Univerzita Karlova v Praze
Lékarska fakulta v Hradci Kralové

Vyznam polymorfismi geni ATM a TGFf1 v predpovédi pozdnich
komplikaci u chemoradioterapii 1é¢enych pacientek s pokrocilym
karcinomem déloZniho ¢ipku

Simona Paulikova

Autoreferat disertac¢ni prace

Doktorsky studijni program Klinicka onkologie a radioterapie

Hradec Kralové

2014



Disertacni prace byla vypracovana v ramci doktorského studijniho programu Klinicka
onkologie a radioterapie na Klinice onkologie a radioterapie Fakultni nemocnice v Hradci
Kralové.

Autor: MUDr. Simona Paulikova, Klinika onkologie a radioterapie FNHK

Skolitel: prof. MUDr. Jifi Petera, Ph.D., Klinika onkologie a radioterapie FNHK

Skolitel konzultant: doc. MUDr. Renata Soumarova, Ph.D., MBA, Komplexni onkologické
centrum Novy Ji¢in

Oponenti: doc. MUDr. Martina Kubecova, Ph.D., Radioterapeuticka a
onkologicka klinika Fakultni nemocnice Kralovské Vinohrady

prof. MUDr. Jindfich Finek, Ph.D., Onkologické a radioterapeuticka
klinika Fakultni nemocnice Plzen

Obhajoba se bude konat pted Komisi pro obhajoby OR Klinickd onkologie a radioterapie dne
12.12.2014 v Hradci Kralové- ve FNHK, Basteckého pavilon, budova ¢. 23, 3.patro od 13
hod.

Tato prace vznikla za podpory grantu: IGA MZ CR- NT/11334 a dale podpotena projektem
PRVOUK 37/11.

S diserta¢ni praci je mozno se seznamit na studijnim oddéleni dekanatu Lékaiske fakulty
V Hradci Kralové, Univerzity Karlovy v Praze, Simkova 870, 500 38 Hradec Kralové (tel.
495 816 131).

prof. MUDr. Jifi Petera, Ph.D.
Ptedseda komise pro obhajoby diserta¢nich praci



Vv doktorském studijnim programu Klinické onkologie a radioterapie

1 Obsah
2 SOUNITE Lo 4
3 SUMMAIY. ettt ettt b e bt e s bt e r e e b e n e nne s 5
N €Y OO TTRT TR 6
5  Karcinom d@loZniho CIPKU ......coviiiiiiiici e 6
5.1 EPIACMIOIOQIE. ...t 6
5.2 Rizikové a prognosticke faktory.......ccociiiiiiiiiiiiii e 7
5.3 Diagnostika, histopatologie @ Staging ..........ccerereririiiiieieeee s 7
5.3.1  DIAGNOSLIKA. ......evieiieiitiiieieee ettt 7
T A o 1151 (0] o 10] [0 |- OSSR 8
5,303  SHAGING ettt bbb 8
5.4 Terapie karcinomu d€loZniho CIPKU ......cceeiviiiiiiiiii e 9
5.5 Polécebné sledovani, komplikace a progniza ...........cccoceeiieiiiiicie i 10
5.5.1  Polécebné sledovani (fOllOW UP) ....cvvrvveiiiiiiiiiiiiiesecsee e 10
5.5.2  PIOZNOZA......oiiiiiiiiiiieee e 10
5.5.3  PoléCebné KOMPIKACE.......coiiiiiiiiiiiiiiie s 10
6  RadiobiologiCke aSPEKLY ....c.coviiiiiiiiiiiei s 12
6.1 Bunéény cyklus, jeho regulace a vyznam jednotlivych fazi.........cccooeviiiiiicnnne 12
6.2 Reakce bunék na posSkozeni ionizujicim Zafenim..........ccoeveriiriiciie e 13
6.3 Radiosenzitivita a radioreziStence .............cooeiiriiiiiiiiiise e, 14
7 Gen ATM — Ataxia- teleangiectasia Mutated............cccooeieiiriniiieieee e, 14
7.1 Lokalizace genu, zafazeni do proteinové rodiny a funkce .........ccccoeeiiiiiiiiiicnnnn, 14
7.2 Mutace a polymorfismy genu ATM a buné¢na radiosenzitivita ............ccoeevveeeeennnn, 15
8  Gen TGFpI- transforming growth factor B1 Zen ........cccccvviiiiiiiiiiiici e 15
8.1 Lokalizace genu, zafazeni do proteinové rodiny a funkce ..o, 15
8.2 Polymorfismy genu TGFf1 a postiradi¢ni nezadouci reakce........coovvvrvrviiniennnn, 16
9 Clle diSErtaCni PIACE .....eeiveeriiireitieie sttt ettt n e 17
10 Soubor nemocnych, vySetfovaci MEtOdY ........ccccvviviiiiiiiiiiiiei i 17
10.1 PACTENTI ... 17
10.2 LECba @ SICAOVANT .....eoiiiiiice s 18
10.3 Vysetfovaci metody- DNA analyza jednotlivych polymorfisma...........ccccceevvinennn. 18
10.4 Statistickd analyza ..........ccooiiiiiiiii 19
L1 VSIRAKY ettt bbbt 19
12 DISKUZE @ ZAVEL ...eeiiiiiiii ettt ettt ettt nne e nnee s 21
13 POUZItA LIEETALUTA: ..ouviiiiiieieiie ettt ettt e s e e be e s e e e nnneeneesneens 23



14 Ptehled publikacni CINNOStT AULOTA: ....ccvviviiiiiiiieiiie s 28

2 Souhrn:

Karcinom dé€lozniho ¢ipku je, vzhledem ke své incidenci, tieti nejcastéjsi gynekologickou
malignitou v Ceské republice. Vice jak 50% zjisténych tumord je diagnostikovano
ve stadiu niz§im. Metodou volby v 1é€b¢ pokrocilych karcinomti dé€lozniho ¢ipku je
kombinovana onkologicka 1é¢ba, ktera se sklada z radioterapie (kombinace teleterapie a
brachyterapie) a chemoterapie. Tento terapeuticky postup nam umoznuje ziskat dobrou
kontrolu nad tumorem, nicméné s sebou piinasi riziko vzniku pozdnich nezddoucich reakci,
které se vyskytuji u 10-15% takto 1é¢enych Zen. Tyto komplikace bohuzel zatim neumime
ptedpovidat, proto nalezeni vhodnych prediktivnich faktort vyssi tkanové radiosenzitivity by
nam napomohlo ptredem ur¢it rizikové pacientky, u kterych by bylo mozné upravit 1é¢bu tak,
abychom témto komplikacim ptedesli.

Rozvoj molekularné biologickych metod v poslednich letech ptinesl nové poznatky
ohledné& kancerogeneze, bunécného cyklu a v neposledni fad¢ i ohledné procesii probihajicich
Vv burice po ozéfeni. Vysledky dostupné z literatury naznacuji, ze za vyssi tkanovou
radiosenzitivitou stoji mutace gent, které se podileji na reparaci DNA a které ovliviiuji
bunécnou proliferaci.

Cilem naseho projektu bylo prokazat asociaci mezi jednotlivymi polymorfismy genit ATM
a TGFf31 a pozdni toxicitou chemoradioterapie, u pacientek 1é¢enych pro pokrocily karcinom
délozniho ¢ipku na Klinice onkologie a radioterapie Fakultni nemocnice v Hradci Kralové.
Dale jsme se také snazili validizovat vhodné a rychlé metody k jejich analyze.

Do studie bylo zatazeno celkem 55 Zen 1é€enych pro karcinom déloZzniho ¢ipku, ve stadiu
IIB a vyssim, chemoradioterapii. Od téchto pacientek jsme odebrali 2 zkumavky nesrazlivé
krve, které byly nasledné analyzovany na ptfitomnost nami zvolenych polymorfismi na
Ustavu Klinické biochemie a diagnostiky FNHK. Statistické zpracovani vysledkii prob&hlo na
Institutu biostatistiky a analyz Masarykovy univerzity v Brné.

Asociaciaci mezi jednotlivymi polymorfismy gentt ATM a TGFJ31 a pozdni toxicitou
chemoradioterapie se nam prokazat nepovedlo. Prokazali jsme ale satisticky signifikantni
asociaci mezi homozygotnim haplotypem genu TGF31 — Triple homozygot (- 509C>T,
1552delAGG a L10P) a rozvojem pozdnich komplikaci ITII-IV stupné (p= 0,021) i I-IV stupné
(p=0,012). Také jsme zavedli a optimalizovali vhodnou metodiku k vySetfeni zkoumanych
genetickych markert.

Dle vysledki nasi studie i1 dle dostupnych literarnich tidajti se ve vztahu k rozvoji pozdnich
ucinki po prodélané radioterapii zda vhodné testovat spise haplotypy €i genotypy sloZzené
Z jednotlivych rizikovych polymorfismi, nez polymorfismy samotné.



3 Summary:

Cervical cancer is due to high incidence the third most commonly diagnosed gynecological
cancer in the Czech republic. More than 50% of these tumors are diagnosed in advanced stage
(st. 11B and higher) and therapy is more difficult than in lower stage tumors. The standard
treatement method for locally advanced cervical cancers is combined oncological therapy
including external beam radiotherapy, brachytherapy and concomitant chemotherapy. This
treatement provides good tumor control, but there is also a risk of late complications in
irradiated area. Severe late complications affect 10-15% of patients. It is still not possible to
predict late complications and therefore detection of valid predictive factors for high tissue
radiosensitivity could help to identify patients with increased risk before therapy. Knowledge
of such predictive factors would also help to individualize the treatement.

New molecular biological methods brought new findings about cancerogenesis, cell cycle
regulation and cellular reaction to the radiation damage. It was hypothized, that mutation of
genes involved in DNA damage reparation or cell proliferation are one of causes of high
tissue radiosensitivity.

The aim of our study was to evaluate relations between ATM and TGF/1 polymorphisms
and late tissue toxicity in patients treated for cervical carcinoma by chemoradiotherapy at the
Department of Oncology and Radiotheapy of Faculty Hospital Hradec Kralové. The second
purpose was validization of methods for gene polymorphisms analysis.

The study included 55 patients with locally advanced cervical cancer (FIGO 1IB and
higher) treated by chemoradiotherapy. Two test tubes of anticoagulated blood were collected
from each patient. DNA was extracted from leucocytes and after that the presence of tested
polymorphisms was investigated at the Institute of Clinical Biochemistry and Diagnostics of
Faculty Hospital Hradec Kralové. Statistical analysis was performed at the Institute of
Biostatistics and Analyses, Masaryk University Brno.

