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1. Uvod

’

Nejcastéjsi pri¢inu umrti v zapadnich zemich tvoii nadory a kardiovaskularni onemocnéni, jejichz
vyskyt v posledni dobé nadale zasadné narlistd. Obé tyto diagndzy jsou spojeny
se Spatnym Zivotnim stylem. Diagnostika a léc¢ba je slozitd a dlouhodoba prognoza je vSeobecné
zavazna. Proto se maligni nadory stavaji opravnéné vyznamnym bodem zajmu lékarské

i nelékarské spolecnosti.

Je dokazano, Ze nadorové onemocnéni je nemoci genomu. Mutace, k nimz dochazi na podkladé
riznych mechanizmd, alteruji geny kédujici nejriiznéjsi regulatory bunécného cyklu ¢i riistové
stimulatory. Absence ¢i dysfunkce téchto genovych produkti vede k vymknuti se bunky
z procesu regulovaného bunééného cyklu a apoptézy a dochazi tak ke vzniku nddorového klonu.
Ten potiebuje pro bunécné déleni a sviij rist dostateény prisun zivin a kyslik. Proteolyzou
extracelularni matrix nadorové buriky pronikaji postupné k lymfatickym a krevnim cévam, mohou
do nich posléze vcestovat, jako nddorovy embolus putovat cirkulaci, z cévy vycestovat
a usidlit se v jiné tkani ¢i organu. Takto vznika sekundarni nador - metastaza. Ne vsak kazda
nadorova butika je toho procesu ovSem schopna. Rada bunék, cirkulujicich v obéhu,
je ve skuteCnosti apoptickych, nékteré z nich jsou dormantni, dalsi z nich nejsou schopny
proliferace, proteosyntézy a indukce angiogeneze. VétSina téchto nadorovych bunék je nakonec

zniCena vlastnim imunitnim systémem organizmu.

Lze si jisté poloZit otazku: Pro¢ nenapravit genetickou chybu vnesenim funkcni kopie genu
do organizmu? Bohuzel tato teorie narazi na fadu problémi, zejména v piipadé, kdy se toto
poskozeni vétSinou netyka pouze jednoho genu, ale genti nékolika. Pies vSechny experimenty
na poli reparace poskozenych gent je nadale chirurgicka 1écba u vétSiny malignit prakticky
jedinou metodou skute¢né kurativni. Alternativni moznost nabizi onkologicka 1é¢ba. Pocate¢ni
nadseni, Ze moderni onkologicka lé¢ba plné nahradi chirurgickou 1é¢bu, bylo ovSem nasledovano
postupnym vystrizlivénim. Nyni je mozné fict, Ze je onkologickd 1écba pouze u urcitych
nadorovych onemocnéni zakladni Iécebnou metodou, u ostatnich je soucasti 1é¢ebného protokolu
jako neoadjuvantni ¢i adjuvantni lécba. Nejnovéjsi inovaci na poli onkologie
je biologicka 1écba, jejimz principem je cilené plisobeni na jednotlivé molekuly bunécnych
signalnich drah kancerogeneze. I pres veskery rozvoj téchto vSech novych modernich 1écebnych
postupti zlstava vsak lécba nadorovych onemocnéni stale uspokojiva.

Karcinom plic byl poprvé patrné popsan Paracelsem v roce 1420, v souc¢asné dobé patii mezi
jednu z nejcCastéjSich malignit v lidské populaci. Je to vysoce agresivni nador, jehoZ jedinou

kurativni metodou zlstava stale chirurgicka resekce plic doplnéna o radikalni lymfadenektomii.
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[ pres provedeni radikalniho vykonu ale nejsou dlouhodobé vysledky v dobé prezivani prilis

uspokojivé.

V Ceské republice je diagnostikovano roéné 6250-6550 ptipadi rakoviny plic, v muzské populaci
je incidence 91,1/100000 a u Zen je to 33,3/100000, v r. 1980 byla incidence u Zen 10/100000.
U muzd dochazi k mirnému poklesu, oproti tomu u Zen je patrny pozvolny vzestup incidence.
Celkova incidence v roce 2007 v CR dosahovala 61,1/100000. Bronchogenni karcinom byva
diagnostikovan ve vékovém rozmezi 35-85 let s nejcastéjSim vyskytem mezi 55 - 80 rokem [1].
U muzi je tretim nejcastéjSim zhoubnym karcinomem za karcinomem prostaty a kolorektalnim
karcinomem. M4 pritom ale vyrazné vyssi mortalitu (81,5 na 100000 muz) nez nadory stojicich
v incidenci pred nim. U Zen je co do incidence az na ¢tvrtém misté az po zhoubném nadoru
vajecnikil, ktery ovSem také pred¢i v mortalité [2]. ZlepSeni vysledkli 1é¢by karcinomu plic

je tedy zasadnim cilem vzhledem k velkym poctim nemocnych a jejich dosavadni prognoze.

Operacni techniku a taktiku nelze v soucasné dobé jiz vyraznéji zlepsit, proto jedinou cestou
ke zlepSeni se t. €. jevi dosaZeni pokroku na molekuldrné biologické urovni. Cilem je presné
pochopeni jednotlivych stupiiii kancerogeneze. Vyznamné by bylo zjisténi kdy, jak a za jakych
podminek se zméni volné cirkulujici nddorova buiika v metastazu. Nicméné jiz sam prikaz
cirkulujicich nadorovych bunék se jevi byt ukazatelem zvySeného rizika relapsu onemocnéni
po chirurgické terapii. Pokud pri pouziti molekuldrné genetickych metod ziskdme moznost tyto
pacienty vyselektovat, bude je mozné zacit Casné cilené 1éc¢it i pfi stavajicim stavu onkologické
1é¢by, z ¢ehoz budou tito nemocné jednoznacné profitovat. Z tohoto dlivodu predstavuje detekce
minimalni rezidualni choroby slibny ukazatel, vyuzitelny jako faktor diagnosticky a zaroven

i prognosticky faktor.

Minimalni rezidudlni chorobou (minimal systematic/residual disease, MSD, MRD) rozumime
bunky volné cirkulujici ¢i obsazené v krvi, kostni dieni, miznich uzlinach ¢i jinych télnich dutinach,
kdy musi byt splnéna zakladni podminka ptredchoziho radikalniho odstranéni primarniho nadoru
a nepritomnost Kklinickych zndmek nddorového onemocnéni. Pritomnost MRD vsak jeSté
neznamena jednoznacné vznik a vyvoj vzdalenych metastaz. Klinicky vyznam minimalni
rezidualni choroby tedy neni stile presné jasny a nadale zlstava zdrojem celé Fady sport

a odbornych diskuzi.

Z téchto dlivodii jsem se rozhodl vénovat v této praci problematice vyznamu a vyuZziti minimalni
rezidualni choroby u karcinomu plic, coz by mohlo byt ndpomocné v dalSim rozvoji 1écebnych

postuptli u karcinomu plic.
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2. Karcinom plic - prehled soucasné problematiky

2.1 Obecny avod

Plicni karcinom je velmi ¢astym typem zhoubného nadoru v lidské populaci, pticemz jeho vyskyt

neustale stoupa a zaroveii patii mezi nadory s nejvyssi letalitou.

Casna a dobte lé¢itelna stadia karcinomu plic jsou dlouho asymptomaticka. Brzka diagnéza
je skoro nemozna, nebot klinické symp tomy jsou spojeny az s projevy lokalniho riistu nadoru.
Navic lze ¢asnou symptomatologii nadorového onemocnéni obtiZné odlisit od symptomatologie
chronické kuracké bronchitidy, ktera je u téchto pacientdi pochopitelné vcelku bézna. Jednim
z prvnich priznakd byva kaSel. Vznikd nejcastéji invazi tumoru do bronchidlni sliznice,
nadprodukci hlenu, pneumonii za sten6zou nebo z rozpadu nadoru. JiZ od zacatku minulého
stoleti je povazovan kasel trvajici déle nez dva tydny za varovny priznak [3]. Mezi dal$i symptomy
lokalniho ristu nadoru patii hemoptyza. Priznaky signalizujici pokrocilost onemocnéni jsou
dysfagie, chrapot, pleurdlni vypotek s malignimi buiikami, paréza branice
a syndrom horni duté Zzily. Pri pritomnosti téchto priznakl uz velmi ¢asto nelze indikovat
radikalni chirurgicky vykon. U karcinomu plic, stejné jako u nékterych jinych malignit, neexistuje
standardné pouZzivany screening. Byly provedeny studie, které zkoumaly napriklad moZnost
pouziti rentgenu plic a cytologie sputa, avSak nebyly prilis vytézné [4]. V soucasné dobé probihaji
dal$i studie se zaméfenim na CT ve screeningu plicniho karcinomu. Naproti tomu
u karcinomu prsu je ve screeningu vyuzivana napiiklad mamografie se sensitivitou az 88 %

a specificitou az 98 % [5].

2.2 Etiologie a molekularni genetika u karcinomu plic

Dtilezitou ulohu pii vzniku karcinomu plic piredstavuji onkogen supresorové geny (zvané také
antionkogeny nebo recesivni onkogeny) a onkogeny. Jako onkogeny oznacujeme geny pusobici
pomoci svych proteinovych produktt na zménu buriky v nadorovy genotyp. Opakem jsou onkogen
supresorové geny, které maji protichiidné ucinky. Jsou laicky feceno ,hodnymi“ geny
a jsou pro organizmus velice dileZitymi, jelikoz zabranuji buné¢né transformaci a proliferaci.
K poruse kontroly buné¢ného cyklu vede absence obou alel ur¢itého supresorového genu, zména
jejich struktury nebo inaktivace jimi kddovaného proteinu. VSechny tyto pticiny davaji moznost

vzniku transformace v maligni buiiku [6].

Prvnim objevenym supresorovym genem byl retinoblastomovy gen (Rb-gen) a jeho produkt
Rb-protein, ktery s dal§im proteinem p53 funguje jako ,zpétna brzda“ bunécného déleni. Jestlize
dojde ke zméné molekuly Rb proteinu, dojde k uvolnéni faktoru E2F, ktery adheruje na DNA

a zpusobi syntézu proteinti nutnych pro vstup do S faze (napr. thymidinkinazy, thymidylatsyntazy,



Josef Chudadek: Minimalni rezidualni choroba u karcinomu plic

DNA-polymerazy, cyklinu E nebo cyklinu A). Pokud dojde k poru$e cyklu v tomto misté, prechazeji
buriky samovolné do S faze. Tento mechanizmus byl zjistén u témér vSech vzorki malobunécného

a u priblizné 30 - 40 % nemalobunécného karcinomu [6].

DalS$im supresorovym genem je p53 lokalizovany na 17 chromosomu. Jeho protein p53
je klicovym regulacnim faktorem apoptdzy a bunécného cyklu. Zménény gen p53 neumoziiuje
expresi proteinu p21, proto p21 plisobi negativng, tedy jako inhibitor komplexu cyklin E-cdk-2,
¢imz zamezi pirechodu buiiky do S faze bunécného cyklu. Z fyziologickych funkci proteinu p53
je tieba zminit zvySeni produkce reaktivnich forem kysliku a dusiku, majici za nasledek poskozeni
mitochondrii. P 53 stimuluje expresi proteinu bax, velmi ddlezitého pii apoptoze, pozitivné
stimuluje transkripéni faktor ERG-1, ktery je povaZovan za vyznamného Cinitele
pri diferenciacnich procesech. Poskozenim nebo mutaci genu p53 dochazi k presné opacnym
procestim, tj. inhibici diferenciace, apoptézy a zrychleni proliferace. ,Ruku v ruce” s poskozenim
p53 prichazi i defekt proteinu p21, tim paddem sniZeni exprese proteinu bax, jak jiZ bylo zminéno,

odpovédného za apoptozu.

Protoonkogenem oznacujeme gen ve zdravych bunkach kédujici protein, ktery reguluje bunécny
rist nebo proliferaci. V disledku mutace ¢i chybné exprese z tohoto protoonkogenu vznikne
onkogen a jeho produktem je onkoprotein. Jednim z nejdilezitéjSich onkogenti u rakoviny plic
je K-ras onkogen, lokalizovany na chromozomu 6 [7]. Pifi mutaci K-ras dochazi k zdméné
aminokyseliny glycinu za valin, coZ ma za nasledek extrémni stimulaci proliferace bunky. K-ras
onkogen byva nékdy oznacovan zkratkou KRAS2 (Kristen RAt Sarcoma 2 viral oncogen). Gen
K-ras koduje protein zvany GTP, ktery je zodpovédny za prenos signalu u proteinkinazy.
Je pritom patrny rozdil v typu mutace u kolorektalniho karcinomu a karcinomu plicniho.
Z toho lze usoudit, Ze velky vliv zde ma i piisobeni exogennich ¢initelG (napf. koufeni, radon).
U nemalobunécného plicniho karcinomu je K-ras onkogen aktivovan jen v 15 - 20 %, nejcastéji
ho mliZeme zjistit u adenokarcinomii v 30 % [6]. Nékolik studii potvrdilo, Ze mutace K-ras
onkogenu je negativni nezavisly prognosticky faktor u pacientd po kompletni resekci plicniho

karcinomu [6,7].

Dal$imi neméné dtilezitymi onkogeny jsou Myc onkogeny. Mezi né patii c-myc, N-myc a L-myc,
které zodpovidaji za transkripéni faktor pro fosfoprotein. Gen c-myc je lokalizovan
na chromozomu 8, jeho aktivace probihd overexpresi nebo amplifikaci genu. U¢inkem c-myc
je zvysSena proliferacni aktivita bunky a jeho produkt brani prechodu bunék z cyklu do faze Go.
C-myc se vyskytuje u nemalobunééného i malobunééného karcinomu plic. Zatim se jen uvazuje,
ze vyskyt tohoto genu miiZe byt spojen s rezistenci na chemoterapii a jeho zvySena exprese

spojena s relapsem nadorového onemocnéni [6,8,9]. Dalsi onkogeny N-myc a L-myc se vyskytuji
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pouze u malobunééného plicniho karcinomu a jsou spojeny s jednoznacné horsi prognézou

[6,10,11].

2.3 Diagnostické metody

K diagnostice plicniho karcinomu Ize dnes vyuzit celou $kélu vySetrovacich metod. Své misto
si stale zachovava klasicky rentgen (RTG) hrudniku, ktery nadale ziistava i necastéji vyuzivanou
radiologickou vysetrovaci metodou. BohuZel jeho nejvétsi slabinou stale ziistava malé prostorové
rozliSeni zplisobené sumacnim zobrazenim trojrozmérného objektu. Tyto nevyhody naopak nema
pocitatova tomografie (CT) s vysokym rozliSenim (HRCT) (obr. ¢ 1), kterou
lze dnes povaZovat za zakladni vySetrovaci metodu u plicnich nadort. Pomoci CT Ize s velkou

presnosti stanovit T, N i M klasifikaci nddoru.

T parametr lze pomoci HRCT stanovit pomérné presné, jakkoliv k verifikaci infiltrace okolnich
struktur a organt je nékdy lepsi vyuzit magnetickou rezonanci (MRI) (obr. ¢. 2), ktera poskytuje
ty, které jsou vétsi nez 10 mm ve svém kratSim diametru. Musime si ale uvédomit, Ze zvétSené
uzliny mohou provazet i benigni onemocnéni nebo jiné malignity. FaleSné negativnich mtize
byt az 10 % nezvétSenych uzlin. Dle Detterberka a Toloza Ize zcela eliminovat faleSnou pozitivitu
¢i negativitu kombinaci CT a pozitronové emisni tomografie, doplnénou o biopsii, nejpresnéji

pomoci mediastinoskopie nebo alespoii cestou bronchoskopické punkce [12,13].

Obr. ¢. 1: CT obraz karcinomu dolniho laloku pravé plice
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Obr. ¢.

Obr. ¢. 2: MRI potvrzena infiltrace aorty karcinomem plic
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(&2

3: PET/CT obraz pozitivnich paratrachealnich uzlin (skupiny 4R,L) u
karcinomu plic
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Pozitronova emisni tomografie (PET-CT) s vyuzitim 18-fluorodeoxyglukézy (FDG) ma zcela
zasadni vyznam pro diferenciaci mezi malignim a benigni naddorem. Zakladnim principem
je vysoka akumulace fluorodeoxyglukézy v nadorovych bunikach (obr. ¢. 3, 4). U 1ézi vétsich
nez 15 mm v prameéru, u kterych nedochazi k vychytavani radiofarmaka, se jedna s nejvétsi
pravdépodobnosti o benigni 1ézi, senzitivita je kolem 95 %. Granulomatézni onemocnéni,
postradiacni pneumonitida a Cerstvé jizvy byvaji jedny z nejcastéjsich pricin faleSné pozitivniho
nalezu. Fale$Sné negativni se objevuji u tumord, kdy jejich rozmér je mensi nez 10mm nebo
u tumorl, které maji nizky metabolicky potencial, mezi které patii Kkarcinoid
a bronchoalveolarni karcinom [14]. Wahidi et al. uvadi na zakladé metaanalyzy 17 studii, které
se zabyvaly hodnocenim nadort plic, Ze PET CT je charakterizovano vysokou senzitivitou
(80-100 %), ale bohuzel specificita je priliS variabilni (mezi 40 - 100 %) [15]. Novinkou
v diagnostice je pouziti 18F-FLT-PET/CT (18F-fluorothymidinu). Rozdil oproti pouZiti 18F-FDG

spociva v rozliSeni mezi zanétlivym a malignim onemocnénim [16].

Obr €. 4: PET CT obraz karcinomu horniho laloku levé plice
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Mezi semiinvazivni vySetfovaci metody patfi na prvnim misté bronchoskopie. Je to velice dlilezita
pneumologicka disciplina, kterou vyuziva rada obort. Pouziva se nejen v diagnostice malignich
plicnich procest, ale i u benignich plicnich onemocnéni. Indikace k bronchoskopii byva stanovena
nejcastéji na podkladé podezielého nalezu zobrazovacich vySetfovacich metod. Mezi invazivni

bronchoskopické metody, pomoci kterych lze ziskat diagnosticky material, patti odbér sekretu
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specidlnim katétrem, vyplach bronchu - lavaZz, biopsie specidlnimi endoskopickymi klistkami
a transtrachedlni ¢i transbronchidlni punkce, popripadé pomoci endobronchialni
sonografické navigace (viz nize). DalSim dilezitym aspektem metody je moZnost vyuziti
pomocnych navigacnich metod, které uptesni lokalizaci patologického loZiska. Autofluorescencni
bronchoskopie se vyuziva k diagnostice casnych malignit a premalignich 1ézi na podkladé zmény
aktivity chromoforti, obsazenych zejména v submukéze. Autofluorescencni bronchoskopie
je zaloZena na principu poklesu autofluorescence v misté rannych malignich afekci (dysplazie,
ca in situ), ktery lze detekovat po osvitu svétlem o urcité vinové délce, napt. 442 nm
produkovaného helium-cadmiovym laserem. Pokles autofluorescence ma nejvyssi hodnoty
v zelené oblasti viditelného svétla a je na monitoru patrno v podobé Cervenohnédych skvrn
obklopenych normalni zelenou barvou nezménéné sliznice. Handicapem fluorescence je ovSem
nespecificnost nalezli dysplazie, tézké dysplazie nebo karcinomu in situ. U 16 % pacientl
se zanétlivé zménénym epitelem dochazi k metaplazii, aZ u 30 % se z hyperplazie ¢i metaplazie
vyviji mirnd aZ stfedni dysplazie a asi u 37 % se z tézké dysplazie vyvine karcinom in situ.

U 55 - 80 % karcinom in situ dochazi k zvratu v invazivni karcinom [17].

Dal$i novou metodou je bronchoskopie s tzkym svazkem svétla (narrow band imaging), ktera
vyuziva tfi druhy vinové délky (modra, zelena a Cervena), kdy podle odrazi svétla lze urcit
jednotlivé vrstvy sliznice, a tedy posoudit stupeil invaze 1éze a zaroven zacilit misto biopsie,

a tudiz zvysit presnost biopsie dané 1éze [18].

ZvysSovani vytéznosti bronchoskopickych metod je mozné diky zavedeni endobronchialni
sonografie (EBUS). Mohou byt pouzity dva druhy sond. Prvni je sonda radialni, ktera se zavadi
pracovnim kanalem piimo k perifernim tumortim. Druhym systémem je linearni sonda, ktera
je soucasti bronchoskopu. Zde se pracovnim kanadlem zavadi jehla, kterou je mozné provést punkci
mediastinalnich uzlin, coz lze vyuzit ke zpresnéni stagingu karcinomu plic, a to Setrnéji
neZ pomoci chirurgické mediastinoskopie [19,20]. Podle nékterych praci lze mozno pomoci EBUS
s biopsii dosahnout minimalné stejnych ¢i i lepSich vysledki jako pti mediastinoskopii v ramci

predoperacniho posouzeni N2 a N3 mediastinalnich uzlin [21].

