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Lymfatické mapovani a koncept
sentineloveé lymfatickeé uzliny

Koncept lymfatického mapovani s detekci sentinelo-
vé lymfatické uzliny (sentinel lymph node, SLN)
a jejim podrobnym mikroskopickym vySetfenim je
fenomén, ktery v poslednich 15 letech ovlivnil dia-
gnostiku nékterych zhoubnych nadord, radikalitu
chirurgické 1écby a indikace adjuvantni 1éCby, s pii-
mym dopadem na morbiditu a kvalitu zivota pa-
cientd.

Stav regionalnich lymfatickych uzlin je u vétSiny
faktorem a rozhodujicim kritériem pro aplikaci adju-
vantni terapie. Metastazy v regiondlnich lymfatickych
uzlinach ma jen mensi ¢ast pacientek indikovanych
k radikalni chirurgické 1écbé, a proto predstavuje sy-
stematicka lymfadenektomie pro vétSinu pacientek
nadléceni a zbyte¢nou zatéz. Lymfadenektomie pro-
dluzuje operacni Cas, délku anestezie a hospitalizaci,
zvySuje riziko zévaznych peroperacnich poranéni
krevnich a lymfatickych cév, nervil a okolnich orga-
nd, zvysSuje kratkodobou i dlouhodobou morbiditu.
Chybéni odebrané tukové lymfatické tkané muize
hrat negativni roli v imunologické odpovédi organiz-
mu na nador.

Teprve v 80. letech 20. stoleti zacal byt kladen
vétsi diiraz na diagnostiku nadoru v casnych stadiich,
nebot’ bylo prokazano, ze ¢asna stadia nadord jsou
vétSinou vylécitelna. Se zavadénim ucinné adjuvant-
ni 1éby se objevily snahy o sniZzeni morbidity pa-
cientl snizenim radikality chirurgické 1écby, tykajici
se jak primarniho nadoru, tak regionalnich lymfatic-
kych uzlin. Regionalni lymfadenektomie vSak ztsta-
va u vétSiny solidnich zhoubnych nador soucasti
chirurgické 1é€by, a tim pfetrvava i morbidita s touto
chirurgickou 1écbou spojend. Morbidita byva snizo-
vana novymi chirurgickymi technikami, zkvalitiio-
vanim pooperacni péce, zavadénim ucinnych anti-
biotik a krevnich derivati.

Koncept lymfatického mapovani a SLN je zalo-
zen na predpokladu, ze SLN odrazi stav vSech regio-
nalnich lymfatickych uzlin. V ptipadé, ze je SLN
negativni, je vylouceno lymfogenni Sifeni nadoru,

v ptipadé pozitivity SLN je lymfogenni §iteni nadoru
prokazano. Pokud se koncept lymfatického mapova-
ni potvrdi v prospektivnich randomizovanych studi-
ich, bude mozné prokazat, ¢i vyloucit lymfogenni §i-
feni naddoru podrobnym histologickym vySetfenim
SLN a na zakladg zjisténi této skute¢nosti bude moz-
né doporucit sofistikovangjsi 1é¢ebny postup. V pii-
pad¢ pozitivity SLN pfichazi v Gvahu provedeni
radikalni operace se systematickou regionalni lymfa-
denektomii, a nebo naopak odstoupeni od radikalni
chirurgické 1écby a doporuceni primarni 1éCby radi-
acni. V pripadé negativity SLN je mozné snizit radi-
kalitu chirurgické 1é¢by primarniho nadoru a nepro-
vadét systematickou regionalni lymfadenektomii.

Koncept lymfatického mapovani obsahuje po-
drobnéjsi histopatologické zpracovani omezeného
poctu lymfatickych uzlin, které byly vizualné ¢i ra-
dionavigac¢né oznaceny jako sentinelové. Toto tzv.
ultramikrostagingové zpracovani SLN obsahuje séri-
ové mnohouroviiové histologické vysetfeni kazdého
blocku extenzivné zpracované lymfatické uzliny
a vyuziva kromé klasického barveni hematoxylin eo-
sinem také imunohistochemické metody, které po-
moci protilatky barevné detekuji specifické antigen-
ni struktury nadoru. Tento zptisob zpracovani umoz-
fiuje detekci drobnych lozisek nadorovych bunék
a zvysuje zachyt lymfogennich metastaz.

Se zménou piistupu k onkologickym pacienttim,
kdy je kromé¢ vysledk onkologické 1é¢by kladen
velky diraz na snizovani morbidity pacienti a kvali-
tu jejich Zivota, se méni i pohled na radikalitu chirur-
gické 1écby. Systematickd lymfadenektomie, dosud
nezpochybnitelny standard 1é¢by, je dnes vnimana
jako vykon zvySujici morbiditu a jako takova ma vy-
znam jen v piipadé prikkazu lymfogenniho Sifeni.
U nékterych nadord mize byt chirurgicka 1écba pii
prokazani lymfogenniho Sifeni nahrazena lécbou ra-
diaéni, coZ zamezi zvySovani morbidity kombinova-
nim lé¢ebnych metod. Potencidlni uzitek z lymfatic-
kého mapovani mohou mit pacienti nejen s pozitivi-
tou uzlin, ale i s jejich negativitou, ktera je uchrani
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pred adjuvantni [écbou. Z nového pohledu je vniman
i problém falesné negativity a falesné pozitivity SLN.
Falesna pozitivita SLN s naslednou lymfadenektomii
by dfive nebyla chapana jako pochybeni, nebot’ lym-
fadenektomie je u karcinomu vulvy a délozniho hrdla

14.1 Historie

V 17. stoleti Valsalva prokazal, ze se nadorové bui-
ky mohou §ifit z priméarniho nadoru lymfatickymi cé-
vami do lymfatickych uzlin a vyvratil pivodni Galé-
novu myslenku, ze karcinom je lokalnim disledkem
systematického onemocnéni télesnych tekutin a latek.

Studium lymfogenniho Sifeni nadorovych bunék
z primarniho nadoru bylo obtizné, nebot’ v klasic-
kych anatomickych studiich na fixovanych kadave-
réznich preparatech bylo mozno prokazat lymfatické
uzliny a jejich vztah k okolnim strukturdm, ale neby-
lo mozné prokazat tenké lymfatické cévy naplnéné
bezbarvou lymfatickou tekutinou. Do 19. stoleti byly
studie lymfatického aparatu omezeny na vyzkumy
provadéné na mrtvych té€lech. Sappey v 19. stoleti in-
jikoval bezispésné do kadaverdznich tkani razné lat-
ky ve snaze o zviditélnéni lymfatického systému.
Prvni uspéchy ve znazornéni lymfatického systému
prokazaly az studie Hudacka a McMastera, ktefi po
aplikaci riznych barviv do kize dobrovolnikli zna-
zornili povrchova lymfatika kiize. V roce 1938 Gray
zkoumal lymfatika mikroskopicky na cerstvé reseko-
vané tkani, coz mu umoznilo postulovat histologicka
kritéria lymfatickych cév a uzlin. Vyslovil domnén-
ku, ze lymfatické Sifeni naddoru se déje embolizaci
nadorovych bun€k do lymfatické tekutiny proudici
lymfatickymi cévami, do kterych jsou jako filtr vime-
zefeny lymfatické uzliny. Na tomto poznatku po-
stavil zac¢atkem 20. stoleti Halsted model radikalni
chirurgické 1é¢by solidnich zhoubnych nadord, ve
kterém byl nador resekovan s okolni tukové lymfa-
tickou tkani. Tento radikalni chirurgicky postup mél
za nasledek vyraznou morbiditu pacientd.

Injekei radioaktivné znaceného koloidu s cilem
detekce lymfatickych uzlin poprvé pouzil u clovéka
v roce 1953 Sherman a Ter-Pogossian. V roce 1980
fyziolog Starling popsal vyznam hydrostatického
a osmotického tlaku v miznim systému a prokézal, Ze
se lymfa po své ceste lymfatickymi cévami vraci opét
do krevniho feciste.

