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1. Uvod

Zhoubné nadory vulvy se vyznacuji fadou specifik. Vekova distribuce, mala frekvence
zhoubnych nadorti a zcela rozdilna a vysoce individualizovana chirurgicka 1écba odliSuji
nadory vulvy od ostatnich gynekologickych malignit. Incidence zhoubnych nadorti vulvy
se v Ceské republice dlouhodob& pohybuje mezi 3,0 — 4,1/100 000, pfi¢emz mortalita je
relativné vysoka - 1,4 — 2,0/100 000. Pomér incidence a mortality je cca 50%. Incidence
v CR v roce 2005 byla 4,1/100 000 a mortalita 2,0/100 000 [35]. V praxi to znamena, Ze
ro¢n¢ diagnostikujeme 170-200 novych onemocnéni a v souvislosti s timto onemocnénim
rocn¢ umira piiblizné¢ 75-100 zen! Primérny vék zen s invazivnimi nadory je 69 let.
Nejcastéjsi invazivni zhoubné nadory jsou epitelidlni a v nich jsou v 98 % zastoupeny
varianty dlazdicobunéénych karcinomt. Na Gynekologicko porodnické klinice FN Motol

ro¢n¢ 1é¢ime v poslednich deseti letech 18 az 29 karcinomd vulvy coz nam umoziuje

predkladat reprezentativni soubory zen.

Incidence cervikalnich karcinomti je v Ceské republice dlouhodobé vysoka (19,1/100 000
v roce 2005 — tj 1003 novych ptipadil), ktera témét dvojnasobné prevysuje primér zemi
EU (10,2/100 000). Podobn¢ i mortalita (6,5/100 000 Zen v roce 2005 — tj 343 timrti) je
dvojnasobnd s primérem puvodnich zemi EU [35]. Pocet nové diagnostikovanych
karcinomli vyznamné nartistd po 30 roce véku, primérny v€ék zen s mikrokarcinomy je
41,2 roku a Zen s invazivnimi karcinomy ve stadiu IB je v naSem souboru 46,5 roku. Na
Gynekologicko porodnické klinice FN Motol ro¢né 1é¢ime v poslednich deseti letech 118
az 139 karcinomt délozniho hrdla z toho chirurgicky feSime 75 az 100 karcinomt ro¢né.
Tato operabilni stadia jsou ale prognosticky velice rozdilnou skupinou a trendem
souCasné chirurgické¢ 1é¢by je vyuzivat minimaln¢ invazivni metody a soucasné
individualizovat 1écbu na =zakladé predoperacnich a peroperacnich prognostickych

faktora.

Detekce sentinelovych uzlin na kterou jsem se vpraci zaméfil je jednim
z nejperspektivnéjSich postupti, ktery ndm muize pomoci v bezpecnéjsi, individualizované
péci o nase klientky. Sentinelové uzliny jsou ty, které jsou piimo drénovany z oblasti
SN je prvni lymfatickd uzlina drénovana piimo z oblasti primarniho nadoru®. V tfad¢

ptipadl Ize vystopovat pomoci modfi lymfatické trunky (kanaly), které se od primarniho



nadoru samostatné rozbihaji k vice regionalnim uzlinam. Z gynekologickych zhoubnych
nadorti je nejvice praci na detekci sentinelovych uzlin vulvy [2;5;6;7;9], pfibyva praci na
detekci sentinelovych uzlin u karcinomi déloZzniho hrdla [31;32]. Cilem projektu je
prispét k oveteni vyuzitelnosti konceptu sentinelovych uzlin u karcinomt délozniho hrdla
a vulvy jako jedné z potencionalnich alternativ k zvySeni bezpecnosti individualizované

chirurgickeé 1écby.

Prvni ¢ast prace se zabyva moznostmi vyuZiti peroperacni detekce sentinelovych uzlin
u karcinomti vulvy a soucasné¢ hodnoti vyuzitelnost tohoto postupu pro praxi. Druha ¢ast
prace vyhodnocuje vysledky experimentalniho postupu ultrakratkého protokolu aplikace
radiokoloidu a patentové modfi, vyhodnocuje vyuzitelnost peroperacni detekce
sentinelovych uzlin u karcinomt délozniho hrdla a popisuje experimentalni techniku
identifikace a exstirpace lymfatickych kandlli v paracervixu. Praktickym vystupem je
pilotni projekt protokolu LAP II. jehoz vysledky byly publikovany v Gynecologic
Oncology (Pluta a kol. viz. ptiloha ¢.1 ) Experimentalni postup mén¢ radikalnich operaci
u casnych stadii cervikdlnich karcinomli (stadium IA1l s angioinvazi, stadium A2
a stadium IB1 u nddort do 2 cm v nejvétsim rozméru a s infiltraci do poloviny stromatu)
je zaloZen na laparoskopické identifikaci sentinelovych uzlin kombinaci patentové modri
a radiokoloidu technetia a na nasledném peroperacnim vysSetfeni sentinelovych uzlin.
Nésledné laparoskopické identifikaci eferentnich modrych lymfatickych kandli (trunki),
jejich exstirpaci v paracervixu a kompletni panevni laparoskopické lymfadenektomii.
U zen s peropera¢né negativnimi sentinelovymi uzlinami je provedena laparoskopicky
asistovand vaginalni hysterektomie v rozsahu typ A.

Prace je &asti vystupti grantovych projekti IGA MZ CR — NH 6488-3: Prognosticky
vyznam peroperacni identifikace sentinelovych uzlin u karcinomu dé€lozniho hrdla
a vulvy, fesitel L.Rob, spolufesitel M. Pluta (feSeno v letech 2001 az 2003)
a navazujiciho projektu IGA MZ CR — 8434-3: Vyznam predoperacnich rizikovych
faktorii, pooperacniho hodnoceni a ultramikrostagingu sentinelovych lymfatickych uzlin
u ¢asnych stadii karcinomi délozniho hrdla a vulvy, feSitel L. Rob, spolufeditel M. Pluta
(feSeno 2005-2007) — tento grantovy projekt byl v roce 2008 ocenén cenou ministra
zdravotnictvi CR. Experimentalni protokol méné radikalnich operaci LAP II, byl
schvélen véceckou radou FN Motol a etickou komisi jako novy lécebny postup v roce

2000 a jeho aktualizovany protokol byl schvalen v roce 2007.



2. Cile prace

2.1. Prognosticky vyznam peroperacni a pooperacni detekce sentinelovych uzlin
u karcinomi vulvy. Vyznam stanoveni mikrometastaz.

Vyhodnotit jednotlivé experimentalni metody detekce sentinelovych uzlin a vypracovat
optimalni Casovani protokolu aplikace. Vyhodnotit detekéni schopnost metody,
senzitivitu, specificitu a rizika faleSné negativity. Analyzovat distribuci — topografii
v inguinofemoralni oblasti. Vyhodnotit peroperacni histopatologické zpracovani
a porovnat vysledky s definitivnim zpracovanim sentinelovych a nesentinelovych uzlin.
Vyhodnotit pfinos imunohistochemického zpracovani pro detekci mikrometastaz

Sirokospektrou protilatkou proti cytokeratinu.

2.2. Prognosticky vyznam peroperacni a pooperacni detekce sentinelovych uzlin
u ¢asnych stadii karcinomii déloZniho hrdla. Vyznam stanoveni mikrometastaz.

Vyhodnotit jednotlivé experimentalni metody detekce sentinelovych uzlin a vypracovat
optimalni Casovani protokolu aplikace. Vyhodnotit detekéni schopnost metody.
Analyzovat distribuci — topografii sentinelovych uzlin.  Vyhodnotit peroperacni
histopatologické zpracovani a porovnat vysledky s definitivnim zpracovanim
sentinelovych a nesentinelovych uzlin. Vyhodnotit pfinos imunohistochemického
zpracovani pro detekci mikrometastdz Sirokospektrou protilatkou proti cytokeratinu.
Ovérit klinickou vyuzitelnost detekce sentinelovych uzlin k redukei radikality operacni

1é¢by u Casnych stadii karcinomti délozniho hrdla (LAP II protokol).



