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I. Teoreticka cast

1. Anatomie tlustého stireva

Tlusté stievo je posledni ¢ast travici trubice, kterd piijima chymus
z tenkého stfeva. Z n¢j vstiebava postupné vodu a elektrolyty a obsah je
formovan ve stolici. Na tomto procesu se podileji 1 hnilobné a kvasné
procesy vznikajici plisobenim mikroorganismi, jeZ jsou stdlou soucasti
sttevniho obsahu. Tlusté stfevo je tisek dlouhy 1,2 — 1,5 m, Siroky 7,5 az 4
cm, ve kterém za sebou nasleduji caecum, colon ascendens, transversum,
descendens, sigmoideum, rectum a anus. Mezi useky tra¢niku jsou typicka

ohbi — flexura coli dextra ( hepatica ), flexura coli sinistra ( lienalis ) — obr.

1.

Obr. 1. Tlusté stievo (56)
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Tlusté stievo je charakteristické svym vétSim prhsvitem, tmavsi

barvou, utvafenim povrchu i1 charakterem sliznice. Na povrchu jsou



viditelné tfi pod€lné probihajici pruhy — taeniae coli, tvofené ztlusténim
longitudindlni vrstvy svaloviny. Taeniae se oznaCuji podle polohy na
povrchu tlustého stieva.

Taenia mesocolica — vzadu, v misté mesocolon transversum.

Taenia omentalis — vpfedu nahote, v misté kde pies colon pfechazi a
s nim sriistd omentum majus.

Taenia libera — vptedu dole, volné pfistupna.

Vsechny tfi taeniae se sbihaji na apendix a tvoii zde souvislou
vrstvu, obdobné se taeniae rozsiiuji na prechodu esovité klicky a konecniku
v souvisly plast podélné svaloviny kone¢niku. V blizkosti taenii se
vyskytuji appendices epiploicae — tukovym vazivem vyplnéné vybezky
serdzy tlustého stieva.

Tah taenii nakréi stfevo, takze vznikaji zevné vyklenutad mista,
haustra coli, a mezi nimi zevnitf patrné polomési¢ité fasy — plicae

semilunares. (12, 56)

1.1. Caecum - slepé stirevo

Slepé stievo vytvari vak vpravé jamé kycelni kaudalné od
ileocaecalniho vusténi. Caecum je 6-8 cm dlouhé a 6-7,5 cm Siroké.
Dozadu se opird o musculus iliacus a o0 musculus psoas major a je od jejich
fascii oddéleno nasténnym peritoneem, pod nimz zpravidla probihd nervus
cutaneus femoris lateralis. Caecum neni svym slepym koncem dozadu
pfirostlé a ani nemd typicky peritonedlni zaveés a vytvari tak recessus
retrocaecalis, zdola voln€ pfistupny prostor mezi sttevem a nasténnym
peritoneem. Zbyla Cast caeca je pfirostla k nast€énnému peritoneu jen malou
¢asti svého dorsalniho obvodu.

V ptipad¢é, Ze neni pfirostlé a ma zachovanou ¢ast mesenteria

( mesocaecum ), jednd se o perzistenci stavu z vyvoje a byva oznaCovano



jako caecum liberum. Tento stav je Casto spojen s vysokou polohou caeca,
n¢kdy az v subhepatické oblasti.

Z mediélni strany Usti do caeca ileum. Ostium ileocaecale je na
slizni¢ni stran€ upraveno jako chlopeiy, kterd propousti chylus jen jednim
smérem. Kaudalné od tohoto vusténi se nalézd ostium appendicis
vermiformis, které je vstupem do slepého vybézku caeca, oznacovaného

jako appendix vermiformis — obr. 2.

Obr. 2. Caecum
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Appendix ma vlastni zdvés — mesoappendix, v némz probiha arteria
appendicularis. Jsou popisovany rizné polohy apendixu ( positio pelvina,
retrocaecalis, ileocaecalis, laterocaecalis, subcaecalis, praecaecalis ). Pro
appendix je také typickd vyrazné vyssi pritomnost lymfatické tkané v jeho
stén€ a je povaZzovan za jeden z orgdntl, kde Cast lymfocytl ziskava svou

imunokompetenci. (12)



1.2. Colon ascendens a hepatalni flexura

Colon ascendens navazuje na caecum a po pravé stran¢ btiSni dutiny
sméfuje kranialné pod jatra, kde hepatalni flexurou ( flexura coli dextra )
ptechazi v colon transversum. Je dlouhé 12 — 16 cm a uz$i nez ceacum.
Prakticky nema mesokolon, nebot’ to je tak kratké, Ze stfevo prouzkem
svého zadniho obvodu pfimo sriista se zadni st€énou dutiny bfisni. V misté
tohoto srlistu vymizelo i plivodni nasténné peritoneum.

Colon ascendens naléha na endoabdominalni fascii kryjici musculus
iliacus a musculus quadratus lumborum, na prerenalni fascii dolniho polu
pravé ledviny.

Hepatalni flexura naléha kranidln€ na jatra, dorsalné¢ na dolni a
lateralni cast pravé ledviny, medialné na pars descendens duodeni a
anteromedialné na Zluénik. N&kdy byva flexura coli dextra spojena
druhotnymi peritonealnimi fasami s jatry ( ligamentum hepatocolicum ) a

se zlu¢nikem ( ligamentum cystocolicum ). (12)

1.3. Colon transversum a lienalni flexura

Colon tranversum je dlouhé 50 — 60 cm a ve svém pii¢ném prib¢hu
dutinou bfisni visi colon transversum kaudaln€ prohnuté. Vlevo lienalni
flexurou ptechdzi v colon descendens. Liendlni flexura ( flexura coli
sinistra ) je uloZena pod slezinou a tedy vySe neZz flexura hepatica a je
ostfejsi.

Mesocolon transversum je zaves, ktery pii pravém useku colon
transversum kratky ( 2 — 3 cm ), pii levém tseku delsi ( 10 — 16 cm ). Levy
usek pticného tracniku je tedy pohyblive;jsi.

Upon mesocolon transversum na zadni stranu dutiny bfisni probiha
od sttedu ptfedni plochy pravé ledviny, kiizi pars descendens duodeni a

caput pankreatis, pak prochéazi po dolnim okraji téla pankreatu, nad flexura

duodenojejunalis, az na ptedni plochu levé ledviny.



Mezi velkou kurvaturou zaludku a colon transversum je rozepjato
ligamentum gastrocolicum, soucast velké predstéry. Na colon transversum
se piipojuje v misté taenia omentalis. Délka tohoto ligamenta je rzna
v zé&vislosti na stupni srastl peritonedlnich listl omenta, nejcastéji 2 - 4 cm.

(12)

1.4. Colon descendens

Je uz8i nez colon transversum ( cca 4 cm ), sestupuje kaudalné pti
levém okraji dutiny biiSni v délce 22 — 30 cm od flexura lienalis do levé
jamy kycelni, kde plynule ptechazi v colon sigmoideum. Dorsaln¢ se
dotyka se symetrickymi ttvary jako colon ascendens na pravé stran¢. Nema
mesocolon a je Sirokym pruhem pfirostlé se zadni sténou bfiSni a v misté

tohoto sristu zcela chybi nasténné peritoneum. ( 12)

1.5. Colon sigmoideum

Colon sigmoideum je dlouhé 30 — 40 cm a piechazi od konce colon
descendens z levé jamy kycelni ( od urovné crista iliaca ) kaudalné¢, pak
zahyba vzhlru a medidlné pifes okraj malé panve — pfitom kiizi za
nasténnym peritoneem probihajici arteria et vena ilaca externa sinsitra, pfi
nizs$i poloze arteria et vena iliaca externa sinsitra a arteria spermatica
( ovarica ), dale pak levy ureter.

Druhym ohbim pak zat4c¢i kaudalné pred kiizovou kost, kde v Grovni
obratliit S2 a S3 piechazi v kone¢nik. Jedna se o nejuzsi oddil tlustého
stfeva s primérem kolem 3,7 cm.

Mesocolon sigmoideum je dobie vytvofeny zaveés colon sigmoideum

a na zadni stén¢ probiha stejné jako colon sigmoideum. (12, 56)



1.6. Rektum

Rektum je posledni cast tlustého stieva, ulozend v malé panvi,
dlouhd 12 — 16 cm, Siroka asi 4 cm. Otvor, jimz kone¢nik usti navenek, je
oznacovan jako anus. Naplnéné rektum je trojit€ bocné zakiivené, coz je
zpusobeno zmnozenim cirkularni svaloviny v misté Kohlrauschovy fasy, a
dvojité esovité zakiivené predozadné a je tak rozdéleno na flexuru sacralis
a flexuru perinealis.

Kranidlni ¢ast rekta je oznaCovana jako ampulla recti a je Sirsi,
dlouha cca 10 — 12 cm a perineélni flexurou piechazi do druhého useku
oznacovaného jako canalis analis, ktery je dlouhy 2,5 — 3,5 cm, je uZzsi a lisi

se 1 podélnou orientaci slizni¢nich tas. (12, 56)

1.6.1. Sliznice rekta

V oblasti ampula recti mé& stejnou barvu a vzhled jako v colon,
nachazeji se zde vSak typické pticné polomésicité sliznicni fasy vystavajici
z boc¢nich stén rekta. Jsou obvykle tii, horni a dolni fasy zleva, prostiedni
z pravé stény — Kohlrauschova fasa ve vzdalenosti 6,5 — 7 cm od fitniho
otvoru. Linea anorectalis je hranice ampularni ¢asti rekta a andlniho kanalu
prochazejici napti€ rektem pii hrotu kostrce. Na sliznici vSak neni ndpadna.

V canalis analis je sliznice bledsi a prosvitaji skrz ni zily a nese
podélné fasy oznaCované jako columnae anales, rozlozené v poctu 6 — 10
po celém obvodu andlniho kandlu kaudalné zakoncCené vkleslinou
oznaCovanou jako sinus analis a zakoncené slizni¢ni fasou ve tvaru
pficnych oblouckt, které kaudalné zakoncuji sinus analis zvané valvulae
anales. Tato oblast je oznaCovana jako zona haemorrhoidalis, nebot’
sliznice je zde podlozena venozni pleteni ( plexus venosus rectalis ) a
zesilenou cirkularni svalovinou, kterd vytvaii musculus sphincter ani

internus — obr. 3.
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Epitel sliznice rekta je v ampule cylindricky, jednovrstevny se
schopnosti resorbce. Lieberkithnovy krypty jsou c&etné s mnoZstvim
poharkovych bunck, které jsou cCetnéj$i 1 na volném povrchu sliznice.
Slizni¢ni zlazky tstici v misté sinus anales jsou slozeny ze Sesti tubull a
zasahuji hluboko do stény rekta, c¢asto az do musculus sphincter ani

internus a jsou oznac¢ovan¢ jako glandulae anales.

Obr. 3. Sliznice rekta

V priabehu andlniho kanalu se postupné méni epitel sliznice. Typické
jednovrstevny cylindricky epitel se misty stava vice vrstevnym, postupné
mizi Lieberkithnovy krypty a cylindricky epitel zietelnou hranici ptrechazi
v epitel mnohovrstevny dlazdicovy bez rohovéni. Za vlastni hranici se
povazuje uUrovenl valvulae anales. Nasledn¢ navazuje asi 15 mm Siroky
svétlej$i pas sliznice oznaCovany jako pecten analis, ktery je zakoncen
nepravidelnou linea anocutanea, ve které¢ kon¢i mnohovrstevny dlazdicovy
nerohovéjici epitel analniho kandlu a zacind rohovéjici kozni epitel fitniho

otvoru. (12, 36)

11



1.6.2. Svalovina rekta

Na rozdil od ostatnich c¢asti tlustého stfeva je charakteristicka
souvislym plastém zevni podélné vrstvy svaloviny a zmnozenim cirkularni
vrstvy v oblasti zona haemorrhoidalis, valvulae anales a pecten ani
oznacovana jako musculus sphincter ani internus, ktery konc¢i tésné nad
linea anocutanea.

Ke svaloviné rekta smérem od hraze se piiklada svéraC z pficné
pruhované svaloviny zvenci obemykajici musclus sphincter ani internus a
zdola ptilozeny k musculus levator ani. Sklada se ze tii ¢asti.

Pars profunda je uloZena nejkranialnéji t€sn€ pod priichodem rekta
skrze diaphragma pelvis a skldda se z medialnich svalovych vlaken, ktera
jsou cirkularni a z lateralnich vlaken, kterd tvoii dopfedu otevienou vidlici,
jejiz volné konce jsou fixovany k okraji hiatus urogenitalis. Pars profunda
spolecné s musculus puborectalis tvofi nejdilezitéjsi slozku aparatu
oznacovaného jako musculus compressor recti.

Pars superficialis obsahuje vlakna upotadana pievazné cirkularné
zakotvena vpfedu na centrum tendineum perinei a vzadu na ligamentum
anococcygeum, svym smrsténim zuzuje analni kanal.

Pars subcutanea je podkozni prstenec svalovych vlaken, fixovany
pruhy vaziva a hladké svaloviny ke kGzi okolo andlniho otvoru, kterou

svym smrsténim vtahuje a zfasuje — obr. 4. (12)

12



Obr. 4. Svalovina rekta

1.6.3. Povrchova vrstva rekta

Spojené peritonea se sténou rekta sahd nejkaudalnéji na predni strané
rekta — u zen do vySe Kohlrauschovy fasy, u muze o néco vyse — odkud
peritoenum piechdzi u muze na mocovy méchyt a vytvaii tak excavatio
rectovesicalis, u Zeny pak na délohu a vytvaii tak excavacio rectouterina
( Douglasi ). Tyto prostory jsou nejkaudalnéjSimi prostory peritonealni
dutiny. Lateralng pak peritoneum vytvaii recessus pararectales.

Od zanoteni pod peritoneum je povrch rekta kryt vazivovou
adventicii ( fascia recti ), kterd pfekracuje ze subserosniho vaziva a zevné
ptechdzi v tidSi vazivo, zvané paraproctium. U muze je vpfedu rektum
prostiednictvim listu tuhé fascie v Uzkém kontaktu se zadni sténou
mocového méchyie a s vesiculae seminales a tento list je oznaCovan jako
septum rectovesicale, u Zen septum rectovaginale vzhledem ke kontaktu se

zadni sténou vaginy. (12, 56)
1.7. Tepenné zasobeni tlustého stieva

Tepny tlustého stieva jsou vétve arteria mesenterica superior, a.

mesenterica inferior a a. iliaca interna.

13



Pro caecum, colon ascendens a colon transversum odstupuji
z pravého boku a. mesenterica superior postupné a. ileocolica, ze které
vystupuji pfedni a zadni vétev pro caecum, a. appendicularis, vétev pro
konec ilea a vétev pro zacatek colon ascendens, dale a. colica dextra, ktera
nasténnym peritoneem piichazi ke colon ascendens a a. colica media, ktera
probiha skrze mesocolon transversum k jeho prave Casti.

Ke zbyvajici Casti colon transversum, colon descendens, colon
sigmoideum a k rektu vystupuji vétve a. mesenterica inferior. Nejprve a.
colica sinistra, jenz svou vzestupnou vétvi zasobuje okoli lienélni flexury a
zasahuje 1 do mesokolon transversum, kde vytvaii anastomozu s vétvi a.
colica media, oznaCovanou jako anastomosis magna Halleri. Dol a
medidln¢ odstupuji z kmene a. mesenterica inferior zpravidla dvé aa.
sigmoideae a k horni ¢asti rekta a. rectalis superior. Zbyla cast rekta je
zasobena vétvemi a. iliaca interna a to a. rectalis media, Casto piimo
z kmene této tepny, a dale cestou a. pudenda interna vétvi oznacovanou
jako a. rectalis inferior. VSechny tepny zasobujici rektum spolu navzijem
anastomozuji, avSak tyto spojky nestaCi k plnému zasobeni sousednich

usekd, jestlize je ptitok nékterym ze zdroji porusen. (12)

1.8. Zilni odtok z tlustého sti¥eva

Zily tlustého stieva probihaji podél vyse uvedenych tepen a za
pankreatem vstupuji do v. portae, kterd vznikd soutokem v. mesenterica
superior a v. lienalis, do které zpravidla vstupuje pfed soutokem wv.
mesenterica inferior — obr. 5.

Spojky mezi vv. rectales inferiores a mediae, které odtékaji cestou v.
iliaca interna do v. cava inferior a v. rectalis superior, kterd odtéka cestou v.
mesenterica inferior do v. portae piedstavuji jedny z portokavalnich

anastomoz, k jejichz zvétSeni dochazi pti portalni hypertenzi. (12)

14



Obr. 5. Zilni odtok z tlustého stieva

1.9. Lymfaticka drenaz tlustého stieva

Mizni cévy tlustého stfeva se sbiraji ze siti miznich kapilar ve
vrstvach stény stfevni a jsou jako mizni kolektory podél tepen do uzlin,
jejichz skupiny jsou nazvany podle tepen, pii kterych lezi.

Z oblasti cévniho zasobeni a. mesenterica superior do nodi
lymphatici mesenterici superiores, zoblasti cévniho zisobeni a.

mesenterica inferior do nodi lymphatici inferiores — obr. 6. (12)
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Obr. 6. Lymfatické drendz tlustého stteva

Z dolni casti rekta a z oblasti analniho kanalu az po linea anocutanea
jdou mizni cévy podél tepen do nodi lymphatici iliaci interni, predsunuté
uzliny pfi bocich rekta se nazyvaji nodi lymphatici pararectales.

Z analniho kanalu pod diaphragma pelvis a z oblasti andlniho otvoru
jdou mizni kolektory dopfedu po hrézi do tfiselné krajiny do nodi
lymphatici inguinales superficiales, z nich pak do nodi lymphatici iliaci
externi. Cast miznich cév od zadniho okraje analniho kanalu proraZi do

panve a vstupuje do nodi lymphatici sacrales — obr. 7. (12)
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Obr. 7. Lymfaticka drendz rekta

1.10. Inervace tlustého stieva

Inervaci tlustého stieva zajiStuji predevSim vldkna sympatiku a
parasympatiku, jiz ke stfevu ptichazeji v pletenich podél tepen.

Parasympatickd vldkna od zacatku tlustého stfeva aZz do hranice
sttedni a levé tfetiny colon transversum pochazeji z nervus vagus, od
tohoto mista az do konce stfeva pochdzeji tato vldkna ze sakrdlniho
parasympatiku cestou nn. splanchnici pelvici a plexus mesentericus
inferior.

Sympaticka ptivodnad vlakna ptichazeji k tlustému stfevu prevazné
z ganglia coeliaca, z ganglion mesentericum superius a z ggl. mesentericum
inferius, podél stejnojmennych tepen, v pletenich smiSenych s vétvemi
parasympatickymi.

Senzitivni vldkna pro stfevo jsou obsazena ve vétSich vétvich
vagovych a v nervech sakralniho parasympatiku.

