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Cil disertacni prace:

Karcinom c¢ipku délozniho je pres pokrok v onkologii ve vySSich stadiich stale
nevyléCitelnym onemocnénim. Je snaha o stanoveni dalSich prediktivnich a
prognostickych markerti, které by nejen lépe rozdélily pacientky do prognostickych

skupin, ale které by také pomohly v predikci moznych vedlejsich ucinkd, ¢i efektu 1écby.
V praci byly vyty€eny 2 primarni cile:

Vyhodnotit vztah hladiny citrulinu a gastrointrestinalni toxicity (postizeni stfevni

sliznice) zpusobené chemoradioterapii.

Sledovat sérové koncentrace neopterinu, tryptopfanu a kynureninu a vyhodnotit jejich

zmény a korelace v prab&hu 1écby
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1.Karcinom Cipku délozniho - obecna Cast

1.1 Epidemiologie

Rakovina de€lozniho Cipku je celosvétove Ctvrtou nejcastéjsi rakovinou postihujici zeny
(1). V zemich s nizkymi piijmy je Castéjsi a zaujima dokonce druhé misto v incidenci u
Zen a tfeti misto v mortalité. VétSina novych pfipadi a umrti se vyskytuje

v socioekonomicky slabsich oblastech (Obr.1).

V Ceské republice je ro¢né diagnostikovano kolem 900 novych piipadd a kolem 300 zen
na tento nador rocné zemfe. Incidence je i pres screeningové programy a moznost
vakcinace stale vysoka (13/100000), 1 kdyz v poslednich deseti letech dochazi k jejimu
poklesu (Obr.2). V roce 2008 byla 19 /100000 a v roce 2018 jen 13.6/100000 (2).

Progn6za onemocnéni v Casném stadiu je velmi dobra, s pokrocilosti choroby se ale
vyrazné zhorSuje (Tab.1) (3). 40% pacientek je diagnostikovano ve stadiu I, ale bohuzel
cast pacientek pfichazi s pokroc¢ilymi tumory a az kolem 8-17% pacientek ma vzdalené

metastazy (Obr.3,4).
Nejvyssi incidence spada do vékové skupiny 40-44 let (Obr.4).
Regionalné je nejvyssi vyskyt v Karlovarském a Usteckém kraji a v Praze (Obr.5).

Obr. 1: Srovnani incidence v CR s ostatnimi zemémi.
Graf zobrazuje srovnani incidence C 53 v jednotlivych zemich

C53 - Hrdlo déloZni - cervicis uteri, Zeny
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Obr. 2: Casovy vyvoj hrubé incidence karcinomu délozniho ¢ipku
Graf zobrazuje casovy vyvoj hrubé incidence (pocet novych pripadii na 100 000 osob).

C53 - ZH hrdla déloZniho - cervicis uteri -4 Incidence
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Tab.1 prognéza pétiletého preziti u karcinomu délozniho hrdla podle jednotlivych
stadii ( DiSaia,2007 )

Stadium % pacientek piezivajicich pétilety
interval

IA 98-99

1B 87-90

ITA 62-83

113] 62-68

I 33-48

v 14




Obr. 3: Zastoupeni klinickych stadii v ¢ase

Graf zobrazuje casovy vyvoj % zastoupenti klinickych stddii. Klinickd stadia jsou
urcovana na zdkladé TNM klasifikace v dobé stanoventi diagnozy pacienta

C53 = ZH hrdla déloZniho = cervicis uteri, Zeny
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Obr. 4: Zastoupeni klinickych stadii
Graf zobrazuje zastoupent klinickych stadii

€53 - ZN hrdla déloZniho - cervicis uteri, Zeny
zaztoupeni klinickich stadii v procentech
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Obr. 5: Vékova struktura pacientu
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Graf zobrazuje vékovou strukturu pacientu s karcinomem délozniho cipku a zemrelych na

tuto diagnozu
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1.2Rizikové faktory

Rizikové faktory karcinomu ¢ipku jsou pomérné dobfe znamy. Vétsina faktorti souvisi se
sexualnim chovanim Zeny.

Nejdilezitéjsim rizikovym faktorem je perzistujici infekce rizikovymi typy papilomaviri
(HR HPV). Jedna se o faktor etiopatogeneticky. Po zahgjeni sexualniho zivota se HP
virem do dvou let nakazi az 60 % lidi, do péti let dokonce 80 %. VétSina zen prodéla
infekci, aniz by si né¢eho v§imla. Infekce je totiz velmi nenapadna, navic béhem 6 az 12
mésicl Casto sama odezni. Béhem sexualniho zivota se proces nakazy a vymizeni viru
nekolikrat opakuje.

AZ 94% karcinomi délozniho ¢ipku je HR HPV pozitivnich. Ze dvou tfetin se jedna
hlavné o HR typy 16 a 18, ve 20% pak typy 31,33,45,52 a 58.(4). Hlavni roli v efektu
HPV hraji onkoproteiny gentt E6 a E7. Ty jsou schopny inaktivovat proteiny

supresorovych gend pRb a p53 a tim dochazi ke ztrate jejich antiproliferacni funkce(5,6).
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Rizikové faktory:

Casné koitarche (zahajenim sexualniho Zivota pred 16 rokem véku)

VEétsi pocet sexualnich partnert (10 a vice partnert zvysuje riziko 2-3x)

Multiparita — i kdyz tady signifikatn€ vyssi riziko lze prokazat az od 3 a vice porodu
Nizky socioekonomicky status

Nizky veék prvniho porodu (souvisi s vzorcem sexualniho chovani)

Imunodeficit (imunosupresiva, kortikoidy, HIV — byla dolozena akcelerace vyvoje
karcinomu z prekarcen6z)

Dalsi STD infekce

Rizikovy (promiskuitni) partner — vice partnerek, anamnéza sexualn€ prenosné choroby
Dieta s nedostatkem folati, betakarotenu a vitaminu ¢

Koufeni — v€etné pasivniho, jedna se o nezavisly rizikovy faktor, alteruje lokalni imunitu
(tyka se hlavné spinocellularniho karcinomu, RR 3)

Rodinna zatéz (RR 2-3 pii postizeni matky i sestry)

Hormonalni antikoncepce (7) pusobi jen pii sou¢asném vlivu dalsich faktorti, zejména pfi
HR HPV pozitivité, stimulacni vliv estradiolu na transkripci mRNA HPV viru a
imunosupresivni vliv gestagenu zvySuji riziko perzistence HPV infekce, u uzivatelek nad
10 let je RR 2,5, za 10 let po vysazeni se riziko vraci k normé, riziko je vyssi u
adenokarcinomu

Nekteré alely a holotypy HLA systému

Absence cytologického screeningu

1.3 Prognostické faktory:
Dle doporuc¢eni ESGO/ESTRO a OESP z roku 2018 (8)

1. TNM a FIGO stadium, zahrnujici maximalni velikost naddoru a detailni popis

extracervikalni extenze a postizeni lymfatickych uzlin (pocet, velikost lokalizace)
2: patologicky typ tumoru

3: hloubka stromalni cervikalni invaze a §itka nepostizeného cervikalniho stromatu
4: ptitomnost ¢i absence lymfovaskularni invaze (LVSI)

5: ptitomnost ¢i nepfitomnost vzdalenych metastaz
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Mimo klasické prognostické faktory se v posledni dobé objevuji nové prace zabyvajici se
stanovenim novych prognostickych faktorti — napt. mira apoptozy, exprese Bax, BCL-2
a p 53, amplifikace onkogenu ¢ myc, stanoveni cévni density nadort a dalsi, které

vypadaji slibng, ale jejich dopad na 1écbu zatim neni jasny(9).

1.4 Prevence a screening:

Diky znalosti etiopatogeneze karcinomu Cipku a dobrym anatomickym pomérum se

karcinom c¢ipku délozniho fadi mezi nejlépe preventabilni karcinomy.

Primarni prevence: zékladem ockovani proti HPV a dale dodrzovani zasad bezpe¢ného

sexu a nekufactvi.

Od 1.4.2012 Ceska republika se fadi po bok vyspélych zemi svéta, které zatadily
HPV vakcinaci do plosného systému ockovani v uhradovém systému. Ockovaci
programy bézi prakticky v celé vyspélé Evrop€. Ockovani proti HPV je nejucinngjsi u
divek, které jesté nezahgjily sexualni zivot, diky Cemuz se s virem jesté pravdépodobneé
nesetkaly. OvSem existuji i teorie, které fikaji, ze ockovani je prospe€sné i pro zeny do 45
let véku. Ockovat proti HPV je mozné déti od 10 let véku, ale doporuceno je az kolem 13
roku véku. Vakcinace nezahrnuje ochranu proti v§em typum HPV, ale chrani pouze pred

témi typy HPV, které jsou uvedeny na ptipravku.

Momentalné jsou dostupné 3 druhy vakcin - Gardasil 9 - Sedm typu je G€innych
ptimo proti HPV, které vyvolavaji karcinom délozniho €ipku, témito typy jsou 16, 18,31,
33, 45, 52 a 58. Ostatni dva typy HPV 6 a 11 zpuasobuji vznik Spicatych kondylomt
(genitalni bradavice). Druha vakcina Silgard je G¢inna pouze proti dvéma typum lidského
papillomaviru, a to typum 16 a 18. Cervarix, stejné jako Silgard, pisobi proti HPV typum
16 a 18.

Sekundarni prevence: screening karcinomu ¢ipku délozniho

Probiha v CR od roku 2008. Jde o preventivni vySetfeni Zen, probihajici b&hem
kazdorocni preventivni kontroly gynekologem. Jeho soucasti je kolposkopie, cytologické

vySetfeni a od roku 2021 HPV DNA test.

Rozvoj nadoru z prekancerdz trva zhruba 3 roky, coz je dost dlouha doba na to,

aby byla nemoc vcas podchycena a zaléCena. Ackoliv jsou preventivni gynekologické
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prohlidky pln€ hrazené zdravotnimi pojistovnami, podstupuje je pouze kolem 40 % zen

v reprodukcnim véku (25 — 59 let)- data z roku 2008, v roce 2010 55% (10).

1.5 Diagnostika:

Zakladem diagnostiky karcinomu délozniho Cipku je komplexni gynekologické
vySetfeni s kolposkopii a bioptickou verifikaci 1éze. U klinicky jasnych 1ézi se pouziva
punch biopsie - minibiopsie. U klinicky nejasnych 1ézi s podezienim na mikroinvazivni

karcinom pak LEEP (loop electrosurgical excisiom) eventualné konizace.
Pti ziskani pozitivniho nalezu jsou indikovany dalsi vySetfovaci metody.

Ultrazvukové vySetieni je nejdostupnéjsi, ale pro jeho maximalni vyuziti je nutné
mit dostatecné zkuSenosti. Lze vyuzit transvaginalni a transrektalni endoluminalni sondu.
Vyhodou transrektalni sondy je trojrozmérny obraz tumoru, moznost zhodnoceni
infiltrace parametrii, infiltrace pochvy, ale i mocového méchyre ¢i rekta, navic pii
exofytickém nadoru nedochazi ke krvaceni. VNCCN standardech neni ultrazvuk
doporucen jako stagingové vySetieni, ale v doporuceni ESGO/ESTRO z r 2018 je jiz na
zvazeni ultrazvukové vySetfeni namisto MRI pokud je provadi zkuSeny sonografista. Je
to na zaklad¢ nekolika publikaci, kde se potvrdila stejna efektivita UZ a MRI. V publikaci
Epstein a kolektiv z roku 2013 dokonce shoda mezi histologii a UZ byla vyznamné lepsi
pfi hodnoceni rezidualniho tumoru (p<0.001) a invaze do parametrii (p<0.001), nez

vysledky ziskané pomoci MRL

Magneticka rezonance malé panve (MRI) je mandatornim vySetfenim ve stagingu
cervikalniho karcinomu. Ve studiich je uvadéna jeji presnost ve stazovani cervikalniho

karcinomu 81% pro §ifeni do parametrii s 69% senzitivitou a 80% specifitou.

Pocitacova tomografie (CT) je ve stagingu vyuzivana spise k zjisténi vzdalenych
metastaz, nez urCeni invaze tumoru. V literatufe se uvadi presnost CT v hodnoceni

parametrialni invaze 62% se senzitivitou 63% a specifitou 62%(11).

A v dnesni dobé klesa také jeho vyuziti ke zjisténi generalizace a je stale Castéji
nahrazovan pozitronovou emisni tomografii (PETCT), eventualné pozitronovou emisni

magnetickou rezonanci.
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PETCT je stale Cast&ji vyuzivano ke stagingu cervikalni karcinomu. Je to na zaklade
nékolika praci, které prokazaly vyznamnou senzitivitu i specicificitu pro diagnostiku
postizeni lymfatickych uzlin. Pro uzliny malé panve 79% a 99%, pro paraortalni
lymfatika 84% a 95% a pro nadklickové uzliny byla popsana dokonce 100% specificita
(7,12).

Rektoskopie a cystoskopie - dle doporuceni FIGO 2000 patfi mezi standardni
obligatorni vySetfeni. Dle ESGO/ESTRO guidlines nemusi byt tato vySetfeni provedena,
ale mohou byt zvazena k provedeni biopsie pii podezieni na prorustani do rekta ¢i

mocového méchyre dle MRI ¢i UZ.
1.6 Staging:
TNM /FIGO(13)

T - primarni nador

TX primarni nador nelze hodnotit

TO bez znamek primérniho nadoru

Tis karcinom in situ (preinvazivni karcinom)

T1! nador omezen na hrdlo (Sifeni na télo délozni by nemelo byt zohlednéno)
FIGO I

Tla invazivni  karcinom  diagnostikovany = pouze  mikroskopicky
FIGO IA

Tlal stromalni invaze < 3 mm do hloubky a horizontalni Sifeni < 7 mm
FIGO IA1

Tla2 stromalni invaze 3-5 mm do hloubky a horizontalni §ifeni < 7 mm
FIGO IA2

T1b klinicky zfetelnd 1éze nebo mikroskopickd léze vétsi nez Tla2
FIGO IB

T1bl klinicky zfetelna léze 4 cm nebo méné€ v nejvétsim rozméru
FIGO IB1

T1b2 klinicky zfetelna léze vétsi nez 4 cm v nejvétSim rozméru

FIGO IB2
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T2 Sifeni mimo de€lohu, ale ne ke sténé panevni a ne do dolni tfetiny pochvy
FIGO II

T2a nador bez §ifeni do parametria
FIGO ITIA

T2al klinicky zfetelna léze ne vétsi nez 4 cm
FIGO I1A1

T2a2 klinicky zfetelna léze vétsi nez 4 cm
FIGO I1A2

T2b nador se §ifenim do parametrii
FIGO IIB

T3 nador se §ifi ke stén€ panevni a/nebo se §ifi na dolni tfetinu pochvy a/nebo
zpusobuje hydronefrézu ¢i afunkci ledviny FIGO III

T3a nador postihuje dolni tfetinu pochvy, bez Sifeni ke sténé panevni
FIGO IIIA

T3b nador se §ifi ke sténé€ panevni a/nebo zptusobuje hydronefrozu ¢i afunkci
FIGO IIIB

T423 nador postihuje sliznici méchyfe nebo rekta a/nebo se §ifi mimo malou
panev FIGO IVA

Pozn. 1) VSechny makroskopicky viditelné 1éze, byt jen s povrchovou invazi, jsou
T1b/IB. 2) Bulozni edém sliznice mocového méchyte nepostacuje ke klasifikaci nadoru
jako T4. 3) Podle FIGO by mélo byt postizeni sliznice mo¢ového méchyte ¢i rekta

biopticky ovéfeno

N — Regionalni mizni uzliny

Regionalnimi miznimi uzlinami jsou uzliny paracervikalni, parametrialni, hypogastrické
(vnitini ilické, obturatorni), spolecné a zevni ilické, presakralni a lateralni sakralni uzliny.