3. Karcinomy vulvy a detekce sentinelovych uzlin

3.1. Piehled dané problematiky

Zakladni 1écebnou modalitou je chirurgicka 1écba, kterd je vyrazné odlisna od ostatnich
gynekologickych malignit a méla by se provadét v onkogynekologickych centrech, ktera
se na tuto 16¢bu specializuji [1;2;3]. Pokud mame v CR roéné 170 az 200 invazivnich
karcinomll a za mimimum pro adekvétni chirurgicky tréning se povazuje 10 karcinomi
vulvy je logické, ze tyto pocty mohou splnit pouze centra do kterych jsou tyto zeny
referovany. U spinoceluldrnich karcinomt, které tvoii vice nez 90% zhoubnych nadori
vulvy lze vSeobecné fici, Ze pouze u invazi do Imm (stadium IA) neni tfeba provadét
inguinofemoralni lymfadenektomii. U invazi nad 1 mm je standardnim postupem
regionalni — inguinofemoralni lymfadenektomie. Tento postup pfindsi pro Zeny pomérné
zna¢nou casnou i pozdni morbiditu. Trend opusténi en block resekce v 80 letech a jeji
nahrazeni technikou ,.tfi incizi“ piinesl snizeni Casné pooperacni morbidity. Pozdni
morbidita spojend s radikalitou exstirpace regiondlnich lymfatickych uzlin invalidizovala
fadu Zen. Lécba perzistujicich lymfedémil je obtizna a malo efektivni. MySlenka redukce
radikality inguinofemoralni lymfadenektomie na pouze superficidlni inguinalni uzliny
byla ovéfovana v 80 letech multicentrickou studii ve Spojenych statech a pro vysoké
procento recidiv ve skupiné pouhych superficidlnich lymfadenktomii byla tato studie
pfedCasné¢ ukoncena [3;4]. V 90. letech byl koncept sentinelové uzliny ovéfen
u karcinomti prsu a melanomi. Je tedy logické Zze pravé detekce sentinelovych uzlin
u vulvarnich karcinomti se stala velice populdrni. Zhoubné nadory se vulvy staly ke konci
milénia tfeti nejatraktivnéjsi lokalitou ve které se oveétuji moznosti vyuzitelnosti detekce
sentinelovych uzlin. V pocatku 90. let minulého stoleti fada center vyuzivala k detekci
pouze lymfotropni modf, nasledné¢ 1 radiokoloid.technetia. Aplikace se provadi
peritumorosné¢ a aktivni uzliny jsou detekovany v nékolikahodinovém odstupu
gamakamerou a nasledné peropera¢né ru¢ni gama sondou. Ziskanou ,,nejrizikovée)si
sentinelovou uzlinu je pak mozno histopatologicky peclivéji zpracovat. Je v rutinni praxi
nerealné provést sériové zpracovani cca 12 uzlin z kazdé inguiny. Aby bylo mozno postup
detekce sentinelové uzliny pouzit v rutinni praxi, bylo tfeba rozsitit nase znalosti zejména
o nejvhodnéjsim ¢asovani aplikace — detekce gamakamerou — ruéni peroperacni detekce —
exstirpace — identifikace ,,nejrizikovéjsi uzliny — peroperacni zpracovani a jeho korelace

s definitivnim zpracovanim uzlin.



3.2. Metody

Vlastni prospektivni soubor navazoval na pilotni zkusSenosti z let 2001 az 2004 ve kterém
jsme u 15 Zen pouzili pouze patentovou modi a nasledné¢ u 30 Zen kombinaci
s radiokoloidem technetia. Po pilotnich zkuSenostech sprvnimi 30 piipady detekce
kombinaci radiokoloidu **™Tc¢ v davce 15 MBq (SENTI-SCINT, Mediradiopharma LTD,
Fodor Joszet NCPH, Mad’arsko) a patentové modii jsme v projektu v letech 2005 az do
listopadu 2007 zaradili dalSich 38 Zen, spliiujici vstupni kriteria: spinoceluldrni karcinom,
stadium T1b a T2 <4 cm, multifokalni 1éze neptesahujici 4 cm, klinicky nesuspektni
uzliny v inguinofemoralni oblasti, podepsany informovany souhlas. Do studie nebyly
zafazeny zeny s nadory >4 cm, T3 a T4 nebo s klinicky suspektnimi uzlinami. Zakladem
je aplikace peritumorosné intradermalné tenkou kozni jehlou. Radiokoloid je fedén
v mens$im objemu fyziologického roztoku 0.2 — 0.4 ml. U multifokalnich 1ézi provadime
aplikaci identicky u kazdého loziska. Po 45 az 60 minutach od aplikace provadime gama
kamerou (Sopha DXT s LEHR kolimatorem) identifikaci aktivity. Misto s nejvyssi
aktivitou je oznaceno na kuzi. Modi je aplikovéana stejnou technikou 3 az 5 minut pied
incizi inquiny. Peroperacné pred incizi ruéni gama sondou (NEOPROBE, Johnson and
Johnson, USA) identifikujeme aktivitu “horkého” mista )obr. 1, 2, 3, 4). Po odstranéni
aktivnich uzlin jsme pokracovali v kompletni inguinofemoralni lymfadenektomii ze
samostatnych fezli. Vykon na wvulvé byl individualizovan od radikalnich excizi,

hemivulvektomii aZz po radikalni vulvektomii.

10



11



Histopatologické zpracovani sentinelovych a nesentinelovych lymfatickych uzlin. Po
exstirpaci je mimo operacni pole provedena dissekce lymfovaskularni tkan¢ a méfena
aktivita v ziskanych tkénich. Tim je identifikovéna lymfatické uzlina s nejvyssi aktivitou.
Pro urceni ,horké-aktivni* uzliny vyzadujeme minimalné vétsi aktivitu nez je 1/10
aktivity v misté nddoru — aplikace radiokoloidu. Po vypreparovani z okolni tukové tkané
je zasland nejaktivnéjsi lymfatickd uzlina odeslana ke zpracovani patologm. Tam je
zméfena v podélné ose. Uzliny mensi neZ 8 mm jsou zpracovany veelku, vétsi lymfatické
uzliny jsou podélné rozplleny a kazd4 cast je zpracovdna samostatné. Peroperacni
vysetfeni materidlu probihd standardizovanym protokolem, ktery sestavd ze zamrazeni
tkan¢ v tekutém dusiku a zhotoveni 3 — 6 sériovych fezl o tloustce 4 um, vSechny v jedné
urovni fezu. Tkanové fezy jsou k histopatologické analyze barveny Harrisovym

hematoxylinem.

Po peropera¢nim vySetieni je material rozmrazen a fixovan po dobu 24 hodin ve 4%
pufrovaném formaldehydu (pH 7,2). Nasledné¢ jsou lymfatick¢ uzliny zpracovany
béZznymi histologickymi technikami a zality do parafinovych bloku, které jsou sériové
prokrajovany v intervalu 200 um a zkazdé urovné je zhotoven jeden fez barveny
hematoxylin-eozinem a dalsi fez k imunohistochemickému zpracovani.
Imunohistochemicky vySetiované fezy  jsou deparafinizovany v xylenu
a rehydratovéany v sestupné fad¢ alkohold. Endogenni peroxidazova aktivita je blokovana
standardnim postupem po dobu 20 min pii pokojové teploté. Nasledné jsou tkanové fezy
inkubovany pifes noc pii teplot¢ 4°C s primdrni Sirokospektrou protilatkou proti
cytokeratinu (klon KL1, Immunotech, Marseille, Francie, kat.¢. 1918) v fedéni 1:100.
Imunkokomplexy antigenu a primarni protilatky jsou vizualizovdny univerzalnim
imunoperoxiddzovym polymernim detekénim kitem N-Histofine, Simple Stain MAX PO
(Multi) (Nichirei Biosciences, Inc., Tokio, Japonsko, kat. ¢. 414154F) s vyuzitim 3,3'-
diaminobenzidin tetrahydrochlorid dihydratatu (Fluka Chemie GmbH, Buchs, Svycarsko,
kat.¢. 32750) jako chromogenu.

