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1 SOUHRN

Uvod: Karcinom ovaria je nejcast&jsi pti¢inou umrti na gynekologické malignity. Jedna se o
skupinu onemocnéni s riznou morfologickou strukturou, rozdilnym biologickym chovanim a
riznou prognézou. VétSina karcinomu ovaria je diagnostikovana v pokrocilém stadiu nemoci.
Chirurgicka 1écba v kombinaci s chemoterapii dosahuje vysoké 1é¢ebné odpovédi, presto ale u
dvou tfetin pacientek dochazi k relapsu onemocnéni, rozvoji chemorezistence a nasledné
k imrti. Prognéza karcinomu ovaria je ovlivnéna zejména stadiem onemocnéni v dobé
stanoveni diagnozy, velikosti rezidudlniho nadoru po operaci, biologickymi vlastnostmi
konkrétniho naddoru a celkovym stavem pacientky. Radikalita chirurgického vykonu zasadné
ovliviiuje uspésnost celkove 1écby. Chirurgicka 1écba je doplnéna o chemoterapii zalozenou
na derivatech platiny v kombinaci s paklitaxelem bez rozdilu histologického typu a biologicke
povahy nadoru. Z platinovych derivati se dnes castéji upiednostiiuje karboplatina pied
cisplatinou. Biologicka odlisnost jednotlivych typu nadoru je tak pestra, ze jeden léCebny
rezim nemiize byt optimalni variantou pro vSechny pacientky. Stale vice praci se zamétfuje na
individualizaci nadorové 1éCby. Tato prace se zaméfila na invitro testovani citlivosti
ovaridlniho karcinomu na vybrand cytostatika pomoci MTT testu a jeji vyuzitelnost
Vv klinickém rozhodovani.

Soubor a metodika: Do naseho souboru bylo zafazeno 55 pacientek (median véku 64 let;
rozmezi 40-80 let) s diagnostikovanym karcinomem ovaria, u nichz jsme na naSem pracovisti
v letech 2006-2010 odebrali vzorek nadorové ovarialni tkané anebo vzorek maligniho ascitu
pro testovani chemosenzitivity / chemorezistence pomoci MTT testu. 28 pacientkdim byl
odebran pouze vzorek nadorové ovarialni tkan¢€, 15 pacientkdm pouze maligni ascites a u 12
pacientek byl odebran jak ascites, tak nadorova tkan. U 8 pacientek byla ovéfovana shoda
vysledkli mezi cCerstvé odebranou a zmraZenou tkéni. Cilem prace bylo stanoveni
chemosenzitivity —resp. chemorezistence bunék nadorové ovarialni tkané resp.
bun¢k maligniho ascitu a vysledky porovnat s klinickymi parametry. Dale jsme porovnavali
shodu vysledki in vitro MTT testu mezi nadorovou tkani a ascitem a shodu vysledka in vitro
MTT testu mezi ¢erstvou a zmraZzenou nadorovou tkani.

Projekt byl fesen s podporou grantti IGA MZ CR 8768-3 a IGA MZ CR 9737-3 Ministerstva
zdravotnictvi Ceské republiky. Studie byla schvalena Etickou komisi Fakultni nemocnice a

Leékarské fakulty Univerzity Karlovy v Hradci Kralové.



Vysledky: Jako nezavisly prediktivni prognosticky faktor pro progresi onemocnéni bylo
identifikovano stddium onemocnéni (p=0.03) a pro celkové preziti stadium onemocnéni
(p=0.04) a velikost nadorového rezidua po chirurgické 1é¢bé (p=0,02). Invitro
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). Vyznam in vitro chemosenzitivity na cisplatinu byl
zaznamenan u obdobi bez progrese i u celkového preziti (p=0.01 resp. p=0.05). Multivariantni
analyzou jsme u pacientek invitro chemosenzitivnich na karboplatinu a S nulovym nebo
mikroskopickym nadorovym reziduem po chirurgické lécbé prokazali nejdelSi dobu bez
progrese (p=0.038) i nejdelsi dobu celkového pieziti (p=0.048). Shoda vysledki MTT
testovani mezi Cerstvé zpracovanou nadorovou tkani a ascitem prokdzala uspokojivé vysledky
jen u testovani na cisplatinu. Shoda vysledki MTT testovani mezi Cerstvé zpracovanou a
zmrazenou tkani nebyla uspokojiva.

Zavér: Klinicky vyznam in vitro testovani nadorovych bungk je zejména u prokazané in vitro
chemorezistence na konkrétni cytostatikum a tim pfedpoklad netspéchu planované 1€cby
timto preparatem. Invitro MTT testovani je metoda hodnotici citlivost nadorové tkané
individualnich pacientek. V naSi praci jsme zaznamenali vyrazné vy$§i primarni in vitro
chemosenzitivitu na cisplatinu nez na karboplatinu. Vysledky in vitro testovani bunck
ziskanych z maligniho ascitu nemohou nahradit vysledky testi nadorové tkan¢, nicméné by
mély byt zohlednény pfti lokalni 1€cbé refrakterniho ascitu. Z vysledkl nasi prace vyplyva, ze
MTT testovani neni vhodnou metodou ke stanovovani chemosenzitivity na rozmrazenych
tkanich. In vitro testovani chemosenzitivity by mélo byt soucasti komplexu vySetfovacich
metod u pacientek s karcinomem ovaria pifed podanim cytostatické 1é¢by a tim snizit riziko

neuspéchu a zabranit vzniku nezadoucich G¢inkt 1é¢by a ptispét tim K jeji 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 CR
8768-3 a IGA MZ CR 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 UVOD DO PROBLEMATIKY

3.1 Uvod

Karcinom ovaria je nejcastéjsi priCinou imrti na gynekologické malignity. Tvotfi 5 % mezi
vSemi nadory u zen. Vzhledem k nespecifickym symptomiim je vétSina karcinomil ovaria
diagnostikovana v pokro¢ilém stadiu nemoci. Primarni cytoredukéni 1é¢ba v kombinaci
s adjuvantni chemoterapii na bazi platiny a paklitaxelu dosahuje vysoké lécebné odpovedi.
Pfesto ale u dvou tietin pacientek dochazi k relapsu onemocnéni, rozvoji chemorezistence a
nasledné k amrti. Prognéza karcinomu ovaria odpovidéd zejména stddiu onemocnéni v dobé
stanoveni diagnozy a dale objemu rezidualniho nadoru po operaci. Chirurgicky vykon
zasadné ovliviiuje tspeSnost celkové 1écby, jeho radikalita zavisi pfedevSim na celkovém
stavu pacientky. Chirurgickd lécba je doplnéna o chemoterapii zalozenou na derivatech
platiny v kombinaci s paklitaxelem bez rozdilu histologického typu a biologické povahy
nadoru. Biologicka odlis$nost jednotlivych typii nadorii je tak pestra, ze jeden léCebny rezim
nemiize byt nejlep$i pro vSechny pacientky. Stale vice praci sméfuje k individualizaci
nadorové lécby. Tato prace se zaméiila na testovani citlivosti nddorit a jeji vyuzitelnost

V klinickém 1é¢ebném rozhodovani.
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3.2 Maligni transformace

Zhoubné nadory jsou v soucasné dob¢ jednou ze tii nejcastéjSich pric¢in umrti v euroamerické
populaci. Nadorové onemocnéni lze charakterizovat jako neregulovany rast bunék spojeny
s poruchou kontrolnich mechanizmi a alteraci bunééné diferenciace. Maligni transformace
bunky je v soucasnosti definovana jako proces vedouci v buiice k akumulaci genetickych
poruch, které aktivuji bunééné protoonkogeny nebo deaktivuji antionkogeny regulujici
bunééné déleni €1 apoptozu. Jedna se tedy o multifaktorialni a vicestupnovy proces, ktery
zahrnuje iniciaci, promoci, klondlni expanzi a progresi onemocnéni. Iniciani stadium
pfedstavuje prvotni genetickou udélost, tj. mutaci ur¢it¢ho genu. Takto iniciovand buika
ziskava potencial k maligni transformaci. Promoc¢ni stddium trvé, narozdil od ¢asové velmi
kratké iniciani fazi, 1 nékolik let. Promocni faktory nejsou schopny vyvolat maligni
transformaci, jen ji podporuji. Ve stadiu progrese dochazi k dalSimu nahromadéni genetickych
zmén. Nadorové bunky jsou nasledné schopné se pomoci krevniho obéhu §itfit na vzdalena
mista, tvofi tzv. metastdzy. Zatimco iniciace a promoce jsou ve vztahu k buiice ovlivnény
zevnimi faktory, progrese je vesmes dusledkem endogennich zmén v expandujicim klonu.
Poskozeni DNA je zpiisobeno vlivem rozmanitych endogennich ¢i exogennich faktord.
Endogenni pfi¢inou jsou vrozené genetické poruchy. Exogenni faktory lze rozdé€lit na
kancerogeny fyzikalni, chemické a biologické. Na vzniku nadoru maji vliv nejenom genetické

poruchy, ale i epigenetické zmény, neménici geneticky kod, ale ovliviujici jeho vyjadieni (1).

3.2.1 Rizikové faktory

Za nejvyznamnéjsi z fyzikalnich faktorti se povazuji ionizujici a ultrafialové zéieni. U
rentgenologli nevyuzivajicich ochranné pomtcky byl zjistény zvySeny vyskyt koZnich
karcinomt a leukémii. Mezi prokdzané chemické kancerogeny zevniho prostiedi patii tézké
kovy, arsen a polycyklické aromatické uhlovodiky. Mezi dalsi faktory uvadéné v souvislosti
s nékterymi nadory patii aromatické aminy a nitrosaminy.

Je obecn€ znamo, Ze chronickd infekce a zanét jsou vyznamné faktory podilejici se na vyvoji
malignich nadora. Vzhledem k tomu, Ze v n€kolika typech lidskych malignit byla prokazana
zvySena aktivace transkripcniho faktoru NF-kB (Nuclear Factor kB) se predpokladd, Zze na
vyvoji a progresi nadoru maji vliv prave ta agens, ktera tuto signalni drahu dokazi aktivovat.

Bylo prokazano, ze buniky nékterych lidskych zhoubnych nadorti exprimuji na svém povrchu
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receptory TLR (Toll-like receptor), které umoziuji rist a zvysuji schopnost piezit nadorovych
bunck. Pfedpokladd se, ze bakteridlni pfitomnost v nadorovém mikroprostiedi mize
podporovat nddorovou transformaci a rust. Mezi biologické faktory kancerogeneze patii
predev§im viry. Viry mohou maligné transformovat bunky ¢lovéka pifimo, napf. inzerci
virovych onkogenti do genomu hostitelské burniky, nebo nepiimym mechanizmem, kdy viry
indukovana zanétova reakce vede k poskozeni DNA. Infekéni agens mohou také iniciovat
nadorové bujeni diky svym imunosupresivnim uc¢inkiim. Infekce virem (pf. Human
Immunodeficiecy Virus, HIV) zptisobuje utlumeni imunologické reaktivity. Mezi viry spojené
s nadorovym bujenim patii napiiklad retrovirus HTLV 1 (Human T-Leukemia Virus) hrajici
vyznamnou roli pfi vzniku nékterych T-leukémii a lymfomu. Herpesvirim, DNA onkogennim
virim, mezi které je fazen EBV (Epstein-Barr Virus), se pfi¢ita vyznam v etiologii Burkittova
lymfomu a nazofaryngeédlniho karcinomu. Produkty onkogent lidského papilomaviru E6 a E7
vytvareji komplexy s produkty tumor supresorovych gend p53 a Rb a tim je inaktivuji. Maji
tak velmi vyznamné postaveni v onkogynekologii, pievazné ve spojitosti s vyskytem

karcinomu délozniho ¢ipku, penisu, vulvy, pochvy, kone¢niku ¢i hltanu (1, 2).

3.2.2 Protoonkogeny

Jako protoonkogeny oznacujeme geny, které prostfednictvim svych proteinovych produkt
pusobi na regulaci d€leni bun¢k a jejich diferenciaci. Mutace protoonkogenu se projevi
ztratou funkce, ktery protoonkogen plni v regulaci bunééného déleni, a dochazi pak
K neregulovanému déleni a nekontrolovatelnému ristu. Tento proces se nazyva bunééna
transformace. Bunééné onkogeny (c-onc) vznikaji z normalnich genid (protoonkogenti), které
za fyziologickych okolnosti kontroluji rast, proliferaci a diferenciaci buiniky. Mutace
protoonkogent, které koduji ristové faktory (pi. c-sis), vede K jejich abnormalni produkci,
ktera ma za pficinu intenzivni bunécnou proliferaci. Genetickd chyba mize vzniknout i na
urovni genti kddujicich receptory pro rastové faktory (pt. c-kit, c-erk, c-fms). V nadorovych
buiikéch jsou €asto zménény geny kodujici molekuly nitrobunéénych signalnich systémd, jako
jsou procesy fosforylace zajistované kinazami a defosforylace zajiStovani fosfatazami. Mezi
onkogeny fadime také zménéné geny kodujici transkripéni faktory (pt. c-jun, c-myc, c-fos).
Jednéd se o jaderné proteiny, vazajici se na specifické useky DNA, které tidi findlni etapu
transduk¢ni kaskady. Za normalnich okolnosti se u€astni regula¢nich mechanizmu proliferace

(1).
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3.2.3 Antionkogeny

Antionkogeny, tedy nddorové supresorové geny, prostiednictvim svych bilkovinnych
produktti, omezuji bunécnou transformaci a proliferaci. Jejich porucha ma stejn¢ jako porucha
onkogentl za nasledek buné¢nou transformaci. Produkty antionkogent se podileji na kontrole
bunécného ristu a procesu diferenciace buniky. Nejvyznamnéj$Sim a nejvice prozkoumanym
antionkogenem je protein p53, ktery je negativnim regulatorem piechodu z G; do S faze
bunécéného cyklu; dale zvysuje expresi proteinu Bax, dilezitého pro indukci apoptdzy. Protein
p53 je ustfedni bariérou proti nadorovému ristu, a je oznacovan jako ,,strazce genomu‘. Gen
pro p53 je nejCastéjSi mutovany gen u lidskych karcinomi. Poskozeni tohoto genu je
prokazatelné u vétsiny ,high-grade® malignich ovariadlnich nadort (1). V onkogynekologii
fadime mezi vyznamné antionkogeny podilejicich se na reparaci DNA a kontrole bunécného
cyklu geny BRCAL a BRCA2. Mutace genii BRCA1 a BRCA2 jsou zodpovédné za vétSinu

hereditarnich syndromti karcinomti prsu a vajecnika.

3.3 Nadorové bujeni a imunitni odpovéd’

Imunitni reakci na nddorové buiiky je nutné povazovat za posledni obrannou bariéru, kterou
organismus stavi vic¢i nadorovému bujeni. Jelikoz na nadorové bujeni nazirdme jako na
akumulaci genetickych poruch v genomu buiiky, je nepochybné, ze v téle clovéka dochazi k
mnoha situacim, kdy je genetickd porucha identifikovéna jesté na turovni DNA. Opravné
mechanizmy na urovni DNA jsou tedy hlavnim obrannym faktorem. Dojde-li, i pies opravné
mechanizmy, k transformaci bufiky, musi na tuto situaci reagovat imunitni systém. Pokud
imunitni systém rozpozna molekuly exprimované maligné transformovanymi buiikami jako
“nebezpecné” antigeny, je pravdépodobné, ze takové buiiky zacne ni¢it dfive, nez se vyvinou
v nador. Nadorova bunkka je vSak odvozena od normdlni buiiky a sdili s ni vétSinu
povrchovych antigeni, k nimz byla ustanovena imunologickd tolerance. Pfesto vétSina
nadorovych bunék vystavuje na svém povrchu mutacemi zménéné molekuly, nddorové
antigeny. N¢které jsou vice, ¢i méné imunogenni. Typickou vlastnosti naddor je jejich

schopnost unikat destrukénimu puisobeni obrannych mechanizmt imunitniho systému (3).
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3.3.1 Néadorové antigeny

Nédorové buitky by mély obsahovat molekulové struktury, které by mél imunitni systém
rozpoznavat jako “nebezpecné antigeny” a jejich pritomnost by méla vést k imunitni reakci.
Imunitni odpovéd’ vSak Casto neni protektivni, at’ z divodu slabé imunogennosti nadorovych
antigentl, nebo dusledkem deregulace imunitni odpovédi.

Nadorové antigeny délime na nadoroveé specifické (TSA) a s nadorem asociované (TAA) (4).
TSA jsou pritomny pouze na nadorovych buiikdch a na jinych se nevyskytuji. TAA se
vyskytuji na povrchu normalnich buné€k, tak 1 na nédorovych bunkach. Mezi antigeny
asociované s karcinomem ovaria patii napiiklad NY-ESO-1 pattici mezi nadorové testikularni
antigeny. Testikularni antigeny nejsou vyjadfeny na normalnich buiikdch s vyjimkou
spermatoginii a patfi mezi TSA. NY-ESP-1 je jeden z nejimunogenngjSich nadorovych
antigentl, a proto se jevi jako slibny cil novych imunoterapeutickych ptistupti. Tento antigen
je vyjadfen zhruba u 30 % piipadt karcinomu prsu, 25 % karcinomu prostaty a 25 %
karcinomu ovaria. Mezi TAA patii naptiklad karcinoembryondlni antigen (CEA), ktery je
vyjadfen na normdalnich epitelovych bunkach, ale také na nadorovych buiikach karcinomu
tlustého stfeva, prsu, a plicniho adenokarcinomu. Prostaticky specificky antigen (PSA) se
nachazi v krvi nemocnych s karcinomem prostaty, ale také karcinomu prsu a ovarii. Nadorovy
antigen HER-2 /neu je vyjadifen na nadorovych bunkach prsu a ovaria. Je velmi slabé

vyjadien na normalnich epitelovych burkach (3).

3.3.2 Nadorové markery

Nadorové markery jsou definovany jako latky, které jsou produkovany bud’ naddorovymi
buiikami, nebo je jejich syntéza indukovana v normélnich bunikach v ptitomnosti nddorovych
bunck. Nédorové markery se mohou nachdzet v télnich tekutindch pacientii s nadorovym
onemocnénim, kde mohou byt identifikovadny nejcastéji v séru. Ale je tieba myslet i na to, ze
za fyziologickych podminek je ve stopovém mnoZzstvi produkuji i buiiky zdravé tkané. Pti
maligni pfeméné bun€k dochézi k jejich zvysené produkci. Nadorové markery vyuzivame v
diagnostice onemocnéni, v diferencidlni diagnostice a jejich vyznamna role je pti hodnoceni
uspésnosti terapie. Kvalitni nadorovy marker vykazuje vysokou senzitivitu a specifitu a
vysokou prediktivni hodnotu. Vzhledem k tomu, Ze zhoubné nddory ovaria vykazuji vysokou
biologickou odliSnost, vyuzivdme v diagnostice a v diferencialni diagnostice celou fadu

odliSnych onkomarkert. Vysoka heterogenita bunéénych populaci je i v rdmci jednotlivych
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typt nddort, proto i v ramci hodnoceni efektu 1é¢by Casto stanovujeme vice nez jeden marker.
Vyuziti konkrétnich onkomarkerti v diagnostice a diferencidlni diagnostice zhoubnych nadori

ovaria jsou popsany v kapitole diagnostika (kapitola 3.5.5).

