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2 Uvod:

Zhoubné nadorova onemocnéni jsou dle udaji UZIS druhou nejéast&jsi piicinou Gmrti
v Ceské republice a vzhledem ke své vzristajici incidenci, predstavuji vysokou
spole¢enskoekonomickou zatéz ¢eské populace. Z hlediska epidemiologie patii Ceska
republika k nejzatizenéjSim statim v Evrop€ i na celém svété. Ro¢né dle poslednich
udajii onemocni zhoubnym nadorem pies 80 000 obyvatel a zemte vice jak 27 000

nemocnych.

Pfic¢in malignich nadorovych onemocnéni je velké mnozstvi. Mezi nejcastéji
zminované patii civilizacni faktory (nezdravy Zivotni styl, stres, nevhodna strava aj.),
stale se zvySujici podil fyzikalnich a chemickych toxickych latek v zivotnim prostiedi,
genetické predispozice daného jedince a predevsim prodlouzeni primérného véku
obyvatelstva v dusledku zlepseni zdravotni péce. K trendu zvySujici se incidence u
nékterych diagnoz také prispiva zvySovani kvality diagnostickych metod. Mezi jedny

Z nejvice zkoumanych pfi€in Vv poslednich desetiletich patii predevsim faktory genetické.

Rozvoj molekularné biologickych a genetickych metod pomohl objasnit mnohé
mechanismy kancerogeneze, bunééného cyklu a patofyziologie nadorového onemocnéni.
Diky nim také doslo ke zlepSeni a zpfesnéni nadorového screeningu, stagingu i moznosti
sledovani pacientd v polécebném obdobi. Umoznily také napt. vznik nového oboru cilené
terapie a jisté rozvoj imunomodulaéni 1é¢by. V neposledni fad¢ jisté slouzi dalsimu

vyzkumu ve vSech oblastech onkologické prevence, diagnostiky a 1écby.

Karcinom ¢ipku délozniho, na ktery je zamétena tato préce, je tfetim nejcastéjSim
gynekologickym nadorovym onemocnénim u Zen v Ceské republice. Dle poslednich
udaju z roku 2011 byla incidence 1023 novych piipadi invazivniho karcinomu za rok a
ve stejném roce zemielo v disledku tohoto onemocnéni 399 Zzen. Pokud nedojde
ke vEasnému zachytu onemocnéni (tedy do stadia IIA) nelze jiz pacientku 1é¢it
radikalnim chirurgickym vykonem. Metodou volby se u takovych zen stava radikalni
radioterapie — zevni radioterapie v kombinaci s brachyterapii a konkomitantni
chemoterapii. Tato 1écba umoziuje sice dobrou kontrolu nad chorobou, ale pfinasi
s sebou mozné riziko vzniku pozdnich postiradia¢nich komplikaci, které zvysuji
morbiditu i mortalitu pacientek v polééebném obdobi. Tyto komplikace se vyskytuji u
10-15% takto 1éCenych Zen a prozatim nedokazeme jejich vznik nijak predem

pfedpovidat. Nalezenim vhodnych prediktivnich faktort bychom tak mohli 1épe pfedem



urcit vyssi radiosenzitivitu pacientek a nasledn¢ tak modulovat terapii, abychom témto

komplikacim ptedesli.

Dle dostupnych udaja v literature za pozdni postiradiacni reakce miize vyssi
radiosenzitivita tkani ozafovanim 1é¢enych pacientek. V poslednich letech byla jako
pficina zvySené senzitivity tkani zkoumana celd fada mutaci genii, které zodpovidaji
predevsim za reparacni procesy poskozené DNA ionizujicim zafenim. Nicméné
vzhledem Kk tomu, Ze jde o sit’ na sebe navazujich reakci, které jisté nejsou vSechny plné
objasnény, nelze prozatim z dostupnych védeckych publikaci pfesné urcit mutaci
jediného genu, ¢i mutace skupiny gent, které by byly zodpovédné za zvysenou tkanovou

senzitivitu K ionizujicimu zateni.

Teoreticka oblast této prace je zamétena piedevsim na epidemiologii, diagnostiku a
1é¢bu karcinomu délozniho ¢ipku. Déle jsou uvedeny zdkladni radiobiologické udaje
slouzici k objasnéni pochodii v nadorové populaci bunck po ozateni a zdkladni teorie o
radiosenzitivit¢ a radiorezistenci tkani. Dalsi ¢ast pojednavé o genech ATM a TGFf1,
predevsim o jejich vlastnim vyznamu a vyznamu jejich polymorfismi v rozvoji pozdni

reakce tkani na ionizujici zafeni s uvedenim vysledkl védeckych publikaci.

Vlastni vyzkumna ¢ast prace je zaméfena na analyzu vztahu mezi jednotlivymi
polymorfismy gentt ATM a TGF)51 a pozdnimi postiradiaénimi komplikacemi vzniklymi

u pacientek 1écenych pro pokrocily karcinom délozniho ¢ipku na naSem pracovisti.
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3 Karcinom ¢ipku délozniho

3.1 Epidemiologie

Karcinom délozniho hrdla je, dle poslednich tidajii, v Ceské republice tieti
nejcastéji se vyskytujici nadorové onemocnéni zenskych pohlavnich organti. Se
svoji incidenci 19,1/ 100 000 obyvatel (obr. 1) se fadime v evropském méfitku
mezi zemé& s nejveétsim vyskytem tohoto onemocnéni. Celosvétoveé potom
zaujimame 105. pozici. I pfesto, Ze u celé fady ostatnich nadorovych diagn6éz ma
incidence vzestupny charakter (kolorektalni karcinom, karcinomy plic), u nadora

hrdla d€lozniho je incidence stabilni.

Mortalita ¢ini u nadoru délozniho hrdla 7,5 p¥ipadd/ 100 000 obyvatel ro¢n¢ a
jeji tendence ma dle poslednich udajti mirné€ vzestupny charakter (obr. 1). Ve
srovnani s dalsimi evropskymi staty je mortalita v CR spiSe na stiedni rovni,

Vv celosvétovém méfitku potom patifime k zemim S niz$i mortalitou.

Dalsim dulezitym udajem je incidence tohoto typu nadoru dle vékovych
skupin, ktera prudce stoupa po 35. roce u Zen mladsich 40 let. Neni to ale jiz
nejvyssi vrchol vyskytu tohoto onemocnéni, ten dle poslednich udajii spada do
vékového rozmezi 40-44 let, 45-49 let. Druhy vrchol vyskytu spada do vékovych
rozmezi 55-59 let, 60—64 let a 6569 let, kde jsou rozdily v incidenci minimalni
(obr. 2). Toto je zména oproti tidajim z let minulych, kdy byl hlavni vrchol mezi

35.— 39. rokem a druhy vrchol mezi 60.— 65. rokem.
Obrazek ¢. 1: Incidence a mortalita na karcinom hrdla délozniho v ¢ase

C53 - 7N hrdla déloZniho - cervicis uteri, Zeny
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Obrazek ¢. 2: Incidence karcinomu hrdla déloZzniho podle véku

€53 - ZNH hrdla déloZniho - cervicis uteri - Incidence, Zeny
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Bohuzel dlouhodobé¢ pretrvava jesté vysoké procento pacientek, u kterych je
diagnostikovdno onemocnéni v pokrocilém stadiu. Toto procento ¢ini pres 50%
vSech diagnostikovanych invazivnich karcinomii délozniho hrdla (obr. 3). Tyto
alarmujici hodnoty svéd¢i o pozdni diagnostice, ktera se odviji od absence dobie
organizovaného screeningu, nekvalitnich cytologickych laboratofi, nedostate¢ném

testovani HPV a neexistence zpétné vazby ve smyslu kontroly pracovist’ (Cibula

et. al. 2009).

Obrazek ¢. 3: Zastoupeni stadii onemocnéni
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3.2 Rizikové a prognostické faktory

3.2.1

Rizikové faktory

Rizikové faktory pro rozvoj karcinomu délozniho Cipku souvisi predevsim se
sexualnim chovanim Zen. Hlavnim rizikovym faktorem je infekce lidskym
papilomavirem s vysokym rizikem — HR HPV (high risk human papilloma virus).
Vzhledem k tomu, ze 99,7% ptipadi karcinomu ¢ipku délozniho vykazuje
pozitivitu HR HPV, Ize ho jiZ oznacit za faktor etiologicky (Cibula et al. 2009).
Nejvyssi riziko vzniku maligni transformace u bunék sliznice délozniho Cipku
predstavuji pfedevsim HR typy 16 a 18, které se podileji ptiblizné na 70%
karcinomti.. Promofenost nasi populace timto virem je zhruba 80% a svého
maxima vyskytu dosahuje pted 25. rokem u sexudlné aktivnich zen. Virus poté
persistuje Vv epitelu délozniho hrdla diky neschopnosti imunitniho systému, ktery
jej neumi zneskodnit. Samotna piedstadia (prekancerdzy) ¢i nasledné invazivni
karcinomy se objevuji az po desetiletich od nakazy. Nicmén¢ samotna perzistence
viru nepostacuje k rozvoji kancerogeneze (obr. 4).

Dal$imi rizikovymi faktory jsou — asny zacatek pohlavniho Zivota, vétsi
pocet sexualnich partnert (10 a vice), koufeni (oslabuje slizni¢ni imunitu),
multiparita, nizky socioekonomicky status, imunodeficitni onemocnéni,
nedostatecny pfijem vitamind, rodinna z4téZ ze strany matky a uzivani
hormonalni kontracepce, kterd podporuje transkripci a perzistenci viru
v kombinaci s dalsimi rizikovymi faktory. Hormonalni antikoncepce prokazatelné
zvySuje spise riziko vzniku adenokarcinomt nez pievazné se vyskytujiciho
spinocelularniho karcinomu. Po jejim vysazeni se riziko normalizuje az za 10 let
(Cibula et al. 2009).

Jednim z velmi dilezitych rizikovych faktori je zanedbavani pravidelného
kazdoro¢niho cytologického screening s expertni kolposkopii. Bohuzel screening
neni v Ceské republice prozatim dobfe organizovan (popsano v &asti 2.1) a
vysledkem je pietrvavajici vysokd incidence karcinomu cervixu. Pfikladem
nutnosti lepsi organizace screeningu tohoto nadorového onemocnéni jsou nékteré
evropskeé staty (napt. Finsko), kde zvySena screeningova ucast sledované

populace tuto incidenci prokazatelng snizila.
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Obrazek 4: Schéma rozvoje nadorového onemocnéni asociovaného s vysoce rizikovymi typy

HPV (upraveno dle H zur Hausen et al. 2000).
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3.2.2  Prognostické faktory

Vétsina hlavnich prognostickych faktort je zahrnuta v samotném stagingu
onemocnéni a vyjadiena pomoci TNM a FIGO klasifikace. Patii mezi né
pfedevs§im rozsah nadoru, postizeni regionalnich miznich uzlin (jejich pocet a
velikost metastaz), postizeni paraaortalnich miznich uzlin a invaze do parametrii
¢i Sifeni na poSevni sténu. Jako prognosticky negativni se jevi tumory vétsiho
rozsahu (T), s pozitivnim postizenim lymfatickych uzlin (pokud se zjisti
peroperacngé, klesa Sance na pétileté pieziti z 90 na 30%), vétsi velikosti (U
pacientek s tumorem vétsim nez 4 cm je snizené 10leté pieziti na pouhych 13%
(Moukova et al.), a jako velmi silny negativni prediktivni faktor se jevi bilateralni
postizeni parametrii oproti unilateralnimu (Siuhami et al., G C de Toit et al. 1997)

Mezi dalsi negativni prognostické faktory patii — Sifeni tumoru do oblasti
délozniho isthmu a délozniho téla, invaze do krevnich a lymfatickych cév
(prognosticky horsi je angioinvaze), intraperitonealni Sifeni, histopatologicky
grading, ktery ma vétsi prognosticky vyznam u adenokarcinomi, u ¢asnych stadii
spinocelularniho karcinomu je to hodnota SCCA markeru pied 1é¢bou. Prognozu

také vyznamné ovliviiuje adekvatni radikalita operacniho vykonu a kvalitné
14



provedena radioterapie, proto je nutné péci o tyto pacienty pirenechat
specializovanym onkologickym centriim, kde je zajisténa komplexni 1é¢ba. Do
budoucna se mezi prognostické faktory ovliviwyjici adjuvantni 1écbu u pacientek
s mén¢ pokrocilym tumorem pravdépodobné zaradi vyznam mikrometastaz
sentinelovych uzlin, prikaz mikrometastaz o velikosti mensi nez 0,2 mm a
izolace nadorovych bung¢k ¢i trombu v lymfatickych cévach. Vzhledem k rozvoji
molekularné biologickych technik bude stoupat vyznam stanoveni
biomolekularnich markert (napt. overexprese gent p53, p16, p21, ktera se zda
dle literatury negativnim prognostickym faktorem, taktéz overexprese gent
COX2 ¢i VEGF aj.). Dalsi vyzkum této oblasti pravdépodobné povede

k vytvofeni novych prognostickych kritérii, ktera ndm pomohou predikovat
biologické chovani nadorti. Budeme tak schopni 1épe diferencovat napft.
agresivnéjsi typy tumord a zvolit intenzivngj$i terapii ¢i zvazit benefit
jednotlivych Ié¢ebnych modalit u konkrétnich pacientek (ptikladem je nedavné
zavedeni ONCOTYPE DX testu u pacientek s karcinomem prsu).

3.3 Diagnostika, histopatologie a staging

3.3.1 Diagnostika

V ramci preventivniho screeningového programu karcinomu délozniho ¢ipku
je pacientce jednou ro¢né provedeno gynekologické vySetteni pomoci
prebioptickych metod (kolposkopie, cytologicky stér a fakultativné test na HR
HPV subtypy) doplnéné pohmatovym vySetienim, vySetienim zevnich rodidel a
gynekologickym ultrazvukem. Pokud nékteré z t€chto vysetieni ukaze podezieni
na prekancerozu ¢i karcinom, nasleduje cilend biopsie (provadi se bud’ punch
biopsie, endocervikalni kyretaz, nebo LEEP excize nebo 1ze provézt
diagnostickoterapeuticky vykon — konizaci ¢i cylindrickou disekci cervixu).
Pokud je vysledek biopsie pozitivni, ndsledovat by méla standardni stagingova

vySetieni, Ktera jsou uvedena v tabulce 1.
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3.3.2

Tabulka €. 1: Standardné uzivand obligatorni a fakultativni stagingova vysetieni

Obligatorni vySetieni Fakultativni vySetieni
Anamnéza, fyzikalni vySetieni Cysto - rektoskopie ev. koloskopie
Komplexni gynekologické vySetfeni +

biopsie Expertni UZ vaginalni sondou
Laboratorni vySetieni — KO+diff,

bichemie séra a moci UZ ledvin a jater

Odbér bHCG a markeru SCCA Scintigrafie ledvin

Skiagram hrudniku od st.IB2 Laparoskopicky staging uzlin
MRI panve od st. IB2 Peroperacni vysetfeni SLN
PET/CT nebo CT bficha a panve od

st.IB2

Dle vysledku vysSe popsanych vySetfovacich metod je ur¢eno stadium
zhoubného procesu, na jehoz zaklad¢ se dale odviji cely terapeuticky proces.
Rozhodovat o typu 1é€by by mél vzdy tym skladajici se z gynekologa, klinického
a radia¢niho onkologa, klinického patologa a eventualné radiodiagnostika,
jelikoz, kvalitné provedeny a ureny staging s nasledné dobte zvolenou terapii

patii k dilezitym prognostickym faktortim.

Histopatologie

Ptevazna vétsina diagnostikovanych priméarnich tumort hrdla dé€lozniho jsou
tumory epitelové s prevahou dlazdicobunééného karcinomu, ktery tvoii 60-80%
vsech karcinomt této oblasti. Dal§ich 10-15% tvofi adenokarcinomy rtiznych
typt a zbytek pak piedstavuji vzacné tumory napt. adenosquamozni karcinomy,
adenoidné cystické karcinomy, nadory s neuroendokrinni sekreci atd. V tabulce ¢.
2 je ptehled histopatologické klasifikace nadorti délozniho hrdla. Zajimavosti je,
ze v zemich, kde se vzhledem ke kvalitnimu screeningu snizuje incidence
karcinomu hrdla délozniho, klesé podil karcinomt dlazdicobunéénych, ale
zvysuje se vyskyt adenokarcinomu (Cibula et al. 2009). Za pficinu se udava horsi
detekovatelnost adenokarcinomil pfi cytologickém screeningu (vyristaji vétSinou
endocervikalng).

Dlazdicobunécny karcinom miizeme dle histologického obrazu rozdélit na
nékolik subtypi. Mezi zdkladni patii déleni na rohovéjici a nerohovéjici, dalsi
varianty jsou jiZ mén¢ Casté — bazaloidni, veruk6zni, kondylomatézni, papilarni,

lymphoepitelioma- like a skvamotranzicionalni. Toto rozdéleni na histologické
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subtypy ma vyznam piedevsim prognosticky. Mezi ty s velmi dobrou prognézou
patii typ verukozni a kondylomatozni, dobrou prognézu maji také rohovéjici,
nerohovéjici a papilarni. Spatnou prognézu ma agresivni bazaloidni
dlazdicobunécny karcinom.

Tumory ze zlaznatého epitelu jsou heterogenni skupinou nadort. Nejcastéji se
vyskytujicim adenokarcinomem je mucinézni, ptedstavuje 50-60% vSech
adenokarcinomtl cervixu. Délen je na nékolik subtypi, z nichz nejcastéjsi je prave
endocervikalni typ, ktery pfedstavuje 70% mucindznich adenokarcinomu. Jde o
nador s velmi dobrou prognézou, ktery témét nemetastazuje. Druhym
nejcastéjSim typem adenokarcinomu je endometrioidni adenokarcinom.
Predstavuje 30% vsech diagnostikovanym adenokarcinomil této oblasti a je
histologicky shodny s endometriodnim adenokarcinomem délohy a jinych oblasti.
Byva proto n¢kdy obtizné zjistit, zda jde o primarni tumor cervixu nebo
prorustajici tumor z délohy. U pacientek s adenokarcinomem je ¢asto pozorovan
v jednom vzorku vyskyt vice nez jednoho subtypu adenokarcinomu. Jako
smiSeny adenokarcinom jej mizeme oznacit tehdy, kdyz minoritni slozka
zahrnuje vice jak 10% objemu nadoru.