Ostatni nesentinelové lymfatické uzliny jsou zpracovany rutinnimi histologickymi
technikami. Lymfatické uzliny mensi neZ 8 mm jsou vySetieny vcelku, veétsi lymfatické
uzliny jsou podélné rozplleny a kazda ¢ast zalita do samostatného parafinového bloku.
Vsechny tkanové bloky jsou krajeny v jedné urovni na fezy tloustky 4 pum, které jsou dale

barveny hematoxylin-eozinem.
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Vysledky ziskané v jednotlivych skupinich jsme porovnavali y” testem nezavislosti
s Yatesovou korekci pomoci ¢tyfpolnich kontingenénich tabulek a v pfipad€ malého poctu
ptipadti dvoustrannym Fisherovym exaktnim testem pro srovnani rozdil mezi skupinami
s pouzitim pocitaového programu GraphPad Instat, verze 3.05 — (GraphPadSoftware,
San Diego, California). Vedle pravdépodobnosti p jsme pocitali interakci (odds ratio
= OR), 95% intervaly spolehlivosti (CI 95%). Vysledky byly statisticky vyznamné,

jestlize hodnota pravdépodobnosti p byla mensi nez 0.05.

3.3. Vysledky

Vysledky

Do projektu bylo zatazeno 38 zen spliujici vstupni kriteria u kterych byla pouzita
technika kombinace radiokoloidu a modfi. Srovnani se skupinou pouze modii bylo
vyuzito u skupiny 16 Zen z pilotniho projektu. Primérny vék byl 76.5 let (nejmladsi 28
let, nejstarsi 94 let). Ve skupiné 38 Zen (Tc + patent) bylo 24 centralnich nadora (9 T1
nadory a 15 T2 nadory) a 14 laterdlnich nddort (6 T1 nadory a 8 T2 nadort).
Oboustranna inguinofemoralni lymfedenektomie byla provedena u vSech centralné
lokalizovanych nadort a u 4 lateralizovanych nadorii. Primérné bylo odstranéno 7.4
uzliny (3 - 13) v jedné inquiné. Identifikovali jsme 92 sentinelovych uzlin v 66
inquinach, coz je prumérné 1.4 SLN na inquinu. Tc aktivity “horké” a modré zbarveni
vykazovalo 77 uzlin (83.6%), 14 uzlin (15.2%) mélo pouze Tc aktivitu a jedna uzlina
(1.1%) byla pouze “modra” bez Tc activity. Tab. 1, 2 a 3 shrnuje vysledky.

Tab. 1 — skupina detekce SLN — modi (kontrolni skupiny)

Skupina I — mod¥r

Néadory vulvy Pocet |SLN SLN Detekce na Detekce na stranu |Fale$sna
(spinocelularni) oboustranné¢  |jednostranné |pacientku (DR) [(SSDR) negativita
Centralni 6 1 3 66.7% 12/5 -41.7% 1 (16.7%)
Lateralizované 10 0 7 70.0% 10/7 - 70.0% 0

Celkem 16 1 10 68.8% 22/12 - 54.5% 1(6.25%)

13




Tab. 2 — skupina detekce SLN - kombinace modf a radiokoloid

Skupina II — kombinace modi a Tec

Nadory vulvy|Pocet |SLN SLN Detekce na|Detekce na|Fale$na
(spinocelularni) oboustranné¢  |jednostrann¢ |pacientku (DR) |stranu (SSDR) |negativita
Centralni 24 24 0 100% 48/46 —95.8% |0
Lateralizovany |14 4 10 100% 18/18 - 100% |0
Celkem 38 28 10 100% 66/64 — 97.0% |0

Tab. 3 — Vysledky peroperacni histologie a definitivnich nalezi

Detection rate 38 Zen, 100% detekce na pacientku

Frosen section 37 zen, 90 uzlin (u jedné Zeny s bilat. detekci nebylo FS provedeno)
90 vysettenych uzlin FS — 64 inquin u celkem 37 Zen

13 Zen FS pozitivni (14 uzlin)

1 Zena fale$na negativita FS ( 7.1%) HE pozitivni

1 Zena — pozitivni izolované nadorové bunky ITC (7.1 %)

Pozitivni uzliny 38 Zen / 14x pozitivni — 36.8% pozitivity

Pozitivni lymfatické uzliny: lymfatické uzliny s metastatickym postizenim jsme
detekovali u 14 z 38 Zen (36.8%). Pouze v sentinelové uzliné jsme detekovali
metastatické postizeni u 9 zen. U 5 Zen byla metastaza krom¢ sentinelové uzliny 1 v
dalSich 1 az 3 uzlinach. U jedné Zeny seriové prokrajeni s HE prokazalo mikrometastazu
sentinelové uzliny do vel. 2 mm a u jedné Zzeny vjedné sentinelové uzling
imunohistochemicky (IHC) prokazané izolované nadorové bunky (Isolated Tumor Cells -
ITC).

Distribuce a topografie sentinelovych uzlin
Velkym pfinosem pro poznani problematiky in vivo drenaze bylynaSe vysledky distribuce
sentinelovych uzlin. Topograficky jsme inquinalni prostor rozdélili na medialni, stiedni a
lateralni ¢ast (obr. 5). Hluboké femoralni uzliny jsme definovali jako uzliny lokalizované
medidln¢ a v tésném kontaktu s femoralni vénou (obr. 6). Zde jsme identifikovali 16,1%
sentinelovych uzlin. To vysvétluje, Ze nestaci odstranit pouze superficidlni systém ale ze
cca 10-15% uzlin tzv. sentinelovych tedy s predilekéni drendii se nachazi v hlubokém

systému tzv. ,,femoralni - hluboké uzliny*.
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3.4. Diskuze

Kombinace radiokoloidu a modii je jednoznacné nejsenzitivnéj$i metodou. Nase dilci
zkuSenosti, techniku jsme publikovali v nasem pisemnictvi Rob L. et al.: Detekce
sentinelovych uzlin u karcinomu vulvy —metody a technika (pfiloha €. 9). V piedlozeném
souboru disertace jsme dosdhli 100% detekce na pacientku (DR) a 96% detekci na stranu
(SSDR). U karcinomu vulvy byla konsenzem expert v inoru 2008 v Sydney doporu¢ena
detekce a exstirpace sentinelové uzliny jako alternativa standardni inguinofemoralni
lymfadenektomie [54]. Nase publikace [46] byla jednou z deseti praci, kterd byla experty
vybrana jako metodicky zcela vyhovujici a o které se panel experti opiral ve svém
rozhodnuti. Podminkou je, aby se tento postup pouzival u ¢asnych stadii (nddory do 4 cm
a nesuspektni spadové uzliny - palpacné a jednou ze zobrazovacich metod s kterou ma
pracovisté zkuSenosti - UZ event. CT event. MRI ev PET — CT). Techniku mize pouzivat
pouze pracovisté se zkuSenostmi v detekci sentinelovych uzlin (doporuceno ovéieni
techniky na minimalné 20 piipadech) a s minimalni frekvenci 10 piipadt ro¢né. Dale je
podminkou uzka spoluprace onkogynekologli, oddéleni nuklearni mediciny a patologie.
Detekce sentinelové uzliny ndm v dneSni dobé pifinaSi jednak mozZnost peroperacni
histologie. Sami patfime k zastanciim této techniky i s védomim, ze v cca 10-15% bude
vysledek falesné negativni [12]. Nami wuzivanou technikou ale vzdy Slo
o metastaticka loziska mensi nez 2 mm tedy o tzv.mikrometastazy. V zadném ptipade,
jsme nenaSli pozitivitu vdalsi uzlin€ pokud byla v sentinelové wuzlin€ pouze

mikrometastaza.

3.5. Zavér
Detekce kombinaci radiokoloidu a modii je metodou volby.
V praxi se osvédcil protokol s3 hodinovym odstupem mezi aplikaci a chirurgickou

detekci.

Sériové zpracovani s vySettenim HE sami povaZujeme v dne$ni dob& za dostacujici
k detekci mikrometastaz [16;11], vyznam ITC a IHC musi ovéfit daleko vétsi a
multicentrické studie. Pfinos IHC vySetieni cytokeratinem v naSem souboru nemél zadny
klinicky relevantni pfinos.

Na Gynekologicko porodnické klinice FN Motol jsme zavedli od roku 2008 detekci
a exstirpaci sentinelové uzliny u informovanych a poucenych Zen s nadory do 3 cm bez

suspektnich lymfatickych uzlin (klinicky a UZ vySetfenim). Zatazeni metody sentinelové
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uzliny na vulvé bylo diskutovano v aktualizaci doporu¢enych postupti CGPS v roce 2009
vznikl konsensus, ktery je ve shodé s mezinarodnim doporucenim, které je nyni v tisku

[54].

