Univerzita Karlova

Lékarska fakulta v Plzni

Studijni program: Gynekologie a porodnictvi

MUDr. Alena Bartakova

Nazev: Biologické vlastnosti karcinomu vaje¢niku a jejich

vztah Kk terapii

Title: Biological behavior of ovarian carcinoma and its relation to

therapy

Typ zaverecné prace: Disertacni

Skolitel: doc. MUDr. Ji¥i Bouda, Ph.D.
Plzen 2017






Prohlaseni:

ProhlasSuji, ze jsem tuto disertani praci zpracovala samostatné a ze jsem fadné
uvedla a citovala vSechny pouzit¢ prameny a literaturu. Soucasné prohlasuji, Ze prace
nebyla vyuzita k ziskani jiného nebo stejného titulu.

Souhlasim s trvalym ulozenim elektronické verze mé prace v databazi system
meziuniverzitniho projektu Theses.cz za ucelem soustavné kontroly podobnosti

kvalifika¢nich praci

V Plznidne ................
MUDr. Alena Bartakova

Identifika¢ni zaznam:

BARTAKOVA, Alena Biologické viastnosti karcinomu ovaria a jejich vztah k
terapii. (Biological features of ovarian carcinoma and their relation to the therapy.) Plzen,
2017. Pocet stran 94, ptiloh 16. Disertacni prace (Ph.D.). Univerzita Karlova v Praze,
Lékaiska fakulta v Plzni, Gynekologicko-porodnicka klinika. Skolitel doc. MUDr. Jifi
Bouda, Ph.D.






OBSAH

1.

4.

SeZNAM ZKIAteK ..uueeeueeiiiiuiiiiiniiiinniisinicineicinicisenessseesssecsssssessssssssssssssssessssssssssssssssssssssssses 7
PREHLED SOUCASNEHO STAVU PROBLEMATIKY ..cccccuuueummnerumncnmsncrnsnscenes 9
L1, KarCiNOM OVATIA c..eevveeieeiieieeiiesieeie ettt sttt ettt e et sae e be e e sieenneenees 9
L1 UVO ettt 9
1.1.2.  Histopatologicka KIasifiKace............ccueevieeeiiieeiiiecieecee e 10
1.1.3. EHOPALOZENEZE.....ccuvieeeieeiieeiieeiie et eeieeeiteeiteeteesieeeaeesaesseesaseesseesssesseessseans 11
1.1.4.  Rizikové a protektivni faktory.........ccceevvieriiiiiiieniiciee e 14
1.1.5.  PrognoStiCKe faktOry.......ccceiiiieiiiieiiie ettt ee et sree e 15
1.1.6.  KINICKE PrOJEVY coevieiiieiiieiie ettt ettt e 16
L1.7. SCIEEMING c..viivvieiiieiiecie ettt ettt ettt e et e vt e ssaeebeesaseesseessseensaessneans 16
L1.1.8.  DHAGNOSTIKA ....eeiciiiiiieeiiieiiecieeiee ettt ettt et et esaaeebeessneeseesnneens 18
1.1.9.  NAdOTOVE MATKETY ...c..eiiiiiiiiiiieiie et e 21
L 11O, StAZINEZ ccuveiiiiiiiiieeiieettete ettt sttt et st sbe bbb et et ens 23
0 U B R 51T o RSO P SRR SRRPRURRRRPRII 27
1.2, NAadorové Kmenove BUNKY .........cceeviieiiiiiieiierie ettt sveebae e e 33
1.2.1. Ptehled soucasné problematiky ...........cccooceriiiiiiiiiiiiiiieiiee e 33
1.2.2. Identifikace nadorovych kmenovych bun€k ............ccccoeiiiiiiiiiiniiiiiiies 34
L.2.30 CDA4 ettt ettt ettt ettt eneen 35
CIL PRACE ...oueuencnnsennscnsstnssssssessssessssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssasess 37
METODIKA ...ouooiiiiininsnnisenssisssnssssssssssnsssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssassssssssssssss 39
3.1, SoUDOT PACIENLEK . .....eitiiiiiriiiiiciieeitee ettt 39
3.2, ImunohiStOChEMIC. .....cocuiiiiiiiiiiiiiie e e 40
3.3, Statistick€ hodnOCeN ......c..eoviiiiiiiiiii e 40
3.4, VYMEZENT POJIMTU ...eeiuiiiiiieiieiieeieeitie et eieeete et e eteeesteeseaeebaessseesseessseensaessseenseennns 41
VYSLEDKY ccuutuuuniumncsmsnsssmsnsssssssssssesssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssss 43
4.1. Klinicko — patologicka charakteristika SOUDOTU ........ccccerveriiiiniiiniininiereceee, 43
4.2.  Hodnoceni celkového preziti a intervalu bez nemoci na jednotlivych
prognostickych faktoreCh. ..........coiiiiiiiiieeee e 45
4.2.1. StAadium ONEMOCHENI......eeuiriiiiiiiiriiete ettt sttt ettt st 45
4.2.2. Pooperacni nddorove reZidUUM ..........ceoueeriieriiieiienie et 46
4.2.3. HistologicKy tyP NAAOTU...cccuviiiiiieeiiieciie ettt e saee e s 50
.24, GTAAC.....eeieeieee ettt ettt et sttt et aean 51



B.2.5. VEK ittt 52

4.2.6. Neoadjuvantni chemoterapie versus primarni operacni 1écba............cceevvennennnee. 52
g R 07N 1 RS S PSR RR 52
4.3.  Hodnoceni exprese CD44 v primarnim tumoru a v metastazach a jeji vzdjemné
Zavislosti V obou tKANICH. .....cocuiiiiiii e 53
4.4.  Hodnoceni vztahu exprese CD44 k zavedenym prognostickym faktortim. ......... 55
O B T4 1112 s SRS 55
4.4.2. Pooperacni NAdOrove re€ZIdUUIM ..........eeviviieeiieeeiieeeiie e eereeeeree e e s e e e 56
4.4.3. Histologicky typ NAAOTU ....ccviiiiiiiiieiiecieee ettt e 56
R B € 1 v 1o < TSSOSO 57
T T 07N 1 SRS 58
4.5. Hodnoceni exprese CD44 a jeji vztah k celkovému preZiti, intervalu bez nemoci a
CREIMOTEZISTEIIC. ...veeutiiieieieiieiie sttt sttt et sttt st e bt e e sae et e sneesaeenneas 59
4.5.1. MultivariaCni QNalYZa .........ccceevvveeiiierieeiienie ettt sreereesaeebeesenes 59
5. DISKUSE uucouioeiruinseinensinsnissssssssssssssnsssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssassssssssssssssass 61
6. ZAVER coutiictuscsnscssssssssesssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssassssss 67
0.1, SUIMNIMATY ....etiiiiiieiiiee ettt et e et e e e e et e e sataeesnseeessseeessseeennseesnnseesns 69
7. LITERATURA. .....cutiiirniceinenstesseisesssessssssssssssssissssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssass 73
8. PODEKOVANI ..cuieienscnnsienctnnesnssesssesssessssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssessess 87
9. PREHLED VLASTNI PUBLIKACNI CINNOSTI ....ccuucuuminmmnecusncsmsscsssnssssscsens 89
9.1. Publikace tykajici se tématu dizertacni prace........c..ccoceeveereeneriienieneenenieneenns &9
9.1.1. Clanky publikované v asopisech s TF ...........ccooeuiviuieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e 89
9.1.2. Clanky publikované v recenzovanych ¢asopisech bez IF ..........cccocooevvveiueeennee. 89
9.1.3. Publikovaneé abstrakty...........ccceeviriiriiiiiiinieie et 90
9.2. Publikace pfimo nesouvisejici s tématem dizertacni prace .........c..ccoceeveervereennens 91
9.2.1. Clanky publikované v recenzovanych ¢asopisech bez IF ..........cccocooevvveiueeennne. 91
0.2.2. PublikOVane€ abstrakty..........ccccviiriuiieiiiieeiiie ettt et et sree e e e en 91
10, PRILOHY wuucouciinncinnsncssmsncssnsnssssmssssssmsssssssssssssmsssssssssssssssssssssssssssasssssssssssssssssssssss 93




Seznam zKkratek

AFP
CA19-9
CA125
CD24
CD133
CD44
CD44s
CD44v
CEA
CSCs
CT

DFI
DNA
EOC
EMT
FIGO
GCIG
GIT
GOG
HA
HE4
HBOC
HGSC
HNPCC
IOTA
IF

MET
MMR systém
MR
NACHT
(0N}

alfa fetoprotein

cancer antigen 19-9

cancer antigen 125

Cluster of Differentiation 24

Cluster of Differentiation 133

Cluster of Differentiation 44
standardni forma glykoproteinu CD44
variantni forma glykoproteinu CD44
karcinoembryondlni antigen

Cancer Stem Cells

vySetfeni pocitacovou tomografii
disease-free interval

kyselina deoxyribonukleova

epithelial ovarian cancer
epitelo-mesenchymova transmise

The International Federation of Gynecology and Obstetrics
Gynecologic Cancer InterGroup
gastrointestinalni trakt

Gynecologic Oncology Group
kyselina hyaluronova

human epididymal protein 4
hereditarni karcinom prsu a vaje¢nikti
high grade serous carcinoma

syndrom hereditarniho nonpolyp6zniho kolorektalniho karcinomu
International Ovarian Trial Analysis
impact faktor

mesenchymo-epitelova transmise
missmatch repair systém

vysetieni magnetickou rezonanci
neoadjuvantni chemoterapie

overall survival



p

PARP inhibitory

PET-CT
PFS

PS

ROMA
RR
RRBSO
RTG
SEE-FIM
STIC
TNM
UKCTOCS
UKFOCSS
USG

hladina vyznamnosti

inhibitory poly(ADP-ribose)polymeraz

vysetieni pozitronovou emisni tomografii-pocitacovou tomografii
progression free survival

performance status

risk of ovarian malignancy algorithm

risk ratio

risk reducing bilateral salpingoophorectomy

rentgenologické vysetieni

sectioning and extensively examining the fimbria

serozni tubalni intraepitelialni karcinom

primary Tumor, regional lymph Nodes, distant Metastasis

United Kingdom Collaborative Trial of Ovarian Cancer Screening
United Kingdom Familial Ovarian Cancer Screening Study

ultrasonografické vysetieni



1. PREHLED SOUCASNEHO STAVU PROBLEMATIKY

1.1. Karcinom ovaria

1.1.1. Uvod

V Ceské republice byla incidence zhoubnych nadort vajeénikt v roce 2014 18,8/100
000 zen, mortalita 14,17/100 000 zen (Narodni onkologicky registr). Vyssi incidence je
obecné v ekonomicky vyvinutych zemich - zde je karcinom ovaria (EOC — epithelial
ovarian cancer) druhy nejcastéjsi zhoubny néador z gynekologickych nadort [1].
Srovname-li gynekologickd onemocnéni, jedna se o tumor s nejvyssi mortalitou. I pres
velké usili vénované karcinomu ovaria se za posledni dekadu pieziti pacientl prilis
nezmeénilo (v CR v roce 2002 incidence 24,29/100 000 Zen, mortalita 13,77/100 000 Zen —
Nérodni onkologicky registr).

Ch6 = 7N vajetniku, Zeny -4 Incidence

Wivoj v Case - Mortalita
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Obrazek 1 - Zhoubné nddory vajecniku — incidence a mortalita v letech 1977 - 2014

Diagnostiku karcinomu ovaria i jeho terapii provazi fada obtizi. Karcinom ovaria je
typicky diagnostikovan v obdobi kolem 60 let véku, nicméné je stale Castéji
diagnostikovan 1 u mladych Zen do tficeti let. BohuZel, karcinom ovaria je Casto
diagnostikovan az v pokroc¢ilém stadiu onemocnéni. V soucasnosti neexistuje celoplo$ny
screening, klinické symptomy jsou zcela nespecifické (gastrointestinalni obtize, zvétSeni
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objemu bficha, apod.) a vyskytuji se az v pokrocilém stadiu onemocnéni. Vezmeme-li
v uvahu vSechna staddia onemocnéni, pétileté preziti se pohybuje kolem 42 % [2], pro
stadium III 35 % a pro stddium IV jen 22 % [3].

Lécba je zaloZena na chirurgickém odstranéni tumoru a chemoterapii. VétSinou je
pouzita kombinace platinovych derivata (karboplatina, cisplatina) a taxani. Chemoterapie
je ale velmi casto komplikovana vznikem rezistence, piredevSim u recidiv. Neni zndm
prognosticky faktor vzniku rezistence, stejné tak nevime, jak rezistence vznika.

Proto je vénovana pozornost hledani novych prognostickych faktori, individualizaci
terapie a moznosti cilené terapie. Dale jsou hledany screeningové metody, které by se

mohly uplatnit pfedev§im u hereditarnich syndromd.

1.1.2. Histopatologicka klasifikace

Karcinom ovaria je heterogenni skupina nadort, do které patii high-grade a low-grade
serdzni karcinom, dale endometroidni, mucin6zni a svétlebunéény karcinom. Karcinom
z ptechodnich bunc¢k je bran jako morfologicka varianta high-grade ser6zniho karcinomu.
Maligni Brennertiv tumor [4] je povazovan za low-grade karcinom a jeho vyskyt je
extrémné vzacny [5].

NejcastéjSim typem je serdzni papilarni karcinom, ktery predstavuje cca 70 %
malignich néddort vajecnikli [6]. Velmi ¢asto se jedna o oboustranny nalez, makroskopicky
solidniho vzhledu, pfedev§im u malo diferencovanych karcinomii. Dobie diferencované
karcinomy byvaji tvofené slozkou cystickou a papilarni, mohou se vyskytovat
psamomatozni téliska. Diferenciace karcinomu a tedy uréeni gradingu je dulezité pro
stanoveni progndzy. Pii urovani gradingu se hodnoti usporadani (glandularni, papilarni
nebo solidni), stupenl jadernych atypii a mitoticky index. V posledni dob& jsou serdzni
karcinomy ovaria déleny spiSe na 2 stupné¢ — low-grade a high-grade. Toto schéma je
zaloZzeno na hodnoceni mitotického indexu a nuklearnich atypii. Nadory s uniformnim
jddrem a méné nez 12 mitézami na 10 zornych poli jsou klasifikovany jako low-grade
karcinomy. Nadory s jadernymi atypiemi nebo 12 a vice mitdézami jsou zafazeny do
skupiny high-grade. Podle multivariacni analyzy bylo toto schéma signifikantnim
prognostickym faktorem celkového pteziti [7].

Endometroidni karcinom ovaria tvofi zhruba 15 — 20 % epitelidlnich naddort ovaria.

Ma podobnou histologickou strukturu jako karcinom endometria, makroskopicky se jedna
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o solidni &i cysticko — solidni karcinomy, mohou byt s hemoragickym obsahem. Casto se
jedna o dobie diferencované nadory. Zhruba ve 30 — 40% je diagnostikovdna endometriéza
[8]. Atypicka endometrioza by mohla byt prekurzorem endometroidniho (i clear cell)
karcinomu [9].