Ve sténé stfevni pak nervy vytvareji typické pletené¢ oznaCované
souhrnné jako plexus entericus, jehoZ jednotlivymi soucastmi jsou plexus

subserosus, plexus myentericus a plexus submucosus. Na stfevu pisobi
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parasympaticus zvySeni kontrakci a zrychleni peristaltiky a zaroven snizuje
sekreci stfevnich zlaz. Sympatikus plisobi opacné.

Svaly andlniho uzavéru dostdvaji nervova vldkna takto. Musculus
sphincter ani internus ze sakralni c¢asti kmene sympatiku cestou nn.
splanchnici sacrales, a ze sakralniho parasympatiku cestou nn. splanchnici
pelvici. Sympatickd vlakna vyvolavaji sevieni, parasympatickd uvolnéni
vlaken vnitiniho svérace.

Musculus sphincter ani externus dostdvd nn. rectales inferiores
cestou n. pudendus ( kofenové S3-S4 ), m. puborectalis ( slozka m. levator
ani ) dostava pfima vlakna z plexus sacralis, jez k nému ptichdzeji po horni
plose m. levator ani ( kofenova vlakna piichazeji z miSnich segmentli S3-

S4). (12)

2. Histologie tlustého stieva

Sténa tlustého stfeva se skladd ze Ctyf vrstev — sliznice,

podslizni¢niho vaziva, svaloviny a serozy — obr. 8.

Obr. 8. Obecna stavba travici trubice
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2.1. Sliznice tlustého stieva

Sliznice tlustého stieva je bleda, bez klkii a je kryta jednovrstevnym
cylindrickym epitelem, obsahuje ¢etné Zlazy a jednoduché pomérné dlouhé
Lieberkithnovy krypty. Mezi bunky sliznice patfi enterocyty, bunky
poharkové, membranové a chomackové, mezi bunky vyskytujici se
v Lieberkiihnovych kryptach patii buiky poharkové, nediferencované
( kmenové ) a endokrinni buniky — obr. 9. (12, 56)

Obr. 9. Sliznice tlustého stieva
A: enterocyt, B: poharkova bunka, C: chomackova buiika, D: M-buiika, E: kmenova
buiika, F: endokrinni bunka, K — krypta, L — lymfaticka tkan

peptidové hormony

Enterocyty maji #idS$i a niz8i mikroklky nez enterocyty tenkého

stteva obsahuji pfi lumindrnim povrchu granula, kterd jsou bud’ hlenova
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nebo obsahuji imunoglobulin IgA jako ochranu sliznice pied plisobenim
mikroorganismti  stfevni  flory. Enterocyty vznikaji  diferenciaci
z kmenovych bunék, které se pfed timto procesem déli a jen polovina se
diferencuje a tim zastava zachovan jejich pocet v Lieberkiihnovych
kryptach stfeva. Zivotnost enterocytu je odhadovana na 2 dny.

Poharkové buiiky jsou roztrouSené v celé sliznici tlustého stieva.
Jejich hlavnim obsahem jsou kapénky mucinu, které vypliuji apikalni
polovinu buniky a zatlacuji jadro a dal$i organely k bazalni ¢asti bunky. Ta
proto nabyva tvaru poharku s nozkou. VytlaCovany mucin vytvéaii na
povrchu sliznice ochranny film a zvlhéuje povrch. Vice nez na povrchu
sliznice jsou obsaZeny v Lieberkithnovych kryptach.

Membranové buiky ( M-buiiky ) se vyskytuji v mistech, kde je pod
epitelem nahromadéna lymfaticka tkan. Dovedou vytvofit jakousi kapsu,
do které skrze bazalni membranu vystoupi lymfocyty a M-bunky svou
ztencenou sténou zprostfedkuji styk lymfocyti s prostfedim tlustého stieva.
Mimo to selektivné vychytavaji z lumina stfeva makromolekularni latky
antigenni povahy a ptreddvaji je lymfocytim. Jsou tedy zapojeny do
obrannych mechanismt stfevni sliznice.

Chomackové buiiky se vyskytuji ojedinéle mezi enterocyty. Maji na
povrchu chomdacky vysSich a silngjSich mikroklkl, které vystupuji nad
urovenl ostatnich enterocytli. Funkce téchto bunck neni zatim znama,
uvazuje se o funkci receptoru, pfijimajiciho podnéty z lumina stfeva.

Kmenové bunky jsou ulozeny v Lieberkiihnovych kryptach,
vyznacuji se vysokou mitotickou aktivitou. Naslednou diferenciaci
dcefinnych bunck po mitéze kmenovych bunék vznikaji z poloviny tohoto
poctu vSechny bunky obsazené v sliznici tlustého stfeva, druha polovina
zustava nediferencovdna jako dalSi generace kmenovych bunék a jejich

pocet se tak vyraznégji v pribéhu starnuti nemeéni.
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Endokrinni  bunky tlusttho stteva produkuji  pfedevSim
enteroglukagon, ktery se podili na metabolismu glukézy a dalSim a¢inkem
stimuluje motilitu stfeva, a tzv. substanci P, ktera je téz dalezitym faktorem
pro pohyb stieva.

Dalsi vrstvou je slizni¢ni vazivo, které obsahuje lymfatické uzliky,
jejichz maximalni koncetrace je v apendixu, dale jsou pomérné CcCasté
v caeku, ve zbylém priabchu tlustého stieva jejich vyskyt postupné klesa.

Lamina muscularis mucosae je dobfe vytvofena a obsahuje cirkularni

a podélné snopce svaloviny. (12, 56)

2.2. Podslizni¢ni vazivo

Podslizni¢ni vazivo je ponckud ftids$i vrstva kolagenniho vaziva
s bohatymi sitémi krevni 1 miznich cév, které odtud pronikaji do jemnéjSich
siti slizni¢niho vaziva. Je zde 1 pleten nervova — plexus submucosus

( Meissneri ). (12)

2.3. Svalovina tlustého streva

Svalovina tlustého stfeva ma typickou vnitini cirkularni vrstvu, zevni
longitudinalni vrstva je tenkd, mohutn&j§i je jen v teaniich, kde je
zahuSténa. Mistni nahromadéni cirkuldrnich snopct v riznych mistech
kolon je povaZzovéano za funk¢ni sfinktery regulujici pasaz sttevem a jsou ve
vSech tsecich tlustého stfeva. V tenké vrstvicce vaziva mezi obéma

vrstvami svaloviny je ulozen nerovy plexus myentericus ( Auerbachi ). (12)

2.4. Serosa tlustého stieva

Serosa tlustého stieva je tvofena peritoneem, které v blizkosti taenii
vytvaii vybézky, které jsou Casto del$i a stopkaté, vyplnéné tukovym
vazivem — appendices epiploicae. Vytvareji se jiz ve fetalnim obdobi, kdy

vSak neobsahuji tuk a jejich vyznam je nejasny. (12)
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3. Obecna patologie nadorového ristu

Pti posuzovani biologické povahy nadorového procesu je uzite¢né si
castecné zachovat oddéleny pohled na nadorové transformovanou buiiku v
podminkach in vitro a na rakovinu jako nemoc ( in vivo ). Izolované
nadorové bunky vykazuji v tkanové kulture nékteré typické charakteristiky,
jako je immortalita, ztrata kontaktni inhibice a hustotni limitace rstu nebo
onkogenicita. Existuje zjevné pojitko mezi témito vlastnostmi a vyvojem
rakoviny jako onemocnéni, avSak uvedené charakteristiky nevystihuji tuto
nemoc v celé jeji §ifi. Aby mohlo vibec dojit k pomnozeni néddorovych
bun¢k in vivo, musi tyto bunky nejprve proklouznout systémem
komplexniho imunitniho dozoru. Jen soubor této a dalSich vlastnosti mlize
definovat rakovinu jako nemoc a jen nékteré z nich jsme pfitom schopni
studovat na urovni in vitro.
urcitad tendence k postupné progresi od benigniho k malignimu a konecné
metastatickému fenotypu. Pfi tomto procesu hraji zasadni roli nasledujici
vlastnosti nadorovych bunék. (60)

Vlastnosti nadorovych bunék je jejich klondlni povaha, tzn. Ze cela
sekvence nadorové progrese zacind u jediné transformované bunky. (60)

Na genetické arovni jsou v tomto ohledu zdsadni dva procesy -
postupujici akumulace genetickych zmén podél drahy nadorové progrese a
selektivni interakce néadorovych bunék s okolnimi stromalnimi a
infiltrujicimi imunitnimi a zanétlivymi buikami.

Vétsina nadorovych bunék je charakterizovana snizenim sumarniho
mnozstvi pfirozenych antigenti vSech typl, coz souvisi s jejich Spatnou
identifikovatelnosti vlastnim imunitnim systémem a projevuje se moznosti
dlouhodobého ptezivani. Na druhé strané takika u vSech experimentalnich

nadorit a 1 u veétSiny ,spontannich" zvifecich nadori byly v jejich
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parenchymovych buiikdch nalezeny neoantigeny specifické pro nadorovou
buiiku. Cést z nich je pii odpovidajici imunizaci schopna standardng
vyvolat proti sobé dobie detekovatelnou reakci autoimunniho systému.

Cast nadorovych antigenil je transformovanou bufikou prezentovéna
mimo membranovy povrch a mnohdy jsou solubilné vyplavovany do obéhu
hostitele. Jsou vyuZitelné diagnosticky, nebo pii sledovani pribéhu
nadorové choroby, ale neuplatiiujici se v patogenezi nadorové choroby.
Ptikladem jsou onkofetalni a embryonalni stadidlni antigeny pifitomné na
embryonalni tkani v urcitém stadiu vyvoje a neptitomné v diferencovanych
netransformovanych buiikach dospélého organismu, ale bézné nachdzené v
nadorovych buiikkdch a séru nositel fady nadorti. Patfi sem napt. a-
fetoprotein (AFP) a karcinoembryondlni antigen (CEA). (60)

Proces onkogeneze na bunécné Urovni je uzce spjat s kontrolou
bunécéné proliferace, diferenciace a apoptézy ( programované bunécné
smrti ). VySe jmenované procesy jsou u vysSich organismi regulovany
mnohastupfiovymi  mechanismy, které zahrnuji intraceluldami a
extracelulami kontrolni drahy. VétSina nadorovych bunék obsahuje
mnohocetné genetické zmény, které podporuji proces onkogeneze prave
poSkozovanim dilezitych kontrolnich drah. U nadorovych onemocnéni se
takika pravideln¢ setkdvame se dvéma zakladnimi typy genetickych
poSkozeni. Prvnim typem poSkozeni jsou dominantni poruchy
protoonkogeni a druhym typem jsou recesivni poruchy antionkogend.
Genetické poruchy, které ovliviiuji protoonkogeny, jsou zodpovédné za
vyvolani stimulacnich Uc€inki, zatimco poruchy ovliviiujici antionkogeny

jsou zodpoveédné za ztratu jejich inhibic¢ni funkce. (39)
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4. Kolorektalni karcinom

4.1. Epidemiologie

Nadory tlustého stieva a konecniku jsou celosvétove frekvenci svého
vyskytu a celkovou Umrtnosti tfetim nejcastéjSim nadorovym
onemocnénim. (36) V Ceské republice tvoti kolorektalni karcinom 17,6 %
vSech nadort umuzi a 15,6 % vSech nadorli u Zen, coz ptedstavuje
s karcinomem plic hlavni nadorovou lokalizaci. (4) V Asii ¢i v Africe
incidence tohoto onemocnéni vykazuje zna¢ny pokles. V USA a v zemich
zapadni Evropy se incidence pfili§ neméni, naproti tomu ve statech stfedni

a jihovychodni Evropy dramaticky nartstd — graf 1. (36)

Graf 1. Incidence kolorektalniho karcinomu ve svété
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V Ceské republice je v produktivnim véku od 35 do 64 let incidence
zhoubného nddoru tlustého stieva v Evropé nejvys$i u muzii a patd

nejvys$i u zen. U nadorii konecniku je v Ceské republice incidence v této

U<

vekové kategorii nejvyssi v Evropé u muzii i u Zen (44).
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Incidence vyrazng nariista s vékem (ve véku 50 let: 0,39 nemocnych
na 1000 obyv./rok; ve véku 80 let: 4,5 nemocnych na 1000 obyv./rok).
Nejvyssi vyskyt je v pozdnim véku nad 70 let, kde kolorektalni karcinom
tvori 21,2 % vSech nador u Zen (je na prvnim misté pred nadory prsu) a
20,2 % vSech nadort u muzt (kde je na druhém misté po plicnich

nadorech) — graf 2. (58)

Graf 2. Incidence a mortalita kolorektalniho karcinomu v CR
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Nadory tlustého stieva se vyskytuji stejné ¢asto u muzl jako u Zen,
nadory konecniku jsou ¢astéjs$i u muzi (1,5:1). Synchronni nadory tlustého
stfeva, tzn. 2 nebo vice tumort, které se vyskytuji soucasné¢ se nachaziu 2 -
5 % nemocnych; metachronni nadory (tzn. nov4a priméarni léze u
nemocného, kde jiz diive byla provedena resekce pro karcinom) jsou
popisovany u 20 - 30 % nemocnych (25). Zastoupeni jednotlivych stadii
kolorektalniho karcinomu nejlépe charakterizuje nasledujici graf — graf 3.

Varovny je fakt, ze Ceskd republika ma u nadort kolorekta
celosvétové nejvyssi mortalitu (52,7/100.000 obyv.) ve srovnani napt. s

Albanii (4,2/100.000 obyv.), kde je nejnizi. (36)
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Graf 3. Zastoupeni klinickych stadii kolorektalniho karcinomu v CR
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4.2. Etiologie a patogeneze

Na vzniku kolorektalniho karcinomu se podileji jednak faktory
hereditarni a dale faktory exogenni. Faktory exogenni odpovidaji
predevsim za vyskyt nddorti v sestupném traniku, sigmoideu a kone¢niku.
Faktory hereditarni odpovidaji pfedev§im za familiarni vyskyt karcinomi
v oblasti céka a vzestupného tracniku. (4, 5)

Mezi exogenni faktory patii nadbytek tukl v potravé, nedostatek
fermentabilni vlakniny v potravé, nevhodna tepelna tUprava stravy,
nadmérnd exkrece zluCovych kyselin do stolice, nedostatek vapniku
v potravé (snizend schopnost detoxikace zluCovych kyselin ve stieve),
nedostatek vitamint A, C, E a selenu (sniZend ochrana ptfed toxickym
efektem volnych kyslikovych radikdli) a v neposledni fadé i1 koufeni

a alkohol, které jsou vyznamné piedevsim v oblasti kone¢niku.
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Mezi hereditarni faktory patii predevSim syndromy mnohotné
adenomatdzni polypozy ( Familidrni adenomatézni polypdza, Gardnertiv
syndrom, Turcotiv syndrom ), coz jsou familidrni autozomalné¢ dominantni
onemocnéni zapti¢inéné mutaci APC genu — 5 q; riziko maligniho zvratu
je az 100 %, a to jiz ve veku 20 - 25 let. Dale syndromy familidrniho
vyskytu nepolypdznich karcinomi tlustého stieva (Lynchiv syndrom I, 11),
kdy vétSinou dochdzi k mutaci alel genu hMSH2-2q, hMLHI1-3q popf.
hPMS1, hPMS2. Charakteristicky je autozomalné¢ dominantni typ pienosu,
Casny zacatek onemocnéni (i u osob mladSich 40 let), déale vyskyt

synchronnich a metachronnich tumort.

4.2.1. Predisponujici zmény

Adenomat6zni polypy jakékoli etiologie, kdy riziko maligniho zvratu
zavisi na velikosti a histologické skladbé polypli. Adenomy vétsi nez 2 cm
vykazuji signifikantné vysSi tendenci k malignimu zvratu a riziko
maligniho zvratu stoupd od tubuldrnich, pfes tubulovilézni a vilozni
adenomy, maligni zvrat se uvadi ve 30 — 50 %. Riziko malignizace
adenomil ve vztahu k velikosti a histologickému typu je zndzornéno v tab.

& 1(64).

Tab. 1. Riziko malignizace adenom ve vztahu k velikosti a
histologickému typu
Riziko malignizace adenomu

Velikost Tubularni |Tubuloviloz |Vilozni

polypu ni

<lcm 1% 4% 10%

1-2 cm 10% 7% 10%

>2cm 35% 46% 53%
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Pouze mald cast karcinomti vznika de novo, pies 90 % vétSiny
adenokarcinomii vznikd zadenomu. (73) Na malignizaci se podileji
somatické mutace onkogenti a genil potlacujicich nddory, mutaci genu APC
lze prokazat u 50 — 60 % malych adenomd. (43)

Ulcerozni kolitida je autoimunnim onemocnénim tlustého steva, pii
kterém je maligni zvrat Casty, pravdépodobnost stoupa s délkou trvani
kolitidy - 5 % po 20 letech, 12 % po 25 letech, dokonce v totalnim tvaru je
pravdépodobnost vzniku karcinomu az 35 %.

Dal§im z autoimunnich chorob postihujicim stievo je Crohnova
choroba. Maligni zvrat je méné Casty nez u ulcerdzni kolitidy, karcinomy
vznikaji obvykle v postizené €asti stifeva, ale mohou byt téZ metachronni, ¢i
se vyskytovat v jizve po predchéazejici operaci.

V neposledni tadé je predisponujicim faktorem 1 predchazejici
karcinom tlustého stfeva, ktery znamend zvySené riziko vzniku nového
karcinomu, déale ptfedchazejici ozéafeni malé panve pro nadorové
onemocnéni téZ zvysSuje riziko nadoru tlustého stieva prfedevSim v oblasti

sigmatu.

4.2.2. Geneticky model kolorektalniho karcinomu

Geneticky model vzniku kolorektalniho karcinomu piedpoklada
mutaci protoonkogenii a inaktivaci tumor supresorovych gend. (4) Pro
vznik nadorového onemocnéni musi dojit ke kumulaci téchto zmén. Ke
genetickym zméndm (mutacim) vedou mutageny, kterymi mohou byt
rozliéné exogenni faktory. Navic mutaci pozménéné geny jsou citlivéjsi na
zmény zevniho prostiedi. Protoonkogeny jsou normalni geny, které mohou
byt aktivovany mutaci jedné alely. Takto aktivované proonkogeny se
nazyvaji onkogeny. NaruSuji normdalni bunéény rast a celularni

diferenciaci. U kolorektalniho karcinomu svéd¢i tada udaji o velkém
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vyznamu mutace K ras genu pii vzniku dysplazii a v kancerogenezi. K ras
gen je nejcastéjSim onkogenem. (50)

Tumorsupresorové geny (antionkogeny), respektive jejich proteinové
produkty, kontroluji normalni bunécnou proliferaci a diferenciaci. Pii
selhani této kontroly piejde diferenciace normdlnich kolonocyti do
nadorové transformace. Ztrata funkce (inaktivace) pifi  velké
chromozomalni aberaci obou kopii supresorovych genii (otcovské a
matefské) ma zavazny vyznam v kancerogenezi kolorektalniho karcinomu.
Jde piedevsim o gen p 53 (na kratkém raménku 17. chromozomu — p 17),
APC gen (na dlouhém raménku 5. chromozomu — ¢ 5) a DCC gen — q 18.
Ztrata heterozygozity (mutace a delece) téchto genl se zdsadné podili na
pfemén¢ adenomu v karcinom a na vyvoji malignity. Tyto zmény jsou
zjistitelné u 70 — 80 % kolorektalnich nadort. V posledni dobé se ukazuje,
Ze existuji jesté dalsi geny s vlastnostmi tumorsupresorovych gent: JV 18,
DPC 4, MADR 2, coz poukazuje na skute¢nost, Ze geneticky model

w7

kancenogeneze kolorektalniho karcinomu je slozitéjsi, nez se zprvu zdalo.

