

Terciarni prevence si klade za cil zabranit progresi nddorového onemocnéni. Indikatorem

kvality je doba celkového pieziti s nddory diagnostikovymi v I. az III. stadiu onemocnéni.
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Posledni 1éta je snaha o reorganizaci dispenzarni péce. Duraz je kladen na lepsi komunikaci
mezi onkologickym pracovi§tém, registrujicimi specialisty a praktickymi lékati. Registrujici
specialisté a prakticti 1ékafi se i s pomoci zmény uthradové vyhlasky zacinaji vice podilet
na dispenzarni péc¢i a stavaji se jeji nedilnou soucasti. Tento koncept ma pomoct také vice
iu jiz onkologicky dispenzarizovanych pacientl ucasti v programech sekundarni prevence.

Riziko vzniku dal$ich novotvari je v této podskupiné vyssi nez u bézné populace.

8.4 Kvartérni prevence

Kvartérni prevence se snazi zamezit a predchazet disledkim nadorového onemocnéni a jeho
dopad na snizujici kvalitu Zivota v posledni fazi onemocnéni. Dilezita je jeji iroven somaticka,
psychicka 1 socidlni. Jeji soucasti je analgeticka terapie, nutri¢ni podpora, feSeni komplikaci
nadorovych onemocnéni, napt. zajiSténi stentdze pii obstrukci, stabilizace skeletu a zachovani
mobility pacienta u kostnich metastaz,aj. Indikatorem kvality jsou dotazniky kvality Zivota,
které by mély byt v¢as a pravidelné vyhodnocovany. Dilezitym néstrojem v kvartérni prevenci
je paliativni medicina a paliativni tymy, které se stavaji standardni v nemocni¢ni i ambulantni
péci o onkologicky nemocné pacienty. Paliativni péce se snazi peCovat nejenom o pacienta
samotného, ale také byt podporou pro rodinné piislusniky, kterych zapojeni a akceptovani

onemocnéni blizkého ¢lovéka je neméné dulezité. (47)
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9 Nadorové markery

Nédorova markery nebo onkomarkery jsou chemické substance, které jsou pfitomny v naddoru
nebo jsou nadorem produkovany nebo jsou produkovany nenadorovymi bunikami jako reakce
na pritomnost nddoru. Miizeme je délit podle mista produkce, specifi¢nosti, chemické struktury
a biologického charakteru. Patii sem Siroké spektrum latek, které muizeme dale rozd¢lit
na antigeny, enzymy, nukleové kyseliny, hormony, ristové faktory, receptory nebo proteiny
sdruzeny s naddorovym onemocnénim. N&které nadorové markery mizou pomoct odhalit
specifické mutace v nddorové tkani (napf. RAS, EGFR) nebo mizou byt také sdruzené

s buné¢nou diferenciaci (napt. PSA, CEA) nebo prolifera¢ni aktivitou (napt. Ki67).

Jejich pfitomnost miizeme méfit v krvi, moci, vypotcich nebo je stanovovat piimo
z bioptického vzorku pomoci histochemie. U zdravého ¢lovéka se vétSinou v krvi nevyskytuje

jejich zvySena hladina.

Specificita a senzitivita nadorovych markert pti diagnostice onemocnéni je vétSinou nizka.
Je to diivod, proc€ se jejich méfeni nevyuziva ve screeningu. Vyjimkou je nadorovy marker PSA
u karcinomu prostaty. Pi1 vySetfeni muze byt také jejich hodnota faleSn¢ negativni
nebo pozitivni, protoze jejich analyza muze byt zatizend chybou v preanalytické fazi —
preanalytickd chyba (Spatny odbér, kontaminace, Spatna piiprava pfed odbérem vzorku),
chybné stanoveni v laboratofi, atypické chovani nadoru (neprodukuje dané nadorové markery).
Vyssi hladina nadorovych markerti u zdravého jedince muiize svédcit také pro benigni nalez,
zanétlivy proces, cirhozu jater, kozni eflorescence nebo vypotky pii kardidlnim selhavani aj.
Vyssi hladina byva vétSinou také u kutakt, typicky je vyssi hladina CEA. Jeden nadorovy
marker mtize byt elevovan u raznych nadorovych onemocnéni, napi. CEA u kolorektalniho
karcinomu, karcinomu hrdla délozniho, karcinomu prsu. U nddorového onemocnéni je jejich
koncentrace vétSinou vysokd a jejich hladina zalezi na velikosti nddorové masy, intenzité

sekrece nddorového markeru nddorovymi buitkami nebo degradaci molekul markeru.

V 1é¢bé nddorového onemocnéni je dynamika naddorovych markerti dilezitym voditkem
monitorovani efektu 1é¢by, napt. u karcinomu ovaria, prostaty, pankreatu, aj. Mohou pomoci
ve sledovani pfi remisi onemocnéni a odhalit Casny relaps onemocnéni. Vedle sledovéni
klinického stavu pacienta a zobrazovacich vySetfeni ndm mohou poskytnout dileZitou
informaci o vyvoji nemoci — maji pomocnou roli. Pfi hodnoceni hladiny nddorovych markert
se za zvySenou hladinu povazuje hladina obvykle nad 95. percentilem populace. Vzdy je nutno

hladiny a dynamiku posuzovat individualné u kazdého jedince. Pfikladem muze byt karcinom
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ovaria a hladina nadorového markeru Cal25. S pouzitim algoritmu ROMA zvySuje senzitivitu,
a 1 vysledek spadajici do normélniho popula¢niho intervalu mize u daného jedince upozornit

na elevaci.

U karcinomu hrdla dé¢lozniho jsou nejcastéji v praxi pouzivany nadorové markery SCC, CEA

a Cal9-9.

Nadorovy marker SCC patii do skupiny antigeni. SCC je produkovan predev§im
epidermoidnimi buiikami. Jeho hladina je typicky zvySena u dlazdicobunéénych karcinomd.
Casto se vyuziva jako pomocny marker u karcinomu plic, karcinomu hrdla délozniho, nadort
hlavy a krku. Pti sledovani béhem onkologické 1é€by jeho hodnota koreluje s lécebnou
odpovédi a také mlize pomoct v€asné odhalit relaps onemocnéni. (48) Senzitivita nadorového
markeru SCC je nizka (53,3 %), ale specificita je pomérné vysoka (94,3 %). (49) Dle nékterych

praci mize SCC predchézet klinicky relaps onemocnéni az o 5 mésicii. (50)

CEA je glykoprotein, ktery se nejspise podili na procesu bunééné adheze. U dospélého ¢loveka
je produkovan v minimalnim mnoZstvi epitelidlnimi bunikami gastrointestinalniho traktu,
zaludku a bronchi. Nejvétsi vyznam pii stagingu a monitorovani nadorového onemocnéni
ma u nadorti gastrointestinalniho traktu. Casto byva elevovan také u nadort plic,

gynekologickych nadort a nadort prsu. Jeho zvysSend hladina je také Casta u kutrak.

Cal9-9 patii mezi antigeny, které jsou u dosp€lého clovéka produkovany ve velmi malém

mnozstvi epitelidlnimi buikami bronchi a traviciho traktu.
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10 Cirkulujici nddorové bunky

Posledni 1éta se hledaji jiné moznosti, které by mohly pomoct k diagnostice i monitorovani
nadorovych onemocnéni. Nadé&ji se stava tekutd biopsie. Tekuta biopsie je jednouchd metoda,
kterd neni zatézujici pro pacienta a odbérem ampulky krve miizeme ziskat zajimavé informace

0 nadorovém onemocnéni.

Je znamé, ze naddorové bunky u solidnich nadort v prubehu onemocnéni ¢asto mutuji. Novymi
mutacemi méni své vlastnosti a citlivost k onkologické 1é¢be. Tento rozbor nam také mize
poskytnout cenné informace o minimalni rezidudlni nemoci (tj. o nddorovych buiikach, které
nejsou zachytitelné béznymi zobrazovacimi vySetfenimi). Z odebrané periferni krve mizeme
analyzovat cirkulujici DNA nebo cirkulujici nddorové bunky, které miizeme dale molekularné
zkoumat vcetné celogenomové analyzy. V klinické praxi nam tedy tekuta biopsie mtize dat
cenné informace o sledovani odpovédi na 1é€bu, cileném vybéru terapie, monitoraci rezidualni
nemoci, detekce novych mutaci v nddoru, v€asné detekci metastaz, pomocnou by mohla byt

u screeningu osob s vysokym rizikem onkologického onemocnéni. (51)