Prvnim, kdo pouzil termin sentinelova neboli
strazni uzlina, byl v roce 1960 Ernest Gould, ktery
provadél u karcinomu piiusni Zlazy peroperacni his-
tologické vySetteni konkrétni lymfatické uzliny a pii
jeji negativité¢ doporucoval odstoupeni od syste-

standardem 1é¢by, z nového pohledu by vsak byla pa-
cientovi provedena zbyteén¢ radikalni operace s vy-
stavenim riziku zvySené morbidity vyplyvajici z ra-
dikalni chirurgické 1é¢by nebo kombinované 1éCby
chirurgické a radiacni.

matické regiondlni lymfadenektomie. Jeho praci se
inspiroval paraguajsky Iékai Ramon Cabanas, ktery
jako prvni v roce 1967 kombinoval lymfatické mapo-
vani s detekci SLN. U pacientt s karcinomem penisu
provadél predoperacni lymfoscintigafii a prokazal,
ze v ptipadé lymfogenniho Sifeni je vzdy pozitivni
povrchova tfiselnd lymfatickd uzlina. V roce 1970
postuloval doporuceni, ze systematicka inguinofe-
moralni lymfadenektomie, zatizena velkou morbidi-
tou, je indikovana jen pfi jejich pozitivité. Jeho prace
je povazovana za zacatek nové éry moderniho lymfa-
tického mapovani.

Koncept lymfatického mapovani popularizoval
Donald Morton, 1ékaft specializujici se na 1é¢bu mela-
nomu. Melanom trupu je ¢asty nador, ktery ma ve své
stiedové lokalizaci variabilni lymfatickou drenaz, je-
jiz lateralizace a smér §ifeni nejsou vzdy jednoznac-
né. Jeho studie méla za kol identifikovat konkrétni
lymfaticky bazén a prokézat lymfogenni Sifeni bez
nutnosti provést systematickou lymfadenektomii
vSech moznych regionalnich oblasti. Ke znazornéni
lymfatické drendze provadél Morton piedoperacni
lymfoscintigrafii s vyuZzitim koloidu zlata, kterd uka-
zala spadovou lymfatickou oblast a kterd se stala
predmétem zajmu chirurga. Pouzival také peroperac-
ni lymfatické mapovani s peritumordzni aplikaci izo-
sulfanové modfi. Jeho prace z roku 1992 prokazala
na souboru 237 pacientl moznost peroperacniho
lymfatického mapovani, kdy SLN byla detekovana
ve 194 ptipadech a fale$na negativita byla zazname-
nana pouze ve dvou piipadech. Prace se stala nej-
citovangjsi praci v moderni chirurgické onkologii
a vzbudila opétovny zdjem o tuto techniku. Velké
uplatnéni nasla tato technika u karcinomu mamy, a to
z podobnych diivodt, jako u melanomu. V 60. letech
Bernard Fisher zpochybnil Halstedovu teorii postup-
ného lymfogenniho §ifeni a postuloval hypotézu, ze
karcinom mamy je systémové onemocnéni od samé-
ho pocatku s nutnosti aplikace systémové adjuvantni
chemoterapie. Soucasné uznavana teorie kombinuje
hypotézu Halsteda a Fishera a je mozné ji z velké ¢as-
ti aplikovat i na zhoubné nadory vulvy, hrdla i téla
délozniho. Pravidla biologického chovani solidnich
zhoubnych nadort shrnuje tabulka 14.1.
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Nasledujici studie, hlavné u melanomu a karcino-
mu mamy, potvrdily pivodni Mortonovy zavéry. Vi-
ce nez 4000 publikovanych studii potvrdilo vysokou
senzitivitu, specificitu a negativni prediktivni hodno-
tu lymfatického mapovani (93 %, 100 %, 96 %).
Zhruba polovina pacientek méla v téchto studiich po-
zitivni pouze SLN. Metoda lymfatického mapovani
se postupné rozsifovala na dalsi solidni naddory a bylo
prokazano, ze po nalezitém zacviceni je tato metoda
plné reprodukovatelna. Ctyfi roky po publikaci Mor-
tonovy studie pouzil poprvé Levenback lymfatické
mapovani u pacientek s karcinomem vulvy a za dalsi
tfi roky publikoval Echt studii s lymfatickym mapo-
vanim délozniho hrdla.

14.2

Lymfaticky systém je komplikovand multifunkéni
sit’ lymfatickych cév a lymfatickych uzlin, ktera po-
maha udrzovat intersticialni a intravaskularni rov-
novahu, zbavuje organizmus riznych cizich ¢astic
a hraje z4sadni roli pfi odpovédi organizmu na pii-
tomnost infekce a nadorovych bunck. Lymfaticky
systém se sklada z lymfatickych cév, které vstiebava-
ji latky obsazené v tkanovém moku mezibunééného
prostoru, do kterého je pfivadéna krev arteriolami
a odvadeéna pres kapilarni fecisté do vendzniho sy-
stému.

Lymfaticky systém

14.2.1 Lymfa a lymfatické cévy
Lymfatické cévy se kromé kostni dien€, centralniho
nervového systému, jaternich lobulti a sleziny nacha-
zeji v kazdém organu. Periferni zacatky lymfatic-
kych cév predstavuji lymfatické kapilary, vasa lym-
phocapillaria, které zacinaji v mezibunéénych
Stérbinach vaziva tkani, vzajemné anastomozuji
a vytvareji sit miznich kapilar, rete lymphocapillare.
Kapilarni sité se spojuji do vétsich lymfatickych cév,
vasa lymphatica, jejichz dal$im spojovanim vznikaji
lymfatické kmeny, trunci lymphatici. Lymfatické cé-
vy rlznych fadi jsou znazornény na obrazcich
141,142« al14.3.

Sténa lymfatickych kapilar je tvotfena jedinou
vrstvou endotelidlnich bungk, jejichz vnéjsi strana
ma drobné vybézky zasahujici do okolniho vaziva.
Interendotelidlni prostory jsou pomérné velké
a umoznuji prinik tekutiny a ¢astic v ni obsazenych,
véetné nadorovych bungk, z tkdnového moku mezi-
bunééného prostoru do lymfy. Prinik téchto latek
a ¢astic do lymfatik zavisi na mnoha faktorech, jako

Tab. 14.1 Charakteristika solidnich nadort s ohledem
na lymfatické mapovani

ve stadiu operabilniho nadoru se vétSinou nejedna
0 systémové onemocnéni

Casna chirurgicka lé¢ba primarniho nadoru mize
zabranit vzniku vzdalenych metastaz

postizeni lymfatickych uzlin neni vzdy spojeno se
vzdalenymi metastazami

lymfatické uzliny nejsou dostate¢nou prekazkou
praniku nadorovych bunék

lymfogenni Sifeni obvykle pfedchazi vzdalené
metastazy

vzdalené metastazy vznikaji hematogennim Sifenim
nadoru

je hydrostaticky a osmoticky tlak, schopnost difuze,
rychlost proudéni a chemotaxe. Prinik ovliviiuji také
vnitini kontraktilni mechanizmy a neurohormonalni
transmitery. Pfi zvySeni intralymfatického tlaku se
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Obr. 14.1 Vasa lymphocapillaria
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Obr. 14.2 Vasa lymphatica
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Obr. 14.3 Truncus lymphaticus

mezibunééné prostory uzaviraji, vytvareji mikro-
chlopenni aparat a tim je znemoznén navrat tekutiny
a Castic zpét. Tento bunéény mikrochlopenni aparat
reguluje transport mezi intersticidlnim a lymfatic-
kym systémem na periferii lymfatického systému.
Terminalni lymfatické kapilary Gsti v lymfatické cé-
vy, jejichz sténa je tvoiena kromé fady endotelialnich
bun¢k také bunkami svalovymi, které spolecné
s chlopennim aparatem, podobnym jako u ven6zniho
systému, umoziuji jednosmérny tok lymfy do lymfa-
tickych uzlin. Vazne-li vsak za patologickych stavi,
napiiklad z divodu nadorové infiltrace uzliny, pri-
tok lymfy uzlinou, lymfatické céva se pod prekazkou
rozs§iti, chlopné ztrati svou usmériovaci funkci a vy-
tvaii se retrogradni tok a kolateralni ob¢h. Tim lze
vysvétlit atypické lymfogenni Sifeni nadoru.

Organizmus vyprodukuje denné 24 litry bezbar-
vé lymfatické tekutiny, jejiz sloZeni se méni, ale vse-
obecné Ize fici, Ze vétSina bunék je tvorena malymi
lymfocyty a vétSina bilkovin jsou plazmatické pro-
teiny.

