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SEZNAM POUŽITÝCH ZKRATEK 

AFP   Alfa-1-fetoprotein 

APC   Antigen Presenting cell; antigen prezentující buňka 

ATP-CRA  Adenosine-Triphosphate based Chemotherapy Response Assay 

AUC   Area Under the Curve; plocha pod křivkou 

BMI Body Mass index; index tělesné hmotnosti 

BCRP Breast Cancer Resistance Protein 

CA 125, 19-9, 72-4 Nádorové antigeny 

CBDCA  Karboplatina 

cDDP Cis-platina 

CEA   Carcinoembryonální antigen 

CT   Computed Tomography; Počítačová tomografie 

CTLA-4  Cytotoxic T-Lymphocyte Antigen 4 

ČR   Česká Republika 

DiSC   The differential staining cytotoxicity 

DNA   Deoxyribonukleová kyselina 

EBV    Epstein-Barr Virus 

ECOG   Eastern Cooperative Oncology Group 

EDR   Extreme Drug Resistance 

FIGO   Fédération Internationale de Gynécologie et d´Obstétrique 

FNHK Fakultní nemocnice Hradec Králové 

FÚP Fingerlandův ústav patologie 

GM-CSF Granulocyte Macrophage Colony Stimulating Factor; faktor stimulující 

kolonie granulocytů a makrofágů 

hCG   Choriový gonadotropin 

HDRA   Histoculture Drug Responce Assay 

HE 4   Human epididymis protein 4 

HIV   Human immunodeficiency virus; virus lidské imunitní nedostatečnosti 

HLA   Human Leukocyte antigen; hlavní histokopatibilní komplex 

HTCA   Human Tumor Clonogenic Assay 

HTLV 1   Human T-Leukemia Virus 

IL-10   Interleukin 10 

IL-2    Interleukin 2 
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INF-γ   Interferon gamma 

LDH   Laktátdehydrogenáza 

MiCK   MicroCulture Kinetic apoptosis assay  

MRD   MultiDrug Rezistance; mnohočetná léková rezistence 

MRP   Multidrug Resistance Protein 

MTT   2-(4,5-dimethyl-2thiazolyl)-3,5-diphenyl-2H-tetrazolium bromide 

NCCN   National Comprehensive Cancer Network 

ND   Neurčeno 

NF-κB   Nukleární faktor κB 

NK buňky  Natural Killer; přirození zabíječi 

NMR   Nukleární Magnetická Rezonance 

PAKL Paklitaxel 

PET-CT  Pozitronová Emisní Tomografie-Počítačová tomografie 

PS Performance Status; celkový stav pacienta 

PSA Prostatický Specifický Antigen 

RECIST  Response Evaluation Criteria in Solid Tumors 

RPM   Revolution Per Minute; otáčky za minutu 

RTG Rentgen 

SDI Succinic Dehydrogenase Inhibition assay 

Treg   T regulační lymfocyty 

TAA Tumor Associated Antigen; s nádorem asociované nádorové antigeny 

TCS   Tumor Cell Survival; Přežití nádorových buněk 

TGF-β   Transforming Growth Factor beta; transformující růstový faktor beta 

TIA   Thymidine Incorporation Assay 

TLR   Toll-Like Receptor 

TNM   Tumor-Nodus-Metastasis; nádor-uzliny-metastázy 

TSA   Tumor Specific Antigen; nádorově specifické nádorové antigeny 

UICC   International Union Against Cancer 

VEGF  Vascular Endothelial Growth Factor; vaskulární endoteliální růstový 

 faktor 
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1 SOUHRN 

Úvod: Karcinom ovaria je nejčastější příčinou úmrtí na gynekologické malignity. Jedná se o 

skupinu onemocnění s různou morfologickou strukturou, rozdílným biologickým chováním a 

různou prognózou. Většina karcinomů ovaria je diagnostikována v pokročilém stádiu nemoci. 

Chirurgická léčba v kombinaci s chemoterapií dosahuje vysoké léčebné odpovědi, přesto ale u 

dvou třetin pacientek dochází k relapsu onemocnění, rozvoji chemorezistence a následně 

k úmrtí. Prognóza karcinomu ovaria je ovlivněna zejména stádiem onemocnění v době 

stanovení diagnózy, velikostí reziduálního nádoru po operaci, biologickými vlastnostmi 

konkrétního nádoru a celkovým stavem pacientky. Radikalita chirurgického výkonu zásadně 

ovlivňuje úspěšnost celkové léčby. Chirurgická léčba je doplněna o chemoterapii založenou 

na derivátech platiny v kombinaci s paklitaxelem bez rozdílu histologického typu a biologické 

povahy nádoru. Z platinových derivátů se dnes častěji upřednostňuje karboplatina před 

cisplatinou. Biologická odlišnost jednotlivých typů nádorů je tak pestrá, že jeden léčebný 

režim nemůže být optimální variantou pro všechny pacientky. Stále více prací se zaměřuje na 

individualizaci nádorové léčby. Tato práce se zaměřila na in vitro testování citlivosti 

ovariálního karcinomu na vybraná cytostatika pomocí MTT testu a její využitelnost 

v klinickém rozhodování. 

Soubor a metodika: Do našeho souboru bylo zařazeno 55 pacientek (medián věku 64 let; 

rozmezí 40-80 let) s diagnostikovaným karcinomem ovaria, u nichž jsme na našem pracovišti 

v letech 2006-2010 odebrali vzorek nádorové ovariální tkáně anebo vzorek maligního ascitu 

pro testování chemosenzitivity / chemorezistence pomocí MTT testu. 28 pacientkám byl 

odebrán pouze vzorek nádorové ovariální tkáně, 15 pacientkám pouze maligní ascites a u 12 

pacientek byl odebrán jak ascites, tak nádorová tkáň. U 8 pacientek byla ověřována shoda 

výsledků mezi čerstvě odebranou a zmraženou tkání. Cílem práce bylo stanovení 

chemosenzitivity resp. chemorezistence buněk nádorové ovariální tkáně resp. 

buněk maligního ascitu a výsledky porovnat s klinickými parametry. Dále jsme porovnávali 

shodu výsledků in vitro MTT testu mezi nádorovou tkání a ascitem a shodu výsledků in vitro 

MTT testu mezi čerstvou a zmraženou nádorovou tkání. 

Projekt byl řešen s podporou grantů IGA MZ ČR 8768-3 a IGA MZ ČR 9737-3 Ministerstva 

zdravotnictví České republiky. Studie byla schválena Etickou komisí Fakultní nemocnice a 

Lékařské fakulty Univerzity Karlovy v Hradci Králové. 
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Výsledky: Jako nezávislý prediktivní prognostický faktor pro progresi onemocnění bylo 

identifikováno stádium onemocnění (p=0.03) a pro celkové přežití stádium onemocnění 

(p=0.04) a velikost nádorového rezidua po chirurgické léčbě (p=0,02). In vitro 

chemosenzitivita se vyskytla u 37 (67 %) pacientek na cisplatinu, u 12 (22 %) pacientek na 

karboplatinu a u 9 (16 %) pacientek na paklitaxel, (cisplatina vs. karboplatina p<0.0001; 

cisplatina vs.paklitaxel p<0.0001). Význam in vitro chemosenzitivity na cisplatinu byl 

zaznamenán u období bez progrese i u celkového přežití (p=0.01 resp. p=0.05). Multivariantní 

analýzou jsme u pacientek in vitro chemosenzitivních na karboplatinu a s nulovým nebo 

mikroskopickým nádorovým reziduem po chirurgické léčbě prokázali nejdelší dobu bez 

progrese (p=0.038) i nejdelší dobu celkového přežití (p=0.048). Shoda výsledků MTT 

testování mezi čerstvě zpracovanou nádorovou tkání a ascitem prokázala uspokojivé výsledky 

jen u testování na cisplatinu. Shoda výsledků MTT testování mezi čerstvě zpracovanou a 

zmraženou tkání nebyla uspokojivá. 

Závěr: Klinický význam in vitro testování nádorových buněk je zejména u prokázané in vitro 

chemorezistence na konkrétní cytostatikum a tím předpoklad neúspěchu plánované léčby 

tímto preparátem. In vitro MTT testování je metoda hodnotící citlivost nádorové tkáně 

individuálních pacientek. V naší práci jsme zaznamenali výrazně vyšší primární in vitro 

chemosenzitivitu na cisplatinu než na karboplatinu. Výsledky in vitro testování buněk 

získaných z maligního ascitu nemohou nahradit výsledky testů nádorové tkáně, nicméně by 

měly být zohledněny při lokální léčbě refrakterního ascitu. Z výsledků naší práce vyplývá, že 

MTT testování není vhodnou metodou ke stanovování chemosenzitivity na rozmražených 

tkáních. In vitro testování chemosenzitivity by mělo být součástí komplexu vyšetřovacích 

metod u pacientek s karcinomem ovaria před podáním cytostatické léčby a tím snížit riziko 

neúspěchu a zabránit vzniku nežádoucích účinků léčby a přispět tím k její individualizaci. 
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2 SUMMARY 

Introduction: Ovarian cancer is a leading cause of death from gynecologic malignancies. 

However, this kind of cancer is a heterogeneous disease, which is characterized by various 

cytomorphological features, biological behavior, and prognosis in patients. Most ovarian 

carcinomas are at an advanced stage when diagnosed. Surgery combined with chemotherapy 

is very effective in treatment. Still, two-thirds of patients experience a relapse and a 

development of chemoresistance followed by death. Prognosis of this cancer is mainly 

affected by initial disease stage, size of residual tumor after surgery, biological features of the 

tumor, and overall condition of a patient. Extensive surgery significantly improves the chance 

of survival. Subsequent chemotherapy is based on both platinum-based complexes and 

paclitaxel, regardless of histology and tumor biology. Among platinum-based complexes, 

carboplatin is used preferentially for treatment. Biological diversity of ovarian carcinoma 

often leads to personalized therapy in which medical procedures vary between patients. This 

study focuses on in vitro sensitivity of ovarian carcinoma cells to tested cytostatics using the 

MTT test. We presume that such a method might be utilized in clinical decision making.  

Patients and methods: In total, 55 patients diagnosed with ovarian cancer (median age of 64 

years, age range of 40-80 years) were enrolled in our study between the years 2006 and 2010. 

At the Department of Gynecology, we acquired tumor tissue and malignant ascites from these 

patients. All obtained samples were analyzed for chemosensitivity / chemoresistence with the 

MTT test. While we were able to collect both ovarian tumor tissue and ascites in 12 patients, 

other patients provided only either tumor tissue (28 patients) or ascites (15 patients). We also 

tested sensitivity of fresh and frozen tissue. The purpose of this research work was to assess 

chemosensitivity of ovarian carcinoma cells and compare these results with clinical 

parameters. Using the MTT test, we further examined any possible correlation in in vitro 

sensitivity between tumor tissue and ascites, as well as the correlation between fresh and 

frozen tumor tissue samples. 

This project was supported by Ministry of Health (Czech Republic) grants: IGA MZ ČR 

8768-3 a IGA MZ ČR 9737-3. The study was approved by the Ethics Committee of 

University Hospital and Faculty of Medicine, Hradec Kralove, Czech Republic. 

Results: The disease staging was an independent prognostic factor for both the cancer 

progression (p=0.03) and survival (p=0.04), while the size of residual tumor was the 
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independent prognostic factor only for survival (p=0.02). In 37 (67 %) patients, carcinoma 

cells displayed in vitro chemosensitivity to cisplatin. The tumor cells of 12 (22 %) proved 

patients to be sensitive to carboplatin and in 9 (16 %) patients, sensitivity to paclitaxel 

occured, (cisplatin vs. carboplatin p<0.0001; cisplatin vs. paclitaxel p<0.0001). In vitro 

chemosensitivity to cisplatin prolonged both the period without progression and survival 

(p=0.01 and p=0.05, respectively). Results of multivariate analysis suggested that patients 

whose carcinoma cells were in vitro sensitive to carboplatin and who had no residual tumor or 

just microscopic residual tumor showed the longest period without progression and the  

longest survival (p=0.038 and p=0.048, respectively). When comparing fresh tumor samples 

and ascites, we found correlation solely in chemosensitivity to cisplatin. However, there was 

no concordance in sensitivity between fresh and frozen tissue samples. 

Conclusion: In vitro sensitivity testing of tumor cells has been proven clinically important, 

especially in chemoresistence to cytostatics because such an approach could reveal poor 

therapy response to certain cytostatics. MTT is an in vitro method which detects sensitivity of 

tumor tissue of every patient. In our study, we found significantly higher in vitro 

chemosensitivity to cisplatin than carboplatin. Results of in vitro testing of ascite cells do not 

compare with results obtained from tumor tissue analysis, but might be useful when we try to 

treat refractory ascites. Our research indicates that MTT testing may not be an appropriate 

method to detect chemosensitivity of frozen samples. In vitro chemosensitivity should be 

incorporated in examination methods for ovarian cancer patients before any cytostatic therapy 

administration. This method would contribute to personalized therapy by enhancing the 

probability of successful treatment while decreasing side effects. 
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3 ÚVOD DO PROBLEMATIKY 

3.1 Úvod 

Karcinom ovaria je nejčastější příčinou úmrtí na gynekologické malignity. Tvoří 5 % mezi 

všemi nádory u žen. Vzhledem k nespecifickým symptomům je většina karcinomů ovaria 

diagnostikována v pokročilém stádiu nemoci. Primární cytoredukční léčba v kombinaci 

s adjuvantní chemoterapií na bázi platiny a paklitaxelu dosahuje vysoké léčebné odpovědi. 

Přesto ale u dvou třetin pacientek dochází k relapsu onemocnění, rozvoji chemorezistence a 

následně k úmrtí. Prognóza karcinomu ovaria odpovídá zejména stádiu onemocnění v době 

stanovení diagnózy a dále objemu reziduálního nádoru po operaci. Chirurgický výkon 

zásadně ovlivňuje úspěšnost celkové léčby, jeho radikalita závisí především na celkovém 

stavu pacientky. Chirurgická léčba je doplněna o chemoterapii založenou na derivátech 

platiny v kombinaci s paklitaxelem bez rozdílu histologického typu a biologické povahy 

nádoru. Biologická odlišnost jednotlivých typů nádorů je tak pestrá, že jeden léčebný režim 

nemůže být nejlepší pro všechny pacientky. Stále více prací směřuje k individualizaci 

nádorové léčby. Tato práce se zaměřila na testování citlivosti nádorů a její využitelnost 

v klinickém léčebném rozhodování. 
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3.2 Maligní transformace 

Zhoubné nádory jsou v současné době jednou ze tří nejčastějších příčin úmrtí v euroamerické 

populaci. Nádorové onemocnění lze charakterizovat jako neregulovaný růst buněk spojený 

s poruchou kontrolních mechanizmů a alterací buněčné diferenciace. Maligní transformace 

buňky je v současnosti definována jako proces vedoucí v buňce k akumulaci genetických 

poruch, které aktivují buněčné protoonkogeny nebo deaktivují antionkogeny regulující 

buněčné dělení či apoptózu. Jedná se tedy o multifaktoriální a vícestupňový proces, který 

zahrnuje iniciaci, promoci, klonální expanzi a progresi onemocnění. Iniciační stádium 

představuje prvotní genetickou událost, tj. mutaci určitého genu. Takto iniciovaná buňka 

získává potenciál k maligní transformaci. Promoční stádium trvá, narozdíl od časově velmi 

krátké iniciační fázi, i několik let. Promoční faktory nejsou schopny vyvolat maligní 

transformaci, jen ji podporují. Ve stádiu progrese dochází k dalšímu nahromadění genetických 

změn. Nádorové buňky jsou následně schopné se pomocí krevního oběhu šířit na vzdálená 

místa, tvoří tzv. metastázy. Zatímco iniciace a promoce jsou ve vztahu k buňce ovlivněny 

zevními faktory, progrese je vesměs důsledkem endogenních změn v expandujícím klonu. 

Poškození DNA je způsobeno vlivem rozmanitých endogenních či exogenních faktorů. 

Endogenní příčinou jsou vrozené genetické poruchy. Exogenní faktory lze rozdělit na 

kancerogeny fyzikální, chemické a biologické. Na vzniku nádoru mají vliv nejenom genetické 

poruchy, ale i epigenetické změny, neměnící genetický kód, ale ovlivňující jeho vyjádření (1). 

3.2.1 Rizikové faktory 

Za nejvýznamnější z fyzikálních faktorů se považují ionizující a ultrafialové záření. U 

rentgenologů nevyužívajících ochranné pomůcky byl zjištěný zvýšený výskyt kožních 

karcinomů a leukémií. Mezi prokázané chemické kancerogeny zevního prostředí patří těžké 

kovy, arsen a polycyklické aromatické uhlovodíky. Mezi další faktory uváděné v souvislosti 

s některými nádory patří aromatické aminy a nitrosaminy. 

Je obecně známo, že chronická infekce a zánět jsou významné faktory podílející se na vývoji 

maligních nádorů. Vzhledem k tomu, že v několika typech lidských malignit byla prokázána 

zvýšená aktivace transkripčního faktoru NF-κB (Nuclear Factor κB) se předpokládá, že na 

vývoji a progresi nádoru mají vliv právě ta agens, která tuto signální dráhu dokáží aktivovat. 

Bylo prokázáno, že buňky některých lidských zhoubných nádorů exprimují na svém povrchu 
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receptory TLR (Toll-like receptor), které umožňují růst a zvyšují schopnost přežít nádorových 

buněk. Předpokládá se, že bakteriální přítomnost v nádorovém mikroprostředí může 

podporovat nádorovou transformaci a růst. Mezi biologické faktory kancerogeneze patří 

především viry. Viry mohou maligně transformovat buňky člověka přímo, např. inzercí 

virových onkogenů do genomu hostitelské buňky, nebo nepřímým mechanizmem, kdy viry 

indukovaná zánětová reakce vede k poškození DNA. Infekční agens mohou také iniciovat 

nádorové bujení díky svým imunosupresivním účinkům. Infekce virem (př. Human 

Immunodeficiecy Virus, HIV) způsobuje utlumení imunologické reaktivity. Mezi viry spojené 

s nádorovým bujením patří například retrovirus HTLV 1 (Human T-Leukemia Virus) hrající 

významnou roli při vzniku některých T-leukémií a lymfomů. Herpesvirům, DNA onkogenním 

virům, mezi které je řazen EBV (Epstein-Barr Virus), se přičítá význam v etiologii Burkittova 

lymfomu a nazofaryngeálního karcinomu. Produkty onkogenů lidského papilomaviru E6 a E7 

vytvářejí komplexy s produkty tumor supresorových genů p53 a Rb a tím je inaktivují. Mají 

tak velmi významné postavení v onkogynekologii, převážně ve spojitosti s výskytem 

karcinomu děložního čípku, penisu, vulvy, pochvy, konečníku či hltanu (1, 2). 

3.2.2 Protoonkogeny 

Jako protoonkogeny označujeme geny, které prostřednictvím svých proteinových produktů 

působí na regulaci dělení buněk a jejich diferenciaci. Mutace protoonkogenu se projeví 

ztrátou funkce, který protoonkogen plní v regulaci buněčného dělení, a dochází pak 

k neregulovanému dělení a nekontrolovatelnému růstu. Tento proces se nazývá buněčná 

transformace. Buněčné onkogeny (c-onc) vznikají z normálních genů (protoonkogenů), které 

za fyziologických okolností kontrolují růst, proliferaci a diferenciaci buňky. Mutace 

protoonkogenů, které kódují růstové faktory (př. c-sis), vede k jejich abnormální produkci, 

která má za příčinu intenzivní buněčnou proliferaci. Genetická chyba může vzniknout i na 

úrovni genů kódujících receptory pro růstové faktory (př. c-kit, c-erk, c-fms). V nádorových 

buňkách jsou často změněny geny kódující molekuly nitrobuněčných signálních systémů, jako 

jsou procesy fosforylace zajišťované kinázami a defosforylace zajišťovaní fosfatázami. Mezi 

onkogeny řadíme také změněné geny kódující transkripční faktory (př. c-jun, c-myc, c-fos). 

