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3 Seznam pouzitych zkratek

CK 19 cytokeratin 19

CsSU Cesky Statisticky Utad

EC endometrial cancer (karcinom endometria)

ESGO European Society of Gynaecological Oncology (Evropska Spole¢nost pro

Gynekologickou Onkologii)

ESMO European Society of Medical Oncology (Evropska Spole¢nost Klinické
Onkologie)
ESTRO European SocieTy for Radiotherapy and Oncology (Evropska Spole¢nost pro

Radioterapii a Onkologii)

H&E hematoxylin eosin

ICG indocyanine green (indocyaninova zelen)

IHC immunohistochemistry (imunohistochemické vySetteni)
LN lymph node (lymfaticka uzlina)

LVSI lymphovascular space invasion (lymfovaskularni invaze)

LICAM L1 Cell Adhesion Molecule (L1 bunétna adhesivni molekula)
NCCN National Comprehensive Cancer Network (VSeobecna Narodni Sit’ pro

Onkologick4d Onemocnéni)

OSNA One-Step Nucleic Acid Amplification (metoda amplifikace nukleovych
kyselin)

PaLND paraaortic lymph node dissection (systematickd paraaortalni lymfadenektomie)

PLND pelvic lymph node dissection (systematicka panevni lymfadenektomie)

SLN sentinel lymph node (sentinelovéa lymfaticka uzlina)

SLNM sentinel lymph node mapping (detekce sentinelové lymfatické uzliny)



4 (Obsah

I ProhlaSeni 0 QULOTSTVI......couieiiriieiiiiecitete ettt sttt 3
2 POACKOVAN ...ttt ettt st b et b e bt ettt ettt enee b enee 4
3 Seznam pouZitych ZKIratek .........cccoeeiiiiiiiiiiiiiiieiieeeieee e 5
A ODSAN .ttt ettt et sttt ene e ae e 6
5 Strukturovany SOUNIM........ccuiiiiiiiiiiit ettt ettt s beesteeesbeessaesnsaesnaaens 8
6 SrUCTUIEd @DSTIACT ..o..eieiieiiiieiieee ettt ettt e et e bt e b e e sneeeneeas 10
7  Soucasny stav problematiky karcinomu endometria ............coceeeeveriienieninieneenenienene 12
7.1 EPIAemMIOIOZIC.....ccuiiiiieiieiie ettt ettt ettt et et e saneens 12
7.2 Rizikové a protektivni faktory karcinomu endometria..........cocceeeveeerieeiiienieeneennenns 15
7.3 Klasifikace karcinomu endometria...........c.oeviieiieiiiiiiiiiiieiee e 17
7.4  Klinicky obraz a diagnostické metody ..........ccceceeriiiiiiiiiieiieeeeee e 19
7.5 STAZINE .eeeeiieiieeiie ettt ettt et e e et e st e et eeeteeebeessbeeseeeabeenbeeesbeebeensaeenbeeesaeesaeenaeans 21
A I N ¥ o) 1 SRS 23
7.7  Vyznam lymfatického systému v kontextu gynekologickych malignit..................... 27
7.8  Detekce sentinelové uzliny karcinomu endometria...........cceeeeeveeeiveenciieencieeenneeenene, 29
7.8.1 ODBECIY TIVOQ ...ttt e et e et e e tae e et e e s st e e s nseeennseeennses 29
7.8.2  Anatomie lymfatického systému zenského genitalu ...........cceevcveeniieeninennnnnn. 32
7.8.3  Ptehled zptsobt detekce sentinelové uzliny u karcinomu endometria.............. 34

8  Vyuziti molekularné biologické metody One-Step Nucleic Acid Amplification (OSNA)

pfi vySetieni sentinelovych lymfatickych uzlin u pacientek s karcinomem endometria.......... 37
8.1 Cile diSErtaCni PIACE ....cc.eeeuieriieeiieeiie ettt ettt et et e e et e e beesteeenbeessaesaseesaeeens 37
8.2  Vybér pacientek vhodnych do studie..........ccceeviieiiiiiiiiiiiiiieeeece e 39
8.3 MetodiKa StUAIE .....eeiueiiiiiiiiee et 40

8.3.1 Mapovani sentinelove UZIINY .......cccceeeriiieiiiieiiee et 40
8.3.2  Ocisténi a prokrajeni sentinelove UZIINY ........cccvveeviiieiiieeiiiecieceee e 40

6



8.3.3  Zpracovani sentinelovych uzlin patologem..........cccccoeeviieeiiiiniieeciieecie e 41

8.3.4  Zpracovani sentinelovych uzlin metodou OSNA..........ccoovviieiiinieeiieeieeeene 41
8.3.5  Statistick€ ZpracoVAnT dat...........ccceeviieiiieriieiiieiie e 42
8.4 VYSIEAKY STUAIC ..ouevieiiieiiieiieeie ettt ettt e be e ens 43
8.4.1  Charakteristika pacientek ............ccoeriieiiieriiiiiiieiie et 43
8.4.2  Vysledky detekce sentinelovych Uzlin ..........ccocceveviiiiiiiiiieniiiieeeeee e 44
8.4.3  Porovnani zavéri metody OSNA s ultrastagingem (H&E a IHC CK19) .......... 44

8.4.4  Porovnani metod ve smyslu schopnosti detekce mikrometastaz ¢i

MNAKTOMELASTAZ ...c.vieiiieiie ettt ettt et s e bt e et e e st e eateesabeenbeesaeeenneas 47
8.4.5  Hodnoceni pacientek z hlediska pouzitych metod ...........ccooceeeiiiiiiiinniieenne 49

8.4.6  Zatezeni pacientek do TNM a FIGO klasifikace dle pouZitych vySetiovacich
metod 50

8.5 DISKUSE .ttt ettt et 51
B0 ZAVET ettt et h ettt b ettt b et et nae e 56
O POUZItA TIEETATUIA ....eevieieetieieeie ettt ettt ettt et et see et et eeaeenaeennesaeens 57
10 Publikacni a pfednaSkova €INNOSt QULOTA ......ceccveeeriieeiiieeiee et 65
10.1 Publikace s impakt faktorem ..........ccccoeeiieiiiiiiiiiee e 65
10.2  PubliKace reCeNZOVANE ..........cccuiiiiiiiiieeiieeiie ettt ettt st ate b e seeeeneeas 65
10.3 Ptfednasky na konferencich s mezindrodni U€asti..........ccoceevieeiiieniiiiiieniieieeeeee, 66
10.4 Piednasky na narodnich konferencich.........c..coocoeoiriiiiniiiiniiiniccece 67



5 Strukturovany souhrn

Hypotéza studie

Metoda One-Step Nucleic Acid Amplification by mohla piedstavovat efektivni
intraoperativni ndstroj detekce metastatického postizeni lymfatickych uzlin u pacientek

s karcinomem endometria na urovni ultrastagingu.
Cile prace

Obsahem této prace je oveéreni vyuzitelnosti molekularné biologické metody One-Step
Nucleic Acid Amplification (OSNA) pro detekci mikrometastatického a makrometastatického
postizeni sentinelovych lymfatickych uzlin u pacientek s karcinomem endometria pro klinickou
praxi. Primdrnim cilem prace je srovnani zavérii metody OSNA se zavérem histopatologického
ultrastagingu sentinelovych uzlin. Mezi sekundarni cile patii vyjadieni dopadu této metody na
fazeni pacientek do stadii dle FIGO klasifikace, vlastni GispéSnost detekce sentinelové uzliny a
imuhohistochemické potvrzeni exprese cytokeratinu 19 primarnim tumorem u vSech pacientek

zatazenych do studie.
Pacientky a metody

Pacientky indikované k opera¢ni 1écbé pro karcinom endometria, které podepsaly
informovany souhlas se zafazenim do studie, podstoupily detekci a exstirpaci sentinelovych
lymfatickych uzlin. Ta probéhla pomoci intracervikalni aplikace traceru. Uzliny> 5 mm byly
prokrajeny po 2 mm paralelné ke kratké ose uzliny. Liché fezy byly vySetieny metodou OSNA,
sudé hematoxylinem eozinem (H&E) a imunohistochemickym vySetfenim na cytokeratin 19
(IHC CK19), protokolem odpovidajicim ultrastagingu. Uzliny < 5 mm byly podéIné rozdéleny
na dvé¢ stejné Casti, jedna polovina vysetiena metodou OSNA, druhd polovina ultrastagingem.

Zaveéry metody OSNA byly porovnany s vysledky ultrastagingu a statisticky zpracovany.



Vysledky studie

Do studie bylo zafazeno 58 pacientek a bylo ziskdno 135 sentinelovych uzlin. U 54 z 58
(93 %) ptipadl pacientek zatazenych do studie bylo dosazeno oboustranné detekce, u 4 (7 %)
pacientek se podafilo lokalizovat sentinelové uzliny pouze jednostranné. Ultrastaging i OSNA

se shodly na 107 negativnich a 10 pozitivnich vysledcich.

Metoda OSNA navic detekovala v 18 sentinelovych uzlindch mikrometastatické postizeni,
zatimco histopatologicky ultrastaging vyhodnotil tyto uzliny jako negativni. V ptipad¢ jedné

uzliny byl zaznamenéan falesné negativni vysledek metody OSNA.

Pti srovnani vysledkii metody OSNA se zavéry ultrastagingu pomoci H&E a IHC CK19
jako referenéni metody, bylo dosazeno sensitivity 90,9 %, specificity 85,5 %

a konkordance 85,9 %.

Celkem bylo diky metodé OSNA zarazeno do stadia FIGO III o 20,69 % pacientek vice.
Exprese cytokeratinu 19 primarnim nadorem byla imunohystochemicky potvrzena u vSech

pacientek ve studii.
Zaver

Vysledky metody OSNA vykazuji vysokou miru shody s histopatologickym
ultrastagingovym vysetfenim. Metoda OSNA navic vykazovala statisticky vyssi frekvenci
zachytu mikrometastaz (p<0,0033) a zatadila do III. stadia dle FIGO klasifikace o 20,69 %

pacientek vice.



6 Structured abstract

Hypothesis

The One-Step Nucleic Acid Amplification method could represent an effective
intraoperative tool for detection of metastatic involvement of lymphatic nodes on the level of

ultrastaging in endometrial cancer patients.
Objective

Utilization of the One-Step Nucleic Acid Amplification (OSNA) molecular biology
method for the detection of the micrometastatic and macrometastatic involvement of sentinel
lymph nodes in endometrial cancer patients. The objective is a comparison with the conclusion
of the histopathological ultrastaging of sentinel lymph nodes and a description of the clinical

consequences of this method.
Methods

Patients indicated for the surgical treatment of endometrial cancer underwent
the detection of sentinel lymph nodes that was executed using the intracervical application
of a tracer. Nodes larger than 5 mm were cut into sections 2 mm thick parallel to the short axis
of the node. Odd sections were examined using the OSNA method, while even ones were
examined by hematoxylin and eosin (H&E) and immunohistochemical examination to detect
cytokeratin 19 antibody (IHC CK19) based on an ultrastaging-relevant protocol. Nodes
of the size of 5 mm and smaller were divided into halves along the longitudinal axis with one
half being examined using the OSNA method and the other half by ultrastaging. Conclusions
of the OSNA method were compared to results of ultrastaging.

Results:

In total 58 patients were included in the study and a total of 135 sentinel lymph nodes

were acquired. Both ultrastaging and OSNA agreed on 107 negative and 10 positive results.

In addition, OSNA detected micrometastatic involvement in 18 sentinel lymph nodes
while histopathological ultrastaging evaluated these nodes as negative. In one node a false

negative result using the OSNA method was recorded.
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When comparing the results of the OSNA method to the conclusions of H&E and IHC
CK19 as areference method, the sensitivity of 90.9%, the specificity of 85.5%, and
the concordance of 85.9% was attained. Thanks to the OSNA method, by 20.69% more patients
could be included into the FIGO stage III. The expression of cytokeratin 19 was

immunohistochemically confirmed in all primary tumours.

Conclusions

The results  of the OSNA method show ahigh level of consistency with
histopathological ultrastaging examination. In addition, the OSNA method has shown a higher
frequency of the detection of micrometastases and included 20.69% more patients into

the FIGO stage III.