Uzliny paraaortalni a inguinalni nejsou regionalni.

NX regionalni mizni uzliny nelze zhodnotit

NO regionalni mizni uzliny bez metastaz

16



N1 metastazy v regionalnich miznich uzlinach

M - Vzdalené metastazy

MX vzdalené metastazy nelze hodnotit

MO nejsou vzdalené metastazy

M1 pfitomnost vzdalenych metastaz (vCetné uzlin paraaortalnich,
ingvinalnich) FIGO IVB
Vylouceny jsou metastazy pochvy, panevni serozy a adnex.

pTNM patologické klasifikace Kategorie pT, pN, pM odpovidaji kategoriim T, N, M pN
— Histologické vysetfeni vzorkli z panevni lymfadenektomie ma zahrnovat 10 a vice
miznich uzlin. Jsou-li mizni uzliny negativni, ale nebylo dosazeno standardné

vySetfovaného poctu, klasifikuje se jako pNO. (FIGO povazuje tyto ptipady za pNX)

1.7 Histologické typy

Tabulka 2. Histologicka klasifikace epitelovych asmiSenych epitelovych
a mezenchymalnich nadorti délozniho hrdla (WHO 2014)(14)

Histologicky typ M kod
Dlazdicobunécné Skvamo6zni Low-grade SIL
karcinomy a intraepitelidlni léze 8077/0
prekurzorové 1éze (SIL) High-grade SIL
8077/2
Dlazdicobunécny NOS
8070/3
Rohov¢jici
8071/3
Nerohovéjici
8072/3
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Papilarni

8052/3
Basaliodni
8083/3
Warty
8051/3
Skvamotranzionalni
8120/3
Lymfoepitalioma-like
8082/3
Adenokarcinomy a | Adenokarcinoma in situ
prekurzorové 1éze 8140/2
Endocervikalni, obvykly typ
8104/3
Mucinoézni karcinom | NOS
8480/3
Gastricky
8482/3
Intestinalni
8144/3
Z prstencitych bunek
8490/3
Viloglandularni
8263/3
Endometroidni karcinom
8380/3
Svétlobunécny karcinom
8310/3
Ser6zni karcinom
8441/3
Mezonefricky karcinom
9110/3
Adenokarcinom smiSeny s neuroendokrinnim
karcinomem 8574/3
Nekteré dalsi epitelové | Adenoskvamoézni karcinom
nadory 8560/3
Nediferencovany karcinom
8020/3
Neuroendokrinni tumory | Low grade Karcinoid
neroendokrinni 8240/3
tumory
Atypicky karcinoid
8249/3
High grade Malobunécny
neuroendokrinni neuroendokrinni 8041/3
tumory karcinom
Velkobunécny
neuroendokrinni 8013/3
karcinom
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Smisené¢ epitelové a | Adenomyom
mezenchymové nadory 8932/0
Adenosarkom
8933/3
Karcinosarkom
8980/3

1.7.1 Maligni epitelové nddory

Dlazdicobunécné karcinomy: vétSina téchto nadort je spojena sinfekci HR HPV.
Dlazdicobunécné karcinomy tvoii 60-80% vSech nadora cervixu. VéEtSina nadort vznika
v transformacni zoné€ hrdla. Invazivni karcinom vznika z prekurzorovych 1€zi, tj. high
grade cervikalni intraepitelialni neoplazie (CIN2,CIN3,carcinoma in situ). Ze skupiny
invazivnich karcinomi je vyclenéna jednotka tzv. mikroinvazivniho dlazdicobunécného
karcinomu, tj. karcinomu s Casnou invazi (stromalni invaze do 1mm), které nejlépe

odpovida pT1lal bez invaze do lymfatickych a krevnich cév.

Podle WHO 2014 se dlazdicobunééné karcinomy rozdé€luji do 8 subtypu se
samostatnym morfologickym kodem. Typizace nadord ma prognosticky vyznam. Ze
vzacngjsich typl naptiklad verukozni a kondylomatdzni karcinom maji dobrou prognézu.
Naopak basaloidni dlazdicobunécny karcinom je agresivni nador se Spatnou prognédzou.
Vyjimkou jsou nékteré vzacné typy, jako je ,lymphoelithelioma-like* SCC, jehoz

chovani neni vzhledem k limitovanym znalostem dobfe znamé

rohoveéjici — typickym rysem je pfitomnost keratinizace
nerohovéjici

papilarni

bazaloidni

,warty“(kondylomat6zni)

verukozni

skvamotranzicionalni- podobny urotelidlnimu karcinomu

,Jymphoepithelioma-like*

Maligni nadory ze zlazového epitelu :
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Adenokarcinomy: nej¢astéjSim typem je tzv. endocervikalni adenokarcinom, obvykly
typ (,,usual type™). Stejn€ jako u dalzdicobunécnych karcinoma je ve vétSiné piipadt
spojen s infekci high-risk typy HPV. Méné casté typy adenokarcinomui zahrnuji
endometroidni karcinom, mezonefricky karcinom, svétlobunécny karcinom, mucinézni
karcinom (NOS, gastricky, intestinalni, z prstencitych bunék), ser6zni karcinom — tyto
nadory nejsou obvykle spojeny s HPV infekci anékteré maji agresivni chovani

1 v Casnych stadiich (napft. gastricky typ mucindzniho karcinomu).

Serézni karcinomy jsou velmi vzacné. VétSina nadort oznaCovanych jako primarni
ser6zni karcinomy spiSe predstavuji S§ifeni nebo metastazy z délozniho téla Ci
extrauterinnich oblasti, event. obvykly typ adenokarcinomu, souvisejici s HPV infekct,

s papilarni upravou, depleci hlenu a vyraznymi jadernymi atypiemi.

Endometroidni karcinomy tvoii 30% endocervikalnich karcinomi. Dilezité je jejich
rozliSeni od nadoru prorustajiciho z téla délozniho, coz muze byt v nékterych pripadech

obtizné.

Neuroendokrinni karcinomy (malobunécny a velkobuné&cny karcinom) jsou vzacné, ale
mohou se vyskytnout v Cisté formé nebo smiSené s jinym typem karcinomu. V ptipadé
smiSenych nadord se uvadi rozsah neuroendokrinni komponenty. Bez ohledu na jeji
rozsah je doporuceno tyto nadory klasifikovat jako smiSené, protoze i v pfipadé uplné
minoritni slozky maji velmi Spatnou prognozu. Malobunécné karcinomy je doporuceno
oznaCovat jako ,malobunéné neuroendokrinni karcinomy*, k vyloufeni zamény s

malobunécnou variantou SCC.
Adenoskvamozni karcinom

Podle WHO Kklasifikace 2014 se jedna z definice o maligni epitelovy nador s maligni
komponentou charakteru adenokarcinomu i SC, ktera ma byt identifikovatelna z barveni
imunohistochemii. Adenoskvamoézni karcinom by také mél byt odliSen od soucasného
vyskytu SCC a adenokarcinomu, u néjz jsou komponenty nadoru oddélené, nikoliv

vzajemné komplexné prolnuté.
1.7.2 Maligni mezenchymdlni nadory

Jsou v oblasti hrdla velmi vzacné, nejcastéjsi je leilomyosarkom. Dale se miize vyskytnout
embryonalni rybdomyosarkom, endometrialni stromélni sarkom a nediferencovany

endocervikalni sarkom.
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1.7.3 Lécebna strategie
V 1écbé karcinomu cervixu se vyuzivaji tfi hlavni modality, a to je chirurgie,
radioterapie a systémova lécba. LéCebna strategie by méla byt stanovena
multidisciplinarnim tymem na podkladé rozsahu tumoru, komorbidit a celkového stavu

pacientky, a hlavné na zaklad¢ jejiho prani.

1.8.1 Chirurgicka lécha (7,15)
Chirurgicka lécba je hlavni volbou u asnych stadii nemoci. Jeji radikalita zavisi

na rozsahu postizeni a snahy o zachovani fertility.

1.8.1.1 Konizace je soucasné¢ diagnostickym a terapeutickym vykonem, jehoz
cilem je odstranéni celé tumordzni léze s minimaln€ 5 mm bezpecnostnim lemem.

Provadi se pomoci vysokofrekvencnich elektrochirurgickych nastroji (LEEP).

1.8.1.2 Prosta trachelektomie — jedna se o odstranéni témer celého délozniho

hrdla. Jde tedy o amputaci délozniho hrdla.

1.8.1.3 Trachelektomie radikalni — zahrnuje oproti prosté trachelektomii
odstranéni kranialni ¢asti pochvy a parametrii. Rozsah zavisi na velikosti tumoru. Provadi
se u pacientek s pranim zachovani fertility. Nezbytné je zachovani dostate¢ného lemu
zdravé tkan€. Operaci je mozno provést vaginalnim nebo adominalnim pfistupem,
eventualné laparoskopicky ¢i roboticky. Trachelektomie by meéla byt doplnéna

systematickou lymfadenektomii.

1.8.1.4 Prosta hysterektomie - jedna se o odstranéni celé délohy. Je alternativou
konizace a trachelektomie u pacientek, které neplanuji graviditu. Vykon muze byt opét

vaginalni, abdominalni, laparoskopicky.

1.8.1.5 Radikalni hysterektomie — rozdéluje se na 4 zakladni typy podle stupné

rozsahu resekce parametrii a proximalni pochvy (16).

Typ A — extrafascialni hysterektomie — odstranéni délohy véetné pericervikalni tkané az

po upon posevnich kleneb.

Typ B — zahrnuje resekci parametrii v rozsahu cca 2 cm u postrannich a zadnich

parametrii. Hranici resekce prednich parametrii je prubéh ureteru.

21



Typ C — resekce postrannich a zadnich parametrii na hranici panevni stény a piednich

parametrii u st€ény mocového méchyte.

Tato skupina se dale jesté rozcleiuje na podskupiny:

typ C1 — nerve-sparing modifikace — zachovani autonomnich nervovych vlaken

typ C2 — s vétsi radikalitou resekce a poskozenim autonomniho nervového systému panve

Typ D —nejradikalngjsi vykon, je odstranéna i vnitini ilicka céva a artérie s jejich vétvemi.
Tento typ je indikovan vzacné u lokaln€ pokrocilych nadorti a u recidiv karcinomu

délozniho hrdla v panvi.

1.8.1.6 Panevni exenterace: nejCastéjSi indikaci je recidiva ¢i progrese
karcinomu ¢ipku délozniho po radioterapii. Indikace musi byt peclivé zvazovana, protoze
sebou piinasi Cetné komplikace obzvlaste vzhledem k vysokym davkam radioterapie
pouzivanym pii kurativni terapii. Nejlépe je ji indikovat u centralnich 1ézi, které nejsou
fixovany ke st€énam panevnim a nejsou spojeny s hydronefrozou, a dale u pacientek, které
maji dlouhou dobu do relapsu (DFS) a u kterych je velikost recidivy mensi nez 3 cm.
Mortalita tohoto vykonu je kolem 5-10%, morbidita 40-60%, ale pfinasi sebou 5 leté
preziti kolem 50-60%(17-23). Exenteracni vykony maji 3 faze: explorativni, ablativni a
rekonstrukéni. Rekonstrukéni ¢ast vykonu zajistuje rekonstrukei panevniho dna a derivaci
moce (po odstranéni mocového méchyie) a stolice (po odstranéni koneCniku). Mame 4

typy exenteracnich vykonu - predni, zadni, totalni a supralevatorové (Obr.6)(24).

Obr. 6 — typy exenteracnich vykonu
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Predni pdnevni exenterace ptichazi v ivahu nejcastéji u zen pii 1écbé pokrocilého

nadoru délozniho Cipku. Operace zahrnuje odstranéni délohy, vaje¢niki oboustrann€,
Casti pochvy a moCového méchyfe. Konecnik zistava zachovan. Na obrazku rozsah

resekce A-C.

Zadni pdnevni exenterace ptichazi v uvahu u zen s primarnim nebo recidivujicim

karcinomem rekta, ktery v rizném rozsahu prorusta do okoli (do pochvy, resp. délohy).
Odstrariuje se konec¢nik, déloha, vaje¢niky oboustranné a ¢ast pochvy. Mocovy méchyt

je zachovan, na obrazku rozsah resekce B-D.

Totdalni panevni exenterace znamena odstranéni vSech organti malé panve. Jeji

soucasti u muzu je konec¢nik, mocovy méchyf s prostatou a semennymi vacky. U zen se
odstrafiuje konecnik, de€loha, vajecniky oboustranné, pochva a mocovy méchyt. Na

obrazku rozsah resekce A-D

Kompozitni totalni panevni exenterace znamena jesté resekci kostrce a/nebo sakra, na

obrazku A-E

Supralevdtorova panevni_exenterace piichazi v uvahu u pokrocilych nadort

vysSich Casti koneCniku rekta nebo tlustého stfeva. Po odstranéni zistava dostatecné
dlouhy pahyl konecniku s funkénim svéraCem, ktery umoziuje stfevni anastomoézu.

Odstratiuje se mocovy meéchyft (25).

1.8.1.7 Systematicka panevni lymfadenektomie — jednd se odstranéni
spadovych lymfatickych uzlin, respektive lymfatické tkan€ z povodi cév: presakralnich,
spole¢nych ilickych, zevnich ilickych, supra-infraobtruratorovych (hypogastrické) a

parametrialnich.

Vyznam odstranéni lymfatickych uzlin je prognosticky (nadorova infiltrace uzlin je
vyraznym negativnim prognostickym faktorem) a diagnosticky (operacni staging).
V ptipadé peropera¢niho prokazani metastatického postizeni panevnich uzlin je mozno
rozsah lymfadenektomie rozsifit o paraaortalni lymfadenektomii (dulezité pro upfesnéni
stagingu pro planovani adjuvantni radioterapie). Navic odstranéni postizenych
lymfatickych uzlin umoziiuje ozareni téchto oblasti nizsi davkou. V chirurgickém
stagingu, kterym se fidi TNM klasifikace, je pro kategorii NO tfeba minimalni zisk 10
lymfatickych uzlin. Tento pocet byl stanoven s ohledem na rozvojové zemé. Pokud neni

provedena detekce sentinelové uzliny ve standardnim chirurgickém postupu, odpovida
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zisk do 20 uzlin samplingu. Pfi systematicky provedené panevni lymfadenektomii je za

adekvatni povazovan zisk vice nez 20 lymfatickych uzlin (26).

1.8.1.8 Sentinelova lymfaticka uzlina (SLU) — u ¢asnych stadii je indikovana
identifikace SLU patentovou modii a radiokolidem technecia (Tc 99m) s jeji extirpaci a
vySetfeni peroperacné. Jeji vyznam je prognosticky a ovlivni dalsi postup. Detekce muze
byt provedena abdominalni nebo laparoskopickou cestou. Pozitivita sentinelové uzliny
ma vést k indikaci radikéalni hysterektomie v rozsahu C2, nebo k ukonceni operace a
indikaci primarni radikalni chemoradioterapie nebo k stagingové operaci -
lymfadenektomii v oblasti panevni a paraaortalni. Detekce sentinelové uzliny v soucasné

dobé& nenahrazuje provedeni panevni lymfadenektomie (27-30).

1.8.1.9 Transpozice adnex — adenexectomie neni standardni soucasti radikalni
operace v 1é¢b¢ karcinomu dé&lozniho hrdla. Zenam ve fertilnim véku by méla byt
nabidnuta moznost zachovani adnex. V pfipadé€ jejich ponechani se provadi transpozice,
nejlépe do parakolickych prostor. Je to z divodu moznych komplikaci zptisobenych

adhezemi v malé panvi a dale kvili jejich vysunuti mimo ozatfované pole.