(4, 36, 43)

4.3. Patologicky nalez

Distribuce karcinomu tlustého stfeva je zndzornéna na obr. ¢. 10, kde
v oblasti rektosigmoidea je lokalizovano zhruba 50 — 60 % karcinomil.
Deset procent je v dosahu palpujiciho prstu. (36, 73)

Makroskopicky se kolorektalni karcinom miize jevit jako exofyticky
( polypoidné& ) rostouci nddorova hmota nebo nador infiltrujici sténu stfevni
oznacovany jako difusni typ nebo exulcerovany utvar nebo jako plochy

( superficialni ) typ.
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Obr. 10. Distribuce karcinomu tlustého stfeva a kone¢niku (100)

4.4. Histologie nadoru tlustého stieva (typing)

Histologicky se jedna z 90 - 95 % o tubularni adenokarcinom, déle
lze histologicky zastihnout mucinosni karcinom, karcinom z prstencitych
bun¢k, adenoskvamézni karcinom, medularni ¢i anaplasticky karcinom.
Ostatni histologicke typy se vyskytuji pomérné ziidka, jedna se predevSim
o karcinoid, sarkomy, hematologické neoplazie atd. (4, 73, 76). Typing -
stanoveni histologického typu nddoru

Podrobnéjsi popis zahrnuje i bunécnou stavbu nadoru. Mucindzni
buiikky tvaru pecetniho prstenu a malobunééné nadory jsou varianty
bézného adenokarcinomu. Typing poskytuje dal§i informace vzhledem
k prognoze. Malobunécné nadory a nddory z bun¢k tvaru pecetniho prstenu
maji Spatnou progndézu, naddory s mucindzni slozkou velmi Casto mistné

recidivuji.
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4.5. Sifeni nadort

Kolorektalni karcinom se muze Sifit rGznym zplsobem. Prvni
moznosti je pfimé rozrastdni nddoru, kdy karcinom roste cirkuldrné,
podélné submukoézni Sifeni se dé&je v intramurdlni lymfatické tkéni,
postupné nador penetruje vnéjsi vrstvy stény stfevni a mize prorustat do
okolnich struktur.

Dals§i moznosti je jeho hematogenni rozsev, kdy nddor nejCastéji
proniké do Zil stfeva a cestou vena portae vytvari jaterni metastazy; cestou
lumbélnich a vertebralnich zil plicni metastdzy. Rektalni karcinom se téz
§ifi cestou hypogastrickych zil.

NejcCastéjsi formou Siteni nadoru je vytvareni regiondlnich
lymfatickych metastdz, kdy se tumor §ifi pfedevsim podél extramuralnich
lymfatickych cest.

Pokud primarni tumor pronikd ser6zou stfeva, miZze dojit
k odluCovani jednotlivych nadorovych bunék, které se pak mistné
implantuji po peritoneu a vytvareji tak intraperitonealni metastazy.

Odlu¢ovanim malignich bunék a jejich transportem at’ uz stolici ¢i
neSetrnou  manipulaci peroperatné mohou vznikat intraluminarni
metastazy, které¢ pak mohou byt pti¢inou recidivy onemocnéni. (4, 18, 73,
76)

4.5.1. Nejcastéjsi predilek¢éni mista metastaz

NejcCastéji postizenym organem jsou jatra. Az 25 % pacienti ma
jaterni metastazy v dob¢ primarni diagnozy, u dalSich 50 % dojde k vyvinu
jaternich metastaz v priabé&hu follow up. (5)

Méné cCasto jsou postizeny plice, mozek, skelet, peritoneum, u Zen

ovaria.
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4.6. Klasifikace kolorektalniho karcinomu

4.6.1. Anatomické déleni ( dle lokalizace )
Dle kriterii UICC (Union Internationale Contre le Cancer) (69) je
anatomické déleni naddort stieva a kone¢niku nasledujici:
Kolon: Apendix (C18.1)
Cékum (C18.0)
Vzestupny trac¢nik (C18.2)
Hepaticka flexura (C18.3)
Pti¢ny traénik (C18.4)
Lienalni flexura (C18.5)
Sestupny tra¢nik (C18.6)
Sigmoideum (C18.7)
Rektum:  Rektosigmoideum (C19.9)
Rektum (C 20.9)

4.6.2. Staging

Zékladni parametry pro uréeni stupné stagingu jsou stupen penetrace
nadoru stfevni sténou, stupen postizeni regionalnich uzlin a pfitomnost ¢i
nepfitomnost vzdalenych metastaz. Doposud bylo vymysSleno mnoho
stagingovych systémt, ale zddna z téchto uzivanych klasifikaci neni zcela
dostacujici.

Nejstars$i a zaroven nejrozsifenéjsi je Dukesova klasifikace, vznikla
pied vice nez 60 lety, rozdélujici pacienty dle stupné postiZzeni na stadia A
- C. Vroce 1967 byla Dukesova klasifikace doplnéna Turnbullem a kol. o
stadium D. Z Dukesovy klasifikace vychazi 1 Astler-Kollerova klasifikace,
ktera se dosud hojné uziva ptfedevSim v némecky mluvicich zemich.
V posledni dobé je nejvice ptijat systtm TNM klasifikace, vyvinuty za

pomoci American Joint Commitee on Cancer (AJCC) and Union
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Internationale Contre le Cancer (UICC), jehoZ soucasnda podoba byla

piijata v roce 1988. (3, 4, 5, 69)

4.6.2.1. Dukesova klasifikace

Az

B
C:
D

Nador neprortstd muskularis propria
Nédor prorusta muskularis propria
PostiZeni regionélnich lymfatickych uzlin

Vzdélené metastazy (dopIlnéno Turnbullem a spol. v r. 1967)

4.6.2.2. Astler — Kollerova klasifikace

A:  Tumor nepronikd mukédzou - karcinoma in situ

B1: Tumor pronika muskularis mukéza, ale ne muskularis propria
B2: Tumor pronikd muskularis propria

C1: Stadium B1 s postizenim lymfatickych uzlin

C2: Stadium B 2 s postizenim lymfatickych uzlin

D:  Vzdilené metastazy

4.6.2.3. TNM Klasifikace

V TNM Kklasifikaci pismeno T udavé informace o primarnim tumoru,

N informuje o stupni postizeni lymfatickych uzlin a M o pfitomnosti

eventuelné neptfitomnosti vzdalenych metastaz.

TX: Primérni nddor nemuze byt detekovan

TO0: Primarni tumor nenalezen

Tis: Karcinoma in situ - neprorista mukozou

T1: Tumor pronikd submukézou

T2: Tumor pronikd muskularis propria

T3: Tumor pronika skrze muskularis propria do subserdzy nebo

do neperitonealizované perikolické ¢i perirektalni tkané
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T4: Tumor pronika visceralnim peritoneem nebo pfimo do okolnich
orgéanu a struktur

NX: Regionalni lymfatické uzliny nemohou byt posouzeny

NO: Bez metastaz v regionalnich uzlinach

N1: 1 - 3 metastdzy v perikolickych nebo perirektalnich lymfatickych
uzlinach

N2: Metastazy ve 4 nebo vice perikolickych nebo perirektalnich
lymfatickych uzlinach

N3: Metastazy v uzlinach podél cévnich struktur

MX: Pritomnost vzdalenych metastdz nemiize byt posouzena

MO: Vzdalené metastdzy nejsou piitomny

M1: Vzdalené metastazy jsou ptitomny
4.6.2.4. Skupiny stadii kolorektalniho karcinomu

Stadium 0: Tis, NO, MO

Stadium I: T1 nebo T2, NO, MO

Stadium II: T3 nebo T4, NO, MO
Stadium III: jakékoliv T, N1-3, M0
Stadium I'V: jakékoliv T nebo N, M1

Vzijemna korelace nejastéji pouzivanych klasifikaci (tj. TNM a

Dukesovy) se stadii dle UICC je uvedena v tabulce €. 2.

Vzhledem k zavaznym doporuéenim, ktera jsou platnd v Ceské

republice, pouziva autor ve vysledkové ¢asti prace TNM Kklasifikaci. (75)
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Tab. 2. Korelace TNM a Dukesovy klasifikace se stagingem dle UICC

UICC |TNM Dukes
stadium |klasifikace
0 Tis |[NO (MO
I T1 NO MO A
T2 |NO (MO
II T3 |NO (MO B
T4 |NO (MO
I Tx [NI1-3 MO C
v Tx |[Nx [MI D

4.6.3. Histopatologicky grading
Histopatologicky grading odrdzi ve svém hodnoceni stupeni
diferenciace nadorovych bunck a je tedy dullezitym prognostickym
faktorem.
GX:  Grading nemiize byt stanoven
Gl1: Dobte diferencované tumory
G2: Stiedné diferencované tumory
G3: Malo diferencované tumory

G4: Nediferencované tumory

4.6.4. Rezidualni nador
Tato  klasifikace patii ktzv. nezavaznym  deskriptorim
charakterizujicim nadorové onemocnéni. Pouzivana je pfedevSim
v némecky mluvicich zemich. (4) Postterapeuticky je charakterizovana
takto :
Ry: Z4dny rezidualni nador
R;: Mikroskopicky rezidualni nador

R;: Makroskopicky rezidualni nador

35



4.7. Screening

Na zaklad¢ zjevnych skutecnosti, které potvrzuji skutecnost, ze délka
pteziti po diagnostikovani kolorektalniho karcinomu je zavisld pfedevSim
na vcasnosti zachytu tohoto onemocnéni, se jevi screening tohoto
onemocnéni jako nezbytny. Vzhledem k neexistenci jednoznaéného
screeningového parametru je screeningovy proces odlisSny pro nerizikovou
skupinu populace a pro rizikové skupiny.

Néadorové markery (CEA, CA19-9) nejsou pro svoji nizkou
senzitivitu a specificitu vhodné pro screening kolorektalniho karcinomu ani
u asymptomatické populace, ani u vysoce rizikovych skupin. (21) Jako
perspektivni se jevi u vysoce rizikovych skupin provadéni PCR diagnostiky
k pfesnému urceni familiarni zatéze. (35, 50, 73)

Dosavadni Siroky populaéni screening provadény kombinaci
vySetfeni stolice na OK a endoskopie vedl sice ke sniZzeni incidence
pokrocilych nadorti, ale nebylo prokézano prodlouzeni celkové doby pieziti
(24). Nicméné prace publikované v Ceské republice poukazuji na piinos
(zdravotni 1 ekonomicky) vySetieni stolice na OK ve screeningovych

programech a je kladné hodnocen 1 ve screeningovych doporucenich. (75)

4.7.1. Screening nerizikové populace

Utinnost screeningovych doporuéeni u nerizikové asymptomatické
populace je stale predmétem diskuze. (25, 75) Doporuceny screeningovy
plan u nerizikovych osob je nasledujici:
- 0d 40 let kazdoro¢né digitalni vySetieni rekta
- od 45 let doplnit vySetfenim stolice na okultni krvaceni (OK) - vzhledem
k vysoké specificité a relativné malému poctu faleSnych pozitivit je
vysetieni stolice OK zavazné doporuéeno také v CR (75)

- od 50 let koloskopie kazdych 3 - 5 let (pfedmétem diskuze)
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4.7.2. Screening rizikovych skupin
Vzhledem k pomérné Siroké paleté riznych rizikovych skupin, je
screeningovy plan logicky rozdélen podle zavaznosti jednotlivych skupin a

je 1 upraven dle patofyziologie jednotlivych pticin. (36, 73, 75, 76)

4.7.2.1. VSechny formy difazni stfevni polypozy
( syndrom FAP, Gardnertv syndrom, Turcotiv syndrom ...)

Familiarni adenomatézni polypéza ( FAP ) je autozomalné
dominantné dédicna choroba (mutace supresorového APC genu kratkého
raménka 5. chromozomu) charakterizovand vyskytem mnohocetnych
polypi ( stovky ) tracniku s vysokym rizikem malignizace.

Gardneruv syndrom je obdoba FAP spojend s vyskytem
mezenchymovych nadort ( osteom, exostdzy, kozni cysty, karcinom SZ,
fibromatdza biisni stény )

Turcotiiv syndrom je vzicnad kombinace FAP snadory CNS,
nejcCasteji gliomy.

Peutziiv — Jeghersiiv syndrom je autozomdaln¢ dominantni syndrom
projevujici se melaninovou pigmentaci bukalni sliznice a rtl od détstvi a
hamartomatoznimi polypy GIT ( TK, zaludek, tra¢nik, jicen ). Malignizace
nejvyssi v mladi ( Evropa 2-3 % - gastricky a duodendlni Ca; Japonsko
17% - kolorektalni Ca )

Juvenilni polypdza se projevuje stopkatymi hamartomovymi polypy
pfedev§im v tracniku. U 20 % nemocnych se vyskytuji dale vrozené
srde¢ni vady, abnormality CNS, mékkych tkani a vyluCovaciho systému.

Ostatni syndromy ( M. Crowden, Cronkhiteiiv — Canadové
syndrom ) jsou charakterizovany piitomnosti polypil v tra¢niku a zpravidla
bez zvySeného rizika malignizace.

Doporuceny screeningovy plan u této skupiny osob je nasledujici:
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- geneticky screening
- totalni koloskopie ve véku 10 - 12 let s ndslednou sigmoidoskopii kazdé 2

- 3 roky

4.7.2.2. Syndrom hereditarniho nepolypo6zniho karcinomu
(Lynch I, Lynch II , Muiriv — Torrého syndrom )

Syndrom hereditdrniho nepolypozniho karcinomu Lynch I Je
charakterizovan zvySenym vyskytem karcinomu pravého tracniku ve
sttednim véku bez polypdzy. Je pfitomna germinalni mutace péti genil
odpovidajicich za reparaci DNA.

Syndrom hereditarniho nepolypdzniho karcinomu Lynch IT byva
nazyvan téz syndrom karcinomové rodiny. U téchto nemocnych se
vyskytuje nejen karcinom pravého tra¢niku, ale 1 endometria, moc.
méchyte, pankreatu, kiize a dalSich organi.

Muiriiv — Torrého syndrom je fenotypovou variantou Lynchova
syndromu.

Doporuceny screeningovy plan u této skupiny osob je nasledujici:

- od 20 let v€ku je doporucovana totalni koloskopie kazdé 2- 3 roky

- kazdoroc¢ni test na OK

4.7.2.3. Kolorektalni karcinom u nejblizSich pribuznych

Jedna se o nejblizsi ptfibuzné ( ptibuzné 1. stupné ), tedy rodice,
sourozence a déti.

Doporuceny screeningovy plan u této skupiny osob je nasledujici:
- screening pocinaje vékem 35 let
- totalni koloskopie kazdych 3 - 5 let, pii rodinném vyskytu karcinomu pied
55. rokem Zivota, nebo pokud maji vice nez 2 ptibuzni rakovinu pak
koloskopie alespoii 1x za dva roky ( tzv. Amsterodamska kriteria)

- kazdoroc¢né kontrola na OK
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4.7.2.4. Osobni anamnéza adenomatozniho polypu nebo nadoru
Doporuceny screeningovy plan u této skupiny osob je nasledujici:
- endoskopické vysetieni 1x za 3 - 5 let
- v mezidobi - vySetieni stolice na OK kazdorocné
- pti postiZeni tii a vice €lenil rodiny a vyskytu karcinomu ve véku pod 30
let je tfeba vyloucit hereditarni syndromy kolorektdlniho karcinomu a

adekvatné tomu upravit screeningovy plan.

4.7.2.5. Stav po odstranéni adenomového polypu

Doporuceny screeningovy plan u této skupiny osob je nasledujici:
- koloskopie v intervalu 4 let po odstranéni jednoho adenomu, po negativni
prvni koloskopické kontrole, u Zen a osob mladSich 60 let
- koloskopie v intervalu 2 let po odstranéni vice adenoml u muzi a osob
starSich 60 let
- individualni postup po odstranéni velkych piisedlych adenomt, ¢i po

odstranéni adenomu s intramukoznim karcinomem

4.7.2.6. Nespecifické stirevni zanéty
( Ulcerozni kolitida, Crohnova choroba )

Pti ulcerdzni kolitidé malignizace zavisi na délce trvani nemoci a na
dysplastickych zménéch epitelu. Udava se, ze po 20 letech onemocnéni je
rizko malignizace 5 %, po 25 letech 12 %. Pfi totalnim tvaru kolitidy je
riziko malignizace az 35 %.

Pti Crohnové chorob¢ je maligni zvrat méné Casty nez u ulcerdzni
kolitidy.

Doporuceny screeningovy plan u této skupiny osob je nasledujici:
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- kolonoskopie vyhledavajici dysplazii- se doporucuje zahajit 8 let po
zacatku choroby u pacientii s pankolitidou, 15 let po zacatku choroby u
pacienti s kolitidou v levé ¢asti traéniku

- v ptipad¢ negativni dysplazie se doporuCuje provadet totalni koloskopii
kazdé dva roky, v pfipadé¢ pozitivniho nalezu dle screeningovych

doporuceni. (75)

4.8. Diagnostika kolorektalniho karcinomu

4.8.1. Anamnéza

Pt1 postizeni ptibuznych prvniho stupné€ vznikd podezieni na moZnou
hereditarni formu rakoviny, zvlasté pokud karcinom vznikl v mlad$im véku
(pod 50 let).

Diagnosticky cenné jsou ptfiznaky popisované nemocnym jako
vahovy ubytek, krvaceni do stolice, stfidani zacpy a prijmt, pocit nuceni
na stolici a jiné.

Je nezbytné odebrat anamnezu peclive, véetné casovych udajl, nebot’
kvalitniho diagnostika tyto udaje navedou k podezieni na moznost
tumorosniho procesu, ktery je pak potvrzen ¢i vyloucen dalSimi metodami.