Highlights

e The OSNA molecular biology method was employed to detect micro- and
macrometastases in sentinel lymph nodes of endometrial cancer patients

e (Compared to ultrastaging, the OSNA method showed the sensitivity of 90.9%,
the specificity of 85.5%, and the concordance of 85.9%

e In our group, the OSNA method shows ahigher detection of the micrometastatic
involvement of sentinel lymph nodes

e The OSNA method included by 20.69% more patients into the FIGO stage III
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7 Soucasny stav problematiky karcinomu endometria

7.1 Epidemiologie

Karcinom délozniho t€la je v Evropé a severni Americe nejcastéj$i malignitou
postihujici Zensky genital. V roce 2012 bylo nové diagnostikovano 527 600 Zen [78].
V Ceské Republice v roce 2015 nové onemocnélo 1948 Zen a 451 Zen v dasledku tohoto
onemocnéni zemielo. Tato data odpovidaji incidenci 36,32/100 000 a mortalité¢ 8,41/100
000 zen. Ceska Republika se tak dlouhodobé fadi k zemim s celosvétové nejvyssi incidenci
tohoto onemocnéni. V ramci Ceské Republiky v incidenci karcinomu dé&lozniho téla
dominuje Plzenisky kraj, dale néasleduji Pardubicky kraj, Kralovéhradecky kraj a kraj
Vysocina. Grafické znazornéni rozlozeni incidence karcinomu endometria celosvétoveé a

v ramci Ceské Republiky viz Obrazek 1 az 5 [1, 31]

Obrazek 1 Celosvétoveé rozlozeni incidence karcinomu délozniho téla (GLOBOCAN)
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Obrazek 2 Celorepublikové rozlozeni incidence karcinomu délozniho t&la (UZIS)
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Obrazek 3 Incidence karcinomu délozniho téla v CR v ase (UZIS)
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Obrazek 4 Rozlozeni karcinomu délozniho téla v CR dle véku (UZIS)

C54 - ZH téla déloZniho - Incidence, Zeny
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Obréazek 5 Rozlozeni karcinomu délozniho téla v CR dle stadia onemocnéni (UZIS)
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7.2 Rizikovée a protektivni faktory karcinomu endometria

Karcinomy endometria jsou tradicné déleny na typ 1 a typ 2 [14, 73]. Typ 1 ptredstavuje
Castéj$i, mén¢ agresivni, estrogen dependentni formu onemocnéni a o jeho rizikovych faktorech
mame k dispozici vE€tsi mnozstvi dat. Na stranu druhou, typ 2 karcinomu endometria
piedstavuje méné Castou, estrogen independentni, agresivni formu a o jeho rizikovych faktorech
mame k dispozici mén¢ udaji. Vzhledem k nartstajici nad¢ji doziti u zenské populace, ktera se
dle CSU v posledni dobé zvedla o 3,5 roku, nabyva véasna identifikace rizikovych faktorti na

vyznamu.

Endometridlni endometroidni adenokarcinomy, karcinomy typu 1, vznikaji na podkladé
neoponované stimulace sliznice dutiny délozni estrogeny s naslednym vznikem hyperplazie
endometria, vznikem bunéénych atypii a postupnym piechodem do vlastniho karcinomu.
Karcinomy typu 2 jsou histologicky nejcastéji popisovany jako serosni a svétlobunééné (clear
cell), estrogen independentni, vznikajici na podkladé atrofického endometria. Jsou hiie
diferencované a maji horsi prognézu. Dle dat dostupnych z literatury ma tento agresivnéjsi typ
karcinomu endometria, navzdory své nizsi ¢etnosti (typ 2 20% vs. typ 1 80%), vyrazny podil

na mortalité pro diagndzu karcinom endometria a to asi 40% [51].

Mezi nejcastéji uvadeéné rizikové faktory, spojované zejména stypem 1 karcinomu
endometria, patii v€k > 55 let, obezita, zvySena hladina estrogentl, ¢asnd menarche, nuliparita,
pozdni menopauza, Lynchliv syndrom, uZivani Tamoxifenu, tumory s produkci estrogenti
(ovarialni tumory z bunék granulozy). Pfi obesité souvisi zvySend hladina estrogenil s periferni
konverzi androgent v tukové tkani na estrogeny aromatdzami. Dochézi tak k hyperstimulaci
délozni sliznice estrogeny a vzniku hyperplazie endometria, ktera tak miize mit atypicky prabéh
s naslednym vysokym rizikem ptechodu do karcinomu endometria. Casto je u Zzen s diagnézou
karcinomu endometria pfitomen metabolicky syndrom ¢i diabetes mellitus. U Lynchova
syndromu (autosomalné¢ dominantni syndrom hereditarniho nepolypdzniho kolorektalniho
karcinomu) existuje riziko vyss$i ¢etnosti vyskytu rakoviny dé€lozniho t€la (celozivotni riziko
30-70%), a na jeho podklad¢ vznika asi 2% karcinoml endometria [86]. K ostatnim rizikiim
tohoto syndromu patii zvySeny vyskyt rakoviny tlustého stfeva, ovarii, tenkého stieva,
mocovych cest, jater, slinivky, mozku atd. [46]. Ohledné nosicek BRCA mutaci se zatim vyssi
riziko vyskytu rakoviny dé€lozniho téla pouze predpoklada — zejména pro histologickou variantu

ser6zniho karcinomu endometria [12, 71]. Raritni autosomdlné¢ dominantni Cowdenlv
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syndrom, s mutacemi v PTEN supresorovych genech, pfedstavuje krom zvySené¢ho vyskytu
mukokutannich 1¢ézi, rakoviny ledvin a tlustého stieva také zvySené riziko pro vznik

endometrialniho karcinomu a to s celozivotnim rizikem asi 13-19% [62].

Vyznam protektivniho vlivu zdravého zivotniho stylu vyplyva jiz z vyctu vétSiny vyse
uvedenych rizikovych faktord. Na samotnou, estrogeny hyperstimulovanou, délozni sliznici
maji ochranny vliv G¢inky gestagenti. Uzivani hormonalni kontracepce po dobu minimaln¢ 12
meésict pusobi protektivné po nasledujicich 10 let zivota zeny. CeloZivotni pokles rizika pfi
uzivani orédlnich kontraceptiv se dle literatury udava o 30% [19]. S nizkym rizikem vzniku
karcinomu endometria je asociovano i kojeni, vyssi veék pfi poslednim porodu a kupodivu i

nikotinismus [5].

U karcinomu délozniho téla typu 2 je situace ohledné rizikovych faktord dosud nejasna.

Podle nékterych metaanalyz se vSak vétSina rizikovych faktord shoduje s cCastéjsi typ 1

variantou [73].
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7.3 Klasifikace karcinomu endometria

Karcinom dé€lozniho téla byl historicky (od roku 1983) na zédkladé Bokhmanovy hypotézy,
postavené na klinickém a epidemiologickém pozorovani, d€len do dvou podtypt, vyrazné se
odliSujicich klinickymi a endokrinnimi vlastnostmi [14]. Karcinom endometria typu 1 je
diagnostikovan asi v 80% ptipadd. Jedna se o typicky méné agresivni formu s témito
charakteristikami: endometroidni histologie (ev. mucindzni), vysoky stupen diferenciace tkan¢
tumoru (grade 1-2) a pfitomnost exprese hormonalnich estrogenovych a progesteronovych
receptord. Tento typ tumoru je nejcastéji diagnostikovan v Sestém deceniu, a asociovan
s vlivem stimulace endometria estrogeny vznikajicimi periferné v tukové tkani. Tyto
pacientky, klinicky se Casné prezentujici abnormalnim déloZznim kracenim, jsou ve vétSing
ptipadt (asi 90%) diagnostikovany v incipientnich stadiich s onemocnénim omezenym na
délohu a tudiz s dobrou prognézou [2]. Typ 2 zahrnuje histologicky grade 3 endometroidni
endometridlni adenokarcinom a dal§i nonendometroidni podtypy — serosni, svétlobunéény
(clear cell), karcinosarkom ¢i nediferencované karcinomy. Vznikaji na podkladé atrofického

endometria, jsou agresivni a s hor$i prognézou [14].

Dosud vyuZivané histopatologické a klinické déleni karcinomu endometria spolu sice
z urCité casti koreluje, nicméné existuje urcita biologicka a molekularni heterogenita v rdmci
obou téchto systémi. O novy fadd a ptesnéj$i zpusob rozliSovani jednotlivych podtypl
karcinomu endometria se proto v soucasnosti snazi i genomicka klasifikace za ucelem presnéjsi
charakteristiky typu onemocnéni a nésledné tpravy 1é€by takzvané “na miru* [53]. Typ 1
karcinomu endometria je ¢ast&ji spojovan s mutacemi PTEN, KRAS, CTNNBI1 a PIK 3CA a
mikrosatelitni instabilitou. Naproti tomu serosni karcinomy se prezentuji Casto s HER2

amplifikaci ¢1 TP53 mutacemi.
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Genomicka klasifikace karcinomu endometria se opira o data z The Cancer Genome Atlas

Research Network (TCGA) [42].

Dle téchto tdaji byl karcinom endometria roz¢lenén do 4 ttid:

1) POLE (ultramutované) tumory, charakteristicky vysoky podil mutaci na polymerase ¢
podilejici se na replikaci DNA, vyskytuje se i zvySend frekvence mutaci PTEN,
PIK3R1, PIK3CA, FBW7 a KRAS. Tato skupina je asociovana s dobrou prognézou.

2) MSI- skupina mikrosatelitni instability, vysoky podil mutaci a mikrosatelitni instability
diky metylaci MLHI, vyskytuji se i KRAS a PTEN mutace. SpiSe endometroidni
tumory.

3) Copy-number low- endometroidni tumory, nizky pocet mutaci, endometroidni tumory
grade 1-2, CTNNB1 mutace.

4) Copy-number high- serosni apod. tumory, vysoky pocet aberaci, mutace TP53,
FBXW?7,PPP2R1A, PTEN a KRAS. Tato skupina zahrnuje agresivni tumory se Spatnou

prognozou.

Integrace genomické charakteristiky do jiz zavedenych prognostickych faktorii a celkového
pojeti karcinomu endometria by méla umoznit 1épe identifikovat ty pacientky, které budou
profitovat pouze z chirurgické 1écby a u nichz je recidiva onemocnéni méné pravdépodobna.
Zde by pouziti adjuvantni lécby znamenalo tzv. “overtreatment. A naopak u pacientek,
presnéji identifikovanych vSemi dostupnymi prognostickymi faktory jako vysoce rizikové,

zalit s v€asnou a dostate¢né¢ intenzivni adjuvantni 1écbu [53].

Poznamka autora: Tato disertacni prace se zabyva jen epitelidlnimi tumory déloZniho téla,
které tvofi naprostou vétSinu déloZznich malignit. Pouze asi 3% procenta déloznich malignit jsou

representovana stromalnimi ¢l mesenchymalnimi sarkomy [24].
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7.4 Klinicky obraz a diagnostické metody

Karcinom endometria je nejcastéjsi gynekologické maligni onemocnéni zen v rozvinutych
zemich. Hlavnim klinickym pfiznakem je abnormalni délozni krvaceni, tento symptom se
vyskytuje u 75-90% pacientek [72]. Pravé diky tomuto ¢asnému piiznaku je vétSina pacientek
diagnostikovéana ve stadiu, kdy onemocnéni postihuje pouze délohu ¢i v idealni ptipad¢ jen
dé€lozni sliznici. V nékterych piipadech, u jinak asymptomatickych Zen, jsou atypické zmény

endometria zachyceny pfi provedeni cervikalniho stéru.

Dle dostupnych dat je karcinom endometria pti¢innou atypického dé€lozniho krvéaceni az u
20% Zen v postmenopauze, u dalich az 15% je histologicky potvrzena hyperplasie endometria
[26]. Typicky se abnormalni délozni krvaceni objevuje u Zen po 55 roce (76,6%), méné Castéji
diagnostikujeme toto onemocnéni i u Zen v premenopausalnim obdobi (riziko roste s vékem
zeny). Zastoupeni tohoto onemocnéni v nizSich vékovych kategoriich je vyrazné nizsi, 16,3%

onemocnéni se objevuje ve v€ku mezi 45-54 lety, 7,1% u pacientek mladSich 44 let [55].

Standardnim zobrazovacim vySetfenim délohy a déloZni sliznice je ultrasonografické
vysetfeni, v idealnim ptipadé provedené expertnim ultrasonografistou. Zeny v postmenopauze,
bez klinickych ptiznakd, s Sitkou endometria do 4-5mm maji minimalni riziko malignity [32].
V ptipadé€, Ze se Sife endometria piiblizuje svoji hodnotou 20mm, je riziko endometrialni
malignity vysokeé [43]. ZvlaStni skupinu Zen, tvoii pacientky na hormonalni 1é€bé. Napiiklad u
pacientek 1écenych tamoxifenem, kdy je endometrium Casto vyssi, rizikova hranice neni jasné
stanovena. Tyto Zeny by mély byt sledovany a velky duraz je kladen zejména na klinické
symptomy ve form¢ abnormélniho krvaceni. V ptipad¢ jakéhokoliv podezieni by mél byt

proveden odbér histologického vzorku.

