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1. Teoreticky Gvod

1.1. Karcinom ovaria

Ovaria (vaje¢niky) jsou parovy organ ulozeny v malé panvi. Dosahuiji velikosti
az 3 cm. Mesovariem jsou pfipojena k déloze. Na fezu |ze rozpoznat kiru a dfen.
V kufe jsou rozloZeny oocyty a folikuly v rizném stadiu vyvoje. Dien je tvofena Fidkou
pojivovou tkani a obsahuje nervy, lymfatické a krevni cévy. Ovaria plni dvé hlavni
funkce: 1) produkuji Zenské pohlavni hormony (estrogeny a progesteron) a 2)
dozravaji zde vajicka (22).

Karcinom ovaria je jednim z nejCastéjSich nadorovych onemocnéni u zen
(Sestym nejCastéjSim malignim onemocnénim u Zen na svété), vyskytuje se
nejCastéji ve véku 50 —70 let. Toto onemocnéni je Castéjsi u Zen Zijicich ve vyspélych
zemich (25). Jeho incidence v Ceské republice v roce 2004 byla 24 pfipadd 100
tisic zen / rok (58).

Casna stadia karcinomu jsou obvykle asymptomatickd. Nador byva proto
diagnostikovan az v pozdéjSich stadiich, kdy dochazi k rozsevu po dutiné bfisni.
PokrocCila onemocnéni pak byvaji provazena témito klinickymi pfiznaky: bolesti a
vyklenovani bficha (zplisobeno nadorovym ascitem), hubnuti, bolesti zad apod (32).

Mezi nejznaméjsi rizikové faktory pro vznik ovarialniho karcinomu patfi
nuliparita, ¢asné menarché a pozdni menopauza. Vysoka Zivotni uroven a sni
souvisejici pokles parity je davana do souvislosti s celosvétové se zvysujici incidenci
ovarialnino karcinomu. Ochranny vyznam maji tedy zvySujici se parita, uzivani
hormonalni antikoncepce a chirurgicky navozené protektivni faktory jako napf.
adnexektomie. Dédi¢nou forma tohoto nadoru se vyskytuje pfiblizné u 10% pacientek
(21, 24).

Diagn6za se stanovi na zakladé gynekologického palpacniho vysSetfeni, to
vSak dokaze odhalit az nador vétSich rozméri. Dale se vyuziva ultrazvukové
vySetfeni zejména s pomoci vaginalni sondy, pfip. pocCitatova tomografie. Ke

stanoveni diagndzy muze pfispét téz stanoveni hladiny nadorového markeru CA 125,



jehoz vysoka hladina svédc¢i pro karcinom. Definitivni diagnosu vSak dokaze stanovit
az histologicke vysetfeni (32).

Prognosa onemocnéni zavisi na celé fadé faktord. Ty zahrnuji klinické
stadium (tzv. staging), histologicky typ nadoru, jeho diferenciace (tzv. grading),
velikost reziduélniho tumoru po primarni operaci, chybéni ¢€i pfitomnost ascitu, vék a
celkovy stav pacientky v dobé diagnozy (4, 7, 8, 9, 11, 27, 48).

V soucCasné dobé je problém ovarialniho karcinomu ve svétové literatufe velmi
diskutovanym tématem. Existuje velké mnozZstvi studii, které vSak Casto pfinaseji
rozporuplné udaje. Rozsahle studovanou oblasti je zejména urCeni moznych
prognostickych markert, které by mohly pfevidat dal$i vyvoj onemocnéni a pomoci
tak pfi volbé vhodné protinadorové terapie (36). Mezi intenzivné studované
prognostické faktory patfi zejména urCeni proliferacni aktivity nadoru:
imunohistochemicky pomoci antigent Ki-67 €i topoizomerazy lla, prukaz exprese
hormonalnich receptord, marker apoptézy ¢i jinych onkoproteinll, zejména proteinu
HER-2/neu (8, 14, 15, 16, 18, 19, 20, 28, 37, 51).

LéCebny postup zahrnuje jednak chirurgickou IéCbu. Radikalni operace se
skladd z oboustrané adnexektomie, hysterektomie, omentektomie, paraaortalni
lymfadenektomie a apendectomie. Pacientky jsou dale IéCeny chemoterapii,

nejCastéji kombinaci platinovych preparatd s Taxolem(25).



1.2. Klasifikace nadort ovaria

Nadory ovaria jsou ruznorodou skupinou. Déli se na zakladé pavodu
z povrchového (coelomového) epitelu, zarodeCnych bunék, mesenchymu -
viz tabulka 1. Nadory se obecné déli podle sveho chovani na maligni (zhoubné,
karcinomy), na benigni (nezhoubné) a nadory o nizké malignité (syn. borderline
tumors) (23, 32, 47).

Tabulka 1: Klasikace nadort ovaria dle WHO

I Nadory z povrchového epitelu

Il Nadory gonadostromalni

1] Nadory germinalni

\Y Nadory smiSené germinalni a gonadostromalni

Nadory nespecifické pro ovarium (mesenchymalni,

lymfomy)
Vi Nadory sekundarni
Vi Nadory neklasifikovatelné

1.2.1. Klasifikace nadoru z povrchového epitelu

Nadory vznikajici z povrchového epitelu tvofi asi polovinu az dveé tfetiny vSech
ovarialnich tumord. Tyto nadory se dale rozdéluji podle své diferenciace nadorovych
bunék:

= Nadory serozni

= Nadory mucinézni

= Nadory endometroidni

= Nadory svétlobunécné

= Nadory pfechodobunécné

= Nadory dlazdicobunééné



= Nadory smiSené epitelialni
» Nadory nediferecované

Ser6zni nadory jsou tvofeny plochymi, kubickymi az nizce cylindrickymi
burikami, které mohou mit na povrchu fasinky (zejména u benigni varianty); epitel tak
pfipomina vystelku vejcovodu. Tyto nadory jsou v ovariu nejCasnéjsi a tvofi az tretinu
vSech epitelidlni tumord. Serdzni karcinom je nejCastéjsi ovarialni karcinom (tvofi asi
50% vsech malignich nadoru ovaria). V 70 - 80% jsou diagnostikovany v pozdnich
stadiich. Ve dvou tretinach pfipadd serézni karcinom postihuje obé ovaria. Karcinom
obvykle vytvafi objemné nadory (Casto az 20 cm vpriméru), které jsou
multilokularni, cystické s papilarnimi a solidnimi lozisky. Histologicka stavba je

tvofena papilarné a solidné uspofadanymi okrsky (47).

Obr. 1: Serézni karcinom ovaria, HE, zvétSeno 200x




Mucin6zni nadory tvofi buriky cylindrické obsahujici hlen v cytoplazmé.
Benigni mucinosni nadory tvofi az 40% vSech benignich nadorG ovaria. Naopak
mucinézni karcinomy jsou pomeérné vzacné. Vice jak polovina mucin6znich
karcinomu je diagnostikovana ve |. stadiu a jsou na rozdil od seréznich karcinomu
jednostranné. Jde také o objemné nédory, cystické a multilokularni. Histologicky ho

tvori cystické a glandularni struktury (47).

Obr. 2: Mucinézni karcinom ovaria, HE, zvétSeno 200x




Endometroidni nadory jsou charakteristické pfitomnosti epitelialnich
elementll, stromalnich elementd nebo jejich kombinaci a pfipominaji endometrium.
Tyto nadory jsou pfevazné maligni. Casto jsou spojeny s endometriézou bud v ovariu
nebo kdekoliv v panvi, a v15% - 20% pfipadd téz s karcinomem endometria.

Histologicky je tvofen zlazovymi strukturami (47).

Obr. 3: Endometroidni karcinom ovaria, HE, zvétSeno 400x

Svétlobunécné nadory jsou typické pfitomnosti buné&k obsahujici hojny
glykogen v cytoplasmé, coz zpusobuje jeji vodojasnost. Benigni svétlobunécné

nadory jsou velmi vzacné, karcinom tvofi asi 5 - 10% vSech ovarialnich karcinoma.



NejCastéji se jedna o solidni nador nebo unilokularni tlustosténnou cystu, do které
prominuji solidni nadoroveé uzly (47).

Pfechodnobunééné tumory jsou charakteristické pfFitomnosti ostrivki
epitelidlnich bunék pfipominajicich urotel, které jsou rozptyleny ve fibréznim
stromatu. Tyto nadory pfedstavuji asi 3% vSech epitelidlnich ovaridlnich tumord a
jsou prevazné benigni. Prechodnobunéény karcinom je Casto promiSen s jinym

typem karcinomd, hlavné se seréznim (47).