Samostatnou problematiku predstavuje u plicniho karcinomu, tak jako u jinych solidnich malignit,
problematika onkomarkerti. U karcinomu plic mlZeme zjistit zvySenou hladinu
karcinoembryonalniho antigenu (CEA). U nemalobunécnych karcinomi byva zvyseno CYFRA-21
(solubilni fragment cytokeratinu 19), TPA (tkanovy polypeptidovy specificky antigen), CEA
(karcinoembryondalni antigen) a nékdy NSE (neuron specifickd enolaza). Oproti tomu
u malobunécéného karcinomu je zvySend hladina onkomarkerii pro-gastrin-releasin peptide
(ProGRP) a NSE. Hlavni vyznam téchto onkomarkerd spoc¢iva v moznosti monitorovani hladin

v pribéhu lécby a dalsiho sledovani nemocného. ZvySeni hladiny totiz mize signalizovat relaps
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Ci progresi onemocnéni, bohuzel na né vSak nelze plné spoléhat z diivodu nedostatecné specificity
a mozného vyskytu i u jinych nadori [22]. Jejich vyznam pro primodiagnostiku plicniho nadoru

je pak zcela zanedbatelny.

2.4 Staging karcinomu plic

Rozsah nadorového onemocnéni se hodnoti dle celosvétové platného systému TNM, z néjZ jsou
odvozovana jednotliva Kklinicka stadia. Vyhodou TNM Klasifikace je pouzitelnost skoro u vSech
solidnich malignit, vyjimku tvofi hlavné malignity hematologické. TNM klasifikace patii mezi
zakladni popis nadoru, kde parametr T popisuje velikost, parametr N postizeni lymfatickych uzlin
a parametr M pritomnost vzdalenych metastdz. Pomoci TNM Kklasifikace je mozné stanovit
jak staging (stanoveni klinické pokrocilosti onemocnéni), tak i grading (stupen diferenciace
nadoru). DalSim neméné dilezitym pojmem je typing, ktery urcuje histologicky typ nadoru.
Pfi urc¢eni TNM na zakladé klinického vySetieni vidy kazdé pismeno oznafujeme symbolem ,c“.
Oznaceni TNM symbolem ,p“ vyjadiuje, Ze klasifikace byla provedena na podkladé vySetreni

patologem, coZ je pochopitelné nejpresné;jsi.

Pro plicni karcinomy byla poprvé tato klasifikace vytvorena v roce 1973 na souboru 2155
pacientll v univerzitni nemocnici ve mésté Houston [23]. Dalsi revize byly provedeny v roce 1997.
0Od roku 1999 byly zmény v TNM Kklasifikaci provaddény pouze Mezinarodni asociaci
pro studium plicni rakoviny (IASLC). Do roku 2010 platila 6. verze klasifikace plicnich nador.
Nyni jiZz od roku 2011 plati v CR zcela nova verze klasifikace (tab. ¢. 1) vypracovana Mezinarodni
unif proti rakoviné (UICC) a Americkym vyborem proti rakoviné (AJCC) jakoZto revize ¢islo 7,

vydana byla v roce 2009 [23,24].

Nova klasifikace rozliSuje 5 skupin nadoru s velikostmi 2, 3, 5 a 7 cm. Oproti staré klasifikaci,
platné do roku 2010, kde byl satelitni nadorovy uzel ve stejném laloku hodnocen uz jako T4,
je v nové Kklasifikaci hodnocen jako T3. Nador, infiltrujici mediastinalni struktury pod pleurou
¢i perikardem, je klasifikovan jako T4. Maligni pleuralni vypotek je hodnocen jako M1. Pleuralni
diseminace a postiZeni uzlin v druhostranné plici jsou klasifikovany M1a a vzdalené metastazy
jako M1b [25]. Pomoci parametri TNM Klasifikace jsou urcena jednotliva stadia plicniho

karcinomu [23,26,27] (tab. ¢. 2).
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Pro malobuné¢ny karcinom se v klinické v praxi pouZiva zjednoduSena Kklasifikace dle VALG

(Veterans Administration Lung Cancer study Group) [28]:

1. limitované staddium (LD - limited disease) - definovano jako postiZeni pouze jednoho plicniho
kiidla s postizenim ipsilateralnich uzlin a bez postiZeni kontralateralnich mediastinalnich uzlin

nebo supraklavikularnich a s ¢i bez jednostranného pleuralniho vypotku.

2. extenzivni stadium (ED - extensive disease) - vSechny ostatni formy.

vvvvvv

na fadu subtypid. Podle histologického hlediska délime plicni karcinom na zakladni subtypy:
malobunécny plicni karcinom (small cell lung cancer - SCLC) a nemalobunéc¢ny plicni karcinom
(non-small cell lung cancer - NSCLC). Toto rozdélenti je zcela zasadni pro 1é¢ebnou strategii. Toto
postupy, je nezbytné presnéjsi déleni. Odliseni adenokarcinomi od spinocelularnich karcinomu
umoznuje nastavit individualni 1é¢bu s co mozna nejvétsim ucinkem a s minimem moZnych

nezadoucich komplikaci.

SCLC je vétSinou v dobé diagnozy jiz systémovym onemocnénim, jelikoz ¢asné metastazuje
jak lymfogenni, tak i krevni cestou. Oproti tomu NSCLC ma v pocatecnim stadiu lokalni charakter
proliferace, roste pomaleji a preferuje lymfogenni cestu $ifeni metastaz. SCLC zpocatku dobie
reaguje na chemoterapii, ale posléze se stava rezistentnim a nemocny béhem nékolika mésict
zmira. U NSCLC je odpovéd’ na onkologickou 1é¢bu oproti SCLC horsi, zde vSak chirurgicka 1écba
u nemocnych radikalné odoperovanych poskytuje uspokojivou $anci na pétileté prezivani. Proto

je nesmirné dilezité urceni histologického typu plicniho nadoru pro dalsi strategii 1éCby.

10
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Tab ¢. 1: TNM klasifikace plicniho karcinomu (UICC,AJCC 2009)

T (velikost nadoru)

TX Primarni nddor nelze hodnotit, nebo priikaz na zdkladé pfitomnosti malignich bunék ve sputu
nebo bronchidlnim vyplachu, ale neni viditelny zobrazovacimi vySetfovacimi metodami ¢i
TO Bez znamek primarniho naddoru
Tis Karcinom in situ
Tla Nador o velikosti < 2 cm T1 - Tumor 3 cm v nejdel$im primeéru, obklopen plici nebo
visceralni pleurou, bez bronchoskopickych znamek invaze
T1b Nador o velikosti > 2 cm ale < 3 cm | proximalné od lobarniho bronchu
T2a Nador o velikosti > 3 cmale <5 cm | T2 - Tumor postihuje hlavni bronchus = 2 cm od kariny;
postihuje visceralni pleuru; je sdruZen s atelektazou nebo
T2b Nador o velikosti > 5 cm ale < 7 cm | pneumonii za stendzou, ktera nezasahuje celou plici
T3 Nédory vétsi neZ 7 cm s pfimym Sifenim do hrudni stény nebo branice, mediastinalni pleury,
parietalniho perikardu. Tumor postihujici hlavni bronchus 2 cm distalné od kariny, bez postizZeni
kariny; nebo je sdruZen s atelektdzou, postihujici celou plici; nebo nadory s dal$imi uzly ve
stejném laloku jako primarni nador.
T4 Tumor jakékoliv velikosti s invazi do: mediastina, srdce, velkych cév, pridusnice, jicnu, tél obratlt

nebo kariny; nebo naddorové uzly v jiném laloku stejnostranné plice

N (postiZeni regionalnich lymfatickych uzlin)

NX Regionalni mizni uzliny nelze hodnotit

NO V regionalnich miznich uzlinach nejsou metastazy

N1 Metastazy ve stejnostrannych peribronchialnich a/nebo stejnostrannych hilovych uzlinach
intrapulmonalnich uzlinach, véetné postiZeni pfimym Sitenim

N2 Metastazy ve stejnostrannych mediastinalnich a/nebo subkarinalnich miznich uzlinach

N3 Metastazy v druhostrannych mediastinalnich, druhostrannych hilovych, stejnostrannych c¢i

druhostrannych skalenickych nebo supraklavikularnich miznich uzlinach

M (vzdalené metastazy)

MX Vzdalené metastazy nelze hodnotit
MO Nejsou vzdalené metastazy
M1la Metastazy v druhostranné plici, rozsev na pleuie nebo perikardu, maligni | M1
vypotek
P Vzdalené
M1b Metastazy ve vzdalenych organech metastizy

11
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Tab ¢. 2: TNM klasifikace plicniho karcinomu (UICC, AJCC 2009)

T/M Podskupina NO N1 N2 N3

T1 T1la Ia Ila I1la I1Tb
T1b Ia Ila Ila [1Tb

T2 T2a Ib Ila Ila [1Tb
T2b Ila IIb [1la I1Tb

T3 T3 >7 cm IIb Ila [1la I1Tb
T3 invazivni I1b Ila Ila [1Tb
T3 satel. LoZisko IIb [lla llla [MTb

T4 T4 invazivni [1la [1la [1Ib [1Ib
T4 stejnostranné uzliny | Illa [1la [Ib [1Ib

M1 M1la druhostranné | IV I\Y I\ I\Y
uzliny v v 1\ v
M1a Pleurdl. diseminace v v v v
M1b

V poslednim desetileti dochazi ke zvySovani poc¢tu adenokarcinomi na tkor spinocelularniho
karcinomu, pravdépodobné z diivodu poklesu poctu kuraki a nartstajicimu poctu nekurakd,
u kterych prevazuje pravé adenokarcinom. Dle Narodniho onkologického registru z roku 2009
u muzi bylo zjisténo 39 % spinocelularnich karcinomt, u Zen pak 23 %. Adenokarcinomy
u muzl dosahuji 15 - 16 %, u Zen 25 %, tyto hodnoty jsou vyssi neZ v minulych letech, ale porad

nedosahuji svétového priméru, ktery ¢ini u muzi 24 % a u Zen 46 % [29].

Zakladni histopatologické rozdéleni stupné diferenciace se déli do ¢ty skupin (tab ¢. 4).

12
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Tab ¢. 3: WHO klasifikaci epitelidlnich plicnich nadort

Spinocelularni karcinom

papilarni
svétlobunécny
malobunécny
bazaloidni

Adenokarcinom

adenokarcinom, smiSeny subtyp
acinarni adenokarcinom
papilarni adenokarcinom
bronchioalveolarni adenokarcinom (lepidicky)
nemucindzni
mucinézni
smiSeny
solidni adenokarcinom s hlenotvorbou
fetalni adenokarcinom
mucinézni (koloidni) adenokarcinom
mucinézni cystadenokarcinom
adenokarcinom z prstencitych bunék
svétlobunéc¢ny adenokarcinom

Velkobunécny karcinom

velkobuné¢ny neuroendokrinni karcinom
bazaloidni karcinom

lymfoepiteliomu podobny karcinom
svétlobunécny karcinom

velkobuné¢ny karcinom s rhabdoidnim fenotypem

Malobunéc¢ny karcinom

kombinovany malobunécny karcinom

Adenoskvamozni karcinom

Sarkomatoidni karcinom

pleiomorfni karcinom
viretenobunécény karcinom
obrovskobunéény karcinom
karcinosarkom

pulmonalni blastom

Karcinom typu slinnych Zlaz

mukoepidermoidni karcinom
adenoidné cysticky karcinom
epitelidlné myoepitelialni karcinom

13
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Tab. ¢. 4: Grading

GX (grade X) Stupen diferenciace nelze urcit
G1 (grade 1) Dobie diferencovany

G2 (grade 2) Stfedné diferencovany

G3 (grade 3) Malo diferencovany

G4 (grade 4) Nediferencovany

2.5 Moznostilécby karcinomu plic

Lécba karcinomu plic je principidlné multimodalni, ovSem jedinou potencionalné kurativni

metodou zlstava chirurgicka resekce, doplnéna o radikalni lymfadenektomii.

Kurativni resekce byva celosvétové bohuzel mozna pouze u 20-25 % pacientli s karcinomem
v dobé stanoveni diagnézy, v Ceské republice je to pouze 10-17% [30]. Ve stadiu I preziva 5 let
jen 57 — 78 % pacientl, pétileté preZiti ve stadiu II je mezi 39 - 66 %, ve stadiu IIIA v rozmezi

23 - 33 %, ve stadiu IV je pétileté preZiti vyjimecné [31].

K recidivdm onemocnéni dochazi i pres adekvatni 1é¢bu asi u 30 % pacienti ve stadiu I a II.
V 70 % se jedna o recidivu systémového onemocnéni, které i pres intenzivni 1é¢bu zpiisobi smrt

pacienta [32].

2.5.1 Chirurgicka lécba

Prvni doloZené zaznamy v literature o resekci gangrendzni plice pochazeji z 15. stoleti,
kdy ji mél vykonat Rolando z Parmy. Rolandiv pacient vykon ptezil, ovSem jinak byly vysledky
operaci plic v pionyrskych dobach vétsSinou tristni. Postupné se vyvijela operacni technika, hrudni
drendZ a anestezie nemocnych. Prvni zminka o chirurgické 1é¢bé karcinomu plic pochazi z konce
19. stoleti, kdy Pean provedl atypickou plicni resekci pro karcinom plic. Postupem cCasu
se dospélo k metodé volby, kterou se stala anatomicka plicni resekce, avSak tyto operace byly
zatiZeny stale velkou letalitou, dokonce az 70 %. Operace byly zprvu provadény jako dvoudobé,
v prvni dobé byla provedena pleuroabraze nebo pleurektomie k navozeni pleurodézy. V druhé
dobé nasledovala anatomicka resekce, zalozena na principu podvazu cévni stopKky plice pryzovou
hadickou, ktera zptlisobila ischemizaci a nekrézu plice a nasledné jeji odlouceni. Tato nekréza byla
ovsem bohuzel zpravidla spojena se vznikem bronchopleuralni pistéle, jejiz disledky méla resit

predem navozena pleurodéza, jelikoZ v tomto pripadé se dostaval vzduch a infek¢ni material

14
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jen do operac¢ni rany, nikoliv do pleuralni dutiny. Prvni lobektomii, tak jak ji zname dnes, tedy
se selektivnim uzavérem hilovych struktur, provedl Davies vroce 1912. Nissen roku 1930 provedl
Uspésné prvni pulmektomii, kterd byla v této ére povazovana za kurativni metoda prvni volby
u karcinomu plic. Operace mensiho rozsahu byly provadény jen u pacienti s nizkou funkéni plicni
rezervou. Teprve po roce 1945 je jako adekvatné radikalni resek¢ni vykon povazovana
lobektomie. Nejvyznamnéj$i postavou hrudni chirurgie v Cechach a na Moravé byl prof. Divig,

ktery jako prvni na svété v roce 1926 provedl plicni metastazektomii [33].

Postupné se zdokonolovala operac¢ni technika, vyvijely se nové nastroje slouZici k uzavéru
bronchu, az do dnes$ni podoby staplerii. Ruku v ruce se zavedenim laparoskopie se postupné
rozvijela torakoskopie. Poprvé provedl torakoskopii Jacobeus v roce 1910 [34]. Jednalo se zprvu
pouze o diagnostickou metodu, ovSem s pribyvajicimi zkuSenostmi byla snaha ji pouzit
k provedeni chirurgickych intervenci a posléze i kurativni operaci pro bronchogenni karcinom.
Prvni videoasistovana lobektomie pro plicni karcinom byla provedena v roce 1992 [35]. Nasledné
roky znamenaly velky rozvoj této operacni techniky. V soucasné dobé Sel vyvoj
tak daleko, zZe napr. kodanské pracovisté Henrika J. Hansena provadi az 70 - 80 % vSech
anatomickych resekci pro karcinom plic touto opera¢ni metodou [36], v ramci celého Danska
se takto provadi aZ 70 % resekci. To jsou ovSem pomérné extrémni cisla, ktera nemaji ve svété
obdoby. Obecné je metoda VATS resekci stale spiSe ve stadiu zavadéni do bézné klinické praxe.
Probéhlo nékolik studii, které srovnavaly VATS lobektomie versus torakotomické lobectomie,
ve vétsSiné pripadi vzdy vysly vysledky ve prospéch VATS lobektomii [37]. Souhrnné vysledky
z celé Evropy, hlavné ze statli s vysokym hrubym domacim produktem, v roce 2014 publikoval
Bequm. Vyrazné narlsta pocet VATS lobektomii z 10,7 % mezi roky 2007 - 2008
na 18,7 % mezi 2010 - 2012. Uvadi, Ze dokonce VATS lobektomie je po souctu vSech nakladi
levnéjsi operacni metodou, nez klasicky provedena lobektomie a zaroven lze dosahnout stejné
urovné onkologické radikality jako pti klasické operaci. NejvétSim benefitem pro pacienty
je navic vyrazné zkraceni doby hospitalizace, snizeni pooperacni bolesti a brzké zaclenéni
pacienta zpét do socialniho Zivota [38]. V Ceské republice bohuZel tento novy trend neni zcela
nasledovan, stale prevazuje klasickd operalni technika, ojedinélé pokusy o rozjezd VATS
programu byly vzdy pozastaveny ¢i omezeny v disledku vysokych nakladti v nasSich podminkach
na operaci. Snad Casem dospéjeme k tomu, abychom nasledovali trend ostatnich ekonomicky

rozvinutych zemi zapadni Evropy. Zatim stdle lze fict, Ze ndm vlak neujel, ale za¢ind se rozjizdét!

Pred zacatkem 1é¢by karcinomu plic je nutné pacienta zaradit do prislusného stadia choroby podle
TNM Klasifikace, jelikoz podle stavajicich kritérii je to stéZejni parametr, rozhodujici

o indikaci nejvhodnéjsiho zptlisobu terapie. Predoperacni staging (cTNM) se ovSem miize liSit
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od definitivniho stadia, zjiSténého po provedené plicni resekci, a to na zakladé histologického
vySetfeni odebranych tkani a predevSim vySetieni odstranénych uzlin (pTNM). Shoda

v poopera¢nim pTNM a piedopera¢nim cTNM se pohybuje kolem 50 - 70 % [39].

Postupem se Casu se dospélo k jednoznacnému zavéru, Ze nemalobunécny karcinom plic
metastazuje nejprve lymfatickou cestou. Jednotlivé uzliny byvaly povaZovany za filtr, ktery brani
dalS$imu $ifeni nddorového onemocnéni. JiZ v roce 1951 Cahan ve své praci popisoval nutnost
extensivni radikalni disekce lymfatik jako soucasti plicni resekce [40]. Dnes jiz ovSem vime,
Ze prislusné uzliny urcité arovné mohou byt metastazujicimi nddorovymi burikami obejity skrze
rizné spojky a buiiky tak mohou ,preskocit o etaz vyse, tedy Ze existuji tzv. ,skipping metastazy*“.
Uzliny v podstaté nejsou soucasti aktivni obrany vic¢i nadorovému postiZeni,
ale zjiSténi jejich postizeni slouZi predevsSim jako ukazatel pokrocilosti onemocnéni a je tedy
dtlezitym ukazatelem pokrocilosti nddorového onemocnéni a jeho progndzy, ktery zasadné

ovliviiuje volbu dalSiho 1éc¢ebného postup i jeho vysledky.

Pro zhodnoceni lymfatického metastatického postizeni bylo nutné piredevsim sjednotit klasifikaci
lymfatickych uzlin plice a mediastina, coZ umoznilo porovnani vysledkl jednotlivych praci,
zabyvajicich se dopadem lymfatického metastatického postiZeni na vysledek terapie plicniho
karcinomu. Prvni klasifikace plicnich a mediastindlnich lymfatickych uzlin byla vypracovana
Narukem [41]. Jeho klasifikace byla zatfazena do TNM Kklasifikace Union Le Cancer v roce 1980.
Postupné byla klasifikace prepracovana, predevSim Mountainem [42], aZ po soucasnou verzi
z roku 2009 od The International Association for the Study of Lung Cancer (IASLC) [43].
Provedené analyzy prokazaly, Ze k preciznimu zhodnoceni uzlinového postizeni
je tfeba vysetrit uzliny z 6 uzlinovych skupin: periferni (skupiny 12-14) a hilova (skupiny 10-11)
pro stanoveni uzlin N1 a horni (skupiny 1-4) a dolni mediastinalni (skupiny 8-9), aortopulmonalni
(skupiny 5-6) a subkarinalni (skupina 7) pro stanoveni uzlin N2. Pti lokalizaci nddoru na pravé
strané je nutna disekce uzlin paratrachealnich (4R) a vlevo uzlin subaortalnich a paraaortalnich
(5,6), disekce bifurkacnich by méla byt provedena bez ohledu stranové lokalizace tumoru [44],

viz obr. ¢. 5.
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Obr. ¢. 5: Klasifikace mediastinalnich uzlin z roku 2009 od IASLC [23]
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V pribéhu doby bylo postupné popsano nékolik zpiisobtli disekce lymfatickych uzlin, pocinaje
prostym samplingem, pres systematicky sapling az po radikalni lymfadenektomii. Prosty
sampling, tj. odstranéni pouze uzlin suspektnich dle predopera¢niho CT vysetteni ¢i podezielych
pooperacné, nedava presnou odpovéd na postizeni uzlin dle jednotlivych etazi a mize vyrazné

vivs

z minimalné Sesti predem definovanych skupin lymfatickych uzlin.