Skupina dalSich epitelovych malignit hrdla dé€loZzniho zahrnuje celou fadu
vzacnych nadort. Z nich nejcastéji se vyskytujicim je adenoskvamdzni karcinom,
jeho malo diferencovanou variantou je nador z ,,matnicovych bun¢k®, ktery je
agresivni a ma Spatnou prognozu. DalSim jiz vzacnéji zastoupenym je adenoidné
cysticky karcinom se Spatnou prognézou a adenoidné bazocelularni karcinom,
ktery byva dobte diferencovany a miva prognoézu ptiznivou.

Z mezenchymalnich tumord byva nejvice zastoupen leiomyosarkom a ze
smiSenych mezenchymalnich a epitelidlnich nddort vzacny maligni smiseny
miilleriansky tumor.

Zavér kazdého histopatologického vySetteni bioptického vzorku by mél vzdy
uvadét histologicky typ nddoru, stupeii diferenciace (grade), hloubku invaze do
stromatu a vyjadieni o lymfangioinvazi. U stadii lal a Ia2 je nutno dodat rozmér
1éze. Pokud §lo o konizat, potom popis okrajli preparatu a to jak lateralnich, tak

proximalniho okraje v kanale hrdla déloZniho.
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Tabulka ¢. 2: Histopatologicka klasifikace nadora hrdla délozniho (Cibula et al. 2009)

Histologicky typ M kod
Epitelové nadory
z dlazdicobunééného epitelu dlazdicobunéény karcinom 8070/3
mikroinvazivni dlazdicobunéény karcinom | 8076/3
7lazové nadory mucinozni adenokarcinom 8480/3
endometriodni adenokarcinom 8380/3
svétlebunéény adenokarcinom 8310/3
serdzni adenokarcinom 8441/3
mezonefricky adenokarcinom 9110/3
ostatni epitelové nadory adenoskvamoézni karcinom 8560/3
karcinom z matnicovych bunék 8015/3
malobuné&¢ny karcinom 8041/3
nediferencovany karcinom 8020/3
adenoidné cysticky karcinom 8200/3
adenoidné bazoceluldrni karcinom 8098/3
Mezenchimalni nadory leiomyosarkom 8890/3
nediferencovany endocervikalni sarkom 8805/3
endometrialni stromalni sarkom, low grade |8931/3
SmiSené epitelové a karcinosarkom /smiSeny maligni
mezenchymalni nadory miilleridnsky nador) 8980/3
adenosarkom 8933/3
Wilmstv tumor 8960/3
melanocytarni nadory maligni melanom 8720/3

3.3.3 Staging

K ureni pokrocilosti a stadia karcinomu déloZzniho ¢ipku pouzivame dvé

hlavni klasifikace a to klasifikaci TNM a FIGO. Zohlediiuje se v nich pfedevs§im

velikost tumoru, postizeni okolnich organi, lymfatickych uzlin a vyskyt

vzdalenych metastaz. Prozatim o stadiu onemocnéni nerozhoduje v TNM

klasifikaci uvedena stromalni

invaze, dale stddium neovlivituje ani

lymfangioinvaze, stupeil postiZeni parametrii, pomér velikosti tumor6zni 1éze

k objemu cervixu ¢i rozliSeni stupné postizeni stény rekta a mo¢ového méchyfe.

TNM Klasifikace hodnoti velikost primarni 1éze, postizeni regionalnich

miznich uzlin a vyskyt vzdalenym metastdz dle nasledujiciho schématu.

Hodnoceni primarni léze

TX — stddium primarniho tumoru nelze hodnotit

TO — bez znamek primarniho tumoru
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Tis — karcinom in situ (CIS)

T1 — karcinom hrdla délozniho omezeny na délohu

T2 — nador se §iti mimo délohu, ale ne ke sténé panevni nebo na dolni tfetinu
pochvy

T3 — nador se §ifi ke stén€ panevni, postihuje dolni tfetinu pochvy, nebo
zpusobuje hydronefrozu ¢i afunkci ledviny

T4 — nador postihuje sliznici mocového méchyte, rekta, nebo se §ifi mimo

malou panev.

Hodnoceni regionalnich miznich uzlin

Mezi regionalni mizni uzliny fadime uzliny — paracervikalni, parametrialni,

.....

lateralni sakralni.

NX — regionalni uzliny nelze hodnotit
NO — v regionalnich uzlinach nejsou metastazy
N1 — metastazy v regiondlnich miznich uzlinach

Pro oznaceni pNO je nutné provedeni panevni lymfadenektomie s vySetfenim
vice jak 10 lymfatickych uzlin. Pokud neni dosazeno dostate¢ného poctu

vySetfenych uzlin, uvadi se pNX.

Hodnoceni vzdalenych metastaz

MX — vzdalené metastazy nelze hodnotit
MO — nejsou vzdalené metastazy
M1 — vzdalené metastazy ptitomny

Nejcastéji metastazuje karcinom délozniho ¢ipku do paraaortalnich a

mediastinalnich lymfatickych uzlin, do plic a skeletu.

Klasifikaci TNM uvedena v tabulce ¢. 3, rozdéleni do stadii dle TNM

klasifikace potom zobrazuje tabulka ¢. 4.

Klasifikace FIGO je zaloZena na klinickych vySetfenich, ackoliv je v posledni

revizi zfejmy posun ke klasifikaci na zéklad¢ histopatologického vySetieni
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preparatii ziskanych chirurgickym stagingem.

FIGO klasifikace ¢leni onemocnéni do zakladnich 4 stadii:

Stadium I — asné onemocnéni omezené na primarni organ

Stadium II — onemocnéni s lokdlni progresi mimo primarni organ postihujici

prilehlé tkané

Stadium III — onemocnéni s extenzivnéjSim, avsak lokalnim Sifenim

Stadium IV — metastatické onemocnéni

Dalsi podrobnéjsi rozdéleni jednotlivych stadii uvedeno v tabulce €. 3.

Tabulka ¢. 3: Souhrn Klasifikaci TNM a FIGO (Cibula et al. 2009)

| TNM || FIGO | |
TX = [Primarni nador (TU) se nedé posoudit |
‘— HO HDysplasie nebo cervikalni invazivni neoplazie (CIN) ‘
Tis 0 |Karcinom in situ (CIN 111) |
T1 stadium | TU ohraniceny na déloZni hrdlo (proriistani do délozniho hrdla se
| nebere v potaz)
‘Tl HIA Hlnvazivni karcinom identifikovatelny jen mikroskopicky ‘
T1 IAL Stromalni invaze do hloubky a maximaln¢ 3 mm a do S$itky maximalné
7mm
T1 IA2 Stromalni invaze do hloubky a maximaln¢ 5 mm a do §itky maximalné
7mm
T1 B Stromalni invaze do hloubky vétsi nez 5 mm nebo do Sitky vEtsi nez 7
mm, nebo klinicky identifikovatelny tumor ohraniceni na déloZni hrdlo
Tl 1B1 [Klinicky identifikovatelny tumor mensi nez 4 cm |
‘Tl HIBZ HKlinicky identifikovatelny tumor vétsi nez 4 cm ‘
T stadium |Nador SiFici se mimo délozni hrdlo nebo nepostihujici bo¢ni stény
1 panve nebo dolni tietinu pochvy
‘TZ ||I 1A HTU infiltruje sténu pochvy, ale ne jeji dolni tretinu ‘
T2 B [TV infiltruje parametria |
;lr/?lebo stadium | Si¥eni TU do dolni téetiny pochvy nebo se §ifi na panevni sténu, &i
N1 i zpusobuje hydronefrozu
[T3aN0__ |[IIA_ |TU postihuje dolni tfetinu pochvy
T1-3bN1 B TU se 8ifi na l?OCIll sténu panve nebo zpusobuje hydronefrézu ¢i
afunkéni ledvinu
stadium
v
T4 VA TU infiltruje sténu mocového mechyie nebo konecniku, nebo se Sifi
mimo malou panev
M1 IvB |TU mé vzdalené metastazy
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Tabulka €. 4: Stadia nadoru délozniho ¢ipku dle TNM Kklasifikace (Cibula et al. 2009)

Stadium TNM
0 Tis NO MO
1A T1la NO MO
1Al T1al NO MO
1A2 T1a2 NO MO
IB T1b NO MO
IB1 T1b1 NO MO
IB2 T1b2 NO MO
A T2a NO MO
A1 T2al NO MO
1A2 T2a2 NO MO
1B T2b NO MO
A T3a NO MO
B T1, T2, T3a N1 MO, T3b jakékoli NOMO
IVA T4 jakékoliv N MO
IVB jakékoliv T jakékoliv N M1

3.4 Terapie karcinomu déloZniho ¢ipku

Chirurgicky vykon je povazovéan za dominantni lécebnou modalitu ptedevs$im
casnych stadii karcinomu hrdla délozniho (tedy do stadia ITA). V poslednich
letech je kladen v této oblasti predev§im diraz na modifikaci radikality vykont
s ohledem na prognostické faktory a ptani pacientky ohledné zachovani fertility.
Hlavnim cilem je redukce morbidity, kterd vyznamné ovliviiuje kvalitu Zivota
odlécenych pacientek. V téchto stadiich je alternativou k chirurgickému vykonu
radikélni radioterapie. Indikovana je v ptipadech, kdy se pacientka nemtize
pfedevsim vzhledem k interkurentnim onemocnénim ¢i vzhledem k celkovému
stavu a véku podrobit operaénimu vykonu, nebo jde o jeji vyslovné piani. Jako
metoda volby se nepouziva predevs§im kvili postiradia¢nim komplikacim, které
nemocnym zhorsuji kvalitu prfedev§im sexualniho Zivota a také kvili ozareni
ovarii. [ pfes tyto uvadéné mozné komplikace se radikalni radioterapie dostava
dle poslednich studii do poptedi jiz od stadia IB2, a to vzhledem ke zlepSujicim
se technikdm radioterapie, které umoznuji vétsi Setfeni zdravych tkani, ¢imz je
vyskyt téchto komplikaci zmirnén.

Metodou volby od stadia IIB, kdy nador piertsta pericervikalni fascii a
postihuje parametria se stala radikalni chemoradioterapie. V poslednich letech

v$ak neni upln¢€ jednotny nazor na operabilitu tohoto stadia. V nékterych
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centrech, pokud nejsou potvrzeny vzdalené metastazy ¢i invaze do okolnich
organd, Se operuji i stadia s invazii do parametrii se soucasnou panevni
lymfadenektomii. Pro tento postup hovoii argumenty, které udavaji zabranéni
pozdnim komplikacim po radioterapii, zachovani ovariadlni funkce (provadi se
radikalni hysterektomie), poskytnuti spolehlivého stagingu lymfatickych uzlin s
odstranénim téch metastaticky postizenych a snizeni rizika recidiv u
radiorezistentnich nadorti. Nicmén¢ proti hovofi to, ze velka ¢ast pacientek po
operaci stejné podstupuje adjuvantni radioterapii, coz vyrazné zvysuje riziko
polécebnych komlikaci a zvySuje dlouhodobou morbiditu pacientek. Vzhledem
k tomu, Ze je$té neni dostatek studii, které by srovnavaly prognézu a morbiditu
pacientek 1é¢enych chirurgicky a pacientek 1é¢enych radioterapii, nelze
jednoznaéné fici, ktera z metod je metodou volby. Nicméné standardem v Ceské
republice zustava radikalni chemoradioterapie a k tomuto zpusobu 1é¢by se

ptiklanéji 1 NCCN doporuceni.

Stadium 0 ( karcinom in situ)

Hlavni 1é¢ebnou modalitou je konizace. Pokud nedosahuje tumor k okrajim, ¢i
do apexu konusu nebo neztstala ¢ast tumoru v hrdle a neni sporna invazivita
tumoru, je postacujicim vykonem. Hysterektomii lze zvolit tehdy, kdyz si Zena
nepieje dalsi téhotenstvi, déloha je myomat6zni, nebo nelze provézt konizaci

Z vyse popsanych divodu.

Stadium IA1

Pokud si Zena pieje zachovat fertilitu, pak je dostacujicim vykonem konizace,
pokud nador nevykazuje angioinvazi ¢i nejsou pozitivni okraje. Pfi angioinvazi,
nebo pozitivité okraju se provadi trachelektomie s laparoskopickou
lymfadenektomii a pokud jsou uzliny pozitivni je indikovana hysterektomie dle
Wertheima a Meigse. Jinak je indikovan konzervativni chirurgicky vykon —
extrafascialni hysterektomie, pokud si nemocna nepteje dalsi t€hotenstvi. Pokud

nelze tumor fesit operacné, je metodou volby samostatnd brachyterapie.

Stadium 1A2, 1B1, non bulky 1A

V téchto stadiich jiz ma chirurgicka 1écba srovnatelné vysledky s radikalni

chemoradioterapii, proto zavisi na zvyklosti centra, ktera z metod prevazuje. U
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pacientek mlads$ich je indikovana radikalni hysterektomie dle Wertheima -
Meigse s panevni a event. paraaortalni lymfadenektomii. Pokud jsou uzliny
pozitivni, je indikovana adjuvantni radioterapie. U Zen piejicich si zachovani
fertility (pouze u st. IA2, IB1) Ize provézt radikalni trachelektomii s panevni a
event. paraaortalni lymfadenektomii.

Radioterapie se provadi jako kombinovana radikalni 1é¢ba (zevni radioterapie
+ brachyterapie). K radioterapii lze pfidat komkomitantni chemoterapii (nejcastéji

cisplatinu). U stadia IA2 mtzeme provézt i samostatnou brachyterapii.

Stadium IB2 a bulky 114

Metodou volby od tohoto stadia je radikalni kombinovana radioterapie

s konkomitantni chemoterapii. Operacni feSeni je t€Z mozné, provadi se radikalni
hysterektomie dle Wertheima a Meigse, ktera je nutno doplnit adjuvantni
radioterapii. Takto kombinovana 1é¢ba zvySuje morbiditu v polé¢ebném obdobi,

proto se dava prednost chemoradioterapii.

Stadium 1IB, I11A, 111B

Zde obdobné jako u piedchozich dvou stadii je davana prednost radikalni
chemoradioterapii. U pacientek, které radioterapii podstoupit nechtéji, mizeme

zvazit radikélni hysterektomii S panevni a paraaortalni lymfadenektomii.

Stadium IVA
Dle stavu pacientky zvaZime bud’ samostatnou radioterapii, nebo

chemoradioterapii s cilem radikalnim ¢i paliativnim.

Stadium IVB
V tomto stadiu lze provadét jiz pouze 1é€bu paliativni. Jeji rozsah a typ zavisi
na celkovém stavu nemocné. Jedna se bud’ o chemoterapii nebo o radioterapii,

cilem je zeyjména udrzeni dobré kvality Zivota pacientky.
Pti zvazovani 1é¢ebné strategie pacientek od stadia IB2 vySe musime provést

radiologicky staging uzlin (CT bticha, MRI, nebo PET/CT). Jakmile je nélez

pozitivni, je u pacientek indikovana chemoradioterapie. Pokud je negativni, pak
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se provadi k vylouceni pozitivity panevni a event. paraaortalni laparoskopicka
lymfadenektomie.

Dulezita je i spravna indikace adjuvantni (pooperacni) radioterapie, kterd by
m¢éla byt provedena vzdy u radikalné odoperovanych pacientek s rizikovymi
faktory a to 1) u stadia pT1b1 s infiltraci vice nez 2/3 stromatu hrdla délozniho, 2)
u stadia pT1b2, pT2a a u vyssich stadii, 3) pti lymfangioinvazi, 4) u pozitivnich
uzlin, 5) v ptipad¢ tésnych ¢i pozitivnich okrajii manzety poSevni, 6) pfi
neadekvatni operaci (zejména pNX) od T1a2 vySe. Provadi se zevni radioterapie
panve v davce 45 Gy na oblast posevniho pahylu, parametrii, presakralnich,
zevnich, vnitinich a ptipadné i spole¢nych ilickych uzlin (u N1). Radioterapie se
pfi pozitivnich uzlinach, pozitivnim resekénim okraji ¢i Sifeni nadoru do
parametrii kombinuje s konkomitantnim podanim cisplatiny. Pokud jsou
postizeny spole¢né ilické uzliny ozatujeme i1 paraaortalni uzliny po uroven
rendlnich tepen, v ptipad¢€ postiZzeni paraaortalnich uzlin k hornimu okraji Th12.
Pokud jsou u pacientky postizena parametria, jsou pozitivni resekcni okraje, ¢i je
postizeni proximalni pochvy, kombinujeme zevni radioterapii s brachyterapii,
pokud to stav nemocné dovoli. Pouziva se aplikace vaginalnich ovoidi
(kolpostatu) nebo vaginalniho véalce do apexu pochvy a cilem je ozéafeni vagindlni

Jjizvy, horni tetiny vaginy a ¢asti parametrii.