Obr. 4: Svétlobunéény karcinom ovaria, HE, zvétSeno 400x
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Dlazdicobunécny karcinom je v ovariu vzacny nador (47).
SmiSeny epitelialni nadory jsou tvofeny z vice druhl nadorové populace.
Napfiklad jde o kombinaci serézni a endometroidni diferenciace (47).

Nediferencovany karcinom nevykazuje zadné znamky diferenciace (47).

Obr. 5: Dlazdicobunéény karcinom ovaria, HE, zvétSeno 200x

1.2.2. Klasifikace nadoru gonadostromalnich

Tumory této skupiny vychazeji ze specializovaného stromatu ovaria a mohou

byt hormonalné aktivni (produkovat napf. estrogeny, gestageny €i androgeny) c¢i byt
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endokrinné némé. Tyto nadory predstavuji zhruba 10% v8ech ovarialnich tumord.
Gonadostromalni nadory se rozdéluji na 3 skupiny:

= Nador z bunék granulozy

= Nadory ze Sertoliho a Leydigovych bunék

= Nadory ze steroidogennich bunék (32).

1.2.3. Klasifikace nadoru germindlnich

Jde o nadory vznikajici ze zarodeCnych bunék. Pfevazuji u mladych Zen.

RozliSujeme tyto nejCastéjsi typy:

= Dysgerminom

= Embryonalni karcinom

= Teratom zraly

= Teratom nezraly

= Nador ze Zloutkového vacku

= Choriokarcinom

=  SmiSeny maligni germinélni nador (32).

1.2.4. Klasifikace smiSenych germinalnich a gonadostromalnich

nadoru

Tato kategorie vzacnych pseudotumordznich a nadorovych afekci slozenych
ze zarodeCnych bunék a bunék specializovaného stromatu ovarii zahrnuje

gonadoblastom a strukturné podobny maligni nador Talermanuyv (32).
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1.2.5. Klasifikace nadoru nespecifické pro ovarium

V ovariu se sporadicky vyskytuji nadory mékkych tkani, napf. angiomy,
leiomyomy, neurofibromy a lipomy. U mezoteliomu je vZdy nutno vyloucit sekundarni

postiZzeni ovaria. Sarkomy a maligni lymfomy jsou v ovariu vzacné (32).

1.2.6. Klasifikace nadort sekundarnich

Jedné se o nadory, které nevznikaji z tkané ovaria. Ale jsou do tohoto organu
zaneseny druhotnég, a to jako vzdalené metastazy, nebo proristanim nadorové masy
z okoli. Do ovaria nejCastéji metastazuji nadory Zaludku, prsu, tlustého stfeva Ci
hematologické malignity. Zvlastni formou je tzv. Krukenberglv nador, coz je
oboustranné ,bramborovité® zvétSeni obou ovarii. Mikroskopicky se jedna o
metastazy malo diferencovaného hlenotvorného adenokarcinomu s vyraznou

fibroprodukci, nejCastéji z gastrointestinalniho traktu (32).

1.3. Grading a staging karcinomu ovaria

1.3.1. Grading nadoru

Rada studii udava stupen diferenciace nadoru — tzv. grading za prognosticky
dalezity faktor (12, 27, 49). U ovarialniho karcinomu v§ak neexistuje jednotny obecné
uznavany systém, coz Cini vysledky obtizné reprodukovatelné. Nejuzivanégjsi
(the International Federation of Gynecology and obstetics), dale WHO (Svétova
zdravotnicka organizace) a doporuceni GOG (Gynecologic Oncology Group) (3, 45).
Hodnoceni je obecné =zalozeno na architektonické stavbé a bunécnych

charakteristikach. FIGO systém diferenciace nadoru je zaloZzen na stanoveni poméru
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Zldzové a papilarni slozky k solidnim partiim. WHO klasifikace gradingu je zaloZzena
na architektonickych a cytologickych rysech. Grading dle GOG je rGzny pro jednotlivé
histologické typy ovarialniho karcinomu (43).

Néktefi autofi se pokusili vytvofit jednotny systém gradingu karcinomu ovaria
(2, 6). Zadna z t&chto klasifikaci v3ak nebyla obecné& akceptovana. Silverberg se pfi
definovani nového systému gradingu ovarialnich  karcinomU inspiroval
Nottinghamskou klasifikaci gradingu karcinomu prsu. SnaZzil se vytvofit systém
univerzalni (pouzitelny pro vSechny histologické typy ovarialniho karcinomu),
jednoduchy a Klinicky validni. Hodnotil tfi parametry: 1. architektura nadoru, 2.
charakter jader a 3. mitoticky index:

1. architektura nadoru - v ovariadlnim karcinomu pfevaZzuji tfi formy
ristu: glandularni (Zlazové), papilarni, solidni. Prognosticky je nejpfiznivéjsi
glandularni rist. Naopak solidni rast je spojen s agresivnim chovanim.
Jednotlivé typy rustu byli obodovany. Glandularni rast - skére 1, papilarné
rostouci — skore 2, solidni tumory — skére 3.

2. charakter jader - taktéZz ohodnoceny body. Jadra pravidelna,
s nizkym nukleocytoplasmatickym pomérem a s jemnym chromatinem — skére
1; jadra vykazujici urcité odchylky ve velikosti, rozloZzenim chromatinu — skoére
2; jadra bizardni, s velkym rozdilem ve velikosti, zhrubé&lym chromatinem a
velkymi eozinofilnimi jadérky — skére 3.

3. mitoticka aktivita se hodnotila na 30 zornych poli za pouZiti velkého
zvétSeni, tzn. objektiv 40x, celkové zvétSeni 400x (tzv. HPF - high power field).
Byl zaznamenan nejvétSi poCet mitos na 10 HPF. Opét bylo pouZzito skore.
Nejméné bodu ziskaly nadory s 9 a méné mitozami, skore 2 méli nadory s 10-
24 mitézami, skore 3 méli tumory s vice nez 25 mitézami.

Vzhledem k tomu, Ze vSechny tyto parametry byly skérovany body 1 az 3,
konecné skore se pohybuje v rozmezi mezi 3 az 9 body - viz tabulka 2.
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Tabulka 2. Grading karcinomu ovaria dle Silverberga

Pocet bodu Grade
3-5 1- dobre diferencovany
6-7 2- stfedné diferencovany
8-9 3- malo diferencovany

Tento definitivni grade nadoru signifikantné koreloval s pfezitim jak v Casnych,
tak v pokrocilych stadiich u v8ech typl ovarialniho karcinomu; s vyjimku tvofil nador
ze svetlych bunék, kde vyznamna korelace nebyla zjiSténa. Silverberg dale zjistil, ze
grade ovarialniho karcinomu predikuje preziti lépe nez histologicky typ. Histologie
nadoru je vSak mnohem pfinosné;jsi pro pfedpovéd odpovédi nadoru na chemoterapii
a mlze napomoci pfi volbé vhodné terapie (43).

Vypovédni hodnota diferenciace nadoru je vSak také zavisla na pokrocilosti
onemocnéni. U €asnych stadiich diferenciace nadoru vyznamné koreluje s pétiletym
prezitim (41, 55). Zato u pokroCilych stadiich vS8ak spiSe koreluje s odpovédi na

podanou chemoterapii (45).