Zvlastnim zpisobem ovéieni lymfatického metastazovani je metoda biopsie tzv. sentinelové
uzliny, tzn. nalezeni a odstranéni prvni spadové lymfatické uzliny (uzlin) od naddoru pomoci
lymfatického trasovani. Existuje pritom piredpoklad, Ze je-li tato uzlina (uzliny) negativni, pak jsou
negativni i uzliny vySSich drovni. Probéhla tada studii, a to i na naSem pracovisti,
ale aplikace metody u plicniho karcinomu se z praktického hlediska nejevi byt prili§ vyuzitelny

a vytéznost této metody nebyla ovérena vétSim pocCtem pacientti [45,46].

Japonsti autofi v Cele s Asamurou v roce 1999 definovali pojem lobarné specificka
lymfadenektomie. Principem jen respektovani lymfatického Sireni nadoru, tedy disekce 3 uzlin

z plice a 3 uzlin odebranych ze spadového mediastina [47].

V soucasnosti je za standardni soucast plicnich resekci pro karcinom povazZovana systematicka
(radikalni) mediastindlni lymfadenektomie, ktera umozinuje stanovit patologicky staging
nejpresnéji. U tohoto typu lymfadenektomie se provadi odstranéni kompletni lymfatické
a tukové tkané z postizené mediastinalni strany, viz obr. ¢. 6. Cilem neni odstranéni jednotlivych
uzlin, ale ,en bloc“ exstirpace celého lymfatického systému. Tento typ disekce uzliny
nam podava nepresnéjsi vypovédni hodnotu o stagingu nemoci. Dle guidelines ESTS (Evropské
spolecnosti hrudnich chirurgii) z roku 2006 je pri plicni resekci nezbytné odstranéni alespon
6 skupin lymfatickych uzlin spolu s resekatem, ale nejlépe kompletni radikalni disekce
mediastindlniho tuku s uzlinami v z6né hornich a dolnich mediastindlnich uzlin, vlevo
periaortalné. Samoziejmosti je i odstranéni N1 uzlin, tedy disekce uzlin hilovych, interlobarnich
a uzlin perifernéjsich, které jsou obvykle odstranény s resekatem. Pokud N1 disekci opomineme,
miliZeme negativné ovlivnit i pooperacni staging a tedy eventualni indikaci k dal$i onkologické
ktery je logicky spojen s vétSim vyskytem komplikaci a prodlouZenim operacniho casu [48].
Rozsahla prospektivni randomizovana studie (American College of Surgery Oncology Group
Z0030 Trial), kterd srovnavala systematickou lymfadenektomii a systematicky sampling
na souboru 1111 pacientli, ovSem nezjistila zvySeni vyskytu pooperacnich komplikaci
u systematické lymfadenektomie a ukézala niz8i mortalitu neZ u systematického samplingu

(0,78% vs. 2%), aniz se vyznamneé prodlouzila doba operace a hrudni drenaZe [49]. Nicméné,
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i pri provedeni této radikalni disekce lymfatického systému nelze potvrdit, Ze by tento vykon mél

pozitivni vliv na prodlouZeni prezivani odoperovanych nemocnych [50,51,52].

Obr. €. 6: Mediastinalni lymfadenektomie pro ca horniho laloku pravé plice

Nezbytnou podminkou chirurgické 1é¢by je schopnost nemocného podstoupit planovany operacni
vykon s ohledem na ventilacni rezervu, kardialni zdatnost a pokrocilost vlastniho onemocnéni.
Jak uz bylo uvedeno, 1é¢ba plicniho karcinomu je multimodalni, proto by méla indikace operace
vzejit idealné z multioborového indika¢niho seminare, kterého by se mél ucastnit hrudni chirurg,

radiolog a pneumoonkolog.

U pacienta s karcinomem plic je tedy standardnim chirurgickym vykonem anatomicka plicni
resekce  (lobektomie, bilobektomie, pneumonektomie, sleeve resekce), doplnéna

o systematickou lymfadenektomii.

2.5.2 Typy anatomickych resekci

NejradikalnéjSim anatomickym resekénim vykonem je pneumonektomie, pii niZ se odstranuje
cela plice a kompletni prilehla lymfaticka tkan. Ve 40. letech byla pneumonektomie povazovana
z hlediska radikality za jediny adekvatni vykon. Dnes jiZ ovSem vime, Ze pneumonektomie
predstavuje pro nemocného znacné mutilujici vykon a obrovskou zatéz, a to hlavné
pneumonektomie pravostrannd, pti niZ dochazi ke ztraté 55 - 60 % vitalni kapacity plic. Vyviji
se plicni restrikce, ktera s casovym odstupem vede Kk rozvoji plicni hypertenze. V soucasné dobé

se pneumonektomie nejcastéji provadi pti centralné uloZenych tumorech nebo tumorech, které
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infiltruji celou plici, nebo pii nddorech zasahujicich ptes interlobarni Stérbinu [53], tedy v situaci,
kdy nelze jednoznacné vyuzit néktery z méné extenzivnich resek¢nich vykond. Prognéza téchto
pacientli je obecné spisSe horsi. Pocet provadénych pneumonektomii ovSem celosvétoveé, oproti
stoupajicimu poctu lobektomii, jednoznacné klesa [54]. Naptiklad Fergusson popisuje zménu
pomeéru lobektomii versus pneumonectomii z 7:3 na 9:1 béhem 30 let [55]. Tento trend v poklesu
pneumonektomii na tikor zvy$eni poétu lobektomii je sledovan i v Ceské republice, coz doklada
velka sestava 1412 pacientii z CR [56]. Obecné dnes tedy plati, Ze by pomér pneumonektomii

k lobektomiim nemél presahovat 10 %.

Bilobektomie miize byt provedena pouze na pravé strané, indikaci je infiltrace vedlejsiho
interlobia nddorem nebo histologicky potvrzenou naddorovou infiltraci uzlin. Nékteii autofi
pti infiltraci interlobarniho lymfatického pediklu, tzv. ,sump“ uzlin, z onkologického hlediska
doporucuji pneumonektomii. Jestlize vSak nemocny neni schopen pneumonektomie v disledku
Spatné ventilatni rezervy, je mozné provést i bilobektomii za predpokladu, Ze interlobarn{ uzliny
i dal$i uzliny vyssiho rfadu budou odstranény [57]. Lze rozlisit bilobektomii horni, kterou
rozumime resekci hornifho laloku spolu se stfednim, a bilobektomii dolni, kdy se resekuje dolni

a strredni lalok.

Jiz fadu let je nejcastéjSim vykonem v hrudni chirurgii lobektomie, ktera je dosud povazovana
za zlaty standard pri resekéni 1é¢bé plicniho karcinomu. Indikaci pro lobektomii nemusi
byt ovSem jen maligni nadory, ale mohou to byt i benigni onemocnéni jako bronchiektazie
¢i plicni absces, postihujici zna¢nou ¢ast laloku. Lobektomie je urfena pro tumory malé
Ci periferné uloZené nebo pro centralné rostouci nadory, kdy by nemocni po respiracni strance
nesnesli vétSi rozsah vykonu. U takovych pacientli je nutné provést radikalni resekci
bez ponechani rezidua tumoru, cehoz lze docilit pomoci lobektomie bronchoplastické

a/nebo angioplastické.

Operaci zaciname provedenim torakoskopie ¢i torakotomie, kdy vyloucime generalizaci
nebo inoperabilitu nddoru. Pri klasickych otevirenych resekcich volime dle zvyklosti pracovisté
bud’ posterolaterdlni ¢i anterolateralni torakotomii, dle lokalizace tumoru je zvolena vyse
meziZebfi. Ptilokalizaci tumoru v hornim laloku spiSe volime ptistup dle fyziognomie nemocného
ctvrtym, pripadné patym mezizebiim. U centralnich tumord volime zpravidla paté mezizebii.

Pokud je tumor lokalizovan v dolnim laloku, uptednostiiujeme paté ¢i vyjimecné Sesté mezizebii.

V prvni fazi je u otevirenych resekci je disekovano interlobium, kde se snazime identifikovat plicni
tepnu s jednotlivymi vétvemi. Prislusné tepny pro dany lalok oSetiime centralné opichovou
ligaturou nevstifebatelnym vldknem a jesté podvazem. Nasleduje podvaz plicni Zily drénujici
prislusny lalok. Podvaz je tfeba anatomicky spravné umistit i se zohlednénim ptipadnych

anomalii v drenazi, jelikoz chybnym podvazem docilime infarzace plice se stazou zilni krve,
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vyustujici v nekrézu chybné oSetifeného laloku plice. Analogicka chyba u tepen naproti tomu sice
vede k vyrazeni respiracni funkce plice, ale neni spojena se vznikem hemoragické infarzace,
jelikoZ k udrzZeni vitality plicni tkané stadi pritok cestou bronchidlnich tepen. OSetfeni Zily
je technicky obdobné jako u tepen. Bronchus pro dany lalok pietindme v primérené vzalenosti
od odstupu. Pahyl oSetfujeme nékolika moznymi zplsoby, bud staplery, coz jsou specialné
vytvorené nastroje s Fadou svorek, nebo pomoci ru¢né Sitého uzavéru, ktery je vZdy modifikovan
dle prislusného pracovisté. Na I. chirurgické klinice FNOL je upfrednostiiovan nejcastéji ru¢né Sity
uzavér bronchu, v prvni vrstvé jednotlivymi nevstfebatelnymi stehy, s druhou vrstvu
pokracujicim vstrebatelnym stehem. Tésnost bronchu ovérujeme vodni zkouskou. Anesteziolog
selektivné intubovanou plici nafoukne a pokud je uzavér bronchu vzduchotésny, nedochazi
k dniku vzduchu z pahylu bronchu ponofeného pod vodni hladinu. Nasleduje dokonceni

systematické lymfadenektomie dle jednotlivych etazi.

Dle poslednich studif dosahuji oteviené lobektomie mortality 1 - 2 % a morbidity 32 - 37 %
[58,37]. Jak jiz bylo uvedeno, soucasné trendy sméfuji k stale castéjSimu provadénym VATS
lobektomiim. S timto vykonem je spojovan i nizsi pocet komplikaci, zkraceni doby hospitalizace,
sniZeni operatniho traumatu, nizsi protizanétliva reakci organismu, coZ dokladaji ¢etné studie
[36,37,38,59,60]. S pribyvajicimi zkuSenostmi klesa mortalita na 0,8 % a morbidita na 15,3 %.
Tyto vysledky prezentoval McKenna na souboru 1110 pacientt, kteri podstoupili VATS lobektomii
[61]. VSechny studie dokladaji, ZzZe vysledky VATS lobektomii jsou presvédcivé

a tato metoda by se méla stat celosvétové metodou volby minimalné u plicnich tumora nizsich

stadii.
2.5.3 Indikacni kritéria chirurgické 1écby pro jednotliva stadia

Stadium I

Do stadia I jsou Fazeni nemocni bez postizeni lymfatickych uzlin s velikosti nadoru do 3cm.
V tomto stadiu je podle platnych guidelines indikovdna primarni anatomicka plicni resekce,
tedy prevazné lobektomie, doplnéna o lymfadenektomii. Celkova doba pétiletého prezivani
je mezi 57 - 78 % [31]. V posledni dobé je vSak stdle ¢astéji diskutovan pojem onkochirurgické
akceptability sublobarni resekce. V Evropé je sublobarni resekce vyuZzivana prevazné pouze
u pacientti se Spatnou ventilatni rezervou, ktefi by nebyli schopni zvladnout lobektomii. Nékolik
studii popisuje porovnatelnou dobu prezivani u pacientd, kteii podstoupili sublobarni resekci,
s pacienty, ktefi podstoupili klasickou lobektomii [62,63,64]. Fanova metaanalyza 24 studii
ukazala totozné vysledky u sublobarni resekce a lobektomie co se tyCe prezivani a rekurence
onemocnéni, ovSem musi byt dodrZzena podminka velikosti tumoru nepresahujici 2 cm [65].

To je velmi dilezita limitace, jelikoZ vime, Ze s pribyvajici velikosti zasadné nartistd schopnost
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tumoru metastazovat. Vyznamné zjisténi ovSem prinesla metaanalyza 12 studii, publikovana
v roce 2014, kdy u pacienti ve stadiu IA pii provedeni sublobarni resekce, zahrnujici
segmentektomii ¢i klinovitou resekci, nalezla statisticky signifikatné zkracené preZivani oproti
nemocnym, u kterych byla provedena lobektomie [66]. V soucasné dobé zacina u tohoto stadia

byt navic jednoznacné doporucovano provedeni lobektomie videoasistované.

I u pacientli v tomto stadiu radikalné odoperovanych dochazi zhruba ve 30 % k recidivé
onemocnéni [32]. V 70 % se pfitom jedna o systémové recidivy, které vétSinou i pres véasnou
diagnostiku a adekvatni onkologickou lé¢bu dospéji k infaustnimu konci. Velké mnoZstvi
systémovych recidiv v tomto stadiu nuti onkology se neustale zabyvat otazkou, zdali neexistuje
néjaké preklinické stddium diseminované choroby, které nelze béZnymi metodami zachytit,
ale pti jeho Casném zjisténi by bylo mozné c¢asnéji zasdhnout onkologickou 1é¢bou. Rovnéz
by bylo velmi dtlezité dokazat vyselektovat skupinu nemocnych s agresivnim chovanim nadoru
a témto podat adjuvantni onkologickou Iécbu [67]. Ta totiZ neni obecné u pacienti ve stadiu IA
indikovana. U stadia IB drive platilo to samé, avSak na zakladé nové publikovanych
randomizovanych studii, které prokazaly prodlouzeni bezptiznakového intervalu a narist
celkové doby preZiti pacientli po podani chemoterapie, dochazi ve stadiu IB ke zménam protokolti
[68]. Urcitou roli v podani chemoterapie miiZe mit i velikost tumoru, kdy pfti velikosti nad 4 cm
by méla byt adjuvantni chemoterapie vzdy podana [69]. V Ceské republice je jiz doporuc¢ovana
aktualné adjuvantni chemoterapie od stadia IB az po stadium III. Radioterapie je indikovana

pouze pri pozitivni resekéni linii, tedy u neradikalné odoperovanych pacientti [69].
Stadium II

Do tohoto stadia jsou razeni nemocni T1, T2 s pozitivnimi uzlinami N1 ¢i pacienti bez postizeni
uzlin s tumory T2b ¢i T3, vZdy bez postiZeni uzlin mediastina a vzdalenych metastaz. Tito pacienti
jsou také indikovani k primarni chirurgické lécbé. Predoperacni staging tohoto stadia
je ovSem pomérné nepresny vzhledem velkému poctu nadhodnoceni ¢i podhodnoceni
lymfadenopatie. Presny zavér urcuje az patologickd Kklasifikace pTNM. Pétileté prezivani
nemocnych ve stadiu IIA se pohybuje 40 - 58 % a ve stadiu IIB 27 - 50 %. U nelé¢enych nemocnych
je prezivani radové nékolik mésici. Prognoéza se zhorsuje s poc¢tem postizenych uzlin, s rostouci
velikosti tumoru a jeho histologickym typem. DelSi prezivani je statisticky prokazano
u nemocnych s epidermalnim typem karcinomu oproti nemocnym s adenokarcinomem [70].
U karcinomi lokalizovanych v hornim laloku pravé plice je indikovana lobektomie. Pokud
je pritomna nadorova uzlinova infiltrace vedlejsiho interlobia nebo tzv. sump uzliny, je nutné
provést radikalnéjsi vykon, kterym je horni bilobektomie. Hor$i je situace
u nadortl dolnich lalokd a v piipadé uzlin infiltrujicich interlobarni Stérbinu, zde je nutné vzdy

vySetFit peroperacné pozitivitu hilovych uzlin. V piipadé negativity se lze spokojit s dolni
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bilobektomii. V pripadé pozitity je pak nutné provést pulmektomii. V rozhodnuti o provedeni
radikalni pulmektomie ndm také milZe pomoci histologicka povaha nadoru, kdy se hlavné

u adenokarcinomi snazZime byt co mozna nejradikalnéjsi [71].
Pokrocila stadia indikovana k chirurgické 1é¢bé (I1IA, I1IB)

Stadium IIIA zahrnuje predevSim tumory s postizenim N2 uzlin (T1-3), ale také nadory
T3 N1 a T4 NO-1. Do stadia IIIB patii jakykoliv tumor s postizenim kontralateralnich

mediastinalnich uzlin (N3), pfipadné tumory T4 N2.

Postizeni N2 uzlin diagnostikujeme predoperacné pomoci zobrazovacich metod (CT, PET-CT),
mély by byt ovSem validovany histologicky z biopsie cestou EBUS nebo mediastinoskopie.
Postizeni N2 uzlin mizZe byt pochopitelné rovnéz zjisténo aZz pii pooperacnim vySetieni
odebranych uzlin pti resek¢nim vykonu. Nejhorsi formu predstavuje tzv. bulky disease, kterou
se rozumi masivni metastatické postizeni N2 uzlin s vyraznym makroskopickym obrazem
lymfadenopatie. Pétileté preZivani u této formy je velice nizké, fadové 2 - 5 %. U minimalniho
postizeni N2 uzlin, zjiSténého zpravidla aZ pri patologickém vySetieni definitivniho preparatu
je pétileté prezivani radove 15 - 30 % [72]. TrebaZe otazka primarni chirurgické resekce ve stadiu
[IIA je v soucCasné dobé intenzivné diskutovdna, zatim obecné stale plati, Ze pacient
s klinickym stadiem IIIA je k primarni chirurgické resekci indikovan prevazné jen tehdy,
je-li mediastinoskopicky vyloucena pozitivita zvétSenych ¢i PET-CT aktivnich uzlin mediastina.
Vyjimecné lze akceptovat 1 uzlinu s intrakapsularni metastazou. U pacienti s pozitivnimi uzlinami
nasleduje tedy neoadjuvantni chemoterapie a po jejim ukonceni se provede restaging, nejlépe
s provedenim remediastinoskopie, a nemocny je posléze indikovan k opera¢nimu vykonu.
Nemocni v tomto stadiu, 1éCeni kombinaci radiochemoterapie bez chirurgické resekce, maji
pétileté preziti pouze 9 % [72]. Je tedy vidét, Ze, pies jasnou tendenci nddoru k diseminaci,
chirurgicka terapie ma sviij smysl. Prognézu téchto nemocnych piedurcuje i pocet postizenych
stanic uzlin. P¥i postiZeni pouze jedné stanice je pétileté prezivani 27,8 %, pti postizeni vice stanic
9,3 % [73]. Standardni 1écbou pri pozitivité N2 uzlin pired operaci je podstoupeni neoadjuvantni
chemoterapie s platinovym derivatem a nasledné absolvovani operace, adjuvantni chemoterapie,
a dale zvazeni radioterapie, kterd sice neprodlouzi prezivani, ale snizi riziko vzniku lokalni
recidivy. Cetné postiZeni stanic uzlin N2 a bulky disease nejsou vhodné k chirurgické 16¢bé,
u téchto pacienti by méla prevazovat 1écba nechirurgicka [73,74]. Pfi podani neoadjuvantni
chemoterapie lze zvysit pétileté preziti z 17,9 % aZz na 27,3 % [75], pfi podani adjuvantni
I1I. generace chemoterapeutik na bazi derivati cis-platiny Ize u nemocnych po radikalni resekci

zvysit pétileté pieziti na 37 % [76].
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Pokud nelze u nemocnych dosahnout RO resekce (bez mikroskopickych ¢i makroskopickych
rezidui nddoru), je tfeba doplnit resek¢ni vykon o radioterapii a chemoterapii, pokud ji nemocny

neabsolvoval jiZ pied operaci jako neoadjuvantni 1écbu [73,75,77].

