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Abstrakt:

Biopsie sentinelové uzliny je u pacientek s casnymi stadii karcinomu délozniho hrdla
pevnou soucasti doporucenych postupii pro chirurgicky staging onemocnéni. V centrech
s dostatecnou zkusenosti je dosahovano vysoké uspésnosti oboustranné detekce. Aktualné je
povazovana biopsie jen sentinelové uzliny bez simultanné provedené systematické panevni
lymfadenektomie za nedosatecny vykon pro stadia onemocnéni IB-11A. Jednou z vyhod detekce
sentinelovych uzlin je moznost jejich extenzivniho patologického vysetreni pomoci protokolu
pro ultrastaging. To umozZnuje detekci metastaz malého rozméru (mikrometastaz).

V soucasnosti chybi evidence o onkologické bezpecnosti biopsie sentinelové uzliny,
ktera by nahradila systematickou lymfadenektomii. Kontroverzni je i prognosticky vyznam
mikrometastdz pro nedostatek dat o jejich mozném vyskytu v nesentinelovych uzlindach
pFi negativité sentinelove uzliny.

Predkladana disertacni prace komplexné zpracovava koncept sentinelové uzliny
u karcinomu deélozniho hrdla a vénuje se nekolika tématiim.

Na nejveétsim dosud publikovaném retrospektivnim souboru pacientek z naseho centra
jsme prokdzali negativni vliv mikrometastdz na prognozu pacientek. Prokdzali jsme zkracené
peétileté preZiti bez nemoci, které dosdahlo jen 67 % u pacientek s detekovanou mikrometastdzou
ve srovnani s 90 % v celé kohorte.

Dale jsme se venovali uspésnosti detekce a sensitivité intraoperacniho vysetieni
sentinelové uzliny. Vysledky jsme ziskali z analyzy probihajici mezindrodni prospektivni
chirurgické studie Sentix (NCT02494063), ve které predkladatel disertacni prace pusobi
od pocatku jako investigator studie, skolitel disertacni prace je autorem protokolu.
Oboustranna uspésnost detekce dosdahla 91 %, coz je dosud nejvyssi uspésnost oboustranné
detekce prezentovand v multicentrické studii. Uspésnost detekce nebyla negativné ovlivnéna
velikosti nadoru ani BMI pacientky.

Intraoperacni vysetreni sentinelové uzliny mélo nizkou sensitivitou pro detekci
metastaz. U 90 % pacientek s mikrometastazou a 28 % s makrometastazou byla informace
o metastatickém postizeni sentinelové uzliny ziskdana az z definitivniho histologického vySetreni.

Venovali jsme se také uspésnosti detekce sentinelové uzliny u vétsich nddoril.
Pro jednotlivé kategorie nadorii (2-3,9 cm, >4 cm) jsme na retrospektivnim souboru z naseho
centra, nejvetsim, ktery se tomuto tématu dosud vénoval, potvrdili srovnatelné vysoku ispésnost
oboustranné detekce sentinelové uzliny ve srovnani s nadory <2 cm.
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uspesnost detekce, intraoperacni vysetieni, sensitivita, falesna negativita, makrometastaza,
mikrometastdza, izolované nadorové bunky, ultrastaging, prognoza



Abstract:

The sentinel lymph node biopsy is part of recommended surgical staging guidelines in
patients with early stages of cervical cancer. High success rates of bilateral detection of SLN
are achieved in sites with adequate experience with this procedure. The sentinel lymph node
biopsy without systematic pelvic lymph node dissection is currently considered inadequate
procedure for stages IB to IIA of the disease. One of the benefits of sentinel lymph node
detection is extensive histopathological examination using the ultrastaging protocol enabling
detection of small metastases (i.e. micrometastases).

At the moment, there is lack of evidence about oncological safety of sentinel lymph node
biopsy which might replace systematic lymph node dissection in the future.

Prognostic significance of micrometastases is also controversial due to the lack of data
about their potential presence in non-sentinel lymph nodes in cases with negative sentinel
lymph nodes.

This dissertation deals with the concept of sentinel lymph node biopsy in the cervical
cancer and focuses on several topics.

We have shown that the presence of micrometastasis is associated with significant
negative impact on patients' prognosis on the largest retrospective cohort of patients ever
published. Only 67% of patients with micrometastasis have experienced 5-year disease free
survival compared to 90% disease free survival in the whole cohort.

We have also focused on the sentinel lymph node detection rate and sensitivity of
intraoperative frozen section assessment. The results were obtained from the planned analysis
of ongoing international prospective surgical trial Sentix (NCT02494063), where Dr. RK acts
as the main investigator since the beginning of the trial and the dissertation supervisor is the
principal invetigator and the author of the protocol.

Bilateral detection was achieved in 91% of patients which is the highest bilateral
sentinel lymph node detection rate ever presented in a multicentric study. It was unaffected by
tumour size or patient’s body mass index.

Sentinel lymph node intraoperative pathological evaluation yielded a low sensitivity for
final lymph node positivity (FIGO NI status). Frozen section failed to detect 90% of all cases
with micrometastases and 28% of all cases with macrometastases. For about half of the
patients, information about lymph node involvement was obtained from the final pathology
report.

Finally, we have assessed SLN detection rate in larger tumors over 2cm and 4 cm. This
data has been obtained from the largest to date published retrospective cohort of patients
focused on this topic. The bilateral detection rate did not differ in subgroups of patients
according to tumor size (<2cm, 2-3,9cm, >4cm).

Keywords:
Sentinel [ymph node biopsy, cervical cancer, lymphatic mapping, nodal staging, detection

rate, frozen section, sensitivity, false negativity, macrometastasis, micrometastasis, isolated
tumor cells, ultrastaging, prognosis
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1. Koncept sentinelové uzliny (literarni ivod a prehled problematiky)
1.1 Uvod

Vétsina gynekologickych zhoubnych nadorti, vcetné karcinomu délozniho hrdla
metastazuje lymfogenné. Zhodnoceni stavu lymfatickych uzlin ma zésadni dileZzitost
pro staging onemocnéni a pro planovani onkologické 1éCby. Finalni stav panevnich
(regiondlnich) lymfatickych uzlin ovliviiuje prognézu onemocnéni, jejich pozitivita je
povazovana tradicné za vyzamny nezavisly negativni prognosticky faktor. Pacientky
s metastatickym postizenim lymfatickych uzlin maji vyssi riziko recidivy onemocnéni i umrti
na onemocnéni [1-7].

1.2 Historie

Kli¢ovou praci vénujici se technice intraoperacni detekce a biopsii sentinelové uzliny
na souboru 223 pacientll s malignim melanomem, publikovali v roce 1992 Dr. Donald L.
Mortan a Dr. Alistair J. Cochran z John Wayne Cancer Institute z Kalifornie, USA [8]. Usp&sné
provedli lymfatické mapovani a detekovali sentinelovou uzlinu v 82 % ptipadd. Zaznamenali
vyznamny vliv zkuSenosti operatéra na uspeéSnost detekce. Pomoci této nové metody se jim
podarilo selektovat rizikovou skupinu pacientll s pfitomnosti ¢asné metastazy v regionalni
uzliné, kterd byla nasledn¢ indikovana k provedeni elektivni systematické lymfadenektomie.

Pojem sentinelové uzliny je mnohem star$i. Ramon M. Cabaiias se vénoval vyzkumu
metastatického postizeni lymfatickych uzlin u karcinomu penisu v 60. letech 20. stoleti.
Za sentinelovou uzlinu oznacil lymfatickou uzlinu 4,5 cm laterdlné od symfyzy, ktera byla
velmi Casto postizena jako prvni. Tento koncept vychazel z pozorovani stacionarni lokalizace
karcinomu na glans penisu [9].

Prvnim védcem a lékafem, ktery pouzil termin sentinelové uzliny, byl v roce 1923
britsky chirurg Leonard R. Braithwaite. Studoval distribuci modrého barviva, které aplikoval
na omentum lidi a pokusnych kocek a nésledné prvni modrou lymfatickou uzlinu v blizkosti
aplikace znacky v podobé barviva nazval ,,gland sentinel [10, 11]. V roce 1960 ameri¢an
Ernest A. Gould popsal, vychéazejic z anatomie lymfatického systému, jako sentinelovou uzlinu
prvni lymfatickou uzlinu typicky lokalizovanou v soutoku anteriorni a posteriorni obli¢ejové
vény u karcinomu gl. parotis. O nékolik let pozdéji v roce 1966 americky urolog E. Sayegh
popsal sentinelovou uzlinu, ktera ziskava lymfatickou drendz z varlete [12].

1.3 Soucasna doporuceni

Biopsie sentinelové uzliny je u karcinomu déloZzniho hrdla doporucenou metodou
pro ¢asna stddia onemocnéni a je pevnou soucasti soucasnych jak evropskych (ESGO-ESTRO-
ESP guidelines) [13], tak i americkych (NCCN guidelines) doporucenych postupt [14].

Chirurgicko-patologicky staging regiondlnich panevnich lymfatickych wuzlin je
standardem pro zhodnoceni prognozy a stanoveni dalsi terapie u Casnych stadii karcinomu
onemocnéni, tzn. Tlal bez lymfovaskularni invaze [13].

Prvni studie vénujici se biopsii sentinelové uzliny u karcinomu délozniho hrdla byly
publikovany pted vice nez 20 lety [15, 16]. Do soucasnosti se pouze ojedinélé prace vénovaly
vyznamu jen samotné biopsie sentinelové uzliny bez nasledného provedeni systematické
lymfadenektomie [17]. Jako samostatny vykon je v soucasnosti biopsie SLN akceptovana
pouze u pacientek ve stadiu Tlal s pfitomnou lymfovaskularni invazi a ve stadiu T1a2 [13].
Biopsie sentinelové uzliny je doporuc¢enou metodou pro stadia Tlb az T2a, ale vzdy



v kombinaci se systematickou panevni lymfadenektomii v ptipad¢ jeji negativity nebo nebyla-
li intraoperacné¢ SLN vysSetfena. Biopsie jen SLN je pro tato stddia onemocnéni mozné jen
v ramci probihajicich chirurgickych studii.

Vsechny exstirpované SLN jsou odeslany na intraoperaéni histologické vysSetteni. Je-li
patologem detekovano jejich metastatické postizeni makrometastazou nebo mikrometastazou,
je veétSinou od dalsi radikalni operace, radikdlni hysterektomie a systematické
lymfadenektomie, upusténo. Nador hrdla je s d€lohou v panvi ponechdn a pacientka je
referovana k definitivni primarni chemoradioterapii. Je dokonfen paraaortalni staging,
lymfadenekotmie do vySe inferiorni mesenterické arterie a eventudlné jsou dle veku
transponovana funkéni nadorem nepostizena ovaria mimo budouci ozéaifené pole. Tato
intraoperacni triaZz pacientek ma zabranit nezddouci kombinaci obou Ié¢ebnych modalit,
radikdlni chirurgie a chemoradioterapie, kterd byva spojena s nejvétsi zadvaznou, zejména
pozdni morbiditou.

Na intraoperacni vySetfeni by mély byt odeslany kromé sentinelovych i evidentné
suspektni uzliny, v ptipad€ necekaného nalezu zvétSenych panevnich uzlin, které nebyly ziejmé
na predoperacnim ultrazvukovém vySetfeni nebo na magnetické rezonanci. V tomto ptipadé
jsou exstirpovany zvétSené postizené uzliny v kombinaci s paraaortdlnim uzlinovym
stagingem. Pacientka je nasledné€ opét referovana k definitivni kurativni chemoradioterapii
[13].

Biopsie SLN ma né¢kolik cild. Umoznuje detekovat ty nejdalezitéj$i strazné uzliny
s nejvetsim rizikem postizeni. Intraoperacni histologické vySetteni SLN pomoci metody
zmrazenych fezli umoziuje upraveni typu provedeného vykonu béhem operace. Maly pocet
SLN umoznuje jejich extenzivni finalni patologické zpracovani pomoci protokolu pro tzv.
ultrastaging, které zvysuje zachyt metastaz malych rozméri: mikrometastaz (0,2 — 2,0 mm) a
shlukti izolovanych nadorovych bun¢k (<0,2 mm).

1.4 Technika znaceni a detekce sentinelové uzliny

Ke znaceni SLN je mozné pouzit n¢kolika technik. Pro vyssi GspéSnost znaceni je
preferovana kombinace detekcnich latek, tzv. ,tracers®. Je vhodné pouzit kombinace barviva
methylenové/isosulfanové modii (,BD — blue dye™) stechneciem-99m znaenym
radiokoloidem (,,RC — radiocoloid *™Tc*). Samostatné je uZivana fluorescenéni tehnika
s indocyaninovou zeleni (,,ICG — indocyanine green®), kterd ma udavanou vyssi uspéSnost
v oboustranné detekci SLN [18].

Metoda detekce SLN byla u karcinomu déloZniho hrdla extenzivné studovéna a je dobie
standardizovana. Je publikovana jeji velmi nizka faleSna negativita pro finalni stav panevnich
lymfatickych wuzlin. Zhodnoceni stavu lymfatickych uzlin s oboustrannou detekci a
intraoperacnim patologickym vySetfenim sentinelovych uzlin by mélo byt prvnim krokem
chirurgického vykonu. Za sentinelové uzliny jsou povaZovany vSechny modré anebo
radioaktivni anebo fluorescentni uzliny, které¢ jsou nasledné Setrné exstirpovany, ve snaze
nezhmozdit jejich pouzdro.

Pro znaceni SLN radiokoloidem existuji dva odlisné protokoly pro aplikaci. Vychazi
z velikosti pouzitych partikuli a rozdilné upravuji ¢as aplikace detekéni latky pfed samotnym
operaénim vykonem. V dlouhém dvoudennim protokolu je radiokoloid (Senti-Scint®, velikost
partikuli 100-600 nm) aplikovan do d€lozniho hrdla den pted operaci s moznosti provedeni
scintigrafie. V kratkém protokolu je aplikace zhruba 20 minut pfed zacatkem operacniho
vykonu a samotné detekce u pacientky, kterd je jiz v celkové anestezii (Nanocoll®, velikost
partikuli 3-16 nm s primérem 8 nm). Patentni modf, stejn¢ tak i indocyaninova zelen jsou
aplikovany pfi vaginalni pfipravé na zacatku operac¢niho vykonu.



K mapovani SLN pomoci radiokoloidu je zapotiebi mit k dispozici zazemi oddéleni
nukledrni mediciny, které po objednani pro pacientku pfipravi a na oddéleni nebo operaéni sél
doruci techneciem-99m znaceny radiokoloid. Jeho celkova aktivita je 80-110 MBq, rozdélena
do ¢tyt davek, kazda jedna je urcena k aplikaci do jednoho ze ¢tyt kvadrant d€lozniho hrdla.
Za objemem tekutiny je v kazdé injekci mala bublina vzduchu, ktera je dilezita pro vyplnéni
mrtvého prostoru a dodrzeni aplikované davky radiokoloidu. Je mozné provést pfedoperacni
scintigrafii, kterd ma uddvanou niz8i sensitivitu pro detekci sentinelovych uzlin [19].
K intraoperacni detekci slouzi pfirucni scintilacni gama kamera, kterd registruje radioaktivitu,
tj. mnozstvi impulz za sekundu. Radioaktivni (,,hot*) SLN ma vyssi aktivitu ve srovnani
s pozadim, okolni tkani.

Uspésna oboustranna detekce SLN je zavisla na dobie zvladnuté technice aplikace
detek¢ni latky do délozniho hrdla. Ta musi byt povrchové, dostatecné pomald, aplikace je
provedena volné bez odporu, do zdravé tkan¢, stromatu délozniho hrdla v t€ésném okoli nadoru.
(Obr. 1)

Obr. 1: Aplikace detekeni latky do d€lozniho hrdla

Celkova davka je v ptipad¢é radiokoloidu 4x20 MBq, aplikovany objem 0,2-0,5 ml
na injekci, pro patentni modf pak jedna 2 ml ampule v Sml injekci nezfedéna nebo zfedéna
v 2ml fyziologického roztoku a pro indocyaninovou zelen pak jedna 5 ml ampule zifedéna v 20
ml fyziologického roztoku v davce 2x2 ml pro intracervikélni aplikaci. U objemnych nadort,
kde neni patrny zbyvajici zdravym lem d€lozniho hrdla je mozné pouzit modifikovanou
techniku aplikace se specialni dlouhou spindlni jehlu a detek¢ni latku aplikovat za nekroticky
exofyticky nador do zdravé tkan¢ stromatu [20]. Je dilezité jehlu ponechat v hrdle nékolik
vtefin jako prevenci Uniku detekéni latky z mista vpichu. Opatrnosti je zapotiebi v piipad¢ uziti
patentni modii, které miize byt spojeno s alergickou reakci. Proto je vhodné pfedem informovat
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anesteziologa. Hodnoty saturace méfené pulzni oxymetrii mohou v disledku ziedéni barviva
v plazm¢ a interferaci s fotometrickou technikou méteni falesné poklesnout [21].

Po aplikaci detekcni znacky je béhem operace rozpolceno peritoneum na obou stranach
a ziskédn tak dobry pfistup do retroperitonea v pribéhu velkych panevnich cév. Je nezbytné
nutné peclivé prohlédnout vSech 7 anatomicky dobie definované oblasti s moznym vyskytem
SLN, tj. panevni trovné I a 11 [22].