4. Casna stadia karcinomi déloZniho hrdla a detekce sentinelovych uzlin
4.1. Pfehled dané problematiky

Koncept radikalniho odstranéni primarniho nadoru s odstranénim paracervixu a se
soucasné provedenou systematickou regionalni lymfadenektomii byl u nadorti d€lozniho
hrdla vyuzivan a zdokonalovan vice nez 100 let. Piedstavy o lymfatické¢ drenazi
vychazely z praci na kadaverech a byly dale rozSifovany histopatologickymi vysledky
mnoha generaci chirurglh a fadou praci radiodiagnostikli [20;21]. U casnych stadii
operabilnich karcinomt délozniho hrdla je vSak pozitivita regionalnich uzlin pouze v 5 az
25%. Teoreticky lze fici, ze u 75 az 95% zen je radikalni systematicka lymfadenektomie
vykonem ,,zbytecnym® [17;18;19]. U casnych stadii karcinomt délozniho hrdla je v
poslednich 15 letech zietelnd snaha vyuzivat méné invazivni a mén¢ radikalni postupy,
které umozni snizovat ¢asnou i pozdni morbiditu a soucasn¢ dosahovat stejnych nebo
lepsich onkologickych vysledkti. Do téchto postupi spada i detekce tzv. ,,sentinelovych®
neboli ,,strdznych* lymfatickych uzlin. Sentinelové lymfatické uzliny (SLN) jsou ty, které
jsou prvni a pfimo drénovany z oblasti primarniho nadoru. V fadé piipadu lze vystopovat
diky metodice peropera¢niho mapovani pomoci modfi lymfatické trunky (kanaly), které
se od primarniho nddoru samostatné rozbihaji k jedné nebo vice regionalnim uzlinam.
Ptestoze se vedou spory o autorstvi ndzvu ,,sentinelova uzlina®, je prvenstvi diky piesné
definici pfisuzovano Cabanasovi ktery nazval a popsal v roce 1977 sentinelovou uzlinu
u karcinomu penisu. Nejcast&jsi histologické varianty spinoceluldrnich karcinomt
a adenokarcinomy dé€lozniho hrdla se Sifi v ¢asnych stadiich ve vice nez 99%
lymfogenn¢, hematogenni metastazovani je u téchto nejcastéjsich histopatologickych typt
raritni. To vyvolalo pomérné intensivni z4djem o moznost vyuzit techniku mapovani
a detekci sentinelovych uzlin. Predlozené vysledky jsou dnes desetiletou systematickou
praci pomérné Sirokého mezioborového kolektivu  (gynekologickych onkologi,
patologickych anatomi, pracovnikli nuklearni mediciny a radiodiagnostiki).

4.2.Metody

Pro vyhodnoceni distribuce sentinelovych wuzlin jsme pouzili vysledki pilotnich

zkuSenosti se 183 karcinomy, které jsme publikovali [43] a ndsledné bylo do projektu
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zatazeno v letech 2005 az 2007 dle planu dalsich 166 Zen (deset bylo z projektu vyfazeno
— pro zjisténi pokrocilejSich nélezii, neprovedeni peroperacni histologie z technickych
diivodli a u dvou Zen odstoupenim od projektu). Celkem tedy distribuci hodnotime u 339
zen na 915 sentinelovych uzlindch. Data byla vedena dle protokolu LAP I (prospektivni
studii mapovani sentinelovych uzlin s pouzitim kombinace radiokoloidu technecia
a patentové modfi u Casnych stadii invazivnich karcinomi) [39;40;41;42]. Vyuzitelnost
peroperacni identifikace s peroperacnim vySetfenim pomoci mrazenych fezli jsme
hodnotili na prospektivnim souboru 156 zen (453 sentinelovych uzlin). Pro ovéfeni
klinické vyuzitelnosti detekce sentinelovych uzlin k redukci radikality operacni 1éCby
u Casnych stadii karcinomt délozniho hrdla byl etickou komisi schvélen v prosinci 2000
,konzervativni“ protokol 1écby casnych invazivnich nddort délozniho hrldla (LAP II
protokol). Do tohoto protokolu bylo vletech 2001 az 2007 zafazeno 60 Zen, které
souhlasily s méné radikalni operacni 1é¢bou — laparoskopickou identifikaci sentinelovych
uzlin a v pfipadé negativnich sentinelovych uzlin v peroperaénim vySetfeni byla
provedena laparoskopickd systematickd panevni lymfadenektomie a vaginalni
hysterektomie. V pfipadech Zze byl vizualizovatelny eferentni lymfaticky kanal
v parametriu byla vypracovdna experimentdlni technika selektivni exstirpace téchto
kanalt s pfipadnou exstirpaci parametralnich lymfatickych uzlin. Do protokolu byly
zafazeny pacientky s karcinomem délozniho hrdla stddia [A1 s lymfangioinvazi, stadia
[A2 a stadia IB1 s maximalni velikosti do 20mm a men$im nez "2 stromatu déloZniho
hrdla a negativnim SCC tu markerem v pfipadé spinoceluldrnich karcinomi. Velikost
stromalni invaze byla ovéfena expertnim UZ vySetienim nebo zobrazenim pomoci MRI
[26;49]. V piipad¢ pozitivity peroperacniho histologického vySetfeni sentinelovych uzlin
byla operace konvertovdna na otevieny operacni pfistup a byla provedena radikalni

hysterektomie v rozsahu Wertheim III (ptiloha €. 1). Viz. graf'1

19



20



V chirurgické ¢asti jsme zaznamenavali dle protokolu presnou lokalizaci detekovanych
sentinelovych uzlin, lokalizaci hlavnich lymfatickych kanali, komplikace a dle
sjednocenych pravidel byly psany operaéni protokoly. Prvnim krokem nového
chirurgického postupu je aplikace lymfotropni latky radiokoloidu technecia 99
a patentové modfi. K detekci sentinelovych uzlin jsme pouzili patentovou modf

v mnozstvi 2 ml fedénou v 2 ml fyziologického roztoku (BLEU PATENTE V 2.5 %,
Guerbet, Francie) a od roku 2002 standardné podavame radiokoloid *™Tc¢ v davce 20
MBq (SENTISCINT, Mediradiopharma LTD, Fodor Joszef NCPH, Mad’arsko) a 2 ml
patentové modii. Radiokoloid *’™Tc je nafedén do objemu 2 ml fyziologického roztoku
a je aplikovan ~ technikou 4 kvadranti  (obr. 7)  peritumorosné
po uvodu do celkové anestesie. Patentovou modi aplikujeme intracervikdlné stejnou
technikou po pfedchozi vizualizaci malé panve. Prvni fdze operace spociva v identifikaci
sentinelovych uzlin, vizualni detekci pribéhu lymfatickych kanala a jejich exstirpaci (obr.
8 9, 10, 11, 12). Histopatologické zpracovani sentinelovych a nesentinelovych
lymfatickych uzlin bylo provadéno jednotnou metodikou jako u karcinomt vulvy. Po
exstirpaci je mimo operacni pole provedena dissekce lymfovaskularni tkdn¢ a méfena
aktivita v ziskanych tkanich. Tim je identifikovana lymfatické uzlina s nejvyssi aktivitou.
Pro uréeni ,horké-aktivni uzliny vyzadujeme minimalné vétsi aktivitu nez je 1/10
aktivity v misté nadoru — aplikace radiokoloidu. Po vypreparovani z okolni tukové tkadné
mimo operacni pole je zaslana nejaktivnéj$i lymfatickd uzlina odesldna ke zpracovani
patologlim. Tam je zméfena v podélné ose. Uzliny mensi neZ 8 mm jsou zpracovany
veelku, vétsi lymfatické uzliny jsou podélné rozptleny a kazda Cast je zpracovana
samostatné. Peroperacni vySetfeni materidlu probiha standardizovanym protokolem, ktery
sestava ze zamrazeni tkdné v tekutém dusiku a zhotoveni 3 — 6 sériovych fezl o tloust'ce
4 um, vSechny vjedné urovni fezu. Tkéanové fezy jsou k histopatologické analyze

barveny Harrisovym hematoxylinem.