Cirkulujici nadorové bunky pochazeji z nddoru, cirkuluji v krevnim fecisti a miizou zahnizdit
vzdalené metastazy, které pak také mitizou byt zdrojem CTC. Jsou soucésti hematogenniho
rozsevu onemocnéni. Proces uhnizdéni vysvétluje hypotéza seed and soil dle S. Pageta. CTC
se po odlouceni z nadoru dostava pies kapilary do krevniho fecisté. Moznost tzv. intravazace
Casto podminuje proces epitelialné mesenchymalni transformace (EMT), ktery meéni
molekularni charakter bunky. CTC mohou zakladat vzdalené metastazy a pii zachyceni
na endotel kapilary a extravazaci se vraceji zpatky k plvodnim vlastnostem pomoci
mesenchymalné epitelidlni transformace (MET). To vysvétluyje, pro¢ maji CTC

charakteristické vlastnosti dle tkan¢, ze které pochéazeji. (52) (53)

vvvvv

EMT (epitelidlni — mesenchymalni transformace). B&hem néj epitelové bunky ztraceji
cell- to- cell adhezi zprostfedkovanou down-regulaci epitelidln¢ asociovaného E-cadherinu
a up- regulaci mesenchymalniho N-cadherinu, coz jim umoznuje invadovat extracelularni

matrix a migrovat do vzdalenych tkani. (54)

Hematogenni Sifeni také vysvétluje, pro¢ maji pacienti se zvySenou hladinou CTC vyssi riziko

trombembolické nemoci. (52)
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Vieobecné jsou CTC vzacné. V krvi je jedna CTC butika detekovana asi na 107 krevnich
elementtl. Zvysena hladina CTC a naddorovych markert svéd¢i pro horsi prognézu onemocnéni.
Dlouho se véfilo, ze ptitomnost CTC je znakem agresivity onemocnéni a jeho schopnosti
metastazovat, a tedy znakem spise pokroc¢ilého onemocnéni. Nyni uz vime, Ze pozitivita CTC
svédc¢i pro hor$i prognoézu onemocnéni. Vyssi hladina CTC béhem 1é¢by znaci také horsi
odpovéd’ na 1écbu a prognodzu onemocnéni. (55) (56) (57) Naopak nizka hladina CTC béhem
1é¢by je priznivym indikatorem odpovédi na 1écbu a preziti. (58) CTC jsou prognostickym
1 prediktivnim markerem onemocnéni. (52) ZvySena hladina CTC béhem Ilécby sveédci

1 ptes odpovéd’ dle zobrazovacich vySetieni (CT, PET) pro jeji nedostatecnost. (59) (60)

Izolovat CTC muzeme rtiznymi separacnimi metodami. Muze to byt na zakladé exprese
povrchovych markert (napt. Epcam), na které je zaloZena prvni FDA certifikovana metoda —
CellSearch. Druhym zpiisobem je separace na zéklad¢ fyzikalnich vlastnosti (napt. velikost,
deformabilita, aj.). Vyhodou tohoto zptisobu je, ze CTC se zachovaji zivé a mize se s nimi dale
pracovat — kultivovat je in vitro a provést bunéénou a molekularni analyzu, napt. genovou
expresi nebo sekvenc¢ni analyzu. Genova exprese nam miize poskytnout dilezité¢ informace
o genech asociovanych stumorem nebo o genech asociovanych s chemorezistenci.

Tyto informace nam mtizou pomoct ve zlepSeni strategie 1écebného procesu.
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11 Cile studie

V nasem vyzkumu jsme se zam¢fili na pacientky s inoperabilnim karcinomem hrdla délozniho,
které byly 1é¢eny radikalni radioterapii s konkomitantni chemoterapii. Nasim cilem bylo najit
novy marker, ktery by nam pomohl identifikovat rizikové pacientky a také by ndm pomohl
odhalit diivéjsi relaps onemocnéni. M¢l by to byt také marker, ktery by byl lehce zpracovatelny
a mohl by nam poskytnout cenné informace o onemocnéni. Takovy marker ndm v bézné praxi
chybi. I kdyZz jsou nam k dispozici histologické vySetieni, zobrazovaci vySetteni a laboratorni
vySetfeni vcetné nadorovych markert,, v bézné klinické praxi ale Casto i to nestaci. Kazdé
onemocnéni si jde svou vlastni cestou 1 pies nasi nejvetsi snahu tuto cestu ovlivnit. V projektu
jsme se proto zaméftili na hledani novych molekul, které by mohly pomoct ke sledovani efektu
1é€by, poptipadé byt pomocnym ndstrojem k jejimu zintenzivnéni. Zajimal nés také vztah
téchto molekul k béZn€ pouzivanym markeriim ke zhodnoceni 1é¢ebné odpovédi. Dale by tyto

molekuly mohly byt napomocné také k odhaleni relapsu onemocnéni.

Do projektu byly zatazeny pacientky Onkologické kliniky FNKV. Cilem projektu bylo ptinést

nov¢ informace, které by ndm pomohly zlepsit celkové pteziti pacientek.

V naSem projektu se vedle bézné¢ provadénych vySetfenich pifi stagingu onemocnéni
analyzovala také tekutd biopsie — zamétovali jsme na cirkulujici nadorové bunky. Sledovali
jsme jejich vyskyt u inoperabilniho karcinomu hrdla dé€lozniho 1é¢eného chemoradioterapii

a dale jejich dynamiku béhem dalsiho sledovani pacientek.

Hledali jsme souvislost mezi vyskytem CTC a stddiem onemocnéni, dale CTC a nddorovym
markerem SCC. Sledovali jsme cetnost vyskytu CTC pied léCbou, po skonceni 1écby
a pti dispenzarnim sledovani pacientek jako dulezitého prognostického a prediktivniho
faktoru, ktery nam miZze pomoct zefektivnit a zkvalitnit 1écebnou strategii k dosazeni

co nejlepsiho vysledku 1écby.

CTC se jevi jako novy pomocny marker v tolik diskutované personalizované medicing. (61)
Ptedpokléadali jsme, Ze monitorovani CTC je citlivy a v€asny ukazatel agresivniho onemocnéni
u pacientek v riziku. Tento marker by ndm také mohl pomoct odhalit subklinickou recidivu
onemocnéni. To vSe by nam mohlo umoznit v€asngjs$i zahdjeni cilené 1écby a zlepSeni
progndzy pacientek. Zajimali nas vstupni hodnoty CTC a NLR pfi zahajeni 1écby ke vztahu

k prognéze onemocnéni.
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Sledovani CTC v bézné klinické praxi je jednoduché minimalné invazivni vySetieni.

Toto vySetteni pacientky jesté vice nezatézuje pii jiz tak narocné onkologické terapii.
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12 Postup prace

12.1 Metodologie
Nas vyzkum probihal na Onkologické klinice FNKV v letech 2018 az 2021. Bylo do n¢j

zatazeno 30 pacientek nasi kliniky, které byly diagnostikovany s karcinomem hrdla délozniho.
Vsechny pacientky byly diagnostikovany s inoperabilnim stadiem onemocnéni. Zadna
pacientka nepodstoupila operaci. VSechny pacientky byly léCeny radikalni radioterapii

s potenciaci konkomitantni chemoterapii.

Kazda pacientka byla o probihajicim vyzkumu informovana Ustné pii navstéveé nasi kliniky.
Vsechny pacientky podepsaly informovany souhlas ve vyzkumném Setfeni o ochrané osobnich

udajt. Zpracovani dat bylo schvaleno Etickou komisi FNKV (EK-VP/67/0/2019).

Klinick4 data byla ziskavana ze zdravotnické dokumentace, pomoci UNIS FNKV a odbérem

periferni krve u kazdé zatazené pacientky.

V naSem souboru jde o prospektivni analyzu se zaméfenim na CTC v korelaci
s charakteristikou nadorového onemocnéni, stagingem onemocnéni, odpovédi na 1écbu
a dispenzarizaci pacientek. U vSech pacientek byly odebrany CTC pted zahajenim 1écby,

béhem lécby a pti dalSim sledovani pacientek.