We didn’t prove association between single polymorphisms of candidate genes ATM and
TGFp1 and late toxicity after chemoradiotherapy. On the other hand we established
significant association between compound homozygous haplotype of gene TGFf31 — Triple
homozygot (- 509C>T, 1552delAGG a L10P) and late complications grade I11-1V (p=0,021)
and grade I-1V (p=0,012). Our project also contributed to improvement of methods for
investigation of genetic markers.

According to our study and new publications compound haplotypes or genotypes seem to
be more useful for explanation of relation between late tisue toxicity and genetic factors than
single polymorphisms of candidate genes.



4 Uvod:

Zhoubna nadorova onemocnéni jsou druhou nejéast&jsi piicinnou amrti v Ceské republice
a vzhledem ke své vzristajici incidenci, predstavuji vysokou spole¢enskoekonomickou zatéz
eské populace. Z hlediska epidemiologie patii Ceska republika k nejzatizengj$im statiim
Vv Evropé¢ i na celém svété. Rocné dle poslednich tidajii onemocni zhoubnym nadorem pies
80 000 obyvatel a zemfe vice jak 27 000 nemocnych.

Karcinom ¢ipku d€lozniho, na ktery je zaméfena tato prace, je tfetim nejcastéjSim
gynekologickym nadorovym onemocnénim u Zen v Ceské republice. Roéné onemocni
ptiblizn€ 1000 Zen a asi 400 pacientek za rok v dasledku tohoto onemocnéni umira. Pro
progndzu pacientek je dulezity predevsim vcasny zachyt onemocnéni, protoze pokrocila
stadia jiz nelze tesit chirurgicky. Metodou volby se u takovych Zen stava radikalni
radioterapie- zevni radioterapie v kombinaci s brachyterapii a konkomitantni chemoterapii.
Tato 1é¢ba umoziuje sice dobrou kontrolu nad chorobou, ale pfinasi s sebou mozny vznik
pozdnich postiradia¢nich komplikaci. Tyto komplikace se vyskytuji u 10-15% takto lécenych
zen a zvySuji morbiditu i mortalitu v polécebném obdobi. Prozatim nedokézeme piedem
ptedpovidat jejich vyskyt, proto by nalezeni vhodnych prediktivnich faktord vyssi
radiosenzitivity umoznilo u pacientek nasledné modulovat terapii tak, abychom témto
komplikacim predesli.

Dle dostupnych tidaju v literatuie za pozdni postiradiacni reakce mize vyssi
radiosenzitivita tkani. Jako jeji pfi¢ina byla a je zkoumana cela fada mutaci gent, které
zodpovidaji pfedevsim za reparacni procesy poskozené DNA ionizujicim zafenim, nebo jsou
zapojeny do proliferace bun€k. Vzhledem ke slozitosti téchto procest, nelze prozatim
z dostupnych védeckych publikaci presné urcit mutaci jediného genu, ¢i mutace skupiny
gent, které by byly zodpovédné za zvysenou tkaniovou sesitivitu k ionizujicimu zafeni.

V ramci této prace jsme se v teoretické oblasti zaméfili na epidemiologii, diagnostiku a
lé¢bu karcinomu délozniho €ipku. V dalsi ¢asti jsou uvedeny radiobiologické udaje, zadkladni
teorie o radiosenzitivité a radiorezistenci tkani a pojednani o genech ATM a TGFf31 s diirazem
na jejich funkci a vyznam jejich polymorfismi v rozvoji pozdni reakce tkani na poskozeni
ionizujicim zafenim.

Vlastni vyzkumna ¢ast prace je zaméfena na analyzu vztahu mezi jednotlivymi
polymorfismy gentit ATM a TGF)31 a pozdnimi postiradiaénimi komplikacemi vzniklymi u
pacientek 1écenych pro pokrocily karcinom déloZniho ¢ipku na naSem pracovisti.

5 Karcinom déloZniho ¢ipku:

5.1 Epidemiologie

Karcinom dé&lozniho hrdla, je dle poslednich udajii v Ceské republice tfeti nejéastsji se
vyskytujici nadorové onemocnéni Zenskych pohlavnich organt. Se svoji incidenci 19,1/
100 000 obyvatel se Ceska republika fadi v evropském méfitku mezi zemé s nejvétsim
vyskytem tohoto onemocnéni.

Mortalita ¢ini u nadorit délozniho hrdla 7,5 ptipadd/ 100 000 obyvatel ro¢né a jeji
tendence ma dle poslednich tdaji mirné vzestupny charakter. Ve srovnani s dal$imi

evropskymi staty je mortalita v CR spiSe na stfedni urovni, v celosvétovém mefitku potom
patfime k zemim s nizsi mortalitou.



Bohuzel dlouhodobé pretrvava jesté vysoké procento pacientek, u kterych je
diagnostikovano onemocnéni v pokrocilém stadiu. Toto procento €ini pres 50% vSech
diagnostikovanych invazivnich karcinomt délozniho hrdla. Tyto alarmujici hodnoty svéd¢i o
pozdni diagnostice, ktera se odviji od absence dobie organizovaného screeningu, nekvalitnich
cytologickych laboratoii, nedostatku testovani HPV a neexistence zpétné vazby ve smyslu
kontroly pracovist’ (Cibula et al. 2009).

5.2 Rizikové a prognostické faktory

Hlavnim rizikovym faktorem je infekce lidskym papilomavirem s vysokym rizikem - HR
HPV (high risk human papilloma virus). Jde jiz v podstaté o faktor etiologicky, protoze jeho
pozitivitu vykazuje 99,7 % ptipadi karcinomu ¢ipku déloZniho. Nejvyssi riziko vzniku
maligni transformace u bun¢k sliznice délozniho ¢ipku ptedstavuji predevsim HR typy 16 a
18, které se podileji na vzniku ptiblizné 70% karcinomi. Promofenost nasi populace timto
virem je zhruba 80% a svého maxima vyskytu dosahuje pted 25. rokem u sexudln¢ aktivnich
zen.

Mezi dalsi rizikové faktory patii- Casny zacatek pohlavniho Zivota, vétsi pocet sexualnich
partnert (10 a vice), koufeni (oslabuje slizni¢ni imunitu), multiparita, nizky socioekonomicky
status, imunodeficitni onemocnéni, nedostate¢ny piijem vitamind, jisté rodinna zatéz ze strany
matky a uzivani hormonalni kontracepce, kterd podporuje transkripci a perzistenci viru
v kombinaci s dal§imi rizikovymi faktory. Jednim z velmi dulezitych rizikovych faktor je
také zanedbavani pravidelného kazdoroc¢niho cytologického screeningu s expertni
kolposkopii. BohuzZel screening neni v Ceské republice prozatim dobie organizovan a
vysledkem je tak pretrvavajici vysoka incidence karcinomu cervixu.

V¢étSina hlavnich prognostickych faktorii je zahrnuta v samotném stagingu onemocnéni a
vyjadiena pomoci TNM a FIGO klasifikace. Jako prognosticky negativni se jevi tumory
vétSiho rozsahu (T), pozitivni postizeni lymfatickych uzlin (pokud se zjisti peroperacné, klesa
Sance na pétileté pieziti z 90 na 30%), vétsi velikost primarniho tumoru (U pacientek
S tumorem vét$im nez 4 cm je snizené 10 leté pieziti na pouhych 13% (Moukova et al. 2013)
a jako velmi silny negativni prediktivni faktor se jevi bilateralni postizeni parametrii oproti
unilateralnimu (Siuhami et al., G C de Toit et al. 1997). Mezi dalsi negativni prognostické
faktory patii — Sifeni tumoru do oblasti déloZniho isthmu a délozniho téla, invaze do krevnich
a lymfatickych cév (prognosticky horsi je angioinvaze), intraperitonedlni Sifeni,
histopatologicky grading, ktery ma prognosticky vyznam predev§im u adenokarcinomil, u
casnych stadii spinocelularniho karcinomu je to hodnota SCCA markeru pied 1écbou.
Prognézu také vyznamné ovliviiuje adekvatni radikalita operaniho vykonu a kvalitné
provedena radioterapie, proto je nutné péci o tyto pacienty pienechat do specializovanych
onkologickych center, kde je zajiSténa komplexni terapie.

5.3 Diagnostika, histopatologie a staging

5.3.1 Diagnostika

V ramci preventivniho screeningového programu karcinomu déloZniho ¢ipku je pacientce
jednou ro¢né provedeno gynekologické vysetifeni pomoci prebioptickych metod (kolposkopie,
cytologicky stér a nepovinné testace na HR HPV subtypy) doplnéné pohmatovym vySetfenim,
vySetfenim zevnich rodidel a gynekologickym ultrazvukem. Pokud nékteré z téchto vySetfeni
ukaze podezieni na prekancerozu ¢i karcinom, néasleduje cilené biopsie, kterou v ptipadé
pozitivniho vysledku nasleduji standardni stagingova vysetieni, ktera jsou uvedena v tabulce

W

¢. 1.



Tabulka €. 1: Standardné uzivana obligatorni a fakultativni stagingova vySetfeni

Obligatorni vySetieni Fakultativni vySetieni
Anamnéza, fyzikalni vySetieni Cysto- rektoskopie ev. koloskopie
Komplexni gynekologické vysetieni + biopsie | Expertni UZ vagindlni sondou
Laboratorni vysSetieni- KO+diff, bichemie séra

a mocCi UZ ledvin a jater

Odbér bHCG a markeru SCCA Scintigrafie ledvin
Rentgenovy snimek hrudniku od st.IB2 Laparoskopicky staging uzlin
MRI panve od st. IB2 Peroperacni vySetfeni SLN

PET/CT, nebo CT bticha a panve od st.IB2

Dle vysledkii vySe popsanych vySetfovacich metod je ureno stddium zhoubného procesu.
O nésledujici terapii by mél vzdy rozhodovat tym skladajici se z gynekologa, klinického a
radia¢niho onkologa, patologa a event. radiodiagnostika, jelikoz, kvalitné provedeny a uréeny
staging s nasledné dobfe zvolenou terapii patii k dilezitym prognostickym faktorim.

5.3.2 Histopatologie:

Ptevazna vétsina diagnostikovanych primarnich tumoria hrdla délozniho jsou tumory
epitelové s prevahou dlazdicobunécného karcinomu, ktery tvoii 60-80% vsech karcinomil této
oblasti. DalSich 10-15% tvofi adenokarcinomy riznych typl a zbytek pak predstavuji vzacné
tumory napf. adenosquamoézni karcinomy, adenoidné cystické karcinomy, nadory s
neuroendokrinni sekreci atd. Zajimavosti je, Zze v zemich, kde se vzhledem ke kvalitnimu
screeningu snizuje incidence karcinomu hrdla délozniho, klesa podil karcinomt
dlazdicobuné&nych, ale zvysSuje se vyskyt adenokarcinomt (Cibula et al. 2009). Zavér
kazdého histopatologického vysSetfeni bioptického vzorku by mél vZdy uvadét histologicky
typ nadoru, stupen diferenciace (grade), hloubku invaze do stromatu a vyjadieni o
lymfangioinvazi. U stadii Ial a a2 je nutno dodat rozmér 1éze. Pokud §lo o konizat, potom
popis okraju preparatu a to jak lateralnich, tak proximalniho okraje v kandle hrdla dé€loZniho.