(18, 68)

4.8.2. Klinicky obraz
Klinické projevy kolorektalniho karcinomu jsou vyrazné zavislé na
lokalizaci procesu, dale na typu a rozsahu nadoru a na pfitomnosti

eventuelnich komplikaci.
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4.8.2.1. Prava poloviny tra¢niku

V této lokalizaci se nejcastéji vyskytuje endofyticky rostouci nador,
ktery v pomérn¢ Sirokém stievu, jehoZ obsah je pfevazné tekuty, roste
pomérné dlouhou dobu bezptiznakové. Mezi projevy patii nevysvétlitelna
slabost  zpravidla spojené sanemizaci nemocného (mikrocytarni
hypochromni), coz je zpiisobeno intermitentnim krvacenim z tumoru.
Exulcerace nadoru vede vétSinou k jeho infikovani a vzniku perikolického
bolestivého a hmatného infiltratu, ktery je v oblasti caeka jen tézko
odlisitelny od zanétlivého periapendikuldrniho infiltratu. Obstrukce byva
pozdnim ptiznakem, kdy nddor uz vétSinou metastazoval a zpravidla je 1

lokaln€ inoperabilni. (18, 73, 76)

4.8.2.2. Leva polovina tra¢niku

V této lokalizaci se nejCastéji vyskytuje infiltrativné rostouci tumor,
ktery v kombinaci s anatomickou predispozici ( tzké stfevni lumen, tuha
stolice ) vede nejcastéji k obstrukénim projeviim. Nemocny si tedy stézuji
na stfidani zacpy a pachnoucich prijmi, které jsou zptisobeny bakteridlnim
rozkladem méstnajiciho obsahu nad ptekazkou, dale udédvaji nutnost
pouzivani projimadel, ztratu vahy, slabost. Anemizace byvd méné vyrazna.

Mnohdy se nddor projevi az akutné vzniklym ileéznim stavem. ( 73, 76)

4.8.2.3. Rektum

U karcinomli rekta byva kromé symptomatologie popsané u
karcinomu levé poloviny tra¢niku vyraznéji ptitomno krvaceni, které byva
zaménovano s krvacenim pifi hemorhoidech, coz byva cCastou pficinou
pozdni diagnostiky.

Nemocné €asto uvadeji pocit netplné evakuace rekta, tenezmy a 1

zménu defekacniho stereotypu.
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Poruchy vyprazdiiovani ve smyslu prijmu s krvi ptichdzeji pozdéji.
Bolesti jsou ptfiznakem pozdnim a dostavuji se vétSinou pii prorstani do

sakralni nervové pletené, zpravidla jiz v inoperabilnim stavu. (36, 73, 76)

4.8.3. Laboratorni vySetieni

Je nutno provést zdkladni biochemicky rozbor krve a moci. Byva
urychlena sedimentace erytrocytl, zvySena koncentrace mukoproteind,
zmnozeni alfa globulinti, popifipadé¢ znamky sekundarni anemie. Tyto
ukazatele jsou vSak nekonstantni, maji vyznam vyhledévaci a nerozhoduji
o diagnoze.

Ani vySetfeni naddorovych markerdt (CEA, CA 19-9) nema pro
primarni diagnostiku pro svou nespecifi€nost a nizkou sensitivitu valny
vyznam. Nicmén¢ predoperacni stanoveni téchto hodnot je nezbytné pro
dalSi stanoveni progndzy pacienta a eventudlni kontroly efektu terapie, ve
srovnani s poopera¢nimi hladinami téchto markerd. RovnéZz vysoce
patologické hodnoty markeri (zejména CEA) jsou signifikantni pro
moznou generalizaci nadoru. (21)

Spravné indikované vySetfeni nadorovych markeri miize pfispét
piedevsim ke vC€asnému zichytu recidivy onemocnéni a tim 1 k vysledku
nasledné terapie, kterd mulze prodlouzit pteziti nemocného. Orgdnova
specifita pi1 vySetfovani jednoho izolovaného markeru je relativné nizka a
zvySuje se predevSim pii pouziti kombinaci nédorovych markert.
V prabé¢hu follow up je nutné vysetfovat nddorové markery v pravidelnych
moznou recidivu onemocnéni, je dynamika vzestupu nadorovych markerd.
Z jednoho vysSetieni, které je provedeno nahodné, nelze délat diagnostické

zavery, 1 kdyZ se jedna o patologickou hodnotu.
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4.8.3.1. Nadorové markery kolorektalniho karcinomu

U nédort tlustého stfeva a kone¢niku je hlavnim stanovovanym
markerem karcinoembryondlni antigen (CEA). (21, 36, 46) Jako marker
druh¢é volby je doporucovan CA 19-9. Jako optimalni se jevi kombinace
téchto dvou markerid. (13, 36) K dalSim markertim, které jsou studovany
v souvislosti s kolorektadlnim karcinomem patii CA 72-4, dale pak dalsi
nadorové markery CA typu ( CA 242, CA 195 ), proliferatni markery
( TPA, TPS ) atada dalSich.

4.8.3.1.1. CEA ( karcinoembryonalni antigen )
CEA je glykoprotein s molekulovou hmotnosti 180 kDa, ktery je z

55 % tvoren sacharidy a ze 45 % bilkovinami. Vysokd heterogenita
molekuly je dana heterogenitou sacharidové slozky, proteinova slozka je
konstantni. Az dosud bylo identifikovano 14 gent kodujicich CEA ( tzv.
CEA skupina gentl.)

CEA je onkofetdlni bilkovinou, kterou lze prokézat v epitelovych
bunikach predevsim traviciho Gstroji a bronchi. U dospélych je produkovan
jen ve velice omezené mire epitelidlnimi buitkami bronchi, prsni Zlazy a
traviciho ustroji. V minimdlnich koncentracich se CEA vyskytuje v krvi,
pleurdlnim vypotku, ascitu a mozkomiSnim moku. Nejvyssi koncentrace
jsou ve slinnych zlazdch a jejich vyvodech. CEA je metabolizovan

v jatrech. (13)

Produkce CEA koreluje se stupném diferenciace maligni tkané a je
pfitomnd hlavné v dobie diferencovanych adenokarcinomech, obsahujicich
dostatek Zlazovych struktur. Patologicky zvySené hodnoty se vyskytuji
zejména u kolorektdlniho karcinomu, u karcinomu Zzaludku, pankreatu,
zluCovych cest, plic, prsu, ovarii, d¢lohy, prostaty, S§titné zlazy a pii

pfitomnosti jaternich metastaz vySe uvedenych adenokarcinomil.
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4.8.3.1.2. CA 19-9

CA 19-9 je monoklonalni protilatkou definovany mucin-sialo-
glykolipid s molekulovou hmotnosti vice nez 500 kDa. Patfi mezi
onkofetdlni nddorové markery.

U dospélych je produkovan jen ve velice omezené mite epitelialnimi
buitkami bronchli a traviciho ustroji. V minimalnich koncentracich se
vyskytuje v krvi, pleurdlnim vypotku, ascitu a mozkomisnim moku. CA 19-

9 se eliminuje vyhradné Zluci.

U malo diferencovanych karcinoma se jeho produkce snizuje a
u anaplastickych tpln¢ chybi.

Patologicky zvySené hodnoty se vyskytuji zejména u kolorektalniho
karcinomu, u karcinomu zaludku, pankreatu, zlucovych cest, plic, prsu,
ovarii, délohy, u primarnich jaternich karcinomt a pii pfitomnosti jaternich

metastdz vySe uvedenych adenokarcinomil. (36)

4.8.3.1.3. CA 72-4

CA 72-4 je monoklonalni protilaitkou definovany glykoprotein
mucinového typu s molekulovou hmotnosti okolo 400 kDa. Patfi mezi
onkofetalni nddorové markery.

Fyziologicky CA 72-4 intenzivné produkuji povrchové epitelidlni
struktury jicnu, zaludku a pankreatu vyvijejiciho se plodu a ve velmi malé
mife téZ u zdravych dospélych.

Patologicky zvysSené hodnoty se vyskytuji zejména u kolorektalniho
karcinomu, u karcinomu Zaludku, pankreatu, Zlucovych cest, plic, prsu,
ovarii, délohy, jicnu a pfi pfitomnosti jaternich metastdz vySe uvedenych

adenokarcinomu.
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4.8.3.1.4. Prolifera¢ni nadorové markery

Pro praxi ma nejvétsi vyznam stanoveni proliferaCnich nadorovych
markerd TPA (tkdnovy polypeptidovy antigen), popi. TPS (specificky
tkanovy polypeptidovy antigen). Jednd se o fragmenty cytokeratind, u
nichz se ptedpoklada, ze se uvoliuji do télnich tekutin béhem proliferace
nadorové tkan€. Jejich hladina je tedy umérna rychlosti nadorového ristu.

(55)

Neékterymi autory byla prokdzéna korelace predoperacnich hodnot
TPA se stadiem onemocnéni a piezivanim pacientt. (15, 78) Kombinované
urc¢ovani hladin TPA a CEA je dle nékterych autori vhodnou kombinaci
pro véasnou diagnostiku recidiv kolorektalniho karcinomu se senzitivitou
okolo 70 — 90 %. (22, 19) TPS se jevi jako vhodny marker pfedev§im pro
Casny zachyt relapsu onemocnéni a pro kontrolu terapie. (51) Pro
posouzeni vyznamu téchto cytokeratinil v béZné klinické praxi je vSak tieba
vice prospektivnich studii, které posoudi vyznam téchto markerii ve

srovnani s markery dosud pouzivanymi (CEA, popt. CA 19-9).

4.8.3.1.5. Méné znamé nadorové markery

Z dal$ich nadorovych markert, které¢ byly sledovany v souvislosti
s kolorektalnim karcinomem se jednd napt. o nddorové markery CA typu:
CA 242, CA 50, CA 195, CA 125. (22, 28, 34, 65)

Dale pak napt. NuMa (Nuclear Mitotic Apparatus Protein), AFP
(alfafetoprotein )a mnoho dal$ich. (4, 5, 22, 28, 65)

Jako nadorové markery lze uvadét i1 angiogenetické faktory, napf.
vaskularni endotelovy rtstovy faktor ( VEGF ), jehoz vyuziti ziejmé

spociva ve zpiesnéni prognozy a pro v€asny zachyt jaternich metastaz.
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Daéle lze vyuzit 1 adhezivnich molekul, jejichZz vyznam je v soucasné
dobé pfedmétem vyzkumu a jevi se jako vhodné pro vcasny zéachyt
jaternich metastaz.

V neposledni tadé je predmétem vyzkumu i1 moznost vyuZiti
metaloproteindz a jejich inhibitorii jako nadorovych markerti. Prace
stanovujici MMP-1, MMP-2, MMP-7, MMP-9 a TIMP-1, TIMP-2 si vSak
protife¢i stran vyuzitelnosti. Vyuziti se tedy jevi jako sporné, snad ve
zptesnéni stanoveni progndzy nemocného.

Nové moznosti vrozvoji diagnostiky a vhledani vhodnych
nadorovych markerd pfinesl rozvoj molekuldrni genetiky. PtredevSim
rozvoj polymerdzové fetézové reakce ( PCR ), event. kvantitativni reverzni
transkripce ( RT-PCR ), ¢i real- time PCR. Déle je moZnost stanovovani K-
ras mutaci v DNA nadorovych bunék v krvi, ve stolici, stanovovani mRNA
( pro MMP, pro CK-20 ) v krvi, ve stolici. Ve je vSak ve fazi vyzkumu,

zatim bez vyuziti v klinické praxi.

Z4dny z téchto jmenovanych markert v§ak v porovnani s CEA ¢&i CA
19-9 nedosahoval lepSich vysledkti ani v ptipadé predoperacnich hodnot,

ani v ptipad¢ stanoveni téchto markert v pritbé¢hu follow up.

4.8.4. VySetrovaci metody

4.8.4.1. Endoskopie

Pacient s podezienim na kolorektalni karcinom se dnes podrobuje
totalni koloskopii s bioptickou verifikaci. Pokud je nalezen karcinom, je
ptipadna operace naplanovana bez potieby irigografie.

Asi 50 — 60 % kolorektalnich karcinomi je v dosahu flexibilniho
sigmiodoskopu a 30 — 40 % v dosahu 30 cm flexibilniho sigmoidoskopu.

Jest¢ méné (asi 20 %) je mozné diagnostikovat pomoci rigidniho
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rektoskopu. Z divodu omezitelné vysetiitelnosti téchto metod se proto dnes

dava prednost totalni koloskopii. (73, 76)

4.8.4.2. Rentgenové metody

Z diagnostického hlediska je nejdéle a stdle pouzivanou
radiodiagnostickou metodou irigografie ¢i irigografie s dvojim kontrastem,
piestoze je karcinom stale Casté€ji diagnostikovan koloskopicky a kontrastni
rentgenové vysetfeni pak neni nutné. Irigografie je vSak indikovéna, pokud
je koloskopicky nalez inkompletni, nebo jestlize koloskopie nedokaze
vysvétlit symptomy onemocnéni. Pokud je jako prvni vySetfeni provedena
samotna irigografie, méla by byt doplnéna totdlni koloskopii. Irigografie
neni vhodnym vySetfenim pro diagnostiku karcinomu rekta. Rutinnim

vySetfenim je snimek srce a plic k posouzeni moznych metastaz plic.

4.8.4.3. Sonografie

Sonograficka vySetfeni nemaji diagnosticky vyznam pro primarni
nador, ale slouzi k vylouceni generalizace nadoru. Generalizace nadoru
musi byt vyloucena vzdy pred zamySlenym chirurgickym vykonem.
NejcastéjSim vySetienim je sonografie biiSni dutiny. Zde patrdme po
metastdzach v jatrech, zda se expanzivni proces nesifi per continuitatem do
sousednich organt, popiipadné¢ patrdme po pfitomnosti ascitu ¢i
hydronefroze, svéd¢ici o tutlaku mocovodi. Miize rovnéZ pomoci
v diferencialni diagnostice utvari v malé péanvi, 1 kdyz spolehlive;si

vysledky poskytuje CT vySetteni.

Endorektalni ultrasonografie poskytuje velmi pfesné informace o

hloubce penetrace do stény, nebo skrze sténu v piipad¢ karcinomu rekta.
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Odhali téz ptitomnost zvétSenych pararektalnich uzlin, ale nedokéze rozlisit

mezi reaktivnim zvétSenim uzlin a karcinomatdznim postizenim. (68, 76)

4.8.4.4. CT vySetieni

CT vySetteni biicha neni vhodné pro diagnostiku primarniho nadoru,
1 kdyz casto byva pii hledani malignity nejasného pivodu prvnim
vySetfenim, které zachyti kolorektalni karcinom. V rutinni praxi by vSak
mélo byt CT provadéno vyhradné v pfipad¢ patrani po generalizaci nadoru.
Je proto indikovano ptfedev§im CT jater a plic, a to zvlaste¢ tehdy, kdy

ostatni provedené zobrazovaci techniky neposkytnou jednoznaény nalez.

CT wvysSetfeni je rovnéZz indikovano k diferencidlni diagnostice
expanzivnich procestt vmalé panvi a k odhaleni extramuralniho ridstu
nadoru u karcinomu rekta.

V dnedni dobé moznost pouziti PET CT jako kombinované metody
uziti CT a isotopového vySetieni piinaSi vyrazny posun piredevSim
pii verifikaci zbytkového tumoru po operaci a pifi vyhleddvani metastaz.
Neni vhodné k primérni diagnostice, jeho hlavni vyznam vSak spociva

predevsim pti nejasnych néalezech v priabéhu follow up. (76)

4.8.4.5. Magneticka rezonance

Je indikovana vyjimec¢né, pouze v piipadé¢ nejasného nalezu CT
vySetfeni. Ucelné je toto vySetfeni u nadort rekta a patologickych zmén

v retroperitoneu.

4.8.4.6. Dalsi vySetieni

Z dalsich vySetfeni by mélo byt predoperacné provedeno

gynekologické vySetfeni u vSech Zen a urologické vySetfeni pii nalezu
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hematurie ¢i pi1 urologické symptomatologii svéd¢ici pro progredujici

onemocneni.

4.9. Lécba kolorektalniho karcinomu

4.9.1. Chirurgicka lé¢ba

V ptipad¢ kolorektalniho karcinomu se jednd o jedinou kurativni
1é¢bu, predpokladem je ale malo pokrocilé onemocnéni (stadium I, II). Jako
radikélni lze operaci hodnotit pouze tehdy, jestlize byl odstranén nejen
nador, ale 1 cely segment tra¢niku s adekvatnim rozsahem lymfatické
drenéze, za predpokladu neptitomnosti vzdalenych metastaz. U pokrocilych
forem je chirurgicky vykon nezbytnou metodou paliativni, kdy jsou u
nemocného pfedoperacné zjisStény vzdalené metastazy. Jedna se vétSinou o
segmentadlni resekce s odstranénim spadovych uzlin, nebo o zalozeni
stomie pii lokalni inoperabilité nadoru.

Spravné provedeny chirurgicky vykon je jednim z dilezitych faktort

rozhodujicich o dlouhodobém pieziti pacienta. (25)

4.9.1.1. Elektivni vykony

Interval mezi zjiSt€énim diagndézy a zapocetim 1écby by nemél
piesahnout 4 tydny, optimum 20 dnti. Chirugicka lIé¢ba je metodou prvni
volby. K lokalni recidivé pfi spravném postupu dochazi ziidka.

Ptiprava k chirurgickému vykonu zapocitd ptijetim do nemocnice a
jeji nedilnou soucasti je informovany souhlas nemocného. Dilezité je
predevs§im vysvétleni moznosti zaloZeni kolostomie, ¢aste¢né inkontinence
stolice po nizkych resekcich, sexualnich potizich po operaci, CastéjSich
stolic, moznosti komplikaci apod.

Ortogradni ptiprava stfeva je na nasem pracovisti preferovéna a

povazujeme ji za nedilnou soucast ptipravy. Je vSak nutné nemocného
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upozornit na nutnost vysSiho pfijmu tekutin. Abychom zabranili
dehydrataci a iontové disbalanci, kterd po tomto druhu ptipravy vznika,
podavame nemocnému infusni 1é€bu ( napt. 1000 ml Hartmanova roztoku
+ 20 — 40 ml KCI 7,5% na 6 hod. ).

Profylaxe tromboembolické nemoci je samoziejmosti, zacatek 1€cby
je zpravidla vecer pfed vykonem. Nutnosti je 1 antibioticka profylaxe, kdy
podavame prvni davku antibiotika cca 30 min pfed zapocetim vykonu a
dalsi davku po 2 hodinach. O nutnosti delsi ATB 1é¢by po vykonu
rozhoduje operatér. Druh profylaktického ATB konzultujeme s ATB
centrem v souvislosti s epidemiologickou situaci na klinice. (36, 68, 71, 73,
76)

Kurativni resekci se rozumi odstranéni viditelného tumoru
dostatecn¢ daleko do zdravé tkan¢ minimalné 5 cm pod a 10 nad tumor,
odstranéni regionalnich lymfatickych uzlin — minimum 12. Zasadné se
musi histologicky vySetfit resekéni linie.