Pro klinické vyuziti lymfatického mapovani je
dilezité, jak rychle proudi lymfa cévami. Studie
pouzivajici k lymfatickému mapovani dynamickou
scintigrafii prokazaly, ze rychlost proudéni se lisi po-
dle anatomické lokalizace, nejpomalejsi je na hlavé
a $iji a nejrychlejsi na dolnich koncetinach, coz prav-
dépodobné souvisi se svalovym aparatem. Rychlejsi
proud je také v termindlnim fecisti v rovni uzlin dru-
hého a tretiho fadu. Velikost ¢astic ovliviiuje spise
rychlost pruniku z intersticidlni tekutiny a prostup
lymfatickymi uzlinami nez samotné proudéni v lym-
fatickych cévach. Zanétlivy proces v okoli nadoru
mize prunik urychlit z diivodu zanétem akcelerova-
ného cévniho proudéni.

14.2.2 Lymfatické uzliny

Soucasti lymfatického systému jsou lymfatické uzli-
ny, které slouzi jako filtr ¢astic lymfatické tekutiny,

antigend a pfipadnych nadorovych bunck, soucasné
je to primarni misto antigenniho rozpoznavani vlast-
nimu organizmu cizich castic. Lymfatické uzliny,
vétsinou ledvinovitého tvaru, bélorizové barvy, maji
velikost od 1 mm do 30 mm a jsou ulozeny v tukové
vazivové tkani jednotliveé nebo ve skupinach. Lymfa-
tickd uzlina je zndzornéna na obrazku 14.4 ..

vasa afferentia

sinus intermedialis
(peritrabecularis)

"/ sinus
subcapsularis

sinus
medularis

Obr. 14.4 Lymfaticka uzlina

Lymfa vstupuje do uzliny nékolika aferentnimi
lymfatickymi cévami, vasa afferentia na konvexni
strané lymfatické uzliny a v misté konkdvniho hilu
uzlinu opousti vétSinou jedina vas efferens, ktera ve-
de do dalsi nadfazené uzliny nebo do vétsiho lym-
fatického kmene. Lymfatickd uzlina je rozdéle-
na z pouzdra vychazejicimi vazivovymi tramci na
neuplné uzaviené oddily, v nichz retikularni sit’, slo-
zena z bunék a vlaken, vytvaii dalsi prostory. Re-
tikularni prostory vyplnéné lymfocyty vytvaieji
lymfatické uzliky, folliculi [ymphatici, které jsou lo-
kalizovany na periferii uzliny. Prazdné retikularni
prostory, ve kterych proudi lymfa, se nazyvaji sinusy
uzliny. Podle rozloZeni sinusi 1ze rozlisit subkapsu-
larni sinusy, systém dutin mezi pouzdrem uzliny
a vlastni lymfatickou tkéni uzliny, do kterého usti
aferentni lymfatické cévy, dale peritrabekularni (in-
termediarni) sinusy, bézici podél tramcti do medular-
nich sinust a dale do oblasti hilu uzliny do terminal-
niho sinusu, ze kterého vychdzi eferentni lymfaticka
céva. Systém sinusi s retikuldrni siti zpomaluje tok
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kortikdIni zéna

parakortikalni zéna

medularni zéna

Obr. 14.5 Prufez lymfatickou uzlinou

lymfy, usnadiiuje kontakt cizorodych ¢astic s makro-
fagy a usnadiuje fagocytézu. Na fezu uzlinou jsou
pod vazivovym pouzdrem tii vrstvy — ktira, parakor-
tikalni oblast a dfen. Prifez lymfatickou uzlinou je
znazornén na obrazku 14.5

Lymfatické cévy a uzliny urcité anatomické ob-
lasti formuji jeji lymfatické povodi neboli lymfaticky
bazén. Lymfatické povodi s lymfatickymi uzlinami
je znazornéno na obrazku 14.6

Vsechny lymfatické cévy dolnich konéetin a pan-
ve vytvareji velké lymfatické kmeny Ustici do tora-
kalniho duktu, ktery vstupuje do vendzniho tecisté
v misté spojeni levé subklavikularni a jugularni vény.
Z tohoto divodu jsou levé supraklavikularni lymfa-
tické uzliny moznym mistem metastaz gynekologic-
kych zhoubnych nadorti. Hlavni lymfatické kmeny
jsou znazornény na obrazku 14.7

Pokud lymfaticka uzlina rozpozna cizi antigen,
spusti se kaskada déja, které aktivuji B lymfocytya T
lymfocyty s produkei protilatek a cytotoxint, uzlina
se zvét§uje a stava se klinicky zjistitelnou. Sifeni na-
dorovych bunék lymfatickymi cestami se lisi podle
typu nadoru a anatomické lokalizace. Karcinomy
vulvy, hrdla a téla d€lozniho metastazuji lymfogenné

hilové krevni cévy

capsula

trabeculae

zarode¢né centrum s imunoblasty

lymfatické
uzliny 2. fadu

lymfaticka
uzlina 3. fradu

Obr. 14.6 Lymfatické povodi s lymfatickymi uzlinami

Casto a lymfogeni Sifeni s pozitivitou lymfatickych
uzlin je vyznamnym rizikovym prognostickym fak-
torem.
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Obr. 14.7 Hlavni lymfatické kmeny

Jeste pred lymfatickym mapovanim byly zkou-
many imunologické charakteristiky lymfatickych uz-
lin. Zjistilo se, ze lymfatické uzliny blize nadoru vy-
kazuji u¢inkem z nddoru uvoliiovanych imunosupre-
sivnich pasobkli mensi imunitni odpovéd na
imunitni stimulaci nez uzliny vzdalengjsi. Studie Al-

14.3 Metody detekce SLN

Metody detekce SLN lze rozdélit podle pouzité de-
tekeni latky na metody vyuzivajici znaceni barvivem
a na metody pouZivajici znaceni radiokoloidem, po-
dle nacasovani v diagnosticko-terapeutickém planu
je mozné rozdélit detekéni metody na predoperacni
a peroperacni. Predoperacni detekci je dynamicka
nebo staticka scintigrafie, peroperaéni detekei je vi-
zualni nebo gama zafeni detekujici metoda. Jako de-
tekéni latka muze byt pouzito modré barvivo nebo ra-
dioaktivné znaceny koloid.

manda z roku 2000 prokazala, ze jedna z pfi¢in vzni-
ku lymfatickych metastaz je sniZzeni poctu a Spatna
funkce dendritickych bunék. Studie Essnera z roku
2002 prokazala rozdil v téchto parametrech mezi
SLN a nesentinelovymi uzlinami a postulovala néa-
zor, 7ze SLN jsou mistem prvnich metastaz nejen
z diivodl anatomickych a fyziologickych, ale také
z diivodli imunologickych.

Lymfatické cévy nejsou pii operaci viditelné a je-
jich poruseni nema pro organizmus vétsi nasledky,
nebot’ existuje rozsahla sit’ lymfatickych cév a boha-
ty kolateralni ob¢h.

Lymfatické uzliny se lisi svou velikosti a konzis-
tenci, jen nékteré jsou peroperaéné rozeznatelné
a hodnotitelné. Z chirurgického pohledu je zajimavé,
ze pocet uzlin v histopatologickém popisu u stejnych
radikéalnich operaci provedenych tymZz chirurgem
kolisa, pfitom je pocet uzlin dilezitym ukazatelem
radikality chirurgické 1écby nejen pro chirurga sa-
motného, ale i pro radioterapeuty a onkology pii zva-
zovani adjuvantni 1é¢by. Neni to zplisobeno anato-
mickymi rozdily u jednotlivcd, ale spiSe schopnosti
a snahou patologa makroskopicky rozlisit lymfatic-
kou tkan od tkané tukové. Castym jevem je, Ze pocet
ziskanych uzlin u obéznich pacientek je vyssi nez
u pacientek Stihlych. Vysvétlenim jsou lipomatdzni
zmény uzlin, které uzliny zvétsuji, a ty pak nemohou
ujit pozornosti pii makroskopickém zpracovani.

Nejcastéjsimi komplikacemi extenzivni systema-
tické lymfadenektomie jsou lymfokély, vyzadujici
v prtipadech podezieni na progresi nemoci nebo
zpusobuji-li pacientce potize chirurgickou interven-
ci. Dalsi zavaznou komplikaci jsou lymfedémy dol-
nich koncetin, jejichz incidence stoupa s radikalitou
chirurgické 1écby a kombinaci chirurgické lécby
s 1é¢bou radiacni.

