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Souhrn: Uvod: Dosud stéle plati, Ze pozdni zachyt onemocnéni karcinomem vaje¢niku je zasadni pfi¢ina jeho $patné prognézy. Zatim nebyl
identifikovan zadny dostatecné senzitivni a zaroven specificky marker ani kombinace marker( a zobrazovacich metod, které by jednoznacné
umoznovaly zachyt ¢asnych, potencialné dobre kurabilnich stadii a déle prebiopticky diferencovaly skupinu ultrazvukové spatné odlisitelnych
benigni 1ézi od malignich tumord. V designu retrospektivni studie byly zkoumany hladiny sérového vaskularniho endotelidlniho faktoru D
(VEGF-D).VEGF-D ma vztah k nadorem indukované angiogenezi, lymfangiogenezi a remodelaci cév s efektem facilitace metastazovani a zlepsené
distribuce kysliku a Zivin pro nadorovou tkan. Na druhou stranu lymfaticka sit slouzi jako bariéra proti nadorové diseminaci a je to transportni
systém pro imunitné ¢inné elementy v potlacovani nddorového bujeni. Cilem studie bylo provéfit, zda existuje rozdil v hladinach sérového
VEGF-D ve skupiné pacientek s malignimi tumory, s benignimi Iézemi vaje¢niku a u zdravych kontrol bez patologického nélezu na adnexech.
Metody: Retrospektivné bylo zhodnoceno 162 sér odebranych predoperacné a uchovanych procesem mrazeni v biobance v letech 2022-2023.
Testovany soubor byl stratifikovan na zakladé histopatologického vysledku vysetieni adnex na skupinu malignich tumord (n = 54), skupinu
benignich [ézi (n = 47) a skupinu zdravych kontrol (n = 61). Ke statistickému vyhodnoceni parametrd byly pouzity metody deskriptivni statistické
analyzy. Pro porovnani sérovych hladin VEGF-D byly pouzity neparametrické testy. Vsechny analyzy byly uvazovany na hladiné vyznamnosti
5 %. Sérovy VEGF-D byl analyzovan metodou ELISA Quantikine® Human VEGF D R&D Systems a hodnoty byly odecteny spektrofotometricky
na readeru TECAN. Vysledky: Vysledek srovnani deskriptivnich statistickych parametr( je ve vysetfovaném souboru statisticky vyznamny
(p = 0,00067) pro rozdil mezi hodnotami sérového VEGF-D v souboru benignich 1ézi a malignich tumor(. Dale existuje statisticky vyznamny
rozdil mezi hodnotami pacientek s malignimi tumory a mezi zdravymi kontrolami (p = 0,0008). Mezi hodnotami u pacientek s benignimi lézemi
a u zdravych kontrol nebyl nalezen statisticky vyznamny rozdil (p = 0,4308). Ve srovnani s konven¢nim markerem CA125 korelovala patologicky
zvysend hladina sérového CA125 s nizkou hodnotou sérového VEGF-D u pacientek s malignimi tumory. Stejna shoda panovala ve srovnani
s markerem HE4: vysoké sérové hladiny HE4 byly ve skupiné pacientek s malignim tumorem doprovazeny nizkou hladinou VEGF-D, navic
v bodovém grafickém zobrazeni se jasné stratifikovala skupina pacientek s malignimi tumory od skupiny benignich Iézi a zdravych kontrol.
Zavér: S ohledem na ziskané vysledky ma vysetfovani sérové hladiny VEGF-D potencial diagnostického testu s piinosem ke stratifikaci obtizné
prebiopticky diferencovatelnych adnextumord.
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Uvod

Dlivodem k evaluaci screeningového
potencidlu vaskuldrniho endotelidl-
niho faktoru D (VEGF-D) je pretrvava-
jici absence metody nebo jejich kom-
binace zachycujici karcinom vaje¢niku
v Casném, potencialné dobfe kurabilnim

stadiu. Stéle plati, Ze pozdni zachyt one-
mocnéni karcinomem vajecniku je za-
sadni pfic¢ina jeho Spatné progndzy. Pé-
tileté preziti ve skupiné pokrocilych
onemocnéni nepresahuje 30 % oproti
vice nez 90% preziti ve skupiné cas-
nych fazi onemocnéni. Dosud neexistuje

populaéni screeningova metoda. Prvni
hypotéza, kterou jsme postulovali, je,
Ze sérova hodnota VEGF-D bude vyuzi-
telnd pro screeningové ucely. Druhou
hypotézou a cilem vyzkumné prace je
ovéfeni pfinosu hodnoty sérové hladiny
VEGF-D v prebioptickém diagnostickém
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Summary: Introduction: Until now, it is still true that late detection of ovarian cancer is a major cause of its poor prognosis. So far, no sufficiently
sensitive and specific marker or combination of markers and imaging methods has been identified that would unambiguously allow the
detection of early potentially highly-curable stages and furthermore prebioptically differentiate a group of poorly distinguishable benign lesions
from malignant tumours on ultrasound. In a retrospective study design, serum levels of vascular endothelial growth factor D (VEGF-D) were
investigated. VEGF-D is related to tumour-induced angiogenesis, lymphangiogenesis, and vascular remodelling with the effect of facilitating
metastasis and improved oxygen and nutrient distribution into tumour tissue. On the other hand, the lymphatic network serves as a barrier
against tumour dissemination and is a transport system for immune-active elements in suppressing tumorigenesis. The aim of this study was to
investigate that there is a difference in serum VEGF-D levels in a group of patients with malignant tumours, benign ovarian lesions, and healthy
controls without pathological findings in the adnexa. Methods: 162 sera collected preoperatively and preserved by a freezing process in a bio-
bankin 2022-2023 were retrospectively evaluated. The test set was stratified on the basis of histopathological results of the adnexal examination
into the malignant tumour group (N = 54), benign lesion group (N = 47), and healthy control group (N = 61). Descriptive statistical analysis
methods were used for the statistical evaluation of the parameters. Nonparametric tests were used to compare serum VEGF-D levels. All analyses
were considered at a significance level of 5%. Serum VEGF-D was analysed by ELISA Quantikine® Human VEGF D R&D Systems and values were
read spectrophotometrically on a TECAN reader. Results: The result of the comparison of descriptive statistical parameters was statistically
significant (P = 0.00067) for the difference between serum VEGF-D levels in the set of benign lesions and malignant tumours. Furthermore,
there was a statistically significant difference between the values of patients with malignant tumours and healthy controls (P = 0.0008). No
statistically significant difference was found between the values of patients with benign lesions and healthy controls (P = 0.4308). Compared to
the conventional marker CA125, pathologically elevated serum CA125 levels correlated with low serum VEGF-D levels in patients with malignant
tumours. The same concordance was observed in comparison with the HE4 marker: high serum HE4 levels were accompanied by low VEGF-D
levels in the group of patients with malignant tumours; moreover, the dot plot clearly stratified the group of patients with malignant tumours
from the group of benign lesions and healthy controls. Conclusion: In view of the results obtained, the investigation of serum VEGF-D levels has

the potential of a diagnostic test with a contribution to the stratification of the difficult of prebioptically differentiating adnexal tumours.
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protokolu adnextumorl. Zejména nds
zajimal pfinos v feSeni ultrazvukové ob-
tizné diferencovatelné skupiny adnex-
tumordl, jako jsou ovaridlni fibromy,
thékomy, nékteré borderline tumory
¢i kystomy u mladych pacientek pla-
nujicich téhotenstvi, kde je snaha mi-
nimalizovat zbytecné operacni vstupy.
Diagnéza adnextumord se stanovuje
histologicky z celého bezpecné odstra-
néného tumoru. Biopsie z tumord, které
jsou lokalizovany pouze v oblasti adnex,
bez Sifeni na okolni orgény a perito-
neum, se nedoporucuje pro riziko up-
-stagingu. Naopak pokrocild stadia s me-
tastatickymi procesy na peritoneu ¢i

v omentu jsou indikovana k biopsii bud’

metodami intervencni radiologie, nebo
v ramci diagnostické laparoskopie pred
zahdjenim neoadjuvantni systémové
[é¢by.