Jedna se o nasleduji presn¢ vymezené oblasti:

a) externi ilicka oblast (vpravo a vlevo), kterou vymezuje paravesikalni fossa medialn¢ a
m. psoas lateralné, ramus superior ossis pubis ventralné a bifurkace spolec¢ni ilické arterie
dorzalné

b) interilicka oblast, neboli obturatorni fossa (vpravo a vlevo), kterou kranidlné
ohranicuje sténa externi ilické vény, jeji kauddlni plocha, dorzéln¢ pak bifurkace
spolec¢né ilické arterie, paravesikalni prostor medialné, os pubis spolecné¢ s musculus
levator ani ventralné, musculus psoas lateralné a obturatorni cévy kaudalné

c) spolecna ilicka oblast (vpravo a vlevo), kterou vymezuje bifurkace aorty kranialné,
spole¢né ilické cévy medialné, laterdlné m. psoas, ventraln¢ bifurkace spole¢nych
ilickych cév a os sacrum kaudélné

d) presakralni oblast je ohrani¢ena spole¢nymi ilickymi cévami kranialné a lateralng, os
sacrum kaudalné a ventraln€ saha po uroven bifurkace pravych spolecnych ilickych cév

Pénevni arovén I se nachazi pod bifurkaci spole¢nych ilickych arterii a zahrnuje v sob¢ oblast
externich ilickych cév a interilickou oblast. Panevni uirovei II se nachdzi kranialn€ od trovné
I a zahrnuje spolec¢nou ilickou oblast a presakralni oblast.

Béhem operace a lymfatického mapovani pak v idealnim ptipadé¢ sledujeme oznacené
aferentni lymfatické cévy a kolektory, které nas od nadoru dovedou k oznacenym sentinelovym
uzlindm. Jejich nejpravdépodobnéjsi vyskyt lze ofekavat v oblasti zevnich ilickych cév,
v interilické bifurkaci pfi vstupu do obturatorni fosy a v obturatorni fosse samotné [19]. Pokud
sentinelové uzliny nenajdeme v téchto pravdépodobnych oblastech vyskytu, je dilezité pecliveé
prohlédnout celou panev véetné parametrii, oblasti spole¢nych ilickych cév, vnitinich ilickych
cév a presakralni oblast. Byly popsany 1 tzv. atypické lokalizace vyskytu zhruba u 2-5% vSech
sentinelovych uzlin [23, 24]. Je ale vysoce nepravdépodobné, z recentnich publikovanych dat
az nemozné, ze by aferentni lymfatické cesty pteskocily vSechny panevni uzliny a vedly ptimo
izolované do paraaortdlni oblasti. Tato atypicka lokalizace sentinelovych uzlin paraaortalné
byla popsana ve dvou francouzskych studii s prevalenci 5% ve starSi praci a pouze 1,5 %
z vysledki analyzy obou studii [23, 25]. Z analyzy lymfatického mapovani ve studii Sentix se
potvrdil vyskyt sentinelovych uzlin jen v panvi. Izolovany vyskyt sentinelovych uzlin
paraortaln€ nebyl zachycen [26].

SLN koncept piedpokladd odstranéni obvykle malého mnozstvi jedné az dvou uzlin
z kazdé strany panve. S naristajici délkou detekce se detekéni latkou oznacdi i dalsi kranidlné
lokalizované tzv. sekundéarni uzliny. Tyto ale nejsou z definice uzlinami sentinelovymi, tedy
prvnimi strdznymi uzlinami. Sou€asné je zapotiebi po odstranéni sentinelovych uzlin v ptipadé
aplikovaného radiokoloidu pecliveé patrat po mozné rezidudlni radioaktivité v panvi ve snaze
eliminovat riziko pfehlédnuti dal§ich ponechanych radioaktivnich sentinelovych uzlin.

1.5 Intraoperacni a definitivni histologické vySetieni sentinelové uzliny
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Vsechny exstirpované SLN jsou odeslany na intraoperacni vysSetfeni pomoci metody
zmrazenych fezil a nasledné jsou poté definitivné extenzivné zpracovany pomoci protokolu
pro ultrastaging.

Cilem intraoperacniho vySetfeni SLN je tfidit pacientky mezi primarni operacni 1é€bou
(negativita SLN) a primarni chemoradioterapii (pozitivita LSN) a modifikovat tak rozsah
operacniho vykonu. Vysledek intraopera¢niho vySetfeni musi byt operatérovi k dispozici
radove v desitkach minut. Velké mnozstvi vySetienych fezii by neimérné prodluzovalo operaci
a vedlo by ke ztrat¢ a vykrojeni materidlu uzliny, ktery by byl ztracen pro definitivni zpracovani.
Béhem intraoperacniho vysetieni je sentinelova uzlina Setrn€ oddé€lena od okolni tukové tkané
a vySetfena v 2 mm fezech, pro mensi uzliny to znamena jejich prosté rozptleni. Z kazdého
blocku jsou pak vysetieny jeden nebo dva fezy. Je zcela postacujici, aby zietelné metastaticky
postizena uzlina byla vySetfena pouze v jednom fezu. V takovém piipad¢ je dobré ponechat
okolni tukovou tkan kolem uzliny k posouzeni prorustani a Sifeni metastazy pies jeji pouzdro
[27].

Novou metodou intraoperaéniho vySetfeni sentinelové uzliny na pfitomnost
makrometastaz, mikrometastdz a izolovanych nadorovych buné¢k patti tzv. OSNA (,,one-step
nucleic acid amplification®). Jedna se o rychlou esej, kterd umoZziuje kvantitativné detekovat
pfitomnost cytokeratin 19 mRNA v lyzadtu SLN. Limitaci metody je vSak mozna ztrata
materialu uzliny pii zpracovani jejiho lyzatu pomoci OSNA, také faleSna pozitivita v ptipadé
pfitomnych benignich epitelidlnich Miillerianskych inkluzi (napf. endosalpingidza,
endometri6za) a dale nedostatek evidence o piesnosti metody [28].

Poté, co byly SLN vySetfeny intraopera¢n¢, nasleduje definitivni zpracovani pomoci
protokolu pro ultrastaging. (Obr. 2) Cilem podrobného finalniho histologického vySetfeni je
nepiechlédnout za4dné metastatické postizeni SLN a detekovat 1 malé metastazy
(mikrometastdzy). Neprovedeni ultrastagingu by mélo zavazné disledky pro prognézu
pacientky v podob¢ piitomného a prehlédnutého metastatického uzlinového postizeni a
vysokého rizika recidivy a umrti.

Ultrastaging SLN klade casové, persondlni 1 financni naroky. Neexistuje pro ngj
mezindrodné platny jednotny doporuceny protokol. Informace o poctu vySetienych urovni
z kazdého histologického blocku (kazdého 2 mm fezu SLN), o velikosti intervalu mezi
jednotlivymi Grovnémi (um), jsou parametry, které by mély byt uvedeny v definitivni
histologické zpravé, stejné tak i v publikaci vénujici se biopsii SLN.
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Obr. 2: Protokol pro ultrastaging pti vysetieni SLN

Definitivnimu zpracovani SLN pomoci protokolu ultrastagingu se vénuje recentné
publikovany souhrnny ¢lanek (Dundr P., 2020). Autofi popisuji znacné rozdily v intenzité a
kvalité¢ zpracovani mezi jednotlivymi institucemi s ruznych zemi. Méné¢ intenzivni protokoly
vyznamné sniZuji sensitivitu ultrastagingu a mohou mit za diisledek prehlédnuti mikrometastaz
1 malych makrometstaz. Ze 127 analyzovanych studii chybi u 24% z nich jakakoliv informace
o zpusobu patologického vySetfeni, u 7 % pfipadl nebyly uzliny vySetfeny ultrastagingem,
tloustka fezli byla zna¢né variabilni (1-5mm), stejné€ tak pocet vysettenych Grovni (0 Grovni az
kompletni zpracovani, kdy neni ponechdna Zadna nevySetfend tkan uzliny). Znacné se lisi 1
intervaly mezi jednotlivymi urovnémi (40-1000 pm) a pocet fezti v tirovni (1-5) [29].

Navrzeny protokol pro definitivni vySetfeni SLN, ktery zachyti vSechny
makrometastazy a vétSinu mikrometastaz, je nasledujici. SLN je fixovana ve formaldehydu a
nakrajena po 2 mm. Z parafinovych blocki jsou provedeny vzdy 4 fezy v 200 um intervalech
(1 barveny H&E, 1 vySetfeny imunohistochemicky protilatkami proti pancytokeratinu AEI a
AE3 a 2 nebarvené fezy) a to celkem v tolika trovnich, dokud nezlstane Zadna nezpracovana
tkan uzliny [27].

1.6 TNM klasifikace

Nadorové postizeni, pozitivita SLN je rozdélena do n€kolika skupin a to podle velikosti
metastaz.

TMN Kklasifikace definuje nésledujici kategorie pN:
pN1(sn) pro ptitomnost makrometastazy o velikosti >2 mm,
pNT1 (mic) (sn) pro mikrometastdzu o velikosti 0,2 mm — 2,0 mm,

pNO(i+) (sn) pro ptitomnost tzv. (shlukil) izolovanych nadorovych bun¢k o velikosti <0,2 mm.
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nezavislym negativnim prognostickym faktorem [30]. Diky extenzivnimu histologickému
vySetfeni SLN pomoci ultrastagingu je navic zhruba u 10-15 % pacientek diagnostikovana
mikrometastaza anebo shluky izolovanych nadorovych bun€k, které by pii bézném vysetteni
lymfatickych uzlin zlstaly piehlédnuty.
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2 Cile prace

Soucasti disertacni prace je nekolik projektl, vénujicich se konceptu sentinelové uzliny
u ¢asnych stadii karcinomu délozniho hrdla. Jsou popsany v nasledujicich kapitolach.

2.1 Prognosticky vyznam mikrometastaz
2.2 Lymfatické mapovani a ispéSnost detekce sentinelové uzliny
2.3 Sensitivita a faleSna negativita intraoperac¢niho vySeti‘'eni sentinelové uzliny

2.4 Uspé&nost detekce sentinelové uzliny u vétSich nadora
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2.1 Prognosticky vyznam mikrometastaz
2.1.1Cil

Cilem projektu bylo na souboru 226 pacientek IéCenych v terciarnim
onkogynekologickém centru Gynekologicko-porodnické kliniky VFN a 1.LF UK v Praze
retrospektivné analyzovat prognosticky vyznam mikrometastaz a izolovanych nadorovych
bun¢k v SLN a jejich vliv na parametry celkového preziti a preziti bez progrese onemocnéni.
Biopsie SLN bylo vyuzivano v managementu pacientek v naSem centru kontinualné¢ od roku
2005 a intenzivni protokol pro histopatologické vysSetfeni sentinelové uzliny systematicky
od roku 2009.

2.1.2 Hypotéza

Prognosticky vyznam mikrometastdz (MIC) v SLN je dilezity pro klinicky
management pacientek s karcinomem de¢lozniho hrdla. Soucasnd literatura je v této oblasti
kontroverzni. K detekci vétSiny MIC je nutné definitivné histologicky vySettit SLN pomoci
ultrastagingu. V pifipad¢ prokazatelného negativniho vlivu na progndézu onemocnéni je
k pacientkdm s MIC nutno pfistupovat identicky jako k pacientkdm s makrometastdzou
(MAC). Naopak, pokud by MIC neméla vliv na preziti, SLN by mohly byt patologicky
vySetfovany standardné bez nutnosti vyuziti drahého a nadro¢ného protokolu pro ultrastaging.

2.1.3 Metodika

Do studie byly zatazeny vSechny konsekutivni pacientky s karcinomem délozniho hrdla
ve stadiu Tla-T2b, s béznymi histologickymi typy (dlazdicobunécny, adenoskvamozni,
adenokarcinom) a s negativnimi lymfatickymi uzlinami dle pfedoperacnich stagingovych
zobrazovacich vySetfenich, které podstoupily chirurgickou 1é¢bu s kurativnim zameérem
v intervalu od ledna 2007 do prosince 2016. Vstupnim kritériem byla alesponl jednostranna
detekce sentinelové uzliny béhem operace. Vyfazeny byly pacientky s metastatickym
postizenim SLN z intraopera¢niho vySetfeni, u kterych bylo od dalsi radikalni operace
pro pozitivu uzliny upusténo a u kterych nebyla SLN detekovana alespon jednostranné. Byly
vylouceny pacientky s vzacnymi histologickymi typy nadori s agresivnim biologickym
chovanim (napft. neuroendokrinni nadory) a déle ty, které byly inicidln¢ 1é€eny neoadjuvantni
chemoterapii ve snaze zménsSit nador pro planovany fertilitu zdchovny postup.

Pro popis uzlinového postizeni byla pouzita TNM Kklasifikace, kde makrometastaza
(MAC) predstavuje postizeni >2 mm, mikrometastdza (MIC) postiZeni o velikosti 0,2-2,0 mm
a izolované nadorové bunky (ITC) pak jednotlivé nadorové butiky nebo jejich shluky <0,2 mm
(<200 bunek) [31].

Pro detekci SLN byla pouzita kombinovand metoda patentni modfti s radikoloidem.
Techneciem 99 znageny albumin (SentiScint®) byl v dvoudennim tzv. dlouhém protokolu
aplikovan ze ¢tyt vpichl do délozniho hrdla minimélné 12 hodin pfed operaci v rozdélené davce
4x20 MBgq. Patentni modf byla aplikovana ze Etyf vpichi do délozniho hrdla pfi vagindlni
piipravé u pacientky jiz v celkové anestezii tésné pied za¢atkem operacniho vykonu v celkové
davce 2 ml, nebo ziedénd ptfidanim 2 ml fyziologického roztoku. Zplisob a doba aplikace
detek¢nich latek byla identickd jak pro mini-invazivni (laparoskopicky), tak pro otevieny
operacni pristup (z laparotomie). U menSich nadorti aplikace probéhla povrchové do stromatu
délozniho hrdla, pfisn¢ peritumordzné nebo v tésné blizkosti konizacniho defektu. Aplikace
detek¢ni znacky byla pomala, bez vétSiho odporu tkané a jehla byla po aplikaci ponechana
v déloznim hrdle po dobu nékolika vtefin ke kontrole a prevenci nezddouciho uniku detekéni
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latky z mista vpichu. U velkych (bulky a pseudobulky) nadori, u kterych nebylo dobte patrné
rezidudlni okolni stroma hrdla, byla detekéni latka aplikovana modifikované za tumor
do zdravého stromatu pomoci dlouhé spinalni jehly [20].

Po aplikaci detekéni latky nésledoval samotny operacni vykon, béhem kterého byly
nejprve peclivé prohlédnuty vSechny anatomicky definované oblasti v retroperitoneu panve
ve snaze detekovat modie zbarvené anebo radioaktivni SLN pomoci rué¢ni gamma kamery.

Exstirpovany byly vSechny modré anebo radioaktivni SLN a odeslany na intraopera¢ni
histologické vySetfeni. V piipadné¢ necekaného nélezu vice pokrocilého onemocnéni,
pii intraoperacni pozitivit¢ SLN, klinicky jasné invaze do parametrii a necekaného
peritonealniho rozsevu nebo pfi nalezu bulky postizenych lymfatickych uzlin bylo od dalsi
radikalni operace upusténo. Takova pacientka byla referovana k priméarni konkomitantni
kombinované chemoradioterapii.

V piipadé¢ negativity SLN z intraopera¢niho vySetieni metodou zmrazenych fezii byla
dokoncena systematickd panevni lymfadenektomie, tzn. odstranéna veskera tukoveé lymfaticka
tkan oboustranné ze sedmi standardné anatomicky definovanych oblasti panve (Grovné I a
urovng II) s moznym vyskytem uzlinového postizeni (z parovych oblasti zevnich a spolecnych
ilickych cév, z obou oburatornich fos a z oblasti presakréalni) [22]. Vyjimkou byly pacientky
ve stadiu Tla s pfitomnou lymfovaskularni invazi, u kterych je dle soucasnych doporucenich
biopsie SLN dostacujicim vykonem [13, 14]. Lymfatické uzliny v postrannich parametrii byly
odstranény béhem radikalni parametrektomie a zGstali soucasti preparatu délohy.

Typ provedené radikdlni parametektomie (B, C1, C2) definuje klasifikace podle
Querleho-Morrowa [32, 33]. Radikalita resekce parametrii byla zvolena pied opera¢nim
vykonem se znalosti klinického stddia ze zobrazovacich vySetieni a s ohledem na pfitomnost
lokalnich rizikovych faktorti (velikost tumoru, pfitomnost LVSI, hloubka stromalni invaze,
dosah nadoru k pericervikalni fascii, tzv. ,,tumor-free distance*) [13, 34].

Adjuvatni chemoradioterapie byla indikovana u pacientek v piipadé pozitivity
lymfatickych uzlin, infiltrace parametrii nebo pii dosahu nadoru do chirurgického resekéniho
okraje (poSevni manZeta). Nasledovala ambulantni dispenzarizace v pravidelnych intervalech
(kazdé 3 mésice prvni dva roky po operaci a kazdych 6 mésicii v 3.-5. roce sledovani). Bylo
dosazeno medianu sledovani v délce 5 let. Data o pfeZivani pacientek byla porovnana a
chybgjici event. doplnéna z Narodniho onkologického registru (NOR, UZIS CR).