Jedná se o jaderné proteiny, vázající se na specifické úseky DNA, které řídí finální etapu 

transdukční kaskády. Za normálních okolností se účastní regulačních mechanizmů proliferace 

(1). 
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3.2.3 Antionkogeny 

Antionkogeny, tedy nádorové supresorové geny, prostřednictvím svých bílkovinných 

produktů, omezují buněčnou transformaci a proliferaci. Jejich porucha má stejně jako porucha 

onkogenů za následek buněčnou transformaci. Produkty antionkogenů se podílejí na kontrole 

buněčného růstu a procesu diferenciace buňky. Nejvýznamnějším a nejvíce prozkoumaným 

antionkogenem je protein p53, který je negativním regulátorem přechodu z G1 do S fáze 

buněčného cyklu; dále zvyšuje expresi proteinu Bax, důležitého pro indukci apoptózy. Protein 

p53 je ústřední bariérou proti nádorovému růstu, a je označován jako „strážce genomu“. Gen 

pro p53 je nejčastější mutovaný gen u lidských karcinomů. Poškození tohoto genu je 

prokazatelné u většiny „high-grade“ maligních ovariálních nádorů (1). V onkogynekologii 

řadíme mezi významné antionkogeny podílejících se na reparaci DNA a kontrole buněčného 

cyklu geny BRCA1 a BRCA2. Mutace genů BRCA1 a BRCA2 jsou zodpovědné za většinu 

hereditárních syndromů karcinomů prsu a vaječníků. 

3.3 Nádorové bujení a imunitní odpověď 

Imunitní reakci na nádorové buňky je nutné považovat za poslední obrannou bariéru, kterou 

organismus staví vůči nádorovému bujení. Jelikož na nádorové bujení nazíráme jako na 

akumulaci genetických poruch v genomu buňky, je nepochybné, že v těle člověka dochází k 

mnoha situacím, kdy je genetická porucha identifikována ještě na úrovni DNA. Opravné 

mechanizmy na úrovni DNA jsou tedy hlavním obranným faktorem. Dojde-li, i přes opravné 

mechanizmy, k transformaci buňky, musí na tuto situaci reagovat imunitní systém. Pokud 

imunitní systém rozpozná molekuly exprimované maligně transformovanými buňkami jako 

“nebezpečné” antigeny, je pravděpodobné, že takové buňky začne ničit dříve, než se vyvinou 

v nádor. Nádorová buňka je však odvozena od normální buňky a sdílí s ní většinu 

povrchových antigenů, k nimž byla ustanovena imunologická tolerance. Přesto většina 

nádorových buněk vystavuje na svém povrchu mutacemi změněné molekuly, nádorové 

antigeny. Některé jsou více, či méně imunogenní. Typickou vlastností nádorů je jejich 

schopnost unikat destrukčnímu působení obranných mechanizmů imunitního systému (3). 
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3.3.1 Nádorové antigeny 

Nádorové buňky by měly obsahovat molekulové struktury, které by měl imunitní systém 

rozpoznávat jako “nebezpečně antigeny” a jejich přítomnost by měla vést k imunitní reakci. 

Imunitní odpověď však často není protektivní, ať z důvodu slabé imunogennosti nádorových 

antigenů, nebo důsledkem deregulace imunitní odpovědi. 

Nádorové antigeny dělíme na nádorově specifické (TSA) a s nádorem asociované (TAA) (4). 

TSA jsou přítomny pouze na nádorových buňkách a na jiných se nevyskytují. TAA se 

vyskytují na povrchu normálních buněk, tak i na nádorových buňkách. Mezi antigeny 

asociované s karcinomem ovaria patří například NY-ESO-1 patřící mezi nádorové testikulární 

antigeny. Testikulární antigeny nejsou vyjádřeny na normálních buňkách s výjimkou 

spermatoginií a patří mezi TSA. NY-ESP-1 je jeden z nejimunogennějších nádorových 

antigenů, a proto se jeví jako slibný cíl nových imunoterapeutických přístupů. Tento antigen 

je vyjádřen zhruba u 30 % případů karcinomu prsu, 25 % karcinomu prostaty a 25 % 

karcinomu ovaria. Mezi TAA patří například karcinoembryonální antigen (CEA), který je 

vyjádřen na normálních epitelových buňkách, ale také na nádorových buňkách karcinomu 

tlustého střeva, prsu, a plicního adenokarcinomu. Prostatický specifický antigen (PSA) se 

nachází v krvi nemocných s karcinomem prostaty, ale také karcinomu prsu a ovarií. Nádorový 

antigen HER-2 / neu je vyjádřen na nádorových buňkách prsu a ovaria. Je velmi slabě 

vyjádřen na normálních epitelových buňkách (3). 

3.3.2 Nádorové markery 

Nádorové markery jsou definovány jako látky, které jsou produkovány buď nádorovými 

buňkami, nebo je jejich syntéza indukována v normálních buňkách v přítomnosti nádorových 

buněk. Nádorové markery se mohou nacházet v tělních tekutinách pacientů s nádorovým 

onemocněním, kde mohou být identifikovány nejčastěji v séru. Ale je třeba myslet i na to, že 

za fyziologických podmínek je ve stopovém množství produkují i buňky zdravé tkáně. Při 

maligní přeměně buněk dochází k jejich zvýšené produkci. Nádorové markery využíváme v 

diagnostice onemocnění, v diferenciální diagnostice a jejich významná role je při hodnocení 

úspěšnosti terapie. Kvalitní nádorový marker vykazuje vysokou senzitivitu a specifitu a 

vysokou prediktivní hodnotu. Vzhledem k tomu, že zhoubné nádory ovaria vykazují vysokou 

biologickou odlišnost, využíváme v diagnostice a v diferenciální diagnostice celou řadu 

odlišných onkomarkerů. Vysoká heterogenita buněčných populací je i v rámci jednotlivých 
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typů nádorů, proto i v rámci hodnocení efektu léčby často stanovujeme více než jeden marker. 

Využití konkrétních onkomarkerů v diagnostice a diferenciální diagnostice zhoubných nádorů 

ovaria jsou popsány v kapitole diagnostika (kapitola 3.5.5). 

3.3.3 Imunitní odpověď 

Na protinádorové imunitě se podílí jak složky přirozené, tak složky specifické imunity. 

Buněčné elementy přirozené imunity, ale ve větší či menší míře veškeré buněčné elementy 

organismu nesou na svém povrchu, nebo mají umístěny nitrobuněčně signální molekuly, které 

označujeme jako dozorové receptory, u savců označované jako TLR. Prostřednictvím 

dozorových receptorů buněčné elementy odlišují mezi “bezpečnými” a “nebezpečnými” 

molekulovými vzory. Obecně jsou za “bezpečné” molekulové vzory označovány ty struktury, 

které nejsou schopny narušit homeostázu člověka. V kontrastu tj. jako “nebezpečné” jsou 

označovány ty molekuly, které homeostázu člověka narušit mohou. Hlavním úkolem TLR je 

okamžitá odpověď dendritických buněk a monocytů na přítomnost infekce či nádorového 

bujení a propojení přirozené a specifické imunitní odpovědi (5). V současnosti bylo popsáno 

10 receptorů patřících do rodiny TLR, které na svůj povrch váží “nebezpečné” molekulové 

vzory, převážně mikrobiální produkty, ale i endogenní produkty a stresové bílkoviny. Po 

stimulaci TLR dochází k poskytnutí kostimulačních signálů, které podporují vyzrávání, 

proliferaci a protilátkovou produkci B lymfocytů a indukují aktivaci a proliferaci specifických 

T lymfocytů (6). 

T lymfocytární specifická imunita rozpoznává pouze ty antigeny, které jsou T lymfocytům 

prezentovány přes molekuly HLA I., nebo HLA II. třídy. Takto poskytnutý I. signál musí být 

doplněn II. signály, které dodávají přes TLR aktivované buňky přirozené imunity. 

Cytotoxické CD8+ T lymfocyty rozpoznávají a zabíjí nádorové cílové buňky, které na svém 

povrchu exprimují HLA I. třídy. Specifická protinádorová reakce pomocných CD4+ 

T lymfocytů je navozena přes antigen prezentující buňky (APC), které nejprve nádorové 

buňky pohltí, nádorové antigeny zpracují a vystaví je na svém povrchu pomocí HLA molekul 

II. třídy. Vzhledem k tomu, že pouze malá část nádorových buněk exprimuje spolu 

s HLA molekulami I. třídy také kostimulační molekuly (II. signál), je účinná odpověď CD8+ 

T lymfocytů závislá na reakci CD4+ T lymfocytů s HLA molekulami II. třídy. Aktivované 

CD4+ T lymfocyty produkují cytokiny interleukin 2 (IL-2) a interferon γ (INF-γ), odpovědné 

za klonální expanzi ostatních T lymfocytů, včetně cytotoxických CD8+, aktivaci makrofágů, 

přirozených zabíječů (NK buněk) i B lymfocytů. Za specifickou destrukci nádorové buňky 
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jsou odpovědné úspěšně aktivované cytotoxické CD8+ T lymfocyty, které svými lytickými 

mechanizmy přímo rozrušují membránu a jádra nádorových buněk. Neschopnost imunitního 

systému reagovat na přítomné nádorové buňky vyplývá spíše z nedostatečné aktivity složek 

přirozené imunity, poskytující II. signály specifickým složkám imunity. Za rozhodující 

součást protinádorové imunity jsou považovány NK buňky, které identifikují nádorové buňky 

prostřednictvím molekulově velmi rozmanitých membránových receptorů. Ty poskytují 

NK buňce aktivační, nebo naopak inhibiční signály. Pokud převládnou aktivační signály, jsou 

spuštěny lytické mechanizmy vedoucí k usmrcení nádorové buňky. Nejvýznamnějším 

proaktivačním signálem je snížená nebo změněná exprese molekul I. třídy, která je běžným 

znakem nádorových buněk. Cytotoxická aktivita NK buněk může být zvýšena působením 

IL-2 a INF- γ produkovaných pomocnými CD4+ T lymfocyty (3). 

3.3.4 Příčiny selhání efektorových mechanizmů imunitního systému 

I přes existenci všech protinádorových mechanismů imunitního systému dochází i u 

imunokompetentních jedinců ke vzniku a růstu zhoubných nádorů. Existuje řada možností, 

jak nádorové buňky unikají složkám imunitního systému. Nádorové buňky na svém povrchu 

často neexprimují HLA molekuly I. a II. třídy ani adhezivní a kostimulační molekuly. 

Nádorové buňky mohou produkovat látky, které přímo potlačují protinádorovou imunitu. 

Interleukin 10 (IL-10) a transformující růstový faktor β (TGF-β) inhibují proliferaci 

lymfocytů a makrofágů. Nadměrným uvolňováním nádorových antigenů může dojít k tzv. 

oslepení T lymfocytů. Před imunitním systémem mohou být nádorové buňky chráněny 

glykokalyxem. Často také indukují apoptózu buněk imunitního systému pomocí Fas receptoru 

a jeho ligandu, který je exprimován na buňkách imunitního systému. Takové nádory se 

chovají jako imunologicky “privilegovaná místa” (1). 

Supresorová aktivita odpovědná za potlačování specifických protinádorových reakcí je také 

připisována vlastním regulačním T lymfocytům (T reg). Jedná se o heterogenní populaci 

T lymfocytů, která zajišťuje udržení periferní tolerance k vlastním antigenům. Na svém 

povrchu nesou autoreaktivní receptor jehož stimulací dochází k produkci IL-10 a TGF-β. Tyto 

cytokiny potlačují aktivitu ostatních efektorových buněk imunitního systému (7). 
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3.4 Maligní nádory ovaria 

Mezi maligní nádory ovaria patří, dle histopatologické klasifikace, nádory z povrchového 

epitelu a stromatu, nádory ze specializovaného mezodermu gonád, nádory ze zárodečných 

buněk a nádory smíšené terminální a gonadostromální (Tabulka 1). Mezi nejčastější 

sekundární nádory ovarií patří metastázy karcinomy prsu, tlustého střeva, žaludku a nádory 

vnitřního genitálu. 

 

Tabulka 1: Histopatologická klasifikace maligních nádorů ovaria. 

Nádory 

z povrchového 
epitelu a stromatu 

Karcinomy 

Serózní adenokarcinom 
Mucinózní adenokarcinom 
Endometroidní adenokarcinom 
Světlobuněčný adenokarcinom 
Karcinom z přechodních buněk 
Maligní brennerův nádor 
Dlaždicobuněčný karcinom 
Smíšený karcinom 
Nediferencovaný karcinom 

Borderline nádory 

Serózní borderline nádor 
Mucinózní borderline nádor 
Endometroidní bordenline nádor 
Světlobuněčný borderline nádor 
Borderline brennerův nádor 
Borderline smíšený epiteliální nádor 

Nádory ze 
specializovaného 

mezodermu gonád 

Nádory z granulózových a 

stromálních buněk 

Fibrosarkom 
Celulární fibrom 
Adultní a juvenilní typ nádoru z buněk 
granulózy 

Nádory ze Sertoliho a stromálních 

buněk 
Málo diferencovaný androblastom 

Nádory ze steroidogenních buněk Maligní nádor ze steroidogenních buněk  

Nádory ze 
zárodečných buněk 

Primitivní nádory 

Dysgerminom 
Nádor ze žloutkového váčku 
Embryonální karcinom 
Choriokarcinom 

Teratomy Nezralý teratom 

Ostatní nádory  

Malobuněčný karcinom 
Velkobuněčný neuroendokrinní karcinom 
Primární ovariální mezoteliom 
Wilmsův nádor 
Adenoidně cystický karcinom 

 

Nádory z povrchového epitelu a stromatu tvoří asi 80-90 % maligních ovariálních novotvarů. 

Mezi ně řadíme karcinomy a borderline tumory. Borderline tumory ovaria tvoří přibližně 

10-15 % maligních ovariálních nádorů. Borderline tumory ovaria vykazují vyšší proliferační 

aktivitu než benigní nádory, ale v porovnání s karcinomy zde není přítomna stromalní invaze. 
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Následkem zpřesnění histopatologických diagnostických kritérií dochází v posledních letech 

k nárůstu diagnostikovaných borderline tumorů ovaria. Borderline tumory ovaria se 

v porovnání s invazivním karcinomem manifestují v mladším věku a mají nižší hladiny 

Ca 125. Avšak definitivní diagnostika borderline tumorů ovaria je založená na 

histopatologickém vyšetření. Borderline tumory ovaria mají velmi dobrou prognózu a nízké 

riziko recidivy ve formě invazivních nádorů (8). 

Ostatní zhoubné nádory jsou heterogenně nejednotnou skupinou. V praxi se nejčastěji 

setkáváme s nádory z buněk granulózy (granulozovým tumorem) a dysgerminomem-

nejčastěji se vyskytujícím se nádorem v graviditě. Většina ostatních typů zhoubných 

ovariálních nádorů se vyskytuje vzácně. 

3.5 Karcinom ovaria 

3.5.1 Úvod 

Karcinom ovaria je nejčastější příčinou úmrtí na gynekologické malignity. Tvoří 5 % mezi 

všemi nádory u žen. Dle Ústavu zdravotnických informací a statistiky České republiky, byl 

vrchol incidence onemocnění v ČR v roce 2003, kdy bylo diagnostikováno celkem 1 290 

nových případů, což odpovídá incidenci 24,63 / 100 000 žen. Od roku 2004 je patrno 

snižování incidence onemocnění, v roce 2010 incidence 20,64 / 100 000 žen. V absolutních 

číslech se jedná o 1 107 nových případů za rok 2010. (http://www.svod.cz). Přestože se o 

karcinomech ovaria mluví jako o jedné entitě, nejedná se o homogenní onemocnění. Jedná se 

o skupinu onemocnění s různou morfologií, s rozdílným biologickým chováním a různou 

prognózou. 

3.5.2 Histologie ovariálního karcinomu 

Dle histologických charakteristik se karcinom ovaria dále dělí na několik podtypů. 50 % 

všech ovariálních malignit je představován serózním adenokarcinomem (Obrázek 1, Obrázek 

2). 
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Obrázek 1: High grade serózní karcinom ovária: hematoxylin-eosin, původní zvětšení 

200 x. Obrázek poskytl FÚP, FNHK. 

  
 

Obrázek 2: Low grade serózní karcinom ovaria: hematoxylin-eosin, původní zvětšení 

200 x. Obrázek poskytl FÚP, FNHK. 

 

Druhý nejčastější typ karcinomu ovaria představuje endometroidní adenokarcinom (15-20 %). 

Přibližně 15 % pacientek má bilaterální nález. Značná část těchto nádorů je diagnostikována 

v I. stádiu. Přibližně 15 % pacientek má současně endometroidní adenokarcinom a karcinom 

endometria (Obrázek 3). 

 



23 

 

 

Obrázek 3: Endometroidní karcinom ovaria: hematoxylin-eosin, původní zvětšení 200 x. 

Obrázek poskytl FÚP, FNHK. 

 

Mucinózní adenokarcinom tvoř asi 10 % všech karcinomů ovaria. Bilaterálně se vyskytuje jen 

v přibližně 5 %. Diagnosticky je velmi důležité odlišit primární mucinózní adenokarcinom od 

sekundárních metastáz, nejčastěji z oblasti zažívacího traktu (Obrázek 4). 

 

 

Obrázek 4: Mucinózní karcinom ovaria: hematoxylin-eosin, původní zvětšení 200 x. 

Obrázek poskytl FÚP, FNHK. 
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Světlobuněčný karcinom, který je často diagnostikován v pokročilém stádiu, představuje asi 

7 % všech karcinomů ovaria. 

 

Obrázek 5: Světlobuněčný karcinom ovaria: hematoxylin-eosin, původní zvětšení 200 x. 

Obrázek poskytl FÚP, FNHK. 

Vzácněji se vyskytují karcinomy z přechodních buněk, Brennenův nádor, dlaždicobuněčné 

karcinomy, karcinosarkomy (mülleriánský nádor) a nediferencované karcinomy. Nádory 

obsahující více jak 10% komponentu tvořenou některým ze základních epitelových typů 

(serózní, mucinózní, světlobuněčné, endomteroidní a z přechodních buněk) jsou označovány 

jako smíšené epitelové nádory (8, 9). 

3.5.3 Etiologie ovarialního karcinomu 

V současně době existuje několik hypotéz popisujících etiologii vzniku sporadicky se 

vyskytujících karcinomů ovaria. Ovulační hypotéza předpokládá, že vznik nádoru souvisí se 

vznikem opakovaných mikrotraumat povrchového epitelu vaječníku při ovulaci. Poškozený 

epitel proliferuje, a tím vzniká vyšší pravděpodobnost vzniku replikačních chyb, mutací a tím 

ke vzniku nádorové transformace. Gonadotropinová hypotéza přepokládá, že zvýšená 

přítomnost folikuly stimulujícího hormonu a luteinizačního hormonu stimuluje produkci 

ovariálních estrogenů a jejich prekurzorů. Následně dochází k zvýšené epiteliální proliferaci, 

a tedy k zvýšenému riziku vzniku nádorové transformace. Na základě prokázané vyšší 

postmenopauzální produkce androgenů a androgenních receptorů v ovariální tkáni je 

postavená androgenová / progesteronová teorie. Teorie zánětu vysvětluje vztah mezi 

chronickým zánětem a vznikem nádoru. Žádná z uvedených teorií jednoznačně nevysvětluje 
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všechny zaznamenané aspekty vzniku karcinomu ovaria. Předpokládá se tedy multifaktoriální 

vliv jednotlivých rizikových faktorů (10). 

Dle biologického chování a molekulárně genetických analýz rozlišujeme dva typy ovariálních 

epiteliálních karcinomů. Epiteliální ovariální karcinom typu I vzniká postupným vývojem 

z benigního a borderline nádoru, tedy z definované prekurzorové léze, která obvykle roste 

pomalu. Patří sem tzv. „low-grade“ karcinomy („low-grade“ serózní, mucinózní, 

endometriální, maligní Brennerův nádor a světlobuněčný karcinom), které se vyznačují 

příznivou prognózou s vyšším pětiletým přežitím než u karcinomů typu II. U nádorů typu II, 

bez prokazatelné prekurzorové léze, se předpokládá, že vznikají rychle a jsou často 

diagnostikovány až v pokročilém stádiu onemocnění. Jsou charakteristické vyšším gradem a 

nepříznivou prognózou. Mezi nádory typu II patří: „high-grade“ serózní karcinom (až 70 % 

všech serózních karcinomu), „high-grade“ endometroidní karcinom, mülleriánský nádor a 

nediferencovaný karcinom. V naprosté většině případů těchto nádorů se prokáže mutace 

tumor supresorového genu p53. 