Zavérem zminka o terapii recidivujiciho onemocnéni. Ta zavisi predevSim na
tom, jaka byla uzita 1é¢ba primarni, dale na tom, kde se recidiva vyskytla a
predevsim na stavu pacientky. Opera¢ni feSeni se uplatiiuje hlavné u pacientek
1é€enych priméarné radioterapii nebo u téch, které podstoupily konzervativné;si
chirurgické vykony (dle stavu nemocné 1ze pouzit az exenteracni vykony). Dale
muzeme pouzit cilenou radioterapii u pacientek, které ji v predchozi 16¢bé
nepodstoupily, ale 1ze uzit i reiradiaci u nemocnych s pfedchozi
radioterapeutickou lé€bou. Kombinovat miZeme zevni radioterapii
S brachyterapii ¢i chemoterapii. Pokud je recidivujici onemocnéni rozsahlého a
metastazujiciho charakteru uzivame pouze paliativni chemoterapii i radioterapii
s cilem zachovani co nejlepsi kvality zivota, nebo s ohledem na zdravotni stav

pacientky postupujeme pouze symptomaticky.
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3.5 Polécebné sledovani, komplikace a prognoza

3.5.1

352

Polécebné sledovani (follow up)

Cilem polécebného sledovani pacientek je v€asné zachyceni mozné recidivy
onemocnéni, dale v€asna diagnostika sekundarnich tumort a polé¢ebnych
komplikaci ve sledované oblasti. Jednou z hlavnich pfic¢in recidivujiciho
onemocnéni je perzistujici HPV. Nejcastéji se objevuji recidivy do dvou let od
prodélané 1écby, nicméné az 11% piipadl se manifestuje i po 5. roce od ukonceni
terapie (Cibula et al. 2009). V prvnim roce by m¢ly byt pacientky vysetieny
nejprve po 4 tydnech od ukonceni terapie a nasledné dochazet na kontroly kazdé
tii mésice. V ramci této kontroly je jim provedeno fyzikalni a gynekologické
vySetieni, provedeny fakultativné odbéry markertt SCCA (u spinocelularnich
karcinomit), nebo CA 125 a CEA (u adenokarcinomtt). Ultrazvuk panve a ledvin
Vv prvnich dvou letech je indikovan kazdé 3—6 mésice, poté jen 1x ro¢né. Ze
zobrazovacich vysetieni se provadi RTG srdce a plic 1x ro¢né a fakultativné CT
bticha a panve, MRI panve nebo PET/CT.

Odbér SCCA neni prozatim soucasti povinnych restagingovych vysetieni,
nicméné dle dostupné literatury, jeho zvysené hladiny piedchazi o nékolik mésict
klinickou manifestaci recidivy. Tento marker muze také pomoci pfi rozliseni

postiradiaéni fibrozy od skute¢né recidivy.

Prognoza

V¢asné zachyceni karcinomu déloZniho ¢ipku dava pacientkam velkou nadéji
na Uplné vyléceni. S pokrocilosti choroby se vSak jejich prognoza zhorsuje.
Bohuzel, jak je popsano v ¢asti o epidemiologii, pfevazuje pocet pacientek, které
maji v dob¢ diagndzy jiz onemocnéni v pokro€ilém stadiu. NejvyznamnéjSim a
progndzu nejvice zhorSujicim faktorem je samotna velikost priméarniho tumoru a
hlavné postizeni lymfatickych uzlin. DileZitym faktorem ovliviiujicim prognozu
pacientek je také spravné zvolena a hlavné kvalitn€ provedena terapie
(chirurgické vykony, planovani a aplikace radioterapie). V neposledni fad€ zavisi
prognodza na agresivité samotného tumoru, celkovém stavu pacientky a jeji
spolupraci. V tabulce ¢. 5 je uvedeno pétileté preziti pacientek ve vztahu ke stadiu

onemocnéni.
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3.5.3

Tabulka ¢. 5: Progn6za s ohledem na stadium onemocnéni

Cainsitu (TIS) trvalé vyléceni u 100%  5-ti leté preziti
Stadium I 75 —90% 81,6%
Stadium I1 50 — 70% 61,3%
Stadium I1I 30— 40% 36,7%
Stadium IV 10 - 15% 12,1%

Polécebné komplikace

Vznik nezadoucich reakei po 1é€b¢ zavisi u pacientek s karcinomem délozniho
¢ipku ptedevsim na pokrocilosti onemocnéni pii diagnoze, ktera rozhoduje o uziti
vhodné 1é¢ebné metody a hlavné na celkovém stavu pacientky pted lécbou.
Vzhledem k tomu, Ze u ¢asnych stadii davame prednost 1é¢b¢ chirurgické a u
stadii pokrocilejsich zase prevlada chemoradioterapie, délime polécebné
komplikace na chirurgické, postiradia¢ni a postchemoterapeutické. Dale dle doby
vzniku od ukonceni 1é¢by muzeme délit komplikace na ¢asné a pozdni. Vzhledem
k zaméfeni disertacni prace budou chirurgické komplikace zminény jen ve
struéném piehledu, vice rozebrany budou nezadouci reakce po onkologické 1é¢be.

Rozvoj chirurgickych komplikaci zavisi pfedevsim na rozsahu vykonu (na
radikalit€), na komorbiditach pacientky a hlavné na erudici centra provadéjiciho
operacni 1é¢bu. Rozdélujeme je na peroperacni, Casné a pozdni pooperacni.
Nejcastéjsi peroperacni komplikaci, a to hlavné pii radikalni hysterektomii, je
krevni ztrata. Postihuje asi 5% pacientek a v dnesni dob¢ je mortalita z této
pfi€iny jiz vzacna. V Casném poporeracnim obdobi se nejcastéji vyskytuji
urologické komplikace, jako je hypotonie mocového méchyie, ktera prodluzuje
nutnost ponechani Foleyova katétru (15-76%). Méné& Casto se vyskytuji
vaskularni ptihody (3-5%) — trombdza, krvaceni, embolizace, coZ jsou zivot
ohroZzujici stavy, ty uz maji mortalitu vyssi. V pozdnim pooperacnim obdobi se
objevuji komplikace predné v souvislosti s provedenym vykonem v panvi a
v souvislosti s provedenou lymfadenektomii. Ty nejcastéji se vyskytujici jsou: 1)
urologické — ptetrvavajici hypotonie mocového méchyie, tvorba pistéli,
inkontinence moci, 2) intestinalni — subileozni a iledzni stavy, 3)
lymfovaskularni — nejcastéjsi jsou lymfedémy dolnich koncetin, trombembolické
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piihody z panevnich zil a 4) komplikace spojené s hojenim sutury — hematomy,
abscesy ve stén¢ biisni, hernie. Velmi dalezitymi pozdnimi komplikacemi, které
ovliviiuji kvalitu zivota Zzen po chirurgické 1€¢bé, jsou sexualni dysfunkce.

V poopera¢nim obdobi udava potize se sexualni dysfunkci 75% zZen a ptiblizné
15% pacientek sviij sexualni Zivot po 16€bé tplné ukonéi (Cibula et al 2009).

Onkologicka terapie vzhledem ke svému Sirokému spektru zpiisobuje celou
fadu nezddoucich reakci. Netyka se totiz pouze tkani postizenych tumorem, ale
Casto ovlinuje celou fadu pochodi, které se diive ¢i pozdé&ji projevi na zdravych
tkanich jak v pfimém okoli tumoru, tak i na tkanich vzdalenych (napt. nezadouci
reakce chemoterapie ve smyslu myelopatie atd.).

Jiz pti planovani radioterapie musi radia¢ni onkolog dle hodnot toleran¢nich
davek zdravych tkani rozhodnout o davce, kterd bude aplikovana do cilového
objemu s minimalnim zasazenim kritickych orgéanii. U karcinomu délozniho
¢ipku jsou hlavnimi kritickymi organy mocovy méchyt, rektum a tenké stievo.
Pokud je nutné ozafované pole rozsifit a ozatrovat oblast paraaortalnich uzlin,
pridava se k nim jesté micha a ledviny. I pfesto, Ze vyvoj radioterapie jiz
predevsim diky IMRT, ptfesnéjSimu planovani radioterapie, umoziuje vyrazné
snizit davku aplikovanou na kritické organy, ziistavaji nezddouci reakce na
ozéteni limitujicim faktorem 1éCby.

Komplikace po prodélané radioterapii mizeme rozdelit dle mista vzniku na
lokalni a systémové. Lokdlni reakce jSOU 0mezeny na ozafovany objem. Byvaji
Jimi postiZzeny tkané vystavené piimému svazku ionizujiciho zafeni, coz u
karcinomu délozniho ¢ipku jsou piedevs§im kize v ozatovaném poli, rektum,
mocovy méchyf, pochva a panevni kosti. Pacientky je dokazi ptesné popsat a
lokalizovat. Systémové reakce po aktinoterapii jsou nespecifického razu.
Vyskytuji se zejména u pacientek, u kterych byl velky ozafovaci objem v oblasti
bficha. Mezi nej€astéji udavané ptiznaky patii — inava, malatnost, nauzea,
zvraceni a jako systémovou reakci 1ze oznacit 1 utlum kostni diené.

Dal$im a prakticky nejvyuzivanéjSim délenim postiradiacnich reakci je
rozdeleni dle rychlosti jejich ndstupu — na ¢asné a pozdni. Toto d€leni ale nezévisi
tak na dob€ vzniku, jako na patofyziologickém mechanismu G¢inku ionizujiciho
zafeni na urcité typy tkani. Tomuto mechanismu se vénuje kapitola 0

radiobiologii tkani.
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Casné poradiacni reakce se tykaji predevsim tkani s rychlou obménou bunék.
Jde tedy predevsim o sliznice, kizi a kostni dfefi. Je to zplisobeno tim, ze bunky
téchto tkani maji krats$i bunéény cyklus a reaguji tak na poskozeni ionizujicim
zarenim diive. U pacientek s karcinomem délozniho ¢ipku nejcastéji pozorujeme
lokalni ¢asné ucinky v podob¢ poradiacni dermatitidy Vv oblasti tfisel, perinea a
crena ani, jednotlivé stupné postizeni jsou popsany spolu s dal§imi v tabulce €. 6.
Dalsi casto se vyskytujici jsou reakce na sliznici pochvy v podob¢ edému a
epitelolyzy s fibrinovymi nalety (tzv. $pekovita reakce). Mezi velmi
frekventované piiznaky Casné reakce na ozafeni patii urologické ptiznaky —
dysurické obtize, hematurie, nykturie a z gastroenterologickych ptiznaka to jsou
predevsim prijmy, nadymani, tenezmy, bolesti biicha, rektorhagie a pii ozafovani
Vv oblasti horniho bficha pak nechutenstvi, nauzea a zvraceni. V podstaté jde o
aseptické zanéty sliznic, které se ale casto rychle bakteridlné infikuji a mohou
komplikovat samotnou 1é¢bu zafenim napft. rozvojem sepse. K dal§im jiz
systémovym ¢asnym reakcim fadime hematologické reakce. Tyto se zvlaste
vyskytuji u pacientek 1écenych kombinaci chemoterapie a radioterapie. Proto je
b&hem 1é¢by nutné u pacientek sledovat pravidelné hodnoty krevniho obrazu
(KO) s diferencialnim poétem leukocytl. Pozorované poklesy se tykaji piedevsim
neutrofilt pod 0,5 x 10° tzv. febrilni neutropenie, ktera patii k jedném z akutnich
stavii v onkologii. Zavaznost reakci se posuzuje dle pétistupnové skaly RTOG,
RTOG/EORTC kritérii, nebo dle LENT-SOMA skorovaciho sytému. Piiklad
RTOG/EORTC klasifikace viz. ptilohy (tabulka ¢. 6).

Lécba ¢asnych nezadoucich reakci spoc¢iva predevsim v lokélnim oSetfovani
poskozené kiize a sliznic, v podavani antiemetik, antidiarhotik a antibiotik. Pokud
dojde k vyraznym poklesim krevnich elementu, pak je nutna suplementace
krevnich derivath a jsou podavany ristové faktory. Zasadni pro dalsi pokracovani
1é¢by je 1 podpirna terapie v podobé hydratace, sledovani ptijmu stravy
S naslednym vyuzitim nutric¢ni podpory a spravné vedena analgoterapie.

Pozdni nezadouci efekty radioterapie postihuji tkang, jejichZ bunky maji
dlouhotrvajici bunéény cyklus a reaguji tedy s veétsim zpozdénim na poSkozeni
ionizujicim zafenim. Bohuzel bunky téchto tkani maji také nizkou schopnost
regenerace, a proto zmeény v dané tkani byvaji vétSinou ireverzibilni. Toto je

hlavni limitujici faktor aplikace radioterapie. Frekvence vyskytu pozdnich
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komplikaci po radioterapii se u pacientek s karcinomem délozniho ¢ipku
pohybuje mezi 10-15%. Nicméné zlepSovani technik radioterapie bude mit jisté
pozitivni vliv na redukci téchto komplikaci. Pozdni nezaddouci reakce se
manifestuji v intervalu od 6 mésict az po nékolik let od ukoncené terapie. U
pacientek s karcinomem d¢lozniho ¢ipku, které byly 1é¢eny radioterapii, byva
nejcastéji postizeno rektum, mocovy méchyft a uretra, vagina a tenké stievo.
Riziko se zvySuje se zvysujici se davkou, s velikosti ozafovaného objemu a zavisi
také na pouzité technice a davkovém schématu. Z biologickych faktorti rozvoj
pozdnich Gc¢ink radioterapie ovliviluje pfedevsim tkanova hypoxie, sekundarni
zéanétliva reakce a fibroprodukce a v neposledni fad¢ molekularné biologické
faktory (napf. mutace gent zodpovédnych za spravny pribéh bunééného cyklu a
za buné¢nou proliferaci). Pravé mutace gend ovliviigjicich bunééné pochody jsou
Vv soucasné dobé¢ studovany jako jedna z pficin vyssi senzitivity tkani

k ionizujicimu zafeni. K objektivizaci téchto pozdnich komplikaci pouzivame
mezinarodni klasifikace podobné jakou akutnich nezadoucich reakci. Pacientky
s cervikalnim karcinomem postihuje nejcastéji stendza pochvy nebo posevniho
pahylu, postiradiacni proktitida a cystitida, fibr6za podkozi a lymfedém dolnich
Vv panevnim kruhu a lumbosakralni plexopatie. Lécba pozdnich komplikaci byva
dlouhodobd a ve vétsing pripadua jde spiSe o zmirniovani obtizi. U tézsich pfipada
je nutné i operacni feSeni (napf. derivacni stomie, epicystostomie, nebo
chirurgickd Gprava vaginalnich sten6z), které zhorSuje morbiditu i mortalitu
pacientek v polécebném obdobi. Cilem radia¢ni onkologie je proto co nejvice
Setfit zdravé tkan€ Gpravou technik planovani a aplikace ionizujiciho zéafeni.
Cilem soucasného vyzkumu v této oblasti je nalézt vhodné prediktivni faktory
vy$$i radiosenzitivity, které by ndm umoznily 1épe individualizovat 1é¢bu s cilem

dobré kontroly samotného nadoru pii maximalnim Setfenim zdravych tkani.

Postchemoterapeutické nezadouci G¢inky zahrnuji velké mnozstvi akutnich i
pozdnich komplikaci a podrobnéjsi popis jisté pfesahuje ramec tohoto textu.
Uvadim proto pouze nejcastéji se vyskytujici a to pfedevSim akutni reakce na
podani chemoterapeutik. Vzhledem k tomu, Ze u pacientek 1é¢enych pro
karcinom délozniho ¢ipku jsou v radikalni 1é¢bé nejcastéji uzivany platinové

derivaty, vyskytuji se u nich pfedevs§im tyto nezadouci reakce — 1) alopécie, ktera
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byvé pouze doCasnd, 2) nauzea a zvraceni, kter¢ ale jiz v dnesni dobé vétSinou
dobie zvladame pomoci kombinované antiemetické terapie, 3) hematologicka
toxicita — anémie, neutropénie a trombocytopénie, které dle stupné zavaznosti
feSime suplementaci krevnich derivatt ¢i ristovymi faktory a posledni velmi
vyznamna je 4) nefrotoxicita, ktera u tézsich piipadi maze skoncit trvalym
poskozenim az selhanim ledvin, proto je nutné pravidelné kontrolovat ledvinné
funkce a zajistit dostate¢nou hydrataci.

Trendem soucasné komplexni protinadorové 1é€by je i pres velké riziko vzniku
polécebnych komplikaci tyto reakce co nejvice eliminovat a udrzet co nejlepsi
kvalitu zivota odlécenych pacientek. Piispiva k tomu zdokonalovani operacnich
technik, nové moznosti aplikace radioterapie i celkové neustéle se zlepSujici

podpiirna péce o pacienty v pribchu 1é¢by i po ni.

3.6 Prevence a screening
Vzhledem ke své etiologii je nador délozniho ¢ipku snadno preventabilni

zhoubné nadorové gynekologické onemocnéni. Diikazem toho jsou zemé s velmi
dobfe fungujicim screeningem, Ve kterych klesla incidence tohoto onemocnéni
pod 10 a u nékterych pod 4/100 000 obyvatel. Samotna prevence se u nadoru
délozniho ¢ipku soustiedi na identifikaci rizikovych faktord, na detekci
prekancero6z a Casnych stadii onemocnéni, ¢imz se snazi predejit vy$$im narokim
na 1é¢bu a disledkiim progrese a recidivy onemocnéni. Prevenci miizeme rozdélit

na Ctyfi urovné€ — primarni, sekundarni, tercierni a kvartérni.