Termin karcinom vajecniku v sou¢asné
dobé zahrnuje Siroké spektrum histo-
patologickych entit, které maji plvod
v malignich kmenovych burikach po-
chazejicich zmilleridnského traktu. Patii
sem karcinomy vajec¢niku, vejcovodu

a karcinomy primarné diagnostikované
na pobfisnici — primarni peritonedlni
karcinom. Karcinom vajec¢niku nepatii
mezi ¢asté nadory a jeho celozivotni ri-
ziko v geneticky nezatizené populaci se
pohybuje kolem 2 % [1]. Incidence za rok
2021 byla v €R 17,36 novych piipaddi na
100 000 Zen, coz odpovida v absolutnich
¢islech 925 novych pacientek za rok.
Mortalita se pohybuje kolem 700 pfi-
padl za rok (11,6/100 000/rok) [2].
Z dat Narodniho onkologického regis-
tru (NOR) je zfejmé, Ze oba parametry
incidence a mortalita maji mirné klesa-
jici trend, nicméné tento fakt je obtizné
interpretovat [2].

Pro karcinom vajecniku neexistuje po-
pulacni screeningova metoda, a to ani
v rdmci rizikovych skupin. Pozadavky na
populaéni test jsou vysoké: co nejvyssi
senzitivita (minimalné 75 %) a specifi-
cita (99,6 %) [3,4]. V prdbéhu minulych
let bylo organizovdno nékolik klinic-
kych studii provéfujicich kombinace va-
ginélniho ultrazvuku a panelu sérovych
nadorovych marker(, avsak bez Uspé-
chu na vyssi podil zachytu ¢asnych fazi

onemocnénis lepsi nadéji na Uplné vylé-
Ceni. Nejstarsi studii byla americka PLCO
(Prostate, Lung, Colorectal, and Ovarian
Cancer Screening Trial), kterd zkoumala
uc¢innost screeningovych programf
na vyjmenované typy karcinom [3,5].
Dalsi studii byla UKTOCS (UK Collabora-
tive Trial of Ovarian Cancer Screening),
vyuzivala kombinaci zobrazovaci me-
tody (vaginalniho ultrazvuku) a panelu
sérovych marker(. | kdyz multimodalni
screening ved| k dfivéjsi detekci karci-
nomu vajecniku, vliv na snizeni amrt-
nosti nebyl prokazan [6,7]. UKFOCSS
(UK Familial Ovarian Cancer Screening
Study) se zaméfila na Zeny s vysokym ri-
zikem rakoviny vaje¢niku v dlsledku ro-
dinné anamnézy nebo genetické predis-
pozice (nosi¢stvi BRCA1, BRCA2 mutace
a Lynchova syndromu), tedy scree-
ning omezeny na rizikovou skupinu
pacientek. Nabor probihal mezi lety
2007 a 2012. Vysetrovani probihalo for-
mou tzv. ROCA modelu (risk of ovarian
cancer algorithm), kdy Zeny absolvovaly
a 4 mésice odbér na stanoveni sérové
hodnoty markeru CA125 a jednou ro¢né
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vaginalni ultrazvuk. V pribéhu studie
byla kazda pacientka sledované 4,5 roku.
Ani v tomto usporadani nebyly ziskany
vysledky smérem ke snizeni Umrtnost.
Avsak urcita schopnost véasné detekce
lokalizovaného karcinomu vajecniku
s indikaci radikalni operace a dobrym
vyhledem na uplné uzdraveni takové
pacientky prokazana byla. Algoritmus
ROCA dle vysledku této studie predsta-
vuje alternativu pro Zeny ze skupiny no-
sicek hereditarnich syndrom, pokud
odmitaji radikalInf risk redukujici salpin-
gooforektomii (preventivni chirurgickd
resekce obou vaje¢nikd a vejcovodu) [8].
V soucasné dobé se uznava tzv. dudini

model patogeneze karcinomu ovaria [9],
ktery stratifikuje ovaridlni karcinomy do
dvou hlavnich typt na zakladé tkané pa-
vodu, histologickych charakteristik, typu
prekurzorové léze, molekularnich zmén
a hereditarnich genetickych predispo-
zic. Celkem je rozfazeno pét subtypq,
i kdyZ s ohledem na soudobé poznatky
z mutacni analyzy i dualisticky koncept
je model zpochybriovan. Posledni klasi-
fikace dle Svétové zdravotnické organi-
zace (WHO) karcinom( Zenského geni-
talniho traktu z roku 2020 nepouziva typ
I a typ Il, ale pét hlavnich typl ovariadl-
nich karcinom:
- high-grade serézni karcinom (HGSC,

70 %);
- endometrioidni karcinom (EC, 10 %);
- svétlobunécny karcinom neboli clear

cell karcinom (6-10 %);
- low-grade serézni karcinom (LGSC,

5 %);
- mucinézni karcinom (MC, 3-4 %).

I tyto skupiny ale do budoucna mohou
byt roz$tépeny v souvislosti s ocekava-
nymi poznatky na zakladé molekular-
nich studii [9-12].

Histologicky nejc¢astéjSim typem jsou
high-grade ser6zni karcinomy (HGSC)
s vysokou prolifera¢ni frakci nadoro-
vych bunék. Obecné se jednd o karci-
nomy chemosenzitivni. Casto dojde
i k remisi navozené chemoterapii, avsak
pravidelné dochdzi k relapsu a progresi

onemocnéni, kterd je pak obtizné Iéci-
telna. Z molekuldrné biologického hle-
diska jde prevazné o nadory s chro-
mozomalni nestabilitou, kterd je
doprovézena inaktivaci tumor supreso-
rového genu TP53. Celkové jde o nddory
se Spatnou progndzou, které jsou zod-
povédné za vétsinu Umrti na ovarialni
karcinom [9,10].

Dosud rozpoznané prekurzorové léze
pro HGSC jsou STIC (Serous Tubal Intrae-
pithelial Carcinoma) a SCOUT (Secretory
Cell Outgrowth). SCOUT je termin pro
drobné proliferace sekretorickych bunék
a pravdépodobné predstavuje rané sta-
dium v kaskadé, kterd vede k tvorbé STIC
a HGSC. STIC je povazovan za hlavni pre-
kurzorovou lézi pro HGSC, nachazi se ve
fimbrialni ¢asti sliznice vejcovodu a ¢asto
vykazuje mutace v TP53 jesté pred vzni-
kem HGSC. Epitel vejcovodu je mistem
vzniku mnoha HGSC [9,13]. Pfedpoklada
se, ze léze STIC po deskvamaci mize vy-
cestovat z fimbridlniho konce vejcovodu
a implantovat na panevni peritoneum,
ovarium, visceralni peritoneum kterého-
koli nitrobfisniho orgdnu. Jednou z po-
psanych minimdlné invazivnich cest, jak
zachytit deskvamované bunky z prekur-
zorové |éze STIC ve vejcovodu, jsou vy-
plachy délohy a vejcovodu s naslednou
analyzou ziskané tekutiny — IUL (intrau-
terinni lavaz). Studijni skupina prof. Spe-
isera vyvinula a patentovala specidlni
trojcestny katétr (tzv. Speiser Catheter
Ovartec GmbH, lllingen, Némecko) k vy-
plachu dutiny délozni a proximalni ¢asti
vejcovodu v ambulantnim designu, za
sterilnich podminek a v lokalni aneste-
zii. Proces si Ize prestavit podobné jako
zavadéni intrauterinniho téliska. Dosud
nezname publikacni vystupy ze studie
prof. Speisera [14,15].

V diagnostickém protokolu se zasadné
vyuzivaji tumor markery. Sérové tumor
markery jsou snadno dostupné, vyset-
feni je obvykle ekonomicky malo néa-
kladné, s minimalni invazivitou pro pa-
cientku. Pfesto se na tomto poli mnoho
podstatnych zmén vyuzitelnych po-
pula¢né od dob zavedeni markeru

CA125 v roce 1988 neuddlo. Pfes svou
nizkou specificitu zlstava sérova hladina
CA125 zlatym standardem v klinickych
diagnostickych protokolech. Ke zvyseni
specificity vysetteni existuji rizné mul-
tivariantni panely, které k CA125 dopl-
nuji dalsi markery, napf. index ROMA,
OVA1 nebo RMI. Mnoho klinickych stu-
dii se zabyvalo i ostatnimi potencidlné
vyuzitelnymi tumor markery: napf. cir-
kulujici miRNA, test metylace, cirkulu-
jici nddorovéd DNA (ctDNA), protilatky
proti nadorovym antigentm (AABs) [4].
K identifikaci jednozna¢ného markeru
ani panelu marker( s presahem smérem
k casné detekci ovaridlniho karcinomu
a k prodlouzeni celkového preziti tak
zatim nedoslo [4].