Zatímco typ I karcinomu ovaria se chová biologicky příznivě, dlouho roste pouze v ovariu a 

zakládá metastázy relativně pozdě, je většinou diagnostikován časně. Typ I karcinomu ovaria 

tvoří přibližně 25 % všech karcinomů ovaria a je zodpovědný za 10 % úmrtí. Typ II tvoří 

75 % všech případů karcinomů ovaria a je zodpovědný za 90 % úmrtí na tuto diagnozu. Jeho 

bilogické chování je daleko agresivnější a časná diagnostika zde selhává. V době stanovení 

diagnozy je high grade serozní karcinom ovaria přítomen extraovariálně v naprosté většině 

případů (11, 12). Stále častěji je také diskutována otázka původu high grade serozního 

karcinomu ovaria. Retrospektivní analýzy, zabývající se původem sporadického serozního 

high grade karcinomu ovaria, prezentují, že tento má původ z epitelu vejcovodu až v 70 % 

(sekundární původ karcinomu ovaria) (12-17). 

Mimo většiny sporadických karcinomů ovaria se 5-10 % karcinomů vyskytuje familiárně. Na 

jejich výskytu se podílejí hereditární syndromy: hereditární syndrom karcinomu prsu a ovaria 

s výskytem mutací BRCA1 a BRCA2 a Lynchův syndrom II (mutace v „mismatch“ 

reparačních genech). Hereditární nádory se na rozdíl od sporadických karcinomů 

diagnostikují převážně v nízkém věku. U pacientek s těmito syndromy se často vyskytují 

nádorové duplicity. 

Více jak 1/3 pacientek s ovariálním karcinomem má přítomný maligní ascites již v době 

diagnózy a téměř většina při progresi onemocnění (18). Vznik ascitu nejenom snižuje kvalitu 

života pacientek (bolest břicha, ovlivnění respiračního, gastrointestinálního a urinárního 
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systému), ale také podporuje růst samotného nádoru a zvyšuje jeho schopnost metastazovat 

(19, 20). V maligní ascitické tekutině jsou přítomné solubilní faktory a buněčné komponenty, 

které zajišťují prozánětlivé prostředí, tedy ideální mikroprostředí pro přežití a růst nádorových 

buněk. Jsou zde přítomné i nádorové stem-like buňky, které fungují jako rezervoár 

nádorových buněk pro metastatický rozsev (21). 

3.5.4 Rizikové faktory ovariálního karcinomu 

Sporadicky vyskytující se karcinom ovaria 

Za nejvýznamnější rizikový faktor u sporadického karcinomu ovaria je považován počet 

menstruačních cyklů do 1. těhotenství. Mezi prokázané rizikové faktory dále patří nuliparita, 

časné menarche, pozdní menopauza, vyšší věk, sterilita, endometrióza, dieta bohatá na 

živočišné tuky, obezita, asbest, kouření a alkohol. 

Familiárně vyskytující se karcinom ovaria 

5-10 % karcinomů ovaria se vyskytuje familiárně. Vyhledávání žen s rodinným zatížením je 

rozhodující pro prevenci gynekologických, ale i ostatních karcinomů, které jsou asociovány s 

hereditárními syndromy. 

Zárodečné mutace BRCA1 a BRCA2 genů jsou zodpovědné za karcinomy ovaria asociované 

s hereditárním syndromem karcinomu prsu a ovaria. Mutace BRCA1 genu zvyšuje celoživotní 

riziko onemocnění karcinomem ovaria z 1,8 % až na 60 % a karcinomem prsu až na 87 %. 

Mutace BRCA2 genu zvyšuje celoživotní riziko onemocnění ovariálním karcinomem na 

20-30 % a karcinomem prsu také až na 87 %. Mutace obou genů jsou asociovány i s dalšími 

maligními onemocněními zahrnujícími karcinomy žaludku, pankreatu a prostaty (22). 

Lynchův syndrom je autozomálně dominantní syndrom, který výrazně zvyšuje riziko mnoha 

karcinomů. Nejčastěji se u těchto pacientů vyskytují kolorektální karcinomy a karcinomy 

endometria. Většina pacientů s Lynchovým syndromem má prokázanou zárodečnou mutaci 

v genech zajišťujících reparaci DNA: MLH1, MSH2, MSH6, PMS2 (22). 

Pacientky s prokázaným hereditárním syndromem jsou zařazeny do speciálního 

multioborového dispenzarizačního programu. Dále je jim nabídnuta možnost profylaktické 

operace (hysterektomie, adnexectomie a mastectomie), která by měla být provedena co 

nejčasněji, což je problematické s ohledem na reprodukci ženy. 
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3.5.5 Diagnostika 

Problematikou diagnostiky se v posledních letech zabývá celá řada výzkumných prací. Z 

klinické praxe víme, že úskalí diagnostiky spočívá ve vyhledání, co do incidence málo 

častého onemocnění, které nemá v počátečních stádiích specifické klinické příznaky, a 

zároveň anatomická lokalizace je nepříznivá pro detekci onemocnění v subklinickém stádiu. 

Diagnostika se opírá o komplex vyšetřovacích metod, jejichž kombinací se snažíme 

selektovat skupinu pacientek, u nichž je reálné riziko onemocnění. Definitivní diagnóza je 

založena na odběru tkáně a jeho histopatologickém vyšetření s jasně definovanými 

morfologickými kritérii jednotlivých maligních subtypů. 

Součástí vyšetřovacího procesu je anamnéza, která je zaměřena na rodinný výskyt malignit 

zejména gynekologického a gastrointestinálního traktu a karcinomu prsu u přímých 

příbuzných. Dále se zaměřujeme na osobní stesky a subjektivní příznaky, kdy hlavně 

abdominální dyskomfort, zvětšování objemu břicha, poruchy trávení, nadýmání, či pocit tlaku 

v břiše mohou být prvními známkami klinicky manifestního onemocnění (23, 24). 

Onemocnění se někdy může projevit akutními příznaky, jako náhlá příhoda břišní ať už torzí, 

rupturou, či zánětem postiženého ovária. V některých případech se onemocnění manifestuje 

nespecificky progredující dušností, únavou, anebo některým z  paraneoplastických symptomů 

(bolest, kachexie, trombotické či krvácivé stavy) a diagnóza je stanovena, až na základě 

rozsáhlejšího vyšetřovacího procesu. 

Fyzikální vyšetření je zaměřeno na palpování patologické resistence v malé pánvi, senzitivita 

tohoto onemocnění závisí na konstituci pacientky, velikosti patologické resistence a je 

v detekci časných tumorů velmi sporná. Palpačním vyšetřením rovněž můžeme ověřit 

přítomnost většího množství asictu. 

Vaginální ultrazvukové vyšetření je v současné době základním vyšetřením, které upozorní na 

patologický proces v malé pánvi. Vaginální ultrazvuk má nezastupitelnou úlohu 

v diferenciální diagnostice jednotlivých ovariálních patologií, zároveň také zobrazí přítomnost 

ascitu, který je přítomen více jak u 1/3 pacientek v době diagnózy a téměř vždy při progresi 

onemocnění (18). I přes pokroky v ultrazvukové diagnostice je detekce onemocnění v časných 

stádiích obtížná a onemocnění je stále diagnostikováno více než v 70 % v pokročilém stádiu 

(stádia III a IV). V diferenciální diagnostice však dosahuje expertní ultrazvukové vyšetření 

s hodnocením sonomorfologických a dopplerovských kriterií benigních a maligních 

ovariálních nádorů senzitivity a specificity na hranici 90 % a stala se tak suveréní metodou 
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(25-30). Ultrazvukové vyšetření přináší srovnatelné výsledky v porovnání s CT a MR 

v předoperačním stagingu s celkově nižšími náklady. 

Další pomocnou diagnostickou metodou je stanovení onkologických markerů. Základním 

onkomarkerem v diferenciální diagnostice ovariálních tumorů zůstává CA 125. Pro vyšší 

pravděpodobnost záchytu maligního procesu dnes stále častěji stanovujeme CA 125 + HE 4 

(31, 32), kdy z jejich hodnot získáme algoritmus rizika (ROMA index) a máme tak iniciálně 

přesnější informaci o rizikovosti patologického procesu. Z dalších onkomerkerů se v 

diagnostice mucinozních karcinomů uplatňují CA 19-9, CA 72-4 a CEA. V diferenciální 

diagnostice neepiteliálních nádorů stanovujeme inhibin (granulózové tumory), hCG 

(choriokarcinom, embryonální karcinom, dysgerminom, polyembryom), LDH 

(dysgerminom), AFP ( yolk sac tumory). 

I přes pokroky, kterých v posledních letech dosáhla zejména ultrazvuková diagnostika, ale i 

dostupnost stanovení onkomarkerů, dosud neexistuje plošný efektivní screening zhoubných 

ovariálních nádorů, a ani výsledky screeningu rizikových skupin nepřinesly přesvědčivé 

výsledky v detekci časných stádií. Plošný sreening založený na jedné hodnotě CA 125 a 

vaginálního ultrazvukového vyšetření se ukázal jako neefektivní, vedoucí k častější 

neadekvátní chirurgické intervenci. Zároveň nedošlo k adekvátnímu záchytu časných 

onemocnění ani k poklesu úmrtí u pokročilých stádií (33-38). Dle prezentovaných dat 

probíhající britské studie UKCTOCS (United Kingdom Collaborative Trial of Ovarian Cancer 

screening) se v současné době zdá být nadějný sériový odběr onkomarkerů, zejména 

pravidelné a opakované stanovování CA 125 s využitím algoritmu k výpočtu konkrétního 

rizika. Princip časné detekce je zde založen na principu, kdy vzestup CA 125 i pod hodnotami 

určující obvykle patologický proces upozorní na riziko možné malingity. Tento postup by 

mohl být racionální, vedoucí k častějšímu záchytu časných stádií onemocnění u rizikových 

skupin pacientek, zejména u těch s genetickou predispozicí. Dosud není jasně definována 

frekvence stanovení CA 125 a otázkou je, zda zejména pravidelné sériové stanovování 

koncentrací onkomarkerů bude efektivně použitelné na celkovou populaci, s ohledem na 

relativně nízkou incidenci onemocnění. Zavedení plošného efektivního screeningu by však 

bylo průlomovým mezníkem v časné diagnostice, což by i zásadním způsobem ovlivnilo 

celkové přežívání pacientek. Výsledná data budou v rámci studie UKCTOCS publikována 

v roce 2015 (39, 40). 
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3.5.6 Rozsah onemocnění - staging 

Úlohou předoperačního stagingu je ve stanovení pokročilosti onemocnění s důrazem na 

predikci operability a její pravděpodobný rozsah. Současné poznatky jednoznačně ukazují, že 

operační výkon ve smyslu jeho radikality a ponechaného nádorového rezidua zásadně 

ovlivňuje celkovou prognózu nemocných. Pacientky s pokročilým onemocněním a s nulovým 

nádorovým reziduem po primární chirurgické léčbě mají významně lepší výsledky pětiletého i 

celkového přežití v porovnání s pacientkami, kde bylo ponecháno makroskopické nádorové 

reziduum (41-45). Na základě této premisy se stává přesnost stagingu jedním z rozhodujících 

faktorů úspěšnosti následné terapie. Zejména na základě předoperačního stagingu se 

rozhodujeme o rozsahu a načasování primárního chirurgického výkonu. Ze zobrazovacích 

metod v předoperačním stagingu využíváme vaginální a abdominální ultrazvuk či CT. 

K vyloučení vzdálených metastáz indikujeme RTG či CT. Alternativně využíváme i jiné 

zobrazovací metody (NMR, PET, PET-CT, scintigrafie). Z ostatních vyšetření k upřesnění 

předoperačního stagingu můžeme využít řadu pomocných vyšetření, zejména pak některé 

minimálně invazivní endoskopické metody (kolonoskopie, gastroskopie, cystoskopie) hlavně 

tam, kde potřebujeme upřesnit nejasný vztah nádoru s daným orgánem. 

Cílem stagingu je co nejpřesnější informace o rozsahu onemocnění. Principem kvalitního 

stagingu je jeho validita, spolehlivost, praktičnost a reprodukovatelnost. V současné době jsou 

využívány klasifikační systémy TNM a FIGO (Tabulka 2). Staging onemocnění zůstává po 

celý průběh léčby neměnný a není korigován ani v případě recidivy či generalizace 

onemocnění. Součástí informace o stagingu je i informace o stupni diferenciace - grading 

(Tabulka 3), který nám dává informaci o biologickém chování nádoru. U pacientek primárně 

operovaných uzavíráme staging až na základě makroskopického (perioperačního) popisu a 

histopatologického vyšetření odstraněných tkáňových struktur – staging pooperační. 
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Tabulka 2: Souhrn klasifikací TNM a FIGO (dle UICC; klasifikace zhoubných nádoru; 

česká verze 2011). 

TNM Popis FIGO 

T1a Postižení jednoho ovaria, pouzdro intaktní, bez nádoru na povrchu ovaria, 

negativita ascitu nebo peritoneálním výplachu 

IA 

T1b Postižení obou ovarií, dále jako, pouzdro intaktní, bez nádoru na povrchu 

ovaria, negativita ascitu nebo peritoneálním výplachu 

IB 

T1c Postižení jednoho nebo obou ovarií, ruptura pouzdra a / nebo nádor na 

povrchu ovaria a / nebo pozitivita ascitu nebo peritoneálním výplachu 

IC 

T2a Šíření a / nebo implementace na dělohu a / nebo tubu; negativita ascitu 

nebo peritoneálním výplachu 

IIA 

T2b Šíření na jiné pánevní tkáně; negativita ascitu nebo peritoneálním 

výplachu 

IIB 

T2c Šíření na dělohu a / nebo tubu v pánvi; pozitivita ascitu nebo 

peritoneálním výplachu 

IIC 

T3a Mikroskopické peritoneální metastázy mimo pánev IIIA 

T3b Makroskopické peritoneální metastázy mimo pánev < 2 cm IIIB 

T3c / N1 Makroskopické metastázy mimo pánev > 2 cm a / nebo metastázy 

v regionálních mízních uzlinách 

IIIC 

T4 / M1 Vzdálené metastázy IV 

N1 Postižení pánevních a / nebo paraaortálních lymfatických uzlin IIIC 

Poznámka: Metastáza v pouzdru jater je T3 / stadium III, metastaza v jaterním parenchymu 

M1 / stadium IV, pleurální výpotek musí mít pro M1 / stádium IV pozitivní cytologii 

 

Tabulka 3: Histopatologický stupeň diferenciace (G) (dle UICC; klasifikace zhoubných 

nádoru; česká verze 2011). 

G Stupeň diferenciace 

Gx Nelze stanovit stupeň diferenciace 

G1 dobře diferencovaný nádor 

G2 středně diferencovaný nádor 

G3 málo diferencovaný nádor 

G4 nediferencovaný nádor 
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3.5.7 Léčba  

Chirurgická léčba 

V léčbě zhoubných ovariálních nádorů je základní léčebnou modalitou chirurgický výkon, 

který bývá ve většině případů doplněn systémovou chemoterapií. Při podezření na zhoubné 

onemocnění vaječníku by pro závažnost diagnózy a předpokládaný rozsáhlý operační výkon 

mělo být maximální úsilí věnováno důslednému předoperačnímu vyšetření s důrazem na 

diferenciální diagnózu pánevních tumorů a co nejpřesnější předoperační staging. Chirurgický 

výkon má u časných stádií karcinomu ovaria vedle léčebného také zásadní stagingový 

význam. Rozsah chirurgického výkonu je upřesněn až na základě znalosti definitivní 

histologie, kterou známe buď z předchozích vyšetření (biopsie, diagnostická operace), nebo ji 

stanovujeme peroperačně. Standardní chirurgický přístup při operaci pro karcinom ovaria je 

z dolní střední laparotomie v prodloužení o horní střední laparotomii s obejitím pupku zleva. 

Ve stádiu I má význam kompletní stagingový výkon (odběr ascitu případně peritoneální laváž, 

vícečetné peritoneální biopsie, oboustranná adnexectomie, hysterektomie, omentektomie, 

apendektomie, systematická pánevní a paraaortální lymfadenektomie ), který umožní rozřadit 

pacientky do dvou skupin, podle nutnosti podání adjuvantní chemoterapie. U nekompletní 

operace hrozí podhodnocení stagingu. U domněle nízkého stádia jsou přítomny 

mikrometastázy zejména v lymfatických uzlinách, a to až ve 30 % případů, přičemž 

paraaortální lymfatické uzliny jsou postiženy mnohem častěji než uzliny v oblasti pánve. 

Rizikovými faktory pro postižení lymfatických uzlin jsou serózní typ karcinomu, nízký stupeň 

diferenciace a přítomnost ascitu (46, 47). U časných stádií (FIGO I a II) obvykle zahajujeme 

komplexní léčbu operací, která bývá ve většině případů doplněna adjuvantní chemoterapií. 

U pokročilého onemocnění (FIGO III a IV) by vždy mělo být snahou chirurgického výkonu 

dosažení maximální cytoredukce s optimem nulového nádorového rezidua. Léčba je buď 

zahájena primární cytoredukční operací, která je následně doplněná systémovou chemoterapií, 

nebo zahájením aplikace neodjuvantní chemoterapie, po které následuje intervalová operace. 

Predikce operabilty je s ohledem na optimální reziduum u pokročilého onemocnění obtížná. 

Stále častěji tak u této skupiny pacientek zahajujeme komplexní léčbu aplikací neoadjuvantní 

chemoterapie, zpravidla 3 - 4 cykly systémové aplikace chemoterapie, předřazené před 

intervalovou operaci. Tento léčebný postup byl jako vhodný prokázán v řadě klinických 

studií, je zde prokázaná nižší operační morbidita a mortalita se stejným, nebo lepším 

chirurgickým výsledkem a se srovnatelnými výsledky celkového přežití (48-52). Podmínkou 
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takového postupu je stanovení diagnózy, včetně histologické, nebo alespoň cytologické 

verifikace (peritoneální punkce, fine needle biopsie, tru-cut biopsie, laparoskopie). 

Z publikovaných dat se jako nejvhodnější metoda pro stanovení definitivní histologické 

diagnózy jeví tru-cut biopsie pod ultrazvukovou kontrolou. Metoda je minimálně invazivní, 

zatížena nízkým počtem komplikací (1 %), a přitom vysoce efektivní co do výtěžnosti (53, 

54). 

Predikce operability je obtížná a závisí nejen na kvalitě provedeného předoperačního 

stagingu, ale i celé řadě konkrétních faktorů (věk; performance status (Tabulka 4), předchozí 

operace; komorbidity). Rozhodujícím faktorem často bývají zkušenosti daného pracoviště. 

Dle referovaných výsledků, jsou specializovaná centra schopna dosáhnout optimálního 

chirurgického výkonu zahrnující primární chirurgický cytoredukční výkon a intervalovou 

operaci až v 70 % případů. Pro predikci optimální operability u primárního onemocnění však 

dosud neexistují relevantní data (55-57). 

 

Tabulka 4: Performance status (ECOG; Oken M 1982 Am J Clin Oncol). 
0 Plně aktivní; schopen všech běžných aktivit bez omezení; stav srovnatelný se stavem před 

nemocí. 

1 Omezení fyzicky náročných aktivit; ambulantní; schopen lehčí práce (domácí, kancelářská). 

2 Ambulantní; schopen péče o sebe; neschopen jakékoliv práce; mimo lůžko více jak 50 % 

denní doby. 

3 Schopen péče o sebe; upoután na lůžko více jak 50 % denní doby 

4 Neschopen péče o sebe; upoután na lůžko 

5 Smrt 

 

Součástí chirurgického výkonu u pokročilého onemocnění je hysterektomie, oboustranná 

adnexectomie , omentectomie, apendectomie, odstranění všech makroskopických nádorových 

ložisek. Součástí výkonu je také odstranění zvětšených nádorových uzlin. Na provádění 

systematické pánevní a paraaortální lymfadenektomie existují různé názory. Součástí 

popsaného operačního výkonu v operačním protokolu by, kromě popsaného rozsahu výkonu, 

vždy měla být i přesná informace o eventuálním ponechaném nádorovém reziduu (Tabulka 5). 
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Tabulka 5: Hodnocení residuálního tumoru (dle UICC; klasifikace zhoubných nádoru; 

česká verze 2011). 

Reziduum Velikost rezidua 

R0 Bez residuálního nádoru 

R1 Mikroskopický residuální nádor 

R2 Makroskopický residuální nádor 

 

Samostatnou otázkou zůstává fertilitu šetřící chirurgický výkon u karcinomu ovaria. Řada 

studií referuje srovnatelné výsledky celkového přežití a intervalu bez recidivy u radikálního 

chirurgického výkonu a fertilitu šetřícího výkonu (ponechání dělohy a nepostiženého ovária) 

ve stádiu IA, IB G1-G2 (10-ti leté přežití >80 %) (58-61) a u stádia IC G1-G2 (62). 