1.3.2. Staging nadoru

Staging je stanoveni stadia pokrocilosti nadodu. Staging je stejné jako u
jinych nadoru zaloZen na TNM Kklasifikaci. Ta zahrnuje rozsah primarniho nadoru (T),
pritomnosti regionalnich uzlinovych metastaz (N) a na pfitomnosti vzdalenych

metastaz — viz tabulka 3A-C.
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Tabulka 3A: Staging ovarialniho karcinomu dle primarniho nadoru (T)

TX primérni nador nelze hodnotit
TO bez znamek primarniho nadoru
T1 nador ohrani¢en na vajecniky

nador ohraniCen na jeden vajeCnik, pouzdro
Tla intaktni, zadny nador na povrchu vajecniku, v ascitu
nebo peritonealnim vyplachu nejsou maligni buriky

nador ohrani¢en na oba vajecniky, pouzdro intaktni,
zadné znamky nadoru na povrchu vajecnikd,
v ascitu nebo peritonedlnim vyplachu nejsou
maligni buriky

T1b

nador ohraniCen na jeden nebo oba vajeéniky bud
s rupturou pouzdra, nebo nadorem na povrchu
ovaria nebo maligni buriky v ascitu €i peritonealnim
vyplachu

Tlc

nador postihuje jeden €i oba vajeCniky, §ifi se v

T2 .
panvi

Sifi se na délohu a/nebo vejcovod(y) nebo
implantaty na déloze nebo vejcovodu
(vejcovodech), vascitu nebo  peritonedlnim
vyplachu nejsou maligni buriky

T2a

Sifi se na jiné panevni tkané, v ascitu nebo

T2b peritonealnim vyplachu nejsou maligni buriky

Sifi se v panvi (2a nebo 2b), s malignimi bufikami

T2c v ascitu nebo peritonealnim vyplachu

nador postihuje jeden ¢i oba vajeCniky,
T3 s mikroskopicky prokdzanymi peritonealnimi
metastdzami mimo panev

T3a mikroskopické peritonealni metastdzy mimo panev

makroskopické peritoneélni metastazy mimo panev

T3b velikosti 2 cm a méné

peritonealni metastazy mimo panev vétsi nez 2 cm

T3c e -
V nejvéetSim rozmeru
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Tabulka 3B: Staging ovarialniho karcinomu dle lymfatickych uzlin (N)

NX regionalni mizni uzliny nelze hodnotit
NO v regionalnich miznich uzlindch nejsou metastazy
N1 metastazy v regionalnich miznich uzlinach

Tabulka 3C: Staging ovarialniho karcinomu dle vzdalenych metastaz (M)

MX vzdalené metastazy nelze hodnotit
MO nejsou vzdalené metastazy
M1 vzdalené metastazy (mimo peritonealni metastazy)

V pripadé ovarialniho karcinomu se v8ak Castéji pouziva klasifikace vytvorena

International Federation of Gynecology and Obstetrics (FIGO) — viz tabulka 4 (5).

Tabulka 4: Staging karcinomu ovaria dle FIGO klasifikace

Stadium | T1 NO MO
Stadium Il T2 NO MO
Stadium Il T3 NO MO

Stadium IV | Jakékoliv T| N1 M1
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1.4. Prognostické markery stanovitelné imunohistochemicky

V posledni dobé je publikovana cela fada studii snazicich se identifikovat

néjaké prognostické &i prediktivni faktory u karcinomu ovaria. Jejich vyznam je vSak

doposud nejasny a vysledky v fadé pfipadd rozporuplné. Casto vyuZivanou metodou

k identifikaci prognostickych marker je imunohistochemie. Nej¢astéjSi studované

prognostické faktory Ize rozdélit do téchto skupin:

1.

steroidni (estrogenové a progesteronové) receptory exprimované

nadorovymi burikami,

. zhodnoceni kinetiky buné&ného rastu v ovaridlnich karcinomech

prostfednictvim stanoveni proliferacni aktivity nadorovych bunék
(zejména za vyuziti proliferaénich antigend jako je Ki-67 nebo

topoisomeraza lla),

3. overexprese onkoproteinu HER-2/neu nadorovymi burikami ,

exprese onkoproteinl majicich vztah k apoptéze (p53, p21, bcl-2, bax a
jiné proteiny) nadorovymi burikami,

stanoveni angiogenniho potencialu ovarialniho karcinomu
imunohistochemickym  prikazem angiogennich faktord (napf.
vaskularniho endotelialniho rustového faktoru - VEGF) &i kvantifikaci
kapilar v mistech nejvétsi angiogenni aktivity

prikaz tumor infiltrujicich lymfocytl v nadorové tkani (52).

1.4.1. Prukaz exprese hormonalnich receptoru

Progesteron a estrogeny jsou hormony produkované ovariem, které pusobi

pres specifické receptory. Interakce mezi steroidnimi hormony a jejich receptory

(estrogenové receptory, ER a progesteronové receptory, PR) hraje velmi dalezitou

roli v procesu karcinogeneze nejen gynekologickych malignit, ale i jinych solidnich

nadorl (zejména u karcinomu prsu a prostaty) (24).
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Receptory pro steroidni hormony reguluji bunéénou proliferaci a diferenciaci, a
v nadorech mohou zasadnim zplsobem ovliviiovat jejich rast a progresi (28).
Takovéto nadory jsou oznaCovany za hormonalné zavislé (dependentni). V nadorové
progresi hraje vyznamou ulohu vznik bunééné populace, ktera je na hormonalni
regulaci nezavisla a brzy po svém vzniku se stane dominantni ¢asti nadoru. Nadory
tohoto typu jsou pak nazyvany hormonalné nezavislé (independentni) (24). Exprese
ER a/nebo PR ¢i jejich kombinace (ER+/PR+, ER+/PR-, ER+/PR-, ER-/PR-) byla
identifikovana jako prediktivni faktor pro hormonalni terapii (28).

Na rozdil od karcinomu prsu se studie o prognostickém vyznamu exprese
hormonalnich receptorli u karcinomu ovaria rlizni. Existuji studie, které neprokazuji
zadny prognosticky vyznam exprese hormonalnich receptorl burikami ovarialniho
karcinomu (15, 51). Na druhou stranu vSak byly publikovany studie, které usuzuji na
moznost vztahu mezi poctem ER a/nebo PR u ovaridlniho karcinomu a jeho
progndzou. Nékteré studie popisuji delSi preziti u pacientek s nadorem exprimujicim
PR. Byla téz prokazana lepSi odpovéd na podanou chemoterapii u tumorl s

pritomnosti ER a PR nez u tumoru bez exprese receptort (18, 28).

1.4.2. Prukaz proliferacni aktivity nadoru

Studium bunécné kinetiky, zejména hodnoceni proliferacni aktivity nadoru
zaujima dnes v nadorové patologii vyznamné misto. Proliferace bunék je jednim ze
zakladnich biologickych procest zaijistujicich rist a udrzeni tkanové homeostazy.
Bunka se déli zdvojnasobenim svého obsahu a naslednym rozdélenim ve dvé buriky
dcefiné. Tento proces se nazyva bunécény cyklus. Stfida se v ném faze mitosy a
interfaze. Ve fazi mitdzy dochazi k vlastnimu rozdéleni buriky na dvé buriky dcefiné.
Interfaze se déli do nékolika fazi: G1 - dochazi k nartstu bunécné hmoty a k syntéze
organel; faze S — syntéza, kdy dochéazi ke replikaci DNA; faze G2 — dochéazi k opravé
DNA a k pfipravé na vlastni déleni. Déleni poté probiha ve Ctyfech fazich: profaze,

metafaze, anafaze, telofaze (24).

19



Kli€ovou ulohu pro vstup buriky do buné€ného cyklu je faze G1, kdy je bunky
citiva k mitogennim signalim. Regulace buné&ného cyklu v mnohobuné&tném
organismu podléha pfisné kontrole. V reakci na okolni i vnitfni stav je bufika schopna
aktivovat signalni drahy vedouci k zastavé bunécného cyklu (24).

Metod kvantifikace bunék, které se nachazeji v bunécném cyklu je cela rfada.
Nejednodussi metodou je kvantifikace mitotickych figur v tkafiovém Fezu barveném
standardnim histologickym barvenim, t.j. hematoxylinem-eozinem (HE). UrCuje se
poCet mitos na pfesné definovany pocet zornych poli urCitého zvétSeni (33).
Pomérné jednoduchou a levnou metodou k urCeni proliferacni aktivity nadorovych
bunék je imunohistochemie. NejCastéji prokazovanymi antigeny jsou jaderné
nonhistonové proteiny jako PCNA (proliferating cell nuclear-antigen), Ki-67 Ci
topoisomeraza llo. VétSinou se jedna o enzymy a kofaktory u€astnici se syntézy
DNA v pribéhu S faze bunécéného cyklu (50).

O karcinomu ovaria pojednava mnoho autorli, ktefi se snazi stanovit
prognosticky vyznam proliferacni aktivity nadorovych bunék imunohistochemickym
prikazem antigenu Ki-67 ¢&i topoizomerazy lla. VétSina praci pouzivajicich tyto
imunohistochemické metody prokazala prognosticky vyznam proliferacni aktivity
nadorovych bunék (15, 16, 37), existuji vSak i prace ktera tyto vysledky nepotvrdily
(8, 52).