CA125 je membranové asociovany
glykoprotein exprimovany vsemi tka-
némi plvodné z Millerovych duktl. Em-
bryogeneticky se jedna o diferenciacni
antigen célomového epitelu a bron-
chidlniho epitelu. S tim souvisi i ome-
zend organova specificita. Cut-off pro
fyziologickou sérovou hladinu je do-
hodou stanoveno obvykle na 35 kU/I.
Rosen etal. prokazali, Ze pouze 79 % se-
réznich karcinom( ovaria elevuje nad
normu sérovou hladinu, u ostatnich
21 % je sérova hladina v normé. V ¢as-
nych stadiich onemocnéni méa pouze
50 % karcinom(l ovaria elevovanou hla-
dinu nad normu. Z epitelovych karci-
nom ovaria nejvice zvysuji sérovou hla-
dinu CA125 serézni adenokarcinomy,
nejméné svétlobunécné, mucinézni
a endometrioidni [16-18]. Specificita
je nizkd, vice nez 60 % pacientek s ele-
vovanou hodnotou CA125 netrpi karci-
nomem ovaria. Elevace CA125 byla zjis-
téna v prabéhu menstrua¢niho cyklu,
v téhotenstvi, u benignich tumor( ova-
ria (zejména fibromy a fibrothékomy),
kulitidé, pfi endometridze, adenomydze,
pfi jinych malignich onemocnénich, jako
je karcinom prsu, pankreatu, plic, kolo-
rekta, jater, délohy a zaludku [4,17,19].
ROCA (Risk of Ovarian Cancer) je ana-
lyza, kterd hodnoti trend sérové hladiny
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markeru CA125, tzn. nehodnoti jednot-
livé méfeni, ale dynamiku hodnot v ¢ase.

HE4 byl poprvé identifikovan v epi-
telu distalni epidydimis v 90. letech
20. stoleti vyzkumnou skupinou Pacific
Northwestern Research Institute v Seat-
tlu, ktefi predpokladali, Zze se jednd
o specificky epididymalni tkariovy mar-
ker protein, ktery se Ucastni procesu ma-
turace spermii [20]. HE4 protein se fyzio-
logicky nevyskytuje ve tkanich ovaria, je
over-exprimovan ve tkanich karcinomu
ovaria, odkud je secernovan do extra-
celularniho prostredi a do krevniho fe-
¢isté [21]. Souvislost HE4 s karcinomem
ovaria byla poprvé publikovana Hellstro-
mem etal. v roce 2003 [22].

Z provedenych vyzkuma vime, ze ma
vysokou specificitu 96 %, avsak nizkou
senzitivitu 67 %. Ma vyssi senzitivitu pro
¢asna stadia ovaridlniho karcinomu. Ne-
byva elevovany u fyziologického men-
struacniho cyklu, gravidity ¢i benignich
stav(, jako jsou myomatdza a benigni
adnextumory [23]. Av3ak neni specificky
pouze pro ovaridlni karcinom, k jeho
elevaci dochazi i u karcinomu endo-
metria, plic, prsu a u mezoteliomu. Hla-
diny HE4 je nutno korelovat v souvis-
losti s vékem a menopauzalnim stavem.
S vékem dochazi ke zvySovani sérové
hladiny HE4. Rovnéz je nutno zohled-
novat uroven rendlnich funkci a ana-
mnestické informace o uzivani hor-
mondlni antikoncepce a o koureni. Pro
pacientky se snizenou hodnotou glo-
merularni filtrace se doporucuje korelo-
vat hladinu HE4 na tuto uroven jako tzv.
HE4ren marker. V souvislosti se viemi
uvedenymi faktory senzitivita i speci-
ficita vysetteni HE4 klesa [24]. HE4 ma
ale i jiné souvislosti nez diagnostické
a prognostické. Z dalsich vyzkum se
nyni ukazuje, Zze HE4 se svou podstatou
chova jako antiprotedza a ma dlezitou
roli v procesech karcinogeneze, v me-
tastazovani, v angiogenezi a v modelaci
imunitnich odpovédi v nadoru asociova-
ném mikroprostiedi [24-28]. Zajimavy je
vztah HE4 a rodiny VEGF, kterym se za-
byva James etal. Z jejich vyzkum bylo

postulovano, Ze sérova hladina HE4 ko-
reluje s Urovni mikrovaskuldrni den-
zity [28]. Dale HE4 suprimuje cytotoxické
funkce mononukleard i tumor infiltruji-
cich lymfocytl a celkové plsobi zasadni
pokles imunokompetence v nddorovém
mikroprostiedi. HE4 neni pouhym mar-
kerem, ale silnym promotorem, ktery
vede ke vzniku agresivnich charakteris-
tik ovaridlniho karcinomu. Nize ve vy-
sledcich naseho vyzkumu uvédime zaji-
mavou shodu mezi hodnotami sérového
HE4 a sérového VEGF-D u ovaridlniho
karcinomu oproti rameni pacientek s be-
nignim adnextumorem a oproti zdravym
kontrolam.

Takzvany ROMA index byl pfedstaven
vyzkumnym tymem Moore etal. a byl
schvalen k uzivani v diagnostice ova-
rialniho karcinomu v 2010, nebot ma
vétsi diagnostickou silu nez uziti samot-
nych tumorovych markert CA125 a HE4.
Index ROMA je diagnosticky néstroj pou-
zivany k odhadu rizika malignity ovarial-
nich nadord. Tento algoritmus je zaloZzen
na kombinaci dvou sérovych markerd
a menopauzalniho statusu pacientky. Vy-
sledkem je procentudlni hodnota, kterd
predstavuje riziko malignity. Vyssi hod-
nota ukazuje na vétsi pravdépodobnost,
Ze nador je zhoubny [29]. Metaanalyza
5 954 pripadl retrospektivné hodnoce-
nych ukazala 90% senzitivitu a 91% speci-
ficitu. Dale bylo zjisténo, Ze diagnosticka
pfesnost u casnych stadii ovaridlniho
karcinomu dosahuje 83 % a senzitivita
je vyssi u postmenopauzalnich pacien-
tek [29,30]. Nicméné jiné studie zase tuto
efektivitu ROMA zpochybnily [31].

Dosud nebyl nalezen marker nebo je-
jich panel, ktery by prekonal dosud zlaty
standard - sérovou hladinu CA125, ktery
je zatim nejvice klinicky vyuZzivany i pfes
svou malou specificitu a nizkou senziti-
vitu v ¢asnych stadiich [32-42].

Vaskularni endotelialni

faktory - regulace angiogeneze

a lymfangiogeneze

Nadorové indukce angiogeneze je jed-
nim ze ziskanych znak( definujicich

maligni tumor (spolu s poskozenou re-
gulaci bunécného cyklu, deregulaci apo-
ptdzy, schopnosti pronikat pres bazalni
membranu) a je pavodnim konceptem
Judah Folkmana rozvijenym od 70. let
20. stoleti [43]. V nadorech je regulace
angiogeneze patologicky zménéna pre-
pnutim na angiogenni fenotyp - angio-
genni switch, ke kterému dochazi v ra-
nych fazich kancerogeneze. Dochézi
k nému skokové pfi vychyleni rovno-
véhy proangiogennich a antiangiogen-
nich faktor [44]. Impulzy pro vydej
proangiogennich faktor( jsou jednak
epigenetické, jednak genetické. Z epi-
genetickych je nejvyznamnéjsi hypoxie.
Regulace vydeje vaskuldrnich endote-
lidlnich faktord v zavislosti na tenzi kys-
liku se ucastni tumor supresorovy gen
VHL (von Hippel-Lindau), ktery za nor-
moxie potlacuje vydej VEGF degradaci
transkrip¢niho faktoru HIF-1 o (hypoxii
indukovany faktor 1 o). Angiogenni pre-
pnuti je facilitovdno expresi onkogent
v nadorovych bunkach. Mezi genetické
faktory patfi napf. aktivované onkogeny
nebo mutace p53 [43,45].

Potla¢ovani nddorem indukované
angiogeneze je v soucasné dobé jed-
nim z pilitd moderni cilené onkologické
Iécby (monoklonalni protilatky proti an-
giogennim faktorlim, kompetitivni in-
hibice receptorq, inhibitory signalnich
drah).