Provedena univariaéni analyza zahrnovala dvanact sledovanych histopatologickych (P)
nebo ultrazvukovych (UZ) parametri: stadium nadoru (P), histologicky typ nadoru (P), grading
(P), pritomnost LVSI (P), invaze do parametrii (P), pozitivita lymfatickych uzliny (MAC, MIC,
ITC) (P), pocet pozitivnich LN (P), nejvétsi rozmér nadoru (UZ), nejvétsi rozmer nadoru (P),
TFD — tumor free distance (UZ), hloubka stromalni invaze (P), objem nadoru vypocitany
z jeho rozmért vzorcem pro elipsoid (P).

TFD byla definovédna jako minimalni vzdalenost mezi nddorem a pericervikalni fascii,
hranice lemujici délozni hrdlo, kterd je hyperechogenni na ultrazvuku a hypointenzivni na MRI.
Jedna se o nejmensi tloustku nddorem nepostizeného stromatu hrdla d€lozniho mefenou
v tranverzalni rovin€ (mm) [34].

Kazda exstirpovana SLN vétsi nez 3 mm, byla intraoperacné rozpiilena rovnobé&zné
sjeji dlouhou osou a kazdd polovina vySetfena metodou zmrazenych ftezli. Vysledek
z intraoperacniho vySetfeni, tzn. informaci o poc¢tu nalezenych a vySetfenych uzlin a o event.
pfitomnosti metastatického postiZzeni patolog sdélil chirurgovi na operacni sal. Uzliny mensi
neZ 3 mm byly s ohledem na nezadouci ztratu materialu vykrojenim ponechéany pro definitivni
histologické zpracovani.

SLN byly fixovany v 10% formaldehydu, nakrajeny v 2 mm intervalech a zality
do parafinovych blockl. Byly zpracovany dle protokolu pro SLN ultrastaging, ktery spocival
ve vySetteni kazdého 2 mm blocku ve dvou po sobé¢ nasledujicich ultratenkych fezech (4 um)
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v pravidelnych 150 um intervalech, a to celkem ve 4 urovnich. Prvni fez byl barven pomoci
hematoxylinu a eosinu (HE) a druhy imunohistochemicky s pouzitim protilatek
proti cytokeratiniim, anti-cytokeratinu AE1 a AE3 (Dako, Glostrup, Dansko).

2.1.4 Poufité statistické metody

Analyza retrospektivni kohorty zjednoho centra byly provedena s pouzitim
standardnich metod deskriptivni statistiky. Pouzity byly absolutni a relativni cetnosti
jednotlivych veli¢in, median byl doplnén percentilovym rozpétim od 5.-95. percentilu
pro spojité proménné. Ke zhodnoceni vlivu jednotlivych sledovanych faktorti na parametry
preziti byly pouzity univariacni a multivariacni testy (Cox proportional hazards models) a
vyjadifeny pomoci pomért rizik (HR) a intervalli spolehlivosti (CI) s konfiden¢ni hladinou 95
%. Cut-off hodnoty (diskriminacni hladiny) pribéznych proménnych byly stanoveny analyzou
ROC kiivek, kritériem byla nejvyssi hodnota souctu sensitivity a specificity. Kaplan-Meierova
metoda pak k vizualizaci parametrii pieziti. Log rank test k testovani statistické vyznamnosti
rozdild v kiivkach preziti mezi riznymi skupinami pacientek. Statistickd analyza byla
provedena pomoci SPSS 25.0.0.1 (IBM Corporation 2018).

2.1.5. Vysledky

Zakladni charakteristika souboru pacientek je uvedena v tabulce 1. Stadia onemocnéni
jsou uvedena dle FIGO klasifikace 2009.

Tab. 1: Zakladni charakteristika souboru (N=226)
cela kohorta'

vék (roky) 42,2 (26,2; 67,9)
BMI 24,3 (18,4; 36,2)
stadium pT lal 8 (3,5 %)
1a2 7 (3,1 %)
1bl 157 (69,4 %)
1b2 42 (18,6 %)
2a 3(1,3%)
2b 9 (4,0 %)
histologicky typ adenokarcinom 49 (21,7 %)
adenoskvamozni 6 (2,7 %)
dlazdicobunécny 171 (75,7 %)
grade 1 21 (9,3 %)
2 95 (42,0 %)
3 91 (40,3 %)
neuveden 19 (8,4 %)
LVSI 98 (43,4 %)
fertilitu zachovna lécba konizace 11 (4,9 %)
ST 4 (1,8 %)
RT 12 (5,3 %)
chirurgicky pfistup laparotomie 196 (86,7 %)
laparoskopie 30 (13,3 %)
typ parametrektomie A 5(2,2 %)
B 13 (5,8 %)
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C 2 (0,9 %)
Cc1 106 (46,9 %)
Cc2 82 (36,3 %)
neuveden 18 (8,0 %)
SLNB bilateralné 196 (86,7 %)
unilaterdiné 30 (13,3 %)

panevni lymfadenektomie

212 (93,8 %)

pocet ziskanych LN na

. 36,0 (4,0; 59,0)
pacientku
typ uzlinové pozitivity MAC 14 (6,2 %)
MIC 16 (7,1 %)
ITC 8(3,5%)
negativni 188 (83,2 %)

nejvétsi rozmér nadoru (UZ)?
nejvétsi rozmér nadoru (P)3
hloubka stromélni invaze (P)3

objem nadoru (P)3

25,5 (3,4; 52,0)

26,0 (6,0; 65,0)

15,0 (5,0; 25,0)
4336,3 (113,1; 43 987,6)

adjuvantni |écba

kombinovanda RT
chemoradioterapie

37 (16,4 %)
13 (5,8 %)
24 (10,6 %)

délka dispenzarizace (mésice)

64,5 (7,0; 123,0)

interval do recidivy (mésice)

61,5 (6,4; 123,0)

recidivy

22(9,7 %)

umrti

DOD
DOC

25 (9,7 %)
18 (7,9 %)
7 (3,1 %)

Labsolutni a relativni frekvence proménnych v jednotlivych kategoriich, median doplnén 5.-95.
percentilem, 2hodnoceno podle ultrazvuku; 3hodnoceno podle histologie

DOC=umrti z jiné pfFiciny (,died of other cause”), DOD=Umrti v souvislosti s onemocnénim (, died of
disease”), ITC=izolované nadorové burky, LN=lymfatické uzliny, LVSI=lymfovaskularni invaze,
MAC=makrometastdza, MIC=mikrometastdza, P=histopatologie, RT=radioterapie, RT=radikalni
trachelektomie, SLNB=biopsie sentinelové lymfatické uzliny, ST=prosta trachelektomie, UZ=ultrazvuk
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Pro finalni analyzu byla zpracovana kohorta 226 pacientek. Dlazdicobunéény karcinom
byl diagnostikovan v 76 % a adenokarcinom v 22 9% ptipadi. Nador T1bl do 2 cm byl
v souboru  zastoupen v 69 % piipadi. Radikalni parametrektomii (hysterektomii nebo
trachelektomii) typ C1 podstoupilo 47 % a typ C2 36 % pacientek. Fertilitu zachovnou operaci
prodélalo 12% zatazenych pacientek. V 87% piipadu probehla operace z otevieného pristupu,
z laparotomie.

Invaze do parametrii a stddium T2b bylo patologem potvrzeno v deviti ptipadech (4 %),
v Sesti pfipadech jsme o parametrialni invazi védéli jiz z pfedoperacniho expertniho
ultrazvukového vySetfeni a u tiech zbyvajicich T2b nadort doslo ke zvyseni stadia az z findlni
histologie (posun c¢T1b - pT2b). Dlvody pro indikaci k radikalni operaci u pacientek s T2b
nadory bylo silné vaginalni krvaceni ve dvou ptipadech a zcela incipientni, minimalni invaze
do parametrii ve ctyfech piipadech.

Jen u dvou pacientek snegativni SLN, byla nalezena makrometastaza v uzliné
nesentinelové. Fale$na negativita pro SLN vySetfené pomoci protokolu pro ultrastaging byla
nizka (1 %) a je uvedena v tabulce 2.

Tab. 2: Definitivni stav lymfatickych uzlin. Kombinované vysledky ultrastagingu SLN a
vySetieni non-SLN uzlin (N=226)

SLN non SLN finalni stav LN N (%)
negativni negativni negativni 188(83,2 %)
negativni pozitivni (MAC) pozitivni 2 (0,9 %)
pozitivni pozitivni (MAC) pozitivni 1(0,4 %)
MIC 1
pozitivni pozitivni pozitivni 6 (2,7 %)
ITC1 ITC 1
MIC 2 MIC 2
MAC 1 MIC 1
MAC 2 MAC 2
pozitivni negativni pozitivni 29 (12,8 %)
ITC7
MIC 14
MAC 8

Metastatické postizeni, pozitivita lymfatickych uzlin, byla diagnostikovana u 38 (17 %)
pacientek. Podle velikosti se jednalo o 14 MAC, 16 MIC a 8 ITC. Adjuvantni 1écbu podstoupilo
37 (16 %) pacientek, 27 znich pro uzlinovou pozitivitu, dalSich 8 pro invazi nadoru
do parametrii a dv€ pacientky pro pozitivitu chirurgického okraje (dosah nadoru do okraje
poSevni manZzety).

Celkem jedenacti pacientkdm (11/38) s pfitomnym metastatickym postizenim
lymfatickych uzlin nebyla adjuvantni lé¢ba zrtznych divodd, podana. Adjuvantni
chemoradioterapii nedostaly Ctyfi pacientky (4/14) s MAC, ve tfech ptipadech pro odmitnuti
adjuvantni 1écby (T1b1 stadia) a jedenkrat pro ¢asnou progresi po fertilit¢ zdchovné operaci.
Dalsi dvé pacientky (2/16) s MIC neabsolvovaly adjuvantni 1écbu, vjednom piipadé
pro odmitnuti radioterapie a druha pacientka s MIC byla diagnostikovadna a 1écena v dobé¢, kdy
ptitomnost MIC v lymfatické uzlin€ soucasné s absenci dalSich prognostickych rizikovych
faktori nebyla indikaci k pooperacnimu zajisténi adjuvantni léCbou. Identicky nebyla

vvvvvv

ve vSech piipadech pro absenci dalSich prognosticky vyznamnych rizikovych faktort.
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Béhem nasledujici dispenzarizace po operacnim vykonu jsme diagnostikovali celkem
22 recidiv. Median sledovani doséhl 65 mésict. Recidivy byly v osmi pfipadech popsany
izolovan¢ v panvi, ve cCtyfech jen vzdalené a u 10 pacientek se jednalo o recidivu
kombinovanou, panevni a vzdalenou. Po fertilit¢ zdichovné operaci, radikalni trachelektomii,
jsme diagnostikovali tii recidivy, dvé v ponechaném hrdle a jednu panevni. Vsechny byly
nasledné kurativné oSetfeny. Ve tiech ptipadech recidivy po konizaci, dvou panevnich a jedné
kombinované, byla bohuzel prognoza pro pacientky infaustni. V tabulce 3 je pfehledné uvedena
charakteristika a pteziti pro vSechny piipady pacientek s diagnostikovanou recidivou.

Tab. 3: Charakteristika pacientek s recidivou (N=22)

. nejVét,g" typ . . . .
& | vek | EsT ’typ stadium status LN| LVsI ro,zmer DS! | parametre- adjlf\fantnl DFI (m) Ioka.llz.ace aktudlni
nadoru pT nadoru R lécba recidivy stav
ktomie
(mm)
1] 33 SCC 1b1 0 ano 20 1/3 C1 0 71 komb DOD
2 30 | ART A 1b1 0 0 23 1/3 C1 0 7 panev NED
3| 53 A 1b1l ITC 0 34 2/3 C2 0 25 komb DOD
4| 65 SCC 1b1l 0 ano 22 1/3 C1 0 28 panev DOD
5| 37 | ART A 1b1l 0 0 20 1/3 Cl 0 8 panev NED
6/ 29 | ART A 1b1l 0 0 10 1/3 Cl 0 22 panev NED
7| 62 SCC 1b1l 0 ano 22 3/3 Cl KombRT 69 distant DOD
8| 46 AS 1b1l 0 ano 36 2/3 C2 0 4 komb DOD
9 25 SCC 1b2 MIC ano 55 3/3 C2 CHRT 16 panev DOD
10| 41 AS 1b2 MIC ano 45 3/3 C2 CHRT 25 distant DOD
11| 35 SCC 1bl MAC ano 45 3/3 C2 CHRT 10 komb DOD
12( 20 |(Cone| SCC 1b1 0 ano 22 1/3 NA 0 7 panev DOD
13| 65 SCC 1b2 MIC ano 45 3/3 C2 KombRT 21 distant DOD
14| 30 SCC 1bl 0 0 26 2/3 Cl 0 17 panev NED
15| 32 (Cone A 1bl 0 0 13 1/3 NA 0 11 komb DOD
16| 43 SCC 1bl 0 ano 23 1/3 C2 0 14 komb DOD
17| 29 |Cone| SCC 1bl 0 0 25 3/3 NA 0 6 panev DOD
18| 42 SCC 1bl 0 ano 30 2/3 C2 0 7 komb DOD
19| 34 SCC 1b2 MIC ano 68 3/3 C2 CHRT 3 komb DOD
20| 44 A 1b1 MAC ano 25 2/3 C2 CHRT 6 distant DOD
21| 61 SCC 2b MAC ano 25 2/3 C2 KombRT 2 komb DOD
22| 50 SCC 2b MIC ano 32 3/3 C2 CHRT 26 komb DOD

A=adenokarcinom, ART=abdominalni radikalni trachelektomie, DFI= interval bez pfiznak(i nemoci, DOD=zemfela v souvislosti

s onemocnénim, DSI=hloubka stromdlni invaze, FST=fertilitu zachovna lécba, CHRT= konkomitantni chemoradioterapie, ITC=izolované
nadorové buriky, Komb=kombinovana recidiva (panevni plus vzddlend), KombRT=kombinovana radioterapie, LVSI=lymfovasukularni
invaze, MAC=makrometastdza, MIC=mikrometastdza, NA=neni aplikovdno, NED=bez znamek nemoci, SCC=dlazdicobunéény karcinom

Jen u jedné pacientky s postizenim z kategorie ITC ze vSech jedendcti uzlinovée
pozitivnich, které neabsolvovaly adjuvantni 1é¢bu, se objevila v prubéhu sledovani recidiva.
Pacientka srecidivou, vtabulce pod ¢.17, zemiela v disledku progrese primarniho
onemocnéni, byla primarné diagnostikovana s 25 mm karcinomem s hlubokou stromalni invazi
nadoru (3/3, TFD=0 mm), uzlinové negativni, po fertilit¢ zdichovné konizaci. Vyvinula panevni
recidivu a odmitla navrhovanou radikélni operaci nebo definitivni radioterapii.

Preziti bez nemoci (DFS) v celé kohorté¢ dosahlo 90 %, 93 % v uzlinové negativni
populaci, 89 % u pacientek s MAC, 69 % s MIC a 87 % s ITC. Pteziti bez nemoci bylo
signifikantné¢ zkraceno u pacientek s detekovanou MAC (p=0,037) a MIC (p=0,001)
ve srovnani s uzlinove negativnimi ptipady, jak dokladé graf 1.

21



Graf 1: Preziti bez nemoci (DFS) pro jednotlivé typy uzlinového postizeni (MAC, MIC, ITC)
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Celkové preziti bylo obdobné vyznamné zkraceno ve skupiné s MAC (p<0,001) a MIC
(p<0,001) ve srovnani s uzlinové negativni kohortou. Zkracené pteziti demonstruje graf 2.

Graf 2: Celkové pteziti (OS) pro jednotlivé typy uzlinového postizeni (MAC, MIC, ITC)
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Parametry celkového preziti (p=0,839) i pieziti bez nemoci (p=0,717) byly srovnatelné
u pacientek s vyskytem MAC a MIC.

Z univariacni analyzy vyplynuly statisticky vyznamné parametry pro zvysené riziko
recidivy: adenoskvamoézni karcinom (HR=5,08; p=0,032), ptitomnost LVSI (HR=2,95;
p=0,018), pocet pozitivnich lymfatickych uzlin (HR=1,5; p=0,015), uzlinova pozitivita
(kategorie MAC nebo MIC) (HR=4,03; p=0,002), MAC (HR=3,61; p=0,046), MIC (HR=4,62;
p=0,004), binarizovand hodnota TFD s cut-off <3,5 mm (HR=9,0; p=0,033), binarizovana
hodnota velikosti nadoru s cut-off >33,5mm (HR=2,56; p=0,029), adjuvantni terapie
(HR=3,46; p=0,005). Souhrné jsou uvedené v tabulce 4.

Tab. 4. Parametry signifikantni pro riziko recidivy (univariacni analyza)

celkovy pocet
parametr yp

(poéet recidiv) HR (95% Cl) p!

histologicky typ nadoru dlazdicobunécény 171 (15) ref.

adenokarcinom 49 (5) 1,19 (0,43; 3,29) 0,731

adenoskvamozni 6(2) 5,08 (1,15; 22,35) 0,032
LVSI ne 128 (7) ref.

ano 98 (15) 2,95(1,20;7,23) 0,018
pozitivni LN 226 (22) 1,50 (1,08;2,09) 0,015
pozitivita LN, varianta A ne 188 (13) ref.

ano (ITC, MIC, MAC) 38 (9) 3,71(1,59;8,69) 0,003
pozitivita LN, varianta B ITC, negativni 196 (14) ref.