Primarni chirurgicka 1é¢ba ve stadiu IIIB s postiZenim uzlin nezaznamenala ptinos v pétiletém
prezivani. Proto je u téchto nemocnych indikovana indukéni onkologicka 1é¢ba. Poté Ize provést
restaging a ovéreni uzlin pomoci remediastinoskopie. V pripadé zasadni regrese ¢i complete
response, kdy lze hovorit o down stagingu a je technicky proveditelnd RO resekce,
je mozné uvazovat o provedeni radikalniho vykonu s rozsifenou radikdlni mediastinalni
lymfadenektomii. Pokud doslo i regresi plicniho tumoru, vZdy musime dodrzovat rozsah resekce
jako pted zapocetim indukéni 1é¢by [78,79]. Po provedeni operace a dodrzeni RO resekce dochazi
k prodlouzeni pétiletého prezivani nemocnych [80], terapii lze doplnit o dal$i pooperacni
adjuvantni chemoterapii. Pokud nador proriistd do okolnich struktur jicnu, velkych cév, srdce
a obratld (T4), lze vyselektovat skupinu pacienti s negativnimi uzlinami, Kkteri
by z eventualni operace méli benefit a indikovat je k operaci, ale opét pouze v tom pripadé,
kdy lze operaci docilit RO resekci. Po tspéSném provedeni takového extenzivniho vykonu
lze zvysit pétileté prezivani az na 20 % [81,82,83,84]. Rendina popisuje na souboru primarné
inoperabilnich pacientti, Ze po obdrzeni indukéni chemoterapie, ktera obsahovala kombinaci
5-fluorouracilu a cis-platiny s konkomitantni radioterapii, byla pfi restagingu zjisténa u 54 %
pacientli parcidlni odezva, a tedy tito nemocni byli nasledné indikovani k operaci. U zbylych
nemocnych doslo k progresi a chirurgickou 1é¢bu jiz nebyli schopni podstoupit. Velké rozdily byly
v 5 letém preziti, které ve skupiné operovanych pacientli bylo 38 % oproti 5,6 % ve skupiné
bez operace [85]. Neodjuvatni kombinovanou lécbou lze tedy docilit zastaveni progrese
nadorového onemocnéni ¢i dokonce zlepsit resekabilitu nadoru. Pokud po této 1é¢bé dochazi
alespon k parcialni regresi a jsme schopni docilit RO resekce, méli bychom nemocné vzdy

indikovat k operaci.
Stadium IV

Tato skupina zhrnuje pacienty s jakymikoliv hodnotami parametri T a N, ovSem s piitomnosti
vzdalenych metastaz. [ zde je oproti 1étim minulym patrny posun v pristupu. V této fazi
nadorového onemocnéni je indikovana chemoterapie, ktera vede k prodlouZeni prezivani
nemocnych a ustupu symptomi nemoci. Vyjimku tvoii nemocni, u kterych doslo k poklesu
hmotnosti o vice nez 10%, v takovych piipadech podani chemoterapie neni opravnéné, pacienti
jsou léCeni pouze symptomaticky [69]. Nejcastéji uZivanymi cytostatiky jsou pripravky

na bazi platiny [69].
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2.5.4 Chemoterapeutické rezimy

U karcinomu plic platilo do roku 1980, hlavné kviili jeho odolné biologické povaze, Ze je 1éCitelny
pouze pokud ho lze chirurgicky odstranit. Pfi pokrocilosti onemocnéni jiz Zadna 1é¢ba indikovana
nebyla, pouze symptomaticka. Rada studii ovSem postupné prokazala,
Ze i u pokrocilého nemalobuné¢ného plicntho karcinomu je podani chemoterapie pfinosné,
a tedy indikované, ve zvlastnich piipadech téz v kombinaci s radioterapii. Piilokalni pokrocilosti
nadorového onemocnéni ¢i ptritomnosti metastaz byva chemoterapie vZdy doplnéna paralelni

i ndslednou radioterapii.

V 80. letech 20. stoleti bylo zavedeno do praxe platinové cytostatikum cis-platina. Toto
cytostatikum ma vyrazny protinddorovy ucinek, ale bohuZel ovSem i silné nezadouci uc¢inky jako
napt. nefrotoxicita, neurotoxicita a zvraceni. Platinova cystostatika poskozuji DNA a podporuji
vznik novych interkala¢nich vazeb mezi retézci, které zabrani obnoveni nukleovych kyselin.
Postupnym vyvojem doSlo k objeveni novych derivati platinovych cytostatik karboplatiny

a oxaliplatiny, které maji nezadoucich ucinkd o néco méné.

Cytostatika III. generace byla poprvé do praxe zavedena v 90. letech 20. stoleti. Do této skupiny
patii rostlinné alkaloidy, vinka-alkaloidy a taxany. Spoletnym ucinkem je inhibice mit6zy bunék.
Zastupcem taxani je paklitaxel a docataxel a jejich podani je indikovano u nemalobunéc¢ného
plicniho karcinomu. Mezi vinka-alkaloidy patfi vinorelbin a vinkristin. V 1é¢bé plicniho karcinomu
se dnes pouziva ale pouze vinorelbin. Neméné dilezitym zastupcem cytostatik III. generace jsou
antimetabolity, které svym vlivem plisobi jednak piimo poruchu syntézy nukleovych kyselin nebo
se zaCleni jako nukleosidtrifosfaty do retézce nukleové kyseliny, a tim padem porusi genetickou
informaci bunikky a dochazi k jejimu poSkozeni. Podofylinové alkaloidy se svym zastupcem
etoposidem a kamptothecidovd analoga, tzv. topetecan, jsou predevsim vyuzivany v 1écbé

malobunéc¢ného plicniho karcinomu.

Prilom v 1é¢bé adenokarcinomu a velkobuné¢ného karcinomu nastal v roce 2010, kdy bylo
celosvétové zavedeno podavani antifolatu pemetrexedu v kombinace platinovym derivatem

cis-platinou v prvni linii [86].

Na pielomu druhého a tretiho tisicileti se poprvé v 1écbé plicniho karcinomu objevuje cilena
molekularni terapie, znama spiSe pod nazvem biologicka 1écba. Mechanizmus Gcinku, oproti
bézné uzivané chemoterapii, je vybérovy ucinek uvnitt nddorovych bunék. Tyto latky se vazou
na receptory nadorovych bunék, tim padem dochazi ke zméné vlastnosti nadorovych bunék.
Ty jiz nejsou schopny dale preZivat v organismu, ba i dokonce ztraceji metastaticky potencial

[87,88].
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Inhibitory tyrosinkinazy - receptoru epidermalniho riistového faktoru (EGFR) jsou znamy dva -
- erlotinib a gefitinib. Indikaci k jejich podani je pokrocily nemalobunécény plicni karcinom. Podle
provedenych studii je nutna k dspésSné 1é¢bé témito prepardty nejen pritomnost receptoru
pro epitealni riistovy faktor na povrchu bunék, ale i pritomnost specifickych mutaci v genotypech
nadorové buiiky [89,90,91]. Prvnim schvalenym lékem z této skupiny je v Ceské republice
gefitinib. Jeho podanti je indikovano v prvni linii u pacienti s prokazanymi aktivacnimi mutacemi
receptoru pro EGFR v axonu 19-21. U malignich bunék s aktiva¢ni mutaci EGFR receptoru
ma za nasledek zvySenou proliferaci, angiogenezi a vzrista jejich metastaticky potencial. Gefitinib
cilené ptisobi inhibici tyrosinkindazové aktivity receptoru EGF a timto mechanizmem inaktivuje
signalni drahu jdouci do jadra buiky [89]. Druhym lékem této skupiny erlotinib. Gridelli
ve své studii srovnal dvé skupiny nemocnych s pokro¢ilym karcinomem, kdy vSichni pacienti méli
pritomnou aktivacni EGFR mutaci. Jedna skupina podstoupila klasickou chemoterapii
(cisplatina/pemetrexed) a druhd uzivala erlotinib. Skupina s erlotinibem méla staticky vyznamné

prodlouZeny interval do progrese onemocnéni [92].

Bohuzel, pres pocatec¢ni nadSeni, spojené se zavedenim téchto dvou novych léki do praxe,
je vystiidalo zklamani, jelikoZ az u 70 % pacientli dochazi jiz po deseti mésicich k vytvoreni
rezistence. Proto bylo cilem nalezeni nového a ireverzibilniho inhibitoru [89]. Novy 1ék spliujici
tento pozadavek by mohl byt afanitib, ktery ptisobi ireverzibilni blokadu receptort ErbB, vCetné
EGFR, tedy zamezuje rlistu nadorové bunky a aktivuje apoptoézu. Doklada to randomizovana
studie Lux-Lung 3, kterd srovnava afanitib s konvencni chemoterapii, kdy vysledky vyznély
vyrazné kladné pro afanitib pokud se tyce prodlouzeni intervalu do progrese onemocnéni [93],

coz potvrdily i dalsi publikované studie [94,95].

DalS$im preparatem, pouzivanym v 1é¢bé nemalobunécéného plicniho karcinomu, je bevacizumab,
jehoZ mistem pusobeni je inhibice receptoru vaskularniho endotelidlniho ristového faktoru
(VEGFR), ¢imz brani dalsi angiogenezi bunék. Studie, porovnavajici bevacizumab a konvenc¢ni
chemoterapii, vyznéla lépe pro tuto biologickou latku, pri¢emz nadory byly vZdy jiné histologické

povahy nez spinocelularni [96,97].

Selektivnim inhibitorem anaplastické lymfomové kinazy je crinozotinib. Mechanismus tcinku
spociva v inaktivaci Hepatocyte Growth Factor Receptoru (c-Met) tyrozinkinazy. U 5 %
nemocnych s nemalobunéénym plicnim karcinomem byl prokazan specificky onkogen
EML4-anaplasticky lymfom kinaza, ktery byva specificky zvysen u adenokarcinomt a u pacientti
nekuiaki nebo lehkych kuraki. Indikaci k podani u nemocnych s pokrocilym nemalobunécénym

karcinomem je nutny priikaz EML4-ALK mutace[89,92,98].
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2.5.5 Lécba u malobunécného karcinomu plic

Ze vsech karcinomi plic se malobunéény karcinom (SLC) vyskytuje v 20 — 25 % [99]. Prvni zminka
0 ném pochazi z konce 19. stoleti, kdy autoti Hartig a Hess nalezli vyskyt zvlastni choroby u hornikii
v arzenovych dolech. V roce 1927 W. G. Barnard popsal poprvé nador se zvlasStnim typem bunék
ve tvaru ovsa a pojmenoval ho jako malobunéény [100]. Je to neuroendokrinni nador se $patnou
diferenciaci. Jeho zvlastni formou je tzv. kombinovany malobunéény karcinom s pfitomnosti
nemalobunééné komponenty, nejcastéji skvamoédzni ¢i adenokarcinomové. TNM klasifikace
u malobunécného karcinomu nema fakticky vyznam. Od nemalobunééného karcinomu se lisi hlavné
vyraznou proliferaci nddorovych bunék, nemocni bez adekvatni 1é¢by zmiraji do nékolika malo mésict
od stanoveni diagnézy. Proliferujici nadorové bunky jsou znaéné chemo a radiosenzitivni,
tim padem lze docilit onkologickou 1é¢bou remisi az u 80 — 90 % pacient bez ohledu na pocateéni
stadium onemocnéni [101]. Tato remise je ale bohuZel velice promptné nasledovana relapsem

onemocnéni, proto dvouleté pieziti u nemocnych s malobuné¢nym karcinomem neptesahuje 5 % [30].

V soucéasné dob¢ je dostacujici déleni pouze na dvé skupiny a to: limitované stadium (limited disease
LD) a extenzivni (extensive disease ED). LD stadium je charakterizovano jako postizeni malobunéénym
karcinomem pouze jedné pohrudni¢ni dutiny, spojené se stejnostrannym pohrudni¢nim vypotkem,
postiZzenim pfislusnych spadovych uzlin a parézou zvratného nervu. Do ED stadia patii v§echny ostatni
formy  malobunééného  karcinomu.  Chirurgicka  1é¢ba  malobunééného  karcinomu
ma sva jasnd kritéria, ktera byla kodifikovana jiz v roce 1997 International Association
for the Study of the Lung Cancer. Resekéni vykon indikujeme pouze tehdy, pokud se nepodafi
piedoperaéné stanovit diagnozu SLC a béhem operace se zjisti, ze se jedna o SLC ve stadiu T1 nebo
T2 bez postizeni uzlin a vzadlenych metastdz. Za této situace je dokonceni anatomické resekce
s daslednou lymfadenektomii zcela opravnéné a nasleduje adjuvantni chemoterapie s profylaktickym
ozafenim mozku [102]. Dalsi indikaci je elektivni operace v klinické stadium SLC I a II. podle TNM.
Po tomto radikalnim vykonu je pétileté preziti v rozmezi 30 — 70 % [103,104]. Vysledky jednoznacné
potvrzuji, Zze chirurgické resekce je pln¢ indikovéna v pfesné danych pifipadech a vyrazné prodlouzi
prezivani oproti pouze samostatné onkologické 1é¢bé. Posledni indikaci je perzistence primarniho
nadoru v plicnim parenchymu po skonc¢eni chemoterapie, kdy s téméf stoprocentni jistotou mizeme fici,
ze ucinek radioterapie nebude dostacujici, proto je nemocny indikovan k tzv. salvage therapy.
Ta opét nemocnému prodlouzi pétileté preziti [105]. Vzdy po provedeni kurativni resekce musi

nasledovat adjuvantni terapie doplnéna o profylaktické ozafeni neurocrania [106].

U pacientt s extenzivnim stadiem malobunééného karcinomu je chirurgicka 1é¢ba pfisné
kontraindikovana, jelikoz neznamena pro nemocné zadny prukazny piinos. Doporuc¢enym lé¢ebnym
protokolem pro terapii SLC je kombinace cis-platiny nebo karbo-platiny s etoposidem a radioterapie.
[107,108].
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3. Minimalni rezidualni choroba

3.1 Uvod

Pojem minimalni rezidualni choroba byl poprvé pouZit na konci dvacatych let 20. stoleti, v dobé,
kdy nemocni s leukémii byli 1é¢eni chemoterapii, ktera byla podavana radové nékolik tydnu.
Ukoncena byla, pokud mél nemocny v krvi pouze normalni buiiky bez nadorové patologické
slozky, coz bylo zjistovano dostupnymi mikroskopickymi vySetiovacimi metodami. V pomérné
kratkém Casovém intervalu ovSem dochazelo u téchto pacientdi presto k relapsu onemocnéni.
S objevenim novych diagnostickych metod, jako je imunohistochemie a polymerazova retézova
reakce (PCR), bylo zjisténo, Ze maligni bunky, nalezené pii relapsu onemocnéni, pochazeji
ze stejné fady jako buiiky z doby pied zapocetim 1é¢by. Z toho vyplyva, Ze v téle téchto nemocnych
miZe kolovat urcité mnozstvi bunék, bézZnymi vySetiovacimi metodami nezjistitelnych, které jsou
zodpovédné za ¢asny relaps onemocnéni. Oznacujeme jako zbytkové neboli rezidualni nadorové
buiiky [109]. Postupem casu se zjistilo, Ze cirkulujici nadorové buiilky se nevyskytuji jen
u hematoonkologickych malignit, ale i u solidnich nadort, kde jsou po odstranéni primarniho

nadoru zodpovédné za relaps onemocnéni.

Minimalni rezidualni chorobou (minimal systematic/residual disease, MSD, MRD) rozumime tedy
buriky volné cirkulujici ¢i obsazené v krvi, kostni dieni, miznich uzlinach ¢i jinych télnich dutinach,
kdy musi byt splnéna zakladni podminka ptedchoziho radikdlniho odstranéni primarniho nadoru
a nepritomnost klinickych znamek nadorového onemocnéni. Cirkulujici nadorové bunky, které
jsou vlastné subklinickymi zbytky nadord, bézné nedetekovatelné dostupnymi vySetrovacimi
metodami. Cirkulujici nddorové bunky jsou zodpovédné za recidivu nadorového onemocnéni
[110] a jsou povazovany za hlavniho cCinitele vzniku vzdalenych metastaz po odstranéni

primarniho nddoru u solidnich tumori [111].

Je tedy prokazano, Ze solidni nadory maji svoji leukemickou fazi [112], pfi niZ dochazi
k uvolnéni nadorovych bunék do cirkulace, coZ podmiiiuje moznost metastatického rozsevu
nadoru. Na modelech bylo prokazano, ze 1 g nadorové tkané je schopen uvolnit do obéhu

az 1 milion nddorovych bunék za jeden den.

Na rozdil od hematoblastdz se ale nadorové buiiky vyskytuji v pro né nepratelském prostiedi,
kde jsou trvale vystaveny ptisobeni humoralnich i buné¢nych mechanismii. Museji odolavat
nepiiznivym vlivim. Mechanizmy, které dovoli nadorové buiice setrvat v obéhu, vycestovat
a zalozit metastazu, se daii objasnovat velice pomalu. Ne kazda nadorova burika je toho totiz
schopna. Rada cirkulujicich bunék je apoptickych, nékteré jsou dormantni, dalsi z nich nejsou

schopny proteosyntézy, proliferace a indukce angiogeneze [113]. Volné nadorové bunky
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se oznacuji jako cirkulujici nddorové buriky (circulating tumor cells, CTS), v kostni dieni jako

diseminované nadorové bunky (disseminated tumor cells, DTC) [114].

VétSina z téchto bunék je nicena vlastnim imunitnim systémem organizmu. Z tohoto divodu plati,
Ze detekce cirkulujicich naddorovych bunék pomoci velmi citlivych molekularné-genetickych
metod jeSté neznamena a priori znamku relapsu nebo perzistenci nadoru. 1 zde totiz plati
Weaverliv postulat, tykajici se plivodné sentinelovych uzlin - polymerazova retézova reakce
je pro nadorové bunécné markery prilis citliva a identifikuje tolik PCR pozitivnich pripadd,
Ze tento pocet vyrazné prevysuje empirickou miru recidiv [115]. Proto je zfejmé, Ze teprve dalsi
studie budou schopny zodpovédét presné otazku skutecného Kklinického vyznamu takto
detekovanych cirkulujicich nddorovych bunék pro nemocného co do jeho prognézy a rovnéz

pro usiti lé¢ebné strategie presné na miru.

3.2 Detekce minimalni rezidualni choroby

Jak uZ bylo receno, sou¢asnymi obvyklymi vySetifovacimi metodami (svételna mikroskopie atd.)
nelze odhalit ¢asnou diseminaci nddorového onemocnéni, tedy cirkulujici nddorové burky. Bézné
pouZivané zobrazovaci biochemické, cytogenetické a imunologické metody jsou schopny
detekovat 1 nadorovou bunku mezi 10 az 100 tisici nenaddorovymi buinikami [116]. Teprve
s vyuzitim novych molekuldrné biologickych metod jsme schopni tyto volné nadorové bunky
v organismu zachytit a mohou ndm tak pomoci diagnostikovat onemocnéni, monitorovat 1é¢bu

avcas zjistit relaps onemocnéni. Tyto buiiky jsou povaZovany za prekurzory vzdalenych metastaz.

Principem imunohistochemie je reakce monoklondlnich protilatek se specifickymi antigeny
nadorovych bunék. DalSi metodou je pratokova cytometrie, kterd je zaloZena na stanoveni
mnozstvi povrchovych a intracelularnich antigeni pomoci monoklondlnich protilatek
konjugovanych s fluorescenénim barvivem, prochazejicim mérici komorou, kde dochazi
k excitaci navazanych fluorochromi a emitované zareni je detekovano fotonasobici. Vysledny

signal je pocitacové zpracovan.

Zavedeni novych molekularné biologickych metod na principu PCR umoznilo detekovat jednu
nadorovou buiiku mezi deseti miliony buntkami nenaddorovymi. Za objeveni této metody obdrzel
Kary Mullis v roce 1993 Nobelovu cenu za chemii. Této metody bylo poprvé pouZito
v hematoonkologii, kdy byly dobie popsany genetické zmény a objeveny vysoce specifické
a senzitivni markery nadorovych bunék [117]. Polymerazova retézova reakce je zaloZena
na detekci vybrané sekvence DNA pomoci jeji amplifikace za pouZiti sekventné specifickych

vvvvvv

metod v molekularni diagnostice.
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Pribéh vysetreni se sklada ze ti{ piresné definovanych kroki:

1. Zahratim na teplotu 92-95 stupiili je denaturovana genomova DNA po dobu 30 sekund.

2. Nasleduje hybridizace denaturované DNA s dostatecnym mnozstvim syntetickych primeri

oligonukleotidti pti teploté 50-60 stupnti béhem 30 sekund.

3. Nyni vyuzivime DNA polymerazu pro replikaci DNA k oligonuleotidovym primertim. Diky
¢eskému védci Smardovi a jeho koleglim mame exaktné stanovené hodnoty teplot a ¢asovou

posloupnost jednotlivych tikond k provedeni ispésné polymerazové fetézové reakce [118,119].