U karcinoml dolnich 2/3 rekta je metodou volby princip totalni
mesorektalni excize. U karcinomi horniho rekta je nutné mesorektum
prerusit nejméné 5 cm pod dolnim okrajem nadoru. (Tim by se m¢l zajistit
vyskyt lokalnich recidiv do 2,6%). V dne$ni dobé€ jsou uptednostnovany
velmi nizké resekce oproti amputacim rekta, nebot amputace rekta
nesnizuje vyznamné ¢etnost lokdlnich recidiv. Sta¢i pferuseni rekta 2 cm
pod tumorem. (36, 71)

Druhy vykoni se lisi dle lokalizace tumoru — obr. 11. Za radikalni
resekéni vykon s dodrZzenim lymfadenektomie spadového lymfatického
feCiSt€¢ a s dostateCnou axialni radikalitou je povazovéna pravostranna
hemikolektomie pii lokalizaci tumoru v caecu ¢i colon ascendes, rozsifena
pravostranna hemikolektomie pii tumoru hepatilni flexury, resekce

transversa pifi lokalizaci karcinomu na transverzu, levostranna
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hemikolektomie pfi tumoru na descendentu a sigmatu, resekce sigmatu pii

lokalizaci na vrcholu sigmatu.

Obr. 11. Druhy resekénich vykoni na colon dle lokalizace

primarniho tumoru. (36)

Pti lokalizaci tumoru na rektu, kde resekéni linie mize byt
minimaln¢ 2 cm pod nadorem rozhoduje o resekci rekta ¢i o jeho amputaci
funkcnost svéracli. Pokud je jejich funkce zachovana, a zaroven splnéna
podminka resekéni linie 2 cm pod nddorem lze uvaZovat o nizké piedni

resekci rekta double stapling s dodrzenim totdlni mesorektalni excize,
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eventuelné s resekci mesorekta 5 cm pod tumorem — obr. 12. Pokud ne pak

je vykonem volby amputace kone¢niku — obr. 13.

Obr. 12. Resekce rekta snaznacenou resekéni linii pfi totalni

mesorektalni excizi.
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Pokud nador neprortstd do svaloviny rekta a ma maximalné 3 cm
v pruméru lze uvazovat 1 o transandlni excizi opera¢nim rektoskopem

( TEM ).

4.9.1.2. Akutni vykony

Indikaci k akutni operaci je nejCastéji ileus, méné Casto perforace a
krvéaceni. Pti lokalizaci na pravém tracniku se provadi pravostrannd event.
roz8ifend pravostrannad hemikolektomie. Pfi lokalizaci v levé poloviné je
metodou volby dvoudoba operace — Hartmanova resekce, pifi pokrocilém
ileu tlustého stieva pak subtotalni kolektomie — obr. 14. (73, 76)

Pii lokaln€ inoperabilnim nadoru vSak nelze nalez feSit vysSe
uvedenymi zpisoby a je nutno stav feSit paliativné — viz nasledujici

kapitola.

Obr. 14. Subtotalni kolektomie s moznostmi ileorektoanastomoz.

ML R -\\“vn»-n\\\\‘

e

=0
nE o

= ...uﬂlu.-uw
)

Arnel)

....\lluh..nu

SES
¥

ST AR TR SO T T A T TN LR

AV
= = >

WV

DV gy e

53



4.9.1.3. Paliativni vykony

Mezi paliativni vykony patii kratké resekce bez lymfadenektomie — u
nemocnych s generalizaci.

Pfi inoperabilnim nadoru jsou provadény rtzné druhy paliativnich
anastomoz ( ileotransverzoanastomoza, transverzosigmoideoanastomodza )
zpravidla side to side — obr. 15, dale Ize proximalné nad tumorem zaloZit
kolostomii ¢i ileostomii. Nalez na sigmatu event. v hornim rektu lze za
urCitych okolnosti paliativné feSit endoskopicky a to zavedenim stentu, lez
pouzit pro mnadory rekta paliativné 1 laserovou ¢i argonovou

elektrokoagulaci. (73, 76)

Obr. 15. Paliativni spojkové operace

4.9.1.4. Chirurgicka lé¢ba metastaz

V indikovanych pfipadech je mozno provést resekci jaternich
metastaz, i solitdrnich plicnich metastdz. Kontraindikaci je multiorgdnové
metastatické postizeni, karcinomatoza peritonea a neodstranitelné¢ nadorové

postizeni lymfatik. Po dohodé¢ sonkologem je dalSi moZnosti
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terapeutického ovlivnéni jaternich metastaz zaloZzeni vendzniho ¢i

arterialniho portu k lokélni perfuzi cytostatiky.

V nékterych ptipadech lze GspéSné odstranit i mnohocetna loziska
metodou hypertermické destrukce metastdz nejCastéji radiofrekvencni
ablaci, v jatrech pak eventuelné 1 kryalizaci ¢i alkoholizaci metastaz. (4,

36)

4.9.2. Radioterapie

V komplexni 1écb¢ kolorektalniho karcinomu se jedna predevsim o
zevni ozareni. Piredoperacni ozafeni (20-35 Gy/ 2 - 3 tydny) prodluzuje
dobu preziti a oddaluje recidivu pfedev§im u nemocnych ve stadiu III, u
nemocnych ve stadiu I, II neni ptinos pfedoperacni radioterapie prukazny.
U nemocnych s nddory, které maji hrani¢ni operabilitu je moZno pouZit i
vysSich davek (50-60 Gy ve 25-30 frakcich/ 5 - 6 tydnli). Pooperacni
ozafeni panve se povazuje za vhodny doplnék chirurgické 1écby
pokrocilého onemocnéni, nebo jako paliativni 1écba neresekovatelného
nadoru. Byly téz popsany ptiznivé vysledky sendviCové metody
(radioterapie-operace-radioterapie). Radioterapie se také uplatiiuje
v paliativni 1é€b€ vzdalenych metastaz. Ostatni metody radioterapie

(peroperacni, intraluminarni) maji zatim povahu experimentalni. (4, 76)

4.9.3. Chemoterapie

Chemoterapie se u kolorektalniho karcinomu pouziva predevSim ve
dvou hlavnich indikacich a to jako 1écba paliativni, nebo jako lécba
adjuvantni.

K paliativni terapii 1ze pouzit monoterapii 5 - fluorouracilem, nebo

nékterym z nové pouZzivanych chemoterapeutik (irinotekan), 0¢inngjsi je
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vSak kombinace 5 - fluorouracilu s leukovorinem nebo kombinace s jinymi
synergné pusobicimi cytostatiky.

Vyznam adjuvantni chemoterapie byl prokdzdn u kombinace 5 -
fluorouracilu s leukovorinem, kdy u stadia III tato kombinace vyznamné
zvySuje procento pétiletého preziti. DalSi moznosti je konkomitantni
chemoradioterapie  (sou€asné¢ podani  chemoterapie v kombinaci
s ozafenim), kde je také dolozen pozitivni uCinek na dlouhodobé preziti
pacientil. (46) U nizSich stadii nebyl vyznam adjuvantni chemoterapie
spolehlivé dolozen. (76)

Intraarteridlni chemoterapie cestou arteria hepatica mize byt a¢innou
1éEbou jaternich metastaz, kde se opct pouziva 5 - fluorouracil, u€innéjsi je
vSak 5 - fluorodeoxyuridil. O vyznamu intraperitoneélni chemoterapie jako

profylaxe jaternich metastdz neni zatim dostatek dikazii a moZnosti této

1écebné metody jsou predmétem klinickych studii.

4.9.4. DalSi moZnosti 1écby

Z ostatnich lé€ebnych metod je pfedmétem vyzkumu imunoterapie a
to piredevsim s ohledem na moznost 1¢cby nadorového onemocnéni pomoci
monoklonalnich protilatek (napt. protilatkou 17-1A), nad€jné jsou studie
zkoumajici 1écbu interferonem v kombinaci s melatoninem. Zkousela se 1
autologni transplantace kostni dfené po vysokodavkované chemoterapii, ale

remise dosazené touto 1écbou byly pouze kratkodobé. (4, 76)

4.10. Prognoza

Na prognozu nemocného s kolorektdlnim karcinomem ma vliv
n¢kolik faktort. PredevS§im je to staging nddoru, déale rezidudlni nador,
histologické nalez, lokalizace a komplikace.

Hloubka invaze a generalizace nadoru je jednim z nejdulezitéjSich

prognostickych faktorti u pacienti s kolorektalnim karcinomem. Pétileté

56



preziti u pacientil s nddorem tlustého stteva a rekta v zavislosti na stadiu
onemocnéni je pfiblizné nasledujici (25, 100): stadium 1 - 80 %,

stadium II - 60 %, stadium III - 30 %, stadium IV - 5 %.

Vysledky multivariaénich analyz poukazuji, Ze pfitomnost (R1, R2)
¢1 neptitomnost (R0O) rezidudlniho nddoru po primdrni terapii je vyznamny
nezavisly prognosticky faktor. Pétileté preZiti pacienti s RO se udava okolo
57 % ve srovnani s pacienty s R1,R2, kde je udavano preziti okolo 5 %. (4)

Mén¢ diferencované nadory (grading 3, 4) maji obecné¢ horsi
progndzu; ptitomnost koloidni slozky, intravaskuldrni propagace
nadorovych bunék a lymfatickd ¢i perineurdlni invaze maji téz vliv na

progndzu onemocnéni. (5)

Nadory rekta maji obecné horsi prognoézu. (36, 73)

Prognézu neptiznivé ovlivituji komplikace, jakymi jsou napf.
obstrukce ¢i perforace.

Nazory na ostatni diskutované faktory (jako napt. vE€k, pohlavi,
diabetes apod.), kter¢é mohou mit vliv na pfeziti jsou kontroverzni a

vyzaduji dalsi studie.

4.11. Prevence a dispenzarni péce

Karcinom tlustého stfeva je prakticky jedinym onkologickym
onemocnénim, kde je realizovatelnd primarni prevence nadoru. Jde o
nador, ktery je dasledkem pfedevsim chyb Zivotniho stylu a vlivu zivotniho
prostiedi. Proto je zde Siroké pole pro zdravotnickou osvétu vSech stupni a
charakteru doporuceného zivotniho stylu a jednak maji charakter optimalni

diagnostiky prekancerdz a ¢asnych forem tohoto nddorového onemocnéni.

4
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Obecna preventivni opatfeni lze fadit omezeni celkové konzumace
zivoc¢isSnych tuki, zvySeni obsahu vlakniny, vapniku; vitamini C, E a
selenu v kazdodenni stravé a omezeni nevhodné tepelné upravy potravy
(peceni, smazeni, grilovani).

Mezi specialni preventivni opatieni patii disledné odstranéni vSech
adenomli u asymptomatickych a rizikovych osob, nasledné periodické
kontroly  téchto jedinch. Déle preventivni podavani kyseliny
acetylsalicylové, nesteriodnich anirevmatik (diskutovany ucinek inhibice
produkce prostaglandinti cyklooxygenazami), ¢imz dochazi ke zpomaleni
rustu nddorovych bunék kolorektalniho karcinomu. (43)

Nezbytna je 1 dispenzarizace specidlnich rizikovych skupin. Vsichni
tito nemocni by se méli koloskopicky vySetfovat v pravidelnych ¢asovych
odstupech (viz kapitola 4.7.2.).

Dispenzarizace pacienti s kolorektadlnim karcinomem po primarni
terapii je stejna jako u vSech onkologickych onemocnéni, tj. frekvence
kontrol 1x za tf1 mé&sice po dobu prvnich dvou let, ddle minimalné 2x rocné
po dobu 5 let od skonceni lécby. Kontrola spociva v klinickém a
komplementarnim vysetieni (viz vy3e). Casovy harmonogram provedeni
jednotlivych vySetfeni v rdmci polécebného sledovani pacientl. ( viz
kapitola 4.11.1. ). U vSech nemocnych po nizké resekci rekta jsou nutné
endoskopické kontroly anastomdzy po 3 mésicich béhem prvnich dvou let

pooperacniho sledovani. (73)

4.11.1. Diagnostika v pribéhu follow up
Cilem pravidelnych kontrol nemocného je vcasnd diagnostika
relapsu  ¢i generalizace onemocnéni. Pravidelné kontroly stavu

nemocn¢ho dle doporucenych schémat (25, 75) jsou shrnuty v tabulce €. 3.
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Tab. 3. Doporucend vySetfeni a intervaly kontrol pooperacniho

sledovani pacienti s kolorektalnim karcinomem

Follow up |Interval VySetieni
1. rok po|lxza6mésich |[Sono jater; koloskopie ev.
operaci rektoskopie
1x za 12 mésicti [RTG plic
1x za 3 mésice [Nadorové markery CEA, CA
19-9
2. rok po|lxza 12 mésict |[Sono jater; koloskopie ev.
operaci rektoskopie;
1x za 12 mésicti [RTG plic
1x za 3 mésice [Nadorové markery CEA, CA
19-9
3. rok po|lx za 12 mésici [Sono jater; RTG plic
operaci
1x za 2-3 roky [Koloskopie ev. rektoskopie
Ix za 3 mésice |[Nadorové markery CEA, CA
19-9
Dalsi 1x za 6 mésici  [Nadorové markery CEA, CA
sledovani 19-9
1x za 12meésicit [Sono jater; RTG plic
1x za 2-3 roky [Koloskopie, event. rektoskopie

Sledovani nddorovych markera je dle doporuceni EGTM (European

Working Group on Tumour Markers) nasledujici: v 1. roce 1 mésic, ve 2.

roce 2 mesice, po 3. roce 3 mésice od 5. roku 2x ro¢né trvale do konce

zivota (55). V rutinni praxi je vSak vzhledem k ekonomickym ndkladim
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optimalni provadét stanoveni nadorovych markert 1x za tfi mésice

v prvnich tiech letech, dale pak v intervalu 6 mésict. (13)
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II. Vyzkumna ¢ast

Vyzkumna ¢ast vznikla za podpory grantu IGA — NR 7894-3/2004.

1. Cile projektu:

1. Stanoveni hladiny nadorové mRNA tumorosnim lozisku a v krvi
nemocného, pomoci reverz-transkription polymerase chain reaction ( RT-
PCR ), provéfeni moznosti vyuziti téchto vysledkli k dispenzarizaci
nemocnych po operacich pro kolorektalni karcinom z hlediska recidivy a
metastaz nddorového onemocnéni.

2. Posouzeni stupné malignity a progndzy nemocného v zavislosti na
hladindch nadorové mRNA v krvi pacienta v korelaci s klinickym a
histopatologickym nalezem.

3. Urcit moznosti vyuziti stanoveni nadorové mRNA jako screeningové
metody vzhledem k piedpokladané specificnosti porovnanim s kontrolnimi
skupinami pacientil s benignimi diagn6zami a skupinou pacientd s maligni
diagnosou jiné lokalizace.

4. Porovnat citlivost metody z hlediska poopera¢ni recidivy a metastaz
nadorového onemocnéni se stanovenim béznych nddorovych markert —
karcinoembryonalni antigen ( CEA ), glykoproteinovy antigen
mucinosniho typu: Carbohydrate antigen 19-9 ( CA 19-9 ), proliferacni
nadorovy marker tymidinkindza ( TK ), solubilnich cytokeratininové
fragmenty: tkanového polypeptidového antigenu ( TPA ) a tkanového
specifického polypeptidového antigenu ( TPS ) - v séru.
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2. Metodika

U nemocnych s nddorovym onemocnénim kolorekta bez zndmek
metastdz ¢i generalizace byl po resekénim vykonu odebran z preparatu
vzorek tumoru velikosti 5x5x5 mm ( pro moznost kontroly 2x ) a byla z n¢j
stanovena mRNA. Hladinu mRNA jsme stanovili v periferni krvi
nemocné¢ho pied vykonem, 7 dni po vykonu, déle 6 a 12 mésici po vykonu.
Stejn¢ tak byla u téchto pacientdl stanovena hladina klasickych
onkomarkerii — CEA, CA 19-9, TPS, TPA, TK ve stejnych intervalech.

U kontrolnich skupin ( specifikace kontrolnich skupin viz nize) —
jsme provedli nabér periferni krve, ze které jsme stanovili mRNA CEA a
CK20.

Krev byla pacientim odebirdana z periferni Zily. VSichni nemocni
byli o zatazeni do projektu informovani a podepsali pisemny souhlas (
ptiloha 1. ). mRNA z krevnich vzorkll a vzorki nadoru a onkomarkery

stanovila radioimunologicka laboratot pfi II. interni klinice FN Plzen.

2.1. Metodika stanoveni mRNA RT-PCR

2.1.1. Izolace RNA ztkanovych vzorki Kkolorektalniho
karcinomu

Tkanové vzorky kolorektalniho karcinomu byly po chirurgickém
vykonu histologicky verifikovany a zamrazeny na -75°C. Ze 100 mg
vzorku jsme izolovali celkovou RNA. Tkan jsme homogenizovali ve
zkumavkach se specidlnimi kulickami pfistrojem Fastprep ( Fa

Thermosavant, USA ) a kitem FastRNA Pro Green Kit (Q BIOgene, USA).
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2.1.2. Izolace RNA nadorovych bunék z periferni krve

Izolace RNA nadorovych bunék (cirkulujici nadorové bunky — CTC)
z periferni krve se provadi dvéma odliSnymi ptistupy. Prvni pistup spociva
v izolaci volné RNA ktera se nachazi v krvi pacienta resp. v plazmé. Tato
volnd RNA se nachdzi také u zdravych lidi. K detekci metastazovani
nadorového procesu se proto pouzivd stanoveny mRNA geni specificke
pro nadorové bunky napt. CEA nebo mRNA genti charakteristickych pro
epitelidlni buiiky (CK), jejichz RNA by se v periferni krvi vyskytovat
nemeéla a proto se jeji pivod odvozuje od rozpadlych naddorovych bunék
epitelidlniho plivodu. Druhy zplsob spociva v piimé izolaci naddorovych
bun¢k. Zde se uplatinuji rlzné pfistupy jejich izolace resp. ziskani
obohacené¢ frakce. Vyuzivaji se zplsoby imunomagnetické separace,
pouzivaji se protilatky (proti adhezivni molekule EPCAM, cytokeratinum)
navazané na magnetické kulicky, které umoZni na protilatky navazané
buiikky separovat. DalSi pfistup spo¢ivd v zachyceni CTC na membranu
(MILLIPORE 8um TETP), ptes kterou se filtruje plna krev fedéna
fyziologickym roztokem. Erytrocyty a lymfocyty projdou a vetsi buiky,
mezi nimi nddorove, se zachyti.

Na vySe uvedené metody navazuje vlastni izolace RNA a reverzni
transkripce RT a stanoveni genti (v nasi praci CEA, CK20) real-time PCR.