Primarni prevenci u karcinomu déloZniho ¢ipku se snazime zabranit
samotnému vyskytu onemocnéni eliminaci rizikovych faktora a identifikaci
jedincu s hereditarnimi sklony k onemocnéni. Diilezita je v tomto dostateéna
osvéta populace z hlediska rizikovych faktord. Hlavnimi rizikovymi faktory pro
vznik cervikéalniho karcinomu jsou sexudlni promiskuita, nezdravy zivotni styl a
koufeni. Dominantni pfi¢inou rozvoje karcinomu délozniho ¢ipku ale ziistava
persistujici HPV infekce. Toto zjisténi vedlo v minulosti k vytvoteni vakcin proti
hlavnim rizikovym typim HPV a dobrovolné plo$né ockovani divek od 12 let

proti HPV se jiz od roku 2012 zavedlo i v Ceské republice.
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Obrazek ¢. 5: Human papilomavirus 16
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Pacientky si mohou vybrat ze dvou typu vakcin: 1) Silgard — je vakcina ktera
pusobi proti typim 16,18 HPV, které se nejvice podileji na rozvoji cervikalniho
karcinomu a zaroven proti HPV typtim 6,11, které jsou ptivodci genitalnich
kondylomat. Pojistovna tuto vakcinu nehradi. 2) Cervarix — je vakcina pouze
proti typim HPV 16, 18 a od 1. 4. 2012 je plo$né hrazena ze zdravotniho
pojisténi pro divky od 12 let. Vakciny obsahuji pouze obaly virti a nemohou tak
zaptiCinit samotnou infekci. Pfedpoklada se, ze 1 kdyZ je vakcina namitfena pouze
proti zdkladnim vySe popsanym typim HPV, vyvola zkiiZenou reakci imunitniho
systému 1 proti dal§im HPV virim. Nejucinngjsi je okovat divky jesté pred
zahajenim pohlavniho Zivota, ale o€kovat se mohou nechat 1 Zeny aZ do véku 45
let, u kterych toto o¢kovani také snizuje riziko onemocnéni karcinomem
délozniho ¢ipku. Prokazano bylo i sniZeni rizika vzniku karcinomu pochvy, anu a
hrtanu, proto se jist€ zvazuje 1 ploSné o¢kovani chlapct, ale vakcinou Silgard,
ktera ptisobi i proti typum 6 a 11 (Burger et al. 2014). Nicméné prozatim je to
pouze na rodicich, zda nechaji svého syna ockovat, protoze v tom piipad¢ musi

uhradit vakcinu samy.

Sekundérni prevence je zamétena na véasnou diagnézu prekancerdz a

zhoubnych nadori hrdla déloZzniho v €asnych stadiich. Jejim cilem je sniZovat
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mortalitu zachycenim niz8ich stadii onemocnéni. Hlavnim nastrojem sekundarni
prevence je screening karcinomu délozniho hrdla, o kterém je vice pojednano

Vv kapitole diagnostika. Pacientky maji narok na bezplatné screeningové vysetieni
u svého gynekologa 1x ro¢né. Pokud se na n¢j zena nedostavi, jsou od ledna 2014
zavedena pravidla adresného zvani, které bude zajisténo zdravotnimi
pojistovnami. Spolecné se screeningem je ale dilezita informovanost a motivace

zen, aby se pravidelnych ro¢nich kontrol Gcatnily.

Terciarni prevence ma za hlavni cil v€as zachytit recidivujici onemocnéni.
Jejim hlavnim ukazatelam je dlouhodobé pieziti nemocnych, proto je po 1é¢be
nutny efektivni a pravidelny follow up. Péce o tyto pacientky by méla byt proto
soustfedéna do onkogynekologickych center. V terciarni prevenci je nutné se

vénovat i primarni a sekundarni prevenci dal$ich malignit.

Kvartérni prevence jiz spo¢iva v ptfedchazeni a predvidani disledki
progredujiciho onemocnéni. Hlavnim cilem je udrZet co nejlepsi kvalitu Zivota

pomoci kvalitni analgoterapie, podptrné terapie a psychosocialni podpory.
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Radiobiologické aspekty

Bunéény cyklus je u nenddorovych zdravych bunék presné a citlivé regulovany
d¢j, na jehoz spravném pribehu se podili cela fada genti a jejich produkta. DéEli se
na 4 faze: G1, S, G2, M, pfic¢emz kazda faze ma sva specifika a u riznych druhii

bunék trva i jinak dlouhou dobu.

Obrazek €. 6: Faze bunécného cyklu
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|
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Faze G1 (Gapl) — je prvni fazi po déleni buriky a probihaji v ni bézné

fyziologické procesy. Trva vétsinou nejdéle a v jejim prubéhu ma buiika moZnost
vstoupit do GO faze, coz je faze klidova, kdy je nulova proliferacni aktivita a
probihaji bazalni procesy uvnitt buniky. Vznikaji z nich tzv. bunky diferencované,
pficemz ne vSechny jsou znovu schopné klidovou fazi ukoncit a znovu pfejit do
faze G1 (napf. neurony). Pokud bunka nevstoupi do GO faze, nasleduje faze S
(syntéza) — V jejim prub&hu dochazi ke zdvojeni (replikaci) genetického materialu
buiiky v rdmci piipravy na bunééné déleni. Replikace DNA je mnohastupnoveé
kontrolovany proces, ktery mtize pii Spatné funkci kontrolnich ¢i reparacnich
mechanizmu vést k zdvaznym genetickym zménam (mutacim). Po fazi syntézy

nasleduje faze G2 (Gap?2) pti niz se zdvojuji organely a syntetizuji proteiny nutné

k naslednému rozdéleni buriky na dvé burniky dcetiné. Samotna faze déleni se
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nazyva faze M (mitotickd), na jejimz konci vzniknou dvé bunky s identickou

genetickou vybavou, které vstupuji ve svych cyklech opét do faze G1.

Regulace takto slozitého procesu je nezbytna pro udrzeni homeostazy
Vv organismu a jeji poskozeni vede bud’, k bunééné smrti, nebo k nadorvé
transformaci buniky. Kontrolu zajiSt'uji proteiny cykliny a cyklindependentni
kinazy, jejichz funkce je na cyklinech zavisla. Samotnou aktivitu
cyklindependentnich kinaz tidi praveé koncentrace cyklina v burice, kterd se méni
V raznych fazich bunééného cyklu. Bunéény cyklus ma prozatim popsany 4
kontrolni body (checkpointy), z nichz pro radiobiologii nejvyznamnéjsi je
regulacni bod G1 a G2 (Feltl, Cvek 2008). Checkpoint G1 se nachazi mezi G1 a
S fazi a pted jeho prekondnim prodéla buitka komplexni kontrolu integrity DNA.
Pokud naleznou kontrolni mechanismy chybu v priibéhu kontroly, dojde
k zastaveni bunééného cyklu a ke spusténi repara¢nich mechanizmti. Pokud se
defekt v DNA opravit neda, ptejde burika do programované buné¢né smrti, pokud
jej opravi, mize pokracovat dale v procesu déleni. Klicovou roli v detekci
poskozené DNA hraje DNA dependentni kindza ATM, o které bude pojednano
v samostatné kapitole. Druhym checkpointem je G2, ktery se nachazi mezi G2-M
fazi. Jeho hlavni vyznam spociva v kontrole jak integrity DNA, tak dalsich ¢asti
replikované buiiky pted rozdélenim do dcefinych bunék. Opét tedy pomoci
kontrolnich a reparacnich mechanizmi umozni buiice opravit pfipadna poskozeni
a bunécny cyklus pokracuje dale smérem k mitdze nebo u neopravitelnych
poskozeni smérem k apoptoze. Tyto dva velmi dilezité kontrolni body bunécného
cyklu se podileji na udrzeni genomové stability a jejich poSkozeni se vyznamné

podili na rozvoji nadorové buné¢né transformace.

Z radiobiologického hlediska je butika nejcitlivejsi k poskozeni ionizujicim
zatenim v pozdni G1 a G2 fazi, vzdy pied vstupem bunky do checkpointu. Z toho
vyplyva, Ze pokud doslo k poskozeni DNA pted kontrolnim bodem, je vétsi
pravdépodobnost jeho odhaleni, ale 1 vétsi pravdépodobnost bunééné smrti.
Zatimco pokud je DNA poskozena az za checkpointem, je vétsi riziko, ze
poskozeni nebude opraveno a prezije tak buiika s poskozenym genomem (Feltl,
Cvek 2008).
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Obrazek ¢. 7: Checkpointy bunééného cyklu
Pti chyb¢ zastava cyklu-

reparace DNA a mitdza
nebo apoptoza

Checkpoint 2:

. Checkpoint 1:

kontrola integrity <Z

DNA
kontrola G 2

zdvojenych organel

4.2 Reakce bunék na poskozeni ionizujicim zafenim

kontrola integrity DNA
kontrola organel pted
syntézou

Pti chybé zastava cyklu -
reparace DNA a pokracovani
Vv syntéze nebo apoptdza

Poskozeni molekuly DNA zpusobuje cela fada faktorti, mezi které patii

oxidativni stres buiky (napf. pfi zanétu, ischemii a nasledné reperfuzi), faktory

fyzikalni (poskozeni ionizujicim zafenim) a chemické (riizné druhy chemikalii).

Vzhledem k zaméteni diserta¢ni prace bude dale pojednano predevs§im o vlivu

ionizujiciho zafeni na molekulu DNA.

Interakce ionizujiciho zafeni s molekulou DNA mtZeme rozdélit na pfimé a

nepiimé. Zakladnim procesem, ktery zptisobuje samotné poSkozeni DNA, je

ionizace. Pfi ni se atomy a molekuly zasazené buniky méni v ionty. lonizace mtize

byt bud’ pfima (vSeobecné ji s vétsi pravdépodobnosti zpisobuje zafeni s t€zkymi

Casticemi — alfa zafeni) — coZ je vzacnégjsi déj, ktery vede pfimo k vyraznému

poskozeni vétsSinou obou vlaken DNA, nebo ionizace nepiima (takto posSkozuje

molekulu DNA zafeni s lehkymi ¢asticemi — zafeni X) — pti niz dochazi nejdiive

k ionizaci vody s naslednym vznikem volnych radikala kysliku, které reaguji

s DNA a poskozuji jeji fosfosacharidovou slozku nebo poskozuji baze. Timto

zpusobem je poskozeno az 70% bunék vystavenych ionizujicimu zateni (Slampa,

Petera et al. 2007). Ionizujici zafeni poskozuje DNA molekulu riznym zptisobem

vvvvvv

tvorba zlomi DNA molekuly. Zlomy mohou postihnout bud’ jedno, nebo obé

vldkna DNA a dle toho je také délime.
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Jednovlaknové zlomy (single — strand breaks, SSB) vznikaji narusenim vazby

mezi jednotlivymi nukleotidy na jednom vlakné¢ DNA molekuly. Jsou proto
snadnéji reparovatelné, protoze druhé neposkozené vlakno slouzi jako vzor pro

reparacni mechanismy.

Obrazek ¢.8: Jednovlaknové a dvojvlaknové zlomy DNA - o
o™
DSB - dvojity zlom DNA o
78"

SSB — jednoduchy zlom DNA

Dvojvlaknové zlomy (double- strand breaks, DSB) jsou nejvyznamng&;jsi

poskozeni DNA, které¢ zplisobuje ionizujici zafeni. Postizena jsou totiz obé vlakna
dvousroubovice, jejich reparace je podstatné slozit¢jsi a zatizend velkym
vyskytem chyb (chromozomalni aberace, mutace). Tyto chyby bud’ vedou ke
smrti burniky, nebo bunéény cyklus pokracuje dale, ale s jiz zmutovanym
genomem. Takto poSkozena genetickd informace miiZze vést k neregulovanému

déleni bunék a ke spusténi tumorigeneze.

Odpovéd buiiky na poSkozeni DNA je vysoce slozity proces zahrnujici
regulaci genové exprese ve vsech jejich stupnich, vedouci k expresi tisici gend
(Missirian et al. 2014). Prvnim krokem odpovédi na po§kozeni DNA je
rozpoznani zlomi této molekuly. Jakmile dojde k nahromadéni DSB pfi replikaci,
dojde k aktivaci checkpointu. Klicovym enzymem této aktivacni reakce je ATM
kinaza a ATR (ATM and RAD3 related) kinaza, které nasledné spusti kaskadu
déju vedoucich k zastaveni bunééného cyklu a k reparaci nebo k bunééné smrti
(Davis et al. 2013). Pokud je poskozeno pouze jedno vlakno DNA, je pro bunku

snadné jej opravit. Neposkozené vlakno je vzorem pro DNA ligazu, ktera
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dosyntetizuje dle této predlohy poSkozenou ¢ast fetézce. DSB zlomy jsou pro
mechanismy slouzici k opravé DSB zlomit DNA jsou homologni rekombinace
(HR) a nehomologni rekombinace (HNEYJ).

Homologni rekombinace je na neposkozeném vléknu zavisly, vysoce piesny
reparacni proces, jehoz hlavni ulohou je ochrana genomu. Hraje dilezitou roli
piedevsim pii zdvojovani genetické informace a poskytuje tak kritickou podporu
pii DNA replikaci a udrzovani spravné funkce telomerazy (Li et al. 2008). Tento
reparacni proces ale probihd spise u jednodussich organismt, protoze je velmi
slozité nalézt u vyssich organismi vhodnou piedlohu pro opravu. HR se
uplatiiuje predevsim v pozdni S fazi a fazich G2 a M, protoZze zde je dostatek
genetického materialu (jsou zde ptitomny sesterské chromatidy) k nalezeni

vhodné ptedlohy (Reliene et al. 2007).

Nehomologni rekombinace je v kombinaci s dalsimi repara¢nimy procesy
nehomologni rekombinaci dochazi k pfimému spojovani konct poskozeného
fetézce DNA molekuly (bez ohledu na kompatibilitu) a na rozdil od HR, neni
potieba homologniho vlakna K reparaci 1éze fetézce. Teoreticky tak neni tento typ
rekombinace zavisly na fazi bunécného cyklu (Davis et al. 2013). Tento typ
opravy genomu je ale spojen s velkym rizikem vzniku genomovych zmén

(mutaci), které mohou byt spoustécem kancerogeneze.

4.3 Radiosenzitivita a radiorezistence

Vnimavost buné€k k Gi€¢inkiim ionizujiciho zéafeni je ovlivnéna celou fadou
faktorii. Jednim ze zakladnich je faze bunécéného cyklu, ve které se dané bunky
pii ozéfeni tkané nachazeji. Bylo prokazéano, Ze buriky, které se nachazeji
Vv pozdni G1 a G2 fazi, tedy pted kontrolnimi body cyklu, nebo u nich probiha
mitoticka faze, jsou vice radiosenzitivnéjsi (Sinclaire et al. 1963). Na tomto
pokladé 1ze nasledné i rozd€lit tkané na vice radiosenzitivni a radiorezistentni,
protoze tkané, jejichz buniky maji kratky bunéény cyklus s rychlym proliferacnim
potencialem, budou vice vnimavé k ozareni. Rychle délici se buiikky maji totiz
omezenou reparacni kapacitu a po jejich ozafeni dochéazi k rychlé bunééné smrti
(sliznice, epidermis aj.). Naopak je tomu u tkani radiorezistentnich, jejichZ bunky
se bud’ déli pomalu, nebo viibec (vazivo, svalova tkan, nebo buiiky CNS). Na
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vnimavost bunék k ionizujicimu zatfeni ma vliv 1 dostatecné okysliceni, pfi¢emz
hypoxie zplisobuje vyssi radiorezistenci bun¢k. Bunécna radiosenzitivita ma ale,
dle posledniho vyzkumu, podklad také v genetické vybavée jedince. Tyto
genetické rysy spolecné s vlivem prostredi zptisobuji velkou interindividuélni
variabilitu reakce organismu na ionizujici zafeni (Roberts et al. 1999). Geneticky
podklad tkanové, respektive bunéc¢né radiosenzitivity, je v poslednim desetileti
vyznamnym stiedem zajmu védeckych praci, které se snazi najit vhodné
prediktivni faktory vyssi tkanové citlivosti k ozafeni. Vzhledem k vyse popsané
reakci bun¢k na ozéreni se jako vhodné genetické faktory nabizeji praveé geny

zodpovédné za detekci a reparaci poskozené DNA.
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5 Gen ATM - Ataxia — teleangiectasia mutated

5.1 Lokalizace genu, zarazeni do proteinové rodiny a funkce

Gen ATM byl lokalizovan na dlouhém raménku 11. chromozomu (11q22—
q23) jiz v roce 1991 (Foroud et al. 1991). kéduje dulezitou checkpoint kinazu,
ktera je ¢lenem PI3/PI4 — kinazové rodiny. ATM serine/threoninova kinaza je
dilezity enzym, ktery spole¢né s blizce ptibuznou ATR kindzou, patii mezi
hlavni regulatory signalnich cest bunécného cyklu zodpovédnych za odpoveéd na
poskozeni DNA molekuly (Chistakov et al. 2008). Po své aktivaci spousti
kaskadu déju, pti které jsou aktivovany dalsi proteiny zahrnujici — tumor
supresory p53 a BRCA1, checkpoint kinazy CHK2, checkpoint proteiny RAD 17
a RAD 9 a DNA reparac¢ni proteiny NBS1 a SMC1. SMCI1 je klicovym proteinem
pii kontrole DNA replikacni vidlice (jde o komplex proteint, které zodpovidaji za
prubéh replikace) a pii reparaci poSkozené DNA (Kitagawa et al. 2004). Na
obrazku €. 9 jsou zobrazeny hlavni signalni cesty aktivované ATM kinazou.

Hlavnim procesem, ktery vede k aktivaci ATM, je remodelace chromatinové
formace, vznikajici po zasazeni DNA molekuly fyzikalnimi ¢i chemickymi
noxami, na jejichz podkladé vznikaji SSB a DSB zlomy DNA. Tato remodelace
probiha hned v prvnich minutach po zasazeni a to v oblasti, kde se nachazeji
DNA reparacni proteiny (Tichy et al. 2010). Aktivace ATM je jednim z prvnich
krokt smétujicich k odpovédi na poskozeni DNA (Lavin et al. 1997). Po iradiaci
DNA a nésledném vzniku DSB zlomu dochazi k fosforylaci serinové ¢asti ATM
kindzy, coZ vyvola disociaci neaktivniho dimeru a ATM se tak stava aktivni.
K tomuto procesu je nutna piitomnost komplexu MRN, ktery se sklada z proteinti
Mrell, Rad50 a Nbsl (Uziel et al. 2003). V pribéhu replikace je MRN komplex
spojen s chromatinem, kdyz rozpozna DSB zlom DNA, vysle signal neaktivni
ATM kinaze. V podstaté lze fici, Ze MRN komplex je hlavnim sensorem
vzniklych zlomtt DNA molekuly po iradiaci (Mirzoeva et al. 2003).