MAC, MIC 30 (8) 4,03 (1,69;9,62) 0,002
pozitivita LN, varianta C negativni 188 (13) ref.

ITC 8(1) 1,96 (0,26; 14,97) 0,518

MAC 14(3) 3,61(1,03;12,69) 0,046

MIC 16 (5) 4,62 (1,65; 12,95) 0,004
minimalIni TFD 196 (18) 0,87(0,74;1,03) 0,116
TFD, binarizovana? > 3,45 mm 65 (1) ref.

<3,45mm 131 (17) 9,00 (1,20; 67,63) 0,033
velikost nadoru, <33,5mm 151 (10) ref.
binarizovana? >33,5mm 75 (12) 2,56 (1,10; 5,94) 0,029
adjuvantni |écba ne 194 (14) ref.

ano 32 (8) 3,46 (1,45; 8,25) 0,005
stadium pT 1a 15 (0) - -

1b1 157 (15) ref.

> 1b2 54 (7) 1,37 (0,56; 3,36) 0,491

- 1 Poméry rizik jsou vypoéteny pomoci Cox proportional hazards model

- Zcut-off ziskana z ROC analyzy, kritériem byla nejvy3si hodnota souétu senzitivity a specificity

- LVSI=lymfovaskularni invaze; TFD=tumor free distance (minimalni vzdalenost mezi nddorem a
pericervikalni fascii)
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Zadny z vySe uvedenych parametrii nezistal statisticky vyznamny v provedené multivariacni

analyze. (Tab. 5)

Tab. 5: Multivariatni model pro riziko recidivy

OR (95% IS)

p

HR (95% IS)

area =0,799; p < 0,001
histologicky typ nadoru

LVSI
pocet pozitivnich LN
typ LN pozitivity

TFD (mm), binarizovana?
rozmér nadoru (mm),
binarizovan?

adjuvantni terapie

adenokarcinom

(ref. dlazdicobunécny)
adenoskvamozni (ref.

dlazdicobunécny)
ano (ref. ne)

MAC, MIC (ref. ITC,

negativni)

< 3,45 (ref. > 3,45)
>32,5

(ref. <32,5)

ano (ref. ne)

1,36 (0,33; 5,69)
7,29 (0,86; 62,07)
2,13 (0,59; 7,74)
0,82 (0,37; 1,82)
3,62 (0,46; 28,51)

5,27 (0,63; 43,92)
0,64 (0,18; 2,25)

2,45 (0,48; 12,39)

0,670
0,069
0,250
0,624
0,222

0,125
0,486

0,279

1,24 (0,33; 4,61)
4,86 (1,00; 23,61)
1,85 (0,56; 6,14)
0,80 (0,39; 1,65)
3,56 (0,54; 23,63)

5,25 (0,65; 42,34)
0,72 (0,24; 2,17)

1,78 (0,37; 8,57)

0,749
0,050
0,318
0,546
0,188

0,119
0,554

0,472

Pomeéry rizik jsou vypocteny pomoci Cox proportional hazards model
2 cut-off ziskana z ROC analyzy, kritériem byla nejvy3si hodnota soudtu senzitivity a specificity
LVSI=lymfovaskuldrni invaze; TFD=tumor free distance (minimalni vzddlenost mezi nadorem a

pericervikalni fascii)

2.1.6 Diskuze

Na této dosud nejvétsi publikované retrospektivni kohorté z jedné instituce se SLN
ultrastagingem u pacientek s biopsii SLN jsme prokazali vztah pfitomnosti mikrometastazy
v SLN k progndze onemocnéni, riziku recidivy a zkraceného celkového preziti.

VétSina publikovanych dat se vénuje pouze prevalenci MIC a vyznamu SLN
u karcinomu délozniho hrdla [24, 35-38], n¢kteti autofi hovoii o prognoze jen ve spojeni MIC
s jinymi tradi¢nimi rizikovymi faktory, jako velikosti nddoru a pfitomnosti lymfovaskuldrni
invaze [39-41]. Dosud publikované studie vénujici se tomuto tématu vcetné¢ vlivu MIC
na progndzu jsou uvedeny v tabulce 6.

Tab. 6: Prehled publikaci o prognostickém vyznamu mikrometastaz

LN pozitivita Cetnost recidiv (RecR)
Autor (rok) Typ Adj. T |mF/U Vliv MIC na prognézu
N | Stadium | nadoru |SLNB| (%) | (m) |% N1 %ITC %MIC %MAC VSechny |NO N1* ITC |[MIC MAC
Juretzka SCC,A, 8% 8% 10% 6.7% 4% 50%
(2004) 49 | 1A2-1B2 [AS,UD | ne | 22 | 39 |(4/49) n/a (4/49)  |n/a (5/49) (3/45)  |(2/49) |n/a |(2/4) |n/a |PRecR
Marchiole | 55 11.5% [23% 8,9% 21% 1RecR (RR = 2.4 (95% Cl
(2005) (292)| IB1-1IB |SCC,A ne | 15 | 122 |n/a (6/52) |(12/52) |n/a (26/292) |n/a n/fa  |n/a |(11/52)|n/a  |1.58-3.78))
" “MRecR (RR N1mic = 3.2 (95%

Fregnani
(2006) 17% 2% 2% 13% 14.9% Cl1.1-9.6)), 4 5y DFS (88.7%

289 | IB-IIA |SCCA ne | 13 | 102 |(48/289) |(5/289) |(6/289) |(37/289) |(43/289) |n/a n/fa |nfa |n/a |n/a  |NO,50% Nimic)
Horn 3 5y DFS (91,4% for pNO,
(2008) 31.4% 6,5% 23% 17.8% 69% pN1mic), 4 5y OS

894 IB-1IB  |SCC,A ne 31 82 ((281/894) |n/a (59/894) |(207/894) |(135/894) |n/a n/a n/a |n/a n/a (86,6% pNO, 63,8% pN1mic)
Cibula o o o o _ o
(2012) SCCAA 29.3% 4.5% 10.1% 14.7% 4 0S (HR = 6.86 (95% Cl 2.09-

645 | IA-IB |S ano | 33 | 40 |(189/645) |(29/645)(65/645) |(95/645) [n/a n/a n/a_ |n/fa_Infa_ |n/a_ |22.61)), DFs
Colturato SCC,AA 18% 18% “MRecR (OR =11.73 (95% CI
(2015) 83 | IB1-IA |S ne 0 60 |n/a 7%(6/83)” n/a (15/83) (15/83) |n/a 27% (4/15)” n/a 1.57-87.8))
Stany SCC,AA 8,5%
(2015) 129 | 1A2-1B2 |S ne 23 70 |n/a 20%(26/129)* |n/a (11/129) |n/a n/a 18%(2/11)" |n/a |53y DFS
Guani SCC,AA 15% 43%  [5.7% 5.7% 9% 9% 0% 0% |14%  |12.5%
(2019) 139 | IA-1B1 |s ano | 19 | 36 |(21/139) |(6/139) |(8/139) |(8/139) |(13/139) |(11/118) |(2/21) |(0/6) |(1/7) |(1/8) |>3yDFs
Tato studie SCCAA 17% 3.5% 7% 6% 10% 7% 24% 12.5%|31% 21% |VDFS (HR=4.62 (95% Cl 1.65
(2020) 226 | IA-IB |s ano | 14 | 65 |(38/226) |(8/226) |(16/226) |(14/226) |(22/226) |(13/188) |(9/38) |(1/8) |(5/16) |(3/14)]|12.95)), .08

— bez vlivu, 1 zvysuje, | - snizuje, A- adenokarcinom, Adj. T - adjuvantni lécba, AS - adenoskvamozni, CI — interval spolehlivosti, DFS —
preziti bez nemoci, mF/U — median dispenzarizace (follow-up), HR — pomér rizik, LN — lymfaticka uzlina, NO - uzlinové negativni, N1 —
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uzlinové pozitivni, ITC — izolované nadorové buriky, m - mésice, MAC - makrometastaza, MIC - mikrometastaza, N - pocet, OR — pomér
Sanci, OS — celkové preziti, RecR — Cetnost recidiv, RR — relativni riziko, SCC — dlazdicobuné¢ny karcinom, SLNB — biopsie sentinelové
uzliny, UD - nediferencovany

*MAC/MIC/ITC

#MIC + ITC

Cast z nich prokazala negativni vyznam MIC pomoci retroaktivniho vySetfeni bdhem
operace odebranych lymfatickych uzlin a dodatecné detekce MIC event. pomoci retrospektivni
kontroly vysledkti histologie s dostupnymi parametry o pieziti (Marchiole, 2005; Fregnani,
2006; Horn, 2008; Colturato, 2016) [39, 42-44]. Jina ze studii, zalozena na obdobném
principu zpétného histologického vysetieni uzlin, nepotvrdila negativni vliv MIC na prognozu
(Stany, 2015). Vyznamna ¢ast pacientek s MIC zde vSak absolvovala adjuvantni radioterapii
ve srovnani s uzlinové negativni skupinou, coz mohlo vysledky takto ovlivnit [45].

Biopsie SLN byla soucasti protokolu jen u dvou publikovanych studii (Cibula 2012;
Guani 2019). V retrospektivni multicentrické kohorté 645 pacientek (Cibula, 2012) byla MAC
i MIC spojena se zkracenym celkovym piezitim, HR(MAC)=6,85(95% CI:2,59-18,05) a
HR(MIC)=6,86 (95% CI:2,09-22,61) [30].

Recentné byla s ohledem na mozny vyskyt a prognosticky vyznam MIC a ITC
analyzovana prob¢hld prospektivni francouzské studie SENTICOL1 (Guani,2019) [46].
Vsechny lymfatické uzliny od celkem 139 do studie zafazenych pacientek byly centralné
dodatecné histologicky vySetfeny pomoci ultrastagingu pravé na ptitomnost MIC a ITC.
Protokol pouzitého ultrastagingu neni v publikaci v uplnosti popsan. Histologické vysetieni
probéhlo 3 mésice od operace, jeho vysledek nemél tak na dal$i management pacientek Zadny
vliv. Autofi detekovali 25 (18 %) uzlinové pozitivnich ptipadl, z nich u osmi pouze MIC a
u osmi pouze ITC. Jen 13 (9 %) pacientek béhem sledovani s medidnem 38 mésicli vyvinulo
recidivu a pouze dvé s postizenim SLN (jeden ptipad MAC a jeden MIC). Pouze u jedné
pacientky s MIC byla v pribéhu tfiletého sledovani diagnostikovana recidiva. Z této ad hoc
analyzy studie Senticol 1 vyplynulo, ze pfitomnost MIC ani ITC v SLN u dale nelé¢enych
pacientek neméla vliv na jejich tfileté pteziti bez zndmek nemoci (Guani,2019) [46]. Pro
uplnost je nutno uvést, Ze protokol studie nebyl navrzen s timto cilem a Ze ani pfitomnost MAC
nezvySovala riziko recidivy.

Diivody pro rozdilné vysledky jsou nasledujici. Riziko recidivy u pacientek s casnym
karcinome déloZzniho hrdla je po primarni 1é€bé nizké, cca 10%. K prokazani vlivu MIC na
progndzu je nutnd obrovskad kohorta pacientek. I v naSem nejvétsim dosud publikovaném
souboru 226 pacientek jsme diagnostikovali v pritbéhu pétiletého sledovani jen 22 (10 %)
recidiv. Absence jednotného protokolu pro defintivni vySetfeni SLN stoji za rozdilnym
zachytem MIC [29]. Pouze dva autoii (Cibula 2012, Guani 2019) aplikovali protokol
pro ultrastaging [30, 46]. Je rozdilna 1 metodika uvedenych studii, zatimco n¢kde prospektivné
vySetfily imunohistochemicky SLN a nesentinelové péanevni uzliny byly barveny
hematoxylinem a eozinem, tak jinde retroaktivné vySetiili vSechny panevni uzliny
imunohistochemicky a to jen u primarné uzlinové negativnich ptipadl. Jedna se o rizné veliké
kohorty s rozdilnym zastoupenim staddii onemocnéni. RlUzné veliké populace pacientek
absolvovali po primdrni chirurgické 1é€b€ adjuvantni radioterapii (0-33 %), jen u dvou je
uvedeno, kolik pacientek s MIC absolvovalo adjuvantni radioterapii.

Pocty ptipadi s uzlinovym postizenim se v souborech lisi v zavislosti na rozdilném
vybéru pacientek vhodnych k primarni chirurgické 1é€bé a pohybuji se v rozmezi 7-20 % [2,
19, 30, 47-53]. V naSem souboru jsme zaznamenali 6 % pacientek s makrometastazou. Jedna
se o nizkou hodnotu s ohledem na celé spektrum ¢asnych stadii a 24% nadorti vétSich nez 4 cm.
Moznym vysvétlenim nizkého poctu SLN pozitivnich pifipadi je v nasem centru aplikovana
intraoperacni triaz pacientek. Pacientky s MAC a MIC, které jsou detekovany intraoperacné
jsou referovany k definitivni chemoradioterapii, tyto pfipady nebyly do nasi analyzy zatazeny.
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Silnymi strankami nasi studie je neménny management pacientek v prubéhu studie a
velikost souboru. Nase prace prezentovala dosud nejvétsi publikovany soubor, vénujici se vlivu
MIC na onkologickou prognozu. Kvalitu dat zarucuje pouzity intenzivni protokol zpracovani
SLN pomoci ultrastagingu. Jen 16 % pacientek po operaci podstoupilo adjuvantni terapii.
Pomér pacientek s MAC a MIC, které podstoupily adjuvantni 1é€bu, byl identicky. Rozdilny
pooperacni management némél na vysledek negativni vliv.

Hlavni limitaci prace je malé mnozstvi diagnostikovanych recidiv a malé mnozstvi
pacientek s MIC. Prognéza po primarni chirurgické 1é¢bé je u Casnych stadii karcinomu
dé€lozniho hrdla vyborna a prevalence MIC jen nizka. K ziskani prospektivni evidence o vlivu
MIC na pieziti by bylo nutné zaradit tisice pacientek s Casnym stddiem karcinomu délozniho
hrdla. Obdobné zavéry plati i pro ITC, jejichZ prevalence bude vzdy jen relativni. Protokol
pro ultrastaging nebude nikdy natolik intenzivni, aby =zachytil vSechny pfipady
s ITC [27, 30, 50, 54].
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2.1.7 Zaver 1

Mikrometastaza v SLN je nezavislym negativnim prognostickym faktorem. Pacientky
s detekovanou MIC mély v nasi praci horsi zkracené preziti bez nemoci a celkového preziti, a
to nejen vici uzlinoveé negativnim pacientkam.

Pieziti bez nemoci s medidnem sledovani 65 mésicti dosahlo 90 % v celé kohorté, 89 %
u pacientek s MAC, 87 % u ptipadi s ITC, ale jen 67 % u pacientek s detekovanou MIC.

Podrobné histologické vysetieni SLN pomoci protokolu pro ultrastaging zachyti navic
10 % ptipadd s MIC, které by byly jinak pfi vySetfeni piehlédnuty se vSemi negativnim
disledky. Na pacientky s MIC musi byt nahlizeno v klinickém managementu identicky jako na
pacientky s MAC. Vysetieni SLN pomoci ultrastagingu by proto mélo byt zavedeno do rutinni
praxe.
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2.2 Lymfatické mapovani a GispéSnost detekce sentinelové uzliny
2.2.1Cil

Cilem projektu bylo ziskani dat o uspéSnosti detekce SLN, jejich anatomicko-
topografické lokalizaci a soucasné identifikovat a ovéfit faktory, které jejich detekci ovliviuji.
K analyze byly vyuzity vysledky z prospektivni multicentrické studie Sentix (NCT02494063,
CEEGOG CX-01, ENGOT-Cx2).

Jedna se o observacni akademickou studii, jejiz cilem je zména mezinaddordni klinické
praxe. Jedna se o prvni prospektivni studii, kterd oveéfuje onkologickou bezpecnost samostatné
biopsie sentinelové uzliny bez provedené systematické panevni lymfadenektomie, soucasné se
zabyva poopera¢ni morbiditou spojenou s méné radikalni operaci, vyskytu lymfedému
a symptomatickych lymfocyst u pacientek s ¢asnymi stadii karcinomu délozniho hrdla 1écenych
primarn¢ chirurgicky s kurativnim zamérem.

Hlavnim investigatorem a autorem protokolu je prof. Cibula, pfedkladatel této prace se
od pocatku studie G&astni jako investigator a spolufesitel grantit AZV CR (16-31643A, NV19-
03-00023).

Studie probiha od roku 2016 v celkem v 47 centrech z 18 zemi Evropy, z Jizni Afriky a
Jizni Ameriky. V fijnu 2020 byl ukonéen nabér vSech planovanych 733 pacientek (600
pacientek 1écenych dle protokolu). Findlni data o preziti pacientek a o vyskytu recidiv po biopsii
SLN (primarni cil studie) budou k dispozici na konci roku 2022. V této kapitole diskutujeme
jiz publikované vysledky nékterych sekundarnich cilti, uspéSnost detekce a sensitivitu
intraopera¢niho vySetieni SLN.