U vSech pacientek byl proveden staging onemocnéni. Rozvaha o 1é¢ebné strategii probéhla
v ramci multidisciplinarniho tymu. VSechny pacientky byly indikovany k radikalni radioterapii
s potenciaci chemoterapii. Kazda pacientka absolvovala vstupni gynekologické a fyzikalni
vySetieni a odbér anamnézy. Onemocnéni bylo verifikovano biopsii. Pomoci biopsie byl zjistén
histologicky typ nadoru. Pokud to bylo mozné, v nékterych piipadech 1 stupen diferenciace
nadoru a zjisténi pfitomnosti lymfangioinvaze. VSechny pacientky v naSem souboru mély
histologicky verifikovany typ nadoru. Vstupné byla vSem pacientkdm odebrana také krev
na zékladni laboratorni vysetfeni — hematologické, zakladni biochemie a odbér nadorovych
markerti. Horni hranice normy nadorového markeru SCC je v nasi laboratofi 2,0 ng/ml. Byly
doplnény také zobrazovaci vySetfeni. K posouzeni lokdlni pokrocilosti ndlezu a postizeni
panevnich lymfatickych uzlin vaginalni ultrazvuk, popiipadé také magnetickd rezonance
panve. K vylouceni vzdalenych metastdz lymfatickych uzlin parenchymovych organti CT
vySetieni, pfipadné PET vySetfeni. U pacientek byl také proveden odbér periferni krve
k analyze CTC. Odbér CTC byl proveden pted zahdjenim 1é€by, béhem lécby a pfi sledovani

pacientek (vétSinou kazdé 3 mésice).
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Po dokonceni stagingu vSechny pacientky podstoupily lécbu chemoradioterapii. V nasem
souboru byly stadia T2b az T3b, NO nebo N1 (dle TNM klasifikace). VSechny pacientky
podstoupily radikalni radioterapii na oblast malé panve, 1.d. 45,0 Gy aplikovanou v 25 frakcich.
Dle rozsahu postizeni lymfatickych uzlin bylo dle doporu¢eni EMBRACE v nékterych
ptipadech ozatfované pole rozsifeno — pfi postizeni zevnich ilik byl horni okraj pole rozsiten
na horni okraj L4, u postizeni spole¢nych ilik po horni okraj L2, pfi postiZzeni paraaortalni uzlin
zahrnuty do ozarovaciho objemu i paraortalni uzliny, pfi postizeni dolni tfetiny vaginy také
inguinalni uzliny. (62) Pfed dokoncenim zevniho ozafeni byly pacientky gynekologicky
vySetfeny k pribéznému zhodnoceni efektu lécby. Nasledné pacientky podstoupily 2 D,
nebo Castéji 3 D uterovaginalni brachyterapii. Brachyterapie byla nejdiive zatazena v 5.tydnu
zevni radioterapie nebo hned po jejim skonceni. Byla pouzita brachyterapie pomoci Ir 192
HDR. Byly provedeny celkem 4 aplikace brachyterapie, davka na frakci 6,5 nebo 7,0 Gy,
aplikace 2xtydné. Konkomitantni chemoterapie byla aplikovdna 1xtydné, zacatkem tydne.
Pti zah4jeni 1écby byla ve vétSiné pfipadi aplikovana konkomitantni chemoterapie a poté
byla pacientce aplikovéana radioterapie. Jako cytostatikum byla pouzita cisplatina v davce
40mg/m?, nejvyse absolutné 70mg/davka. U jedné pacientky byl konkomitantné aplikovan
paclitaxel weekly (adenokarcinom, vstupné¢ horsi renalni parametry). Aplikovano bylo celkem

5 davek konkomitantni chemoterapie. U pacientek vétSinou 1écba nepiesahla 52 dni.

CTC byly ziskany odbérem periferni krve 2x8ml z kubity do EDTA zkumavky, kterd obsahuje
jako antikoagulans 1,6mg EDTA/ml. Jesté pied zpracovanim bylo odebrano 200 pul promichané
periferni krve do eppendorfky a ulozeno do mraziciho zatizeni. Z periferni krve byly CTC
izolovany pomoci metody Metacell (Metacell, Metacell s.r.o., Ostrava, Czech Republic).
Tato metoda je zaloZena na separovani bunék na zaklad¢ jejich velikosti. Filtrace ptes Metacell
odfiltruje buiiky priméru 8 mikrometr. Touto pfirozenou filtraci se od sebe oddéli krevni
buitky od CTC. Filtraci se snazime provést do 24 hodin od odbéri krve od pacienta, do té¢ doby
vzorek uchovavame v lednici idealné pti 4 az §°C. Membranu s nosi¢em vloZime do 6 jamkové
desticky. Poté je desticka kultivovéna in vitro, vétSinou 3 az 5 dnti v termostatu (37 °C, 5,0%
tenze CO?). Cytomorfologické hodnoceni pro identifikaci CTC je zaloZeno na vitdlnim
fluorescenénim barveni jadra a cytoplazmy. Bunky jsou pak obarveny. K nabarveni
cytoplasmy jsme pouzivali CellTracker (CellTracker, Thermofischer Scientific, Waltham, MA,
USA) a k nabarveni jadra Nucblue (Nucblue, Thermofischer Scientific, Waltham, MA, USA).
Po nabarveni jsou CTC pozorovany pod mikroskopem a odecteny (nejdiive za 30 minut

po nabarveni). CTC maji vétSinou velké jadro s n€kolika nukleoly, jadro mé nepravidelny
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okraj. Bunécnd membrana mize byt také nepravidelna. V buitkdch miizeme také nabarvit
mitochondrie a tim zobrazit proliferaci a bunéfnou aktivitu. Za hranici negativity
je povazovano 5 buné€k. (2) Vzorek byl nasledné zpracovan. Po mikroskopickém odectu jsou
moznosti zpracovani k molekularni analyze — membrdna se dava do RLT a nasledné
do mraziciho zafizeni nebo k imunohistochemii — membrana se dava na sklo. V nasledujicich
dnech, vétSinou 3 dny, bylo provedeno druhé ¢teni, opét s nabarvenim jadra a cytoplazmy.

Poté je opét vzorek dale zpracovan.

Obrdazek 3: CTC z periferni krve po fixaci a nabarveni

Po identifikaci CTC miZe dojit k jejich dalsi specifikaci pomoci profilovani genové exprese
a funkénich testi. Profilovani genové exprese je dillezity nastroj, ktery umoznuje ziskat
informaci o vyskytu mRNA. V naSem souboru byla provedena také qPCR analyza RNA
izolovand z CTC. qPCR analyza zahrnovala tumor-asociované (TA) a chemorezistentné-
asociované (CA) geny. Buiky zachyceny na membrané byly lyzovany v RLT+
beta- mercaptoethanol buffer a uchovéany pfi teploté -20 °C pro RNA analyzu. Analyza qPCR
identifikuje frakci leukocyti a ziskanou CTC frakci (po in vitro inkubaci) ziskanymi
pied zahdjenim terapie. TagMan™ Gene Expression Assays (Thermo Fischer Scientific, U.S.)

byl pouzit ke genové expresi ve vSech vzorcich: tumor-asociované geny (TA) - ACTB
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(kontrola), CD68, CD45, CD68, KRT18, KRT19, EpCAM, VIM, HIF1A, POUSF, VEFA,
PDLI, SOX2 a také geny asociované s chemoterapii (CA) — byly pozity MRP1, MRP5, MRP7
a ERCCI. Na zdklad¢ analyzy genové exprese vzorky s CTC byly povazovany za CTC-

pozitivni pti expresi dvou nebo vice TA gentl ve srovnani se vzorky s leukocyty.

U kazdé pacientky byla také sledovana dynamika zmén v poc¢tu CTC vlivem onkologické 1é¢by

— chemoterapie a radioterapie.
Vsechny vysledky byly zadany do nasi databaze.

Po skonceni 1écby byly pacientky sledovany kazdé 3 mésice. Pii1 kazdém vySetfeni byla
pacientka gynekologicky vySetiena a byl proveden odbér CTC. Dale byla fakultativné
doplnéna laboratot (krevni obraz, zakladni biochemie) vcetné nadorovych markerd,
zobrazovaci vySetieni — ultrazvuk, MRI nebo CT. Zhodnoceni efektu 1é€by bylo za 3 mésice —

ptedpokladem byla makroskopicka kompletni remise onemocnéni.

12.2 Charakteristika pacientek v souboru

V nasem souboru bylo zatazeno celkem 30 pacientek. VSechny pacientky mély fadn¢ doplnény
staging onemocnéni, gynekologické a fyzikalni vySetfeni, laboratorni vySetfeni vcetné
nadorovych markera a histologickou verifikaci tumoru. VSechny pacientky byly indikovany
gynekologicko-onkologickym multidisciplinarnim tymem FNKV k radikalni radioterapii.
Z4dna z pacientek nepodstoupila primarni opera¢ni vykon pro diagnézu karcinom hrdla
délozniho. Median véku pacientek v souboru byl 63 let. V souboru bylo 23 pacientek

postmenopauzalnich pied zahajenim 1€cby.

Z naSeho souboru mélo 11 pacientek postizeni lymfatickych uzlin dle zobrazovacich vysetteni,
zbylych 19 pacientek postizené lymfatické uzliny nemélo. Déle bylo 21 pacientek stadia T2b,
1 pacientka stadia T3a, 6 pacientek stadia T3b a 1 pacientka stadia T1b2 a 1 pacientka T1b2-
T2b. U pacientek stadia T1b2 nebyl v jednom ptipadé operacni vykon indikovan vzhledem
k v€ku a komorbiditdm a u druhé pacientky byla v minulosti provedena excise z ¢ipku, proto

nebylo mozné relevantné o stadiu onemocnéni rozhodnout.