Po peropera¢nim vySetfeni je materidl rozmrazen a fixovan po dobu 24 hodin ve 4%
pufrovaném formaldehydu (pH 7,2). Nasledné jsou lymfatick¢é uzliny zpracovany
béznymi histologickymi technikami a zality do parafinovych blokul, které jsou sériove
prokrajovany v intervalu 200 pum a zkazdé trovné je zhotoven jeden fez barveny

hematoxylin-eozinem a dals$i fez k imunohistochemickému zpracovani.
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Imunohistochemicky vysetiované fezy jsou deparafinizovany v xylenu a rehydratovany
v sestupné tfad¢ alkohold. Endogenni peroxiddzova aktivita je blokovana standardnim
postupem po dobu 20 min pii pokojové teploté. Nasledné jsou tkdnové fezy inkubovany
pfes noc pii teploté 4°C s primarni Sirokospektrou protilatkou proti cytokeratinu (klon
KL1, Immunotech, Marseille, Francie, kat.¢. 1918) viedéni 1:100. Imunkokomplexy
antigenu a primdrni protilatky jsou vizualizovany univerzalnim imunoperoxiddzovym
polymernim detekénim kitem N-Histofine, Simple Stain MAX PO (Multi) (Nichirei
Biosciences, Inc., Tokio, Japonsko, kat. ¢. 414154F) s vyuzitim 3,3’-diaminobenzidin
tetrahydrochlorid dihydratatu (Fluka Chemie GmbH, Buchs, Svycarsko, kat.é. 32750)

jako chromogenu.

Ostatni nesentinelové lymfatické uzliny jsou zpracovany rutinnimi histologickymi
technikami. Lymfatické uzliny men$i nez 8 mm jsou vySetfeny vcelku, vétsi lymfatické
uzliny jsou podélné rozptileny a kazda cast zalita do samostatného parafinového bloku.
Vsechny tkanové bloky jsou krajeny v jedné tirovni na fezy tloustky 4 pum, které jsou dale

barveny hematoxylin-eozinem.
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Zakladem pro definitivni histopatologické zpracovani byla uzka spoluprace operatéra,
ktery delohu a parametria na operacnim séale topograficky orientoval s parametrii na
polystyrénovou desku a sentinelové uzliny 1 ostatni uzliny jsou samostatné identifikovany
dle jednotlivych topografickych oblasti. Dislednd topografie lokalizace sentinelovych
a dalsich exstirpovanych uzlin byla i u laparoskopickych operaci, kde po odstranéni jedné
oblasti byly tyto uzliny extrahovany z dutiny bfiSni. Vysledky ziskané v jednotlivych

skupinach jsme porovnavali y°

testem nezavislosti s Yatesovou korekci pomoci
Ctyfpolnich kontingencnich tabulek a v ptfipadé¢ malého poctu ptipadi dvoustrannym
Fisherovym exaktnim testem pro srovnani rozdild mezi skupinami s pouzitim
pocitacového programu GraphPad Instat, verze 3.05 — (GraphPadSoftware, San Diego,
California). Vedle pravdépodobnosti p jsme pocitali interakci (odds ratio = OR), 95%
intervaly spolehlivosti (CI 95%). Vysledky byly statisticky vyznamné, jestlize hodnota

pravdépodobnosti p byla mensi nez 0,05

4.3. Vysledky

4.3.1. Distribuce sentinelovych uzlin

Detekci sentinelovych uzlin je tfeba udavat u cervikalnich karcinomii nejenom na
pacientku ale vzhledem k tomu, Ze déloha ma oboustrannou panevni drendz, je tieba vzdy
udavat tzv. SSDS (specific side detection rate — tedy detekci na jednu stranu panve).
Zasadni zavéry této prace jsou, ze je statisticky vyznamné lepSi detekce pii uziti
kombinace radiokoloid a modf nez pouze modf, vysoké senzitivity i specificity jsme
doséhli u nadorti s mensim rozmérem, detekéni schopnost se snizuje u objemnych nadora
a nadort po neoadjuvantni chemoterapii (pfiloha ¢. 3). Tyto vysledky ndm dovolily
oteviit provokativni otazku s pilotnimi vysledky ,,Sentinel lymph node identification
(SLNI) in the management of conservative surgery in early cervical cancer Rob a kol.

(ptiloha €. 2).

Do listopadu 2007 jsme spolu s pilotnim projektem a soucasnym projektem shromazdili
zatim nejvetsi soubor detekce sentinelovych uzlin publikovany z jednoho pracovisté. Tato
data aktudlné pfipravujeme do dalsi publikace. Distribuce 915 sentinelovych uzlin
u celého souboru 339 zen je na obr. 13, na obr. 14 je distribuce 77 pozitivnich
sentinelovych uzlin u 63 zen. Tyto vysledky jasn¢ ukazuji, Ze pro Casnd stadia
cervikdlnich karcinomii je kratky protokol radiokoloidu Technetia a modii a vysoce

efektivni.
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V tab. 4 jsou shrnuta vlastni aktualizovana data 339 Zen. Statisticky je vysoce vyznamny
rozdil mezi uzitim pouze modii a kombinace radiokoloidu a modii (P < 0.0001).
Nejlepsich vysledkii se dosahuje u nadortt do 20 mm, kdy jsme exaktn¢ schopni
radiokoloid i modi aplikovat peritumorézné. U pokrocilejsSich nadord klesa detekcni

schopnost stejné tak 1 u zen po predchozi neoadjuvantni chemoterapii.

Tab. 4. Srovnéni detekce patentové modii a kombinace radiokoloidu a modti (FN Motol)

Pocet Zen |Stadium Detekce Stranova detekce
(DR%) (SSDR%)
Patent blue 103 st [<20mm | 91,2% 83,6%
IB1>20mm | 80,0% 70,0%
IB2 (NAC) |60,0% 50,0%
Technecium + | 236 st [<”20mm | 99,1% 95,5%
patent blue IB1>20mm |95,8% 92,4%
IB2 (NAC) ]92,6% 89,9%
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4.3.2. Peroperacni histologie — vysledky

Dal$im ukolem bylo po pilotnich zkuSenostech vyhodnotit vyuzitelnost peroperacni
identifikace s peroperacnim vySetfenim pomoci mraZenych fezii. Vyhodnotili jsme
distribuci 453 sentinelovych uzlin u 156 Zen a distribuci 33 pozitivnich uzlin a u vSech
zen této skupiny bylo provedeno peroperacni vysetfeni sentinelovych uzlin. Distribuce
téchto sentinelovych uzlin je shodnd s pfedchozimi vysledky. Spolehlivé peroperacni
vySetfeni povazujeme vzhledem k lokalizaci regiondlnich uzlin v retroperitoneu za

kli¢ové pro dalsi rozvoj této techniky.

Tab. 5 Vysledky peroperacnich histologii a definitivniho seriového zpracovani uzlin

156 Zen celkem 453 sentinelovych uzlin

28 Zen pozitivni uzliny (17,95%) | celkem 33 sentinelovych uzlin pozitivnich

FS pozitivni u 27 zen — 31 uzlin

1 zena FS negativni supraobturatorni
definitivni histologie mikrometastaza vel. 2x1mm

zpusob detekce - HE

1 Zena definitivni histologic mikrometastaza vel. 1x1mm

vlevo FS pozitivni zevni il. | zplsob detekce - IHC

vpravo FS zevni ilika negativni

Nami pouzitd technika peroperacni histologie detekovala 31 z33 nasledné
vyhodnocenych pozitivnich uzlin (Tab. 5). Detekovala vSechna metastaticka loziska
v sentinelovych uzlinach vétsi nez 2 mm. U 4 Zen FS detekovala mikrometastazy (loziska
do 2 mm) v perifernich splavech wuzlin, ve dvou pfipadech FS nedetekovala
mikrometastazu. U jedné zeny se jednalo o jedinou mikrometastazu, ostatni uzliny byly
negativni a u druhé Zeny byla v pravostranné uzliné nedetekovdna mikrometastdza, ale na
kontralateralni stén¢ byla peroperacné detekovana metastaza. FaleSn¢ negativni FS byla
v 2 z33 pozitivnich uzlin — 6,1%. Peropera¢ni FS nami uzitou technikou detekovala
vSechna metastatickd loziska nad 2 mm. Z Sesti mikrometastaz nebyly peroperacni biopsii

detekovany mikrometastazy ve dvou ptipadech.
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4.3.3. Klinicka vyuzitelnost detekce sentinelovych uzlin k redukci radikality
operacni 1é¢by u ¢asnych stadii karcinomii déloZniho hrdla (LAP II protokol).