1.8.2 Radioterapie, brachyterapie a chemoradioterapie

Radioterapie je zakladni 1é€ebnou modalitou v terapii karcinomu délozniho Cipku. Je
vysoce efektivni. V ¢asnych stadiich jsou jeji vysledky srovnatelné s chirurgickou Ié¢bou.
Od stadia IIB je pak jedinou moznou kurativni 1é¢bou. Radioterapie pokrocilych nadora

je kombinovana s brachyterapii a chemoterapii.

1.8.2.1 Zevni radioterapie

V dnes$ni dobé se k radioterapii vyuzivaji linearni urychlovace. Linearni urychlovace
funguji na  principu  pasobeni  vysokofrekvencnich  vysokoenergetickych
elektromagnetickych vin na Castice (elektrony) pohybujici se na primkové draze. K 1écbé
se mohou pouzit dvojim zpusobem: jako urychlené elektrony, nebo ve forme fotonového
brzdného zareni. Fotonové zafeni vznika narazem urychlenych elektront na tercik z
tézkého materialu, naptiklad wolframu. Homogenizaci a tvarovani svazku zaji§tuje
kolimator. Pomoci kolimatoru je svazek fotonového zafeni nasledné usmémén na
pozadovany tvar ozafovaného pole. Prvni pfistroje pracovaly pouze s jedinou moznou

energii zafeni. Dnes je mozné volit mezi nékolika energiemi, 4-18 MV pro fotony a 4—
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20 MeV pro elektrony. To je vyhodné zejména pro modulaci hloubkové distribuce davky
G1)

Konformni radioterapie neboli 3D — CRT je ozarovaci technikou, pfi které jsou
hranice tumoru v trojrozmérném zobrazeni zaroven hranicemi cilového objemu. Velikost
a tvar ozafované oblasti je pfizpusobena nepravidelnému tvaru nadorového loZiska.
Zaklady k 3DCRT se objevily jiz v 60. letech 20 stoleti, kdy byla vyvinuta rotacni
technika (32,33). Vznik konformni radioterapie umoznilo az zavedeni CT pfistroju.
Vroce 1979 byla vytvofena nova moznost zobrazeni, ktera umoznila pohled z
perspektivy svazku zafeni (BEV) (34). Dalsi vytvorené systémy planovani pak umoznily
1 moznost digitalni rekonstrukce CT obrazu (DDR). Konformni radioterapie se ve vétSim
meéfitku do klinické praxe dostala az v osmdesatych a zejména devadesatych letech
dvacatého stoleti. 3D planovani prineslo proti planovani ve dvou rovinach mnoho vyhod,
hlavné umoznilo zmenseni ochrannych lemu cilového objemu a dodani vyssi davky do

loziska a tim zlepSeni kontroly az o 20% (35-38)

IMRT — Intensity Modulated Radio Therapy- radioterapie s intenzitou svazku

Jedna se techniku, ktera umoziuje ozafeni objemu s lep§im rozlozenim davky, se
snizenim ozafeni okolnich zdravych tkani a rychlej§im spadem na okrajich ozafeného
objemu. Je to diky tomu, ze vyuziva na rozdil od konformni radioterapie cilené
nehomogenni modulované svazky. Modulaci svazku lze vytvorit né€kolika zpusoby.
Nejcastejsi je pouziti kompenzatoru z absorpcniho materidlu nebo vicelistového
kolimatoru (MLC). Pro vypocet se vyuziva inverzni planovani.

K IMRT se v praxi nejvice vyuzivaji dvé statické techniky (s fixni polohou
ramena ozafovace). Prvni je metoda Step and Shoot coZ je metoda nasobnych segmentt.
Dochazi pii ni k postupnému skladani nékolika statickych segmentt vytvorenych MLC,
pfi¢emz intenzita uvnitt kazdého segmentu je konstantni. Tvar segmentu, tedy pohyb vice
lamelového kolimatoru se méni vzdy jen pfi vypnutém svazku zafeni. Dochazi tedy bud’
jen k dodani davky nebo k pohybu lamel MLC, nikdy nelze provadét oboji soucasné.
Druhou metodou je technika s dynamickym kolimatorem (DMLC), dochazi pii ni ke
kontinualnimu pohybu MLC pfi aktivovaném svazku zareni. Zmeéna tvaru vymezeného
MLC probiha tedy bez nutnosti preruseni svazku zatfeni.

V posledni dobé se do popredi dostava dynamicka terapie. Jednd se o formu
radioterapie IMRT (radioterapie s modulovanou intenzitou), kde se ale na fluenci svazku

nepodili jen lamely kolimatoru, ale pfidava se modulovany pohyb ramene (gantry)

25



urychlovace, modulace davkového piikonu a u nejmodernéjsich pfistroja také dynamicka
zmeéna polohy clon (jaw tracking). Dodani davky probihé za soucasného pohybu ramene.
Jedna se o metodu VMAT (Volumetric Modulated Arc Therapy) — starsi oznaceni IMAT.
S pomoci této techniky lze dosahnout vysoce konformniho prozateni cilového objemu
(nadoru) a zaroven zajistit potfebny strmy spad davky do okoli, aby bylo zajisténo
maximalni Setfeni zdravych tkani. DalSim pfinosem je zkraceni doby potfebné pro ozareni

a tim snizeni nebezpeci pohybu pacienta (39).

IGRT( Image guide radiotherapy- obrazem rizend radioterapie )

Jedna se o dalsi vylepSeni radioterapie s cilem dosazeni vétsi presnosti 1écby. Je to proces
zalozeny na srovnani obrazu ziskanych na linearnim urychlovaci a obrazi ziskanych
v prabéhu pfipravy radioterapie. Zameéfuje se na srovnani vnitinich struktur na rozdil od
klasického pristupu, kdy se presnost polohy odviji od znacek na kuzi pacienta. Cilem je
snizeni nepfesnosti, zpusobenych pohybem organii (intra-fraction motion), ale hlavné
redukce chyb v nastaveni mezi frakcemi (inter-fraction motion). Chyby zpiisobené inter-
fraction motion jsou eliminovany verifikaci polohy prfed ozafenim pomoci EPID
(electronic portal imaging device), jedna se plosny detektor megavoltovych (MV) fotona
z amorfniho kfemiku (nejcastéji), silikonu, selenu ¢i jiného materialu, ktery je umistnény
proti hlavici pfistroje. Provedeny MV dvojrozmérny portalovy snimek (dvé kolmé
projekce), se srovna s DRR — digitalné rekonstruovanym rentgenogramem z CT
planovacich fezt. Z divodu pouziti terapeutického megavoltazniho zafeni je EPID
snimek méné kontrastni nez DRR. V dnesni dobé& maji moderni pfistroje kV rentgenku a
flat panel detektor v uhlu 90° (resp. 270°) stupiii vuci ozatfovaci hlavici (XVI, OBI).
Postup verifikace je v tomto pfipadé shodny jako EPID, ale snimky jsou vice kontrastni.
Dalsi moznosti vyuziti kV je potfizeni CT snimku kuzelovitym svazkem neboli cone-
beam CT (CBCT), které umoznuje ziskani CT obraza na radioterapeutickych zafizenich.
Nasnimani obrazti probiha zpravidla po dobu rotace gantry o 360°. Vysledkem je ziskani
sady CT fezt a rekonstrukce 3D obrazu v oblasti zajmu a mozném porovnani postaveni

vnitinich organt. Diky technice IGRT se dafi opét zmensit lem pro PTV.

1.8.2.2 Brachyterapie
Brachyterapie je metodou radioterapie, ale na rozdil od zevni terapie je zdroj zafeni

zavadeén pfimo do nadoru nebo co nejblize k nadoru. Jedna se o ozafovani na kratkou
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vzdalenost (brachys). Vyhodou brachyterapie je vysoka davka zafeni v oblasti aplikatord.
Diky nehomogenité davky s maximem v okoli radionuklidového zafi¢e (URZ), mame
moznost do této oblasti aplikovat vyssi davku, ktera vede k lepsi lokalni kontrole, a navic
diky rychlému poklesu davky, vztazené ke vzdalenosti od zafi¢e, dosahneme vétsiho
Setfeni okolnich zdravych tkani. Navic jsou u¢inné davky zareni, aplikovany v kratSim
casovém intervalu, nez pii frakcionované radioterapii, coz vede ke snizeni repopulace
nadorovych bun¢k(40).

Brachyterapie se zacala pomalu vyuzivat kratce po tom, co Marie Curie Sklodowska
objevila vroce 1898 radium. K 1écbé bylo radium pouzito vroce 1899 pii 1écbé
karcinomu kize nosu. Postupné byly vyvinuty i intersticialni techniky a v r 1903 se

objevuji 1 pokusy o prvni afterloading.

Zdroje zareni v brachyterapii:
Mezi nejc¢ast€ji pouzivané zdroje zareni v brachyterapii patii (41):
Iridium-192: polocas rozpadu 73,83 dne a emituje gama zafeni o prumérné energii 0,38
MeV. Vyzaduje méné stinéni, iridiové zdroje jsou vhodné pro pouziti v afterloadingovych

ptistrojich ve formé zrn vel 3-6 mm

Radium-226: polocas rozpadu je 1620 let. Jedna se o zafic alfa o energii 0,18 mega
elektronvoltd (MeV). Vzhledem k poloCasu rozpadu neni nutné ménit zdroj, bohuzel
hlavni nevyhodou je, Ze se rozpada na radon, té€zky inertni radioaktivni plyn, a navic se

musi pracovat pfimo se zdrojem zafeni. To vede k velké radiacni zatézi personalu

Cesium-137: polocas rozpadu je 30 let. Emituje gama zafeni s energii 662 keV. Pro

afterloading se pouzivaji mikrokuli¢ky znacené cesiem v obalu z nerezové oceli.

Zlato-198: polocas rozpadu je 2,7 dne. Zlato emituje gama zafeni o energii 0,412 MeV a
beta zafeni o energii 0,96 MeV. Vzhledem ke kratkému polocasu rozpadu se pouziva

k permanentnim aplikacim ve formeé zlatych zrn

Stroncium-90: polocas rozpadu je 28,9 let a pfeméfiuje se na Ytrium-90 a beta zafeni s
energii 0,5 MeV. Jedna se o Cisty beta zafic a je vhodny k 1écbé zeyména povrchovych
1ézi a pouziva se i pomoci ocnich aplikatort

Dypy aplikace brachyterapie:
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Muléz: aplikatory jsou umistovany ve specialnich forméach na povrch nadoru. Povrchova

brachyterapie se vyuziva hlavné v terapii koznich nadora

Intrakavitarni: zdroj je zavadén pomoci aplikatora do télnich dutin — pochva, déloha,

Sipek

Intraluminalni: radioaktivni material se pomoci aplikatord aplikuje do lumen bronchu,

jicnu, nebo zlu¢ovodu.

Intersticialni: implantace aplikatort do tkané ( prs, vulva, jazyk, spodina DU, rty, prostat,

anus, mékké tkané)

Rozdéleni podle typu nakladani se zdroji: afterloading manualni a automaticky
Afterloading funguje na principu zavedeni dutych aplikatord do dutin ¢i tkani dle presné
geometrie a nasledné se u manualniho afterloadingu ru¢né zavadéji zatice, anebo se
aplikatory napoji na automaticky aftreloading fizeny pocitacem. U n¢j jsou zdroje zateni
umistény ve stinéném trezoru a odtud jsou pneumaticky nebo motoricky transportovany
do aplikatort.

Objemem automatického afterloadingu se vyznamné snizila radia¢ni zatéz pracovnikd.
Podle ddvkového prikonu rozliSujeme afterloadingové pfistroje na piistroje s nizkym,
sttednim a vysokym davkovym piikonem. (Nag, 1997, s. 6). Podle ICRU 38 lécebné
davky spadaji do tfi kategorii, a to do LDR (nizky davkovy piikon), MDR (stfedni
davkovy prikon) a HDR (vysoky davkovy prikon). V posledni dobé je zarazena kategorie
PDR (pulzni davkovy ptikon) (42).

LDR piistroj ma davkovy ptikon 0,4 — 2,0 Gy, ale v praxi se bézn¢ pouziva 0,3 — 1,0 Gy
za hodinu. Nejcastéji vyuzivaji zdroji ve tvaru kulicek Cesia 137. Délka aplikace se

obvykle pohybuje kolem 24-168 hodin. Pacient musi umistén ve stinéné mistnosti. (43)
MBDR pfistroj ma davkovy piikon 2 — 12 Gy za hodinu. Tento davkovy piikon se pouziva
jen zfidka, protoze v manualnim afterloadingu je persondl vystaven nadmérné expozici

zareni.
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HDR pfistroje pouzivaji zpravidla jediného zdroje IR 192 o vysoké nominalni aktivité,
maji davkovy ptikon 12 Gy za hodinu a vice. Diky vysokému davkovému piikonu,
dochazi ke zkraceni ozarovaciho Casu i na nékolik malo minut a umoziuje nam lécbu
aplikovat ambulantné. Pomoci pohybu zdroje, ktery zistava v predem dané pozici po

urcitou dobu, dosahneme vyhodné distribuce davky v cilovém objemu.

PDR piistroje vyuzivaji vyhod jediného zdroje zareni pii radiobiologicky pfiznivejSim
nizkém davkovém piikony. Aktivita zdroje se pohybuje kolem 37gBq a zdroj je kazdou
hodinu zasouvan piiblizn€ na 10 az 30 minut . Vysledny davkovy ptikon je podobny jako

u LDR, stejné jako celkova doba zateni (44).

Brachyterapie u karcinomu Cipku:
Na zakladé nekolika studii bylo zjiSténo, Ze zarfazeni brachyterapie po teleterapii v 1écbé

karcinomu ¢ipku prineslo pacientkam prodlouzeni preziti (45-49).

Zhoubny nador délozniho ¢ipku se zacal 1é¢it pomoci brachyterapie uz v roce 1913 a
vyuzivalo se k ni radium 226. Od té doby byly vytvoreny tfi zakladni konven¢ni metody
planovani odliSujici se dobou aplikace, mnozstvim pouzitého izotopu a tim pfikonem a
frakcionaci. Slo o metodu Pafizskou, Stockholmskou a Manchesterskou techniku (Petera,
1998, s. 17, Binarova, 2010, s. 149). Nejzasadn¢jsi Manchesterska Skola pouzivala
raznych délek uterinnich sond, velikosti ovoidii a mnozstvi zafiCe, a hlavné stanovila
body A B, do kterych specifikoval davku.

Bod A je mistem kfizeni délozni tepny a ureteru. Je 2 cm nad poSevni klenbou a 2 cm
lateralné od zavedené sondy

Bod B je v oblasti parametrii. Lezi 2 cm nad linii kleneb a 5 cm lateralné od uterinni
sondy (nachazi se 3 cm od bodu A) (Binarova, 2010, s. 149).

Vysledny plan mé v pfedozadnim pohledu tvar hrusky a referenc¢ni izoddza prochézi

bodem A.

Na zakladé snahy o sjednoceni jednotlivych S§kol, vydala ICRU (International
commission on radiation units and measurements) v roce 1985 doporuceni Cislo 38, které
specifikuje techniky, zdroje, uzité aplikatory, popisuje referen¢ni objem, absorbovanou
davku v referen¢nich bodech, vztah davky a Casu a urcuje referencni vzduchové kermy

v Gy. ICRU 38 nebylo pfijato v celkovém znéni, ale zavedlo standard urCovani davky v
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kritickych organech (mo€ovy méchyf, rektum). Rozlozeni terapeutické davky a davka na
OAR byla vypocitana diky RTG snimktm aplikatord a do mocového méchyie a rekta
zavedenych markert. Byly provedeny dva, nej¢astéji ortogonalni, snimky na C rameni i
simulatoru. Nasledné byla data pfenesena do planovaciho systému a vyhodnocena.