14.3.1 Metoda vyuzivajici barvivo

U lymfatického mapovani byla pouzita riiznd barvi-
va, jako metylenova modr, cyalum, fluorescein, pa-
tentni modf a izosulfanova modi. Metylenova modt
se neukazala vhodna, nebot’ pii intradermalni aplika-
ci méla maly prinik do lymfatik a rychle zbarvovala
okolni tkang. Cyalum je fluorescenc¢ni barvivo, které
umoziuje identifikaci lymfatickych cév, ale ve velké
mife pronika do intersticialniho prostoru a zptisobuje
fluorescenci pozadi. Vyzaduje také hodnoceni v za-
temnéné mistnosti. Fluorescein pronika do lymfatic-
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kych uzlin, kromé toho vSak ve vétsi mife difunduje
do okoli a znesnadnuje identifikaci uzlin. Studie pro-
kazaly, ze nejvhodnéj$im barvivem je patentni modf
aizosulfanova mod¥, coz je izomer patentni modii.
Zhruba polovina izosulfanové modfi je slabé vazana
na bilkoviny séra, rychle je transportovana lymfatiky
a nepronika do okolni tkan¢. Izosulfanovd modf
(LYMPHAZURIN) je vyuzivana hlavné v USA, pa-
tentni modi (BLEU PATENTE V 2,5%, Guebert,
Francie nebo PATENTBLAU V BYC, Guden Né-
mecko) hlavné v Evropé a v Australii. Barevna de-
tekéni latka a pouzivané injekéni stiikacky a jehly
jsou znazornény na obrazku 14.8 .

LEU PATENTE V
SODIQUE GUERBET 2,5 %

Salution for Injeclien
Subcutanenus 3o intravascular reste
“ nd arlerial berritories.
% 01 6

Obr. 14.8 Aplikace lymfotropniho barviva

Barvivo je aplikovano intradermalné nebo sub-
mukdzné do 1tzka nadoru, ne do nadorové tkané, ze
Ctyf vpicht spinalni jehlou Sifky 25 gauge. Aplikace
barviva do hlubsich vrstev mtize zplsobit negativitu
znaceni, nebot’ barvivo mlze byt vychytano hlubo-
kymi lymfatickymi cévami, které maji ptimé spojky
do vendzniho systému. Aplikace barviva se provadi
tésn¢ pred chirurgickym vykonem, protoze prinik
barviva lymfatiky je velice rychly. Masaz v misté
aplikace mtze napomoci vstiebavani barviva do
lymfatik. Prinik barviva do SLN je zavisly na lokali-
zaci primarniho nadoru a jeho velikosti, vzdalenosti
k SLN a ptitomnosti zanétlivé reakce v okoli nadoru.
V ptipadé nadoru délozniho hrdla a nadoru vulvy je
¢as pruniku barviva od nadoru k SLN kratsi nez 5 mi-
nut. [zosulfanova a patentni modr zbarvi SLN po do-
bu 3045 minut. V ptipadé lymfatického mapovani
u karcinomu délozniho hrdla provadime aplikaci bar-
viva az v anestezii po vizualizaci dutiny bfisni,
u lymfatického mapovani zhoubného nadoru vulvy
po piipravé opera¢niho pole. Béhem operace identi-
fikuje chirurg SLN sledovanim postupného Sifeni
barviva od nadoru k prvni uzling. Lymfatické mapo-

vani pouzivajici barviva je rychla a lacina metoda,
nevyzadujici zadné zvlaStni piistroje ani zazemi.
Zkusenosti ukazuji, ze doba uceni detekci SLN pri
pouziti samotného barviva je delsi nez pfi kombinaci
metod, nebot’ doba mozné detekce SLN pfi uziti bar-
viva je ¢asov€ omezend a pomerné kratka.

Nezadouci ucinky aplikace barviva jsou vzacné
aneptesahuji celkové 1 %. Po dobu 24 hodin od apli-
kace ma pacient Sedavy kolorit kiize a mo¢ byva
modfe nebo nazelenale zbarvena.

Hepatobiliarni systém je primarnim mistem ex-
krece barviva, a proto pii jeho nedostatecnosti
mohou komplikace nastat ¢astéji. Urtikalni exantém,
jako hypersenzitivni reakce . typu, je zptisoben akti-
vaci bunéénych vazoaktivnich mediatort po rozpadu
zirnych bunék, v disledku navazani antigent barviva
a IgE na povrch Zirnych bunek, coz vede ke zvySeni
cévni permeability a tiniku tekutiny a bilkovin do su-
perficidlni dermis. Podobnym mechanizmem vzni-
kaji alergické reakce, projevujici se otokem podkozi
a pruritem. Anafylaktické reakce, které byly popsany
kazuisticky, jsou nejzavazné€js$i moznou komplikaci,
s moznosti kardiopulmonalniho selhavani a dalSimi
celkovymi pfiznaky. Dal§im systémovym projevem,
vznikajicim po aplikaci barviva, je akutni pfechodné
nebo prolongované snizeni kyslikové saturace méie-
né pulzni oxymetrii. Bylo vSak prokéazano, ze se jed-
na o artefakt vyplyvajici z charakteristiky a zptisobu
méteni pulzni oxymetrie. Pulzni oxymetrie stanovuje
koncentraci kysliku méfenim svételné absorbance
dvou vinovych délek 660 nm a 940 nm. Modré barvi-
vo s vlnovou délkou 646 nm interferuje pti méteni
s oxyhemoglobinem a vydava falesny signal pfistro-
ji. FaleSnou pozitivitu lze peropera¢né prokazat vy-
Setfenim arterialni krve.

14.3.2 Metoda vyuzivajici radiokoloid
Radiokoloid je radioaktivni latkou znaceny koloidni
roztok, ktery emituje radioaktivni ¢astice, jeZ mohou
byt zachyceny a snimany na dynamickych nebo sta-
tickych skenech.

Podminkou lymfatického mapovani s aplikaci ra-
dioaktivnich ¢astic je pii provadéni lymfoscintigrafie
zazemi pracovisté nuklearni mediciny a moznost po-
uziti ruéni kolima¢ni gama sondy pfi peroperacni de-
tekci. Vyhodou této metody je moznost detekce SLN
v mén¢ Castych anatomickych lokalizacich a snizeni
falesné negativity pfi nedostate¢ném priniku barviva
do lymfatik.

Idealni koloid musi mit schopnost priniku do pe-

voevr

rifernich lymfatik a schopnost dlouhodobé;jsi retence
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ovliviiujicim tyto schopnosti je velikost &astic. Casti-
ce velikosti 1-2 nm pronikaji piimo do venézniho fe-
Ciste, Castice velikosti 5-25 nm unikaji z lymfatik
mezibunéénymi mezerami, které méti v priméru
10-25 nm a lymfatiky se dale nesifi. Céastice do
75 nm mohou vstupovat do lymfatik pinocytdzou,
castice velikosti 500-2000 nm zistavaji nevstiebany
v misté aplikace.

Prvnim techneciem znacenym koloidem byl ne-
filtrovany koloid siry s velikosti ¢astic 50-2000 nm,
ktery vykazoval nizkou clearance z mista vpichu,
proto byl pfipraven filtrovany koloid s Casticemi
100—400 nm, ktery pronikal do lymfatik primérné za
11 minut a v SLN se zadrzoval déle nez 24 hodin.
Dalsim dalezitym parametrem ovliviiujicim Uspés-
nost detekce SLN je rychlost proudu lymfy, kterd je
nejvice ovlivnéna anatomickou lokalizaci nadoru.
Nejrychlejsi je siteni na dolni konceting (10 cm/min)
a nejpomalejsi na hlave a $iji (1,5 cm/min). U gyne-
kologickych malignit nebyly dosud tyto parametry
studovany, ale z praxe je znamo, zZe scintigraficky lze
SLN znézornit jiz za 30 minut. Po priniku koloidu do
lymfatik se Castice §ifi jednosmérné od mista aplika-
ce k prvni uzling, nebot’ chlopné nedovoli zpétny na-
vrat koloidu lymfatiky.

Radiokoloid je nanokoloid znafeny generatoro-
vym radionuklidem *"Tc, coZ je &isty gama zafi¢
s energii 140 keV a s poloCasem rozpadu 6 hodin.

Pti aplikaci radiokoloidu Ize pouzit dvoudenni
protokol znaceni SLN s aplikaci radiofarmaka 14-19
hodin pied operaci, nebo jednodenni protokol s apli-
kaci radiofarmaka 1-2 hodiny pfed operaci. Aplikace
se provadi stejnym zptisobem jako pti aplikaci barvi-
va, ze Ctyf vpichil do lizka tumoru spindlni jehlou
Sitky 25 gauge v davee 50 MBq. Pti aplikaci radioko-
loidu je zapotiebi dodrzovat hygienicka opatfeni pro
praci s radioaktivnimi latkami. Pti aplikaci je nutno
pouzivat ochranné prostiedky, bryle, rukavice a za-
stéru, které jsou, spolecné s pouzitymi vysetfovacimi
nastroji a spotiebnim materialem, odeslany na praco-
visté nuklearni mediciny k dekontaminaci.