Publikovná data zejména u stadia IC jsou však na malých souborech a takovýto výkon je 

možno provést pouze na výslovné přání pacientky. Pro vyšší stádia a u nízce diferencovaných 

nádorů nelze takovýto postup doporučit. 

Chirurgický výkon u borderline tumorů ovaria se řídí obdobnými principy jako u karcinomů 

ovaria s výjimkou rozdílných názorů na provádění systematické lymfadenektomie, od které v 

současnosti řada pracovišť ustupuje. U borderline nádorů a granulózových tumorů v časném 

stádiu může být, pro jejich nižší maligní potenciál a diagnózu často ve fertilním věku, 

proveden s ohledem na přání zachování fertility. Chirurgickou léčbu ostatních neepitelových 

zhoubných nádorů je třeba individualizovat s ohledem na konkrétní histologický typ, věk a 

stádium v době diagnózy. Řada těchto nádorů se vyskytuje raritně a jsou o nich pouze literární 

údaje. 

Chemoterapie 

S výjimkou stádia IA a IB G1-2, kde byla splněna kompletní chirurgická stagingová kritéria, 

je adjuvantní chemoterapii doporučeno podat u všech ovariálních karcinomů. Standardem 

léčebného protokolu je kombinace platinového preparátu s paklitaxelem bez rozdílu 

histologického typu a biologické povahy nádoru. 

Mezi nejvýznamnější platinové klinicky využívané preparáty řadíme cisplatinu (cDDP), 

karboplatinu (CBDCA) a oxaliplatinu. Hlavním cílovým místem cytostatického působení 

platinových komplexů je DNA, ve které vytváří různé typy kovalentních můstků, které 

výrazným způsobem ovlivňují vlastnosti DNA a dochází k zastavení její replikace. 

Mechanizmus účinků platinových derivátů je tedy v poškozování DNA a zamezení její 

replikace. Použití cDDP je limitováno zejména její rezistencí a výrazným výskytem 
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vedlejších účinků. Rezistence vzniká na základě sníženého vychytávání nebo zvýšeného 

vylučování cytostatika buňkou. CDDP může být také inaktivována vazbou thiolů. Poškozená 

buňka také může výrazně zvýšit reparační procesy DNA. Mezi nežádoucí účinky patří 

nefrotoxicita, periferní neuropatie, poškození sluchu a myelotoxicita. CBDCA je biologicky 

aktivním derivátem cisplatiny se shodným mechanizmem účinku. Jedná se však o lépe 

tolerovanou látkou. Může být tak podávána v mnohem vyšších dávkách. Hlavním nežádoucím 

účinkem karboplatiny je útlum krvetvorby (63, 64). 

Paklitaxel (PAKL) společně s docetaxelem patří mezi taxany, které představují důležitou 

skupinu cytostatik využívaných v léčbě mnohých zhoubných onemocnění. Původně byly 

izolovány z určitých druhů tisu, dnes se vyrábí semisynteticky. Taxany se vážou na tubulin 

v mikrotubulech, vedou k polymerizaci tubulinu na stabilní mikrotubuly, které ztrácejí 

původní funkci. V rámci systémové chemoterapie karcinomu ovaria představují taxany 

důležitou součást léčebného algoritmu tohoto onemocnění. Využíváme je v rámci 

neoadjuvantní, adjuvantní nebo paliativní léčbě. Taxany lze aplikovat v monoterapii nebo v 

kombinaci s jinými cytostatiky. V léčbě ovariálního karcinomu se dnes častěji využívá PAKL. 

Mezi hlavní nežádoucí účinky patří hypersenzitivní reakce, neutropenie závislá na dávce, 

alopecie, neuropatie, mukozitidy, myalgie, atralgie, retence tekutin (65). 

Z platinovýh preparátů se dnes častěji upřednostňuje CBDCA před cDDP, pro její lepší 

toleranci a nižší výskyt nežádoucích účinků. U stádia I. je standartem 3-6 cyklů systémového 

podání kombinace PAKL 175 mg / m
2
 + CBDCA (AUC 5-7,5; interval mezi cykly 21 dnů). U 

stádií II-IV je doporučeno 6-8 cyklů stejné kombinace, stejného dávkování a schématu. U 

stádia II, III a IV při debulkingu < 1 cm je možností aplikace kombinované systémové a 

intraperitoneální chemoterapie (NCCN guidelines; www.nccn.org). 

Adjuvantní chemoterapie u borderline tumorů ovaria je indikována pouze ve výjimečných 

případech pokročilého onemocnění. Adjuvantní chemoterapie neepitelových zhoubných 

ovariálních nádorů ovaria se řídí odlišnými léčebnými schématy než u karcinomů. 

Chemoterapie je založena na cisplatině. Nejčastějším léčebným schématem je kombinace je 

cDDP 20 mg / m
2
 (den 1-5), etoposid 100 mg / m

2
 (den 1-5), bleomycin 15 IU i.v. (den 1-3; 

Interval 21-24 dní). 

Chemorezistence 

Hlavním problémem současné protinádorové terapie je vysoká variabilita lékové odpovědi, 

včetně projevů toxicity nebo rezistence k léčbě. Léčebný režim chemoterapie I. linie pro 

karcinom ovaria je založen na kombinaci platinového derivátu a taxanu a respektuje 
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randomizované klinické studie. Léčebné režimy II. a dalších linií jsou podávány zejména 

s ohledem na předchozí léčebnou odpověď, často empiricky. Ani statisticky nejefektivnější 

způsob terapie není zárukou úspěšné léčby a vždy existuje podíl případů dané diagnózy, u 

nichž není dosaženo očekávaného účinku chemoterapie (66). Nemožnost predikce odpovědi 

na léčbu vede k volbě terapie a dávkování, které nejsou pro mnoho pacientů optimální. Díky 

rozvoji molekulárně-biologických a imunohistochemických metod je zřejmé, že jednotlivé 

nádory, přestože jsou jednotně morfologicky klasifikované, jsou tvořeny heterogenními 

populacemi buněk, které mohou disponovat rozdílnými molekulárními vlastnostmi 

předurčujícími jejich proliferační aktivitu, pohotovost k apoptóze, metastatický potenciál a 

taktéž stupeň citlivosti k aplikované terapii (67-69). Populace nádorových buněk může být 

vybavena četnými obrannými mechanismy před toxickými účinky cytostatik. Selhávání 

chemoterapie však nezávisí jen na charakteru a vlastnostech nádorových buněk, ale také na 

genetických faktorech samotných nemocných. Molekulární podstata mechanismů rezistence z 

farmakogenetických predispozic je nejčastěji na úrovni DNA. Poškozené mohou být geny 

kódující jaterní enzymy, či transportní proteiny významně modulující přestup léčiv přes 

buněčné membrány, ale i geny cílových struktur pro léčiva. Některé enzymy zajišťující 

odbourávání léků se v populaci vyskytují polymorfně. Pacienti, s variantními alelami genů 

pro tyto enzymy, vykazují buď sníženou, nebo zvýšenou metabolickou aktivitu enzymu. 

Snížená aktivita enzymu má za následek výrazně vyšší koncentraci léčiva v plazmě, která je 

pak příčinou výskytu toxických nežádoucích účinků. Naopak při zvýšené aktivitě enzymu 

dochází ke zrychlenému odbourávání léčiva, nedosažení optimální léčebné koncentrace a 

k selhání terapie (70, 71). Transportní proteiny aktivně přenášejí léčiva z intracelulárního 

prostoru do extracelulárního, jsou exprimovány na buněčných membránách a mohou 

významně ovlivňovat distribuci léčiva v organismu. Fyziologickou funkcí transportních 

proteinů je ochrana organismu před xenobiotiky, podílejí se také na funkčním vytváření bariér 

omezujících prostup léčiv do některých tkání, např. prostupu do CNS brání pomocí 

hematoencefalické bariéry (72). Mezi nejznámější transportní membránové proteiny patří 

glykoprotein P, BCRP a MRP (73, 74). 

Účinnost léčby je kromě genetických faktorů nádoru a samotného pacienta také ovlivňována 

vlivy vnějšího prostředí a lékovými interakcemi. Všechny tyto faktory společně utvářejí 

charakter a intenzitu odpovědi na podávanou léčbu (75-78). 

V klinické praxi rozlišujeme rezistencí primární, kdy je nádorová populace buněk rezistentní 

již vůči primární léčbě a sekundární, která se vyskytne u pacientů, jejichž nádor byl původně 
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k podanému cytostatickému preparátu citlivý. Pokud při ztrátě citlivosti k jednomu přípravku 

vzniká současně rezistence na strukturálně příbuzné cytostatikum, hovoříme o rezistenci 

zkřížené. Existují však případy zkřížené rezistence mezi léky lišícími se jak strukturálně, tak 

mechanismem účinku. V takovém případě se jedná o mnohočetnou lékovou rezistenci 

(Multidrug Resistance, MDR). MDR vysvětluje případy nádorů, které jsou rezistentní 

k alternativním léčebným režimům, nepoužitých v původní léčbě (68, 79). 

Významným vlivem podílejícím se na vzniku MDR může být i samotná protinádorová 

terapie, která může indukovat expresi a aktivitu transportních proteinů (80, 81). 

Z hlediska možností testovat farmakogenetické parametry je popisováno testování 

polymorfismu u řady enzymů podílejích se na metabolizmu jednotlivých cytostatických 

preparátů. Klinický význam polymorfismu u řady enzymů je však z hlediska dávkování 

daného léčiva omezený. Analýza genotypu u enzymu thiopurinmethyltransferáza je 

doporučována před zahájením léčby azathioprinem u akutní lymfoblastické leukemie. 

Irinotecan je léčivo využívané u řady nádorů, vč. kolorektálního karcinomu. Jeho toxicita je 

častým důvodem pro snížené dávkování, či ukončení léčby a je dávána do souvislosti 

s genetickým polymorfismem enzymu UDP-glukuronosyltransferáza 1A1. 5-fluorouracil je 

cytostatikum využívané zejména při léčbě celé řady karcinomů vycházející z GIT, karcinomu 

prsu, ale jeho potenciální využití je také u karcinomu cervixu a recidivujícího karcinomu 

ovaria. Při deficitu enzymu dihydropyrimidindehydrogenáza je organismus ve zvýšené míře 

vystaven závažným až fatálním toxickým nežádoucím reakcím po podání 5-fluorouracilu. 

Naopak nadměrná exprese enzymu thymidylsyntetázy je příčinou rezistence na 5-fluoruracil 

(74, 82-87). 

Na experimentální úrovni je dnes rovněž stanovována exprese proteinů, u nichž se 

předpokládá, klinický vztah s lékovou rezistencí. Většina prací je stanovuje na buněčných 

liniích. Sedláková et al. zaznamenala vztah P-glykoproteinu a MRP 

s chemorezistencí / chemosenzitivitou in vitro stanovenou MTT testem na tkáních 

jednotlivých pacientek. Vliv proteinů rezistence u karcinomů ovaria na klinické parametry 

období bez progrese a celkové přežití a odpovědí na chemoterapii byly publikovány i v jiných 

pracech (88-90). 

In vitro testování chemorezistence 

Jednou z možností hodnocení in vitro chemosenzitivity je hodnocení na buněčných liniích, 

které však mají specifické vlastnosti a neodpovídají reálným podmínkám u individuálních 
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pacientek. Chemosenzitivita nádorové linie se může výrazně lišit od chemosenzit ivity 

nádorových buněk izolovaných přímo z nádorové tkáně pacientek (91). 

Od roku 1980 bylo vyvinuto několik metod pro in vitro testování chemosenzitivity. Metody 

pro in vitro testování chemosenzitivity jsou založeny na hodnocení míry proliferace, 

metabolismu či počítání přeživších buněk. HTCA metoda využívá pro vytvoření nádorové 

buněčné suspenze enzymatické štěpení. Vzniklá buněčná suspenze se 14 dní kultivuje 

s testovaným léčivem na agaru. Nádorové buňky citlivé na testované cytostatikum netvoří na 

agaru žádné kolonie. Po ukončení inkubace se počítají vytvořené kolonie přeživších buněk 

(92). Enzymatické štěpení na agaru využívají i metody EDR, DiSC a ATP-CRA. Pro 

hodnocení chemosenzitivity buněk se využívá například i měření míry radioaktivity, která je 

přímo úměrná inkorporaci 
3
H-thymidinu do proliferujících buněk (EDR metoda). ATP 

metody měří koncentraci intracelulárního ATP v kultivované populaci. DiSC metoda využívá 

hodnocení přežívajících buněk světelnou mikroskopii. (93-98) Žádná z těchto metod není 

ideální a každá má své limitace, jako je doba kultivace, komplikace při získávání primární 

buněčné suspenze, potřeba velkého vzorku nádorové tkáně. Další komplikací je kontaminace 

testované nádorové suspenze fibroblasty, mezoteliálními či stromálními buňkami. Proliferace 

nemaligních buněk vytváří šumy při hodnocení chemosenzitivity nádorových buněk (99). 

Dalším možným technickým problémem těchto metod je i případná mikrobiální kontaminace 

kultivovaných suspenzí. 

Pro naši práci jsme k in vitro hodnocení chemosenzitivity nádorových buněk využili třídenní 

MTT test. MTT testování využívá k získání nádorové buněčné suspenze mechanickou 

dezintegraci tkáně a následnou separaci nádorových buněk pomocí centrifugace na hustotním 

gradientu. Hodnocení přežívajících buněk je založeno na spektrofotometrickém měření 

vzniklého nerozpustného formázánu, který redukcí vytvoří mitochondriální dehydrogenázy 

přežívajících buněk z tetrazoliové soli přidané ke kultivovaným buňkám (100, 101). 

Léčba recidiv 

Recidivující onemocnění zůstává problémem s řadou specifik v léčebné strategii. Léčba 

recidiv je ovlivněna jejich lokalizací, předchozí léčbou, celkovým stavem konkrétní pacientky 

a dobou záchytu či manifestací recidivy od ukončené předchozí léčby. 

V léčbě solitárních a příznivě lokalizovaných recidiv se preferuje jejich chirurgické 

odstranění. Význam sekundární chirurgie je podpořen řadou studií, které jednoznačně referují  

její pozitivní efekt v délce celkového přežití ovšem opět při nulovém reziduu po takovémto 

výkonu. S ohledem na technickou náročnost, možný neúspěch ve smyslu nekompletní 
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cytoredukce a rizikovost takového výkonu je nezbytné pečlivě vybrat konkrétní nemocné, 

které z takového postupu mohou mít reálný benefit. Na rozdíl od predikce operability před 

primárním chirurgickým výkonem lze úspěch sekundárního chirurgického výkonu 

předpovědět až v 80 % případů. Důležitými parametry pro úspěch sekundárního 

chirurgického výkonu jsou performance status 0, absence ascitu a nulové reziduum po 

primárním chirurgickém výkonu. Význam kompletní cytoredukce při léčbě recidiv je v délce 

přežití, který je u takové skupiny pacientek více než dvojnásobný (102-105). Systémová 

chemoterapie recidiv je podávána s ohledem na léčebnou odpověď a toleranci předchozí 

léčby. Nejednoznačný přístup panuje v načasování zahájení systémové terapie. Někteří autoři 

preferují co nejčasnější zahájení chemoterapie, již při významné elevaci nádorových markerů, 

většina však zahajuje systémovou léčbu na základě grafického (RECIST kritéria; Tabulka 6), 

či klinicky manifestního projevu. 

 

Tabulka 6: Hodnocení léčebné odpovědi: RECIST kritéria (Therasse P, 2000 New 

guidelines, J Natl Cancer Inst). 

Odpověď na léčbu 

Kompletni remise Vymizení všech lézí 

Parcialni remise Zmenšení o ≤ 30 % ve srovnání se vstupním vyšetřením 

Stabilní onemocnění Nesplnění kritérií pro PD, PR nebo CR 

Progrese onemocnění Zvětšení o > 20 % ve srovnání se vstupním vyšetření 

PD-progrese onemocnění; PR-parciální remise; CR-kompletní remise 

 

Volba chemoterapie II. linie se řídí převážně dobou od ukončení chemoterapie I. linie do 

relapsu onemocnění a celkovým stavem pacientky. Při progresi, perzistenci či relapsu 

onemocnění do 6 měsíců od ukončené léčby je chemoterapie léčbou paliativní s velmi špatnou 

prognózou. V takovém případě volíme individuální léčebné schéma, které při systémovém 

podání není založeno na platinovém derivátu. Preparáty indikované v této skupině: etoposid, 

topotecan, liposomální doxorubicin, gemcitabin, PAKL, docetaxel, cDDP intraperitoneálně 

jako monoterapie. S ohledem na celkový stav pacientky je možná i hormonální léčba 

(antagonisty estrogenových receptrorů, gestageny). Léčba relapsu, který nastal mezi 6 a 12 

měsícem, je léčbou paliativní. Pouze u žen, kde je velice dobrý performance status, anebo 

chirurgická léčba odstranila recidivu, můžeme uvažovat, že bude chemoterapie kurabilní. 

Režimy léčby jsou obdobné, jako u II. linie relapsů po 12 měsících od ukončení primární 

léčby. Při relapsu po 12 měsících je chemoterapie potenciálně kurabilní a je zde prokazatelný 

efekt v celkovém prodloužení života. Kombinovaná chemoterapie II. linie dosahuje lepších 
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výsledků než monoterapie a je založená na platinovém derivátu: platinový derivát + PAKL, 

platinový derivát + gemcitabin, platinový derivát + antracyklin (liposomální doxorubicin), 

platinový derivát + inhibitor topoisomerásy (etoposid, topotecan). Režimy III. a další linie jsou 

léčbou paliativní. Přístup je individuální a případný režim chemoterapie je volen na základě 

dosavadního průběhu onemocnění a celkovém stavu, přičemž důraz je kladen na toxicitu 

předcházející léčby. Opět je možné použít i hormonální léčbu. Vždy je však třeba brát ohled na 

kvalitu života pacientky. S výhodou se ve III. a dalších liniích využívají cytostatika v 

monoterapii. Obecně lze tvrdit, že léčba recidiv má za cíl prodloužení života při zlepšení jeho 

kvality. Systémové podávání chemoterapie je zatíženo nejen narůstající kumulativní toxcitou, 

rizikem vzniku závažné hypersenzitivní reakce při opakování léčebných cyklů zejména 

karboplatinou (106-108), ale také narůstající lékovou resistencí, a tím nižším žádoucím 

účinkům aplikované léčby (79, 90, 109). Alternativní léčebnou modalitou při vyčerpání 

možností podávání systémové chemoterapie a nemožnosti provedení chirurgického výkonu u 

ohraničeného ložiska recidivy je radioterapie. 

Biologická léčba a imunoterapie 

Přestože byla léčbě zhoubných nádorů ovaria věnována velká pozornost, výsledky přežití 

pacientek se od přidání taxanů do léčebného schématu v polovině 90. let minulého století 

zlepšily pouze minimálně, a to spíše v důsledku centralizace péče do center. 

Zatímco schémata primární léčby karcinomu ovaria jsou standardizována, při léčbě recidiv je 

možnost léčebný postup do značné míry individualizovat. Z hlediska kurability recidivy 

onemocnění se jednoznačně jako nejvíce problematickou skupinou ukazují pacientky 

s progresí onemocnění při primární systémové léčbě, či časnou recidivou, nebo progresí 

onemocnění manifestující se do 6 měsíců od ukončené léčby. Obecně zde mluvíme o platina 

rezistentním onemocněním. Hlavním klinickým problémem současné cytostatické léčby 

karcinomu ovaria je léková rezistence na cytostatika (chemorezistence). Jejím následkem je 

selhání léčby. Kompletní odpověď na primární chemoterapii je vysoká, mezi 50 a 70 %. 

Přesto 50–75 % pacientek s pokročilým onemocnění relabuje, dochází k rozvoji lékové 

rezistence a to zejména mnohočetné. MDR také vysvětluje případy necitlivosti některých 

nádorů k alternativním léčebným režimům obsahujícím nové druhy cytostatik nepoužitých v 

původní léčbě (79, 90, 109, 110). 