Mucinozni karcinom ptedstavuje asi 10 % karcinomti ovaria. Pro tento karcinom je
charakteristicka produkce hlenu. Casto je diagnostikovan v ¢asném stadiu, nebot’ tvofi
velké unilokularni ¢i multilokularni cystické tumory, ¢astecné se solidnim obsahem. Asi
v 5 % nachazime bilaterdlni 1¢ézi. Pacientky s pokrocilym nélezem maji horSi odpovéd’ na
chemoterapii s relativni chemorezistenci [10]. Histologicky mtze byt obtizné odliSeni od
metastdz mucindzniho adenokarcinomu gastrointestindlniho origa, k rozliseni je dilezita
korelace s klinickym nélezem a popiipad€ uZiti imunohistochemickych markert. Grading
se u mucindznich karcinomil nevyuZziva.

Pro svétlebunéény karcinom neboli karcinom z jasnych buné¢k (clear cell) je typicky
histologicky nalez bun¢k s vodojasnou cytoplazmou. Grading se ani u tohoto karcinomu
nestanovuje, ale vzdy jej povazujeme za high—grade karcinom. Vyskyt se udava cca 5- 10
% karcinomt, bohuzel je obvykle zjiStén v pokrocilém stadiu. Zajimavé je soucasné
zjisténi endometridzy, popiipadé miize vyristat ptimo z loziska endometridzy.

Méné casty histologicky néalez je maligni Brenneriv nador. Tento karcinom je
histologicky podobny urotelidlnimu karcinomu, obsahuje benigni ¢i borderline ¢ast a ¢ast

se stromalni invazi.

1.1.3. Etiopatogeneze

Piivod bunck a mechanismus vzniku ovarialniho karcinomu je dlouhodobé studovan.
Ovarialni karcinomy se dé€li na sporadické a hereditarni. Pro vznik sporadického
karcinomu existuje mnoho hypotéz.

Podle ovula¢ni hypotézy jsou pti¢inou vzniku nadoru mikrotraumata povrchového
epitelu ovaria pti ovulaci. Po ovulaci epitel proliferuje. S cetnéjsi proliferaci je vyssi riziko
chybné replikace a nddorové transformace.

Teorie inkluznich cyst piedpoklad4d, ze ke vzniku karcinomu dochazi vlivem
gonadotropinil. Gonadotropiny stimuluji tvorbu estrogent a jejich prekurzort, coz vede ke

vzniku inkluznich cyst. Zde dochézi k proliferaci epitelu a nadorové transformaci.
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Podle androgen-progesteronové teorie maji androgeny vliv na vznik nadoru,
progesteron by mél mit protektivni vliv. Tuto teorii podporuje vyssi produkce androgenti
v postmenopauze, ve které je epidemiologicky vyssi incidence karcinomu.

Vsechny tyto teorie podporuji protektivni ucfinek hormonalni antikoncepce a
téhotenstvi.

Teorie retrogradni menstruace a zanétu se snazi vysvétlit vznik endometroidniho
karcinomu.

V soucasné dobé je vénovana také pozornost nadorovym kmenovym bunkam. Podle
této hypotézy by se nadorové kmenové buiiky mohly podilet na rlstu nadoru,
metastazovani a vzniku chemorezistence. Nadorové kmenové builky jsou subpopulaci
bunck s typickymi vlastnostmi kmenovych bunék — to je schopnosti sebeobnovy a
diferenciace v rizné bunééné typy, dale schopnosti propagace tumoru in vivo a expresi
povrchovych markert. Pfitomnost nadorovych kmenovych bunék byla prokédzana u mnoha
solidnich tumort. [11]

Etiopatogeneze neni pfesné zndma a ¢im dal tim vétsi pozornost je vénovana genove,
molekularni a imunohistochemické diagnostice. Studie ukazuji, Ze ovaridlni karcinom neni
jednotné onemocnéni. Jedna se o skupinu karcinomu, ty mohou byt klasifikovany podle
morfologickych a molekuldrné genetickych znakti. Cést karcinomi pravdépodobné vznika
z prekurzort (typ I) a ¢ast de novo (typ 1) [12].

K typu I patii low-grade ser6zni karcinom, endometroidni, mucinozni, svétlebunéény
karcinom a maligni Brenneriiv naddor. Tyto nadory jsou asociovany pfedev§im s mutacemi
v genu KRAS, BRAF, ERBB2, PTEN. Pravdépodobné vznikaji z benignich cyst pies
borderline tumory, ze kterych se formuji histologicky odpovidajici maligni tumory.

K typu II fadime high-grade serézni karcinom, nediferencovany karcinom a
karcinosarkom, nebot’ jeho epitelova slozka odpovida high-grade karcinomu. Tyto nadory
jsou velmi agresivni, obvykle jsou diagnostikovany v pokrocilém stadiu. Ve vice nez 80%
zde nachazime mutaci TP53. Déle byly popsany amplifikace ¢i delece — mezi nejCastejsi
homozygotni delece patii Rbl, CDKN2A/B, CSMDI, and DOCK4 [13]. Kromé
homozygotni delece CDKN2A/B nebyly tyto delece nalezeny v serdznich borderline
tumorech ani v low-grade seroznich karcinomech. Mutace typické pro typ I karcinomy zde
zjisStény nebyly. Tato zjiSténi podporuji teorii, Ze ob¢ skupiny vznikaji rdznymi

molekularnimi cestami.
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Zhruba 75 % karcinomu typ II je klasifikovadno jako high-grade ser6zni karcinom
(HGSC) [14]. Béhem poslednich let se mnozi dikazy, ze HGSC vznika ve fimbriich
vejcovodu. Tyto prekurzorové 1éze se nazyvaji serdzni tubalni intraepitelidlni karcinomy
(STICs) [15] a jsou charakterizovany overexpresi pS3 a maji vysoky proliferacni index Ki-
67. Ve vice nez 90 % STICs nese mutaci TP53 tumor supresorového genu [16].

Byla publikovéna studie CONCORD [17], kterd studovala celosvétovy vyskyt
karcinomu ovaria podle histologickych skupin. Do studie bylo zahrnuto vice nez 680 000
zen s karcinomem vajeCniku, vejcovodu nebo peritonea, ktery byl diagnostikovan v letech
1995 — 2009. V letech 2005 — 2009 byly nejcastéjsi karcinomy skupiny II (hlavné high-
grade serdzni karcinom) a to ptredevsim v Oceénii (73,1%), severni Americe (73 %) a
v Evropé (72,6 %). V centralni a jizni Americe (65,7%) a v Asii (56 %) byl vyskyt niZsi.
Oproti tomu zde byl vy$si vyskyt typ I karcinomu. Celkové béhem sledovani doslo
k postupnému nariistu high-grade serézniho karcinomu oproti ostatnim histologickym
typtm.

Karcinom ovaria se také muze vyskytovat vrdmci hereditarnich onemocnéni.
Nejcastéji se jednd o syndrom hereditarniho karcinomu prsu a vajecniki (HBOC) a
Lynchtv syndrom.

Za vétsinu HBOC jsou zodpovédné mutace BRCA 1 (70%) a BRCA 2 (20%), dale
pak mutace jinych gent s niz$i penetraci, které jsou relativné vzacné. Geny BRCA 1 a 2
byly zjistény v jadernych komplexech a jsou dilezité pro zachovani genomové integrity a
fizeni transkripce a bunééného cyklu. CelozZivotni riziko BRCAI1 nosic¢ek pro vznik
karcinomu ovaria je 35 — 46%, pro BRCA2 13 - 23%. [18]. Jedna se o autosomalné
dominantni typ dédicnosti. U BRCA mutaci dochdzi k pfenosu zarode¢né mutace, ktera
inaktivuje jednu z alel odpovédného genu. V cilové tkani pii nésledné genetické zméné
druhé alely dojde ke kompletni inaktivaci genu. Genomova nestabilita zpisobi
tumorogenezi.

Karcinom vaje¢niku mtze vzniknut také v ramci Lynchova syndromu. Ten je také
oznacovan jako HNPCC (hereditary non-polyposis colorectal cancer). U pacientek
s Lynchovym syndromem byla zjiSt€éna mutace v nékterém z genli tzv. missmatch repair
systtmu — MMR (geny MLH1, MSH2, MSH6, PMS2). Jedna se také o autosomalné
dominantni typ dédi¢nosti. Pacientky s Lynchovym syndromem maji nejvyssi celoZivotni
riziko pro kolorektalni karcinom (30 — 70%), druhy nejcastéjsi je karcinom endometria (40

— 60%). Riziko karcinomu vaje¢niku se udava 4 — 12%, déale se mohou vyskytnout i dalsi
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zhoubné nadory — napt. zaludku, uropoetického traktu, zlu¢ovych cest, Zluéniku a tenkého

stfeva.

1.1.4. Rizikové a protektivni faktory

Rizikové faktory podporuji etiologické hypotézy. Podle ovulacni hypotézy je vyssi
pocet ovulaci rizikovym faktorem. Dalsi ¢asto popisovanou hypotézou je gonadotropinova
hypotéza (viz vyse). Mezi znamé rizikové faktory zafazujeme nulliparitu nebo prvni dité
po 30. roku véku. Dale sem patii ¢asnd menarche (pfed dvanactym rokem véku) a pozdni
menopauza (po 50 letech). Epidemiologické studie ukazaly, Ze protektivnim faktorem je
anovulace — tedy t¢hotenstvi a hormonalni kontracepce [19]. S kazdym porodem se snizuje
riziko 0 10 — 15 %. Protektivnim faktorem je také celkova doba kojeni. RR (risk ratio —
celozivotni riziko vzniku karcinomu) po 5 letech uzivani hormonélni antikoncepce se
snizuje na 0,5 (o 10 - 12% za rok uzivani). Po skonceni uzivani je snizené riziko jesté 15 —
20 let. Naproti tomu uzivani hormonalni substitu¢ni terapie mize mirn¢ zvySovat RR, ale
data jsou ptfedevSim pro estrogenni substituci. Pro kombinovanou estrogen—gestagenni
terapii jsou data nejednoznacna.

Riziko karcinomu vaje¢niku stoupa s vékem, nejéastéji je diagnostikovan v 63 letech
[20]. U BRCA pozitivnich Zen je nejvyssi incidence o 10 - 15 let diive. Vyssi vyskyt je u
kavkazské rasy neZ u Cerné a zluté rasy.

Endometrioza je spojena s vy$$im rizikem endometroidniho a clear-cell karcinomu
[21].

Obezita, koufeni a alkohol jsou jako rizikové faktory jen podle né€kterych studii a
zfejmé plati jen pro mucindzni karcinom.

Z operacnich vykonil plisobi protektivné bilateralni salpingooforektomie, ale nesnizuje
riziko primarniho peritonedlniho karcinomu. Bilateralni salpingektomie sniZuje riziko
vzniku ser6zniho tubalniho intraepitelidlniho karcinomu - STIC [22]. Proto je u pacientek

podstupujicich hysterektomii pro benigni nalez vhodna 1 bilateralni salpingektomie.
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1.1.5. Prognostické faktory

Mezi hlavni prognostické faktory zahrnujeme stddium onemocnéni, histologicky typ
nadoru, postoperacni nadorové reziduum, veék a celkovy stav pacientky (performance status
—PS).

Vétsina pacientek bohuzel prichdzi v pokroc¢ilém stadiu (FIGO III, IV). Jednotlivé
histologické typy maji rGznou progndzu. Mezi karcinomy s relativné dobrou prognézou
patii mucindzni, endometroidni a low-grade serdzni karcinom. Karcinom s relativné
Spatnou progndzou je napiiklad high-grade serdzni karcinom, clear cell a nediferencovany
karcinom. Musime brat v uvahu, ze mucindzni karcinom ma lepsi prognozu, predevsim
proto, ze je Casto diagnostikovan v niz§im stadiu.

Nulové pooperacni naddorové reziduum je vyznamny pozitivni prognosticky faktor.
Prognoza se zhorSuje pii ponechani pooperacniho rezidua do 1 cm v praméru, vyrazné
zhorSeni je nad 1 cm [23].

Problémem 1é¢by je vznik recidivy a chemorezistence. Nyni neméme Zzadné
prediktivni faktory, které by ndm mohly pomoci urcit vznik recidivy a chemorezistence.
Cim dal vice je vénovana pozornost genetické povaze ovarialniho karcinomu a nadorovym
kmenovym bunkam (viz dale). Genetickd povaha ovarialniho karcinomu je probadéana jen
z€asti, v praxi jsou predevS§im testovany mutace BRCA, mutace spojené s Lynchovym
syndromem a s klasifikaci karcinomu typu I a typu II. Existuji ale dal$i kandidatni geny,
kterym je tfeba se vé€novat. Na zéklad¢ genetickych profilt bylo zjiSténo nékolik markert
souvisejicich s chemorezistenci - napt. NRF2, TP53,DACHI1, EVI1, SKILL, RUNX,
PRKCI, GPX3, APC, BAG3, S100A10, EGFR, ITGAE, MAPK3/ERK1, TAP1/ABCB2,
BNIP3, MMP9 a FASLG [24-27]. Na vznik chemorezistence by mohly mit vliv geny
zodpovédné za transport cytostatik. Jednd se o membranové ABC transpotéry (ATP
binding cassette) a SLC transportéry (solute carrier) vazajici ATP, jejich zvySena exprese
byla prokazana v souvislosti s chemorezistenci ve tkanich riznych nadord, napt. prsu, v
kolorektalnim karcinomu nebo karcinomu vajec¢niku [28-31].

Ve spolupraci se Statnim zdravotnim ustavem a Gynekologicko-porodnickou klinikou
Fakultni nemocnice Motol jsme provedli nejprve pilotni studii zabyvajici se expresi
vybrané kazety genli (membranové transportéry, geny regulace bunécného cyklu a DNA
reparanich mechanismll) ve vzorcich benignich vajecnikli, primarnich karcinomu

vajeCniku a peritonedlnich metastdz. Porovnavali jsme rozdily v hladinadch exprese
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jednotlivych typt tkani a hledali jsme vztahy mezi klinicko—patologickymi znaky a expresi
genu [32]. Zajimavym nélezem byla zvysujici se exprese genu ABCA7 od benigni tkané
pies tkan primarniho karcinomu az k metastazam. V opacném sledu se snizovala exprese
genu NRIH4. S klinicko—patologickymi charakteristikami korelovala exprese genu
ABCA3, TP53 a MSH2 v maligni tkani. Byly nalezeny kandidatni geny, kterym byla
vénovana dalsi studie.

Do druhé studie bylo zafazeno celkem 54 genti membranovych transportérii (ABC,
SLC a ATP-azy) [33]. Exprese téchto geni byla sledovana ve vztahu ke klinicko-
patologickym charakteristikdm pacientek. Byl zjistén rozdil v expresi membranovych
transportéri mezi high-grade serdéznim karcinomem a ostatnimi histologickymi typy.
Exprese geniit ABCA9, ABCA10, ABCC9, ABCG2 a SLCI6A14 byla asociovdna
s intervalem bez progrese. Geny, které by mohly mit vliv na progresi, recidivu a vznik

chemorezistence, by mély byt dale zkoumany.