5.3.3 Staging:

K urceni stadia karcinomu délozniho ¢ipku pouzivame dvé hlavni klasifikace- TNM a
FIGO. Zohlediuje se v nich piedevs§im velikost tumoru, postizeni okolnich organt,
lymfatickych uzlin a vyskyt vzdalenych metastaz. Prozatim o stadiu onemocnéni nerozhoduje
v TNM Kklasifikaci uvedena stromalni invaze, dale stadium neovliviiuje ani lymfangioinvaze,
stupen postizeni parametrii, pomér velikosti tumor6zni 1éze k objemu cervixu ¢i rozliSeni
stupné postizeni stény rekta a moCového méchyte. TNM klasifikace hodnoti velikost primarni
1éze, postizeni regionalnich miznich uzlin a vyskyt vzdalenym metastaz. Klasifikace FIGO je
zaloZena na klinickych vySettenich, ackoliv je v posledni revizi zfejmy posun ke klasifikaci
na zaklad¢ histopatologického vysetfeni preparat ziskanych chirurgickym stagingem.
Podrobnéjsi rozd€leni jednotlivych stadii uvedeno v tabulce ¢. 2.



Tabulka €. 2: Souhrn klasifikaci TNM a FIGO (Cibula et al. 2009)

| TNM || FIGO | |
‘TX ||- HPrimérni nador (TU) se neda posoudit |
‘- HO HDysplasie nebo cervikalni invazivni neoplazie (CIN) |
ITis 0 |Karcinom in situ (CIN 111) |
T1 stadium | TU ohraniceny na déloZzni hrdlo (proristani do dé€lozniho hrdla se
I nebere v potaz)
‘Tl H IA HInvaZivni karcinom identifikovatelny jen mikroskopicky ‘
T1 1AL Stromalni invaze do hloubky a maximaln¢ 3 mm a do Sitky maximalné
7 mm
T1 A2 Stromalni invaze do hloubky a maximaln¢ 5 mm a do Sitky maximalné
7mm
T1 IB Stromalni invaze do hloubky vétsi nez 5 mm nebo do Sitky vEtsi nez 7
mm, nebo klinicky identifikovatelny tumor ohraniceni na délozni hrdlo
‘Tl HIBl HKlinicky identifikovatelny tumor mensi nez 4 cm ‘
‘Tl HIBZ HKlinicky identifikovatelny tumor vétsi nez 4 cm ‘
T2 stadium |Nador Sifici se mimo déloZni hrdlo nebo nepostihujici bo¢ni stény
1 panve nebo dolni tfetinu pochvy
‘TZ HI 1A HTU infiltruje st€nu pochvy, ale ne jeji dolni tfetinu ‘
T2 B [TV infiltruje parametria |
;lr/?lebo stadium |[Sifeni TU do dolni téetiny pochvy nebo se $iii na panevni sténu, &i
N1 11 zpusobuje hydronefrozu
‘T3aNO ||I A HTU postihuje dolni tfetinu pochvy
T1-3bN1 IniB TU se 8ifi na l?OCIll sténu panve nebo zplusobuje hydronefrozu ¢i
afunkéni ledvinu
stadium
v
T4 VA TU infiltruje sténu mocového méchyie nebo konecniku, nebo se §ifi
mimo malou panev
‘Ml ||IVB HTU ma vzdalené metastazy

5.4 Terapie karcinomu délozniho ¢ipku

Chirurgicky vykon je povazovan za dominantni lé¢ebnou modalitu predevs§im u
¢asnych stadii karcinomu hrdla d€lozniho (tedy do stadia ITA). V poslednich letech je
kladen dtraz ptfedevSim na redukci pooperacni morbidity a to pomoci modifikace radikality
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http://cs.wikipedia.org/wiki/Mo%C4%8Dov%C3%BD_m%C4%9Bch%C3%BD%C5%99
http://cs.wikipedia.org/wiki/Kone%C4%8Dn%C3%ADk

vykont s ohledem na prognostické faktory a pfani pacientky ohledné zachovani fertility.
Alternativou v téchto stadiich k chirurgickému vykonu je radikalni radioterapie. Indikovana je
v ptipadech, kdy se pacientka z jakéhokoli diivodu nemiize podrobit operaénimu vykonu,
nebo jde o jeji vyslovné ptani. Jako metoda volby se nepouziva predevsim kvili
postiradiaénim komplikacim, které nemocnym zhorsuji kvalitu pfedev§im sexualniho Zivota a
také kvili ozareni ovarii. Nicmén¢ vzhledem ke zlepSujicim se ozafovacim technikam se
radioterapie dostava dle poslednich studii, do poptedi jiz od stadia IB2.

Metodou volby od stadia IIB, kdy nador pfertsta pericervikalni fascii a postihuje
parametria je radikalni chemoradioterapie. V poslednich letech v$ak neni uplné jednotny
nazor na operabilitu tohoto stadia. V nékterych centrech, pokud nejsou potvrzeny vzdalené
metastazy i invaze do okolnich orgadnd, se operuji i stddia s invazi do parametrii. Vzhledem
k tomu, Ze je$té neni dostatek studii, které by srovnavaly prognoézu a morbiditu pacientek
1é¢enych chirurgicky a lé¢enych radioterapii, nelze stoprocentné fici, ktera z metod je
metodou volby. Nicméné standardem v Ceské republice ziistava radikalni chemoradioterapie
a k tomuto zptsobu 1é¢by se priklanégji i NCCN doporuceni.

5.5 Polécebné sledovani, komplikace a prognoza

5.5.1 Polécebné sledovani (follow up)

Cilem polécebného sledovani pacientek je v€asné zachyceni mozné recidivy onemocnéni,
dal$im cilem je eventudlni vyskyt sekundarnich tumorti ve sledované oblasti a v€asna
diagnostika polécebnych komplikaci. Nej€astéji se objevuji recidivy do dvou let od prodélané
1é¢by, nicméné az 11% pripadl se manifestuje i po 5. roce od ukonceni terapie (Cibula et al.
2009). V prvnim roce by méla byt pacientka vySetiena nejprve po ¢tyfech tydnech od
ukonceni terapie a nasledné dochazet na kontroly kazdé tfi mésice. V ramci této kontroly je ji
provedeno fyzikalni a gynekologické vySetteni, fakultativné provedeny odbéry markert
SCCA (u spinocelularnich karcinomit), nebo CA 125 a CEA (u adenokarcinomit). Ultrazvuk
panve a ledvin v prvnich dvou letech je indikovan kazdé 3-6 mésice, poté jen 1x ro¢né. Ze
zobrazovacich vysetieni se provadi RTG srdce a plic 1x rocné a fakultativné CT bficha a
panve, MRI panve, nebo PET/CT.

5.5.2 Prognoza

V¢éasné zachyceni karcinomu délozniho ¢ipku, dava pacientkdm velkou nadéji na Gplné
vyléceni. S pokrocilosti choroby se vSak jejich prognoza zhorSuje. Nejvyznamnéj$im a
prognozu nejvice zhorsujicim faktorem je samotna velikost priméarniho tumoru a hlavné
postiZeni lymfatickych uzlin. Dllezitym faktorem je také spravné zvolena a hlavng kvalitné
provedena terapie a v neposledni fad¢ zavisi prognoza na agresivité samotného tumoru,
celkovém stavu pacientky a jeji spolupraci.

5.5.3 Polécebné komplikace

Vznik nezddoucich reakci po 1€¢be€ zavisi u pacientek s karcinomem délozniho ¢ipku
pfedevsim na pokrocilosti onemocnéni, uZiti vhodné 1écebné metody a hlavné na celkovém
stavu pacientky pted 1écbou. Vzhledem k tomu, Ze u ¢asnych stadii davdme prednost 1écbé
chirurgické a u stadii pokrocilejsich zase pfevlada chemoradioterapie, délime polécebné
komplikace na chirurgické, postiradiaéni a postchemoterapeutické. Dle vzniku od ukonceni
l1é¢cby, miiZzeme délit komplikace také na ¢asné a pozdni. Kvili zaméteni disertacni prace zde
budou vice rozebrany nezadouci reakce po onkologickeé 1écbé.

Rozvoj chirurgickych komplikaci zavisi pfedevsim na rozsahu vykonu (na radikalit¢), na
komorbiditach pacientky a hlavné na erudici centra provadéjiciho operacni 1€cbu. Nejc€astejsi
peroperacni komplikaci, a to hlavné pii radikalni hysterektomii, je krevni ztrata. Postihuje asi
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5% pacientek a v dnesni dob¢ je mortalita z této pficiny jiz vzacna. V ¢asném poopera¢nim
obdobi se nejcastéji vyskytuji urologické komplikace, jako je hypotonie mocového méchyie
s nutnosti ponechani Foleyova katétru (15-76%). V pozdnim poopera¢nim obdobi se objevuji
komplikace piedné v souvislosti s provedenym vykonem v panvi a v souvislosti s provedenou
lymfadenektomii. Ty nejcastéji se vyskytujici jsou: 1) urologické — pretrvavajici hypotonie
mocového méchyie, tvorba pistéli, inkontinence moci, 2) intestinalni- subile6zni a ile6zni
stavy, 3) lymfovaskularni - nejcastéjsi jsou lymfedémy dolnich koncetin, trombembolické
piihody z panevnich Zil a 4) komplikace spojené s hojenim sutury- hematomy, abscesy ve
sténé biisni, hernie. Velmi diilezité pozdni komplikace ovliviiujici kvalitu Zivota Zen po
chirurgické 1é¢bé jsou sexualni dysfunkce. V pooperacnim obdobi udava potize se sexualni
dysfunkci 75% zen a ptiblizné 15% pacientek sviij sexudlni zivot po 1é¢be uplné ukonci
(Cibula et al. 2009).

Onkologicka terapie, vzhledem ke svému Sirokému spektru, zptisobuje celou fadu
nezadoucich reakci. Netyka se totiz pouze tkani postizenych tumorem, ale ¢asto ovliviiuje
celou fadu pochodt, které se diive, nebo pozdéji projevi na zdravych tkanich jak v pfimém
okoli tumoru, tak i na tkénich vzdalenych. JiZ pii pldnovani radioterapie musi radia¢ni
onkolog dle hodnot toleran¢nich davek zdravych tkani rozhodnout o davce, kterd bude
aplikovéana do cilového objemu s minimalnim zasaZenim kritickych orgéni. U karcinomu
délozniho ¢ipku jsou hlavnimi kritickymi organy mocovy méchyt, rektum a tenké stievo.
Pokud je nutné ozafované pole rozsitit a ozafovat oblast paraaortalnich uzlin ptidava se k nim
jesté micha a ledviny.