3.3.3 Imunitni odpoveéd’

Na protinadorové imunité se podili jak slozky ptirozené, tak slozky specifické imunity.
Bunécné elementy ptirozené imunity, ale ve vétsi ¢i mensi mife veskeré bunééné elementy
organismu nesou na svém povrchu, nebo maji umistény nitrobunécné signalni molekuly, které
oznacujeme jako dozorové receptory, u savci oznacované jako TLR. Prostfednictvim
dozorovych receptortit bunécné elementy odliSuji mezi “bezpecnymi” a “nebezpecnymi”
molekulovymi vzory. Obecné jsou za “bezpecné” molekulové vzory oznaovany ty struktury,
které nejsou schopny naruSit homeostazu Cloveéka. V kontrastu tj. jako “nebezpecné” jsou
oznacovany ty molekuly, které homeostazu ¢lovéka narusit mohou. Hlavnim tkolem TLR je
okamzitd odpoveéd dendritickych buné€k a monocyti na piitomnost infekce ¢i nadorového
bujeni a propojeni ptirozené a specifické imunitni odpovédi (5). V soucasnosti bylo popsano
10 receptort patticich do rodiny TLR, které na sviij povrch vazi “nebezpecné” molekulové
vzory, prevazn¢ mikrobialni produkty, ale 1 endogenni produkty a stresové bilkoviny. Po
stimulaci TLR dochéazi k poskytnuti kostimulacnich signalii, které podporuji vyzravani,
proliferaci a protilatkovou produkci B lymfocytt a indukuji aktivaci a proliferaci specifickych
T lymfocyti (6).

T lymfocytarni specifickd imunita rozpoznava pouze ty antigeny, které jsou T lymfocytim
prezentovany pies molekuly HLA 1., nebo HLA Il. tfidy. Takto poskytnuty I. signal musi byt
doplnén II. signaly, které dodavaji pifes TLR aktivované bunky pfirozené imunity.
Cytotoxické CD8+ T lymfocyty rozpoznavaji a zabiji nddorové cilové bunky, které na svém
povrchu exprimuji HLA I. tfidy. Specifickd protinadorova reakce pomocnych CD4+
T lymfocytl je navozena pies antigen prezentujici bunky (APC), které nejprve nadorové
buiiky pohlti, nddorové antigeny zpracuji a vystavi je na svém povrchu pomoci HLA molekul
II. tfidy. Vzhledem k tomu, ze pouze mald ¢ast naddorovych bunck exprimuje spolu
s HLA molekulami I. ttidy také kostimulaéni molekuly (II. signal), je u¢inna odpovéd CD8+
T lymfocytl zavisla na reakci CD4+ T lymfocytl s HLA molekulami II. tfidy. Aktivované
CD4+ T lymfocyty produkuji cytokiny interleukin 2 (IL-2) a interferon y (INF-y), odpovédné
za klonalni expanzi ostatnich T lymfocytii, v€etné cytotoxickych CD8+, aktivaci makrofagt,

ptirozenych zabije¢ti (NK bunck) i B lymfocytd. Za specifickou destrukci nddorové bunky
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jsou odpovédné uspésné aktivované cytotoxické CD8+ T lymfocyty, které svymi lytickymi
mechanizmy pfimo rozrusuji membranu a jadra nadorovych bunck. Neschopnost imunitniho
systému reagovat na piitomné nadorové bunky vyplyva spiSe z nedostatecné aktivity slozek
ptirozené imunity, poskytujici II. signaly specifickym slozkdm imunity. Za rozhodujici
soucast protinadorové imunity jsou povazovany NK bunky, které identifikuji nadorové bunky
prostiednictvim molekulové velmi rozmanitych membranovych receptori. Ty poskytuji
NK buiice aktiva¢ni, nebo naopak inhibi¢ni signaly. Pokud pfevladnou aktivacni signaly, jsou
spustény lytické mechanizmy vedouci k usmrceni nddorové bunky. NejvyznamnéjSim
proaktivacnim signalem je sniZend nebo zménéna exprese molekul 1. tfidy, kterd je béznym
znakem nadorovych bunék. Cytotoxickd aktivita NK bun¢k mutze byt zvySena pusobenim

IL-2 a INF- y produkovanych pomocnymi CD4+ T lymfocyty (3).

3.3.4 PriCiny selhani efektorovych mechanizmd imunitniho systému

I pfes existenci vSech protinddorovych mechanismii imunitniho systému dochdzi 1 u
imunokompetentnich jedinct ke vzniku a rstu zhoubnych nadort. Existuje fada moznosti,
jak nadorové bunky unikaji slozkdm imunitniho systému. Nadorové bunky na svém povrchu
casto neexprimuji HLA molekuly I. a II. tfidy ani adhezivni a kostimula¢ni molekuly.
Nadorové buiky mohou produkovat latky, které piimo potlacuji protinadorovou imunitu.
Interleukin 10 (IL-10) a transformujici rustovy faktor p (TGF-B) inhibuji proliferaci
lymfocytii a makrofagti. Nadmérnym uvoliiovanim nddorovych antigent miize dojit k tzv.
oslepeni T lymfocytl. Pfed imunitnim syst¢émem mohou byt nddorové bunky chranény
glykokalyxem. Casto také indukuji apoptézu bunék imunitniho systému pomoci Fas receptoru
a jeho ligandu, ktery je exprimovan na bunkdch imunitniho systému. Takové nadory se
chovaji jako imunologicky “privilegovana mista” (1).

Supresorova aktivita odpovédna za potlacovani specifickych protinddorovych reakei je také
pfipisovana vlastnim regulaénim T lymfocytim (T reg). Jednd se o heterogenni populaci
T lymfocytl, kterd zajiStuje udrzeni periferni tolerance k vlastnim antigenim. Na svém
povrchu nesou autoreaktivni receptor jehoZ stimulaci dochazi k produkci IL-10 a TGF-f. Tyto

cytokiny potla¢uji aktivitu ostatnich efektorovych bunék imunitniho systému (7).
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3.4 Maligni nadory ovaria

Mezi maligni nadory ovaria patii, dle histopatologické klasifikace, nadory z povrchového
epitelu a stromatu, naddory ze specializovaného mezodermu gonad, nadory ze zarodecnych
bunék a nadory smiSené terminalni a gonadostromalni (Tabulka 1). Mezi nejcastéjsi
sekundarni naddory ovarii patii metastazy karcinomy prsu, tlustého stfeva, zaludku a nadory

vnitiniho genitalu.

Tabulka 1: Histopatologicka klasifikace malignich nadora ovaria.

Serdzni adenokarcinom

Mucindzni adenokarcinom

Endometroidni adenokarcinom

Svétlobunéény adenokarcinom

Karcinomy Karcinom z ptechodnich bunék
Maligni brennertiv nador
Nadory Dlazdicobunécny karcinom
z povrchového SmiSeny karcinom
epitelu a stromatu Nediferencovany karcinom

Serdzni borderline nador

Mucindzni borderline nador

Endometroidni bordenline nador

B li ¢ .
orderline nadory Svétlobunéény borderline nador

Borderline brenneruv nador

Borderline smiSeny epitelidlni nador

Fibrosarkom

Nadory z granul6zovych a Celularni fibrom
Nadory ze stromalnich bun¢k Adultni a juvenilni typ nadoru z bun¢k
specializovaného granulozy
mezodermu gonad Nadory ze Sertoliho a stromalnich

bunck Malo diferencovany androblastom

Nédory ze steroidogennich bunék | Maligni nddor ze steroidogennich bunck

Dysgerminom

Nador ze zloutkového vacku

Nadory ze Primitivni nadory Embryonalni karcinom

zarode¢nych bunék . .
Y Choriokarcinom

Teratomy Nezraly teratom

Malobunécny karcinom

Velkobunécny neuroendokrinni karcinom

Ostatni nadory Primarni ovaridlni mezoteliom

Wilmsuv nador

Adenoidné cysticky karcinom

Néadory z povrchového epitelu a stromatu tvoii asi 80-90 % malignich ovaridlnich novotvari.
Mezi né fadime karcinomy a borderline tumory. Borderline tumory ovaria tvoii ptiblizné
10-15 % malignich ovaridlnich nadorii. Borderline tumory ovaria vykazuji vyssi proliferacni

aktivitu nez benigni nadory, ale v porovnani s karcinomy zde neni ptfitomna stromalni invaze.
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Nasledkem zptesnéni histopatologickych diagnostickych kritérii dochazi v poslednich letech
k narGstu diagnostikovanych borderline tumori ovaria. Borderline tumory ovaria se
V porovnani s invazivnim karcinomem manifestuji v mladSim véku a maji niz$i hladiny
Ca 125. Avsak definitivni diagnostika borderline tumori ovaria je zalozend na
histopatologickém vySetfeni. Borderline tumory ovaria maji velmi dobrou prognézu a nizké
riziko recidivy ve form¢ invazivnich nadort (8).

Ostatni zhoubné nadory jsou heterogenné nejednotnou skupinou. V praxi se nejéastéji
setkdvame s nadory z bunck granulézy (granulozovym tumorem) a dysgerminomem-
nejcastéji se vyskytujicim se nadorem v gravidité. VéEtSina ostatnich typt zhoubnych

ovaridlnich nadora se vyskytuje vzacné.

3.5 Karcinom ovaria

3.5.1 Uvod

Karcinom ovaria je nejcastéjsi pri¢inou umrti na gynekologické malignity. Tvoii 5 % mezi
viemi nadory u Zen. Dle Ustavu zdravotnickych informaci a statistiky Ceské republiky, byl
vrchol incidence onemocnéni v CR v roce 2003, kdy bylo diagnostikovano celkem 1 290
novych piipadi, coz odpovida incidenci 24,63 /100000 Zen. Od roku 2004 je patrno
snizovani incidence onemocnéni, v roce 2010 incidence 20,64 / 100 000 Zen. V absolutnich
Cislech se jedna o 1 107 novych piipadi za rok 2010. (http://www.svod.cz). Piestoze se o
karcinomech ovaria mluvi jako o jedné entité, nejedna se 0 homogenni onemocnéni. Jedna se
o skupinu onemocnéni s riznou morfologii, s rozdilnym biologickym chovanim a rtznou

prognozou.

3.5.2 Histologie ovaridlniho karcinomu

Dle histologickych charakteristik se karcinom ovaria dale déli na nékolik podtypu. 50 %

vSech ovarialnich malignit je pfedstavovan ser6znim adenokarcinomem (Obrazek 1, Obrazek

2).
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Obrazek 2: Low grade serézni karcinom ovaria: hematoxylin-eosin, pivodni zvétseni
200 x. Obrazek poskytl FUP, FNHK.

N 4

Druhy nejcastéjsi typ karcinomu ovaria pfedstavuje endometroidni adenokarcinom (15-20 %).
Priblizn€ 15 % pacientek ma bilaterdlni nalez. Znacna ¢ast téchto nadori je diagnostikovana
v . stadiu. Ptiblizné 15 % pacientek ma soucasné endometroidni adenokarcinom a karcinom

endometria (Obrazek 3).
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Obrazek 3: Endometroidni karcinom ovaria: hematoxylin-eosin, pivodni zvétSeni 200 x.
Obrazek poskytl FUP, FNHK.

Mucin6zni adenokarcinom tvoi asi 10 % vSech karcinomt ovaria. Bilateralné se vyskytuje jen
v ptiblizné 5 %. Diagnosticky je velmi dilezité odliSit primarni mucinézni adenokarcinom od

sekundarnich metastaz, nej¢astéji z oblasti zazivaciho traktu (Obrazek 4).

Obrazek 4: Mucinézni karcinom ovaria: hematoxylin-eosin, pivodni zvétSeni 200 X.
Obriazek poskytl FUP, FNHK.
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Svétlobunéény karcinom, ktery je Casto diagnostikovan v pokrocilém stadiu, predstavuje asi

7 % vSech karcinomu ovaria.

Obrazek 5: Svétlobunéény karcinom ovaria: hematoxylin-eosin, pivodni zvétSeni 200 X.
Obrazek poskytl FUP, FNHK.
Vzacnéji se vyskytuji karcinomy z prfechodnich bunék, Brenneniiv nddor, dlazdicobunécné

karcinomy, karcinosarkomy (miilleriansky nador) a nediferencované karcinomy. Nadory
obsahujici vice jak 10% komponentu tvotfenou nékterym ze zékladnich epitelovych typt
(ser6zni, mucindzni, svétlobunééné, endomteroidni a z piechodnich bunék) jsou oznaovany

jako smiSené epitelové nadory (8, 9).

3.5.3 Etiologie ovarialniho karcinomu

V soucasné dob¢ existuje nékolik hypotéz popisujicich etiologii vzniku sporadicky se
vyskytujicich karcinomi ovaria. Ovulaéni hypotéza predpoklada, Ze vznik nadoru souvisi se
vznikem opakovanych mikrotraumat povrchového epitelu vaje¢niku pii ovulaci. Poskozeny
epitel proliferuje, a tim vznikéd vyssi pravdépodobnost vzniku replikacnich chyb, mutaci a tim
ke vzniku nadorové transformace. Gonadotropinova hypotéza ptepoklada, ze zvySena
ptitomnost folikuly stimulujiciho hormonu a luteinizacniho hormonu stimuluje produkci
ovarialnich estrogent a jejich prekurzort. Nasledné dochazi k zvysené epitelialni proliferaci,
a tedy kzvySenému riziku vzniku nadorové transformace. Na zakladé prokazané vyssi
postmenopauzalni produkce androgenii a androgennich receptorii v ovaridlni tkani je
postavena androgenova / progesteronova teorie. Teorie zanétu vysvétluje vztah mezi

chronickym zanétem a vznikem nadoru. Zadna z uvedenych teorii jednoznaéné nevysvétluje
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vSechny zaznamenané aspekty vzniku karcinomu ovaria. Predpokladé se tedy multifaktoridlni
vliv jednotlivych rizikovych faktort (10).

Dle biologického chovani a molekularné genetickych analyz rozliSujeme dva typy ovaridlnich
epitelidlnich karcinomt. Epitelidlni ovaridlni karcinom typu I vznikd postupnym vyvojem
Z benigniho a borderline nadoru, tedy z definované prekurzorové 1éze, kterd obvykle roste
pomalu. Patii sem tzv. ,low-grade“ karcinomy (,low-grade® serdzni, mucindzni,
endometridlni, maligni BrennerGv nador a svétlobunéény karcinom), které se vyznacuji
priznivou prognézou s vyssim pétiletym piezitim nez u karcinomi typu II. U nadora typu II,
bez prokazatelné prekurzorové léze, se piredpokladd, Ze vznikaji rychle a jsou Ccasto
diagnostikovany az v pokrocilém stadiu onemocnéni. Jsou charakteristické vy$§im gradem a
nepfiznivou prognézou. Mezi nadory typu II patfi: ,,high-grade® ser6zni karcinom (az 70 %
vSech serdznich karcinomu), ,,high-grade® endometroidni karcinom, miilleriansky nador a
nediferencovany karcinom. V naprosté vetSingé pripadit téchto nddori se prokdze mutace
tumor supresorového genu p53.

Zatimco typ | karcinomu ovaria se chova biologicky pfiznivé, dlouho roste pouze v ovariu a
zaklada metastazy relativné pozd¢, je vétSinou diagnostikovan ¢asné. Typ | karcinomu ovaria
tvoti pfiblizné 25 % vSech karcinomi ovaria a je zodpovédny za 10 % umrti. Typ II tvofi
75 % vSech pripadt karcinomt ovaria a je zodpovédny za 90 % umrti na tuto diagnozu. Jeho
bilogické chovani je daleko agresivnéjSi a Casna diagnostika zde selhava. V dobé stanoveni
diagnozy je high grade serozni karcinom ovaria pfitomen extraovarialné v naprosté vét$iné
piipadt (11, 12). Stale cCast&ji je také diskutovana otazka puvodu high grade serozniho
karcinomu ovaria. Retrospektivni analyzy, zabyvajici se pivodem sporadického serozniho
high grade karcinomu ovaria, prezentuji, ze tento ma puvod z epitelu vejcovodu az v 70 %
(sekundarni ptivod karcinomu ovaria) (12-17).

Mimo vétSiny sporadickych karcinomt ovaria se 5-10 % karcinomtl vyskytuje familiarné. Na
jejich vyskytu se podileji hereditarni syndromy: hereditarni syndrom karcinomu prsu a ovaria
s vyskytem mutaci BRCA1 a BRCAZ2 a Lynchiv syndrom II (mutace v ,mismatch*
reparacnich genech). Hereditdrni nédory se na rozdil od sporadickych karcinomi
diagnostikuji prevazné v nizkém v&ku. U pacientek s témito syndromy se Casto vyskytuji
nadorové duplicity.

Vice jak 1/3 pacientek s ovaridlnim karcinomem ma piitomny maligni ascites jiz v dobé
diagndzy a témét vétsina pii progresi onemocnéni (18). Vznik ascitu nejenom snizuje kvalitu

zivota pacientek (bolest bficha, ovlivnéni respiracniho, gastrointestindlniho a urinarniho
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systému), ale také podporuje rust samotného nadoru a zvysuje jeho schopnost metastazovat
(19, 20). V maligni ascitické tekutin€ jsou ptitomné solubilni faktory a buné¢né komponenty,
které zajist'uji prozanctlivé prostiedi, tedy idedlni mikroprostiedi pro pteziti a rist nadorovych
bun€k. Jsou zde pfitomné i nadorové stem-like buiky, které funguji jako rezervoar

nadorovych bunék pro metastaticky rozsev (21).

3.5.4 Rizikové faktory ovaridlniho karcinomu

Sporadicky vyskytujici se karcinom ovaria

Za nejvyznamnéjsi rizikovy faktor u sporadického karcinomu ovaria je povazovan pocet
menstruacnich cykli do 1. té¢hotenstvi. Mezi prokdzané rizikové faktory dale patii nuliparita,
casné¢ menarche, pozdni menopauza, vys§i vek, sterilita, endometriéza, dieta bohatd na

zivoc¢isné tuky, obezita, asbest, kouieni a alkohol.

Familiarn€ vyskytujici se karcinom ovaria

5-10 % karcinomil ovaria se vyskytuje familidarné. Vyhledavani Zen s rodinnym zatizenim je
rozhodujici pro prevenci gynekologickych, ale 1 ostatnich karcinomi, které jsou asociovany s
hereditarnimi syndromy.

Zarodecné mutace BRCA1 a BRCA2 genti jsou zodpoveédné za karcinomy ovaria asociované
S hereditarnim syndromem karcinomu prsu a ovaria. Mutace BRCA1 genu zvySuje celozivotni
riziko onemocnéni karcinomem ovaria z 1,8 % aZ na 60 % a karcinomem prsu az na 87 %.
Mutace BRCA2 genu zvysSuje celozivotni riziko onemocnéni ovarialnim karcinomem na
20-30 % a karcinomem prsu také az na 87 %. Mutace obou gentl jsou asociovany i s dalSimi
malignimi onemocnénimi zahrnujicimi karcinomy zaludku, pankreatu a prostaty (22).
Lynchtiv syndrom je autozomalné¢ dominantni syndrom, ktery vyrazné zvysuje riziko mnoha
karcinomtl. Nejcastéji se u téchto pacientli vyskytuji kolorektdlni karcinomy a karcinomy
endometria. VétSina pacientll s Lynchovym syndromem ma prok4zanou zarodecnou mutaci
Vv genech zajist'ujicich reparaci DNA: MLH1, MSH2, MSH6, PMS2 (22).

Pacientky s prokdzanym hereditarnim syndromem jsou zafazeny do specialniho
multioborového dispenzariza¢niho programu. Déle je jim nabidnuta moznost profylaktické
operace (hysterektomie, adnexectomie a mastectomie), ktera by méla byt provedena co

nejcasnéji, coz je problematické s ohledem na reprodukci Zeny.
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3.5.5 Diagnostika

Problematikou diagnostiky se v poslednich letech zabyva cela tfada vyzkumnych praci. Z
klinické praxe vime, ze uskali diagnostiky spo¢iva ve vyhleddni, co do incidence malo
Castého onemocnéni, které nema v pocatecnich stadiich specifické klinické ptiznaky, a
zaroven anatomickd lokalizace je nepfizniva pro detekci onemocnéni v subklinickém stadiu.
Diagnostika se opira o komplex vysetfovacich metod, jejichz kombinaci se snazime
selektovat skupinu pacientek, u nichz je realné riziko onemocnéni. Definitivni diagndza je
zalozena na odbéru tkdn¢ a jeho histopatologickém vySetteni s jasné definovanymi
morfologickymi kritérii jednotlivych malignich subtypt.