Napoletano a spol prokázali, že samotným chirurgickým odstraněním nádorové masy dochází 

k poklesu regulačních T lymfocytů, a naopak ke zvýšení přítomnosti efektorových 

cytotoxických CD8+ T lymfocytů v periferní krvi pacientek. Dále v séru těchto pacientek 
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prokázali zvýšenou přítomnost INF-gamma, a naopak sníženou přítomnost protizánětlivého 

IL-10. (111, 112) Chemoterapie obecně zvyšuje riziko lymfopenie. Data z poslední doby 

naznačují, že imunitní systém hraje významnou roli i v terapeutickém mechanizmu samotné 

chemoterapie. Po podání PAKL či cDDP dochází ke zvýšené citlivosti nádorových buněk 

k proteázám cytotoxických CD8+ T lymfocytů. (113) Bylo prokázáno, že PAKL zvyšuje 

proliferaci T lymfocytů a zvyšuje cytotoxickou aktivitu NK buněk. (114) Chemoterapie 

snižuje přítomnost cirkulujících regulačních T lymfocytů. (111) Tato data naznačují, že 

chirurgická léčba i chemoterapeutická léčba mohou mít významný vliv na funkci imunitního 

systému v boji proti nádoru (115). 

Předpoklady, že nádorové bujení bude moci být ovlivněno modulací imunitního systému, jsou 

již zhruba 100 let staré, kdy se předpokládalo, že na vznik nádorového onemocnění má vliv i 

selhání imunitního systému (116, 117). Při procesu tumorogeneze dochází nejen k funkčním 

poruchám specifické imunity, ale také k selhávání imunity nespecifické. K návratu k této 

myšlence došlo v souvislosti s rozvojem poznatků v základní a experimentální imunologii a 

s rozvojem rekombinantních technologií. Dunnenn a spol. rozvinuli a formulovali teorii tzv. 

„editace nádorů imunitním systémem“. Imunitní systém se nejenom podílí na eliminaci 

nádorových buněk, ale svým selekčním tlakem dává vzniknout novým variantám 

transformovaných buněk schopných uniknout efektorovým mechanizmům imunitního 

systému (118). Detailním poznáním samotného nádoru, jeho imunnogenosti a odhalení 

defektů v imunitním systému se nabízí možnost cílené individualizované imunoterapie. Tedy 

možnost obnovit porušenou funkci imunity. Avšak hodnocení výsledků klinické odezvy 

imunoterapeutických přístupů u nemocných s nádorovým onemocněním je velmi rozporné. 

Tento fakt je významně ovlivněn jak nízkým počtem pacientů zařazených do studií, tak jejich 

výběrem, kdy pro klinické testování jsou vybíráni pacienti v pokročilém, až terminálním 

stádiu onemocnění po několikanásobných léčebných selháních (119). V léčbě ovariálního 

karcinomu bohužel výsledky zavádění nových léčebných přístupů zatím nepřinesly zásadní 

naději na výrazné zlepšení celkového přežití pacientek. 

Zatím nejčastějším užívaným způsobem, jak ovlivnit imunitní systém nemocných 

s nádorovým bujením, je aktivní nespecifická modulace, která spočívá v podání 

rekombinantních cytokinů. Jejich imunomodulační účinek je však velmi nespecifický (119, 

120). Byl prokázán klinický účinek v celkovém přežití pacientek s  platina rezistentním 

karcinomem po podání IL-2, INF-γ. Léčba však byla provázena i významnou přítomností 

nežádoucích účinků (121-123). 
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Mezi základní kameny biologické cílené léčby nádorových onemocnění bezpochyby patří 

monoklonální protilátky. Jejich mechanizmus účinku je buď přímý protinádorový (aktivace 

apoptózy cílové buňky), nebo zprostředkovaný komplementem (aktivace cytotoxicity 

některých buněk imunitního systému proti nádorovým buňkám vazbou komplementu), anebo 

vyvolávají na protilátce závislou cytotoxicitu (aktivace cytotoxicity některých buněk 

imunitního systému proti nádorovým buňkám protilátkou). Zatím nejlepších výsledků léčbou 

pomocí monoklonálních protilátek je dosahováno v léčbě hematologických malignit, kde se 

při léčbě B lymfocytárních lymfomů velmi úspěšně využívá asi nejznámější monoklonální 

protilátka anti CD20 (př. rituximab). Dále byl prokázán velmi vysoký léčebný účinek 

monoklonální protilátky anti HER2 (transtuzumab) při léčbě karcinomu prsu, či anti EGFR 

(cetuximab) při léčbě kolorektálních karcinomů. V léčbě karcinomu ovaria bylo testováno 

několik monoklonálních protilátek proti antigenům asociovaných s nádorem: anti CA 125, 

anti HER-2 / neu, anti FR-alfa, anti EpCAM a anti Tag72 B72.3 (124-132). Všechny výše 

zmíněné monoklonální protilátky vykazovaly vysokou míru tolerance a nízký výskyt 

nežádoucích účinků, ale jejich imunologická odpověď ani klinický význam nebyly nikdy 

přesvědčivě prokázány (133-135). Monoklonální protilátka anti VEGF (bevacizumab) blokuje 

angiogenezi, novotvorbu cév nezbytnou pro růst a metastazování nádoru. V klinických 

studiích fáze II-III byl prokázán účinek anti VEGF v léčbě pokročilých karcinomů kolorekta, 

prsu a plic. V ramdomizovaných studiích pro primární onemocnění (GOG-0218 a ICON 7) a 

pro rekurentní platina senzitivní onemocnění (OCEANS a GOG213) bylo prokázáno 

prodloužení doby do progrese po přidání anti VEGF monoklonální protilátky ke stávající 

chemoterapii u pacientek s karcinomem ovaria. Celkové přežití však prodlouženo nebylo 

(136). 

Za současný vrchol možností specifické protinádorové terapie lze považovat vakcinaci 

nádorovými antigeny. Nádorové vakcíny mají samy o sobě jen velmi malou imunognnost a je 

nutné je podávat společně s adjuvans, které mají za úkol stimulovat přirozené složky imunity 

k účinné prezentaci nádorových antigenů specifickým T lymfocytům. Mezi využívané 

adjuvans patří GM-CSF (granulocyty-makrofágy – kolonnie stimulující faktor), IL-2, IL-12, 

INF-γ. Mezi klinicky testované peptidy v léčbě ovariálního karcinomu patří NY-ESO-1, p53, 

HER2-neu, ale také lyzáty z nádorové masy. Všechny testované vakcíny byly velmi dobře 

tolerované a dokonce vykazovaly měřitelnou imunologickou odpověď, avšak prokázaná 

klinická odpověď byla jen minimální (134, 137-140). Aplikace manipulovatelných 

dendritických buněk patří k nejzajímavější možnosti imunomodulačních zásahů u nemocných 
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s nádorovým onemocněním. Nedostatečnou aktivitu buněk přirozené imunity lze in vitro 

povzbudit odebráním dendritických buněk z periferní krve pacienta, jejich nastimulováním 

některými cytokiny (IL-4; GM-CSF, IL-1, IL-6) a nádorovými antigeny. Po zpětné aplikaci 

aktivovaných autologních dendritických buněk pacientovi dochází k účinné prezentaci 

nádorového repertoáru efektorovým CD4+ i CD8+ T lymfocytům a následně k indukci 

protinádorové imunitní reakci. Výsledkem je až překvapivě dobrá klinická odpověď (116). 

T regulační lymfocyty (CD3+, CD4+, CD25++, Foxp3+) po stimulaci antigenem nespecificky 

tlumí aktivaci efektorových T lymfocytů produkcí IL-10 a TGF-β, které vykazují výrazný 

protizánětový až imunosupresivní účinek. Bylo prokázáno, že zvýšená přítomnost T reg u 

pacientek s karcinomem ovaria koreluje s horší prognózou onemocnění (141). CTLA-4 je 

inhibiční kostimulační molekulu T lymfocytů, po jejíž stimulaci dochází k zástavě proliferace 

a aktivace T lymfocytů. Monoklonální protilátky anti CD25 a anti CTLA-4 patří mezi další 

slibné nástroje s imunomodulačním potenciálem. 

Nedá se předpokládat, že imunoterapie a biologická léčba vystřídá klasickou chemoterapii 

v léčbě nádorových onemocnění. Jejich potenciál je v individualizované  kombinaci 

jednotlivých léčebných přístupů. Klon nádorových buněk u konkrétních pacientů bude 

zapotřebí podrobně znát, abychom mohli očekávat terapeutický úspěch. U karcinomu ovaria 

není biologická léčba ani imunoterapie v současné době běžnou součástí standartních 

léčebných protokolů. 

3.5.8 Prognostické faktory 

Karcinom ovaria je nejčastější příčinou úmrtí na gynekologické malignity. Hlavní příčinou 

této špatné prognózy je pozdní diagnostika. Populační riziko postižení ovarialním 

karcinomem je 1 : 72 a populační riziko úmrtí na tuto diagnózu je 1 : 100. Pětiletý interval 

přežití je přibližně 45 % nezávisle na stádiích a věku v době diagnózy. Vzhledem 

k nespecifickým symptomům je většina karcinomů ovaria diagnostikována v pokročilém 

stádiu nemoci, u kterých je pětileté přežití okolo 25 %. Zásadním vstupním prognostickým 

kritériem je rozsah onemocnění v době stanovení diagnózy. Velká pozornost je tedy věnována 

možnostem vyhledávání časných stádií, které mají pětileté přežití kolem 90 %. 

Mezi obecně uznávané prognostické faktory dále patří histopatologický typ, grade, věk a 

performance status. Prognózu pětiletého přežití dle jednotlivých stádií prokarcinom ovaria 

uvádí Tabulka 7 (American cancer society; National Cancer Institute 1988-2001). 
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Tabulka 7: Prognóza pětiletého přežití dle jednotlivých stádií karcinomu ovaria. 

Stadium % pacientek přežívajících 5 let 
I 89 
IA 94 
IB 91 
IC 80 
II 66 
IIA 76 
IIB 67 
IIC 57 
III 34 
IIIA 45 
IIIB 39 
IIIC 35 
IV 18 

 

Dle údajů amerického onkologického registru u žen, kde byla diagnóza karcinomu ovaria 

stanovena před 65. rokem života je 5 ti leté přežití 57 %, u žen starších 65 let 27,5 % 

(http://seer.cancer.gov/statfacts/html/ovary.html). 

Stanovení stupně diferenciace u karcinomu ovaria má význam pouze u serózního typu 

v rozlišení na „low-grade“ a „high-grade“ karcinomy. G2 a G3 diferenciace má obdobnu 

prognózu. U ostatních histologických typů nemá grading karcinomu ovaria prognostický 

význam (142, 143). 

Rozhodujícím léčebným prognostickým faktorem pro celkové přežití má kvalita provedené 

chirurgické léčby, resp. velikost nádorového rezidua po chirurgické léčbě (41, 43-45, 144-

147). U časných stádií je chirurgický výkon jasně definován, a pokud to umožňuje celkový 

stav pacientky, tak se od daného schématu neodchylujeme. V léčbě pokročilého onemocnění 

mají jednoznačně lepší prognózu celkového přežití pacientky s provedeným optimálním 

chirurgickým výkonem. Definice optimálního chirurgického výkonu není jasně formulována, 

resp. nejsou jednoznačná kritéria pro hodnocení velikosti nádorového rezidua po výkonu. 

V některých pracích je definice optimálně provedené chirurgie do 2 cm velikosti ponechaného 

nádorového rezidua (144), v řadě recentních studií do 1 cm ponechaného nádorového rezidua. 

Zároveň tyto práce jednoznačně prokazují jednoznačný význam nulového nádorového rezidua 

po provedené léčbě v souvislosti s celkovým přežitím (41, 43-45, 145-147). 

3.5.9 Follow up – sledování po léčbě 

Dle současných doporučení jsou ve vyspělých zemích pacientky s karcinomem ovaria 

komplexně léčeny ve vysoce specializovaných onkogynekologických centrech. V těchto 

http://seer.cancer.gov/statfacts/html/ovary.html
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zařízeních probíhá i následná dispenzarizace. Po ukončené primární léčbě je pacientka 

zařazena do programu dispenzarizace (follow-up). V současné době neexistují jednoznačná 

klinická data pro optimální schéma četnosti kontrol a rozsahu prováděných vyšetření během 

dispenzární péče. 

Na Porodnické a gynekologické klinice FNHK jsou pacientky dispenzarizovány ve smyslu 

aktivního vyhledávaní asymptomatických recidiv, dle doporučení České onkogynekologické 

společnosti. Výhodou tohoto přístupu spatřujeme v tom, že se u časnějšího záchytu recidivy 

můžeme častěji pokusit o sekundární chirurgický výkon ve smyslu kurability onemocnění. 

Schéma, resp. doporučení České onkogynekologické společnosti je následující: kontroly: 1. 2. 

a 3. rok každé 3 měsíce; 4. a 5. rok každých 6 měsíců a následně jednou ročně. Během 

kontroly standardně provádíme komplexní gynekologické vyšetření, odběr CA 125, u 

mucinozních karcinomů fakultativně CA 19-9, CA 72-4 a CEA a vaginální ultrazvukové 

vyšetření. Mamografie po 45. roku věku je prováděna á 1-2 roky. Další vyšetření je 

indikováno pouze dle symptomatologie a klinické indikace (CT, RTG S+P a jiná). 
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4 HYPOTÉZY 

Na základě výsledků in vitro MTT testování chemosenzitivity / chemorezistence nádorových 

buněk  lze předpovědět úspěšnost léčby u ovariálního karcinomu. 

MTT test vykazuje shodu výsledků mezi nádorovou tkání a maligním ascitem. 

Čerstvá nádorová tkáň a zmražená nádorová tkáň vykazuje shodu výsledků MTT testu. 
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5 CÍLE DISERTAČNÍ PRÁCE 

5.1 Cíl 1: určení nezávislého prediktivního faktoru na PFS a OS. 

Určit nezávislý prediktivní prognostický faktor z vybraných klinických, laboratorních a 

histopatologických parametrů (věk, BMI, histologie, stádium onemocnění, grade, CA 125, 

nádorové reziduum po chirurgické léčbě) pro období bez progrese a celkového přežití u 

pacientek s karcinomem ovaria. 

5.2 Cíl 2: stanovení in vitro chemosenzitivity nádorových buněk. 

Stanovit in vitro chemosenzitivitu z buněk nádorové ovariální tkáně a z buněk maligního 

ascitu k vybraným cytostatikům (CBDCA; PAKL; cDDP) pomocí metody MTT. 

5.3 Cíl 3: vztah in vitro chemosenzitivity s PFS a OS. 

Zhodnotit vztah mezi in vitro stanovenou chemosenzitivitou nádorových buněk s obdobím do 

progrese a s celkovým přežitím u pacientek s karcinomem ovaria. 

5.4 Cíl 4: vztah in vitro chemosenzitivity a prognostických parametrů s PFS a PS. 

Zhodnotit vztah in vitro chemosenzitivity nádorových buněk a potvrzených nezávislých 

prognostických faktorů s obdobím bez progrese a celkovým přežitím. 

5.5 Cíl 5: shoda výsledků MTT testování z čerstvé tkáně a ascitu. 

Ověřit shodu výsledků MTT testovaní z čerstvé nádorové tkáně a čerstvého maligního ascitu. 

5.6 Cíl 6: shoda výsledků MTT testování z čerstvé a zmražené tkáně. 

Ověřit shodu výsledků MTT testování z čerstvé nádorové tkáně a zmražené nádorové tkáně. 
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6 METODIKA 

6.1 Vybavení a reagencie pro MTT testování 

- Centrifuga: Jouan MR23i; TritonPlus 

- Inkubátor 

- Spektrofotometr (Spektrafluor Plus, Tetan; Salzburg, Austria) 

- Mikroskop 

- Pipety, Pasteurovy pipety, tekutý dusík 

- Nerezové sítko: hustota sítka 50 MESH (Sigma-Aldrich) 

- Transportní médium pro tkáň: RPMI 1640 10 x (Sigma-Aldrich), 2 mM L-glutamine, 

sodium bicarbonate, 100 IU / ml Penicilin, 100 IU / ml Streptomycin (Gibco, 

Invitrogen), 15% fetální bovinní sérum (Gibco), insulin (100 IU / ml, Eli Lilly; Czech 

Republic), transferin (2 mg / ml, Sigma-Aldrich), heparin (25,000 IU / ml, Zentiva), 

aqua pro injectione 

- Transportní médium pro ascites: 15% fetal bovine serum (Gibco), heparin (25,000 

IU / ml) 

- Promývací médium: RPMI 1640 10 x (Sigma-Aldrich), 2 mM L-glutamin, sodium 

bicarbonate, 100 IU / ml Penicilin, 100 IU / ml Streptomycin (100 IU / ml, Gibco, 

Invitrogen), aqua pro injectione 

- Resuspendační kultivační médium: RPMI 1640 10 x (Sigma-Aldrich), 2 mM 

L-glutamine, sodium bicarbonate, 100 IU / ml Penicilin, 100 IU / ml Streptomycin 

(Gibco, Invitrogen), 15% fetální bovinní sérum (Gibco), insulin (100 IU / ml, Eli 

Lilly; Czech Republic), transferin (2 mg / ml, Sigma-Aldrich),  aqua pro injectione 

- Kryoprotektivní roztok: DMSO; 10% dimethylsulfoxid v fetálním bovinním séru 

(Sigma-Aldrich) 

- Separační roztok: Ficoll 400 (Serva) a destilovaná voda; hustota 1,077 kg / l 

- MTT: 3-(4,5-Dimethyl-2-thiazolyl)-2,5-diphenyl-2H-tetrazolium bromide (Sigma-

Aldrich) 

- SDS: Sodium Dodecil Sulphate 10% (Sigma-Aldrich) 

- Trypanová modř (0,4% roztok): Merk KGA, Frankfurter, Germany 

- Cisplatin (EBEWE Pharma Ges.m.b.H. Nfg.KG; Unterach, Austria) 
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- Paklitaxel (Pliva-Lachema a.s.; Brno, Czech Republic) 

- Carboplatin (EBEWE Pharma Ges.m.b.H. Nfg.KG; Unterach, Austria) 

6.2 Vzorky pro MTT testování 

6.2.1  Odběr vzorků a transport do laboratoře 

Vzorky čerstvé nádorové tkáně byly odebrány peroperačně. Po chirurgickém odstranění 

nádorově postiženého ovaria, byla část nádoru (cca 1 - 5 cm
3
) využita pro MTT testování a 

zbylá tkáň byla odeslána na FÚP, ke stanovení definitivní histologické diagnózy. Všechny 

vzorky nádorové ovariální tkáně pro MTT testování byly rozsegmentovány na částice 

5 x 5 mm a následně vloženy do sterilní 50 ml plastikové nádoby na jedno použití 

s transportním médiem pro tkáně. Odběr maligního ascitu (250-500 ml) probíhal peroperačně, 

či při punkci dutiny břišní. Ascites byl odebrán do sterilní 500 ml láhve s transportním 

médiem. 

Čerstvě odebrané vzorky nádorové tkáně a ascitu pro MTT testování byly nejdéle do 1 hodiny 

transportovány na Ústav lékařské biologie a genetiky, kde byly okamžitě zpracovány. 

Projekt byl řešen s podporou grantů IGA MZ ČR 8768-3 a IGA MZ ČR 9737-3 Ministerstva 

zdravotnictví České republiky. Studie byla schválena Etickou komisí Fakultní nemocnice a 

Lékařské fakulty Univerzity Karlovy v Hradci Králové. Vzorky byly získány od nemocných, 

které byly informovány MUDr. Adamem Řezáčem nebo MUDr. Ivou Sedlákovou, Ph.D. a 

podepsaly informovaný souhlas se zařazením do grantu. Klinická data na Porodnické a 

gynekologické klinice zajišťoval MUDr. Adam Řezáč. Vzorky nádorové tkáně či ascitu byly 

zpracovány na Ústavu lékařské biologie a genetiky Lékařské fakulty v Hradci Králové a celý 

proces zpracování byl zajišťován týmem pracovníků pod vedením prof. MUDr., RNDr. 

Miroslava Červinky, CSc. 

6.2.2 Příprava suspenze nádorových buněk ze vzorku tkáně a ascitu 

Vzorky tkáně byly z transportního média získány díky sítku umístěného v Petriho misce. 

Kousky tkáně byly pomocí nůžek mechanicky rozmělněny a následně protlačeny pomocí 

stříkačky a pístu přes nerezové sítko v Petriho misce. Vzniklá buněčná suspenze byla opatrně 

navrstvena na separační roztok (5 ml) v centrifugační zkumavce. 
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Po 30 ti minutové centrifugaci (2200 RPM) dojde díky vzniklému hustotnímu gradientu 

k rozdělení buněk. Na dno zkumavky sedají erytrocyty (mají vyšší hustotu než separační 

roztok), mrtvé buňky, do kterých pronikne cukr ze separačního roztoku a získají tak také vyšší 

hustotu než separační roztok. Naopak živé buňky mají nižší hustotu než separační roztok a 

usazují se mezi separačním roztokem a médiem (Obrázek 6). 