1.1.6. Klinické projevy

Casna stadia jsou vétSinou asymptomatickd. Klinické projevy se objevuji az
v pokrocilych stadiich. Ze subjektivnich obtizi se nejcastéji vyskytuje pocit plnosti,
nadymani a nechutenstvi, bolesti bficha. Dale si pacientky stézuji na zvétSovani objemu
bficha, poruchy vyprazdnovani stolice, pozdé&ji hubnuti. Prvnim pfiznakem miiZze byt 1
trombdza (nejcastéji dolnich koncetin), a to jako tzv. paraneoplasticky projev nebo

nasledkem utlaku panevnich Zil.

1.1.7. Screening

Jakékoliv screeningové vySetfeni by meélo byt dostateCné senzitivni i1 specifické a
zaroven relativné levné, nebot’ by mélo byt cileno na celou populaci. Bohuzel pro ovarialni
karcinom celoplo$ny screening neni. Obtizi spojenych se zavedeni vhodné screeningové
metody je né€kolik. Ovarialni karcinom je onemocnéni s ne zcela jasnou etiopatogenezi,
nezndme piednadorové stavy, Casnd stddia nemaji klinické projevy a onemocnéni
postupuje rychle.

Ve snaze najit vhodnou metodu byla provedena randomizovand mezindrodni studie

UKCTOCS (UK Collaborative Trial of Ovarian Cancer Screening) na vice nez 200 000
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postmenopauzdlnich Zen. Studie zahrnovala ro¢ni vySetfeni hodnoty CAl125 a
transvaginalni sonografické vysetfeni. V primarni analyze nebyl signifikantni rozdil ve
snizeni umrtnost oproti skupin¢ bez screeningového vysetfeni [34]. Sledovani v letech
2007 — 2014 ptineslo povzbudivé ditkazy o snizeni mortality oproti kontrolni skuping [35].
Nicméné je dilezité pokracovat ve sledovani pacientek, aby bylo mozné stanovit jasné
zavery o ucinnosti a také financni efektivité tohoto screeningu.

Ackoli neexistuje celoplosSny screening pro ovaridlni karcinom, existuji schémata pro
selektivni screening u pacientek s hereditarnimi syndromy. Pacientky s prokdzanou mutaci
genll mismatch-repair systému (Lynchiv syndrom) by mély byt sledovany ve
specializované  gynekologické, gastroenterologické, mamologické, urologické a
neurologické poradné. V onkogynekologickém centru provadime jedenkrat rocné od 20 let
véku pacientky expertni sonografické vySeteni spolecné s odbérem CA125. Standardni
gynekologické vysetieni vcetné¢ odbéru cytologie je v rukdch obvodniho gynekologa.
Pacientky (i pacienti) by mély byt také vysetieni pomoci kolonoskopie, gastroskopie, mél
by byt proveden test na okultni krvaceni. Dulezité je také mamologické vySetteni veetné
sonografie prsit a pozd€ji mamografie. Déale se provadi vySetfeni moci a neurologické
vySetieni.

Dulezité je sledovani BRCA pozitivnich pacientek, které maji 10 — 30 krat vyssi
celoZivotni riziko vzniku karcinomu prsu a ovaria nez nezatizené pacientky.

BRCA nosickdm mulZeme nabidnout peclivou dispenzarizaci zahrnujici jedenkrat
ro¢né gynekologické vySetfeni véetné screeningu cervikalniho karcinomu (u obvodniho
gynekologa), od 20 let kazdé ctyfi mésice az Sest mésicii expertni onkogynekologicky
ultrazvuk a stanoveni hladiny CA125. Tato vySetfeni by méla byt provedena
v onkogynekologickém centru [36]. Toto doporuceni vychazi z vysledki studie UKFOCSS
(UK Familial Ovarian Cancer Screening Study) [37]. Vzhledem k riziku vzniku karcinomu
prsu, ale také karcinomu pankreatu, kolorektdlnimu karcinomu a malignimu melanomu by
mély byt pacientky sledovany 1 v dalSich specializovanych poradnéach. Pacientky by mély
dochazet na mamologické vySetfeni jedenkrat za Sest mésicti od 25 let véku ¢i o deset let
diive, nez byl vék nejmladsi nemocné v rodiné. Soucasti vySetfeni prsi je mamografické a
sonografické vysetieni. Po domluvé s mamologem je vhodné provedeni profylaktické
bilateralni mastektomie. Dale by mélo byt provadéno kolonoskopické vysetieni od 45 let
véku a to kazdé tii roky aZz pét let a nemélo by se zapominat jedenkrat ro¢né na test na

okultni krvaceni. U BRCA2 pozitivnich pacientek i pacienti s jednim prvostupfiovym
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pfibuznym ¢i dvéma piibuznymi s karcinomem pankreatu by mélo byt provadéno
endoskopické sonografické vysetfeni jedenkrat rocné od 50 let véku nebo o deset let diive
nez byl vék nejmladSiho nemocného v roding.

Metodou, ktera snizuje riziko vzniku a mortalitu ovaridlniho karcinomu je
profylaktickd operace — bilaterdlni adnexektomie s lavazi a eventudln¢€ s hysterektomii
(RRBSO - risk reducing bilateral salpingo-oophorectomy). Nacasovani vykonu by me¢lo
byt mezi 35 — 40 lety véku BRCA1 nosicky, u BRCA2 pozitivni pacientky je mozné
vyckat do 45 — 50 let [38]. Po provedeni profylaktického vykonu ale zlstava riziko vzniku
primarniho  peritonedlniho karcinomu, proto by pacientky mély pokracovat
v dispenzarizaci. Obvykle je provedeno gynekologické vySetteni a expertni USG jedenkrat
ro¢né, ale zdvazné doporuceni neni dano. Piinos stanoveni CA125 neni jasny.

Po provedeni profylaktické adnexektomie je dulezité¢ vySetfeni vejcovodii podle
protokolu SEE-FIM (sectioning and extensively examining the fimbria). Podle SEE-FIM
protokolu by mély byt provedeny sériové fezy po dvou az tfech milimetrech. Pii tomto
histologickém zpracovani lze detekovat STIC jako prekurzor serd6zniho karcinomu [39].

Na zakladé nalezu STIC a teorie, Ze nadorové builky je mozné detekovat ve
vejcovodu, byla provedena studie na detekci nddorovych bunék z lavaze dutiny d€lozni
pomoci specidlniho katetru [40]. Zdd se, Ze by tato metoda mohla byt piinosem
k diagnostice ¢asného karcinomu ¢i STICs. Na zédklad¢ této pilotni studie probih4a obdobna
u BRCA pozitivnich pacientek. NaSe onkogynekologické centrum je soucésti této
mezinarodni studie. Vé&fime, ze lavaz dutiny délozni by jednou mohla byt soucasti

screeningu BRCA pozitivnich pacientek.

1.1.8. Diagnostika

Vyskyt vyse uvedenych ptiznakii (viz klinické ptiznaky), zvlasté v kombinaci, by mél
vést ke komplexnimu gynekologickému vySetfeni. Studii tykajicich se fyzikalniho
vySetieni a diagnostiky benignich a malignich ovaridlnich tumordi je velmi malo.
Samotnym fyzikdlnim vySetfenim neni mozné rozliSit benigni a ¢asné maligni tumory.
Obligatorni vySetfeni zahrnuji odebrani anamnézy, komplexni gynekologické vySetteni,
RTG hrudniku, expertni ultrazvukové vySetfeni panve a dutiny bfi$ni. Standardné jsou
odebirany nadorové markery — pfedevsim CA125 (Cancer Antigen 125) a HE4 (Human
Epididymal Protein — 4).
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Ze zobrazovacich metod je metodou volby ultrazvukové vySeteni. Zakladnim cilem
ultrazvukového vySetfeni v piedoperacni diagnostice je rozli§it mezi normdlnim a
suspektnim nalezem na adnexech. Pfi suspektnim nalezu by mélo byt provedené expertni
ultrazvukové vysetieni v onkogynekologickém centru. Ultrazvukové vySetfeni je mozné
hodnotit subjektivné nebo s pomoci skérovacich systému ¢i matematickych modela.
Subjektivni hodnoceni ovaridlniho tumoru zkuSenym sonografistou je povazovéano za
nejpresnéjSi metodu v predoperacni diferencidlni diagnostice benignich a malignich
ovaridlnich nddort s pfesnosti 89-96 % [41]. Mezindrodni ultrazvukova skupina IOTA
(International Ovarian Trial Analysis) definovala terminologii ultrazvukovych adnexalnich
nalezti a tzv. jednoduchd ultrazvukovéa pravidla diferencidlni diagnostiky benignich a
malignich nddort ovaria. Hodnoti se lokularita cysty, charakter vnitini stény, pfitomnost
solidni slozky, stupeil cévni perfize a pfitomnost ascitu. Jsou dany tzv. M znaky s nejvyssi
prediktivni hodnotou pro nalez maligni léze a naopak B znaky s nejniz$i prediktivni

hodnotou [42].

Obrazek 2 — Dle USG multicysticko-solidni ttvar s patologickou perfuzi v septech.
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Kromé rozhodnuti o charakteru 1éze je v pfipadé¢ maligniho nalezu dilezité také

zhodnoceni stagingu a posouzeni operability onemocnéni. Hodnoti se postizeni peritonea,

omenta, parenchymatdznich organti a spadovych lymfatickych uzlin [43].
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Obrazek 3 — Na USG masivni karcinomato6za sttevnich klicek a panevniho peritonea —

primarné¢ inoperabilni nalez

Pted zahajenim neoadjuvantni chemoterapie je nutné odebrani a histologické vysetieni
vzorku tumoru. Probatorni laparotomie nese pro pacientku celou fadu nevyhod,
diagnostickd laparoskopie pacientky zatéZuje méné€, ale presto je nutna hospitalizace,
anestezie a piindSi rizika pfi vstupu do bfiSni dutiny. V piipad€ jasnych znamek
inoperabilniho nalezu je vhodny minimalné invazivni vykon k odebrani biopsie — odbér
biopsie tlustou jehlou pod USG kontrolou (tru-cut biopsie). Limitem pro odebrani
histologie je ulozeni tumoru (blizko velkych cév, ulozeni hluboko v panvi nedosazitelné
jehlou).

Magneticka rezonance (MR) je vyuZivana jen velmi malo. MR ma vysoké tkanové

rozliSeni, ale ma limitace v zobrazeni malych nadora a diagnostice borderline a malignich
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nadord. Nevyhodou jsou také kontraindikace vySetfeni, nemoznost hodnoceni v redlném
Case a v neposledni fad¢ také cena.

Pocitacova tomografie (CT) ma nizké tkanové rozliSeni, proto neni vhodna
k diferencidlni diagnostice benigniho a maligniho nalezu. Je ale vyuzivana ke stanoveni

rozsahu nalezu v bfi$ni a hrudni dutiné.

1.1.9. Nadorové markery

Jednim z typickych projevli malignich nadorti je produkce riznych latek, tzv.
nadorovych markerii. Latky produkované samotnym nadorem oznacujeme jako nadorem
asociované. Markery naddorem indukované tvoii jiné tkan¢ jako reakci na maligni tumor.

Mezi prediktivné — prognostické biomarkery, které vyuZzivdme k diagnostice
karcinomu ovaria a dal$imu sledovani vyvoje onemocnéni béhem 1écby a po 1éCbé,
zahrnujeme predevsim CA125 a HE4. Pomoci téchto markert je stanoven ROMA index
(Risk of Ovarian Malignancy Algorithm). V diferencidlni diagnostice malignit
gastrointestinalniho origa non-epitelovych nadort vaje¢niku vyuzivame i dal$i markery —
napt. CA19-9 (Cancer Antigen 19-9), CEA (karcinoembryonalni antigen), AFP (alfa-1
fetoprotein).

Marker CA125 byl objeven vroce 1981 [44] pomoci imunizace myS$i buinikami
lidského epitelového karcinomu a od té doby ma v diagnostice a 1écbé ovarialniho
karcinomu zésadni misto. Jednd se o glykoprotein s molekulovou hmotnosti vice nez
500 000 daltonti. Senzitivita a specificita CA125 je nejvyssi u postmenopauzalnich Zen
[45]. U premenopauzélnich Zen ma nizkou specificitu, nebot’ zvySené¢ hodnoty mohou byt
u fyziologickych stavii jako je napf. menstruace ¢i gravidita. Vys§i hodnoty mohou mit
také pacientky s endometridzou, benignimi nadory vajecnikd, s myomy, s panevnim
zénétem ¢i pacientky s patologickym procesem na serdznich blanach. CA125 neni
nadorové specificky — vyS§i hodnotu lze naméfit u karcinomu vajeCniku, ale také u
karcinomu endometria a endocervixu, dale u karcinomu pankreatu, zaludku, stfev, u
karcinomu prsu a bronchogenniho karcinomu. Negativni hodnoty vSak maligni nélez
nevylucuji. Z uvedenych pfi¢in CA125 slouzi k diagnostice jako pomocny marker, ale je
vhodny ke sledovéani odpovédi na 1é¢bu, k detekci relapsu a progresi onemocnéni. Vysokeé
hodnoty CA125 pted 1écbou a jejich normalizace koresponduje s lepSim PFS (Progression

Free Survival) a spravné zvolenou 1é¢bou [46].
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HE4 je glykoprotein produkovany tkani nadvarlat, epitelem reprodukéniho a
respiraéniho traktu. HE4 ma nizs$i faleSnou pozitivitu u benignich gynekologickych
onemocnéni. Senzitivita HE4 pro karcinomu ovaria se udava kolem 73%, nejvice pro
endometroidni a ser6zni typ ovaridlniho karcinomu [45]. Pro mucindzni histologicky typ je
senzitivita nizkd. Z dal§ich malignit lze vyS$§i hodnotu stanovit u pacientek s plicnim
karcinomem, méné Casto pak u pacientek s malignim onemocnénim gastrointestinalniho a
uropoetického traktu. Z benignich onemocnéni je hodnota zvySena u renalni insuficience.

Samotné stanoveni HE4 neni vhodné, nebot je pomérn¢ vysoky pocet faleSné
negativnich nélezu.

ROMA algoritmus je logisticky regresni model, ktery vyuziva oba markery (CA125,
HE4) a zahrnuje menopauzdlni stav pacientky. ROMA index déli pacientky do skupiny s
nizkym nebo s vysokym rizikem epitelidlniho karcinomu ovaria. U ROMA indexu je
senzitivita 76 % [47].