K posouzeni rozsahu onemocnéni 1ze vyuzit dle moznosti a zkusSenosti pracovisté dopliujici
zobrazovaci vySetfeni jako CT, PET-CT ¢i PET -MRI k posouzeni retroperitonealnich struktur
a vnitinich organtd. Situaci v malé panvi, v piipadé¢ USG nejasnosti (invaze do myometria,

stromatu hrdla ¢i parametrii...), mize pomoci osvétlit MR

Kompletni diagnostika d€loZznich malignit samoziejm€ zahrnuje 1 komplexni
gynekologické vysetfeni, laboratorni vySetfeni a neni-li provedeno CT vySetfeni hrudniku je

doplnén i RTG snimek.
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Role nadorovych markert (napt. Ca 125 ¢i HE4) neni v pfipadé karcinomu endometria
dosud jasn¢ stanovena. Idealni naddorovy maker pro diagnostiku a follow up tohoto onemocnéni

zatim nebyl nalezen.

Definitivni diagndza je stanovena z histopatologického vySetfeni vzorku tkdn€¢ odebraného

pti provedeni biopsie, frakcionované kyretaze ¢i z preparatu hysterektomie.
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7.5 Staging

V klinické praxi je staging karcinomu endometria dle FIGO (International Federation of
Gynaecology and Obstetrics) bézn¢ pouzivan jiz nékolik dekad. Klinicky staging byl pouzivan
od roku 1970 a ptvodné se opiral pouze o udaje z fyzikalniho vySetfeni a diagnostické
frakcionované kyretaze. V roce 1988 byl tento piivodni systém modifikovan na zakladé nové
dostupnych dat ohledné rozsahu onemocnéni z chirurgického stagingu a histologickych
vlastnosti tumoru. Do tohoto systému byl tehdy prvné v€lenén i prvek zohlednujici postizeni
regionalnich panevnich a paraaortalnich lymfatickych uzlin [11]. Vroce 2009 doznala
klasifikace opét nc¢kolika zmén, naptiklad byla vytvotfena vlastni klasifikace pro epitelidlni

tumory a zvlast’ pro délozni sarkomy [21].

Aktualné byla v roce 2017 americkou spole¢nosti AJCC (American Joint Committee on
Cancer) provedena posledni revize stagingu karcinomu endometria, kterd vstoupila v platnost
od ledna roku 2018 [6]. Jak 1ze odecist z nize uvedené tabulky (Tabulka 1), s pfehledovym
zobrazenim jednotlivych aktualizovanych stadii FIGO vcetné jejich popisu a ekvivalentu v
TNM Kklasifikaci, nejvétsi zménou bylo zaclenéni mikrometastatického postizeni do obou
kategorii IIIC1 1 IIIC2 a v¢lenéni konceptu sentinelové uzliny jako samostatné varianty ¢i

dopliiku systematické panevni a paraaortalni lymfadenektomie v indikovanych ptipadech.

Ukazuje se tedy, Ze identifikace a nasledné podrobné zpracovani sentinelové uzliny, at’ uz
ultrastagingem ¢i v budoucnu ev. metodou OSNA, ma pfimy vliv na zatfazeni pacientky do
odpovidajiciho stddia onemocnéni a na volbu adekvatni adjuvantni 1écby. Tato skutecnost je
pravé s ohledem na téma této prace velice vyznamna, nebot podtrhuje jeji moZzny piimy

klinicky dopad.
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Tabulka 1 FIGO a TNM staging karcinomu endometria

TNM FIGO Popis

T — tumor

X Primarni tumor nelze posoudit

TO Bez prtikazu primarniho tumoru

Tis Karcinom in situ

T1 I Tumor ohranic¢eny na télo délozni, véetné postizeni endocervikalnich
zlaz

Tla A Postizeno pouze endometrium, invaze maximalné do 50% tloustky
myometria

Tlb 1B Invaze vice nebo rovno 50% sily myometria

T2 I Nador invaduje do stromatu cervixu, bez Sifeni mimo délohu. Neni
zahrnuto postizeni endocervikalnich zlaz.

T3 111 Postizeni serozy, adnex, vaginy a parametrii

T3a A Néador postihuje serdézu a/nebo adnexa, ptimo ¢i jako metastaza

T3b 1B Nador postihuje vaginu ¢i parametria, piimo ¢i jako metastaza

T4 IVA Nador postihuje moc¢ovy méchyt ¢i rektum

N - regionalni mizni uzliny

NX Regionalni mizni uzliny nelze posoudit

NO Regionalni mizni uzliny bez metastaz

NO(it+) Zastizeny isolované tumorové buiiky, 1éze ne vétsi nez 0,2mm

N1 IIIC1 Metastazy v regionalnich panevnich miznich uzlinach

Nlmi ic1 Metastagryvy reglc?nalnlch panevnich miznich uzlinach vétsi 0,2mm
ale mensi ¢i rovné 2mm

Nla IIC1 Metastazy v regionalnich panevnich miznich uzlinach vétsi 2mm

N2 IC2 Metastazy v regionadlnich paraaortdlnich uzlindch, bez ¢i
s pozitivitou panevnich uzlin

. Metastazy v regionalnich paraaortalnich miznich uzlindch vétsi

N2mi 1Ic2 o < . .. e , . .
0,2mm ale mensi ¢i rovné 2mm, bez Ci s pozitivitou panevnich uzlin

N2a IC2 Metastazy v regionalnich paraaortalnich miznich uzlinach vétsi

2mm, bez ¢i s pozitivitou panevnich uzlin

Pfipona (sn) je pfidana k pismenu N tehdy, kdyZ je metastiza identifikovéna jen v sentinelové uzliné.

M - vzdalené metastazy
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MO Bez vzdalenych metastaz

Vzdalené metastazy (veetné metastaz do inguinalnich lymfatickych

M1 IVB o . AR . ,
uzlin, intraperitonealni diseminace, plic, jater, kosti)

Histologicky Grade- stupen diferenciace tkané tumoru

GX Grade nelze urcit

Gl Dobre diferencovany

G2 Stredné diferencovany

G3 Spatné diferencovany ¢&i nediferencovany
7.6 Terapie

Primarni terapie karcinomu endometria se opira o chirurgickou 1é¢bu. Vzhledem k tomu,
7e vetSina pacientek méa onemocnéni omezené na délohu, je hlavnim tkolem operatéra odstranit
in toto cely orgdn — tedy bez morcellace [13, 56]. Ponechani adnex je mozné, po zvaZeni vSech
okolnosti u premenopauséalnich pacientek ve stadiu I [47]. Je respektovan laparotomicky i

laparoskopicky ptistup [27, 30].

Pacientky miizeme z pohledu chirurgické 1é¢by roz¢lenit do tti skupin:

e Pacientky s onemocnénim omezenym pouze na délohu
e Pacientky s pfedpokladanym masivnim postizenim délozniho hrdla

e Pacientky s mimodéloZzni diseminaci onemocnéni

U pacientek s onemocnénim limitovanym pouze na d€lohu je zdkladnim bodem chirurgické
1é¢by extrafascidlni hysterektomie s oboustrannou adnexektomii. V piipadé, Ze je to s ohledem
na rizikové faktory indikovano, je vhodné doplnit operaci i o provedeni tzv. chirurgického
stagingu ke kompletaci vSech dat potfebnych k rozhodnuti o rozsahu eventualni adjuvantni

1é¢by. Rozsah operacniho vykonu mize byt limitovan zdravotnim stavem pacientky.
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Soucésti chirurgického stagingu je zhodnoceni vSech intraperitoneélnich struktur véetné
peritonealnich povrchli. Suspektni struktury by vzdy mély byt odstranény ¢i alespon
bioptovany, odbér peritonedlni lavaze ¢i ascitu na cytologii neni jiz mandatorni soucasti
chirurgického stagingu. ZvétSené ¢i suspektni lymfatické uzliny by mély byt exstirpovany.
Systematicka panevni a paraaortalni lymfadenektomie, v ptipad¢ absence klinicky suspektnich
lymfatickych uzlin, je spolecnostmi ESMO-ESGO-ESTRO doporu¢ovana jen v indikovanych
ptipadech (Tabulka 2) [20]. V takovém ptipad€ jsou uzliny v panevni oblasti exstirpovany
z okoli externich, internich a spolecnych ilickych cév a obturatorni fossy. V oblasti paraaortalni
jsou pak exstirpovany uzliny inframesenterické a subrendlni, lokalizované parakavalng,
paraarotalng, presakralné¢ a interaortokavaln€. Novou moznost predstavuje vyuziti konceptu
mapovani a nasledného podrobného histopatologické vysetfeni (ultrastaging) sentinelové
uzliny u pacientek s onemocnénim omezenym pouze na délohu. Omentektomie je jako soucést
chirurgické stagingu rezerovana pro pacientky s méné obvyklym histologickym ndlezem

serosniho karcinomu, svétlobunééného karcinomu (clear cell) ¢i kacinosarkomu [56].

Fertilitu zachovavajici 1écba mliZze byt nabidnuta pacientkdm ve stadiu FIGO IA s dobfie
diferencovanym endometridlnim endometroidnim adenokarcinomem omezenym pouze na
endometrium (potvrzeno expertnim ultrasonografickym a MRI vySetfenim). Princip této 1écby
spo¢iva v kontinudlnim podavani gestagenu (megestrol acetat, medroxyprogesteron,
levonorgestrel) s bioptickou monitoraci stavu endometria kazdych 6 mésict. Pacientky, které
se pro tuto variantu rozhodnou, by mély byt pouceny o rizikovosti tohoto postupu a méli by
podstoupit konsultaci v centru asistované reprodukce. Uspé&$nost otéhotnéni se v tomto piipadé
pohybuje okolo 35%.[33]. Po naplnéni rodinnych plant ¢i pfi selhani 1é¢by by méla byt

dokoncena standardni operacni 1écba [40].

U pacientek s masivnim postizenim dé¢lozniho hrdla je mozné zvazit radikélni
hysterektomii, ktera muze vést ke zlepSeni lokoregionalni kontroly [69]. Ostatni principy
zlstavaji shodné. U pacientek s mimodé&loznim postizenim je indikovan v ramci vykonu

debulking postizenych mist, v piipad¢ resekability.

Pro pacientky neschopné podstoupit primdrni chirurgickou 1é¢bu, ¢i s néalezem
neresekabilnich lozZisek nemoci, pfichazi v vahu jako wvarianta teleradioterapie =+
brachyterapie, v indikovaném ptipad¢ pak v kombinaci s chemoterapii. Chemoterapii lez vyuzit
1 jako neoadjuvanci a operacni vykon provést v druhé dobé v zavislosti na 1é€ebné odpovédi.

Optimalnim cilem je vzdy dosazeni nulového pooperacniho residua tumoru [10].
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Tabulka 2 Indikace k systematické panevni (PLND) a paraaortalni lymfadenektomii (PaLND)
dle rizikovych faktor dle doporuceni spole¢nosti ESMO-ESGO-ESTRO [20]

Rizikova Charakteristika rizik PLND+ PaLND
skupina
Nizké riziko Invaze do myometria pod 50% a Neni doporucena

Histolog. grade 1 ¢i2

Stfedni riziko Invaze do myometria nad 50% a | Je ke zvazeni za uc¢elem stagingu

Histolog. grade 1 ¢i2

Invaze do myometria pod 50% a | Je ke zvaZeni za ucelem stagingu

Histolog. grade 3

Vysoké riziko Invaze do myometria nad 50% a | Je doporucena

Histolog. grade 3

Adjuvantni 1é¢ba karcinomu endometria se fidi dle dat ziskanych stagingem a
s piihlédnutim k rizikovym faktorim a zdravotnimu stavu pacientky. Mezi rizikové faktory
zasahujici do volby adjuvatni 1écby patii vek pacientky, histologicky prokazana
lymfovaskuldrni invaze, velikost tumoru, postiZzeni dolniho déloZzniho segmentu, histologicky
typ tumoru (serosni ¢i svétlobunééné tumory), grade 3 endometroidni endometrialni karcinomy,

hloubka invaze tumoru.

Pooperacni adjuvantni radioterapie by méla byt zahdjena idedlné¢ po zhojeni posSevniho
pahylu — tedy cca za 6-8 tydnti, nejpozdéji vSak do 12 tydnti od operace [16, 50]. Radioterapii
rozliSujeme na teleradioterapii a brachyterapii. Teleradioterapie je zafeni podavané zevné do
oblasti panve ¢i oblasti paraaortalnich uzlin. K co nejpiesngjsi distribuci radiacni 1écby je
vyuzivano planovacich CT ¢i MRI vysetfeni. Brachyterapie je nej€astéji podavana vaginalné
na oblast poSevniho pahylu, méné Casto do ponechané délohy (pfedoperané ¢i primarng).
Radioterapii lze vyuZit 1 v rdmci neoadjuvantni lé€by. V piipadé primarné inoperabilnich
tumort rozhoduje souhrn vsech rizikovych faktorti (ohledn€¢ mozné diseminace onemocnéni),

zda bude k systémové 1é¢be nasazena samotnd brachyterapie ¢i v kombinaci s teleradioterapii.