Na zékladé¢ histologické verifikace byl u 25 pacientek potvrzen invazivni dlazdicobunécny
karcinom, u 4 pacientek invazivni adenokarcinom a u 1 pacientky invazivni adenoskvamodzni
karcinom. VétSina (23 pacientek) méla doplnén i grading onemocnéni — G1 diagnostikovano
v 1 ptipadu, G2 u 10, G3 u 10 a G4 u 2 piipadd. Pacientky podstoupily radioterapii
a konkomitantni chemoterapii dle ESTRO, ESGO a NCCN guidelines.
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Pocet pacient 30
Primérny vék 63 (30-87)
Stadium onemocnéni T1b2 2
T2b 21

T3a 1

T3b 6

Postizeni lymfatickych uzlin NO 19
N1 11

Vzdalené metastazy MO 30
Ml 0

Histologie Dlazdicobunécny karcinom 25
Adenokarcinom 4

Adenoskvamodzni karcinom 1

Lymfovaskuléarni invaze nepfitomna 2
pfitomna 5

neznama 23

Nadorovy grade Gx 7
Gl 1

G2 10

G3 10

G4 2

Tabulka 1: Charakteristika pacientek v soboru

Pacientky podstoupily radioterapii na oblast malé panve, 1.d. 45,0Gy/25 frakci v délce 5 tydn,
denné od pondéli do patku. Na zaklad¢ postizeni lymfatickych uzlin bylo u n¢kterych pacientek
ozatfované pole rozsifeno — u 8 pacientek o paraaortalni lymfatické uzliny po horni okraj L2,
u 5 pacientek pfii postizeni spole¢nych nebo vnitinich ilik po horni okraj L4 a u 2 pacientek

pfi postiZeni dolni tfetiny vaginy o tfiselné uzliny.

Chemoterapie byla aplikovana konkomitantné 1xtydné. Z naSeho souboru 5 pacientek
neabsolvovalo konkomitantni chemoterapii vzhledem k v€ku, komorbiditdim a méné

pokrocilému vstupnimu nalezu.
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Vsechny pacientky dokoncily fadné planovanou lécbu, zadné pacientka neukoncila 1éCbu
predcasné. Zhodnoceni 1é€by probehlo 3 mésice po skonceni radioterapie. U vSech pacientek
doSlo k regresi nalezu. Po skonceni konkomitantni chemoradioterapie byly pacientky
sledovany jednou za 3 mésice. Pfi kontrole bylo provedeno gynekologické vySetieni,
laboratorni odbéry vcetné nadorovych markerti, odbér CTC a event. zobrazovaci vySetfeni
(UZ, CT, MRI nebo PET). Primérnd doba sledovani byla 439 dnt (14 mésicli), tdaj
pfi statistickém zpracovani 2022, a bylo provedeno 167 rozborid krve na CTC.
Pti gynekologickém vysSetieni byl lokalni nalez zhodnocen jako kompletni odpovéd’ (CR),
castecna odpovéd’ (PR), stabilni onemocnéni (SD) nebo progrese (PD). Pfi dostupnosti
zobrazovaciho vySetfeni byla odpovéd’ zhodnocena dle RECIST kritérii. Hodnota SCC
béhem sledovani byla hodnocena jako stoupajici, klesajici nebo stabilni. CTC byly reportovany

jako negativni, pozitivni nebo béhem sledovani stabilni.

Relaps onemocnéni byl definovan jako lokalni relaps nebo pfitomnost vzdalenych metastaz.
V nasem souboru progredovalo 10 pacientek — lokalné nebo vzdalenég, ve vétSing piipadii byly
pritomny 1 vzdalené metastazy. Ze vzdalenych metastdz byly diagnostikovany metastazy
lymfatickych uzlin, plic a jater. Tyto pacientky byly pii dobrém klinickém stavu indikovany
k terapii cisplatinou, paclitaxelem a bevacizumabem, ktera se podava intravenozné a 3 tydny
do progrese onemocnéni nebo nepfijatelné toxicity. Dvé pacientky, které zprogredovaly, byly

zatazeny do klinické studie s imunoterapii — atezolizumab, na zéklad¢ jejich HPV16 pozitivity.

Jedna pacientka z naSeho souboru se po skonceni 1éCby odstéhovala a dale nedochéazela

ke kontrolam.

Diagnostics TREATMENT PERIOD (7 weeks) FOLLOW- UP ( min. 12 months)
CcTC3 CTCe CcTC9 cTC12
crco CTCAC CTCAB scc3 SCC6 scC9 SCC 12

T T

Abscopal effect of RT

= = -

Therapy
2-3 weeks 5 -6 weeks* 2 weeks + 3 months +6 months | +9 months + 12 months
Chemotherapy CHECK CHECK CHECK CHECK
(5x cisplatinum)
. § If progression : Combined Chemotherapy
Radiotherapy (45Gy) Brachytherapy with antiangiogenic therapy:

(28Gy) Cisplatinum , Paclitaxel (6 cycles), Avastin
' (15mg/kg a 3 weeks until progression )

Obrazek 4: Prehled priibehu lécby a sledovani pacientek véetné odberit CTC a SCC
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12.3 Hypotézy

V nasem vyzkumu jsme se snazili zodpovédéet otazky:

e Koreluje pocet a dynamika CTC pted lé€bou a po 1€cbé s prognézou onemocnéni?
e Existuje vztah hladiny CTC a stadia onemocnéni pii zahdjeni 1écby?

e Existuje vztah mezi CTC a nadorovym markerem SCC?

e Jsou CTC prognostickym markerem?

e Jsou CTC prediktivnim markerem?

12.4 Statistickd analyza

Ke statistické analyze jsme pouzili program STATISTIKA statistické testy — t-test, parové
testy, ANNOVA. Za statisticky vyznamnou p-hodnotu jsme uvazovali hodnotu p > 0,05.
U vSech kvantitativnich proménnych byly vyhodnoceny, spocteny zakladni deskriptivni
parametry jako smerodatna odchylka, primér, medidn, minimum i maximum a u kvalitativnich
proménnych procentudlni zastoupeni i absolutni pocty. Kvalitativni i1 kvantitativni proménné

byly hodnoceny celkové 1 v jednotlivych skupinach.

Data byla také porovnana standardnimi testy pouzitim GraphPad Prism software vs.9.1.0

(GraphPadPrism, U.S.).

Vyhodnoceni qPCR dat bylo na zaklad¢ standardu ddCT metody (Livak et al., 2001). gPCR
vysledky byly analyzovéany pouzitim GenEx Professional software (MultiD, SE). Rozdily
mezi vzorky byly srovnany U Mann-Whitney testem (signifikance level pii p <0,05, kdyz

nenastaveno automaticky GenEx).

12.5 Limitace prace

Nejvetsi limitaci nasi prace je epidemiologicka situace posledni doby souvisejici s pandemii
COVID. Tato situace ovlivnila béZzny provoz nemocnic a tim 1 nasi praci. Nejvice byl tenhle
dopad patrny ve stadiu diagnostiky onemocnéni, kdy se ukazuje, ze pacientky chodily v Case
pandemie na preventivni kontroly méné cCasto. Na onkologii se nckdy ani nedostaly
pro pokrocilost onemocnéni. V dobé bez covidu by bylo moZné pacientky sledovat pravidelnéji
a doplnit vice odbéri. Je to také jeden z divodl, pro¢ u nékterych pacientek néktery
z planovanych odbéri chybél. Kontroly byly ¢asto ovlivnény pandemickou situaci a omezenim
provozu nemocnic. Dalsi limitaci se jevi mensi soubor pacientek, protoze nase prace probihala

jen ve FNKV. Na druhé strané€ se naSe nemocnice fadi k jedné s nejvysSim poctem lécenych
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pacientek s gynekologickymi malignitami. V poslednich letech jich je dokonce nejvice v CR.

V¢tsi soubor pacientek s sebou piinasi presvédCEivejsi vysledky.
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13 Vysledky studie

V nasem souboru bylo zatazeno celkem 30 pacientek. Pti hodnoceni jsme se zaméfili hlavné

na prvnich 9 mésict sledovani, protoze dale byl sbér dat ovlivnén covidovou pandemii a odbér

vzorki neprobihal dle ptivodniho planu.

Kdyz se podivame na soubor vsech pacientek, vstupni hodnota SCC byla praimérné 17,52

a CTC 227, tj. u vétSiny pacientek zvySena hodnota. Za 3 mésice od skonceni 1€¢by dochazi

k poklesu a nasledné k mirnému vzestupu. Primémé preziti je vice nez 27 mésict.