Komplikace po prodélané radioterapii miizeme rozd¢lit dle mista vzniku na lokalni a
systémové. Lokdlni reakce jsou omezeny na ozafovany objem. Byvaji jimi postizeny tkané
vystavené pfimému svazku ionizujiciho zafeni, coZ u karcinomu délozniho ¢ipku jsou
predevsim klize v ozafovaném poli, rektum, moc¢ovy méchyt, pochva a panevni kosti.
Systémové reakce po aktinoterapii jsou nespecifického razu. Vyskytuji se zejména u
pacientek, u kterych byl velky ozafovaci objem v oblasti bficha. Patii mezi n¢ unava,
malatnost, nauzea, zvraceni a jako systémovou reakci lze oznacit 1 Gtlum kostni dfen¢.

DalSim a prakticky nejvyuzivanéj$im délenim postiradiacnich reakcei je rozd¢leni dle
rychlosti jejich nastupu- na ¢asné a pozdni. Toto déleni ale nezavisi tak na dobé vzniku, jako
na patofyziologickém mechanismu ucinku ionizujiciho zafeni na urcité typy tkani.

Casné poostiradiacni reakce se tykaji predeviim tkani s rychlou obménou bunék. Jde tedy
pfedevsim o sliznice, kiiZi a kostni dient. U pacientek s karcinomem déloZzniho ¢ipku nejcastéji
pozorujeme lokalni ¢asné Gcinky v podobé¢ postradiacni dermatitidy v oblasti tfisel, perinea a
crena ani. Dalsi Casto se vyskytujici jsou reakce na sliznici pochvy v podobé edému a
epitelolyzy s fibrinovymi nélety (tzv. Spekovita reakce). Mezi velmi frekventované symptomy
¢asné reakce patii urologické obtize - dysurie, hematurie, nykturie a z gastrointestinalnich to
jsou predevsim prujmy, nadymani, tenezmy, bolesti bficha, rektorhagie a pfi ozafovani
Vv oblasti horniho bficha pak nechutenstvi, nauzea a zvraceni. K dal$im jiz systémovym
casnym reakcim fadime hematologické reakce. Tyto se zvlasté vyskytuji u pacientek lécenych
kombinaci chemoterapie a radioterapie. Proto je béhem 1écby nutné u pacientek sledovat
pravidelné hodnoty krevniho obrazu (KO) s diferencidlnim poctem leukocytl. Pozorované
poklesy se tykaji pfedevsim erytrocyti, leukocyti a trombocytll. Zavaznost reakci se posuzuje
podle pétistupnové skaly nejcastéji dle RTOG, RTOG/EORTC kritérii, nebo LENT-SOMA
skorovaciho sytému.

Pozdni nezadouci efekty radioterapie postihuji tkang, jejichZ buniky maji dlouhy bunéény

cyklus a reaguji tedy s vétSim zpozdénim na poskozeni ionizujicim zafenim. Bohuzel bunky
téchto tkani maji také nizkou schopnost regenerace, a proto zmény v dané tkani byvaji

11



vétSinou ireverzibilni. Toto je hlavni limitujici faktor aplikace radioterapie. Frekvence
vyskytu pozdnich komplikaci po radioterapii se u pacientek s karcinomem délozniho ¢ipku
pohybuje mezi 10-15%. Pozdni nezadouci reakce se manifestuji v intervalu od 6 mésict az po
nékolik let od ukoncené terapie. Po radioterapii karcinomu cervixu byva nejcastéji postizeno
rektum, moCovy méchyt a uretra, vagina a tenké sttevo. Riziko se zvySuje se zvysujici se
davkou, s velikosti ozafovaného objemu a zavisi také na pouzité technice a davkovém
schématu. Z biologickych faktorti rozvoj pozdnich uc¢inkt radioterapie ovliviiuje predevsim
tkanova hypoxie, sekundarni zanétliva reakce a fibroprodukce a v neposledni fadé
molekularné biologické faktory (napt. mutace genti zodpovédnych za spravny pribeh
bunécného cyklu a za bunécnou proliferaci). Pravé mutace gent ovliviiujicich bunécné
pochody jsou v souc¢asné dob¢ studovany jako jedna z pticin vyssi senzitivity tkani

K ionizujicimu zafeni. K objektivizaci pozdnich komplikaci pouzivame mezinarodni
klasifikace podobné¢ jakou akutnich nezadoucich reakci. Pacientky po 1écbé cervikalniho
karcinomu postihuji nejcastéji stendza pochvy nebo posevniho pahylu, postiradiacni
proktitida a cystitida, fibroza podkozi a lymfedém dolnich koncetin. Zavaznéjsi nezadouct,
nicméné vzacné reakce jsou osteonekroza kosti v panevnim kruhu a lumbosakralni plexopatie.
Lécba téchto komplikaci byva dlouhodoba a ve vétsing piipadl jde spiSe o zmiriovani obtizi.
U téz8ich ptipadl je nutné i operacni feSeni (napf. derivacni stomie, epicystostomie, nebo
chirurgicka uprava vaginalnich sten6z). Cilem radia¢ni onkologie je proto co nejvice Setfit
zdravé tkané€ upravou technik planovéni a aplikace ionizujiciho zafeni. Cilem soucasného
vyzkumu v této oblasti je nalézt vhodné prediktivni faktory vyssi radiosenzitivity, které by
nam umoznily 1épe individualizovat 1écbu s cilem dobré kontroly samotného nadoru pii
maximalnim Setfenim zdravych tkani.

Postchemoterapeutické nezadouci t¢inky zahrnuji velké mnozstvi akutnich i pozdnich
komplikaci a jejich podrobnéjsi popis jisté pfesahuje ramec tohoto textu. Vzhledem k tomu,
ze u pacientek 1é¢enych pro karcinom délozniho ¢ipku jsou v radikalni 16¢b¢ nejcastéji
uzivany platinové derivaty, vyskytuji se u nich piredevsim tyto nezddouci reakce — 1) alopécie,
ktera byva pouze docasna, 2) nauzea a zvracenti, které ale jiz v dnesni dob¢ vétSinou dobfte
zvladame pomoci kombinované antiemetické terapie, 3) hematologicka toxicita- anémie,
neutropénie a trombocytopénie, které dle stupné zdvaznosti feSime suplementaci krevnich
derivath ¢i ristovymi faktory a posledni velmi vyznamna je 4) nefrotoxicita, kterd u téZSich
ptipadti mize skoncit trvalym poskozenim az selhanim ledvin, proto je nutné pravidelné
kontrolovat ledvinné funkce a zajistit dostate¢nou hydrataci.

6 Radiobiologické aspekty

6.1 Bunécény cyklus, jeho regulace a vyznam jednotlivych fazi

Bunéény cyklus je u nenddorovych zdravych bunék presné a citlivé regulovany d¢j, na
jehoZz spravném pribehu se podili cela fada gent a jejich produkti. DéEli se na 4 faze: G1, S,
G2, M, pticemz kazda faze ma sva specifika a u riznych druhd bunék trvé i jinak dlouhou
dobu.

Faze G1 (Gapl)- je prvni fazi po déleni buiiky a probihaji v ni bézné fyziologické procesy.
Trva vétsinou nejdéle a v jejim pribeéhu ma buitkka moznost vstoupit do klidové GO faze, kdy
je nulova proliferacni aktivita a probihaji bazalni procesy uvnitt buiiky. Pokud buiika
nevstoupi do GO faze nésleduje fdze S (syntéza)- v jejim pribehu dochazi ke zdvojeni
(replikaci) genetického materialnu buiiky v rdmci pfipravy na bunééné déleni. Replikace
DNA je mnohastupniové kontrolovany proces, ktery miize pii Spatné funkci kontrolnich ¢i
reparacnich mechanizmt vést k zdvaznym genetickym zménam (mutacim). Po fazi syntézy
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nasleduje faze G2 (Gap?2) pti niz se zdvojuji organely a produkuji proteiny nutné

k naslednému rozd¢leni buniky na dvé bunky dcefiné. Samotna faze déleni se nazyva faze M
(Mitotickd) na jejimz konci vzniknou dv¢ buniky s identickou genetickou vybavou, které
vstupuji ve svych cyklech opét do faze G1.

Regulace takto slozitého procesu je nezbytné pro udrzeni homeostazy v organismu a jeji
poskozeni vede bud’ k buné¢né smrti, nebo k nadorové transformaci. Kontrolu zajist'uji
proteiny cykliny a cyklindependentni kinazy, jejichz funkce je na cyklinech zavisla. Bunéény
cyklus ma prozatim popsany 4 kontrolni body (checkpointy), z nichZ pro radiobiologii
nejvyznamngjsi je regulacni bod G1 a G2 (Feltl, Cvek 2008). Checkpoint G1 se nachazi mezi
G1 a S fazi a pted jeho piekonanim prod¢€léa buitka komplexni kontrolu integrity DNA. Pti
nalezeni chyby pribéhu kontroly, dojde k zastaveni buné¢ného cyklu a ke spusténi
repara¢nich mechanizmt. Pokud se defekt opravit neda, ptejde buiika do programované
bunécné smrti, pokud jej opravi, mize pokracovat dale v procesu déleni. Klicovou roli
Vv detekcei poskozené DNA hraje DNA dependentni kinaza ATM, o které bude pojednano
v samostatné kapitole nize. Druhym checkpointem je G2, ktery se nachazi mezi G2-M fazi.
Jeho hlavni vyznam spociva v kontrole jak integrity DNA, tak dalSich ¢asti replikované buiiky
pted rozdélenim do dcefinych bunék. Tyto dva velmi dilezité kontrolni body bunééného
cyklu se podileji na udrzeni genomové stability a jejich poskozeni se vyznamné podili na
rozvoji nddorové bunécné transformace.

Z radiobiologického hlediska je butika nejcitlivéjsi k poSkozeni ionizujicim zafenim
v pozdni G1 a G2 fazi, tedy pted vstupem buniky do checkpointu. Pokud doslo k poskozeni
DNA pted checkpointem je vétsi pravdépodobnost jeho odhaleni, ale 1 vétsi pravdépodobnost
bunécéné smrti. Zatimco pokud je DNA poskozena az za checkpointem je vétsi riziko, ze
poskozeni nebude opraveno a piezije tak burnka s poskozenym genomem (Feltl, Cvek 2008).