Adjuvantni chemoterapie, nejcastéji v rezimu Carboplatina/Paclitaxel, lze vyuzit u

pacientek s onemocnénim omezenym na délohu za pfitomnosti vyznamnych rizikovych
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faktort- naptiklad FIGO IB, histologicky G3 [35]. Pacientky s prokdzanym postizenim mimo
vlastni délohu jsou vzdy indikovany k adjuvantni 1é€b¢ (paklize neexistuje jeji kontraindikace
napi. vzhledem k zdravotnimu stavu). U postizeni omezeného Cisté na lymfatické uzliny ¢i
adnexa je indikovana chemoterapie v kombinaci s radioterapii. Je vS§ak mozné aplikovat pouze
radioterapii. U IV. stadia vSak chemoterapie zcela dominuje a radioterapie piedstavuje jeji

mozny doplnék [49, 56, 61].

Ohledné detailniho algorytmu adjuvatni terapie karcinomu endometria, kterd vyuziva
kombinace teleradioterapie, brachyterapie a chemoterapie odkazuji na aktudlni schémata
doporuceni spolec¢nosti NCCN[56] a ESMO-ESGO-ESTRO [20]. Tato doporuceni se také
vénuji follow up, paliativni 1€cbé 1 vyuziti dalSich 1écebnych metod (antiangiogenni 1écba,
hormonterapie ...) a celkové sumarizuji pfehlednym zplisobem soucasné aktudlni poznatky
1€katské védy pro praktické vyuziti v bézné klinické praxi. Cilem této prace neni detailni popis
lécebné strategie, ale porovnani molekularné biologické metody OSNA s histopatologickym
ultrastagingem v diagnostice metastatického postizeni sentinelovych lymfatickych uzlin u

pacientek s karcinomem endometria.
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7.7 Vyznam lymfatickeho systému v kontextu gynekologickych malignit

Lymfaticky systém je drendzni soustava, ktera se sklada ze spleti lymfatickych kapilar,
lymfatickych cév a lymfatickych uzlin sbihajicich se v ductus thoracicus a ustici do vendzniho
systému. Lymfa hromadici se v mezibunéénych prostorech je timto zplisobem odvadéna a
recirkulovana. Slozeni lymfy se podoba slozeni krevni plazmy s vys$im podilem bilkovinné
slozky a méni se v zévislosti na tkani, ze které pochazi. Naptiklad lymfa vznikajici z travici
soustavy vykazuje vyssi koncentraci tuktl, lymfa z jater mé vyrazné€jsi zastoupeni bilkovinné
slozky atd. Lymfa mé schopnost transportu vétSich Castic v porovnéni s krevnim fecistém.
Lymfatické kapildry drénuji organy, aby piivedly lymfu do aferentnich cév mificich do
lymfatickych uzlin. Nasledné tee lymfa eferentnimi cévami dale smérem k ductus thoracicus
a jim do venodzniho systému. Tumor6znim builkdm je tak umoznéno do tohoto systému
vstupovat a vycestovavat do vzdalengjSich lokalit — lymfogenni Sifeni. Typické oblasti
lymfogenniho §ifeni malignit gynekologickych organi jsou regionélni uzliny podél velkych cév

v oblastech inguinalnich, panevnich a paraaortalnich [23].

Karcinomy endometria, ovaria, tuby ¢i primarné peritonealni diseminuji zpravidla do
oblasti panevnich a paraortdlnich uzlin, karcinomy délozniho hrdla a pochvy do oblasti
panevnich a poté paraaortalnich uzlin a karcinomy vulvy diseminuji zpravidla do uzlin
inguinalnich s moznosti nasledné¢ho zasazeni uzlin panevnich [75]. Exstirpace lymfatickych
uzlin je jedna ze zékladnich opera¢nich dovednosti onkogynekologa a je soucasti stagingového
¢i terapeutického algoritmu vétSiny gynekologickych malignit. Informace o eventudlnim
postiZeni spadovych lymfatickych uzlin ma pfimy vliv na urceni rozsahu postizeni organismu
tumorem a na rozsah operacni 1 ndsledné pooperacni 1écebné strategie. Z uvedeného vyplyva
prognosticky vyznam znalosti stavu lymfatického aparatu. Terapeuticky vyznam systematické

panevni 1 paraaortalni lymfadenetkomie je nicméné dosud véci Siroké diskuse a studii [34, 88].

Rozsah exstirpace lymfatickych uzlin mlZe variovat od exstirpace klinicky suspektnich
uzlin- uzlinovy debulking, exstirpace jednotlivych klinicky nesuspektnich uzlin pfedem
identifikovanych jako straZné- exstirpace sentinelovych uzlin, exstirpace nahodnych uzlin
z anatomicky dobfe dostupnych ¢i empiricky predisponovanych lokalit- sampling lymfatickych
uzlin, az po vyjmuti vSech uzlin v€etné okolni tukové-lymfatické tkdné z anatomicky piesné

definovanych oblasti drénujicich postizeny orgén — systematicka lymfadenektomie (panevni,
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paraaortalni, inguinalni). Posledn¢ jmenovana moznost predstavuje nejradikalné;si, technicky

4

Dle operacni techniky rozliSujeme laparotomickou (otevienou), laparoskopickou C¢i
robotickou lymfadenektomii. Operacni piistup miize byt transperitonealni ¢i extraperitonalni

[75].

Laparoskopicky a laparotomicky pfistup v operacni 1écbé pacientek s karcinomem
endometria analyzoval Walker et al a publikoval v roce 2012 vysledky studie LAP2 (zatfazeno
2616 pacientek) porovnavajici ob¢ zmiflované moznosti. Laparoskopicka skupina vykazovala
sice signifikantn¢ delsi operacni Cas (204 vs. 103 minut), ale na jeji stran¢ byla vyrazné nizsi
frekvence pooperacnich komplikaci (14% vs. 21%), krat§i doba hospitalizace (o 2 dny) a
rychlejsi rekonvalescence pacientek po vykonu v porovnani s laparotomickym piistupem [87].
Limitem této studie vSak bylo vysoké procento (25,8%) pacientek konvertovanych
z laparoskopického na laparotomicky pfistup, naptiklad pro nepiehlednost dutiny bfisni pii

laparoskopii.

Dalsi meta-analyza dat prokazala shodnou frekvenci vyskytu peroperacnich komplikaci u
obou pfistupt [89]. Dosud publikovana data tedy podporuji miniinvazivni ptistup, ktery se zda
byt efektivné vyuzitelny i u obéznich polymorbidnich pacientek v pokro¢ilém véku. Pravé tato

nejohrozenéjsi skupina pacientek by z tohoto ptistupu méla vice profitovat [74, 80].
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7.8 Detekce sentinelové uzliny karcinomu endometria

7.8.1 Obecny uvod

Princip konceptu sentinelové uzliny byl zaveden do klinické praxe prvn€ v sedmdesatych
letech dvacatého stoleti. Jednalo se o detekci straznych uzlin u pacientti s karcinomem penisu
[17]. Nasledovalo vyuziti této metody u pacientli s koznimi melanomy a v soucasnosti je zfejmé
nejrozsifenéjsi uplatnéni této metody u pacientek s karcinomy prsu, jakozto nej€astéjsi zenské
malignity viibec (viz Obrazek 6) [44, 52]. Metoda detekce sentinelové uzliny je vyuzivana
(mimo karcinom prsu) u tfi gynekologickych malignit: karcinom déloZniho hrdla, karcinom

vulvy a karcinom endometria.

Obrazek 6 Deset nejcastéjSich malignit, celosvétové (GLOBOCAN)
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V porovndnim se systematickou inguindlni, panevni ¢i paraaortalni lymfadenektomi
predstavuje metoda detekce a exstirpace sentinelovych uzlin variantu méné invazivni, a tudiz i
spojenou s mensim procentem peroperacnich i poopera¢nich komplikaci. Ukazuje se vSak, ze
tento koncept skyta i vyhodu piesnéjsi detekce postizenych uzlin, a to 1 v atypickych
lokalizacich, detekci makro/mikrometastaz ¢i izolovanych metastatickych bunck a v neposledni
fad¢ s pomoci intraoperativniho posouzeni uzliny i peroperacni tridz pacientek s moznosti

upravit 1é¢bu tzv. na “miru“ [18].

Detekci sentinelové uzliny lze tedy provést jako samostatny vykon ¢i kombinovat
s provedenim  systematické lymfadenektomie s vyslednym efektivnim  zéchytem

metastatického postizeni s pomoci ultrastagingu.

Detekce strazné uzliny je k stagingu lymfatickych wuzlin v kombinaci s jejim
histopatologickym ultrastagingem vyuzivana u pacientek s diagnézou karcinomu délozniho
hrdla. Toho €asu je véci intenzivniho vyzkumu, zda u tumorti v incipientnim stadiu, omezenych
na délozni hrdlo, nepostacuje prave jen vySetfeni sentinelové uzliny ve srovnani se standardnim
postupem zahrnujicim systematickou panevni lymfadenektomii (napiiklad pravé probihajici

studie SENTIX).

Nejcastéjsim mistem lokalizace sentinetlové uzliny v ptipad¢ karcinomu délozniho hrdla je
oblast v okoli externich ilickych uzlin a v oblasti interilické. V t€chto dvou oblastech se naléza
asi 85% panevnich sentinelovych uzlin [64]. Mira detekce se dle literatury pohybuje od 55-
100%[83, 85]. Schopnost sentinelovou uzlinu detekovat je ovlivnéna nejen zkuSenosti
operacniho tymu, ale 1 velikosti tumoru a také typem pouZitého traceru. Nejvice se osvédcila
aplikace kombinace 99mTc a patentni modii do tkdné v okoli tumoru- peritumorézné [63].
V posledni dobé se velice prosazuje vyuziti fluorescencniho traceru indocyaninové zelené
(ICG). Dle dostupnych dat se bilateralni detekce sentinelovych uzlin touto metodou pohybuje
okolo 80% [41].

V roce 2008 byly publikovany vysledky studie GROINS V zabyvajici se uplatnénim
konceptu sontinelové uzliny u pacientek s karcinomem vulvy s unifokdlnim postizenim,
tumorem mens§im nez 4cm, bez zvétSenych ¢i klinicky suspektnich uzlin. Na zaklad¢ téchto dat
byl koncept pievzat do doporucenych postupti onkologickych spolecnosti a do klinické praxe
[84]. Standardnim postupem je v tomto piipadé opét vyuziti kombinace 99mTc a patentni
modfi, nebot’ kombinace obou tracerli vykazuje vyssi tispéSnost detekce nez jejich samostatné

pouziti, souCasné se tato varianta jevi i jako nejefektivnéjsi z hlediska nakladt [76].
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U karcinomu endometria pouzil prvné metodu detekce sentinelové uzliny v roce 1996
autorsky tym Burke et al. Jednalo se o subserosni aplikaci isosulfanové modii do myometria

b&hem laparotomického vykonu [15].

Aplikace konceptu sentinelové uzliny do bézné klinické praxe je vSak v ptipad¢ karcinomu
endometria vzhledem ke komplikovanym anatomickym souvislostem slozitéjsi, nez je tomu
v ptipad¢ karcinomt délozniho hrdla ¢i vulvy. Zatim bylo testovano nékolik druhti tracerti a
soucasn¢ n¢kolik zpisobt jejich aplikace liSicich se jak mistem (subserosni, intracervikalni,
submukozni) tak zptisobem (laparoskopicky, laparotomicky, hysteroskopicky, intracervikaln¢).
V soucasnosti nabyva na prevaze intracervikalni aplikace traceru ¢i traceri kombinované
superficidlné (1-3mm) a do hloubky stromatu delozniho hrdla (1-2cm) pro svoji dobrou
reprodukovatelnost a uspokojivou schopnost detekce [9, 20, 56]. Aplikace traceru
intracervikalni cestou probihd bud’ do kazdého kvadrantu zvIast’ (4 vpichy) ¢i do dvou vpichli

u ¢isel 3 a 9 (Obrazek 7)

Obrazek 7 Mista intracervikalni aplikace tracerti
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7.8.2  Anatomie lymfatického systému Zenského genitalu

Detailni znalost anatomie lymfatického systému je zasadni pro pochopeni problematiky
lymfogenniho Sifeni karcinomi. Nasledujici text podava struény piehled anatomickych

souvislosti vyznamnych pro klinickou praxi [23].

Soucasti mizniho systému jsou mizni cévy — vasa lymphatica a mizni uzliny — nodi
lymphatici, kterymi protékd miza — lymfa do zilniho systému. Tento lymfaticky systém je

soucasti imunitniho systému ¢lovéka.