Zpusob aplikace radiokoloidu je zndzornén na
obrazku 14.9 .

Z radiofarmak jsou v soucasnosti ke klinickému
pouziti k dispozici tfi pfipravky s rozdilnou velikosti
gastic, NANOCOLL (*"Tc znaéeny nanokoloid lid-
ského sérového albuminu firmy Nycomed Amer-
sham Sorin Saluggia, Italie), NANOCIS (*"Tc nano-
koloid rhenium sulfid firmy Cis bio international
Gif-sur-Yvette, Cedex, Francie) a SENTISCINT
(*"Tc zna¢eny koloid sérového lidského albuminu

Obr. 14.9 Zplsob aplikace radiokoloidu

firmy FJC National Research Institute for Radiobio-
logy and Radiohygiene, Budapest’, Mad’arsko).
Optimalnim zptGsobem detekce SLN je kombino-
vana technika s vyuzitim piedoperacni lymfoscinti-
grafie a peroperacni detekce SLN méfenim radioak-
tivity ru¢ni kolimaéni gama sondou a vizualizaci
zbarvené lymfatické uzliny s jejimi aferentnimi lym-
fatiky. Detekce SLN pomoci radiokoloidu pfedsta-
vuje zdkladni metodu, kterd umoziiuje objektivni
kontrolu a dokumentaci vysledkd, vizualni detekce
SLN je vhodnym doplikem, snizujicim procento se-
Ihani metody a pocet falesné negativnich uzlin.
Podminky pro provadéni kombinovaného lymfa-
tického mapovani jsou uvedeny v tabulce 14.2

Tab. 14.2 Podminky pro kombinované lymfatické
mapovani

multidisciplinarni tym chirurga, lIékarfe nuklearni
mediciny a patologa

moznost aplikace radiokoloidu a provedeni
lymfoscintigrafie

moznost peroperacni detekce SLN ruéni gama sondou
ultramikrostagingové zpracovani SLN

pfesna dokumentace metody, kontrola
a vyhodnocovani vysledkd metody
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14.3.3 Predoperacni detekce SLN
Lymfoscintigrafie, poprvé provedena v roce 1953, je
neivazivni, bezpe¢na a dobie reprodukovatelna me-
toda, zobrazujici regiondlni lymfaticky systém.
Lymfoscintigram zndzorni SLN v blizkosti nado-
ru bez znazornéni okolnich struktur a operatérovi
poskytne informace o poctu, lateralizaci a anatomic-
ké lokalizaci SLN. Lokalizace SLN v blizkosti koz-
niho povrchu je Iékatem nuklearni mediciny znazor-
néna na kuzi kiizkem a je voditkem pro chirurga, kde
SLN hledat. V ptipadé znaceni panevnich uzlin ma
toto znaceni pro velkou vzdéalenost od povrchu mensi
vyznam. Doba pruniku radiofarmaka do SLN z&visi
hlavné na velikosti ¢astic; ¢im mensi ¢astice jsou, tim
rychlejsi je znazornéni uzliny. Uzliny jsou znazorné-
ny vétSinou za 20 minut, ale pro kvalitni scintigram
je vhodna doba 2 hodiny. Hlavnim vyuzitim lymfo-
scintigrafie je situace, kdy je mozna riizna lymfaticka
drenaz do ruznych lymfatickych bazént, jako jsou
nadory trupu nebo 1 vnitinich kvadrantt prsu. V pii-
pade, ze je SLN lokalizovana v tésné blizkosti pri-
marniho nadoru, nemusi byt SLN na scintigramu
detekovana a scintigram je faleSn€ negativni. Gama-
kamera je zobrazena na obrazku 14.10 .
‘

4
k
Obr. 1410 Gama kamera pouZivana k predoperacni
detekci SLN

Dynamicka scintigrafie se provadi ihned po apli-
kaci radioindikatoru a po vykryti mista vpichu olové-
nymi destickami k usnadnéni scintigrafického prika-
zu SLN. Hodnoceni deseti skenti za minutu v délce
20 minut umoznuje sledovani postupného §iteni ra-
diokoloidu lymfatiky.

Staticka lymfoscintigrafie se provadi za 0,5-2 ho-
diny po dobu 5-10 minut, s cilenym zaméfenim de-
tektoru na vysetfovanou lymfatickou oblast v poloze
predni, zadni, eventualné boc¢ni, aby byla zachycena
1 mensi a méné nazorna SLN. Lymfoscintigrafie pro-

kazuje riznorodost anatomické lokalizace SLN dané
oblasti. Na obrazku 14.11 " je zobrazen scintigram
s detekovanymi SLN a naznac¢enymi lymfatickymi
uzlinami vyssich fadu.

Obr. 14.11 Scintigram lymfatickych uzlin

14.3.4 Peroperacni detekce SLN

Na operaénim sale v celkové anestezii jsou, po otev-
feni dutiny bfi$ni nebo po pfipravé operacniho pole
v oblasti tiisel aplikovany do lizka naddoru 4 ml pa-
tentni modfi. SLN jsou identifikovany vizualné sle-
dovanim lymfatickych cév od nadoru k prvni lymfa-
tické uzlin¢ a méfenim radioaktivity uzlin rucni
kolimac¢ni gama sondou. Ru¢ni gama sonda je sloze-
na ze dvou ¢asti, ruéniho senzoru tvotreného krysta-
lem citlivym na gama zéfeni se zesilovacem signalu
a Cteci jednotkou. Presnost detektoru v sond¢ je dana
pomérem mezi poc¢tem fotont vstupujicim do sondy
a po¢tem detekovanych fotonti. To je ovlivnéno cha-
rakteristikou krystalu, jeho plochou a silou na jedné
stran¢ a velikosti zafeni na stran¢ druhé. Existuji riiz-
né druhy detekénich sond, nejcastéji je pouzivan po-
lovodivy detektor, vyuzivajici kadmium teluridovy
nebo zinkovy krystal. Vyhodou tohoto typu je lepsi
energetické rozliSeni fotond s rozdilnou energii. Ra-
dioaktivni rozpad je nahodny proces, proto se pii me-
feni radioaktivity objevuji rizné hodnoty. Senzitivita
se muze zvysit rozsifenim energetického pole a sni-
zenim kolimace a ochrany. Peropera¢ni gama sonda
je vytvotena pro ptimé kontaktni snimani a musi mit
zajisténu dostateénou ochranu vzadu a na bocich,
abychom mohli snimat pfesné urcitou anatomickou
lokalizaci. Sondy musi mit kolimaci detektoru; ¢im
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je kolimator del$i a snimaci otvor mensi, tim pfesnéji
1ze radioaktivitu mista vyhodnotit. Existuje fada zpi-
sobt méfeni radioaktivity SLN, vétSinou jako
6—10nasobek hodnoty pozadi operac¢niho pole nebo
jako desetina hodnoty radioaktivity priméarniho na-
doru, ale Zadny zptisob neslouzi jako standard.

K radionavigaci jsou v soudasnosti v Ceské re-
publice pouzivany gama sondy pro laparotomickou
i laparoskopickou operativu, gama sonda NEO 2000
firmy Neoprobe Corporation Dublin, Ohio, USA, ga-
ma sonda EUROPROBE firmy Euromedical, Le
Chesnay, Francie, C Trak, Care Vise Medical Pro-
ducts Corporation, Morgan Hill, USA.

Ru¢ni gama sondy pouzivané k peroperaéni de-
tekci SLN jsou zobrazeny na obrazku 14.12 <.