6.2 Reakce bunék na poSkozeni ionizujicim zarenim

Poskozeni molekuly DNA zpusobuje cela fada faktort, nicméné vhledem k zaméfeni této
prace bude dale pojednano pfedevsim o vlivu ionizujiciho zafeni na molekulu DNA.

Interakce ionizujiciho zafeni s molekulou DNA muzeme rozdélit na pfimé a nepiimé.
Zakladnim procesem, ktery zptsobuje samotné poskozeni DNA je ionizace. lonizace mtze
byt bud’ pfima (vSeobecné ji s vétsi pravdépodobnosti zplisobuje zafeni s t€Zkymi casticemi-
alfa zafeni) - vede ptimo k vyraznému poskozeni vétsinou obou vlaken DNA, nebo ionizace
nepriima (takto poskozuje molekulu DNA zatfeni s lehkymi ¢asticemi- zafeni X)- ta zplisobi
nejdtive ionizaci vody s naslednym vznikem volnych radikala kysliku, které reaguji s DNA a
poskozuji jeji fosfosacharidovou slozku, nebo poskozuji baze. Timto zpisobem je poSkozeno
az 70% bunék vystavenych ionizujicimu zafeni (Slampa, Petera et al. 2007). NejdtleZit&jsim
inzultem zplsobenym ionizujicim zafenim je tvorba zlomi DNA molekuly. Zlomy mohou
postihnout bud’ jedno, nebo ob¢ vlakna DNA a dle toho je také délime na jednovlaknové
zlomy (single- strand breaks SSB) a dvouvlaknové zlomy (double strand breaks — DSB) SSB
vznikaji naruSenim vazby mezi jednotlivymi nukleotidy na jednom vlakné¢ DNA molekuly.
Jsou snadngji reparovatelné, protoze druhé neposkozené vlakno slouzi jako vzor pro reparaéni
mechanismy. DSB jsou nejvyznamnéj$im poskozenim DNA. Jejich reparace je podstatné
poskozend genetickd informace miize vést k neregulovanému déleni bunék a ke spusténi
tumorogeneze.

Odpoveéd buiiky na poSkozeni DNA je vysoce slozity proces, zahrnujici regulaci genové
exprese ve vsech jejich stupnich, vedouci k expresi tisicii gend (Missirian et al. 2014). Prvnim
krokem odpovédi na poskozeni DNA je rozpoznani zlomt této molekuly. Klicovym enzymem
této aktivacni reakce je ATM kin4dza a ATR (ATM and RAD3 related) kindza, které nasledné
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spusti kaskadu d&jia vedoucich k zastaveni bunééného cyklu a k reparaci, nebo k bunééné
jsou homologni rekombinace (HR) a nehomologni rekombinace (HNEJ).

Homologni rekombinace je vysoce pfesny repara¢ni proces vyuzivajici neposkozeného
vlakna DNA. Probiha spise u jednodussich organismu a uplatituje se predevsim v pozdni S
fazi a tazich G2 a M, protoze jsou zde pfitomny sesterské chromatidy slouzici jako ptfedloha
(Reliene et al. 2007).
mechanismem opravy genomu u lidi (Burma et al. 2006). Dochézi pfi ni k pfimému spojovani
koncti poskozeného fetézce DNA molekuly (bez ohledu na kompatibilitu). Na rozdil od HR,
neni potfeba homologniho vlakna DNA K reparaci 1éze fetézce. Tento typ opravy genomu je
ale spojen s velkym rizikem vzniku genomovych zmén (mutaci), které mohou byt spousté¢em
kancerogeneze.

6.3 Radiosenzitivita a radiorezistence

Vnimavost bunék k u€inkiim ionizujiciho zafeni je ovlivnéna celou fadou faktort. Jednim
ze zakladnich je faze bunécného cyklu v jaké se dané bunky pfi ozareni tkdn€ nachéazeji. Bylo
prokézano, ze builky, které se nachazeji v pozdni G1 a G2 fazi, tedy pred kontrolnimi body
cyklu, nebo u nich probiha mitoticka faze, jsou vice radiosenzitivnéjsi (Sinclaire et al. 1963).
Na tomto podkladé 1ze nasledné rozdélit tkan¢ na radiosenzitivni a radiorezistentni, protoze
tkan¢, jejichz bunky maji kratky bunéény cyklus s rychlym proliferaénim potencialem, budou
vice vnimavé k ozéfeni. Rychle dé€lici se buiky maji totiZ omezenou reparacni kapacitu a po
jejich ozareni dochazi k rychlé bunécné smrti (sliznice, epidermis aj.). Naopak je tomu u tkani
radiorezistentnich, jejichz buniky se bud’ déli pomalu, nebo viibec (vazivo, svalova tkan, nebo
buitky CNS). Na vnimavost bunék k ionizujicimu zafeni ma vliv i dostate¢né okyslic¢ent,
pticemz hypoxie zplsobuje vyssi radiorezistenci bun¢k. Bunécna radiosenzitivita ma ale jisté,
dle posledniho vyzkumu, podklad v genetické vybave jedince. Tyto genetické rysy spole¢né
s vlivem prostiedi zptsobuji velkou interindividuélni variabilitu reakce organismu na
ionizujici zafeni (Roberts et al. 1999) a jsou v poslednich letech vyznamnym stiedem zajmu
védeckych praci, zkoumajicich vhodné prediktivni faktory vyssi tkanové citlivosti k ozafeni.
Vzhledem k vyse popsané reakci bun¢k na ozafeni se jako vhodné genetické faktory nabizeji
pravé geny zodpovédné za detekcei a reparaci poskozené DNA.

7 Gen ATM - Ataxia- teleangiectasia mutated

7.1 Lokalizace genu, zaiazeni do proteinové rodiny a funkce

Gen ATM, byl lokalizovéan na dlouhém raménku 11. chromozému (11922-q23) jiz v roce
1991 (Foroud et al. 1991). Koduje dilezitou checkpointkinazu, ktera je clenem PI13/P14-
kindzové rodiny. ATM serine/threoninova kinaza je dilezity enzym, ktery patii mezi hlavni
reguléatory signalnich cest bunééného cyklu zodpovédnych za odpovéd’ na poskozeni DNA
molekuly (Chistakov et al. 2008). Po své aktivaci spousti kaskadu d&jii, pti které jsou
aktivovany dal$i proteiny zahrnujici- tumor supresory p53 a BRCAL, checkpoint kinazu
CHKZ2, checkpoint proteiny RAD 17 a RAD 9 a DNA reparacni proteiny NBS1 a SMC1.

Hlavnim procesem, ktery vede k aktivaci ATM, je remodelace chromatinové formace,
vznikajici po zasazeni DNA molekuly fyzikalnimi ¢i chemickymi noxami, na jejichz
podkladé vznikaji SSB a DSB zlomy DNA. Aktivace ATM je jednim z prvnich krokd
smétujicich k odpovédi na poskozeni DNA (Lavin et al. 1997). Po iradiaci dochazi
k fosforylaci serinové ¢asti ATM kindzy, coz vyvola disociaci neaktivniho dimeru a ATM se
tak stava aktivni. K tomuto procesu je nutna pfitomnost komplexu MRN, ktery se sklada
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z proteinit Mrel1, Rad50 a Nbs1 (Uziel et al. 2003). MRN komplex je spojen s chromatinem,
kdyz rozpozna DSB zlom DNA, vysle signal neaktivni ATM kinaze. Jde o hlavni senzor
vzniklych zlomd DNA molekuly po iradiaci (Mirzoeva et al. 2003).

ATM kinaza po sv¢ aktivaci fosforyluje velké mnozstvi substrati. Reguluje predevsim 3

vvvvvv

regulace apoptozy (Khanna et al. 2001).

7.2 Mutace a polymorfismy genu ATM a buné¢na radiosenzitivita

Nazev samotné ATM kindzy je odvozen od vzacného neurodegenerativniho onemocnéni
Ataxia teleangiektazia, které se dédi autozomalné recesivné (Border et al. 1995; Lavin et al.
2008). Jedinci, ktefi jsou nosi¢i tohoto onemocnéni, se rodi bez znamek postizeni, ale béhem
prvnich 2-3 let se u nich objevi prvni pfiznaky. Incidence této geneticky podminéné poruchy
je 1/ 100 000 ziv¢ narozenych déti na svété (Chun et al. 2004). Mezi hlavni projevy AT
syndromu patii - poruchy koordinace pohybii (progresivni choreoatetoza), u déti byva
opozdény vyvoj chiize, ataxie a apraxie pohybu o¢i. Dale se objevuji cetné teleangiektazie
V oblasti mozecku, kiiZze nosu, usi, o¢niho bélma a nad lokty. PostiZen je i mentalni vyvoj
jedinct, ktery se zastavuje na Grovni 10-12 let. Casto jiz béhem prvnich mésict Zivota, se
objevuji ptiznaky imunodeficience (opakované sinopulmonarni infekce) a ptiznaky vyssi
radiosenzitivity a to jak na UV zafeni, tak i na medicinalni ozafeni. Zaznamenan byl i zvyseny

Za pricinu tohoto vrozeného syndromu byla v minulosti ozna¢ena fada mutaci genu ATM.
Pacienti s AT syndromem jsou homozygotni nositelé téchto mutaci a maji plné projevy
onemocnéni, nicméné u heterozygotnich nositeltit mutaci ¢i polymorfismt genu ATM se
zadné z téchto symptomi nevyskytuji. Jisté jsou ale predisponovani k rozvoji malignit
(Cavaciuti et al. 2005). Lze proto povazovat heterozygotni mutace ¢i polymorfismy tohoto
genu za rizikovy faktor rozvoje karcinogeneze a i za moznou pfi¢inu vyssi radiosenzitivity
(Weissberger et al 1998). U pacienti s AT syndromem byly odhaleny desitky variant
polymorfismi s nezndmym biologickym vyznamem (Sandoval et al. 1999). Jednim z Casto
zkoumanych polymorfismt je jednonukleotidovy polymorfismus genu ATM D1853N
(5557G>A). Ptitomnost této alelické varianty miize u svych nositeli zvySovat radiosenzitivitu
a signifikantn¢ zvysuje incidenci nezadoucich uéinki po prodélané radioterapii (Cesaretti et
al. 2004; Andreassen et al. 2006).