Vzhledem k velkému mnozZstvi substratt, které ATM kinaza po své aktivaci
fosforyluje, je nesporné, ze je klicovym regulatorem bunécné odpovédi na
zapojena do DNA reparace a také do regulace apoptdzy (Khanna et al. 2001).

Prvnim checkpointem je G1 checkpoint, ve kterém ATM kinaza fosforyluje
(aktivuje) proteiny p53, chk-2 a mdm2. U proteint chk-2 a mdm?2 nadale

ovlivityje jejich aktivitu tak, aby mohla fidit aktivitu a stabilitu proteinu p53
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(Kastan et al. 1991). Aktivovany p53 protein je kli¢ovy mediator pro zastaveni
bunééného cyklu a pro rozvoj apoptozy (Preist et al. 2004). Hlavni cilovy protein
aktivovaného p53, ktery reguluje G1/S arrest je protein p21, ktery spolecné

S proteiny p27 a p57 tvoti rodinu proteind majicich schopnost inhibovat Siroky
okruh cyklin-dependentnich kinaz. Tyto indukuji nasledné zastavu bunééného
cyklu (Schwartz et al. 2002).

Obrazek. ¢. 9: ATM regulace bunééného cyklu

Ionizujici zareni

§ DINA

¢

SSB. DSB zlomy ATM dimer |=n- ATM kinaza (ald:ivni)
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q
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/ CDc25A CDc25A
le tnalze aktivovat
ek G2/M arrest

G1/8S arrest
Inhibice syntézy DNA

Druhym checkpointem, ktery ATM kinaza reguluje, je kontrolni bod v S fazi.
Procesy probihajici po aktivaci kaskady ATM kinazou v tomto checkpointu
vedou k zastaveni DNA syntézy. U pacientli s AT bylo prokazano, ze pokud jsou
poruseny pochody v tomto checkpointu, dochazi k jevu tzv. radiorezistentni DNA
syntézy (Lobrich et al. 2005). ATM totiz aktivuje chk-2 kinazu, ktera dale
fosforyluje fosfatazu CDc25A coz vede v disledku k jeji degradaci. Tato
degradovana CdC25A fosfataza nemuze defosforylovat cdk2, ktera je nutna pro
dalsi syntézu DNA. Jakékoli mutace vyse popsané kaskady vedou k neschopnosti
bunky inhibovat syntézu DNA (Falck et al. 2001).

Poslednim checkpointem regulovanym ATM kindzou je kontrolni bod

piechodu G2/M faze. Tento kontrolni bod je nezbytny pro zastaveni bunécného
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cyklu pii iradiaci v G2 fazi. Jde o proces zavisly na aktivaci chk-1/chk-2 kinaz,
protoze ty, pokud jsou aktivované, inhibuji aktivaci CDc25A fosfatdzy nutné

k dalsimu pokrac¢ovani bunééného cyklu (Bao et al. 2001).

Teémito vySe popsanymi procesy reguluje ATM kinaza prib¢h bunéného
cyklu, nicméné je zdroven zapojena do samotné reparace DNA. Jak bylo jiz

uvedeno, defekty DNA se reparuji pomoci 2 hlavnich mechanismi — NHEJ a HR.

Nehomologni end-joining je dominantni u sav¢ich bunék a tento typ reparace

pievlada v G1 a ¢asné S-fazi bunécného cyklu, ale aktivni je v podstaté v prubéhu
celého cyklu (Ma 'Y et al. 2005). Nevyhodou tohoto typu reparace, je ale vétsi
vyskyt spojeni nevhodnych koncti DNA, coz mize vést ke vzniku
chromozomalnich aberaci, které nejsou rozpoznané v dalsi fazi bunééného cyklu

a mohou byt 1 pfi¢innou maligni transformace bunék.

ATM kindza a MRN komplex maji rozhodujici tilohu pravé v prubéhu druhého

mechanismu opravy poSkozené DNA — pii Homologni rekombinaci. Pti HR je

jako ptedloha (templat) pouzita homologni neposkozend sekvence DNA sesterské
chromatidy. Tato umozni opravu poskozen¢ ¢asti molekuly do ptivodniho stavu

S pfesnym napojenim k sob¢ nélezejicich konci DNA. ATM kindza reguluje tento
proces pomoci fosforylace BRCAT1 proteinu. Tato aktivace ale probiha nepiimo
ptes chk-2 ve vazb¢ na protein RAD51. Ten nasledné katalyzuje ATP-
dependentni vyménu a parovani homolognich sekvenci mezi DNA fetézci (Lee et
al. 2000).

5.2 Mutace a polymorfismy genu ATM a bunécna radiosenzitivita

Nazev samotné ATM kinazy je odvozen od vzacného neurodegenerativniho
onemocnéni Ataxia teleangicktazia, které se dédi autozomalné recesivné (Border
et al. 1995; Lavin et al. 2008). Jedinci, ktefi jsou nosi¢i tohoto onemocnéni, se
rodi bez znamek postizeni, ale béhem prvnich 2—3 let se u nich objevi prvni
ptiznaky. Incidence této geneticky podminéné poruchy je 1/100 000 ziveé
narozenych déti na svété (Chun et al. 2004.) Nékdy jsou ptiznaky tohoto
onemocnéni shrnuty pod pojem Luis-Baarové syndrom. Ta popsala symptomy
této vrozené poruchy jako progresivni mozeckovou ataxii s koznimi
teleangiektaziemi v roce 1941 (Luis-Bar 1941). Nasledn¢ az po 16 letech v roce

1957 bylo toto onemocnéni prejmenovano na Ataxia teleangiektazia Syndrom
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diky dvéma lékaiim — Boderovi a Sendwickovi. Ti pomoci autopsii popsali
organové abnormality a sou¢asné hlavni pfiznaky choroby jako neurologické
symptomy, kozni ektazie a treti nejCastéjsi ptiznak rekurentni sinopulmonarni
infekce (Boder and Sandwick 1957). Mezi hlavni projevy AT syndromu patii —
poruchy koordinace pohybt (progresivni choreoatetdza), u déti byva opozdény
vyvoj chiize, ataxie a apraxie pohybu o¢i. Dale se objevuji ¢etné teleangiektazie
v oblasti mozecku, kiize nosu, usi, o¢niho bélma a nad lokty. Postizen je i
mentalni vyvoj jedinct, ktery se zastavuje na Girovni 10— 12 let. Casto jiz béhem
prvnich mésicti Zivota se objevuji piiznaky imunodeficience (opakované
sinopulmonarni infekce) a piiznaky vyssi radiosenzitivity a to jak na UV zaieni,
tak i na medicinalni ozafeni. Také se u téchto nemocnych zvysené vyskytuji

ey een

nadorova onemocnéni, ktera vznikaji jiz v mladém véku (Khanna et al. 2000).

V nésledujicich letech byla odhalena pfi¢ina tohoto vrozeného syndromu a to
mutace genu ATM. V mnoha studiich bylo prokézano, ze buiiky s defektnim ATM
genem jsou zvySené citlivé na poSkozeni DNA ionizujicim zafenim (Morrison et
al. 2000). Je u nich zvy$ena chromozomalni nestabilita a defektni checkpointy
bunééného cyklu (Lavin et al. 1997) a zaroven je posSkozena detekce zlomi DNA
molekuly a jejich reparace (Kuhne et al. 2004). V minulych letech byl odhalen
velky pocet mutaci genu ATM v somatickych buitkach AT pacienti, které vedou
k poskozeni detekce DSB zlomti DNA a ke genetické instabilité (Stavinski et al.
1995; Teraoka et al. 1999). Pacienti s AT syndromem jsou homozygotni nositelé
téchto mutaci a maji plné projevy onemocnéni, nicméné u heterozygotnich
nositelt mutaci ¢i polymorfismi genu ATM se zadné z téchto symptoma
nevyskytuji, ale jsou predisponovani k rozvoji malignit (Cavaciuti et al. 2005).
Lze proto povazovat heterozygoni mutace tohoto genu za rizikovy faktor rozvoje
karcinogeneze a i za moznou pfi¢inu vyssi radiosenzitivity (Weissberger et al.
1998).

Prozatim byly odhaleny desitky genetickych variant a polymorfismi
neznamého biologického vyznamu u pacientd s AT syndromem (Sandoval et al.
1999). Jak vyplyva z ptedchoziho textu, existuje presvédciva evidence o asociaci
mezi polymorfismy genu ATM a rizikem vzniku nadorovych onemocnéni a
zéaroven asociace mezi t€émito polymorfismy a zvySenou radiosenzitivitou. Jednim

Z ¢asto zkoumanych polymorfismil je jednonukleotidovy polymorfismus genu

42



ATM D1853N (5557G>A). U této gentické mutace doslo na 39 exonu

k nahrazeni asparaginu Kyselinou aspartovou Vv pozici 1853. Pfitomnost této
alelické varianty mtize u svych nositell zvySovat radiosenzitivitu a signifikantné
zvySuje incidenci nezadoucich ucinkti po prodélané radioterapii (Cesaretti et al.

2005; Andreassen et al. 2006).

43



6 Gen TGFpfI — transforming growth factor p1 gen

6.1 Lokalizace genu, zarazeni do proteinové rodiny a funkce

TGFEpI gen je lokalizovan na dlouhém raménku 19. chromozomu (19q13.1-2).
Proteinovym produktem tohoto genu je len transforming growth factor 3
cytokinové rodiny (ktera u savct zahrnuje 3 isoformy TGFB 1,2,3), jejiz
multifunkéni peptidy reguluji proliferaci, diferenciaci, adhezi a migraci riznych
typt bun¢k (Massagué et al. 2000). Jejich signalni cesty jsou velmi slozité a
zacCinaji navazanim nékterého z TGFB cytokinu na TGFB receptor Il, ktery je
zabudovan v bunééné membrané. Ten nasledn¢ fosforyluje receptor TGFBI, ktery
dale aktivuje razné typy SMAD molekul (obrazek ¢. 10). Ty se potom hromadi
V bunééném jadie a pisobi zde jako transkrip¢ni faktory cilovych genti. Kromé
vyse popsanych déju je tak tato cytokinova rodina zapojena i do embryogeneze,
angiogeneze, imunitnich reakci (zanét, fibroza) a také do tumorigeneze (Derynck
et al. 2007). Stru¢ny piehled zakladnich signalnich cest TGFB cytokint ukazuje
obrazek ¢. 10.

Prvni zminka o genu TGFf1 pochazi z roku 1985, kdy byl tento gen
lokalizovan pomoci in situ hybridizace (Fujii et al. 1985) na dlouhém raménku 19.
chromozomu. V nasledujicich letech probéhla cela fada studii, které se zabyvaly
funkci tohoto genu. V roce 1990 objevil Dickinson et al., vysoké hladiny TGFB1
MRNA a TGFBI1 proteinu ve vyvijejicich se tkdnich chrupavky, kosti a ktize u
mysi. Poukazal tak na jeho dtlezitou tlohu v rastu a diferenciaci téchto tkani.
Vyznam TGFB cytokinti v tumorigenezi a progresi nadorového ristu zkoumal
mezi prvnimi Derynck et al., ktery v roce 2001 poukazal na to, ze nejvice
upregulovanym genem u nadorovych bunék je z TGFB rodiny praveé gen TGFp1.
Ten se pak v nasledujicich letech stal predmétem fady studii zkoumajicich jeho
ulohu v rozvoji nadorovych onemocnéni. Popsal také existenci autokrinnich a
parakrinnich u¢inktt TGFB cytokinii na rist nadorovych bunék a jejich

mikroprostiedi.
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Obrazek ¢. 10: TGFB hlavni signalni cesta ptes Smad molekuly
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Samotné poSkozeni signalnich cest TGFB cytokinii mizZe vést u bunck
k ziskani hlavnich znaka malignity — selhani odpovédi k inhibitorim bunécného
rustu, proliferace s absenci exogennich signald, invazivita, metastaticky potencial,
immortalita, ztrata apoptdzy, angiogeneze a schopnost vyhnout se kontrole
imunitniho systému (Elliot et al. 2005).

Dtlezitou tlohu v normalnich tkanich hraji cytokiny TGFB ptfedevsim pfi
hojeni jejich poSkozeni. Opét hlavni tlohu v téchto procesech hraje TGFB1.
V piipadé€ poranéni tkani ma TGFB1, dle literarnich zdroji, hlavni roli jak pfi
normalnim, tak pfi abnormalnim hojeni poskozené oblasti (Branton et al. 1999).
Tento cytokin je produkovan v biologicky inertni form¢ a vétSinou je spojen
s peptidem v maly latentni komplex, ktery je vylu¢ovan bunikami do cytoplazmy.
K aktivaci tohoto komplexu mutze dojit riznymi cestami zahrnujicimi expozici
protedzam, integriniim a volnym radikalim (Lawrence et al. 1991). Tento maly
latentni komplex se miize také vazat na n¢kolik dalSich TGFBI1 binding proteind
a tvorit tak vétsi komplexy, které jsou dale secernovany do extracelularni matrix
(Annes et al. 2003). TGFB1 byl nalezen v bunikach mnoha tkani, nicméné jeho

nejvyssi koncentrace jsou Vv krevnich destickach. TGFB1 je v hojném mnozstvi
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secernovan trombocyty do okoli v misté poranéné tkan¢. Mezi jeho hlavni
aktivity v hojivém procesu patii nalakani makrofagti a monocytti do mista
poskozeni, inhibice proliferace epitelidlnich bun€k, posileni maturace fibroblastl
ve fibrocyty, coz zvySuje produkei fibrotické tkané. Dale posiluje angiogenezu a
inhibuje rozpadani extracelularni matrix (Ascrofth et al. 1999; Hakenjos et al.
2000; Branton et al. 1999). Vzhledem k této hojivé funkci, ktera vede
v kone¢ném dusledku k zahojeni rany fibrozni jizvou, miize nadmérna sekrece
tohoto cytokinu vést k rozvoji fibrotizace tkani. Potvrzeno to bylo u celé fady
chronickych onemocnéni charakterizovanych excesivni fibrozou — chronické
hepatitidy ¢i glomerulosklerézy. V takto postizenych organech byla odhalena
zvySena exprese TGFf1 genu (Border et al. 1994; Thsushima et al. 1999). Toto
zjisténi potvrzuji 1 studie, ve kterych byl zkouméan vliv genové terapie inhibujici
expresi TGFp1 na dalsi rozvoj fibrozy v takto postizenych organech. Ukazuje se,
ze inhibici exprese TGFf1 dochazi k vyraznému snizovani fibroprodukce u
chronickou fibr6zou postizenych tkani (Isaka et al. 1996; Border et al. 1990).
Podobné jako je tomu po mechanickém poskozeni tkané, dochazi k vyvolani
stejného procesu hojeni i po poskozeni ionizujicim zafenim nebo po podani
chemoterapie. Zvysena exprese TGFf1 byla prokazana na krysich modelech ve
tkanich, které byly vystaveny ionizujicimu zatreni (Ansher et al. 1990). Soucasné
byla popséana, v zavislosti na davce ionizujiciho zafeni, zvySena exprese a
aktivace TGFp1 signalnich cest vedouci k rozvoji fibroprodukce v ozafenych
tkanich (Franko et al. 1997). Asociace mezi rozvojem tkanové fibrozy a zvysenou
expresi TGF1 v postizenych tkanich byla prokazana u lidi i u zvitat také po
podani chemoterapie (Giri et al. 1993). VVzhledem k t€émto popsanym asociacim
zvysené tkanove exprese TGFf1 s polécebné vzniklou fibrézou lze fici, Ze
TGFBI hraje dominantni roli v rozvoji polécebnych komplikaci ve smyslu
fibrotickych zmén, které jsou podkladem zhorSené funkce, takto postizenych
organti. Mutace vedouci ke ztraté funkce 7GF1 genu jsou u zvitat prokazatelné
letalni, nicméné¢ pokud dojde k poskozeni pouze jedné molekuly v TGFB signalni
cesté, je tato geneticka modifikace slucitelna se Zivotem a v nékterych ptipadech
muze mit za nasledek i radiorezistenci tkdni vii¢i poSkozeni ionizujicim zafenim
(Flanders et al. 2002). U lidi bylo zase odhaleno, ze existuje velka

interindividudlni variabilita v nositelstvi jednonukleotidovych polymorfismii
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genu TGFJ1, které jsou asociovany se zvysenym rizikem rozvoje tkanového
poskozeni ionizujicim zafenim i jinymi faktory (Peters et al. 2008)

Davkovani chemoterapie a radioterapie je v podstaté zavislé na toleran¢nich
davkach organismu, u radioterapie zv1ast i na procentualnim riziku rozvoje
pozdnich G¢inkl v exponovanych zdravych tkanich. TGFf1 gen se dle vyse
popsaného zda byt vhodnym cilem vyzkumu stran jeho postaveni v rozvoji
polécebnych komplikaci. Mnoho praci se jiz zabyvalo prave asociaci mezi timto
genem a jeho vlivem na rozvoj postiradiacnich ¢i pochemoterapeutickych
nezadoucich ucinki. Vzhledem k zaméfeni disertacni prace se dale zminuji pouze
0 asociaci mezi polymorfismy tohoto genu a rozvojem pozdnich postiradi¢nich

komplikaci.