N | Primér | CI1-95 % | CI195% | Medidn
Pied 1é¢bou
SCC 28 17.526 10.313 | 24.739 | 10.060
CTC 1.od¢itani 26 | 227.308 77.071 | 377.544 | 40.000
CTC 2.od¢itani 26 | 235.692 85.423 | 385.962 | 30.000
NLR 27 2.970 2.519 3.422 2.925
Pred brachyterapii
CTC l.od¢itani 25| 103.320 12.933 | 193.707 | 20.000
CTC 2.od¢itani 23 | 172.826 24.124 | 321.528 | 20.000
3 mésice po skonceni 1écby
SCC 27 4.900 -2.629 | 12.429 1.030
CTC 1.od¢itani 26 44.000 3.774 | 84.226 7.500
CTC 2.od¢itani 25 54.200 20.599 | 87.801 | 20.000
6 mésicu po skonceni 1écby
SCC 21 1.916 0.846 2.987 1.290
CTC 1.od¢itani 23 69.435 17.716 | 121.154 | 20.000
CTC 2.od¢itani 22 53.546 6.300 | 100.791 | 20.000
9 mésicii od skonceni 1écby
SCC 20 4.389 -0.187 8.964 1.545
CTC 1.od¢itani 18 84.611 -31.613 | 200.835 5.000
CTC 2.od¢itani 19| 157.368 8.723 | 306.014 | 15.000
Preziti (mésice) 30 27.900 25.218 | 30.649 | 29.000

Tabulka 2: Soubor vsech pacientek — vztah CTC a SCC
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Kdyz se podivame podrobnéji, u stadia T2b pokles trva i v 6. mésici sledovani.

N | Primér | CI-95 % | CI195% | Medidn
Pted 1é¢bou
SCC 20 16,370 8,212 | 24,527 | 10,060
CTC 1.od¢itani 18 | 279,611 79,481 | 479,741 | 50,000
CTC 2.od¢itani 18 | 288,222 87,680 | 488,765 | 50,000
NLR 19 2,956 2,364 3,547 2,967
Pred brachyterapii
CTC 1.od¢itani 17 | 126,059 -7,083 | 259,206 | 20,000
CTC 2.od¢itani 16 | 113,000 | -29,486 | 255,486 | 15,000
3 mésice po skonceni 1écby
SCC 20 6,380 -3,946 | 16,705 1,170
CTC 1.od¢itani 18 13,556 4,066 | 23,045 4,000
CTC 2.od¢itani 17 48,235 10,105 | 86,365 | 10,000
6 mésicu po skonceni 1écby
SCC 15 1,559 0,967 2,151 1,100
CTC l.od¢itani 16 39,438 -0,192 | 79,067 | 10,000
CTC 2.od¢itani 15 27,533 6,068 | 48,998 5,000
9 mésicu od skonceni 1écby
SCC 14 2,638 1,116 4,160 1,750
CTC 1.od¢itani 12 | 107,250 | -73,605 | 288,105 7,500
CTC 2.od¢itani 13| 203,077 | -16,150 | 422,304 | 15,000
Pieziti (mésice) 21 27,619 24,537 | 30,701 | 29,000

Tabulka 3: Vztah CTC a SCC u stadia T2b
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Pacientky stadia T3b maji klesajici trend CTC az do 9.mésice, 1 kdyZ od 6.mésice je vidét

vzestupny trend u SCC.

N | Primér | CI1-95% | CI95% | Median
Pted 1é¢bou
SCC 5 28,646 -2,696 59,988 | 22,390
CTC 1.od¢itani 6| 143,667 | -193,956 | 481,289 | 12,500
CTC 2.od¢itani 6| 151,667 | -182,091 | 485,425 | 22,500
NLR 6 3,098 2,064 4,133 2,788
Pred brachyterapii
CTC 1.od¢itani 5 61,400 | -69,910 | 192,710 | 20,000
CTC 2.od¢itani 5] 411,400 | -255,895 | 1078,695 | 30,000
3 mésice po skonceni 1écby
SCC 4 0,705 0,404 1,006 0,690
CTC 1.od¢itani 6| 128,333 -70,275 | 326,942 | 50,000
CTC 2.od¢itani 6 65,833 -55,938 | 187,605 | 20,000
6 mésicu po skonceni 1écby
SCC 5 3,270 -2,337 8,877 1,370
CTC l.od¢itani 5 83,200 | -25,428 | 191,828 | 50,000
CTC 2.od¢itani 5 43,000 | -10,334 96,334 | 30,000
9 mésicu od skonceni l1écby
SCC 4 12,315 -22,128 46,758 1,680
CTC 1.od¢itani 4 40,250 | -76,213 | 156,713 5,000
CTC 2.od¢itani 4 25,000 | -17,100 67,100 | 20,000
Preziti (mésice) 6 24,833 16,619 33,498 | 27,000

Tabulka 4: Vztah CTC a SCC u stadia T3b
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Nejvétsi rozdil je patrny u pacientek s negativnimi a pozitivnimi lymfatickymi uzlinami. U
pacientek s NO jsme pozorovali pokles CTC az do 6. mésice a poté jejich pozvolny vzestup,

SCC zaostavalo.

N | Primér | CI-95 % | CI195% | Medidn
Pted 1é¢bou
SCC 19 11,062 3,584 | 18,540 6,630
CTC 1.od¢itani 16 | 240,188 34,897 | 445,478 | 40,000
CTC 2.od¢itani 16 | 289,250 61,111 | 517,389 | 40,000
NLR 16 2,908 2,259 3,558 2,788
Pred brachyterapii
CTC 1.od¢itani 17 | 119,471 -13,502 | 252,443 | 20,000
CTC 2.od¢itani 15| 116,333 -36,119 | 268,786 | 10,000

3 mésice po skonceni 1écby

SCC 17 1,315 0,685 1,942 1,030
CTC 1.od¢itani 15 48,933 -21,820 | 119,687 3,000
CTC 2.od¢itani 14 40,000 7,338 | 72,662 | 20,000

6 mésicu po skonceni 1écby

SCC 14 1,386 0,967 1,806 1,195
CTC 1.od¢itani 15 54,733 -16,665 | 126,131 | 10,000
CTC 2.od¢itani 14 58,429 -17,089 | 133,946 | 15,000

9 mésicu od skonceni 1écby

SCC 14 2,024 1,093 2,954 1,545
CTC 1.od¢itani 12 95,167 -86,384 | 276,718 5,000
CTC 2.od¢itani 13| 216,539 -1,292 | 434,369 | 30,000
Preziti (mésice) 19 29,632 26,699 | 32,563 | 30,000

Tabulka 5: Vztah CTC a SCC u pacientek NO(bez postizeni lymfatickyh uzlin)
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U onemocnéni N1 rozdil proti NO neni tolik vyrazny.

N | Primér | CI-95% | CI195% | Median
Pted 1é¢bou
SCC 9 31,173 17,479 | 44,868 | 30,930
CTC 1.od¢itani 10 | 206,700 | -57,275 | 470,675 | 40,000
CTC 2.od¢itani 10 | 150,000 | -33,384 | 333,384 | 30,000
NLR 11| 150,000 | -33,384 | 333,384 | 30,000
Pred brachyterapii
CTC 1.od¢itani 8 69,000 | -12,611 | 150,621 | 22,000
CTC 2.od¢itani 8| 278,750 | -95,509 | 653,009 | 27,500
3 mésice po skonceni 1écby
SCC 10 10,997 | -11,376 | 33,370 1,025
CTC 1.od¢itani 11 37,273 8,324 | 66,222 | 30,000
CTC 2.od¢itani 11 72,273 1,487 | 143,058 | 30,000
6 mésicu po skonceni 1écby
SCC 7 2,976 -0,646 6,597 1,370
CTC l.od¢itani 8 97,000 11,828 | 182,172 | 50,000
CTC 2.od¢itani 8 45,000 6,107 | 83,893 | 25,000
9 mésicu od skonceni 1écby
SCC 6 9,907 -8,400 | 28,213 1,685
CTC 1.od¢itani 6 63,500 | -12,839 | 139,839 | 40,000
CTC 2.od¢itani 6 29,167 | -14,409 | 72,743 7,500
Pieziti (mésice) 11 25,000 19,307 | 30,693 | 25,000

Tabulka 6: Vztah SCC a CTC u stadia NI (s postizenim lymfatickych uzlin)
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U dlazdicobunécnych karcinomi je nejvétsi pokles CTC ve 3.mésici po skonceni 1écby, u SCC

trva az do 6.mésice, poté jsme pozorovali mirny vzestup.

N | Prumér | CI-95% | CI95% | Median

Pied 1é¢bou

SCC 25 18,918 10,982 | 26,854 | 12,760
CTC 1.od¢itani 22 | 219,318 59,148 | 379,488 | 40,000
CTC 2.od¢itani 22| 212,182 51,690 | 372,673 | 30,000
NLR 22 2,963 2,456 3,470 2,941
Pred brachyterapii

CTC 1.od¢itani 20 63,500 7,433 | 119,568 | 20,000
CTC 2.od¢itani 19 | 122,263 -27,244 | 271,771 | 20,000

3 mésice po skonceni 1écby

SCC 24 5,370 -3,153 | 13,893 1,030
CTC 1.od¢itani 21 19,714 7,570 | 31,859 5,000
CTC 2.od¢itani 20 44,250 11,956 | 76,535 | 15,000

6 mésicu po skonceni 1écby

SCC 19 1,973 0,783 3,163 1,290
CTC 1.od¢itani 18 51,444 12,355 | 90,534 | 17,500
CTC 2.od¢itani 17 34,000 13,343 | 54,658 | 20,000

9 mésicu od skonceni 1écby

SCC 17 4,925 -0,503 | 10,353 1,610
CTC 1.od¢itani 15| 100,533 -40,322 | 241,389 5,000
CTC 2.od¢itani 16 | 184,375 8,308 | 360,443 | 32,500
Preziti (mésice) 25 28,480 25,757 | 31,203 | 29,000

Tabulka 7: Vztah SCC a CTC u dlazdicobunécnych karcinomii
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Nadorovy marker SCC neni zcela typicky pro adenokarcinomy a v nasem souboru mély

adenokarcinomy minoritni postaveni.