8 Gen TGFpI- transforming growth factor p1 gen

8.1 Lokalizace genu, zarrazeni do proteinové rodiny a funkce

TGFp1 gen je lokalizovan na dlouhém raménku 19. chromozému (19q13.1-2).
Proteinovym produktem tohoto genu je ¢len transforming growth factor B cytokinové rodiny
(kterd u savci zahrnuje 3 isoformy TGFB 1,2,3), jejiZ multifunkéni peptidy reguluji
proliferaci, diferenciaci, adhezi a migraci riznych typti bunék (Massagué et al. 2000). Jejich
signalni cesty jsou velmi slozité a za¢inaji navazanim nékterého z TGFB cytokinu na TGFB
receptor I, ktery je zabudovan v bunééné membrané. Ten nasledné fosforyluje receptor
TGFBI, ktery déle aktivuje rizné typy SMAD molekul. Ty se potom hromadi v bunééném
jadie a plisobi zde jako transkripcni faktory cilovych genti. Kromé vySe popsanych déji je tak
tato cytokinova rodina zapojena i do embryogeneze, angiogeneze, imunitnich reakci (zanét,
fibroza) a také do tumorigeneze (Derynck et al. 2007). Prvni zminka o genu TGFf1 pochazi
z roku 1985, kdy byl tento gen lokalizovan pomoci in situ hybridizace (Fujii et al. 1985).

V nasledujicich letech probéhla celd fada studii, které se zabyvaly funkci tohoto genu a
poukdazaly na jeho ulohu pfi riistu a differenciaci embryonélnich tkéni. Dale byl prokazan
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vyznam TGFB cytokini v tumorigenezi a progresi nadorového riistu. Jako nejvice
upregulovany gen u nadorovych bunék, byl popsan pravé gen TGFfS1. Ten se pak

v nasledujicich letech stal predmétem tady studii zkoumajicich jeho ulohu v rozvoji
nadorovych onemocnéni. Samotné poskozeni signalnich cest TGFB cytokinti, mize vést u
bunék k ziskani hlavnich znakii malignity- selhdni odpovédi k inhibitorim bunécného ristu,
proliferace s absenci exogennich signall, invazivita, metastaticky potencial, immortalita,
ztrata apoptozy, angiogeneze a schopnost vyhnout se kontrole imunitniho systému (Elliot et
al. 2005).

Dtlezitou tlohu v normalnich tkanich hraji cytokiny TGFB ptedevsim pfi hojeni jejich
poskozeni. Opét hlavni tillohu v téchto procesech hraje TGFBI. Tento cytokin je produkovan
v biologicky inertni form¢ a vétSinou je spojen s peptidem v maly latentni komplex, ktery je
vylu¢ovan bunikami do cytoplazmy. K aktivaci tohoto komplexu mize dojit riznymi cestami
zahrnujicimi expozici proteazam, integrinim a volnym radikalim (Lawrence et al. 1991).
Nejvyssi koncentrace tohoto cytokinu je v krevnich destickach, které jej v hojném mnozstvi
secernuji do okoli v misté poranéné tkdn€. Mezi jeho hlavni aktivity v hojivém procesu patii
nalakdni makrofaglh a monocytli do mista poskozeni, inhibice proliferace epitelidlnich bunék,
posileni maturace fibroblastli ve fibrocyty, coz zvysuje produkci fibrotické tkané. Dale
posiluje angiogenezu a inhibuje rozpadani extracelularni matrix (Hakenjos et al. 2000).
Vzhledem k této hojivé funkci, ktera vede v kone¢ném vysledku k zahojeni rany fibrozni
jizvou, miiZze nadmérnd sekrece tohoto cytokinu vézt k rozvoji fibrotizace tkani. Potvrzeno to
bylo u celé fady chronickych onemocnéni charakterizovanych excesivni fibrézou- chronické
hepatitidy ¢i glomerulosklerozy. V takto postizenych orgénech byla odhalena zvySend exprese
TGFp1 genu (Thsushima et al. 1999).

Podobné jako je tomu po mechanickém poskozeni tkan€, dochéazi k vyvolani stejného
procesu hojeni i po poskozeni ionizujicim zatenim. Zvysend exprese TGFf1 byla prokazana
na krysich modelech ve tkanich, které byly vystaveny ionizujicimu zafeni (Ansher et al.
1990). Zaroven byla popsana, v zavislosti na ddvce ionizujiciho zareni, zvySend exprese a
aktivace TGFp1 signalnich cest vedouci k rozvoji fibroprodukce v ozafenych tkanich (Franko
et al. 1997). Vzhledem k témto popsanym asociacim zvySené tkanové exprese TGF 1
S polécebné vzniklou fibrézou, 1ze fici ze TGFBI1 hraje dominantni roli v rozvoji polécebnych
komplikaci ve smyslu fibrotickych zmén, které jsou podkladem zhorSené funkce téchto
organt. Mutace vedouci ke ztraté funkce TGFf1 genu jsou u zvifat prokazatelné letaln,
nicméné pokud dojde k poskozeni pouze jedné molekuly v TGFB signalni cesté, je tato
geneticka modifikace slucitelnd se Zivotem a v nékterych ptipadech miiZze mit za nasledek i
radioresistenci tkani vii¢i poSkozeni 1onizujicim zarenim (Flander et al. 2002). U lidi bylo
zase odhaleno, Ze u nich existuje velka interindividuélni variabilita v nositelstvi
jednonukleotidovych polymorfismi genu TGFf1, které jsou asociovany se zvySenym rizikem
rozvoje tkanového poskozeni ionizujicim zafenim 1 jinymi faktory (Peters et al. 2008)

8.2 Polymorfismy genu TGFf1 a postiradi¢ni neZadouci reakce

Radioterapie zistava stale zakladnim kamenem managementu 1é¢by vice jak poloviny
zjisténych solidnich tumort. Bohuzel i pfes své mozZnosti, radiaci indukované poskozeni
okolnich zdravych tkani je limitujicim faktorem. V pribéhu posledni dekady udé€lala véda
Vv oblasti radiobiologie vyznamny pokrok pii hledani vhodnych analyz v predikci pozdnich
ucink? radioterapie na zdravé tkan€. Je zde rostouci podezieni, Ze riziko poskozeni zdravych
tkani po prodélané radioterapii, je ovliviiovano nejcastéji se vyskytujici genetickou odchylkou
— jednonukleotidovymi polymorfismy (SNPs- single nucleotide polymorphisms) riznych
gend. Mezi nejvice studované polymorfismy, ve vztahu k pozdnim komplikacim po
radioterapii, jsou pravé SNPs genu TGFf1. Nékteré polymorfismy genu TGFf1 byly shledany
jako pticina zvySené hladiny cirkulujiciho TGFBI cytokinu v plasmé, coz vedlo u
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zkoumanych skupin pacientl ke zvySenému riziku rozvoje poradiacni fibrézy. K nejvice
zkoumanym patii pfedevsim polymorfismy- 509 T>C, Arg25Pro a Pro10Leu. Jsou tak
logickymi kandidaty k prozkoumani jejich vyznamu v rozvoji pozdnich uc¢inki radioterapie.
Prozatim probéhlé studie, ale podavaji sporné vysledky, a to hlavné kvili malému poctu
vysetfovanych pacienti.

9 Cile disertacni prace

1) Nalezeni vhodnych molekularné biologickych metod k vySetieni pfitomnosti
jednotlivych polymorfismt genu ATM a TGFf1

2) Prokazat asociaci mezi vyskytem pozdnich G¢inkt po prodélané radioterapii u
pacientek s pokrocilym tumorem d€lozniho ¢ipku a pfitomnosti polymorfismu genu ATM
D1853N (5557G>A)

3) Prokazat asociaci mezi vyskytem pozdnich G¢inka po prodélané radioterapii u
pacientek s pokroc¢ilym tumorem délozniho ¢ipku a pritomnosti polymorfismu -1552del AGG,
-800G>A, -509c>T a L10P T'GFJ1 genu

10 Soubor nemocnych, vySetrovaci metody

10.1 Pacienti

Nase studie zahrnovala 55 pacientek s lokalné pokroc¢ilym karcinomem délozniho ¢ipku
(tedy od stadia FIGO IIB a vys$§im). Tyto pacientky byly v letech 2001-2010 léceny
chemoradioterapii na Klinice Onkologie a Radioterapie ve Fakultni nemocnici Hradec
Kralové. Vstupnich kritéria pro zafazeni byla- 1) diagndza karcinom délozniho ¢ipku, klinické
stadium FIGO IIB a vyse; 2) absolvovana 1écba chemoradioterapii; 3) follow up delsi nez 6
mésict. Shrnuti dalSich dileZitych charakteristik je popsano v tabulce €. 3. Zatfazovany byly
pacientky tak, jak pfichazely na ambulantni kontroly. Kazd4 pacientka podepsala
informovany souhlas s odbérem krve, s vySetienim a naslednym uchovanim jejich DNA.
Studie byla schvélena etickou komisi.

Tabulka €. 3: Zakladni charakteristiky studované skupiny pacientek

Proménné Proménné Pocet (n)
Vék (mean) 47 let (31; 74) RT davka na panev

Follow up (mean) 6 let (1,10) 46/48.6 Gy 14

PS WHO Pocet (n) 50 Gy 41

0 35 RT davka na parametria

1 17 14 Gy 28

2 1 9 Gy 12

3 2 RT paraaortalnich uzlin |28
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Histopatologie BRT davky

Spinocelularni karcinom |53 24 Gy 41
Adenocarcinom 2 28/30 Gy 14
Grading Chemoterapie 55
1 8 Cisplatina 45
2 32 Paclitaxel 10
3 15

FIGO IIB 26

FIGO 111B 29

10.2 Lécba a sledovani

Vsechny pacientky podstoupily 1écbu chemoradioterapii, ktera zahrnovala kombinaci zevni
radioterapie, brachyterapie a konkomitantni chemoterapii. Zevni radioterapie byla aplikovana
na panev BOX technikou (ozafovani panve ze 4 poli) s parametrialnim boostem, v nékterych
ptipadech byly zahrnuty do ozatovaného pole i spolecné ilické uzliny a paraaortalni uzliny.
V prubéhu zevni radioterapie, nebo po jejim skonéeni pacientky podstoupily intrauterinni
brachyterapii pomoci Fletcherova tiikanalového aplikatoru. Davka zateni byla aplikovana do
bodu A a davky na body v rektu a mocovém méchyti byly planovany dle Inernational
Comission of Radiation Units and Measurements (ICRU) 38. U vétSiny pacientek (45)
probihala konkomitantni chemoterapie, weekly cisplatinou v davce 40mg/m?, soudasné se
zevni radioterapii. U pacientek s nevyhovujicimi renalnimi parametry byla cisplatina
zaménéna za weekly paclitaxel v davce 50mg/m®. Vzhledem k individualnimu celkovému
stavu kazd¢ pacientky (vek, rendlni parametry) a vzhledem ke zménam protokolu 1écby, ne
vSechny pacientky dostaly stejnou davku pii radioterapii a stejny typ chemoterapie (viz.
tabulka ¢. 3). Lécebné parametry byly zahrnuty do statistického hodnoceni.