Soucasti vySetfovaciho procesu je anamnéza, kterd je zamétfena na rodinny vyskyt malignit
zejména gynekologického a gastrointestinalniho traktu a karcinomu prsu u piimych
piibuznych. Dale se zaméfujeme na osobni stesky a subjektivni ptiznaky, kdy hlavné
abdominalni dyskomfort, zvétSovani objemu bticha, poruchy traveni, nadymani, ¢i pocit tlaku
Vv bfie mohou byt prvnimi znaimkami klinicky manifestniho onemocnéni (23, 24).
Onemocnéni se nékdy miiZe projevit akutnimi pfiznaky, jako nahla ptihoda bfisni at’ uz torzi,
rupturou, ¢i zdnétem postizené¢ho ovaria. V nékterych pripadech se onemocnéni manifestuje
nespecificky progredujici dusnosti, inavou, anebo nékterym z paraneoplastickych symptomi
(bolest, kachexie, trombotické ¢i krvacivé stavy) a diagnoza je stanovena, az na zakladé
rozsahlejsiho vySetfovaciho procesu.

Fyzikalni vySetfeni je zaméfeno na palpovani patologické resistence v malé panvi, senzitivita
tohoto onemocnéni zdvisi na konstituci pacientky, velikosti patologické resistence a je
Vv detekci Casnych tumort velmi spornd. Palpacnim vySetfenim rovnéz mulzeme overit
pritomnost vét§iho mnoZzstvi asictu.

Vaginalni ultrazvukové vySetteni je v soucasné dob¢é zédkladnim vysetfenim, které upozorni na
patologicky proces v malé panvi. Vaginilni ultrazvuk mé4 nezastupitelnou ulohu
v diferencialni diagnostice jednotlivych ovarialnich patologii, zaroven také zobrazi ptitomnost
ascitu, ktery je ptitomen vice jak u 1/3 pacientek v dob¢ diagndzy a témét vzdy pii progresi
onemocnéni (18). I pfes pokroky v ultrazvukové diagnostice je detekce onemocnéni v ¢asnych
stadiich obtizna a onemocnéni je stale diagnostikovano vice nez v 70 % v pokrocilém stadiu
(stadia IIT a IV). V diferencialni diagnostice vSak dosahuje expertni ultrazvukové vySetieni
s hodnocenim sonomorfologickych a dopplerovskych kriterii benignich a malignich

ovarialnich nadort senzitivity a specificity na hranici 90 % a stala se tak suveréni metodou
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Vv pfedoperacnim stagingu s celkove niz§imi naklady.

Dalsi pomocnou diagnostickou metodou je stanoveni onkologickych markert. Zakladnim
onkomarkerem v diferencialni diagnostice ovarialnich tumord zustava CA 125. Pro vyssi
pravdépodobnost zachytu maligniho procesu dnes stale Castéji stanovujeme CA 125 + HE 4
(31, 32), kdy z jejich hodnot ziskame algoritmus rizika (ROMA index) a mame tak inicialné
presnéjsi informaci o rizikovosti patologického procesu. Z dalSich onkomerkeri se v
diagnostice mucinoznich karcinomi uplatiuji CA 19-9, CA 72-4 a CEA. V diferencidlni
diagnostice neepitelidlnich nadorG stanovujeme inhibin (granul6zové tumory), hCG
(choriokarcinom, embryonalni  karcinom,  dysgerminom, polyembryom), LDH
(dysgerminom), AFP ( yolk sac tumory).

I ptes pokroky, kterych v poslednich letech dosahla zejména ultrazvukova diagnostika, ale i
dostupnost stanoveni onkomarkerti, dosud neexistuje plosny efektivni screening zhoubnych
ovaridlnich nadort, a ani vysledky screeningu rizikovych skupin neptinesly piesvédcivé
vysledky v detekei ¢asnych stadii. PloSny sreening zalozeny na jedné hodnoté CA 125 a
vaginalniho ultrazvukového vySetfeni se ukazal jako neefektivni, vedouci k Castéjsi
neadekvatni chirurgické intervenci. Zaroven nedoSlo k adekvatnimu zachytu c¢asnych
onemocnéni ani k poklesu tmrti u pokrocilych stadii (33-38). Dle prezentovanych dat
probihajici britské studie UKCTOCS (United Kingdom Collaborative Trial of Ovarian Cancer
screening) se Vvsoucasné dobé zda byt nadéjny sériovy odbér onkomarkeri, zejména
pravidelné a opakované stanovovani CA 125 s vyuzitim algoritmu k vypoétu konkrétniho
rizika. Princip ¢asné detekce je zde zalozen na principu, kdy vzestup CA 125 i pod hodnotami
urcujici obvykle patologicky proces upozorni na riziko mozné malingity. Tento postup by
mohl byt raciondlni, vedouci k CastéjSimu zachytu Casnych stadii onemocnéni u rizikovych
skupin pacientek, zejména u téch s genetickou predispozici. Dosud neni jasn¢ definovana
frekvence stanoveni CA 125 a otazkou je, zda zejména pravidelné sériové stanovovani
koncentraci onkomarkerti bude efektivné pouzitelné na celkovou populaci, s ohledem na
relativné nizkou incidenci onemocnéni. Zavedeni plosného efektivniho screeningu by vSak
bylo prilomovym meznikem v ¢asné diagnostice, coz by i zdsadnim zplsobem ovlivnilo
celkové prezivani pacientek. Vysledna data budou v ramci studie UKCTOCS publikovana
v roce 2015 (39, 40).
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3.5.6 Rozsah onemocnéni - staging

Ulohou predoperaéniho stagingu je ve stanoveni pokroéilosti onemocnéni s dirazem na
predikci operability a jeji pravdépodobny rozsah. Soucasné poznatky jednoznaéné ukazuji, ze
operaéni vykon ve smyslu jeho radikality a ponechaného nadorového rezidua zasadné
ovlivituje celkovou progndzu nemocnych. Pacientky s pokro¢ilym onemocnénim a s nulovym
nadorovym reziduem po primarni chirurgické I€¢bé maji vyznamné lepsi vysledky pétiletého i
celkového preziti v porovnani s pacientkami, kde bylo ponechdno makroskopické nadorové
reziduum (41-45). Na zaklad¢ této premisy se stava presnost stagingu jednim z rozhodujicich
faktorti uspéSnosti nasledné terapie. Zejména na zakladé piedopera¢niho stagingu se
rozhodujeme o rozsahu a nacasovani primarniho chirurgického vykonu. Ze zobrazovacich
metod Vv pfedopera¢nim stagingu vyuzivame vaginalni a abdominalni ultrazvuk ¢&i CT.
K vylou€eni vzdalenych metastaz indikujeme RTG ¢i CT. Alternativné vyuzivame 1 jiné
zobrazovaci metody (NMR, PET, PET-CT, scintigrafie). Z ostatnich vysetfeni k upfesnéni
piredoperacniho stagingu miizeme vyuzit fadu pomocnych vySetfeni, zejména pak nékteré
minimaln¢ invazivni endoskopické metody (kolonoskopie, gastroskopie, cystoskopie) hlavné
tam, kde potfebujeme uptesnit nejasny vztah nadoru s danym organem.

Cilem stagingu je co nejpfesnéjsSi informace o rozsahu onemocnéni. Principem kvalitniho
stagingu je jeho validita, spolehlivost, prakti¢nost a reprodukovatelnost. V soucasné dob¢ jsou
vyuzivany klasifikacni systémy TNM a FIGO (Tabulka 2). Staging onemocnéni ztstava po
cely prabéh 1éCby neménny a neni korigovan ani v piipadé recidivy ¢i generalizace
onemocnéni. Soucasti informace o stagingu je i informace o stupni diferenciace - grading
(Tabulka 3), ktery nam dava informaci o biologickém chovani nadoru. U pacientek primarné
operovanych uzavirdme staging az na zakladé makroskopického (perioperacniho) popisu a

histopatologického vysetieni odstranénych tkanovych struktur — staging pooperaéni.

29



Tabulka 2: Souhrn klasifikaci TNM a FIGO (dle UICC; klasifikace zhoubnych nadoru;
ceska verze 2011).

TNM Popis FIGO

Tla Postizeni jednoho ovaria, pouzdro intaktni, bez nadoru na povrchu ovaria, | 1A
negativita ascitu nebo peritonealnim vyplachu

T1ib Postizeni obou ovarii, dale jako, pouzdro intaktni, bez nadoru na povrchu | 1B
ovaria, negativita ascitu nebo peritonealnim vyplachu

Tic PostiZzeni jednoho nebo obou ovarii, ruptura pouzdra a/nebo nador na | IC
povrchu ovaria a / nebo pozitivita ascitu nebo peritonealnim vyplachu

T2a Sifeni a / nebo implementace na d&lohu a / nebo tubu; negativita ascitu | 1A
nebo peritonealnim vyplachu

T2b Sifeni na jiné panevni tkand, negativita ascitu nebo peritonealnim | IIB
vyplachu

T2c Siteni na délohu a/nebo tubu Vv panvi; pozitivita ascitu nebo | IIC
peritonealnim vyplachu

T3a Mikroskopické peritonealni metastazy mimo panev A

T3b Makroskopické peritonealni metastazy mimo panev < 2 cm 1B

T3c/ N1 Makroskopické metastizy mimo panev > 2 cm a/nebo metastazy | [HIC
Vv regionalnich miznich uzlinach

T4/ M1 Vzdalené metastazy v

N1 Postizeni panevnich a / nebo paraaortalnich lymfatickych uzlin nc

Poznamka: Metastaza v pouzdru jater je T3/ stadium Ill, metastaza v jaternim parenchymu
M1 / stadium IV, pleuralni vypotek musi mit pro M1 / stadium IV pozitivni cytologii

Tabulka 3: Histopatologicky stupei diferenciace (G) (dle UICC; Klasifikace zhoubnych
nadoru; Ceska verze 2011).

G Stupen diferenciace

Gx Nelze stanovit stupen diferenciace
Gl dobte diferencovany nador

G2 stredné diferencovany nador

G3 malo diferencovany nador

G4 nediferencovany nador
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3.5.7 Lécba

Chirurgicka lécba

V 1é€bé zhoubnych ovaridlnich naddort je zakladni 1é€ebnou modalitou chirurgicky vykon,
ktery byva ve vétsSiné pripadi doplnén systémovou chemoterapii. Pfi podezieni na zhoubné
onemocnéni vajeniku by pro zdvaznost diagnozy a predpokladany rozsahly opera¢ni vykon
mélo byt maximalni Usili vénovano dislednému ptredoperacnimu vySetieni s diirazem na
diferencialni diagnézu panevnich tumord a co nejptesnéjsi predoperacni staging. Chirurgicky
vykon ma u cCasnych stadii karcinomu ovaria vedle lécebného také zasadni stagingovy
vyznam. Rozsah chirurgického vykonu je upfesnén az na zaklad€ znalosti definitivni
histologie, kterou zname bud’ z ptedchozich vySetfeni (biopsie, diagnosticka operace), nebo ji
stanovujeme peroperacné. Standardni chirurgicky ptistup pii operaci pro karcinom ovaria je
Z dolni stfedni laparotomie v prodlouzeni o horni stfedni laparotomii s obejitim pupku zleva.
Ve stadiu [ méa vyznam kompletni stagingovy vykon (odbér ascitu piipadné peritonedlni lavaz,
viceCetné peritonealni biopsie, oboustranna adnexectomie, hysterektomie, omentektomie,
apendektomie, systematicka panevni a paraaortalni lymfadenektomie ), ktery umozni roztadit
pacientky do dvou skupin, podle nutnosti podani adjuvantni chemoterapie. U nekompletni
operace hrozi podhodnoceni stagingu. U domné¢le nizkého stadia jsou pfitomny
mikrometastazy zejména Vv lymfatickych uzlinach, a to az ve 30 % ptipadi, pfiCemz
paraaortalni lymfatické uzliny jsou postizeny mnohem castéji nez uzliny v oblasti panve.
Rizikovymi faktory pro postizeni lymfatickych uzlin jsou serdzni typ karcinomu, nizky stupen
diferenciace a piitomnost ascitu (46, 47). U ¢asnych stadii (FIGO I a II) obvykle zahajujeme
komplexni 1é¢bu operaci, ktera byva ve vétsiné pripadti doplnéna adjuvantni chemoterapii.

U pokrocilého onemocnéni (FIGO 11l a IV) by vzdy mélo byt snahou chirurgického vykonu
dosazeni maximalni cytoredukce s optimem nulového nadorového rezidua. Lécba je bud’
zahéjena primarni cytoredukéni operaci, ktera je nasledné doplnénd systémovou chemoterapii,
nebo zahajenim aplikace neodjuvantni chemoterapie, po které nasleduje intervalova operace.
Predikce operabilty je s ohledem na optimalni reziduum u pokro¢ilého onemocnéni obtizna.
Stale castéji tak u této skupiny pacientek zahajujeme komplexni 1é€bu aplikaci neoadjuvantni
chemoterapie, zpravidla 3 -4 cykly systémové aplikace chemoterapie, piediazené pied
intervalovou operaci. Tento lé€ebny postup byl jako vhodny prokazan v fad¢é klinickych
studii, je zde prokazana niz$i operacni morbidita a mortalita se stejnym, nebo lep$im
chirurgickym vysledkem a se srovnatelnymi vysledky celkového preziti (48-52). Podminkou
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takového postupu je stanoveni diagnozy, vcetné histologické, nebo alesponn cytologické
verifikace (peritonealni punkce, fine needle biopsie, tru-cut biopsie, laparoskopie).
Z publikovanych dat se jako nejvhodné€jsi metoda pro stanoveni definitivni histologické
diagndzy jevi tru-cut biopsie pod ultrazvukovou kontrolou. Metoda je minimaln¢ invazivni,
zatizena nizkym pocétem komplikaci (1 %), a pfitom vysoce efektivni co do vytéznosti (53,
54).

Predikce operability je obtizna a zavisi nejen na kvalité provedené¢ho piredoperacniho
stagingu, ale i celé fad¢ konkrétnich faktord (vek; performance status (Tabulka 4), pfedchozi
operace; komorbidity). Rozhodujicim faktorem Casto byvaji zkuSenosti daného pracovisté.
Dle referovanych vysledkl, jsou specializovand centra schopna dosahnout optimalniho
chirurgického vykonu zahrnujici primarni chirurgicky cytoredukéni vykon a intervalovou
operaci az v 70 % pripadt. Pro predikci optimalni operability u primarniho onemocnéni v§ak

dosud neexistuji relevantni data (55-57).

Tabulka 4: Performance status (ECOG; Oken M 1982 Am J Clin Oncaol).

0 PIn¢ aktivni; schopen vSech béznych aktivit bez omezeni; stav srovnatelny se stavem pied
nemoci.

1 Omezeni fyzicky naro¢nych aktivit; ambulantni; schopen leh¢i prace (domaci, kancelaiska).

2 Ambulantni; schopen péce o sebe; neschopen jakékoliv prace; mimo 1izko vice jak 50 %
denni doby.

3 Schopen péce o sebe; upoutan na ltizko vice jak 50 % denni doby

4 Neschopen péce o sebe; upoutan na lizko

5 Smrt

Soucasti chirurgického vykonu u pokrocilého onemocnéni je hysterektomie, oboustranna
adnexectomie , omentectomie, apendectomie, odstranéni vS§ech makroskopickych nadorovych
lozisek. Soucasti vykonu je také odstranéni zvétSenych nadorovych uzlin. Na provadéni
systematické panevni a paraaortdlni lymfadenektomie existuji rizné nazory. Soucasti
popsaného operaéniho vykonu v opera¢nim protokolu by, kromé popsaného rozsahu vykonu,

vzdy méla byt i pfesnd informace o eventualnim ponechaném nadorovém reziduu (Tabulka 5).
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Tabulka 5: Hodnoceni residualniho tumoru (dle UICC; Kklasifikace zhoubnych nadoru;
ceska verze 2011).

Reziduum Velikost rezidua

RO Bez residualniho nadoru

R1 Mikroskopicky residualni nador
R2 Makroskopicky residualni nador

Samostatnou otazkou zfistava fertilitu Setfici chirurgicky vykon u karcinomu ovaria. Rada
studii referuje srovnatelné vysledky celkového pieziti a intervalu bez recidivy u radikalniho
chirurgického vykonu a fertilitu Setticiho vykonu (ponechéni délohy a nepostizeného ovaria)
ve stadiu IA, IB G1-G2 (10-ti leté preziti >80 %) (58-61) a u stadia IC G1-G2 (62).
Publikovna data zejména u stadia IC jsou vSak na malych souborech a takovyto vykon je
mozno proveést pouze na vyslovné ptani pacientky. Pro vyssi stadia a u nizce diferencovanych
nadort nelze takovyto postup doporucit.

Chirurgicky vykon u borderline tumort ovaria se fidi obdobnymi principy jako u karcinomi
ovaria s vyjimkou rozdilnych nazord na provadéni systematické lymfadenektomie, od které v
soucasnosti fada pracovist’ ustupuje. U borderline nadorti a granul6zovych tumort v casném
stadiu mize byt, pro jejich niz$i maligni potencidl a diagnoézu Casto ve fertilnim veku,
proveden s ohledem na pfani zachovani fertility. Chirurgickou 1é¢bu ostatnich neepitelovych
zhoubnych nadort je tfeba individualizovat s ohledem na konkrétni histologicky typ, vék a
stadium v dobé diagnozy. Rada téchto nadort se vyskytuje raritné a jsou o nich pouze literarni

udaje.

Chemoterapie

S vyjimkou stadia IA a IB G1-2, kde byla spInéna kompletni chirurgicka stagingova kritéria,
je adjuvantni chemoterapii doporuceno podat u vSech ovaridlnich karcinomil. Standardem
lécebného protokolu je kombinace platinového preparatu s paklitaxelem bez rozdilu
histologického typu a biologické povahy nadoru.

Mezi nejvyznamnéj$i platinové klinicky vyuzivané preparaty fadime cisplatinu (cDDP),
karboplatinu (CBDCA) a oxaliplatinu. Hlavnim cilovym mistem cytostatického pisobeni
platinovych komplexii je DNA, ve které vytvaii rizné typy kovalentnich mustkd, které
vyraznym zpusobem ovliviiuji vlastnosti DNA a dochazi k zastaveni jeji replikace.
Mechanizmus U¢inkli platinovych derivati je tedy v poskozovani DNA a zamezeni jeji
replikace. Pouziti cDDP je limitovdno zejména jeji rezistenci a vyraznym vyskytem
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vedlejSich uc¢inkl. Rezistence vznikd na zdklad€ snizeného vychytavani nebo zvySeného
vylucovani cytostatika buitkou. CDDP mize byt také inaktivovana vazbou thiold. Poskozena
buiika také mize vyrazné zvysSit reparacni procesy DNA. Mezi nezadouci ucinky patii
nefrotoxicita, periferni neuropatie, poskozeni sluchu a myelotoxicita. CBDCA je biologicky
aktivnim derivatem cisplatiny se shodnym mechanizmem uc¢inku. Jedna se vSak o 1épe
tolerovanou latkou. Muze byt tak podavana v mnohem vyssich davkach. Hlavnim nezadoucim
ucinkem karboplatiny je Gtlum krvetvorby (63, 64).

Paklitaxel (PAKL) spole¢né s docetaxelem patti mezi taxany, které predstavuji dilezitou
skupinu cytostatik vyuzivanych v 1é¢bé mnohych zhoubnych onemocnéni. Pivodné byly
izolovany z ur€itych druhii tisu, dnes se vyrabi semisynteticky. Taxany se vdzou na tubulin
v mikrotubulech, vedou Kk polymerizaci tubulinu na stabilni mikrotubuly, které ztraceji
pivodni funkci. V ramci systémové chemoterapie karcinomu ovaria predstavuji taxany
dileZitou soucast lécebného algoritmu tohoto onemocnéni. VyuZivdime je v ramci
neoadjuvantni, adjuvantni nebo paliativni 1écb¢. Taxany lze aplikovat v monoterapii nebo v
kombinaci s jinymi cytostatiky. V 1€cbé€ ovaridlniho karcinomu se dnes ¢astéji vyuziva PAKL.
Mezi hlavni nezddouci G€inky patii hypersenzitivni reakce, neutropenie zdvisld na davce,
alopecie, neuropatie, mukozitidy, myalgie, atralgie, retence tekutin (65).