Obr. 14.12 Rucni gama sonda pouZivana k peroperacni
detekci SLN

14.4
mapovani

Pti lymfatickém mapovani jsou dvé oblasti, které je
nutno brat v tivahu, a to je bezpe¢nost pro pacienta
a bezpecnost pro operacni tym. Urcujici pro radiac-
ni davku, které je vystaven pacient, je stupen vymize-
ni radioaktivity z mista aplikace a z lymfatickych uz-
lin. Unik koloidu z intersticidlniho prostoru je velmi
pomaly, proto nejvyssi davka radiace je v misté apli-
kace, mensi davka je v lymfatickych uzlinach a jesté
men$i v retikuloendotelialnim systému, pies ktery
proudi ¢astice do krevniho feciste. I v piipade, ze by
nedoslo k $ifeni koloidu z mista aplikace, byla by
maximalni absorbovana davka 0,45 Gy pfi aplikaci
5 MBq v 1 ml distribu¢niho objemu. Tato davka je

Obr. 14.13 Radionavigacni chirurgie

Tyto sondy jsou vloZeny do sterilniho prithledné-
ho obalu a umoziiuji kontaktni detekci radioaktivity
v lymfatické uzliné zachycenim vysokého poctu im-
pulzi za sekundu v porovnani s okolim. V terminolo-
gii lymfatického mapovani se takovymto uzlinam
fika ,,hot” (horké) uzliny. Radionuklid miize byt apli-
kovan za dodrzeni bezpecnostnich opatfeni pfimo na
operac¢nim sale nebo mize byt vyuzita pietrvavajici
radioaktivita z aplikace koloidu pted lymfoscintigra-
fii. Zptisob vyhledavani SLN pii radionavigacni chi-
rurgii je znazornén na obrazku 14.13 .

Radiohygienicka bezpecnost lymfatického

pod prahem davky pro deterministické radiacni efek-
ty. Na velikost davky pro operacni tym ma vliv také
vzdalenost od zdroje, nebot’ davka se snizuje se
¢tvercem vzdalenosti. Méfeni prokazala, ze velikost
davky, které je operacni tym vystaven, je pod povole-
nou hranici davek.

Vzhledem k aplikaci nizké aktivity ¢istého gama
radionuklidu s kratkym polo¢asem rozpadu je radiac-
ni riziko pfi radia¢n¢ navigované chirurgii velmi niz-
ké. Radia¢ni davka pro pracovniky béhem operac-
nich vykoni je hluboce pod stanovenym limitem, coz
je 1 mSv za rok. Z téchto divodt neni vhodné pouzi-
vat pfi radionaviga¢ni chirurgii pro operac¢ni tym ter-
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Tab. 14.3 Zakladni radiohygienické zasady

pri aplikaci radiokoloidu pouzivat ochranné pomucky,
rukavice, bryle a gumové zastéry

vlozit vSechny pouzité nastroje a predméty do
zvlastnich igelitovych sackl a uloZit je minimalné

na dva dny do vymiraci mistnosti

pouzivat pinzety pfi peropera¢ni manipulaci

s ,hot pozitivnimi* uzlinami

pfi podezfeni na mimofadnou kontaminaci osob

Ci prostredi kontaktovat technicko-fyzikalniho usek
pracovisté nuklearni mediciny

14.5

Selhani lymfatického mapovani a detekce SLN muize
zpusobit mnoho faktort. Parcidlni nebo kompletni
nepruchodnost lymfatickych cév zplisobena metasta-
tickym procesem muze snizit, nebo zcela znemoznit
Sifeni lymfy a zpisobit nezobrazeni SLN, nebo vy-
tvorit arteficialni kolateralni obéh piivodné nedrénu-
jici danou oblast. Lymfatickou drenaz miize ovlivnit
predchozi radikalni chirurgicka 1écba, radioterapie
nebo trauma poSkozujici lymfatické cévy. Také pred-
chozi parcidlni nebo nedostate¢né excize primarniho
nadoru muze zpusobit vznik aberantnich lymfatic-
kych cév a snizit ispesnost detekce SLN. Nejdiilezi-
t&j$im faktorem pro UspéSnost lymfatického mapo-
vani je zkuSenost chirurga, vyZzadujici uréitou
prapravu a zpusob aplikace detekované latky do mis-
ta primarniho nadoru.

Pro gynekologické onkology neexistuje zvlastni
doporucend doba uceni techniky lymfatického ma-
povani. Essner a Morton pii studiich lymfatického
mapovani u melanomu a karcinomu prsu uvadeji ja-
ko minimum pro zvladnuti techniky lymfatického
mapovani 15 operaci, optimalné vSak 50 operaci. Je
jasné, ze presnost metody stoupa a faleSna negativita
klesa s prohlubujicimi se zkuSenostmi. Velice diilezi-
ty je zplsob aplikace znacené latky, kterou by mél
aplikovat pouze zacviceny ¢len onkogynekologické-
ho tymu. Detekujici latka musi byt aplikovana do
lizka naddoru velice pomalu, nesmi byt aplikovana do
nadorové tkang, k urychleni drendze je mozné vyuzit

Tab. 14.4 Priciny falesné negativity SLN

detekce nespravné SLN

nedetekovani nadorem infiltrované SLN pfi vytvoreni
kolateralniho obéhu

nedetekovani vSech SLN daného lymfatického bazénu

chyba v histopatologickém zpracovani SLN

min radiacni expozice. Pro prekroc¢eni bezpecnost-
nich limitd by musel chirurg operovat vice nez 2000
hodin, instrumentarka by musela asistovat vice nez
30 000 hodin a patolog by musel pracovat s radioko-
loidem oznac¢enym materidlem vice nez 14 000 ho-
din. Pro minimalizaci radiacniho rizika je nutno
dodrzovat radiohygienické zasady. Zakladni hygie-
nické zasady pfi pouzivani radioaktivné znacenych
latek jsou uvedeny v tabulce 14.3.

Selhani lymfatického mapovani

masirovani infiltrovaného mista. Spravna lokalni
aplikace latky je conditio sine qua non, bez které ne-
jsoumoderni pfistroje ani zkuSeny chirurg nic platni.

Jako kazda diagnostickd metoda, i lymfatické
mapovani s detekci SLN ma sva omezeni a nesprav-
né interpretace vysledkl. FaleSnou negativitu lze
prokazat dvéma zpulsoby, exstirpaci SLN s ultramik-
rostagingovym zpracovanim a naslednou systematic-
kou lymfadenektomii nebo vyhodnocenim vsech re-
cidiv nemoci s revizi v§ech negativnich lymfatickych
uzlin. Recidiva nemoci mize nastat z vice duvodd,
nez je falesné negativni vyhodnoceni SLN. Pficiny
falesné negativity jsou uvedeny v tabulce 14.4.

Snizeni frekvence fale$né negativity lze docilit
vybérem pacientek. K lymfatickému mapovani by
nemély byt indikovany pacientky s objemnym nado-
rem, u kterych je obtizné aplikovat detekéni latku do
ltizka nadoru a u kterych je velka pravdépodobnost
objemného metastatického postizeni lymfatickych
uzlin s vytvofenim kolateralniho ob¢hu. Od urcité
velikosti miize byt metastatické postizeni lymfatic-
kych uzlin detekovano predoperacné zobrazovacimi
metodami a pacientky mohou byt z lymfatického
mapovani vyfazeny. Pti vizualni detekci SLN je hod-
noceno zbarveni uzliny s vizualizaci aferentnich
lymfatickych cév, v pfipadé pouziti radiokoloidu je
po vyjmuti uzliny prométeno operacni pole a v ptipa-
de pretrvavajici zvySené radioaktivity je patrano po
dalsi SLN.

Pii histopatologickém zpracovani muze falesna
negativita nastat pti zvoleni pfili§ velkych vzdale-
nosti mezi jednotlivymi Grovnémi krajeni nebo pfi
nevyuziti imunohistochemickych metod. V obou pii-
padech mize dojit k nezachyceni nebo piehlédnuti
mikrometastazy. Patolog nemusi zachytit metastatic-
ké postizeni uzliny i v ptipadech, kdy je odebrana
uzlina mechanicky poskozena nebo dekortikovana.
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Prevenci je Setrnost odbéru uzliny na strané chirur-
ga, ultrastagingové mikroskopické vysetieni a uziti
standardnich metod pfikrajovani na stran¢ patologa.

14.6

Koncept lymfatického mapovani dovoluje patologo-
vi soustiedit svou pozornost na omezeny pocet lym-
fatickych uzlin, u kterych je vysoka pravdépodob-
nost pritomnosti metastaz. Koncept SLN umoziuje
patologovi, s vysokou prediktivni hodnotou, inten-
zivni zpracovani lymfatické uzliny s cilem zachyceni
mikrometastatického postizeni, coz neni mozné z dii-
vodu ¢asovych a ekonomickych provést u vSech ode-
branych lymfatickych uzlin.