Ovaridlni karcinom je metabolicky na-
ro¢né onemocnéni, pradvé novotvorba
cév je odpovédi na zvysenou poptavku
po kysliku a zivinach. Za angiogenezi
v€etné lymfangiogeneze je zodpovédna
rodina vaskuldrnich endotelidlnich fak-
tord (VEGF). Jedna se o faktory odvo-
zené od krevnich desti¢ek (PDGF - plate-
let derived growth factors), coz je jejich
pGvodni nazev. Rodina VEGF zahrnuje:
VEGF-A, VEGF-B, VEGF-C, VEGF-D, VEGF-
-E, PIGF (placental growth factor - pla-
centarni rastovy faktor). Stimuluji pro-
liferaci, migraci a preziti aktivovanych
endotelovych bunék. Za fyziologickych
okolnosti jsou esencialni v dobé em-
bryogeneze. VEGF jsou za fyziologickych
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podminek produkovany zejména fib-
roblasty, za patologickych podminek
také nadorovymi burikami. Angioge-
neze v organizmu dospélé Zeny se ode-
hrava pouze v misté hojeni ran, ve fertil-
nim véku v endometriu folikuldrni faze
a v corpus luteum ovaria. Jedna se o slo-
Zity proces, mimo aktivovanych endo-
telii se na ném podileji hladké svalové
bunky, pericyty, adipocyty, fibroblasty,
krevni desti¢ky, makrofagy a dalsi. Jejich
produkty - angiogenni substance (VEGF,
interleukiny, angiopoetiny, protedzy) -
nastoluji proces oznacovany jako pro-
angiogenni synergizmus podléhajici
zpétnovazebnym regulacim [44,46]. Vy-
Setfovani hladin VEGF v séru je kom-
plikované procesem krevni srazlivosti.
Celkové proces srazeni krve zahrnuje
komplexni interakce mezi koagulac¢nimi
faktory, destickami, endotelidinimi bun-
kami a rdstovymi faktory, coz mlze vést
ke zméndm v sérovych hladinach rdz-
nych vaskularnich faktor(, v¢. VEGF [44].

V maligni tkani je proces angiogeneze
chaoticky, dochazi k alternativni novo-
tvorbé cév. Tyto nadorové cévy jsou ne-
vyzralé, neuspofadané, strukturdlné
deficientni, bez souvislé bazdlni mem-
brany, a témér zcela bez vnéjsi vrstvy
podplrnych pericytd. To vede k vyso-
kému priniku plazmy do intersticia
(leakage), ¢astému krvaceni nebo na-
opak ke trombdzam. Neni vyjimkou pro-
pojovani arteriol s venulami se vznikem
zkratd. VSechny tyto jevy vedou ke zvy-
$enému intratumoralnimu tlaku a dal-
$imu zhorSovani hypoxie v tumoru,
coz zpétnovazebné podporuje dalsi
angiogenezi [44-46].

VEGF se s rliznou specificitou a afini-
tou vazou na tfi typy receptorl. Recep-
tory VEGFR-1 a VEGFR-2 jsou exprimo-
vany na povrchu endotelovych bunék
krevnich cév (VECs - vascular endothe-
lial cells), VEGFR-3 se nachazi prede-
v$im na povrchu endotelovych bunék
lymfatickych cév (LECs — lymphatic en-
dothelial cells). VEGFR-1 slouzZi k signa-
lizaci v dobé embryogeneze. | kdyz ma
VEGF asi desetindsobné vyssi afinitu

k VEGFR-1, signalizace spousténa timto
receptorem je velice slaba [44], kano-
nickd angiogeneze probihd vazbou na
VEGFR-2. Lymfagiogeneze je fizena pres
VEGFR-3 [47,48]. Dulezitym poznatkem
je to, Ze se VEGFR-1 vyskytuje v solubilni
formé, ve které funguje jako negativni
regulator angiogeneze. Vazba VEGF na
receptory je jesté posilena koreceptory:
neuropilin 1 nebo 2 (NRP-1/2). Neuropi-
liny byly plvodné identifikovény v neu-
ronech, maji pleiotropni funkci, zasahuji
nejen do regulace angiogeneze a lym-
fangiogeneze, ale také do imunitnich
reakci, do procesu invaze a metastazo-
vani, do rezistence k antiangiogenni
terapii [49].

Nejpotentnéjsim a nejvice prozkou-
manym ¢lenem rodiny VEGF je VEGF-
-A. Byl objeven v roce 1989 a byl ozna-
covan jako faktor cévni permeability
(VPF - vascular permeability factor).
Nazev souvisi s tim, Ze je padestatisic-
krat potentnéjsi v permeabilité cévni
stény nez histamin. Ve starsi literature,
pfed objevem ostatnich ¢lend rodiny
VEGF, je oznacovén bez dalsiho pismen-
ného indexu. Fyziologicky je nezastupi-
telny v embryonalni angiogenezi, jeho
vyblokovanim na mysim embryonal-
nim modelu uhynou embrya v ¢asné
fazi vyvoje [48]. Patologicky je VEGF-
-A produkovan endotelovymi burikami
kooptovanymi nddorem, coz vede ke
zminéné chaotické angiogenezi. Stu-
pen vaskularizace tumori se oznacuje
terminem (mikro)vaskuldrni denzita
a jeji posouzeni ma vyznam pravé v ul-
trazvukové diagnostice panevnich tu-
mor( (v dopplerovském moédu a barev-
ném skalovani). Benigni léze jsou typicky
avaskularni [50]. Monoklondlni proti-
latka proti VEGF-A bevacizumab je v gy-
nekologické onkologii soucasti terapeu-
tického portfolia ovaridlniho karcinomu
a metastatického a rekurentniho karci-
nomu ¢ipku délozniho jiz mnohé roky.

Lymfangiogeneze ve vztahu k biologii
nador je stale predmétem intenzivniho
vyzkumu casto s protichddnymi zavéry.
Na prvni poznatky o vyuziti lymfatické

vaskulatury naddorem k Sifeni v organi-
zmu a zakladani metastaz navazuji dalsi:
lymfagiogeneze v tumorech muze byt
asociovana s navozenim imunosuprese,
resp. imunotolerance [51-76], ¢imz se
i vysvétluje, pro¢ tumory s hustou siti
lymfatik maji horsi prognézu. Zcela proti
tomu jdou poznatky ze studii na nddoro-
vych tkanovych modelech, kde byl po-
dévén VEGF-C s efektem regrese lym-
fatik [77]. Nyni je znamo, Ze lymfatické
uzliny, aby mohly slouzit nddorovym
bunkam jako podptrna struktura, musi
projit signifikantni remodelaci, zejména
metabolickou [78]. Primérni nador nej-
prve produkci specifickych lymfangio-
gennich faktor drénovanych do lym-
fatik ,pripravuje” uzlinu (sinusoidni
hyperplazie) k pfijeti nddorovych bunék
a k transformaci na metastatickou uz-
linu [54], cozZ je nazyvéano teorii seminka
a pudy (seed and soil). Sentinelova uz-
lina je nejprve nddorem alterovana mor-
fologicky a funkéné, ale v tu chvili jesté
bez priikazu pfitomnosti onkologickych
bunék [70,79]. Z téchto pohledt se jevi
role lymfatického systému v nadorové
patofyziologii jako konfliktni. Jednak je
to sit slouzici k distribuci nddorovych
bunék, zaroven slouzi jako bariéra proti
nadorové diseminaci [79]. Tim se posu-
nujeme k recentnimu nazoru ohledné
lymfatické soustavy v nadorové bio-
logii: podpora lymfangiogeneze sou-
¢asné s metodami podporujicimi T-bu-
nécnou specifickou imunitu by mohly
byt nejvice efektivni v Ié¢bé nadorovych
onemocnéni.

Klinicky vyznam
lymfangiogeneze indukované
faktorem VEGF-D

Souvislosti mezi VEGF-D a nadorovou
lymfangiogenezi a presah smérem k na-
dorové progresi, metastazovani, k vlivu
na parametry intervalu do progrese
(PFS - progression free survival) a celko-
vého preziti (OS - overal survival) byly
zkoumany v mnoha experimentélnich
modelech i v klinickych studiich. Imu-
nohistochemicky byla zvysena exprese
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VEGF-D prokazana u karcinomu plic,
prostaty, maligniho melanomu, u gyne-
kologickych malignit (cervix uteri, ova-
rium), karcinomu Zaludku, karcinomu
pankreatu a u metastatického kolorek-
talniho karcinomu [67].