CA19-9 (Cancer Antigen 19-9) patii do skupiny onkofetalnich nadorovych markert.
U plodu je tvofen epitelem gastrointestindlniho traktu, u dospélych je produkovan
minimalné. ZvysSend hodnota je pfedev§im u karcinomu pankreatu, zaludku, zlu¢niku a
zlucovych cest, ale také u mucinoézniho karcinomu vajeéniku, predevsim u dobie
diferencované¢ho. U madlo diferencovanych karcinomi s tibytkem glandularni slozky se
jeho produkce snizuje. Z benignich onemocnéni se hodnota zvySuje u pankreatitidy,
hepatitidy, cholecystitidy a dalSich zanétlivych onemocnéni gastrointestinalniho traktu.
CA19-9 je vhodny k diferencialni diagnostice nadorového origa.

CEA (karcinoembryonalni antigen) je onkofetalni glykoprotein, ktery je fyziologicky
tvofen u plodu. V dospélosti se fyziologicky nevyskytuje, ale zvySovat hodnotu mohou 1
benigni onemocnéni, napf. rendlni selhdni, hepatitida, pankreatitida a bronchitida.
ZvySenou hladinu stanovujeme piedevS§im u karcinomu gastrointestindlniho traktu -
hlavné u kolorektalniho karcinomu, karcinomu zaludku, pankreatu a Zlu€. cest, dale pak
karcinomu plic, mo¢. méchyie a $titné zlazy. Vyssi hodnota CEA je spojena s mucindznim
karcinomem ovaria. CEA neni vyuZzivan k diagnostice malignich nadori ovaria, ale

vyuziva se v diferencidlni diagnostice malignich onemocnéni GIT.
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1.1.10. Staging

Staging je jednoznacny a vSeobecné srozumitelny popis anatomického rozsahu
onemocnéni. Nejprve je urCen pomoci klinického vySetfeni a zobrazovacich metod.
Pozdé&ji jsou pfipojena data z operace a z histopatologického vysetfeni. Ke stagingu by
méla byt pfipojena i informace o gradingu, tedy stupni diferenciace tumoru.

Staging je dulezity pro planovani 1écby a pozdé€ji jeji hodnoceni. Mame—li urcen
staging, muzeme pacientce podat prognostické udaje souvisejici s urCitym rozsahem
onemocnéni. Stadium onemocnéni se v prubéhu zivota pacientky neméni, ani pokud dojde
ke generalizaci onemocnéni.

Nyni jsou vytvofeny a pouzivany 2 klasifikaéni systémy. Jednd se o systétm TNM
(vytvofeny Union Internationale Contre Ie Cancer — UICC) a systém FIGO (vytvotfeny
Fédération Internationale de Gynécologie et d’Obstétrique). Oba systémy spolu koreluji.

TNM Klasifikace

Systém TNM popisuje 3 slozky anatomického rozsahu onemocnéni.

T (tumor) urcuje rozsah primarniho nadoru.

TX - primarni nddor nelze hodnotit

TO - bez znamek primarniho nadoru

T1 - nador je omezen na vajecniky

Tla - nador omezen na jeden vajecnik; pouzdro intaktni, Zddny nddor na povrchu
vajecniku; v ascitu nebo peritonealnim vyplachu nejsou maligni bunky

T1b - nddor omezen na oba vajecniky; pouzdro intaktni, Zddné znamky nédoru na
povrchu vajecniki; v ascitu nebo peritonealnim vyplachu nejsou maligni bunky

Tlc - nador ohranicen na jeden a / nebo oba vajecniky s ¢imkoliv nasledujicim:
ruptura pouzdra, nador na povrchu ovaria, maligni buiiky v ascitu ¢i peritonedlnim
vyplachu

T2 - nador postihuje jeden a / nebo oba vajecniky se Sifenim v panvi

T2a - Sifeni a / nebo implantace na délohu a / nebo vejcovod(y); v ascitu nebo
peritonealnim vyplachu nejsou maligni bunky

T2b - S§ifeni na jiné panevni tkdn¢; v ascitu nebo peritonealnim vyplachu nejsou

maligni bunky
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T2c - §ifeni v panvi (2a nebo 2b) s malignimi buitkami v ascitu nebo peritonedlnim
vyplachu

T3 - nador postihuje jeden nebo oba vajecniky, s mikroskopicky prokdzanymi
peritonealnimi metastazami mimo panev

T3a - mikroskopické peritonedlni metastdzy mimo panev

T3b - makroskopické peritonedlni metastaizy mimo panev 2 cm nebo méné v
nejvetsim rozmeéru

T3c - peritonedlni metastazy mimo panev vétsi nez 2 cm v nejvetsim rozmeéru

N (nodus) podéva informaci o postizeni regiondlnich lymfatickych uzlin. Mezi
regionalni lymfatické uzliny patii uzliny panevni (paracervikdlni, parametridlni,
hypogastrické - vnitini ilické a obturatorni, spolecné a zevni ilické, presakralni a lateralni
sakralni), uzliny paraaortalni (horni a dolni paraaortalni a preaaortdlni, horni a dolni
parakavalni a prekavalni a horni a dolni interaaortokavalni).

NX - regiondlni mizni uzliny nelze hodnotit

NO - v regionalnich miznich uzlinach nejsou metastazy

N1 - metastdzy v regionalnich miznich uzlinach

Pro stanoveni pN je nutné vySetfeni vzorkli z panevni a/nebo paraaortalni
lymfadenektomie, které¢ by mélo standardné obsahovat minimalné 15 uzlin panevnich a 10
uzlin paraaortalnich. Pokud je vySetfenych lymfatickych uzlin méné, jedna se o sampling a

je to klasifikovéano jako pNX.

M (metastaza) informuje o pfitomnosti ¢i nepfitomnosti vzdalenych metastaz.

MX — vzdalené metastazy nelze hodnotit

MO — nejsou vzdalené metastazy

M1 - vzdalené metastazy

Karcinom ovaria nej€astéji metastazuje do parenchyma jater, do plic a na pleuru.
Postizeni pouzdra jater se nehodnoti jako vzdalend metastdza. Pleuralni vypotek s

cytologicky prokdzaném nalezu malignich bunék je klasifikovéan jako M1.
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Tabulka 1 - TNM stadia

stadium TNM

1A Tla NO MO

IB T1b NO MO

IC Tlc NO MO

1A T2a NO MO

11B T2b NO MO

1c T2¢ NO MO

1A T3a NO MO

111B T3b NO MO

_— T3¢ NO MO

jakékoliv T N1 MO
v jakékoliv T jakékoliv N M1
FIGO Kklasifikace

FIGO klasifikace byla ptedev§im zpoc€atku postavena na klinickych vySetfenich, ale v

soucasné dobé zahrnuje 1 histopatologické vySetieni. Posledni revize probé&hla v roce 2012

na FIGO setkani v Rimé a byla publikovana v lednu 2014 [48].

Tabulka 2 - FIGO klasifikace - staré a nové hodnoceni (zmény jsou vyznaceny tucné).

Stadium I - nador je omezen na vaje¢nik(y)

Stara klasifikace Nova Kklasifikace

IA Néador je omezen na 1 vajecnik, IA Néador je omezen na 1 vajecnik,
pouzdro je intaktni, bez pfitomnosti pouzdro je intaktni, bez pfitomnosti
nadorovych bunék v ascitu ¢i lavazi nadorovych buné¢k v ascitu ¢i lavazi

1B Nador je na obou vajecnicich, IB Nador je na obou vajecnicich,
pouzdro je intaktni, bez ptitomnosti pouzdro je intaktni, bez pfitomnosti
nadorovych bunék v ascitu ¢i lavazi nadorovych bunék v ascitu ¢i lavazi

IC Nédor omezen na jeden a/nebo oba | IC Nédor omezen na jeden a/nebo oba

vajeCniky, s porusenim pouzdra

vajecniky
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a/nebo malignimi bunkami v lavazi

nebo v ascitu

IC1 Peroperac¢ni ruptura pouzdra ovaria

I1C2 Ruptura pouzdra pted operaci nebo
nador na povrchu ovaria nebo
vejcovodu

IC3 Maligni buniky pfitomny v ascitu

nebo v lavazi

Stadium II - nador postihuje jeden a/nebo oba vajecniky se Sitenim v panvi

Stara klasifikace

Nova Kklasifikace

ITA Sifeni na délohu a/nebo vejcovody IIA Sifeni na délohu a/nebo
vejcovody

IIB Sifeni na jiné panevni organy 1B Sifeni na jiné panevni organy

IIC Sifeni na panevni organy, pfitomny | Stadium IIC bylo zruseno.

maligni bunky v lavazi nebo v ascitu

Stadium III - nador postihuje jeden a/nebo oba vajecniky s peritonedlnimi metastdzami

extrapelvicky a/nebo pozitivni spadové uzliny

Stara klasifikace

Nova Kklasifikace

1A

Mikroskopické peritonedlni

extrapelvické mestatazy

A

Mikroskopické peritonedlni
extrapelvické mestatazy a/nebo
pozitivni retroperitonealni

lymfatické uzliny

IITA1

Pozitivni retroperitonealni

lymfatické uzliny

IITA1(i) Metastazy < 10 mm

MIA1(ii) Metastazy > 10 mm

I1TA2

Mikroskopické peritonealni
extrapelvické mestatazy +
pozitivni retroperitonealni

lymfatické uzliny

1B

Makroskopické peritonedlni

extrapelvické mestatazy <2 cm

1B

Makroskopické peritonedlni

extrapelvické mestatazy <2 cm
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+ pozitivni retroperitonealni
lymfatické uzliny, véetné Siteni

na pouzdro jater/sleziny

HIC | Makroskopické peritonedlni IIC Makroskopické peritoneédlni
extrapelvické mestatazy > 2 cm extrapelvické mestatazy > 2 cm
a/nebo pozitivni spadové uzliny + pozitivni retroperitonealni

lymfatické uzliny, vCetn¢ Sifeni

na pouzdro jater/sleziny

Stadium IV - pfitomnost vzdalenych metastaz

Stara klasifikace Nova Kklasifikace
v Ptitomnost vzdalenych metastaz IVA | Postizeni pleury s pozitivni
cytologii

IVB | Metastazy v parenchymu jater
a/nebo sleziny, metastazy do
extraabdominalnich organt
(v€etné inquinalnich nebo
extraabdomindlnich lymfatickych

uzlin)

Kromé téchto zmén byla publikovana také nésledujici doporuceni:
U stagingu by mél byt uveden histologicky typ nadoru vcetné jeho gradingu.
Nadory, které jsou omezeny jen na vajecniky (stadium I), ale byly zavzaty do pevnych

adhezi s histologicky prokdzanymi nadorovymi bunikami, hodnotime jako stadium II.

1.1.11. Lécba

1.1.11.1. Primarni lé¢ba

Lécba je zaloZzena na chirurgickém odstranéni tumoru a chemoterapii. Cilem
operac¢niho vykonu je histopatologicka diagnostika, staging onemocnéni a odstranéni vSech

suspektnich loZisek. Pfed operaénim vykonem mame Casto jen podezieni na maligni nador,
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ale odbér materidlu na histologické vySetfeni byva proveden peroperacné. Proto by pii
podezieni na maligni nddor méla byt operace provedena na pracovisti s moznosti
peroperacniho histologického zpracovani. Operacni stagingovy vykon zahrnuje dolni
sttedni laparotomii s rozsifenim nad pupek, lavaz nebo odbér ascitu, brani¢ni stéry, biopsii
vSech suspektnich lozisek a odebrani cilenych biopsii, hysterektomii s oboustrannou
adnexektomii, totdlni omentektomii, apendektomii, systematickou panevni a paraaortalni
lymfadenektomii. Dulezité je odstranéni vSech suspektnich lozisek. Studie prokazaly, ze
docileni nulového rezidualniho tumoru je spojeno s delSim celkovym piezitim [49].
Rezidudlni tumor je hodnocen podle loziska s nejvét§im primérem. Vzhledem k naro¢nosti
vykonu (napf. resekéni vykony na gastrointestindlnim traktu, stripping a resekce branice,
splenektomie, resekce jater, atd.) je vhodna centralizovana péce v onkogynekologickych
centrech.

Jako adjuvantni chemoterapie je intraven6zné aplikovana kombinace derivati platiny
(predevsim karboplatina, eventudlné cisplatina) s taxany (paklitaxel nebo docetaxel). U
casnych stadii (stadium I a II), kde byl proveden kompletni stagingovy chirurgicky vykon,
je podle studie ICON1 [50] vhodné zvaZeni chemoterapie u pacientek s ndlezem clear cell
karcinomu, karcinomu grade 3, grade 2 - 3 u stadia IB a u stadia IC. Podle ceskych
guidelines z roku 2013 je u ¢asnych stadii s nizkym rizikem (stadia 1A, IB: G1, G2 nebo
stadia I1A, 1IB: G1, G2 a stadia IC, IIC: G1) indikovano tii az Sest cykli chemoterapie.

U pokrocilych stadii je indikovano Sest az devét cykll adjuvantni chemoterapie. Je
diskutovéano, kdy je optimalni Cas zacit s podavanim chemoterapie. Obecné je snaha
aplikovat chemoterapii co nejdiive po cytoredukénim vykonu. Tomuto tématu se vénovalo
nékolik studii s rozdilnym vysledkem [51-53].V roce 2013 byla publikovéana prospektivni
studie [54] zahrnujici 3326 Zen. Podle této studie je opozdény zacatek podavani
chemoterapie po primarni operaci (po vice nez 19 dnech) spojen s CasnéjSim relapsem
onemocnéni a krat§Sim celkovym pfeZitim.

Je—li nalez inoperabilni, neni vhodné zatéZovat pacientku probatorni laparotomii. Po
ziskani vzorku na histologické zpracovani je indikovdna neoadjuvantni chemoterapie
(NACT). Aplikuji se tii az Ctyfi cykly dvojkombinace karboplatiny a paklitaxelu. Poté
nasleduje opétovné zhodnoceni operability nalezu. Doslo-li k regresi nadoru, je indikovana
tzv. intervalova operace (IDS — interval debulking surgery) [55]. Soucasti operac¢niho

vykonu pak neni systematickd panevni a paraaortalni lymfadenektomie, ale méla by byt
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snaha o maximalni cytoredukéni vykon. Neni—li po tfech cyklech neoadjuvantni

chemoterapie nalez operabilni, pacientka pokracuje ve tfech az Sesti cyklech chemoterapie.

Obrazek 4 — Karcinom ovarii v laparoskopickém obraze: tumordzni postizeni
levostrannych adnex, metastaticky rozsev na tenkych klickdch a nasténném peritoneu,
ascites, cetné adheze. Mnohocetné postizeni tenkych klicek je limitem provedeni primarni

radikélni operace. Pacientka indikovana k NACT.

1.1.11.2. Follow up a sekundarni lécba

Po ukonceni primarni lé€by je zhodnocen efekt 1écby pomoci komplexniho
gynekologického vySetieni, hodnoty CA125 a USG vySetteni podle zvyklosti pracovisté.
Pti remisi onemocnéni by mélo dojit k normalizaci CA125.