N Primér | CI-95% | CI95% | Median
Pted 1é¢bou
SCC 2 4,290 | -11,466 20,046 4,290
CTC 1.od¢itani 4 271,250 | -502,374 | 1044,874 40,000
CTC 2.od¢itani 4 365,000 | -364,016 | 1094,016 | 225,000
NLR 4 2,843 0,602 5,083 2,295
Pred brachyterapii
CTC 1.od¢itani 4 320,750 | -420,998 | 1062,498 | 140,000
CTC 2.od¢itani 4 413,000 | -292,798 | 1118,798 | 325,000
3 mésice po skonceni 1écby
SCC 2 1,425 0,726 2,124 1,425
CTC 1.od¢itani 4 175,000 | -183,761 | 522,761 | 100,000
CTC 2.od¢itani 4 92,500 | -130,034 | 315,034 35,000
6 mésicu po skonceni 1écby
SCC 2 1,375 -2,882 5,632 1,375
CTC l.od¢itani 4 42,750 | -71,961 | 157,461 10,500
CTC 2.od¢itani 4 25,000 | -29,737 79,737 12,500
9 mésicu od skonceni 1écby
SCC 2 1,475 -3,671 6,621 1,475
CTC 1.od¢itani 2 7,500 | -24,266 39,266 7,500
CTC 2.od¢itani 2 20,000 | -107,062 39,266 7,500
Preziti (mésice) 4 22,500 6,614 38,386 23,000

Tabulka 8: Vztah CTC a SCC u adenokarcinomii




Béhem sledovani vyrazné rozdily mezi 1. a 2. odeCtem v poctu bunc¢k nejsou patrné.

Mezi 3. a 6. mésicem nastava faze plato.
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U nadorového markeru SCC trva klesajici trend az do 6. mésice, kdy dosahuje nejnizsi hodnotu.
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Graf 2: Prumeéry a konfidencni intervaly SCC (95%)

Kiivky ptezité nejsou zcela signifikantni pro mensi pocet pacientek v souboru.
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Graf 3 Krivka preziti dlazdicobunécnych karcinomii a adenokarcinomii
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V nasem souboru byla odpovéd’ na 1écbu u 90 % pacientek (27/30). Lehce vyssi odpovéd byla

u dlazdicobunéénych karcinomi nez u adenokarcinomt (96 % vs. 80 %).

Pti srovnani pacientek, které zprogredovaly a nezprogredovaly, jsme pozorovali rozdil v poctu

CTC 3 mésice po skonceni 1é¢by.

Averge CTCnumbrer

Obrazek 5: Primeérny pocet CTC u pacientek pred zahajenim lécby a 3 mésice po jejim
skonceni
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Kdyz se podivime na dynamiku CTC pied 1écbou a béhem sledovani u progredujicich
a neprogredujicich pacientek, pozorovali jsme nejvétsi rozdil 3 az 6 mésicti po skonceni
chemoradioterapie. Pfekvapivé bylo, ze neprogredujici pacientky mély pted zahajenim terapie

vyssi hladinu CTC.
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Obrazek 6: Primerné CTC u progredujicich a neprogredujicich pacientek pred lécbou,
béhem lecby a sledovani
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Kdyz jsme se u téchto pacientek podivali také na hladiny SCC, pozorovali jsme zvyseni SCC

6 az 9 mésict po skonceni chemoradioterapie.

31,214

18,5825

SCC-Ag U/ml

1,52857..

& —l—

i P A

o

SCCOo SCC3 SCC6 SCC9 scc12 sce1s

—e—Progressing —e— Non-progressing

Obrazek 7: Priumerné SCC u progredujicich a neprogredujicich pacientek pred zahdjenim
lechy, behem léchy a sledovani
V nasem souboru jsme pozorovali pokles CTC 1 SCC po 1é¢be, co korelovalo s klinickym
obrazem a pozorovanim regrese onemocnéni. To souhlasi s doporucenim evaluace vysledku
1é¢by az s casovym odstupem po skonceni chemoradioterapie i vzhledem k abskopalnimu

efektu radioterapie.
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Pti profilovani genové exprese znacila horsi vysledky 1€¢by zvysSena exprese genti spojenych
s chemorezistenci. Pfed zahdjenim 1éCby jsme méli vyssi hladinu exprimovanych gent
kmenovych bun¢k SOX2, POUSF u relabujicich pacientek. Kdyz jsme pacientky rozdélili
do dvou skupin na zakladé DFS — obdobi bez nemoci (mén¢€ nebo vice 12 mésict), pacientky
s kratkym DFS vykazovaly vétsi expresi SOX2 a POUSF (p <0,02) a malou expresi VEGF
aFLTI.

o~ 8

>

o

S 6

[

°

a 4

@

S

= 2

=< - -
s, A = [z
g HIF1A ERCC1 POUSF VEGFA PDL1 ITl SOX2
= 2

o

o 4

MW Short DFS (7-11 months) ELlong DFS (12-24 months)

Obrazek 8: Profilovani genové exprese u CTC na zakladé DFS
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Pti zaméteni se na expresi SOX2 a rozdéleni vzorkd do dvou skupin — vysoké a nizké hladiny
exprese SOX2 a dale i na zakladé DFS, ve skupiné s vysokou expresi SOX2 a dlouhym DFS
exprimuji signifikantné vice VEGF a FLT1 u CTC. Skupina s nizkou hladinou exprese SOX2

exponuje vice VEGF a FLT1 expresi, co mize byt indikatorem citlivost anti-VEGF terapie.
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Obrazek 9: Profilovani genové exprese na zaklade SOX2

49



Pfi rozdéleni pacientek s poctem CTC nad 200 a pod 200 se ukazalo, ze elevace SOX2
a POUSEF je nezavisla od poctu CTC.
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Obrazek 10: Elevace SOX2 a POUSF je nezavisla od poctu CTC

CTC s vysokou expresi SOX2 a POUSF exprimovaly signifikantné méné¢ VEGF a FLTI.
Na zéaklad¢ toho ptedpokladame, ze nddorové buiiky jsou u téchto vzorki méné diferencované.
Ve skupiné s nizkou expresi SOX2 se ukazala vysoka exprese VEGF a FLT1, ktera by mohla
pomoct k poukazani na efektivni 1écbu — anti — VEGF terapii. Dal§im pomocnym ukazatelem

by mohla byt vyssi exprese PDLI, ktera by mohla poukazat na efekt imunoterapie.
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Obrazek 11: gPCR
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Morfologie CTC se ménila béhem [éCby i po 1é¢bé a béhem sledovani. CTC po 1écbé byly malé
a mély chlupatou cytoplasmu s protruzemi. Pozorovali jsme také zmény v bunééném
metabolizmu — mitochondrialni aktivité, na zaklad¢, ¢eho jsme mohli identifikovat méné a vice

aktivni bunky.

U pacientek 1é¢enych chemoradioterapii je jeden z castych nezddoucich ucinkd 1écby
postradiacni kolitis. V souboru naSich pacientek jsme pii analyze CTC pozorovali velké
mnozstvi cirkulujicich epitelidlnich bun¢k v periferni krvi pravé u pacientek s kolitidou.

To korelovalo i s klinickym obrazem.

Obrazek 12: Cirkulujici epitelialni bunky u pacientek s postradiacni kolitidou jsou mensi
a maji hladsi jadro bez viditelnych jadérek

51



Cirkulujici vzacné buiiky jsou definovany jako CTC a cirkulujici epitelidlni buniky. Pfi srovnani
pacientek s postradiacni kolitidou a bez ni je jejich mnozstvi vyrazn€é vétsi u pacientek

s kolitidou.
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Obrazek 13: Cirkulujici bunky u pacientek s postradiacni kolitidou a bez ni

V nasi praci jsme se snazili najit dalsi vhodny marker k odhaleni pacientek s vysSim rizikem
relapsu onemocnéni k dosud znamym rizikovym faktorim. Piedpokladali jsme, Ze pacientky
s vysokym NLR a CTC budou vice rizikové. Pacientky, které zrelabovaly, m¢ly NLR
v rozmezi 1,7-4,9. Pacientky zprogredovaly nejdéle za 14 meésict. Z naseho souboru ale
zrelabovaly pacientky, které mély NLR a CTC nizké ve srovnani s ostatnimi sledovanymi
pacientkami. To mutize souviset s horsi odpovédi na chemoradoterapii, kterd se projevi
drivéjsim relapsem onemocnéni. Je otazkou, jestli u téchto pacientek neni nutnd jesté dalsi
1écebna modalita (imunoterapie). Doplnéni NLR a CTC pfi stanovovani stagingu onemocnéni

by mohlo byt také pomocnym markerem.
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Odpovédi na hypotézy:

Koreluje pocet a dynamika CTC pred léecbou a po lécbé s prognozou onemocnéni?