Hlavnim ukolem pro patologa pii vysetfeni SLN
jeprukaznebo vylouceni nadorovych bunek v uzling.
Falesna negativita histologického vysetfeni SLN
muze mit pro pacienta zavazné klinické dasledky. Na
zaklad¢ falesné negativity neni indikovana systema-
ticka regionalni lymfadenektomie ani 1écba radiacni,
ponechané metastaticky zménéné lymfatické uzliny
mohou vyustit v nelécitelnou progresi nemoci. Z to-
hoto diivodu musi byt vysetfeni provadéno peclivéji
a podrobnéji nez bézné zpracovani lymfatickych uz-
lin barvenych hematoxylinem-eozinem. Zpracovani
SLN je vétsinou provadéno pooperacné a v piipadé
pozitivity SLN, pokud nebyla provedena systematic-
ka lymfadenektomie, je nutné jeji provedeni ve druhé
dobé. SLN neni hodnocena jen v jednom nebo dvou
fezech, ale je sériové prokrajena v nékolika urovnich
a krom¢ barveni hematoxylinem-eozinem jsou vy-
uzivany imunohistochemické metody. Toto ultra-
mikrostagingové zpracovani SLN zvySuje diagnosti-
ku lymfogenniho §ifeni proti klasickému zpracovani
lymfatickych uzlin az 0 20 %.

V soucasnosti neexistuje standardni metodolo-
gicky postup zpracovani SLN, ktery by byl vSeobec-
né piijat jako optimalni postup detekce metastatické-
ho postizeni lymfatickych uzlin, zvIa$t¢ na Grovni
mikrometastdz a izolovanych nadorovych buné¢k. Je
vsak jasné, ze detekce mikrometastdz je umoznéna
pouzitim imunohistochemickych metod a vicetrov-
novym sériovym prokrajovanim SLN. Studie Spank-
nebelové z roku 2005 prokdzala pozitivitu SLN pfi
ultramikrostagingovém vySetfeni SLN u melanomt
v 61 %, z ¢ehoz pouze 20 % pacientli s pozitivnimi
SLN bylo diagnostikovano standardnim histopatolo-
gickym vysetfenim bez pouziti ultramikrostagingu.
Pfi ultramikrostagingovém zpracovani byla pozitivi-
ta SLN prokdzana pfi vyhodnoceni prvni Urovné
pouze v 19 % ptipadl, v 50 % pii vyhodnoceni Ctyt

Detekce, exstirpace a vysetfeni SLN vyzaduje spolu-
praci vSech ¢lent tymu jak na urovni klinické, tak
i na trovni histopatolologické.

Histologické vysetreni lymfatickych uzlin

urovni, v 75 % pti vyhodnoceni deseti tirovni, v 90 %
pti vyhodnoceni patnacti urovni a ve 100 % pfi vy-
hodnoceni dvaceti urovni. Pokud byly jednotlivé vy-
Setfovaci metody pouzity izolovan€, nedokdzaly ani
v ptipadé viceuroviiového zpracovani SLN zachytit
vSechna metastaticka loziska, ktera byla ¢asto vice-
Cetna a ruzné lokalizovana. K podobnym zavérim
dospély i dalsi studie. Tyto vysledky jsou v ostrém
rozporu s tvrzenim, ze mikrometastazy jsou obvykle
zachyceny v prvnich urovnich zpracovani SLN. Sen-
zitivita zachytu metastatické¢ho postizeni je zavisla
na velikosti shluku nadorovych bunék, zatimco
hematoxylinové-eozinové barveni je schopno zachy-
tit stfedné velka loziska, pro detekci mensich lozisek
aizolovanych nadorovych bunék je zapotiebi imuno-
histochemického vySetieni. VysSetfeni hematoxy-
linem-eozinem vsSak z(stava nezbytné pro piesné
morfologické potvrzeni nadorovych bunék deteko-
vanych imunohistochemicky. Topografie mikrome-
tastatickych lozisek se lisi ve velikosti, lokalizaci
a poctu a Casto tvori nesouvisejici drobna loziska.

14.6.1 Pooperacni vySetreni

lymfatickych uzlin

Klasické zpracovani lymfatické uzliny spociva v roz-
puleni uzliny zbavené tukového pouzdra, zaliti obou
pulek do parafinu a pfipraveni jednoho preparatu
z kazdého blocku. Pokud je uzlina mala, zaléva se do
parafinu cela. V praxi to znamena, Ze z deseti uzlin je
piipraveno pramérné 15 preparatii. Z pohledu patolo-
ga maji vSechny uzliny stejnou pravdépodobnost, Ze
mohou obsahovat metastazy.

14.6.2 Peroperacni vysSetreni SLN

Peroperacni rychlé vysetfeni ze zmrzlého fezu je pro-
vadéno hematoxylin-eozinovym barvenim a je nutno
pocitat s 20-30% faleSnou negativitou. Pouziti imu-
nohistochemickych metod by vedlo k vyraznému
prodlouzeni opera¢niho ¢asu ¢ekanim na vysledky
vySetteni, které by vyzadovalo né€kolik hodin. Per-
operacni vysetfeni ma své vyhody i nevyhody. Vyho-
dou je moznost provedeni systematické regionalni
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lymfadenektomie v jedné dob¢, nebo odstoupeni od
chirurgické 1écby v piipad¢ pozitivity SLN. Nevyho-
dou je moznost faleSné negativity nezachycenim
mikrometastazy pfi nemoznosti vyuziti imunohisto-
chemickych metod a ztrata materidlu v disledku zp-
sobu zpracovani uzliny. Pravdépodobnost postizeni
lymfatickych uzlin druhé etdze zavisi na velikosti lo-
zisek v SLN.

Otiskova cytologie vnitiniho povrchu rozpilené
uzliny miize peropera¢né i poopera¢né po nabarveni
podle Maye-Grunwalda-Giemse prokdzat nadorové
buriky. Senzitivita této metody je udavana v literatuie
v rozmezi 60-80 %.

14.6.3 Pooperacni vySetieni SLN

Exstirpovana tukové lymfaticka tkan, ktera je tvote-
na riznym podilem tukového vaziva a lymfatické
tkang, je po vyjmuti rozpreparovana a izolovana lym-
faticka uzlina je po opétovném preméieni radioakti-
vity a oznaceni podle anatomické lokalizace a zptiso-
bu detekce vloZena do fixa¢niho roztoku. Materidl je
s podrobné vyplnénou privodkou odeslan na odd€leni
patologie, kde je ulozen v pfipad¢ pouziti radionavi-
gacni chirurgie na dva dny v samostatné mistnosti, ve
které dojde k vymizeni rezidualni radioaktivity. Poté
je proveden popis materialu, ktery obsahuje rozmeéry
celé excize a rozméry, konzistenci a barvu izolova-
nych lymfatickych uzlin. Makropopis obsahuje pocet
a lokalizaci jednotlivych uzlin, velikosti uzliny ve
tfech rovinach v milimetrech. Do protokolu je zazna-
menana barva fezu uzliny a pfipadné morfologické
zmény. U SLN menSich nez 5 mm je mozZné uzlinu
zalit do parafinu celou, pii velikosti 6-10 mm je
vhodné uzlinu rozpilit a pii velikosti nad 11 mm se
doporucuje uzlinu nafezat ostrou ziletkou ve 2mm §i-
rokych platech, paralelné v dlouhé ose smérem od
konvexity k hilu uzliny. Zvlastni pozornost je véno-
vana tomu, aby zlstal zachovan prifez celou uzli-
nou, hlavné pak priifez oblasti pouzdra a oblasti sub-
kapsularni. Pocet ziskanych tkanovych blocku je
zavisly na velikosti uzliny. Pfedpoklada se, ze nado-
rové bunky se uchycuji subkapsularné kontralateral-
né od hilu uzliny. Z tohoto divodu je vhodné ptipra-
vovat blocky tangencidln€ v podélné ose od kapsuly
smérem k hilu a po zaliti do parafinu zacinat fezy od
pouzdra uzliny. Takto pfipravené ¢asti uzliny jsou
vlozeny do kazety a po oznaceni identifikacnim bi-
optickym ¢islem nasleduje proces zpracovani ve tka-
novém automatu. Tkanové vzorky jsou postupné
odvodiiovany ve vzestupné fad¢ alkohold, projasiio-

vany v xylenu a prosycovany v parafinu. Parafinem
prosycené casti uzlin jsou zality do parafinu a poté se
na rota¢nim mikrotomu kraji parafinové fezy. Uzlina
je postupné v riznych urovnich prokrdjena v 5 pm
tenkych fezech, které jsou zachycovany ve vodni laz-
ni a pokladany na podlozni sklicka, kterd jsou Cista
v pfipadech barveni hematoxylinem-eozinem, nebo
potazena etoxysilanem v ptipadé fezl piipravova-
nych k imunohistochemickému vysetieni.