6.2 Polymorfismy genu TGFf1 a postiradi¢ni neZadouci reakce

Radioterapie zistava stale zakladnim kamenem managementu 1€¢by vice jak u
poloviny zjiSténych solidnich tumori. Bohuzel i pfes své moznosti, radiaci
indukované poskozeni okolnich zdravych tkani je limitujicim faktorem pro
intenzitu davky ionizujicicho zafeni a ma vliv pfedevsim na dlouhodobou kvalitu
zdravi a Zivota pacientd v polécebém obdobi (Bentzen et al. 2006). V pribéhu
posledni dekady ud¢lala véda v oblasti radiobiologie vyznamny pokrok pfi
hledéni vhodnych analyz v predikci pozdnich G€¢inki radioterapie na zdravé
tkang. Je zde rostouci podezieni, Ze riziko poskozeni zdravych tkani po prodélané
radioterapii, je ovliviiovano nejcastéji se vyskytujici genetickou ochylkou —
jednonukleotidovymi polymorfismy (SNPs — single nucleotide polymorphisms)
riznych gend. Tyto polymorfismy vedou, dle dostupnych udajt, ke zvysené
nachylnosti pacientli k nezadoucim ucinkim radioterapie, tedy K vyssi
radiosenzitivité (Andreassen et al. 2010). Velky pocet studii zaznamenal asociaci
mezi riznymi typy jednonukleotidovych polymorfismi a radiaci indukovanych
poskozeni zdravych tkani, mezi nimi ale nejvice studované byly pravé SNPs genu
TGFp1(Alsner et al. 2008). Jak jiz bylo vyse popsano, TGFB1 protein je
vSestranny profibroticky cytokin, ktery je zahrnuty do rozvoje a pokracovani
postiradiaénich zmén u fady tkani (Martin et al. 2000). Zpusobuje predevsim
patologickou akumulaci extracelularni matrix, coz doprovazi fadu zanétlivych a
fibrotickych chronickych onemocnéni. Asociace mezi zvySenymi hladinami
cirkulujiciho TGFBI1 cytokinu a radiaci indukovanou fibrozou byla zaznamendna
u celé fady pacientt s riznymi typy nadoria — prsu, plic, prostaty a hlavy a krku
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(Anscher et al. 2010). N¢které polymorfismy genu 7TGFJ1 byly shledany jako
pii¢ina zvySené hladiny cirkulujiciho TGFB1 cytokinu v plasmé, coz vedlo u
zkoumanych skupin pacientll ke zvysenému riziku rozvoje pozdni postiradiacni
toxicity. Mezi ty nejvice studované patii predevsim polymorfismy — 509 C>T,
Arg25Pro a Prol0Leu. Polymorfismus — 509 C>T, byl shledan jako signifikantné
asociovany se zvySenymi hladinami cytokinu TGFB1 v plasm¢ (Graniger et al.
1999). Dale polymorfismus Arg25Pro je, dle dostupné literatury, signifikantné
asociovan s rozvojem fibrotickych zmén u plicnich allografti (Martin et al. 2000)
a posledni z nich polymorfismus Prol0Leu je taktéZ spojovan se zvySenymi
hladinami cirkulujiciho TGFBL1 cytokinu a vyssi tkanovou radiosenzitivitou
(Andreassen et al. 2010). Tyto polymorfismy jsou tak logickymi kandidaty k
prozkoumani jejich vyznamu v rozvoji pozdnich Gc¢inki radioterapie. Prozatim
probéhlé studie, ale podavaji sporné vysledky, a to hlavné kvili malému poctu

vySetfovanych pacientd.
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7 Cile diserta¢ni prace

1) Nalezeni vhodnych molekularné biologickych metod k vySetfeni pfitomnosti

jednotlivych polymorfismt genu ATM a TGFf1

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

3) Prokazat asociaci mezi vyskytem pozdnich Gi¢inkl po prodélané radioterapii u

pacientek s pokro¢ilym tumorem délozniho ¢ipku a piitomnosti polymorfisma
—1552del AGG, -800G>A, -509C>T a L10P TGFf1 genu
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8 Soubor nemocnych, vySetrovaci metody

8.1 Pacienti

Nase studie zahrnovala 55 pacientek s lokélné pokroc¢ilym karcinomem
délozniho ¢ipku (stadia FIGO IIB a vyssim). Tyto pacientky byly v letech 2001—
2010 léceny chemoradioterapii na Klinice Onkologie a Radioterapie ve Fakultni
nemocnici Hradec Kralové. Vstupnich kritéria pro zarazeni byla — 1) diagnoza
karcinom délozniho ¢ipku, klinické stadium FIGO IIB a vyse; 2) absolvovana
1é¢ba chemoradioterapii; 3) follow up del§i nez 6 mésicii. Shrnuti dalSich
dulezitych charakteristik je popsano v tabulce ¢. 6. Zafazovany byly pacientky
tak, jak prichazely na ambulantni kontroly. Kazda pacientka podepsala
informovany souhlas s odbérem krve a s vySetfenim a naslednym uchovanim
jejich DNA (viz. ptiloha). Studie byla schvalena etickou komisi a finanéné

podporovana grantovym projektem IGA MZ ¢islo: NT11334-4/2010.

Tabulka ¢. 6: Zakladni charakteristiky studované skupiny pacientek

Proménné Proménné Pocet (n)

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

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

PS WHO Pocet (n) 50 Gy 41

0 35 RT davka na parametria

1 17 14 Gy 28

2 1 9 Gy 12

3 2 RT paraaortalnich uzlin 28

Histopatologie BRT davky

Epm_ocelularm 53 24 Gy a1
arcinom

Adenocarcinom 2 28/30 Gy 14

Grading Chemoterapie 55

1 8 Cisplatina 45

2 32 Paklitaxel 10

3 15

FIGO IIB 26

FIGO IlIB 29
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8.2

Lécba a sledovani
Vsechny do studie zatazené pacientky podstoupily 1é¢bu chemoradioterapii.

Lécba probihala v kombinaci zevni radioterapie, brachyterapie s chemoterapii.
Zevni radioterapie byla aplikovana na panev BOX technikou (ozafeni panve ze 4
poli) s parametridlnim boostem. V nékterych ptipadech byly zahrnuty do
ozafovaného pole i1 spolecné ilické uzliny a paraaortalni uzliny (pole bylo
roz$ifeno na paraaortalni oblast). V prib¢hu zevni radioterapie nebo po jejim
skonc¢eni pacientky podstoupily intrauterinni brachyterapii pomoci Fletcherova
ttikanalového aplikatoru. Davka zaieni byla aplikovana do bodu A a davky na
body v rektu a mo¢ovém méchyii byly planovany dle Inernational Comission of
Radiation Units and Measurements (ICRU) 38. U vétsiny pacientek (45)
probihala konkomitantni chemoterapie, tydné s cisplatinou v davee 40 mg/m?,
soucasné se zevni radioterapii. U pacientek s nevyhovujicimi renalnimi parametry
byla cisplatina zaménéna za paklitaxel v davce 50 mg/m?. Vzhledem

k individualnimu celkovému stavu kazdé pacientky (vek, renalni parametry) a
vzhledem ke zménam protokolu 1é¢by, ne vSechny pacientky dostaly stejnou
davku pfi radioterapii a stejny typ chemoterapie (tabulka ¢. 7). Lé¢ebné parametry

byly zahrnuty do statistického hodnoceni.

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

komplikace, byly potom navstévy v ambulanci cetné;si.

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

rektovagindlni ¢i vezikovaginalni pistéle nebo stievni perforace.

51



8.3 VysSetrovaci metody - DNA analyza jednotlivych polymorfismi
Od kazd¢ pacientky byly v rdmci vstupni navstévy odebrany 2 zkumavky

nesrazlivé venozni krve (EDTA). Nasledné byla z 200 pl této krve extrahovana
DNA z perifernich lymfocytti pomoci micrcolumn procedury (QIAamp Blood
Mini Kit, Qiagen, Germany). Nasledn¢ po odbérech od prvnich 20 pacientek a
100 zdravych dobrovolnikt bylo provedeno ovéieni vhodnych molekularné
biologickych vySetfovacich metod, které byly dale pouzity k analyze zbylych 55
vzorkil. Veskerd DNA analyza probihala na Ustavu Klinické Biochemie a

diagnostiky ve Fakultni nemocnici v Hradci Kralové.

Po izolaci DNA nasledujici PCR reakce v oblasti genu ATM a TGFJ51, které
byly vykonany pomoci pfistroje thermocycler ABI 2720 (Aplied Biosystems,
USA). Neptitomnost 5557G>A alely byla potvrzena DNA sekvenovanim.
Nasledkem toho byla odhalena cilova mutace v oblasti kodonu 1853. Tento
tiistupniovy proces zahrnuje dvé nezavislé amplifikacni reakce (PCRI a PCRII),
pii kterych je vloZen adenin namisto guaninu do kodujiciho fetézce a tymin do
nekodujici Casti fetézce DNA. Posledni PCR (PCR III) nakonec spoji oba semi-
produkty dohromady. VSechny reakce probihaji ve 25ul reak¢éni smési zahrnujici
100ng DNA, 10x koncentrovany PCR buffer s 15mM magnézium chloridu, 200
uM kazdého z ANTP (Takara, Japan), 0,4 uM vhodného péru primerti (Generi
Biotech, Czech Republic) a 1U Taq polymerazy (Takara, Japan). Po inicialni
denaturaci (5min v 95 °C), PCR reakce prosly 35cykly skladajici se z 30s
denaturace v 95 °C, 30s temperovani v 50 °C a 30s elongaci v 72 °C. Amplifikace
byla vykonana v Veriti 96-well Thermal Cycler (Aplied Biosystems, USA).
Nukleotidové sekvence ve findlnim produktu byly ozfejmeny pomoci DNA

sekvenovani.

PCR — RFLP (restriction fragment lenght polymorphism analysis) byla uzita
pfedevsim k analyze polymorfniho mista 5557G>A ATM genu, dale
polymorfismi -800G>A a -509C>T genu TGFf31. Teplotni profil a skladba
reakéni smési pro PCR byla podobna jako u vyse popsanych PCR reakci
s vyjimkou sekvenci primerd, které se liSily dle typu polymorfismu. Dale je
popsan proces u polymorfniho mista 5557 G>A genu ATM. Reverzni primer (5’-
ATTTCT CCATGA TTC ATT TGG AT -3") ptedstavuje wild-type-alelovou
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specifickou lokalitu, kterou rozpoznéva restrikéni enzym v pribéhu PCR
amplifikace. Forward primer (5'- AAACTATTG GGT GGATTT GTT -3") byl
navrzen pomoci Primer Express Version 2.0 software (Applied Biosystems). 10ul
produktu bylo zpracovano s 10 U Mbo I restrikénim enzymem (New England
BioLabs, USA) pii teploté 36 °C po dobu 16 hodin. Rozstépené fragmenty prosly
elektroforézou v 3% agarézovém gelu. Nasledné vznikly PCR produkt byl
rozstépen v piipad¢ wild-type alely na dva fragmenty. V ostatnich vzorcich
zahrnujicich neroz§tépené PCR produkty viditelné na gelu, nésledovalo DNA
sekvenovani. Smés bez DNA templatu byla pouzita jako negativni amplifika¢ni

kontrola (Beranek et al. 2011).

Proces DNA sekvenovani byl zahdjen tak, ze byly purifikovany PCR produkty
pomoci QIAquick PCR Purification KIT (Qiagen) a jejich nukleotidové sekvence
byly uréeny v obou smérech pomoci BigDye Terminato v 3.1. Cycle Sequencing
Kit in Genetic Analyser 3130 (Applied Biosystems) dle instrukci vyrobce
(Beranek et al. 2011).

Polymorfismus -1552del AGG v oblasti promotoru T7GFf31 genu byl vysetien
fragmentacni analyzou na ABI 3130 genetickém analyzatoru (Applied
Biosystems, USA). Forward primer byl modifikovan na 5 konci pomoci 6-FAM
fluroforu: 5'- FAM- CCA GGT GGA AGG TGG ATT AG — 3’; reverznim
primerem byl primer: 5- CTC CAG TCC CCA GTT AACCATC-3".

K analyze polymorfismu L10P TGFB1 genu bylo uZito pfimé sekvenovani

amplikonu (Paulikova et al. 2014).
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Tabulka €. 7: Sekvenc¢ni analyza TGFf1 -509C>T genetického polymorphismu
(underlined). Horni ¢ast: wild-type genotype; stiedni Cast: heterozygotni varianta; dolni

¢ast: -509T homozygotni varianta

T CCATCCCTCAGGTG

8.4 Statisticka analyza

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

kategorické parametry.

Odds ratio, s 95% limity spolehlivosti bylo uzito k popisu vztahu mezi
vyskytem jednotlivych genetickych markert a stupném komplikaci. Bonferroniho
korekce pro mnohocetna srovnani byla pouzita v téch ptipadech, kde to bylo

vhodné. P- hodnoty byly zndsobeny 7krat (to je pocet analyzovanych genetickych
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markert), p-hodnota u TRIPLE TGFB1 markeru byla znasobena 3krat, protoze

obsahoval 3 genetické markery.

Logisticka regrese byla uzita k analyze vztahu mezi zékladnimi
charakteristikami u pacientek, nebo pro analyzu vztahu genetickych markert
k vyskytu jednotlivych stupni pozdnich komplikaci. Modely byly spocitany oba —
jak uniavarietni pro vSechny prediktory (markery), tak multivarietni pro

vyselektované markery, které dosahly p<0,05 v univarietni analyze.

Odchylky genotypové distribuce v populaci od Hardy-Weinbegovi rovnovahy
byly testovany na skupiné zdravych dobrovolnika (ktefi slouzili jiz k validaci
molekularné biologickych metod) pomoci exact testu na softwaru Plink 1.07.
Skupina zdravych dobrovolnikt koresponduje s Hardy-Weinbergovou

rovnovahou ve vSech zjittovanych markerech.

Analyzy byly provadény v SPSS Statistics 19 (IBM, USA).

55



9 Vysledky

Statisticka analyza zdakladnich charakteristik pacientek vs. stuperi chronické

toxicity u jednotlivych skupin pacientek s uZitim Monte Carlo a Fisher's exact

testu je vyjadrena v tabulce ¢.8.

Ze zakladnich charakteristik zkoumané populace pacientek se pii srovnani
skupiny bez komplikaci se skupinami s komplikacemi jevi jako statisticky
vyznamné tyto parametry: 1) follow up v letech, ktery vysel statisticky
signifikantni pro rozvoj pozdnich u¢inkt radioterapie pii srovnani skupiny bez
komplikaci se skupinou s komplikacemi 11I-IV stupné (p= 0,029). U pacientek
s komplikacemi I11-IV stupné byl pramérné o 2 roky delsi follow up, nez u
pacientek bez komplikaci, mély tak logicky vice ¢asu na to, aby se u nich
komplikace vyvinuly, 2) radioterapie panve vysla také jako signifikantni v rozvoji
pozdnich komplikaci pfi srovnani skupiny bez komplikaci se skupinou
s komplikacemi II-1V stupné (p<0,001). V této analyze nebyla brana v ivahu
davka ionizujiciho zafeni, 3) také ozateni parametriii bez ohledu na davku se
ukdzalo byt signifikantni v rozvoji pozdnich komplikaci a to jak pii srovnani
skupiny bez komplikaci se skupinou s komplikacemi I-II stupné (p=0,033), tak
pii srovnani se skupinou s komplikacemi I11-IV stupné (p<0,001), 4) poslednim
ze statisticky signifikantnich parametrii je BRT, opét bez ohledu na davku, ktera
vysla jako statisticky vyznamny parametr pfi srovnani skupiny pacientek bez

komplikaci s t€émi s komplikacemi I11-1V stupné (p<0,001).
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Tabulka €. 8: Inicialni charakteristiky skupiny pacientii

Rozdélelni pacientii v zavislosti na stupni komplikaci po RT

Statistické porovnani skupin®

Inicialni Celkem Bez o I-11 st.upeltl 1" -1v §tup?ﬁ
charakteristikyl B komlzllkaa komlzllkaa kom[:llkaa Bezvs. I - 11 Bez vs. I11-1V
(N = 55) (N = 13) (N = 20) (N = 22)
- - 48.0, 47.4 49.0; 47.9 45.5; 44.9 475, 49.4
Vek pfi terapii (44.9; 49.9) (42,6 53.2) (40.6; 49.2) (45.6: 53.2) 0.524 0.749
<30 4 (7.3%) 1(7.7%) 3 (15.0%) 0 (0.0%)
31- 40 11 (20.0%) 2 (15.4%) 5 (25.0%) 4 (18.2%)
41 -50 19 (34.5%) 5 (38.5%) 5 (25.0%) 9 (40.9%) 0.431 0.909
51 - 60 16 (29.1%) 3 (23.1%) 7 (35.0%) 6 (27.3%)
> 60 5 (9.1%) 2 (15.4%) 0 (0.0%) 3 (13.6%)
6.0;5.9 2.0; 4.0 6.0;6.3 6.5 6.6
Follow up v letech (5.1: 6.6) (1.9: 6.1) (5.3:7.2) (5.7:7.5) 0.052 0.029
23.4; 24.8 25.4: 25.0 23.1; 24.1 23.6; 25.3
BMI (23.5; 26.1) (22.8; 27.3) (21.7; 26.4) (23.1; 27.6) 0.281 0.960
<185 2 (3.6%) 1(7.7%) 1 (5.0%) 0 (0.0%)
18,5 - 24,9 30 (54.5%) 5 (38.5%) 12 (60.0%) 13 (59.1%)
25,0 - 29,9 16 (29.1%) 5 (38.5%) 5 (25.0%) 6 (27.3%) 0.670 0.503
30,0 - 39,9 5 (9.1%) 2 (15.4%) 1 (5.0%) 2 (9.1%)
> 40,0 2 (3.6%) 0 (0.0%) 1 (5.0%) 1 (4.5%)
RT panve® 46/48.6 Gy 14 (25.5%) 8 (61.5%) 5 (25.0%) 1 (4.5%)
0.067 <0.001
50/60 Gy 41 (74.5%) 5 (38.5%) 15 (75.0%) 21 (95.5%)
RT parametrii 14 Gy 38 (69.1%) 4 (30.8%) 15 (75.0%) 19 (86.4%)
9 Gy 12 (21.8%) 7 (53.8%) 4 (20.0%) 1 (4.5%) 0.033 <0.001
No 5 (9.1%) 2 (15.4%) 1 (5.0%) 2 (9.1%)
RT PALU Yes 28 (50.9%) 3 (23.1%) 12 (60.0%) 13 (59.1%) 0.072 0.078
No 27 (49.1%) 10 (76.9%) 8 (40.0%) 9 (40.9%)
BRT® 18/24 Gy 41 (74.5%) 5 (38.5%) 15 (75.0%) 21 (95.5%) 0.067 <0001
28/30 Gy 14 (25.5%) 8 (61.5%) 5 (25.0%) 1 (4.5%) ' '
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Rozdélelni pacientii v zavislosti na stupni komplikaci po RT

Statistické porovnani skupin®

Inicialni Celkem Bez | - II stupeni 11 - IV stupen
charakteristiky* komplikaci komplikaci komplikaci Bezvs. I -1l Bez vs. I11-1V
(N =55) (N=13) (N =20) (N =22)
CHT CDDP Yes 52 (94.5%) 12 (92.3%) 20 (100.0%) 20 (90.9%) 0.394 1.000
No 3 (5.5%) 1(7.7%) 0 (0.0%) 2 (9.1%) ' '
CHT taxol Yes 10 (18.2%) 2 (15.4%) 3 (15.0%) 5 (22.7%) 1.000 0.689
No 45 (81.8%) 11 (84.6%) 17 (85.0%) 17 (77.3%) ' '
CHT 2 different CHT 8 (14.5%) 2 (15.4%) 3 (15.0%) 3 (13.6%)
1CHT 46 (83.6%) 10 (76.9%) 17 (85.0%) 19 (86.4%) 0.626 0.595
No 1(1.8%) 1(7.7%) 0 (0.0%) 0 (0.0%)
! Spojita data jsou charakterizovina medianem; pramérem (95% interval spolehlivosti). Kategorické parametery jsou zobrazeny jako absolutni a relativni frekvence u danych
skupin
2 pacientky bez komplikaci byly srovnavani s pacientkamis komplikacemi 1-11 or 111-1V stupn&. Mann-Whitney U test byl uzit pro srovnani spojitych parametrii. Rozdily v

kategorickych parametrech byly testovany Fisher’s exact testem (binarni proménné) nebo exact Monte Carlo testem (multinomialni proménné).