Ze souboru nasich pacientek se ukazuje, Ze vyznamnéjsi, nez vstupni hodnota CTC je jejich
pocet po skonceni 1écby a beéhem 3.-6. mésice. U pacientek, u kterych doslo k relapsu
onemocnéni, doslo i k vzestupu CTC v této dob¢€. V naSem souboru jsme dale pozorovali, ze
zvySena hladina CTC byla pozorovana piiblizné 12 tydni pied relapsem onemocnéni
zobrazitelného na zobrazovacich vySetfenich. Analyza potvrdila zvySeni SOX2 a POUSF
expresi u CTC u skupiny s relapsem. Agresivita nemoci mize byt spojena se zvysenou expresi

markert kmenovych CTC — CTC nadorova néloz a agresivita.

Existuje vztah hladiny CTC a stadia onemocnéni pri zahajeni lécby?

Pacientky s vy$§im stadiem onemocnéni — stadia 11 — mély vyssi pocet CTC pii zahajeni 1€Cby.

Existuje vztah mezi CTC a ndadorovym markerem SCC?

Existuje. Z naSeho souboru se ukazuje, ze elevace CTC ptedchazi elevaci SCC.

Jsou CTC prognostickym markerem?

Ano, ale je nutné korelovat jejich dynamiku s 1é¢bou a sledovanim.

Jsou CTC prediktivnim markerem?

CTC jsou vhodnym prediktivnim markerem. U antiangiogenni 1é€by 1 svym poctem, protoze
se S$ifi hematogenné. Jejich potencial a prediktivni vyznam je hlavné v sekvenovani,
kdy pomoci cileného dovySetteni miZeme zjistit jednak charakteristické znaky,

ale také odpovéd’ na 1écbu.
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14 Diskuse k tématu

Posledni 1éta je patrny mirny klesajici trend v incidenci u gynekologickych malignit. Karcinom
hrdla délozniho je 3. nejCastéjsi gynekologickd malignita u zen. Z hlediska mortality se fadi

stale k malignitdm s horsi prognézou. (63)

Stadium onemocnéni je u vSech malignit silny prognosticky faktor. S pokrocilosti onemocnéni,
a tedy vysSim stadiem onemocnéni se zhorSuje progndza a klesa preziti pacientek. K dal$im
negativnim prognostickym znaklim patii hloubka invaze, velikost priméarniho nadoru,
nadorovy grade, Sifeni do lymfatickych cév, ptitomnost lymfadenopatie a v neposledni fadé
1 histologie. (64) Adenokarcinomy maji vSeobecné¢ hor$i prognézu, jsou vice chemo

a radiorezistentni. (65)

CTC nesou vlastnosti a znaky, které jsou charakteristické pro nadorovou tkan,
ze které se uvolnuji (primarni nador 1 jeho metastazy). Tyto vlastnosti jsou unikatni a jejich
poznani miZe byt cennym zdrojem pii diagnostice nadorového onemocnéni, odpovédi
na lécbu, také béhem sledovani i1 pii progresi onemocnéni. Vyssi pocet CTC pti zahajeni 1écby
nebo jejim pribeéhu se jevi jako ukazatel horsi progndzy onemocnéni. Pretrvavajici vyssi pocet
CTC 1 po ukonceni 1écby muze poukazovat na agresivnéj$i onemocnéni a byt ukazatelem
nedostatecnosti 1écby. Naopak nizsi hladina CTC v pribéhu 1€¢by je ukazatelem odpovédi
na probihajici 1éCbu a piizniveéjsi progndzu onemocnéni. Morfologie a vlastnosti CTC jsou také
cennym zdrojem informaci o primarnim nadoru nebo metastaze. Analyzou CTC a dalSim
profilovanim muzeme ziskat cenné informace nejenom o CTC samotnych, ale i o jejich
odpovédi na 1é¢bu profilovanim nadorovych geni a gent spojenych s rezistenci k zefektivnéni

aplikace 1€cby. Pocet CTC neni ukazatelem velikosti nadoru, ale ukazatelem zvySeni morbidity

s ovlivnénim mortality. (56) (53) (66)

Z praci se ukazuje korelace mezi stadiem onemocnéni a vyskytem CTC. U pacientek
bez vzdalenych metastaz (stadium MO), které maji pozitivni CTC pii diagndze onemocnéni,

dochazi k ¢asnéjSimu vyskytu hematogennich metastdz neZ u pacientli bez detekovanych CTC.

(67)

Vyssi hladina CTC je asociovand s hor§i progndézou u karcinomu prsu (68), prostaty
a kolorektalniho karcinomu. (69) U nddoru plic mizou CTC ptedchdzet manifestaci relapsu
onemocnéni na CT vySetieni o nékolik let. U nemetastatického onemocnéni je vétSinou hladina

CTC pti diagnoze nizka. (70)
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V metaanalyze u diagnézy karcinomu prsu se z21 studii ukazuje, ze vyssi CTC
u neoadjuvantni 1éCby je asociovana shorSim D-DFS a OS. Bylo také pozorovano,
ze pacientky, které dosahly patologickou kompletni remisi po neoadjuvantni 1é¢be, mély
o néco Castéji nizkou hladinu CTC pfi zahdjeni lécby. CTC jsou prediktivnim markerem
u karcinomu prsu lé¢eného radioterapii. Detekce CTC po mastektomii upozoriiuje na okultni
nemoc a poukazuje na nutnost pouziti adjuvantni radioterapie k lepsi lokalni kontrole
onemocnéni. Radioterapie spadovych lymfatickych uzlin také stimuluje systémovou imunitni

odpovéd’ ke zlepSeni kontroly onemocnéni. (71)

CTC jako pomocny prognosticky faktor byly prokazany také u karcinomu jicnu. Pozorovala
se jejich pfitomnost nebo neptitomnost pied primarni operaci. Pozitivita CTC byla spojena
s krat§im PFS a OS. Ukazuje se, Ze u lokalizovaného onemocnéni je pfitomnost CTC silngjsi

prognosticky faktor nez postizeni lymfatickych uzlin. (72)

Také u pacientli s nemalobunéénym karcinomem plic stadia T1a-T2a lé€enych stereotaktickou
radioterapii se ukazuje, ze vyssi hladina CTC pted 1écbou a jeji perzistence je spojena s vySSim

rizikem relapsu onemocnéni. (73)

Ptitomnost CTC u karcinomu pankreatu pred primarni operacni 1écbou svéd¢i pro pritomnost

okultnich metastaz. (74) (75)

Vyznam CTC jako prediktivniho faktoru relapsu onemocnéni poukazuje prace japonskych
védci. Tuto souvislost pozorovali u pacientek s karcinomem cervixu stadia [IB —IVA 1é¢enych

definitivni radioterapii. (76)

U pacientek s diagnézou karcinomu hrdla délozniho lé¢enych chemoradioterapii sveédci
pritomnost CTC pted zahdjenim 1écby kratsi PFS na rozdil od pacientek, u kterych CTC nebyly
pfitomny. Pfitomnost CTC je nezavislym prognostickym faktorem. Poc¢et CTC je asociovan

se stadiem onemocnéni, probihajici 1écbou a metodou izolace CTC. (77)

V dalsi malé prospektivni studii lokalizovaného karcinomu hrdla d€lozniho 1éceného
chemoradioterapii, pfitomnost CTC korelovala s hor§im pteZitim pacientek — vice nez 50 %

pacientek s pozitivnimi CTC mélo relaps onemocnéni. (78)

Ptitomnost CTC by mohla svéd¢it pro agresivitu onemocnéni, a proto by mohli byt pouzity

jako jednoduchy nastroj k prevenci nadmérné diagnostiky, a 1 onkologické terapie.

55



vvvvvv

onemocnéni. V nasem souboru jsme pozorovali elevaci CTC jesté pred elevaci SCC

u pacientek s relapsem onemocnéni a jeho klinickou manifestaci.