 

Obrázek 6: Příprava suspenze nádorových buněk ze vzorku tkáně.  

 

Živé buňky byly pasteurovou pipetou přeneseny, do nové sterilní zkumavky. K buněčné 

suspenzi bylo přidáno promývací médium a buňky byly následně promyty pomocí 

centrifugace (5 minut, 1600 RPM). Případná přítomnost erytrocytů byla odstraněna lyzačním 

procesem pomocí destilované vody (4,5 ml H2O; 30 sekund). Po ukončení lýzy, přidáním 

0,5 ml PBS, byla buněčná suspenze 2 x promyta promývacím roztokem (centrifugace; 

5 minut, 1200 RPM). Po druhém promytí byla buněčná peleta resuspendována 

v resuspendačním kultivačním mediu RPMI 1640 na konečnou koncentraci 1 x 10
6
 živých 

buněk / ml. Koncentrace buněk v suspenzi byla určená počítáním v Neubauerově komůrce. 

 

Vzorek ascitu s transportním médiem byl přefiltrován přes filtr do sterilních centrifugačních 

zkumavek a centrifugován (10 minut, 1500 RPM). Vzniklé buněčné pelety byly 

resuspendovány, spojeny dohromady a 2 x promyty promývacím roztokem (centrifugace; 

5 minut, 1200 RPM). Po druhém promytí byla buněčná peleta resuspendována 

v resuspendačním kultivačním mediu RPMI 1640 na konečnou koncentraci 1 x 10
6
 živých 

buněk / ml. Koncentrace buněk v suspenzi byla určená počítáním v Neubauerově komůrce. 
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6.2.3 Mražení a rozmražování buněčné suspenze 

Buněčná suspenze v kultivačním médiu byla centrifugována (5 minut, 800 RPM). Vzniklá 

peleta byla resuspendována v kryoprotektivním roztoku DMSO na konečnou koncentraci 

1-2 x 10
6
 buněk / ml. Takto ošetřená buněčná suspenze byla vložena do speciálních 

zamražovacích zkumavek. Vzorky byly nejprve zamrženy a následně tři dny skladovány v 

-80°C. Po třech dnech byly vzorky přeneseny do tekutého dusíku (-180°C), kde byly 

uschovány do dalšího testování. 

Rozmrazování vzorků bylo provedeno rychle ve vodní lázni při 37°C. Buněčná suspenze byla 

smíchána s kultivačním médiem a promyta od kryoprotektivního roztoku DMSO centrifugací 

(5 minut, 1200 rpm). Buněčná peleta byla resuspendována v resuspendačním kultivačním 

mediu RPMI 1640 na konečnou koncentraci 1 x 10
6
 živých buněk / ml. Koncentrace buněk 

v suspenzi byla určená počítáním v Neubauerově komůrce. Počet testovaných cytostatik byl 

ovlivněný kvalitou a množstvím dodaného vzorku tkáně. 

6.2.4 Určení životnosti buněk 

Buněčné suspenze z jednotlivých vzorků byly obarveny 0,4% trypanovou modří. Procento 

živých, neobarvených buněk bylo počítáno v Neubauerově komůrce. Pro testování 

chemosenzitivity byly využity jen vzorky s minimálně 90% přítomností živých buněk. 

Suspenze buněk izolovaná ze zamražených vzorků vykazovala výrazně nižší životnost 

(50-90 %) v porovnání se suspenzemi buněk získaných z čerstvých vzorků. Pro testování 

chemosenzitivity rozmažených vzorků byly využity jen vzorky s minimálně 80% přítomností 

živých buněk. 

6.3 MTT testování 

Pro hodnocení senzitivity bylo použito třídenního MTT testu. Buněčná suspenze byla 

pipetována do 96 jamkových destiček (80 μl buněčné suspenze 1 x 10
6
 živých buněk / ml na 

jamku). K buňkám bylo přidáno 20 μl média v případě kontrolních buněk a 20 μl roztoků 

cytostatik. Pro určení cytostatické koncentrace daného cytostatika (TCS50) byly nádorové 

buňky vystaveny působení každým cytostatikem v šesti různých koncentracích po dobu 

72 hodin při 37°C 5% CO2 (Tabulka 8). Pokusy byly pro ověření nasazeny vždy dvakrát. Na 

závěr kultivace bylo ke každé jamce přidáno 10 μl žluté tetrazoliové soli MTT (5 mg / ml). 
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V případě živých buněk je tetrazoliová sůl redukována mitochondiálními dehydrogenázami na 

nerozpustný formazan (fialová barva). 

Po dvou až šesti hodinách, po vytvoření fialových krystalů formazanu, se do každé jamky 

přidalo 100 μl 10% roztoku SDS (pH 5). Během 10 hodin docházelo k rozpouštění krystalů 

formazanu. Následující den proběhlo spektrofotometrické vyhodnocení měřením absorbance 

formazanu na spektrofotometru při 560 nm. Od naměřených hodnot byla odečtena hodnota 

„pozadí“ (médium) a výsledky byly vyjádřeny jako procenta kontroly. 

Stejným způsobem byly zpracovány i odběry ascitu či zamražené vzorky ovariální tkáně z 

tkáňové ústředny. 

 

Tabulka 8: Koncentrace testovaných cytostatik.  

Koncentrace (c) 
Cytostatikum 

cDDP CBDCA PAKL 

c1 (μg / ml) 100 100 50 

c2 (μg / ml) 25 25 12,5 

c3 (μg / ml) 6,25 6,25 3,125 

c4 (μg / ml) 1,5625 1,5625 0,7812 

c5 (μg / ml) 0,3906 0,3906 0,1953 

c6 (μg / ml) 0,0976 0,0976 0,0488 

cDDP – cisplatina, CBDCA – karboplatina, PAKL  paklitaxel 

6.3.1 Hodnocení chemosenzitivity cytostatik 

Přežívání nádorových buněk (TCS, Tumor Cell Survival) bylo vypočítáno pomocí vzorce: 

 

TCS = absorbance v jamkách s cytostatiky / absorbance v kontrolních jamkách x 100 

 

Hodnota TCS50 udává koncentraci daného cytostatika, která je letální pro 50 % nádorových 

buněk a byla vypočítána ze získaných křivek dávkové závislosti. 

Pokud cytostatikum ve vysoké koncentraci působí pokles počtu živých buněk pod 25 %, 

buňky se označují jako vnímavé k působení léčiva. Pokud dochází k poklesu živých buněk 

pod 50 %, ale ne více než pod 25 %, označují se jako hraničně vnímavé. Pokud buňky 

přežívají nad 50 %, označují se jako rezistentní (Tabulka 9). 
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Tabulka 9: Kritéria hodnocení citlivosti nádorové tkáně na jednotlivá cytostatika dle 

hodnoty TCS. 

Cytostatikum 
TCS50 (μg / ml) 

Rezistence Hraniční citlivost Citlivost 

cDDP 100-18,75 18,75-6,25 < 6,25 

PAKL 50-9,38 9,38-3,13 < 3,13 

CBDCA 100-18,75 18,75-6,25 < 6,25 

TCS – přežívání nádorových buněk, cDDP – cisplatina, CBDCA – karboplatina, PAKL  paklitaxel 
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7 SOUBOR NEMOCNÝCH 

Na Porodnické a gynekologické klinice Lékařské fakulty Univerzity Karlovy a Fakultní 

nemocnice Hradec Králové jsme v letech 2006-2010 u 59 pacientek odebrali čerstvý vzorek 

nádorové ovariální tkáně, anebo maligní ascites pro testování chemosenzitivity pomocí testu 

MTT. 

Na základě definitivního histologického vyšetření byl u 55 pacientek diagnostikován 

karcinom ovaria. Třem pacientkám byl diagnostikován borderline tumor ovaria a jedné 

pacientce granulózový tumor. Tyto čtyři pacientky byly z našeho souboru vyřazeny. 

Pacientky před MTT testováním neprodělaly chemoterapii ani žádnou jinou léčbu pro 

karcinom ovaria. 28 pacientkám byl odebrán pouze vzorek nádorové ovariální tkáně, 15 

pacientkám pouze ascites a u 12 pacientek byl odebrán jak ascites, tak nádorová tkáň. Během 

sledování došlo u 44 pacientek (80 %) k progresi onemocnění a 36 pacientek (65 %) zemřelo 

(Tabulka 10). 

Všem pacientkám (až na jedenáct pacientek, které buď odmítly, nebo jim ze zdravotních 

důvodů nemohla být nabídnuta chemoterapie) byla podána, podle současných doporučených 

standardů, chemoterapie první linie (kombinace PAKL a CBDCA). 
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Tabulka 10: Souhrn pacientek s potvrzeným karcinomem ovaria: V tabulce je 

zaznamenán odebraný materiál, věk pacientek při diagnóze, BMI, histologie, stádium, 

diferenciace, čas do progrese, přítomnost progrese (1 - ano, 0 - ne), celkové přežití, úmrtí 

(1 - ano, 0 - ne), hodnota CA 125 při diagnóze, zbytkové reziduum po chirurgické léčbě. 

Pacientky s pořadovým číslem 1 - 33, byly léčeny testovanými cytostatiky a byl jim odebrán 

čerstvý vzorek tkáně. Mezi pacientkami s pořadovým číslem 34 - 55 jsou zařazeny pacientky 

bez odebraného vzorku čerstvé tkáně, anebo nebyly léčeny testovanými cytostatiky.  

 

č. Materiál 

věk 

při 

dg 

BMI histol. Stage grade 
PFS 

(měsíce) 
progrese 

OS 

(měsíce) 
úmrtí CA125 Reziduum 

1 ČT 63 30,5 S III G3 17 1 38 1 444 R0 

2 ČT 53 24,2 S IIIc G3 23 1 84 0 790 R0 

3 ČT 68 23,2 S IIIc G3 20 1 44 1 29033 R0 

4 ČT 65 25,5 S IIIa G3 19 1 49 0 1,07 R0 

5 ČT 71 29,7 ND IIIb G3 32 1 50 0 1061 R2 

6 ČT 54 27,3 S IIIc G2 24 1 50 0 47,3 R2 

7 ČT 42 28,9 M Ic G1 73 0 73 0 52,3 R0 

8 ČT 71 24,0 M IIIc G2 0 1 3 1 109 R2 

9 ČT 79 33,6 E IIIc G3 14 1 31 1 758 R2 

10 ČT 52 24,0 Sv Ic G3 42 0 42 0 78,1 R0 

11 ČT 66 32,8 S IIIc G3 52 0 52 0 402 R0 

12 ČT 47 27,9 S II c G3 35 1 8 0 ND R0 

13 ČT 71 19,8 M IIIb G2 7 1 18 1 339 R1 

14 ČT 50 27,9 E Ic G3 49 0 49 0 425 R0 

15 ČT 74 25,2 S IIIc G3 24 1 58 1 246 R1 

16 ČT 65 29,3 S IIIc G3 6 1 25 1 ND R2 

17 ČT 51 23,7 Sv Ia G3 53 0 53 0 943 R0 

18 ČT 47 24,2 S IIIb G3 27 1 43 1 206,4 R1 

19 ČT 71 21,6 S IIIc G3 13 1 55 0 968 R0 

20 ČT 40 23,2 S IIIa G1 76 0 76 0 184 R0 

21 ČT 70 32,3 M Ic G1 38 0 38 0 pod 35 R0 

22 ČT 55 24,3 E IIIb G4 30 1 40 1 ND R0 

23 ČT 64 32,0 S IIIc G2 20 1 44 1 818 R0 

24 ČT 48 22,5 S IIIb G3 57 0 57 0 614,2 R2 

25 ČT 52 33,4 S IIIc G3 15 1 29 1 610 R1 

26 ČT+ASC 69 25,7 M IV G3 9 1 15 1 72,1 R2 

27 ČT+ASC 56 19,2 S IV G2 13 1 58 1 8652 R1 

28 ČT+ASC 51 ND S IV G3 0 1 4 1 5338 R2 

29 ČT+ASC 61 24,2 S IIIc G2 0 1 14 1 ND R2 

30 ČT+ASC 69 25,0 S IIIc G3 13 1 23 1 1473 R2 

31 ČT+ASC 78 21,3 S IIIc G3 1 1 1 1 116,7 R2 

32 ČT+ASC 51 27,7 Ned IIIb G4 69 0 81 0 1127 R1 

33 ČT+ASC 60 31,6 E Ic G3 70 0 70 0 1081 R0 
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č. materiál 

věk 

při 

dg 

BMI histol. stage grade 
PFS 

(měsíce) 
Progrese 

OS 

(měsíce) 
úmrtí Ca125 reziduum Poznámka 

34 ČT+ASC 78 22,80 S Ic G3 43 1 55 0 195 R0 bez chemo 

35 ČT+ASC 79 26,40 S IV G3 0 1 1 1 ND R2 bez chemo 

36 ČT+ASC 54 17,50 Sv IIIb G3 0 1 0 1 ND R2 bez chemo 

37 ČT+ASC 67 ND S IIIc G4 0 1 0 1 88 R2 bez chemo 

38 ASC 60 25,50 S IIIc G1 13 1 32 1 4376 R2  

39 ASC 64 18,40 S IIIc G3 19 1 31 1 ND R2  

40 ASC 71 31,10 S IIIc G3 31 1 66 1 827 R2  

41 ASC 57 22,70 S IIIc G2 0 1 24 1 5000 R2  

42 ASC 63 32,30 S IIIc G1 0 1 1 1 293 R2  

43 ASC 62 26,30 Sv IV G3 24 1 24 1 320 R0  

44 ASC 84 24,80 ND IIIc ND 0 1 13 1 4603 R2  

45 ASC 64 26,50 S IIIb G3 14 1 17 1 44,2 R1  

46 ASC 60 23,90 S IIIc G3 11 1 30 1 1956 R1  

47 ASC 62 27,30 S IIIc G3 20 1 46 0 4940 R2  

48 ASC 71 22,00 S IIIc G3 0 1 0 1 168,2 R0  

49 ČT 70 22,00 S Ib G1 46 0 46 0 211 R0 bez chemo 

50 ČT 78 44,40 Sv IV G3 1 1 1 1 385 R2 bez chemo 

51 ČT 77 27,70 E IIIa G2 0 1 0 1 1068 R2 bez chemo 

52 ASC 71 27,10 ND IIIc ND 0 1 0 1 10000 R2 bez chemo 

53 ASC 73 ND Ned IV ND 0 1 0 1 6311 R2 bez chemo 

54 ASC 74 32,80 S IV G3 0 1 2 1 9549 R2 bez chemo 

55 ASC 80 19,80 S IIIc G3 0 1 0 1 351,8 R2 bez chemo 

BMI - Body Mass Index, S - serózní, M - mucinózní, E - endometroidní, Sv - světlobuněčný, 

Ned - nediferencovaný, ČT - čerstvá tkáň, ASC – ascites, ND – neurčeno 
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7.1 Cíl 1: určení nezávislého prediktivního faktoru na PFS a OS. 

Do souboru bylo zařazeno celkem 55 pacientek s diagnostikovaným karcinomem ovaria 

(medián věku 64 let; rozmezí 40-84 let; Tabulka 10). 

Soubor pacientek byl, z důvodu malého počtu, rozdělen na dvě skupiny u každého 

z prognostických faktorů. 

Vzhledem k nejednotné metodice stanovení věku jako prognostického faktoru 

v publikovaných pracech, jsme dělení věku provedli dle amerického národního onkologického 

registru rizikových faktorů celkového přežití u karcinomu ovaria na hranici 65 let. Rozdělení 

stádia bylo provedeno s ohledem na pokročilost onemocnění. FIGO I+II (onemocnění 

lokalizované) a III+IV (onemocnění generalizované). Hranici nádorového rezidua po 

chirurgické léčbě jsme určili na základě makroskopického popisu nulového rezidua R0 + R1 a 

R2. Hranice BMI 30 byla určena definicí obezity dle WHO. Hranici CA 125 jsme určili 

100 U/ml. Vzhledem k proporcionálnímu zastoupení jednotlivých typů karcinomů ovaria byly 

histologické typy rozděleny na serozní karcinomy ovaria a ostatní karcinomy ovaria. 

Rozdělení gradu na G1 a G2-G4 proběhlo na zakládě publikovaných prací zaměřujících se na 

morfologické a molekulárně genetické vlastnosti jednotlivých tumorů ve smyslu rozlišit 

serozní karcinomy podle biologického chování do dvou skupin - low a high grade (142, 143, 

148). Období bez progrese bylo definováno jako časový interval od diagnózy do data progrese 

onemocnění. Progrese byla diagnostikována při zvětšení nádorové masy o 20 % ve srovnání s 

vyšetřením po ukončené léčbě. Celkové přežití bylo definováno jako období od diagnózy do 

data úmrtí, či ztráty nemocné ze sledování. 

7.2 Cíl 2: stanovení in vitro chemosenzitivity nádorových buněk. 

In vitro chemosenzitivitu nádorových buněk pomocí MTT testu jsme stanovili u 55 pacientek 

s karcinomem ovaria (Tabulka 10). U 28 pacientek bylo MTT testování provedeno jen na 

buňkách z nádorové ovariální tkáně a u 15 pacientek jen na buňkách z ascitu. U 12 pacientek 

bylo MTT testování provedeno jak na buňkách z ovariální tkáně, tak na buňkách z maligního 

ascitu. U jedné pacientky se z technických důvodů (mikrobiální kontaminace) nepodařilo 

vyhodnotit výsledek MTT testování na CBDCA. 
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7.3 Cíl 3: vztah in vitro chemosenzitivity s PFS a OS. 

Do souboru bylo zařazeno 33 pacientek (cDDP, PAKL), resp. 32 pacientek (CBDCA); 

Tabulka 10, pacientky č. 1-33. 

Byly vyřazeny pacientky, u kterých nebyl proveden odběr nádorové tkáně (15 pacientek), 

anebo pacientky, které nebyly léčeny testovanými cytostatiky (11 pacientek). U jedné 

pacientky se z technických důvodů (mikrobiální kontaminace) nepodařilo vyhodnotit 

výsledek MTT testování na CBDCA.  

Pacientky byly rozděleny dle výsledku chemosenzitivity, z důvodu malého počtu, na dvě 

skupiny. Pacientky, u kterých nádorové buňky vykazovaly hraniční citlivost na jednotlivá 

cytostatika, byly zařazeny mezi pacientky, u kterých nádorové buňky vykazovaly citlivost na 

jednotlivá cytostatika. 

7.4 Cíl 4: vztah in vitro chemosenzitivity a prognostických parametrů s PFS a PS. 

Pro toto hodnocení bylo nakonec do souboru zařazeno 33 pacientek (PAKL), resp. 32 

pacientek (CBDCA); Tabulka 10, pacientky č. 1-33. 

Byly vyřazeny pacientky, u kterých nebyl proveden odběr nádorové tkáně (15 pacientek), 

anebo pacientky, které nebyly léčeny testovanými cytostatiky (11 pacientek). U jedné 

pacientky se z technických důvodů (mikrobiální kontaminace) nepodařilo vyhodnotit 

výsledek MTT testování na CBDCA.  

Byly vybrány jen prognostické faktory, které v našem souboru vyšly jako nezávislé rizikové 

faktory ve vztahu k období bez progrese a celkovému přežití. Vzhledem k tomu, že žádná 

z pacientek nebyla léčena cDDP bylo provedeno jen statistické hodnocení pro CBDCA a 

PAKL. 

Pacientky byly rozděleny dle výsledku chemosenzitivity, z důvodu malého počtu pacientek, 

na dvě skupiny. Pacientky, u kterých nádorové buňky vykazovaly hraniční citlivost na 

jednotlivá cytostatika, byly zařazeny mezi pacientky, u kterých nádorové buňky vykazovaly 

citlivost na jednotlivá cytostatika. 

7.5 Cíl 5: shoda výsledků MTT testování z čerstvé tkáně a ascitu. 

U pacientek, kterým byl odebrán vzorek ascitu i nádorové tkáně, se ověřovala shoda výsledků 

MTT testu mezi těmito materiály (12 pacientek). Shoda výsledků se hodnotila buď absolutně, 
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kdy se výsledky rozdělily do tří skupin: rezistentní, hraniční, citlivé, nebo se shoda výsledků 

hodnotila relativně, kdy se výsledky rozdělily do dvou skupin: rezistentní a citlivé (hraniční 

výsledky byly přiřazeny mezi výsledky citlivé). 