1.4.3. Prukaz onkoproteinu HER-2/neu

Overexprese transmembranoveho onkoproteinu HER-2/neu je pozorovana u
20-30% nadoru rlzného spektra, zejména u karcinomu prsu, slinnych Zlaz, plic apod.
Tato overexprese koreluje se Spatnou progn6zou nadoru. V klinické praxi ma vyznam
existence monoklonalni anti-HER-2/neu protilatky transtuzumab (Herceptin), ktera
jako prvni zaCala byt pouzivana v molekularné cilené |éCbé u pacientek s nadorem
prsu s HER-2/neu overexpresi (nejprve s metastatickym nadorovym onemocnénim,
novéji i v adjuvantni terapii) (52).

S frekvenci 10-44% byla exprese HER-2/neu popsana i u ovarialniho

karcinomu (tato variabilita mGze souviset s pouzitim rdznych technik pro jeho
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stanoveni) (52). Existuji vSak studie, které potvrzuji signifikantné horSi prognézu
HER-2/neu pozitivnich nadorl ve srovnani s HER-2/neu negativnimi nédory.
Amplifikace HER-2/neu je také c<ast&jSi u ovarialnich tumorl rezistentnich na

platinové preparaty (8, 38).

1.4.4. Prukaz onkoproteinti majicich vztah k apopt6ze

Velkad pozornost je posledni dobou vénovana apoptéze nadorovych bunék.
Charakteristickym rysem nadorovych bunék je jejich neschopnost uskute¢nit proces
apoptozy, coZ je spojeno s agresivnéjSim chovanim tumoru a zpravidla i selhanim
chemoterapie a radioterapie. U&inek této terapie totiz spodiva pravé v aktivaci
apoptézy. Nejvice je v  tomto ohledu prostudovan ucinek onkogenu bcl-2
(antiapoptoticky gen), jehoz produktem je protein bcl-2. Jeho nadbytek inhibuje zanik
buriky apoptdézou a podporuje bunécnou proliferaci. Overexprese proteinu bcl-2 tak
muze vést k mnohocetné rezistenci nadorovych bunék vici cytostatikim. Jeho velmi
dalezitou funkci je téz tvorba neaktivnich heterodimer( s proapoptoticky plsobicimi
molekulami, proto je vzajemny pomér mezi pro- a protiapoptotickymi proteiny
podstatnéjsi nez samotna hladina bcl-2 proteinu. Protein bax je naopak
proapoptoticky Cinitel, stejné tak jako protein p53. Jejich inaktivace ma za nasledek
z-nesmrtelnost” buriky a rozvoj nadorového bujeni (50).

Mutace genu pro p53 a akumulace nefunk&niho proteinu p53 je dosud
nejcastéji popsanou genetickou alteraci u ovarialnich karcinomu. V literatufe je shoda
v tom, Ze mnohem cCastéji je zvySena exprese p53 nachazena u pokrocCilych stadii
ovarialniho karcinomu nez u Casnych stadii. Nékteré studie naznacuji, Zze zvySena
exprese p53 u stadia IlI-1V je sdruzena se snizenim pétiletého preziti a potvrdily i
overexpresi onkoproteinu p53 jako nezavisly prognosticky marker (4, 42, 50).

Exprese proteinu p21 v ovaridlnich karcinomech byla studovana jen velmi
omezené. Jedna se o inhibitor cyklin-dependentnich kinaz, jehoz sekrece je
aktivovana vzestupem hladiny proteinu p53 pfi poSkozeni DNA. Studie Geislera a
kol. prokazala, Ze kombinace exprese p21 a negativniho proteinu p53 je nezavislym
prognosticky pfiznivym faktorem (14).
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1.4.5. Angiogeneze

RuUst a vyvoj nadoru malych rozmérd (do 1-2 mm v priiméru) je zajiStovan
prostfednictvim difuze z okoli. U nador( vétSich rozmér( vSak prosta diflize neni
dostateCna a odpovidajici zasobeni v€etné odvadéni odpadnich produktd musi byt
zajisténo prostfednictvim krve. Nezbytnou podminkou dal$iho rlstu nadoru je tedy
nastartovani novotvorby cév z preexistujiciho cévniho fecisté - angioinvaze. Po
vzniku angiogenniho fenotypu v nadoru dochazi k jeho prudkému az
exponencialnimu rdstu (39, 50).

Hypotézu o pozitivnim vztahu mezi vaskularizaci tumoru a jeho biologickym
chovani poprvé jednoznacné potvrdili ve své studii Srivastava a kol. v roce 1988 na
na souboru malignich melanom, kde zjistili korelaci mezi relativni plochou cév ve
spodiné tumoru a jeho recidivami i metastazovanim (44). V roce 1991 nasledovala
studie Weidnera, ktera se zabyvala vztahem mezi poctem novotvofenych kapilar v
nadoru a prognoézou karcinomu prsu. V této praci byl pocet kapilar kvantifikovany v
mistech s nejvétsi angiogenni aktivitou (tzv. ,hot spots®). Studie prokazala
signifikantni korelaci mezi maximalnim poc¢tem kapilar a metastatickou potenci
nadoru (53).

Studiem angiogeneze v ovarialnich karcinomech se zabyvala cela fada praci.
VétSina vychazi z modifikace plvodni Weidnerovy metody kvantifikace kapilar liSi se
vSak volbou detekovaného antigenu, zvétSenim a velikosti zorného pole. Nékteré z
nich se zabyva vlivem angiogeneze na dalSi vyvoj nadorového onemocnéni a
nékteré z nich prokazaly pozitivni korelaci mezi angiogenni aktivitou nadoru a
prognozou (13, 30, 35, 46).

Identifikovana byla celd fada proangiogennich faktord, mezi nejznamné;si
patfi: basic fibroblast growth factor (FGF), vascular endothelial growth factor (VEGF),
epidermal growth factor (EGF) a fada dalSich. Jednim 2z nejdllezitéjSich
angiogennich faktortl je VEGF, ktery zpUsobi béhem nékolika minut extrémni zvySeni
permeability cév. Pfi delSim plsobeni funguje jako vysoce specificky mitogen pro
endotelialni buriky, indukuje jejich proliferaci a naslednou novotvorbu kapilar. VEGF
indukuje rovnéz expresi proteolytickych enzymd nezbytnych pfi remodelaci

novotvorenych kapilar (50).
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Existuje cela fada praci zabyvajici se expresi VEGF v karcinomech ovaria.
Nékteré tento cytokin prokazuji v nadoroveé tkani imunohistochemicky, jiné stanovuji
jeho hladinu v ascitu nebo v séru pacientek s ovarialnim karcinomem metodou

ELISA. Vysledky jsou vSak zna¢né rozporuplné (10, 30, 29, 54).

1.4.4. Tumor infiltrujici lymfocyty (TIL)

V poslednich letech je snaha porozumét roli imunitniho systému v progresi
nadorl (57). V nadorech se vyskytuji tumor infiltrujici mononuklearni burky slozené z
T lymfocytu (helper a suppressor/cytotoxic), NK (natural killer) bunék, B lymfocytl a
makrofagu. Tento zanétlivy infiltrat je zpravidla oligoklonalni a je indikatorem aktivni
imunitni odpovédi organismu proti nadorovym antigenim. VétSina infiltrujicich T
lymfocytl jsou CD8 pozitivni lymfocyty, které zprostfedkovavaji specifickou
cytotoxickou reakci proti nadorovym bufkam. Na druhou stranu vétSinu z tumor
infiltrujicich mononuklearnich bunék tvofi CD68 pozitivni makrofagy. Jejich roli je
aktivace lymfocytl, nebot tyto buriky jsou antigen prezentujici. Makrofagy v8ak tvofri
funkéné heterogenni skupinu, €asto s antagonistickymi funkcemi a mohou jak
inhibovat, tak stimulovat proliferaci nadorovych bunék (17).

Rada studii prokazuje prognosticky vyznam tumor infiltrujicich lymfocytd u
nadoru jako napf. karcinom prsu, prostaty, tlustého stfeva, jicnu & u maligniho
melanomu. V pfipadé ovarialniho karcinomu vS8ak existuje velmi malo praci na toto

téma a jejich vysledky jsou rozporuplné (26, 35, 40, 56).
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2. Cile studie

Cilem predkladané prace bylo pfispét k hledani signifikantnich prognostickych
markerl u invazivniho karcinomu ovaria, které je mozno stanovit imunohistochemicky
a v budoucnu je uZivat k rutinni pfedpovédi mozného vyvoje nadoru. Vysledky by
mohli pomoci pfi volbé vhodné protinadorové terapie (zejména vytipovanim vysoce
rizikovych pacientek, u kterych by bylo mozno volit agresivnéjsi terapii).