3D pldnovani
S rozvojem zobrazovacich metod dochazi k posunu v planovani brachyterapie. Diky CT
a MRI kompatibilnim aplikatorim se zavedlo trojrozmémé planovani. Diky lepsim
zobrazovacim metodam jsme schopni presné stanovit cilovy objem a presné urcit rizikové
organy.
GEC-ESTRO Working group vydala v r 2005 doporuceni pro 3D brachyterapii (50,51),
ktera doporucuje stanoveni high risk clinical target volume a intermediate risk clinical
target volume. VSe bylo zavrS§eno vydanim ICRU 89 v r 2016, které poskytuje uceleny
pohled na brachyterapii gynekologickych malignit.

Gross tumour volume at BRT je makroskopicky rozsah tumoru v dobé BRT

High risk clinical target volume (HRCTV) je rezidualni makroskopicka nemoc v dobé
diagnodzy, a tim i1 misto s nejvétsi pravdépodobnosti recidivy. Zahrnuje vlastni tumor
(GTVB), cely cervix, extracervikalni cast v dobé BRT (dle klinického vySetieni +
rezidualni Sedé zony dle MRI)

Intermediate risk clinical target volume (IRCTV)- je objem odpovidajici velikosti tumoru
v dobé diagnozy, zahrnuje HRCTV slemem 5-15mm dle lokalizace tumoru, regrese

nemoci, lé¢ebné strategie a mozného potencionalniho §ifeni.

Na zaklad€ vytvofeného planu je mozné vyhodnotit parametry DVH a urcit davky nejen
na Body A B, ale urcit parametry D90, D100 pro GTV, HRCTV,IRCTV - minimalni
davky v 90% a 100% daného objemu, V100,V150,V200 pro vyhodnoceni objemu
s vysokou davkou

Davky v kritickych organech: DO.1cc v 0.1cm?, Dlcc v 1 cm?® a D2cc ve 2cm?

Aplikace brachyterapie
Uterovaginalni aplikace se provadi v celkové anestézii. Nejdiive je zaveden mocovy

katetr a pak je vySetfena pacientka pomoci gynekologickych zrcadel. Pomoci
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cervikalnich klesti je vytazen cervix a zméfena délka délozni dutiny (uterinni sonda), pak
je zaveden nejcastéji Fletchertiv aplikator — uterinni sonda s dvéma ovoidy. Ovoidy jsou
vybirany podle velikosti tumoru a prostornosti poSevnich kleneb. Je mozné vyuzit i ring.
Nasledné je provedena tamponada a pacientka je pifevezena CT a je provedena simulace
a vypocet.

V soucasnosti je k dispozici velké mnozstvi aplikatort, které umoznuji kombinovat

intrakavitarni aplikaci s intersticialni a tim zlepsit geometrii planu.

1.8.3 Systémovd lécha:

Neoadjuvantni chemoterapie (NAC): U stadii Ib2-IIA2 bohuzel stale nepanuje
jednoznacny konsensus mezi gynekology a onkology. Dle studii faze III by méla byt tato
stadia 1éCena kurativni chemoradioterapii (52-54). Na pracovistich s hife dostupnou
radioterapii jsou tato stadia 1éCena chirurgicky anebo neoadjuvantni chemoterapii. Cilem
neoadjuvantni 1écby je predpokladané zmenSeni tumoru a snizeni rizika pfitomnosti
rizikovych faktori (velikost nadoru, hloubka invaze, pfitomnost lymfangioinvaze)
s predpokladem vyhnuti se nasledné radioterapii eventualné radiochemoterapii (55).
Pacientky, které musi podstoupit multimodalni 1é€bu (NAC, operace, radioterapie,
CHRT), jsou zatizeny nadmérnym rizikem terapii zptisobené¢ morbidity. Oproti primarni
radikalni hysterektomii pfedoperacni chemoterapie nepiinasi zlepSeni pireziti pacientek s
casnym karcinomem hrdla délohy (55-58). Ve studiich je proto snaha o navySeni density
a intenzity neoadjuvantni 1écby (59). Dle mezinarodnich doporuceni, neoadjuvantni
chemoterapie nespliiuje podminky evidence based medicine (EBM). Aby mohla byt
doporucena jako standardni, chybi srovnavaci studie faze Il s CHRT.

Konkomitantni chemoterapie: Dv€ metaanalyzy a nékolik randomizovanych
studii prokéazalo, ze konkomitantni chemoterapie, podavand behem definitivni
radioterapie lokalné ¢i regionalné pokrocilého karcinomu hrdla délohy, vyrazné zlepsuje
celkové preziti, 1 preziti bez znamek nemoci ve srovnani s radioterapii samotnou (52-54).

Konkomitantni poddni chemoterapie zvySuje citlivost onemocnéni k radioterapii,
a kromé toho zlepSuje kontrolu metastického S§ifeni. Bylo zkoumano nékolik
cytostatickych rezim{, ale nejlepsi data vysla u platiny (CDDP) 40mg/m? aplikovana
tydné v prabéhu radioterapie (60-63). Pridani cisplatiny pfineslo zlepSeni preziti i u

adjuvantni chemoradioterapie - studie SWOG 8797. (64). Podani samotné adjuvantni
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chemoterapie bez adjuvantni radioterapie neni u karcinomu hrdla délohy podpoteno
prospektivnimi daty.

Systémovd lécba metastatického karcinomu. Dle NCCN je preferovanou 1. linii
1écby kategorie 1 kombinace cisplatina, paclitaxel + bevacizumab (eventualné
carboplatina). Aktivita bevacizumabu byla prokazana studii GOG 240, ve které bylo 452
pacientek randomizovano do ramen se samotnou chemoterapii CDDP + paclitaxel a
topotecan + paclitaxel anebo chemoterapii s bevacizumabem. Ze studie vychazi
vyznamné zlepSeni preziti ve srovnani se samotnou chemoterapii (mOS 17 vs 13.3
mesice) a u zen, které nebyly 1éCeny v pfedchozi dobé radioterapii, dokonce 24.5 mésicu
vs 16.8 mésici. Bylo zjisténo také prodlouzeni doby do progrese (8,2 mésice vs 6
mesict) a lepsi 1éCebna odpoved (ORR 48% vs 36%). Na zakladé této prace byl

bevacizumab schvélen v r 2014 do terapie metastatického karcinomu ¢ipku.

Studie také potvrdila jiz dfive zjisténou superioritu kombinaci s cisplatinou. Pfi
porovnani ramen samotné chemoterapie byl rezim bez CDDP horsi nejen v celkovém
preziti, i kdyz ne se statistickou vyznamnosti (12,5 vs 15,0 meésica, p 0,88), ale byla
vyznamne¢ kratsi doba do progrese (5,7 vs 7,6 mésict p 0,008). Platinovy derivat ziistava
tedy na prvnim misté v terapii. Je otazkou, v jaké kombinaci, pokud neni indikovana
kombinace s bevacizumabem. Na to nam muze pomoci odpovédét studie GOG 204, ve
kter¢ byly zkoumany dublety s palictaxelem, vinorelbinem, gemcitabinem a
topotecanem. Preziti 1 doba do progrese byly ve vSech ramenech bez statisticky
signifikantniho rozdilu, jen RR byl mirné€ vyssi u dubletu s paclitaxelem 29,26,22 a 23%.
Rozdily byly hlavné v toxicité 1écby.

Dal§i otazkou je vyména cisplatiny (CDDP) za karboplatinu (CBDCA). U
pacientek s komorbiditami (rendlni insuficience) a téch, které jiz absolvovaly terapii
cisplatinou v primarni 1é¢be, je vhodnou alternativou podani kombinace s karboplatinou.
Je to na zaklad¢ studie JCOG 505, kde byly pacientky randomizovany do dvou ramen
CDDP + paclitaxel a CBDCA + paclitaxel. U obou ramen bylo dosazeno stejné 1é¢ebné
odpoveédi, celkového preziti 1 doby do progrese. Jediny rozdil byl pozorovan u pacientek,
které zatim nebyly léCeny cisplatinou. U téch z post hoc analyzy vychazi lepsi celkové

preziti pro kombinaci s cisplatinou (medianOS 13 vs 23 mésicu).

U pacientek v horsi kondici a u pacientek ve Il linii 1écby je na zvazeni
monoterapie. Tu vybirame na zakladé dat o 1écebné odpovédi a jejich moznych vedlejsich
ucincich. Dle dostupnych dat jsou odpovédi u téchto preparati nasledujici: karboplatina
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15%, paclitaxel 20-25%, topotecan 19%, vinorelbin 15%, ifosfamid 22%, irinotecan 15%,
gemcitabin 18% (65). Dalsi zlécebnych moznosti ve II linii 1écby je dle NCCN
pembrolizumab. Jeho efekt byl potvrzen u PDL1 pozitivnich CPS > 1 tumord, anebo u
MSI-H/dMMR tumort na zaklad¢ studii faze Il KEYNOTE 158 a 028. U nas tento rezim
neni hrazen, ale je moznost zadat uhradu na paragraf 16. Je otazkou, zda se jeho indikace
neposune o linii vys na zakladé studie KEYNOTE 826. V posledni dobé¢ je samoziejmé
zkoumano daleko vice preparati, na vysledky studii zatim Cekame (pt. BEATcc/
ENGOT-Cx10/ GEICO 68-C/ JGOG1084/ GOG-3030, ENGOT--
cx13/AGO/FERMATA, VACCIBODY ..)

1.8.4 Terapie dle stddii : (66-68)

a)stadium 0 (Tis)

e Konizace je postacujicim vykonem za predpokladu ,,¢istych* okraju

e Hysterektomie (abdominalni, vaginalni ¢i laparoskopicky asistovana vaginalni
hysterektomie - LAVH) je metodou volby u zen nepiejicich si dalsi té¢hotenstvi a v
piipadech, kdy v konizatu dosahuje nador do okraju chirurgického fezu ¢i do apexu
konusu nebo u karcinoma in situ (CIS) se spornou invazi, CIS ve zbytku hrdla, event. v

ptipadech sdruzené indikace s myomatdzni délohou.

b) stadium IA1

e Konizace je postaCujici u zen prejicich si dalsi t€hotenstvi, je-li nador bez
angioinvaze a okraje konizatu bez znamek tumoru. Konizace na klinicky jasny invazivni
nador je chybou.

e V ptipadech s angioinvazi se doporucuje provést rekonizaci (tracheloplastiku)
se soucasnou laparoskopickou lymfadenektomii. Pti peroperacni pozitivité uzlin je pak
indikovana konverze na radikalni hysterektomii dle Wertheim-Meigs.

e U zen, nepiejicich si dal§i téhotenstvi je indikovana extrafascialni
hysterektomie. Pfi kontraindikaci chirurgického vykonu je metodou volby samostatna

brachyterapie.

¢) stadium IA2, IB1, nonbulky ITA
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e Jak radikalni chirurgicky vykon, tak primarni kombinovana radioterapie jsou
akceptovatelné u pacientek uvedenych klinickych stadii. U mladSich pacientek je davana
prednost chirurgickému pfistupu z diivodu mensiho vyskytu komplikaci. Indikovana je
radikéalni hysterektomie dle Wertheim-Meigse s panevni a pfipadné€ 1 paraaortalni
lymfadenektomii. Pokud se béhem chirurgického vykonu zjisti metastazy v lymfatickych
uzlinach, sméfujeme pacientku k definitivni chemoradioterapii. Pacientky indikované k
radikalni hysterektomii by nemély mit tumor vétsi nez 3 cm, aby bylo mozné se vyvarovat

adjuvantni radioterapie.

o U pacientek stadia IA2 a IB1 (do 2 cm) Ize v ptipad¢ prani dalSiho t€hotenstvi
zvazit radikalni trachelektomii s panevni a piipadné 1 paraaortalni lymfadenektomii.

e Samostatna kombinace zevni radioterapie s brachyterapii do celkové davky 80-
85@Gy, prip. s konkomitantni chemoradioterapii poskytuji srovnatelné vysledky pétiletého
preziti ve srovnani s radikalni operaci. U stadia IA2 lze pouzit 1 samostatnou
brachyterapii.

d) Stadium IB2 a bulky IIA:

e Radikalni hysterectomie plus adjuvantni radioterapie nezlepsuji celkové preziti
ani bezpfiznakové preziti v porovnani s radioterapii samotnou, ale zvySuje se 6
signifikantné morbidita. Metodou volby je kombinovana radikalni chemoradioterapie do

celkové davky >85Gy.

e) Stadium IIB, IIIA, IIIB:
e Metodou volby je kurativni kombinovana chemoradioterapie do celkové davky
>85@Gy. U pacientek odmitajicich radioterapii 1ze zvazit radikalni hystrektormii s panevni

a paraaortalni lymfadenektomii.

f) Stadium IVA:
e V tomto stadiu je indikovana radioterapie event. konkomitantni
chemoradioterapie (podle celkového stavu pacientky s paliativnim nebo kurativnim

cilem). Brachyterapie je zvazovana individualné.

g) Stadium IVB

¢ Provadi se pouze paliativni 1éCba, paliativni radioterapie a chemoterapie.
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CAVE_ Celkova lécba by neméla presahnout 8 tydnu, pfi prekroCeni 52 dni, kazdy den
navic predstavuje pfiblizné 1% snizeni pravdépodobnosti dosazeni lokalni kontroly. BRT
vhodné zahgjit nejdiive ve 4 tydnu zevni RT, u vétsich nadort po 40-45 Gy-tedy cca v 5
tydnu nebo po ukonceni zevni RT, BRT se v pribéhu TRT aplikuje 1x tydné po ukonceni
TRT 2x tydné

Kontraindikace RT:

absolutni — nespoluprace pacientky, akutni zanétlivy proces v panvi ¢i DB, predchozi

ozareni s vysokou davkou v oblasti panve

Relativni KI: chronické zanétlivé zmény dolniho GIT (Morbus Crohn, tézka

divertikuloza)

Kurativni radioterapie- Samostatna TRT

Pokud nelze BRT - V téchto piipadech se lze pokusit o kurativni pfistup pouzitim
shrinking techniky az do davky 70 Gy.

Adjuvantni radioterapie

V piipad€ kombinovana radioterapie:

zevni radioterapie 45-50,4 Gy (25-28x1,8 Gy, celkem 5-5,5 tydntl) + brachyterapie;
zevni radioterapie na oblast malé panve po rozhrani obratlt Ls-s.

Pfi pozitivnich uzlinach, pozitivnim resekénim okraji ¢i SiFenim nadoru do
parametrii se doporucuje vyssi davka (50,4 Gy) s konkomitantnim podanim cisplatiny.
Pti postizeni panevnich uzlin ozafujeme i paraaortalni uzliny k rozhrani obratlovych tél
Thiz-L1, s ohledem na lokalizaci patologickych panevnich uzlin a celkovy stav pacientky,
individualn€ 1ze zvolit kranialni hranici na rozhrani t€l obratlt L3.4.

Brachyterapie: aplikace vaginalnich ovoidta (kolpostatu) do apexu pochvy. Davka se

urcuje ve vzdalenosti 0,5 cm od ovoidi. Davka u HDR: 2x5,0 Gy.

Paliativni radioterapie

jednorazova davka 8-10 Gy zevnim ozafenim na oblast celé délohy a nadoru - za 1-3
tydny lze opakovat

vaginalni BRT - vaginalni krvacejici meta

u pac. s prezitim nékolika mésict - fadné planovani 1é¢by s individualné volenou davkou

i frakcionaci.