7.6 Cíl 6: shoda výsledků MTT testování z čerstvé a zmražené tkáně. 

U 8 pacientek, kterým byla stanovena chemosenzitivita nádorových buněk ovariální tkáně 

z čerstvé tkáně i zmražené tkáně, se ověřovala shoda výsledků MTT testu mezi těmito 

mateteriály. U dvou pacientek se z technických důvodů (mikrobiální kontaminace) nepodařilo 

vyhodnotit výsledek MTT testování na CBDCA (Tabulka 19; 1 x čerstvá tkáň, 1x zmražená 

tkáň). 

Shoda výsledků se hodnotila buď absolutně, kdy se výsledky rozdělily do tří skupin: 

rezistentní, hraniční, citlivé, nebo se shoda výsledků hodnotila relativně, kdy se výsledky 

rozdělily do dvou skupin: rezistentní a citlivé (hraniční výsledky byly přiřazeny mezi 

výsledky citlivé). 
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8 STATISTICKÁ ANALÝZA 

Statistická analýza byla provedena pomocí software MedCalc (MedCalc Software, Belgie). 

8.1 Cíl 1: určení nezávislého prediktivního faktoru na PFS a OS. 

Univariantní analýzy přežití byly konstruovány dle Kaplan-Meierovy metody. Výsledky jsou 

udávány jako medián a rozmezí hodnot. Do multivariantní analýzy byly zahrnuty jen ty 

prognostické faktory, které vyšly v univariantní analýze jako statisticky významné. 

Multivariantní analýza byla provedena pomocí Coxova modelu proporcionálních rizik 

(Coxova regrese). Hodnoty p nižší než 0.05 byly považovány za statisticky významné. 

8.2 Cíl 2: stanovení in vitro chemosenzitivity nádorových buněk. 

Pro statistické zhodnocení kategorických proměnných byl použit chi-squared test. Při 

hodnotách p nižších než 0.05 byl výsledek považován za statisticky významný. 

8.3 Cíl 3: vztah in vitro chemosenzitivity s PFS a OS. 

Univariantní analýzy přežití byly konstruovány dle Kaplan-Meierovy metody. Výsledky jsou 

udávány jako medián a rozmezí hodnot. Hodnoty p nižší než 0.05 byly považovány za 

statisticky významné. Multivariantní analýza nebyla vzhledem k malému počtu vzorků 

provedena. 

8.4 Cíl 4: vztah in vitro chemosenzitivity a prognostických parametrů s PFS a PS. 

Kombinované analýzy byly kontruovány dle Kaplan-Meierovy metody. Výsledky jsou 

udávány jako medián a rozmezí hodnot. Hodnoty p nižší než 0.05 byly považovány za 

statisticky významné. Multivariantní analýza nebyla vzhledem k malému počtu vzorků 

provedena. 
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8.5 Cíl 5 a 6: shoda výsledků MTT testování z čerstvé tkáně a ascitu, resp. čerstvé a 

zmražené tkáně 

Shoda výsledků byla zhodnocena pomocí „inter-rater agreement“ testu. Síla shody je udávána 

hodnotou kappa (Tabulka 11). 

 

Tabulka 11: Interpretace hodnoty kappa u statistického testu „inter-rater agreement“. 
Hodnota kappa Síla shody 

< 0.20 Slabá 

0.21 - 0.40 Přijatelná 

0.41 – 0.60 Střední 

0.61 – 0.80 Dobrá 

0.81 – 1.00 Velmi dobrá 
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9 VÝSLEDKY 

9.1 Cíl 1: určení nezávislého prediktivního faktoru na PFS a OS. 

Byl ověřen vztah prognostických ukazatelů (věk, BMI, histologie, stádium onemocnění, 

grade, hodnota CA 125, nádorové reziduum po chirurgické léčbě) s klinickými parametry 

(období bez progrese a celkové přežití). Výsledky univarientní statistické analýzy znázorňuje 

Tabulka 12. Byl potvrzen prognostický význam věku pacientek při diagnóze (p=0.03), stádia 

onemocnění (p<0.0001; Obrázek 7), grade (p=0.02) a přítomnost nádorového rezidua po 

chirurgické léčbě (p<0.0001; Obrázek 8) na období bez progrese. Významný vliv na celkové 

přežití byl potvrzen jen u stádia onemocnění (p=0.008; Obrázek 9) a přítomnosti nádorového 

rezidua po chirurgické léčbě (p<0.0001; Obrázek 10). 

 

Tabulka 12: Základní prognostické ukazatele ve vztahu s klinickými daty: v tabulce jsou 

zaznamenány mediány celkového přežití a období bez progrese u pacientek dělených dle 

přítomnosti jednotlivých prognostických znaků.  

prognostický ukazatel n (%) 
PFS (měsíce) 

medián (rozmezí) 
p hodnota 

OS (měsíce) 

medián (rozmezí) 
p hodnota 

věk < 65 let 28 (51) 23 (15-30) 
0.03 

43 (30-58) 
0.05 

věk > 65 let 27 (49) 7 (0-19) 18 (1-58) 

stádium I a II 9 (16) 43 (35-73) 
<0.0001 

49 (8-73) 
0.008 

stádium III a IV 46 (84) 13 (1-19) 29 (15-40) 

R0 a R1 28 (51) 27 (20-43) 
<0.0001 

58 
<0.0001 

R2 27 (49) 0 (0-13) 13 

BMI do 30 41 (79) 19 (11-24) 
0.69 

40 (24-58) 
0.79 

BMI nad 30 11 (21) 17 (1-31) 38 (2-66) 

CA125 do 100 U/ml 9 (19) 19 (9-24) 
0.58 

46 
0.53 

CA 125 nad 100 U/ml 39 (81) 15 (11-24) 38 

histologie: serózní KO 35 (67) 15 (11-20) 
0.08 

38 (24-58) 
0.78 

histologie: ostatní KO 17 (32) 24 (1-30) 31 (3-40) 

G 1 3 (6) 38 (0-76) 
0.02 

81 () 
0.07 

G 2-4 46 (94) 38 (1-76) 31 (24-58) 

R – reziduum, G – diferenciace, n – počet, PFS – doba do progrese, OS – celkové přežití 
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Obrázek 7: Významný vliv stádia onemocnění na období do progrese nemocných 

(p<0.0001). 

 

 

Obrázek 8: Významný vliv velikosti rezidua po chirurgické léčbě na období do progrese 

nemocných (p<0.0001). 
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Obrázek 9: Významný vliv stádia onemocnění na celkové přežití nemocných (p=0.008). 

 

 

Obrázek 10: Významný vliv velikosti rezidua po chirurgické léčbě na celkové přežití 

nemocných (p<0.0001). 
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Jako nezávislý prediktivní ukazatel na období bez progrese bylo v multivarientní analýze 

identifikováno stádium onemocnění při diagnóze (p=0.03). Pro celkové přežití byly jako 

nezávislé prediktivní ukazatele nalezeny stádium onemocnění při diagnóze (p=0.04) a 

velikost rezidua (p=0.02). 
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9.2 Cíl 2: stanovení in vitro chemosenzitivity nádorových buněk. 

In vitro chemosenzitivita na cDDP se vyskytla u 37 (67 %) pacientek, na CBDCA u 12 

pacientek (22 %) a na PAKL u 9 pacientek (16 %; Tabulka 13). Nejčastější výskyt 

chemosenzitivity byl prokázán u cDDP (cDDP vs. CBDCA p<0.0001; cDDP vs. PAKL 

p<0.0001). Nebyl prokázán rozdíl výskytu chemosenzitivity mezi CBDCA a PAKL 

(p=0.250). 

 

Tabulka 13: Výsledky testování in vitro chemosenzitivity MTT testem na vybraná 

cytostatika. Nejčastější výskyt chemosenzitivity byl prokázán u cDDP: Chi-squared test; 

cDDP vs. CBDCA (p<0.0001;); cDDP vs. PAKL (p<0.0001); CBDCA vs. PAKL 

(p=0.250). Nezávislost výskytu chemosenzitivity mezi cDDP, CBDCA a PAKL nebyla 

prokázána (Chi-squared test; p<0.0001).  
 chemorezistence n (%) hraniční chemosenzitivita n (%) chemosenzitivita n (%) 

cDDP 6 (11 %) 12 (22 %) 37 (67 %) 

CBDCA 27 (49 %) 15 (27 %) 12 (22 %) 

PAKL 21 (38 %) 25 (46 %) 9 (16 %) 

cDDP – cisplatina, CBDCA – karboplatina, PAKL – paklitaxel 

9.3 Cíl 3: vztah in vitro chemosenzitivity s PFS a OS. 

Pacientky s ovariálním karcinomem, který byl in vitro citlivý na cDDP, měly delší období bez 

progrese (p=0.01). Celková délka přežití byla také delší, nicméně dosáhla jen hraniční 

statistické významnosti (p=0.05; Tabulka 14). In vitro senzitivita na CBDCA a PAKL 

neovlivňovala délku období bez progrese onemocnění ani celkové přežití pacientek 

s ovariálním karcinomem, které byly léčeny těmito cytostatiky (Tabulka 14). 
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Tabulka 14: Chemosenzitivita ve vztahu s klinickými daty: v tabulce jsou zaznamenány 

mediány celkového přežití a období bez progrese u pacientek dělených dle rezistence 

resp. citlivosti na jednotlivá cytostatika.  

Cytostatikum Chemosenzitivita n (%) 
PFS (měsíce) 

Medián (rozmezí) 

P 

hodnota 

OS (měsíce) 

Medián (rozmezí) 

P 

hodnota 

cDDP 
Rezistence 5 (15) 6 (0-24) 

0.01 
25 (1-44) 

0.05 
Citlivost 28 (85) 27 (17-35) 58 (40-58) 

CBDCA 
Rezistence 15 (47) 20 (15-32) 

0.87 
58 (29-58) 

0.89 
Citlivost 17 (53) 23 (13-35) 43 (31-58) 

PAKL 
Rezistence 11 (33) 24 (15-35) 

0.43 
58 (44-58) 

0.30 
Citlivost 22 (67) 20 (13-35) 43 (25-58) 

cDDP – cisplatina, CBDCA – karboplatina, PAKL – paklitaxel, n – počet, PFS – doba do progrese, OS –

 celkové přežití 

9.4 Cíl 4: vztah in vitro chemosenzitivity a prognostických parametrů s PFS a PS. 

9.4.1 Kombinovaná analýza: chemosenzitivita a velikost rezidua 

Kombinovanou analýzou chemosenzitivity na CBDCA a velikostí rezidua po chirurgické 

léčbě jsme prokázali nejdelší dobu bez progrese (p=0.038) i celkové přežití (p=0.048) u 

pacientek s nádorovou tkání citlivou na CBDCA in vitro a s žádným nebo mikroskopickým 

reziduem po chirurgické léčbě (Tabulka 15; Obrázek 11, Obrázek 12). 

 

Tabulka 15: Kombinovaná analýza chemorezistence na CBDCA a velikostí rezidua po 

chirurgické léčbě.  
CBDCA / R n (%) progrese n (%) medián PFS p hodnota úmrtí n (%) medián OS p hodnota 

R01 / rezistence 10 (31) 9 (28) 14 (6-27) 

0.038 

7 (22) 31 (18-58) 

0.048 
R01 / citlivost 11 (34) 6 (19) 32 (13-32) 5 (16) 58 (23-58) 

R2 / rezistence 5 (16) 5 (16) 20 (0-30) 4 (13) 44 (14-44) 

R2 / citlivost 6 (19) 2 (6) ND 0 (0) ND 

CBDCA – karboplatina, R – reziduum, n – počet, PSF – období bez progrese, OS – celkové přežití 
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Obrázek 11: Období bez progrese kombinovanou analýzou chemorezistence na CBDCA 

a velikostí rezidua po chirurgické léčbě (p=0,038). A = pacientky s R0 nebo R1 a 

rezistencí na CBDCA; B = pacientky s R0 nebo R1 a citlivostí na CBDCA; C = 

pacientky s R2 a rezistencí na CBDCA; D = pacientky s R2 a citlivostí na CBDCA. 

(R-reziduum, CBDCA-karboplatina) 
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Obrázek 12: Celkové přežití hodnocené kombinovanou analýzou chemorezistence na 

CBDCA a velikostí rezidua po chirurgické léčbě (p=0,048). A = pacientky s R0 nebo R1 

a rezistencí na CBDCA; B = pacientky s R0 nebo R1 a citlivostí na CBDCA; C = 

pacientky s R2 a rezistencí na CBDCA; D = pacientky s R2 a citlivostí na CBDCA. 

(R-reziduum, CBDCA-karboplatina) 

 

 

Kombinovanou analýzou chemorezistence na PAKL a velikostí rezidua po chirurgické léčbě 

jsme neprokázali rozdíly v období bez progrese ani v celkovém přežití u jednotlivých skupin 

pacientek (Tabulka 16). 

 

Tabulka 16: Kombinovaná analýza chemorezistence na PAKL a velikostí rezidua po 

chirurgické léčbě.  
PAKL / R n (%) progrese n (%) medián PFS p hodnota úmrtí n (%) medián OS p hodnota 

R01 / rezistence 8 (24) 6 (18) 26 (6-35) 

0.91 

5 (15) 43 (18-58) 

0.56 
R01 / citlivost 14 (42) 10 (30) 17 (13-32) 8 (24) 58 (23-58) 

R2 / rezistence 3 (9) 2 (6) 20 (19-20) 1 (3) ND 

R2 / citlivost 8 (24) 5 ()15 27 (13-30) 3 (9) ND 

PAKL – paklitaxel, R – reziduum, n – počet, PSF – období bez progrese, OS – celkové přežití 
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9.4.2 Kombinovaná analýza: chemosenzitivita a stádium onemocnění 

Kombinovanou analýzou chemorezistence na CBDCA / PAKL a stádiem onemocnění jsme 

neprokázali rozdíly v období bez progrese ani v celkovém přežití u jednotlivých skupin 

pacientek (Tabulka 17). 

 

Tabulka 17: Kombinovaná analýza chemorezistence na CBDCA / PAKL a stádia 

onemocnění.  

CDBCA / stádium n (%) 
progrese 

n (%) 
medián PFS p hodnota 

Úmrtí 

n (%) 
medián OS p hodnota 

I a II / rezistence 2 (6) 1 (3) ND 

0.14 

1 (3) ND 

0.07 
I a II / citlivost 4 (12) 3 (9) 28 (0-32) 2 (6) 58 (3-58) 

III a IV/rezistence 13 (41) 13 (41) 19 (6-23) 10 (31) 43 (25-58) 

III a IV / citlivost 13 (41) 5 (16) ND 3 (9) ND 

PAKL / stádium n (%) 
progrese n 

(%) 
medián PFS p hodnota 

úmrtí 

n (%) 
medián OS p hodnota 

I a II / rezistence 4 (12) 3 (9) 16 (0-24) 

0.91 

3 (9) 38 (3-58) 

0.81 
I a II / citlivost 3 (9) 2 (6) 32 (15-32) 1 (3) ND 

III a IV/rezistence 7 (21) 5 (15) 27 (19-35) 3 (9) 44 (43-44) 

III a IV / citlivost 19 (58) 13 (39) 20 (13-30) 10 (30) 58 (31-58) 

CBDCA – karboplatina, PAKL – paklitaxel, R – reziduum; n – počet, PSF – období bez progrese, OS – celkové 

přežití 
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9.5 Cíl 5: shoda výsledků MTT testování z čerstvé tkáně a ascitu. 

U 12 pacientek, kterým byl odebrán vzorek maligního ascitu i nádorové tkáně, se ověřovala 

shoda výsledků MTT testu mezi těmito materiály (Tabulka 18). 

 

Tabulka 18: Porovnání výsledků chemosenzitivity z čerstvé tkáně a ascitu. Absolutní 

hodnocení: 3-citlivost; 2-hraniční citlivost; 1-rezistence. Relativní hodnocení: 3-citlivost; 

2-citlivost; 1-rezistence. 

Pacientky 
cDDP CBDCA PAKL 

ČT ASC ČT ASC ČT ASC 

1 3 3 3 2 2 2 

2 3 3 2 2 1 1 

3 3 3 3 2 2 1 

4 3 3 3 3 2 3 

5 3 3 1 1 1 2 

6 3 3 2 2 3 2 

7 3 3 1 3 2 3 

8 1 1 1 1 2 2 

9 3 3 2 2 1 1 

10 2 3 1 2 2 2 

11 2 3 2 2 2 3 

12 3 3 1 1 2 3 

Kappa; 

absolutní hodnocení 
0.625 0.474 0.208 

Kappa; 

relativní hodnocení 
1.000 0.636 0.556 

ČT – čerstvá tkáň, ASC – ascites, cDDP – cisplatina, CBDCA – karboplatina, PAKL - paklitaxel 

 

Shoda výsledků in vitro MTT testování mezi čerstvě zpracovanou nádorovou tkání a ascitem 

byla nalezena v absolutním a relativním hodnocení pouze u cDDP. U CBDCA byla 

zaznamenána pouze relativní shoda. 
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9.6 Cíl 6: shoda výsledků MTT testování z čerstvé a zmražené tkáně. 

U 8 pacientek, kterým byla stanovena chemosenzitivita nádorových buněk ovariální tkáně 

z čerstvého vzorku i ze zamraženého vzorku, se ověřovala shoda výsledků MTT testu mezi 

těmito materiály (Tabulka 19). 

 

Tabulka 19: Porovnání výsledků chemosenzitivity z čerstvé tkáně a zmražené tkáně. 

Absolutní hodnocení: 3-citlivost; 2-hraniční citlivost; 1-rezistence. Relativní hodnocení: 

3-citlivost; 2-citlivost; 1-rezistence. 

Pacientky 
cDDP CBDCA PAKL 

ČT ZT ČT ZT ČT ZT 

1 3 3 2 ND 3 3 

2 3 3 3 3 2 1 

3 3 3 2 1 2 1 

4 3 3 1 2 1 2 

5 3 2 3 1 1 1 

6 3 2 2 1 2 1 

7 2 1 1 1 1 1 

8 3 3 ND 1 3 1 

Kappa; 

absolutní hodnocení 
0.294 0.118 0.143 

Kappa; 

relativní hodnocení 
0.600 0.200 0.111 

ČT – čerstvá tkáň, ZT – zmražená tkáň, cDDP – cisplatina, CBDCA – karboplatina, PAKL – paklitaxel, 

ND - neurčeno 

 

Shoda výsledků in vitro MTT testování mezi čerstvě zpracovanou nádorovou tkání a 

zmraženou nádorovou tkání byla nalezena pouze u cDDP v relativním hodnocení. 
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10 DISKUZE 

Karcinom ovaria je jedním z nejagresivnějších nádorů. Má nejvyšší mortalitu mezi 

gynekologickými malignitami (149). Přestože incidence onemocnění za posledních 10 let v 

ČR mírně klesá, můžeme se pouze domnívat, co se na tomto faktu podílí. Jedním z faktorů by 

mohlo být hromadně rozšířené užívání hormonální antikoncepce v 90. letech minulého století, 

dále častější provádění profylaktických operací u žen s genetickou zátěží. Na druhou stranu 

nedokážeme přesně odhadnout, jak se bude incidence nadále vyvíjet s ohledem na růst 

některých rizikových, či potenciálně rizikových faktorů v naší populaci (vyšší průměrný věk 

přežití, nulliparita, stimulace ovarií, obezita). 

Vzhledem k nespecifickým symptomům je většina karcinomů ovaria diagnostikována v 

pokročilém stádiu nemoci. Základním léčebným přístupem je co nejvíce radikální chirurgický 

výkon doplněný o chemoterapii založenou na derivátech platiny v kombinaci s paklitaxelem 

bez rozdílu histologického typu a biologické povahy nádoru. I přes vysoké procento odpovědí 

na primární léčbu dochází u více než 80 % případů k časnému relapsu onemocnění. 

Závažným problémem při léčbě karcinomu ovaria je vznik sekundární rezistence po předchozí 

chemoterapeutické léčbě (90, 110, 150). 

10.1 Cíl 1: určení nezávislého prediktivního faktoru na PFS a OS. 

V naší práci jsme potvrdili prognostický význam obecně známých rizikových faktorů 

karcinomu ovaria. Jako prognosticky významné ukazatele jsme prokázali věk pacientek při 

diagnóze, stádium onemocnění a diferenciaci nádoru. 

V našem souboru 55 nemocných byl medián věku při diagnóze 64 let, což odpovídá údajům 

amerického onkologického registru, kde je průměrný věk diagnózy karcinomu ovaria 63 let 

(2003-2010), i datům z rozsáhlé mezinárodní populační studie, je průměrný věk 64 let (151). 