V prvnich dvou letech od ukonceni terapie byly vSechny pacientky sledovany v 3
mésicnich intervalech, nasledné v intervalech 6 mési¢nich do 5. roku od ukonceni 1écby a
poté jiz jen jednou za rok. P kazdé kontrole bylo u pacientky provedeno gynekologické
vySetieni, CT vySetieni bficha 1x za 6 mésicii a po uplynuti 5 let pouze 1x za rok a RTG
hrudniku 1x ro¢né. Pokud se vyskytly komplikace, byly potom navstévy v ambulanci ¢etnéjsi.

U pacientek, u kterych doslo k rozvoji pozdnich nezadoucich u¢inki po radioterapii, jsme
stanovili jejich stupen dle Radiation Therapy Oncology group/European Organisation for
Research and Treatement of Cancer (RTOG/EORTC) kritérii. Nasledn€ jsme pacientky
rozdélily do tii skupin: skupina bez komplikaci (skupina 1, n=13), skupina s komplikacemi
grade I-11 (skupina 2, n=20) a skupina s komplikacemi grade I11-1V (skupina 3, n=22). Jako
komplikace grade I-11 byly povazovany proktitida a cystitida, za komplikace grade I11-1V
potom vyznamné krvaceni, stfevni obstrukce, vytvoreni rektovaginalni ¢i vezikovaginalni
pistéle, nebo stfevni perforace.

10.3 VySetfovaci metody- DNA analyza jednotlivych polymorfismii

Od kazdé pacientky byly v rdmci vstupni navstévy odebrany 2 zkumavky nesrazlivé
vendzni krve (EDTA). Nasledné byla z 200 pl této krve extrahovana DNA z perifernich
lymfocytl pomoci micrcolumn procedury (QIAamp Blood Mini Kit, Qiagen, Germany).
Nasledné po odbérech od prvnich 20 pacientek a 100 zdravych dobrovolnikii bylo provedeno
ovéteni vhodnych molekularné biologickych vySetfovacich metod, které byly dale pouzity
k analyze zbylych 55 vzorki.
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Po izolaci DNA nasledovaly PCR reakce v oblasti genu ATM a TGF/31, které byly
vykonany pomoci pfistroje thermocycler ABI 2720 (Aplied Biosystems, USA). Nepifitomnost
5557G>A alely byla potvrzena DNA sekvenovanim. Nasledkem toho byla odhalena cilova
mutace Vv oblasti codonu 1853. Tento tfistupiiovy proces zahrnuje dvé nezavislé amplifikacni
reakce (PCRI a PCRII) pti kterych je vloZen adenin namisto guaninu do kodujiciho fetézce a
tymin do nekodujici ¢asti fet¢zce DNA. Posledni PCR (PCR III) nakonec spoji oba semi-
produkty dohromady. Nukleotidové sekvence ve finalnim produktu byly detekovany pomoci
DNA sekvenovani.

PCR- RFLP (restriction fragment lenght polymorphism analysis) byla uzita pfedevSim
k analyze polymorfniho mista 5557G>A ATM genu, dale polymorfismi -800G>A a -
509C>T genu TGFf31. Teplotni profil a skladba reakéni smési pro PCR byla podobna jako u
vyse popsanych PCR reakci s vyjimkou sekvenci primera, které se liSily dle typu
polymorfismu.

Proces DNA sekvenovani byl zahajen tak, ze byly purifikovany PCR produkty pomoci
QIAquick PCR Purification KIT (Qiagen) a jejich nukleotidové sekvence byly ur¢eny v obou
smérech pomoci BigDye Terminato v 3.1. Cycle Sequencing Kit in Genetic Analyser 3130
(Applied Biosystems) dle instrukci vyrobce. Polymorfismus -1552del AGG v oblasti
promotoru TGFj31 genu byl vySetien fragmentacni analyzou na ABI 3130 genetickém
analyzatoru (Applied Biosystems, USA). K analyze polymorfismu L10P TGFB1 genu, bylo
uzito pfimé sekvenovani amplikonti.

10.4 Statisticka analyza

Statistické zpracovani dat probehlo na Institutu Biostatistiky a Analyz Masarykovy
univerzity v Brn¢. Zakladni popisna statistika byla uzita k analyze medianu, praméru a 95%
interval spolehlivosti pro spojita data a absolutni a relativni frekvence pro kategoricka data.
K porovnani rozdilli mezi definovanymi skupinami pacientek podle vyskytu komplikaci po
prodélané radioterapii, bylo uzito- Mann-Whitney U test (spojité parametry), Fisher’s exact
test (binarni proménné) a exact Monte Carlo test (multinomindlni proménné)- ten byl uzit pro
kategorické parametry.

Odds ratio s 95% limity spolehlivosti bylo uzito k popisu vztahu mezi vyskytem
jednotlivych genetickych markerti a stupném komplikaci. Bonferroniho korekce pro
mnohocetna srovnani byla pouzita v téch piipadech, kde to bylo vhodné. P- hodnoty byly
znasobeny 7krat (to je pocet analyzovanych genetickych markerti), p-hodnota u TRIPLE
TGF/31 markeru byla znasobena 3krat, protoze obsahoval 3 genetické markery.

Logisticka regrese byla pouzita k analyze vztahu mezi zakladnimi charakteristikami u
pacientek, nebo pro analyzu vztahu genetickych markri k vyskytu jednotlivych stupni
pozdnich komplikaci. Modely byly spo¢itany oba- jak univarietni pro vSechny prediktory
(markery), tak multivarietni pro vyselektované markery, které¢ dosahly p<0,05 v univarietni
analyze.

Odchylky genotypové distribuce v populaci od Hardy-Weinbegovy rovnovahy byly
testovany na skupiné zdravych dobrovolniki (ktefi slouzili jiz k validaci molekularné
biologickych metod) pomoci exact testu na softwaru Plink 1.07. Skupina zdravych
dobrovolniku koresponduje s Hardy- Weinbergovou rovnovahou ve vsech zjistovanych
markerech. Analyzy byly provadény v SPSS Statistics 19 (IBM, USA).

11 Vysledky

Univarietni a multivarietni analyza s uzitim logistického regresniho modelu viz.tab. ¢. 4
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Po provedeni univarietni analyzy, kterd porovnéavala zakladni charakteristiky a genetické

markery s vyskytem pozdnich komplikaci, se jako statisticky signifikantni v pfedpoveédi
chronické toxicity III-IV stupné jevi tyto parametry: 1) zevni radioterapie panve v davce
50/60Gy s p=0,003; 2) zevni radioterapiec parametrii vV davce 14Gy s p=0,002; 3) zevni

radioterapie paraaortalnich lymfatickych uzlin s hrani¢ni hodnotou p=0,044; z genetickych
markeru je to 4) nositelstvi homozygotni varianty polymorfismu -1552 genu TGF/1

s p=0,020; 5) nositelstvi homozygotni varianty polymorfismu -L10P genu TGFf3/ s p= 0,037
a posledni 6) homozygotni nositelstvi kombinovaného genotypu TRIPLE TGF/1 genu

s p=0,10.

Podobné je tomu i v predikci pozdni toxicity kteréhokoli stupné (grade I-1V) zde jako
statisticky signifikantni vychézi tyto parametry: 1) zevni radioterapie panve v davce 50/60Gy

s p=0,002; 2) zevni radioterapie parametrii v davce 14Gy s p= 0,002; 3) zevni radioterapie

paraaortalnich lymfatickych uzlin s hodnotou p=0,029; z genetickych markert je to 4)
nositelstvi homozygotni varianty polymorfismu -1552 genu TGFf1 s p=0,012; a posledni 5)
homozygotni nositelstvi kombinovaného genotypu TRIPLE TGF/1 genu s p=0,12. Statisticka
vyznamnost asociace mezi polymorfismy a pozdni toxicitou radioterapie byla také potvrzena
vypoctenim fi-koeficientu (o).
V multivarietni analyze z klinickych charakteristik obstdlo pouze ozéfeni parametrii
v davce 14Gy jako statisticky vyznamny faktor v rozvoji pozdnich postiradia¢nich komplikaci
jak stupné III-IV (p=0,006), tak stupné I-1V (p=0,004). Z genetickych markert multivarietni
analyzou prosel, jako statisticky vyznamny rizikovy faktor pouze homozygotni genotyp

TRIPLE TGFf51 genu a to jak v predpovédi komplikaci ITI-IV stupné (p=0,021), tak

v predpovedi komplikaci kteréhokoli stupné (p=0,12).

Tabulka €. 4. Predikce pozdnich komplikaci — univarietni a multivarietni logisticky regresni model

Grade I11-1V komplikace vs. bez | Grade I-1Vkomplikace vs. bez
komplikaci® komlikaci®

OR (95% CI) p uni nulti OR (95% CI) puni p multi
Vek pri 168bé (roky) | 1.018 (0.944:1.099)|0.643 0.993 (0.929:1.060) |0.826
Xffé)ovza kategorie | 1 35 (0.211:8.617) |0.751 0.700 (0.138;3.558) |0.667
Zsé(')‘ZOVékateg"rie 1.350 (0.211:8.617) | 0.751 0.800 (0.159;4.023) |0.787
BMI 1.014 (0.876:1.172) | 0.856 0.988 (0.874:1.117) |0.848
2;\2.|9l§ategorie 1.806 (0.391:8.348) |0.449 1.970 (0.495:7.832) |0.336
Eggl'g‘éatego”e 01 416;2153699) 0.839 1.136 (0.162:7.995) |0.898
g];BT panve 50/60 (3.38313;36:?:?.885) 0.003 9.600 (2.338:39.423) | 0.002
ffg;—,paramema (2.613539542) 0.002 |0.006 | 9.562 (2.341:39.060) |0.002 | 0.004
EBRT PALU (1.02‘;?2125'571) 0.046 4.902 (1.173:20.479) |0.029
CHT CDDP (0.06%?55202) 0.887 1.667 (0.139;20.014) |0.687
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CHT paclitaxel 1.618 (0.266:9.852) |0.602 1.204 (0.238:7.028) |0.765

TGFAL 15527 5.988 0,020 5618 (1451,21.739) |
homozygot® (1.332:27.027) | (0 = 0.356; p=0.008) |

TGFAL 10 4.831 3.650 (0.964:13.889)

homozygot® (1.096:21.277)  |*-0%7 (0 = 0.266; p=0.049) | 9-0°°

TGFSL TRIPLE® 7.634 7.194 (1.821;28.571)

homozygot® (1.634:35.714) |00 |002L1 T 6 406; p=0.003) [0005 | 0012

'Odds ratio (OR, zastoupeno 95% intervalem spolehlivosti) pro univarietni (p uni) model zaloZeny na logistické
regresi; multivariatni (p multi) regrese zaloZzend na zpé&tném postupné selektujicim algoritmu.