Doporucené davky dle stadii onemocnéni
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Doporucené davky pri konvenénim planovani brachyterapie-SROBF

stadium FIGO radioterapie davka v bodé A davka v bodé B

A2, IB1 BRT 60 Gy
Bl < lem BRT 65 Gy
IB1 ostatni TRT+BRT 75Gy 50 Gy

B2, IA,IIB TRT+BRT 75-80 Gy 60 Gy + CHT
IIB (bulky), IIIA, IIIB TRT+BRT 80-85 Gy 62-64 Gy + CHT

(TRT - zevni radioterapie, BRT - brachyterapie, CHT - chemoterapie)

FIGO RADIOTERAPIE DAVKY,
KTERE JSOU

KLASIFIKACE V BODE A

1A2 Zevni radioterapie a 75-80 Gy
brachyterapie

IB1, ITA1 zevni radioterapie a 80-84 Gy
brachyterapie

B2, ITIA2 zevni radioterapie, vice jak 84 Gy

brachyterapie a

chemoterapie

brachyterapie a

B, IIIA, IIIB ,IVA zevni radioterapie, vice jak 84 Gy

chemoterapie
Brachyradioterapie: HDR
IBdo1cm
Samostatny UVAG 6x7Gy -bodA (Deq2= 60 Gy)

6x 7,5Gy —bod A (Deq2 = 60 Gy)
TA2,IB1,IIA1 nonbulky
Zevni RT 45 Gy
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BRT 5x5,5 Gy celkova Deq2=80 Gy

IB2,ITA2,IIB,IIIA,IVA

Zevni RT Mp 45 Gy

Parametria 3x2Gy Gy u IIB bulky —II1IB

BRT 5x6 Gy  celkova Deq2=84Gy
4x7Gy  celkova Deq2=80Gy

adjuvantni BRT

zevni 45-50,4 Gy

BRT 2x5 Gy

KRITICKE ORGANY A TOLERANCNI DAVKY (TDsis)(OAR)
REKTUM 60 Gy

MOCOVY MECHYR  60-65 Gy
TENKE STREVO 45-50 Gy
MICHA 45-50 Gy
LEDVINY 20 Gy

1.9 Dispenzarizace

Sledovani probiha ve spolupraci s gynekologickym pracovi§tém. Akutni a chronické
vedlejsi ucinky 1é¢by jsou vyhodnocovany podle mezinarodné uznavanych stupnic, napft.

podle EORTC-RTOG stupnice.

Intervaly sledovani: Prvni 2 roky kazdé 3 mésice 2. az 5. rok kazdych 6 mésicti

Dalsi roky kontroly 1x ro¢né.
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2.0 Gastrointestinalni toxicita chemoradioterapie karcinomu
Cipku, vyznam citrulinu

Zlatym standardem 1écby lokoregionalné pokrocilého karcinomu délozniho ¢ipku
stadia IIb-IVa je, jak uz bylo uvedeno vySe, konkomitantni chemoradioterapie a
brachyterapie. (52-54). Tato kombinovana lécba sebou nese ¢etné nezadouci ucinky. Jak
radioterapie, tak i cytostaticka 1éCba totiz neptusobi pouze na nadorové buriky, ale na
vSechny aktivné se délici tkané. To se pak projevi toxicitou, nejvice ohrozeny je

hematopoeticky aparat a sliznice gastrointestinalniho traktu (76).

Lécba chemoradioterapii zpusobuje jednak akutni nezadouci ucinky, které se
projevi do 90 dni od zahajeni 1écby, a dale chronickou, pozdni toxicitu, ktera muze
vznikat mé&sice a roky po ukonceni terapie. Az u 84% pacientek 1écenych pro karcinom
hrdla délozniho se objevi néjaka forma akutni radiacni toxicity (69-71). NejCastéji se
jedna o gastrointestinalni, hematologickou nebo genitourinalni toxicitu. Jeji zadvaznost
zavisi na délce 1écby, frakcionaci, davce zareni, pouzité cytostatické 1€cbé, a hlavné na
technice ozafeni s niz souvisi velikost ozareného objemu (71).

Z provadénych studii, ale vyplyva, ze jsou dalsi faktory, které mohou ovlivnit
zavaznost poléCebné reakce jako jsou stadium choroby, vykonnostni stav pacienta, stav

vyzivy, jeho veék, komorbidity, genetické aspekty (72-75).

Pfiznaky gastrointestinalni vychazi zoblasti traviciho traktu, ktera byla
radioterapii Ci chemoterapii postizena, jelikoz inhibice proliferace bunék epitelu miize
postihnout cely trakt.

V dutiné ustni maze byva nejCastéji k zastizeni erytém, edém, stomatitida az ulcerozni
Gasto komplikovana xerostomii pii postizeni slinnych 2laz. Castda je mykoticka
superinfekce. V oblasti jicnu se podobné projevi ezofagitida spojena s dysfagii a opét
mykotickou superinfekci. V zaludku lze vzacné pozorovat antralni gastritidu spojenou
s nechutenstvim a zvracenim (76). V oblasti tlustého stfeva dochazi u Casti pacienti
k rozvoji kolitidy spojené s prijmy, ¢i proktitidy, ktera pak maze vést k enterorhagii.

Bohuzel nejvice postizeny byvaji rychle proliferujici buiiky stény tenkého stieva,
které reaguji edémem, malabsorpci, tnikem zivin a zrychlenim peristaltiky, coz vede

k prijmam, zhorSeni vyzivy az kachexii pacienta. ZhorSeni nutri¢niho stavu je pfitom
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jednim z prognostickych faktor Gcinnosti 1écby a prediktivnim faktorem toxicity (77-
82).

Abychom se vyhnuly fatalnim dusledkim vedlejsich acinki protinadorové 1éc¢by
je nutné ji zachytit v ¢asném stadiu a reagovat na ni.

U hematologickeé toxicity neni problémem jeji kvantifikace, jelikoz je zaloZzena na
pfesném méfeni parametra krevniho obrazu. Tim je mozné jednoduse urcit jeji grade a
doporucit lécbu. U gastrointestinalni toxicity je moznost vySetfeni aspekci (dutina Ustni,
zaludek, tlusté stievo), ale toxicita na tenkém stieve je hare verifikovatelna (enteroskopie,
kapslova endoskopie).

V dnesni dobé pouzivame ke stdzovani gastrointestinalni toxicity nékolik
schémat. Common Terminology Criteria for Adverse Events (CTCAE)- hlavné pro
hodnoceni toxicity cytostatické a cilené 1éCby a ve studiich, momentaln€ u nas pouzivame
verzi 5.0 (83). Dalsi moznosti vyhodnoceni nezadoucich Gcinkti je pomoci doporuceni
Radiation Therapy Oncology Group (RTOG) a The European Organization for Reasearch
and Treatment (EORTC) a dle World Health Organization (WHO) (84). Bohuzel zatazeni
do jednotlivych gradi, zavisi na subjektivnim vnimani potizi pacientem, a navic se
systémy klasifikace mirné€ lisi. U nas pouzivame pro vyhodnoceni nezadoucich ucinki po

radioterapii doporuceni RTOG.

Dle stupné poSkozeni a mista se odviji jeho terapie. U postizeni dolniho
gastrointestinalniho traktu je zdkladem péce o stfevo. Je snaha o zachovani spravného
sttevniho mikroprostfedi. Je zde moznost podani probiotik. V dneSni dobé& nelépe
kombinovanych. Prikladem je tasectan DUQO, ktery kromé tyndalizovanych
mlécnych bakterii, obsahuje tanat zelatiny. Ten vytvari na stfevni sliznici ochranny film,
ktery chrani stfevo pred toxiny a neutralizuje zanétlivé procesy ve stieve. Zarovefi
podporuje rychlejsi odchod skodlivych latek z téla.

Pti prijmech je dale nutné ovlivnéni motility parasympatikolytiky a dale snaha o
zahusténi stolice (loperon, smecta, u nas efektem délané tablety s codeinem a beladonou).
Dale je nezbytné kontrolovat vnitini prostfedi, hladiny minerald a eventualné je

substituovat.
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Tabulka 3. Srovnani kritérii hodnoceni toxicity onkologické lécby WHO vs
EORTC/RTOG

Grade |Grade 1 Grade 2 Grade 3 Stuperi 4
0
WHO toxicity zadna |ZvySeni 0 2- |ZvySeni o0 4-6 stolic |[ZvySenio 7-9 |ZvySeni o
grade 3 stolice za |za den, nebonocni  |stolic za den, vice jak 10
den oproti  |stolice, nebo mimé |nebo stolic za de
stavu pfed | kfece inkontinence, |anebo silny
1¢cbou nebo silni krvavy
krece prajem
nebo
nutnost
parenteraln
i podpory
EORTC-RTOG |zadna |Zvyseni Prijem vyzadujici Prujem Akutni a
mefitko dolni frekvence parasympatikolytika |vyzadujici subakutni
gastrointestinaln nebo zmény |, sliznic¢ni vytok parenteralni stfevni
i toxicity v kvalité nevyZzadujici vlozky, |podporu, silny |obstrukce,
stfevnich rektalni nebo bfisni  [slizni¢ni nebo | piStél,
navyku bez |bolesti vyzadujici krvavy vytok |perforace,
nutnosti analgetika vyzadujici GIT
medikace, vlozky/ krvaceni
nebo vzedmuti vyZzadujici
rektalni bricha s RTG |transfuze,
diskomfort nalezem bolesti
nevyzadujic distendovanyc |bficha nebo
i analgetika h stfevnich tenesmy
klicek vyzadujici
dekompresi
nebo stomii

Je snaha o presnéjsi stanoveni stupné toxicity a tim urCeni spravné 1écby.

Z toho duvodu, se stale vice do poptedi dostavaji biomarkery, které by nam méli
nejen pomoci kvantifikovat zadvaznost postizeni, ale 1 predikovat jeji vyvoj (85-87).
Jednim z moznych biomarkeri je hladina citrulinu, jak bylo potvrzeno v nékolika studiich

(88-89)

2.1 Citrulin jako mozny prediktor gastrointestinalni toxicity
Citrulinje neesencialni aminokyselina (2-amino-5-(karbamoylamino) pentanova
kyselina). Je meziproduktem mocového cyklu, vnémz se vtélech savcu
pfeméiuje amoniak na mocovinu (90). L-citrulin je sytentizovan v cyklu mocoviny
pridanim oxidu uhli¢itého a amoniaku k ornithinu, a také se vytvari jako vedlejsi produkt

enzymatické tvorby oxidu dusnatého z argininu(91).
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Obr.4 Citrulin — strukturni vzorec
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X

H.N~ N OH
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Jeho nazev je odvozen z latinského citrullus - vodni meloun, jelikoz prave z néj byla tato
latka roku 1914 poprvé izolovana (92). Test na jeji ptitomnost byl vyvinut v roce 1930
(93).

Témeér exkluzivné se tvoii v enterocytech a neni soucasti proteinti. Tvorba citrulinu
probihd prevazné v oralnich Castech tenkého stfeva a ve stiedni a horni ¢asti stievnich
klkd. Jatra maji na produkci minimalni vliv. Osmdesat procent citrulinu je konvertovano
v ledvinach na arginin. Porucha clearence v ledvinach ma za nasledek zvyseni hladiny. Z
klinického hlediska mé vyznam snizena hladina, ktera odrazi nedostatek funk¢ni masy

enterocytu (94,95).

Vzhledem k tomu, bylo méfeni koncentrace této aminokyseliny, navrzeno jako

jeden z moznych biomarkert k ur€ovani poskozeni stieva.

Vstupni data vychéazela ze studii s nenadorovou tématikou (nespecifické stfevni zanéty,

syndrom kratkého stfeva, transplantace tenkého stieva) (94-99).

Postupné jsme ale ziskali data, potvrzujici moznost jeho wvyuziti 1 k méfeni
gastrointestinalni toxicity u protinadorové 1écby, a to nejen u terapie cytostatiky (89,100-
103). Jiz byla publikovana data vyuzivajici meéfeni hladin citrulinu u pacientd po

radioterapii (88,94,104-106).

Diky témto znalostem, jsme se v nasi praci rozhodli u pacientek s karcinomem
¢ipku délozniho lécenych chemoradioterapii a brachyterapii vyhodnotit, zda hladiny
citrulinu a také neopterinu (biomarker aktivace imunity) koreluji s gastrointestinalni

toxicitou méfenou dle doporuceni RTOG.
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3.0 Neopterin, kynurenin a tryptofan jako prognostické a

prediktivni faktory- vychodisko dizertacni prace

Jak jiz bylo uvedeno vyse, tak karcinomy Cipku délozniho i1 pres pokrok v 1écbé
stale patfi, pokud jsou diagnostikovana ve vyssich stadiich, mezi Spatné kurabilni nadory
a mortalita stale zistava vysoka (Tab. 1). Navic je multimodalni 1écba, pouzivana u
téchto stadii, velmi naro¢na a nese s sebou velkou morbiditu. Je proto snaha o stanoveni
dalsich prediktivnich a prognostickych markert, které by nejen 1épe rozdé€lily pacientky
do prognostickych skupin, ale které by také pomohly v predikci moznych vedlejSich
ucinkd, ¢i efektu 1é¢by.

Z literatury vyplyva, ze laboratorni medicina je v 1écbé onkologickych pacientt
velmi vyznamna (107). Provadéné studie byly nejdiive zaméfeny na biomarkery
souvisejici a aktivitou nadorovych bunék, ale ziskavame stale vice diikazil, Ze je podstatné
zabyvat se znaky, které odrazeji reakci hostitele na nador. Tyto mizeme méfit jak
v nadorové tkani, tak télesnych tekutinach. Mize se jednat o buriky imunitniho systému
(napf. tumor infiltrujici lymfocyty) (108-110), ale také o molekuly ucastnici se imunitnich

reakci (neopterin, tryptofan a dalsi) (111-115).

3.1 Neopterin

Neopterin patii do chemické skupiny znamé jako pteridiny. Pteridiny jsou
aromatické chemické slouceniny slozené z kondenzovanych pyrimidinovych a
pyrazinovych kruht.

Nazev pteridini vychazi z feckého slova pteron a znamena v prekladu kiidlo. Tento
nazev je odvozen od zlutého pigmentu objevené¢ho v motylich kfidlech 2-amino-4,6-

pteridinedion ( xathopterin- zluty pigment)
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Obr.8: Neopterin - strukturalni vzorec

(D-erythro-1', 2', 3'-trihydroxypropylpterin)

O OH

N CH,OH
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Jedna se se o nizkomolekularni slouceninu, ktera se v organismu zvySuje pii

HN

probihajici imunitni reakci. Neopterin, 6-D-erythrotrihydroxypropyl-pterin  se
biosyntetizuje z guanosintrifosfatu (GTP)- klicovym enzymem biosyntézy pteridinu —
GPT- cyklohydrolazou 1. Guanosintrifosfat je Stépen timto enzymem za vzniku

meziproduktu 7,8- dihydroneopterin-trifosfatu.

Pokud T lymfocyty podtypu TH 1 rozpoznaji vlastni modifikované bunécné
struktury nebo cizi struktury, zacnou produkovat rizné mediatory tzv. lymfokiny, jako je
interferon y. Interferon y, pak v lidskych makrofazich (Mo) a dendritickych burikach
(DC) stimuluyji enzym GTP-cyclohydrolazu (GCH) a tim produkci neopterinu a 7,8
dihydroneopterin-trifosfatu(155).