Postupné¢ jsme vyzkouseli tyto 3 metody:

A. Imunomagnetické separace: Adna test Colon Cancer Select (ptiloha
10.)

Po resuspendovani Colon Select kitu propipetovanim (protilatky
s magnetickymi  kulickami) jsme prenesli pfislusné mnozstvi do
eppendortky (100ul na vzorek / ptislusny pocet vzorka) a umistili ji do
MPC-S (magneticky separator — Dynal). Po jedné minuté jsme odstranili

supernatant pipetou (bez stlaeni kuli¢ek) — odstranéni store buffer a

63



vyjmuli eppendorfku z MPC-S. Nasledn¢ jsme ptidali 1ml PBS ( fosfatovy
puffer ) a resuspendovali Spickou. Vzorek jsme dale umistili na 1min do
MPC-S a odstranili supernatant a zopakovali jeSt¢ dvakrat piidani
fosfatového pufru. Pak jsme vyjmuli eppendorfku z MPC-S, ptidali
ptislusné¢ mnozstvi PBS (100ul na vzorek — pfisluSny pocet vzorkl) a
pfidali k5 ml plné krve a dale jej jsme umistili do rotatoru (RS-24
BIOSAN, CR) a 2 hod. inkubovali. Nasledné jsme v MPC-L (magneticky
separator — Dynal) odstranili supernatant a promyli vzorek PBS. Z takto
1zolovanych CTC ( cirkulujici nddorové buiiky ) jsme izolovali celkovou

RNA.

B. Metoda izolace volné RNA zplazmy: TRI Reagent BD® (MRC,
USA) — zakladni izola¢ni roztok, zbytek chemikalii b&éZn€ dostupny
v laboratofi.

Nejprve jsme centrifugovali zkumavky pIné krve, 10min 2300 ot. a
nasledn¢ jsme odebrali Iml plazmy + 3ml TRIReagentu BD + 80ul kys.
octové. Po promichani jsme ptidali 0,8ml chloroformu ( 15 s. tfepani a
Smin stat. ). Nasledovala opétovna centrifugace 10tis. ot. pii 4°C, 15min.
Po odebréani vodni faze, jsme pfenesli roztok do eppendorfky a ptidali 2ml
isopropanolu, protiepali a na 10 min nechali stat. Nasledovala opétovna
centrifugace 12tis. ot. pt1 4°C, 10min. Po té jsme ptidali Iml 75% ethanolu,
a op&t nasledovala centrifugace 10tis. ot. pti 4°C, 8min. Vzorek RNA jsme

rozpustili v 50ul DPEC H,O ( deenzymované voda )

C. Metodu zachytu nadorovych bunék na membrané Millipore
nasledovana izolaci RNA - za uziti TRI Reagent BD®
S5ml plné krve jsme natedili 15 ml fyziologického roztoku a ptes filtr

(ISOPORE MEMBRANE FILTERS 8um TETP) jsme ptefiltrovali obsah
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sttikaCky. Membranu se zachycenymi buikami jsme pienesli do
eppendorftky s 0,375 ml trireagentu BD. Po promichani jsme ptidali 0,8ml
chloroformu, 15 s. tfepali a 5min nechali vzorek stat s naslednou
centrifuagaci 10tis. ot. pfi 4°C, 15min. Po odebrani vodni faze jsme
pienesli vzorek do eppendorfky a ptidali 250 ul isopropanolu,  protiepali
a 10min nechali stat. Nasledovala centrifugace 12tis. ot. pti 4°C, 10min. Po
té jsme ptidali 1ml 75% ethanolu, a opét nasledovala centrifugace 10tis. ot.
8min. Po ususeni ( 10 min ) jsme vzorek RNA rozpustili v 50ul DPEC H,0O

( deenzymovana voda ).

Pro vzorky periferni krve ziskané pfed a sriiznym odstupem po
operaci jsme pouzily:
B. Metodu izolace volné RNA z plazmy
C. Metodu zachytu nadorovych bunék na membrané néasledovanou izolaci
RNA

Metodou A jsme ve zkuSebnich vzorcich nedetekovali Zadnou
mRNA genit CK20 a CEA. Vzhledem k velké finan¢ni ndro¢nosti tohoto
postupu a poctu vzorkili jsme se rozhodli pro izolace RNA resp. CTC pouzit

metody B a C.

2.1.3. Metodika RT real-time PCR

3 ug izolované celkové RNA jsme pouzili do reverzni transkripce
(RT). Reverzni transkripci jsme provedli pomoci enzymu Superscript II
Reverse Transcriptase (Life Technologies, USA). Jako primer pro RT jsme
pouzili oligo d(T)21. Primery pro GAPDH, MMP-9, MMP-7. TIMP-2,
TIMP-1, CEA a CK20 jsme navrhli tak, aby piekracovaly minimaln¢ jeden
intron. Fragmenty ziskané PCR jsme inzertovali do vektoru pGEM

(Promega Corporation, USA), klonovali a sekvenovali. Klonované
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fragmenty MMP-9, MMP-7, TIMP-2 TIMP-1, CEA, CK20 a GAPDH jsme
pouzili jako standardy o zndmém poctu molekul. 1 pl ¢cDNA kazdého
vzorku jsme pouzili pro real-time PCR na pfistroji Rotorgene (Corbet
Research, Australia). Pro stanoveni amplifikace DNA jsme pouzili barvu
SYBR Green 1. Specifitu reakce jsme ovéfili pomoci teplotni kiivky tani a
elektroforézy. Stanoveni jsme provedli jako absolutni (pocet molekul
cDNA) a jako standardy jsme pouzili klonované fragmenty cDNA.
Vysledky jsou uvadény jako:

Absolutni hodnoty - kvantifikace byla provedena absolutné, za pouziti
klonovanych fragmentii o znamé koncentraci jako standard ( pocet kopii
molekul/ 3 ug RNA).

Normalizované hodnoty - vysledky jsou uvadény jako pomér

sledovaného genu a GAPDH ( pi. TIMP-1/GAPDH ).

2.2. Metodika stanoveni nadorovych markeru

Krev na stanoveni nadorovych markert a doplnujicich biochemickych
parametrii byla odebirdna standardné z loketni Zily v rannich hodinach.
Sérum ziskané zdvou tisic graml krve centrifugaci na 10 min bylo
skladovano aZ pii teploté -20°C. Bylo pouZito pro stanoveni rutinnich
nadorovych markerti a dopliujicich laboratornich parametri. Nadorove
markery byly stanoveny na Oddéleni nuklearni mediciny, Usek
Imunoanalyzy ( vedouci prof. MUDr. O. Topolc¢an ), pomoci komercnich
diagnostickych souprav dle doporu€eni vyrobcu. Jednalo se o nasledujici
komer¢ni soupravy pro stanoveni nadorovych markert:
karcinoembryonalni antigen (CEA, IRMA, Immunotech Ceska republika),
glykoproteinovy antigen mucinosniho typu: Carbohydrate antigen 19-9
(CA 19-9 Shering- CIS France), proliferacni nadorovy marker
tymidinkinaza (TK, REA Immunotech, Cesk4 republika ) a solubilnich

cytokeratininové fragmenty: tkanového polypeptidového antigenu (TPA,
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IRMA, DiaSorin Italy) a tkanového specifického polypeptidového
antigenu (TPS, IRMA, IDL Sweden), fragment cytokeratininu 19 (CYFRA
21-1, Shering- CIS France).

Dopliujici biochemické parametry byly vysetiovany
standardizovanymi laboratornimi postupy v laboratofi Ustavu klinické
biochemie a laboratorni diagnostiky FN Plzen (pfednosta prof. MUDr. J.
Racek, CSc.).

Kontrola stanoveni byla provadéna jednak pomoci kitového
kontrolniho séra, kontrolnich sér pro dlouhodobou stabilitu metodiky a na
zdklad€¢ mezilaboratornich kontrol Biorad (USA), Oncocheck (Francie) a

SEKK (CR).

3. Deskriptivni statistika zakladnich souboru

Rozdéleni nemocnych do skupin:

I. Nadory - nemocni s kolorektalnim karcinomem piedoperacné bez
generalizace

I1. Kontrolni skupiny:
1. Plice - nemocni s primarnim karcinomem plic
2. Prekancerdzy - nemocni s verifikovanou M. Crohn
3. Zéanéty - nemocni se zanétlivym onemocnénim
4. Zdravi — nemocni bez zn. tumoru ¢i zanétu napft. pred operaci kyl
5. NED - ze skupiny nemocnych s kolorektalnim karcinomem byla
vytvorena skupina nemocnych s minimalné 12 mési¢ni remisi onemocnéni
( tito pacienti nikdy neméli progresi onemocnéni, ze skupiny byly
vylou€eni pacienti s benignim, ¢i zénétlivym onemocnénim, které by

mohlo nespecificky ovlivnit hodnoty nadorovych markera ).
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3.1. Soubor Nadory

Soubor nemocnych je tvofen 52 pacienty, 32 muzi ( 62 % ) a 20
zenami ( 38 % ), primérny vék nemocnych je 63,41 roku ( 39,98 roku —
79,1 roku ), vékovy rozdil mezi pohlavimi neni ( p = 0,9032 ). U vSech

nemocnych byl histologicky stanoven adenokarcinom tlustého steva.

Tab. 1. Rozdéleni souboru dle lokalizace karcinomu kolorekta

Lokalizace Pocet Procent
( diagnozy dle ¢Ciselniku )

C18 25 48

C19 7 13,5
C20 20 38,5

Tab. 2. Rozdéleni souboru dle provedené operace

Typ operace Pocet
Pravostranna hemikolektomie 13
Levostranna hemikolektomie 3
Resekce sigmatu 9

Nizka predni resekce rekta - double stapling 18
Amputace rekta dle Millese

Subtotalni kolektomie s primarni anastomézou
Resekce rektosigmatu dle Hartmana

_—

Tab. 3. Rozdéleni souboru dle TNM klasifikace

TNM klasifikace Pocet Procent
T1 2 4
T2 13 25
T3 31 60
T4 6 11
NO 34 65
N1 10 20
N2 7 14
N3 1 1
MO 50 97
M1 2 3
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Tab. 4. Rozdéleni dle stagingu

Staging Pocet Procent
1 12 22,5

2 20 38,5

3 18 36

4 2 3

Tab. 5. Rozdéleni dle gradingu

Grading_g Pocet Procent
1 12 23

2 34 67

3 4 7

4 2 3

Tab. 6. Pozitivni uzliny a pocet uzlin v resekatu
Pocet uzlin Pocet
Pozitivni / celkovy pocet
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Graf. 1. Celkové preziti v zavislosti na véku
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Celkové ptiziti neni zavislé na véku (p = 0,7631 ).
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Qraf. 2.
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Celkov¢ preziti neni zavislé na pohlavi ( p =0,7599 ).

Graf. 3. Celkové ptiziti v zavislosti na diagnoze
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Existuje statisticky vyznamny rozdil v preziti nemocnych
s karcinomem kolorekta vzhledem k lokalizaci nadoru ( p = 0,0083 ). Tento
rozdil je zplsoben ziejmé¢ dobou bezptiznakovosti onemocnéni, kdy
tumory rekta zpiisobuji nejdiive a nejCastéji obtize, tedy jsou i
diagnostikovany v ptiznivéjSich stadiich. Nejhor$i vysledek je v naSem
souboru u nddort rektosigmoidealniho ptechodu, toto vSak muzZe byt

zkresleno mensim poctem nemocnych.

Graf. 4. Celkové preziti v zavislosti na stagingu
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Existuje statisticky vyznamny rozdil v pfeziti nemocnych v zavislosti
na stagingu onemocnéni ( p = 0,300 ), coz potvrzuje kvalitni patologické
zpracovani jednotlivych vzorkli a =zdaraziiuje nutnost adekvatni
onkologické 1écby, nebot’ pro stadia I a I1. se zda byt dostate¢na chirurgicka

terapie s nutnosti pe€livé dispenzarizace v poopera¢nim obdobi.
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Graf. 5. Celkové preziti v zavislosti na gradingu
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Existuje statisticky vyznamny rozdil v pieziti nemocnych v zavislosti

na gradingu karcinomu ( p = 0,0001 ), coz potvrzuje kvalitni patologické

zpracovani jednotlivych vzorki 1 adekvatni chirurgickou 1€¢bu.

3.2. Ostatni kontrolni soubory

V tab. 7. je zakladni deskriptivni statistika vSech kontrolnich skupin.

Tab. 7. VEk a pohlavi nemocnych v kontrolnich skupinach

Skupina Podet |Muzii |Zen Vek Minimum | Maximum
Zdravi 20 10 10 51,58 20,73 79,98
Zanéty 20 17 3 56,56 | 30,80 70,75
Prekancerozy | 20 10 10 32,18 20,41 57,91
NED 22 16 6 66,4 54,11 79,10
Plice 20 12 8 65,8 53,10 74,20
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4. Vysledky

Pro vétsi prehlednost jsou vysledky fazeny do mensich kapitol.

4.1. Exprese matrixovych metaloproteinaz 2 a 7 (MMP-2, MMP-
7) a tkanového inhibitoru matrixovych metaloproteinaz 1 a 2 (TIMP-1,
TIMP-2)

Kolorektalni karcinom je v Ceské republice druhym nejéastéjsim
karcinomem u muzli a zen. Pokud nedojde k v€asné diagnostice a 1éCbe,
pak karcinom tlustého stfeva postupné proriistd stievni sténou do okolnich
struktur, infiltruje lymfatické a krevni cévy a vytvaii vzdalené metastazy.
Nezbytnym krokem nadorové invazivity a metastazovani je degradace
extracelularni matrix (ECM) a prostup bazdlni membrénou (BM).
Matrixové metaloproteinazy (MMPs) a jejich inhibitory, inhibitory
matrixovych metaloproteindz (TIMPs), hraji dualeZitou roli v procesu
degradace ECM a BM ve vztahu k nadorové invazivité. (5, 66) MMP-2
(92kDa typ kolagendzy IV) degraduje molekuly kolagenu 1V, ktery je
hlavni komponentou BM. (60) MMP-7 (Matrilysin) je enzym degradujici
molekuly fibronektinu, elastinu a lamininu. Aktivita matrixovych
metaloproteindz zavisi na rovnovaze mezi hladinou aktivniho enzymu a
tkanového inhibitoru matrixovych metaloproteinaz. TIMP-2 se vaze
specificky nekovalentni vazbou na pro-formu MMP-2 a inhibuje jeho
enzymatickou aktivitu. (61) TIMP-1 reguluje aktivitu MMP-7. Stanovili
jsme exprese MMP-2, MMP-7. TIMP-2 a TIMP-1 ve tkénovych vzorcich
kolorektalniho karcinomu metodou real-time PCR a korelovali jsme ji se
stadiem choroby ( ptiloha 7.).

Matrixové metaloproteinazy (MMPs) jsou druhem endopeptidaz,
které maji schopnost degradovat vétSinu komponent bazalni membrany.

Regulace MMPs probiha na nékolika Urovnich, na Urovni transkripce,
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jejich aktivace a prostiednictvim specifickych tkanovych inhibitor
metaloproteindz (TIMPs). Prostfednictvim remodelace extracelularni
matrix (ECM) se MMPs uplatiuji pi1 procesech bunécné migrace
extracelularni matrix, dale prostfednictvim zmény extracelularni matrix
matrixovymi metaloproteinazami mohou buinky piejit do proliferace,
apoptozy nebo morfogeneze a mohou meénit aktivitu biologickych faktora
jako jsou rustové faktory a jejich receptory. V soucasnosti je zndmo vice
nez 28 lidskych MMPs a nové jsou stdle objevovany.

Klasifikace a nomenklatura MMPs je zaloZzena na kombinaci
substratové aktivity in vitro, aminokyselinové sekvenci a proteinové
struktufe. Ne&které matrixové metaloproteinazy zachovavaji historické
¢islovani. Typy MMPs nevazané na membranu jsou klasifikovany podle
jejich substratové aktivity: kolagenozy (MMPs 1, 8, 13 a 18), zelatinazy
(MMP-2 a MMP-9), stromelysiny (MMPs 3, 10 a 11), matrilysiny (MMP-7
a MMP-26), makrofagova elastindza (MMP-12), enamelysin (MMP-20),
membranové MMPs (MT-MMPs; MMPs 14-17, 24 a 25) a v soucasnosti
objevené matrixové metaloproteinazy (MMPs 19, 21, 23, 27 a 28) jsou ve

skuping nezatazené .

Tab. 8. Relativni hladiny specifickych mRNA kopii MMP-2,
TIMP-2, MMP7 a TIMP-1. Hodnota p vyjadiuje statisticky rozdil mezi

nadorovou maligni tkédni a normalni tkdni (Wilcoxonlv test).

mRNA normalni tkani (n=19) nadorova maligni tkan (n=38)

rozpéti 25%-75% rozpéti 25%-75% P
MMP-2/GAPDH 0-0 0 - 0,00035 0.0020
TIMP-2/GAPDH 0-0 0-0,0028 0.0467
MMP-7/GAPDH 0-0 0 - 3,2560 0.0007
TIMP-1/GAPDH 0-0.2394 0.0839-26.0146 0.0003

V tabulce 8. jsou hladiny relativni exprese mRNA MMP-2, TIMP-2,

TIMP-1 a MMP-7 a jejich rozdily mezi normélni tkdni a nédorovou
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maligni tkéni. Hladina exprese mRNA MMP-2, TIMP-2, MMP-7 a
TIMP-1 je signifikantn¢ zvySena u naddorové maligni tkdné ve srovnani s
normalni tkani (p<0.0020, p<0.0467, p<0.0007, p< 0.0003).

Hladiny relativni exprese mRNA MMP-2, TIMP-2, TIMP-1 a
MMP-7 a jejich rozdily mezi tkani benigniho onemocnéni a néddorovou
maligni tkdni jsou v tabulce 9. Zjistili jsme, Ze hladina exprese je
signifikantné zvySena pouze u mRNA MMP-2 nddorové maligni tkan¢ ve
srovnani s benigni tkani (p<0.0464). Rozdil v hladiné¢ exprese mRNA
TIMP-2 , MMP-7 a TIMP-1 mezi naddorovou a benigni tkani nebyl zjistén
(p<0.4042, p<0.1139, p<0.0780).

Tab. 9. Relativni hladiny specifickych mRNA kopii MMP-2,
TIMP-2, MMP7 a TIMP-1. Hodnota p vyjadiuje statisticky rozdil mezi

nadorovou maligni tkani a benigni tkani (Wilcoxontv test).

mRNA tkan benigniho onemocnéni (n=11) |nadorova maligni tkar (n=38)

rozpéti 25%-75% rozpéti 25%-75% P
MMP-2/GAPDH 0-0 0 - 0,00035 0.0464
TIMP-2/GAPDH 0-0.0015 0-0,0028 0.4042
MMP-7/GAPDH 0-1.10987 0 - 3,2560 0.1139
TIMP-1/GAPDH 0-20.3014 0.0839 - 26.0146 0.0780

V tabulce 10. jsou hodnoty exprese mRNA MMP-2, TIMP-2,
MMP-7 a TIMP-1 a jejich porovnani mezi normalni tkdni a benigni tkéni.
Protoze jsme nenaSli rozdily v Grovni exprese geni MMP-2, TIMP-2,
MMP-7 a TIMP-1 mezi skupinami NORM a BENIGN (p<0.2231,
p<0.4615, p<0.2691, p<0.2932) spojili jsme tyto tkan¢ do jedné skupiny,
ktera umoznuje sledovat rozdily mezi maligni tkani a tkadni bez maligniho

postizeni, tabulka 10.
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Tab. 10. Relativni hladiny specifickych mRNA kopii MMP-2,
TIMP-2, MMP7 a TIMP-1. Hodnota p vyjadifuje statisticky rozdil mezi

normalni tkdni a benigni tkdni (Wilcoxontiv test).

mMmRNA normalni tkan (n=19) | tkan benigniho onemocnéni (n=11)

rozpéti 25%-75% rozpéti 25%-75% P
MMP-2/GAPDH 0-0 0-0 0.2231
TIMP-2/GAPDH 0-0 0-0.0015 0.4615
MMP-7/GAPDH 0-0 0-1.10987 0.2691
TIMP-1/GAPDH 0-0.2394 0-20.3014 0.2932

Hladiny relativni exprese mRNA MMP-2, TIMP-2, TIMP-1 a
MMP-7 a jejich rozdily mezi normalni tkéni s tkdni benigniho onemocnéni
a nadorovou maligni tkani jsou v tabulce 11. Zjistili jsme, Ze hladina
exprese mRNA MMP-2, MMP-7 a TIMP-1 je signifikantné zvySena u
nadorové maligni tkdné ve srovnani s normalni tkani a benigniho
onemocnéni (p<0.0005, p<0.0004, p<0.0007). Rozdil v hladin¢ exprese
mRNA TIMP-2 mezi nadorovou maligni a nemaligni tkani byl hrani¢ni

(p< 0.0549).