Medián věku souboru našich pacientek, ale může být ovlivněn faktem, že u části pacientek 

diagnostikovaných v I či II stádiu, nebylo MTT testování provedeno z důvodu nedostatečného 

množství nádorem postižené tkáně a zároveň u nich nebyl přítomen ascites. Takové pacientky 

byly z našehou souboru vyloučeny. 

V našem souboru jsme 16,5 % pacientek diagnostikovali ve stádiu I a II a 83,5 % pacientek ve 

stádium III a IV. Rozložení pacientek dle stádia v naší práci odpovídá i rozložení pacientek 

v ostatních pracech hodnotících in vitro chemosenzitivitu karcinomu ovaria (152, 153). Jako 
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jeden z významných nezávislých prognostických faktorů jsme potvrdili stádium onemocnění, 

které rozlišuje pacientky dle rozsahu onemocnění, ale jeho prognostický význam je pro 

většinu pacientek, vzhledem k vysokému procentu nemocných, u kterých je karcinom ovaria 

diagnostikován v pokročilém stádium, do jisté míry omezený. Ze stejného důvodu není, pro 

většinu pacientek, jako stratifikační prognostický faktor vhodný ani grade nádoru, kdy 

v našem souboru měla většina pacientek (94 %) určený grade 2-4. Také v práci Neubauera a 

spol. bylo 93 % pacientek s určeným gradem 2-4 (152). 

Jako další nezávislý prognostický faktor jsme potvrdili velikost nádorového rezidua po 

chirurgické léčbě, proto jsme velikost rezidua po chirurgické léčbě a stádium onemocnění 

zvolili jako vhodné rizikové faktory pro kombinovanou analýzu s výsledky in vitro 

chemosenzitivity. Vzhledem k nejednoznačnosti metodiky hodnocení nádorového rezidua po 

operační léčbě v jednotlivých pracích jsme se pro účely naší práce rozhodli hodnotit nádorové 

reziduum ve třech skupinách, které, dle našeho názoru, splňují největší míru objektivity. R0: 

nulové nádorové reziduum, včetně negativní histologie všech odebraných biopsií a resekčních 

okrajů odstraněné nádorové tkáně. R1: žádný makroskopicky viditelný reziduální nádor po 

operační léčbě, nicméně pozitivní histologie z biopsií či okrajů odstraněné tkáně a R2: 

makroskopicky ponechané nádorové reziduum. Z hlediska hodnocení chirurgické léčby 

považujeme skupinu R0 a R1 jako skupinu, kde byl proveden optimální chirurgický výkon. 

Nevýhodou tohoto členění je, že skupina pacientek s R2 je široká, zahrnující nejen skupinu 

pacientek s velkým reziduálním tumorem, ale i skupinu pacientek s relativně malým 

makroskopickým tumorem (do 1-2 cm). V rámci popsaného souboru bylo z 55 pacientek 

operováno 53 pacientek. Z operovaných pacientek jsme dosáhli optimálního nádorového rezidua 

ve smyslu R0 a R1 v 28 případech (53 %). S ohledem na výše zmiňovanou metodiku a rozdílné 

metodiky publikované jinými autory lze tato data pouze obtížně porovnávat. 

10.2 Cíl 2: stanovení in vitro chemosenzitivity nádorových buněk. 

Cílem naší práce bylo in vitro testování primární chemosenzitivity nádorových ovariálních 

buněk ze solidního nádoru a ascitu metodou MTT, která je založena na izolaci buněk vzorku 

nádorové tkáně a jejich následné kultivaci in vitro s vybranými cytostatiky o různých 

koncentracích. Princip MTT metody je založen na redukci tetrazoliové soli mitochondriálními 

dehydrogenázami živých buněk na nerozpustný, fialově zbarvený formazan. MTT metoda je 

relativně rychlá, jednoduchá a levná, využitelná v 90 % případů (154-158). 
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V našem souboru pacientek vykazovaly nádorové buňky izolované ze solidní tkáně nejvyšší 

chemosenzitivitu na cDDP. Podobné výsledky byly zaznamenány i u ostatních prací 

zabývajících se in vitro testováním chemosenzitivity nádorových buněk na cDDP, CBDCA a 

PAKL (91, 153, 159). Zároveň byly publikovány práce, ve kterých je popisován častější 

výskyt resistence na CBDCA (159, 160). Vzhledem k tomu, že ze dvou užívaných cytostatik 

(platinový derivát / taxan) v první linii chemoterapie, hraje platinový derivát významnější roli, 

stanovení in vitro citlivosti nabízí možnost zohlednit, jaký platinový preparát by byl pro 

konkrétní pacientku přínosnější (161-163). 

10.3 Cíl 3: vztah in vitro chemosenzitivity s PFS a OS. 

Dalším cílem naší práce bylo zhodnotit vliv výsledku in vitro chemosenzitivity, resp. 

chemorezistence nádorových buněk na jednotlivá cytostatika na období bez progrese a 

celkové přežití. Testování chemosenzitivity bylo prokázáno jako klinicky významné u 

pacientů s karcinomem plic, gastrointestinálním karcinomem, melanomem či karcinomem 

prsu (157, 164-167). Lee a spol. prokázali výhodnost využití testování chemosenzitivity při 

výběru individualizované léčby karcinomu děložního hrdla (168). Ballard a spol. prokázali 

korelaci mezi výsledkem in vitro testováním chemosenzitivity a klinickou odpovědí na léčbu 

u pacientek s karcinomem endometria (169). 

V našem souboru nemocných byl prokázán významný vliv in vitro chemosenzitivity na cDDP 

na délku období bez progrese a hraniční vliv na délku celkového přežití. Nebyl prokázán 

významný rozdíl v délce období bez progrese ani na celkové přežití mezi nemocnými 

dělenými dle výsledku in vitro chemosenzitivity nádorových buněk na CBDCA a PAKL. Lee 

a spol. prokázali, že výsledek in vitro testování chemosenzitivity metodou HDRA má jen 

hraničně významný vliv na dobu bez progrese a statisticky nevýznamný vliv na celkové 

přežití pacientek s karcinomem ovaria (153). Konecny a spol. a Holloway a spol. nezávisle 

prokázali u pacientek s karcinomem ovaria ve stadiu III a IV lečených cDDP nebo CBDCA 

po úspěšné cytoreduktivní chirurgické léčbě, že pacientky in vitro rezistentní na cDDP nebo 

CBDCA mají 2,3 x resp. 4 x kratší období bez progrese než pacientky in vitro citlivé cDDP 

nebo CBDCA. Konecny a spol. využili pro in vitro testování chemosenzitivity ATP metodu a 

Holloway EDR metodu (170, 171). Na našem souboru pacientek jsme na rozdíl od jiných 

studií neprokázali vliv samotné přítomnosti primární in vitro chemosenzitivity, resp. 

chemorezistence na CBDCA na období bez progrese ani na celkové přežití. Tyto výsledky 
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jsou pravděpodobně ovlivněny velikostí a nesourodostí vyšetřovaného souboru, resp. velikostí 

jednotlivých podskupin pacientek. Pro jednoznačné ohodnocení vlivu in vitro 

chemosenzitivity nádorových buněk na cytostatika bude třeba výsledky ověřit na výrazně 

větším počtu nemocných (124, 172, 173). 

Práce, které podávaly chemoterapii na základě výsledku in vitro chemosenzitivity 

neprokázaly významné rozdíly v klinické odpovědi, či v celkovém přežití od pacientek 

lečených empiricky (172, 174). Naopak Rutherford a spol. prokázali, že využití cytostatického 

preparátu k léčbě pacientek s karcinomem ovaria, u kterého byla prokázána in vitro 

chemosenzitivita, významně prodlužuje období bez progrese i celkové přežití v porovnání 

s pacientkami, u kterých byl podán preparát s prokázanou in vitro chemorezistencí (175). 

10.4 Cíl 4: vztah in vitro chemosenzitivity a prognostických parametrů s PFS a PS. 

Prokázali jsme, že kombinovaná analýza chemosenzitivity nádorových buněk na CBDCA 

a velikost nádorového rezidua po chirurgické léčbě odlišuje podskupinu nemocných 

s nejpříznivější prognózou. Nejdelší období bez progrese i celkové přežití jsme prokázali u 

pacientek s nádorovou tkání citlivou na CBDCA in vitro a s žádným nebo mikroskopickým 

reziduem. U těchto pacientek by se podání CBDCA mohlo považovat za individualizovaný 

léčebný přístup. V praxi by tato kombinovaná analýza mohla mít význam u pacientek 

s žádným nebo mikroskopickým reziduem a prokázanou rezistencí CBDCA in vitro. U těchto 

pacientek by bylo vhodné zvolit jiný typ primární chemoterapeutické léčby, zvýšit 

pravděpodobnost úspěchu chemoterapie a vyhnout se tak nežádoucím účinkům 

pravděpodobně neúčinné léčby. 

10.5 Cíl 5: shoda výsledků MTT testování z čerstvé tkáně a ascitu. 

Dále jsme se zaměřili na porovnání výsledků in vitro reaktivity nádorových buněk, 

izolovaných ze solidního nádoru, s buňkami získanými z maligního ascitu pacientek. 

Zpracování vzorku, a tedy i izolace buněk z ascitu, je výrazně jednodušší než zpracování 

vzorku nádorové tkáně. Není zde potřeba mechanického rozmělňování tkáně a nedochází 

k poškozování buněk při samotném zpracování, jako dochází při izolování buněk ze solidní 

tkáně. Životnost buněk z maligního ascitu vyšla u našich pacientek vyšší než životnost 

izolovaných buněk z nádorové tkáně stejné pacientky (91). Relativní i absolutní shodu 
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výsledků in vitro MTT testování jsme prokázali u cDDP. Relativní shoda výsledků byla 

prokázána také u CBDCA. 

Maligní ascites je heterogenní směs buněčných populací, které mezi sebou intenzivně 

komunikují pomocí četných solubilních mediátorů. V maligním ascitu jsou přítomné 

nádorové buňky, s nádorem asociované fibroblasty, mezenchymální kmenové buňky a buňky 

imunitního systému (176). Nádorové buňky ovariálního karcinomu se v ascitu vyskytují buď 

jako jednotlivé buňky nebo se častěji sdružují do agregátů a tvoří takzvané sféroidy (177). 

Část sféroidů volně pluje v ascitické tekutině a část z nich je pevně adherováno na peritoneum 

a vytváří si vlastní cévní zásobení (178). Buňky obsažené ve sféroidu vykazují omezený 

proliferační potenciál a mají tedy velmi omezenou citlivost k cytostatikům (179). Každý 

sféroid vykazuje maligní potenciál a představuje vysoké riziko neoplastické progrese (21). 

Z výše uvedených důvodů vyplývá, že nádorové buňky obsažené v maligním ascitu nemusí, 

vzhledem k jedinečnému nádorovému mikroprostředí, vykazovat identické vlastnosti 

s primárním nádorem. Nádorová buněčná suspenze získaná z ascitu nemůže pro MTT 

testování nahradit nádorovou buněčnou suspenzi získanou ze solidní tkáně. Testování 

nádorových buněk z ascitu může mít ale svůj význam u pacientek s refrakterním ascitem, u 

nichž se plánuje aplikace intraperitoneální chemoterapie. Některé práce potvrzují, že 

pacientky s prokázanou in vitro chemosenzitivitou nádorových buněk izolovaných z ascitu 

mají delší období bez progrese i celkové přežití v porovnání s pacientkami s prokázanou 

in vitro rezistencí (180, 181). 

10.6 Cíl 6: shoda výsledků MTT testování z čerstvé a zmražené tkáně. 

Porovnávali jsme rovněž výsledky MTT testu mezi čerstvě zpracovanou nádorovou tkání a 

zmraženou nádorovou tkání. Stanovení chemosenzitivity nádorových buněk z čerstvé tkáně a 

zároveň zmražené tkáně bylo provedeno jen u 8, resp. 6 pacientek. Mezi těmito materiály 

jsme prokázali pouze uspokojivou shodu při relativním hodnocení výsledků. 

Největší limit MTT testování na rozmražených nádorových buňkách je dán životností 

buněčné suspenze po rozmražení. Pro stanovení chemosenzitivity nádorových buněk z čerstvé 

tkáně byly využity jen ty buněčné suspenze, u kterých byla prokázána vyšší jak 90% 

životnost. Pro stanovení chemosenzitivity nádorových buněk z rozmražené buněčné suspenze 

byly využity jen ty vzorky, u kterých byla prokázána alespoň 80% životnost nádorových 

buněk. Většina rozmražených suspenzí nádorových buněk však vykazovala nižší než 80% 
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životnost, a z tohoto důvodu u nich nebylo MTT testování provedeno. Podle našich výsledků, 

i když jen na velmi omezeném počtu vzorku, vyplývá, že rutinní MTT testování na 

rozmražených nádorových buňkách tedy není vhodnou metodou k určení chemosenzitivity 

nádorových buněk k jednotlivých cystostatikům. 

 

Hlavní význam stanovování in vitro chemosenzitivity přímo na nádorových buňkách 

izolovaných z nádorů jednotlivých pacientek je v předpokladu, že léčebný účinek 

jednotlivých cytostatik se liší na základě vnitřní genetické diverzity a rozvoji rozdílných 

subklonů nádoru s rozdílným fenotypem mezi jednotlivými pacientkami (182, 183). Výsledky 

hodnocení in vitro chemosenzitivity na buněčných liniích neodpovídají reálným podmínkám u 

individuálních pacientek. Brigulová a spol. prokázali, že nádorová linie A2780 byla stejně 

jako buňky izolované z nádorové tkáně vysoce chemosenzitivní při in vitro MTT testování na 

cDDP. Chemosenzitivita nádorové linie A2780 se ale výrazně lišila od buněk izolovaných z 

nádorové tkáně při in vitro MTT testování na PAKL a CBDCA. Nádorová linie A2780 

vykazovala vyšší chemosenzitivitu na tyto preparáty než nádorové buňky izolované ze 

solidního nádoru pacientek (91). 

In vitro metody stanovení chemosenzitivnity rozlišují individuální reaktivitu jednotlivých 

nádorů na cytostatika a umožňují určit neefektivní cytostatické preparáty, které by jen 

poškozovaly pacientku nežádoucími účinky. In vitro testování chemosenzitivity představuje 

zdánlivě jednoduchý proces pro stanovení citlivosti izolovaných nádorových buněk 

k jednotlivým cytostatickým preparátům in vitro. Prací, které se zabývají in vitro testováním 

chemosenzitivity buněk izolovaných z nádorové tkáně a jejího vlivu na klinický výsledek 

léčby, není mnoho. Hodnocení a porovnatelnost výsledků z jednotlivých pracovních skupin je 

limitováno nejednotným výběrem metody testování chemosenzitivity, nejednotným 

hodnocením výsledků citlivosti a nejednotným testovaním cytostatik. V některých pracech, 

včetně naší práce, testovali jednotlivá cytostatika zvlášť (153, 166, 168, 171, 184), v jiných 

pracech testovali cytostatika v kombinacích (152, 169, 170). Další častou komplikací je také 

kriticky malý počet testovaných pacienek, krátká doba sledování a výrazná různorodost 

testovaného souboru pacientek. 

Metoda MTT je do značné míry, stejně jako ostatní metody in vitro testování 

chemosenzitivity, negativně ovlivňována několika faktory. Mezi nejvýznamnější negativní 

faktor patří vysoká úmrtnost nádorových buněk v prostředí média bez žádného cytostatika. 

Vysoká úmrtnost je způsobena pravděpodobně zvýšenou citlivostí nádorových buněk na 
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stresové podmínky změny prostředí. Mezi negativně ovlivňující faktory dále patří vlastní 

proces izolace buněk, který nedostatečně selektuje nádorové buňky. Suspenze buněk použitá 

pro in vitro testování je vlastně heterogenní směs nádorových buněk, mezotelií, stromálních 

buněk či fibroblastů, které ovlivňují svým metabolismem výsledné hodnoty absorbance, a 

tedy i hodnocení výsledku. Možné metody purifikace pro získání pouze nádorové suspenze 

buněk jsou však kvůli své nízké výtěžnosti nepoužitelné (185-187). 

Vykazuje-li nádor chemorezistenci in vitro na testované cytostatikum, lze předpokládat, že 

daný preparát bude neúčinný i in vivo. Vykazuje-li nádor chemosenzitivitu in vitro na 

testované cytostatikum, však nutně neznamená, že nádorové buňky budou na dané 

cytostatikum citlivé in vivo. Účinek léčby neovlivňuje jen genetická diverzita samotného 

nádoru, ale velký význam je v individuálních rozdílech jednotlivých pacientek 

v biotransformaci a biodistribuci léčiva. Při in vitro testovnání je léčivo v přímém kontaktu 

s nádorovými buňkami, ale po intravenózním podání léčiva dochází k rozdílnému 

metabolismu léčiva díky odlišným polymorfismům a aktivitě enzymů jednotlivých pacientek. 

(188) Biodistribuce aktivního léčiva závisí také na vaskularitě nádoru (189). 

Výsledky naší práce jsou ovlivněny velikostí vyšetřovaného souboru, resp. velikostí 

jednotlivých podskupin pacientek. Pro jednoznačné ohodnocení vlivu in vitro 

chemosenzitivity nádorových buněk na cytostatika na období bez progrese a na celkové 

přežití bude třeba výsledky ověřit na výrazně větším počtu nemocných. 

MTT in vitro testování chemosenzitivity nádorových buněk izolovaných ze solidního nádoru 

pacientek patří, i přes veškeré své nedostatky, mezi jednu z mála metod hodnotící reálný 

vztah nádorových buněk pacientek k jednotlivým cytostatickým preparátům. In vitro testování 

chemosenzitivity by mohlo sloužit jako významná část hodnocení chemorezistence spolu 

se stanovováním ostatních farmakodynamických, genetických a imunologických faktorů, 

ovlivňujících účinek léčby u jednotlivých pacientek, nejenom s karcinomem ovaria. 
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11 ZÁVĚR 

V naší práci jsme došli k následujícím poznatkům: 

11.1 Cíl 1: určení nezávislého prediktivního faktoru na PFS a OS. 

Jako nezávislý rizikový faktor na období bez progrese a na celkové přežití jsme prokázali 

stádium onemocnění při diagnóze a velikost nádorového rezidua po chirurgické léčbě. 

11.2 Cíl 2: stanovení in vitro chemosenzitivity nádorových buněk. 

Nejčastější výskyt in vitro chemosenzitivity byl prokázána u cDDP. 

11.3 Cíl 3: vztah in vitro chemosenzitivity s PFS a OS. 

Pacientky s prokázanou in vitro chemosenzitivitou na cDDP mají delší období bez progrese i 

celkové přežití než pacientky s prokázanou chemorezistencí. Tento vliv jsme neprokázali u 

CBDCA ani u PAKL. 

11.4 Cíl 4: vztah in vitro chemosenzitivity a prognostických parametrů s PFS a PS. 

Nejdelší období bez progrese i celkové přežití mají pacinetky s optimálně provedeným 

chirurgickým výkonem a zároveň s in vitro chemosenzitivními nádorovými buňkami na 

CBDCA. 

11.5 Cíl 5: shoda výsledků MTT testování z čerstvé tkáně a ascitu. 

Shoda výsledků MTT testování mezi čerstvě zpracovanou nádorovou tkání a ascitem 

prokázala uspokojivé výsledky jen u testování na CDDP. 
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11.6 Cíl 6: shoda výsledků MTT testování z čerstvé a zmražené tkáně. 

Shoda výsledků MTT testování mezi čerstvě zpracovanou nádorovou tkání a zmraženou tkání 

nebyla uspokojivá. 

 

In vitro testování chemosenzitivity nádorových buněk nám dává informaci o jejich citlivosti 

na jednotlivá cytostatika. Klinický význam je zejména u prokázané chemorezistence na 

konkrétní preparáty, a tím předpoklad neúspěchu plánované léčby. In vitro MTT testování je 

metoda hodnotící citlivost nádorové tkáně individuálních pacientek na konkrétní 

cytostatikum. Problematika in vitro testování je zejména v různorodosti používaných metodik, 

v potřebě dostatečného množství tkáně a různorodosti vyseparované buněčné suspenze. 

In vitro testování chemosenzitivity by mělo být součástí komplexu vyšetřovacích metod u 

pacientek s karcinomem ovaria, před podáním cytostatické léčby, a tím přispět k její 

individualizaci. 
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