V této praci jsme se zaméfili na zjisténi pfipadného prognostického vyznamu
imunohistochemické detekce CD3 pozitivnich tumor infiltrujicich lymfocytl
v naddorové tkani.

Tato prace byla podpofena grantem IGA MZ NR8363-3/2005.
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3. Experimentalni ¢ast

3.1. Charakteristika souboru

Soubor tvofily invazivni karcinomy ovaria diagnostikované v obdobi 1.1. 1996
az 31.12. 2003 na Fingerlandové ustavu patologie, Fakultni nemocnice Hradec
Kralové, které splnovaly nasledujici pozadavky:

1) bylo mozno zajistit dostatek materialu pro imunohistochemické vySetfeni,

2) bylo mozno dohledat klinické udaje: stadium tumoru dle FIGO klasifikace,
velikost rezidualniho tumoru po operaci a délka prezivani od primarni operace.

Tato kritéria spinilo celkem 116 pfipadl a ty byly pfedmétem studia potenciélnich

prognostickych parametra.

3.2. Histologickeé vysetreni

Material byl rutinné fixovany v 10% formalinu. Byl makroskopicky prohlédnut,
popsan a byli proveden standardizovany odbér tkané na histologické vySetfeni. Byly
odebrany vzdy nejméné tfi vzorky z naddoru se zaméfenim na pouzdro, pfipadné na
periferii tumoru. Za optimalni byl povazovan odbér 1 bloCku na kazdy 1 cm velikosti
primarniho nadoru. K histologickému vySetfeni byla odebrana vSechna loziska
z omenta podezfela z metastatického postizeni.

Vzorky byli zpracovany standardni histologickou technikou: odvodnéni ve
vzestupnych koncentracich etanolu od 70% - 96%, prosyceni latkou misici se
s parafinem — tj. xylenem a prosyceni parafinem. Poté byly tkanové bloky zality do
parafinu a nakrajeny na safikovych mikrotomech na fezy o sile 2 um Ziletkovymi nozi.

Tyto Fezy byli vyuZity k rutinnimu barveni v histologické technice - hematoxylin
eosin a také k imunohistochemickému prikazu antigenu CD3.

U kazdého nadoru byl stanoven histologicky typ nadoru a soucCasné byl

stanoven grading hodnocenim dle Silverberga (43).

25



3.3. Imunohistochemické vysereni

Zakladem metody je detekce specifickych antigennich determinant (molekul €i
jejich €asti) s vyuzitim imunologické vazby, tj. na principu antigen (Ag) - protilatka
(Ab).

V naSem pfipadé byla pouzita nepfima dvoustupfiova metoda na prikaz CD3
antigenu. V prvni fazi reaguje primarni specifické antisérum s prokazovanym
antigenem - s intracytoplasmatickymi peptidy umisténymi na ¢ fetézci. V druhé fazi je
aplikovana sekundarni protilatka s navazanou kfenovou peroxidazou. Tento enzym
vyuziva jako svého substratu diaminobenzidin (DAB). V pfipadé pozitivity — navazané
protilatce oznaCenou peroxidazou vznika nerozpustné hnédé zbarveni. Jako
pozitivni byly hodnoceny bunky s hnédou pozitivitou jader. K expresi antigenu CD3
dochazi nejprve v perinuklearni oblasti. CD3 predstavuje jeden z nejrannéjSich

pfiznaku prisluSnosti k bunééné linii T- bunék.

3.3.1. Pomucky a pristroje

PFi imunohistochemickém vySetfeni byly potfeba tyto pomdcky: laboratorni
sklo, kyvety na preparaty, vazenka, 1ziCka, kapatka, filtraCni papir, kryci skla, pinzeta,
olejova tuzka na oznaceni lokalizace fez( na skle (super pap pen IM 3580), vihka
komulrka (MIST- magnetic imuno staiing tay), automaticka pipeta (Finnpipete); tyto
pfistroje: pH metr (Inolab), pH elektroda (sen tix 21), mikroskop (Nikon E 200), vahy
(AND EK 3000i), vodni lazen (Dako).

3.3.2. Roztoky

Pfi praci jsme potfebovali tyto roztoky: etanol 96% (Iékarna Fakultni
nemocnice Hradec Kralové), destilovana voda, xylen (Cisty, smés isomerl, Penta,
€.8. 071206), aceton (Cisty, Penta, €.8. 020207), pufr S 3308 (DAKO, ¢.5. 24504,
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pH=9,9), 0,8% H,0, (Iékarna Fakultni nemocnice Hradec Kralové), pufr PBS
(Iékarna Fakultni nemocnice Hradec Kralove), primarni protilatka anti human CD3
(polyklonalni,DAKO, ¢.8.25517), DAB substrat (DAKO, ¢&.8. 5464), Kodouskuv
hematoxilin, kanadsky balzam (Serve,£.8.50124), Antibody diulent (DAKO, ¢.S.
28130), Envision Dual link systém peroxidase (DAKO, ¢.5.30972).

3.3.3. Pracovni postup

Pfi imunohistochemickém vySetfeni se musi nejdfive fezy natazené na
podloznich sklech zbavit parafinu — to se déje ve tfech laznich xylenu, poté ze
zavodni pfes sestupnou fadu etaholu ( 96% - 70%) v destilované vodé. Pred vlastni
aplikaci primérni protilatky se musi ve tkani demaskovat antigeny. Také se inaktivuje
endogenni peroxidaza, ktera by nam poskytovala faleSné pozitivni reakci. Po aplikaci
nafedéné primarni protilatky s Antibody dilulent (1:100) a jejim oplachu se reakce
znazornuje pomoci sekundarni protilatky s navazanou peroxidazou — Envision Dual
link systém peroxidase. Po pfidani chromogenu — DAB substrat, se dobarvi jadra
Kod'ouskovym hematoxylinem. Poté se fezy zbavi vody a prosyti xylenem, ktery nam
fezy projasni. Skla se zamontuji pomoci kryciho skla s kapkou Kanadského balzamu.

Pfi praci jsme postupovali dle tabulky 5.

Tabulka 5.: postup imunohistochemického vysetreni

1. |Deparafinace fezu - 3x 10 min xylen, 2x 5 min 96% etanol, 5 min 70% etanol

2. |Oplach — destilovana voda 1 min

3. |Odhaleni antigenli — vodni lazen pfi 96°C v pufru S 3308 40 min

4. |Nechame vychladnout, oplach v destilované vodé

5. | Tlumeni endogeni peroxidazoveé aktivity — 0,9% H,0, 10 min
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6. |Oplach destilovanou vodou 1min

7. |Oplach v PBS pufru pfipH =7,2 1 min

8. |Aplikace primarni protilatky anti CD 3 30 min (fedéni 1 :100)

9. |Oplach v PBS pufru pfi pH = 7,2 1min

10.| Envision Dual link systém peroxidase 30 min

11.|Oplach v PBS pufru pfi pH = 7,2 1min

12.| DAB substrat 5min

13.| Oplach destilovanou vodou 1min

14. | Kodouskiv hematoxylin 1min

15. | Pramenita voda 3 min, 3x 96% etanol 3min, aceton 3min, 3x xylen 3min

3.3.4. Hodnoceni imunohistochemické reakce

Tkarové fezy byly prohlizeny pfi zvétSeni objektivem 40x (tj. 0.196 mm?) za
pouziti mikroskopu Nikon E 200. Bylo prohlédnuto Sest riznych oblasti, kde bylo
pritomno nejvétSi mnozstvi CD3 pozitivnich T Ilymfocytu (jako pozitivni byly
hodnoceny burfiky s hnédou pozitivitou jader), z toho tfi oblasti s lymfocyty v
nadorovém epitelu (tzv. intraepitelialni lymfocyty) a tfi oblasti s lymfocyty v
nadorovém stromtu (tzv. stromalni lymfocyty). PoCet tumor infiltrujicich lymfocytd byl
zhodnocen manualné a nasledné jejich podet preveden na 1 mm?