¥ Kazda pacientka podstoupila RT panve a BRT. Patientky, které podstoupily RT panve v davce 50/60 Gy, dostaly i stejnou davku BRT 18/24 Gy.
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Tabulka ¢. 9: Genotypova a alelova frekvence u jednotlivych skupin pacientek

TGFEf1
Genotypy/alely ATM 11552 -800 509 10 TRIPLE/DOUBLE
Bez komplikaci (n=13)
wt/wt 11 (84.6 %) 3(23.1%) |11 (84.6 %) 3(23.1 %) 3(23.1 %) 3(23.1 %)
M/wt 2 (15.4 %) 9 (69. 9%) 2 (15.4 %) 9 (69.2 %) 9 (69.2 %) 9 (69.2 %)
M/M 0 (0.0 %) 1(7.7) 0 1(7.7 %) 1(7.7 %) 1(7.7 %)
allele wt 24 (92.3 %) 15 (57.7 %) |24 (92.3 %) 15 (57.7 %) 15 (57.7 %) 15 (57.7 %)
allele M 2 (7.7 %) 11 (42.3%) | 2(7.7%) 11 (42.3 %) 11 (42.3 %) 11 (42.3 %)
Grade I-I1 komplikace (n=20)
wt/wt 17 (85.0 %) 13 (65.0%) |17 (85.0 %) 13 (65.0 %) 9 (45.0 %) 14 (70.0 %)
M/wt 2 (10.0 %) 6 (30.0 %) 3 (15.0 %) 6 (30.0 %) 9 (45.0 %) 5 (25.0 %)
M/M 1 (5.0 %) 1 (5.0 %) 0 1 (5.0 %) 2 (10.0 %) 1 (5.0 %)
allele wt 36 (90.0 %) 32 (80.0%) |37 (92.5 %) 32 (80.0 %) 27 (67.5 %) 33 (82.5 %)
allele M 4 (10.0 %) 8 (20.0 %) 3 (7.5 %) 8 (20.0 %) 13 (32.5 %) 7 (17.5 %)
Grade I11-1V komplikace (n=22)
wt/wt 18 (81.8 %) 12 (54.5%) |21 (95.5 %) 12 (54.5 %) 10 (45.5 %) 13 (59.1 %)
M/wt 4 (18.2 %) 6 (27.3 %) 1 (4.5 %) 6 (27.3 %) 7 (31.8 %) 5 (22.7 %)
M/M 0 (0.0 %) 4 (18.2 %) 0 4 (18.2 %) 5 (22.7 %) 4 (18.2 %)
allele wt 40 (90.9 %) 30 (68.2%) |43 (97.7 %) 30 (68.2 %) 27 (61.4 %) 31 (70.5 %)
allele M 4 (9.1 %) 14 (31.8 %) 1(2.3%) 14 (31.8 %) 17 (38.6 %) 13 (29.5 %)
Grade I-1V komplikace (n=42)
wt/wt 35 (83.3 %) 25 (59.5%) |38 (90.5 %) 25 (59.5 %) 19 (45.2 %) 27 (64.3 %)
M/wt 6 (14.3 %) 12 (28.6 %) 4 (9.5 %) 12 (28.6 %) 16 (38.1 %) 10 (23.8 %)
M/M 1(2.4 %) 5 (11.9 %) 0 5 (11.9 %) 7 (16.7 %) 5 (11.9 %)
allele wt 76 (90.5 %) 62 (73.8%) |80 (95.2 %) 62 (73.8 %) 54 (64.3 %) 64 (76.2 %)
allele M 8 (9.5 %) 22 (26.2 %) 4 (4.8 %) 22 (26.2 %) 30 (35.7 %) 20 (23.8 %)

M = mutace , Wt = wild type, TGFB1 double: alelicka double kombinace -509, L10P; TGFBL triple: alelicka triple kombinace -1552, -509, L10P
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V tabulce ¢. 9 je uvedena genotypova a alelova frekvence u jednotlivych skupin

pacientek.

TGFf1 alelické kombinace byly do nasi studie zahrnuty na zaklad¢ jejich
mozné asociace s chronickymi komplikacemi po radioterapii U pacientek
1écenych pro gynekologické tumory (Kim de Ruyck et al. 2006). U pacientek
s komplikacemi I11-1V stupné (skupina 3) se vyskytuje procentualné vice
homozygotnich nositeli polymorfismu -1552del AGG a -509 C>T (18,2% vs
7,7%) a zaroven vice homozygotnich nositelt polymorfismu L10P (22% vs
7,7%). Co se kombinaci SNPs tyka, tak je u skupiny pacientek s komplikacemi
I11-IV procentudlné vice homozygotnich nositelek kombinace Triple i Double

(18,2% vs 7,7%).

Univarietni a multivarietni analyza s uzitim logistického regresniho modelu

viz.tab. ¢. 10

Po provedeni univarietni analyzy, kterd porovnavala zékladni charakteristiky a
genetické markery s vyskytem pozdnich komplikaci, se jako statisticky
signifikantni v pfedpovédi chronické toxicity III-IV stupné jevi tyto parametry: 1)
zevni radioterapie panve v davce 50/60 Gy s p=0,003; 2) zevni radioterapie
parametrii v davce 14 Gy s p=0,002; 3) zevni radioterapie paraaortalnich
lymfatickych uzlin s hrani¢ni hodnotou p=0,044; z genetickych markerd je to 4)
nositelstvi homozygotni vyrianty plymorfismu -1552 genu TGF/51 s p=0,020; 5)
nositelstvi homozygotni vyrianty polymorfismu — L10P genu TGFf1 s p= 0,037 a
osledni 6) homozygotni nositelstvi kombinovaného genotypu Triple TGF/A1 genu
s p=0,10.

Podobné je tomu i v predikci pozdni toxicity kteréhokoli stupné (grade I-1V)
zde jako statisticky signifikantni vychazi tyto parametry: 1) zevni radioterapie
panve v davce 50/60Gy s p=0,002; 2) zevni radioterapie parametrii v davce 14 Gy
s p= 0,002; 3) zevni radioterapie paraaortalnich lymfatickych uzlin s hodnotou
p=0,029; z genetickych markert je to 4) nositelstvi homozygotni varianty
plymorfismu -1552 genu TGF/1 s p=0,012; a posledni 5) homozygotni
nositelstvi kombinovaného genotypu TRIPLE TGFf1 genu s p=0,12. Statisticka
vyznamnost asociace mezi polymorfismy a pozdni toxicitou radioterapie byla

také potvrzena vypoctenim fi-koeficientu (o).
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Co se multivarietni analyzy tyka, tak z klinickych charakteristik se pouze

ozareni parametrii v davce 14Gy zda byt rizikovym statisticky vyzmnamnym

faktorem v rozvoji pozdnich postiradia¢nich komplikaci jak stupné I11-1V

(p=0,006), tak stupné I-1V (p=0,004). Z genetickych marker v multivarietni

analyze obstal jako statisticky vyznamny rizikovy faktor pouze homozygotni

genotyp TRIPLE TGF/31 genu a to jak v piedpovédi komplikaci III-IV stupné

(p=0,021), tak v piedpoveédi komplikaci kteréhokoli stupné (p=0,12).

Tabulka ¢. 10: Predikce pozdnich komplikaci — univarietni a multivarietni logisticky regresni model

Grade 111-1V komplikace vs. Grade I-1Vkomplikace vs. bez
bez komplikaci' komlikaci’
OR (95% CI) puni [p multi OR (95% CI) puni [p multi
VEk pri 16Ebé (roky) 1.018 (0.944;1.099) [0.643 0.993 (0.929;1.060) |0.826
;’(fzk"“" kategorie 41- | 1 25 (0.211:8.617) [0.751 0.700 (0.138;3.558) |0.667
Viékova kategorie >507 | 1.350 (0.211;8.617) |0.751 0.800 (0.159;4.023) |0.787
BMI 1.014 (0.876:1.172) |0.856 0.988 (0.874:1.117) |0.848
BMI Kategorie <24.9° | 1.806 (0.391:8.348) |0.449 1.970 (0.495:7.832) [0.336
BMI kategorie >29.9° | 1.250 (0.146;10.699) |0.839 1.136 (0.162:7.995) |0.898
gl;FT panve 50/60 (3.38313;'363939885) 0.003 9.600 (2.338;39.423) [0.002
gsﬁTpar""mEt”a“ 14.250 (2.619;77.542) [0.002 | 0.006 | 9.562 (2.341:39.060) |0.002 | 0.004
EBRT PALU 4.815 (1.027:22.571) |0.046 4.902 (1.173;20.479) |0.029
CHT CDDP 0.833 (0.068;10.202) |0.887 1.667 (0.139:20.014) |0.687
CHT paclitaxel 1,618 (0.266:9.852) |0.602 1.294 (0.238:7.028) |0.765
TGRpL -1552' 5.988 (1.332;27.027) |5 020 5.618 (1451;21.739) | 010
homozygot (0=0.410; p=0.015) (0 = 0.356: p=0.008)
TGFAL 10 homozygot® 4('32(1)'%2?5?:201'62;27)) 0.037 ?(})6200.(8'6%%3328% 0.056
9 . .

'Odds ratio (OR, zastoupeno 95% intervalem spolehlivosti) pro univarietni (p uni) model zaloZeny na

logistické regresi; multivariatni (p multi) regrese zaloZzena na zpétném postupné selektujicim algoritmu.

“Referenéni kategorie je <40 let.
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*Referenéni kategorie je BMI 25-29.9.

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

SReferenéni kategorie je 9 Gy EBRT na parametria.

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

8Referencni kategorie jsou uskupeni heterozygoti.

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

BMI = body mass index

CHT = chemotherapie

EBRT- external beam radiotherapy (zevni radioterapie)

PALU — EBRT paraaortalnich lymfatickych uzlin
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10 Diskuze

Reakce zdravych tkani na ozéfeni je velmi podobna hojeni, napi. po
mechanickém poskozeni, jak je uvedeno vyse. Avsak v pfipad¢ iradiace vstupuji
tkan¢ do cyklu déju zahrnujicich hypoxii, angiogenezu, buné¢nou smrt,
proliferaci a infiltraci makrofagy. Ve vysledku vede tento proces k totalni
pfestavbé plivodni tkan¢, pfi€emz tato je nahrazena pievazné kolagenem
s pozustatkem pouze nékolika bunéénych elementt (Asher et al. 2005). U
gynekologickych nadorovych onemocnéni po prodélané radioterapii byva rektum
a mocCovy mechyt, pro svou tésnou komunikaci s gynekologickymi organy,
nejvice poskozenou oblasti. Nejéastéji se vyskytujici pozdni komplikace zahrnuji
zvySenou frekvenci moceni a stolice, drobné i silnéjsi krvaceni, ¢astecnou
inkontinenci moci ¢i stolice. Fibroza a ischemie v oblasti submukozy a
muscularis mucosae jsou prevazné zodpovédné za tyto pozdni u€inky ve
spolupraci s dal$imi vaskuldrnimi abnormalitami, kolagenovou depozici a
abnormalnimi fibroblasty (Stone et al. 2003, Coia et al. 1995). Jak vyplyva
z diive publikovaného, zda se byt cytokin TGFB1 hlavnim medidtorem procesu
fibrogeneze a poctu dalSich patogenetickych procest, které se podileji na tkanove
odpovédi na ozafeni (Anscher et al. 1990, Richter et al. 1997). Nicméné¢ jak
muzeme vidét z vysledkl predchozich praci i z vysledki prace nasi, nelze pouze
tento cytokin ani mutace jeho kodujiciho genu oznacit za jedinou pfi¢inu rozvoje
pozdnich nezadoucich Uc€inkil po prodélané 1écbé RT. V ramci nasi studie byl
také vySetien, nejvice v souvislosti s vyssi radiosenzitivitou zkomumany,
polymorfismus genu ATM 5557G>A. Mutace tohoto genu jsou pficinou
insuficientni funkce jeho genového produktu (ATM kinazy), coz vede ke
genomové nestabilité, ztraté¢ schopnosti reparability DSB zlomi DNA a zvySené
radiosenzitivité (Gatti et al. 2001). Takto zmutovany gen mtze pak byt logicky

jednou z pficin vyssi tkanové senzitivity k poskozeni ionizujicim zafenim.

V ramci nasi studie jsme se pokusili prokazat moznou asociaci klinickych
parametra (davky ionizujciho zéateni, vék, BMI, typ chemoterapie) a
kandidatskych polymorfismii genti (ATM -5557G>A,; - 1552del AGG, - 509C>T,
- 800G>A a L10P polymorfismy genu TGF/1) s rizikem vzniku pozdnich
komplikaci na ptezivajici skupiné pacientek 1é¢enych radikalni chemoradioterapii
pro inoperabilni stadium karcinomu délozniho ¢ipku. Vzhledem k negativnim

vystupum studie De Ruycka et al., z roku 2006, jsme se rozhodli nevySetiovat
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polymorfni mista genu TGFS1 R25P a T2631. Kvuli nizkému vyskytu alelickych
variant polymorfismu -800G>A TGF/1 genu (Sest -800G>A heterozygott, zadny
homozygot) ve zkoumaném souboru pacientek, jsme se rozhodli jej vynechat ve

statistické analyze.

V univarietni logistické regresi jako statisticky vyznamné klinické parametry
v predpovédi pozdni toxicity radioterapie grade I11-1V vysly — ozafeni panve
davkou 50 Gy, parametrialni boost v davce 14 Gy a ozareni paraaortalnich
lymfatickych uzlin. Multivarietni analyzou prosel jako jediny signifikantni
parametr v ptfedpovédi chronické toxicity pouze boost na parametria v davce 14
Gy.

I presto, ze chemoterapie samotnd indukuje objemné poskozeni DNA
nasledované aktivaci tkanové odpovédi, ve které hraji ATM i TGFf1 vyznamnou
roli (Woods et al. 2013) a zaroven se piedpoklada, ze zvysuje radiosenzitivitu
tkani pravé mutagennim ucinkem na geny zodpovédné za reparaci ionizujicim
zatenim poskozené DNA (Solary et al. 2001, Carielo et al. 1992), se nam
nepodafilo prokazat jeji statisticky signifikantni vliv na rozvoj pozdnich

komplikaci po prodélané chemoradioterapii U zkoumaného souboru pacientek.

Jak bylo vySe uvedeno polymorfismus genu ATM 5557G>A byl pfedmétem jiz
fady studii, které zkoumaly jeho vyznam v rozvoji pozdnich komplikaci po
prodélané radioterapii. Nicméné vysledky téchto praci jsou rozporuplné. Studie
Andreassena et al., z roku 2006, prokazala signifikantni asociaci mezi hetero- i
homozygotnim nositelstvim tohoto polymorfismu a rozvojem podkoZzni fibrézy
po radioterapii u pacientek s karcinomem prsu, které podstoupily adjuvantni
radioterapii po mastektomii. Naopak negativni vysledky, co se genu ATM tyka,
publikoval v roce 2006 Damarju et al., ktery do své studie zahrnul 83 pacientt
lécenych radioterapii pro karcinom prostaty. U téchto pacientl byla vySetiena
celd fada polymorfismil kandidatskych gent a hledéna asociace s vyskytem
pozdnich postiradia¢nich komplikaci. Polymorfismus genu ATM 5557G>A zde
vysel jako statisticky nesignifikantni v rozvoji pozdni toxicity radioterapie
(p=0,130). Podobné negativni vysledky pfinesla i jina prace Andreassena et al.,
z roku 2006, ktera neprokézala associaci mezi nositelstvim polymorfismu
5557G>A ATM genu a rozvojem pozdnich komplikaci u 120 pacientek

s karcinomem prsu odlé¢enych adjuvantni radioterapii. Také v naSem projektu se
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nepovedlo prokazat, ze polymorfismus 5557G>A genu ATM je signifikantnim
prediktivnim faktorem chronické toxicity radioterapie u pacientek 1é¢enych pro

pokrocily karcinom dé€lozniho ¢ipku.