Tab. 11. Relativni hladiny specifickych mRNA kopii MMP-2,
TIMP-2, MMP7 a TIMP-1. Hodnota p vyjadiuje statisticky rozdil mezi

jednotlivymi naddory a kontrolni skupinou (Wilcoxontiv test).

mRNA normalni tkan + benigni onemocnéni (n=30) [nadorova maligni tkarn (n=38)

rozpéti 25%-75% rozpéti 25%-75% P
MMP-2/GAPDH 0-0 0-0,00035 0,0005
TIMP-2/GAPDH 0-0,0001 0-0,0028 0,0549
MMP-7/GAPDH 0-0 0 - 3,2560 0,0007
TIMP-1/GAPDH 0 - 0,6665 0.0839 - 26.0146 0,0004

Vzhledem k funkéni zavislosti, stanovili jsme pomér mRNA
MMP-2/TIMP-2 a korelovali jej se stadiem nddorového onemocnéni. Jak je

vidét na grafu, vyssi stadium nddorového onemocnéni koreluje s vySSim
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medidnem hodnot poméru MMP-2/TIMP-2 (stage II: 0.29, stage III: 0.69,
stage IV: 2.71) ale neregistrovali jsme statistickou signifikanci (p<0.58).

Graf. 6. pomé&r mRNA MMP-2/TIMP-2 u stadii nadorového

onemocnéeni
Bow & Whigkoer Plot
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Hladiny relativni exprese mRNA MMP-2, TIMP-2, TIMP-1 a
MMP-7 a jejich rozdily mezi stadii onemocnéni I a II oproti stadiim III a
IV jsou vtabulce 12. Nezjistili jsme Zadné signifikantni rozdily v
hladinach exprese mRNA TIMP-2 , MMP-7 a TIMP-1 mezi stadii I, II
versus III, IV (p< 0.8044, p<0.8278, p<0.7167, p<0.4083).
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Tab. 12. Relativni hladiny specifickych mRNA kopii MMP-2,
TIMP-2, MMP7 a TIMP-1. Hodnota p vyjadiuje statisticky rozdil mezi
stadii I, IT a stadii III, IV (Wilcoxontiv test).

mRNA stadium | + 1 stadium Il + 1V b
n rozpéti 25%-75% n rozpéti 25%-75%
MMP-2/GAPDH |15 0 - 0.0003 23 0 - 0.0004 0.8044
TIMP-2/GAPDH |15 0 - 0.0033 23 0 - 0,0028 0.8278
MMP-7/GAPDH |15 0-2,8318 23 0 - 1,6036 0.7167
TIMP-1/GAPDH [15 1,4426 - 17,5642 23 0,0522 - 5,3530 [0.4083

V tabulce 13. jsou hodnoty hladin exprese mRNA MMP-2, TIMP-2,
MMP-7 a TIMP-1 a statistické vyznamnosti vzorkd kolorektalniho
karcinomu u pacienti s diagndézou karcinomu kolon (dg. C18 a C19)
srovnany s hodnotami u pacientli s diagnozou karcinomu rekta (dg. C20).
V hladinach exprese mRNA MMP-2, TIMP-2, MMP7 a TIMP-1 jsme
rozdil mezi vzorky nezaznamenali (p<0.2949, p<0.2473, p<0.7689,
p<0.3745).

Tab. 13. Hodnoty hladin exprese mRNA MMP-2, TIMP-2, MMP7 a
TIMP-1 u vzorku kolorektalniho karcinomu pacienti diagnézou karcinomu

kolonu, karcinomu rektosigmoideédlniho spojeni a rekta (dg. C18, C19,

C20) (Wilcoxoniiv test).

diagn6za C18 + C19 diagnéza C20
MRNA n rozpéti 25%-75% n rozpéti 25%-75% P
MMP-2 | 17 0 - 0.0015 20 0 - 0.0002 0.2949
TIMP-2 | 17 0 - 0.0005 20 0-0.0101 0.2473
MMP-7 | 17 0-6.1422 20 0 - 2.9156 0.7689
TIMP-1 | 17 0.1712 - 0.2644 20 0.0681 - 10.3096 0.3745
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4.2. Exprese geni GAPDH, MMP-2, TIMP-2, MMP-7 a TIMP-1
v zavislosti na stadiu onemocnéni

Hladiny relativni exprese mRNA MMP-2, TIMP-2, TIMP-1 a
MMP-7 a jejich rozdily mezi stadii onemocnéni I a Il oproti stadiim III a
IV jsou vtabulce 14. Nezjistili jsme zadné signifikantni rozdily v
hladinach exprese mRNA TIMP-2 , MMP-7 a TIMP-1 mezi stadii I, II
versus III, IV (p< 0.8044, p<0.8278, p<0.7167, p<0.4083).

Tab. 14. Relativni hladiny specifickych mRNA kopii MMP-2,
TIMP-2, MMP-7 a TIMP-1. Hodnota p vyjadiuje statisticky rozdil mezi
stadii I, IT a stadii 111, IV (Wilcoxoniiv test).

mMRNA stadium | + 1| stadium Il + IV D
n rozpéti 25%-75% n rozpéti 25%-75%
MMP-2/GAPDH |15 0 - 0.0003 23 0 - 0.0004 0.8044
TIMP-2/GAPDH |15 0 - 0.0033 23 0 - 0,0028 0.8278
MMP-7/GAPDH |15 0-2,8318 23 0 - 1,6036 0.7167
TIMP-1/GAPDH |15 1,4426 - 17,5642 23 0,0522 - 5,3530 |0.4083

V tabulce 15. jsou hodnoty hladin exprese mRNA MMP-2, TIMP-2,
MMP-7 a TIMP-1 a statistické vyznamnosti vzorkli kolorektalniho
karcinomu pacientl s diagn6zou karcinomu kolonu (dg. C18) v.s. pacienti s
diagnozou karcinomu rektosigmoidealniho spojeni a rekta (dg. C19 a C20).
V hladinach exprese mRNA MMP-2, TIMP-2, MMP-7 a TIMP-1 jsme
rozdil mezi vzorky pacientii diagndzy C18 v.s. C19 a C20 nezaznamenali

(p<0.2949, p<0.2473, p<0.7689, p<0.3745).
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Tab. 15. Hodnoty hladin exprese mRNA MMP-2, TIMP-2, MMP-7 a
TIMP-1 u vzorku kolorektalniho karcinomu pacienti diagnézou karcinomu

kolonu, karcinomu rektosigmoideédlniho spojeni a rekta (dg. C18, C19,

C20) (Wilcoxoniv test).

diagn6za C18 diagnéza C19 + C20
MRNA T rozpeti 25%-75% | n | rozpéti 25%-75% P
MMP-2 | 17 0-0.0015 20 0- 0.0002 0.2949
TIMP-2 | 17 0-0.0005 20 0-0.0101 0.2473
MMP-7 | 17 0-6.1422 20 0-2.9156 0.7689
TIMP-1 | 177 | 01712-0.2644 | 20| 0.0681-10.3096 | 0.3745

4.3. Korelace mezi hladinami exprese mRNA geni GAPDH,
MMP-2, TIMP-2, MMP-7 a TIMP-1

V tabulce 16 jsou uvedeny hodnoty Spearmanova korela¢niho
koeficientu a statistické vyznamnosti mezi hladinami exprese MMP-2 v.s.
MMP-7, MMP-2 v.s. TIMP-2, MMP-7 v.s. TIMP-1, TIMP-2 v.s. TIMP-1,
MMP-2 v.s. TIMP-1, MMP-7 v.s. TIMP-2. Vz4jemna negativni korelace
(r=-0.85) mezi mRNA MMP-7 a mRNA TIMP-2 byla vyrazné
signifikantni (p<0.0001). DAlsi vzijemné korelace byly statisticky

nevyznamne.

Tab. 16. Hodnoty Spearmanova korela¢niho koeficientu a statistické

vyznamnosti mezi hladinami exprese.

nadorova tkan Spearman(v korelaéni koeficient p - value
MMP-2 X MMP-7 -0.17802 0.5426
MMP-2 X TIMP-2 0.30989 0.2809
MMP-7 X TIMP-1 -0.26154 0.3664
TIMP-2 X TIMP-1 0.16923 0.5630
MMP-2 X TIMP-1 0.28791 0.3182
MMP-7 X TIMP-2 -0.84615 0.0001
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4.4. Ovéreni biologickych vlastnosti resekénich linii
kolorektalniho karcinomu kvantitativni expresi mRNA CEA a TIMP-1

Chirurgicky standard radikalni 1écby kolorektalniho karcinomu
vyzaduje radikalni odstranéni Useku stieva s nddorem a odstranéni zadvésu
stteva s lymfatickym a cévnim zdsobenim. Resekéni vykony se liSe dle
lokalizace nadoru, zasadou vSak zustava, Ze vzdalenost resek¢ni linie od
nadoru nesmi byt mensi nez 5 cm ( respektive 2 cm u néadoril rekta )
aboralnim smérem a 10 cm ordlnim smérem( ptilohy 2. — 6. ). Do vahy o
rozsahu resekce je tfeba brat i cévni zasobeni resek¢nich linii a odstranéni
regiondlnich lymfatickych uzlin.

Pro ovéfeni vlastnosti resekénich linii kolorektalniho karcinomu
jsme zvolili stanoveni mRNA dvou odliSnych geni a to mRNA
karcinoembryonalniho antigenu (CEA) a tkdniového inhibitoru matrixovych
metaloproteinaz-1 (TIMP-1). Kvantitativnim stanovenim mRNA téchto
gentt chceme zjistit do jaké miry je pfitomnd v resekénich linii
kolorektalniho karcinomu exprese gent, jejichz piitomnost ¢i zvySena
exprese je charakteristickd pro nadorovou tkan. Cerna a kol. pozorovali
zvysSenou expresi mMRNA CEA v nadorové kolorektalni tkani oproti tkani
kontrolni. (11) Prostfednictvim mRNA CEA jiz nékteti autofi zjiSt'ovali
ptitomnost nadorovych bunék v lymfatickych uzlindch a nadorové tkani.
(29, 30) Stejné tak fada autorii zaznamenala zvySenou expresi TIMP-1
v naddorové tkani oproti normalni tkani. (1, 10, 52, 74) TIMP-1 patii do
skupiny inhibitorti matrixovych metaloproteindz, podili na regulaci aktivity
ncékterych matrixovych mataloproteinaz, zda se vSak, Ze v naddorové tkani
pfevazuje jeho mitogeni aktivita. (59)

Existuje statisticky vyznamny rozdil mezi resekéni linii a nadorovou
tkani pii stanoveni mRNA pro TIMP 1 ( p-value 0,0436) pro kolorektalni
karcinom bez rozdilu lokalizace - tab. 17, nepodafilo se vSak prokazat

statisticky vyznamny rozdil mezi vzorky z kolorektalniho karcinomu a
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resekéni linii pfi lokalizaci nddoru v rektu stanovenim mRNA pro TIMP-1
( p- value 0,1338 ) — tab. 18. Stejn¢ tak neexistuje statisticky vyznamny
rozdil mezi vzorky kolorektalniho karcinomu a resek¢ni linie pii lokalizaci
tumoru v oblasti tra¢niku stanovenim mRNA pro TIMP-1 (p- value 0,2632)
— tab. 19. Tento rozpor vysvétlujeme niz§im poctem vzorkl v jednotlivych
skupinach ( vzorky pfti lokalizaci nadoru v rektu a v colon ), zatimco pfti

spojeni obou skupin jiz pocet vzorku je statisticky signifikantni. Pfesto je

.....

Tab. 17. Hladiny TIMP 1 - nadorova tkan / resekcni linie

Nadorova tkan Resekeni linie
Lower quartile 44903,00 5846,50
Upper quartile 265492,00 116870,75
p-value 0,0436 0,0436
Pocet pacientii 45 45

Tab. 18. Hladiny TIMP 1 - nddorova tkan / resek¢ni linie - rektum

Nadorova tkan Resekéndi linie
Lower quartile 44903,00 1237,00
Upper quartile 284116,00 182992,00
p-value 0,1338 0,1338
Pocet pacienti 23 23
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Tab. 19. Hladiny TIMP 1 - nadorova tkan / resekéni linie - traénik

Nadorova tkan

Resekeni linie

Lower quartile 41137,00 9937,00
Upper quartile 265492,00 112462,00
p-value 0,2632 0,2632
Pocet pacientt 22 22

Pti stanoveni CEA existuje statisticky vyznamny rozdil mezi

resekéni linii a nadorovou tkani bez rozdilu lokalizace ( p- value nizsi nez

0,0001) — tab. 20, coZ prokazuje neptitomnost nadorove tkadné v resekéni

linii, dale existuje statisticky vyznamny rozdil mezi resekéni linii a
nadorovou tkani u néadort rekta pii stanoveni hladin CEA v néadoru a

resekéni linii ( p-value 0,0005 ) — tab. 21 a také existuje statisticky

vyznamny rozdil mezi resek¢ni linii a nadorovou tkani u nadort colon pfi

stanoveni hladin CEA v nadoru a resek¢ni linii ( p-value 0,0042 ) — tab. 22,

coz prokazuje nepfitomnost nddorové tkdné v resekéni linii v obou

skupinach. Z hladiny uvedenych v tabulkach vyplyva, ze mRNA pro CEA

je vresekéni linii témét nepfitomnd, narozdil od hladin mRNA pro

TIMP-1.

Tab. 20. Hladiny CEA - nadorova tkan / resek¢ni linie

Nadorova tkan

Resekeni linie

Lower quartile 0 0

Upper quartile 25823,50 0

p-value Niz8i nez 0,0001 Niz8i nez 0,0001
Pocet pacient 45 45
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Tab. 21. Hladiny CEA - nadorova tkan / resek¢ni linie - rektum

Nadorova tkan

Resekeni linie

Lower quartile 0 0
Upper quartile 28518,50 0
p-value 0,0005 0,0005
Pocet pacientt 23 23

Tab. 22. Hladiny CEA - nddorova tkan / okraj resekatu - tra¢nik

Nadorova tkan

Resekeni linie

Lower quartile 0 0
Upper quartile 25823,50 0
p-value 0,0042 0,0042
Pocet pacient 22 22

Neexistuje statisticky vyznamny rozdil mezi hladinami sledovanych

markera ( CEA, TIMP-1 ) u jednotlivych stadii nddorového onemocnéni(

p- value 0,7778 pro CEA, 0,5684 pro TIMP-1 ) — tab. 23. Stejn¢ tak

neexistuje zadny statisticky vyznamny rozdil pii rozdéleni vzorkl dle
gradingu ( p-value 0,3720 pro TIMP-1, 0,4608 pro CEA ), ani podle
velikosti tumoru ( T1-T4 ) ( p-value 0,4828 pro TIMP-1, 0,2261 pro CEA ),
ani podle pozitivity uzlin ( NO-N2 ) ( p-value 0,5464 pro TIMP-1, 0,9274

pro CEA).
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Tab. 23. Hladiny markerdt u jednotlivych stadii nadorového

onemocnéni a srovnani, zda existuje rozdil v hodnotach markerd u

jednotlivych stadii nddorového onemocnéni

Stadium | Stadium | Stadium | Stadium | p-

L. I1. 1. IV. value
TIMP-1 41137,00 |45865,50 |30421,25 |140140,00 | 0,5684
25%-T75% - - - -

50066,50 |284116,00 | 225186,00 | 356721,50
NormTIMP-1 |0,7536 -]0,7641 - |0,9052—- |1,8974— |0,8971
25%-T75% 3,5753 -5,7205 | -10,2193 | -8,5134
CEA 0 -10 -10 —17380,00 - | 0,7778
25%-T75% 8235,50 28518,50 |24393,00 - 9055,00
Norm. CEA 0-0,0703 | 00,2687 | 0—0,4654 | 0,0297 — | 0,7854
25%-T75% -0,1589
Pocet 10 21 12 2

4.5. Exprese m RNA v periferni krvi kontrolnich skupin

V kontrolnich skupindch jsme nezaznamenali, metoda izolace volné

RNA z plazmy i metodu zachytu nddorovych buné¢k na membrané ( metody

B,C ) expresi mRNA pro CEA, CK 20. Zaznamenali jsme vSak expresi

GAPDH, coz svédci o spravné provedené izolaci RNA, RT i vlastnim

stanoveni q PCR.

4.6. Exprese m RNA v periferni krvi u skupiny Nadory

Vzorky perifeni krve byly stanoveny v nésledujicich intervalech:

Vzorek 1 - predoperacné (1 den pted operaci)

Vzorek 2 - pooperacné (7.-10. den po operaci)
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Vzorek 3 - v priibéhu dispenzarni péce po 6 mésicich od operace

Vzorek 4 — v prib¢hu dispenzarni péce po 12 mésicich od operace.

U vzorkii 1 a 2 jsme metodou B ( viz kapitola 2.1.2 ) stanovili
koncentraci RNA a provedli reverzni transkripci ( dle predpokladu, zZe
pravé v téchto vzorcich bude nejvyssi koncentrace mRNA ) a pokusili jsme
se stanovit mRNA CK20 a CEA, avSak pfes opakované RT s riznymi
oligoTy (zde jsme piedpokladali nejpravdépodobnéjsi moznost problému)
jsme zadné CEA nebo CK20 nedetekovali.

Zménili jsme proto metodiku stanoveni mRNA v periferni krvi a
metodou C ( viz kapitola 2.1.2 ) jsme se pokusili stanovit mRNA CEA a
CK 20 ve vSech vzorcich periferni krve. Nepodafilo se ndm v zadném
vzorku detekovat pfitomnost mRNA CEA, ale mRNA CK 20 se nam
podafilo detekovat ve 13 vzorcich — viz tab. 24. Ve vSech ostatnich
vzorcich se ndm ani pfi opakovaném stanoveni nepodafilo mRNA CK 20

prokazat ( ptilohy 8. a9.).