Je doporucovano né¢kolik pristupi sledovani pacientek. Podle aktivniho pfistupu
pfichazi pacientka na kontrolu prvni tfi roky kazdé tfi mésice. Ctvrty a paty rok jsou
kontrolovany po Sesti meésicich. Po péti letech dispenzarizace jsou piedany do péce
obvodniho gynekologa a kontroly probihaji jednou za rok. Pii kazdé navstéve je provedeno
komplexni gynekologické vySetfeni, odbér CA125 a sonografické vySetfeni. Po 45. roku
veku je indikovdna mamografie kazdé jeden az dva roky. Dalsi vySetfeni (napi. PET-CT,
CT, RTG plic, atd.) jsou provedena na zdkladé symptomatologie. Mozny je také

symptomaticky ptistup, kdy kontroly ziistavaji ve stejném intervalu, ale je provedeno
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pouze komplexni gynekologické vysetfeni se zaméfenim na symptomy, nezadouci u¢inky
1é¢by a kvalitu zivota. Piistupy se také mohou kombinovat.

Bohuzel u ovaridlniho karcinomu je recidiva pomérné cCastd. Podle intervalu od
ukonceni primarni 1écby (DFI - disease free interval) pacientky délime do tfi skupin. U
chemorezistentnich pacientek onemocnéni progreduje nebo pretrvava i pies primarni 1é¢bu
nebo dojde k recidivé onemocnéni do Sesti mésicti po ukonceni primarni 1é€by. Pacientky
chemosensitivni maji recidivu diagnostikovanu po vice nez dvanacti meésicich. Jako
Lintermediate* oznacujeme pacientky s recidivou po Sesti az dvanacti mésici od skonceni
chemoterapie.

Recidiva mtze byt diagnostikovana pomoci zvysené hodnoty CA125 nebo nalezu pfi
gynekologickém vySetfeni €1 zobrazovacimi metodami. Otazkou zUstava, kdy zacdit
recidivu 1é¢it. Zda jen pfi nalezu elevace CA125, ktera muze byt o tii aZ ¢tyfi mésice diive
nez klinické znamky relapsu, nebo az pifi symptomatickém nalezu. Podle studie [56]
zahajeni podavani chemoterapie jen pii elevaci CA125 nezlepSuje celkové preziti
pacientek a zhorSuje jejich kvalitu Zivota. U vétSiny pacientek je recidiva léCena
chemoterapii. Sekundarnimu cytoredukénimu vykonu (tzv. salvage operace) u platina-
senzitivniho ovaridlniho karcinomu se vénovala studie CALYPSO (Caelyx in Platinum
Sensitive Ovarian Patients) [57]. Podle této studie sekundarni operacni vykon zlepsuje
celkové preziti. (Pacientky 1éCené chemoterapii mély trileté pieziti 66%. Ve skupiné
pacientek, které podstoupily sekundarni cytoredukéni vykon, bylo tfileté preziti 88 %).
Benefit ze sekundarni cytoredukce prokazali také dalsi studie [58, 59]. Vysledek mlzZe byt
ovlivnén vybérem pacientek, které¢ mély dobré prognostické faktory. Odpovédi na otdzky
tykajici se sekundarniho cytoreduk¢éniho vykonu nam mohou piinést dalsi studie napf.
GOG 213 (randomizovana klinickd studie podavani dvojkombinace karboplatiny a
paklitaxelu nebo v kombinaci s bevacizumabem, s naslednym sekundarnim cytoreduk¢énim
vykonem a aplikaci bevacizumabu u platina-senzitivniho rekurentniho karcinomu ovaria,

tuby a primarniho peritonealniho karcinomu).

1.1.11.3. Biologicka lécba

Biologickou 1é¢bou nazyvame takovy  zplsob 1é¢by, ktery k
odstranéni nadorti vyuzivad prvky a procesy imunitniho systému zasazené¢ho organismu.

Obecné ji miZeme definovat jako podavani modernich 1éCivych ptipravkl specificky
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cilenych na bunééné a molekularni pochody, které jsou typické pro vznik a vyvoj
nékterych autoimunitnich, zanétlivych a naddorovych onemocnéni [60]. V soucasné dobé
nejuzivanéjSim preparatem v biologické 1é¢bé karcinomu ovaria je bevacizumab (Avastin),
monoklonalni protilatka proti vaskularnimu endotelidlnimu ristovému faktoru (anti-VEGF
Ab). Bevacizumab inhibuje angiogenezi, a tim rast a Sifeni naddoru. Podle mezinarodni
studie ICON7 [61, 62] pacientky ve stadiu III a IV s nulovym pooperacnim reziduem
profituji z piidani 12 cykli bevacizumabu ke standardni dvojkombinaci chemoterapie
karboplatina a paklitaxel. Bevacizumab zlepsil interval bez progrese (o dva meésice) 1
celkové preziti (o osm mésicli) pfedev§im u pacientek s negativnimi prognostickymi
faktory. Nevyhodou podavani bevacizumabu je cena a znezadoucich ucinkl riziko
perforace stiev a tvorba fistul. Testovany jsou dal§i antiangiogenni léky — pazopanib,
cediranib a nintedanib.

Inhibitory poly(ADP-ribose)polymeraz - PARP inhibitory (olaparib - Lynparza)
pusobi na nadorové bunky s BRCA mutacemi a snizuji schopnost opravy DNA. Byla
publikovana data ohledn¢ pozitivniho pfinosu aplikace PARP inihibitori v kombinaci se
standardni chemoterapii u platina—senzitivniho ovarialniho karcinomu [63] i v monoterapii
u platina-rezistentniho onemocnéni. Vyhodou je peroralni podani [64]. PARP inhibitory

jsou slibnym pocatkem cilené terapie karcinomu ovaria u BRCA pozitivnich pacientek.
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1.2. Nadorové kmenové burnky

1.2.1. Prehled soucasné problematiky

V soucasné dobé je vénovana velka pozornost nadorovym kmenovym buitkam (CSCs
— Cancer Stem Cells). Nadorové kmenové buiiky jsou také nazyvané tumor inicujici buiky
(TICs - Tumor Initiating Cells) nebo karcinom iniciujici kmenové buiiky (cancer initiating
stem cells - CICs), kmenovym bunkam podobné buiky (stem-cell-like cells), nebo terapii
rezistentni buiiky (therapy-resistant cells - TRCs).

Nadorové kmenové bunky by se mohly podilet na ristu nadoru, metastazovani a
vzniku chemorezistence. Nadorové kmenové bunky jsou subpopulaci bunck s typickymi
vlastnostmi kmenovych bunék — to je schopnosti neomezené sebeobnovy, pluripotence a
diferenciace v rizné bunécné typy, dale schopnosti propagace tumoru in vivo a expresi
povrchovych markertt [65]. U néadorovych kmenovych bunék bylo v experimentech
prokazéano, ze jsou zodpovédné za angioinvazi a rezistenci na chemoterapii [66]. Pokud
bychom byli schopni detekovat tuto subpopulaci bun€k, mohli bychom najit cesty k cilené
terapii.

Hypotéza nadorovych kmenovych bunék byla poprvé vyslovena na konci
osmdesatych let minulého stoleti. Prvni nddorové kmenové bunky byly prokézany u akutni
myeloidni leukemie, kdy jedina buiika poddna do mySiho modelu dala vznik leukemie
[11]. Od té doby byly CSCs detekovany i u dalSich malignich tumort.

Dulezitym nalezem byl prikaz somatickych kmenovych bunék v ovaridlnim
povrchovém epitelu [67] a ve vejcovodu [68]. Ve vejcovodu byl signifikantni rozdil
v expresi znakil spojenych s kmenovymi buitkami na proximdlnim a distalnim konci — ve
shod¢ se vznikem ser6zniho karcinomu v distalni ¢asti vejcovodu [69]. Nadorové buiiky se
pravdépodobné vyvijeji transformaci ze somatickych kmenovych bunék nebo z bunék,
které¢ byly pivodné diferencované, dediferencovaly se a ziskaly schopnosti somatickych
kmenovych bunék [70].

Tento proces, pii kterém dochazi ke ztrate¢ epitelidlni diferenciace a ke zméné
na mesenchymalni fenotyp, se nazyva epitelo-mezenchymalni transmise (EMT) [71].
EMT byla zjiSténa pifi vyvoji z diferencovanych bunck na kmenové [72]. EMT zvySuje

motilitu a schopnost invazivity u mnoha bunécénych typi a je predpokladdna u nadorové
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infiltrace a metastazovani [73]. EMT je charakterizovana zvySenim exprese
mezenchymalnich markerii (vimentin, thrombospondin, N — cadherin, vitronectin), dale
zvySenim exprese slozek extracelularni matrix (colagen IV, fibronectin) a snizenim
exprese epitelidlnich matrix (E-cadherin, occludin, desmoplakin a mucin 1). Kromé téchto
zmén dochdzi ke zméné polohy transkripénich faktort (B-katenin, apod.) a aktivaci kindz
(ERK1, ERK2). Také je mnoho piikladi ukazujicich zménu fenotypu mesenchymadlnich
bunék k fenotypu epitelialnich bunék — mesenchymo-epitelidlni transmise, MET [74].

Teorie naddorovych kmenovych bun¢k by mohla vysvétlit, pro¢ je karcinom ovaria
nesourodé¢ onemocnéni s riznymi histologickymi typy. Déale by mohla objasnit, pro¢ u
chemosenzitivniho karcinomu dochézi pti vzniku recidivy k chemorezistenci. Podle Zhou
et al. [75] jak somatické, tak nddorové kmenové buiiky zvySené exprimuji ABC transportni
proteiny (ATP-binding casette). Takové buiiky jsou schopné vyloucit nékteré latky
z bunky.

1.2.2. Identifikace nadorovych kmenovych bunék

Identifikovat nddorové kmenové bunky neni jednoduché, nebot’ se v nddorové tkani
vyskytuji jen ve velmi malém poctu. Na povrchu bunéénych membran bylo zjisténo
nekolik znaki typickych pro CSCs. Obvykle jsou detekovany pomoci imunohistochemie,
popiipad¢ pritokovou cytometrii. DalSi moZznosti je kultivace bunék za urcitych
specifickych podminek. Také byly nddorové buiiky izolovany, a poté transplantovany do
mysiho modelu, ve kterém se vytvofil tumor se znaky nadorovych kmenovych bunék.

Mezi povrchové znaky, které exprimuji nadorové/somatické kmenové bunky, patii
CD133 (Cluster of Differentiation 133), nebo-li prominem-1. Identifikace neni jednoducha,
protoze se muze vyskytovat v riznych izoformdach. Piesné¢ nevime, jakou ma tento
transmembranovy protein funkci [76]. Pravdépodobné hraje roli pifi tvorbé vybézki
povrchové membrany, které jsou dulezité pro pohyb bunék ve tkani. V nasi pilotni studii
ale vzorky zkoumané protilatkou proti povrchovému antigenu CD133 nebylo mozné
hodnotit pro nizkou reakci protilatka - antigen [77].

CD117 je receptor pro tyrosinkindzu. CD117 zahajuje velké mnozstvi signalnich
transdukect, které ovlivituji bunécné preziti, migraci a proliferaci [78].

CD24 je dilezity pro adhezi nadorovych bun€k na endotelie. Exprese CD24 byla

prokézana na riiznych nadorovych bunkach [79].
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1.2.3. CD44

Mezi hlavni povrchové znaky nadorovych kmenovych bunc¢k patii CD44,
transmembranova adhezivni molekula typu I. Jednd se o glykoprotein s rozséhlou
glykosylaci s vazbou pres kyslik a 6 potencidlnimi glykosylacnimi misty s vazbou pies
dusik. Cast N-koncové domény CD44 vykazuje homologii s &asti proteoglykanového jadra
chrupavky a vazebnymi proteiny. CD44 je povrchovy receptor bunék predevSim pro
kyselinu hyaluronovou (HA), coz svéd¢i pro jeho moznou ulohu pfi regulaci interakei
bun¢k, interakci bun€k se substratem a migrace bunék [80]. Kyselina hyaluronova je hlavni
komponenta extracelularni matrix mnoha malignich tkani, je syntetizovan specifickymi
HA syntetazami. Byla zjiSténa jeji zvySend koncentrace v malignich tkanich oproti
benignim [81, 82]. Gen pro CD44 je lokalizovan na kratkém raménku 11. chromozomu a
sklada se ze 20 exond. Na prostfednich deseti exonech (exon Sest az patnact) se déje tzv.
splicing neboli alternativni sestfihdni genetické informace. Poté dochazi k posttransla¢ni
modifikaci premesengerové RNA (kyselina ribonukleovd). Exony 16, 17 a 18 jsou
konstantni a exony 19 a 20 jsou opét variantni. Tim dochézi ke vzniku mnoha variantnich
izoforem o molekularni hmotnosti 85 — 250 kDa (kiloDalton), i kdyZ ne vSechny jsou
exprimované [83]. Standardni forma (CD44s) je nejmensi molekula o 85 - 95 kDa. Takeé
byva oznacovdna jako hematopoetickd (CD44H), protoze je pfitomna na buikach
krvetvorného systému, predevS§im na monocytech, granulocytech, erytrocytech, B buiikach
a zralych T buiikach. Jednd se o nejbéznéjsi formu. Izoformy exonli osm az deset
(CD44v8-10) jsou exprimovany hlavné na epitelidlnich bunkach kuze, organt
gastrointestinalniho traktu, mocového méchyie, hrdla déloZzniho, dale ve Zlazovém epitelu
pankreatu, prsnich Zlaz, §titné Zlazy, atd. Ostatni izoformy byly detekovany také na
fibroblastech, keratinocytech, na bunkach kosternich svali a na buiikach bilé hmoty v
centralni nervové soustavé. CD44 neni jen receptorem kyseliny hyaluronové, ale také
dalsich slozek jak mezibunééné hmoty, napt. kolagenu, fibronektinu, lamininu, chondroitin
sulfatu, tak jinych latek napt. serglycinu, osteopontinu.

CD44 je dulezity pro interakci bunc¢k s mezibunéénou hmotou a mezibunécné
interakce. Dale ma vliv na migraci bunék, navrat aktivovanych lymfocytt do lymfatickych

uzlin, prezentaci chemokinti, cytokinii a rastovych faktori odpovidajicim receptorim.
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Ovliviluje také bunéCnou proliferaci, diferenciaci, angiogenezi a apoptézu [84, 85].
Vsechny tyto déje jsou dulezité jak pro fyziologické funkce bunék, tak pro maligni proces.

Bylo prokazano, ze CD44 a kyselina hyauloronova jsou zvySené¢ exprimovany
v nadorové tkani. Vazba kyseliny hyaluronové na CD44 stimuluje rizné specifické funkce
bun¢k. VSechna tato zjisténi podporuji myslenku, ze vazba CD44 na kyselinu

hyaluronovou je velmi dilezita pro progresi tumoru [86, 87].
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2. CiL PRACE

Hypotéza studie

Nadorové kmenové buniky jsou subpopulaci nddorovych bunék, kterda zodpovida za

metastazovani tumoru, recidivu onemocnéni a vznik chemorezistence. CSCs lze detekovat

pomoci povrchovych znakli imunohistochemicky. Dulezitym povrchovym znakem CSCs

je CD44 (standardni forma). Ptredpokladame, ze CD44(s) by mohl byt vhodnym

prognostickym markerem tumoru a moznym markerem vzniku chemorezistence.