2.2.2 Hypotéza

Technika biopsie SLN byla postupné implementovana do 1écby vétSiny
gynekologickych zhoubnych nadoru, karcinomu vulvy, endometria 1 hrdla délozniho. Je pevnou
soucasti aktudlné platnych mezinarodnich doporucenych postuptli v 1é€bé€ karcinomu délozniho
hrdla (ESGO-ESTRO-ESP a NCCN doporucené postupy) [13, 14]. Dé€lozni hrdlo je centralné
uloZzeny panevni orgén. Oboustranna biopsie SLN je optimalni k dosaZeni nejvysS§i mozné
sensitivity pro findlni stav lymfatickych uzlin.

V literatufe se oboustrannd tspésnost detekce SLN pohybuje v rozmezi od 55 % do 100
% a to v zavislosti na pouzité technice, velikosti kohorty, designu studie a obdobi, kdy byly
vysledky publikovany. Vyssi tispé€Snost oboustranné detekce presahujici 90 % byla publikovana
ze zkuSenych center a pfi pouziti indocyaninové zelené jako detekcni latky.

Faktory, které dle publikovanych dat ovliviiuji detekci SLN jsou velikost nadoru,
zvoleny chirurgicky pfistup (miniinvazivni vs. otevieny), podani neoadjuvantni chemoterapie,
pfitomnost lymfovaskularni invaze, index télesné hmotnosti a v€k pacientky.

SLN jsou u karcinomu dé€lozniho hrdla nej€astéji lokalizovany v panvi. V atypické
lokalizaci jsou detekovany s frekvenci 0-20 %, v paraaortdlni oblasti maximalné¢ do 5 %
piipadii. Nékteré studie vSak definuji panevni oblast kolem spole¢nych ilickych cév a
presakralni oblast za lokalizaci atypickou.

2.2.3 Metodika

Lymfatické mapovani SLN jsme analyzovali na findlni kohorté 300 pacientek lécenych
dle protokolu studie Sentix. Vytazeny byly vSechny ptipady s netispéSnou oboustrannou detekci
SLN, s intraopera¢ni pozitivitou SLN (pfitomnost MAC nebo MIC) nebo s ndlezem vice
pokrocilého onemocnéni. Po ziskani definitivni histologie byly vyfazeny ptipady s duplicitnim
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nadorem a piipady s odliSnym primdrnim nadorem (adenokarcinom endometria). Finalni
kohorta byla dale ocisténa o ptipady z centra vyfazeného pro zévazné deviace protokolu.
Do analyzy nebyly zahrnuty pacientky, se kterymi jsme ¢asné po operaci ztratili kontakt a které
se nedostavily k dal$i naplanované dispenzarni péci. Vybér findlni kohorty pacientke je
graficky vysvétlen na obrazku 3.

pre-registrovany do studie
(N=395)

odmitly dalSi Gu€ast ve studii (N= 3)
operace neprobéhla (N= 1)

vyfazeny (n=4) [—»

A 4

operace (N=391)

i ¥ = | intraoperacni kritéria:

.oboustranvnell devtekvce ,SLN | Wezeny (0779) SLN nebyla detekovana oboustranné (N= 36)
intraoperacni vySetfeni SLN SLN intraoperaéni pozitivita (MAC nebo MIC) (N= 30)
intraoperani nalez pokrocilého onemocnéni (>1B1) (N= 8)
jiné (N=1)

4
finaIni histologicky ndlez || \ytazeny (n=16) [—»] sekundarni primarni nador (N=3)
(karcinom ovaria, kolorektalni karcinom, Non-
l Hodgkinav lymfom)
primarni adenokarcinom endometria (N=1)
dispenzarizace centrum vyfazeno pro deviace protokolu (N=4)
finalni kohorta ztrata z dispenzarizace (N=8)
(N=300)

Obr. 3: Vybér finalni kohorty pacientek pro analyzu lymfatického mapovani SLN

Podminkou ucasti centra ve studii Sentix byla pifedchozi zkuSenost s technikou detekce
SLN (minimalné 10 vykont s biopsii SLN ro¢né a alespon 15 ptipadli s tspéSnou detekei SLN,
zazemi patologie s dostupnym ultrastagingem SLN). Publikace vénujici se protokolu studie
Sentix je pfiloZena [55].

Mezi hlavni prednosti designu studie Sentix patii centralni kontrola histologického
zpracovani SLN (centra maji povinnost odeslat exstirpované SLN do Prahy ke kontrole
dodrzZeni protokolu pro ultrastaging), moznost vyuziti jak otevien¢ho, tak mini-invazivniho
(laparoskopického, robotického) chirurgického pfistupu pii dodrZeni pravidel onkologicky
bezpecného operovani a volnost vybéru detekéni latky.

K detekci SLN byla protokolem povolena patentni modf, radiokoloid, indocyaninova
zelen a preferencné kombinace detekCnich latek. Pacientky, u kterych nebyly intraopera¢né
SLN detekovany oboustranné, byly ze studie vyfazeny a dale léeny mimo protokol dle
lokalnich zvyklosti centra. Pro popis lokalizace SLN je panev rozdélena na sedm anatomickych
oblasti, které byly popsany v teoretickém tivodu. Distribuce SLN byla analyzovana samostatné
pro panevni trovén I a aroven II.

Mezi predoperacni vstupni kritéria studie Sentix patfila: diagndéza karcinomu
délozniho hrdla ve stadiich IA1+LVSI, 1A2, IB1 (<4 cm) podle FIGO 2009 klasifikace, béZné
histologické typy (dlaZzdicobunéény karcinom, HPV asociovany adenokarcinom), absence
zvétSenych nebo suspektnich lymfatickych uzlin ¢ vzdaleného rozsevu onemocnéni
z provedenych predoperacnich zobrazovacich vysetienich, kandidatky vhodné k primarni
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radikalni operaci s nddorem <4 cm event. <2 cm v pfipad¢ planovaného fertilitu zachovného
vykonu. Mezi intraoperacni vstupni kritéria patfila ispéSna oboustranna detekce sentinelové
uzliny, negativita sentinelové uzliny z intraoperacniho histologického vySetfeni a absence
znamek pokrocilého onemocnéni >IB1 (FIGO 2009).

Sptv)nzor.vCEE(’SOG, typ LIS S el Primarnicil: ¢etnost recidiv (RR)
Pocet zafazenych pacientek podle protokolu: e .
X . . 24 mésicl po operaci
600 (SLN skupina), 100 (kontrolni skupina) e 2 p
o Sekundarni cile: vyskyt lymfedému
Timeline FPI: 6/2016 » LPI: 10/2020 . o L
dolnich konéetina symptomatickych

Aktualni stav: nabér uzavien pokracuje dispenzarizace

lymfocyst
po operaci (do10/2022) ymioeys pozitivita
SLN/parametrii, BRI
chirurgického chemo

okraje radioterapie

karcinom délozniho
hrdla

stadialA1 +LVSI - 1B1 negativita SLN skupina SLN ultra-

(<4cm) ; ... radikalni .
dlaidicobunéény oboustranna SLN biopsie jen SLN, [\ iERINRAIR staging dispenza-
Karcinom detekce SLN z intra- bez systematické nebo fertilitu rizace
anebo operacniho panevni zachovna finalni
adenokarcinom vysetieni lymfadenektomie operace . N
| histologie
béZného typu

jednostranna systematicka .
nebo lymfadenekto kontrolni

neldspéina -mie(alespd .
detekge SLN jednostranna skupina OPERACE

Obr. 4: Schéma studie SENTIX

2.2.4 Statisticka analyza dat

K analyze dat byly pouZity metody deskriptivni statistiky, absolutni a relativni ¢etnosti
jednotlivych veli¢in, median doplnény percentilovym rozpétim od 5.-95. percentilu pro spojité
proménné. Ke zhodnoceni vyznamnosti rozdili mezi jednotlivymi veli¢inami byl pouZit
Fisheriv exaktni test. K ur¢eni faktorti, které mohly ovlivnit hladinu uspésnosti detekce SLN
byla pouzita logistickd regrese. K vypoctim multivariacniho modelu pak metody postupné
regrese. Celkova prediktivni sila modelu byla ziskdna pomoci ROC analyzy (AUC s 95% CI).
Zvolena hladina statistické vyznamnosti oboustranného testu 0=0,5. Statisticka analyza byla
provedena pomoci SPSS 25.0.0.1 (IBM Corporation 2018). Studie je registrovana
na ClinicalTrials.gov (NCT024940063).

2.2.5 Vysledky

Zékladni charakteristika pacientek, u kterych byla proveda biopsie SLN (N=391) je
uvedena v tabulce 7. VétSina méla nador ve stadiu FIGO IB1 (N=342; 88 %), velikosti <2 cm
(N=256; 65,5 %) a dlazdicobunécny karcinom (N=277; 71 %). U vétsi casti (N=270; 69 %)
byla SLN odstranéna mini-invazivnim piistupem, tzn. laparoskopicky nebo roboticky.

Ve studii bylo dosazeno 91 % uspéSnosti oboustranné detekce SLN (N=355) a to
s pouzitim nasledujicich detekénich latek: kombinace patentni modii a radiokoloidu (N=141;
36,1 %), patentni modii (N=58; 15 %) a indocyaninové zelen¢ (N=59; 15 %). U jedné pacientky
byly odebrany 3 (medidn) SLN. (Tab. 8)
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Tab. 7: Zakladni charakteristika pacientek (N=391)

parametry Hodnoty
pocet pacientek registrovanych v jednom
centru (kategorie) <10 150 (38,4 %)
11-20 89 (22,8 %)
>20 152 (38,9 %)
vék 43 (29; 69)
vékové kategorie <40 153 (39,1 %)
41-60 180 (46,0 %)
>60 58 (14,8 %)
BMI (kg/m?) 24,6 (18.7; 36.1)
BMI kategorie (kg/m?) <25 218 (55,8 %)
26-30 91 (23,3 %)
>30 82 (21,0 %)
ECOG Performance Status 0 373 (95,4 %)
1 18 (4,6 %)
diagnosticky vykon
biopsie 178 (45,5 %)
Konizace 219 (56,0 %)
FIGO stadium (predoperacni) IA1+LVSI 19 (4,9 %)
1A2 30(7,7 %)
1B1 342 (87,5 %)
grading G1 88 (22,5 %)
G2 216 (55,2 %)
G3 83 (21,2 %)
neuvedeno 4(1,0%)

histologicky typ nadoru

dlazdicobunécny karcinom
adenokarcinom
adenoskvamodzni karcinom

277 (70,8 %)
105 (26,9 %)
9 (2,3 %)

rozmér nadoru <2cm 256 (65,5 %)

(predoperacni zobrazovaci vysetreni) >2cm 134 (34,3 %)
neuvedeno 1(0,3 %)

chirurgicky pfistup laparotomie 121 (30,9 %)
laparoskopie 169 (43,2 %)
roboticky 26 (6,6 %)

vaginalné laparoskopicky

74 (18,9 %)

LVSI (N = 377)

ano
ne
neuvedeno

120 (31,8 %)
251 (66,6 %)
6 (1,6 %)

Hodnoty ptredstavuji pocet pacientek (%) nebo median (5.-95. percentil).
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Tab. 8: Detekce sentinelové uzliny (N=391)

parametry hodnoty
detekce SLN Zadna nebo jednostranna 36 (9,2 %)
oboustrannd 355 (90,8 %)
metoda detekce neuvedena 2 (0,5 %)
BD 58 (14,8 %)
RC 14 (3,6 %)
ICG 59 (15,1 %)
BD+RC 141 (36,1 %)
BD+ICG 51 (13,0 %)
RC+ICG 36 (9,2 %)
BD+RC+ICG 30 (7,7 %)
pocet SLN na pacientku 0 10 (2,7 %)
(N =377) 1 6 (1,6 %)
2 121 (32,1 %)
3 85 (22,5 %)
4 52 (13,8 %)
>4 103 (27,6 %)
pocet SLN na pacientku (median) 3(2;12)
(N = 377)
pocet pacientek s pozitivitou SLN celkem 61 (16,4 %)

(N =377)

SLN oboustranné
SLN jednostranné

58 (15,4 %)
3 (0,8 %)

pocet pozitivni SLN
(N =377)

0
1
2
3

316 (83,8 %)
46 (12,2 %)
11 (2,9 %)
4(1,1%)

Detekéni latky: BD — patentni modF, RC — radiokoloid, ICG — indocyaninova zeler.
Hodnoty jsou uvedeny jako pocet pacientek (%) nebo median (5.-95. percentil).

VétSina SLN (N=351; 90 %) byla detekovana v panevni urovni I (oblast externich
ilickych cév a interilické oblast).

Pravdépodobnost izolované detekce SLN v panevni Urovni II (nad interilickou
bifurkaci) byla velmi nizka (N=16; 4 %) a pravdépodobnost izolované detekce pozitivnich SLN
v panevni Urovni II jesté niz§i (N=7; 2 %). Nebyly zjistény stranové rozdily (prava x leva)
v distribuci SLN a pozitivnich SLN v panvi. Anatomické distribuce SLN je uvedena v tabulce

9 a na obrazku 5.

Tab. 9: Distrubuce SLN v panevnich urovnich I a II (N=391)

lokalizace SLN

N (%)

SLN uroven |

SLN uroven Il

SLN pouze uroven |

SLN pouze uroven I
pozitivni SLN Uroven |
pozitivni SLN Uroven |
pozitivni SLN pouze uUroven |
pozitivni SLN pouze uroven I

351 (89,8 %)
85 (21,7 %)
282 (72,1 %)
16 (4,1 %)
54 (13,8 %)
10 (2,6 %)
51 (13,0 %)
7 (1,8 %)
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LEVELII

Isolated in Level Il only
Any SLN
n=16 (4%)
Positive SLN
n=7 (2%)

Positive SLN /| #
A n=23(6%) |
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Any SLN ¥
n=53 (14%)

n=178 (46%)
Positive SLN

n=12 (3%).

Obr. 5: Anatomicka distribuce SLN
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Interiliac
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N.n=11 (3%)

LEFT

Positive SLN
n=12 (3%)

; Daniel Profek

Z univariacni analyzy byly identifikovany celkem Ctyfi faktory ovliviiujici uspéSnost
oboustrannou detekce SLN. Jednalo se o uZiti indocyaninové zelené, v€k pacientky, zvoleny

chirurgicky pfistup a celkovy pocet centrem registrovanych pacientek. (Tab.

10)

Z multivariaéni analyzy zGstaly signifikantni dva faktory, tzn. v€k pacientky a celkovy pocet
centrem registrovanych pacientek. (Tab. 11)

Uspé&snost oboustranné detekce SLN nebyla ovlivnéna velikosti niadoru, BMI pacientky
ani stadiem onemocnéni. Uspé&$nost detekce byla prokazatelné niz§i u pacientek starich 60 let

a v centrech s niz§im poctem (<10) pacientek zatazenych do studie.