Obr.9: Imunitni odpovéd’ a tvorba neopterinu

Activated T-cell

O

IFN-y l

GCH-

Neopterin

Interferon y byl identifikovan jako jediny cytokin, ktery indukuje vyznamnou

produkci neopterinu (147). Interferon v je tvoten T lymfocyty a piirozenymi zabijeci
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( naturals killers- NK buiikami), ale hlavni produkce je na T lymfocytech. Proto stuperi
aktivace T lymfocyti( predev§im THI1) ma velky vyznam pro zvySujici se hladinu
neopterinu. Latky, které mohou ovliviiovat aktivitu této subpopulace bunék jsou schopny
modifikovat 1 tvorbu neopterinu. Piikladem je exogenni pfidani interleukinu -2 do
perifernich mononuklearnich buné€k, které vede k jejich aktivaci a tim navySeni hladiny

neopterinu. Podobné je to s interleukinem-12. I kdyz neexistuje zadny ptimy vliv.

Naopak imunosupresiva, ktera inhibuji tvorbu cytokinti T lymfocyty, snizuji jeho

produkci.

Monitorovanim hladiny neopterinu muzeme odhadnout aktivitu interferonu 7.
Interferon gama, se na rozdil od neopterinu, velmi ¢asné€ vaze na cilovou strukturu nebo
se neutralizuje a tim se nedostane pii lokalni reakci do krevniho obéhu a neni vhodny

pro rutinni laboratorni diagnostiku.

Neopterin je biochemicky inertni a jeho hladina v organismu je pak ovlivnéna
pouze renalni exkreci. Navic méfeni jeho hladiny neodrazi pouze ucinek interferonu v,

ale umoziuje zhodnotit celou imunologickou reakci.

Jeho hladina muZze byt méfena ve vSech télnich tekutinach (plazma, sérum, moc,

mozkomisni mok) (116).

Mezi hodnotami neopterinu v séru nebo plazmé neni zadny rozdil. Normélni hodnoty
zavisi na véku, proto je nutné klasifikovat koncentrace neopterinu podle tfi vékovych

skupin.

Obr.9: Koncentrace neopterinu (prumér + standardni odchylka a 97,5. percentil)

v télnich tekutinach zdravych jedincu (123)

Neopterin v moc¢i (umol/mol kreatininu):
veék Muzi 97 .5t Zeny 97.5th

19-25 123430 195 128433 208
26-35 101+33 182 124433 209
36-45 109428 176 140+39 239
46-55 105+36 197 147+32 229
56-65 119439 218 156+35 249
>65 133438 229 151+40 251
Neopterin v séru (nmol/l)

44



vek Muzi a Zeny

19-75 53+£27 8.7

>75 9.74£5.0 19.0

Neopterin v mozkomisnim moku (nmol/l):
vek Zeny a muzi

19-75 42+1.0 5.5

Dalsi vyznam neopterinu je jeho ucast v cytotoxickém pusobeni makrofagt.
Existuje korelace mezi detekci neopterinu a schopnosti monocyto/makrofagového
systému uvoliiovat reaktivni formy kysliku (156,157). Neopterin 1ze tedy povazovat za

nepiimy biomarker imunologicky indukovaného oxidacniho stresu.

Navic neopterin sam a jeho derivaty jsou schopny ovliviiovat U¢inky dusiku,
chloru, reaktivniho kysliku a dalSich. Ze studii vyplyva, Ze neopterin hraje dilezitou roli
jako endogenni regulator cytotoxické efektorové funkce aktivovanych makrofagi a 7,8, -

dihydroneopterin ptsobi jako scavenger ( zametac) volnych kyslikovych radikala.

Derivaty neopterinu in vitro indukuji expresi jaderného faktoru-xB a genu
iINOS(158,159,160).  Faktor-kB je  vSudy pfitomny transkripéni faktor, ktery
regulovanim exprese mnoha zanétlivych a imunitnich genti hraje rozhodujici roli v obrané
hostitele pifi chronickych zanétlivych onemocnénich. Je to heterodimer pifitomny v

cytoplazmé v neaktivni formé v komplexu s inhibi¢nim proteinem I kappa B.

NOS jsou enzymy katalyzujici produkcei oxidu dusnatého (NO) z argininu. Oxid
dusnaty je dulezita bunécna signalni molekula. Inducibilni izoforma iNOS pfi zapojeni
do imunitni odpovédi vaze kalmodulin a produkuje oxid dusnaty jako imunitni obranny
mechanismu. Je bezprostiedni pri¢inou septického Soku a mize fungovat u autoimunnich

onemocnéni.

V neposledni fade€, nedavné studie ukazuji, Ze neopterin a jeho derivaty ovliviy;ji
regulaci (upregulace) protokonkogenu c-fos(161), takze se teoreticky mohou podilet na

maligni transformaci bunék.

Z vyse uvedeného lze fici, ze neopterin muze byt oznaCen jako biomarker
aktivity bunéfného imunitniho sytému, protoze jeho hladina odrazi jeho aktivaci.
Koncentrace neopterinu  jsou  dulezit¢é v predikci progndézy u  pacientl
s kardiovaskularnimi chorobami, neurodegenerativnimi chorobami a je mozné ji vyuzit i
k ur€eni prognézy u pacientl s polytraumatem, sepsi ¢i HIV. Mize predikovat virové
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infekce Ci pravdépodobnost odhojeni §tépu (117-119). Podstatné je, ze jeho prognosticky
vyznam byl studovén i u malignich onemocnéni (111,112,120-122).

Jeho zvySena hladina se vyskytuje prakticky u vSech nadora, vétSinou v zavislosti
na rozsahu onemocnéni. Aktivace T bunék vyvoland nadorovymi buiikami vede
pravdépodobné k aktivaci monocyto/makrofagového systému a tim k navySeni hladiny
neopterinu. Protoze neni tvoren nadorovymi builkami, ale imunitnim systémem
reagujicim na nador, neni tato zavislost stoprocentni a nemuze byt povazovan za tumor
marker. Senzitivita méfeni hladiny neopterinu zavisi velmi siln€ na lokalizaci tumoru.
Obecné hladina cirkulujiciho neopterinu koreluje s rozsahem, respektive s mnozstvim
hmoty nadoru, a indikuje vySsi riziko progrese onemocnéni. Méfeni hladiny neopterinu u
malignich onemocnéni nespoc¢iva ve screeningu, ale posuzovani prognozy a sledovani

ucinku terapie(162,163,164).

Spolu s rustem hladiny neopterinu, indukuje interferon y také enzym IDO v
raznych bunkach. Ten kynskou cestou (viz. Kapitola 3.2) degraduje tryptofan na
kynurenin. Snizeni hladiny tryptofanu, zvySeni hladiny neopterinu a kynureninu je

spojeno se zhorSenou prognozou.

Témer vSichni pacienti s hematologickymi malignitami maji hladinu neopterinu
zvySenou, zatimco pacienti skarcinomem prsu ji maji zvySenou jen nepatrné

(111,121,122).
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Obr.11: Neopterin u malignich onemocnéni- frekvence vyskytu zvySené hladiny

neopterinu(%) (125)

frekvence vyskytu zvysené hladiny neopterinu (%)

100
+ CML
* NHL, CLL
*  HLst 4V
+  Ovaridlni karcinom
+  Karcinom délohy
*  Mnohoéetny myelom st. I-lll
+  Karcinom pankreatu
+  Karcinom plic
+  Karcinom ipku délozniho
+  Kolorektalni karcinom
+  Karcinom spodiny DU
+  Karcinom Zaludku
+  Karcinom prostaty
+ Karcinomy ORL oblasti
+  Maligni melanom
+ Caprsu
20
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3.2 Tryptofan, Kynurenin a IDO1

Tryptofan je jednou =z 20 proteinogennich aminokyselin. Radi se
k aminokyselinam s nepolarnim, aromatickym postrannim fetézcem. Jeho strukturni
zaklad tvofi indol. Patfi mezi 9 esenciadlnich aminokyselin, lidské t€lo ho neumi
syntetizovat. Koduje ho kodon UGG, jedna se o vzacngjsi aminokyselinu s primérnym

zastoupenim v proteinech 1,4 % (126).

Obr.12: Tryptofan (2S)-2-amino-3-(1H-indol-3-yl)propanova kyselina -strukturalni
vzorec (https://cs.wikipedia.org/wiki/Tryptofan)

O

| OH
HN NH;

Tryptofan je prekurzorem mnohych imunomodulacnich metabolitl, které jsou
produkovany kynureninovou a serotoninovou cestou. Je nezbytny pro bunécnou
proliferaci a hraje dualezitou roli ve fungovani centralniho nervového systému i

imunitniho systému.

Je prekurzorem biosyntézy neurotransmiteru serotoninu = 5 — hydroxytryptaminu
(5-HT), proto je snizeni hladiny tryptofanu asociovano se snizenou produkci serotoninu.
Serotonin ma hlavni vyznam jako neurotransmiter, ktery ovliviiuje serotoninergni systém,
tvofeny soustavou neuronti v mezimozku, prodlouzené miSe, Varolové mosté a ve
sttednim mozku. Ale neurony s témito receptory se mohou vyskytovat také v mozkové
kafe ¢i limbickém systému. Serotonin se ucastni predevsim procesu, které se podileji na

vzniku nalad.
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Pfi jeho nedostatku se sniZzuje pfenos nervovych vzrucht a zpusobuje zmény

nalady, celkovou depresi, pfipadné poruchy spanku, podrazdénost az agresivitu.

Zmeény v jeho metabolismu mohou byt odpoveédné i za urcité psychické poruchy.
Mohou vyvolavat chorobnou uzkost, bipolarni afektivni poruchu atd. Dale jeho Cinnost

souvisi 1 cyklem spanku a bdéni, ovliviiuje receptory chuti, pocity nevolnosti.

S imunitnim systémem a onkologickymi onemocnénimi souvisi spise metabolity
vzniklé Sté€penim kynureninovou cestou. Plsobenim indolamine 2,3- dioxygenazy
1(IDO1) a tryptofan-2,3-dioxygenazy (TDO) vznika L. kynurenin (Kyn). Tryptofan a
jeho katabolity kynské drahy se podileji na tvorbé imunosupresivniho prostredi, které
vykazuje toleranci vic¢i patogentim a piispiva k imunitné privilegovanych mist (mozek,

placenta, o€i, varlata)(127).

Vétsina tryptofanu je katabolizovana pomoci IDOI1. IDO1 byla prokazana
v ruznych organech v celém téle. Tvoii se v endotelovych, ledvinnych, jaternich a dal§ich
burikach, ale jejim hlavnim zdrojem jsou buriky prezentujici antigen(APC). Hlavné

plazmocytoidni dendritické buiky (165).

Tvorba IDO vyznamné stoupa v mistech zanétu, na zaklade indukce interferonem
v (128), vjejich produkci napoméahaji 1 jiné cytokiny. Ale napfiklad granulocyty-
makrofagy stimulujici faktor ( GM- CSF) jeji aktivitu tlumi, stejné jako néktera
imunosupresiva. Interferon gama aktivuje také tvorbu tryptofanyl-tRNA syntazy (WRS),
ktera ma za kol kompenzaci ubytku tryptofanu. Kromé IDO1 katalyzuji tryptofan jesté
tryptofan-2-3 dioxygenaza ( TDO) a IDO2. IDO2 m4, ale mnohem mensi aktivitu. TDO
je evoluén€ mnohem starsi a je exprimovana hlavné v jatrech a jeji exprese je indukovana

glukokortikoidy.

Prvnim produktem §tépeni tryptofanu kynskou cestou je formyl-kynurenin, ktery

je rychle §té€pen na kynurenin.
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Obr.13 Katabolismu tryptofanu (Schéma katabolismu tryptofanu podél
kynureninové drahy (podle Orabona a Grohmana (166), modifikovdno)
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DO/ TDO
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dioxygenéza

r

quinolinova
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Kynurenin je neproteinogenni aromaticka aminokyselina. Poprvé byl nalezen

v moci (latinsky urina) psu (fecky kyon), od ¢ehoz je odvozen nazev slouceniny.
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Obr. 14: Kynurenin- (2S) -2-amino-4-(2-aminofenyl)-4-oxabutanova kyselina

(https://en.wikipedia.org/wiki/Kynurenine)

NH, O

O
H,N

OH

Kynureniny maji vyznacné biologické efekty. Asi nejdilezitéjsi je ovlivnéni
imunitniho systému. Kromé toho jsou schopny modulace aktivity mezenchymalnich
kmenovych bunék, ovlivilyji tvorbu prostaglandinti a adhezivitu bunék a uplatiuji se i

psychiatrii(167,168).

Pomér hladiny tryptofanu a kynureninu (kyn/trp) je obecné pouzivan jako

mefitko aktivity IDO1.

N¢jaky cas se IDO povazovala za inhibitor ristu nadorovych bunék. Nyni je ale
jednoznacné, ze ma imunomodulacni funkci pfi potlacovani imunitnich aktivacnich
bunék a podporuje imunosupresivni buiiky, coz souvisi s inikem nadoru imunitnimu

systému a tim se Spatnym prezitim u riznych pacientd s rakovinou (129).

Vétsina nadort ziejmé produkuje IDO1 konstitutivné (130). V klinickych studiich
byla prokazana korelace mezi zvySenymi hladinami kynureninu a hor$im priibéhem

nemoci.

Funkce IDO je zalozena na zanétlivém programovani, coz ma vliv na
neovaskularizaci nadoru, tvorbu supresorovych bunék odvozenych od myeloidi (MDSC)
a metastazy imunitni tolerance (130). IDO1 spotiebovava tryptofan a produkuje
kynurenin ¢imz pomaha zmiriiovat zanét, blokuje funkci zanétlivych bunek a stimuluje
imunologickou toleranci (131,132). IDO1 muze snizovat odpoveéd’ na stimulaci u INFy a

zvySovat odpoveéd’ na stimulaci interleukinu 6 (IL-6) v Casném stadiu tumorigeneze (130).
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IDO1 potlacuje imunitni systém a zrychluje rust nadorovych bunék, jejich migraci a

invazi tfemi zpusob:

1. Podporuje tvorbu imunosupresivnich bunék predkladajicich antigen (APC), na které
pusobi jako pfima signalni molekula. Tim vytvafi tolerogenni APC, které potom vedou
k podpote tumorogeneze, tim ze jsou tolerantni k burikdm nesoucim nadorovy antigen
(133).

2. Indukce IDO v APC nepfimo reguluje sousedni imunitni buriky cestou kynureninu.
Spotfeba tryptofanu vede k inhibici mTOR a ta potlacuje zabijecské buitky(NK) a CD8+T
efektorové buriky a indukuje regulacni bunky(Tregs) (134,135,1306).

3. IDO usnadiiuje supresivni funkci MDSC, tim ze aktivuje IL6 a potlacuje CD8+T buné¢k
a Nk bunek(137).
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4.Vychodiska dizerta¢ni prace:

Karcinom délozniho ¢ipku pres aktivni screening a vakcinaci stale zaujima ctvrté
misto mezi malignitami. V ¢asnych stadiich je dobfe samotnou chemoterapii nebo
radioterapii. Bohuzel az 60% pacientek pfichazi v pokro€ilém stadiu, u kterého je nutny

multimodalni pfistup.

Standardem 1éCby lokoregionalné pokrocilého karcinomu délozniho Cipku stadia IIb-
IVaje, jak uz bylo uvedeno vySe, konkomitantni chemoradioterapie a brachyterapie. (52-
54). Tato kombinovana Ié¢ba sebou nese Cetné nezadouci ucinky. Jak radioterapie, tak i
cytostaticka 1éCba totiZz neptuisobi pouze na nadorové buriky, ale na vSechny aktivné se
délici tkané. To se pak projevi toxicitou, nejvice ohrozeny je hematopoeticky aparat a
sliznice gastrointestinalniho traktu (76). Vzhledem k tomu je snaha najit prediktivni a
prognosticky faktor, ktery by nam pomohl ur¢it, které pacientky je nutné 1€cit, a jak
agresivné a zaroven pomohl predikoval toxicitu [écby.