Imunohistochemické fezy byly hodnoceny bez pfedchozi znalosti klinickych dat.
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3.4. Statisticka analyza dat

Pfi statistické analyze ziskanych dat byl pouzit tento program: Number
Cruncher Statistical System software (NCSS, Kaysville, Utah). Doba celkového
preziti byla sledovana Kaplan-Meierovou metodou. Srovnani dle jednotlivych
sledovanych faktor( (univariantni analyza) byla provedena pomoci log-rank testu,
multivariantni analyza Coxovou metodou. Za statisticky vyznamnou bylo povazovana
hodnota p < 0,05.
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4. Vysledky

Soubor tvofilo 116 pacientek. Jejich vék se pohyboval v rozmezi 27 az 82 let
(pramér 55; median 53 let). Rozdéleni souboru dle Cetnosti v jednotlivych dekadach
véku znazornuje graf 1. Z grafu je patrno, Ze toto nadorové onemocnéni postihuje

nejCastéji Zeny v 5. az 7. dekadé (101 pacientek, tj. 87,1 %).

Graf 1: Rozdéleni pacientek dle dekad véku
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Vtabulce 6 je patrno rozdéleni souboru dle pokrocCilosti nadorového
onemocnéni (staging). Z této tabulky je zfejmé, Zze u 87 % pacientek bylo nadorové
onemocnéni pokrocCilé (stadium Il a V). Zejména to plati pro serdézni a
endometroidni karcinom, ktery byl velmi €asto byl diagnostikovan az v pozdnich
stadiich (v 81,8 %, resp. v 80,6 %). Naopak mucindzni karcinom byl zjistén ve stadiu

| ve vice nez ve dvou tretinach pripadd.
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Tabulka 6: Rozdéleni pripadu dle pokrocilosti nadoru

Stage Pocet Serozni | Endometr. | Mucinoz. | Svétlobb. | Dedifer.
n (%) n (%) n (%) n (%) n (%) n (%)

I 24 (20,7) | 7 (12,7) 6 (166) [10(714) |1 (16,7)| O (0

Il 5 4,3) 3 (5,5 1 (2,8) 0 (0) 1 (16,7)| 0 (0)

1] 68 (58,6)| 44 (80,0) | 20 (55,6) 0 (0) 1 (16,7) | 3 (60)

\Y, 19 (16,4)] 1 (1,8) 9 (25,0) 4(28,6) | 3 (50,0) | 2 (40)

V tabulce 7 jsou patrny udaje o velikosti rezidualniho tumoru po operaci (tyto
udaje se podafilo dohledat pouze u 112 pacientek, u zbylych 4 Zen informace o

velikosti rezidualniho tumoru v klinické dokumentaci nebyla uvedena).

Tabulka 7: Rozdéleni pripadu dle velikosti rezidualniho tumoru

Velikost rezid. tumoru Pocet %

Zadny 62 55,3
Do 2 cm 21 18,8
Vice jak 2 cm 29 25,9

V tabulce 8 je prehled nador( dle histologického typu. V souboru pfevladaiji
karcinomy ser6zni a endometroidni. Tabulka 9 znazorfuje rozdéleni nadord dle
jejich diferenciace (gradingu) celkové a dle jednotlivych histologickych typu. Je zde
patrné, Ze v souboru pfevladaly nadory stfedné a malo diferencované (44,8 %, resp.
41,4 %).

zastoupeni nadoru dobfe diferencovanych (42,9 %) a nevyskytl se zadny nizce

Stranou stoji opét karcinom mucindzni, kde bylo pomérné vysoké

diferencovany mucinozni karcinom.
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Tabulka 8: Prehled zastoupeni jednotlivych histologickych typu

Histologicky typ Pocet %
Serozni 55 47,4
Endometroidni 36 31,0
Mucindzni 14 12,1
Svétlobunécny 6 5,2
Nediferencovany 5 4,3

Tabulka 9: Grading dle jednotlivych histologickych typu
Histologie Pocet (%)
Grade 1 Grade 2 Grade 3

Serézni 9 (16,4) 23 (41,8) 23 (41,8)
Endometroidni 1 (2,9 17 (47,2) 18 (50,0)

Mucinézni 6 (42,9) 8 (57,1 0 (0)
Svétlobunéény 0 (0 4  (66,7) 2 (33,3)
Dediferencovany 0 0) 0 (0) 5 (100)

Celkem 16 (13,8) 52 (44,8) 48 (41,4)

Z celkového poCtu 116 vySetfenych pacietek za obdobi pozorovani zemfelo
62 Zen (tj. 53 %). Doba pozorovani (follow-up) se pohybovala mezi 1 az 120 mésici,

median doby pozorovani pro celou skupinu byl 39 mésicu. Median doby preziti byl 48

mésicu a Stileté prezZiti 43 %.

CD3 pozitivni tumor infiltrujici lymfocyty (TIL) byly pozorovany ve vSech
nadorech, jednak v nadorovém stromatu (tzv. stromalni lymfocyty), jednak infiltrujici

nadorovy epitel (tzv. intraepitelialni lymfocyty). Median poctu stromalnich TIL byl
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338 lymfocytt/mm?  (rozmezi 81-2094  lymfocytd/mm?). Median  podtu
intraepitelialnich TIL byl 125 lymfocytli /mm? (rozmezi 7-1563 lymfocytl /mm?).

Obr 6: CD3 pozitivni T lymfocyty v nadorovém stromatu (stromalni),

imunohistochemie CD3, zvétSeno 200x

PFi statistickém zpracovani v univariantni analyze (log-rang test) byly jako
statisticky vyznamné faktory majici vliv na délku preziti zjistény tyto parametry: vék
(p = 0,02), stage (p = 0,000005), rezidualni tumor (p = 0,00001), grade (p = 0,02) a
pocet intraepitelialnich CD3 pozitivnich TIL (p = 0,000002) — viz tabulka 10.

V multivariantni analyze (Coxova regresni analyza) jsme jako nezavislé
prognostické faktory na délku preziti nalezli tyto parametry: vék (p = 0,01),
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pritomnost rezidualniho tumoru (p = 0,004), stage (p = 0,004) a pocet
intraepitelialnich CD3 pozitivnich TIL (p = 0,00001) - viz tabulka 11.

Histologie a pocet stromalnich CD3 pozitivnich TIL nekoreloval s dobou preziti

pacientek s ovarialnim karcinomem v univariantni ani multivariantni analyze.

Obr 7: CD3 pozitivni T lymfocyty v nadorovém epitelu (intraepitelialni),

imunohistochemie CD3, zvétSeno 200x
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Tabulka 10: Vysledky univariantni analyzy

Median preziti

Nezavisly parametr p
(mésice)
Vék (nizSi nez median vs. vysSi) > 60 vs. 40 0,02
Stage (/1 vs. 1lI/IV) > 60 vs. 37 0,000005
Grade (dobre/stiedné vs. malo diferencov.) > 60 vs. 39 0,02
Histologie (serdzni vs. ostatni) 48 vs. 48 0,77
Rezidualni tumor (nepfitomen vs. pfitomen) > 60 vs. 28 0,00001
Stromalni TIL (niZSi neZz median vs. vysSi) 56 vs. 48 0,80
Intraepitelialni TIL (niZSi nez median vs. vysSi) 29 vs. > 60 0,000002
Tabulka 11: Vysledky multivariantni analyzy
Nezavisly parametr Relativni riziko 95 % C.I. p

Vék 0,50 0,29 - 0,85 0,01
Stage 0,23 0,09 - 0,64 0,004
Rezidualni tumor 0,43 0,24 - 0,74 0,004
Intraepitelialni TIL 3,91 2,22 -6,91 0,00001
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5. Diskuze

Karcinom ovaria je Sestym nej¢astéjSim malignim onemocnénim u Zen na
sveté. Tento nador je nejCastéjSi priCinou smrti ze vSech gynekologickych malignich
diagnostikovan az v pokrocilych stadiich (stadium lll, event. 1V), nebot’ Casna stadia
jsou obvykle asymptomaticka a neexistuji efektivni skriningové metody. Primérné 5-
leté preZiti je 40%, v pokroCilych stadiich je to v8ak pouhych 10-20%. Z hlediska
progndézy maji zasadni vyznam stadium nadoru dle FIGO, velikost reziduélniho
tumoru, vék a celkovy stav pacientky v dobé diagndzy, histologie tumoru a v pfipadé

Casnych stadii téz stupen diferenciace nadoru (grade) (25, 47).

V souc€asné dobé je problém ovarialniho karcinomu ve svétové literatufe velmi
diskutovanym tématem. Existuje velké mnozZstvi studii, které pfinaseji Casto
rozporuplné udaje. Rozsahle studovanou oblasti je zejména urCeni moznych
prognostickych markera, které by mohly predikovat dalSi vyvoj onemocnéni a pomoci
tak onkologum pfi volbé vhodné protinadorové terapie (agresivnéjsi terapie u nadoru
s prognosticky nepfiznivymi faktory).