V protokolu LAP II byly 3 pacientky ve stadiu IA1 s lymfangioinvazi, 11 pacientek ve
stadiu 1A2 (36,4% s lymfangioinvazi) a 46 pacientek ve stadiu IB1 spliujici vstupni
kritéria ( 26,1% s lymfangioinvazi). 50 pfipadu s dlazdicovym karcinomem a 10 piipada
s adenokarcinomem. Sentinelové uzliny jsme detekovali ve vSech piipadech. Detekéni

rate 100%, specific site detection rate 94,2%. Primérny pocet sentinelovych uzlin na

jednu stranu byl 1,4. Pozitivni uzliny byly detekovany u 5 pacientek (8,3%) (Tab 6).

Tab. 6
vék | stage | Rozmér lymfangioinvaze | FS Velikost meta | Meta v LN
tumoru -SLN V SLN non SLN
48 |TA2 | 6x3,5mm | Ano 3 negativni | 1x1,5 mm Ne
IXITC (IHC)
52 | IBl |9x3 mm Ne 1 pozitivni | 1x5 mm Ne
2 negativni
50 [IB1 | 10x2,5 mm | Ano 2 negativni | 1x0,5 mm Ne
42 | IB1 | 8x5 mm Ano 1 pozitivni | 1x8 mm Ne
2 negativni
56 |IBl |12x4mm | Ne 1 pozitivni | 1x10 mm Ne
1 negativni

Vsechny pacientky s pozitivitou vuzlindich mély pfitomné metastdzy pouze

v sentinelovych uzlinach. Zadné faleiné negativni sentinelové uzliny nebyly
zaznamenany u vSech 60 pacientek. Ttikrat bylo pozitivni peropera¢ni histopatologické
zpracovani, v téchto piipadech byly pacientky v souladu s protokolem konvertovany
k oteviené radikalni hysterektomii typ Wertheim III. V pfipadé negativni peroperacni
biopsie jsme pokracovali v systematické panevni laparoskopické lymfadenektomii. Ve
dvou piipadech bylo peroperacni histologické vysetieni sentinelovych uzlin faleSné
negativni. V obou ptipadech se jednalo o mikrometastdzy menSi neZ 2 mm a byly
detekovany technikou sériovych ftezli sentinelovych uzlin. V jednom piipadé jsme
identifikovali imunohistochemicky isolované nadorové bunky. U prvnich 25 pacientek

byl primérny zisk lymfatickych uzlin 26,8 (15-56), ve druhém obdobi, po ziskani vétSiho
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mnozstvi zkuSenosti a vétsi duvéfe v technologii identifikace sentinelovych uzli jsme
u pacientek ¢. 26-60 odstranili v priméru 16,5 lymfatickych uzlin (5-28). Median follow-
up byl 47 mésict (12-92). Nezaznamenali jsem zadnou zdvaznou peroperacni komplikaci.
U prvnich 25 pacientek jsme pooperacné detekovali v 6 ptipadech (24%) lymfocytu,
z toho u 3 pacientek jsme odstranili vice jak 24 uzlin. V druhé skupiné 32 pacientek jsme
zaznamenali pouze 2 (6,3%) lymfocysty. U 55 pacientek, které absolvovali protokol LAP
I, jsme nezaznamenali Zadnou recidivu. 5 pacientek s pozitivnimi lymfatickymi uzlinami
jsou bez zndmek onemocnéni po 24, 42, 44, 60 a 74 mesicich follow-up. 4 z téchto

pacientek absolvovaly adjuvantni teleradioterapii bez chemoterapie (piiloha €. 1).

4.4. Diskuze

4.4.1 Distribuce sentinelovych uzlin

Moznost detekce sentinelovych uzlin cervikdlniho karcinomu je zavisld na nékolika
faktorech. Technika aplikace detekéni latky, Casovani aplikace vzhledem k zahéjeni
operace, kombinace detek¢nich latek, velikost partikule detekéniho koloidu, velikost
tumoru (stddium a relativni velikost v porovndni se zbytkem zdravého stromatu —
volumometrie) [31;32;33;36;38;48]. Nas protokol se ukazal v priabéhu sledovani jako
vysoce efektivni. Detekéni rate u mensich nadorti pod 20 mm pfi vyuziti kombinované
techniky ptesahl 99%. NaSim ndzorem ale je, Ze samotny detekéni rate nema dostatecné
vypovidajici hodnotu vzhledem k tomu, ze déloha neni parovy organ, je uloZena centralné
a lymfatickd drendz probiha biletaraln¢ na ob¢ strany panve. Nami upfednostiiovany popis
pomoci specific side detection rate (SSDR) 1épe popisuje tspésnost jednotlivych technik,
vzhledem k vySe zminénému. Kratky protokol se ukézal jako velice efektivni v detekci
sentinelovych uzlin. Jeho uspéSnost je stejnd jako u protokold delsich (3-, 6-ti
hodinovych, jednodennich) [31;32;33], které jsou pouzivany na jinych pracovistich. Ve
skupin¢ s kombinovanou technikou jsme v priméru detekovali 1,6 sentinelovych uzlin na
jednu stranu, ve skupiné¢ kde byla pouzita pouze patentovd modi jsme detekovali
v priméru 1,5 sentinelovych uzlin na jednu stranu. Nékteré prace publikovali vice
detekovanych sentinelovych uzlin na pacientku [32;33]. Toto povazujeme za nevyhodu
dlouhych protokolii, kdy po delsim odstupu od aplikace se zobrazi vice uzlin v fadé. Nase
technika s pouzitim koloidu technecia o velikosti ¢astic 200-600 nm se ukazala jako
vyhodné z hlediska rychlého vychytavani do lymfatického systému ale zaroven velikost
Castic je takova, ze po nutnou dobu setrvava v sentinelové uzlin€ a neni distribuovana do

dalsich, vyssich etazi systému. Timto je zabranéno falesnym vysledkim.
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Distribuce sentinelovych uzlin u karcinomu délozniho hrdla je zcela odlisna in vivo
v porovnani s distribuci zjiSténou v anatomickych studiich na kadaverech. V 85% jsme
sentinelové uzliny detekovali v oblasti zevnich ilickych cév a nad obturdtorovym nervem.
Ostatni lokalizace jsou méné frekventni. Sentinelovou uzlinu ve vlastnich laterdlnich
parametriich jsme identifikovali do 5%. Naopak, stejné do 5% jsme identifikovali
sentinelovou uzlinu v presakralni oblasti, kterd pti standardni technice vykonu muize byt
minuta. NaSe zkuSenosti jsou podobné jako v ostatnich publikovanych pracich.
Paraaortalni sentinelovou uzlinu jsme nedetekovali v zZadném piipad€. Nékteré prace je
v této oblasti detekuji [33]. Jedna se bud’ o jinou nomenklaturu, kdy presakralni uzliny jiz
popisuji jako paraaortalni nebo je pouzit protokol s delSim Casovanim nebo s menSimi
partikulemi. Nicméné v dosavadnich dostupnych publikacich nebyly zjistény sentinelové

uzliny paraaortalni s izolovanou metastazou [33;38].

4.4.2 Peroperacni histologie

Moznost peroperacniho histopatologického zpracovani sentinelovych uzlin pokladame za
klicovou v aktudlni operacni 1écbé karcinomt délozniho hrdla. Stejné jako u nadort vulvy
patfime k zastanciim této techniky i s védomim, Ze v cca 10-15% bude vysledek faleSné
negativni. Nami uzivanou technikou ale vzdy $lo o metastaticka loziska mensi nez 2 mm
tedy o tzv.mikrometastazy, navic 4 mikrometastdzy ze 6 byly technikou peroperacni
biopsie odhaleny. V zddném ptipadé€, jsme nenasli pozitivitu v dalsi (nesentinelové) uzliné
pokud byla v sentinelové uzliné pouze mikrometastidza. V jednom piipad€ jsme metastdzu

odhalili na zaklad¢ imunohistochemického vySetreni.