Zajimavé jsou vysledky studie GOG Study 240, kterd jako jedna z prvnich provadéla rozbor
CTC bunek ve velké skupin¢ 452 pacientek s diseminovanym onemocnénim. Pacientkam byla
aplikovana chemoterapie cisplatina, paclitaxel s bevacizumabem/placebo. Na zaklade
vysledki studie byl bevacizumab registrovan do klinické praxe u karcinomu hrdla délozniho.
Pacientky, u kterych byl vysoky pocet CTC pied zahdjenim 1é€by, mély v rameni
s bevacizumabem lepsi 1é¢ebnou odpovéd’ a delsi PFS na rozdil od pacientek, u kterych byly
CTC nizké. Je to dano 1 tim, Ze CTC se Sifi hematogenné a vnddoru je zvySena

neovaskularizace a zranitelnost VEGF inhibice. (79)

V dalsi retrospektivni studii vyhodnocujici CTC u pacientek s karcinomem hrdla d€lozniho
(vSech stadii onemocnéni), po radioterapii nebo chemoradioterapii u pacientek, se ukazaly CTC
byt nezavislym prognostickym faktorem. Pacientky s CTC mély signifikantné kratSi PFS
nez pacientky, u kterych byly CTC negativni. (80)

Nadorovy marker SCC je vysoce specificky pro dlazdicobunécné karcinomy. Vyssi hladina
pii diagnoze muze znacit agresivnéjsi typ nddoru a vétsi nddorovou naloz v Case diagnozy.
Dynamika hladiny SCC béhem 1écby a po 1écbé koreluje s efektem 1écby a jeho opétovna
elevace muze znacit relaps onemocnéni. Nekteré prace udavaji, ze jeho vyssi hladina mize
pfedchazet relaps onemocnéni az o 5 mésictl. Senzitivita SCC je nizké (udava se kolem 53 %),
ale jeho specificita je vysokd (uddva se kolem 94 %). (50) Je to jeden z duavodd,

pro¢ se nepouziva jako screeningova metoda.

SCC je nezavislym prognostickym markrem béhem chemoradioterapie. Perzistujici vyssi
hladiny predikuji hor$i prognézu onemocnéni. Tento vztah byl pozorovan v préci zahrnujici
140 pacientek diagnostikovanych s dlazdicobunéénym karcinomem hrdla dé€lozniho. Z této
skupiny mélo pted 1écbou 58,6 % pacientek panevni lymfadenopatii dle CT/PET-CT. VSechny
pacientky podstoupily 1é€bu kombinovanou radioterapii s potenciaci cisplatinou. Ve skupiné
pacientek s elevaci SCC pied 1écbou, u nichz doslo k normalizaci hodnoty po 27.dnu 1écby,
byla pozorovéana lepsi prognoza onemocnéni. Polécebné hodnoceni SCC miiZze odhalit dfive

relaps onemocnéni, v této skuping pacientek to bylo o vice nez rok pfed klinickymi symptomy.

(81
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Nedavno byl SCC definovan jako mediator rezistence na radioterapii. RozliSujeme dvé formy
SCC — SCC1 (SERPINB3) a SCC2 (SERPINB4). SCC1 chréani nador pred toxickym efektem
lysosomalnich cysteinovych proteaz uvoliujicich se pii vystaveni Skodlivym podnétim.
Dale se SCC1 ptimo podili na rezistenci k radioterapii. Zablokovani SCC1 senzitizuje buiky

vice nez cisplatina. (82)

Praci o CTC a nadorovych markerech u diagnézy karcinomu hrdla délozniho neni mnoho.
Préce japonskych védcii zkoumala souvislost mezi SCC a CTC u pacientek stadia [IB az IVA
lécenych chemoradioterapii. Kombinace CTC a SCC je lepSim prediktivnim markerem
ve srovnani s jejich samostatnou hodnotou. Ve srovnani s nasi praci byla pouzita jina technika
radioterapie (box) a v konkomitantni chemoterapii byla pouzita i kombinace s docetaxelem,
ktera se u nas nepouzivd. CTC byly analyzovany in situ FISH hybridizaci s detekci
chromozomu 8. Tento vztah potvrdila také dalsi studie autort, kdy elevace CTC a SCC svédci

pro horsi prognézu lokalné pokrocilého karcinomu hrdla dé€loZniho 1é¢eného radioterapii. (83)

Predoperacni hodnota NLR vyS§i nez 2,0 je nezavisly prediktivni faktor u pacientek
s lokalizovanym karcinomem hrdla d€lozniho podstupujicich radikalni hysterektomii. Spolu

se stadiem, postizenim lymfatickych uzlin identifikuje rizikové pacientky. (84) (85) (86)

V retrospektivnim sledovani 1061 pacientek stadia IB az IVA se NLR ukézal také jako
negativni prognosticky faktor. Cut off hodnota byla 1,9. Pacientky s vy$§im NLR byly mladsi
a vétSinou mély diagnostikovano 1 onemocnéni v pokrocilejsim stadiu. V této studii
byly vyloueny pacientky s adenokarcinomem, které maji vSeobecné¢ horSi prognozu
onemocnéni. Pacientky podstoupily hysterektomii s nebo bez lymfadenektomie s naslednym
sledovanim nebo pooperacni 1écbou, nebo ve druhé skupiné radioterapii samostatnou
nebo potenciovanou chemoterapii. Pacientky svyS§im NLR castéji  podstoupily

chemoradioterapii. (87)

V dalsi praci zahrnujici 184 pacientek se zamétovali na stratifikaci dle NLR pred 1écbou
a stadiem onemocnéni. Pacientky s vy$§im NLR mély lokalné pokrocilejsi onemocnéni. Prace
ukazuje, Ze vys$§i NLR muZe pomoct v rozhodovani, jestli pacientka podstoupi primarni

operaci nebo chemoradioterapii. (88)

Vztah mezi NLR a nadorovym markerem byla pozorovana u karcinomu ovaria.
KdyZ se srovnavala hodnota NLR a hladina nddorového markeru Cal25 u pacientek

s karcinomem ovaria, jejich vy$s§i hodnota svédcila pro agresivnéj$i onemocnéni s horsi
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prognoézou. Zvysena hodnota NLR u suspektnich nélezli vaje¢nikli mize byt ndpomocna spolu

s Cal25 k rozliSeni benigniho a maligniho nalezu. (89)
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15 Zavér

Karcinom hrdla délozniho je ¢asto onemocnéni mladsich Zen. Se zlepSujicimi se moznostmi
diagnostiky a 1écby se prodluzuje celkové preziti pacientek. Pokroky dosahujeme i v podpiirné
lécbe. I diky tomu si pacientky pfi relabujicim, metastatickém onemocnéni zachovéavaji dobrou
kvalitu zivota. Nejdulezitéjsi vsak stale zastava primarni 1écba onemocnéni. Nasi snahou
je najit co nejcitliveéjsi ukazatel, ktery by nam pomohl odhalit pacientky s agresivnéj$im
onemocnénim. Zda se, ze tekuta biopsie miize byt vyznamnym piinosem. Jeji stanoveni v dobé

diagnozy a v priabehu sledovani onemocnéni se stdva cennym nastrojem. Pfedpokladame,

ze tato dynamika nés povede k poznani novych prognostickych a prediktivnich markert.

Pti stanoveni diagndzy mohou byt CTC ukazatelem agresivity onemocnéni. Na druhé strané
monitorovani CTC béhem lé€by a sledovani miize pomoci odhalit dfivéjsi relaps onemocnéni
a ovlivnit prognozu pacientky. Morfologie vitdlnich CTC a jeji zmény mohou byt velmi
napomocné. Vyznamnou roli hraji nddorové kmenové bunky. Tyto nové poznatky si zaslouZi
dalsi zkoumani, nebot mohou ovlivnit aplikovanou 1é¢bu a byt vhodnym nastrojem
v personalizované medicin€. Velkou vyhodou je i1 jednoduchost ziskani CTC z periferni krve.
Béhem lécby a sledovani nemoci CTC méni morfologii a dochézi ke zméndm v bunééném

metabolizmu. Mohou se tedy stat ukazatelem nadorové naloze a agresivity nemoci.

CTC, jejich analyza a ziskané informace mohou pomoci k individualizaci diagnostického
postupu, zvyseni efektivnosti terapie a zkvalitnéni 1écebné strategie. Tim jsme kracek blize

k personalizované medicing.

Vysledky naseho vyzkumného Setieni by mohly slouzit jako navrh na zlepSeni komplexni péce
o pacientky s inoperabilnim karcinomem hrdla délozniho a v neposledni fad¢ i jako prevence

relapsu, a diseminace onemocnéni.
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16 Seznam pouzitych zkratek

CTC
CT
MRI
VAG UZ
FNKV
OS
D-DFS
PFS
HPV
NLR
CEA
SCC
PET

cirkulujici nddorové bunky

pocitacova tomografie

magnetickd rezonance

vaginalni ultrazvuk

Fakultni nemocnice Kralovské Vinohrady
celkové preziti

¢as do vzdalené diseminace onemocnéni
¢as do progrese onemocnéni

lidsky papilomavirus

pomér neutrofil k leukocytim
karcinoembryonalni antigen

tumor marker dlazdicobunécného karcinomu

pozitronova emisni tomografie
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