Z ptedchoziho textu vyplyva, ze fibroza hraje dtlezitou lohu v rozvoji
pozdnich komplikaci po radioterapii. Cetné studie zabyvajici se timto procesem
shledévaji TGFBI cytokin za klicovy medidtor v odpovédi na poskozeni tkani
ionizujicim zafenim. Celé fada praci zabyvajici se asociaci mezi zvySenymi
plazmatickymi hladinami TGFB1 cytokinu u pacientii s nadorovym
onemocnénim a rozvojem zavazné radioterapii indukované fibrozy také
demonstrovala t¢ast TGFf1 genu a jeho polymorfismt na klinické
radiosenzitivité. Tyto studie zahrnovaly pacienty 1é¢ené radioterapii pro karcinom
plic (Guerra et al. 2012, Stenmak et al. 2012), prostaty (Peters et al. 2008), hlavy
a krku (Feltl et al. 2005), prsu (Quarmby et al. 2003, Giatopulous et al. 2007) a
kone¢niku (Schirmer et al. 2012). Nicmén¢ zavéry téchto praci svym negativnim
vysledkem nepodpuruje studie Barnetta et al., z roku 2010, ktera zahrnovala 778
pacientek s karcinomem prsu odlécenych radioterapii. Nepodafilo se jim prokazat
jakoukoli asociaci mezi zvySenym rizikem vzniku poradiacni fibrozy
V ozafovaném poli a vyskytem jednotlivych polymorfismt genu TGFA1 (-

509C>T, L10P).

Polymorfismy genu TGFf1 a jejich vyznam V rozvoji pozdnich komplikaci po
lécbe se u 78 pacientek 1é¢enych radioterapii pro karcinom délozniho ¢ipku a
délozniho téla zabyval i De Ruyck et al., ve své praci z roku 2006. Divodem
k testovani polymorfismt tohoto genu byl jejich mozny vliv na genetickou
kontrolu plazmatickych hladin TGFB1 cytokinu. Polymorfismy — 1552del AGG,
- 509C>T, a — 800G>A jsou umisténé na 5 konci promotorové oblasti
TGF1genu a mohou mit tak vliv na produkci cytokinu. Dale oba polymorfismy
L10P, R25P jsou lokalizovany v signalni sekvenci, které je zodpovédna za export
nove syntetizovaného proteinu skrze membranu endoplazmatického retikula.
Polymorfismus T263l je pravdépodobné zahrnut do stability a aktivity proteinu.
Tato studije poukazuje na to, ze homozygotni nosi¢i SNPs — 509C>T, -
1552delAGG a L10P mohou mit zvySené riziko rozvoje pozdnich komplikaci po

RT panve. Vyskytovalo se u nich 2,4 krat vyssi riziko stfedni zavazné reakce po
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radioterapii (p=0,347) a 3,6 krat vyssi riziko rozvoje zavaznych reakci (p=0,260).

Nicméné ac¢ slibné, jsou tyto vysledky statisticky nevyznamné.

V nasi praci homozygotni nositelé polymorfismi - 509C>T, - 1552delAGG a
L10P méli signifikantné vyssi riziko rozvoje komplikaci III-IV stupné i
jakéhokoli stupn€ v univarietni analyze, nicmén¢ jako samostatné predikory
neprosly multivarietni analyzou. Na druhé strané, slozena homozygotni
kombinace téchto polymorfismia TRIPLE homozygot (- 509C>T, 1552delAGG a
L10P) byla signifikantn¢ asociovana s vyssim vyskytem pozdnich komplikaci I1I-
IV stupné, tak I-IV stupn€ v univarietnim tak multivarietnim modelu logistické
regrese. V nasi studii je na rozdil od studie De Ruycka (14%) vétsi procentudlni
zastoupeni pacientek s komplikacemi po radioterapii (40%). Vysvétlenim muze
byt fakt, Ze pacientky s komplikacemi ptichazeji na kontroly v ¢astéjSich

intervalech, proto byl do studie zafazen jejich vétsi pocet.

V ramci nasi studie jsme se snazili prokazat vyznam polymorfisma geni ATM
a TGFf1 v predikcei pozdnich komplikaci po prodélané chemoradioterapii u
pacientek s pokroc¢ilym karcinomem délozniho ¢ipku. Nase vysledky, které
uvadéji, Ze samostatné jednonukleotidové polymorfismy genu TGF/1 a genu
ATM nekoreluji s vyssi tkanovou radiosenzitivitou jsou v souladu s literarnimi
udaji (Barnett et al. 2012, Andreassen et al. 2006). Vzhledem vsak k naSemu
statisticky signifikantnimu vysledku u homozygotnich TGF/31 haplotypt
Vv predikci individudlni radiosenzitivity testovat kombinované haplotypy ¢i
genotypy slozené z polymorfismi jednotlivych genti zapojenych do reparace

DNA.
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11 Zavér

Karcinom delozniho ¢ipku pfi své pretrvavajici vysoké incindenci patii
v Ceské republice mezi tfi nejéastéji se vyskytujici gynekologické malignity.
Ptedstavuje tak vyznamnou zdravotni zatéz Zenské populace a zaroven i
vyznamny socioekonomicky problém. I pfes zavedeny screening je stale vice jak
50% karcinom této oblasti diagnostikovano az v pokrocilém stadiu, coz snizuje
Sance pacientek na uplné vyléceni i na dlouhodobé preziti po 1é¢bé. Metodou
volby v 1é¢bé pokrocilych karcinomi délozniho ¢ipku (od stadia IIB) je
chemoradioterapie. Tato terapie s sebou pfinasi ale riziko vzniku akutni a
chronické toxicity, kterd se vyskytuje u 10-15% takto 1écenych zen. Vzhledem ke
zlepSovani technik jak zevni radioterapie, tak brachyterapie, bude toto procento
v ptistich letech pravdépodobné klesat. Avsak na rozvoj pozdnich komplikaci dle
dostupnych tdajii nema vliv pouze samotné provedeni onkologické 1éCby.
Existuji 1 dalsi faktory, které ovlivituji radiosenzitivitu tkéni. Z nich nejvice

studované jsou v poslednich letech pravée faktory molekularné biologické.

V minulosti byla v mnoha studiich prokazana zvysena tkanova radiosenzitivita
U pacientd s onemocnénim Ataxia teleangiektazia, ktefi byli homozygotnimi
nositeli riznych mutaci genu ATM. Proteinovy produkt tohoto genu je
zodpovédny za regulaci bunééného cyklu a reparaci poskozené DNA, a tudiz jeho
poskozena funkce vede ke genomové nestabilité a mize byt jednou z pficin vyssi
tkanové radiosenzitivity. Gen TGFf1 patii k hlavnim koordinatorim tkanové
odpovédi na poskozeni rizného typu véetné zasahu ionizujicim zafenim.
Vysledky publikované v poslednich letech poukazuji na to, Ze riizné mutace a
polymorfismy tohoto genu jsou spojovany jak s rozvojem nadorové transformace,

tak s rozvojem vySsich stupiii toxicity po prodélané radioterapii.

Cilem nasi studie bylo prokazat signifikantni vztah mezi vyskytem
polymorfismi genit ATM a TGFf31 a rozvojem pozdnich komplikaci po prodélané
chemoradioterapii u 55 pacientek 1é¢enych pro pokro€ily karcinom délozniho
¢ipku. Dalsim cilem bylo validizovat vhodné molekuldrné biologické metody

slouzici k rychlé analyze téchto polymorfismi.

Jak vyplyva z vySe popsanych vysledki, nebyla prokazana statisticky
vyznamna asociace mezi jednotlivymi ndmi testovanymi polymorfismy a pozdni
toxicitou chemoradioterapie a to jak v homozygotni formé, tak i predpokladané
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heterozygotni form¢&. Jakmile jsme ale seskupili polymorfismy genu TGF/1 do
tzv. compound (slozenych) haplotypii, povedlo se ndm prokazat statisticky
signifikantni asociaci mezi slozenym homozygotnim haplotypem -1552del AGG/-
509C>T/L10P TGFB1 genu s pozdnimi postiradiaénimi komplikacemi jak 111-1V
stupné, 1 jakéhokoli stupné. Zaroven se podafilo vyvinout a ovétit vhodné

laboratorni metody ke stanoveni jednotlivych polymorfismt genu ATM a TGF/1.

Negativni vysledky nasi prace stran korelace pozdni toxicity radioterapie
S jednotlivymi jednonukleotiovymi polymorfismy jsou v souladu s recentnimi
studiemi. ZjiSténa asociace mezi slozenym homozygotnim haplotypem —
1552delAGG/- 509C>T/L10P TGFf31 genu a pozdnimi komplikacemi po 1é¢bé u
pacientek s karcinomem délozniho ¢ipku je jednim z malych krokt kupiedu
Vv porozuméni multifaktoridlnimu procesu rozvoje pozdnich tkanovych zmén po
ozafeni. Muze byt ale uziteénym voditkem pro budouci vyzkum vztahu mezi
polymorfismy a tkanovou radiosenzitivitou. Jak se dle nasich vysledkt zda, bude

4

genotypy slozené z polymorfismil kandidatskych gend.
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12 Osobni piinos doktoranda

Ma disertaéni prace vznikala za podpory projektu IGA MZ CR NT/11334-
4/2010 a projektu PRVOUK. Na zac¢atku svého studia jsem u souboru 250
pacientek lécenych pro karcinom délozniho ¢ipku na Klinice Onkologie a
Radioterapie zpracovala zakladni tidaje o diagnostice, 1¢cb¢ a naslednych
polécebnych komplikacich. Nasledné jsme na zaklad¢ téchto udaju stanovili
kritéria k naboru do nasi studie — tzn. pacientka s karcinomem délozniho ¢ipku ve
stadiu IIB a vys§im, 1é¢ena chemoradioterapii a doba od ukonéeni 1éEby alespoii
pul roku. Poté jsem se podilela na ptipraveé informovaného souhlasu s odbérem
krevniho vzorku na analyzu DNA a ziskala jsem souhlas s provedenim studie od
etické komise. Nabor pacientek a odbéry probihaly v rdmci kontrol na
ambulancich, kde jsem v tu dobu jesté nepracovala, proto jsem jej sama
neprovadéla. Vzorky krve byly nasledné odeslany k analyze na Ustav Klinické
Biochemie a Diagnostiky FNHK, kam jsem dodala jen potiebné idaje ohledné
zatazenych pacientek, ale na samotné analyze vzorki, ¢i na ovéfovani metod
jsem se také nepodilela. Nasledné vzniklé vysledky jsem piipravila ke
statistickému zpracovani, které prob¢hlo na Institutu Biostatistiky a analyz
Masarykovy Univerzity v Brné. Mym hlavnim tkolem bylo nasledné vzniklé
statistické vysledky zhodnotit a pfipravit z nich pfednasky a publikace. Vysledky
jsem piednesla na tfech tuzemskych konferencich a prezentovala jsem je i

V podobé€ posteru na jednom kongresu zahrani¢nim.
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14 Prilohy
Tabulka €. 6: vybrand hodnotici kritéria akutni toxicity radioterapie dle RTOG/EORTC

(panev)

Tkaii Stuperi 1 Stuperi 2 Stuperi 3 Stuperi 4
nepatrny erytém, sucha mirny erytém, vlhka splyvava tézka vlhka Ulcerace, hemoragie,
deskvamace, zvySené poceni | deskvamace, stiedni edém deskvamace, hluboky edém nekroza
Kuze
nastiiknuti sliznic s mirnou skvrnita mukozitida s ev. splyvava fibrin6zni Ulcerace, hemoragie,
bolestivosti nevyzadujici produkeci mukozitida, miZze byt silné nekroza
analgetika serosanqunolentniho vytoku, | bolestiva vyZadujici narkotika
stfedné bolestiva vyzadujici
analgetika
Sliznice
nechutenstvi se ztratou <5% | nechutenstvi se ztratou nechutenstvi s <15% ztratou ileus, subakutni nebo akutni
télesné hmotnosti v <15% télesné hmotnosti v hmotnosti pied 1é¢bou ev. obstrukce, perforace, Gl
predlécebném obdobi, predlécebném obdobi, vyziva pomoci NG sondy ¢i krvaceni vyzadujici
naouzea nevytradujici nauzea ne zvraceni paraenteralné, nauzea nebo transfuzi, bfisni bolest
antiemtika, biisni dyspepsie | vyzadujici antiemtika, bfisni | zvraceni vyzadujici vyzadujici dekompresi nebo
nevyzadujici olest vyzadujici analgetika | parenteralni podporu, bolest stievni derivaci
parasympatolytika ¢i bricha navzdor podéani
analgetika analgetik, hematemesa,
melena, abdominalni distenze
Horni GIT
zvySena frekvence stolice prijmy vyzadujici prijmy vyzadujici parenteralni | akutni ¢i subakutni
nebo zména v pravidelnosti | parasympatolytika, zvySena | lécbu, nadmérny vytok hlenu | obstrukce, pistél nebo
bez nutnosti terapie, mirny produkce hlenu z koneéniku | ¢i krve z koneéniku vyzadujici | perforace, kraceni
rektalni diskomfort nevyzadujici uziti vliozek, uziti vlozek, abdominalni vyzadujici transfuzi, biisni
nevyzadujici analgetika rektalni ¢i abdominalni distenze bolest ¢i tenezmy vyZzadujici
bolest vyzadujici analgetika stiedni dekompresi ¢i
derivaci
Dolni GIT

dvakrat Castéjsi frekvence ¢i
no¢ni moc¢eni nez pied
1é¢bou, dystrie, urgence
nevyzadujici medikaci

frekvence moceni ¢i no¢ni
moceni méné Casté nez 1xza
hodinu, dysurie, urgence,
spasmus moc¢ového méchyte
vyzadujici lokalni
anaestetika

frekvence s urgenci a no¢ni
moceni kazdou hodinu ¢i
Castéji, dysurie panevni bolest
¢i spasmus mocového méchyie
vyzadujici prabidelné uziti
narcotik, velka hematurie bez
koagul

hematurie vyzadujici
transfuzi, akutni obstrukce
mocového méchyte
nezpusobena koaguly,
ulcerace nebo nekroza

GU tkané

Krevni

hodnoty 1 2 3 4
Leukocyty

x 10° 3.3-<4.0 2.0-<3.0 1.0-<2.0 <1.0

Trombocyty <25 nebo sponanni
x 10° 75-<100 50-<75 25-<50 krvéceni

Neutrofily x

10° 15-<1.9 1.0-<15 0.5-<1.0 <0.5 nebo sepse
Hemoglobin

g/l 110-95 <95-75 <75-50 <50
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Informovany souhlas nemocnc¢ho

wmse el einlh AT T T SRR SR SN R SRR R S R R N S A RS

Jméno pacienta (tiskacim pismem), rodné &islo
Informace pro pacienta

Vazena pani,

obracime se na Vas se zadosti o pomoc.

V minulosti jste na Klinice onkologie a radioterapie Fakultni nemocnice Hradee Krilové
podstoupila 1écbu ozarovanim pro onemocnéni karcinomem délozniho ¢ipku. U kazdé pacientky se po
1écbé objevuji uréité zmeny ozafovanych tkani, intenzita téchto zmeén se viak miuze velice lisit
Nékterym pacientkam, nastésti pouze v malém procentu. mohou tyto zmeény pilisobit i komplikace
vyznamné ovliviiujici Zivot. Protoze v soucasné dobé nelze jakkoliv odhadnout, jaké bude riziko
nezddoucich téinki ozafovéni, byl na Klinice onkologie a radioterapie FNHIK zahdjen vyzkum, ktery
se touto problematikou zabyva.

Nagim cilem je vySetiit nékteré geny, které soucasné védecke poznani povazuje za podezielé
2 hlediska rizika rizik komplikaci po ozafeni, u pacientek, kieré v minulosti podstoupily radioterapii
pro karcinom &ipku délozniho, a srovnat tyto nilezy s nezddoucimi Geinky, které pacientky popisovaly
a popisuji. Pokud bychom nadli souvislost mezi rizikem téchto komplikaci a stavem téchto gent,
mohli bychom v budoucnu rizika nasledkii ozdfeni predem odhadnout a [é&bu témto nasledku
piizpusobit.

Vysetiovani téchto gent (konkrétné je naSe pozornost zamérena na geny zvané A'TM a TGF
beta) bude probihat z genetického materidlu — deoxyribonukleové kyseliny. ziskané 7 zilni Krve.
V praxi bychom Vam provedli tedy adbér zilni krve. Nisledné budeme vysetrovat v laboratofi Ustavu
klinické biochemie a diagnostiky zmény téchto uvedenych gend. Vysledky vysetieni pak budeme
davat do souvislosti s rozsahem komplikaci, které jste uvadéla ¢i byly prokazany pii klinickém
vySetieni 1ékaifem v ramci Vaseho polécebného sledovani v ambulanci.

V pripadé Vaseho soublasu s vyzkumem Vim zarucujeme, ze Gdaje o Vasi osobé budou
uchovéany s absolutni diivérnosti a nebudou prezentoviny trelim stranam. Vzorky budou uchovavany
anonymné. Ziskany materidl nebude pouzit kjinym nez vyse uvedenym uceltim. Uskladnéni a
evidence genetického materialu se Fidi platnou legislativou Ceské republiky.

Vase piipadné odmitnuti izolace a pouZiti Vasi DNA pro vyse zminéne¢ ucely nebude mit

zadny dopad na Vasi lécbu.
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Jméno pacienta (tiskacim pismem), rodné ¢islo

Souhlas s acasti ve yyzkumném projektu

Souhlasim s odbérem vzorku krve kizolaci DNA a s vySetrenim genu ATM a TGI beta,
Soublasim s tim, Ze zdravotni persondl, Géastnici se vyzkumu, muze vstupovat do mé zdravotni
dokumentace za tucelem ziskani informaci o mém zdravotnim stavu a komplikacim probéhlé

lechy.

misto a datum podpis pacienta /pacicatky!

misto a datum podpis [ékare /ISkarky/