Z platinovyh preparati se dnes Castéji upfednostiiuje CBDCA pted c¢cDDP, pro jeji lepsi
toleranci a nizsi vyskyt nezddoucich uc€inkt. U stadia I. je standartem 3-6 cykla systémového
podani kombinace PAKL 175 mg / m* + CBDCA (AUC 5-7,5; interval mezi cykly 21 dni). U
stadii 11-1V je doporuceno 6-8 cykli stejné kombinace, stejného davkovani a schématu. U
stadia II, III a IV pii debulkingu < 1 cm je moZnosti aplikace kombinované systémové a
intraperitonealni chemoterapic (NCCN guidelines; www.nccn.org).

Adjuvantni chemoterapie u borderline tumort ovaria je indikovana pouze ve vyjimecnych
piipadech pokrocilého onemocnéni. Adjuvantni chemoterapie neepitelovych zhoubnych
ovaridlnich nadorit ovaria se fidi odliSnymi lécebnymi schématy nez u karcinom.
Chemoterapie je zaloZena na cisplatin€é. Nej€astéjSim lécebnym schématem je kombinace je
cDDP 20 mg / m? (den 1-5), etoposid 100 mg / m® (den 1-5), bleomycin 15 IU i.v. (den 1-3;
Interval 21-24 dni).

Chemorezistence

Hlavnim problémem soucasné protinddorové terapie je vysoka variabilita 1ékové odpovédi,
véetné projevll toxicity nebo rezistence k 1écb€. Lécebny rezim chemoterapie I. linie pro

karcinom ovaria je zaloZen na kombinaci platinového derivatu a taxanu a respektuje
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randomizované klinické studie. Lécebné rezimy II. a dalSich linii jsou podavany zejména
s ohledem na ptedchozi 1é¢ebnou odpovéd, casto empiricky. Ani statisticky nejefektivnéjsi
zpusob terapie neni zarukou uspésné 1éCby a vzdy existuje podil ptipadi dané diagnézy, u
nichZ neni dosazeno o¢ekavaného ucinku chemoterapie (66). Nemoznost predikce odpovédi
na lécbu vede k volbé terapie a davkovani, které nejsou pro mnoho pacientl optimalni. Diky
rozvoji molekularné-biologickych a imunohistochemickych metod je ziejmé, ze jednotlivé
nadory, prestoze jsou jednotné morfologicky klasifikované, jsou tvofeny heterogennimi
populacemi bun€k, které mohou disponovat rozdilnymi molekuldrnimi vlastnostmi
pfedurcujicimi jejich proliferacni aktivitu, pohotovost k apoptdze, metastaticky potencidl a
taktéz stupen citlivosti k aplikované terapii (67-69). Populace nadorovych bunék muize byt
vybavena cetnymi obrannymi mechanismy pied toxickymi u¢inky cytostatik. Selhavani
chemoterapie vSak nezavisi jen na charakteru a vlastnostech nadorovych bungk, ale také na
genetickych faktorech samotnych nemocnych. Molekularni podstata mechanismu rezistence z
farmakogenetickych predispozic je nejcastéji na trovni DNA. Poskozené mohou byt geny
kodujici jaterni enzymy, ¢i transportni proteiny vyznamné modulujici piestup 1éCiv pres
bunééné membrany, ale i geny cilovych struktur pro lé¢iva. Nekteré enzymy zajistujici
odbouravani 1€kt se v populaci vyskytuji polymorfn€. Pacienti, s variantnimi alelami gent
pro tyto enzymy, vykazuji bud’ snizenou, nebo zvySenou metabolickou aktivitu enzymu.
Snizena aktivita enzymu ma za nasledek vyrazné vyssi koncentraci 1éCiva v plazmé, ktera je
pak pfi¢inou vyskytu toxickych nezadoucich G¢inkl. Naopak pii zvySené aktivité enzymu
dochazi ke zrychlenému odbouravani 1éciva, nedosazeni optimalni lécCebné koncentrace a
k selhani terapie (70, 71). Transportni proteiny aktivné pienasSeji léCiva z intracelularniho
prostoru do extracelularniho, jsou exprimovany na bunéénych membranach a mohou
vyznamn¢ ovliviiovat distribuci 1é¢iva v organismu. Fyziologickou funkci transportnich
proteintl je ochrana organismu pied xenobiotiky, podileji se také na funk¢nim vytvareni bariér
omezujicich prostup I&Civ do nékterych tkani, napt. prostupu do CNS brani pomoci
hematoencefalické bariéry (72). Mezi nejznaméjsi transportni membranové proteiny patii
glykoprotein P, BCRP a MRP (73, 74).

Utinnost 1é¢by je kromé genetickych faktorti nadoru a samotného pacienta také ovliviiovana
vlivy vnéjSiho prostfedi a lékovymi interakcemi. VSechny tyto faktory spole¢né utvaieji
charakter a intenzitu odpovédi na podavanou 1é¢bu (75-78).

V klinické praxi rozliSujeme rezistenci primarni, kdy je nadorova populace bunék rezistentni

Jiz vici primarni 1é¢bé a sekundarni, kterd se vyskytne u pacienti, jejichZ nador byl plivodné
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k podanému cytostatickému preparatu citlivy. Pokud pfi ztraté citlivosti k jednomu piipravku
vznikd soucasné rezistence na strukturdlné piibuzné cytostatikum, hovoiime o rezistenci
zktizené. Existuji vSak ptipady zkiizené rezistence mezi 1éky liSicimi se jak strukturalng, tak
mechanismem U¢inku. V takovém piipadé¢ se jedna o mnohocetnou lékovou rezistenci
(Multidrug Resistance, MDR). MDR vysvétluje ptipady néadort, které jsou rezistentni
k alternativnim 1é¢ebnym rezimtim, nepouzitych v piivodni 1é¢bé (68, 79).

Vyznamnym vlivem podilejicim se na vzniku MDR mutZze byt i samotnd protinddorova
terapie, ktera miize indukovat expresi a aktivitu transportnich proteind (80, 81).

Z hlediska moznosti testovat farmakogenetické parametry je popisovano testovani
polymorfismu u fady enzymi podilejich se na metabolizmu jednotlivych cytostatickych
preparati. Klinicky vyznam polymorfismu u fady enzymt je vSak z hlediska davkovani
daného IéCiva Omezeny. Analyza genotypu u enzymu thiopurinmethyltransferaza je
doporuCovana pted zahdjenim 1écby azathioprinem u akutni lymfoblastické leukemie.
Irinotecan je 1é¢ivo vyuzivané u fady nadort, v¢. kolorektalniho karcinomu. Jeho toxicita je
Castym diavodem pro snizené davkovani, ¢i ukonCeni lécby a je davana do souvislosti
s genetickym polymorfismem enzymu UDP-glukuronosyltransferaza 1Al. 5-fluorouracil je
cytostatikum vyuzivané zejména pii 1é¢b¢ celé fady karcinomi vychazejici z GIT, karcinomu
prsu, ale jeho potencialni vyuziti je také u karcinomu cervixu a recidivujiciho karcinomu
ovaria. Pii deficitu enzymu dihydropyrimidindehydrogenaza je organismus ve zvySené mite
vystaven zavaznym az fatalnim toxickym nezaddoucim reakcim po podani 5-fluorouracilu.
Naopak nadmérna exprese enzymu thymidylsyntetazy je pfi¢inou rezistence na 5-fluoruracil
(74, 82-87).

Na experimentalni Urovni je dnes rovnéz stanovovana exprese proteind, u nichz se
predpoklada, klinicky vztah s I€kovou rezistenci. VétSina praci je stanovuje na bunécnych
liniich. Sedlakova et al. zaznamenala  vztah  P-glykoproteinu a  MRP
s chemorezistenci / chemosenzitivitou invitro stanovenou MTT testem na tkanich
jednotlivych pacientek. Vliv proteini rezistence u karcinomt ovaria na klinické parametry
obdobi bez progrese a celkové pieziti a odpovédi na chemoterapii byly publikovany i v jinych
pracech (88-90).

In vitro testovani chemorezistence

Jednou z moznosti hodnoceni in vitro chemosenzitivity je hodnoceni na bunénych liniich,

které vSak maji specifické vlastnosti a neodpovidaji redlnym podminkam u individudlnich
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pacientek. Chemosenzitivita nadorové linie se muize vyrazné liSit od chemosenzitivity
nadorovych bunék izolovanych piimo z nadorové tkan¢ pacientek (91).

Od roku 1980 bylo vyvinuto n€kolik metod pro in vitro testovani chemosenzitivity. Metody
pro invitro testovani chemosenzitivity jsou zalozeny na hodnoceni miry proliferace,
metabolismu ¢i pocitani piezivsich bunék. HTCA metoda vyuziva pro vytvofeni nadorové
bunééné suspenze enzymatické Stépeni. Vznikla bunéfna suspenze se 14 dni kultivuje
S testovanym lé¢ivem na agaru. Nadorové buiky citlivé na testované cytostatikum netvoii na
agaru zadné kolonie. Po ukonceni inkubace se pocitaji vytvofené kolonie prezivSich bunék
(92). Enzymatické Stépeni na agaru vyuzivaji i metody EDR, DiSC a ATP-CRA. Pro
hodnoceni chemosenzitivity bun¢k se vyuziva napiiklad 1 méfeni miry radioaktivity, ktera je
piimo umérna inkorporaci *H-thymidinu do proliferujicich bun¢k (EDR metoda). ATP
metody méfi koncentraci intracelularniho ATP v kultivované populaci. DiSC metoda vyuziva
hodnoceni pieZivajicich bundk svételnou mikroskopii. (93-98) Zadna z téchto metod neni
idedIni a kazda ma své limitace, jako je doba kultivace, komplikace pfi ziskavani primarni
bunécné suspenze, potieba velkého vzorku naddorové tkdné€. Dalsi komplikaci je kontaminace
testované nadorové suspenze fibroblasty, mezotelialnimi ¢i stromalnimi bunikami. Proliferace
nemalignich bunék vytvaii Sumy pii hodnoceni chemosenzitivity nadorovych bunék (99).
Dal$im moznym technickym problémem téchto metod je i pfipadnd mikrobialni kontaminace
kultivovanych suspenzi.

Pro nasi praci jsme k in vitro hodnoceni chemosenzitivity nadorovych bunék vyuzili ttidenni
MTT test. MTT testovani vyuzivd k ziskani nadorové bunécéné suspenze mechanickou
dezintegraci tkan€ a nédslednou separaci nadorovych bun¢k pomoci centrifugace na hustotnim
gradientu. Hodnoceni pfezivajicich bunék je zalozeno na spektrofotometrickém meéfeni
vzniklého nerozpustného formazanu, ktery redukci vytvofi mitochondrialni dehydrogenazy

piezivajicich bunék z tetrazoliové soli pfidané ke kultivovanym buiikam (100, 101).

Lécba recidiv

Recidivujici onemocnéni zlistavd problémem s fadou specifik v 1é€ebné strategii. Lécba
recidiv je ovlivnéna jejich lokalizaci, ptedchozi 1écbou, celkovym stavem konkrétni pacientky
a dobou zachytu ¢i manifestaci recidivy od ukoncené ptedchozi 1écby.

V 1é€bé solitarnich a ptiznivé lokalizovanych recidiv se preferuje jejich chirurgické
odstranéni. Vyznam sekundarni chirurgie je podpofen fadou studii, které jednoznacné referu;ji

jeji pozitivni efekt v délce celkového preziti ovsem opét pii nulovém reziduu po takovémto

vykonu. S ohledem na technickou naro¢nost, mozny netspéch ve smyslu nekompletni
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cytoredukce a rizikovost takového vykonu je nezbytné peclivé vybrat konkrétni nemocné,
které z takového postupu mohou mit redlny benefit. Na rozdil od predikce operability pred
primarnim chirurgickym vykonem Ize uspéch sekundarniho chirurgického vykonu
predpovédét az v809% piipadii. Dulezitymi parametry pro uspéch sekundarniho
chirurgického vykonu jsou performance status 0, absence ascitu a nulové reziduum po
primarnim chirurgickém vykonu. Vyznam kompletni cytoredukce pti 1écbe recidiv je v délce
preziti, ktery je u takové skupiny pacientek vice nez dvojnasobny (102-105). Systémova
chemoterapie recidiv je podavana s ohledem na lé¢ebnou odpovéd a toleranci predchozi
1é¢by. Nejednoznaény piistup panuje V nacasovani zahajeni systémové terapie. Nékteti autofi
preferuji co nejcasnéjsi zahdjeni chemoterapie, jiz pti vyznamné elevaci nadorovych markert,
vétsina vSak zahajuje systémovou 1é¢bu na zakladé grafického (RECIST kritéria; Tabulka 6),

¢1 klinicky manifestniho projevu.

Tabulka 6: Hodnoceni lé¢ebné odpovédi: RECIST Kkritéria (Therasse P, 2000 New
guidelines, J Natl Cancer Inst).

Odpovéd’ na 1écbu

Kompletni remise Vymizeni vSech 1ézi

Parcialni remise Zmens$eni o < 30 % ve srovnani se vstupnim vySetfenim
Stabilni onemocnéni Nesplnéni kritérii pro PD, PR nebo CR

Progrese onemocnéni Zvétseni o > 20 % ve srovnani se vstupnim vySetieni

PD-progrese onemocnéni; PR-parcialni remise; CR-kompletni remise

Volba chemoterapie II. linie se fidi pfevazné dobou od ukonceni chemoterapie I. linie do
relapsu onemocnéni a celkovym stavem pacientky. Pii progresi, perzistenci ¢i relapsu
onemocnéni do 6 mésicti od ukoncené 1éEby je chemoterapie 1é¢bou paliativni s velmi $patnou
prognézou. V takovém piipadé volime individualni lécebné schéma, které pii systémovém
podéni neni zalozeno na platinovém derivatu. Preparaty indikované v této skupiné: etoposid,
topotecan, liposomalni doxorubicin, gemcitabin, PAKL, docetaxel, cDDP intraperitonealné
jako monoterapie. S ohledem na celkovy stav pacientky je mozna i hormonalni 1é¢ba
(antagonisty estrogenovych receptrorti, gestageny). Lécba relapsu, ktery nastal mezi 6 a 12
mésicem, je lé¢bou paliativni. Pouze u Zen, kde je velice dobry performance status, anebo
chirurgickd léc¢ba odstranila recidivu, miZeme uvazovat, Ze bude chemoterapie kurabilni.
Rezimy lé¢by jsou obdobné, jako u Il. linie relapsti po 12 mésicich od ukonéeni primarni
1écby. Pii relapsu po 12 mésicich je chemoterapie potencialné kurabilni a je zde prokazatelny

efekt v celkovém prodlouzeni zivota. Kombinovana chemoterapie II. linie dosahuje lepSich
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vysledkll neZ monoterapie a je zaloZzena na platinovém derivatu: platinovy derivat + PAKL,
platinovy derivat + gemcitabin, platinovy derivat + antracyklin (liposomalni doxorubicin),
platinovy derivat + inhibitor topoisomerasy (etoposid, topotecan). Rezimy III. a dalsi linie jsou
lécbou paliativni. Pfistup je individualni a pfipadny rezim chemoterapie je volen na zakladé
dosavadniho pribéhu onemocnéni a celkovém stavu, pfiCemz diraz je kladen na toxicitu
pfedchazejici lécby. Opét je mozné pouZzit i hormonalni 1écbu. VZzdy je vSak tieba brat ohled na
kvalitu zivota pacientky. S vyhodou se ve III. a dalSich liniich vyuzivaji cytostatika v
monoterapii. Obecné Ize tvrdit, Ze 1é€ba recidiv ma za cil prodlouZeni Zivota pii zlepSeni jeho
kvality. Systémové podavani chemoterapie je zatizeno nejen nardstajici kumulativni toxcitou,
rizikem vzniku zavazné hypersenzitivni reakce pii opakovani 1é¢ebnych cykli zejména
karboplatinou (106-108), ale také nartstajici Iékovou resistenci, a tim niz§im zadoucim
ucinkim aplikované 1é¢by (79, 90, 109). Alternativni 1é¢ebnou modalitou pfi vy€erpani
moznosti poddvani systémové chemoterapie a nemoznosti provedeni chirurgického vykonu u

ohrani¢eného loziska recidivy je radioterapie.

Biologicka lécba a imunoterapie

Ptestoze byla 1é€bé zhoubnych nadorti ovaria vénovana velkd pozornost, vysledky preziti
pacientek se od pfidani taxani do lécebného schématu v poloviné 90. let minulého stoleti
zlepsily pouze minimalné, a to spiSe v disledku centralizace péce do center.

Zatimco schémata primarni 1é¢by karcinomu ovaria jsou standardizovana, pti 1é¢bé recidiv je
moznost 1é¢ebny postup do zna¢né miry individualizovat. Z hlediska kurability recidivy
onemocnéni se jednoznaéné jako nejvice problematickou skupinou ukazuji pacientky
S progresi onemocnéni pifi primarni systémoveé 1é¢be, ¢i Casnou recidivou, nebo progresi
onemocnéni manifestujici se do 6 mesicti od ukoncené 1écby. Obecné zde mluvime o platina
rezistentnim onemocnénim. Hlavnim klinickym problémem soucasné cytostatické 1éCby
karcinomu ovaria je lékova rezistence na cytostatika (chemorezistence). Jejim nasledkem je
selhani 1é€by. Kompletni odpovéd na priméarni chemoterapii je vysoka, mezi 50 a 70 %.
Piesto 50-75 % pacientek s pokro¢ilym onemocnéni relabuje, dochazi k rozvoji Iékové
rezistence a to zejména mnohocetné. MDR také vysvétluje pripady necitlivosti nekterych
nadoril k alternativnim lééebnym rezimim obsahujicim nové druhy cytostatik nepouzitych v
pavodni lé¢bé (79, 90, 109, 110).

Napoletano a spol prokazali, Ze samotnym chirurgickym odstranénim naddorové masy dochézi
k poklesu regulac¢nich T lymfocytti, a naopak ke zvySeni pfitomnosti efektorovych

cytotoxickych CD8+ T lymfocytl v periferni krvi pacientek. Dale v séru téchto pacientek
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IL-10. (111, 112) Chemoterapie obecné zvySuje riziko lymfopenie. Data z posledni doby
naznacuji, ze imunitni systém hraje vyznamnou roli i v terapeutickém mechanizmu samotné
chemoterapie. Po podani PAKL ¢i cDDP dochézi ke zvysené citlivosti nadorovych bun¢k
Kk proteazam cytotoxickych CD8+ T lymfocytu. (113) Bylo prokazano, ze PAKL zvySuje
proliferaci T lymfocyti a zvySuje cytotoxickou aktivitu NK bunék. (114) Chemoterapie
snizuje pritomnost cirkulujicich regula¢nich T lymfocytt. (111) Tato data naznacuji, Ze
chirurgicka lécba i chemoterapeuticka 1é¢ba mohou mit vyznamny vliv na funkci imunitniho
systému v boji proti nadoru (115).

Ptedpoklady, Ze nadorové bujeni bude moci byt ovlivnéno modulaci imunitniho systému, jsou
Jiz zhruba 100 let staré, kdy se predpokladalo, Ze na vznik nddorového onemocnéni ma vliv 1
selhani imunitniho systému (116, 117). Pti procesu tumorogeneze dochazi nejen k funkénim
porucham specifické imunity, ale také k selhdvani imunity nespecifické¢. K navratu k této
mySlence doslo v souvislosti s rozvojem poznatkd Vv zakladni a experimentalni imunologii a
S rozvojem rekombinantnich technologii. Dunnenn a spol. rozvinuli a formulovali teorii tzv.
»editace nadortt imunitnim systémem®. Imunitni systém se nejenom podili na eliminaci
nadorovych bunck, ale svym selekénim tlakem davéd vzniknout novym variantdm
transformovanych bunék schopnych uniknout efektorovym mechanizmiim imunitniho
systému (118). Detailnim poznanim samotného nadoru, jeho imunnogenosti a odhaleni
defektti v imunitnim systému se nabizi moznost cilené individualizované imunoterapie. Tedy
moznost obnovit porusenou funkci imunity. AvSak hodnoceni vysledka klinické odezvy
imunoterapeutickych pfistupi u nemocnych s nddorovym onemocnénim je velmi rozporné.
Tento fakt je vyznamné ovlivnén jak nizkym poctem pacientll zafazenych do studii, tak jejich
vybérem, kdy pro klinické testovani jsou vybirani pacienti v pokrocCilém, az termindlnim
stadiu onemocnéni po nékolikanasobnych 1é¢ebnych selhanich (119). V 1é¢b¢ ovarialniho
karcinomu bohuzel vysledky zavadéni novych lécebnych ptistupli zatim nepiinesly zasadni
nad¢ji na vyrazné zlepSeni celkového preziti pacientek.