Transkriptadzova polymerazova fetézova reakce v redlném case — RT-PCR - je nejcitlivéjsi metoda
zaloZena na principu reverzné-transkriptazové polymerazové retézové reakce v realném case,
pomoci které je mozné detekovat i jednu nddorovou bunlku mezi deseti miliony buiikami
nenadorovymi [120]. Tato metoda je nejvyhodnéjsi ke sledovani minimalni rezidualni choroby.
Bylo opakované prokazano, Ze RT-PCR je nejpresnéjsi pro stanoveni naddorovych cirkulujicich
bunék u kolorektalniho karcinomu, karcinomu prsu a karcinomu ledvin [114,121,122]. RT-PCR
byla vyhodnocena jako nejvice specificka a senzitivni pro stanoveni MRD i u dal$ich solidnich
nadord, napiiklad u karcinomu pankreatu Srovnalem a Klosem et al. ve FN v Olomouci a Ustavu

experimentalni mediciny Biomedreg [123,124].

3.3 Onkomarkery

Rozdilem v genové expresi u malignich a benignich bunék Ize detekovat nejpresnéji minimalni
rezidudlni chorobu pomoci real time polymerazové retézové reakce. Maligni buriky exprimuji jiné
geny nez benigni, proto je vysledkem rozdilné zastoupeni exprimované mRNA [125]. Dalsi
problém nastava v tom, Ze nékteré specifické genové exprese mohou byt shodné u nékolika
riznych typti malignich nadord. Proto je vyznamné nalezeni onkomarkert pro jednotlivé maligni

nadory co nejvice specifickych [126,127,128,129].

Jednotlivé markery, slouzici k uré¢eni minimalni rezidualni choroby, se lis§i svou specificitou
a senzitivitou. Mezi nejvice pouZivané nadorové markery patfi karcinoembryonalni antigen
(CEA). Jedna se o glykoprotein bunécného povrchu, ktery byva zvySen u 95 % nadori
gastrointestinalniho traktu, 70 % karcinomt plic a u 50 % karcinomi prsu [130,131]. Dalsim
vhodnym markerem receptor pro epidermalni ristovy faktor 1 (EGFR 1), patrici do HER
(receptorové) skupiny. U této skupiny nadort, exprimujicich rozdilné ristové faktory, lze tyto
vlastnosti vyuzit ke stanoveni diagndzy, priibéhu onemocnéni a celkové prognéze nemocného
v zavislosti na pritomnosti minimalni rezidualni choroby. ZvySené exprimovan je u 70 % procent

nadort prsu, plic a stfeva [132,133]. Receptor pro hepatocytarni ristovy faktor (c-MET), ktery
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po vazbé na membranovy receptor stimuluje hepatocytarni riistovy faktor, ma radu dalSich
dtlezitych funkci pro vyvoj a regeneraci tkané a podili se na onkogenezi a progresi karcinomt.
Cytokeratin (CK 19) patii do nejvétsi skupiny proteinti cytoskeletu epitelialnich bunék a je také
pouzivan jako marker minimalni rezidualni plicni choroby, karcinomu kolorekta a karcinomu

prsu [134,135].

3.4 Minimalni rezidualni choroba u karcinomu plic - jeji vyznam,

diagnostika a specifické onkomarkery

U solidnich nadord, a tedy i u karcinomu plic, nejsou dosud znadmy dostatecné piesné
onkomarkery. Dlivodem je vysoka mira genetické instability a nddorové heterogenity. Zakladnim
principem detekce rezidualni choroby u epitelidlnich nadort je zachyt nadorovych bunék
epitelidlniho plvodu v mezenchymalnich prostorech, tedy v prostiredi netypickém
pro epitelidlni buriky. Provedenim odbért u pacientli pired operaci a po operaci lze z poklesu
Ci vzestupu exprese nadorovych markert sledovat vyvoj nddorového onemocnéni a efekt 1écby.
Pokud dojde ke zvysSeni sledovanych markerli, je mozné zachytit recidivu nadorového
onemocnéni drive, nez se vyvinou klinické priznaky onemocnéni. Toto zjiSténi je dilezité
pro strategii 1é¢by a prognézu onemocnéni. Podle pritomnosti minimalni rezidualni choroby
bychom mohli vyselektovat skupinu nemocnych v nizkém TNM stadiu, u kterych
by dle zavedenych 1écebnych postupti adjuvantni (pooperacni) onkologicka 1é¢ba nebyla podana.
Tato skupina pacientl s pozitivni minimalni rezidualni chorobou a nizkym TNM stadiem
by tak obdrzela adjuvantni onkologickou terapii, a tim padem by bylo mozné piredejit casnému
relapsu maligniho onemocnéni. Dokazuji to i cetné publikované vysledky - u nemocnych
s nemalobunéénym karcinomem plic radikdlné odresekovanym v I stddiu dochazi az u 30 %
pacientl k systémové recidivé, ktera i pfes maximalni moznou onkologickou 1é¢bu vétSinou konci
smrti nemocnych. Dle celosvétovych doporucenych 1é¢ebnych postupti azZ do nedavné doby byla
adjuvantni onkologicka 1écba indikovana az od stadia I1. AZ v posledni dobé zaznamenala indikace
adjuvantni 1écby vyraznou zménu. V disledku nartstajicich systémovych recidiv v 1. stadiu
je jiz standardné indikovana od stadia IB, prekroci-li nador velikost 4 cm [68,69]. Dalsi potencialni
vyuziti minimalni rezidualni choroby je spatfovano v monitoraci aspésnosti 1écby a moznosti
brzkého odhaleni rekurence onemocnéni, kdy je mozno nasledné zasahnout
a zastavit tak progresi onemocnéni. Standardni onkomarkery uzivané ke sledovani
u nemalobunééného karcinomu plic nejsou ale dosti specifické a senzitivni, jako napi. CEA

a EGFR.

Vzhledem ke vSem vySe uvedenym okolnostem probiha fada molekularné - biologickych studii,

zabyvajicich se minimalni rezidualni chorobou, jejim prognostickym vyznamem a urcenim
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specifickych onkomarkeri s dostatecnou specificitou a senzitivitou pro jeji detekci u karcinomu

plic.

V roce 2001 probéhla studie, kdy byl nalezen novy plicni specificky gen LunX. Onkogen
je lokalizovan na chromozomu 20p11.1- q12 a k jeho identifikaci byla pouZzita RT-PCR metoda.
U 20 pacientli s nemalobunécnym karcinomem plic bylo vySetfeno 104 lymfatickych uzlin,
kdy LunX protein byl prokazan u 16 (80 %) z 20 histologicky pozitivnich uzlin a u 21 (25 %)
z 84 histologicky negativnich uzlin. Autofi studie deklarovali, Ze LunX RT-PCR test
je potencidlné vhodnou diagnostickou metodou pro detekci metastdz nemalobunécéného
karcinomu plic [136]. Dalsim, kdo potvrdil, Ze LunX je specificky onkomarker
pro nemalobunéc¢ny karcinom byl Mitas a jeho spolupracovnici, ktefi LunX izolovali z periferni

krve nemocnych s NSCLC [137].

Vroce 2008 Cheng a kol. rozpracovali studii, jejimZ cilem bylo poskytnuti podrobného zhodnoceni
vyznamu jednotlivych onkomarkerti plic a posouzeni jejich diagnostického vyznamu
nemalobunécného plicniho karcinomu. Pouzili opét RT-PCR k urceni LunX, CK19, CEA a hladiny
mRNA v periferni krvi a v pleuralni tekutiné. Srovnavali skupinu pacienti s nemalobuné¢nym
karcinomem plic se skupinou pacienti s jinym epitelidlnim karcinomem (karcinomy prsu
a jicnu). Dalsi skupinu tvorili pacienti s benignim plicnim onemocnénim a v posledni skupiné byli
pouze zdravi jedinci. V periferni krvi byla zaznamendna zvySena hladina LunX mRNA
u (33/44) pacientti s NSCLC. U pacientd s jinymi epitelidlnimi karcinomy (0/28) ani u benignich
onemocnéni plic (0/10) nebo u zdravych dobrovolnikti (0/15) nebyla zvySena hladina LunX
mRNA zjiSténa. VSechny ostatni genetické markery byly pozitivni nejen u pacientd s NSCLC,
ale i v ostatnich skupinach. Mira pozitivity LunX mRNA v periferni krvi souvisi s progresi
nadorového onemocnéni. Dale byl zjistén LunX mRNA u 92,2 % (13/14) vzorkt malignich
pleuralnich vypotkd, ale nebyl pritomen v benignich vypotcich. U vySetfovanych pacientti doslo
k poklesu exprese mRNA LunX v periferni krvi po zahajeni 1écby. Autori tudiz konstatuji, Ze LunX

mRNA je nejspecifictéjsi genovy marker rakoviny plic mezi pouZitymi onkomarkery [138].

I dalsi studie, zahrnujici 42 pacientli s nemalobunécnym karcinomem, deklaruje specifitu LunXu
pro nemalobunéény plicni karcinom oproti kontrolni skupiné s benignim onemocnénim, u nichz
LunX mRNA nebyla detekovana. Pro stanoveni prognézy nemocnych s nemalobuné¢nym plicnim
karcinomem a stanoveni diseminace onemocnéni lze s vyhodou pouzit multimarkerovou analyzu

s detekci exprese mRNA CK19, EGFR a LunX v periferni krvi [139].

Cilem japonskych autori pod vedenim Fumihura Tanaky bylo zjistit diagnosticky vyznam
cirkulujicich nadorovych bunék (CTC) v periferni krvi u nemocnych s rakovinou plic,
nenadorovym onemocnénim a u nemocnych s pritomnosti vzdalenych metastaz [140].

Byl prokazan vétsi pocet cirkulujicich nadorovych bunék u pacienti s karcinomem plic, ale tento
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rozdil nebyl statisticky vyznamny. U pacientli s progresi onemocnéni a zejména s rozvojem
vzdalenych metastaz dochazi ke statisticky zjevnému zvysSeni cirkulujicich nadorovych bunék

(senzitivita 71%, specificita 83%).

Zjisténi specifického onkomarkeru pro malobunécny karcinom plic se vénoval Shingyoji. V roce
2002 se ve své studii tedy zaméril na pravé na tento typ karcinomu, ktery ma sklon
k progresivnimu ristu. K odhaleni jeho mikroskopického siteni byly zkoumany tumor-specifické
geny v periferni krvi a kostni dreni. Byly pouZity markery prepro gastrin-realeasing peptid
(preproGRP), neuromedin b receptor a gastrin-releasing peptid receptor. Vysledky byly opét
vyhodnoceny RT-PCR. VSechny tfi onkomarkery byly v kostni dreni zachyceny castéji
pti vzdalenych metastazach. Tato studie opét potvrdila pritomnost nddorovych bunék v periferni
krvi a kostni dieni u nelécenych pacientii. Detekce uvedenych onkomarkerti u SLCL pomoci
RT-PCR v kostni dfeni signalizuje Spatnou progn6zu onemocnéni, z tohoto vyplyvj, Ze pritomnost

téchto markert je negativnim prognostickym faktorem [141].

Dal$im onkomarkerem, ktery se stal predmétem zajmu, byl c-Met. C-Met receptor a jeho ligand -
- rastovy faktor hepatocytli se podili na nadorové invazivité a tvorbé metastaz [142].
Byl objeven v roce 1982 a je umistén na 7. chromozomu [143]. Prvni studii, kterad se zamétuje
na pritomnost c-Met v periferni krvi a jeji prognosticky vyznam u pacientti s NSCLC, publikovala
skupina ¢inskych autord v roce 2005. Byla sledovana c-Met RNA v nadorové tkani a periferni krvi
pacienti s nemalobunéénym karcinomem plic pomoci RT-PCR, srovnavajicimi vysledky
s imunohistochemickymi metodami. Tato studie objasniuje potencionalni roli c-Met jakoZzto
mozného prognostického faktoru u NSCLC. Vysledky prokazaly, Ze c-Met v nadorové tkani
je spojen s mnozstvim c-Met v cirkulujici krvi. Nadmérné cirkulujici c-Met vyznamné koreluje
s postizenim lymfatickych uzlin, coZ znamend, Ze u pacientd s NSCLC vyssi hladina c-Met
signalizuje pokrocilost onemocnéni. C-Met tak mize predpovédét riziko vzniku recidivy
onemocnéni a vzniku metastaz. Nadmérna exprese c-Met byla zjisténa v 75,5 % (34 ze 45 vzorkl
nadorové tkané) pii uziti RT-PCR ve srovnani s 60 % (27 ze 45 vzorkd nadorové tkané)
pti pouziti imunohistochemickych metod. RT-PCR ma vysokou miru detekce a nizkou variabilitu
neZ imunohistochemie. Z této studie vyplyva, Ze exprese c-Met v periferni krvi znamena vysoké
riziko recidivy onemocnéni a jeho zvySena hladina je nezavisly negativni prognosticky faktor
u pacientl s nemalobunécénym karcinomem plic [144].

S pribyvajicimi zkuSenostmi se potvrdila teorie, Ze provedenim multimarkerové analyzy nékolika
onkomarkerti Ize docilit zvySeni specifity a senzitivity priikazu minimalni rezidudlni choroby.

V roce 2006 probéhla studie, kdy Sheu u 69 pacientli prokazal s velkym benefitem provedeni

multimarkerové analyzy CEA, CK-19 a c-Met, senzitivita dosahovala 85,5 %. Samostatny c-Met
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nema dostate¢nou vypovédni hodnotu jako diagnosticky marker, ale jeho exprese v periferni krvi
korelovala s patologickym stddiem nemocného s malignim plicnim naddorem. V této studii byl
testovan dalS$i potenciondlni marker plicntho nadoru HnRNP (heterogenous nuclear

ribonucleoprotein), ale bohuzel nebyl prokazan jeho ptinos [145].

Z vyse uvedenych praci vyplyva, ze vyznam minimalni rezidudlni choroby u karcinomu plic
je velky, jelikoZ, jak uZ bylo uvedeno, zjisténim MRD lze stanovit eventudlni progresi nemoci drive,
nez bude zjisténa klasickymi konvencnimi vysetiovacimi metodami. Hladina MRD také koreluje
s délkou preziti nemocnych. Nejlepsi metodou k detekci je RT-PCR za pouziti multimarkerové
analyzy. NejlepSimi onkomarekry se jevi byt c-Met, LunX, EGFR a CEA. Kompartment, v némz

muiZeme detektovat MRD, je kostni dren, periferni a systémova krev.
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4. Vlastni prace

Minimalni rezidualni chorobu u karcinomu plic lze detekovat vySetfenim pritomnosti
cirkulujicich nadorovych bunék (circulating tumour cells, CTCs) v periferni krvi, kostni dfeni
a plicni Zilni krvi. Standardni metodou ke stanoveni minimalni reziduadlni choroby je reverzné
transkriptazova polymerazova retézova reakce (reverse transcriptase polymerase chain reaction,
RT-PCR). Dle dostupnych publikovanych praci byly vybrany naddorové onkomarkery vhodné
ke stanoveni pritomnosti minimalni rezidualni choroby v jednotlivych kompartmentech. Pomoci
stanoveni  téchto onkomarkerli  je mozno diferencovat  nadorové  burky
od nenadorovych. Vzhledem k tomu, Ze neexistuji mezni hodnoty jednotlivych markeri
pro toto vySetreni, byly stanoveny mezni ,cut-off* hodnoty vySetfenim souboru darctli/pacientt

bez ptitomnosti maligniho ¢i zanétlivého onemocnéni v anamnéze.

4.1 Zakladni cile prace

1. Ovéfeni moZnosti detekce minimalni rezidualni choroby u karcinomu plic pomoci

specifickych onkomarkert v periferni krvi, kostni dreni a zZilni plicni krvi.

2. Zhodnoceni vlivu zjisténi minimalni rezidualni choroby na piezivani pacienti s karcinomem

plic po radikalni resekci.

3. Korelace hladiny cirkulujicich nddorovych bunék s postiZzenim uzlin a klinickym stddiem

onemocneéni.

4. Korelace hladiny cirkulujicich naddorovych bunék u pacientli s radikalni RO resekci oproti
nemocnym, u kterych byl nador odstranén, ale nebylo dosazeno mikroskopicky

beznadorovych resekénich okrajq, tedy R1.

5. Zjisténi rozdili mezi jednotlivymi histologickymi typy plicniho karcinomu ve vyskytu

minimalni rezidualni choroby.

4.2 Soubor pacientii

Soubor obsahoval 137 pacientli s primarnim plicnim karcinomem, z toho 97 muzi a 40 Zen, kteri
byli operovani v letech 2009 — 2012 na I. chirurgické klinice ve FN Olomouc. VSichni nemocni byli
radikalné operovani RO resekce, ale u 3 nemocnych se na zakladé pooperacniho patologického
vySetreni zjistilo, Ze byla provedena R1 resekce, tito nemocni proto nasledné podstoupili
radioterapii, jelikoZ dalsi reoperace nebyli schopni. U témér vSech nemocnych byla provedena
anatomicka resekce, tedy lobektomie, bilobektomie ¢i pulmektomie. U dvou pacientd byla mozna
ale pouze segmentektomie, a to z divodu nedostatecné ventilacni rezervy.

S radikalnim vykonem byla vZdy provedena systematickda mediastindlni lymfadenektomie.
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Vékovy priimér byl 65,9 let a vékové rozmezi 29 - 82 let. Operovani pacienti byli ve stadiu
I, I, IlIA. V L. stadiu bylo 73 nemocnych, v II. stadiu 42 a ve IIIA stadiu 22 nemocnych. Nikdo
z pacientl pred operaci neprodélal induk¢ni neoadjuvantni onkologickou 1é¢bu. Dle histologické

povahy bylo 71 spinocelularnich karcinomt, 56 adenokarcinomd, 10 karcinomt velkobunécnych.

Tab ¢. 5: Histologické typy tumort

Histologicky typ nadoru Pocet
Spinocelularni karcinom 71
Adenokarcinom 56
Velkobunéény karcinom 10
Celkovy pocet 137

Tab ¢. 6: Rozdéleni pacienti dle klinického véku, pohlavi a klinického stadia

sex mean age grading N staging
N in:
(male/female) (vears) (min; 1 2 3 0 1+2
max)
go I 73 51/22 66.5 (44;82) 8 21 33 73 0
@ 42 29/13 66.5 (45;81) 1 15 19 12 30
©
O
< 22 17/5 62.9 (29;74) 0 7 12 0 22
= A
Total 137 97/40 65.9 (29;82) 9 43 64 85 52

4.3 Material a jeho odbér

V souboru byli zahrnuti pacienti TNM stadia I az IIIA. Ze skupiny byli vyrazeni pacienti, ktefi pred
operaci podstoupili neoadjuvantni onkologickou 1é¢bu.

Studie byla schvalena etickou komisi ve FN v Olomouci. Ke stanoveni minimalni rezidualni
choroby u karcinomu plic byly pouZity vzorky systémové Zilni krve, krve z plicni Zily drénujici
prislusny lalok s nddorem a kostni di‘eni, odebrané pri chirurgickém vykonu. Na konci opera¢niho

vykonu byl z tumoru odebran vzorek velikosti 1x1 cm a ulozen do 1000 pl roztoku RNA later,
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inhibujici ribonukledzu, kterd slouzi ke stabilizaci vzorku tumoru a pripravi
ho k analyze DNA, RNA a dal$ich proteini. Vzorek je moZny v této podobé transportovat
i pfi pokojové teploté. Nasledné odbéry s odstupem minimalné 14 dni od operace zahrnovaly
odbér systémové krve a kostni diené.

U kazdého nemocného zarazeného do tohoto vyzkumu byly provedeny tyto odbéry:

1. Odbér kostni diené - byl proveden v tivodu vykonu po uvedeni do celkové anestezie.
Misto punkce a odbéru kostni diené bylo sternum. Vzorek kostni diené cca 10 ml
byl odebran do zkumavky s EDTA (obr. 7).

2. Odbér systémové zilni krve - odebrana z periferni zily, vena cubita nebo véna mediana
¢i basilica, v mnozstvi 10 ml do zkumavek s EDTA. Vlastni odbér byl pfed uvedenim
nemocného do celkové anestezie.

3. Odbér Zilni krve z plicni Zily drénujici prislusny lalok s tumorem - neméné diilezitym
vzorkem byl odbér cca 10 ml Zilni krve tenkou jehlou ze Zily drénujici lalok s tumorem
pred provedenim vlastni anatomické resekce plic, tzn. pred odstranénim nadoru plic.
Vzorek byl opét odebran do zkumavky s protisrazlivym ¢inidlem EDTA. Nejdrive byly
identifikovany tepny pro prislusny lalok, poté Zila a nasledné bronchus pro dany lalok
plice (obr. 8).