Z experimentalnich modeld je to ze-
jména prace Kopfstein etal., 2007, ktefi
zkoumali mysi transgenni modely s na-
vozenou zvysenou expresi VEGF-D. Pozo-
rovali zvySenou peritumoralni i intratu-
moralni lymfangiogenezi. Funkcionalita
nové vzniklych lymfatickych cév byla
prokézana pfitomnosti nddorovych bu-
néc¢nych cluster(l. Naddorové lymfangio-
geneze byla asociovédna se zvysenou
pfitomnosti nddorem postizenych lym-
fatickych uzlin a s pfitomnosti plicnich
metastaz. V kontrolni skupiné transgen-
nich mysi bez zvySené exprese VEGF-D
uvedené jevy chybély [80]. K podobnym
zavérim v experimentalnich modelech
dospély i jiné vyzkumné skupiny, navic
byla popséna role VEGF-D v modelaci de
novo vzniklych lymfatickych kapilar, jez
facilitovala vstup nadorovych bunék do
lymfatického resisté [63,80,81].

V nékolika klinickych studiich zkouma-
jicich souvislosti mezi mirou imunohisto-
chemického prikazu VEGF-D ve tkanich
malignich tumor( a parametry intervalu
do progrese a celkového prezivani jsou
vysledky nekonzistentni [80-87].

George etal. 2001, zkoumali sou-
bor kolorektalnich karcinomu z operac-
nich vykonu a srovnavali je s benignimi
polypy z kolonoskopii: imunohisto-
chemicky pfitomnost VEGF-A, VEGF-C,
VEGF-D, stejné faktory i v séru meto-
dou ELISA a prokazovali VEGF mRNA ve
tkanich. Na zdkladé vysledk( postulo-
vali zavér, ze ve vsech pfipadech kolo-
rektalniho karcinomu byla pfitomnost
VEGF-D ve tkani tumoru snizena, v séru
nizké hladiny VEGF-D a nizkd pfitom-
nost VEGF-D mRNA. V diskuzi tento fakt
vysvétlili kompetitivni inhibici na recep-
torech VEGFR-2 a VEGFR-3. VEGF-D je
vyvazany na (solubilnich) receptorech
a mnohem potentnéjsi VEGF-A a VEGF-
-C potom ve tkanich vedou k indukci

lymfagiogeneze a k metastazovani. Ji-
nymi slovy jsou nizké hladiny VEGF-D
prognosticky zavazné [83], resp. pomér
mezi VEGF-D a VEGF-C ve prospéch zvy-
Senych hladin VEGF-C je zédsadni pro
proces nadorové lymfangiogeneze
a metastazovani [84,85].

Hladiny VEGF-D v séru nebo v plazmé
jsou v provedenych vyzkumech vyset-
fovany metodou ELISA (enzyme linked
immune-sorbent assay) nebo multiple-
xovou metodou (napf. Luminex) zkou-
majici vice biomarkerd soucasné, pfi-
padné nakladnéjSimi metodami, jako je
hmotnostni spektrofotometrie ¢i mic-
roarray technologie [80-87].

Cile

Cilem vyzkumného projektu je oveé-
fit protein VEGF-D ve smyslu funk¢nosti
jako diagnosticky biomarker.

VEGF-D splnuje definici biomarkeru,
nebot je objektivné méfitelny v periferni
krvi a je indikatorem patologického pro-
cesu: lymfagiogeneze.

Vyzkumny projekt testuje, zda hod-
nota markeru VEGF-D prikazné odliSuje
skupiny pacientek s ovarialnim karcino-
mem od pacientek s benignim tumorem
adnex oproti zdravym kontrolnim sku-
pindm - retrospektivni vyvazena studie
pfipadl a kontrol.

Cilem je porovnat sérovou hladinu
VEGF-D u pacientek s malignim tumo-
rem, u pacientek s benignim nalezem
a u zdravych Zen. Popsat vztah mezi sé-
rovou hladinou VEGF-D, klinickymi cha-
rakteristikami pacientek a hladinou
bézné uzivanych tumor markerd CA125
a HE4.

Metodické postupy, materialni
a pristrojové postupy
Metodické postupy
Pro ovéreni sérové hladiny markeru
VEGF-D byl zvolen design retrospektivni
vyvazené studie piipadl a kontrol.
Retrospektivné bylo zhodnoceno
162 predoperac¢né zmrazenych sér
v bance biologického materidlu pa-
cientek operovanych v Masarykové

onkologickém ustavu v Brné v letech
2022-2024 pro benigni a maligni tu-
mory panve. Kontrolni skupina byla vy-
tvorena ze sér od zdravych pacientek
z preventivni ambulance (profylakticky
operovanych pro hereditdrni nado-
rové syndromy s negativnim histopa-
tologickym vysledkem vySetfeni vajec-
nikd a vejcovodt). Pacientky odeslané
do konzilidarni ambulance pro nejasny
tumor v panvi byly tyz den odeslény ke
krevnim odbérlim, krevni sérum pouzité
k analyze konvenénich nadorovych mar-
kerli CA125 a HE4 bylo nasledné stan-
dardnim procesem zamrazeno a ucho-
vano v bance biologického materialu
pod ¢iselnym identifikdtorem, ktery se
sestava z poradového cisla vysetreni
v roce 2022 a 2023. Pouze opravnéné
osoby, které vstupuji do lékarské doku-
mentace, mohou pfifadit Ciselny identi-
fikator vysetreni ke konkrétni pacientce.
Stejné tak byly odeslany pacientky z pre-
ventivni ambulance pred profylaktickou
operaci k stejnym odbérlim krve a sérum
bylo stejné zamrazeno. Takto uchovana
krevni séra jsou uloZena v biobance Ma-
sarykova onkologického ustavu 12 mé-
sicl, po uplynuti této lhlty jsou proto-
kolarné likvidovana. V3echny pacientky
pred vstupem do konzilidrni gynekolo-
gické ambulance nebo do preventivni
ambulance podepsaly svobodny in-
formovany souhlas s explicitnim dota-
zem na uchovavani biologického mate-
ridlu a jeho vyuziti k védeckym ucelm.
Tyto informované souhlasy jsou ne-
dilnou soucdsti dokumentace pa-
cientky a jsou archivovany v souladu se
zakony.

Testovany soubor byl rozdélen dle
vysledkd histopatologického vyset-
feni (benigni, maligni) z operac¢nich vy-
kont a k nim byla vytvofena kontrolni
skupina pacientek. Pacientky byly roz-
déleny pfiblizné pocetné stejné podle
véku, menopauzalniho statutu, BRCA
mutacniho stavu, anamnézy hormonalni
terapie (tab. 1). V tab. 2 jesté podrobné
uvadime zastoupeni pacientek ve sku-
piné s malignimi nadory, kam jsme ale
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Tab. 1. Popisné parametry a jejich ¢etnosti v testovaném souboru. Ve skupiné jiné mutace jsou zafazeny mutace v sou-
boru Lynchova syndromu, PALB2, CHECK, RAD-51 a dalsi.
Tab. 1. Descriptive parameters and their frequencies in the tested file. Mutations in the Lynch syndrome file, PALB2, CHECK,
RAD-51, and others are included in the group of other mutations.

Parametr Celkem Kontrolni Benigni
n=162 n=61 n=47
Vék
median (min., max.) 58 (20, 84) 50 (29, 75) 53(22,75)
pramér (SD) 55 (14) 51(12) 52 (15)
Menopauzalni status
postmeno 103 (64 %) 29 (48 %) 28 (60 %)
premeno 59 (36 %) 32 (52 %) 19 (40 %)
Mutace
BRCA1 21 (13 %) 13 (21 %) 3(6,5 %)
BRCA2 17 (11 %) 10 (16 %) 2 (4,3 %)
jiné 123 (76 %) 38 (62 %) 41(89 %)
neznamo 0 1
Hormonalni terapie
HAK 39 (25 %) 25 (44 %) 11 (23 %)
HRT 8(5,1 %) 1 (1,8 %) 3(6,4 %)
HT (TX, Al) 4(2,5%) 2 (3,6 %) 1(2,1 %)
zadna 92 (58 %) 20 (35 %) 29 (62 %)
neznamo 4 4 0
Klinické symptomy 62 (38 %) 1 (1,6 %) 21 (45 %)

Maligni

h=54 p hodnota
< 0,001
66 (20, 84)
63(12)
< 0,001
46 (85 %)
8 (15 %)
<0,023
5(9,3 %)
5(9,3 %)
44 (81 %)
0
< 0,001
3 (5,6 %)
4(7,4 %)
1(1,9 %)
43 (80 %)
40 (74 %) < 0,001