Zatim nejCastéjSim uzivanym zplUsobem, jak ovlivnit imunitni systém nemocnych
snadorovym bujenim, je aktivni nespecifickd modulace, ktera spocivd v podani
rekombinantnich cytokinu. Jejich imunomodulaéni u¢inek je vSak velmi nespecificky (119,
120). Byl prokazan klinicky G¢inek v celkovém preziti pacientek s platina rezistentnim
karcinomem po podani IL-2, INF-y. Lécba vSak byla provdzena i vyznamnou piitomnosti

nezadoucich ucinku (121-123).
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Mezi zékladni kameny biologické cilené¢ 1écby nadorovych onemocnéni bezpochyby patii
monoklondlni protilatky. Jejich mechanizmus ucinku je bud’ pfimy protinddorovy (aktivace
apoptozy cilové bunky), nebo zprostfedkovany komplementem (aktivace cytotoxicity
nékterych bunc¢k imunitniho systému proti nddorovym buiikam vazbou komplementu), anebo
vyvolavaji na protilatce zavislou cytotoxicitu (aktivace cytotoxicity nekterych bunek
imunitniho systému proti nadorovym bunkam protilatkou). Zatim nejlepSich vysledkt 1écbou
pomoci monoklonalnich protilatek je dosahovano v 1é¢bé hematologickych malignit, kde se
pti 1é€bé B lymfocytarnich lymfomt velmi uspé€Sné vyuziva asi nejznaméjsi monoklonalni
protilatka anti CD20 (pf. rituximab). Déle byl prokazan velmi vysoky lécebny ucinek
monoklonalni protilatky anti HER2 (transtuzumab) pti 1é€bé karcinomu prsu, ¢i anti EGFR
(cetuximab) pii lé€be kolorektalnich karcinomi. V lécbé karcinomu ovaria bylo testovano
nékolik monoklonalnich protilatek proti antigentim asociovanych s nddorem: anti CA 125,
anti HER-2 / neu, anti FR-alfa, anti EpCAM a anti Tag72 B72.3 (124-132). VSechny vyse
zminéné monoklonalni protilatky vykazovaly vysokou miru tolerance a nizky vyskyt
nezadoucich ucinki, ale jejich imunologicka odpovéd’ ani klinicky vyznam nebyly nikdy
presvédéiveé prokazany (133-135). Monoklonalni protilatka anti VEGF (bevacizumab) blokuje
angiogenezi, novotvorbu cév nezbytnou pro rist a metastazovani nadoru. V klinickych
studiich faze II-111 byl prokazan ucinek anti VEGF v 1é¢bé pokrocilych karcinomu kolorekta,
prsu a plic. V ramdomizovanych studiich pro primarni onemocnéni (GOG-0218 a ICON 7) a
pro rekurentni platina senzitivni onemocnéni (OCEANS a GOG213) bylo prokazano
prodlouzeni doby do progrese po pfidani anti VEGF monoklonalni protilatky ke stavajici
chemoterapii u pacientek s karcinomem ovaria. Celkové preziti vSak prodlouzeno nebylo
(136).

Za soucasny vrchol moznosti specifické protinadorové terapie lze povazovat vakcinaci
nadorovymi antigeny. Nadorové vakciny maji samy o sobé jen velmi malou imunognnost a je
nutné je podavat spole¢né s adjuvans, které maji za kol stimulovat ptirozené slozky imunity
k G¢inné prezentaci nadorovych antigent specifickym T lymfocytim. Mezi vyuzivané
adjuvans patii GM-CSF (granulocyty-makrofagy — kolonnie stimulujici faktor), IL-2, IL-12,
INF-y. Mezi klinicky testované peptidy v 1écbé ovaridlniho karcinomu patii NY-ESO-1, p53,
HERZ2-neu, ale také lyzaty z nadorové masy. VSechny testované vakciny byly velmi dobie
tolerované a dokonce vykazovaly méfitelnou imunologickou odpovéd’, avSak prokézana
klinickd odpovéd byla jen minimalni (134, 137-140). Aplikace manipulovatelnych

dendritickych bun¢k patii k nejzajimavéjsi moznosti imunomodula¢nich zasahii u nemocnych
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s nadorovym onemocnénim. Nedostatecnou aktivitu bunék ptirozené imunity lze in vitro
povzbudit odebranim dendritickych bun€k z periferni krve pacienta, jejich nastimulovanim
nékterymi cytokiny (IL-4; GM-CSF, IL-1, IL-6) a nddorovymi antigeny. Po zpétné aplikaci
aktivovanych autolognich dendritickych bunék pacientovi dochdzi k Gfinné prezentaci
nadorového repertoaru efektorovym CD4+ i CD8+ T lymfocytim a nasledné k indukci
protinadorové imunitni reakci. Vysledkem je az ptekvapivé dobra klinicka odpoveéd (116).

T regula¢ni lymfocyty (CD3+, CD4+, CD25++, Foxp3+) po stimulaci antigenem nespecificky
tlumi aktivaci efektorovych T lymfocytt produkci IL-10 a TGF-f, které vykazuji vyrazny
protizanétovy az imunosupresivni u¢inek. Bylo prokazano, ze zvySena piitomnost T reg u
pacientek s karcinomem ovaria koreluje s horsi prognézou onemocnéni (141). CTLA-4 je
inhibi¢ni kostimula¢ni molekulu T lymfocyti, po jejiz stimulaci dochazi k zastavé proliferace
a aktivace T lymfocytli. Monoklonalni protilatky anti CD25 a anti CTLA-4 patii mezi dalsi
slibné nastroje s imunomodula¢nim potencialem.

Neda se predpokladat, ze imunoterapie a biologickd lécba vysttida klasickou chemoterapii
v 1é€bé nadorovych onemocnéni. Jejich potencial je v individualizované kombinaci
jednotlivych lécebnych ptistupti. Klon nddorovych bunék u konkrétnich pacient bude
zapotiebi podrobn¢ znat, abychom mohli o¢ekavat terapeuticky tspéch. U karcinomu ovaria
neni biologicka 1éCba ani imunoterapie v soucasné dob€ béznou soucasti standartnich

lécebnych protokolt.

3.5.8 Prognostické faktory

Karcinom ovaria je nej¢astéjsi pri¢inou umrti na gynekologické malignity. Hlavni pfi¢inou
této Spatné prognézy je pozdni diagnostika. Populacni riziko postizeni ovarialnim
karcinomem je 1: 72 a popula¢ni riziko amrti na tuto diagnézu je 1 : 100. Pétilety interval
preziti je ptiblizné 45 % nezavisle na stadiich a véku v dobé diagndzy. Vzhledem
k nespecifickym symptomim je vétSina karcinoml ovaria diagnostikovana v pokrocilém
stddiu nemoci, u kterych je pétileté pieziti okolo 25 %. Zasadnim vstupnim prognostickym
kritériem je rozsah onemocnéni v dob¢ stanoveni diagnozy. Velka pozornost je tedy vénovéana
moZznostem vyhledavani casnych stadii, které¢ maji pétileté preziti kolem 90 %.

Mezi obecné uznavané prognostické faktory dale patiéi histopatologicky typ, grade, vék a
performance status. Prognézu pétiletého pteziti dle jednotlivych stadii prokarcinom ovaria

uvadi Tabulka 7 (American cancer society; National Cancer Institute 1988-2001).
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Tabulka 7: Prognéza pétiletého preZiti dle jednotlivych stadii karcinomu ovaria.

Stadium % pacientek piezivajicich 5 let
I 89
1A 94
IB 91
IC 80
1 66
A 76
1B 67
I1C 57
"l 34
A 45
1B 39
nc 35
v 18

Dle udaji amerického onkologického registru u zen, kde byla diagndza karcinomu ovaria
stanovena pied 65. rokem zivota je 5ti leté preziti 57 %, u Zen starSich 65 let 27,5 %

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

Stanoveni stupné¢ diferenciace u karcinomu ovaria ma vyznam pouze u ser6zniho typu
v rozliSeni na ,Jlow-grade* a ,high-grade® karcinomy. G2 a G3 diferenciace ma obdobnu
prognézu. U ostatnich histologickych typti nema grading karcinomu ovaria prognosticky
vyznam (142, 143).

Rozhodujicim lécebnym prognostickym faktorem pro celkové preziti ma kvalita provedené
chirurgické 1é¢by, resp. velikost nadorového rezidua po chirurgické 1é¢bé (41, 43-45, 144-
147). U ¢asnych stadii je chirurgicky vykon jasné definovan, a pokud to umoziuje celkovy
stav pacientky, tak se od daného schématu neodchylujeme. V 1é¢bé pokrocilého onemocnéni
maji jednoznacné lepsi progndzu celkového pieziti pacientky s provedenym optimalnim
chirurgickym vykonem. Definice optimalniho chirurgického vykonu neni jasné¢ formulovana,
resp. nejsou jednozna¢na kritéria pro hodnoceni velikosti nadorového rezidua po vykonu.
V nékterych pracich je definice optimalné provedené chirurgie do 2 cm velikosti ponechaného
nadorového rezidua (144), v fad¢ recentnich studii do 1 ¢cm ponechaného nadorového rezidua.
Zaroven tyto prace jednozna¢né prokazuji jednoznacny vyznam nulového nddorového rezidua

po provedené 1é¢bé v souvislosti s celkovym piezitim (41, 43-45, 145-147).

3.5.9 Follow up — sledovani po 1écbé

Dle soucasnych doporuceni jsou ve vyspélych zemich pacientky s karcinomem ovaria

komplexné léeny ve vysoce specializovanych onkogynekologickych centrech. V téchto
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zatizenich probiha i naslednd dispenzarizace. Po ukoncené primarni 1éCbé je pacientka
zatazena do programu dispenzarizace (follow-up). V soucasné dob¢ neexistuji jednoznacna
klinicka data pro optimalni schéma c¢etnosti kontrol a rozsahu provadénych vysetieni béhem
dispenzarni péce.

Na Porodnické a gynekologické klinice FNHK jsou pacientky dispenzarizovany ve smyslu
aktivniho vyhledavani asymptomatickych recidiv, dle doporu¢eni Ceské onkogynekologické
spole¢nosti. Vyhodou tohoto piistupu spatfujeme v tom, ze se u ¢asnéjsiho zachytu recidivy
muzeme castéji pokusit o sekundarni chirurgicky vykon ve smyslu kurability onemocnéni.
Schéma, resp. doporudeni Ceské onkogynekologické spoleénosti je nasledujici: kontroly: 1. 2.
a 3. rok kazdé¢ 3 mésice; 4. a 5. rok kazdych 6 mésici a nasledné jednou ro¢né. Béhem
kontroly standardné provadime komplexni gynekologické vySetieni, odbér CA 125, u
mucinoznich karcinoma fakultativné CA 19-9, CA 72-4 a CEA a vaginalni ultrazvukové
vySetfeni. Mamografie po 45. roku véku je provadéna & 1-2 roky. Dal§i vySetieni je

indikovéano pouze dle symptomatologie a klinické indikace (CT, RTG S+P a jind).
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4 HYPOTEZY

Na zakladé vysledka in vitro MTT testovani chemosenzitivity / chemorezistence nadorovych
bunék lIze predpoveédét uspeésnost 1é¢by u ovaridlniho karcinomu.
MTT test vykazuje shodu vysledkli mezi nadorovou tkani a malignim ascitem.

Cerstva nadorova tkaf a zmrazena nadorova tkan vykazuje shodu vysledki MTT testu.
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5 CILE DISERTACNI PRACE

5.1 Cil 1: uréeni nezavislého prediktivniho faktoru na PFS a OS.

Urcit nezavisly prediktivni prognosticky faktor z vybranych klinickych, laboratornich a
histopatologickych parametrit (vék, BMI, histologie, staidium onemocnéni, grade, CA 125,
nadorové reziduum po chirurgické 1é¢b&) pro obdobi bez progrese a celkového pieziti u

pacientek s karcinomem ovaria.

5.2 Cil 2: stanoveni in vitro chemosenzitivity nadorovych bunék.

Stanovit in vitro chemosenzitivitu z bunék nadorové ovarialni tkané a z bunék maligniho

ascitu k vybranym cytostatikim (CBDCA; PAKL; cDDP) pomoci metody MTT.

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

Zhodnotit vztah mezi in vitro stanovenou chemosenzitivitou nadorovych bunék s obdobim do

progrese a s celkovym piezitim u pacientek s karcinomem ovaria.

5.4 Cil 4: vztah in vitro chemosenzitivity a prognostickych parametra s PFS a PS.

Zhodnotit vztah invitro chemosenzitivity nadorovych bunék a potvrzenych nezavislych

prognostickych faktorti s obdobim bez progrese a celkovym ptezitim.

5.5 Cil 5: shoda vysledkit MTT testovani z ¢erstvé tkané a ascitu.

Ovéftit shodu vysledkit MTT testovani z Cerstvé nadorové tkédné a cerstvého maligniho ascitu.

5.6 Cil 6: shoda vysledkit MTT testovani z ¢erstvé a zmraZené tkané.

Ovéftit shodu vysledkit MTT testovani z Cerstvé nadorové tkdn€ a zmraZzené nadoroveé tkang.
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6

METODIKA

6.1 Vybaveni a reagencie pro MTT testovani

Centrifuga: Jouan MR23i; TritonPlus

Inkubator

Spektrofotometr (Spektrafluor Plus, Tetan; Salzburg, Austria)

Mikroskop

Pipety, Pasteurovy pipety, tekuty dusik

Nerezové sitko: hustota sitka 50 MESH (Sigma-Aldrich)

Transportni médium pro tkan: RPMI 1640 10 x (Sigma-Aldrich), 2 mM L-glutamine,
sodium bicarbonate, 100 I1U/ml Penicilin, 100 IU/ml Streptomycin (Gibco,
Invitrogen), 15% fetalni bovinni sérum (Gibco), insulin (100 IU / ml, Eli Lilly; Czech
Republic), transferin (2 mg / ml, Sigma-Aldrich), heparin (25,000 1U / ml, Zentiva),
aqua pro injectione

Transportni médium pro ascites: 15% fetal bovine serum (Gibco), heparin (25,000
U/ ml)

Promyvaci médium: RPMI 1640 10 x (Sigma-Aldrich), 2 mM L-glutamin, sodium
bicarbonate, 100 IU/ ml Penicilin, 100 1U / ml Streptomycin (100 IU/ ml, Gibco,
Invitrogen), aqua pro injectione

Resuspendaéni kultivatni médium: RPMI 1640 10 x (Sigma-Aldrich), 2 mM
L-glutamine, sodium bicarbonate, 100 1U / ml Penicilin, 100 1U / ml Streptomycin
(Gibco, Invitrogen), 15% fetalni bovinni sérum (Gibco), insulin (100 U/ ml, Eli
Lilly; Czech Republic), transferin (2 mg / ml, Sigma-Aldrich), aqua pro injectione
Kryoprotektivni roztok: DMSO; 10% dimethylsulfoxid v fetdlnim bovinnim séru
(Sigma-Aldrich)

Separacni roztok: Ficoll 400 (Serva) a destilovana voda; hustota 1,077 kg / |

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

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

Trypanova modf (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 testovani

6.2.1  Odbér vzorkl a transport do laboratofe

Vzorky Cerstvé nadorové tkané byly odebrany peropera¢né. Po chirurgickém odstranéni
nadorové postizeného ovaria, byla ¢ast nddoru (cca 1 -5 Cm3) vyuzita pro MTT testovani a
zbyla tkan byla odeslana na FUP, ke stanoveni definitivni histologické diagnozy. Viechny
vzorky nadorové ovarialni tkané pro MTT testovani byly rozsegmentovany na Castice
5x5mm a nasledné¢ vlozeny do sterilni 50 ml plastikové nadoby na jedno pouziti
S transportnim médiem pro tkané. Odbér maligniho ascitu (250-500 ml) probihal peroperacné,
¢i pfi punkci dutiny biiSni. Ascites byl odebran do sterilni 500 ml 1dhve s transportnim
meédiem.

Cerstvé odebrané vzorky nadorové tkané a ascitu pro MTT testovani byly nejdéle do 1 hodiny
transportovany na Ustav lékatské biologie a genetiky, kde byly okamzité zpracovany.

Projekt byl fesen s podporou grantti IGA MZ CR 8768-3 a IGA MZ CR 9737-3 Ministerstva
zdravotnictvi Ceské republiky. Studie byla schvalena Etickou komisi Fakultni nemocnice a
Lékarské fakulty Univerzity Karlovy v Hradci Krélové. Vzorky byly ziskdny od nemocnych,
které byly informovany MUDr. Adamem Rezadem nebo MUDr. Ivou Sedlakovou, Ph.D. a
podepsaly informovany souhlas se zafazenim do grantu. Klinicka data na Porodnické a
gynekologické klinice zaji§toval MUDr. Adam Reza¢. Vzorky nadorové tkang i ascitu byly
zpracovany na Ustavu lékai'ské biologie a genetiky Lékatské fakulty v Hradci Kralové a cely
proces zpracovani byl zajistovan tymem pracovnikii pod vedenim prof. MUDr., RNDr.

Miroslava Cervinky, CSc.

6.2.2 Ptiprava suspenze nadorovych bunck ze vzorku tkdné a ascitu

Vzorky tkané byly z transportniho média ziskany diky sitku umisténého v Petriho misce.
Kousky tkan¢ byly pomoci niizek mechanicky rozmélnény a nasledné protlaéeny pomoci
stiikacky a pistu pfes nerezové sitko v Petriho misce. Vznikla bunécné suspenze byla opatrné

navrstvena na separacni roztok (5 ml) v centrifuga¢ni zkumavce.
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Po 30ti minutové centrifugaci (2200 RPM) dojde diky vzniklému hustotnimu gradientu
k rozdéleni bun¢k. Na dno zkumavky sedaji erytrocyty (maji vy$$i hustotu nez separacni
roztok), mrtvé buiiky, do kterych pronikne cukr ze separacniho roztoku a ziskaji tak také vyssi
hustotu nez separacni roztok. Naopak zivé buiiky maji nizsi hustotu nez separacni roztok a

usazuji se mezi separaénim roztokem a médiem (Obrazek 6).

_} mechanické S < " fedici médium
rozmélnéni g 2 ) (et z bunééné
tkané pres ' . navrstveni gl 111 suspenze
nerezové sitko Py bunécné s

P T a g < > suspenze
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Obrazek 6: Priprava suspenze nadorovych bunék ze vzorku tkané.

Zivé buiiky byly pasteurovou pipetou preneseny, do nové sterilni zkumavky. K bundéné
suspenzi bylo pfidano promyvaci médium a buiky byly néasledné promyty pomoci
centrifugace (5 minut, 1600 RPM). Ptipadna piitomnost erytrocytii byla odstranéna lyza¢nim
procesem pomoci destilované vody (4,5 ml H,0O; 30 sekund). Po ukonceni lyzy, ptidanim
0,5ml PBS, byla bunéfna suspenze 2 x promyta promyvacim roztokem (centrifugace;
5minut, 1200 RPM). Po druhém promyti byla bunéna peleta resuspendovana
V resuspenda¢nim kultivacnim mediu RPMI 1640 na konecnou koncentraci 1 X 10° zivych

bunék / ml. Koncentrace bunék v suspenzi byla ur¢ena poc¢itanim v Neubauerové komtrce.