Z uvedeného teoretického zakladu vyplyva, ze hladiny citruliny by nam mély pomoct
s predikci nezadoucich ucinki v oblasti gastrointestinalniho traktu. Podle miry postizeni

stfevni sliznice by mélo dochézet k poklesu hladin citrulinu.

Dle provedenych studii se zd4, ze hladina neopterinu a IDO1(pomér kyn/try) by méla
byt zvySena u pokrocilejSich a agresivnéjSich tumort. Méla by se zvySovat v prub&hu
1écby na zaklad€ vyvolané imunitni reakce a na zavér 1€cby by naopak mélo pifi dobrém

efektu dochazet k jejimu poklesu.
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5. Cile dizertacni prace :

1: Sledovat pacientky v prabéhu chemoradioterapie pro karcinom ¢ipku délozniho a

beéhem 1écby odebirat vzorky krve

3: v pribéhu 1é¢by a po 1é¢bé peclive sledovat a vyhodnocovat nezadouci G€inky terapie

a vyhodnotit je dle RTOG kritérii
4: vyhodnotit efekt 1écby, preziti pacientek

5: vySetfit vzorky a provést analyzu
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6.Soubor pacienti a pouzita metodika:

Charakteristika souboru:

V naSem souboru bylo zahrnuto celkem 16 pacientek s karcinomem de€lozniho
¢ipku ve veéku od 29 let az po 76 let s medianem 53 +15 let (primér + standardni
odchylka), které byly léCeny kurativni chemoradioterapii a brachyterapii na

onkologickém oddéleni KNTB a.s. Zlin v letech 2016 az 2019.

PocateCni staging byl stanoven pomoci klinickych, radiologickych a

endoskopickych metod.

Bylo provedeno kompletni fyzikalni vySetfeni, gynekologické vySetfeni
s ultrazvukem jak rektalni, tak vaginalni sondou. Déale hematologické vySetteni (krevni
obraz a diferencial), biochemické vySetfeni — metabolicky soubor + cystatin C, vySetieni
tumorovych markert Cyfra 21-1 a SCCA a nutri¢ni screening. Radiologické vysetfeni
zahrnovalo RTG plic, CT plic, bficha a malé panve eventualné¢ PETCT a v neposledni
fadé magneticka rezonance malé panve (MRI). Pfi podezieni na invazi bylo doplnéno
rektoskopické a cystoskopické vySetfeni. Dale byla u pacientek doplnén dynamicka

scintigrafie ledvin metodou DTPA.

Nejcastejsim histologickym typem byl spinocellularni karcinom a to u 14
pacientek. U jedné se jednalo o mucindzni a u jedné u adenosquamozni karcinom. VétSina

tumort byla grade 2 (9 pacientek), 6 bylo grade 3 a jeden grade 1.

Vétsina pacientek byla stadia IIB dle FIGO (n-11). P&t pacientek byla FIGO IIIB.

Sedm pacientek mélo p16 pozitivni tumor a devét negativni.

Radioterapie byla provadéna u vét§iho poctu pacientek metodou trojrozmérné
(3D) konformni radioterapie. Jen dvé pacientky byla naplanovany metodou VMAT. Bylo
aplikovano 45Gy/25 frakcich na svodna lymfatika a boost 6Gy/3 frakcich na parametria
a nasledné high dose rate (HDR) brachyterapie IR 192 uterivaginalni aplikaci (UVAG) 5
frakci po 6 Gy nebo 4 frakce po 7 Gy. Pokud byla pouzivana frakcionace o 7 Gy byla
provadéna 1 tydné, 6 Gy bylo aplikovano po ukonceni zevni radioterapie 2x tydné.
Konkomitantn€ byla podavana chemoterapie cisplatina CDDP 40mg/m2 weekly
eventualné karboplatina CBDCA AUC 2 weekly dle aktualnich renalnich a parametra
(kreatinin, Cystatin C, DTPA).
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Zevni radioterapie i brachyterapie byla pfipravovana na CT simulatoru, na Smm
fezech, brachyterapie byla planovana také na CT. U teleterapie se konturovaly cilové
objemy (nadorovy objem - gross tumor volume GTV, klinicky cilovy objem - clinical
target volume CTV a planovaci cileny objem - planning target volume PTV) a rizikové
organy (OAR) (mocCovy méchyf, hlavice femurt, tenké a tlusté stfevo a peritonealni
dutina). U brachyterapie byl konturovan high risk clinical target volume HR CTV a
intermediate risk clinical target volume IRCTV a gross tumor volume GTV a organy
vriziku OAR. Ke stanoveni objemi GTV byla pouzita fuze s MRL. V prubéhu
konturovéani byla dodrzovana doporuceni mezinarodni komise radiacnich jednotek a
meéteni ICRU 50 a 62, a pro radioterapii s modulovanou intenzitou svazku (IMRT) bylo
pouzito ICRU 83. U brachyterapie ICRU 89. Planovani teleterapie bylo provadéno
pomoci planovaciho systému PrecisePLAN (Elekta, Stockholm, Sweden). Brachyterapie

na planovacim systému _BrachyVision (Amedis). V pfipadé pacientek planovanych

VMAT byl pouzit planovaci systém Monaco ( IMPAC Medical Sytems). VSechny plany
byly standardn€ zhodnoceny stran davkové homogenity, byl vyhodnocen DVH,
standardné 95% objemu pokryto 100% davky. Byly vyhnoceny davky na OAR dle
standardi. V prabéhu radioterapie byla kontrolovana poloha pacienta, cone beam CT

bylo provadéno pfi prvnich tfech frakcich a pak jedenkrat tydné.

Toxicita 1écby byla sledovana 1x tydné, byl odebiran krevni obraz, metabolicky

soubor a moc¢, k vyhodnoceni stupné zavaznosti pouzito hodnoceni dle RTOG (84).

V prabéhu 1é¢by byly pacientkam spolu se standardnimi odbéry odebrany také
vzorky krve na vysSetfeni citrulinu, neopterinu, kynureninu a tryptofanu a to v tydnu
0,2,4,6 a 8. Vyzkumy byly schvéaleny ustavni etickou komisi a pacienti podepsali

informované souhlasy

Zevni radioterapii absolvovaly v§echny pacientky v plné davce bez preruseni. 12
pacientkam byla provedena brachyterapie UVAG 5x6 Gy, 2 mély 4x7 Gy, jen dvé
pacientky nedokoncily planovanou BRT 1x7Gy, 4x6 Gy.

Chemoterapie nebyla podana pouze nejstarsi 76leté pacientce, pro vysoké N latky,
jedna pacientka absolvovala CBDCA, ostatnim 14 pacientkam byla podana CDDP od 4

do 7 aplikaci s medianem 5 aplikaci.

Vsechny pacientky mély gastrointestinalni (GIT) toxicitu, jedna grade 3, jedna
grade 1 a zbytek grade 2. Ctyfi pacientky méli genitourinalni (GUS) toxicitu grade 1.
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Jedna pacientka, kterd méla GIT toxicitu grade 3 méla i1 GUS grade 3 a hematologickou

grade 3.
Lécbu pacientky absolvovali béhem 48 az 56 dni s medianem 52 dni.

Po ukonceni chemoradioterapie byla u 15 pacientek konstatovana
gynekologickym vySetfenim kompletni odpoveéd, ktera byla potvrzena po 3 mésicich na

MRI. Jen jedna pacientka dosahla pouze parcialni odpovédi.

Po ukonceni 1écby byly pacientky pravidelné & 3 mésice sledovany
gynekologickym vySetfenim a vaginalnim ultrazvukem a za 3 mésice po ukonceni 1écby

i MRI malé panve. MRI byla dale porvadéna po dobu 3 let a pul roku a nasledné a rok.

Po lécbe dosud zrecidivovalo 8 pacientek, s medianem doby do progrese (mDFS)
12 mésicu. (2x meta skeletu, 2x meta plic a 4 pacientky v lymfatickych uzlinach). V malé
panvi zrelabovaly 2 pacientky. U jedné byla provedena piedni exenterace panve, ostatni
pacientky byly 1é¢eny Llinii 16¢by. Sest pacientek kombinaci CDDP + paclitaxel, &tyfi

v kombinaci s bevacizumabem. Dvé pacientky kombinaci CBDCA + paclitaxel.

Zemfely 4 pacientky s medianem preziti (mOS )19 mésicu.
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Metody:

Pfi prvnim pohovoru byl u vSech pacientek po podpisu informovaného souhlasu
stanoven termin odbéra vzorka. Odbéry probihaly v tydnech 0, 2, 4, 6 ,8 a 10 od zahajeni
chemoradioterapie. Byla odebirdna venozni krev, vzorky byly centrifugovany (1600 x g
po dobu 8 minut pii teploté 16°C), nasledné separovana plazma vzorek byl uchovan

k dalsimu zpracovani pfi teploté - 80°C az do analyzy.

Plazmaticky citrulin byl stanoven stejné jako je pospano v praci Dr. Zezulové
(138), jak je popsano (138). Stru¢né feCeno, 10ul vzorki plazmy bylo smichano se 100l
smeési vnitfniho standardu (aminokyseliny a acylkarnitiny, nederivatizovana souprav,
Chromsystems, Mnichov, Némecko), dale mixovano a centrifugovano (568g,10min pfi
4°C). Poté bylo 80ul supernatantu preneseno do 96 jamkovych desticek a pouzito pro
pfimé injikovani do hmotnostniho spektrometru k analyze API 400( AB Sciex,
Framingham, MA USA). Citrulin byl méfen v rezimu vicendsobného monitorovani
reakce pod urovni optimalnich parametrti deklusterizaniho potencialu a kolizni energie
pro kazdy hmotnostni prechod. Jednotka rozliseni pro izolaci iontli byla nastavena na
hmotnostnim spektrometru. Data byla vyhodnocena softwarem Chemoview 2.0 (AB

Sciex).

Neopterin byl méfen pomoci komeréné dostupného kitu- Neopterin Elisa Kit (IBL
International GmbH, Hamburg, Germany). Pfi uziti automatického mikroprocesoru pro
enzymoimmunoassays EVOLIS (Bio-Rad Laboratories, Hercules, USA). Méfeni bylo
provadéno v ISO 15189 akreditované laboratofi. Vlastni proces zpracovani vzorku zac¢ina
aspiraci 110 pl enzymového konjugatu do §picky, nasledné je pfidano 20 uL standardu,
kontroly nebo vzorku do kazdé Spicky. Pipetou odebereme celkové 120 pL mixtury
(standardu, kontroly nebo vzorku s enzymovym konjugatem. Preneseme na desticku.
Ptidame mikropipetou 50 pL antiséra. Nasledn€ probiha inkubace v délce 90+5 minut,
pii teploté 18-25°C ve tme. Nasaje se supernatant. DestiCka se proplachuje 6x 300 pL
Buffrem. Daéle se pipetou piida 150 pL TMB roztoku substratu (TMB, Buffer,
stabilizator), po slouceni dochazi ke vzniku barevné reakce (zluta — rizné intenzity), po
dalsi inkubaci asi 10£1 minuta v teploté¢ 18-25 °C. Poté je pfidan roztok 1M kyseliny
sirové =, TMB stop solution a nasleduje méteni je provadéno fotometricky (ve 450 nm)

15 minut.
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Plazmaticky kynurenin a tryptofan byly stanoveny pomoci komercnich kitd (

ImmuSmol SAS, Talence France) podle pokynt vyrobce

Rozdily mezi podskupinami byly studovany Mann-Whitney U testem. Rozdily
pted a béhem terapie byly porovnany Wilcoxovym znaménkovym testem. Korelace byly

analyzovany pomoci Spearmanova koeficientu pofadové korelace.

Rozhodnuti o statistické vyznamnosti bylo zalozeno na hlading p 0,05. Analyzy
byly provedeny pomoci softwaru NCSS) Number Cruncher Statistical Systems,
Kaysville,UT, USA).
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7.Vysledky

Koncentrace citrulinu se v prabéhu 1éCby ménila. Ve srovnani s hodnotami pied 1écbou
(vychozi hodnota) byla vyrazné a statisticky vyznamneé snizena pii navstéveé 2, 3 a 4. Coz
je 2, 4 a6 tydnd po zahajeni chemoradioterapie. Ke koncentracim pred 1écbou se vratila

dva tydny po ukonceni terapie (tabulka 4).

Na druhé strané bylo pozorovano vyznamné zvyseni plazmatickych koncentraci
neopterinu pii navstéveé 4 a 5 (v Sestém a osmém tydnu od zahgjeni terapie), se zvySenim
hrani¢ni vyznamnosti pii navstéveé 2(ve 2 tydnu od zahajeni 1écby). S vyjimkou snizené
pomeéru kynurenin/tryptofan pii navstéveé 3(4tydny od zah4jeni 1é¢by) nebyly pozorovany
zadné vyznamné zmeény koncentrace kynureninu, tryptofanu a poméru

kynurenin/tryptofan v pribéhu 1écby.

Nebyly pozorovany zadné rozdily v koncentracich zkoumanych biomarkert mezi

podskupinami podle stadia nebo pozitivity p16 a v prubéhu 1écby (data nejsou uvedena).

Koncentrace citrulinu vyznamné nekorelovaly s vékem (data nejsou uvedena), ale jak je
uvedeno v tabulce 5, byly pozorovany vyznamné korelace mezi vékem a koncentracemi
neopterinu na zacatku a v prubéhu 1é¢by. Byly pozorovany signifikantni korelace mezi
koncentracemi neopterinu a sérovymi koncentracemi kynureninu a pomérem

kynurenin/tryptofan pied a v prab&hu 1éCby (tabulka 6).

Nebyly pozorovany zadné vyznamné korelace mezi koncentracemi neopterinu a
citrulinu (data nejsou uvedena) a negativni korelace mezi koncentracemi citrulinu a
kynureninu a pomérem kynureninu/ tryptofanu dosahla statistické vyznamnosti pouze pri

navstéve 2 (dva tydny od zahajeni 1éCby) (tabulka 7).

Obecné byly pozorovany negativni korelace mezi stupném toxicity a koncentraci
neopterinu, kynureninu a poméru kynurenin/tryptofan, ale tyto korelace dosahly statické

vyznamnosti pouze u nékterych navstév (tabulka 8).