Al - aromatazové inhibitory, AK — hormonalni antikoncepce, HRT — hormonalni substitucni terapie, HT — hormonalni terapie, SD - smérodat-

né odchylka, TX — tamoxifen

Mezi klinické symptomy patfi predevsim bolest, nepravidelnosti ve vyprazdriovani stolice, nevolnost a zvraceni, krvaceni, vykyvy télesné

hmotnosti.

zaradili vSechny pacientky operované
v 2022-2023 (za 12 mésicd). Rozdéleni
dle stadii kopiruje redlny stav distribuce
stadii onemocnéni v populaci pfi ab-
senci screeningové metody a pfi pozdni
klinické manifestaci onemocnéni.
Vzhledem k primarné deskriptivnimu
charakteru projektu byl pocet pacien-
tek stanoven pragmaticky s ohledem na
moznosti laboratorniho stanoveni. Ke
statistickému vyhodnoceni byly pouzity
popisné statistiky dle charakteru dat,
tj. pocty a procentudlni zastoupeni pro
kategoridlni charakteristiky a median
a mezikvartilové rozpéti (IQR) ¢i primér
a smérodatna odchylka (SD) pro spo-
jité charakteristiky. Pro porovnani hla-
din VEGF-D v hodnocenych skupinach
pacientek byl pouzit neparametricky
Mann-Whitney U test (M-W-U test). Krus-
kal-Wallis test byl pouzit jako statisticka
neparametrickd metoda ke srovnani tfi
skupin. V3echny statistické analyzy byly
uvazovany na hladiné vyznamnosti 5 %

a pro jejich zpracovani byl vyuzit soft-
ware MedCalc verze 23.0.6. a software R.

Materialni a pristrojové postupy
Vysetieni provddime metodou ELISA
(enzyme linked immune - sorbent -
assay) — Quantikine® Human VEGF D
(R&D Systems), ktery pouzivd sendvi-
¢ovy format ELISA, v némz jsou pou-
zity dvé protilatky. Jedna protilatka je
imobilizovéna na destic¢ce a slouzi k za-
chyceni VEGF-D, zatimco druhd je kon-
jugovana s enzymem a pouziva se k de-
tekci. Po navézani protilatky na VEGF-D
se prida substrat, ktery reaguje s enzy-
mem a vytvaii barevnou reakci. Intenzita
této barvy je Umérnd mnozstvi VEGF-D
ve vzorku séra a méfi se na spektrofoto-
metru - readeru TECAN.

Vysledky

Parametry souboru

Do vyzkumného projektu bylo zafazeno
celkem 162 pacientek s prGmérnym

vékem 58 let (20, 84). Celkem 103 (64 %)
pacientek bylo v dobé odbéru krevniho
séra premenopauzalnich, 59 (36 %) pa-
cientek bylo v dobé odbéru krevniho
séra postmenopauzalnich. V analyzo-
vané skupiné byl dle anamnestickych
dat medidn véku menopauzy 50 let
(36,0; 60,0), primér 49,6 let, u 67 pacien-
tek data o véku menopauzy nebyla k dis-
pozici (tab. 1).

V souboru bylo 21 pacientek BRCA1
pozitivnich (13 %), 17 pacientek pozitiv-
nich pro BRCA2 (11 %), do kategorie ji-
nych patologickych mutaci patfi mutace
v souboru genl Lynchova syndromu I
(PALB2, CHEK2, RADS51) (tab. 1).

Z analyzy anamnestickych dat se za-
mérfenim na hormonalni terapii nego-
valo celkem 92 (58 %) pacientek uzivani
hormonalnich preparatd. Ze skupiny
s pozitivni odpovédi celkem 39 (25 %)
pacientek uZivalo nékdy hormonalni an-
tikoncepci (HAK), ve skupiné s malig-
nimi tumory vaje¢niku byly tfi (5,6 %)
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Tab. 2. Popisna charakteristika sou-
boru pacientek s malignim karcino-
mem ovaria, rozloZeni ¢etnosti jed-
notlivych stadii kopiruje realnou
situaci v populaci, ¢asna stadia jsou
vzacn4, vice nez polovinu (¢ervené)
tvori pokrocila stadia s diseminaci
v panvi a dutiné bfisni.

Tab. 2. Descriptive characteristics of
the group of patients with malig-
nant ovarian cancer, the frequency
distribution of individual stages cop-
ies the real situation in the popula-
tion, where early stages are rare, and
more than half (in red) are advanced
stages with dissemination in the pel-
vis and abdominal cavity.

FIGO Cetnost n =54 (100 %)
1A 4 (7,8 %)
IB 2 (3,9 %)
IC1 4(7,8 %)
1C2 1(2,0%)
IC3 3(5,9 %)
1A 1 (2,0 %)
11B 5(9,8 %)
A 7 (12 %)
111B 8 (16 %)
INnc 17 (28,8 %)
IVA 1(2 %)
IVB 1(2 %)

FIGO — Mezinarodni federace gynekologu
a porodnikd / International Federation
of Gynecology and Obstetrics

pacientky uzivatelky HAK, zatimco
43 (80 %) zen nikdy HAK neuzivalo. Hor-
mondlni substituc¢ni terapie byla ve sle-
dovaném souboru zastoupena pouze

v osmi pfipadech (5,1 %), v poloviné ve
skupiné pacientek s malignim tumo-
rem (Ctyfi pacientky, 7,4 %), tfi pacientky
(6,4 %) byly ve skupiné s benignimi tu-
mory a jedna pacientka (1,8 %) ve sku-
piné kontrol. Celkem tfi pacientky ze
souboru (po jedné pacientce v kazdé
analyzované skupiné) mély v anamnéze
uzivani jinych hormonalnich preparatu:
norethisteron, tamoxifen, aromatazovy
inhibitor (tab. 1).

Ze subjektivnich udajd byl v prvotni
dokumentaci (konzilidrni gynekologické
vysetieni nebo vysetfeni v preventivni
ambulanci, které tésné predchazelo la-
boratornimu odbéru) vyhledan udaj
o symptomech. Celkem 62 (38 %) pa-
cientek mélo pozitivni udaj (bolest trupu
razné lokalizace: bricho, bedra, panev,
nepravidelné gynekologické krvaceni,
gastrointestinalni symptomatologie: ne-
chutenstvi, zvraceni, nevolnost, poruchy
vyprazdiovani stolice, zmény télesné
hmotnosti). Ve skupiné pacientek s ma-
lignim tumorem mélo néktery z vyjme-
novanych symptom0 40 (74 %) pacien-
tek. Ve skupiné s benignimi tumory bylo
21 (45 %) pacientek symptomatickych.
V kontrolni skupiné zdravych pacientek
vyjadfila potize jedna pacientka (1,6 %)
(tab. 1).

V tab. 2 uvaddime soubor pacientek
s malignim tumorem rozdéleny dle roz-
sahu postizeni do stadii dle klasifikace
Mezinarodni federace gynekologl a po-
rodnikd (FIGO - International Federa-
tion of Gynecology and Obstetrics). Cel-
kem 54 pacientek za 12 mésicd (v roce

2022 a 2023) bylo operovéano pro karci-
nom ovaria, dle vysledk( histopatolo-
gického vysetieni z operacniho vykonu
a dle vysledkl stagingovych vysetfeni
pfedopera¢né bylo uréeno stadium
FIGO. Tento soubor kopiruje populacni
distribuci klinickych stadii u karcinomu
ovaria pfi absenci popula¢ni screenin-
gové metody a dlouhém asymptomatic-
kém prabéhu, kdy symptomatickd jsou
pravé Cervené vyznacena pokrocild sta-
dia (tab. 2).

Analyza sérovych hladin VEGF-D
Sérové hladiny VEGF-D se spektrofoto-
metricky méfi v ng/l. V analyzovaném
souboru byla minimalni naméfena hod-
nota 114, maximalni hodnota 1 625. Me-
dianhodnotbyl410a priimérnd hodnota
457.Ve skupiné pacientek s malignim tu-
morem byl median 345 (114, 756) a pru-
mérnd hodnota 378 (tab. 3).

Ve skupiné pacientek s benig-
nim tumorem byla hodnota medidnu
474 (187, 900), prmérna hodnota byla
470 (tab. 3).

Zdravé kontroly mély hodnotu me-
dianu 488 (157, 1 625), priimérnou hod-
notu pak 517 (tab. 3).