Vzorek ascitu s transportnim médiem byl piefiltrovan pies filtr do sterilnich centrifuga¢nich
zkumavek a centrifugovan (10 minut, 1500 RPM). Vzniklé bunééné pelety byly
resuspendovany, spojeny dohromady a 2 x promyty promyvacim roztokem (centrifugace;
5minut, 1200 RPM). Po druhém promyti byla bunééna peleta resuspendovana
v resuspendaénim kultivaénim mediu RPMI 1640 na kone¢nou koncentraci 1 x 10° Zivych

bunék / ml. Koncentrace bun¢k v suspenzi byla ur¢ena pocitanim v Neubauerové komurce.
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6.2.3 Mrazeni a rozmrazovani bunécné suspenze

Bunécéna suspenze Vv kultivatnim médiu byla centrifugovana (5 minut, 800 RPM). Vznikla
peleta byla resuspendovana v kryoprotektivnim roztoku DMSO na kone¢nou koncentraci
1-2x10° bun&k / ml. Takto oSetiend bunstni suspenze byla vloZena do specidlnich
zamrazovacich zkumavek. Vzorky byly nejprve zamrzeny a nasledné tfi dny skladovany v
-80°C. Po tfech dnech byly vzorky pieneseny do tekutého dusiku (-180°C), kde byly
uschovany do dalSiho testovani.

Rozmrazovani vzorki bylo provedeno rychle ve vodni lazni pti 37°C. Bunécna suspenze byla
smichana s kultivaénim médiem a promyta od kryoprotektivniho roztoku DMSO centrifugaci
(5 minut, 1200 rpm). Bunééna peleta byla resuspendovana v resuspendac¢nim kultiva¢nim
mediu RPMI 1640 na kone¢nou koncentraci 1 x 10° Zivych bunk / ml. Koncentrace bundk
V suspenzi byla urCend pocitanim v Neubauerové komtrce. Pocet testovanych cytostatik byl

ovlivnény kvalitou a mnoZstvim dodaného vzorku tkané.

6.2.4 Urdeni zivotnosti bunék

Bunééné suspenze z jednotlivych vzorkli byly obarveny 0,4% trypanovou modii. Procento
zivych, neobarvenych buné¢k bylo pocitdno v Neubauerové komirce. Pro testovani
chemosenzitivity byly vyuZity jen vzorky s miniméIné 90% ptitomnosti Zivych bunék.

(50-90 %) Vv porovnani se suspenzemi bunék ziskanych z Cerstvych vzorkd. Pro testovani
chemosenzitivity rozmazenych vzorkl byly vyuzity jen vzorky s minimalné 80% pfitomnosti

zivych bungk.

6.3 MTT testovani

Pro hodnoceni senzitivity bylo pouzito tfidenntho MTT testu. Bunécnd suspenze byla
pipetovana do 96 jamkovych destidek (80 pl bun&éné suspenze 1 x 10° Zivych bunk / ml na
jamku). K bunkam bylo ptidano 20 pl média v piipadé kontrolnich bun€k a 20 pl roztoku
cytostatik. Pro uréeni cytostatické koncentrace daného cytostatika (TCS50) byly nadorové
burniky vystaveny pusobeni kazdym cytostatikem v Sesti riznych koncentracich po dobu
72 hodin pii 37°C 5% CO, (Tabulka 8). Pokusy byly pro ovéfeni nasazeny vzdy dvakrat. Na

zaver kultivace bylo ke kazdé jamce ptidano 10 pl zluté tetrazoliové soli MTT (5 mg / ml).
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V ptipadé zivych bunék je tetrazoliova siil redukovana mitochondidlnimi dehydrogendzami na
nerozpustny formazan (fialova barva).

Po dvou az Sesti hodinach, po vytvoteni fialovych krystali formazanu, se do kazdé jamky
ptidalo 100 pl 10% roztoku SDS (pH 5). Béhem 10 hodin dochazelo k rozpousténi krystal
formazanu. Nasledujici den probé&hlo spektrofotometrické vyhodnoceni métenim absorbance
formazanu na spektrofotometru pii 560 nm. Od naméfenych hodnot byla odectena hodnota
,pozadi“ (médium) a vysledky byly vyjadieny jako procenta kontroly.

Stejnym zpisobem byly zpracovany i odbéry ascitu ¢i zamrazené vzorky ovarialni tkdné z

tkanove ustredny.

Tabulka 8: Koncentrace testovanych cytostatik.

Koncentrace (c) Cytostatikum

cDDP CBDCA PAKL
cl (ug/ml) 100 100 50
c2 (ng/ ml) 25 25 12,5
c3 (ug/ ml) 6,25 6,25 3,125
c4 (ug/ ml) 1,5625 1,5625 0,7812
c5 (ug/ ml) 0,3906 0,3906 0,1953
c6 (ug/ ml) 0,0976 0,0976 0,0488

cDDP - cisplatina, CBDCA — karboplatina, PAKL paklitaxel

6.3.1 Hodnoceni chemosenzitivity cytostatik

Piezivani nadorovych bunék (TCS, Tumor Cell Survival) bylo vypo¢itano pomoci vzorce:

TCS = absorbance v jamkach s cytostatiky / absorbance v kontrolnich jamkach x 100

Hodnota TCS50 udava koncentraci daného cytostatika, ktera je letdlni pro 50 % nadorovych
bunék a byla vypocitana ze ziskanych kiivek davkové zavislosti.

Pokud cytostatikum ve vysoké koncentraci ptisobi pokles poétu Zivych bunék pod 25 %,
buiiky se oznacuji jako vnimavé k ptisobeni 1é¢iva. Pokud dochazi k poklesu zivych bunck
pod 50 %, ale ne vice nez pod 25 %, oznaCuji se jako hrani¢né¢ vnimavé. Pokud bunky

ptezivaji nad 50 %, oznacuji se jako rezistentni (Tabulka 9).
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Tabulka 9: Kritéria hodnoceni citlivosti nadorové tkané na jednotliva cytostatika dle
hodnoty TCS.

TCS50 (ug/ ml)
Cytostatikum -

Rezistence Hrani¢ni 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 - prezivani nadorovych bunék, cDDP — cisplatina, CBDCA — karboplatina, PAKL paklitaxel
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7 SOUBOR NEMOCNYCH

Na Porodnické a gynekologické klinice Lékatrské fakulty Univerzity Karlovy a Fakultni
nemocnice Hradec Kralové jsme v letech 2006-2010 u 59 pacientek odebrali Cerstvy vzorek
nadorové ovarialni tkang, anebo maligni ascites pro testovani chemosenzitivity pomoci testu
MTT.

Na zédklad¢ definitivniho histologického vySetfeni byl u 55 pacientek diagnostikovan
karcinom ovaria. Tfem pacientkam byl diagnostikovan borderline tumor ovaria a jedné
pacientce granulozovy tumor. Tyto Ctyfi pacientky byly z naseho souboru vytazeny.
Pacientky pfed MTT testovanim neprodé¢laly chemoterapii ani Zzadnou jinou lécbu pro
karcinom ovaria. 28 pacientkam byl odebran pouze vzorek nadorové ovarialni tkané, 15
pacientkdm pouze ascites a u 12 pacientek byl odebran jak ascites, tak nadorova tkan. Béhem
sledovani doslo u 44 pacientek (80 %) k progresi onemocnéni a 36 pacientek (65 %) zemielo
(Tabulka 10).

Vsem pacientkam (az na jedenact pacientek, které bud’ odmitly, nebo jim ze zdravotnich
diuvodt nemohla byt nabidnuta chemoterapie) byla podana, podle soucasnych doporuéenych

standardi, chemoterapie prvni linie (kombinace PAKL a CBDCA).
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Tabulka 10: Souhrn pacientek s potvrzenym karcinomem ovaria: V tabulce je
zaznamenan odebrany material, vék pacientek pri diagnoze, BMI, histologie, stadium,
diferenciace, ¢as do progrese, pritomnost progrese (1 - ano, O - ne), celkové preziti, amrti
(1 -ano, 0 - ne), hodnota CA 125 pri diagnoze, zbytkové reziduum po chirurgické 1éc¢bé.
Pacientky s pofadovym ¢islem 1 - 33, byly 1éCeny testovanymi cytostatiky a byl jim odebran
cerstvy vzorek tkan€. Mezi pacientkami s pofadovym ¢islem 34 - 55 jsou zatazeny pacientky
bez odebraného vzorku Cerstvé tkang, anebo nebyly 1é¢eny testovanymi cytostatiky.

vek : PFS 0S .
¢. | Material | p¥i | BMI | histol. | Stage | grade ‘. progrese « . umrti | CA125 | Reziduum

dg (mésice) (mésice)
1 CT 63 [305| S " G3 17 1 38 1 444 RO
2 CT 53 |242| S lllc | G3 23 1 84 0 790 RO
3 CT 68 |232| S lllc | G3 20 1 44 1 | 29033 RO
4 CT 65 |255| S lla | G3 19 1 49 0 1,07 RO
5 CT 71 29,7 ND | llIb | G3 32 1 50 0 1061 R2
6 CT 54 |273| S lllc | G2 24 1 50 0 47,3 R2
7 CT 42 (289 M Ic Gl 73 0 73 0 52,3 RO
8 CT 71 [240| M e | G2 0 1 3 1 109 R2
9 CT 79 [336| E e | G3 14 1 31 1 758 R2
10 CT 52 [24,0| Sv Ic G3 42 0 42 0 78,1 RO
11 CT 66 [328| S e | G3 52 0 52 0 402 RO
12 CT 47 |279] S llc | G3 35 1 8 0 ND RO
13 CT 71 [198| M b | G2 7 1 18 1 339 R1
14 CT 50 [279| E Ic G3 49 0 49 0 425 RO
15 CT 74 [252| S e | G3 24 1 58 1 246 R1
16 CT 65 [29,3| S e | G3 6 1 25 1 ND R2
17 CT 51 [23,7| Sv la G3 53 0 53 0 943 RO
18 CT 47 |242| S b | G3 27 1 43 1 206,4 R1
19 CT 71 [216| S e | G3 13 1 55 0 968 RO
20 CT 40 [232] S Ma | G1 76 0 76 0 184 RO
21 CT 70 [323| M Ic Gl 38 0 38 0 | pod35 RO
22 CT 55 [243| E b | G4 30 1 40 1 ND RO
23 CT 64 [320| S e | G2 20 1 44 1 818 RO
24 CT 48 |225| S b | G3 57 0 57 0 614,2 R2
25 CT 52 [334| S e | G3 15 1 29 1 610 R1
26 |CT+ASC| 69 [257| M v G3 9 1 15 1 72,1 R2
27 |CT+ASC| 56 [19,2| S v G2 13 1 58 1 8652 R1
28 | CT+ASC| 51 | ND S v G3 0 1 4 1 5338 R2
29 |[CT+ASC| 61 [242| S e | G2 0 1 14 1 ND R2
30 |[CT+ASC| 69 [250] S e | G3 13 1 23 1 1473 R2
31 |CT+ASC| 78 [21,3| S e | G3 1 1 1 1 116,7 R2
32 |CT+ASC| 51 [27,7| Ned | llb | G4 69 0 81 0 1127 R1
33 |CT+ASC| 60 [316| E Ic G3 70 0 70 0 1081 RO
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| Vek . PFS 0S .
¢. | material | p¥i | BMI | histol. | stage | grade " : Progrese o amrti | Cal25 | reziduum | Poznamka
dg (mésice) (mésice)
34| CT+ASC | 78 [22,80| S Ic G3 43 1 55 0 195 RO bez chemo
35|CT+ASC | 79 [26,40| S v G3 0 1 1 1 ND R2 bez chemo
36 | CT+ASC | 54 [17,50| Sv b | G3 0 1 0 1 ND R2 bez chemo
37| CT+ASC | 67 | ND S | lic | G4 0 1 0 1 88 R2 bez chemo
38| ASC 60 |2550| S llic | G1 13 1 32 1 4376 R2
39| ASC 64 |18,40| S Illlc | G3 19 1 31 1 ND R2
40| ASC 71 131,10 S lllc | G3 31 1 66 1 827 R2
41| ASC 57 |22,70| S lic | G2 0 1 24 1 5000 R2
42| ASC 63 132,30 S llic | G1 0 1 1 1 293 R2
43| ASC 62 | 26,30 | Sv v G3 24 1 24 1 320 RO
44| ASC 84 124,80 ND | llic | ND 0 1 13 1 4603 R2
45| ASC 64 126550 S b | G3 14 1 17 1 44,2 R1
46| ASC 60 |2390| S llic | G3 11 1 30 1 1956 R1
47| ASC 62 |27,30| S Illlic | G3 20 1 46 0 4940 R2
48| ASC 71 122,00 S Illlic | G3 0 1 0 1 168,2 RO
49 CT 70 |22,00| S Ib Gl 46 0 46 0 211 RO bez chemo
50 CT 78 | 44,40| Sv v G3 1 1 1 1 385 R2 bez chemo
51 CT 77 | 27,70| E Ila | G2 0 1 0 1 1068 R2 bez chemo
52| ASC 71 127,10 ND | llic | ND 0 1 0 1 10000 R2 bez chemo
53| ASC 73 | ND | Ned v ND 0 1 0 1 6311 R2 bez chemo
54| ASC 74 13280| S v G3 0 1 2 1 9549 R2 bez chemo
55| ASC 80 |19,80| S lllc | G3 0 1 0 1 351,8 R2 bez chemo

BMI - Body Mass Index, S - ser6zni, M - mucindzni, E - endometroidni, Sv - svétlobunéény,
Ned - nediferencovany, CT - Cerstva tkan, ASC — ascites, ND — neurceno
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7.1 Cil 1: uréeni nezavislého prediktivniho faktoru na PFS a OS.

Do souboru bylo zatazeno celkem 55 pacientek s diagnostikovanym karcinomem ovaria
(median veéku 64 let; rozmezi 40-84 let; Tabulka 10).

Soubor pacientek byl, z divodu malého poctu, rozdélen na dvé skupiny u kazdého
zZ prognostickych faktora.

Vzhledem knejednotné metodice stanoveni veéku jako prognostického faktoru
Vv publikovanych pracech, jsme déleni véku provedli dle amerického narodniho onkologického
registru rizikovych faktor celkového pieziti u karcinomu ovaria na hranici 65 let. Rozdéleni
stadia bylo provedeno sohledem na pokrocilost onemocnéni. FIGO I+Il (onemocnéni
lokalizované¢) a III+IV (onemocnéni generalizované). Hranici nadorového rezidua po
chirurgické 1é¢be jsme urcili na zakladé makroskopického popisu nulového rezidua RO + R1 a
R2. Hranice BMI 30 byla ur¢ena definici obezity dle WHO. Hranici CA 125 jsme urcili
100 U/ml. Vzhledem k proporcionalnimu zastoupeni jednotlivych typt karcinomii ovaria byly
histologické typy rozdéleny na serozni karcinomy ovaria a ostatni karcinomy ovaria.
Rozdéleni gradu na G1 a G2-G4 probéhlo na zaklad¢é publikovanych praci zamétujicich se na
morfologické a molekuldrn¢ genetické vlastnosti jednotlivych tumort ve smyslu rozlisit
serozni karcinomy podle biologického chovani do dvou skupin - low a high grade (142, 143,
148). Obdobi bez progrese bylo definovano jako ¢asovy interval od diagnozy do data progrese
onemocnéni. Progrese byla diagnostikovana pii zvétseni nadorové masy o 20 % ve srovnani s
vySetienim po ukonéené 1é¢beé. Celkové pieziti bylo definovano jako obdobi od diagnozy do

data timrti, Ci ztraty nemocné ze sledovani.

7.2 Cil 2: stanoveni in vitro chemosenzitivity nadorovych bunék.

In vitro chemosenzitivitu nadorovych bunék pomoci MTT testu jsme stanovili u 55 pacientek
s karcinomem ovaria (Tabulka 10). U 28 pacientek bylo MTT testovani provedeno jen na
burikach z nadorové ovarialni tkan¢ a u 15 pacientek jen na burikach z ascitu. U 12 pacientek
bylo MTT testovani provedeno jak na bunikidch z ovaridlni tkané, tak na buiikach z maligniho
ascitu. U jedné pacientky se z technickych diivodi (mikrobialni kontaminace) nepodafilo

vyhodnotit vysledek MTT testovani na CBDCA.
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7.3  Cil 3: vztah in vitro chemosenzitivity s PFS a OS.

Do souboru bylo zafazeno 33 pacientek (cDDP, PAKL), resp. 32 pacientek (CBDCA);
Tabulka 10, pacientky ¢. 1-33.

Byly vytazeny pacientky, u kterych nebyl proveden odbér nadorové tkané (15 pacientek),
anebo pacientky, které nebyly 1éCeny testovanymi cytostatiky (11 pacientek). U jedné
pacientky se z technickych divodi (mikrobialni kontaminace) nepodafilo vyhodnotit
vysledek MTT testovani na CBDCA.

Pacientky byly rozdéleny dle vysledku chemosenzitivity, z divodu malého poctu, na dvé
skupiny. Pacientky, u kterych nadorové bunky vykazovaly hrani¢ni citlivost na jednotliva
cytostatika, byly zafazeny mezi pacientky, u kterych nadorové bunky vykazovaly citlivost na
jednotliva cytostatika.

7.4  Cil 4: vztah in vitro chemosenzitivity a prognostickych parametra s PFS a PS.

Pro toto hodnoceni bylo nakonec do souboru zatazeno 33 pacientek (PAKL), resp. 32
pacientek (CBDCA); Tabulka 10, pacientky ¢. 1-33.

Byly vyfazeny pacientky, u kterych nebyl proveden odbér nadorové tkané (15 pacientek),
anebo pacientky, které nebyly léCeny testovanymi cytostatiky (11 pacientek). U jedné
pacientky se z technickych divodi (mikrobialni kontaminace) nepodafilo vyhodnotit
vysledek MTT testovani na CBDCA.

Byly vybrany jen prognostické faktory, které v nasem souboru vysly jako nezavislé rizikové
faktory ve vztahu k obdobi bez progrese a celkovému pieziti. Vzhledem k tomu, ze zadna
Z pacientek nebyla 1écena cDDP bylo provedeno jen statistické hodnoceni pro CBDCA a
PAKL.

Pacientky byly rozdéleny dle vysledku chemosenzitivity, z diivodu malého poctu pacientek,
na dvé skupiny. Pacientky, u kterych nadorové bunky vykazovaly hrani¢ni citlivost na
jednotliva cytostatika, byly zafazeny mezi pacientky, u kterych nadorové buiiky vykazovaly

citlivost na jednotliva cytostatika.

7.5 Cil 5: shoda vysledki MTT testovani z ¢erstvé tkané a ascitu.

U pacientek, kterym byl odebran vzorek ascitu i nadorové tkang, se ovéfovala shoda vysledki
MTT testu mezi témito materidly (12 pacientek). Shoda vysledkl se hodnotila bud’ absolutné,
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kdy se vysledky rozdé€lily do tii skupin: rezistentni, hranicni, citlivé, nebo se shoda vysledki
hodnotila relativné, kdy se vysledky rozdélily do dvou skupin: rezistentni a citlivé (hrani¢ni

vysledky byly pfifazeny mezi vysledky citlivé).

7.6  Cil 6: shoda vysledkit MTT testovani z ¢erstvé a zmraZené tkané.

U 8 pacientek, kterym byla stanovena chemosenzitivita nddorovych bunék ovarialni tkané
z Cerstvé tkané 1 zmrazené tkané, se ovérovala shoda vysledki MTT testu mezi témito
mateterialy. U dvou pacientek se z technickych diivoda (mikrobidlni kontaminace) nepodatilo
vyhodnotit vysledek MTT testovani na CBDCA (Tabulka 19; 1 x ¢erstva tkan, 1x zmrazena
tkan).

Shoda vysledki se hodnotila bud’ absolutné, kdy se vysledky rozdélily do tii skupin:
rezistentni, hrani¢ni, citlivé, nebo se shoda vysledkti hodnotila relativné, kdy se vysledky
rozdélily do dvou skupin: rezistentni a citlivé (hrani¢ni vysledky byly pfifazeny mezi

vysledky citlivé).
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8 STATISTICKA ANALYZA

Statisticka analyza byla provedena pomoci software MedCalc (MedCalc Software, Belgie).