Tab. 10: Faktory ovliviiujici oboustrannou detekci SLN (N=391)

detekce SLN
parametr bilateralni unilaterdlni/bez OR (95% Cl) P
detekce
technika —BD ne 101 (91,0 %) 10 (9,0 %) reference
ano 254 (90,7 %) 26 (9,3 %) 1,034 (0,481; 2,222) 0,932
technika — RC ne 152 (89,4 %) 18 (10,6 %) 1,336 (0,672; 2,653) 0,409
ano 203 (91,9 %) 18 (8,1 %) reference
technika - ICG ne 189 (87,9 %) 26 (12,1 %) 2,284 (1,070; 4,876) 0,033
ano 166 (94,3 %) 10 (5,7 %) reference
pocet centrem 6,023 (2,015;
registrovanych pacientek <10 129 (86,0 %) 21 (14,0 %) 18,005) 0,001
1,266 (1,609;
11-20 78 (87,6 %) 11 (12,4 %) 16,926) 0,006
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vék >20 148 (97,4 %) 4 (2,6 %) reference

<40 147 (96,1 %) 6 (3,9 %) reference

41-60 167 (92,8 %) 13 (7,2 %) 1,907 (0,707, 5,145) 0,202

10,159 (3,763;

>60 41 (70,7 %) 17 (29,3 %) 27,421) <0,001
BMI <25 202 (92,7 %) 16 (7,3 %) reference

26-30 79 (86,8 %) 12 (13,2 %) 1,918 (0,868; 4,236) 0,107

>30 74 (90,2 %) 8 (9,8 %) 1,365 (0,561; 3,322) 0,493
ECOG Performance Status 0 340 (91,2 %) 33 (8,8 %) reference

1 15 (83,3 %) 3(16,7 %) 2,061 (0,567; 7,486) 0,272
laparotomie ne 245 (93,2 %) 18 (6,8 %) reference

ano 110 (85,9 %) 18 (14,1 %) 2,227 (1,116; 4,445) | 0,023
velikost nadoru <2cm 235 (91,8 %) 21 (8,2 %) reference

>2cm 119 (88,8 %) 15 (11,2 %) 1,411 (0,702; 2,836) 0,334
histologicky typ SCC 250 (90,3 %) 27 (9,7 %) reference

AC 98 (93,3 %) 7 (6,7 %) 0,661 (0,279; 1,568) 0,348

2,646 (0,523;

AS 7(77,8 %) 2(22,2 %) 13,379) 0,239
LVSI ano 114 (95,0 %) 6 (5,0 %) reference

ne 230 (91,6 %) 21 (8,4 %) 1,735 (0,681; 4,417) | 0,248

AC — adenokarcinom, AS — adenoskvamoézni karcinom, BD — patentni modf, ICG — indocyaninova

zelen, LVSI — lymfovaskularni invaze, RC — radiokoloid, SCC — dlazdicobuné¢ny karcinom

Tab. 11: Faktory ovliviiyjicich oboustrannou detekci SLN (multivaria¢ni analyza)

OR (95% CI) D

Model 1; celkem N =391 (SLN bilat. detekce =36) — ROC (Area = 0,783; p <0,001)

detekce RC ne (ref. ano) 2,682 (1,202; 5,985) 0,016
detekce ICG ne (ref. ano) 2,646 (1,133; 6,183) 0,025
vek 41-60 (ref. < 40) 1,913 (0,699; 5,229) <0,001

>60 (ref. <40) 11,369 (4,039; 31,998) <0,001

Model 2A; celkem N = 391 (SLN bilat. detekce = 36) — ROC (Area = 0,787; p < 0,001)

detekce ICG ne (ref. ano) 2,165 (0,871; 5,381) 0,096
pocet pacientek v centru <10 (ref. >20) 6,332 (1,943; 20,638) 0,002
11-20 (ref. >20) 4,478 (1,321; 15,180) 0,016
vék 41-60 (ref. < 40) 1,511 (0,548; 4,170) 0,425
>60 (ref. <40) 8,379 (2,952; 23,784) <0,001
laparotomie ne (ref. ano) 1,174 (0,490; 2,814) 0,719
Model 2B; celkem N =391 (SLN bilat. detekce = 36) — ROC (Area = 0,785; p < 0,001)
detekce ICG ne (ref. ano) 2,012 (0,888; 4,555) 0,094
pocet pacientek v centru <10 (ref. >20) 5,958 (1,920; 18,483) 0,002
11-20 (ref. >20) 4,437 (1,311; 15,018) 0,017
vék 41-60 (ref. < 40) 1,483 (0,540; 4,069) 0,445
>60 (ref. <40) 8,063 (2,905; 22,375) <0,001

Nadory > 2cm a pfitomnost LVSI byly asociovany s vysSim rizikem detekce
pozitivnich SLN. (Tab. 12)
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Tab. 12: Faktory ovliviiujici detekci pozitivni SLN (MAC+MIC) (N=391)

parametr pozitivni SLN b
ne ano
velikost nadoru (N = 390) <2cm 236(92,2%) | 20(7,8%)
>2 cm 104 (77,6 %) | 30(22,4%) | <0,001
LVSI(N=371) ano 90 (75,0 %) | 30(25,0 %) <0.001
ne 234(93,2%) | 17(6,8%) ’

! statistickd vyznamnost vyhodnocena pomoci Fisherova exaktniho testu
2.2.6 Diskuze

Dosahli jsme 91 % uspéSnosti oboustranné detekce SLN (DR). Jedna se o nejvyssi
dosazenou Uspésnost prezentovanou v multicentrické studii. Moznym vysvétlenim je cilena
selekce center se zkuSenosti s technikou biopsie SLN. Pro selhdni lymfatického mapovani bylo
ze souboru béhem operace vyfazeno 9% pacientek, u nichZ nebyla SLN nalezena, nebo byla
detekovana jen jednostranné.

Uspé&snost oboustranné detekce SLN je v literatufe udavana v rozmezi  60-90 % [50],
v zavislosti na stafi a typu studie, pouzité technice detekce a velikosti souboru. LepSich
vysledkll dosahuji centra s vétSi zkuSenosti s technikou lymfatického mapovani. StarSi prace
udavaji nizsi uspesnost detekce, a to zejména u vétsich nadort [56].

Néktefi autofi (Balaya 2020, Zarganis 2009) popsali fadu faktorti, které negativné
ovliviiuji GspésSnost detekce. Uvadeji vyssi BMI pacientky, vyssi vék a malou zkusenost centra
s technikou vykonu, dale pfitomnost lymfovaskuldrni invaze a podani neoadjuvantni
chemoterapie [57, 58]. S adekvatnim zvladnutim operacni techniky biopsie se v recentnich
studiich nepotvrdily rozdily v uspéSnosti detekce u vétsich nadorti [20].

Na jiné, retrospektivni kohorté 350 pacientek z naseho centra jsme prokazali vysokou
bilateralni uspésnost detekce SLN, srovnatelnou pro rizné€ veliké nadory (oboustranna DR 79
%, 83 % a 76 % pro nadory <2 cm, 2-3,9 cm a >4 cm (p =0,460)) [20].

Ve francouzské prospektivni studii Senticol se 145 nadory do 4 cm bylo dosazeno
76,5 % bilateralni uspéSnosti detekce SLN. Autofi vysledek zdivodnili vybérem menSich
nadort, dobrou zkuSenosti s technikou biopsie, vyuZitim ptfedopera¢ni lymfoscintigrafie a
rutinné uzivané kombinované metody znaceni [48]. ZlepSeni techniky biopsie SLN bylo patrné
z vysledkl analyzy souboru 405 pacientek zatazenych do dvou prospektivnich francouzskych
studii Senticol I a Senticol II. Zatimco u starsi studie Senticol I (2005-2007) byla zjisténa niZsi
(75%) Gispésnost oboustranné detekce SLN, tak u novéjsi studie Senticol II (2009-2012) byla
potvrzena vyssi (83,5 %) uspéSnost oboustranné detekce SLN (p=0,04) [57].

Ve studii Sentix byly povoleny vSechny tfi detekéni latky a jejich mozné kombinace
(patentni modf, radiokoloid, indocyaninova zelen). Z univariaéni analyzy bylo pouZiti
fluorescence spojeno s vyssi frekvenci detekce. Analyzujeme-li nasi celkovou, velmi vysokou
uspésnost detekce SLN, byly rozdily mezi detek¢nimi latkami ve srovnéni s jinymi autory malo
patrné [18, 59-61]. Nepotvrdili jsme lepsi vysledek pro ICG, ktera je favorizovana nékterymi
autory [59-61].

Znalost pravdépodobné lokalizace SLN je dilezitd. Biopsie je spojena s rizikem
komplikaci jako jsou poranéni velkych cév a rozvoj pooperacni fibrozy piirozsahlé disekci
tukove lymfatické tkané retroperitonea. Mozné atypické umisténi SLN je vzacné, v naSem
souboru se mimo panev nevyskytovaly zadné¢ SLN. Je nepravdépodobné, ze by lymfaticka
drendz preskocila panev a smétfovala izolované do paraaortalni oblasti. Atypicka lokalizace
SLN byva udavana v rozmezi 2-5 % [23, 24]. To odpovida i francouzskym vysledkiim, kde ve
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star$i publikaci bylo v paraaortalni oblasti detekovano 5 %, z nésledné analyzy pak jen 1,5 %
vSech SLN [23, 25].
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2.2.7 Zaver 2

V prospektivni mezinarodni multicentrické studii jsme prezentovali dosud nejvyssi
uspésnost oboustranné detekce SLN (91 %). Pfi detekci SLN byly pouzity vSechny tfi dostupné
detekeni latky a jejich mozné kombinace (patentni modf, radiokoloid, indocyaninova zelen).
Vysledky jsme ziskali z pldnované analyzy sekundarnich cilti v probihajici observaéni studii
Sentix.

Uspésnost oboustranné detekce SLN nebyla negativné ovlivnéna stadiem onemocnéni,
pacientek (>60) a v centrech s menSim poctem pacientek zatazenych do studie.

Vétsina SLN (90 %) byla lokalizovana v panevni urovni I, distdln¢ od interilické
bifurkace. Detekce SLN mimo panev nebyla zaznamenéna. [zolované v panevni urovni II byly
SLN detekovany vzacné, pouze ve 4 % piipadi, a izolované positivni SLN v urovni II jen
ve 2 % pripadu.
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2.3 Sensitivita a faleSna negativita intraoperacniho vySetieni sentinelové uzliny
2.3.1Cil

Cilem prace bylo zjistit piesnost intraoperacniho vysetteni SLN pro pfitomnost MAC,
MIC a ITC a faleSnou negativitu intraoperacniho vySetfeni pro finalni stav SLN, ziskany
z definitivniho vySetfeni pomoci patologického protokolu pro ultrastaging.

Vysledky byly ziskdny z planované analyzy sekundarnich cild v probihajici
prospektivni multicentrické studie SENTIX (NCT02494063, CEEGOG CX-01, ENGOT-Cx2).

Mezinarodni observaéni studie méa za cil potvrdit onkologickou bezpecnost biopsie
sentinelové uzliny bez systematické panevni lymfadenektomie u pacientek s asnym stadiem
karcinomu délozniho hrdla. Protokol studie Sentix byl popsan v pfedchozi kapitole.

2.3.2 Hypotéza

Intraoperacni vySetfeni SLN metodou zmrazenych fezii je doporuceno pro stadia
onemocnéni 1B1 — 2A1 dle soucasné platnych evropskych doporucenych postupi (ESGO-
ESTRO-ESP) [13] s védomim nizké sensitivity pro detekci MIC a ITC (NCCN Guidelines)
[14].

Intraoperacni vysSetfeni SLN se pouziva k tridzi pacientek, modifikaci opera¢niho
vykonu. V pfipadé¢ negativniho vysledku je provedena radikalni hysterektomie doplnéna
o systematickou panevni lymfadenektomii. V ptipad¢ intraopera¢né detekovaného uzlinového
postizeni (MAC a MIC) je od radikalniho vykonu v panvi upusténo, je dokoncen paraaortalni
uzlinovy staging a pacientka je nasledné referovana k primarni chemoradioterapii. Triaz
pacientek mezi radikalni chirurgickou a primarni kurativni radiacni l1é€bou je provadéna
ve snaze vyhnout se pozdni morbidité¢ kombinace obou modalit onkologické 1écby.

Uskalim intraopera¢niho vySetfeni SLN je detekce mikrometastaz, kterd je zavisla
na provedeném ultrastagingu. I ptes veSkeré Usili je cca 10 % pacientek indikovano k adjuvantni
radioterapii po radikdlni operaci, velka €ast znich na zadkladé¢ detekce MIC, které byly
ptehlédnuty z intraoperac¢niho vySetfeni a diagnostikovany aZ z definitivniho histologického
vySetieni SLN pomoci ultrastagingu.

2.3.3 Metodika

Analyzovana kohorta pacientek i pouZitd metodika vychazi z protokolu studie Sentix a
byla detailn¢ popsana v ptedchozi kapitole.

Intraoperacni vysetfeni SLN metodou zmrazenych fezll je ve studii Sentix obligatornim
vySetienim a jen pacientky s oboustranné UspéSnou detekci a s negativnimi SLN
z intraoperacniho  vySetfeni mohou ve studii pokracovat. Pacientky s detekovanym
metastatickym postiZzenim z intraopera¢niho vySetfeni SLN (pfitomnymi MAC a MIC) byly
ze studie vyfazeny a dale léCeny dle lokalnich doporuceni. Pacientky
s metastatickym postizenim SLN, které bylo diagnostikovano z definitivniho histologického
vySetieni (ultrastagingem), ve studii Sentix pokracuji a jsou indikovany k zajisténi adjuvantni
terapii.

Intraoperacni vySetfeni SLN metodou zmrazenych fezl spocivalo v cileném vySetieni
makroskopicky suspektni uzliny z fokusu pfedpokladané metastdzy a nesuspektnich SLN
z jednoho ndhodné vybraného fezu mimo misto lipomatdzni atrofie. Intraoperacné byly
vySetfeny jen SLN >4 mm s ohledem na riziko ztraty materialu pii vykrojeni uzliny.

SLN pak byly definitivné zpracovany pomoci Sentix protokolu pro ultrastaging. (Obr.
6) VSechny SLN byly fixovany 10 % formaldehydem. Po fixaci byly nakrijeny v 2 mm
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intervalech a parafinovych bloky z nich vySetfeny vzdy ve dvou ultratenkych fezech (4 pm)
v 150 pm intervalech. Prvni fez vySetfen barvenim hematoxylinem-eosinem a druhy
imunohistochemicky pomoci protilatek proti cytokeratinu (AE1/AE3) a to v celkem tolika
urovnich, dokud nebyla vySetfena veskera tkan SLN.

/‘

Il /

Obr. 6: Protokol pro ultrastaging sentinelové uzliny

Dtlezitou soucasti studie Sentix je centralni kontrola kvality histologického vySetfeni
sentinelovych uzliny pomoci ultrastagingu, ktera garantuje onkologickou bezpecnost a kvalitu
vysledkli. VSechen materiadl lymfatickych uzlin, sklicka, parafinové blocky a origindlni
vysledek histologické zpravy byly od dvou nahodné vybranych pacientek z kazdého centra
zaptijéeny a odeslany do Ustavu patologie 1. lékatské fakulty Univerzity Karlovy a Vieobecné
fakultni nemocnice v Praze (centralni patologické laboratofe studie Sentix) k centralni kontrole
histologického zpracovani. Centra, u kterych byly zjiStény vazné a kritické deviace protokolu,
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musela odeslat vzorky od vSech do studie zarazenych pacientek k dalSimu kolu centrélni
histologické kontroly [62].

2.3.4 Poutité experimentdlni metod vietné statistickych
Jsou identické s pfedchozi kapitolou, kde jsou uvedeny.
2.3.5 Vysledky

V analyzované kohort¢ 395 pacientek bylo diagnostikovano celkem 62 (16 %) ptipadii
s uzlinovym postizenim v téchto kategoriich: 29 MAC, 21 MIC, 12 ITC.

Z 391 pacientek, které podstoupily detekci SLN, bylo 30 (8 %) vyrazen
pro intraoperac¢ni nalez uzlinového postizeni (MAC, MIC). Nezaznamenali jsme stranové
rozdily v pénevni lokalizaci mezi SLN a postizenymi SLN. Vysledky srovnavajici
intraoperacni a definitivni histologické vySetfeni SLN jsou uvedeny v tabulce 13. Z 29 ptipada
s MAC jich bylo 21 (72 %) diagnostikovano intraoperacné, zbylych 8 (28 %) pomoci findlniho
ultrastagingu. Z 21 piipadi MIC jich bylo 19 (90,5 %) detekovano z definitivniho
histologického vysetieni, jen 2 (9,5 %) intraoperacné. Vsech 12 (100 %) ptipada ITC bylo
diagnostikovano az po operaci. Polovina vSech pfipadii metastatického postizeni SLN
(MAC+MIC) nebyla intraoperacné detekovana. Sensitivita intraopera¢niho vySetieni SLN
doséhla 72,4 % pro MAC a jen 46 % pro kategorii pN1 (MAC+MIC).

Tab. 13: Postizeni SLN z intraoperacniho a definitivniho histologického vySetfeni (N=391)

typ postizeni stav SLN vysledky intraop. vySetfeni SLN
Frozen Ultrastaging findIni senzitivita FNR (%) NPV (%)
section stav* (%)
MAC 21 8 29 72,4 27,6 97,8
MIC 2 19 21 9,5 90,5 94,7
ITC 0 12 12 0 100 96,7
MAC + MIC 23 27 50 46,0 54,0 92,5
MAC + MIC 23 39 62 371 62,9 89,2
+ITC

ITC — izolované nadorové buriky, MAC — makrometastaza, MIC — mikrometastaza, *kombinované
vysledky (frozen section plus ultrastaging)

2.3.6 Diskuze

Vyhodou biopsie SLN je skutecnost, Ze odstraiiuje jen malé mnozstvi lymfatickych
uzlin s nejvétsi pravdépodobnosti postiZzeni a poskytuje moznost jejich histologického vySetteni
béhem operace. Definitivni vySetfeni SLN pomoci ultrastagingu sniZzuje riziko ptehlédnuti
mikrometastaz a malych makrometastaz. Ultrastaging zvySuje sensitivitu vySetieni SLN.

Pacientky s MIC nebo ITC v SLN mohou mit MAC v nesentinelové uzling [63].
Pti faleSn¢ negativnim vySetfeni SLN by uzlinova pozitivita zlstala nedetekovdna se vSemi
dasledky pro prognézu. Takova pacientka s ptehlednutym metastatického postizenim by nebyla
zajiSténa adjuvantni terapii s vysokym rizikem recidivy onemocnéni a umrti.