Vysledek srovnani deskriptivnich stati-
stickych parametr(l pomoci Mann-Whit-
ney U testu je ve vySetfovaném sou-
boru statisticky vyznamny (p = 0,00067)
(graf 1) pro rozdil mezi hodnotami sé-
rového VEGF-D v souboru benignich
[ézi a malignich tumor( (tab. 3). Dale
existuje statisticky vyznamny rozdil
mezi hodnotami pacientek s malignimi

Tab. 3. Analyza sérovych hladin VEGF-D v souboru pacientek s benignimi |ézemi, malignimi tumory ovaria a u zdra-

vych kontrol.

Tab. 3. Analysis of serum VEGF-D levels in a group of patients with benign lesions, malignant ovarian tumours, and in

healthy controls.

Vzorky séra e VEGF-D (ng/l)

celkem pramér SD median 5.percentil  95.percentil phodnota (U-test)
kontroly 61 517,8 268,5 487,9 242,3 951,4

benigni léze 47 4744 171,7 473,6 217,4 840,4 0,4308
maligni tumory 54 3778 151,7 345,1 156,9 687,1 0,0008

SD - smérodatna odchylka, VEGF-D - vaskularni endotelialni faktor D
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Graf 1. Grafické zobrazeni vysledku sé-
rovych hladin VEGF-D v jednotlivych
kategoriich pacientek, box-graf. Kra-
bice obsahuje stfednich 50 % dat.
Cara uprostred krabice je hodnota me-
dianu - 50. percentil.

Graph 1. Graphic display of the results
of serum VEGF-D levels in individual
categories of patients, box-graph. The
box contains the medial 50% of the
data. The line in the middle of the

box is the value of the median -

50t percentile.

VEGF-D - vaskularni endotelialni
faktor D
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Graf 2. Bodové zobrazeni jednotlivych naméfenych hodnot sérového VEGF-D s ohledem na distribuci ve vékovych kate-
goriich. Data vykazuji velkou variabilitu, nelze vypozorovat trend v jednotlivych skupinach podle véku. Graf dobfe zob-

razuje extrémni hodnoty.

Graph 2. Dot chart of individual measured values of serum VEGF-D with regard to distribution in age categories. The data
show great variability, and no trend can be observed in individual age groups. The graph shows extreme values well.
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Graf 3. Box graf znazornuje hladiny VEGF-D ve tfech skupinach: benigni léze, maligni tumory a zdravé kontroly. Roz-
dil mezi skupinami byl testovan pomoci Kruskal-Wallisova testu (p = 0,0013), coz naznacuje, Ze alespon jedna dvojice

tumora.

Graph 3. Box plot shows VEGF-D levels in three groups: benign lesions, malignant tumours, and healthy controls. The differ-
ence between groups was tested using the Kruskal-Wallis test (P = 0.0013), indicating that at least one pair of groups is statis-
tically significantly different. It can be seen from the box graph that the median and range of VEGF-D values are the lowest in

malignant tumours.

tumory a mezi zdravymi kontrolami
(p = 0,0008). Mezi hodnotami u pacien-
tek s benignimi lézemi a u zdravych kon-
trol nebyl nalezen statisticky vyznamny
rozdil (p = 0,4308) (tab. 3). Pod tabulkou
nasleduje box graf (boxplot), krabicovy
diagram s vizualizaci dat a jejich rozloze-
nim (graf 1). Na ose y jsou hodnoty séro-
vého VEGF-D, na ose x potom jednotlivé
kategorie pacientek.

Nasleduje grafické znazornéni vy-
sledkd ve formé bodového grafu (scat-
ter plot, strip plot) (graf 2). Barevné body

reprezentuji jednotlivé namérené hod-
noty sérového VEGF-D na ose y a na ose
X je spojity parametr — vék. Barevné, viz
legenda grafu, jsou odliseny histolo-
gické vysledky nalezu. Data vykazuji vel-
kou variabilitu (rozptyl hodnot), nelze
vypozorovat trend hodnot v zadné po-
rovnavané skupiné vzhledem k véku. Vy-
hodou tohoto zobrazeni je rychld iden-
tifikace odlehlych (extrémnich) hodnot.

Vzhledem k tomu, ze porovnavame tfi
skupiny dat, pouzivame graficky vystup
z Kruskal-Wallis testu za ucelem zjisténi,

zda se hodnoty mezi témito skupinami
statisticky vyznamné lisi: p = 0,0013, coz
znamena, ze mezi alespon dvéma skupi-
nami existuje statisticky vyznamny roz-
dil v hodnotach VEGF-D (graf 3).

Vysledky analyzy sérovych

hladin VEGF-D ve vztahu k dalSim
parametrim

V tab. 4 prezentujeme dalsi sledované pa-
rametry ve vySetfovanych skupinach. In-
formace o pfitomnosti ascitu v panvi a du-
tiné brisni byly vyhledévany v operacnich
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Tab. 4. Vysledky analyzy markeru VEGF-D v séru pacientek s doplnénymi vstupnimi hodnotami markert CA125 a HE4
z dokumentace pacientek a dale je uvedena pfitomnost ascitu z operacniho protokolu. Vysledky demonstruji znamou
nizkou specificitu elevace CA125 a HE4; stejné pfitomnost ascitu neni jednozna¢né malignim znakem.

Tab. 4. Results of the analysis of the VEGF-D marker in the patient's serum with supplemented input values of the CA125
and HE4 markers from the patient's documentation, and the presence of ascites from the operative protocol is also indi-
cated. The results demonstrate the known low specificity of CA125 and HE4 elevation; however, the presence of ascites is

not an unambiguously malignant sign.

Parametr Celkem (n =162)
Ascites

ano 25 (15 %)
ne 137 (85 %)
VEGF-D ng/I

median (min., max.) 410 (114, 1 625)
primeér (SD) 457 (215)
CA125 ku/l

median (min., max.) 26 (5,4 249)
primeér (SD) 180 (494)
neznamo 5
CA125

elevace > 35,5 ku/I 65 (41 %)
neznamo 5

HE4 pmol/I

median (min., max.) 44 (20,3 578)
pramér (SD) 151 (400)
neznamo 17

HE4

elevace > 80 pmol/I 30 (21 %)
neznamo 17

Kontrolni (n=61) Benigni (n = 47)

0 (0 %)
61 (100 %)

5(11 %)
42 (89 %)

488 (157, 1 625) 474 (187, 900)

517 (269) 470 (172)
14 (5, 82) 24 (6, 341)
18 (14) 41 (58)
2 3
7 (12 %) 15 (34 %)
2 3
31(20,61) 34 (20, 140)
33 (8) 42 (24)

8 6
0 (0 %) 1(2,4 %)
8 6

SD - smérodatnd odchylka, VEGF-D - vaskularni endotelialni faktor D

protokolech, nejednalo se o Udaj ze zob-
razovacich metod. Ascites je v souboru
pfitomen u 25 pacientek (15 %) vsech
pfipadd, z toho u benignich lézi u 5 pa-
cientek (11 %), u malignich tumor( ve
20 pfipadech (37 %). Ascites mGze byt pfi-
tomen i u benignich adnextumord, ty-
picky u fibrom( a thékoma (v odborné li-
teratufe tento jev byva oznacovan jako
tzv. Meigs(iv syndrom). Ascites byl hodno-
cen pouze formou ano/ne a nebyl vztaho-
van k dalsim parametrdm tabulky.

Grafické srovnani hladin marker(
VEGF-D a CA125 ve skupinach
pacientek s benignimi lézemi,
malignimi tumory a u zdravych
kontrol

V bodovém grafu je kazdy bod repre-
zentovan jednim klinickym pfipadem
a znazorfuje hodnotu VEGF-D na ose y
a hodnotu CA125 na ose x v séru.V grafu

jsou presné vidét jiz popsané vysledky:
maligni tumory maji vyssi hodnoty
CA125 a nizsi hodnoty VEGF-D nez be-
nigni [éze a zdravé kontroly (graf 4).

Grafické srovnani hladin markerf
VEGF-D a HE4 ve skupinach
pacientek s benignimi lézemi,
malignimi tumory a u zdravych
kontrol

V tomto grafickém zobrazeni — bodovy
graf — je kazdy bod jeden klinicky pfi-
pad a je zastoupen hladinou sérového
VEGF-D na ose y a hodnotou sérového
HE4 na ose x. Je evidentni, ze vétSina ma-
lignich nador(i ma elevovany HE4 a zaro-
ven nizkou hladinu VEGF-D. Skupina ma-
lignich tumord je v tomto zobrazeni jasné
oddélend od skupiny pacientek s benig-
nimi tumory a zdravymi kontrolami. Na-
opak benigni léze a zdravé tumory maji
podobné hodnoty obou markert (graf 5).