4. Odbér vzorku tkané z nadoru plic - vzorek velikosti 1x1 cm byl odebran na konci

operace z tumoru a umistén do stabiliza¢niho roztoku RNA later.

Obr. ¢. 7: Odbér kostni drené
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Obr. ¢. 8: Odbér krve z horni plicni Zily drénujici tumor lokalizovany
v hornim laloku pravé plice

4.4 Zpracovani a vySetieni materialu v Ustavu molekuldrni a translaéni
mediciny

Po skonéeni operace byly vzorky transportovany na Ustav molekularni a transla¢ni mediciny
do Laboratore experimentalni mediciny. Zde byly provedeny pftislusné tkony k vysSetreni
pritomnosti minimalni rezidudlni choroby. Pouzita byla metodika v laboratofi zavedena, bézné

vyuzivana a ovérena v nékolika pracich [123,124].

VySettreni pritomnosti minimalni rezidualni choroby z krve ¢i kostni direné probiha v nékolika

krocich niZe popsanych krocich.

4.4.1 Osmoticka lyza se separaci jadernych bunék

Dtivodem provedeni osmotické lyzy je odstranéni ¢ervené slozky krve, tedy erytrocyti. Cervena
fada krevnich bunék obsahuje hem, ktery je blokatorem celé Fady enzymil vyuZzivanych
v molekularni biologii. Jaderné buriiky, vCetné nadorovych, jsou stabilnéjsi, a proto zlistanou
uchovany v nezménéné podobé. Roztok pouzivany k lyze (lyzacni roztok) obsahuje: 1,55M NH4CI,
0,1M NH4HCO3, 1mM EDTA, promyvaci roztok (Phosphate Buffer Saline, PBS) obsahuje:
1,4 M Na(l, 0,03 M KCl, 0,1 M Na2HP04.12H20, 0,015 M KH2P04.
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Vlastni proces osmotické lyzy byl proveden na ledu, kdy byly vzorky krve a kostni diené lyzovany
vychlazenym lyzacnim roztokem v poméru ke vzorku 4 : 1 po dobu 7-30 minut
az se lyzat vyceril. Nasledovné byl material centrifugovan pii 4500 rpm, 10 minut, 4 °C,
po odstranéni supernatantu byl vzorek jesté jednou centrifugovdn a promyt promyvacim
roztokem. Do pripravenych zkumavek bylo provedeno rozplnéni alikvotd po 11 x 106 bunék.
Po centrifugaci (2000 rpm, 4 minuty, 4 °C) byl odstranén supernatant a k buiikdm

byl za souc¢asného propipetovani pridan 1 ml TRI reagentu a vzorek byl zamrazen.

4.4.2 Vlastni izolace RNA

K izolaci RNA byla pouzita metoda, kterou poprvé predstavil v roce 1987 Chomczynski,
tzv. fenol-chloroformovd metoda [146]. Tato technika dnes v praxi zjednoduSené vyuziva
komercné dodavanou chemikalii TRI reagent (MMC, Cincinnati, Ohio, USA), ktera je smeési
guanidin-thiokyanatu a fenolu v presné daném poméru. Ke vzorku s TRI reagent pridame
chloroform, v diisledku centrifugace se smés rozdéli do tii vrstev. Horni vrstva obsahuje RNA,
interfaze DNA a spodni vrstva obsahuje DNA a bilkoviny. Tato metoda ndm umoZnuje soucasné
vyizolovat ze zkoumaného vzorku DNA, RNA i proteiny. RNA rozpusténa ve vodné fazi
se precipituje izopropanolem, promyje etanolem a rozpusti ve vodé. Metoda je vhodna
pro izolaci RNA vSech typti o délce 0,1-15 kb. Koncentraci a Cistotu vyizolované RNA lze ovérit
spektrofotometricky pristrojem Nanodrop ND 1000 (Nanodrop, Wilmington, DE, USA).
Pti pouziti 1 ml TRI reagentu Ize izolovat RNA z 50-100 mg tkaneé a z 5-11 miliont bunék.

Pro zpracovani lze pouzit Cerstvé nebo zamraZené bunécné TRI lyzaty (koncentrace
5-11 miliond bunék/1 ml TRI reagentu). Ke vzorku pridame 200 pl chloroformu a tim zaciname
proces izolace RNA. Nyni je nutné ponechat vzorek odstat 10 minut pii pokojové teploté, nasleduje
centrifugace 15 minut pti 12000 g, 4 °C. Pokud byla centrifugace provedena dokonale, dochazi
k separaci jednotlivych vrstev - Cira, horni vrstva obsahuje ndmi poZadovanou izolovanou RNA,
prostiedni vrstva meziprstenec DNA a rizova spodni obsahuje DNA, detritus, tuky a bilkoviny.
Do cisté zkumavky odebereme horni vrstvu o objemu 400-500 pl a pridame stejné mnozstvi
isopropanolu tj. 400-500 pl. Timto krokem je zapocata precipitace. Vzorek promichame
protifepanim, nesmi zistat tzv. ,mlécny prstenec”, ktery by mohl zkreslit dal$i postupy.
Takto upraveny vzorek se necha stat 5 minut. Po dalsi centrifugaci 10 minut pti 12000 g, 4 °C,
se na dné zkumavky vytvori ¢ira & bila RNA peletka. Setrné je odstranén supernatant
a peletu promyjeme 1,5 ml 75% etanolu. Zkumavku obratime dnem vzhiiru, coZ ndm umozni lépe
odlepit ze dna zkumavky peletku. Zkumavku s peletkou opét centrifugujeme 5 minut
pti 12000 g, 4 °C a odstranime supernatant. Peletku suSime ve flow boxu, na vzduchu
3-10 minut. K RNA peletce ptiddme cca 25 pl DEPC vody (21-60 pl podle velikosti peletky)

a obsah nékolikrat propipetujeme.
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Rozpusténi RNA urychlujeme zahtatim vzorku na 60 °C po dobu 10 minut, nasledné zchladime
na ledové tristi. Nyni miZeme odebrat alikvot a spektrometricky stanovit koncetraci a Cistotu
vyizolované RNA na pfiistroji Nanodrop ND 1000. Rozpusténou RNA dlouhodobé uchovavame
pii-70az-80 °C.

a. Reverzni transkripce

Pomoci reverzni transkriptizové polymerazové retézové reakce (RT-PCR) mizZeme stanovit
genovou expresi. Nejdiive dochazi za plisobeni enzymu reverzni transkriptazy k prepisu RNA
do komplementarni jednovlaknové DNA (complementary DNA, cDNA). Nejcastéji je k tomuto
uzivana transkriptdza z Moloneyho viru mysi leukémie (M-MuLV), nebo z ptaciho viru
myeloblastézy (AMV). Pro reverzni transkripci se hojné vyuzivaji enzymy
bez RNazovéaktivity. Pri reverzni transkripci je dale nutno pouZit primery. PouZivaji
se specifické mRNA primery, oligo-dT primery nebo stile ¢astéji ndhodné hexamery, které maji
velkou vytéznost. My jsme k vySetfeni MRD pouzivali RevertAid H minus M-MuLV Reverse
Transcriptase (Fermentas, Vilnius, Litva) a ndhodné primery (Promega, Madison, WI, USA).
Do reakce je také nezbytné pridat inhibitory ribonukledz, napt. RNAsin (Promega, Madison, WI,

USA) chranici mRNA pted témito enzymy v priabéhu reakce.

Reverzni transkripci provadime z 3 pg vyizolované celkové RNA v reakénim objemu 30 pl. Smés
3 ug RNA a 0,3 pg hexamerl je doplnéna vodou do objemu 19,5 pl, kratce smés stocime
a zvortexujeme. Vzorek nechame inkubovat v termocykléru s vyhrivanym vickem pri 70 °C
po dobu 5 minut, poté vzorek rychle zchladime na ledu po dobu cca jedné minuty.
Ke zchlazenému vzorku RNA s hexamery a vodou pfiddme MasterMix pripraveny z 6 ul 5xRT
pufru, 3 pl 10mM DTP a 30 U RNAsinu. Nasledné ke vzorku RNA a MasterMixu pridame jesté
150 U reverzni transkriptazy a vzorek nechdme stat pii pokojové teploté ve flowboxu po dobu 10
minut. Vzorek inkubujeme v termocykléru s vyhrivanym vickem pii 42 °C po dobu 60 minut
a poté pri 70 °C po dobu 10 minut. Po inkubaci je vzorek zchlazen na ledu, stoCen a uloZen

pri teploté -20 °C.
b. Polymerdzovd retézovd reakce v redlném Case (real-time RT-PCR)

RT-PCR je enzymaticka reakce, ktera je umoznéna primery, specifickou fluorescen¢né znacenou
sondou a termostabilni DNA-polymerazou. Zmény fluorescence jsou monitorovany po kazdém
cyklu PCR reakce (tj. v redlném case) pomoci real-time termocykleru, v nasi praci konkrétné
real-time cyklér Rotor Gene 3000 (Corbett Research, Sydney, Australie). Po pridani standardi
do reakce a vytvoreni standardiza¢ni krivky lze kvantifikovat specifické vysetfované sekvence

ve vzorku.
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Primery jsou kratké oligonukleotidy (o délce cca 20-25 bp), které vymezuji amplifikovany tdsek
DNA, specifickd hydrolyzacni TagMan préba je kratky oligonukleotid znaceny fluorescen¢ni
barvou a zhasecem. Syntéza primeri a préb byla provedena firmou Generi Biotech, s.r.o., (Hradec
Kralové, CR). Teplota funkénosti primert byla spoditina ze sloZzeni nukleotidi
a experimentalné zkontrolovana pii optimalizaci amplifikacnich procesi. Kazda sada primerti
obsahovala adekvatni koncentraci hotecnatych iontl. Dnes je jiZ béZnou praxi vyuziti

tzv. hot-start DNA-polymerazy, dodavané s prislusnym reakénim pufrem.

PCR reakce je provadéna se 100 ng cDNA, resp. celkové RNA, vstupujici do reverzni transkripce,
v reakénim objemu 25 pl. MasterMix obsahuje 2,5 pl 10x PCR pufru, 0,5 ul 10mM dNTP,
zoptimalizované mnozstvi primert, préby a MgCl2, DEPC vody a 1 U Taq polymerazy.
Do pripravenych 0,1 ml zkumavek je rozpipetovano 24 ul MasterMixu, 1 pul cDNA vzorkd,
1 ul DEPC vody jako ,no template” kontrola, 1 pl cDNA pozitivni kontroly a 1 pl specifickych
standardi. Zkumavky jsou vloZeny do Kkaruselu pristroje, vyvazeny, je provedena automaticka

kalibrace snimani fluorescence pristroje a spustén prislusny amplifika¢ni program.

Po ukonceni real-time RT-PCR je provedena analyza vysledki. Ke stanoveni minimalni rezidualni
choroby u karcinomu plic bylo vyuzito sledovani exprese markeri CEA, EGFR, LunX
a c-Met. Pro provedeni absolutni kvantifikace exprese jednotlivych markeri metodou real-time
RT-PCR bylo nutno namodelovat standardiza¢ni kiivku. SouCasné s pacientskymi vzorky byla
vySetiena Skala standardd pro dany marker, pripravena desetinasobnym redénim PCR amplikont
obsahujicich sekvenci testovaného markeru. Vypocet mnozstvi kopii byl proveden
na zdkladé zndamé molekulové hmotnosti (délka amplikonu), spektrofotometricky urcené

koncentrace a Avogadrovy konstanty.
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Tab. ¢. 7 Sekvence a délka pouzitych primert a préb a délka
produkti pro jednotlivé markery (s - sense, as - antisense,
P - probe, Fw - forward,

Rev - reverse)

Nazev Sekvence Délka
(5-37) (bp)

Carcinoembryonic antigen (CEA)
CEAs taagtgttgaccacagcgaccc 22
CEA as gttcccatcaatcagccaagaa 22
CEAP atgtcctctatggcccagacgaccc 25
Produkt CEA 167
Epidermal growth factor receptor
(EGFR)
EGFR s acttcaaaaactgcacctccat 22
EGFR as aatcagcaaaaaccctgtgatt 22
EGFR P acatcctgecggtggcatttagg 23
Produkt EGFR 149
Lung specific X protein (LunX)
LunX Fw gatggccaccgtctctatgt 20
LunX Rev acagccagcctcaacagact 20
LunX P ccatccctctcggcataaagcetcc 24
Produkt LunX 93
Protooncogenic protein (c-met)
c-met Fw tggacaatgatggcaagaaa 20
c-met Rev gatgattccctcggtcagaa 20
c-met P tcactgtgctgtgaaatccttgaaca 26
Produkt c-met 99

42




Josef Chudadek: Minimalni rezidualni choroba u karcinomu plic

Tab. ¢. 8 Zoptimalizované koncentrace primeri, préby, hotfec¢natych
kationtli a PCR profil reakci pro jednotlivé markery

Finalni koncentrace
Marker | Primer s/Fw | Primer as/Rev |Préba | MgCl; | Teplotni profil
(nM) (nM) (nM) | (mM)
95°C/15s
CEA 300 600 200 3 65°C /15 s
95°C/15s
EGFR 400 400 200 3 62°C /155
95°C/15s
LunX 400 400 200 4 62°C/10s
95°C/15s
c-met 400 400 200 6 58°C /15 s

4.4.3 Stanoveni cut-off hodnot pro jednotlivé markery CEA, EGFR, LunX

a c-met a hodnoceni vysledku vyseti-eni pritomnosti MRD

Pro rozhodnuti o pritomnosti ¢i neptitomnosti minimalni rezidualni choroby bylo nutné stanovit
tzv. mezni (cut-off) hodnoty pro vysSetfované markery. K tomu jsme vysettili expresi jednotlivych
nadorovych markeri - geni v krvi a kostni dfeni u srovnavaci skupiny.
V této pilotni studii byly do srovnavaci skupiny zarazeny vzorky krve ziskané od 98 zdravych
darci krve a vzorky kostni difené odebrané od 12 pacientli operovanych pro benigni
a nezanétlivd onemocnéni. Tento soubor byl analyzovan pomoci real-time RT-PCR reakce
dle uvedenych standardizovanych podminek a vysledky byly statisticky zpracovany. Cut-off
hodnoty pro pozitivni versus negativni hodnoceni minimalni rezidualni choroby byly stanoveny
jako primérna hodnota exprese markeru v Kkontrolnim souboru + 2 smérodatné odchylky
(standard deviation, SD). Dale byly stanoveny tzv. Sedé zony - vypoctem cut-off

hodnoty * smérodatna chyba (standard error, SE).
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Tab. ¢. 9 Kvantitativni exprese vySetfovanych markerl v krvi
zdravych darca a kostni difeni pacientli operovanych pro benigni a
nezanétlivd onemocnéni

marker Krev Kostni dien
(kopie/ug RNA) | (kopie/ug RNA)
CEA pimeér 88,3 155,6
SD 111,5 124,8
cut-off 200,0 350,0
SE 10,4 44,1
Seda zéna 190 - 210 306 - 394
EGFR |primér 49,2 15528,3
SD 127,1 21 960,4
cut-off 250,0 30 000,0
SE 11,8 7 764,2
Seda zona 238-262 22236 721
LUNX |prameér 1,51 172,27
SD 14,92 205,38
cut-off 30,0 550,0
SE 1,5 59,3
Seda zoéna 28-32 491 - 609
c-met |primér 2 357,47 5211,82
SD 3203,68 3387,77
cut-off 8500,0 11 500,0
SE 323,6 978,0

Pravidla pro hodnoceni vysledku:

¢ je-li hodnota exprese v tzv. Sedé zoné, vysledek nelze jednoznatné uzavrit a vySetreni

je opakovano

¢ je-li hodnota exprese pod spodni hranici Sedé zony, oznacujeme expresi za nizkou, nesveédcici

pro piitomnost nadorovych bunék ve vzorku
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e je-li hodnota exprese nad horni hranici Sedé zény, oznacujeme expresi za vysokou a svédcici

pro piitomnost nadorovych bunék ve vzorku

4.4.4 Statisticka analyza

Data byla analyzovana prostrednictvim softwaru R (www.r-project.org) a STATISTICA 12
(StatSoft, Inc. USA). Hladiny markert (pocet kopii CEA, EGFR, LunX, c-Met) v plicni krvi, systémové
krvi a kostni dfeni byly srovnavany vzhledem ke klinickym charakteristikam: histologicky typ,
stddium, grading, velikost nadoru, postizeni wuzlin a typ radikality. Vzhledem
k tomu, Ze data nesplilovala podminku normality (testovano prostifednictvim Shapirova-Wilkova
testu), byly pro vyhodnoceni rozdilt v distribucich markert v jednotlivych podskupinach pouzity
neparametrické metody, a to Wilcoxonliv dvouvybérovy test (v ptripadé dvou podskupin),
popr. Kruskaltiv-Wallistiv test v pripadé vice jak dvou podskupin. V pripadé signifikantniho
Kruskalova-Wallisova testu bylo provedeno nasobné porovnavani primeérného poradi
v jednotlivych dvojicich podskupin. Vysledky jsou graficky prezentovdny prostiednictvim
krabicovych graft (boxplotl), pricemz referen¢ni teckovana ¢ara naznacuje prah pro hodnoceni
pozitivity jednotlivych markerti. Tam, kde nasobné porovnani neodhalilo Zddnou vyznamnou
dvojici

na hladiné 5%, jsou v boxplotech vyznaceny i dvojice vyznamné aZ na hladiné 10%. Statistickou

analyzu provedla Mgr. Jana Vrbkova a vysledky jsou publikovany s jejim laskavym souhlasem.

4.5 Vysledky

4.5.1 Kontrolni skupina

Do kontrolni skupiny byli zarazeni zdravi jedinci. 98 zdravym pacientlim byly odebrany vzorky
periferni krve a 12 vzorkd kostni difené od pacientli, podstoupivSich operaci kyly
¢i cholecystectomii, a ze vzorki byla stanovena exprese onkomarkerd CEA (A), EGFR(B), LunX(C)
a c-Met(D). Cut-off hodnota pro pozitivitu CTC byla vypocitana jako dvojnasobek normalni
odchylky.
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Obr. ¢. 9: CEA
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Obr. ¢. 11: LunX
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Obr. ¢. 12: c-Met
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4.5.2 Vztah MRD k disease free intervalu a celkové doby prezivani

u nemocnych s NSCLC

Obr. €. 13: Disease free interval u pacientd s karcinomem
plic podle pritomnosti ¢i nepritomnosti CTC v periferni krvi
stanoveny pomoci metody RT-PCR u CEA.
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Recidiva onemocnéni byla zachycena u 34 nemocnych (24,8 %) s DFI intervalem
14,6 mésicl. 32 pacientd ze souboru zemielo a OS interval (délka preziti nemocnych)
byl 15,2 mésicl. U pacientl s karcinomem plic s prokazanou minimalni rezidualni chorobou
v periferni pri pouziti specifického markeru CEA (vys$$i hodnota exprese mRNA CEA
nez cut off hodnota ziskana od kontrolni skupiny) ma signifikantné krat$i DFI interval
a vy$si hazard ratio (p<0,083; HR=1,84 [95 % CI: 0,91-3,71]) a krat8i OS interval a vyssi
hazard ratio (p<0,033; HR=2,19 [95 % CI. 1,05-4,58]) ve srovnani s pacienty
bez pritomnosti minimalni rezidualni choroby (obr. 13,14). Nebyly pozorovany signifikantni
rozdily vysledk pti urcovani minimalni rezidualni choroby z kostni diené, plicni ¢i periferni
krve. Jen vzorky periferni krve od nemocnych jsou snaze dostupné. V naSem souboru
nemocnych jsme prokazali, Ze pritomnost minimdalni rezidualni choroby u nemocnych
s karcinomem plic je negativni prognosticky faktor. My miizeme urcit nemocné, kteii maji
kratsi DFI a OS interval pomoci exprese CEA v periferni krvi. Tim padem mtizeme vyselektovat

nemocné, u kterych lze nastavit pfimo na miru sestavit adjuvantni onkologickou lé¢bu a také

urcit nemocné u kterych i pres extenzivni chirurgicky vykon nedojde k prodlouZeni preziti.
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Obr. ¢. 14: Overall survival interval u pacientli s karcinomem plic
podle pfitomnosti ¢i nepritomnosti CTC v periferni krvi
stanoveny pomoci metody RT-PCR u CEA.
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4.5.3 Statisticky vyznamné vysledky jednotlivych onkomarkerti

453.1 CEA

Na hladiné 5 % se statisticky vyznamné lisi distribuce CEA v systémové krvi ve 2. odbéru
(minimalné 2 tydny po operaci) dle gradingu (KruskalGv-Wallisiv test, p-value=0,0075).
Nejvyssich hodnot dosahuje ve skupiné G1 a tyto hodnoty se vyznamné odlisuji od ostatnich

skupin (nasobné porovnavani G1 vs. G2: p-value=0,047, G1 vs. G3: p-value=0,005).