Mezibunécné prostory vaziva predstavuji pocatek tohoto systému, nebot’ obsahuji mizni
kapilary — vasa lymphocapillaria, které posléze vytvareji sit’ kapilar — rete lymphocapillare.

Hustota a uspotadani kapilarni sité je specificka pro kazdy orgén.

Mizni kapilary maji tenkou sténu tvofenou jedinou vrstvou endotelovych bunék
vétsSinou bez lamina basalis. Mezi jednotlivymi buiikami jsou ¢etné $térbiny o Sifi az 2um. Toto
specifické uspotadani umoziuje rychly prinik lymfy do kapilar, resorpci tukd, bilkovin, vétsSich
(i cizich) castic ale také malignich bunék. Timto zpisobem je zajiStén ndvrat tekutin a vétSich
castic zpét do systémového obchu. Je tak zabranéno otoku, ktery by nahromadénim tekutin

v tkédni vznikl. Stejné jako velké ¢astice pronikaji do lymfatickych cév i zivé bunky nékterych

nadort. Timto zptisobem pak dochazi k jejich metastatickému rozsevu — lymfogenni Sireni.

Sit’ kapilar se nasledné sbiha v sbérné mizni cévy — collectores lymphatici, nebo téZ vasa
lymphatica. Tyto cévy maji typicky umisténé chlopné blizko nad sebou a uspotadané do dvojic.
Jejich ukolem je usmérnéni toku lymfy jednim smérem. Jejich poSkozeni (napi. nddorem,
zanétem ¢i mechanicky) pak muize byt pfi¢inou retrogradniho Sifeni infekce ¢i naddorovych
bun¢k. Sténa téchto cév je tvofena tfemi vrstvami: funica intima, tunica media a tunica
adventitia. Jako vasa afferentia jsou znaceny cévy vedouci mizu do lymfatické uzliny, vas
efferens (zpravidla jen jedna) je pak céva odvadéjici mizu z uzliny. Vystupuje v oblasti hilu
uzliny. Trunci lymphatici, tedy mizni kmeny, jsou tvofeny spojenim miznich cév a vedou mizu

z celych skupin miznich uzlin.

Miza je tvofena zejména tkaniovym mokem, ktery prostupuje sténou kapilary do jejiho
lumen. Soucésti mizy jsou také ve vode€ rozpustné i nerozpustné zivné latky. Barva mizy je

bélava, nazloutla ¢i opakni a je odvislé od jejiho sloZeni (vysoky obsah tuku dava mize bélavy
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nadech). Nedilnou soucasti obsah lymfy je vysoky podil lymfocytii. Hlavni mizovod ductus

thoracicus mé obsah az 40 000 lymfocyt na 1mm?.

Mizni uzlina je orgéan ledvinovitého tvaru o velikosti od 1 do 30 mm Sedortizové barvy.
Po jejim obvodu vstupuji vasa afferentia a z jejiho hilu pak vystupuje jedna vas efferens.

Skupiny uzlin odvadéjici mizu z urcité oblasti se nazyvaji regiondlni uzliny.

Lymfatickd uzlina ma na svém povrchu pevnou vrstvu capsulu, smérem do hilu z n¢j
vychazeji vazivové tramce — trabeculae z nichz odstupuje reticulum. Jedna se o prostorovou sit’
bun¢k a vlaken. Oblast pratoku lymfy se nazyva sinus, miza zde obtéka mista s vysokou
koncentraci lymfocytt, lymfatické uzliky — folliculi lymphatici. V centru uzliny se naléza
medulla, dienn uzliny s hustou lymfatickou tkani a vysokym poctem plasmatickych bunék.

Kazda mizni uzlina ma své tepenné zasobeni a zilni drenaz.

Mizni uzlina je dilezitou soucésti obranného systému organismu a hraje svoji roli nejen
v bunééné ale i humorélni imunité. Lymfatickou uzlinu si mizeme piedstavit jako efektivni
filtra¢ni systém, ktery pomoci makrofagii vychytavad z mizy nezadouci Castice, ale zaroven
zprostfedkovava kontakt antigenti s imunokompetentnimi bunikami, které tak mohou zahdjit
tvorbu piislusnych protilatek. Pii masivngj$i stimulaci uzliny (infekce, tumorové buiky ...)
dochazi k jeji vyrazné aktivaci a zduteni podminéné proliferaci v zdrodecnych centrech uzliny.

Mezi organy lymfatického systému krom lymfatickych uzlin patfi i tonsily, slezina a thymus.

V nésledujicim vyctu bude uvedena vzdy skupina uzlin v potfadi, v jakém je miza

postupné odvadéna i se svoji tributarni oblasti:

Nodi iliaci externi zabezpec€uji odvod mizy z dolni koncetiny a pfislusné panevni stény.
Céaste¢né drénuji 1 mizu z mocového méchyie ¢i klitorisu. Miza pak pokracuje déle do nodi

lymphatici iliaci communes.

Nodi iliaci interni odvadi mizu z panevni stény a panevniho dna. Déle se pak staraji o
odvod z kycelnich a hyzd’ovych svalll a panevnich orgéani. Jejich obsah se vléva do nodi

lymphatici iliaci communes.

Nodi sacrales jsou lymfatické uzliky umisténé po vnitini ploSe panevni kosti drénujici
zadni ¢ast panevni stény, panevni dno, rektum, délozni hrdlo a poSevni klenby. Jejich odtok je

pak smérovan k nodi lymphatici iliac interni ¢i communes.
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Tributarni oblast nodi lymphatici iliaci communes viz vyse. Z nich pokrac¢uje miza do
nodi lymphatici lumbales umisténych podél biisni aorty (paraaortici) a podél dolni duté zily

(cavales). Sem je ptijimana, kromé¢ jiz zminovanych oblasti, miza z bfis$ni stény a z ovarii.

Truncus lumbalis dexter et sinister vznika stékanim mizy z kranidlnéjSich lumbalnich
uzlin, aby se pak spojily v cisterna chyli. Z ni posléze mizu vyvadi déle kranidlné ductus

thoracicus.

Mezi dalsi skupiny lymfatickych uzlikii v souvislosti s orgdny malé panve patii: nodi
paravesicales (tributarni oblasti je mocovy méchyt), nodi paravaginales (ulozené lateralné pti
vaginalni stén¢), nodi parauterini (umisténé pii hran¢ délozni, patfi mezi n¢ i Bayerova uzlina
v misté kfiZzeni ureteru a uterinni arterie), nodi pararectales (umisténé po stranach rekta), nodi

rectales superiores (pfi dolni mesenterické tepne).

Samostatnou zminku si v kontextu této prace zaslouzi derivace mizy z centralniho
organu malé panve — z d¢lohy. Do nodi lumbales je odvadéna miza z rohti a hran déloznich
podél ovarickych cév. Z délozniho téla je miza odvadéna cestou nodi parauterini (tedy i
Bayerovou uzlinou) do nodi iliaci interni. D&lozni hrdlo ma svij hlavni odtok cestou nodi

sacrales, ev. nodi pararectales podél sakrouterinniho vazu.

7.8.3 Piehled zptisobii detekce sentinelové uzliny u karcinomu endometria

VétSina nodalniho metastatického postizeni se nachazi v panevni oblasti. Atypické
lokalizace nodéalniho postizeni, jako je napfiklad lokalizace presakralni, parametrialni ¢i
izolované postiZeni paraaortalnich uzlin, se nachazi pouze asi ve 2- 10 % ptipada [18, 68,
79, 82]. Implementace konceptu mapovani sentinelové uzliny teoreticky umoznuje detekci
nejexponovangjsich uzlin nejen v panevni oblasti, ale zvySuje pravdépodobnost Gspésné

detekce potencionalné postizenych uzlin praveé i v méné obvyklych lokalizacich.

Zasadnim ukazatelem uspéSnosti metody je schopnost oboustranné detekce
dosahujeme pfi pouziti kombinace dvou traceri — 99mTc a patentni modfi, podobnych
vysledki dosahuje samostatné 1 ICG [41, 63]. Otazkou vSak zGstava i misto aplikace traceru,
nebot’ z anatomické znalosti lymfatické drendze je jasné, ze odtok lymfy je z oblasti

délozniho téla smérovan do nekolika hlavnich smért (viz pododdil 7.8.2).
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Metody detekce mtizeme proto rozdélit z pohledu:
e aplikovaného traceru (znackovaci latky)

Visudlni detekce lymfatickych cest a spadovych uzlin naptiklad pomoci metylenové
modri ¢i isosulfanové modri. Je vsak tieba vzit v potaz moznost alergické/anafylaktické

reakce pacientky na tyto latky, kterd se pohybuje okolo 1% [4].

Aplikace radionuklidu 99mTc a jeho nasledna ptedoperacni scintigraficka detekce Ci
intraoperaéni detekce gamma sondou. Casta je jeho kombinace s ostatnimi typy tracert
k zvySeni miry detekce sentinelovych uzlin [66]. Jeho pouziti v§ak vyzaduje vysokou

miru kooperace se specialisty z oboru nuklearni mediciny.

Indocyaninova zelen (ICG) je fluorescenéni latka viditelna v infraCerveném svételném
spektru. Jedna se o latku vyuZitelnou napfi¢ chirurgickymi obory, umoZziuje kromé
detekce sentinelovych uzlin naptiklad 1 zobrazeni miry prokrvenosti stfevnich
anastomoz ¢i uziti v hepatobiliarni chirurgii. Mira alergického/anafylaktického rizika je
velice nizk4 (udava se 1/42000) [36]. S vyhodou je vyuziti tohoto traceru u obéznich

pacientli. Nevyhodou je vySsi pofizovaci cena vybaveni i vlastniho traceru [37].

e zplsobu a mista aplikace

Hysteroskopickou aplikaci traceru peritumoralné, tedy pod ptimou visudlni kontrolou,
testoval na 60 pacientkach Delaloye et al. Tym dosahl 82% uspé&Snosti [25]. Jedna se

vSak o obtizné€ zvladatelny, komplikovany zptsob detekce [66].

Subserosni aplikace traceru/tracerii do vice mist delozniho téla, coz by mélo umoZznit
teoreticky nejpiesnéjsi pokryti spadovych uzlin, ptredstavuje druhou moznost. Béhem
laparotomického ¢i laparoskopického vykonu Robova et al demonstrovali na 67
pacientkach tento zpusob detekce (kombinace 99mTc a patentni modii), dosdhli tak pti

4 mistech aplikace do délozniho téla 73% tspésnosti [65].

Nejjednodussi zptisob podani znackovaci latky je intracervikalni cestou, tedy stejnym
zpusobem jako v pfipadé mapovani sentinelovych uzlin karcinomu d€lozniho hrdla.

Rozdil spociva v aplikaci latky nejen superficidlné (1-3mm hloubka vpichu), ale
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nasledn¢ i do hloubky stromatu d€lozniho hrdla (hloubka vpichu 1-2cm) ¢imz je
zajisténa distribuce této latky i do kranidlnich oblasti d€lohy. Jako prvni publikoval tento
zpusob aplikace Holub et al a doséhl 84% detekce u 25 pacientek pii vyuziti pouze
patentni modfi [38]. V roce 2012 popsal Barlin et al na souboru 498 pacientek 81%

uspesnost detekce pii pouziti kombinace patentni modii a 99mTc [9].
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8 Vyuziti molekularné biologické metody One-Step Nucleic Acid
Amplification (OSNA) pfi vySetteni sentinelovych lymfatickych

uzlin u pacientek s karcinomem endometria

8.1 Cile disertac¢ni prace

Hlavnim cilem diserta¢ni prace je porovnani molekularné biologické metody OSNA
s histopatologickym ultrastagingem pii vySetfeni sentinelovych uzlin karcinomu endometria.
Tato novd metoda by mohla vést ke zptesnéni detekce jejich mikrometastatikého a

makrometastatického postizeni.

Jako nejvice exponovand soucdst lymfatického systému byla za timto ucelem vybrana
sentinelova uzlina. V soucasnosti je zlatym standardem zpracovani lymfatickych uzlin
histopatologické vysetieni fezli hematoxylinem eozinem. V piipad¢ sentinelovych uzlin je
k jejich co nejpfesnéjSimu vySetfeni pouzivan dokonce tzv. ultrastagingovy protokol
kombinujici barveni hematoxylinem eozinem s imunohistochemickym vySetfenim a vyssi
cetnosti fez (naptiklad a 150-200 pm). Timto zpsobem je umoznéna detekce nejen na tirovni
mikrometastaz (nad 0,2 pm — 2mm), ale dokonce i jednotlivych shlukti isolovanych

tumorovych buné¢k do velikosti 0,2 pm.