“Referenéni kategorie je <40 let.

*Referenéni kategorie je BMI 25-29.9.

*Referenéni kategorie je 46/48.6 Gy; EBRT panve 50/60 Gy is identicka s BRT 18/24 Gy s referen¢ni kategorii
BRT 28/30 Gy (pacientky které podstoupily EBRT panve 50/60 Gy take podstoupily BRT 18/24 Gy).
*Referencni kategorie je 9 Gy EBRT na parametria.

"TGFf31 -1552 je stejné jako TGF/31 -509 polymorphism .

8Referencni kategorie jsou uskupeni heterozygoti.

*TGF/31 triple je stejné jako TGF/31 double genotypes.

BMI = body mass index

CHT = chemotherapie

EBRT- externa beam radiotherapy (zevni radioterapie)

PALU — EBRT paraaortalnich lymfatickych uzlin

12 Diskuze a zavér

Reakce zdravych tkani na ozafeni je velmi podobnd hojeni napt. po mechanickém
poskozeni, jak je uvedeno vyse. Avsak v ptipad¢ iradiace vstupuji tkdn€ do cyklu dé&ji
zahrnujicich hypoxii, angiogenezi, buné¢nou smrt, proliferaci a infiltraci makrofagy. Ve
vysledku vede tento proces k totalni prestavbé piivodni tkén€, pti¢emz tato je nahrazena
pfevazné kolagenem s pozlstatkem pouze nc¢kolika bunéénych elementl (Asher et al. 2005).
U gynekologickych nadorovych onemocnéni po prodélané radioterapii byva rektum a mocovy
méchyft, pro svou tésnou komunikaci s gynekologickymi organy, nejvice poskozenou oblasti.
Nejcastéji se vyskytujici pozdni komplikace zahrnuji zvySenou frekvenci moceni a stolice,
drobné i silngjsi krvaceni, ¢asteénou inkontinenci moci ¢i stolice. Fibroza a ischemie v oblasti
submukdzy a muscularis mucosae jsou pievazn€ zodpovédné za tyto pozdni u€inky ve
spolupréci s dal$imi vaskularnimi abnormalitami, kolagenovou depozici a abnormalnimi
fibroblasty (Stone et al. 2003, Coia et al. 1995). Jak vyplyva z diive publikovaného, zda se byt
cytokin TGFB1 hlavnim mediatorem procesu fibrogeneze a poctu dalSich patogenetickych
procest, které se podileji na tkanové odpovédi na ozareni. Nicméné jak mizeme videt
z vysledki pfedchozich praci 1 z vysledkil prace nasi, nelze pouze tento cytokin ani mutace
jeho kodujiciho genu oznacit za jedinou pii¢inu rozvoje pozdnich nezadoucich ucinkd po
prodélané 1é¢bé RT. V ramci nasi studie byl také vySetfen nejvice v souvislosti s vyssi
radiosenzitivitou publikovany polymorfismus genu ATM 5557G>A. Mutace tohoto genu jsou
pfi¢inou insuficientni funkce jeho genového produktu (ATM kindzy), coz vede ke genomové
nestabilité, ztraté schopnosti reparability DSB zlomti DNA a zvySené radiosenzitivité (Gatti et
al. 2001).

V ramci nasi studie jsme se pokusili prokazat moznou asociaci klinickych parametri
(davky ionizujiciho zateni, vék, BMI, typ chemoterapie) a kandidatskych polymorfismil genti
(ATM -5557G>A,; - 1552del AGG, - 509C>T, - 800G>A a L10P polymorfismus genu TGF/51)
s rizikem vzniku pozdnich komplikaci na piezivajici skupiné pacientek 1écenych radikalni
chemoradioterapii pro inoperabilni stadium karcinomu délozniho ¢ipku. Kvuli nizkému
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vyskytu alelickych variant polymorfismu -800G>A TGF/1 genu (Sest heterozygotl, zadny
homozygot) ve zkoumaném souboru pacientek, jsme se rozhodli jej vynechat ve statistické
analyze.

I piesto, Ze chemoterapie samotnd indukuje objemné poSkozeni DNA nasledované aktivaci
tkanové odpoveédi, ve které hraji ATM i1 TGFf1 vyznamnou roli (Woods et al. 2013) a zaroven
se predpoklada, ze zvysSuje radiosenzitivitu tkdni mutagennim t¢inkem na geny zodpovédné
za reparaci ionizujicim zafenim poskozené DNA, se nam nepodafilo prokazat jeji statisticky
signifikantni vliv na rozvoj pozdnich komplikaci.

Jak bylo vyse uvedeno, polymorfismus genu ATM 5557G>A byl pfedmétem jiz fady studii,
které zkoumaly jeho vyznam v rozvoji pozdnich komplikaci po prodélané radioterapii.
Nicméné vysledky téchto praci jsou rozporuplné. Studie Andreassena et al. roku 2006,
prokazala signifikantni asociaci mezi hetero- i homozygotnim nositelstvim tohoto
polymorfismu a rozvojem podkozni fibrozy po radioterapii u pacientek s karcinomem prsu.
Naopak negativni vysledky, co se genu ATM tyka, publikoval v roce 2006 Damarju et al.,
ktery do své studie zahrnul 83 pacientii 1é¢enych radioterapii pro karcinom prostaty. Také
v naSem projektu se nepovedlo prokazat, Ze polymorfismus 5557G>A je signifikantnim
prediktivnim faktorem chronické toxicity radioterapie.

Z ptedchoziho textu vyplyva, ze fibroza hraje dulezitou tlohu v rozvoji pozdnich
komplikaci po radioterapii. Cetné studie zabyvajici se timto procesem shledavaji TGFB1
cytokin za klic¢ovy mediator v odpovédi na poskozeni tkani ionizujicim zafenim. Cela fada
praci zabyvajici se asociaci mezi zvySenymi plazmatickymi hladinami TGFB1 cytokinu u
pacientil s nadorovym onemocnénim a rozvojem zavazné radioterapii indukované fibrozy také
demonstrovala ucast TGFf1 genu a jeho polymorfismt na klinické radiosenzitivité.
Polymorfismy genu TGFf1 a jejich vyznamem V rozvoji pozdnich komplikaci po 1é¢bé se, u
78 pacientek 1é¢enych radioterapii pro karcinom délozniho ¢ipku a délozniho téla, zabyval i
De Ruyck et al., ve své praci z roku 2006. Ditvodem k testovani polymorfismi tohoto genu
byl jejich mozny vliv na genetickou kontrolu plazmatickych hladin TGFB1 cytokinu.
Polymorfismy — 1552del AGG, - 509C>T, a — 800G>A jsou umisténé na 5 konci
promotorové oblasti TGFf#1genu a mohou mit tak vliv na produkci cytokinu. Dale oba
polymorfismy L10P, R25P jsou lokalizovany v signélni sekvenci, ktera je zodpovédna za
export nove syntetizovaného proteinu skrze membranu endoplazmatického retikula.
Polymorfismus T2631 je zase pravdépodobné zahrnut do stability a aktivity proteinu. Tato
studie poukazuje na to, Ze homozygotni nosi¢i SNPs — 509C>T, - 1552delAGG a L10P
mohou mit zvySené riziko rozvoje pozdnich komplikaci po RT panve. Vyskytovalo se u nich
2,4 krat vys$i riziko stfedni zavazné reakce po radioterapii (p=0,347) a 3,6 krat vyssi riziko
rozvoje zavaznych reakci (p=0,260). Nicmén¢ ac slibné, jsou tyto vysledky statisticky
nevyznamné.

V nasi praci homozygotni nositelé polymorfismi - 509C>T, - 1552delAGG a L10P méli
signifikantné vyssi riziko rozvoje komplikaci III-IV stupné i jakéhokoli stupné v univarietni
analyze, nicméné jako samostatné predikory neprosly multivarietni analyzou. Na druhé¢ strané,
sloZzend homozygotni kombinace téchto polymorfismt Triple homozygot (- 509C>T,
1552delAGG a L10P) byla signifikantné asociovana s vys$§im vyskytem pozdnich komplikaci
[11-IV stupné, tak [-1V stupné v univarietnim tak multivarietnim modelu logistické regrese.

V nasi studii je na rozdil od studie De Ruycka (14%), vétsi procentudlni zastoupeni pacientek
s komplikacemi po radioterapii (40%). Vysvétlenim muze byt fakt, ze pacientky

s komplikacemi ptichazeji na kontroly v ¢asté€jsich intervalech, proto byl do studie zafazen
jejich vetsi pocet.

Cilem nasi studie bylo prokézat signifikantni vztah mezi vyskytem polymorfismt genti
ATM a TGF/1 a rozvojem pozdnich komplikaci po prodélané chemoradioterapii u 55
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pacientek 1écenych pro pokrocily karcinom délozniho ¢ipku. Dal§im cilem bylo validovat
vhodné molekularné biologické metody slouzici k rychlé analyze téchto polymorfismii.

Jak vyplyva z vyse popsanych vysledki, nebyla prokazana statisticky vyznamna asociace
mezi jednotlivymi ndmi testovanymi polymorfismy a pozdni toxicitou chemoradioterapie a to
jak v homozygotni formé, tak i predpokladané heterozygotni form¢. Jakmile jsme ale
seskupili polymorfismy genu TGFf1 do tzv. compound (sloZenych) haplotypu, povedlo se
nam prokazat statisticky signifikantni asociaci mezi slozenym homozygotnim haplotypem -
1552delAGG/- 509C>T/L10P TGFB1 genu s pozdnimi postiradia¢nimi komplikacemi jak III-
IV stupné, tak jakéhokoli stupné. Zaroven se podatilo vyvinout a ovéfit vhodné laboratorni
metody ke stanoveni jednotlivych polymorfisma genu ATM a TGF/1.

Negativni vysledky nasi prace stran korelace pozdni toxicity radioterapie s jednotlivymi
jednonukleotidovymi polymorfismy jsou v souladu s recentnimi studiemi. Zjisténa asociace
mezi slozenym homozygotnim haplotypem -1552delAGG/- 509C>T/L10P TGF/31 genu a
pozdnimi komplikacemi po 1€cb¢ u pacientek s karcinomem délozniho ¢ipku je jednim
z malych krokt kuptfedu v porozuméni mutifaktoridlnimu procesu rozvoje pozdnich
tkanovych zmén po ozéafeni. Mlize byt ale uzitecnym voditkem pro budouci vyzkum vztahu
mezi polymorfismy a tkanovou radiosenzitivitou. Jak se dle nasich vysledkt zd4, bude

wewvr

slozené z polymorfismi vhodnych kandidatskych gen.
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