Na hladiné 10 % se distribuce CEA lisi vzhledem ke gradingu jesSté v plicni krvi (Kruskaliv-
Wallistiv test, p-value=0,0848) a vzhledem ke stadiu (Kruskalliv-Wallistv test, p-value=0,0832),
postiZeni miznich uzlin (Wilcoxontiv dvouvybérovy test, p-value=0,0916) a histologii v kostni

dieni (Kruskalliv-Wallistv test, p-value=0,0813).
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Obr. ¢. 15: Exprese CEA v systémové krvi (2. odbér- min. 2 tydny po operaci)
ve vztahu k histologické diferenciaci nadoru
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V druhém odbéru sytemové krvi s odstupem 2 tydni statisticky vyznamné na hladiné 5 %

(p-value=0,0075) roste exprese mRNA CEA s Gradingem G1 oproti nemocnym ve vyS$$im

Vv

stadiem G2, G3. Nejvyssich hodnot dosahovaly ve skupiné G1 a tyto hodnoty se vyznamné

odliSovaly od ostatnich

G1 vs. G3: p-value=0,005), (obr. ¢. 15).
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Obr. ¢. 16: Exprese CEA v plicni Zilni krvi pooperacné ve vztahu
k histologické diferenciaci nadoru
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Na statistické hladiné 10% se exprese mRNA CEA lisila vzhledem ke gradingu jeSté v plicni krvi
(Kruskaliv-Wallistiv test, p-value=0,0848). I zde byla opét nejvy$si v G1 oproti G2, G3
(obr. ¢. 16).

Obr. ¢. 17: Exprese CEA v kost. dieni pred operaci ve vztahu ke klinickému
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Na hladiné statistické vyznamnosti 10% byl patrny narist exprese m RNA CEA
(z predoperacnim odbérem kostni direné) s vy$$Sim klinickym stddiem (KruskalGv-Wallistv

test, p-value=0,0075), (obr. ¢. 17).

Obr. ¢. 18: Exprese CEA v kost. dfeni pred operaci ve vztahu k postiZeni uzlin
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Obdobné zde byla korelace exprese CEA dle postiZeni uzlin (predopera¢nim odbéru v kostni
dieni). S nartstajicim N stadiem dochazi k zvySeni exprese mRNA na statistické hladiné

vyznamnosti 10% (Wilcoxoniv dvouvybérovy test, p-value=0,0916), (obr. ¢. 18).

Obr. ¢. 19: Exprese CEA v kostni dfeni ptfed operaci v zavislosti na
histologickém typu nadoru
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U velkobunécného karcinomu (predoperacnim odbéru kostni diené) byla vyssi exprese mRNA
CEA oproti ostatnim typtm karcinomd plic na statistické hladiné 10% ((Kruskaliv-Wallisiiv test,

p-value=0,0813), (obr. ¢. 19).

45.3.2 EGFR

Distribuce EGFR se vzhledem k zadnému klinickému faktoru v zadném kompartmentu statisticky

vyznamné neodliSuje, a to ani na hladiné vyznamnosti 10%.

4.5.3.3 LunX

Na hladiné vyznamnosti 5 % se statisticky vyznamné liSila distribuce LUNX v kostni dieni
vzhledem k provedeni resekce RO nebo R1 (Wilcoxoniiv dvouvybérovy test, p-value=0,0453), kde
ovSem jistou roli mize hrat fakt, Zze pocet pacientli s typem R1 je velmi maly. Distribuce LUNX
se statisticky vyznamné odliSovala jesté na hladiné 10 % vzhledem k histologickému typu nadoru,
a to jak v plicni krvi (Kruskaltiv-Wallistiv test, p-value=0,0850), tak v kostni dieni (Kruskaltiv-
Wallistiv test, p-value=0,066). V ostatnich kompartmentech byla distribuce LUNX vzhledem

k Zadnému faktoru statisticky vyznamné nelisila, a to ani na hladiné 10 %.
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Obr. ¢. 20: Exprese LunX v kostni dfeni pred operaci ve vztahu
k radikalité vykonu
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Na statistické hladiné vyznamnosti 5 % (Wilcoxonliv dvouvybérovy test, p-value=0,0453)
exprese m RNA LunX (predoperacni odbér kostni diené) byla vyssi u nemocnych, u kterych byla
provedena radikalni resekce RO, oproti nemocnym, u kterych ponechan mikroskopicky pozitivni
resekéni okraj. UrCitou roli zde mohlo hrat fakt, Ze v souboru byla pouze

u 3 nemocnych provedena R1 resekce (obr. ¢. 20).

Obr. ¢. 21: Exprese LunX v plicni Zilni krvi pooperacné ve vztahu
k histologickému typu nadoru
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Obr. ¢. 22: Exprese LunX v kostni dieni pifed operaci ve vztahu
k histologickému typu nadoru
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Na hladiné statisticky vyznamnosti 10 %, se liSila exprese mRNA LunX v plicni krvi (Kruskaltiv-
Wallistiv test, p-value=0,0850) i v kostni dieni odebrané predoperacné (Kruskaltiv-Wallistv test,
p-value=0,066) dle histologického typu nddoru. Nejvyssi exprese mRNA LunX byla v obou

kompartmentech pozorovana u adenokarcinomd, (obr. ¢. 21, 22).
4534 c-Met

Distribuce c-met se statisticky vyznamneé liSila na hladiné vyznamnosti 5 % vzhledem ke stadiu
v plicni krvi (Kruskaltiv-Wallistv test, p-value=0,0399) a systémové krvi ve 2. odbéru (Kruskaltiv-
Wallistiv test, p-value=0,0272), vzhledem k postiZeni uzlin rovnéz v plicni krvi (Wilcoxontv
dvouvybérovy test, p-value=0,0037) a potom vzhledem ke gradingu (Kruskaltiv-Wallistiv test,
p-value=0,0238) a histologickému typu v kostni dieni (Kruskaltiv-Wallisiiv test,
p-value=0,0493). Na hladiné vyznamnosti 10% byl zjistén statisticky vyznamny rozdil v distribuci
c-met jesté v systémové krvi pired operaci vzhledem k postiZeni uzlin (Wilcoxontv dvouvybérovy

test, p-value=0,0755).
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Exprese mRNA C-met (v odbéru plicni Zilni krve) v nizkém TNM stadiu se vyznamné liSila

oproti vyssim stadiim II, IIIA na hladiné statistické vyznamnosti 5 % (Kruskaliv-Wallistiv

test, p-value=0,0399), (obr. ¢. 23).

Obr. ¢. 24: Exprese c-met v systémové krvi (2. odbér-min. 2 tydny
po operaci) ve vztahu ke klinickému stadiu
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Opét exprese mRNA C-met (v odbéru 2 tydny po operaci v periferni krvi) v nizkém TNM stadiu

byla statisticky vyznamné nizsi oproti vy$$im TNM stadiim II a IIIA a to na hladiné statistické

vyznamnosti 5 % (Kruskaliv-Wallisiv test, p-value=0,0272), (obr. ¢. 24).

Obr. €. 25: Exprese c-met v kostni dieni pfed operaci ve vztahu k
histologické diferenciaci nadoru
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Na hladiné statistické vyznamnosti 5 % (Kruskaltiv-Wallistiv test, p-value=0,0238) byla vyssi

exprese mRNA c-Met (predoperacnim odbéru kostni diené) v G1 oproti Gradingu II a III (obr.

& 25).

Obr. €. 26: Exprese c-met v kostni difeni pifed operaci ve vztahu
k histologickému typu nadoru
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v

U adenokarcinomu (piredoperacnim odbéru kostni diren€) byla vyssi exprese m RNA c-Met oproti

ostatnim typim Kkarcinoml plic na statistické hladiné 5 % (Kruskalliv-Wallisiv test,

p-value=0,0493), (obr. ¢. 26).

Obr. ¢. 27: Exprese c-met v plicni Zilni krvi pooperac¢né ve vztahu k postizeni
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Nizsi exprese mRNA c-Met (v plicni Zilni krvi) byla zaznamenana u pacientli s negativnimi

uzlinami NO oproti nemocnym s pozitivnimi uzlinami N1 a to se statistickou vyznamnosti 5 %

(Wilcoxontiv dvouvybérovy test, p-value=0,0037), (obr. ¢ 27).

Obr. ¢. 28: Exprese c-met v syst. krvi pooperac¢né ve vztahu
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Byl zjiStén 10 % statisticky vyznamny rozdil v distribuci c-met (odebrané systémové krvi pred
operaci) vzhledem k postizeni uzlin (Wilcoxonliv dvouvybérovy test, p-value=0,0755)
a o to u nemocnych s postizenim uzlin byla exprese mRNA c-Met vys$$i neZ u pacientd

bez postizeni uzlin (obr. ¢. 28).
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5. Diskuze

Pojmem minimalni rezidualni choroba u karcinomu plic €i jiného solidniho nadoru rozumime
pritomnost cirkulujicich nadorovych bunék v téle nemocného po radikalni resekci nadoru.
Kdy a za jakych podminek dochazi k preméné téchto cirkulujicich nddorovych bunék v metastazy
doposud nezname, pouze existuje pouze predpoklad toho, které pochody jsou k tomuto procesu

nutné.

Pii metastazovani zhoubného nadoru musi byt splnény zakladni piredpoklady. Na modelech bylo
prokazano, Ze 1 g nddorové tkané je schopen do obéhu uvolnit aZ 1 milién nadorovych bunék
za jeden den [112]. Aby k tomu mohlo dojit, je na poc¢atku nutné, aby se buiiky z nadorové tkané
mohly uvolnit, tedy vymanit se ze soudrznosti bunék okolnich. Dale musi byt schopny pronikat
skrze bazalni membrany epitelli a cévni sténu. Bunky, které proniknou do cirkulace, se museji
vymknout kontrole imunitniho systému a ziskat novou schopnost prezZivat v nepratelském
prostiedni. Buiiky, cirkulujici v krevnim obéhu, se nazyvaji volné cirkulujici nddorové buiky
(CTC). Nadorova bunka se brani produkci ochrannych latek, jako napft. transmembranovych
proteind, Fas ligandii (FasL) nebo protiapoptickych proteint Bcl-2. Tyto a jiné mechanizmy
uplatiiuje k tomu, aby unikla neptatelskému hostitelskému imunitnimu systému a tedy byla
schopna prezit. MnoZstvi cirkulujicich nadorovych bunék je nicméné apoptotickych. Dalsi z nich
jsou zbaveny proteosyntézy a proliferace. Nékteré jsou dormantni, tj. zivé, ale jen se volné po fadu
let pohybuji v cirkulaci, bez vlastniho déleni a dalSich projevii, nezbytnych pro zaloZzeni metastazy.
Doposud nebylo zjisténo, kdy dochazi ¢i jakym mechanizmem vznika po odstranéni primarniho

nadoru z téchto volné cirkulujicich nadorovych bunék, relaps nddorového onemocnéni.

Na misté vzniku metastazy musi nadorova bunka v kazdém pripdé opét cévu opustit a usidlit
pristupu ke zdroji kysliku a prisunu zivin. Nadorové buiiky jsou schopny tvorit cévy pro svoji
potrebu, a to oznacujeme nadorovou angiogenezi, pricemz samy produkuji faktory angiogenezi
podporujici. Mezi né patri vaskularni endotelidlni ristovy faktor (VEGF) nebo fibroblastovy
ristovy faktor (FGF), zacatek riistu nadoru je spojen se zvySenou produkci téchto ristovych

faktort [147].

I pri brzkém stanoveni diagnézy u nemocného s karcinomem plic s nizkym TNM stadiem,
navzdory provedeni radikalni resekce, zlistava stale prezivani nemocnych v I. a II. stadiu
neuspokojivé, pouze 57 - 78 %, resp. 39 - 66 % [31]. Navzdory vSem inovacim v operacni technice,
predevsim torakoskopicky asistovanym vykonim, kdy dochazi k maximalnimu snizeni
komplikaci a zkraceni doby hospitalizace, nedochazi k vyraznému prodlouzeni prezivani
nemocnych. Dalsi zasadni pokroky v operacni technice jiZ v sou¢asné dobé nelze predpokladat,

proto jedinym moZnym smérem, kam lze upfit pozornost, je molekularné biologicka droven
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nadort. Cilem je presné rozklicovat jednotlivé stupné kancerogeneze a hlavné zjistit,
kdy a za jakych podminek se méni volné cirkulujici nadorova burika v metastazu. Pokud pri pouziti
molekularné genetickych metod ziskdme moZnost vyselektovat pacienty se zvySenym rizikem
relapsu onemocnéni, budeme je tak schopni l1écit drive, nejlépe jesté v dobé nez relaps nastane.
Proto je nezbytné nutné se zamérit na stanoveni minimalni rezidualni choroby (MRD), kterou

bychom tak mohli pouZit jako diagnosticky a zaroven prognosticky faktor.

Vyznam minimalni rezidualni choroby se daii objasnovat velice pomalu. Nejvétsi zkuSenosti
s monitorovanim minimalni rezidudlni choroby maji hematoonkologové, jelikoz znamkou
uspésné lécebné strategie, je dosazeni kompletni remise. Tuto remisi miZeme rozdélit
na klinickou kompletni remisi (CCR) a molekularni kompletni remisi (MCR). Klinickou kompletni
remisi dosud ale rozumime nepfitomnost nadorovych bunék, zjiSténa pomoci klasickych, béZné
uzivanych metod (mikroskopie, radiodiagnostika). Zde nelze ovSem vyloucit ¢asnou recidivu
onemocnéni, jelikoz  tyto diagnostické metody  nejsou dostatecné citlivé
k prikazu cirkulujicich nadorovych bunék, které relaps onemocnéni s ¢asovym odstupem
pro detekci MRD, ktera je schopna detekovat 1 nddorovou buitku mezi milionem bunék
nenadorovych. Neidentifikujeme-li nadorové bunky ani pomoci téchto novych molekularne-
genetickych metod, mluvime o kompletni molekularni remisi. Tento vysledek je povaZzovan
za priznivy prognosticky faktor [110,117]. Podobné bylo prokazano, Ze i solidni nadory maji svou

leukemickou fazi [112].

Minimalni rezidudlni chorobu lze nejlépe detekovat na zakladé rozdilné genové exprese mezi
bunikkami nadorovymi a nenadorovymi pomoci real time polymerazové fetézové reakce [125].
Tato metoda byla zvolena i nami v nasem projektu. Dle dosud celosvétové probéhlych studii byly
k nasi praci zvoleny onkomarkery CEA, LunX, EGFR a c-Met, pomoci kterych byla minimalni
rezidualni choroba detekovana. Vzhledem k tomu, Ze nejsou dosud jednoznacné znamy mezni
hodnoty pro tyto markery, urcili jsme ,cut-off hodnoty na podkladé hodnot odebranych
od 98 zdravych darct krve a 12 darct kostni direné. Cut-off hodnoty pro pozitvni versus negativni
hodnoceni minimalni rezidualni choroby byly stanoveny jako primeérna hodnoty exprese
markeru v kontrolnim souboru + 2 smérodatné odchylky (standart deviation, SD).
V nasi praci potvrzujeme, Ze RT PCR je velmi senzitivni a specifickd metoda k uréeni minimalni
rezidualni choroby u pliciho karcinomu, podobné jako potvrdily jiné dosud publikované prace

[124,132,138,140,148].

Detekci minimalni rezidualni choroby muZeme vyselektovat nemocné s kratS$im piezivanim
a brzkou rekurenci maligniho onemocnéni. Pritomnost minimalni rezidualni choroby signalizuje

vyss$i Sanci rekurence onemocnéni a moznou piritomnost metastaz, a tim tedy horsi progndzu
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onemocnéni. Z naSich vysledkG vyplyva, Ze pritomnost minimalni rezidualni choroby
je negativni prognosticky faktor u plicniho karcinomu, coZ je ve shodé s dosud zverejnénymi

pracemi [140,141,148].

MRD byla jiz prokdzana jako prognosticky marker i u dalSich solidnich nadort, naptiklad
u karcinomu pankreatu, kdy byla zjisténa statisticky potvrzena vyznamna zavislost v portalni krvi
mezi expresi EGFR a klinickym stadiem onemocnéni [124]. U kolorektalniho karcinomu byla
zaznamendana signifikantni zavislost mezi postizenim uzlin a pritomnosti minimalni rezidualni

choroby v periferni a portalni krvi [123].

Pokud se tyce zhodnoceni vyznamu jednotlivych markert, pouzitych nami k detekci minimalni
rezidualni choroby, onkomarker EGFR se jako predikéni parametr neosvédcil. Jeho hladina
nekorelovala v na$i praci statisticky se Zadnym zjisSténym klinickym faktorem, na rozdil od dvou
dosud publikovanych studii, které onkomarker EGFR zjistily jako pouZitelny prediktivni parametr

[139,149].

Velké nadéje byly vkladany do objevu nového plicniho specifického onkogenu LunX v roce 2001.
Jeho specifita a senzitivita pro plicni karcinom byla potvrzena mnoha pracemi
[136,137,138,150,151,152]. Detekce LunX probihala pomoci RT- PCR a byla potvrzena v rtiznych
télnich kompartmentech. V zavislosti na jednotlivych studiich byla vzdy srovnavana exprese
mRNA LunX u plicntho karcinomu oproti benignimu onemocnéni ¢i jiné malignité.
Jako nejvhodnéjsi misto k detekci je periferni krev. Co do prognézy nemocnych ve vztahu k LunX,
existuje pouze ojedinéla prace z roku 2014 [139], ktera ukazuje na pritomnost exprese LunX
pouze u necelé poloviny ze 42 pacientii s karcinomem plic a u porovnavané skupiny nemocnych
s benignim onemocnénim nebyl exprimovan viibec. S naristajicim klinickym stadiem dochazi
k vyrazné vyssi expresi specifického onkomarkeru LunX spolu se zkraceni prezivani pacientd.
Bohuzel, v naSem souboru nemocnych nebyla zjiSténa zZadna statisticky vyznamna korelace
ve vztahu k LunX, kterou by bylo mozZno prenést do klinické praxe. V kostni dieni u pacientti
s provedenou radikalni resekci RO byla statisticky vyznamné vyssi exprese (p-value=0,0453)
neZ u nemocnych s R1 resekci, coZ ovSem nema zadni Kklinicky impakt. Nase vysledky

tak bohuZel nepotvrzuji poc¢ate¢ni optimismus spojeny s objevem LunX.

C-Met je vyznamnym onkomarkerem v diagnostice a 1é¢bé karcinomu plic, ale sam o sobé neni
dostatecné citlivy k detekci minimalni rezidualni choroby, v kombinaci s CEA a CK 19-9
se vSak jeho role vyrazné zvysuje. Jeho hlavni vyznam spociva v prokazané korelaci jeho hladiny
v periferni krvi a klinickym staddiem onemocnéni. Z toho vyplyva, Ze u pacienti se zvySenou
hladinou c-Met mlzeme predpovidat zvySené riziko relapsu maligniho onemocnéni [144,145].
Obdobné vysledky dokladame i v nasi praci. Exprese mRNA c-Met v zilni krvi u pacientt

ve stadiu I dle TNM Klasifikace je statisticky vyznamné nizsi (5%, p-value = 0,0399)

61



Josef Chudadek: Minimalni rezidualni choroba u karcinomu plic

Vv

nez ve vys$Sich TNM stadiich, stejné vysledky na statisticky vyznamné hladiné 5 %
(p-value=0,0272) jsou v periferni krvi, kde ve 2. odbéru periferni krve je mRNA c-Met méné
exprimovan v niz$im stadiu nezve stadiich vyssich (II a IIIA). Dalsim dikazem toho, Ze c-Met
koreluje s Kklinickym stadiem, je skuteCnost, ze statisticky vyznamné (5%, p-value= 0,0037)
dochazi nizs$i expresi mRNA c-Met u nemocnych s negativnimi uzlinami oproti nemocnym,
kde byly uzliny infiltrovany metastazami karcinomu. Statisticky vyznamny rozdil (5 %,
p-value=0,0493) exprese mRNA c-Met v Zilni krvi byl i ve srovnani mezi jednotlivymi stupni
diferenciace. Tyto vysledky lze vysvétli mimo jiné tim, Ze c-Met je sdm o sobé protonkogenem,

spoluzodpovédnym za nadorovou invazivitu a tvorbu vzdalenych metastaz. Gefitinib pfimo

blokuje funkci c-Met a navic ptisobi blokadu HGFR receptoru [153,154].