8.1 Cil 1: urceni nezavislého prediktivniho faktoru na PFS a OS.

Univariantni analyzy pteziti byly konstruovany dle Kaplan-Meierovy metody. Vysledky jsou
udavany jako median a rozmezi hodnot. Do multivariantni analyzy byly zahrnuty jen ty
prognostické faktory, které¢ vySly v univariantni analyze jako statisticky vyznamné.
Multivariantni analyza byla provedena pomoci Coxova modelu proporcionalnich rizik

(Coxova regrese). Hodnoty p nizsi nez 0.05 byly povazovany za statisticky vyznamné.

8.2 Cil 2: stanoveni in vitro chemosenzitivity nadorovych bunék.

Pro statistické zhodnoceni kategorickych proménnych byl pouZit chi-squared test. Pfi

hodnotach p nizsich nez 0.05 byl vysledek povazovan za statisticky vyznamny.

8.3 Cil 3: vztah in vitro chemosenzitivity s PFS a OS.

Univariantni analyzy pieziti byly konstruovany dle Kaplan-Meierovy metody. Vysledky jsou
udavany jako medidn a rozmezi hodnot. Hodnoty p nizs$i nez 0.05 byly povazovany za
statisticky vyznamné. Multivariantni analyza nebyla vzhledem k malému poctu vzorkl

provedena.

8.4  Cil 4: vztah in vitro chemosenzitivity a prognostickych parametra s PFS a PS.

Kombinované analyzy byly kontruovany dle Kaplan-Meierovy metody. Vysledky jsou
udavany jako medidn a rozmezi hodnot. Hodnoty p nizsi nez 0.05 byly povaZovany za
statisticky vyznamné. Multivariantni analyza nebyla vzhledem k malému poctu vzorki

provedena.

59



8.5 Cil 5 a 6: shoda vysledkit MTT testovani z Cerstvé tkané a ascitu, resp. ferstvé a

zmrazZené tkané

Shoda vysledkl byla zhodnocena pomoci ,,inter-rater agreement® testu. Sila shody je udavana

hodnotou kappa (Tabulka 11).

Tabulka 11: Interpretace hodnoty kappa u statistického testu ,,inter-rater agreement*.

Hodnota kappa Sila shody
<0.20 Slaba
0.21-0.40 Ptijatelna
0.41-0.60 Stfedni
0.61-0.80 Dobra
0.81-1.00 Velmi dobra
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9 VYSLEDKY

9.1 Cil 1: urceni nezavislého prediktivniho faktoru na PFS a OS.

Byl ovéfen vztah prognostickych ukazateld (v€k, BMI, histologie, stddium onemocnéni,
grade, hodnota CA 125, nadorové reziduum po chirurgické 1€¢b¢) s klinickymi parametry
(obdobi bez progrese a celkové pieziti). Vysledky univarientni statistické analyzy znazoriuje
Tabulka 12. Byl potvrzen prognosticky vyznam véku pacientek pii diagnoze (p=0.03), stadia
onemocnéni (p<0.0001; Obrazek 7), grade (p=0.02) a piitomnost nadorového rezidua po
chirurgické 1é¢bé (p<0.0001; Obrazek 8) na obdobi bez progrese. Vyznamny vliv na celkové
pteziti byl potvrzen jen u stadia onemocnéni (p=0.008; Obrazek 9) a ptitomnosti nadorového
rezidua po chirurgické 1é¢b¢ (p<0.0001; Obrazek 10).

Tabulka 12: Zakladni prognostické ukazatele ve vztahu s klinickymi daty: v tabulce jsou
zaznamenany mediany celkového preziti a obdobi bez progrese u pacientek délenych dle
pritomnosti jednotlivych prognostickych znakai.

PFS (mésice) OS (mésice)
prognosticky ukazatel n (%) p hodnota p hodnota
median (rozmezi) median (rozmezi)

vek < 65 let 28 (51) |23 (15-30) 43 (30-58)

0.03 0.05
vek > 65 let 27 (49) |7 (0-19) 18 (1-58)
stadium [ a II 9 (16) 43 (35-73) 49 (8-73)

<0.0001 0.008
stadium T a IV 46 (84) |13 (1-19) 29 (15-40)
RO aR1 28 (51) |27 (20-43) 58

<0.0001 <0.0001
R2 27 (49) [0 (0-13) 13
BMI do 30 41 (79) |19 (11-24) 40 (24-58)

0.69 0.79
BMI nad 30 11 (21) |17 (1-31) 38 (2-66)
CA125 do 100 U/ml 9 (19) 19 (9-24) 46

0.58 0.53
CA 125 nad 100 U/ml 39 (81) (15 (11-24) 38
histologie: ser6zni KO 35(67) |15 (11-20) 38 (24-58)

0.08 0.78
histologie: ostatni KO 17 (32) |24 (1-30) 31 (3-40)
G1 3(6 38 (0-76 81

© (076) 0.02 0 0.07

G 24 46 (94) |38 (1-76) 31 (24-58)

R —reziduum, G — diferenciace, n — pocet, PFS — doba do progrese, OS — celkové preZiti
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Obrazek 7: Vyznamny vliv stadia onemocnéni na obdobi do progrese nemocnych
(p<0.0001).
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Obrazek 8: Vyznamny vliv velikosti rezidua po chirurgické 1é¢bé na obdobi do progrese
nemocnych (p<0.0001).
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Obrazek 9: Vyznamny vliv stadia onemocnéni na celkové pieziti nemocnych (p=0.008).
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Obrazek 10: Vyznamny vliv velikosti rezidua po chirurgické 1é¢bé na celkové preziti
nemocnych (p<0.0001).
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Jako nezdvisly prediktivni ukazatel na obdobi bez progrese bylo v multivarientni analyze
identifikovano stadium onemocnéni pii diagnéze (p=0.03). Pro celkové preziti byly jako
nezavislé prediktivni ukazatele nalezeny stddium onemocnéni pii diagndéze (p=0.04) a

velikost rezidua (p=0.02).
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9.2 Cil 2: stanoveni in vitro chemosenzitivity nadorovych bunék.

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). Nejcast&jsi vyskyt
chemosenzitivity byl prokazan u c¢cDDP (cDDP vs. CBDCA p<0.0001; cDDP vs. PAKL
p<0.0001). Nebyl prokazan rozdil vyskytu chemosenzitivity mezi CBDCA a PAKL
(p=0.250).

Tabulka 13: Vysledky testovani invitro chemosenzitivity MTT testem na vybrana
cytostatika. Nejéastéjsi vyskyt chemosenzitivity byl prokazan u ¢cDDP: Chi-squared test;
cDDP vs. CBDCA (p<0.0001;); cDDP vs. PAKL (p<0.0001); CBDCA vs. PAKL
(p=0.250). Nezavislost vyskytu chemosenzitivity mezi cDDP, CBDCA a PAKL nebyla
prokazana (Chi-squared test; p<0.0001).

chemorezistence n (%) hrani¢ni chemosenzitivita n (%0) 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 Cil 3: vztah in vitro chemosenzitivity s PFS a OS.

Pacientky s ovarialnim karcinomem, ktery byl in vitro citlivy na cDDP, m¢ly dels$i obdobi bez
progrese (p=0.01). Celkova délka preziti byla také del$i, nicméné dosahla jen hrani¢ni
statistické vyznamnosti (p=0.05; Tabulka 14). In vitro senzitivita na CBDCA a PAKL
neovliviiovala délku obdobi bez progrese onemocnéni ani celkové preziti pacientek

s ovarialnim karcinomem, které byly 1é¢eny t€mito cytostatiky (Tabulka 14).
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Tabulka 14: Chemosenzitivita ve vztahu s klinickymi daty: v tabulce jsou zaznamenany
mediany celkového preziti a obdobi bez progrese u pacientek délenych dle rezistence
resp. citlivosti na jednotliva cytostatika.

) L PFS (mésice) P OS (mésice) P
Cytostatikum | Chemosenzitivita | n (%)
Median (rozmezi) | hodnota | Median (rozmezi) | hodnota
Rezistence 5 (15) 6 (0-24) 25 (1-44)
cDDP __ 0.01 0.05
Citlivost 28 (85) 27 (17-35) 58 (40-58)
Rezistence 15 (47) 20 (15-32) 58 (29-58)
CBDCA __ 0.87 0.89
Citlivost 17 (53) 23 (13-35) 43 (31-58)
Rezistence 11 (33) 24 (15-35) 58 (44-58)
PAKL 0.43 0.30
Citlivost 22 (67) 20 (13-35) 43 (25-58)

cDDP — cisplatina, CBDCA — karboplatina, PAKL — paklitaxel, n—pocet, PFS—doba do progrese, OS —
celkové preziti

9.4 Cil 4: vztah in vitro chemosenzitivity a prognostickych parametra s PFS a PS.

9.4.1 Kombinovana analyza: chemosenzitivita a velikost rezidua

Kombinovanou analyzou chemosenzitivity na CBDCA a velikosti rezidua po chirurgické
1écbé jsme prokazali nejdelsi dobu bez progrese (p=0.038) 1 celkové preziti (p=0.048) u
pacientek s nadorovou tkani citlivou na CBDCA in vitro a s zadnym nebo mikroskopickym
reziduem po chirurgické 1é¢bé (Tabulka 15; Obrazek 11, Obrazek 12).

Tabulka 15: Kombinovana analyza chemorezistence na CBDCA a velikosti rezidua po
chirurgické 1écbé.

CBDCA/R n (%) |progrese n (%) | median PFS | p hodnota | amrti n (%) | median OS | p hodnota
RO1 /rezistence |10 (31) |9 (28) 14 (6-27) 7(22) 31 (18-58)
RO1 / citlivost 11(34) [6(19 32 (13-32 5 (16 58 (23-58
i (34 1609 ( ) 0.038 19 ( ) 0.048
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 — pocet, PSF — obdobi bez progrese, OS — celkové pieziti

66




progrese
100 karboplatina a reziduum
—A
£ sof -
e B0 ey 3 | C
& 80
o0
(@]
[ o
B I 01 ] 2 Cieemaeiegeiegpeipe
S 40
o)
Q.
>Q
<
@ 20
o
OR ] L 1 . : : .
0 20 40 60 60
¢as (mésice)

Obrazek 11: Obdobi bez progrese kombinovanou analyzou chemorezistence na CBDCA
a velikosti rezidua po chirurgické 1écbé (p=0,038). A = pacientky s RO nebo R1 a
rezistenci na CBDCA; B = pacientky s R0 nebo R1 a citlivosti na CBDCA; C =
pacientky s R2 a rezistenci na CBDCA; D = pacientky s R2 a citlivosti na CBDCA.
(R-reziduum, CBDCA-karboplatina)
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Obrazek 12: Celkové pieziti hodnocené kombinovanou analyzou chemorezistence na
CBDCA a velikosti rezidua po chirurgické 1é¢bé (p=0,048). A = pacientky s RO nebo R1
a rezistenci na CBDCA; B = pacientky s RO nebo R1 a citlivosti na CBDCA; C =
pacientky s R2 a rezistenci na CBDCA; D = pacientky s R2 a citlivosti na CBDCA.
(R-reziduum, CBDCA-karboplatina)

Kombinovanou analyzou chemorezistence na PAKL a velikosti rezidua po chirurgické 1€cbé

jsme neprokazali rozdily v obdobi bez progrese ani v celkovém pieziti u jednotlivych skupin

pacientek (Tabulka 16).

Tabulka 16: Kombinovana analyza chemorezistence na PAKL a velikosti rezidua po
chirurgické 1é¢bé.

PAKL /R n (%) |progrese n (%) | median PFS | p hodnota | amrti n (%) | median OS | p hodnota
RO1 / rezistence | 8 (24) |6 (18) 26 (6-35) 5 (15) 43 (18-58)
RO1 / citlivost | 14 (42) | 10 (30) 17 (13-32) 001 8 (24) 58 (23-58) 056

R2 /rezistence |3(9) |[2(6) 20 (19-20) 1(3) ND

R2 / citlivost 8(24) |5(015 27 (13-30) 3(9) ND

PAKL - paklitaxel, R —reziduum, n — podet, PSF — obdobi bez progrese, OS — celkové pieZiti
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9.4.2 Kombinovana analyza: chemosenzitivita a stadium onemocnéni

Kombinovanou analyzou chemorezistence na CBDCA / PAKL a stadiem onemocnéni jsme

neprokazali rozdily v obdobi bez progrese ani v celkovém pfeziti u jednotlivych skupin

pacientek (Tabulka 17).

Tabulka 17: Kombinovana analyza chemorezistence na CBDCA / PAKL a stadia

onemocnéni. ]

CDBCA / stadium | n (%) p;"?(x)se medi4n PFS | p hodnota E‘(‘(‘;:)‘ median OS | p hodnota
I all/rezistence 2 (6) 1(3) ND 1(3) ND

I'a 11/ citlivost 4(12) 3(9) 28 (0-32) 014 2(6) | 58(3-58) 0.07

111 a IV/rezistence 13 (41) 13 (41) 19 (6-23) ' 10 (31) | 43 (25-58) '

I1a IV/ citlivost 13(41) | 5(16) ND 3(9) ND

PAKL /stadium | n (%) pro?(;’)se " | median PFS | p hodnota :1"2;2; median OS | p hodnota
I all/rezistence 4(12) 3(9) 16 (0-24) 3(9) 38 (3-58)

I all/ citlivost 3(9) 2 (6) 32 (15-32) 0.91 1(3) ND 0.81

Il alV/rezistence | 7(21) | 5 (15) 27 (19-35) ' 3(9) | 44 (43-44) '

I a IV citlivost 19 (58) | 13 (39) 20 (13-30) 10 (30) | 58 (31-58)

CBDCA — karboplatina, PAKL — paklitaxel, R — reziduum; n — pocet, PSF — obdobi bez progrese, OS — celkové

preziti
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9.5 Cil 5: shoda vysledkit MTT testovani z Cerstvé tkané a ascitu.

U 12 pacientek, kterym byl odebran vzorek maligniho ascitu i nadorové tkané, se ovétrovala

shoda vysledki MTT testu mezi témito materialy (Tabulka 18).

Tabulka 18: Porovnani vysledki chemosenzitivity z Cerstvé tkané a ascitu. Absolutni
hodnoceni: 3-citlivost; 2-hrani¢ni citlivost; 1-rezistence. Relativni hodnoceni: 3-citlivost;

2-citlivost; 1-rezistence.

) cDDP CBDCA PAKL

Pacientky

CT ASC CT ASC CT 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;

0.625 0.474 0.208
absolutni hodnoceni
Kappa;

1.000 0.636 0.556
relativni hodnoceni

CT - Cerstva tkan, ASC — ascites, cDDP — cisplatina, CBDCA — karboplatina, PAKL - paklitaxel

Shoda vysledkd in vitro MTT testovani mezi Cerstvé zpracovanou nadorovou tkani a ascitem

byla nalezena v absolutnim a relativnim hodnoceni pouze u ¢DDP. U CBDCA byla

zaznamenana pouze relativni shoda.
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9.6 Cil 6: shoda vysledkit MTT testovani z ¢erstvé a zmraZené tkané.

U 8 pacientek, kterym byla stanovena chemosenzitivita nadorovych bunék ovarialni tkané
z Cerstvého vzorku i ze zamrazeného vzorku, se ovéfovala shoda vysledki MTT testu mezi

témito materialy (Tabulka 19).

Tabulka 19: Porovnani vysledki chemosenzitivity z Cerstvé tkané a zmrazené tkané.
Absolutni hodnoceni: 3-citlivost; 2-hrani¢ni citlivost; 1-rezistence. Relativni hodnoceni:
3-citlivost; 2-citlivost; 1-rezistence.

) cDDP CBDCA PAKL

Pacientky

CT ZT CT ZT CT 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;

0.294 0.118 0.143
absolutni hodnoceni
Kappa;

0.600 0.200 0.111
relativni hodnoceni

CT — Gerstva tkan, ZT —zmraZzena tkan, cDDP — cisplatina, CBDCA — karboplatina, PAKL — paklitaxel,
ND - neurceno

Shoda vysledkd invitro MTT testovani mezi Cerstvé zpracovanou nadorovou tkani a

zmrazenou nadorovou tkani byla nalezena pouze u ¢cDDP v relativnim hodnoceni.
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10 DISKUZE

Karcinom ovaria je jednim znejagresivnéjSich nadort. Ma nejvys$si mortalitu mezi
gynekologickymi malignitami (149). Pfestoze incidence onemocnéni za poslednich 10 let v
CR mirné klesa, miizeme se pouze domnivat, co se na tomto faktu podili. Jednim z faktort by
mohlo byt hromadné rozsitené uzivani hormonalni antikoncepce v 90. letech minulého stoleti,
dale castéjsi provadéni profylaktickych operaci u Zen s genetickou zatézi. Na druhou stranu
nedokdzeme presné odhadnout, jak se bude incidence nadale vyvijet s ohledem na rlst
nékterych rizikovych, ¢i potencidlné rizikovych faktori v nasi populaci (vyssi primérny veék
preziti, nulliparita, stimulace ovarii, obezita).

Vzhledem Kk nespecifickym symptomim je vétSina karcinomi ovaria diagnostikovana v
pokrocilém stadiu nemoci. Zakladnim lécebnym ptistupem je co nejvice radikalni chirurgicky
vykon doplnény o chemoterapii zalozenou na derivatech platiny v kombinaci s paklitaxelem
bez rozdilu histologického typu a biologické povahy nadoru. I pies vysoké procento odpovedi
na primarni lécbu dochazi u vice nez 80 % piipadld k Casnému relapsu onemocnéni.
Zavaznym problémem pii 1é¢be karcinomu ovaria je vznik sekundarni rezistence po predchozi

chemoterapeutické lé¢be (90, 110, 150).

10.1 Cil 1: urceni nezavislého prediktivniho faktoru na PFS a OS.

V nasi praci jsme potvrdili prognosticky vyznam obecné¢ znamych rizikovych faktort
karcinomu ovaria. Jako prognosticky vyznamné ukazatele jsme prokazali v€k pacientek pii
diagndze, stadium onemocnéni a diferenciaci nadoru.

V naSem souboru 55 nemocnych byl median véku pii diagndze 64 let, coz odpovida udajim
amerického onkologického registru, kde je prumérny vék diagndzy karcinomu ovaria 63 let
(2003-2010), i datim z rozsahlé mezinarodni populacni studie, je primérny vek 64 let (151).
Median vé€ku souboru naSich pacientek, ale mize byt ovlivnén faktem, ze u €asti pacientek
diagnostikovanych v I ¢i II stadiu, nebylo MTT testovani provedeno z diivodu nedostatecného
mnozstvi nddorem postizené tkané a zaroveinl u nich nebyl pfitomen ascites. Takové pacientky
byly z na§ehou souboru vylouceny.

V nasem souboru jsme 16,5 % pacientek diagnostikovali ve stadiu I a II a 83,5 % pacientek ve
stadium III a IV. RozloZeni pacientek dle stadia v nasi praci odpovida i rozlozeni pacientek

Vv ostatnich pracech hodnoticich in vitro chemosenzitivitu karcinomu ovaria (152, 153). Jako
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jeden z vyznamnych nezavislych prognostickych faktort jsme potvrdili stadium onemocnénti,
které rozliSuje pacientky dle rozsahu onemocnéni, ale jeho prognosticky vyznam je pro
vétsinu pacientek, vzhledem k vysokému procentu nemocnych, u kterych je karcinom ovaria
diagnostikovan v pokrocilém stadium, do jisté miry omezeny. Ze stejného diivodu neni, pro
vétsinu pacientek, jako stratifikaéni prognosticky faktor vhodny ani grade nadoru, kdy
V nasem souboru méla vétSina pacientek (94 %) urceny grade 2-4. Také v praci Neubauera a
spol. bylo 93 % pacientek s uréenym gradem 2-4 (152).