Dale nas zajimalo, zda prodlouzeni doby terapie nad 52 dni vedlo k horsi lé¢ebné
odpovedi. Ale to se u nasich pacientek nepotvrdilo. Pouze jedna odpovédéla jen Castecné
a u ni byla doba 1écby 48 dni. U 4 pacientek, které piesahly 52 dni byla dosazena

kompletni odpovéd’ a ta stale trva.
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Tabulka 4. Koncentrace sledovanych biomarkeru v prubéhu lécby

navstéva 1(0) 2(2 3(4 tydny) | 4(6 tydnl) 5

tydny) (8tydni)
Interval od =243 15+6 2948 4348 58+10
zahgjeni
radioterapie
(dny)
Citrulline 30.0£8.4 18.245.1 | 19.8+5.9* 22.3+8.8%* 31.6£8.2
(umol/T) *
Neopterin 2.9+1.6 3.6£1.9§ | 3.1£1.8 4.8+4.6%* 5.3£3.7*
(ng/h o
Tryptophan 15.6+47 | 15.8+4.7 [ 16.7£6.2 15.2+5.6 145443
(ng/ml)
Kynurenine 8934454 868+562 | 688+383 945+629 973+589
(ng/h
Kynurenine/try | 61429 59+42 43+24%* 76+87 76+59
ptophan
Ratio

*p<0.001;**p<0.01;***p<0.05; §p=0.05 srovnani s navstévou 1, v§echny ostatni
rozdily nebyly statisticky signifikantni ve srovnani s koncentracemi pred zahajenim

168by
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Tabulka 5. Korelace mezi vékem a sérovymi koncentracemi neopterinu,

kynureninu a poméru kynurenin/tryptofan, hodnoty pred a béhem trvani 1écby

Navstéva, tyden 1(0) 2(2) 3(4) 4(6) 5(8)
Neopterin 0.738 0.712 0.560 0.646 0.733
(0.001) (0.002) (0.030) (0.009) (0.004)
Kynurenine 0.339 0.464 0.406 0.623 0.782
(0.199) (0.070) (0.133) (0.013) (0.016)
Kynurenine/tryptophan | 0.424 0.550 0.553 0.568 0.736
ratio (0.101) (0.027) (0.032) (0.027) (0.004)

Hodnoty Spearmanova korelacniho koeficientu (rs) odpovidajici p-hodnoté uvedené v

zavorkach. Statisticky vyznamné rozdily jsou zvyraznény tu¢nym pismem
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Tabulka 6. Korelace sérovych koncentraci neopterinu a kynureninu a poméru
kynurenin/tryptofan, hodnoty pred a v prubéhu lécby

Navstéva, tyden 1(0) 2(2) 3(4) 4(6) 5(8)

Kynurenine 0.547 0.532 0.268 0.604 0.714
(0.028) (0.034) (0.334) (0.017) (0.006)

Kynurenine/tryptoph | 0.600 0.706 0.532 0.761 0.835

an ratio (0.014) (0.002) (0.041) (0.001) (0.0004)

Hodnoty Spearmanova korelacniho koeficientu (rs) odpovidajici p-hodnoté uvedené v

zavorkach. Statisticky vyznamné rozdily jsou zvyraznény tu¢nym pismem
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Tabulka 7. Korelace mezi koncentraci citrulinu a koncentraci sérového
Kkynureninu a poméru kynurenin/tryptofan, hodnoty pred a v priabéhu lécby

Néavstéva, tyden 1(0) 2(2) 3(4) 4(6) 5(8)
Kynurenine -0.182 | -0.725 -0.235 -0.318 0.247
(0.499) | (0.002) | (0.398) (0.248) (0.415)
Kynurenine/tryptopha | -0.247 | -0.689 -0.482 -0.404 0.385
n ratio (0.356) | (0.004) | (0.069) (0.136) (0.194)

Hodnoty Spearmanova korelacniho koeficientu (rs) odpovidajici p-hodnoté uvedené v
zavorkach. Statisticky vyznamné rozdily jsou zvyraznény tu¢nym pismem

65




Tabulka 8. Korelace mezi stupném toxicity a sérovou koncentraci neopterinu a

kynureninu a poméru kynurenin/tryptofan

Navstéva, tyden 1(0) 2(2) 3(4) 4(6) 5(8)
Neopterin -0.428 -0.456 -0.560 -0.322 -0.648
(0.098) (0.076) (0.030) (0.241) (0.0167)
Kynurenine -0.519 -0.331 -0.420 -0.376 -0.380
(0.040) (0.211) (0.120) (0.167) (0.200)
Kynurenine/tryptophan | -0.583 -0.454 -0.425 -0.381 -0.607
ratio (0.018) (0.078) (0.115) (0.161) (0.028)

Hodnoty Spearmanova korelacniho koeficientu (rs) odpovidajici p-hodnoté uvedené v
zavorkach. Statisticky vyznamné rozdily jsou zvyraznény tu¢nym pismem
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8.Diskuze

Jak se oCekavalo, koncentrace citrulinu se v prub€hu 1é¢by vyznamné snizily a pfi
posledni navstéve, dva tydny po ukonceni chemoradioterapie, se vratily k hodnotam ptred
1é¢bou. Coz je v souladu s predchozimi studiemi o chemoradiaci (88, 89, 102, 104, 105,
127, 139). Pokles zacal 2 tydny po zahéjeni 1é¢by, kdy bylo stfevo ozatfeno 20Gy. Naopak
k vzestupu dochazi od 6 tydne 1é¢by, kdy jiz pacientky absolvovaly jen brachyterapii. Pti
brachyterapii byl ozafen jen minimalni objem tenkého stfeva. Naproti tomu sérové

koncentrace neopterinu se pozdéji v priabéhu 1écby zvysily.

Korelace sérovych  koncentraci neopterinu, kynureninu a  pomeéru
kynurenin/tryptofan s vékem se oc¢ekavaly a byly dokumentovany v mnoha studiich (112,

123, 125, 142-153).

Na rozdil od predchozi studie u pacientt s karcinomem rekta nebyla patrna zadna

korelace mezi koncentracemi neopterinu a citrulinu.

Byla vSak pozorovana vyznamna negativni korelace mezi citrulinem a
kynureninem a pomérem kynurenin/tryptofan ihned po zah4jeni 1écby (po dvou tydnech)

(89,142,151).

V priabéhu pozorovani byla ziejma signifikantni korelace neopterinu
s koncentracemi kynureninu a poméru kynurenin/tryptofan. Coz by odpovidalo

predpokladu, ze tvorbu neopterinu i IDO 1 indukuje intereferon gama.

Na rozdil od ocekavani byl pozorovan trend inverzni korelace mezi stupném
toxicity a koncentracemi zanétlivych biomarkerd neopterinu, kynureninu a poméru
kynurenin/tryptofan, ktery pii nékterych navstévach dosahl vyznamnosti. To muze
naznaCovat, ze toxicita by také mohla vést k inhibici imunitni odpovédi (napt. supresi T
lymfocyttl), tim moznému eventualnimu poklesu tvorby interferonu gama a tim nizsi
produkci neopterinu 1 IDOI1. Je otazkou, zda imunosupresi na rozdil od praci
s chemoradioterapii u karcinomu rekta, mohla ovlivnit pfidana platina. V nékterych
studiich bylo prokazano, ze platina inhibuje T lymfocyty sleziny(169,170). Presny

mechanismus, ale zustava spekulativni.

Inverzni korelace pozorovana mezi koncentracemi kynureninu a pomeérem

kynurenin/tryptofan na zacatku 1écby a naslednou toxicitou by mohla naznacovat, ze
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imunitni aktivace by mohla byt dokonce protektivni proti nasledné toxicité, ale opét to

zustava spekulaci.

Dalsi studie by mély toto na prvni pohled prekvapivé zjisténi potvrdit a podrobné&ji
zhodnotit.

Citrulin jisté predstavuje zajimavy biomarker gastrointestinalni toxicity. U
pacienti léCenych cytostatickou chemoterapii nebo ozafovanim byl dokumentovan

pokles koncentraci cirkulujiciho citrulinu (89, 105, 106, 154).

Hodnoceni intestinalni toxicity stale do znacné miry zavisi na datech ziskanych
anamnesticky od pacienta, ktera jsou nachylna k subjektivni chybé. Meéfeni citrulinu
muze predstavovat jednoduchy test, ktery by umoznil objektivni posouzeni toxicity a

efektu intervenci (155).

V tomto pozorovani lze spatfovat nejvetsi prinos této studie, ktery ale bude muset
byt potvrzen v dalSich prospektivnich studiich na vétsich kohortach pacientek, nez méla
soucasna pilotni studie. Na vétsich kohortach pacientek bude také moci byt spolehliveji
hodnocen piipadny prediktivni vyznam citrulinu ¢i biomarkert zanétlivé odpovedi ve

vztahu k pozdé&jsi toxicité 1éCby.

Soucasna studie ma zjevné slabiny. Za prvé pocCet subjektl byl omezeny a je
mozné, ze nekteré trendy zmeén nebo korelaci biomarkerti by byly vyznamné s vyssim
poctem zkoumanych subjektd. To plati také pro korelace s klinickymi parametry, jako je

stupen toxicity, ktery mohl byt ovlivnén zménami pozorovanymi u nékolika jedinca.

Vsichni pacienti v této studii reagovali na 1écbu, a proto neni mozné vyhodnotit,

zda by zkoumané biomarkery mohly slouzit jako prediktory odpovédi
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9. Zavér

Zavérem lze fict, ze citrulin predstavuje u této populace biomarker stfevni
toxicity. V nasi pilotni studii bylo zji§téno, ze koncentrace citrulinu klesaji Casné a
koncentrace neopterinu se zvySuji pozdé v prubéhu chemoradiace u pacientek

s cervikalnim karcinomem.

Pokles citrulinu je reakci na ozafeni stfevni sliznice, ale z nasi studie nemizeme
potvrdit vztah mezi mezi objemem ozafen¢ho stieva a zavaznosti gastrointestinalni

toxicity, protoze pouze jedna pacientka méla gastrointestinalni toxicitu grade 3.

Predpokladali jsme, ze dojde ke korelaci mezi hladinou citrulinu a neopterinu.
Vychazeli jsme z predchozich studii u karcinomu rekta (138), kde autofi predestreli, ze
aktivace imunitniho systému muZze zpusobit poskozeni a zmény stievnich funkci, stejné
jako zmény stifevnich funkci mohou zpusobit aktivaci imunitniho systému. To by mélo
vést k poklesu hladiny citrulinu a ke zvySeni hladiny neopterinu. Na nasem malém
souboru se toto nepotvrdilo. Je otazkou, zda na to méla vliv pfidana platina, jak jsem
zminovala v diskuzi. Bohuzel v tak malém souboru se jedna jen o spekulace. Ale vzestup
neopterinu v zavéru 1écby odpovida studiim s neopterinem u chemoradioterapie
karcinomu hlavy a krku, kde ke statisticky signifikantnimu zvySeni neopterinu dochazelo

az v prubehu Sestého tydne (125).

Neopterin, IDO1, kynurenin a tryptofan jsou nezavislymi biomarkery, které odrazi
imunitni a zanétlivou aktivaci a stoji za dalsi zkoumani. A to nejen z hlediska predikovani
prubéhu onemocnéni a toxicity 1écby, ale také jako mozny léCebny cil viz studie

s inhibitory IDO(128).
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12. Seznam zkratek

3D CRT - three-dimensional conformal radiation therapy
BEV — Beam Eye View

CIN - cervikalni intraepitelialni neoplazie

CBCT — cone beam CT

CBDCA - Carboplatin

CDDP- Cis platina

CPS — combined positive score

Cs — Cesium

CT — Computed Tomography

CTV — Clinical Target Volume

DFS — Disease Free Survival

DMCL - Dynamic Multileaf Collimator

d MMR - deficient mismatch repair

DNA - Deoxyribonucleic Acid

DRR - Digitalné rekonstruované radiografy

EPID - electronic portal imaging device

EQD2 — ekvivalentni davka 2 Gy

ESGO-The European Society of Gynaecological Oncology
ESTRO - European Society for Radiotherapy and Oncology
FIGO - International Federation of Gynecology and Obsterics
GIT — gastrointestinalni

GTV - Gross Tumor Volume - nadorovy objem

GOG — Gynecologic Oncology Group

HPYV - Human papilloma virus

HR HPV- High risk human papilloma virus

CHRT - chemoradioterapie

ICRU - Internatinal Commission on Radiation Units and Measurements
IMRT - intensity modulated radiotherapy

IGRT - Image-guided radiation therapy

LEEP — Loop Electrosurgical Excision

LVSI- lymfovascullar invasion

mOS- median overal survival
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MRI — magnetic resonance imaging

MSI -H - microsatellite instability-high

MV — megavoltazni

NCCN - The National Comprehensive Cancer Network

OAR - organs at risk

ORR - overal response rate

OS — Overal Survival

PDL 1 - Programmed death-ligand 1

PET CT - pozitronova emisni tomografie v kombinaci s pocitacovou tomografii
PFS — Progression Free Survival

RR — Response Rate SEER — Epidemiology, and End Results Database
SCC - spinocelularni karcinom

SLU - sentinelova lymfaticka uzlina

STD - Sexually Transmitted Disease

TTR — Time To Relaps

URZ - Uzaviené radionuklidové zarice

UZ - ultrazvuk

WHO - World Health Organization

VMAT - Volumetric Modulated Arc Therapy
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Onkourologicky seminaf Zlinského kraje: Nase zkuSenosti s 1é¢bou karcinomu ledviny
— kazuistiky 8.10.2014

Kroméfizsky ORL den 25.9.2015:10 let Cinnosti Indikacni komise pro nadory hlavy a
krku ve Zlinském kraji ,NaSe zkuSenosti s biologickou 1é¢bou nadort hlavy a krku
Onkourologicky krajsky seminar 9.11.2016., Karcinom ledviny — sutent 2.1, Inlyta
titrace, sekvence 1écby

Expertni setkani odbornikii na nadory hlavy a krku v Olomouci, 18.5.2017
Cetuximab v I linit R/M SCCHN( kazuistiky)

Krajsky seminar pro dermatovenerology a onkology Zlinského kraje
2.3.2017- Radioterapie v 1écbé nemelanomovych koznich nadort
Nédory hlavy a krku 2017 7. 4. 2017 - 8. 4. 2017, HK,Indikace radioterapie u
maligniho melanomu

Onkologie Panta Rhei 26.9.2018 , Hotel Moskva Zlin, Lécba metastatického
kolorektalniho karcinomu
Aktualni ptistup k 1écbé karcinomu prostaty 9.10.2018 Postaveni ARTA v terapii
karcinomu prostaty
Krajsky seminaf dermatovenerology a onkology Zlinského kraje 1.11.2018 Kozni
toxicita radioterapie a kombinované 1écby podavané konkomitacné s radioterapii
Scientific Exchange meeting Olaparib- zkuSenosti s terapii olaparibem u pacientek
s karcinomem ovaria 13.11.2018 Olomouc Olaparib v ramci klinickych studii
Kooperace v 1é¢be karcinomu prostaty II- Hotel Moskva Zlin 29.1.2019 Terapeutické
aspekty PSA progrese u pacient s karcinomem prostaty
Trendy v 16¢b& R/M SCCHN- zkugenosti odborniki z Izraele a Ceské Republiky
11.6.2019 — Kazuistiky
Kam sméftuje 1écba karcinomu prostaty 24.9.2019 , Hotel Lesni hibitov Zlin,
Novinky v karcinomu prostaty

Onkouorlogicky seminaf -Terapie karcinomu ledviny 25.9.2019 — Komplexni prehled
1écby mRCC se zaméfenim na druhou linii loécby + 1é¢ebné sekvence

Lécba karcinomu prsu a maligniho melanomu Pétileta analyza poolovanych dat studii
COMBI-d, CoMBI-v ( ASCO 2019) 18.11.2019
Terapie SSCHN 17.9.2019 Zlin Moznosti radioterapie u R/M SCCHN
Onkozni seminar Zlin 18.8.2020 Libtayo v terapii spinocellularniho karcinomu ktze

International conference of the Czech Head and Neck Cooperative Group- Znojmo
2020, Opdivo in the treatment of reccurent or metastatic SCC of the head and neck-
Panel experti-Zefektivnéni 1écby mCRC, virtualné MS Teams,24.2.2021 Metastaticky
kolorektalni karcinom
ZOOM ONCo MEETING, Lécba pokrocilého SCC kiize 24.3.2021, Lécba pokrocilého
spinaliomu v realné praxi, 2 kazuistické sdéleni-

Terapie pembrolizumabem- Zlin 20.4.2021- Pembrolizumab napfi¢ indikacemi
Lécba nemelanomovych koznich nadora v realné klinické praxi VIDEOKONGRES
26.5.2021 17:30, - Lécba pokrocilého spinaliomu v realné praxi
. Onkodermatologicky seminaft Zlin 24.8.2021 , Basocelularni karcinom jeho 1écba
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