Publikovana senzitivita intraopera¢niho vySetfeni SLN pro r0zné kategorie
metastatického postiZeni je uvedena v tabulce 14.
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Tab. 14: Senzitivita intraopera¢niho vySetfeni SLN v literatute

Autor (rok) N sens. MAC | sens. MAC+MIC | sens. MAC+MICH+ITC
Bats (2011) 102 71% 45 % 25%
Slama (2013) 225 81% 63 % 56 %
Martinez (2013) 94 100 % 89 % 64 %
Rychlik (2019) 153 77 % 81% 68 %
Dostalek (2020) 309 67 % 47 % 38%
Cibula (2020) 391 72% 46 % 37%

ITC — izolované nadorové buriky, MAC — makrometastaza, MIC — mikrometastaza, sens. - senzitivita

Francouzské skupina z multicentrické prospektivnich studie Senticol 1 retrospektivné
analyzovala souboru 102 pacientek s ohledem na ptfesnost intraoperacniho vySetfeni SLN
pomoci metody zmrazenych ezl (97) a otiskové cytologie (5). Zaznamenala nizkou celkovou
sensitivitu 23 % (95%CI: 7,8-45,4 %) a negativni prediktivni hodnotu 93,0% (95%CI: 89,0—
95,9 %). Intraoperacni vysetfeni minulo 77 % metastaticky postizenych uzlin, vSechny MIC,
ITC. Nedetekovali pét z celkem deviti ptipadit MAC, sensitivita pro MAC byla 55,6 % (95%
CI:21,2-86,3 %) [49]. Intraoperacni vysetieni bylo protokolem studie doporuceno
u makroskopicky suspektnich uzlin, metoda zmrazené¢ho fezu spocivala v rozpileni uzliny
v dlouhé ose a vySetfeni jedné poloviny v jedné urovni barvenim hematoxylinem-eosinem,
cytologické vysetfeni otiskem obou polovin uzliny na podlozni sklo.

V retrospektivni souboru 225 pacientek z naseho centra (Slama, 2013) bylo dosazeno
63 % sensitivity pro metastatické postiZzeni sentinelové uzliny. Ultrastaging detekoval uzlinové
postizeni u 73 pacientek (32,4 %), MAC u 48, MIC u 17, ITC u 8. Vysoké senzitivity 81 %
bylo dosazeno pro MAC, naopak nizké 8 % senzitivity pro tzv. ,,LVD - low volume disease*,
tzn. MIC+ITC. MozZnosti, jak se s nizkou sensitivitou pro MIC vypotadat, byly pro pacientky
malo akceptovatelny chirurgicky vykon ve dvou dobach nebo vice extenzivni protokol
intraoperacniho zpracovani SLN, ktery by neumérné prodluzoval opera¢ni vykon [64].

Vysokd sensitivita pro detekci MAC, ale i MIC byla zaznamenana v mensi
retrospektivni francouzské studii z centra v Toulouse (Martinez, 2013). V soboru bylo 11 (11,7
%) pacientek s uzlinovym postizenim, 8 pfipadii s MAC, 1 s MIC a 2 s ITC. Autofi vyhodnotil
intraoperacni vySetfeni sentinelové uzliny za metodu, ktera pfesné predikuje finalni stav
lymfatickych uzlin a umoziuje selekci uzlinové negativnich pacientek majicich benefit
z radikdlni hysterektomie [50].

V retrospektivni studii z Bernu analyzovali 87 pacientek s tispéSnou oboustrannou
detekci SLN a intraopera¢nim vySetfenim pomoci metody zmrazenych tezli [65]. Tato studie
méla dvé ramena, rameno A s ¢asnymi stadii karcinomu, kde intraoperacni vysetieni slouzilo
jako triaZ mezi radikalni operaci (SLN negativita) a definitivni chemoradioterapii (SLN
pozitivita) a rameno B s lokaln€ pokroc¢ilymi nédory, u kterych byl pfi pozitivit¢ SLN béhem
operace dokoncen paraortdlni staging pro nutny rozsah ozatovaciho pole. Zaznamenali 25
uzlinové pozitivnich piipada (85 % MAC, 12 % MIC), z toho 21 detekovanych intraopera¢né
a 4 ptipady faleSn¢ negativnich SLN, pozitivnich az z definitivniho histologického vySetieni
ultrastagingem (2 MAC, 1 MIC, 1 ITC). Sensitivita vySetfeni metodou zmrazenych fezl
doséhla 87,5 % a faleSnd negativita 12,5 % pro MAC a MIC. Celkem 21 z 25 pacientek bylo
na zéklad¢ lymfatického mapovani a pro pozitivitu SLN z intraopera¢niho vySetieni indikovano
k definitivni chemoradioterapii. Byl u nich dokoncen paraaortalni uzlinovy staging, radikalni
hysterektomie a systematické panevni lymfadenektomie nebyla provedena. Pies 80 % pacientek

41



podstoupilo triaz na zdkladé mapovani a intraoperacniho vySetfeni SLN ve snaze vybrat
optimalni modalitu onkologické 1écby a nekombinovat radikalni operaci a chemoradioterapii
[65].

Retrospektivni analyza (N=176) ze dvou francouzskych center (Rychlik, 2020)
prokézala vysokou negativni prediktivni hodnotu intraoperacniho vysetieni SLN pro finalni
stav lymfatickych uzlin. Pro MAC doséhla sensitivita 76,9 % (95%CI: 49,7-91,8 %) a NPV
97,9% (95%CI:94,0-99,3 %) u bilateraln¢ uspéSné detekce SLN. Pro uzlinové pozitivni
postizeni (MAC a MIC) byla sensitivita 81,2 % (95%CI:57,0-93,4 %) a NPV 97,9 %
(95%CI1:94,0-99.3 %). Pro kombinaci kategorii MAC + MIC + ITC byla sensitivita 68,4 %
(95%CI:46,0-84,6 %) a NPV 95,7 % (95%CI:91,0-98,0 %). Autoti vyhodnotili intraoperacni
vysetieni SLN jako metodu spolehlivou pro triaz pacientek [66].

V nejvétsim publikovaném retrospektivnim souboru (N=309) znaSeho centra
(Dostalek, 2020) byla adjuvantni chemoradioterapie po radikalni operaci indikovana u 29 (9 %)
ptipada. Celkem 47 pacientek bylo identifikovano jako s vysokym rizikem pro recidivu, byly
u nich pfitomny prognosticky vyznamné faktory (pozitivita uzlin, parametrii, chirurgického
okraje). Zaznamenali jsme 86 % uspé&Snost oboustranné detekce SLN. Sensitivita, specificita,
pozitivni a negativni prediktivni hodnota pro intraoperacné detekovanou uzlinovou pozitivitu
(MAC a MIC) byla 47 % (95% CI: 31-64%), 100 %, 100 %, a 93 % (95% CI:90-96 %). V 6 %
(18/47) ptipadech se béhem operace podafilo histologicky diagnostikovat uzlinové postizeni a
radikéalni operace v panvi nebyla provedena, metodou zmrazenych fezi bylo detekovano 16
z celkem 24 (67 %) MAC, 2 z 14 (14 %) MIC a 0 z 10 (0 %) ITC. Limitaci intraopera¢niho
vySetieni sentinelové uzliny byla nizka sensitivita zejména pro detekci MIC. Témét polovina
(18/38) vSech uzlinové pozitivnich pacientek byla na zaklad¢ intraoperacniho vySetfeni
usetiena nezadouci kombinace radikalni operace a adjuvantni chemoradioterapie [67].
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2.3.7 Zaver 3

VnaSi praci jsme prokazali nizkou sensitivitu intraoperacniho vySetfeni SLN.
Intraoperacni vySetfeni bylo falesné negativni u 90 % pacientek s MIC a 28 % s MAC. Témét
u poloviny pacientek byla informace o metastatickém postizeni SLN ziskdna az z definitivniho
histologického vySetfeni. Vysledky jsme ziskali z planované analyzy sekundéarnich cila
prospektivni multicentrické observac¢ni studie Sentix.

Potvrdili jsme dulezitost definitivniho vySetfeni SLN pomoci protokolu pro patologicky
ultrastaging. Tyto pacientky by bez patologického ultrastagingu nebyly zajistény adjuvantni
1écbou a mély by vyssi rizko pro recidivu onemocnéni a umrti.

SLN a limitacich intraoperacni triaze mezi radikalni chirurgickou 1écbou a primarni
chemoradioterapii, jejiz cilem je ob&é modality pro jejich kumulativni morbiditu nekombinovat.

43



2.4 Uspésnost detekce sentinelové uzliny u vétSich nadori
2.4.1Cil

Cilem prace bylo zjistit ispéSnost oboustranné detekce SLN u ,,bulky‘ nadori délozniho
hrdla velikosti >2 ¢cm a >4 cm.

2.4.2 Hypotéza

Biopsie SLN je v kombinaci se systematickou panevni lymfadenektomii vykonem
doporucenym pro chirurgicky uzlinovy staging zejména pro nadory délozniho hrdla mensi nez
2 cm. S dobrym zvladnutim techniky a jeji modifikaci pomoci spindlni jehly, 1ze i pro vétsi
nadory ve stadiich IB2, IB3 (FIGO 2018) dosdhnout podobn¢ vysoké uspésnosti oboustranné
uspésné detekce SLN.

Uzlinové mapovani, biopsie SLN je pro Casna stddia karcinomu délozniho hrdla spojena
s vysokou sensitivitou a nizkou faleSnou negativitou pro finalni stav lymfatickych uzlin, a to
nezavisle na velikosti primarniho nadoru.

2.4.3 Metodika

Retrospektivné jsme analyzovali kohortu 350 konsekutivné zafazenych pacientek
z naSeho centra. Jednalo se o pacientky s karcinomem dé¢lozniho hrdla, béZznych histologickych
typtl (dlazdicobunéény karcinom, adenokarcinom, adenoskvamdézni karcinom), ve stadiu [A —
II, které v rozmezi let 2006—2015 podstoupily primarni operaci s kurativnim zamérem. Soucasti
chirurgického vykonu byla detekce SLN nésledovana systematickou panevni lymfadenektomii
v pripad¢ jeji negativity z intraopera¢niho vysetieni. Vylouceny byly pifipady s neoadjuvantni
chemoterapii.

2.4.4 Pouiité experimentdlni metod vietné statistickych

K aplikaci detek¢ni latky pii biopsii SLN byla pro objemné exofyticky rostouci nadory
anadory bez patrného rezidualniho zdravého stromatu déloZniho hrdla (,,bulky a pseudobulky*)
pouzita modifikovand metoda s dlouhou spinalni jehlou. (Obr. 7) K detekci byl vyuZit
radiokoloid (Tc”™) a patentni mod¥, nebo jejich kombinace. Zpisob aplikace detekéni znacky,
Casu a davky byl jiz popsan v kapitole Technika znaceni a detekce sentinelové uzliny.
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Obr. 7: Aplikace detekéni znacky u vétSich naddorit pomoci spinélni jehly

Modifikaci techniky se spindlni jehlou byla detekéni latka aplikovana do rezidualniho
nadorem nepostizené¢ho stromatu délozniho hrdla nebo do nepostizené¢ho stromatu za nador.
Kontrolou spravné techniky aplikace byla absence Uniku detek¢ni latky z délozniho hrdla, které
byva pfitomna pifi nespravné aplikaci do nekroticky zménéného nédoru. Zdravé stroma
délozniho hrdla klade pistu injekce vétsi pocitovany odpor v kontrastu s jeho absenci
pfi nespravné aplikaci do nadoru.

Kazdd detekovand modra anebo radioaktivni uzlina byla oznacena za uzlinu
sentinelovou, exstirpovdna a odesldna k intraoperacnimu histologickému vySetfeni pomoci
metody zmrazenych fezli. V pfipadé jeji negativity nasledovala systematickd panevni
lymfadenektomie jako soucast operacniho vykonu ve vSech sedmi standardnich anatomickych
oblasti panve. SLN byly definitivn€ vySetfeny podle protokolu pro ultrastaging. SLN byly
zpracovany v 2 mm intervalech, vzdy ve 2 ultratenkych fezech ve 150 um intervalech (jeden
fez barveny hematoxylinem-eosinem, pii negativit¢ prvniho fezu byl druhy vySetieny
imunohistochemicky protildtkami proti pancytokeratinu AE1 a AE3). Takto byly vySetfeny
v nejméné Ctyfech trovnich nebo dokud nezlistala zddna nezpracovana tkan SLN. V zavérecné
patologické zpravé bylo uvedeno TNM stadium, kategorie pN1 pro MAC nebo MIC a pNO
v ptipad¢ negativity nebo pii nalezu ITC.

Data byla analyzovéana pro pacientky s alespont jednostranné UspéSnou detekci SLN
(celkova uspesnost detekce a oboustranna detekce). Za falesSné negativni byly oznaceny piipady
s absenci metastatického postiZeni v uzlin€ sentinelové a ptitomnou MAC anebo MIC v uzliné
nesentinelové.

Byly pouzity metody deskriptivni statistiky, relativni a absolutni ¢etnosti, aritmeticky
primér doplnény smérodatnymi odchylkami, median doplnény o 5%-95% intervaly
spolehlivosti. Ke srovnani spojitych proménnych byl pouZit neparametricky Mann-Whitneytv
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potadovy test a Kruskal-Wallistv test. Fishertiv exaktni test pak pro srovnani experimentalnich
veli¢in.

2.4.5 Vysledky

Finalni analyzu podstoupilo 350 pacientek s karcinomem délozniho hrdla se stadii IA-
II. Zastoupeni v jednotlivych kategorii podle velikosti nadoru bylo nésledujici: N=140 (<2 cm),
N=138 (2-3,9 cm), N=72 (>4 cm).

Celkova uspésnost detekce dosdhla 93 % a oboustrannd detekce SLN 80 %. Byla
zjisténa srovnateln¢ vysoka oboustranna uspésnost detekce SLN v jednotlivych kategoriich dle
velikosti nadoru: 79 % pro nadory <2 cm, 83 % pro nadory 2-3,9 cm a 76 % pro naddory >4 cm
(p=0,460). (Tab. 15)

Tab. 15: Uspé&snost detekce rozdélena podle velikosti nadoru

DR cela kohorta <2cm 2,0-3,9cm 24cm p!
(N, %) N=350 N=140 N=138 N=72

celkova 326 (93,1 %) 128 (91,4 %) | 134 (97,1%) | 64 (88,9%) | 0,034
jednostranna 45 (12,9 %) 17 (12,1 %) 19 (13,8 %) 9 (12,9 %) 0,936
oboustranna 281 (80,3 %) 111 (79,3 %) | 115(83,3%) | 55(76,4%) | 0,460

pl-FisherQv exaktni test

V kohort¢ bylo 254 (78 %) pacientek s negativnimi uzlinami, 10 % s MAC, 8 % s MIC
a4 % s ITC. Celkem bylo zaznamenano 48 (13,7 %) recidiv. Pomoci ultrastagingu bylo
dosazeno 93 % (96 %) senzitivity SLN pro jednostrannou (oboustrannou) detekei, tj. pomér
SLN pozitivnich ke vS§em LN pozitivnim, tj. SLN 1 non-SLN. (Tab. 16) Fale$na negativita
(FNR) doséhla 1,2 % ve skupin€ s alespon jednostrannou detekci, hodnoty 1,6 %, 1,5 % a 0 %
pro nadory <2 cm, 2-3,9 cm, >4 cm. Z finalni histologie byly v nesentinelovych uzlinach
detekovany celkem 3 ptipady s MAC a 2 s MIC.

Tab. 16: Senzitivita ultrastagingu SLN pro finalni stav uzlin

jednostranna detekce N | senzitivita p!
celd kohorta 60 | 56 (93,3 %)

<2cm 17 | 15(88,2%) | 0,251
2,0-3,9cm 21 | 19 (90,5 %)

24cm 22 | 22 (100 %)
oboustranna detekce N | senzitivita p!
celd kohorta 50 | 48 (96,0 %)

<2cm 15 | 14(93,3%) | 0,510
2,0-3,9cm 15 | 14 (93,3 %)

24cm 20 | 20(100 %)

pl-Fischer(iv exaktni test

2.4.6 Diskuze

46



Publikovana retrospektivni kohorta 350 pacientek znaSeho centra je vyjimecna
zastoupenim velkych IB nadori. Celkem 138 pacientek mélo nador v nejvétsim rozméru 2,0-
3,9 cm a 72 pacientek >4 cm. VéEtsi nadory jsou spojeny s vyS$im rizikem metastatického
postizeni lymfatickych uzlin. Potvrdili jsme spolehlivost konceptu SLN pro kategorie rtizné
velikych nadord, srovnatelné uspéSnou oboustrannou detekci, vysokou senzitivitu a velmi
nizkou fale$nou negativitu. Do soucasnosti bylo publikovano jen n€kolik studii vénujicich se
uspésnosti detekce SLN u nadorid vétSich nez 2cm.

Modifikovana technika se spinalni jehlou byla prof. Cibulou publikovéna jiz v roce
2009 na mensim souboru 44 pacientek pro nadory >3 cm. V pocatcich jejiho vyuziti byla
provazena niz$i celkovou (77 %) i oboustrannou (59 %) Gspésnosti detekce SLN [68].

Nekteti autofi, zejména ve starSich publikacich (Wydra, 2006), prezentovali horsi
vysledky u nddorti >2cm. Oboustranné Gspésné detekce SLN bylo dosazeno jen u 26 % piipada
[56]. Jini (Rob, 2005), publikovali 92 % tuspéSnou oboustrannou detekci u nadortt >2cm
s pouzitim kombinované techniky znaceni pomoci radiokoloidu a patentni modfi, s nulovou
faleSnou negativitou [69]. Prospektivni multicentricka studie némeckych autort (Altgassen,
2008) zaznamenala o 10 % nizsi uspésnost detekce SLN u nadord >2cm (84 % versus 94 %)
[70]. Review Ceskych autorti (Rob, 2013), srovnavajici kohortu 600 pacientek, zjistilo o 10-15
% niz$1 DR 1 sensitivitu pro nddory >2 cm (80 % vs. 95 %, 89 % vs. 100 %) [19]. Vysoka, 97
% senzitivita SLN ultrastagingu byla publikovana v nejvétsi retrospektivni kohorté (N=645),
ve které bylo 19 % nadort >4 cm (Cibula, 2012) [63]. Recentni americka studie (Salvo, 2017)
neprokazala rozdilnou GspéSnost detekce pro naddory < a >2 cm a zachytila jen jeden ptipad
falesné negativity SLN z nasledného ultrastagingu [24].
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2.4.7 Zaver 4

Na retrospektivnim souboru 350 pacientek jsme prokdzali srovnatelné vysokou
Gisp&snost oboustranné detekce SLN u nadort riizné velikosti. Uspé&$nost detekce SLN doséhla
79 % pro nadory <2 cm, 83 % v kategorii 2-3,9 cm, 76 % pro nadory >4 cm.