Byly stanoveny nasledujici cile:

1.

Vytvofit reprezentativni soubory vzorkll primarniho karcinomu ovaria a
vzorkl metastaz téchto tumort, s odpovidajicim follow-up pacientek.

Ov¢étit na daném souboru zavedené prognostické faktory (vek, stadium
onemocnéni, histologicky typ, stupen diferenciace, poopera¢ni nadorové
reziduum) pro interval bez nemoci (DFI — disease-free interval) a celkové
pteziti (OS — overall survival).

Zhodnotit expresi CD44 v primarnim tumoru a v metastazach a zhodnotit jeji
vzajemnou zavislost v obou tkanich.

Zhodnotit vztah exprese CD44 k zavedenym prognostickym faktortm.
Zhodnotit expresi CD44 a jeji vztah k celkovému preZiti, intervalu bez nemoci
a chemorezistenci. Pomoci statistickych analyz najit vhodnou hranici pozitivity
CD44 pro prognézu OS, DFI a vzniku chemorezistence. Zhodnotit pfinos

metody pro praxi.
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3. METODIKA

3.1. Soubor pacientek

Do studie bylo zatazeno 87 pacientek s histologicky potvrzenym karcinomem ovaria.
U vsech pacientek byl testovan vzorek primarniho karcinomu, u 48 pacientek byl testovan
také vzorek implantacnich metastaz prevazné z omenta. Do studie byly zatazeny vSechny
pacientky, které splnovaly dana kritéria — histologicky verifikovany karcinom ovaria,
follow—up vice nez pét let a dostupné histologické vzorky. Vzorky byly retrospektivné
vyhledany z let 2004 az 2007. Follow-up pacientek bylo hodnoceno k datu 1.3.2015.

Pacientky byly v dobé diagnézy ve vékovém rozmezi od 32 do 87 let. Primérny vék
byl 55 let, nej€astéji byl karcinom diagnostikovan ve véku 69 let.

Studie zahrnovala 65 vzorkll ser6zniho karcinomu ovaria (40 metastdz ser6zniho
karcinomu), tfi vzorky mucinozniho karcinomu, 14 vzorkd endometroidniho karcinomu
ovaria (Sest metastdz), dva vzorky svétlebunééného karcinomu a tfi vzorky nespadaji do
téchto kategorii (dv€ metastdzy). V dob& stanoveni diagnézy se pro serdzni papilarni
karcinom pouzival tfistupiiovy grading. Pacientky byly pievazné stadia III dle FIGO (40
vzorkl), dale stadia IV (19 vzorkt), II (10 vzorkt), I (18 vzork®). U jedné pacientky
nebylo mozné urcit stadium onemocnéni. Retrospektivné byla dohleddana data. U 78
pacientek byla primarni 1é¢ba operacni, devét pacientek podstoupilo neoadjuvantni
chemoterapii. Vzorky byly odebrany ptred zacatkem neoadjuvantni chemoterapie.

37 pacientek podstoupilo radikilni operacni 1é€bu s nulovym nadorovym
postoperacnim reziduem. Dale bylo hodnoceno reziduum tumoru po vykonu - sedm
pacientek mélo nadorové reziduum do jednoho centimetru v nejvétsim rozméru, Sest
pacientek jeden aZ dva centimetry. U 37 pacientek bylo nddorové reziduum vétsi nez dva
centimetry. Recidiva byla diagnostikovana u 41 pacientek. Platina-rezistentni onemocnéni
bylo hodnoceno jako perzistence, progrese onemocnéni nebo vznik recidivy do Sesti
mesict po ukonceni zakladni 1écby (25 pacientek). Ve skupin€ intermediate byla recidiva
diagnostikovéana od Sesti do dvanacti mésicti po ukonceni zakladni 1é€by (deset pacientek).
Jako platina-senzitivni karcinom bylo hodnoceno, pokud se recidiva objevila nejdiive po
12 mésicich od ukonceni zakladni 1é€by (21 pacientek) nebo k recidivé nedoslo. Interval
bez nemoci (DFI) byl pocitan od ukonceni zakladni 1é¢by do relapsu onemocnéni, celkové

preziti bylo pocitdno od data stanoveni diagndzy onemocnéni do iimrti pacienta. Pétileté
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pteziti bylo 36,8 % (32 pacientek), tiileté preziti 49,4 % (43 pacientek). Median pteziti byl

35,5 mésice, s minimem dva mésice a maximem 142 mésict (sledovano do 3/2015).

3.2. Imunohistochemie

Imunohistochemie byla provedena v laboratoti Siklova patologicko—anatomického
ustavu Fakultni nemocnice v Plzni. Byly vyhledany parafinové blocky, nasledné nakrajeny
na fezy o sile 5 um. Poté probéhla deparafinizace v xylenu a rehydratace v sestupné
etanolové fadé 100% - 70%. K obnoveni antigenicity byl pouzit odmaskovaci roztok Dako
Target Retrieval Solution, kod S 1700. Poté byly vzorky obarveny podle obecného postupu
na ruéni IHC/TL monoklonalni mys$s$i protildtkou proti CD44, typ IgGl, kappa
(Monoclonal Mouse Anti-Human CD44, Phagocytic Glycoprotein-1, Clone DF1485, 1 ml,
Code M7082, DAKO, Glostrup, Denmark).

Pozitivni kontrola
Jako kontrola kvality obarveni slouzily makrofadgy, na kterych také probiha reakce

antigen - protilatka.

Hodnoceni reakce
Reakce protilatka - antigen protilatek proti CD44 probiha predevSim na povrchové
membrané bunky. Reakce byla hodnocena patologem v procentech pozitivnich bunék na

jedno zorné pole pii zvétseni 200 krat.

3.3. Statistické hodnoceni

Statisticka analyza byla provedena s uzitim software SAS (SAS Institute Inc., Cary,
NC, USA). Pro zjisténi zavislosti zkoumanych znaka, vzhledem k negausovskému
rozdéleni téchto proménnych, byl pouzit Spearmantiv koeficient korelace a vybrané vztahy
byly popsany pomoci linedrni regrese (uzitim tzv. metody nejmensich ¢tvercll). Optimalni
cut-off zkoumanych markerii jsme hledali pomoci specificit a senzitivity. Tyto vztahy byly
graficky vyjadieny pomoci tzv. ROC kiivek.

Analyza celkového pteziti a interval bez nemoci byla provedena pomoci Kaplanovych

- Meierovych kiivek pieziti, rozdil mezi zkoumanymi skupinami byl testovan pomoci tzv.
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Log-Rank testu a Wilcoxonova testu. Vliv jednotlivych faktorti na pteziti byl dale testovan
pomoci Coxova regresniho modelu a bylo spocteno riziko vzniku udalosti (tzv. Hazard
Ratio). Pomoci Coxova regresniho modelu jsme hledali optimélni cut-off zkoumanych
faktorti ve vztahu k celkovému preziti/pteziti bez recidivy onemocnéni. Jednotlivé faktory
byly pomoci Coxova regresniho modelu testovany jednak univariacné, dale bylo vzdy
spocteno n€kolik multivaria¢nich modelt. Vysledky multivariacni analyzy byly graficky
zpracovany také do podoby tzv. regresnich a korelacnich stromt (tzv. CART). Statisticka

vyznamnost byla stanovena na hranici alpha = 5%.

3.4. Vymezeni pojmu

Celkové pfreziti (overall survival — OS): doba (v mésicich) od primérni operacni 1écby
do posledni znamé kontroly ¢i umrti

Preziti bez recidivy (disease-free interval — DFI): doba (v mésicich) od ukonceni
primarni 1écby (operacni vykon a prvni linie adjuvantni chemoterapie) do zjisténi recidivy

¢1 do posledni znamé kontroly.
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4, VYSLEDKY

4.1.

Klinicko — patologicka charakteristika souboru

Tabulka 3. Klinicko-patologicka charakteristika souboru

Vzorek primarni
nadorové tkané€ (pocet

pacientek, procentualni

Vzorek metastatické
tkan¢ (pocet pacientek,

procentualni zastoupeni

zastoupeni v souboru) | v souboru)
Histologicky Papilarni ser6zni 65 -74.7% 40 - 83.3%
typ Mucinézni 3-3.4% 0-0%
Endometroidni 14-16.1% 6-12.5%
Clear cell 2-23% 0-0%
Jiny typ 3-34% 2-42%
FIGO stadium | I 18 —20.1% 0-0%
I 10-11.5% 3-6.25%
I 40 — 46% 31 -64.6%
v 19 -21.8% 14-29.2%
Grade I 12 -13.8% 5-10.4%
I 31 -35.6% 15-31.3%
I 44 - 50.1% 28 - 58.3%
Primarni 1écba | Operacni 78 —90% 39 -81.3%
NACHT 9-10.3% 9-18.8%
Postoperacni 0 37 -42.5% 10 -20.8%
nadorové <1lcm 7—8% 5-10.4%
reziduum 1-2cm 6 —6.9% 6—12.5%
>2cm 37 -42.5% 27 -56.3%
Chemoterapie Carboplatina + 73 - 83.9% 40 —-83.3%
Paklitaxel
Carboplatina v 6—-6.9% 5-10.4%
monoterapii
Jina 8-9.2% 3-63%
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Odpovéd na Chemorezistentni 25-28.7% 13 -27.1%
chemotherapii | Skupina 10 -11.5% 5-10.4%
intermediate
Chemosenzitivni 45 -51.7% 30 -62.5%

V¢ek v dobé diagnozy: pramérny vek 55 let
median 63 let (32 - 87 let)

Pétileté preziti: 32 pacientek (36,8%)

Trileté preziti: 43 pacientek (49,4%)

Median pieziti: 35,5 mésice (dva mésice az 142 mésicu - sledovano do 3/2015)
CA125: primérna hodnota 1251 IU/ml

median 500 IU/ml (9,4 — 12860 IU/ml)
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4.2. Hodnoceni celkového preziti a intervalu bez nemoci na jednotlivych

prognostickych faktorech.
4.2.1. Stadium onemocnéni
Stadium onemocnéni bylo statisticky vyznamnym prognostickym faktorem pro OS i
DFI. Byl zjistén statisticky vyznamny rozdil mezi jednotlivymi stadii (Log-Rank test p =
0,0006, Wilcoxoniv test p = 0,006) pro OS a pro DFI (Log-Rank test < 0.0001,

Wilcoxontv test < 0.0001) (obr. 5).

Celkové pieziti a stadium onemocnéni

s
TT
|

roky

STRATA ——— stadium | ———— stadium Il
stadium Il stadium IV

Interval bez nemoci a stadium onemocnéni

e
E
|

preziti bez recidivy

]

0.00
T

"

roky

stadium Il
stadium IV

STRATA.  —— stadium |
——— stadium il

Obrazek 5 — Jednotliva stddia onemocnéni a celkové preziti (nahoie) a interval bez nemoci

(dole).
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Pti srovnani stadia I a II proti III a IV pro celkové preziti byl vysledek statisticky
vyznamny pro OS (Log-Rank test < 0,0001) i DFI (Log-Rank test <0,0001).

celkové preziti a stadium onemocnéni
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Obrazek 6 — Graf ¢asnych a pozdnich stadii k celkovému pieziti (nahote) a intervalu

bez nemoci (dole).

4.2.2. Pooperacni nadorové reziduum

Srovnavali jsme skupinu s nulovym poopera¢nim reziduem a se skupinou s reziduem
do jednoho centimetru v nejvét§im priméru, déle skupinu s reziduem jeden az dva

centimetry a s pooperacni reziduem nad dva centimetry v nejvétsim primeéru.
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Celkové preziti a pooperaéni nadorové reziduum
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Interval bez nemoci a pooperaéni nadorové reziduum
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- - - pooperaéni nadorové reziduum < 1 cm

------ operacni nadorové reziduum 1 -2 cm

— - operaéni nadorové reziduum vice nez (symbolem) 2 cm

Obrazek 7 — Grafy zavislosti poopera¢niho nddorového rezidua a celkového preziti

(nahofe) a intervalu bez nemoci (dole).

Bylo prokazané poopera¢ni nddorové reziduum jako statisticky signifikantni
prognosticky faktor pro celkové pfeziti i interval bez nemoci. Byly zjiStény statisticky
signifikantni rozdily mezi jednotlivymi skupinami — nulové pooperacni reziduum,
reziduum do jednoho centimetru v nejvétsim praméru, dale reziduum jeden az dva
centimetry a pooperac¢ni reziduum nad dva centimetry v nejvét§im primeéru (Log-Rank test
OS p=0,0001, DFI p <0,0001).

Dale jsme srovnavali nulové pooperacni reziduum a jakékoli nddorové reziduum

pro celkové preziti (Log-Rank test p < 0,0001). Podle Coxova regresniho modelu maji
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pacientky s nddorovym poopera¢nim reziduem ctytikrat vyssi riziko umrti a 4,7 krat vyssi

riziko vzniku recidivy nez pacientky bez nadorového rezidua.

Celkové preziti a pooperacni nadorové reziduum
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Obrazek 8 - Grafy zavislosti pooperaéniho nddorového rezidua (nulové pooperacni

reziduum a jakékoliv reziduum) a celkového pteziti (nahote) a intervalu bez nemoci (dole).

Také jsme srovnavali skupinu s nulovym poopera¢nim reziduem a s reziduem do
jednoho centimetru v nejvétsim rozméru proti skupiné s pooperacnim nadorovym reziduem
vetSim nez jeden centimetr v nejvetsim rozméru vzhledem k celkovému pieziti (Log-Rank
test p < 0,0001) a intervalu bez nemoci (Log-Rank test p < 0,0001). Podle Coxova
regresntho modelu maji pacientky s nadorovym pooperaénim reziduem nad jeden
centimetr nejveétSim rozméru 3,7 krat vyssi riziko tmrti a 4,1 krat vyssi riziko vzniku

recidivy.
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Celkové preziti a pooperaéni nadorové reziduum

prezivajici
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roky

nulové pooperaéni nadorové reziduum nebo reziduum do 1 cm pooperaéni nadorové reziduum vice nez 1 cm

Interval bez nemoci a pooperaéni nadorové reziduum
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nulové pooperaéni na e i nebo i do1cm pooperacni nadorové reziduum vice nez 1 cm

Obrazek 9 - Grafy zavislosti pooperaéniho nddorového rezidua (pooperacni
nadorove reziduum do 1 cm a nad 1 cm) a celkového preZiti (nahote) a intervalu bez

nemoci (dole).