Vzhledem k tomu, Ze z primérné uzliny je mozno
ptipravit n¢kolik stovek fezll a tim enormné ¢asove
i ekonomicky zatizit laboratof, je nutno najit urcity
kompromis, ktery by zajisStoval dostatecnou senziti-
vitu metody pro prikaz mikrometastaz a zaroven by
byl casové a ekonomicky unosny. Schéma histolo-
gického zpracovani SLN je zndzorné€no na obrazku
14.14 .

I | H&E

| | AE1AE3 uroven 1

| | PAS (4 fezy po 2-4 um)
[ | volny

vynechani
50-100 um

Obr. 14.14 Schéma histologického zpracovani SLN

SLN je nutno zpracovat v opakovanych urovnich
kréajeni, pficemz jedna uroven kréjeni obsahuje tfi po
sob¢ jdouci Spum silné fezy, z nichz prvni se barvi
hematoxylinem-eozinem, druhy imunohistochemic-
ky a treti barvenim PAS nebo alcidnovou modii,
pfipadné se ponechava ¢tvrty nenabarveny fez pro
ptipad nutnosti doplnéni vysetfeni. Nasleduje vyne-
chani urcitého useku uzliny, kterd se nezpracovava,
apoté ptichazi dalsi uroven krajeni. Vzdalenost mezi
jednotlivymi urovnémi krajeni by neméla byt veétsi
nez 200 pm, aby bylo mozné zachytit mikrometa-
stazu, jejiz nejmensi rozmér byl stanoven pravé na
200 um. Dulezité je pfi stanoveni téchto pravidel
zpracovat kazdy jednotlivy bloCek pfipraveny ze
SLN v opakovanych urovnich, v optimalnim ptipadé
zpracovat uzlinu celou. Samoziejmé, ze tento zptisob
zpracovani neni nutno dodrzet pii zjevné makrosko-
pické metastaze.
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14.6.4 Imunohistochemické metody

zpracovani SLN

Imunohistochemické metody jsou velice piinosné
v diagnostice mikrometastaz v lymfatickych uzli-
nach a v detekci pouhych shlukti nadorovych bunék,
které dokazi identifikovat barevnym zndzornénim
specifickych nadorovych proteinti. K detekci nado-
rovych bungk jsou vyuzivany razné protilatky v za-
vislosti na typu nadoru. U dlazdicobunécnych nadort
je vhodna protilatka AE1/AE3, u adenokarcinomil je
vhodna protilatka CAMS.2. Imunohistochemické
vySetieni se provadi standardni dvoukrokovou meto-
dikou v automatu DAKO Autostainer s protilatkou
proti cytokeratinu v fedéni 1 : 50.

14.6.5 Molekularnébiologické metody

zpracovani SLN

Nejptesnéjsi moznosti pritkazu jednotlivych nadoro-
vych bunék je amplifikace mRNA, ktera je expri-
movana nddorovymi builkami. Pomoci reverzni
transkriptazy polymerazovou fetézovou reakci (RT-
-PCR), je mozno prokazat jedinou nddorovou buiiku
mezi 10" normalnich bunék. Zadna studie zatim ne-
srovnala vysledky ziskané pii vyuziti molekularnébi-
ologickych metod s vysledky vzorkli vyuzivajicich
imunohistochemické metody. Moznosti by bylo vy-

14.7

Vysledkem konceptu lymfatického mapovani a ul-
tramikrostagingového zpracovani SLN je schopnost
diagnostiky metastaz mensich nez 2 mm, které byly
nazvany mikrometastazami a definovany v AJCC
staging systému v roce 2002 jako metastazy vétsi nez
0,2 mm a mensinez 2 mm s oznac¢enim N1(mi). Dalsi
novou kategorii lymfogenniho metastatického posti-
zeni jsou izolované nadorové bunky s klasifikaci
pNO.

Do TNM Kklasifikace z roku 2002 byla zahrnuta
schémata pro hodnoceni SLN a izolovanych nédoro-
vych bun¢k v regiondlnich lymfatickych uzlinach.
V piipadé, ze byl pro detekci lymfogenniho Siteni
pouzit koncept SLN a byly detekovany pouze mikro-
metastazy, oznaci se tato skute¢nost pN1(mi) (sn).
Izolované nadorové buiky jsou shluky nadorovych
bungk, vétsinou diagnostikované imunohistochemic-

uzit nezpracovanou tkan mezi jednotlivymi urovné-
mi krajeni na RT-PCR. Velkym problémem je konta-
minace vzorku a nutnost histopatologické kontroly
vzorkd, u nichz byly molekularnébiologickymi me-
todami detekovany nadorové bunky. DalSim problé-
mem je, ze studie prokazuji ptitomnost nadorovych
protilatek v krvi a lymfatickych uzlindch i u zdravych
jedinct. S moznosti vyuziti velice citlivych moleku-
larné biologickych metod vyvstava otazka, kdy po-
vazovat pritomnost nadorovych bunék v uzliné za
metastazu, nebot’ jsou ¢asto zachyceny pouze shluky
nadorovych bun¢k. Z biologického hlediska se ne-
musi jednat nutné¢ o metastdzu, ale o mechanicky
uvolnénou buiku, kterd neunikne imunologické kon-
trole a nema Sanci na preziti. Pfi uziti RT-PCR muze
nastat také situace, kdy je identifikovana pouze sig-
nalni molekula, takze pozitivni vysledek vySeteni
neznamena ani piitomnost celé nddorové butky, ny-
brz jen jejiho fragmentu. Van Trappen pouzival PCR
metody k prikazu cytokeratinu 19 u lymfatickych
uzlin ziskanych pti radikalni hysterektomii. Nepro-
vadél lymfatické mapovani, ale bylo ziejmé, Ze pozi-
tivita cytokeratinu 19 korelovala s misty nejcastéjsi
lokalizace SLN. Cytokeratin 19 byl pozitivni ve
44 % ptipadt uzlin, které byly vyhodnoceny jako ne-
gativni. Jaky je klinicky vyznam prokazanych izolo-
vanych nadorovych bunék, neni v soucasnosti jasné,
stejné jako neni jasné, jaky je prognosticky vyznam
mikrometastaz. Zatim se jevi jako pfinosné vyuziti
téchto metod u melanomu.

Klinicky a prognosticky vyznam konceptu
lymfatického mapovani

kymi nebo molekuldrné biologickymi metodami, jez
musi byt potvrzeny klasickym barvenim. Pfedpokla-
da se, ze tyto bunky nemaji metastatickou aktivitu
a v histopatologickém stagingu jsou oznacovany ja-
ko NO v regionalnich uzlinach, respektive MO ve
vzdalenych lokalizacich. Podle metody detekce lze
oznacit jejich pfitomnost pfi vyuziti imunohistoche-
mickych metod jako NO(i+) (sn) nebo NO(mol+) (sn)
v piipadé pouziti molekularné biologickych metod.
Prestoze v souasnosti existuji ultramikrostagingové
techniky vyuzivajici mnohostupiiové prokrajovani
uzliny a imunohistochemické vysetfeni a jesté po-
drobngjsi molekularné biologické metody RT-PCR,
umoziujici detekei jednotlivych nadorovych bunék,
soucasna klasifikace zhoubnych novotvarti definuje
metastatické postizeni pouze po histologickém vy-
Setfeni hematoxylinem-eozinem.
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V soucasnosti se pro mikrometastazy a izolované
nadorové bunky hleda prognosticky vyznam a klinic-
ky vystup, v budoucnu bude zapotiebi definovat, po-
dobné jak se stalo u melanomu v AJCC klasifikaci
z roku 2002, prognosticky vyznam poctu postize-
nych uzlin, a to jak na trovni mikrometastaz, tak i na
urovni makrometastaz. Biologicky vyznam minimal-
niho metastatického postizeni SLN nebyl dosud de-
finovan, recentni retrospektivni studie Carlsona
a Mortona naznacuji, Ze rozsah metastatického posti-
zeni lymfatické uzliny diagnostikovany pfi ultramik-
rostagingovém vysetfeni a pocet uzlin s metastdzami
je vyznamnym prognostickym faktorem ovliviuji-
cim vysledky 1écby. Je jasné, ze prognosticky vy-
znam mikrometastaz, tedy lozisek od 0,2 mm do
2 mm je jiny nez ptitomnost makrometastazy, tento
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