Pro klinickou praxi se zdaji byt vystupy nasi prace dostacujici. Loziska vEtsi nez 2 mm
byly v naSem souboru bezpecné identifikovéana, loziska mensi, kterd byla oznacena jako
falesn¢ negativni, byla dodate¢né nalezena, zaroven ale technikou detekce sentinelové
uzliny byla odstranéna a jiz nebyla zjisténa zddna metastaticka loziska mimo sentinelovou
uzlinu. Samotnéa detekce mikrometastaz je relativné novym momentem [53]. Standardné
nelze vSechny uzliny zpracovavat technikou sériovych fezl v celém objemu odebrané
tkané. Lze to ale u ,,vysoce rizikovych® sentinelovych uzlin. Tento moment zaroven
vysvétluje fakt, Zze u cCasnych stadiich jsme detekovali vice metastdz v uzlinach
v porovnani s piedchozimi soubory, kde pacientky byly léCeny standardni operacni
technikou. Delsi odstup od primarni 1écby a vétsi pocet multicentrickych studii bude moci

odpovédeét, zda pravé detekce sentinelovych uzlin u prognosticky ptiznivych casnych
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stadii nebude moment, kdy zvysime dlouhodobé pieziti pacientek. Téch, u kterych by
standardni 1éCba mohla ponechat drobnou lymfatickou (sentinelovou) wuzlinu

s mikrometastdzou nepovSimnutou in situ.

U jedné pacientky bylo identifikovano metastatické lozisko ve formé isolovanych
nadorovych bun¢k pomoci imunohistochemického vysetieni. Jasny klinicky vyznam takto
detekovanych metastdz ale v soucasné dob¢ neni zndm. Lze spekulovat, zda se jedna uz
o Casn¢ detekovany metastaticky klon nebo zda se jednd o zachyceny aktivni proces

v lymfatické uzling, ktery by nésledné vedl ke zni¢eni metastatickych bunék.

4.4.3 Klinicka vyuZitelnost detekce sentinelovych k redukci radikality operaéni
1é¢by u ¢asnych stadii karcinomi déloZniho hrdla (LAP II protokol).
Standardnim operaénim postupem 1é€by karcinom délozniho hrdla je radikalni
hysterektomie s resekci parametrii, horni ¢asti pochvy a systematickou lymfadenektomii
[24;25;37;45]. V 90. letech 20. stoleti byl akceptovan koncept modifikované, radikalni
hysterektomie [34] a vroce 2002 byla publikovana prace dostatecnosti radikalni
hysterektomie typ II oproti typu III pfi negativnich lymfatickych uzlinach [29;30].
Mnozstvi studii popisuje korelaci mezi infiltraci cervikdlniho stromatu a moznosti
metastaz do lymfatického systému [27]. Analyza praci u naddorti IA2 a IB1 pod 20 mm
s negativnimi uzlinami ukdazala riziko postizeni parametrii pod 1% [22;23;28;47;50]. Jako
jedind na svété prospektivni prace znaseho pracovisté¢ sledovala zavislost postizeni
parametrii pfi negativnich sentinelovych uzlinach [51] (ptiloha ¢. 5). Pfi negativnich
sentinelovych uzinach jsme u Casnych nador neprokazali infiltraci parametrii.Obréaceng,

pfi pozitivnich sentinelovych uzlindch stoupa riziko postiZzeni parametrii az na 28%.

V nasem souboru LAP II jsme u sentinel negativnich pacientek nezaznamenali recidivu.
Postizeni isolovanych sentinelovych uzlin v parametriu bez postizeni jinych sentinelovych
uzlin je velmi vzacné (pod 1%). V naSem experimentalnim chirurgickém protokolu kdy
odstrafiujeme sentinelovou lymfatickou uzlinu a selektivné odstraiiujeme parametralni
lymfaticky kanal, event. modrou uzlinu v paracervikalni tkani toto riziko velmi vyznamné
eliminujeme. Tento postup spolecné s technikou peroperacniho histopatologického
zpracovani je nutnou podminkou mén¢ radikalnich postupil pti operacni 1é€b¢ invazivnich

karcinomil délozniho hrdla a velmi vyrazné€ sniZzuje mozné riziko recidiv.
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Poopera¢ni morbidita je vazdna nejen na samotny rozsah resekce, ale i na mnozstvi
odebranych uzlin. Pii mnozstvi vétSim nez 25 velmi vyrazné stoupd riziko lymfedému.
Proto jsme ve druhé skupiné po ziskani vétSich zkuSenosti a pilotnich vysledcich

redukovali poc€et odebranych lymfatickych uzlin.

Protokol LAP II je postup experimentdlni, je vyhrazen do klinickych studii a pro
pracovisté splnujici nejvySsi kritéria pro onkogynekologickou 1écbu. Nezbytnym
ptedpokladem je, ze operaci provadi chirurg, ktery je pfi pozitivnich uzlinach schopen

provést konverzi na klasickou radikalni hysterektomii typ III.

4.5. Zavér

Z klinického pohledu je pro koncept sentinelovych uzlin dilezité, Ze lze detekovat
vSechny klinicky relevantni metastdzy peroperacné. U Zadné Zeny s mikrometastdzou
v sentinelové uzliné nebyla detekovana metastaza v jiné ,nesentinelové™ wuzling.
Lymfatické mapovani a detekce sentinelovych uzlin rozsifila nase védomosti o in vivo
anatomii regionalnich lymfatickych uzlin d€lozniho hrdla. Hlavni cestou drendze je
laterdlni trunkus kdy medialni casti lateralniho parametria probiha lymfaticky kanal,
ktizuje obliterovanou chordu umbilikélni arterie a miii do oblasti zevnich ilickych cév
nebo nize do supraobturatorniho prostoru. Méné¢ Casto probiha kandl do presakralni
oblasti cestou zadnich parametrii nebo do oblasti bifurkace a spole¢nych ilik. Pouze do
5% sentinelovych uzlin Ize detekovat v medidlni ¢asti lateralniho parametria [39;43;44].
Kombinace radiokoloidu a modfi je jednoznacné nejsenzitivn€j$i metodou
peropera¢niho vyhodnoceni a tim modifikaci radikality 1écby. Naésledné sériové
zpracovani s imunohistochemickym vySetifenim umoziiuje vyrazné vyssi spolehlivost
negativity nejrizikovéjSich uzlin. V rutinni praxi je neredlni provadéni sériového

zpracovani a ultramikrostaging vSech odstranénych uzlin.
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5. Souhrn

Zhoubné¢ nadory wvulvy jsou relativné méné castym onemocnénim, vyzadujici
individualizovany pfistup k 1écbé. Kompletni inquinofemoralni lymfadenektomie byla do
dnesni doby stdle standardnim postupem, zatizeny pomérné vysokou kratkodobou
1 dlouhodobou morbiditou. Anatomicky vztah mezi vulvou a regionalnim lymfatickym
systémem, kterym je inguinofemoralni oblast je zdkladem o ktery se opira soucasna
strategiec mén¢ radikalnich vykonti do kterych spadd i koncept identifikace a detekce
sentinelovych uzlin. Techniku aplikace, ¢asovani a techniku identifikace jsme publikovali
v naSem i zahrani¢nim pisemnictvi [46] (pfiloha €. 9). Vysledky nasi prace byly mezi 10
publikacemi, ze kterych vychdzi Sydney konsenzus 2008 ISSN vytvoieny expertni
skupinou. Tento konsenzus doporucuje u spinocelularnich karcinomti do 4 cm stadia I a II
, zatadit do standardii 1€cby pouze detekci sentinelové uzliny jako alternativu standardni
inguinofemoralni lymfadenektomie. Podminkou je, aby byl vykon provadén
v onkogynekologickych centrech majici zkuSenosti s identifikaci sentinelovych uzlin
[52;54]. Zasadnim originalnim poznatkem, ktery pfinesla nase prace o in vivo mapovani
byly poznatky o topografii a lokalizaci sentinelovych uzlin. Pokud superficidlni oblast
inguiny rozd€lime na tfetiny, v zevni tfetiné jsme nedetekovali sentinelovou uzlinu.
Podobné

i detekce sentinelovych uzlin v 15% v oblasti hlubokych femorédlnich uzlin. To
vysvétluje pro¢ pouhé odstranéni superficidlnich inquindlnich uzlin ve studiich
srovnavajici komplexni versus superficidlni lymfadenektomii vedlo k vice nez 10%
nariistu ¢asnych recidiv v inquinofemoralni oblasti.