K témto vysledkiim pfispéla kontinualni dlouhodoba zkusenost s biospii SLN v naSem
centru od roku 2005 a modifikace techniky aplikace detekéni znacky pomoci spinalni jehly,
ktera je vhodna pro objemné exofyticky rostouci nddory bez viditelného rezidualniho zdravého
stromatu dé¢lozniho hrdla.

Dobfe zvladnuta technika detekce a biopsie SLN a jeji vySetieni pomoci ultrastagingu
byla spojena s vysokou sensitivitu a nizkou faleSnou negativitou pro finalni stav panevnich
lymfatickych uzlin, a to nezavisle na velikosti primarniho nadoru, tzn. 1,6 %, 1,5 % a 0 %
pro nadory <2 c¢cm, 2-3,9 cm, >4 cm.
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3 Souhrn

Biopsie sentinelové uzliny je metodou standardizovanou, spolehlivou a pevné zakotvenou
v soucasnych mezindrodnich doporucenych postupech vénujicich se 1écbé pacientek s casnymi
stadii karcinomu d€lozniho hrdla.

Nasleduje shrnuti pfinosu vysledki prezentovanych v disertacni préaci k soucasné
klinické praxi:

3.1 Prognosticky vyznam mikrometastaz

V nasi praci jsme sledovali progndzu pacientek s ¢asnymi stadii karcinomu délozniho
hrdla po primarni chirurgické 1é¢bé s kurativnim zdmérem. Potvrdili jsme vyznam MIC jako
nezavislého negativniho prognostického faktoru, spojené¢ho s vysSim rizikem pro recidivu
onemocnéni. Pfitomnost MIC se projevila zkracenim pieziti bez zndmek nemoci a zkracenim
celkového preziti. S medidnem sledovani 65 mésict jsme v celé praci dosahli 90 % DFS. Pieziti
bez nemoci zaznamenalo 89 % pacienteck s MAC, 87 % sITC a jen 67 % pacientek
s detekovanou MIC.

Na zékladé¢ uvedenych vysledki by mél byt klinicky management u pacientek
s diagnostikovanou MIC shodny s pacientkami s MAC, a to v podobé adekvatniho zajisténi
adjuvantni 1é¢bou, tzn. kombinovanou konkomitantni chemoradioterapii.

Jednd se o nejvétsi dosud publikovany retrospektivni soubor, vénujici se
prognostickému vyznamu mikrometastaz. Vysledky byly publikovany v prestiznim casopise
Cancers s [F=6,126. Vysledky projektu byly autorem prezentovany na konferenci Evropské
spole¢nosti pro onkogynekologii (ESGO, Atény, 2019).

3.2 Lymfatické mapovani a uspéSnost detekce SLN

V prospektivni mezinarodni multicentrické studii jsme prezentovali dosud nejvyssi
uspésnost oboustranné detekce SLN (91 %). Popsali jsme anatomickou distribuci SLN, a to
v panevni urovni I (distdln€é od interilické bifurkace). Izolované¢ mimo tuto oblast jsme
sentinelové uzliny detekovali vzacnég, pouze ve 4 % ptipadl, a izolované pozitivni SLN
v panevni urovni II jen ve 2 % ptipadi. Prokazali jsme lepsi vysledky detekce sentinelové
uzliny v centrech s vétsim poétem piipadii. Usp&snost detekce SLN nebyla negativné ovlivnéna
stadiem onemocnéni, velikosti nddoru ani indexem télesné hmotnosti pacientky.

Vysledky byly ziskany z planované analyzy sekundarnich cili probihajici chirurgické
studie Sentix (NCT02494063, CEEGOG CX-01, ENGOT-Cx2). Jednd se o prospektivni
observacni studii, kterd by meéla vést ke zmén€ mezinddordni klinické praxe. Ovétuje
onkologickou bezpecnost samostatné biopsie sentinelové uzliny bez provedené systematické
panevni lymfadenektomie, soucasné se zabyva pooperacni morbiditou spojenou s némeé
radikélni operaci, tzn. vyskytu lymfedému a symptomatickych lymfocyst u pacientek s ¢asnymi
stadii karcinomu dé¢lozniho hrdla 1é¢enych priméarné chirurgicky s kurativnim zédmérem.
Hlavnim investigatorem a autorem protokolu je prof. Cibula. Ptredkladatel této prace se
od pocatku Gcastni jako investigator studie a spolufesitel grantit AZV CR (16-31643A, NV19-
03-00023). Nabér do studie byl v fijnu 2020 uspesn€ ukocen zatazenim vSech planovanych 733
pacientek v 47 centrech z 18 zemi. Data pro analyzu primarniho cile studie, kterym je vyskyt
recidivy 24 mésict po operaci, budou k dispozici na konci roku 2022. Nékteré sekundarni cile
studie Sentix, mezi které patii UspéSnost detekce a sensitivita intraoperacniho vySetfeni
sentinelové uzliny byly publikovany v prestiznim casopise European Journal of Cancer
s [F=7,275 a prezentovany na konferenci Evropské spolecnosti pro onkogynekologii (ESGO,
Atény, 2019).
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3.3 Sensitivita a faleSna negativita intraoperacniho vysetifeni SLN

Intraoperacni vySetfeni sentinelové uzliny je doporuceno k tridzi pacientek mezi
radikéalni operaci a primarni chemoradioterapii. Cilem je tyto modality onkologické 1écby
navzajem nekombinovat ve snaze vyhnout se jejich kumulativni pozdni morbidité.

VnaSi praci jsme prokazali nizkou sensitivitu intraoperacniho vySetfeni SLN.
Intraoperacni vySetfeni bylo falesné negativni u 90 % pacientek s MIC a 28 % s MAC. Témét
u poloviny pacientek byla informace o metastatickém postizeni SLN ziskdna az z definitivniho
histologického vysetfeni. FaleSna negativita intraopera¢niho vysetieni SLN pro pfitomnost
MAC a MIC dosahla 54 %. Potvrdili jsme dulezitost definitivniho vySetfeni SLN pomoci
protokolu pro patologicky ultrastaging. Tyto pacientky by bez patologického ultrastagingu
nebyly zajistény adjuvantni 1écbou a mély by vyssi riziko recidivy a timrti.

Vysledky byly ziskdny z planované analyzy sekundérnich cili probihajici chirurgické
studie Sentix (NCT02494063, CEEGOG CX-01, ENGOT-Cx2) a publikovany spolecné s
vysledky uspésnosti detekce SLN v Casopise European Journal of Cancer s I[F=7,275.

3.4 Uspé&snost detekce SLN u vétsich nadora

Prokazali jsme srovnatelné vysokou tspéSnost oboustranné detekce SLN u nadort riizné
velikosti. Usp&snost detekce SLN byla 79 % pro nadory <2cm, 83 % v kategorii 2-3,9cm, 76
% pro nadory >4cm.

Jedna se o prvni publikovanou studii, kterd se vénuje uspésSnosti detekce a falesné
negativit€ SLN pro nadory >4cm. Na tomto retrospektivnim souboru jsme prokazali vysokou
uspésnost oboustranné detekce SLN i pro vétsi nadory, které maji prokazatelné vyssi riziko
metastatického postizeni lymfatickych uzlin. Soubor je vyjimecny zastoupenim velkych 1B
nadorti. Z 350 zarazenych mélo 138 pacientek nador s nejvétsim rozmérem 2-3,9 cm a 72
pacientek >4 cm. Unikatni je také dlouhodoba kontinualni zkuSenost s biopsii SLN, ktera je
v nasem centru provadéna systematicky od roku 2005.

Biopsie SLN byla spojena s velmi nizkou faleSnou negativitou pro findlni stav
lymfatickych uzlin, doséhla 1,2 % ve skuping s alespon jednostranné uspesnou detekci SLN.

V klinické praxi jsme ovéfili modifikaci techniky aplikace detekéni latky pomoci
spindlni jehly, kterd je vhodnd pro objemné exofyticky rostouci nddory bez viditelného
rezidudlniho zdravého stromatu délozniho hrdla.

Ziskané vysledky byly publikovany v ¢asopise Gynecologic Oncology s [F=4,623.
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Summary

The sentinel lymph node biopsy is a well standardized reliable method, which is fully
incorporated into international up-to-date guidelines for early stages cervical cancer
management. Results from all research projects under this dissertation and their benefits for
clinical practice are summerized below.

3.1 Prognostic impact of micrometastasis

We have focused on patients' prognosis after primary curative surgical treatment of
early stages cervical cancer. We have confirmed the MIC as an important negative prognostic
factor related to higher risk of disease recurrence. The presence of MIC in SLN was associated
with significantly decreased DFS and OS. With a median of 65 months follow-up, the disease
-free survival (DFS) reached 90% in the whole group, 93% in LN-negative cases, 89% in cases
with MAC, 87% with ITC and only 69% with MIC.

Patients with MIC and MAC should be managed similarly and adequate adjuvant
treatment (i.e. concomitant combined chemoradiation) should be provided. The SLN
ultrastaging should become an integral part of the management of patients with early-stage
cervical cancer.

We have presented the largest to date retrospective data about impact of MIC on
patient's prognosis. The paper was published in Cancers journal with [F=6.126. Research results
were presented by the author during ESGO biennial conference in 2019 (Athens, Greece).

3.2 Sentinel lymph node mapping and bilateral detection rate

We have reached bilateral detection rate of 91%, which is the highest detection rate ever
published out of all prospective multicentric trials. We have described the anatomical
distribution of SLN, where most SLN are localized in the two anatomical regions below the
iliac vessel bifurcation (pelvic Level I). Isolated SLN outside of Level I were localized rarely,
only in 4% of cases and isolated positive SLN in Level II were localized only in 2% of cases.

Higher SLN detection rate was achieved in sites with more cases. SLN detection rate
was not negatively impacted by the stage of the disease, the tumour size or the patients' BMI.

These results were obtained from planned secondary end-points analysis of ongoing
surgical trial Sentix (NCT02494063, CEEGOG CX-01, ENGOT-Cx2). This is a prospective
observational trial, which will potentially lead to change in international clinical practice. Sentix
trial verifies oncological safety of SLN biopsy without full pelvic lymph node dissection and it
deals with postoperative morbidity in less radical surgery, i.e. incidence of lower limb
lymphedema and symptomatic lymphoceles in patients with early stages of cervical cancer
treated primarily surgically with curative intent. The principal investigator and the author of the
protocol is Prof. Cibula. The dissertation author has participated in the trial as the main
investigator and co-recipient of two grants from the Czech Health Research Council (16-
31643A, NV19-03-00023). The recruitment was sucessfully completed in October 2020 by
enrolling all planned 733 patients from 47 sites in 18 countries. The data for primary end-point
analysis, which is the recurrence rate at 24 months of follow up, will be available at the end of
2022. Some secondary end points, such as detection rate and sensitivity of SLN intraoperative
assessment, have already been published in the European Journal of Cancer with [F=7.275 and
presented at the biennial conference of European Society of Gynaecological Oncology, in
Athens (2019).
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3.3 Sensitivity and false negative rate of SLN intraoperative assessment

Intraoperative assessment of SLN is recomemmed as triage for patients to decide
between radical surgery and primary chemoradiation. The aim is not to combine both modalities
of oncological treatment to avoid their cummulative late morbidity.

We have proved low sensitivity of intraoperative SLN assessment. The intraoperative
SLN assessment was false negative in 90% of patients with MIC and 28% with MAC
respectively. In nearly half of all patients, the information about metastatic involvement was
achieved from final histopathological assessment. False negative rates of intraoperative SLN
assessment for MAC and MIC reached 54%; confirming the importance of SLN ultrastaging.

Without ultrastaging, these patients would have not been treated with adjuvant treatment
and would be in higher risk of recurence and death. These results were obtained from the
planned analysis of secondary end points from ongoing surgical trial Sentix (NCT02494063,
CEEGOG CX-01, ENGOT-Cx2) and were published together with SLN detection rate results
in the European Journal of Cancer with IF=7.275.

3.4 SLN detection rate in bigger tumours

We have proved similarly high bilateral SLN detection rate for tumours of different
sizes. SLN detection rate was 79% for tumours <2cm, 83% for 2-3,9cm, 76% for tumours >4cm.

To our knowledge, this is the first published trial focused on SLN detection rate and
false negative rate in tumours >4cm.

In this retrospective cohort, we have confirmed high bilateral SLN detection rate even
for bigger tumours which possess higher risk for LN metastatic involvement.

The cohort is a unique representation of bigger stage IB tumours. 138 out of 350 patients
had tumours with the largest diameter of 2-3.9cm and 72 patients had tumours >4cm. Another
exceptional feature is also our continuous experience with SLN biopsy, which has been
systematically performered in our site since 2005. SLN biopsy had very low false negative rate
for final LN status reaching only 1.2% in the cohort with at least unilaterally sucessful SLN
detection.

We have clinically confirmed effectiveness of modified technique of tracer injection
into bulky tumours without residual healthy cervical stroma by using long spinal needle.

Results were published in Gynaecology Oncology with [F=4.623.
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Seznam zKkratek

AD — adenokarcinom (,,adenocarcinoma*)

AS — adenoskvamoézni karcinom (,,adenosquamous cancer*)

BD — patentni modf (,,blue dye*)

BMI — index télesné hmotnosti (,,body mass index*)

CI - interval spolehlivosti (,,confidence interval®)

DFS — pteziti bez nemoci (,,disease-free survival)

DOI — hloubka stromalni invaze (,,depth of stromal invasion*)

DR — tspésnost detekce (,,detection rate®)

ECOG — Eastern Cooperative Oncology Group

FIGO - International Federation of Gynecology and Obstetrics
FNR - fale$né negativita (,,false negative rate*)

FS — vysetieni pomoci metody zmrazenych tezl (,,frozen section®)
HE — hematoxylin a eozin (,,hematoxylin eosin‘)

IHC — imunohistochemie (,,immunohistochemistry*)

ICG - indocyaninova zelei (,,indocyanine green*)

ITC — izolované nadorové buiiky (,,isolated tumor cells*)

LN — lymfaticka uzlina (,,Jymph node*)

MAC — makrometastaza (,,macrometastasis‘)

MIC — mikrometastaza (,,micrometastasis‘)

non-SLN — nesentinelova uzlina (,,nonsentinel lymph node*)

NPV — negativni prediktivni hodnota (,,negative predictive value*)
OR — pomér Sanci (,,0dds ratio®)

OS — celkové preziti (,,overall survival®)

PS — vykonnostni stav (,,performance status®)

RFS — preziti bez znamek recidivy (,,recurrence-free survival®)
PFS — preziti bez progrese onemocnéni (,,progression-free survival®)
RC — radiokoloid (,,radiocoloid*)

RecR — Cetnost recidiv (,,recurrence rate®)

RR — relativni riziko (,,relative risk*)
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SCC — dlazdicobunécny karcinom (,,squamous cell cancer)

SLN — sentinelova uzlina (,,sentinel lymph node*)

SLNB — biopsie sentinelové uzliny (,,sentinel lymph node biopsy*)

TFD — minimalni vzdalenost mezi nadorem a pericervikalni fascii (,,tumor free distance®)

UD — nediferencovany (“undifferentiated”)

60



Prilohy (publikace autora):

1.

Kocian R, Slama J, Fischerova D et al. Micrometastases in Sentinel Lymph Nodes
Represent a Significant Negative Prognostic Factor in Early-Stage Cervical Cancer: A
Single-Institutional Retrospective Cohort Study. Cancers (Basel). 2020;12(6):1438.
IF=6.162

Kocian R, Vyznam sentinelové uzliny u pacientek s ¢asnym karcinomem délozniho
hrdla. Ceska Gynekologie. 2020;35(85):344-351.
Souhrnny ¢lanek bez IF

Cibula D, Kocian R, Plaikner A et al. Sentinel lymph node mapping and
intraoperative assessment in a prospective, international, multicentre, observational
trial of patients with cervical cancer: The SENTIX trial. Eur J Cancer. 2020;137:69-
80.

IF="7.275

Dostalek L, Zikan M, Fischerova D, Kocian R, Germanova A, Frithauf F et al. SLN
biopsy in cervical cancer patients with tumors larger than 2 cm and 4 cm. Gynecologic
Oncology. 2018;148(3):456-460.

[F=4.623

Cibula D, Dusek J, Jarkovsky J, Dundr P, Querleu D, van der Zee A et al. A
prospective multicenter trial on sentinel lymph node biopsy in patients with early-
stage cervical cancer (SENTIX). International Journal of Gynecologic Cancer.
2019;29(1):212-215.

IF=1.746

61