Smyslem této prace je vyhodnoceni molekularné biologické metody One-Step Nucleic Acid
Amplification (OSNA) v detekci mikrometastdz a makrometastaz v sentinelové uzlin€. Metoda
je zaloZena na detekci mRNA cytokeratinu 19 pfi kompletnim intraoperativnim zpracovani
sentinelovych uzlin u pacientek s karcinomem endometria. Tato metoda zpracovavéa uzlinu
celou, nikoliv jen jeji vybrané fezy. Vysledek je zpravidla dostupny jiz intraoperativné a to do

30minut.

Primérnim cilem bylo popsat sensitivitu, specificitu a diagnostickou shodu metody OSNA
v porovnani s podrobnym histopatologickym vySetfenim sentinelovych uzlin na trovni

ultrastagingu.
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Mezi sekundarni cile studie pattily tyto body:

e Jak by detekce uzlinovych metastaz metodou OSNA ovlivnila staging pacientek

e Usp&snost detekce polohy sentinelové uzliny u karcinomu endometria, a to
laparoskopickou i laparotomickou cestou.

e Potvrzeni vzajemného vztahu exprese CK 19 primarnim tumorem
(imunohistochemickym vySetienim) a zachycenim mRNA CK19 metodou OSNA

ve vzorku uzliny.
Hypotéza studie:

e Metoda One-Step Nucleic Acid Amplification by mohla ptfedstavovat efektivni
intraoperativni nastroj detekce metastatického postizeni lymfatickych uzlin na

urovni ultrastagingu.

Je tfeba zdlraznit, Ze metoda OSNA je schopna definitivniho vysledku dosdhnout do cca
30 minut. Soucasné vySetfovaci metody, zejména ultrastagingovy protokol, jsou casové
naro¢ngjsi (v fadu n¢kolika dnti). Rychla dostupnost co nejptresnéjsiho vysledku vySetfeni je
s vyhodou nejen pro gynekologa operatéra, ale i pro pacientku, kterd tak zasadni informaci o

vySetieni sentinelové uzliny ziska ihned po operaci, coZ snizuje jeji psychickou zatéz [7].

Limitem jakékoliv studie zabyvajici se pravé touto metodou je vSak fakt, Ze vzorek
zpracovany metodou OSNA jiz nelze zpétné histologicky vySetfit a ovéfit tak zaveéry testované
metody. Stejny princip plati i opacné, vzorek zpracovany histologicky ¢i imunohistochemicky
nelze jiz vySetfit metodou OSNA. Tuto skutecnost se snazime v na$i studii kompenzovat
dimyslnym systémem prokrajeni uzliny a rovnomérnou distribuci takto vzniklych fezti mezi
zkoumanou metodu OSNA a standardni ultrastagingové vysSetfeni. Detailngji viz metodika

studie.
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8.2 Vybér pacientek vhodnych do studie

Vstupnim kritériem pro zarazeni pacientky do studie byl histologicky potvrzeny karcinom

endometria, posuzovano podle aktualni histologické klasifikace WHO z roku 2014 [58].

Predoperacné bylo u vSech pacientek provedeno expertni USG vySetfeni bficha a panve.
Expertni USG vySetieni bylo provedeno vzdy transvaginalné i transabdominélné. Cilem byl
detailni popis délozni dutiny, endometria, myometria, adnex, peritonedlnich povrchd,
pritomnost volné tekutiny, panevnich a paraaortalnich uzlin. Vysetieni bylo provedeno vzdy
jednim ze dvou certifikovanych USG specialistt a z kazdého vysetieni byl proveden podrobny
zdznam dle standardii naSeho centra [28, 29]. V ptipad¢ potieby bylo doplnéno CT vySetieni
bficha a panve k vylouceni Sifeni tumoru mimo d€lohu a retroperitonealné. Pacientky se

zvétsenymi nebo suspektné postizenymi uzlinami nebyly do studie zarazeny.

Studie byla schvalena etickou komisi Plzenské Lékatské Fakulty UK Praha a Fakultni
Nemocnice v Plzni. VSechny pacientky podepsaly informovany souhlas s dobrovolnou tcasti

na studii. Studie byla registrovana na ClinicalTrials.gov pod ID: NCT02826291.
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8.3 Metodika studie

8.3.1 Mapovani sentinelové uzliny

Detekce SLNs probihala nékolika postupy. U prvni ¢asti pacientek (42; 72,4 %) bylo do
vSech ¢ty kvadrantll délozniho hrdla nejprve superficialné (1-3mm) a poté hloubéji do stromatu
délozniho hrdla (10-20mm) aplikovano celkem 2ml 1% roztoku Bleu Patente a 8ml roztoku

nanokoloidu 99mTc-albumin o davce SOMB(q. Aplikace probéhla tenkou jehlou o sile 23 gauge.

U ostatnich pacientek byla pouzita stejnou technikou a v identické davce samostatné Bleu
Patente (9; 15,5%; provedeno pro do¢asnou nedostupnoust Technecia), ¢i aplikace indocyanine
green (6; 10,3%) v celkové davce 2,5mg, fedéno do 2ml Aqua pro injectione. V ptipad€ pouziti
indocyanine green (ICG) probéhla aplikace traceru superficialné a hloubé&ji do stromatu u €. 3
a 9.V jednom pripadé (1; 1,7%) byl mapping proveden pouze pomoci Technecia, vzhledem k

riziku alergické reakce pacientky na Bleu Patente.

Sentinelové uzliny byly detekovany béhem operace pfimou visualisaci (Bleu Patente),

pomoci gama sondy (99mTc) ¢i metodami detekce infracervené fluorescence (ICG).

8.3.2 Ocisténi a prokrajeni sentinelove uzliny

Po vyjmuti byla sentinelova uzlina za sterilnich podminek mechanicky oc¢isténa skalpelem
od okolni tukové tkdné. Sentinelové uzliny vétsi neZ Smm byly paralelné ke kratké ose uzliny
prokrajeny po 2mm. Sentinelové uzliny velikosti Smm a méné byly podélné rozkrojeny na dvé
stejné poloviny. Byly zachovany sterilni podminky k zabranéni kontaktu tkané uzliny s epitely

a tim potencialni kontaminaci CK19 a mozZné fale$né pozitivity pii vySetfeni metodou OSNA.

Liché fezy byly odeslany k vysetfeni metodou OSNA, sudé fezy k histopatologickému a

imunohistochemickému vysetfeni na urovni ultrastagingu.
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8.3.3 Zpracovani sentinelovych uzlin patologem

Casti sentinelové uzliny uréené k histopatologickému zpracovani o sile 2mm byly fixovany
v 10% formalinu, nésledné zality do parafinovych blocki, prokrajeny mikrotomy a vySetieny

dle ultrastagingového protokolu.

Byly ziskany vzdy dva po sob¢ nasledujici fezy o sile 2 um v intervalu 150 pm. Prvni fez
byl obarven hematoxylinem eozinem (H&E) a druhy imunohistochemicky vySetfen detekci
nizkomolekuldrnimi cytokeratiny (CK MNF 116), véetn¢ detekce CK19 pomoci monoklonalni
protilatky A53-B/A2.26 (Ventana med. systems, protokol automat Ventana).

Imunohistochemickd detekce CK19 k potvrzeni jeho exprese, probchla soucasné i u

primarniho tumoru.

Z jedné uzliny bylo prohlédnuto v priméru okolo 40 fezii. Uvedeny protokol odpovida
ultrastagingovému protokolu zpracovani sentinelovych uzlin na nasi instituci a umoziuje
detekci az na uroven jednotlivych izolovanych tumorovych bun¢k (ITC). Metastatické 1éze >
2mm byly hodnoceny jako makrometastazy, 1éze mezi 2mm a vice jak 0,2 mm jako

mikrometastazy, léze < 0,2mm byly hodnoceny jako isolované tumorové bunky (ITC).

8.3.4 Zpracovani sentinelovych uzlin metodou OSNA

One-step Nucleic Acid Amplification (OSNA) je metoda zabyvajici se detekci mRNA
cytokeratinu CK19 v lymfatickych uzlindch po homogenizaci vzorku celé uzliny (eventualné
¢asti uzliny v pfipadé této studie) s vyuzitim techniky reverse transcription loop-mediated
isothermal amplification (RT-LAMP). Cytokeratin 19 je filamentum cytoskeletu epitelidlnich

bungk, ale 1 bun€k karcinomil a jejich metastaz. Normalni lymfaticka tkan CK 19 neexprimuje.

Pomoci isotermické amplifikace je metoda OSNA schopna detekovat pocty kopii mRNA
CK19. Zpracovana je celd uzlina, nikoliv jen n¢které jeji fezy. Vysledek je operatérovi dostupny

JiZ béhem 20-30 minut.

Béhem naseho vySetieni byly 2mm silné ¢astky uzliny ur¢ené k OSNA zpracovani

homogenizovany a byl vytvoten lyzat. Lyzat byl nasledné centrifugovan a poté vlozen do
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piistroje RD 1001 (Symex, Kobe, Japan), kde prob¢hla isotermicka amplifikace mRNA
metodou RT-LAMP [81].

Vysetteni metodou OSNA probéhla standardnim zptisobem vcetné kalibrace piistroje RD-
1001 (Sysmex, Kobe, Japan). Pro potfeby studie byly pouzity cutt off hodnoty metody OSNA
zavedené pro popisovani mikro ¢i makrometastdz uzlin u karcinomu prsu (zatim tyto hodnoty
nejsou pro karcinom endometria pevné stanoveny). Hodnoty < 250 kopii CK19mRNA /ul jako
negativni, od 250 do 4999 kopii CK19mRNA /ul jako mikrometastazy a 5000 a vice kopii
CK19mRNA /ul jako makrometastatické postizeni.

Uzlina s hodnotou > 250 kopii CK19 mRNA /ul byla tedy hodnocena a statisticky
zpracovana jako pozitivni. Exprese CKI19 karcinomem endometria byla vZzdy

imunohistochemicky ovéfena i v primarnim tumoru.

8.3.5 Statistické zpracovani dat

Data charakterizujici skupinu pacientek zarfazenych do studie byla zanesena do
ptehledového tabulkového zdznamu (Tabulka 3-6) a Vennova diagramu 1 a 2 (Obrazek 8 a 9),
nasledné¢ probéhlo statistické vyhodnoceni dat, s popisem procentudlniho zastoupeni
konkrétnich jevi ve zkoumané populaci, ¢i jeji ¢asti. Hlavnim cilem byl pak popis sensitivity,
specificity a konkordance metody OSNA v porovndni s kombinaci histopatologického a

imunohistochemického vySetfeni na tirovni ultrastagingu.

Statistické vyhodnoceni porovnani cetnosti zachyti metastdz, metodou OSNA a
ultrastagingem, v sentinelovych uzlinach bylo provedeno metodou Chi-square without Yates

correction.
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8.4 Vysledky studie

8.4.1 Charakteristika pacientek

Celkem bylo do studie zafazeno 58 pacientek operovanych v obdobi do 4/2016 do 1/2018
a dle protokolu studie vysetfeno 135 SLN (Tabulka €. 3).

Béhem kazdého vysetieni patologem byla provedena i imunohistochemicka verifikace exprese

CK19 v tumordzni tkani. U vSech pacientek byla exprese CK19 tumorem potvrzena.

Tabulka 3
Charakteristika pacientek N=58, SLN’s N =135
VEk (median) 65,5 (31-81)
BMI (median) 31,8 (17-44,9)
Pocet SLN 135 100 %
Oboustranny SLN mapping 54 93,1 %
Pocet SLNs na pacientku (median) 2 (1-5)
Histologie karcinomu
endometroidni 54 93,1 %
Svétlobunécny 2 3,4%
Serdzni 1 1,7 %
Karcinosarcom 1 1,7 %
Histologicky grade
1 33 56,9 %
2 16 27,6 %
3 9 15,5 %
LVSI
Ano 45 77,6 %
Ne 13 22,4 %
FIGO stadium
I 45 77,6 %
II 7 12,1 %
11 6 10,3 %
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8.4.2 Vysledky detekce sentinelovych uzlin

K detekcei sentinelové uzliny bylo u vétSiny pacientii (42; 72,4%) pouzito intracervikalni
aplikace kombinace tracerti Bleu Patente a 99mTc pted pocatkem operace. U 54 ze 58 (93%)
pfipadi pacientek zarazenych do studie bylo dosazeno bilateralniho mappingu, u 4 (7%)

pacientek se podafilo lokalizovat sentinelové uzliny pouze jednostranngé.

Nejcastéji byla sentinelova uzlina lokalizovana v oblasti externiho ilického cévniho svazku
(76,3%), druhou nejcastéjsi lokalitou bylo ulozeni sentinelové uzliny v obturatorni fosse
(14,8%). VSechny nalezené sentinelové uzliny se nachazely v oblasti panve ¢i presakralné,

behem této studie nebyla nalezena Z4dné sentinelova uzlina v paraaortdlni oblasti.