Maligni (n = 54) p hodnota
< 0,001
20 (37 %)
34 (63 %)
< 0,001
345 (114, 756)
378(152)
< 0,001
132 (20, 4 249)
469 (765)
0
< 0,001
43 (80 %)
0
< 0,001
142 (33,3 578)
360 (626)
3
< 0,001
29 (57 %)
3
Diskuze

Retrospektivni design studie byl zvolen
pro jasnou stratifikaci pacientek do sku-
pin na zdkladé jiz zndmého histopato-
logického vysledku vysetfeni odopero-
vanych vajec¢nikl a vejcovoda. Skupina
zdravych kontrol byla doplnéna z pa-
cientek z preventivni ambulance ope-
rovanych z profylaktickych ddvodd, kde
byly znamé negativni vysledky vyset-
feni. Tim jsme se zdmérné dopustili se-
lekéni bias, avsak cilem bylo vybrat sku-
pinu pacientek s nezpochybnitelné
negativnim nalezem na adnexech.
Velikost vzorku byla stanovena prag-
maticky s ohledem na dobu uchova-
vani prebiopticky odebranych vzorku
sér v biobance Masarykova onkologic-
kého ustavu (MOU), tj. 12 mésic(i. Dru-
hym hlediskem pro velikost vzorku byly
moznosti provedeni analyz v laborato-
Fich Oddéleni laboratorni mediciny MOU
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Graf 4. Bodovy graf. Kazdy bod reprezentuje jednotlivy klinicky pfipad s naméfenou hodnotou CA125 a VEGF-D.
Graph 4. Dot chart. Each point represents an individual clinical case with a measured value of CA125 and VEGF-D.

za plného standardniho provozu. Zachyt
novych pacientek s karcinomem ovaria
je jiz nékolik let pfiblizné stejny a pohy-
buje se okolo ¢isla 50. Tedy konkrétné
k 54 vzorkiim od pacientek s malignim
tumorem za obdobi 2022-2023 byly
dohledany vzorky od pacientek s be-
nignimi lézemi a od zdravych kontrol
tak, aby srovnavané parametry byly po-
cetné pfiblizné stejné zastoupeny. Navy-
Seni poctu pacientek v tomto konkrét-
nim uspofadani by bylo mozno provést
pouze v multicentrickém designu se
viemi riziky plynoucimi z technologic-
kych bias ve zpracovani a transportu pri-
marniho vzorku séra.

Vdechna séra byla odebrana vstupné
prebiopticky a prosla stejnym procesem

zmrazeni. Obraceny postup - rozmrazo-
vani sér — byl rovnéz identicky. Nebyla
vysetfovana zadnd nativni séra.

Vysetfovani hladin VEGF v séru je kom-
plikované procesem krevni srazlivosti.
Celkové proces srazeni krve zahrnuje
komplexni interakce mezi koagula¢nimi
faktory, destickami, endotelidInimi bun-
kami a rlstovymi faktory, coz mize vést
ke zméndm v sérovych hladinach rdz-
nych angiogennich faktord, véetné VEGF.
Z posledné uvedeného je evidentni, ze
by mél navazovat projekt vysetfujici hla-
diny VEGF-D v plazmé neovlivnéné pro-
béhlymi koagula¢nimi procesy.

Analyza VEGF-D v séru metodou ELISA
mUze mit jisté nedostatky v analytic-
kém principu: jedna specificka protildtka

vychytava jednu specifickou izoformu
VEGF-D. Z uvedenych informaci v ivodu
sdéleni je prokazano, ze VEGF-D je r(iz-
nymi protedzami $tépen na rGzné izo-
formy. Je tedy otadzkou, zda ziskané
nizké hodnoty sérového VEGF-D u pa-
cientek s malignimi tumory jsou sprdvné
a reprezentuji skute¢né mnozstvi VEGF-
-D produkované tumorem. Resenim by
bylo provedeni nékteré z multiplexo-
vych metod (napf. Luminex) nebo ana-
lyzy metodou hmotnostni spektrofoto-
metrie ¢i microarray technologie.

Nutno je zvazovat i fakt, Ze nadorem
produkované izoformy VEGF-D mohou
byt vazany v extracelularni formé
a jenom mala solubilni frakce se uvol-
nuje do krevniho fecisté. Zde by bylo
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Graf 5. Korelace sérovych hodnot VEGF-D a HE4, ktera vyborné stratifikuje pacientky se skute¢né malignim nadorem od
pacientek s benignimi tumory od zdravych kontrol. Ve skupiné benignich Iézi a zdravych kontrol je pak jiz stratifikace

setrela.

Graph 5. Correlation of serum VEGF-D and HE4 values, which excellently stratifies patients with truly malignant tumors from
patients with benign tumors and from healthy controls. In the group of benign lesions and healthy controls, the stratification

is already erased.

zajimavé provést stejny design studie
doplnény o imunohistochenickou ana-
lyzu proteinu VEGF-D ve tkanich malig-
nich tumord, benignich 1ézi a ve tkanich
od zdravych kontrol.

Z uvedenych praci na karcinomech
kolorekta a plic v Uvodu dizerta¢ni prace
se nejvice ztotoznujeme s vysvétlenim
nizkych sérovych hladin VEGF-D u pa-
cient s malignitou principem kompe-
titivni inhibice substratl (¢len’ rodiny
VEGF) o vazbu na receptory.

Dosud stale plati, Ze pozdni zachyt
onemocnéni karcinomem vajec¢niku je

zdsadni pfic¢ina jeho $patné progndzy.
Zatim nebyl identifikovan zZadny dosta-
te¢né senzitivni a specificky marker ani
multivariantni analyza kombinujici mar-
kery a zobrazovaci metody, které by jed-
noznacné diferencovaly skupinu obtizné
ultrazvukové rozlisitelnych adnextu-
mor(. Zejména je to zasadni pro mladsi
pacientky ve fertilnim véku, u nichz se
snazime minimalizovat zbytecné ope-
racni vstupy. Nej¢astéjsi typ ovarialniho
karcinomu - high-grade serézni karci-
nom - vznikd ve vétsiné pfipadl jako
diseminovany extrapelvicky tumor. Ani

jeho prekurzorové léze STIC neni k dnes-
nimu dni identifikovatelnd jinak nez
morfologicky v epitelu fimbridlni ¢asti
vejcovodu. Angiogeneze, resp. lymfan-
giogeneze jako zakladni znak malignich
tumor( je pfedmétem intenzivniho vy-
zkumu. Nicméné role lymfatického sys-
tému je v nadorové biologii ponékud
konfliktni: lymfaticka sit predstavuje dis-
tribu¢ni prostor pro maligni elementy,
zaroven je to soustava slouzici jako ba-
riéra proti nddorové diseminaci. Angio-
gennim faktorem, ktery je prokazatelné
overexprimovan v malignich tumorech
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a prispiva k nddorové lymfangiogenezi
a remodelaci krevnich a lymfatickych
cév, je VEGF-D.

Zaveér

V praci pfedkldadame analyzy séro-
vych hladin VEGF-D ve skupiné pa-
cientek s malignimi tumory, benignimi
[ézemi adnex a u zdravych kontrol. Vy-
sledek srovnani deskriptivnich statistic-
kych parametrd pomoci Mann-Whitney
U testu je ve vySetfovaném souboru sta-
tisticky vyznamny pro rozdil mezi hod-
notami sérového VEGF-D v souboru be-
nignich 1ézi a malignich tumord. Dale
existuje statisticky vyznamny rozdil mezi
hodnotami pacientek s malignimi tu-
mory a mezi zdravymi kontrolami. Ve
srovnani s konvenénim markerem - zla-
tym standardem CA125 - korelovala
patologicky zvysena hladina sérového
CA125 s nizkou hodnotou sérového
VEGF-D u pacientek s malignimi tu-
mory. Stejnd shoda panovala ve srov-
nani s markerem HE4: vysoké sérové
hladiny HE4 byly ve skupiné pacientek
s malignim tumorem doprovazeny niz-
kou hladinou VEGF-D, v nasi analyze se
kombinace markeru HE4 a VEGF-D v gra-
fickém zpracovani jevila diagnosticky
presnéjsi.

S ohledem na ziskané vysledky ma vy-
Setfovani sérové hladiny VEGF-D poten-
cial diagnostického testu s pfinosem ke
stratifikaci obtizné prebiopticky diferen-
covatelnych adnextumord. K presnému
ovéfeni uvedeného zavéru je nutno
jesté dalsich analyz, pfedevsim v pro-
spektivnim designu.
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