Prezentovana data této prace potvrdily vysledky rfady predchozich studii, ze u
ovarialnino karcinomu maji zésadni prognosticky vyznam zejména klinické
parametry. Mezi nejdllezitéjSi z nich patfi vék pacientky v dobé diagnézy a velikost

nadoroveho rezidua po primarni operaci (7, 9, 11, 27, 31, 36, 48).

Na nasem souboru ovarialniho karcinomu byly tyto dva faktory potvrzeny jako
statisticky vyznamné, jak v univariantni analyze (vék p = 0,02, rezidualni tumor p =
0,00001), tak zejména v analyze multivariantni ( vék p = 0,01, rezidualni tumor p =
0,004). Srovnavali jsme pfeziti pacientek mladSich nez je median a starSich, pficemz
median doby preziti byl u mladSich Zen 60 mésicl, u starSich jen 40 mésica.
Relativni riziko amrti je u Zen mladSich jen 0,5 oproti starSim pacientkdm. Rozdily u
skupiny s pfitomnym rezidualnim tumorem a skupiny bez néj jsou jesté napadnéjsi:

median doby preziti 28 mésicl oproti 60 mésicim. Relativni riziko umrti u pacientek
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bez nadorového rezidua po priméarni chirurgické operaci je jen 0,43 oproti pacientkdm

s rezidualnim nadorem.

PokroCilost nadorového onemocnéni (stage) je dalSim vyznamnym
prognostickym faktorem. V nasi studii jsme porovnavali skupinu pacientek s ¢asnym
nadorovym onemocnénim (tj. stadium | a Il dle FIGO) a skupinu s pokrocilym
onemocnénim (tj. stadium lll a IV dle FIGO). Univariantni i multivariantni analyza
nalezla stage jako statisticky vyznamny prognosticky faktor (p = 0,000005, resp.
p = 0,004). Median doby preziti u pacientky s Easnym onemocnénim byl 60 mésic,
zatimco u Zen s pokroCilym nadorovym onemocnénim jen 37 mésica. Relativni riziko
amrti u Zen snadorem v ¢asnych stadiich je pouze 0,23 oproti pacientkdm

s pokrocCilym nadorovym onemocnénim.

K obdobnym vysledkim jako jsou nase dospély i jiné studie (7, 12, 49). Oproti
tomu studie autord Chi a kol. na souboru 282 pacientek s ovarialnim karcinomem
nalezla prognosticky vyznam pokrocCilosti nadorového onemocnéni jen v analyze

univariantni, v multivariantni vSak jiz ne (11).

Nékteré prace za prognosticky vyznamny faktor povaZzuji i histologicky typ
ovarialniho karcinomu. Brun a kol. ve své studii prokazali horSi prognézu u serdzniho
karcinomu ve srovnéni s ostatnimi histologickymi typy. Ve své studii popisovali 1,7x
vySSi riziko amrti na tento histologicky typ karcinomu (7). Obdobné vysledky jako
Brun publikovali na velmi rozsahlém souboru (1189 pacientek) téz Clark a kol. (12).
DalSi prace, ktera nalezla prognosticky vyznam histologického typu ovarialniho
karcinomu, byla studie autord Makar a kol. Tito autofi na souboru 455 pacientek
s ovaridlnim karcinomem ve stadiu Il prokazali histologicky typ jako vyznamny
prognosticky faktor (p < 0,001). Dle jejich studie méa nejlepSi prognézu endometroidni
karcinom, prognosticky nejhorsi je karcinom svétlobunécny, jehoz riziko umrti je 7x
vysSi nez u karcinomu endometroidniho (27). Omura a kol. na souboru 726 pacientek
s ovarialnim karcinomem ve stadiu Ill a IV nalezli horSi prognézu u mucinézniho a
svétlobunécného karcinomu, nebot’ se jedna o nadory malo citlivé na chemoterapii
(31).

V na8i studii jsme srovnavali preziti skupiny pacientek se ser6znim

karcinomem ovéaria se skupinou pacientek s ostatnimi histologicky typy.
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V univariantni ani multivariantni analyze jsme nenalezli Zzadny prognosticky vyznam

histologického typu. Median doby preziti byl u obou skupin pacientek 48 mésica.

Mezi dalSi histologické prognostické faktory je fazen stuperi diferenciace
(grade) ovarialniho karcinomu. Makar a kol. v multivariantni analyze zjistili, Ze riziko
umrti pacientek se stfedné a malo diferencovanym ovaridlnim karcinomem je oproti
dobfe diferencovanému 2,5x vysSi (p < 0,001) (27). Taktéez Clark a kol. ve své studii
na rozsahlém souboru 1189 ovarialnich karcinomu potvrdili stupen diferenciace za
nezavisly prognosticky faktor (12). Nékteré studie vS8ak nalezly grade jako
prognosticky vyznamny faktor pouze v univariantni analyze, multivariantni analyza
vSak tento vysledek nepotvrdila (7, 49). Jiné prace naopak prognosticky vyznam
stupné diferenciance neprokazaly vibec (1). Tyto rozdilné vysledky jsou ziejmé
Castecné zpusobeny inter- a intrapersondlni variabilitou v hodnoceni gradingu a téz
nejednotnosti v systému urCovani stupné diferenciace. K eliminaci této chyby jsme v
nasi praci pouzili hodnoceni gradingu dle Silverberga (43). Grade je vSak povazovan
za vyznamny prognosticky faktor u ¢asnych stadii ovarialniho karcinomu (stage | a Il)
(45, 55).

V naSi studii jsme v univariantni analyze prognosticky vyznam diferenciace
ovarialniho karcinomu nalezli (p = 0,02). Median doby pfFeziti byl ve skupiné
karcinomu dobfe diferencovanych 60 mésicul, zatimco ve skupiné karcinomu stfedné
a mélo diferencovanym byl jen 39 mésich. Multivariantni analyza vSak grade za

nezavisly prognosticky faktor nepotvrdila.

Reakce mezi imunitnim systémem organismu a nadorem hraje velmi dilezitou
roli v progresi nadorového rustu. Recentni studie ukazuji, Ze tato interakce muze byt
ovlivnéna tvorbou solubilnich substanci nadorovymi bunkami a tumor infiltrujicimi
lymfocyty (17). PFitomnost tumor intiltrujicich lymfocytl v nddoru je povazovana za
indikator odpovédi imunitniho systému organismu na nadorové antigeny a fada studii
vyraznou lymfocytarni infiltraci nadoru povaZzuje za pozitivni prognosticky parametr

na celkové preziti (40).

Jiz vroce 1991 ve své praci autofi Ma a kol. vySetfili soubor 94 pacientek s
karcinomem ovaria za vyuziti a-naftyl acetdzy k detekci tumor infiltrujicich lymfocyta.

Vyuzili tedy histochemické, nikoliv imunohistochemické detekce téchto lymfocytu.

38



Autofi ve své praci nalezli korelaci mezi pfitomnosti TIL v nadorové tkani a celkovym
prezitim pacientek s ovarialnim karcinomem, ale téz se stadiem maligniho

onemocnéni, histologickym typem a diferenciaci karcinomu (26).

Vroce 2003 publikovali vysledky své studie Zhang L. a kol
Imunohistochemicky vy3etfili celkem 186 karcinomu ovaria ve stadiu lll a IV dle FIGO
za pouziti antigenu CD3 k detekci T lymfocytd v nadorové tkani a nalezli korelaci
mezi pfitomnosti ¢i absenci TIL a klinickym prabéhem pokrocilého karcinomu ovaria.
Pfitomnost TIL v nadorové tkani byla spojena s medianem doby preziti 2.8x delSim
nez u nadord bez TIL. V multivariantni analyze potvrdili TIL za nezavisly
prognosticky faktor (p < 0.001) (56).

DalSi praci zabyvajici se prognostickym vyznamem TIL u ovarialniho
karcinomu je studie autorl Raspollini a kol. z roku 2005. Imunohistochemicky
vysetfili celkem 95 serdznich karcinoml ovaria ve stadiu Ill dle FIGO. Taktéz tato
prace potvrdila prognosticky vyznamny TIL na celkové preziti pacientek s touto
malignitou (p = 0.0001). Navic nalezli asociaci mezi po¢tem CD3 pozitivnich TIL
a odpovédi na prvni linii chemoterapie (35).