V soucasné dobé¢ jsou karcinomy vulvy po karcinomu prsu a melanomech tieti lokalizaci
u které je mozno akceptovat za jasné definovanych podminek koncept sentinelové uzliny
jako standard 1écby. Tento postup vyrazné snizuje Casnou i pozdni morbiditu a je
vyznamnym piispévkem pro rutinni klinickou praxi [54].

Karcinomy délozniho hrdla jsou frekventnim onemocnénim. Standardni operacni 1écba
Casnych stadii spojend s hysterektomii, resekci parametrii, proximalni C¢asti pochvy
Tento fakt je alarmujici zvlasté¢ pokud si uvédomime, ze u Casnych stadii je v mnoha
pfipadech tato razantni operacni 1é€ba overtreatment. Detekce sentinelové uzliny a jeji

peroperacni zpracovani je vyznamnym momentem, ktery by mohl hrat roli v redukci
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radikality operacni 1éCby a nésledné v redukci pooperacnich komplikaci. Pro Sirokou
aplikaci a akceptaci této metody toho casu ale chybi dostatecné mnozstvi dat.
V mezinarodnich publikaci je wuvedeno velké mnozstvi protokolti identifikace
sentinelovych uzlin, rizné ¢asovani aplikace a rtizné detekéni latky. Nas protokol detekce
sentinelovych uzlin se v porovnani s ostatnimi publikovanymi protokoly ukézal jako
vysoce efektivni. U nadorti pod 2 cm jsme dosahli detekce 99%, respektive 95% SSDR.
Aktuélni benefit detekce sentinelovych wuzlin spociva v identifikaci nejrizikové)si
lymfatické uzliny pro vyskyt metastaz a jeji zpracovani ultramikrostagingem. Tento
postup je u celého odebraného materidlu technicky a ekonomicky nemozny. Peroperacni
histopatologické zpracovani je stale kontroverzni a ptfedstavuje dle literarnich udaji cca
10% riziko pro faleSné negativni vysledky. V naSem souboru byla pfi peroperacnim
vySetifeni minuta pouze loziska na urovni mikrometastdz a v téchto ptipadech jiz nebyly
zaznamenany metastaticka loziska v uzlinach ,,nesentinelovych®. Tato informace nas jiz
dnes vede kurcCité redukci radikality resekénich vykonti a samotného rozsahu
lymfadenektomie. Na zdklad¢ pilotnich projekti a prabéznych vysledkt prospektivniho
sledovani jsme vypracovali nékolik experimentalnich protokolti odsouhlasenych etickou
komisi. Protokol LAP I pro konzervativni, fertilitu zachovavajici operace (viz. ptiloha
¢. 6) akceptovala americka Society of Gynecologic Oncologists a tento protokol zavedla
do multicentrické, mezinarodni, prospektivni studie, které se ucCastni pracovisté¢ ze
Spojenych statl, Kanady, Francie a pracovis$té¢ naSe. Protokol LAP II je prezentovan
v disertacni praci. Sentinelova uzlina je pravdépodobné marker spojeny u ¢asnych nalezi
srizikem postizeni parametrii. Na potvrzeni této myslenky je ale nutny vétsi
a multicentricky soubor.

Zcela nové informace pfinesla detekce sentinelové uzliny o in vivo drenazi délozniho
hrdla. Maximum (85%) drenaze bézi do laterdlnich casti — zevni ilické cévy
a supraobturatorova oblast. 5% bézi do presakralni oblasti, kterd mize byt pii bézné
standardni operaci minuta. Sentinelové uzliny v lateralnich parametriich jsme odhalili
do 5%. Detekce sentinelové uzliny u nadort délozniho hrdla je velmi slibnym momentem.
K zavedeni do praxe jsou ale nutné rozsahlejsi multicentrické studie se standardizovanym
protokolem. V soucasnosti je detekce sentinelovych uzlin v naSich protokolech jednim ze
zékladnich prvkl opera¢ni 1éCby a aktualné nam umoziuje identifikaci vysoce rizikovych
uzlin a tudiz preciznéjsi definitivni histopatologické zpracovani. Je nezbytnou soucasti
konzervativnich, fertilitu zachovavajicich operaci a vykond spojenych s redukci

radikality operacni 1é¢by.
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6. Summary

Vulvar cancer is not frequent disease regarding individualized treatment approach.
Complete inguinofemoral lymphadenectomy is still standard treatment modality with
relatively high short and long term morbidity. Anatomical correlation between vulva and
regional lymphatic system represented by inguinofemoral region is basic for actual
strategy for less radical operations including sentinel lymph node identification and
detection. Application technique, timing and identification technique were presented in
Czech and foreign publication as well [46] (see attachment no.: 9). Sydney consensus
made by expert board in 2008 is based on 10 publications including our one. Consensus
recommends in squamous cancer patients up to 4 cm stage I and II only sentinel lymph
node identification procedure like an alternative to standard inguinofemoral
lymphadenectomy. This procedure is recommended only for oncogynecologic centers

with sentinel nodes identification experiences.

Most important original information arises from study about in vivo lymphatic drainage
and sentinel lymph nodes localization and topography. If we separate superficial groin
in thirds, there were no sentinel nodes in outer third. On the other hand, 15% sentinel
nodes were localized in deep femoral region. It explains that extirpation only superficial
groin lymph nodes leads to 10% higher amount of recurrent disease compared to complex

inguinofemoral dissection.

Vulvar cancers are after breast cancer and melanoma the third localization were is
possible to accept under the clear and defined conditions the sentinel node concept like
a standard treatment modality. This procedure significantly reduced short and long term

morbidity and is meaningful part of routine clinical practice.

Cervical cancer is frequent disease. Standard treatment modality radical hysterectomy
with parametrial and vaginal upper third resection and pelvic and para aortic
lymphadenectomy respectively is connected with post treatment morbidity. This is very
important fact especially were in lot of cases this radical surgery is over treatment.
Sentinel lymph node detection and its per operative histological examination is important

moment, which could play role in surgical treatment radicality reduction and next post
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treatment morbidity reduction. For a wide using of this method are actually lacking data
sufficient in numbers. There are a lot of sentinel nodes protocols, different application
timing and different detection substances in published literature. Our sentinel nodes
detection protocol proved satisfactory and very effective to the other ones. For cervical
cancer less than 2 cm in diameter we achieved 99% detection rate and 95% SSDR

respectively.

Actual sentinel nodes detection benefit is in high risk lymph node for metastasis
development identification and its ultramicrostaging evaluation. This is not technically
end economically possible for the whole acquired material. Per operative histological
examination is still controversy and represents around 10% risk for false negative results.
Nevertheless missed nodal metastasis in our population were only micro metastasis, less
than 2 mm and no case of metastasis in other ,,non sentinel* nodes were documented. This
information leads us just today to partially resection and lymphadenectomy radicality
reduction. On the pilot protocol bases and consecutive results we established several
experimental protocols approved by ethical committee. LAP I protocol for conservative,
fertility sparing surgery (see attachment no.: 4 ) was accepted by American Society of
Gynecologic Oncologists and was the base for multicenter prospective international study.
For this study took a part teams from U.S.A, Canada, France and our team. LAP II
protocol is presented in this academic dissertation. Sentinel lymph node is probably the
marker for parametrial involvement risk in early cervical cancer stages. Other prospective

and multicenter studies are needed.

Completely new information about in vivo lymphatic drainage and sentinel lymph nodes
localization and topography in cervical cancer brought this study. Maximum (85%) of
drainage is going to lateral parts (external iliac vessels and supraobturator space). 5% is
going to pre sacral region, which could be missed during the standard procedure. Sentinel
nodes in medial part of lateral parametrial tissue we found only in 5%.

Cervical cancer sentinel node detection is promising procedure. Prospective multicenter
studies with standardized protocol are needed for standard practice involvement.
Currently sentinel node detection allows us highly precise histopathological examination
of high risk nodes and is prerequisite and fundamental element of conservative fertility

sparing surgery and radicality reduction procedures.
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