Pfi srovnani skupiny s nulovym pooperacnim reziduem nebo reziduem do dvou
centimetri v nejvétsim rozméru proti skupiné s pooperaénim nadorovym reziduem vétSim
nez dva centimetry v nejvétSim rozméru vzhledem k celkovému pfeziti i intervalu bez
nemoci byl zji§tén statisticky vyznamny rozdil (Log-Rank test p < 0,0001 pro OS i DFI).
Podle Coxova regresniho modelu maji pacientky s nadorovym poopera¢nim reziduem nad

jeden centimetr nejveétSim rozméru trikrat vyssi riziko umrti a 3,1 krat vyssi riziko recidivy.
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4.2.3. Histologicky typ nadoru

Celkové preziti a histologické typy
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Obrazek 10 - Grafy zavislosti histologickych typil a celkového pieziti (nahote) a

intervalu bez nemoci (dole).

Nejprve byl hledan statisticky vyznamny rozdil mezi jednotlivymi histologickymi
typy pro celkové pieZiti a interval bez nemoci. Statisticky vyznamny rozdil pro celkové
preziti nalezen nebyl (Long-Rank test p = 0,0954 pro OS), ale byl nalezen pro interval bez
nemoci (Long-Rank test p = 0,0237 pro DFI).

Pokud jsme vSak srovnavali ser6zni papilarni karcinom proti ostatnim
histologickym typiim pro celkové preziti a interval bez nemoci, byl zjiStén statisticky
vyznamny rozdil (p = 0,0079 pro OS, p = 0,0013 pro DFI Long-Rank test). Pacientky se

seroznim papilarnim karcinomem maji podle Coxova regresniho modelu 2,6 krat vyssi
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riziko umrti a 2,9 krat vyssi riziko vzniku recidivy nez pacientky s jinymi typy ovaridlniho
karcinomu. (Serdézni papilarni karcinom tvoii 75% vzorkil primdrniho tumoru a 83%

vzorkll metastatické tkang.)

Celkové preziti a histologické typy
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Obrazek 11 - Grafy zavislosti histologickych typi (serézni papilarni a ostatni

histologickeé typy) a celkového preziti (nahote) a intervalu bez nemoci (dole).

4.2.4. Grade

DalSim prognostickym faktorem, ktery jsme ovéfovali, byl grading tumoru. Pfi
srovnani jednotlivych stupni diferenciace pro celkové preziti a interval bez nemoci nebyl

nalezen statisticky signifikantni rozdil (p = 0,1450 pro OS, p = 0,2349 pro DFI). Statisticky
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vyznamné nebylo ani srovnani skupiny grade 1 a 2 proti skupiné grade 3 pro celkové

pteziti a pro interval bez nemoci (p = 0,5862 pro OS, p = 0,5420 pro DFI).

4.2.5. Vék

Byla hledéna statisticky vyznamna vékova hranice pro celkové pieziti a interval bez
nemoci pomoci Kaplanovych—Meierovych kiivek preziti, dale byl pouzit Wilcoxontv test

a Log rank test. Bohuzel statisticky vyznamna vékova hranice nalezena nebyla.

4.2.6. Neoadjuvantni chemoterapie versus primarni operacni lécba

Dale jsme hodnotili, zda byl statisticky vyznamny rozdil pro celkové preziti a
interval bez nemoci mezi skupinou pacientek, kterd nejprve absolvovala neoadjuvantni
chemoterapii a nasledné intervalovou operaci a skupinou pacientek léCenou primarni
operacni 1é¢bou s naslednou adjuvantni chemoterapii. Statisticky vyznamny rozdil zjistén

nebyl (p = 0,6876 pro OS, p = 0,4688 pro DFI).

4.2.7. CA125

Dal$im sledovanym parametrem je CA125. V ramci hodnoceného souboru nebyla

nalezena hodnota, kterd by byla statisticky vyznamna pro OS a DFI.
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4.3. Hodnoceni exprese CD44 v primarnim tumoru a v metastazach a jeji vzajemné

zavislosti v obou tkanich.

Exprese CD44 v primarnim nddoru (% pozitivnich bun€k na jedno zorné pole pii zvétSeni
200 krat)

Primér: 18,7 %
Median: 13 % (0 — 85 %)

BOX & WHISKER PLOT DIAGRAM

exprese CD44

. ——

T
vzorky primarniho tumoru

Obrazek 12 — Rozlozeni hodnot exprese CD44 v primarnim tumoru (%).

Exprese CD44 v metastatické tkani (% pozitivnich bunék na jedno zorné pole pfi zvétSeni
200 krat)

Prumér: 17 %
Median: 6 % (0—90 %)

BOX & WHISKER PLOT DIAGRAM

exprese CD44

FE— (—
T

vzorky metastatické tkané

Obrazek 13 — Rozlozeni hodnot exprese CD44 ve vzorcich metastatické tkdné (%).
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Zavislost exprese CD44 v primarnim tumoru a v metastatické tkani
Pomoci linearni regrese a Spearmanova korela¢niho koeficientu byla zjiSténa
statisticky vyznamna (p = 0,0001) stfedn¢ silna pozitivni korelace (Spearmantiv korelacni

koeficient 0.59973).

exprese CD44 v metastaticke tkani

|' T T T T
0 20 40 60 80

exprese CD44 v primarnim tumoru

Obrazek 14 — Zavislost exprese CD44 v primarnim tumoru a v metastatické tkani

(linedrni regrese).
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4.4. Hodnoceni vztahu exprese CD44 k zavedenym prognostickym faktorim.

4.4.1. Stadium

Nebyl nalezen statisticky vyznamny rozdil mezi jednotlivymi stadii onemocnéni a
expresi CD44 v primarnim tumoru (p = 0,4014 Kruskall — Walis test) ani v metastatické
tkani (p = 0,4466 4014 Kruskall — Walis test). Statisticky vyznamny rozdil nebyl zjistén
ani mezi Casnymi (I a II) a pozdnimi stadii (II a IV) pro primarni tumor ani pro
metastatickou tkan (Wilcoxonlv test p= 0,6092 pro primarni tumor, p = 0,4625 pro

metastatickou tkan).
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Obrazek 15 - Rozvrzeni exprese CD44 v primarnim tumoru (nahoie) a v

metastatické tkani (dole) podle jednotlivych stadii onemocnéni dle FIGO.
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4.4.2. Pooperacni nadorové reziduum

Nebyla nalezena statisticky vyznamna korelace mezi nulovym pooperacnim
reziduem, jednotlivymi skupinami s pooperacnim nadorovym reziduem (do jednoho
centimetru v nejveétsim primeéru, jeden az dva centimetry a nad dva centimetryy) a expresi
CD44 v primarnim tumoru (p = 0,1833) ani v metastatické tkani (0,4880).

4.4.3. Histologicky typ nadoru

BOX & WHISKER PLOT DIAGRAM
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Obrazek 16 - RozvrZeni exprese CD44 v primarnim tumoru (nahote) a v
metastatické tkani (dole) podle histologickych typl (papilarni ser6zni karcinom a ostatni

histologické typy).
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Pomoci Wilcoxona testu byla zjiSténa hrani¢né statisticky vyznamnd korelace
serdzniho papilarniho histologického typu a exprese CD44 v primdrnim tumoru (p =
0,0493). Exprese CD44 v metastatické tkani statisticky vyznamné korelovala se ser6znim

papilarnim karcinomem(p = 0,0024).

4.4.4. Grade

BOX & WHISKER PLOT DIAGRAM
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Obrazek 17 - Rozvrzeni exprese CD44 v primarnim tumoru (nahofe) a

v metastatické tkani (dole) podle jednotlivych stupiii diferenciace.

Statisticky vyznamnd korelace mezi jednotlivymi stupni diferenciace a CD44 v
primarnim tumoru nebyla prokézana (Kruskall — Walis test p = 0,1481). Pfi hodnoceni
skupiny zahrnujici grade 1 a 2 se skupinou grade 3 byla zjiSténa statisticky hrani¢né

nevyznamna korelace s expresi CD44 v primarnim tumoru (p = 0,0516). Korelace exprese
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CD44 v metastatické tkani a gradingem neni statisticky signifikantni (p = 0,1246 Kruskall—
Walis test). Pii hodnoceni exprese CD44 v metastatické tkani a skupindm s grade 1 + 2 a

grade 3 je korelace statisticky hrani¢né nevyznamna (p = 0,0612 Wilcoxonuv test).

4.4.5. CA125

Nebyla nalezena statisticky vyznamné korelace mezi hodnotami CA125 a expresi

CD44 v primarni tumoru (p = 0,2756) ani v metastatické tkani (0,2769).
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4.5. Hodnoceni exprese CD44 a jeji vztah k celkovému preZiti, intervalu bez nemoci

a chemorezistenci.

Nebyla nalezena statisticky vyznamna hranice exprese CD44 v primarnim tumoru
ani v metastatické tkani pro celkové preziti.

Pro interval bez nemoci nebyla zjisténa statisticky vyznamna hranice exprese CD44
v primarnim tumoru.

Exprese CD44 v metastatické tkani pod 2 % je hodnocena jako statisticky
signifikantni pro interval bez nemoci (p = 0,0029 Log-Rank test). Podle multivaria¢niho
Coxova regresniho modelu maji pacientky expresi CD44 pod 2% 3,2 krat vyssi riziko

vzniku recidivy (p = 0,0099).

Interval bez nemoci a exprese CD44 v metastatické tkani
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— CD44 pozitivhi< 2 %
- CDA44 pozitivni 22 %

Obrazek 18 - Exprese CD44 v metastatické tkani pod 2 % je hodnocena jako

statisticky signifikantni pro interval bez nemoci.

4.5.1. Multivaria¢ni analyza

Byla provedena multivaria¢ni analyza pro celkové pieziti a interval bez nemoci. Pro OS
byly do multivariacni analyzy zahrnuty statisticky signifikantni prognostické faktory
(stddium onemocnéni, pooperacni nadorové reziduum a histologicky typ). Stejné
prognostické factory a exprese CD44 v metastatické tkani byly zavzaty do multivaria¢ni

analyzy pro DFI.
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Stadium onemocnéni (p = 0,0018 pro OS, p = 0, 0025 pro DFI) a pooperacni
nadorové reziduum (p = 0,0046, p = 0,0032 pro DFI ) byly statisticky signifikantni pro OS
a DFI. Ostatni parametry statisticky signifikantni nebyly
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5. DISKUSE

Za nejvyznamnéjSi prognostické faktory karcinomu ovaria se povazuje stadium
onemocnéni, pooperacni nddorové reziduum a histologicky typ karcinomu [5, 88].
V soucasné dob¢ jsou hledany dalsi prognostické faktory a cesty k cilené terapii nadoru,
nebot’ celkové preziti se za posledni dekadu pfili§ nezmeénilo. A to piesto, ze se zvySuje
radikalita chirurgické 1€cby a k poddvani chemoterapie byla piidana i biologicka 1écba
(bevacizumab).

Exprese CD44 jako marker nadorovych kmenovych bunék by mohl byt slibnym
prognostickym faktorem a slouzit k cilené terapii nadoru [89].

V prvni ¢asti studie jsme zkoumali zavislost mezi celkovym pfezitim, intervalem
bez nemoci a klasickymi prognostickymi faktory. Z prognostickych faktorti tumoru jsme
hodnotili stadium onemocnéni, histologicky typ tumoru, grade tumoru. DalSim
zkoumanym faktorem bylo pooperacni nadorové reziduum, hodnota CA125 a vek
pacientky. Také nas zajimal vztah celkového pieziti a intervalu bez nemoci s primarni
operacni 1é¢bou a neoadjuvantni chemoterapii s naslednou operacéni 1écbou.

V prezentované studii jsme potvrdili jako dulezity prognosticky faktor stadium
onemocnéni. Hladina statistické vyznamnosti podle Log-Rank testu byla pro celkové
preziti 0,0006 a pro interval bez nemoci 0,0001. To je v souladu s vysledky v literatuie.
Vroce 2014 byla mortalita pro stadium I a II v Ceské republice 1,81/100 000 Zen
(mortalita/incidence 0,44), pro stadium III a IV 10,79/100 000 Zen (mortalita/incidence
0,92) (http://www.svod.cz/analyse.php?modul=incmor#). V nasi studii bylo pétileté preziti
pro stadia I a II 67 %, ale pro stadium III jen 23% a pro stadium IV jen 21 %. Celkové
preziti pro vSechna stadia bylo 36,8 %. Podle Garcii et al. [3] je pétileté pieZiti pro vSechna
stadia kolem 42 %, pro stadium III 35 % a pro stadium IV jen 22 % [2].

Dal$im zkoumanym prognostickym faktorem bylo poopera¢ni nadorové reziduum.
Prokazali jsme statisticky vyznamné rozdily mezi jednotlivymi skupinami — nulové
pooperacni reziduum, reziduum do jednoho centimetru v nejvétSim primeéru, dale
reziduum jeden az dva centimetry a pooperacni reziduum nad dva centimetry v nejvetSim
pruméru (Log-Rank test OS p = 0,0001, DFI p < 0,0001). Diive se jako optimalni
debulking nazyvalo pooperacni nddorové reziduum pod jeden centimetr v nejvetSim
priméru. Chi et al. vroce 2001 [90] publikovali studii, ve které bylo zahrnuto 282

pacientek s pokro€ilym ovarialnim karcinomem. Jako hlavni prognosticky faktor bylo
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zjisténo pooperacni nadorové reziduum do jednoho centimetru. Tyto vysledky potvrdila
také metaanalyza vroce 2002 [91]. Stim, jak se zlepSuji operacni techniky,
anesteziologickd péce a pooperacni péce jsou chirurgické vykony ¢im dal tim rozsahlejsi,
aby bylo mozné dosdhnout nulového nadorového rezidua. V soucasné dob¢ se za optimalni
debulking povazuje nulové reziduum. Nulové reziduum jako dilezity prognosticky faktor
pro stadium IV potvrdil Winter et al. [92] v retrospektivni studii zahrnujici 360 pacientek
ve stadiu IV. Také dalsi studie rozsahla studie (3126 pacientek) potvrdila nulové
pooperacni reziduum i reziduum do jednoho centimetru jako prognosticky faktor [49].

Vyznamnym prognostickym faktorem je také histologicky typ tumoru. Potvrdili
jsme jako negativni prognosticky faktor ser6zni papilarni ovarialni karcinom (p = 0,0079
pro OS, p = 0,0013 pro DFI Long-Rank test). V dob& diagnoézy a histologického
zpracovani se serodzni papilarni karcinom nedé¢lil do kategorii high-grade a low-grade, ale
uzival se tistupniovy gradingovy systém. Nezatazovali se karcinomy do skupin typ I a typ
II. Nicméné, do skupiny typ I patii low-grade serézni karcinom, endometroidni,
mucinozni, svétlebunéény karcinom a maligni BrennerGiv nador. K typu II fadime high-
grade serdzni karcinom, nediferencovany karcinom a karcinosarkom. Nadory typu I maji
lepsi prognézu nez nadory typu II [12, 88]. Vzhledem k tomu, ze low-grade serdzni
karcinom se vyskytuje jen cca v péti procentech vSech ovaridlnich karcinoma [93],
muzeme v dané studii hodnotit serdzni histologicky typ a ostatni histologické typy. Tim se
nas vysledek shoduje s vysledky v literatufe. Nicméné ne vSechny studie potvrzuji
histologicky typ jako prognosticky faktor. Podle Wintera [23] u clear-cell a mucin6zniho
karcinomu bylo signifikantné kratSi DFI 1 OS nez u ser6zniho karcinomu. Podle Chi et al.
[90] neni histologicky typ tumoru prognostickym faktorem.