CEA patii mezi nejcastéji pouzivané onkomarkery k monitorovani ucinka léc¢by u solidnich
nadord. Jeho zvySena exprese je prokazana hlavné u gastrointestinalnich nadort, a to az v 95 %
[130,131]. S velkou vyhodou ho lze pouzit jako sérovy nadorovy marker pii sledovani
u nemocnych po chirurgické resekci kolorektalniho karcinomu, kdy pfi zvySeni jeho hladiny mtize
dochazet k relapsu nadorového onemocnéni [155]. Dle nékolika praci je mozno pomoci
jeho exprese potvrdit pritomnost minimalni rezidualni choroby, a to nejlépe v kombinaci s c-Met
a CK 19-9 za pouziti multimarkerové analyzy [144,145]. V naSi praci jsme prokazali,
Ze u pacienti s plicnim karcinomem a prokazanou MRD pomoci exprese mRNA CEA v periferni
krvi je signifikantné kratsSi disease free interval a krats$i OS interval ve srovnani se skupinou
pacientli bez pritomnosti minimalni rezidualni choroby. Pti vySetieni jednotlivych kompartmentt
(periferni krve, kostni diené a Zilni systémové krve) jsme nepozorovali Zddny rozdil pti detekci
minimalni rezidudlni choroby. V druhém odbéru systémové krve s odstupem
2 tydni byla zjisténa statisticky vyznamné vyssi exprese mRNA CEA u gradingu G1 na hladiné 5 %
(p-value=0,0075) oproti nemocnym ve vyssSich stadiich G2 a G3. To popira hypotézuy,
Ze pri rostoucim gradingu by méla hladina detekce minimalni rezidudlni choroby vzristat.

Jiné zjisténé vysledky jiz nedosahovaly statisticky vyznamné hladiny 5 %.

Dal$im nas$im cilem bylo déle potvrdit ¢i vyvratit zvySenou expresi jednotlivych onkomarkeri

u rtznych histologickych typt NSCLC, coZ jsme na nasSem souboru nemocnych neprokazali.

Nelichotivé vysledky v prezivani nemocnych s radikalné odoperovanym plicnim karcinomem
v nizkém TNM stidiu nas neustidle nuti se ptat, pro¢ tomu tak je. U nemocnych
ve stadiu I dochazi k relapsu u 30 % pacienti, ve vétsiné pripadi jde o systémovou recidivu. Pokud
bychom povazovali volné cirkulujici nddorové burky za zodpovédné za progresi onemocnéni,
je  nutné detekovat a sledovat jejich hladinu. Z naSich vysledkli vyplyva,
Ze pritomnost MRD je prognostickym faktorem ukazujicim na sniZeni preZiti a koresponduje

s kratSim disease free intervalem. Mira exprese minimalni rezidualni choroby v ridznych
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kompartmentech koreluje s klinickym stadiem onemocnéni i postiZenim uzlin. Pfitomnost
cirkulujicich nddorovych bunék v krvi pred operaci signalizuje ¢asny relaps nemocnych. Pomoci
MRD bude mozné vyselektovat skupinu nemocnych s nizkym TNM stadiem, u kterych by se sice
standardné zajiStovaci onkologickd 1é¢ba nepodavala, ale v zavislosti na pritomnosti MRD
by ji u této skupiny pacienti bylo mozné preventivné podat. Tim padem by bylo mozZné snizit
riziko ¢asné recidivy onemocnéni a vyrazné prodlouZit preZivani nemocnych. P¥i monitoraci MRD
v pooperacnim obdobi by bylo mozné navic casnou recidivu zavcas zachytit, drive
neZ dojde k diseminaci onemocnéni. Pomoci MRD lze individualizovat terapii, stanovit ji pfesné
na miru, jelikoz se svym vyznamem patrné vice blizi diagnostice chovani nadorového onemocnéni
(agresivita apod.) nez TNM klasifikace, kterd nemocného zatadi pouze hrubé podle morfologie
a velikosti nadoru. Ty ovSem, zejména u malych nadorti, viibec nemusi odpovidat skute¢nym
vlastnostem a chovani nddoru. A proto je potfeba uvazovat o zavedeni pojmu molecular staging,

ktery by, stejné jako v hematologii, znamenal pozitivni prognosticky faktor [156].

Po radu let je stale na chirurgickych forech zivé diskutovana otazka, zda neSetrna manipulace
tumorem a nedodrZeni zasad ,no touch techniky pti operaci zvySuje mnozstvi nadorovych bunék
vyplavenych do systémového obéhu. Dle studif provedenych Turbullem a Hayashim nedodrzeni
zasad ,no touch techniky a zbytecnou manipulaci s tumorem se zvySuje jednoznacné mnozstvi

cirkulujicich nddorovych bunék a snizuje prezivani nemocnych [157,158].

V hrudni chirurgii k z toho ovSem vyplyva dalsi problém. Pokud pii manipulaci s tumorem nartsta
mnozstvi cirkulujicich bunék v systémové krvi, je tfeba se zamyslet nad doposud zavedenym
technicistnim pf#istupem plicni resekce, spocivajicim v potadi podvazu plicnich cév,
kdy se podvazuji nejprve Zily a pak tepny. To vychazi z obavy ze zvySeného krvaceni tkani, pokud
by byly podvazany nejprve plicni zily. Primarni podvaz zil by ale mohl snizit mnoZstvi
vyplavenych cirkulujicich nadorovych bunék z primarniho nadoru, jelikoz zilni krev jde primo
levé siné a nasledné pokracuje do velkého krevniho obéhu. Toto téma neni z pohledu validnich
studif dosud dostate¢né zpracovano. Nejpropracovanéjsi praci na toto téma zverejnil Song, ktery
na ale i tak nevelkém souboru pacientl s karcinomem plic prokazal, Ze pri jakékoliv manipulaci
dochazi k vyplaveni cirkulujicich bunék, oproti tomu pfi podvazu zil pred tepnami nedochazi
k tak velkému uvolnéni nadorovych bunék do cirkulace [159]. V dneS$ni dobé, kdy nastava
rozmach videoasistovanych lobektomii, u kterych je obvykle standardné nejprve oSetiena Zila
a aZ nasledné tepna, by tato operacni technika méla potenciadlné snizit vyplaveni nadorovych
bunék do cirkulace. Tento pfedpoklad ovSem zpochybnil Yamashida, ktery tvrdi pfesny opak,
tedy Ze pri videoasistované torakoskopii dochdzi vétSimu uvolnéni nadorovych bunék
do cirkulace [160]. Podle Rafaelyho pak nema zadny vliv na kone¢ny dusledek, co se tyce prezivani

a rekurence onemocnéni u pacieti s karcinomem plic, zda byla prvotné oSetfena Zzila
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¢i tepna. Podvaz Zily pred tepnou nepredstavuje podle néj vyraznéjsi riziko neZ podvaz tepny
v prvni radé [161]. Tato problematika si do budoucna zaslouZi jesté hlubsi analyzy, pochopitelné

s vyuzitim technik detekce cirkulujicich nddorovych bunék.

Pro chirurgické obory je MRD dal$im moZnym potencidlnim méritkem k urceni, ktera operacni
metoda Ci technika je pro pacienta vyhodnéjsi. Kone¢né se uz nebude operacni vykon hodnotit,
jen podle velikosti jizvy, a tedy kosmetického efektu, ktery byva ¢asto nékterymi kolegy chirurgy
upiednostiiovan. Mnozstvi cirkulujicich nddorovych bunék, které mohou zhorSovat prognézu
nemocného, predstavuje tak rovnéz vyznamny parametr, pricemz je tento ukazatel dostupny
pomérné rychle, na rozdil od pouhé analyzy prezivani ¢i disease free intervalu. Bude tedy preci
jen mozné dosahnout jesté urcitého vylepseni chirurgické terapie plicniho karcinomu, jakkoliv
obecné byva postulovano, Ze zlepSeni osudu nemocnych s plicnim karcinomem jiZ na poli

vylepSovani chirurgické techniky a taktiky nelze dosahnout.

Vyznam zhodnoceni minimaln{ rezidualni choroby je tedy zasadni. Je tfeba ovSem provést jesté
co nejvice dalSich studii, které srovnaji jednotliva ziskana data s témi klinickymi. AZ poté bude
mozné zhodnotit skuteCnou validitu detekce minimalni rezidualni chorobu jakozto

prognostického faktoru u plicni rakoviny.
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6. Zaver

Tak jako u jinych malignit, kde studie z posledni doby prokazuji vyznam detekce MRD
pro stanoveni progrese onemocnéni a pro urceni jeho prognézy, tak i u plicniho karcinomu
se prokazuje vyznam detekce minimalni rezidualni choroby pomoci specifickych onkomarkerd.
V ramci analyzy detekce MRD u plicniho karcinomu pomoci RT-PCR nebyly v této praci zjistény
signifikantni rozdily ve vysledcich pii odbérech z rdznych kompartment. Nejvhodnéjsi
je stanoveni MRD z periferni krve, a to hlavné z diivodu snadného odbéru. Z testované palety
markert EGFR, LunX, CEA a c-Met nebyla prokazana korelace detekce LunX ani EGFR s klinickym
stadiem. Jako prinosné se jevi CEA a c-Met. U c-Met nariista jeho hladina s ptibyvajicim TNM
stadiem. U nemocnych bez prokazaného postizeni uzlin byla rovnéz zjisténa nizka hladina c-Met,
pricemz s postizenim uzlin jeho exprese roste. CEA byl jedinym testovanym markerem, jehoZ

hladina korelovala s pfezivanim nemocnych a jejich DFI.

Tyto vysledky jsou ¢aste¢né odlisné od nékolika dosud publikovanych praci. Jdou tedy nezbytné
dalsi prace, které jesté zpresni poznatky o klinickém vyznamu jednotlivych markera
pro stanoveni prognézy nemocnych a individualizaci terapie. Pfi potvrzeni volby vhodnych
markerd u plicniho karcinomu bude mozné rovnéz provést studie, analyzujici nékteré aspekty
chirurgické techniky a taktiky ve vztahu k ovlivnéni rizika perioperac¢ni diseminace, a tim jesté

dosahnout preci jen urcitého vylepsSeni chirurgické terapie plicniho karcinomu.
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7. Souhrn
Uvod:

Minimalni rezidudlni chorobou (minimal systematic or residual disease, MSD, MRD) nazyvame
buiiky volné cirkulujici ¢i obsazené v krvi, kostni direni a miznich uzlinach ¢i jinych télnich
tekutinach pri splnéni zakladni pominky radikalniho odstranéni primarniho nadoru
a nepritomnosti klinickych zndmek naddorového onemocnéni. Tyto nadorové buiiky, které jsou
tedy subklinickymi zbytky nadort, nejsme schopni bézné dostupnymi vySetrovacimi metodami
detekovat. Cirkulujici nddorové buiiky jsou zodpovédny za recidivu naddorového onemocnéni
a jsou povazovany za hlavniho cinitele vzniku metastaz po odstranéni primarniho nadoru
u solidnich tumord. Vyznam jeji detekce spocivd v moznosti zpresnéni klinického stagingu
onemocnéni a vyselektovani skupiny nemocnych s horsi prognézou, u kterych by se méla i pres

nizké TNM stadium podat adjuvantni onkologicka 1é¢ba.
Material a metoda:

Nas soubor zahrnoval 137 pacienti s karcinomem plic, ve stadiu I az IIIA TNM Klasifikace, u nichz
byla provedena radikalni resekce. Metodou real-time PCR za pomoci exprese specifickych
onkomarkerti EGFR, CEA, LunX a c-Met byly vySetieny vzorky z predoperacniho odbéru periferni
krve, kostni drené a Zilni krve a po operaci s odstupem nejméné 2 tydnt vzorky periferni krve

a kostni diené. Vysledky byly porovnany s klinicko-patologickymi znaky a piezitim pacientt.
VysledKky:

U nemocnych s pritomnosti minimalni rezidualni choroby stanovené pomoci exprese mRNA CEA
je signifikantné kratsi DFI (p<0,083; HR=1,84 [95 % CI: 0,91-3,71]) a kratsi OS interval a vyssi
hazard ratio (p<0,033; HR=2,19 [95 % CI: 1,05-4,58]) ve srovnani s pacienty bez pritomnosti
minimalni rezidualni choroby. DalSim statisticky vyznamnym zjisténim je rozdilna exprimace CEA

u pacientd s odliSnym gradingem ve II. vzorku ze systémové krve (p-value=0,0075).

U EGFR nenachazime zadny znak ve statisticky vyznamné korelaci k Zadnému klinickému faktoru.
LunX byl na hladiné statistické vyznamnosti 5 % (p-value=0,0453) zvySené exprimovan u
pacientt, u kterych byla provedena radikalni resekce R0 oproti skupiné pacientti, u kterych byla
provedena pouze R1. Urcitou roli zde vsak mtize hrat fakt, ze v souboru s R1 byli pouze 3 pacienti.
Slibné vysledky ma pak dale onkomarker c-Met. Na stanovené hladiné vyznamnosti 5 %
(p-value=0,0399) jeho hladina exprese nartista s pribyvajicim TNM stadiem ze vzorku plicni Zilni
krve, obdobné vysledky pozorujeme i pfi hodnoceni vzorku z II. odbéru systémové krve
(p-value=0,0272). Rozporuplné vysledky na stanovené hladiné statistické vyznamnosti ukazuji,
Ze u pacientl s niz$im gradingem je vyssi exprese c-Met (p-value=0,0238), a Ze s pribyvajicim

gradingem exprese c-met klesa. Naopak, pri negativnim postiZeni uzlin je, ve shodé s hypotézou
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téZ, nizka hladina c-Met, kterd s pozitivitou uzlin roste. Vyznamnym zjisténim je dlikaz, Ze hladina
c-Met koreluje s postizenim uzlin, tedy s N stadiem. V plicni zilni krvi dosahuje statisticky
vyznamné hladiny 5 % (p-value=0,0037), v systémové krvi je bohuZel statistickd vyznamnost
10 % (p-value=0,0755). V obou vySetrovanych kompartmentech vzrista exprese c-Met

s pozitivitou uzlin.
Zaveér:

Z nami predstavené prace vyplyva, Ze diagnostika minimalni rezidualni choroby
a jeji prognosticky vyznam je jedinou moznosti, jak lze toho ¢asu zlepsit 1é¢bu karcinomu plic,
jelikoZ chirurgické moznosti zlepseni vysledki 1écby jsou jiZ témér vycerpany. Pti potvrzeni MRD
pomoci exprese mRNA CEA maji pacienti v ndmi prezentované praci kratSi dobu preZivani.
Minimalni rezidudlni chorobu v naSem souboru hodnotime jako negativni prognosticky ukazatel.
Bohuzel nebyl prokazan klinicky piinos LunX a EGFR. Zato onkomarkerem pfinosnym k
monitoraci poKkrocilosti onemocnéni je c-Met. Jeho hladina narlstd s pribyvajicim stadiem a
pozitivitou uzlin. I presto, Ze vysledky ukazuji jednoznac¢ny vyznam detekce MRD, je potieba

porovnat tyto vysledky s dalSim pocetnéjsim souborem nemocnych s karcinomem plic.
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8. Summary

Introduction:

As the minimal residual disease is called the situation, when cells are freely circulating
or contained in blood, bone marrow and lymph nodes or other body juices in the case of a radical
removal of the primary tumor and in an absence of clinical signs of the malignant disease. These
tumor cell are consequently subclinical tumor remnants and we are not able to detect them using
common diagnostic methods. Circulating tumor cells are responsible for recurrence
of a malignancy and are supposed to be the main factor responsible for arising of metastases after
removal of the primary tumor in solid tumors. The significance of its detection is based
on the opportunity to make the clinical staging of the disease more precious and to select a group

of patients with a worse prognosis, in which adjuvant oncological therapy should be given.
Material and methods:

Our group of patients included 137 patients with lung cancer in stages I-111A of TNM classification.
Real-time PCR method using an expression of specific oncomarkers EGFR, CEA, LunX and c-Met
was employed to examine the samples of pre-operative taken peripheral blood, bone marrow and
venous blood and samples of peripheral blood and bone marrow taken at least 2 weeks after

aresection. The results were compared with clinical-pathologic signs and survival of the patients.
Results:

In the patients with detected minimal residual disease (MRD) by means of mRNA CEA expression
is significantly shorter the disease free interval (DFI) (p<0,083; HR=1,84 [95 % CI: 0,91-3,71])
and the shorter overall survival and the higher hazard ratio (p<0,033; HR=2,19 [95 % CI: 1,05-
4,58]) in comparison to the patients without detection of MRD. Another statistically significant
important finding is the different exprimation of CEA in patients with the different grading

in the second sample of the systemic blood (p-value=0,0075).

We found no sign in statistically significant correlation to any clinical factor in EGFR. LunX was
at the statistical significance level of 5 % (p-value=0,0453) increasingly exprimated in patients
after a radical RO resection in comparison to patients after only R1 resection. Promising results
can we find also in oncomarker c-Met. At the set significancy level of 5 %
(p-value=0,0399) its level growths with increasing TNM stage in samples of lung venous blood.
Similar results can we find also in the second samples of systemic blood (p-value=0,0272).
Controversial results at the set level of statistical significance showed, that in patients with lower
grading is expression of c-Met higher (p-value=0,0238) and that it decreases with growing
grading. On the contrary, with no involvement of lymph nodes can we find low level of c-Met, in

correlation with a hypothesis, and it growths with positivity of lymph nodes. In lung venous blood
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it reached statistically significant level of 5 % (p-value=0,0037), in systemic blood was

unfortunately statistical significance of 10 % (p-value=0,0755).

Conclusion:

Our presented paper shows, that the diagnostics of the minimal residual disease and its prognostic
importance is the only chance how to improve nowadays therapy of lung cancer, when surgical
chances to improve results of therapy of lung cancer are near to be exhausted. In validation of
MRD by means of mRNA CEA expression was in our study related to the shorter survival time.
MRD can be concluded as negative prognostic marker. Unfortunately, no clinical significance of
LunX or EGFR was proved. On the contrary, the benefitial oncomarker to monitore progression of
the disease is c-Met. Its level growths with increasing stage and lymph node positivity. Despite of
definite importance of detection of MRD according to our results, it is necessary to compare these

results with another larger group of patients with lung cancer.
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9. Seznam pouZzitych zkratek

AJCC: Americky vybor proti rakoviné (American Joint Comittee on Cancer)
CCR: klinicka kompletni remise

CEA: karcinomembryondlni antigen

CK-19: cytokeratin

CT: pocitacova tomografie (computer tomography)

CTCs: cirkulujici nddorové buniky (circulating tumour cells)

cTNM: predoperacni TNM klasifikace (tumor, uzliny, vzdalené metastazy)
CYFRA-21: solubilni fragment cytokeratinu 19

DFTI: disease free interval

DNA: deoxyribonukleova kyselina

EBUS: endobronchialni sonografie

EDTA: kyselina ethylendiamintetraoctova

EGFR: receptor epidermalniho riistového faktoru

ESTS: Evropska spolec¢nost hrudnich chirurgi ( Europian Society of Thoracic Surgeons)
E2F: skupina genti kédujicich rodinu transkripénich faktori

FasL: Fas ligand

FGF: fibroblastovy ristovy faktor

GTP: guanosintrifosfat

HER: receptorova skupina

HnRNP: heterogenous nuclear ribonucleoprotein

HRCT: high-resolution CT

[ASLC: Mezinarodnf asociaci pro studium plicni rakoviny

KRAS2 , K-ras: Kristen rat sarcoma 2 viral oncogen

MCR: molekularni kompletni remise

MRD: minimalni rezidualni choroba

MRI: magneticka rezonance
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mRNA: typ ribonukleové kyseliny

NSCLC: nemalobunécny karcinom (non small cell lung cancer)
NSE: neuron specificka enolaza

0S: Overall survival

PCR: polymerazova retézova reakce

PET-CT: diagnostickd zobrazovaci metoda spojujici vySetieni pocitacovou tomografii (CT) a

pozitron emisni tomografii (PET)

pTNM: patologickd VALG Veterans Administration Lung Cancer study Group
ProGRP: pro-gastrin-releasing peptide

Rb gen: retinoblastomovy gen

RT-PCR: real time polymerazova retézova reakce

RO resekce: radikalni resekce bez mikroskopické piitomnosti nadoru
R1 resekce: mikroskopicky pozitivni resekéni okraj

SCLC: malobunécny karcinom (small cell lung cancer)

TPA: tkanovy polypeptidovy specificky antigen

UICC: Mezinarodnf unif proti rakoviné

VATS: videoasistovana thorakoskopie

VEGFR: receptor vaskularniho endotelidlniho ristového faktoru
WHO: svétova zdravotnicka organizace

18-FDG: 18-fluorodeoxyglukéza

18-FLT: 18-fluorothymidin
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