8.4.3 Porovnani zavéri metody OSNA s ultrastagingem (H&E a IHC CK19)

Celkem bylo na pfitomnost metastatického postizeni vysetieno 135 uzlin. Jako negativni
bylo vSemi tfemi metodami (H&E a IHC CK19, OSNA) oznaceno 103 uzlin, zbylych 32 uzlin
bylo pozitivnich alespon podle jedné z téchto metod. Pozitivné byla uzlina hodnocena pouze v
ptipadé prokdzani ptitomnosti makro ¢i mikrometastizy, naopak ptfitomnost ITC byla
hodnocena jako negativni. VSechny tfi metody se shodly na pozitivit¢ u 10 (13,5 %)

sentinelovych uzlin.

Metodou H&E i pomoci IHC CK19 bylo detekovano 11 pozitivnich sentinelovych uzlin.
Metoda OSNA detekovala pozitivitu v dalSich 18 uzlinach (>250 kopii CK19 mRNA/ul), které
byly ultrastagingovym pfistupem oznaceny jako negativni. Pouze v jednom piipadé€ nastala
situace, kdy bylo pomoci H&E a IHC CK 19 detekovano metastatické postizeni uzliny na trovni
mikrometastazy, zatimco OSNA oznacila material z této uzliny jako negativni (viz Tabulka 4 a

Obrazek 8).

Ve trech vzorcich sentinelovych uzlin byly patologem detekovany benigni epitelidlni
inkluze. Jednalo se o primarni detekci pfi imunohistochemickém vySetieni vzorku s naslednym
posouzenim morfologie nalezu v obraze barveném H&E. VSechny tyto tf1 piipady byly
patologem definitivné hodnoceny jako benigni nélez, tudiZ ultrastaging negativni. V pfipadé
jedné z téchto tfi uzlin byl materidl z této uzliny hodnocen metodou OSNA jako pozitivni na
mikrometastazu. Histologickéd kontrola tohoto vzorku, za ucelem rozliSeni benigniho nalezu

epitelialnich inkluzi od metastatick¢ho postiZzeni, ale z charakteru metody neni moZna.
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V ptipad¢ jedné uzliny byly patologem detekovany izolované tumorové bunky (ITC), v rdmci
studie byla tato uzlina definitivné¢ hodnocena jako ultrastaging negativni. Metoda OSNA tuto

uzlinu vyhodnotila jako negativni (Tabulka 4 a Obrazek 8).

Tabulka 4 sumarizuje porovnani pozitivity a negativity metody OSNA a ultrastagingu v
definitivnim hodnoceni sentinelovych lymfatickych uzlin. Na zakladé téchto vysledki byla

pocitana sensitivita, specificita a konkordance pouzitych metod.

Detekce metastatického postizeni sentinelovych lymfatickych uzlin metodou OSNA ve

srovnani s ultrastagingem, jako referen¢ni metodou, doséhla

e sensitivity 90,9%
e specificity 85,5%

e concordance 85,9%

Prokézali jsme, Ze OSNA ma statisticky signifikantné vétsi podil zachytu pozitivnich

sentinelovych uzlin (p<0,0033).

Tabulka 4 Vysledky hodnoceni sentinelovych uzlin — histopatologicky ultrastaging vs. OSNA

Sentinelové uzliny (n=135) Histopatologicky ultrastaging (kombinace H&E+IHC)
Ultrastaging pozitivni Ultrastaging negativni

OSNA pozitivni 10 18%*

OSNA negativni 1 106**

* toto Cislo obsahuje jednu OSNA pozitivni uzlinu se zachytem benignich epitelialnich

inklusi ve vzorku hodnoceném patologem, histopatologicky (ultrastaging) vyhodnocena

jako negativni (17+1)

** ySechny uzliny definitivn€ hodnocené ultrastagingem jako negativni, zde obsazeny také

2 uzliny se zachytem benignich epitelidlnich inklusi a 1 uzlina s ITC (103+3)
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Obrazek 8 Vennuv diagram, vysledky vysetfeni sentinelovych uzlin — vztah metod IHC, H&E a
OSNA, Pocet uzlin ...135

Negativni uzliny ... 103 Pozitivni uzliny ... 32
OSNA negativni (bez rozdilu mikro/makrometastaza)
H&E negativni

IHC negativni

1*... histopatologicky detekovany benigni intraepithelidlni inkluse, v celkovém hodnoceni
vyhodnoceno jako ultrastaging negativni, OSNA pozitivni
3**... histopatologicky ve dvou pfipadech detekovany benigni intraepithelidlni inkluse,

v jednom piipadé ITC, v celkovém hodnoceni vyhodnoceno jako ultrastaging negativni, OSNA

negativni
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8.4.4 Porovnani metod ve smyslu schopnosti detekce mikrometastaz i

makrometastaz

Kromé porovnani schopnosti metod detekovat vlastni metastatické postizeni uzlin jsme
porovnali jednotlivé metody (OSNA, H&E a IHC CK 19) z hlediska schopnosti detekovat

mikro ¢1 makrometastatického postizeni.

V piipadé€ 26 sentinelovych uzlin bylo popsdno metastatické postizeni metodou OSNA ve
smyslu makro/mikrometastdza, avSak tento vysledek se neshodoval se zdvérem ostatnich
metod- H&E ¢i IHC. Metody nepiinesly shodu vysledku bud’ ve smyslu vlastni detekce
metastatického postizeni uzliny, nebo v mife metastatického postizeni — makrometastdza vs.
mikrometastaza. Nejedna se tedy o vSechny OSNA pozitivni sentinelové uzliny, ale o ty, jejichz

zaveér z vysetieni OSNA a z ultrastagingu nebyl naprosto identicky.

U jedné SLN metoda OSNA zaznamenala negativni vysledek, piestoze H&E a IHC CK19

vySetteni bylo pozitivni pro mikrometastatické postizeni.

U péti SLN’s vSechny metody detekovaly pfitomnost metastatického postizeni, avSak

neshodovaly se v mife jeho rozsahu (mikro ¢i makrometastdza).

Ze 17 SLN’s, které byly detekovany jako pozitivni metodou OSNA a negativni metodami
H&E a THC CK19, bylo 14 z nich metodou OSNA pozitivni pro mikrometastazu, zatimco
ostatni metody poskytly negativni zavér. U tfech SLN’s metoda OSNA detekovala dokonce
makrometastatické postizeni pti negativité H&E a IHC CK19.

V jedné SLN byly patologem popsany ITC, dle metody OSNA byla uzlina pozitivni na
mikrometastazu. U dvou SLN's s pozitivitou IHC vs. H&E a OSNA negativitou a jedné SLN s
IHC a OSNA pozitivitou vs. H&E negativitou byly popsany ektopické epitelialni inkluse. Tyto
ptipady byly hodnoceny patologem jako 3 falesné pozitivni vysledky. Tyto diskordantni

pfehlednym zpiisobem sumarizuje Tabulka 5.
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Tabulka 5 Charakteristika diskordantnich nalezu uzlin

SLN | Histologie | Grade | LVSI | H&E | OSNA | IHC | mRNA | komentaf

CK19

copy/ul
1. Endometr. | 1 Ano | ++ + ++ | 1300
2. Endometr. | 2 Ne - + - 1400
3. Clear cell |3 Ano | ++ + ++ | 620
4. Clearr cell | 3 Ano | ++ + ++ | 270
5. Endometr. | 2 Ano | - + - 270
6. Endometr. | 2 Ano | - + - 620
7. Endometr. | 1 Ne - + - 620
8. Endometr. | 1 Ne - + - 270
9. Clearr cell | 3 Ano |- + - 410
10. Clearr cell | 3 Ano | - + - 270
11. Endometr. | 2 Ne - ++ - 35000
12. Endometr. | 2 Ne - + - 3800
13. | Endometr. | 1 Ne - ++ + 5200 Epitelidlni inkluze
14. Endometr. | 1 Ne - - <250 Epitelialni inkluze
15. Endometr. | 1 Ne - + - 710
16. Endometr. | 1 Ne - + - 470
17. Endometr. | 3 Ano | ++ + ++ | 710
18. Endometr. | 2 Ano | - ++ - 13000
19. Endometr. | 1 Ne + - + <250
20. Endometr. | 2 Ne - + - 260
21. Endometr. | 2 Ne - + - 400
22. Endometr. | 1 Ano | - + + 920 Izolované tumorové
23. Endometr. | 3 Ano | ++ + ++ | 1800 =
24. Endometr. | 1 Ne - - + <250 Epitelidlni inkluze
25. Endometr. | 3 Ne - + - 2100
26. Serdzni 3 Ne - - 410

(+) mikrometastiza (++) makrometastiza
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8.4.5 Hodnoceni pacientek z hlediska pouzitych metod

Vysledky metody OSNA a obou standardnich metod (H&E a IHC) vztazené
k jednotlivym pacientkdm zobrazuje Obrazek 9.

VSechny tf1 metody se shodly u 39 pacientek na absenci metastatického postizeni SLN’s. U
6 pacientek byla shoda vSech tifi metod v pozitivité vySetfovanych sentinelovych uzlin.
Metodou OSNA byla navic u 12 pacientek detekovéana pozitivita SLN’s a u 1 pacientky byla
naopak pfi negativité¢ metody OSNA detekovéna pozitivita SLN metodami H&E a IHC CK19.

Fale$n€ pozitivni uzliny stanovené metodami OSNA a IHC CK 19 uvadéné ve Vennové

diagramu v Obréazku 8 nemély na celkové hodnoceni pacientek vliv.

Obrazek 9 Venntiv diagram, vysledné hodnoceni pacientek vzhledem k vysledkiim
vysetfeni metod IHC, H&E a OSNA, Pocet pacientek ... 58

Pacientky bez Pacientky s pozitivnim
nalezem... 19

uzlinového postizeni
.. 39
OSNA, H&E a

[HC negativni
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8.4.6 Zatezeni pacientek do TNM a FIGO klasifikace dle pouzitych

vySetfovacich metod

Diagnostika pomoci metody OSNA zatadila 12 pacientek (20,69%) do III. stadia FIGO,
zatimco vySetfeni sentinelovych uzlin ultrastagingem vedlo k jejich zatazeni do stadia FIGO I

a Il viz Tabulka 6.

Jedna pacientka byla na zaklad¢ vysetieni ultrastagingem zatazena do III. stadia FIGO,

zatimco vySetfeni SLN’s metodou OSNA tuto pacientku zatadilo do I. stadia FIGO.

U 45 pacientek bylo zatazeni do TNM a FIGO Kklasifikace na zéklad€ vySetteni SLN's
metodami OSNA a ultrastagingem shodné. Tyto pacientky Tabulka 6 nezahrnuje.

Tabulka 6 Zmény v TNM a FIGO klasifikaci pti hodnoceni pacientek metodou OSNA

ultrastaging OSNA staging LVSI | Histology
Cases TNM FIGO | TNM FIGO
1. T1aNOMO | IA TlaNImiMO | IIIC1 No Endometrioid
2. T2NOMO 11 T2N1miMO0 I1IC1 Yes Endometrioid
3. T1aNOMO | IA T1aN1miMO ITIC1 No Endometrioid
4. T1aNOMO | IA T1laNImiMO | ITIC1 No Endometrioid
5. T2NOMO 11 T2N1miMO0 ITIC1 Yes Clear Cell
6. T2NOMO 11 T2N1aMO ITIC1 No Endometrioid
7. T1aNOMO | IA T1aN1aMO ITIC1 No Endometrioid
8. T1aNOMO | IA T1aN1miMO ITIC1 No Endometrioid
9. T1aNOMO | IA T1aNImiMO | ITIC1 No Endometrioid
10. T1bNOMO |IB T1bN1ImiMO | IIIC1 Yes Endometrioid
11. T1aNOMO | IA T1aN1miMO ITIC1 No Endometrioid
12. T1aNOMO | IA T1aNImiMO | ITIC1 No Serous
13. T1bN1mi ITIC1 T1bNOMO IB No Endometrioid

Pacientkam, u kterych bylo metastatické postizeni sentinelovych uzlin diagnostikovano
jen na zdklad¢ vysetieni metodou OSNA (tedy soucasné negativni ultrastaging téchto uzlin),

nebyla adjuvantni terapie podana a jsou nadale peclivé sledovany.
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8.5 Diskuse

Tato prace piedstavuje dosud nejvétsi soubor pacientek s karcinomem endometria, které
byly vySetfeny s vyuzitim metody OSNA k detekci metastatického postizeni sentinelovych
uzlin. Ve srovnani se standardnim ultrastagingem metoda OSNA prokézala ¢ast¢ji metastatické
postizeni sentinelovych uzlin a vedla k upstagingu dokonce u 20,69 % pacientek. Diky tomu

by byla signifikantné Castéji indikovéana adjuvantni 1écba.