DalSim prognostickym faktorem, ktery jsme ovéfovali, byl grading tumoru. Pfi
srovnani jednotlivych stupnii diferenciace pro celkové preziti a pro interval bez nemoci
nebyl nalezen statisticky signifikantni rozdil. Vysledek koresponduje s vysledky jinych
studii, podle kterych neni grading tumoru prognostickym faktorem [23, 94]. Podle Vergote
et al. [95] je prognostickym faktorem u stadia I, ale karcinom vajecniku ve stadiu I je
diagnostikovan ne pfili§ ¢asto.

Mezi sledované parametry jako mozné prognostické faktory byl zatazen vék. Vék
neni v prezentované studii statisticky signifikantnim prognostickym faktorem. Zde se
vysledky v literatuie rizni. Podle studie z roku 2003 [96] byl vék nad 65 let negativnim

prognostickym faktorem.
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Nadorovy marker CA125 je vyuzivan pro diferencidlni diagnostiku origa
nadorového onemocnéni. Vhodné je také sledovani vyvoje jeho hladin v rdmci follow-up
pacientek. Pozitivni hodnota je podle laboratofe ve Fakultni nemocnici v Plzni nad 35
IU/ml, ale v jinych laboratofich se muze referencni hodnota mirn¢ liSit. Pacientky ve studii
mely v dob¢ stanoveni diagnozy vétSinou vysoké hodnoty a marker CA125 nebyl shledan
jako prognosticky faktor. To je v souladu s jinymi studiemi [90, 96, 97].

Mizeme tedy shrnout, ze vysledky statistické analyzy zavedenych prognostickych
faktorti odpovidaji vysledktim z literatury.

Zabyvali jsme se také otazkou, zda je statisticky signifikantni rozdil mezi primarni
operacni 1é¢bou a neodjuvantni chemoterapii nasledovanou cytoredukéni 1é¢bou vzhledem
k celkovému preziti a intervalu bez nemoci. Tato otdzka je casto diskutovéana [55, 98, 99].
Podle konsenzu z konference GCIG 2010 (Gynecologic Cancer InterGroup) je odlozena
primarni chirurgicka 1écba po neoadjuvantni chemoterapii metodou volby pro vybrané
pacientky ve stadiu IIIC nebo IV [100]. Podle Sehouli et al. [101] je nutné, aby odloZena
operacni l1écba byla jen pro malou skupinu vybranych pacientek s pokrocilym stadiem
onemocnéni nebo s kontraindikacemi operacni 1écby, u kterych neni moznost kompletni
resekce. Operacni 1é¢ba by méla byt indikovana po tiech cyklech chemoterapie [102].
Podle nasich vysledkti nebyl statisticky signifikantni rozdil mezi priméarni operacni 1é€bou
a neoadjuvantni chemoterapii s intervalovou operaci. Intervalova operace byla provedena
po tech cyklech chemoterapie.

CD44 je zkouman jako prognosticky faktor mnoha nador. V naSi studii jsme
zvolili k detekci exprese CD44 imunohistochemii, kterd je nejb&€znéjsi a nejlevnéjsi
metodou detekce. Jednd se technicky o relativné jednoduchou metodu. Problémem pro
srovnani vysledkti mliZe byt pouziti riznych protilatek a neni dano, jak hodnotit pozitivitu.
Zhang et al. [103] hodnotili pozitivitu semikvantitativné (zadné pozitiva exprese CD44,
pozitivita do péti procent bun€k, 5 — 25%, 26 — 50 % a pozitivita nad 50 % bun¢k). Pro
statistické zpracovani rozdélili vzorky do skupiny negativni (Zadna pozitivita) a pozitivni
(jakakoliv pozitivita). Pylvas-Eerola [104] zafadil vzorky do kategorii CD44 negativni
(pozitivita pod pét procent bungk), slabé pozitivni (5 — 50 % bunék) a siln¢ pozitivni (nad
50 % bunék). V nasi studii byla pozitivita bun¢k hodnocena procentualné na jedno zorné
pole pfi zvétSeni 200 krat.

Nejprve jsme hodnotili vzdjemnou korelaci mezi expresi CD44 v primarnim

tumoru a v metastatické tkani. Hodnoty exprese spolu vzajemné pozitivné koreluji. Ve
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shod¢ s nasim vysledkem byla publikovana studie od Gao et al. [105], ale v jiné studii
[106] korelace potvrzena nebyla. Néktefi autofi [107] uvadéji hypotézu, Ze ,.kmenové™
geny nemuseji byt zcela stejné, ¢i mohou byt jinak vyjadiené u primarniho tumoru a u
metastaz. Proto by mohl byt jiny expresni profil u metastaz.

Pti zkoumani zavislosti exprese CD44 na zavedenych prognostickych faktorech
jsme prokazali statisticky signifikantni korelaci se seréznim papilarnim karcinomem a
nizkou expresi CD44 v primarni 1 v metastatické tkani. S ostatnimi prognostickymi faktory
jsme statisticky signifikantni korelaci neprokdzali. Ve studii od Zhanga [103] korelovala
pozitivita CD44 s pokroc¢ilym stddiem onemocnéni a dediferenciaci tumoru. Sillanpda
[108] publikovala ve studii zahrnujici 307 pacientek odlisné vysledky. Podle jejich
vysledkli exprese CD44 asociovala s dobfe diferencovanym mucinéznim karcinomem a
s Casnym stddiem onemocnéni. Podobné vysledky prokéazala dalsi prace, podle které CD44
pozitivita koreluje s onemocnénim ve stadiu I, s dobfe diferencovanym tumorem a hor$im
prezitim bez progrese [109].

Hlavnim cilem studie bylo zjistit, zda CD44 jako marker nddorovych kmenovych
bunck by mohl slouzit jako prognosticky faktor karcinomu vaje¢niku. V nami
prezentované studii nebyla nalezena statisticky vyznamnd hranice exprese CD44
v primarnim tumoru ani v metastatické tkani pro celkové preziti. Pro DFI nebyla zjisténa
statisticky vyznamna hranice exprese CD44 v primarnim tumoru, ale nizka hodnota v
metastazach statisticky signifikantni byla. Podle naSich vysledkii nizkd exprese CD44
v metastatické tkani byla spojena s vy$8im rizikem vzniku recidivy a s chemorezistenci.
Bonneau [110] zkoumal expresi CD44 pted a po podani chemoterapie. Pokles exprese po
podani chemoterapie byl spojen s horSim celkovym pteZitim. Rozdilné vysledky pfinesla
studie od Pylvas-Eerola [104], podle ni je zvySena exprese spojena s chemorezistenci.
Podobné v jiné studii [111] exprese CD44 pfispiva k chemorezistenci u papilarniho
ser6zniho karcinomu v pokrocilém stadiu, ale neni nezadvislym prediktivnim faktorem
vzniku recidivy. Rozdilné vysledky jsou shrnuty v piehledu od Sackse a Barboliny [112].

Domnivame se, Ze divodem rozdilnych vysledkii hodnoceni vyznamu exprese
CD44 pro prognozu karcinomu vajeCniku mohou byt rtizné metody detekce, rtizné
protilatky v ptipad¢€ uziti imunohistochemie a také rozdilné hodnoceni pozitivity. Problémy
ssebou nese 1 histologicka heterogenita nadoru. Nektefi autofi testovali izoformy

CD44v3~10 [113-117]. Také jejich prace piindseji rozporuplné vysledky. Vysvétlenim
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muze byt, ze CD44 neni jediny faktor podilejici se na vzniku chemorezistence [33, 110] a
vzniku recidivy.

Role CD44 v progresi a metastazovani ovaridlniho karcinomu zlstava nejasna.
V soucasné dob¢ neni vhodné rutinni stanoveni CD44 jako prognostického faktoru. Je

nutné dal$i zkoumani CD44, jeho molekularni podstaty, funkce a izoforem.
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6. ZAVER

Studie splnila dané cile:

1. Byl sestaven reprezentativni soubor vzorkli 87 pacientek s histologicky
potvrzenym karcinomem ovaria. U vSech pacientek byl testovan vzorek primarniho
karcinomu, u 48 pacientek byl testovan také vzorek implanta¢nich metastaz.

2. NejvyznamnéjSim prognostickym faktorem pro celkové preziti a pro
interval bez nemoci bylo stddium onemocnéni, pooperacni nédorové reziduum a
histologicky typ nadoru.

3. Exprese CD44 v primarnim tumoru a v metastdzach spolu vzajemné
statisticky vyznamné pozitivné korelovala.

4. Byla prokazana statisticky vyznamna korelace exprese CD44 v primarnim
tumoru 1 v metastatické tkani s histologickym typem nadoru. S ostatnimi prognostickymi
faktory korelace nalezena nebyla.

5. Statisticky vyznamnéd zavislost exprese CD44 v primdrnim tumoru a
v metastazach na celkovém preziti nalezena nebyla. V univaria¢ni analyze byla nalezena
statisticky signifikantni korelace exprese CD44 pii cut-off 2% v metastatické tkani
s krat§im intervalem bez nemoci a chemorezistenci. V multivariatni analyze nebyla
prokdzana zavislost celkového pfeziti ani intervalu bez nemoci na expresi CD44
v primarnim tumoru a v metastazach.

Podle naSich vysledki neni metoda imunohistochemického stanoveni exprese
CD44 jako markeru nadorovych kmenovych bun¢k karcinomu vajecniku piinosem ke
klinické praxi. Je zapotiebi dalSich studii k objasnéni moZnosti detekce nadorovych

kmenovych bunék a jejich role u ovaridlniho karcinomu.
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6.1. Summary

Biological behavior of ovarian carcinoma and its relation to therapy

The aim of our study

1. To recruit a group of patients with histologically verified epithelial ovarian
carcinoma.
2. To evaluate prognostic significance of established prognostic factors in our

series of patients.
3. To assess the CD44 expression in specimens of primary tumors and s

implantation metastasis using immnunohistochemistry methods and analyze their

correlation.
4. To evaluate the expression of CD44 in relation to known prognostic factors.
5. To analyze the significance of CD44 expression evaluation for overall

survival, disease-free interval and chemoresistance. To find CD44 positivity cut-off by

using statistical methods.

Introduction

At present, great attention is given to cancer stem cells (CSCs) hypothesis. CSCs
could contribute to tumor growth, metastasis formation and chemoresistance. CSCs are
subpopulations of cells with typical characteristics of stem cells — i.e. the ability to self-
replicate and differentiate in a variety of cell types.

Several characteristics typical for CSCs were found at the cell membrane surface.
The main surface markers include CD44 (Cluster of Differentiation 44), a transmembrane
adhesion molecule type I. CD44 is a cell surface receptor for hyaluronate, which suggests a
possible role in regulating the interaction of cells, the interaction of cells with the substrate
and cell migration. CD44 was detected in a standard form (CD44s), and also in its variant
isoforms [118].

Studies of CD44 expressions still provide conflicting results. According to any
studies expression of the standard form of CD44 correlates with advanced stage of disease

and dedifferentiation of the tumor. Other studies did not show the same results.

69



Materials and methods

A retrospective study was performed on 87 patients with histologically verified
EOC. All patients were tested for primary tumor specimens, 48 of them were tested with
regard to both specimens of primary tumor and implantation metastasis.

The CD44 expression was detected by immunohistochemistry. The antibody -
antigen reaction was evaluated by a pathologist as a percentage of positive cells per single
high-power field. We looked for the CD44 expression positivity limit using the Cox
regression model. Results of study were studied by methods of univariate and multivariate

analysis.

Results

Firstly, established prognostic factors of clinical outcome were evaluated. We
confirmed statistically significant prognostic factors for OS and DFI - stage of the disease
(I, I x I, IV p = 0.0002 for OS, 0.0001 for DFI), postoperative residual tumor (p = 0.0003
for OS, p = 0.0001 for DFI), and papillary serous histological type (p = 0.0079 for OS,
0.0013 for DFI). Other factors were not statistically significant. A positive correlation
between expression CD44 in primary tumor and in metastasis was found (p = 0.001,
Spearman correlation coefficient 0.59973).

Then we analyzed CD44 expression in tumor and metastatic cells and
acknowledged prognostic factors. A significant correlation between serous papillary
carcinoma and CD44 expression in the primary tumor (p = 0.0493) and in metastatic tissue
(p = 0.0049) was detected. No statistically significant correlation was found for CD44
expression and stage of the disease, postoperative residual tumor, grade, preoperative value
of CA125, or the age of the patient at the time of diagnosis.

The expression of CD44 in primary tumor and in metastasis was tested for OS and
DFI. No statistically significant cut-off of the CD44 expression in primary tumor or in
metastasis for OS was detected. No statistically significant cut-off of the expression CD44
in primary tumor for DFI was found, but we established 2% as a statistically significant
cut-off for CD44 expression in metastatic tissue (p = 0.0029). Finally, we performed
multivariate analysis for OS and DFI. Statistically significant prognostic factors (stage of
the disease, postoperative residual tumor and histological type) were taken for multivariate

analysis of OS. The same prognostic factors and expression of CD44 in metastatic tissue
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were included for DFI. Stage of the disease (p = 0,0018) and postoperative residual (p =
0,0046) tumor were statistically significant for OS and DFI in multivariate analysis. CD44

expression was not statistically significant in multivariate analysis for OS and DFI.

Conclusions

1. We recruited a groupof 87 patients with histologically verified epithelial
ovarian carcinoma. All patients were tested for primary tumor specimens, 48 of them were
tested with regard to both specimens of primary tumor and implantation metastasis.

2. Stage of disease, postoperative residual tumor and histological type were
statistically significant prognostic factors for overall survival and disease-free interval in
our series.

3. A positive correlation between expression CD44 in primary tumors and in
metastases was found.

4. We found a significant correlation between serous papillary carcinoma and
CD44 expression in the primary tumor and in metastatic tissue. No statistically significant
correlation was found for CD44 expression and other prognostic factors.

5. No statistically significant cut-off of the expression CD44 in primary
tumors or in metastases for OS was detected. No statistically significant cut-off of the
expression CD44 in primary tumor for DFI was found, but we established 2% as a
statistically significant cut-off for CD44 expression in metastatic tissue. Stage of the
disease and postoperative residual tumor were statistically significant for OS and DFI in
multivariate analysis. CD44 expression was not statistically significant in multivariate
analysis for OS and DFI.

According to our results, IHC evaluation of CD44 as a CSCs marker in ovarian
cancer is not benefitial in diagnostics and therapy of ovarian cancer. More studies are

needed to determine the role of detection CSCs in ovarian cancer
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