Jako dal$i nezavisly prognosticky faktor jsme potvrdili velikost nadorového rezidua po
chirurgické 1é¢be, proto jsme velikost rezidua po chirurgické 1é€beé a stddium onemocnéni
zvolili jako vhodné rizikové faktory pro kombinovanou analyzu s vysledky in vitro
chemosenzitivity. Vzhledem Kk nejednozna¢nosti metodiky hodnoceni nadorového rezidua po
operacni 1é€b¢ v jednotlivych pracich jsme se pro ucely nasSi prace rozhodli hodnotit nddorové
reziduum ve tfech skupinach, které, dle naseho nazoru, spliiuji nejvétsi miru objektivity. RO:
nulové nadorové reziduum, vcetné negativni histologie vSech odebranych biopsii a resekénich
okrajii odstranéné nadorové tkdné. R1: Zadny makroskopicky viditelny rezidualni nador po
operacni 1écbé, nicméné pozitivni histologie z biopsii ¢i okraji odstranéné tkan¢ a R2:
makroskopicky ponechané nadorové reziduum. Z hlediska hodnoceni chirurgické Iécby
povazujeme skupinu RO a R1 jako skupinu, kde byl proveden optimalni chirurgicky vykon.
Nevyhodou tohoto ¢lenéni je, Zze skupina pacientek s R2 je Sirokd, zahrnujici nejen skupinu
pacientek s velkym rezidualnim tumorem, ale 1 skupinu pacientek s relativné malym
makroskopickym tumorem (do 1-2 cm). V ramci popsaného souboru bylo z 55 pacientek
operovano 53 pacientek. Z operovanych pacientek jsme doséhli optimalniho nadorového rezidua
ve smyslu RO a R1 v 28 piipadech (53 %). S ohledem na vySe zminovanou metodiku a rozdilné

metodiky publikované jinymi autory Ize tato data pouze obtizn¢ porovnavat.

10.2 Cil 2: stanoveni in vitro chemosenzitivity nadorovych bunék.

Cilem nas$i prace bylo in vitro testovani primarni chemosenzitivity nadorovych ovarialnich
bunék ze solidniho nadoru a ascitu metodou MTT, kterd je zaloZena na izolaci bun€k vzorku
nadorové tkané a jejich nasledné kultivaci invitro s vybranymi cytostatiky o ruznych
koncentracich. Princip MTT metody je zaloZen na redukci tetrazoliové soli mitochondridlnimi
dehydrogendzami Zivych bunék na nerozpustny, fialov€ zbarveny formazan. MTT metoda je

relativné rychla, jednoducha a levna, vyuzitelna v 90 % pripadt (154-158).
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V nasem souboru pacientek vykazovaly nddorové bunky izolované ze solidni tkdn¢ nejvyssi
chemosenzitivitu na cDDP. Podobné vysledky byly zaznamenany i u ostatnich praci
zabyvajicich se in vitro testovanim chemosenzitivity nadorovych bun¢k na cDDP, CBDCA a
PAKL (91, 153, 159). Zaroven byly publikovany prace, ve kterych je popisovan cCastéjsi
vyskyt resistence na CBDCA (159, 160). Vzhledem k tomu, Ze ze dvou uzivanych cytostatik
(platinovy derivat / taxan) v prvni linii chemoterapie, hraje platinovy derivat vyznamnéjsi roli,
stanoveni in vitro citlivosti nabizi moznost zohlednit, jaky platinovy preparat by byl pro

konkrétni pacientku ptinosnéjsi (161-163).

10.3 Cil 3: vztah in vitro chemosenzitivity s PFS a OS.

Dalsim cilem nasi prace bylo zhodnotit vliv vysledku invitro chemosenzitivity, resp.
chemorezistence nadorovych bunék na jednotliva cytostatika na obdobi bez progrese a
celkové preziti. Testovani chemosenzitivity bylo prokdzano jako klinicky vyznamné u
pacientd s karcinomem plic, gastrointestinalnim karcinomem, melanomem ¢i karcinomem
prsu (157, 164-167). Lee a spol. prokazali vyhodnost vyuziti testovani chemosenzitivity pii
vybéru individualizované 1é¢by karcinomu délozniho hrdla (168). Ballard a spol. prokazali
korelaci mezi vysledkem in vitro testovanim chemosenzitivity a klinickou odpovédi na 1é¢bu
u pacientek s karcinomem endometria (169).

V naSem souboru nemocnych byl prokazan vyznamny vliv in vitro chemosenzitivity na cDDP
na délku obdobi bez progrese a hrani¢ni vliv na délku celkového pieziti. Nebyl prokazan
vyznamny rozdil v délce obdobi bez progrese ani na celkové pieziti mezi nemocnymi
délenymi dle vysledku in vitro chemosenzitivity nadorovych bunék na CBDCA a PAKL. Lee
a spol. prokazali, ze vysledek in vitro testovani chemosenzitivity metodou HDRA ma jen
hraniéné vyznamny vliv na dobu bez progrese a statisticky nevyznamny vliv na celkové
preziti pacientek s karcinomem ovaria (153). Konecny a spol. a Holloway a spol. nezavisle
prokazali u pacientek s karcinomem ovaria ve stadiu III a IV le€enych cDDP nebo CBDCA
po Gspésné cytoreduktivni chirurgické 16¢be, ze pacientky in vitro rezistentni na cDDP nebo
CBDCA maji 2,3 x resp. 4 x krat$i obdobi bez progrese nez pacientky in vitro citlivé cDDP
nebo CBDCA. Konecny a spol. vyuzili pro in vitro testovani chemosenzitivity ATP metodu a
Holloway EDR metodu (170, 171). Na naSem souboru pacientek jsme na rozdil od jinych
studii neprokazali vliv samotné pfitomnosti primarni invitro chemosenzitivity, resp.

chemorezistence na CBDCA na obdobi bez progrese ani na celkové preziti. Tyto vysledky
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jsou pravdépodobné ovlivnény velikosti @ nesourodosti vySetfovaného souboru, resp. velikosti
jednotlivych  podskupin  pacientek. Pro jednozna¢né ohodnoceni vlivu invitro
chemosenzitivity nddorovych bun¢k na cytostatika bude tfeba vysledky ovétit na vyrazné
vEétsim poctu nemocnych (124, 172, 173).

Prace, které podavaly chemoterapii na zakladé¢ wvysledku invitro chemosenzitivity
neprokéazaly vyznamné rozdily v klinické odpovédi, ¢i v celkovém pieziti od pacientek
le¢enych empiricky (172, 174). Naopak Rutherford a spol. prokazali, ze vyuziti cytostatického
preparatu k 1é¢bé pacientek s karcinomem ovaria, u kterého byla prokazana in vitro
chemosenzitivita, vyznamné prodluzuje obdobi bez progrese i1 celkové preziti v porovnani

s pacientkami, u kterych byl podan preparat s prokazanou in vitro chemorezistenci (175).

10.4 Cil 4: vztah in vitro chemosenzitivity a prognostickych parametri s PFS a PS.

Prokazali jsme, ze kombinovand analyza chemosenzitivity nadorovych bun¢k na CBDCA
a velikost nadorového rezidua po chirurgické 1é€bé odliSuje podskupinu nemocnych
S nejptiznivejsi progndzou. Nejdelsi obdobi bez progrese i1 celkové preziti jsme prokazali u
pacientek s nadorovou tkani citlivou na CBDCA in vitro a s zadnym nebo mikroskopickym
reziduem. U téchto pacientek by se podani CBDCA mohlo povazovat za individualizovany
lécebny pristup. V praxi by tato kombinovana analyza mohla mit vyznam u pacientek
s zadnym nebo mikroskopickym reziduem a prokazanou rezistenci CBDCA in vitro. U téchto
pacientek by bylo vhodné zvolit jiny typ primarni chemoterapeutické IéCby, zvysit
pravdépodobnost uspéchu chemoterapie a vyhnout se tak nezadoucim ucinkiim

pravdépodobné neucinné 1écby.

10.5 Cil 5: shoda vysledkit MTT testovani z cerstvé tkané a ascitu.

Dale jsme se zaméfili na porovnani vysledkt invitro reaktivity nadorovych bungk,
izolovanych ze solidniho nédoru, s bunkami ziskanymi z maligniho ascitu pacientek.
Zpracovani vzorku, a tedy i izolace bun€k z ascitu, je vyrazné jednodussi nez zpracovani
vzorku nadorové tkané. Neni zde potfeba mechanického rozmélilovani tkané a nedochazi
k poskozovani bun¢k pfi samotném zpracovani, jako dochazi pti izolovani bunék ze solidni
tkang. Zivotnost bunék z maligniho ascitu vysla u nadich pacientek vyssi nez Zivotnost

izolovanych bunék z nadorové tkané stejné pacientky (91). Relativni i absolutni shodu
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vysledkt invitro MTT testovani jsme prokazali u ¢cDDP. Relativni shoda vysledkt byla
prokazéana také u CBDCA.

Maligni ascites je heterogenni smés bunéénych populaci, které mezi sebou intenzivné
komunikuji pomoci cetnych solubilnich medidtord. V malignim ascitu jsou pfitomné
nadorové buiky, s nddorem asociované fibroblasty, mezenchymalni kmenové buiiky a bunky
imunitniho systému (176). Nadorové buiky ovarialniho karcinomu se v ascitu vyskytuji bud’
jako jednotlivé bunky nebo se Castéji sdruzuji do agregatd a tvofi takzvané sféroidy (177).
Cast sféroidii volng pluje v ascitické tekuting a ¢ast z nich je pevné adherovano na peritoneum
a vytvari si vlastni cévni zasobeni (178). Bunky obsazené ve sféroidu vykazuji omezeny
prolifera¢ni potencial a maji tedy velmi omezenou citlivost k cytostatikim (179). Kazdy
sféroid vykazuje maligni potencial a piedstavuje vysoké riziko neoplastické progrese (21).
Z vyse uvedenych duvodi vyplyva, Ze nddorové bunky obsazené v malignim ascitu nemusi,
vzhledem Kk jedinetnému nadorovému mikroprostiedi, vykazovat identické vlastnosti
S primarnim nadorem. Nadorova bunécnd suspenze ziskand z ascitu nemuze pro MTT
testovani nahradit naddorovou bunéfnou suspenzi ziskanou ze solidni tkané. Testovani
nadorovych bunék z ascitu mize mit ale sviij vyznam u pacientek s refrakternim ascitem, u
nichz se planuje aplikace intraperitonedlni chemoterapie. Nékteré prace potvrzuji, ze
pacientky s prokazanou in vitro chemosenzitivitou nadorovych bunék izolovanych z ascitu
maji del§i obdobi bez progrese i celkové pieziti v porovnani s pacientkami s prokazanou

in vitro rezistenci (180, 181).

10.6 Cil 6: shoda vysledkit MTT testovani z ¢erstvé a zmrazZené tkané.

Porovnavali jsme rovnéz vysledky MTT testu mezi Cerstvé zpracovanou nadorovou tkani a
zmrazenou nadorovou tkéni. Stanoveni chemosenzitivity nddorovych bunék z Cerstvé tkan¢ a
zaroven zmrazené tkdné bylo provedeno jen u 8, resp. 6 pacientek. Mezi témito materialy
jsme prokézali pouze uspokojivou shodu pfi relativnim hodnoceni vysledki.

Nejvétsi limit MTT testovani na rozmrazenych nadorovych buiikdch je dan Zivotnosti
bunécné suspenze po rozmrazeni. Pro stanoveni chemosenzitivity nadorovych bunék z Cerstvé
tkané¢ byly vyuZity jen ty bunééné suspenze, u kterych byla prokdzana vyssi jak 90%
zivotnost. Pro stanoveni chemosenzitivity nddorovych bunék z rozmraZzené bunééné suspenze
byly vyuZity jen ty vzorky, u kterych byla prokazéna alesponn 80% Zivotnost naddorovych

bunék. Vétsina rozmrazenych suspenzi nddorovych bunék vSak vykazovala niZsi nez 80%
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zivotnost, a z tohoto diivodu u nich nebylo MTT testovani provedeno. Podle nasSich vysledk,
i kdyz jen na velmi omezeném poctu vzorku, vyplyva, Ze rutinni MTT testovani na
rozmrazenych nddorovych bunikdch tedy neni vhodnou metodou k urceni chemosenzitivity

nadorovych bun¢k k jednotlivych cystostatiktim.

Hlavni vyznam stanovovani invitro chemosenzitivity pfimo na nadorovych bunkach
izolovanych z nadord jednotlivych pacientek je v predpokladu, ze I1éCebny tucCinek
jednotlivych cytostatik se liSi na zdkladé vnitini genetické diverzity a rozvoji rozdilnych
subklonti nadoru s rozdilnym fenotypem mezi jednotlivymi pacientkami (182, 183). Vysledky
hodnoceni in vitro chemosenzitivity na bunéénych liniich neodpovidaji realnym podminkam u
individualnich pacientek. Brigulova a spol. prokazali, Ze nadorova linie A2780 byla stejné
jako bunky izolované z nadorové tkan€ vysoce chemosenzitivni pii in vitro MTT testovani na
cDDP. Chemosenzitivita nadorové linie A2780 se ale vyrazné liSila od bun€k izolovanych z
nadorové tkané pii invitro MTT testovani na PAKL a CBDCA. Nadorova linie A2780
vykazovala vys$S§i chemosenzitivitu na tyto preparaty nez nadorové bunky izolované ze
solidniho nadoru pacientek (91).

In vitro metody stanoveni chemosenzitivnity rozliSuji individualni reaktivitu jednotlivych
nadori na cytostatika a umoziuji urcit neefektivni cytostatické preparaty, které by jen
poskozovaly pacientku nezadoucimi Gc¢inky. In vitro testovani chemosenzitivity predstavuje
zdanlivé jednoduchy proces pro stanoveni citlivosti izolovanych nadorovych bunck
Kk jednotlivym cytostatickym preparatim in vitro. Praci, které se zabyvaji in vitro testovanim
chemosenzitivity bunck izolovanych z nddorové tkané a jejiho vlivu na klinicky vysledek
1écby, neni mnoho. Hodnoceni a porovnatelnost vysledki z jednotlivych pracovnich skupin je
limitovano nejednotnym vybérem metody testovani chemosenzitivity, nejednotnym
hodnocenim vysledk citlivosti a nejednotnym testovanim cytostatik. V nékterych pracech,
veetné nasi prace, testovali jednotliva cytostatika zvlast' (153, 166, 168, 171, 184), v jinych
pracech testovali cytostatika v kombinacich (152, 169, 170). Dalsi ¢astou komplikaci je také
kriticky maly pocet testovanych pacienek, kratkd doba sledovani a vyrazna rtznorodost
testovaného souboru pacientek.

Metoda MTT je do =znatné miry, stejné jako ostatni metody invitro testovani
chemosenzitivity, negativné ovliviiovana nékolika faktory. Mezi nejvyznamnéjSi negativni
faktor patfi vysoka tmrtnost nadorovych bunék v prostfedi média bez zadného cytostatika.

Vysokd timrtnost je zplsobena pravdépodobné zvysenou citlivosti nddorovych bunck na
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stresové podminky zmény prostfedi. Mezi negativné ovliviiujici faktory déale patii vlastni
proces izolace bunék, ktery nedostatecné selektuje nddorové buniky. Suspenze bunék pouzita
pro in vitro testovani je vlastn¢ heterogenni smés nadorovych bungk, mezotelii, stromalnich
bun¢k ¢i fibroblastt, které ovliviiuji svym metabolismem vysledné hodnoty absorbance, a
tedy i hodnoceni vysledku. Mozné metody purifikace pro ziskani pouze nadorové suspenze
bungk jsou vsak kvili své nizké vytéznosti nepouzitelné (185-187).

Vykazuje-li nador chemorezistenci in vitro na testované cytostatikum, lze predpokladat, Ze
dany preparat bude neGéinny i invivo. Vykazuje-li nador chemosenzitivitu in vitro na
testované cytostatikum, vSak nutné neznamend, Ze nddorové buinky budou na dané
cytostatikum citlivé in vivo. Uinek 16¢by neovliviiuje jen genetickd diverzita samotného
nadoru, ale velky vyznam je v individudlnich rozdilech jednotlivych pacientek
V biotransformaci a biodistribuci 1é¢iva. Pfi in vitro testovnani je 1éCivo v pfimém kontaktu
s nadorovymi builkami, ale po intraven6znim podani lé¢iva dochazi k rozdilnému
metabolismu lé¢iva diky odliSnym polymorfismim a aktivité enzymi jednotlivych pacientek.
(188) Biodistribuce aktivniho lé¢iva zavisi také na vaskularité nadoru (189).

Vysledky naSi prace jsou ovlivnény velikosti vySetfovaného souboru, resp. velikosti
jednotlivych  podskupin  pacientek. Pro jednozna¢né ohodnoceni vlivu invitro
chemosenzitivity nadorovych bun¢k na cytostatika na obdobi bez progrese a na celkové
preziti bude tieba vysledky ovéfit na vyrazné vétSim poctu nemocnych.

MTT in vitro testovani chemosenzitivity nadorovych bunék izolovanych ze solidniho nadoru
pacientek patii, i pfes veskeré své nedostatky, mezi jednu z mala metod hodnotici redlny
vztah nadorovych bun¢k pacientek k jednotlivym cytostatickym preparatim. In vitro testovani
chemosenzitivity by mohlo slouzit jako vyznamna ¢ast hodnoceni chemorezistence spolu
se stanovovanim ostatnich farmakodynamickych, genetickych a imunologickych faktort,

ovliviyjicich t¢inek 1é¢by u jednotlivych pacientek, nejenom s karcinomem ovaria.
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11 ZAVER

V nasi praci jsme dosli k nésledujicim poznatktim:

11.1 Cil 1: uréeni nezavislého prediktivniho faktoru na PFS a OS.

Jako nezavisly rizikovy faktor na obdobi bez progrese a na celkové preziti jsme prokazali

stadium onemocnéni pii diagndze a velikost nadorového rezidua po chirurgické 1€¢be.

11.2 Cil 2: stanoveni in vitro chemosenzitivity nadorovych bunék.

Nejcast€jsi vyskyt in vitro chemosenzitivity byl prokazana u cDDP.

11.3 Cil 3: vztah in vitro chemosenzitivity s PFS a OS.

Pacientky s prokazanou in vitro chemosenzitivitou na cDDP maji delsi obdobi bez progrese i
celkové preziti nez pacientky s prokazanou chemorezistenci. Tento vliv jsme neprokazali u

CBDCA ani u PAKL.

11.4 Cil 4: vztah in vitro chemosenzitivity a prognostickych parametri s PFS a PS.

Nejdelsi obdobi bez progrese i celkové pieziti maji pacinetky s optimalné provedenym
chirurgickym vykonem a zaroven s invitro chemosenzitivnimi nadorovymi buikami na

CBDCA.

11.5 Cil 5: shoda vysledkit MTT testovani z ¢erstvé tkané a ascitu.

Shoda vysledkit MTT testovani mezi Cerstvé zpracovanou nadorovou tkani a ascitem

prokazala uspokojivé vysledky jen u testovani na CDDP.
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11.6 Cil 6: shoda vysledkit MTT testovani z ¢erstvé a zmraZené tkané.

Shoda vysledkit MTT testovani mezi ¢erstveé zpracovanou nadorovou tkdni a zmrazenou tkani

nebyla uspokojiva.

In vitro testovani chemosenzitivity nadorovych bunék nam dava informaci o jejich citlivosti
na jednotliva cytostatika. Klinicky vyznam je zejména u prokazané chemorezistence na
konkrétni preparaty, a tim predpoklad neuspéchu planované 1écby. In vitro MTT testovani je
metoda hodnotici citlivost nadorové tkané individualnich pacientek na konkrétni
cytostatikum. Problematika in vitro testovani je zejména v rtiznorodosti pouzivanych metodik,
v potfebé dostatecného mnozstvi tkdné a riznorodosti vyseparované bunééné suspenze.

In vitro testovani chemosenzitivity by mélo byt soucasti komplexu vySetfovacich metod u
pacientek s karcinomem ovaria, pifed podanim cytostatické 1éCby, a tim pfispét k jeji

individualizaci.
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