Pouzitda metodika umoznila, aby kazda sentinelova uzlina byla vySetiena soucasné
ultrastagingem i metodou OSNA a vysledky obou postupti tak mohly byt adekvatn€ porovnany.
Vzdy jedna polovina fezil byla zpracovana metodou OSNA, zatimco druha polovina pomoci
standardniho histopatologického ultrastagingu. Zatimco ultrastagingem bylo hodnoceno jako
metastaticky postizené 8,15% (11/135) uzlin, metodou OSNA bylo detekovano 20,69%
(28/135) metastaticky postizenych uzlin. Mnozstvi vysetfenych fezt distribuovanych mezi oba
zpisoby vySetieni (ultrastaging versus OSNA) statisticky nezvyhodiuje zadnou z testovanych
metod, a tak 1ze vyss$i zachyt metastaticky postizenych uzlin metodou OSNA povaZovat za
statisticky vyznamny (p<0,0033). Konkordance metody OSNA s ultrastagingem sentinelovych
uzlin jakozto referencni metody byla 85,9%. Pouze u jediného ptipadu byla zaznamenana

faleSna negativita metody OSNA.

Zachyt metastatického postizeni uzlin v této praci pouzitymi metodami (H&E, IHC CK19,
OSNA) odpovida incidenci metastatického postizeni uzlin napfic¢ stadii karcinomu endometria,
a to 10-20 % [20]. Studie navic potvrzuje, Ze vyuziti techniky detekce a biopsie sentinelové
uzliny vede ke zvySené detekci postizenych uzlin, a tudiZz moznému SirSimu uplatnéni
adjuvantni 1écby [60]. Dle dostupnych dat z literatury je znamo, Ze vyuziti techniky mapovani
sentinelové uzliny a jejiho ultrastagingu vede k upstagingu az u 15% pacientek [8]. Domnivam
se, ze presn&j$i detekce metastatického postizeni uzlin pomoci metody OSNA by mohla

znamenat piesnéj$i indikaci adjuvantni 1é€by zejména u pacientek dosud fazenych do skupiny

low-risk a snizit tak riziko recidivy onemocnéni (Obrazek 7 a Tabulka 6).
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Detekce metastatického postizeni lymfatickych uzlin metodou OSNA u karcinomu
endometria byla zatim pouzita ve dvou menSich studiich publikovanych v impaktovanych

Casopisech.

V roce 2014 kolektiv japonskych autorti jako prvni vyuzil metody OSNA u 35 pacientek
s karcinomem endometria. VySetfenim 137 sentinelovych uzlin detekoval 15 pozitivnich
(10,95%), jako kontrolni standard bylo vyuzito klasického histopatologického vySetteni s fezy
v 2mm intervalu a s barvenim H&E. Uzlina byla prokrajena po 2mm, sudé ¢asti zpracovany
standardnim zptisobem, liché Casti metodou OSNA. Ptestoze v této praci bylo pouzito méné
podrobného histopatologického vysetfeni (histopatologické vysetieni v 2 mm intervalu) nez
v nasi studii, byla dosazena vyssi shoda mezi obéma metodami. Byly zde popsany pouze 4
diskordantni nalezy. Concordance metody OSNA se standardnim histopatologickym
vySetfenim byla 97,1% [54]. Podrobngjsi ultrastagingovy zpusob zpracovani Casti
sentinelovych uzlin by vsak posunul porovnani obou metod dale, vcetn¢ detekce jevi

zahrnujicich mikrometastazy, ITC ¢i benigni epitelidlni inkluse.

Ve Spanélské praci autofi vySetfili metodou OSNA celkem 94 sentinelovych uzlin
pochézejicich od 34 pacientek. Stfedni 1 mm silnou ¢ast uzliny vysetiili pomoci H&E a ITHC
CK19, ostatni uzlinova tkan byla vySetfena metodou OSNA. V této studii metoda OSNA
detekovala 16 metastaticky postiZenych uzlin a doséhla tak 88,3% shody s histopatologickym
vySetfenim. V ramci této studie bylo detekovano 11 diskordantnich vysledki OSNA
pozitivnich a soucasné histopatologicky negativnich. V ptipadé€ dvou sentinelovych uzlin byly
pfi histopatologickém vySetfeni zachyceny benigni epitelidlni inkluse, v téchto ptipadech
metoda OSNA také poskytla pozitivni vysledek [48]. Trebaze vyuziti metody OSNA dolozilo
vys$i citlivost pro detekci metastaz, zasadnim limitem této studie byla kontrola pouze 1 mm
centralni ¢asti uzliny podrobnym histopatologickym vySetfenim, které nemuselo metastatické
postizeni dobte detekovat. Porovnani vysledkti obou téchto publikovanych praci se zavéry nasi

studie nabizi Tabulka 7.
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Tabulka 7 vyuziti metody OSNA pfi vySetfeni sentinelovych uzlin karcinomu endometria

Autor Rok Pocet Pocet | Sensitivita | Specificita | Konkordance
pacientek uzlin

Nagaietal | 2014 35 137 82,4 % 99,2 % 97,1 %

Lopez-Ruiz | 2016 34 94 100 % 87,6 % 88,3 %

et al

Kostunet |2018 58 135 90,9 % 85,5 % 85,9 %

al
n=127 n=366 | O=91,1 % | ©=90,8 % | ©¥=90.4 %

Ani jedna z praci na rozdil od naseho souboru nehodnoti dopad zvolenych detekénich metod
na management pacientek participujicich ve studii. Vzhledem k vysokému podilu upstagingu

v nasi praci, povazujeme tento fakt za klinicky mimotadné dtlezity udaj.

Zasadni problematiku pfedstavuje vlastni zpracovani sentinelovych uzlin. Metoda OSNA
se profiluje jako vysoce efektivni metoda srovnatelna s ultrastagingem oproti némuz navic
poskytuje informaci o pfitomnosti nadorového postiZzeni z celé uzliny a nikoliv jen z n€kolika
fezil. Ze své podstaty vSak neumoznuje zpétnou kontrolu vzorku patologem. Ve tfech uzlinach
v nasi studii byly nalezeny ve vzorcich z ¢asti téchto uzlin ektopické epitelialni inkluse. Tyto
inkluse mohou zptlisobovat faleSnou pozitivitu metody OSNA, protoze jde o benigni glandularni
epithelové inkluze. Incidence téchto inkluzi v sentinelovych uzlinach je velice nizkd a
v literatufe se udava okolo 1,6 %. Incidence celkova, véetné nesentinelovych uzlin, pak kolisa
okolo 0,1-0,2 % [48]. V naSem souboru vySetfenych sentinelovych uzlin dosahla jejich
incidence 2,2 % a zpusobila jednu faleSnou pozitivitu uzliny metodou OSNA. Ta vS§ak neméla
vliv na kone¢né hodnoceni pacientky, protoze ta méla soufasné pozitivni kontrolateralni

sentinelovou uzlinu s nalezem mikrometastazy.

V jednom ptipad¢ byla sentinelova uzlina hodnocena metodou OSNA jako negativni,
piestoze ultrastaging hodnotil uzlinu jako pozitivni s mikrometastazou. Tento ptipad Ize

vysvétlit zplisobem prokrajeni uzliny po 2 mm. Je mozné, Ze patolog obdrzel ke zhodnoceni
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¢ast uzliny s mikrometastatickym postizenim, zatimco piistroj pro vysetieni OSNA obdrzel ¢ast
uzliny bez metastatického postizeni. Identicky princip mohl sehrat svou roli i v opacném
ptipadé, tedy pozitivita metody OSNA pro mikrometastazu pii soucasné negativit¢ H&E a ITHC.
Statisticky signifikantné vyssi incidence téchto pfipadi v nasem souboru, celkem 18
pozitivnich uzlin s negativnim ultrastagingem, ale ukazuje spise vyssi citlivost metody OSNA
pro detekci metastatického postizeni v porovnani s histopatologickym a IHC vySetienim (p <

0,0033).

Detekce sentinelové uzliny u karcinomu endometria dosud neni standardizovanym
procesem. Existuje nékolik zptisobii detekce liSicich se mistem aplikace a kombinaci a ddvkou
tracertt [36, 65]. V této studii byla vyuzita metoda intracervikalni aplikace. Kontroverzi
pfedstavuje 1 moznost nalezu sentinelovych uzlin v paraaortalni lokalizaci. Dle literatury je
v této oblasti lokalizovano asi 10% sentinelovych uzlin [39]. Vyskyt izolovanych metastaz

v této oblasti, tedy bez postizeni panevnich uzlin, se udava asi 1-3% [45, 67].

Neuspésna detekce izolované metastaticky postizené paraaortalni uzliny by mohla vést
k volbé neadekvatni adjuvantni 1écby. V ramci predoperacniho vySetieni 1ze navic toto riziko
redukovat vyuzitim podrobnych zobrazovacich vysetfeni (napt. CT, PET-CT nebo expertni
USG) k identifikaci klinicky suspektnich uzlin v této oblasti. Nékteré dosud publikované prace
navic poukazuji na ptinos detekce a vySetfeni sentinelovych uzlin u karcinomu endometria ve
srovnani s provedenim samotné systematické péanevni a paraaortalni lymfadenektomie.
Strategie mapovani sentinelové uzliny vykazuje vyssi miru detekce postizenych panevnich
uzlin pfi mozné nizsi radikalité¢ vykonu [60] a How et al popisuje dokonce snizeni vyskytu

panevni rekurence onemocnéni az o 68% [39].

Recentné publikovand data zabyvajici se vyznamem lymfovaskuldrni invaze (LVSI) u
pacientek s negativnim histologickym vySetfenim uzlin v ¢asném stadiu onemocnéni pT1NO
ukazuji, Ze rekurence onemocnéni do 5 let probéhne u 4,8 % pacientek s negativnimi uzlinami
a LVSI negativitou a dokonce ul4,1% pacientek s negativnimi uzlinami a LVSI positivitou
(p=0,006) [22]. Je pravdépodobné, ze na uvedené¢ mife rekurence se podili i dalsi rizikové
faktory, které uvedend prace nezohlednuje (napt. molekularni charakteristiky tumorti). Nabizi
se vSak otdzka, zda tato skute¢nost neni podminéna i nizkou senzitivitou standardnich testi
pouzivanych k detekci metastatického postizeni sentinelovych uzlin. V nasem souboru
pacientek metoda OSNA detekovala statisticky signifikantné€ vyS$si pocet pozitivnich uzlin (p <

0,0033), coz by vedlo k zatazeni statisticky signifikantné vysSiho poctu pacientek do vyssiho
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stadia FIGO klasifikace, které by vice odpovidalo frekvenci pacientek, u ktery dojde v ¢asném

stadiu onemocnéni k recidivé.

Ohledné nékladnosti metody OSNA byly v roce 2014 a 2016 publikovany analyzy, dle
kterych se model operacni 1écby s vyuzitim metody OSNA jevi jako varianta vyznamné
redukujici naklady na péci o pacientky s karcinomem prsu ve srovndni se standardnim
postupem vyuzivajicim peroperacni histologické vySetieni (frozen section) a nasledné
definitivni histopatologické vySetfeni. Zasadnim zjisténim bylo, Ze az u 20% pacientek bylo
dosazeno redukce potieby druhého opera¢niho vykonu, coz mélo opét pozitivni vliv na celkové

naklady na Ié¢bu [59, 70].
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8.6 Zavér

Dle zavéru této studie i dosud publikovanych dat nabizi metoda OSNA, rychlou a piesnou
alternativu k podrobnému ultrastagingovému vysetfeni. Podle vysledka této studie vykazuje

v porovnani s ultrastagingem sensitivitu 90,9%, specificitu 85,5% a concordanci 85,9%.

Metoda OSNA vedla ve srovnani s ultrastagingem k detekci vétsiho poctu metastaticky
postizenych sentinelovych uzlin a tim k upstagingu navic u 20,69% pacientek. V ptipadé¢
karcinomt prsu a kolorekta se jiz v pribéhu minulych let tato metoda dostatecné etablovala a

je v klinické praxi bézn¢ vyuzivana [77].

Vyuziti metody OSNA v kombinaci s technikami detekce a vySetfeni sentinelovych uzlin u
pacientek s karcinomem endometria je do budoucna pfislibem vysoce sensitivni detekce
metastaticky postizenych uzlin a tim adekvatniho uplatnéni adjuvantni 1é¢by. Dalsi krok studia
vyuziti této metody pii vysetfeni sentinelovych uzlin u karcinomu endometria by tak mél
obsahovat jiz vysetieni celych sentinelovych uzlin bez nepiimé histologické kontroly v ramci

celonarodni ¢i 1épe mezinarodni multicentrické prospektivni studie.
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