V roce 2005 byla publikovana dalSi prace zaméfujici se na vyznam TIL u
ovarialnino karcinomu. Vtéto studii Sato a kol. jako prvni rozliSuji stromalni
(v nadorovéem stromatu) a intraepitelialni (v nadorovém epitelu) lymfocyty. Autofi
vysetfili celkem 117 karcinom( ovaria ve vSech stadiich a zastoupeny byly vSechny
histologické typy. Kromé antigenu CD3 stanovovali imunohistochemicky i dalSi
markery T lymfocytd (napf. CD4 a CD8). V pfipadé CD3 pozitivnich T lymfocytd
nenalezli zadnou korelaci mezi jejich po¢tem v nadorovém stromatu ani
intraepitelialné a prognézou onemocnéni. Jako jediny subtyp lymfocytl, ktery mél
v této studii prognosticky vyznam na celkovou dobu pfeziti, byl pocet
intraepitelidlnich CD8 pozitivnich TIL (p = 0,002) (40).

Obdobné jako Sato a kol. (40) jsme i my v naSi studii zhodnotili zvlast
prognosticky vyznam CD3 pozitivnich T lymfocytd v nadorovém stromatu a zvlast T
lymfocytl infiltrujicich nadorovy epitel, tzv. intraepitelialnich lymfocytl. V pfipadé
stromalnich lymfocytl jsme nenalezli Zadny prognosticky vyznam v univariantni ani
multivariantni analyze. U pacientek s poétem stromalnich T lymfocytl vysSich nez

median byl median doby preziti 48 mésicu, u pacientek s poétem stromalnich T
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lymfocytd nizSim neZz median jen 56 mésicu, coZz se vS8ak ukazalo statisticky
nevyznamné (p = 0,80). Mnohem zajimavéjsi statistické vysledky (jak v univariantni,
tak multivariantni analyze) byly v pfipadé tzv. intraepitelialnich CD3+ T lymfocytu.
Median doby preziti byl u Zen s po¢tem intraepitelialnich T lymfocytd vysSich jak
median vice jak 60 mésicu, zatimco u pacientek s poctem téchto lymfocytd nizSim
jak median pouhych 29 mésicl. Tento parametr je velmi silnym prognostickym
faktorem (v univariantni analyze p = 0,000002, v multivariantni analyze p = 0,00001).
Relativni riziko Umrti pacientek s ovarialnim karcinomem, kde je pfFitomnost
intraepitelidlnich lymfocytd nizSi nez median, je 3,91x vy3Si nez u Zzen s poctem
téchto lymfocytd vyS$Sim nez median.

Nase vysledky tedy potvrzuji nalezy pFedchozich studii, Zze pfitomnost
intraepitelialnich tumor infiltrujicich lymfocytd ma prognosticky vyznam na preziti Zzen
s malignitou, stak Spatnou prognozou jako je karcinom ovaria. Ackoliv vétSina
pacietek s pokroCilym ovarialnim karcinomem v inicialni fazi reaguje na chemoterapii,
dlouhodobé vysledky chemoterapie nejsou jiz tak pfiznivé. Manipulace s imunitnim
systémem vedouci k navozeniimunitni odpovédi organismu proti nadoru nabizi
moznost zefektivnéni protinadorové IéCby s eradikaci rezidualnich nadorovych bunék
(35).
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6. Zaver

Nase prace na souboru 116 pacientek vySetfenych na Fingerlandové ustavu
patologie  Fakultni nemocnice Hradec Kralové zZjistila, Ze pfFitomnost
imunohistochemicky detekovanych CD3 pozitivnich intraepitelidlnich  tumor

infiltrujicich T lymfocytu je prognosticky vyznamny faktor.

Pfi statistickém zpracovani v univariantni analyze byly jako vyznamné faktory
majici vliv na délku preziti tyto faktory: vék (p = 0,02), pokrocilost nadorového
onemocnéni - stage (p = 0,000005), pfitomnost Ci absence rezidualniho tumoru po
primarni operaci (p = 0,00001), diferenciace (grading) ovarialniho karcinomu
(p = 0,02) a pocet intraepitelialnich CD3 pozitivnich TIL (p = 0,000002).

V multivariantni analyze jsme jako nezavislé prognostické faktory nalezly tyto
parametry: vék (p = 0,01), pfitomnost i absence rezidualniho tumoru (p = 0,004),
staging nadoru (p = 0,004) a pocet intraepitelidlnich CD3 pozitivnich TIL
(p = 0,00001).
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7. Souhrn

Karcinom ovaria je jednim z nejCastéjSich nadorovych onemocnéni u Zen.

Dle klasifikace WHO se déli na nadory z povrchového epitelu, nadory
gonadostromalni, nadory germinalni, nadory smiSené germinalni a gonadostromaini,
nadory nespecifické pro ovarium, nadory sekundarni, nddory neklasifikovatelné,

Prognéza onemocnéni zavisi na véku a celkovém stavu pacientky v dobé
diagnosy, klinickém stadiu (stage), diferenciace (grading) nadoru, histologickém typu
a velikosti rezidualniho tumoru. V souCasné dobé se studuje cela Fada
prognostickych faktoru, které se daji stanovit imunohistochemicky, napf. estrogenové
a progesteronoveé receptory, onkoprotein HER-2/neu, onkoproteiny, které se vztahuji
k apoptoze jako jsou p53, p21, bcl-2, zhodnocenim kinetiky bunééného rlstu napf.
pomoci antigenu Ki-67 i stanoveni angiogeneze v nadoru.

NaSe prace se zaméfila na zjiSténi prognostického vyznamu tumor infiltrujicich
lymfocytl. Na souboru 116 pacientek jsme imunohistochemicky stanovovali CD3
pozitivni T - lymfocyty uloZené intraepitelialné €i stromalné.

Pri statistickém zpracovani v univariantni analyze byly jako vyznamné faktory
majici vliv na délku preziti tyto faktory: vék (p = 0,02), staging nadoru (p =
0,000005), rezidualni tumor (p = 0,00001), grading nadoru (p = 0,02) a pocCet
intraepitelidlnich CD3 pozitivnich TIL (p = 0,000002).

V multivariantini analyze jsme jako nezavlslé prognostické faktory nalezly tyto
parametry: vék (p = 0,01), pfitomnost rezidualniho tumoru (p = 0,004), staging
nadoru (p = 0,004) a pocCet intraepitelialnich CD3 pozitivnich TIL (p = 0,00001).
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8. Summary

Ovarian cancer is one of the most freguent woman malignites.

According to the classification WHO is divided into the tumors from epithelium,
germinal tumors, gonadostromal tumor, mixed germinal and gonadostrominal tumor,
unspecified ovarian tumor , secondary tumor and unclassified tumor.

The prognosis of disease depends on the age and general condition of the
woman patiens in the time of the diagnoses, their tumor stage, grade, histological
subtype and the size of the residual tumor. At the present time there are many
prognosis factors that can be detected immunohistochemicaly : steroids receptors,
onkoprotein HER-2/neu, onkoproteins which apply to the apoptosis — p53, p21, bcl-2,
markers of the cell tumor growth — Ki-67, and by setting the angiogenesis in tumor.

The aim of the present study was to investigate the prognostic significance of
tumor-infiltrating T lymphocytes on overall survival of ovarian cancer patients. We
evaluated retrospectively by immunohistochemistry the distribution of CD3 positive
TIL (both in cancer stroma and within cancer epithelium) in tumor specimens of 116
patients.

In univariate analysis, age (P = 0.02), stage (P = 0.000005), grade (P = 0.02),
presence of residual tumor (P = 0.00001), and intraepithelial CD3 positiv TIL count
(P =0.000002), were associated with overall survival.

In multivariate analysis, age (P = 0.01), presence of residual tumor
(P =0.004), stage (P = 0.004), and intraepithelial CD3 positiv TIL  count

(P =0.00001) were found to be significant independent predictors of overall survival.
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DAB - diaminobenzidin

DNA - deoxyribonukleova kyselina

EGF - epidermal growh factor

ELISA - enzym linked immunosorbent assay
ER - estrogenovy receptor

FIGO - the International Federation of Gynecology and Obstetics
FGF - basic fibroblast growth factor

GOG - Gynecologic oncology group

HE - hematoxilin — eosin

HPF - hight power field

NK - natural killer
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TIL - tumor infiltrujici lymfocyty

VEGF - vaskularni endotelialni ristovy faktor

WHO - svétova zdravotnicka organizace
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