Tab. 24. Detekce mRNA CK 20 v periferni krvi u jednotlivych

pacientil a srovnani s klinikou.

Cislo Potfadi | Prim. | TNM Grading | Dg. | Pocet Klinika
pacienta | nabéru | mRNA | klasifikace pozitivnich
CK 20 uzlin

301101 |1 7562 | TANOMO |1 C18.2 1 0/9 Remise
270213 |1 70654 | T2NOMO |2 C18.3 ] 0/13 Remise
330324 |2 11600 | T2NOMO |2 C19 |0/16 Remise
275523 |1 8980 | T3NIMO |1 C20 |2/19 Remise
396027 |2 99 T3NOMO |2 C20 |0/11 Remise
440429 |1 217 T3INIMO |2 C20 |3/12 Remise
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380816 27 T3INOMO |2 C18.9 |1 0/9 Remise
500520 42 T3INOMO |2 C20 |0/11 Remise
500520 46 T3INOMO |2 C20 |0/11 Remise
301103 7 T3INIMO |1 C18.2 | 1/12 Progrese
301103 25 T3INIMO |1 C18.2 | 1/12 Progrese
481206 963 T3INOMO |2 Cc20 |0/9 Remise
435419 10 T3INIMO |1 C19 |1/10 Remise

Z tab. 24. je zjevné, ze neexistuje korelace mezi zachycenim mRNA
CK20 v periferni krvi a pohlavim, ani diagndzou, ani stadiem onemocnéni,
ani pozitivitou ¢i negativitou lymfatickych uzlin, ani vékem nemocného.

Pfesto u nemocného oznacené¢ho jako 301103 doslo k zachyceni
mRNA CK 20 ptedoperacné a po 6 mésicich od operace, kdy tato hodnota
byla dokonce nepatrné vyssi nez predoperacni. Tento muz, v dobé operace
75 lety, byl operovan 6.4.2005 a provedena pravostranna hemikolektomie.
14.4. 2006 vSak byla pti koloskopické kontrole nalezena lokalni recidiva a
nemocny reoperovan, v soucasné dob¢ je v péci onkologl a pravidelné

dispenzarizovan.

4.7. Sérové nadorové markery u kontrolnich skupin

Sérové hladiny nadorovych markerti byly sledovany u vSech skupin
s vyjimkou skupiny Plice, pro kterou stanoveni sérovych nadorovych
markeri pro kolorketdlni karcinom zjevné nemélo vyznam. Vysledky
hodnot nadorovych markera jsou uvedeny v nasledujicich tabulkéach ( tab.

25. — tab. 28.)
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Tab. 25. Deskriptivni statistika nadorovych markeri u kontrolni

skupiny Zdravi

Marker Primér + SD | Median | 25% 75%
TK 6,46 + 2,59 6,0 53 6,8
CEA 1,46 +1,13 1,0 0,6 2,8
CA19-9 10,32 +9,66 |6,9 4,0 11,9
TPA 23,34+ 15,01 | 17,5 10,0 39,0
TPS 38,33 + 21,44 | 44,0 16,0 48,0

Tab. 26. Deskriptivni statistika nadorovych markerd u kontrolni

skupiny Zanéty
Marker Primér + SD | 25% 75%
kvartil | kvartil

TK 14,37+ 13,58 | 6,3 14,5
CEA 1,49 + 0,88 0,8 2,3
CA19-9 18,57+ 26,71 |5.,8 17,4
TPA 49,10 + 34,69 | 14,0 73,0
TPS 92,10+ 62,17 | 46,0 127,0

Tab. 27. Deskriptivni statistika naddorovych markeri u kontrolni

skupiny Precancerozy

Marker | Prumér + SD Median | 25% 75%
kvartil kvartil
TK 8,23 +3,23 8,3 5,85 10,2
CEA 1,46 + 0,96 1,4 0,75 1,7
CA19-9 | 7,324+9,22 3,6 0,8 8,9
TPA 40,70 + 34,49 | 26,0 14,5 60,5
TPS 58,90 +36,49 | 56,0 26,5 73,0

&9



Tab. 28. Deskriptivni statistika nadorovych markeri u kontrolni

skupiny NED
Marker Primér Median | 25% 75%
kvartil kvartil

TK 4,43 +2,07 3,6 2,9 5,6

CEA 2,65+3,87 | 1,5 0,9 2,3

CA19-9 13,07 + (10,9 4,5 17,6
11,45

TPA 49,53 + (54,0 36,0 54,0
19,28

TPS 75,09 +143,0 24,0 75,0
104,91

Z tabulky 25. vyplyva, Ze primérné hodnoty a medidny nami
sledovanych nadorovych markerii u kontrolni skupiny zdravych osob byly
v rozsahu normalnich mezi a to v souladu s témi, které jsou v literatuie
uvadény pro kontrolni skupiny zdravych pacientii a to pro CEA v rozsahu
1,5 - 5,0 ng/ml, CA 19-9 do 40 U/ml, TPS do 90 IU/I, TPA do 110 IU/l, TK
do 6,0 IU/l resp do 8 IU/. (32) V tabulce 26 je uvedena zakladni
deskriptivni statistika nddorovych markerti u kontrolni skupiny nemocnych
s akutnim zanétlivym onemocnénim (tj. apendicitidy a zanétliva
onemocnéni koncetin- napt. abscesy a erysipel). Z tabulky vyplyva, ze ve
srovnani se zdravymi kontrolami jsou u akutnich zanétl vysSi predevSim
hodnoty thymidinkinazy, déle 1 hodnoty cytokeratinind.

V tabulce 27. je uvedena zékladni deskriptivni statistika nadorovych
markerd u kontrolni skupiny nemocnych s prekancer6zou (Crohnova
choroba). Hodnoty CEA a CA 19-9 byly srovnatelné s hodnotami zdravych
kontrol, hodnoty cytokeratininii a thymidinkindzy byly niz§i nez u

kontrolni skupiny akutnich zanétt.
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Dalsi kontrolni skupinou, kterou jsme stanovili byla skupina pacienti
s primarnim nadorem kolorekta v kompletni remisi nddorového
onemocnéni (n=22). Remisni hodnoty byly brany v tivahu pouze v piipade,
ze pochazely od Zijicich nemocnych, kteti nikdy neméli progresi a nebyly u
nich nalezeny distan¢ni metastazy. Krom¢ toho byly vylouceny vSechny
vysledky v intervalu dvanacti mésicli po skonceni primarni terapie (nelze
odhadnout vliv terapie, kdy predevs§im u adjuvantni 1é€by miize byt podano
az 12 cykli chemoterapie). Zaroven byli vylou€eni pacienti, u kterych se
v prub¢hu dispenzarni péce vyskytovalo benigni, ¢i zanétlivé onemocnéni,
kter¢ by mohlo nespecificky ovlivnit hodnoty nadorovych markerd.

V tabulkach 29. a 30. je uvedeno srovnani jednotlivych skupin.

Tab. 29. Srovnani markerit mezi skupinami

Marker Zancty /| Prekancerozy/Zdravi | Prekancerozy/Zanéty
Zdravi p value P value
P value

TK 0,020 0,056 0,323

CEA 0,650 0,596 0,840

CA199 0,261 0,158 0,038

TPA 0,024 0,086 0,477

TPS 0,005 0,067 0,110

Statisticky vyznamny rozdil existuje mezi skupinou Zdravi a
skupinou Zanéty pro TK, TPS a TPA. Statisticky vyznamny rozdil nebyl
zaznamenan mezi skupinou Zdravi a skupinou Prekancerozy. Statisticky
vyznamny rozdil existuje mezi skupinou Zanéty a skupinou Prekancerozy
pro nadorovy marker CA 19-9.

Zejména rozdil mezi skupinou zdravych kontrol a skupinou pacienti

s akutnimi zanéty u proliferaéniho markeru TK a cytokeratinini TPS a
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TPA je vsouladu s literarnimi zavéry, kdy je znamo, Ze piedevSim
zanétlivé komplikace mohou nespecificky elevovat hodnoty téchto markert

a je nutné s touto skuteCnosti pocitat pii klinické interpretaci laboratornich

vysledkt. (4, 13,36)

Tab. 30. Srovnani skupiny NED s kontrolnimi skupinami.

Marker | NED/Prekancerozy | NED/Zanéty | NED/Zdravi
p — value P — value p — value

CEA 0,403 0,652 0,2819

CA19-9 0,036 0,717 0,333

TPS 0,689 0,050 0,467

TPA 0,147 0,778 0,002

TK 0,002 0,001 0,018

Statisticky vyznamny rozdil existuje mezi skupinou NED a skupinou
Prekancerozy pro nddorové markery CA19-9 a TK. Statisticky vyznamny
rozdil existuje mezi skupinou NED a skupinou Zanéty pro TK, TPS.
Statisticky vyznamny rozdil existuje mezi skupinou NED a skupinou
Zdravi pro TK, TPA.

Ve vSech ptipadech byl zaznamenan statisticky signifikantni rozdil
mezi hodnotou proliferacniho markeru TK u skupiny pacienti v kompletni
remisi nadorového onemocnéni kolorektalniho karcinomu a ostatnimi
kontrolnimi skupinami, v€etné zdravych kontrol. Median hodnot TK byl u
skupiny NED signifikantné niz8i, nez u ostatnich kontrol, véetné¢ zdravé
kontrolni skupiny. Vysvétleni spociva ve skute¢nosti, Zze 1 u skupiny
pacientl, které klinitk oznacil za zdravé se vyskytovali pacienti
s nespecifickou elevaci TK, napi. v dasledku reparaénich procesii pfi
zranéni. Naopak u nddorového markeru TPA, byly hodnoty signifikantné

vyssi u skupiny NED ve srovnani se skupinou zdravych kontrol, coz miize
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souviset napt. s progresi nadorového onemocnéni, které dosud nebylo

detekovano.

4.8. Sérové nadorové markery u skupiny Nadory

Nadorové markery byly dale vySetfovany u souboru nemocnych
s primarné diagnostikovanym a histologicky verifikovanym
adenokarcinomem tlustého stfeva. Jednalo se o 52 pacientd (32 muzd, 20
zen) prumérny vék nemocnych je 63,4 roku ( 40 —79,1 let ). Jednalo se o
pacienty s lokoregionalnim naddorovym onemocnénim (stadia I.- stadia II1.),
pouze u dvou pacientil byly v prilbéhu operace diagnostikovany vzdalené
metastazy na jatrech, které pied operaci nebyly patrné pomoci
zobrazovacich metod. Hodnoty nddorovych markeri byly stanoveny
v nasledujicich intervalech:

- ptedoperacné (v intervalu 2 tydny az 1 den pifed operaci)

- pooperacné (7. den po operaci)

- v pribéhu dispenzarni péce v 6 mésicnich intervalech, tj. 6, 12, 18 a

24 meésici po operaci.
V nasledujicich tabulkéach ( tab. 31. — tab. 36. ) je uvedena zakladni

deskriptivni statistika pro vySe uvedené intervaly odbérli nadorovych

markera.
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Tab. 31. Zakladni deskriptivni statistika pfedoperacnich hodnot

nadorovych markert

Typ Primér + SD | Medidn | 25% 75%

markeru Kvartil kvartil

CEA 26,28 +11,8 0,950 3,300
139,94

CA 199 15,78 + 21,12 | 10,2 4,450 19,600

CA 242 15,31+ 28,31 |6,0 3,900 10,300

TPS 90,02 +(51,0 27,000 131,000
108,24

TPA 59,52 + 59,06 | 54,0 33,000 68,000

TK 5,98 +5,29 4,7 3,100 5,600

CYFRA 1,63 + 2,64 0,8 0,500 1,700

Tab. 32. Zakladni deskriptivni statistika poopera¢nich hodnot

nadorovych markert

Typ Primér+ SD | Median | 25% 75%

markeru Kvartil kvartil

CEA 22,72 +10,7 0,4 1,5
101,38

CA 199 18,77 + 48,62 | 7,7 4,5 14,8

TPS 130,67 + | 103,5 61,0 167,0
116,78
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Tab. 33. Zakladni deskriptivni statistika hodnot nddorovych markeri

v prubéhu follow up— 6 mésicii po operaci

Typ Primér + SD | Medidn | 25% 75%

markeru Kvartil kvartil

CEA 15,97+ 87,14 | 1,3 0,9 2,6

CA 199 26,48+ 81,66 | 11,0 53 15,4

TPS 82,98+ 41,0 20,0 74,0
134,56

Tab. 34. Zakladni deskriptivni statistika hodnot nddorovych markeri

v prubéhu follow up— 12 mésict po operaci

Typ Primér + SD Median | 25% 75%

markeru kvartil kvartil

CEA 3,36 + 9,62 1,2 0,8 2,7

CA 199 12,87 +13,59 9,3 5,2 14,9

TPS 140,39 +163,0 35,0 147,0
253,39

Tab. 35. Zékladni deskriptivni statistika hodnot nadorovych markera

v prubéhu follow up— 18 mésicti po operaci

Typ Primér + SD | Median | 25% 75%

markeru kvartil kvartil

CEA 3,76 + 9,08 1,2 0,9 2,6

CA 199 32,43 +19,8 4,7 19,2
107,87

TPS 193,57 +172,0 42,0 155,0
419,89
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v prubéhu follow up— 24 mésict po operaci

Tab. 36. Zakladni deskriptivni statistika hodnot nddorovych markeri

Typ Primér + SD | Median | 25% 75%

markeru kvartil kvartil

CEA 3,86 + 6,45 1,4 1,0 2,1

CA 199 20,44 +34,13 |9,1 2,8 17,1

TPS 215,22 + (85,0 50,0 335,0
252,62

Pfedoperacné byly stanoveny hodnoty ndasledujicich néadorovych
markert:

CEA a CA 19-9 (markery doporuéené odbornymi spole¢nostmi- Ceska
gastroenterologicka spole¢nost, European Group on Tumour Markers atd.)
pro rutinni sledovani nadorovych markert

TK, TPS, TPA- (proliferacni marker thymidinkiniza-TK,
cytokeratininové nadorové markery- TPA a TPS, jednd se o nadorové
markery, jejichz vyznam u kolorektalniho karcinomu je predmétem
vyzkumu)

Pooperaéné¢ byly stanoveny hodnoty doporucenych nadorovych
markert CEA, CA 19-9 a jednoho cytokeratininového néadorového
markeru- TPS.

Vtabulce 37. je wuvedena korelace piedoperacnich hodnot
nadorovych markerl a jejich vztah s TNM Kklasifikaci, stadiem onemocnéni

a gradingem.
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Tab. 37. Vztah piedoperacnich hodnot s TNM klasifikaci, stadiem

onemocnéni, gradingem

CEA CA CA TPS TPA TK CYFRA
199 | 242

Pt NS NS NS NS NS NS NS

Pn r=0,35 | NS NS NS NS NS NS
p<0,01

M =0,35 | NS NS NS NS NS NS
p<0,01

Stadium | r=0,35 | NS NS NS r=0,35 | NS NS
p<0,01 p<0,01

Grading | NS NS NS NS NS NS NS

r= Spearmaniv korela¢ni koeficient, p=statisticka vyznamnost, NS=neni

specifické

Prokazali jsme vztah ptfedoperacnich hodnot CEA s postizenim

lokoregionalnich uzlin a vyskytem vzdéalenych metastaz a se stadiem

onemocnéni, u nadorového markeru TPA jsme prokazali vztah se stadiem

onemocnéni. U ostatnich nddorovych markerti nebyly Zadné vyznamné

vztahy prokdzény, coz muze byt dano i1 velikosti nami sledovaného

souboru.

V tabulce 38. jsou uvedeny pouze statisticky vyznamné vzijemné

korelace ptfedoperacnich hodnot nddorovych markert.
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Tab.

markera

38. Vzijemné korelace predoperacnich

hodnot nadorovych

Korelované Spearmantv Statisticka
markery korela¢ni koeficient | vyznamnost
CEA vs. TPA = 0,40 p<0,03
TPA vs. TPS = 0,58 p<0,0009
TPA vs. TK = 0,39 p< 0,03

TK vs. TPS = 0,54 p< 0,002

r= Spearmantiv korelaéni koeficient, p statistickd vyznamnost

U ptedoperacnich hodnot jsme prokazali vyznamnou korelaci mezi

cytokeratininovym nadorovymi markery TPA a TPS a déile mezi

proliferatnim markerem TK a TPS. V tabulce 39. je uvedeno srovnani

pfed- a pooperacnich hodnot nadorovych markerii a jejich vzajemna

korelace.

Tab. 39. Srovnani ptfed- a pooperacnich hodnot nddorovych markeri

a jejich vzajemna korelace

Marker Median Dynamika Korelace pred-/po-
Predop. | Poop. |Typ | Vyznamnost |r p
(p)
CEA 1,8 0,7 ! < 0.0001 0.82 <0.0001
CA 19-9 10,2 7,7 ! NS 0.83 < 0.0001
TPS 51,0 103,5 1 0,006 0.21 NS
U Kklasickych nadorovych markeri doslo pooperacné k poklesu

hodnot nadorovych markert, statisticky vyznamny byl pouze pokles CEA.

U TPS doslo k signifikantnimu nartstu, coZ je nejpravdépodobnéji spjato
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s reparacnimi pochody po provedené operaci (pooperacni odbéry byly
provedeny 7. den po operaci).

V tabulce 40. je charakterizovano celkové pieziti v zavislosti na
vysi predoperacnich hodnot nadorovych markert ve vztahu k provedené
operaci. Vzhledem k malému poctu probandt v kontrolnich skupinach jsme
jako diskrimina¢ni hladinu pouZzili laboratornich hrani¢nich hodnot
(laboratorni cut-off), které¢ byly pro jednotlivé nadorové markery
nasledujici: CEA 3,5 ng/ml, CA 19-9 28.0 IU/ml, TK 6 IU/I, TPA 110
[U/1, TPS 90 TU/L.

Tab. 40. Celkové preziti v zavislosti na vysi pfedoperacnich hodnot
nadorovych marker ve vztahu k provedené operaci (laboratorni cut off)-

univariacni analyza

Marker Kaplan Cox Model
Meier HR (95% CI) | p-value
CEA < 0.006 11,9 (1,2-1<0,03
115,9)

CA 199 NS 2,2 (0,2-21,6) | NS
TPS NS 3,9 (0,6-23,3) |NS
TPA <0.001 ND NS

TK NS 1,9 (0,1-36,1) | NS

ND nedetekovano, NS nespecifické

Z tabulky 40. vyplyva, Ze prognosticky vyznam ma dle ocekavani
predoperaéni stanoveni CEA, zaroven cytokeratininovy marker TPA (Log
rank p< 0.001). K ovéfeni vyznamu tohoto markeru vSak bude nutné
vyhodnoceni pfeziti v delSim Casovém intervalu. Vyznam obou markerQ

pro pieziti je zarovenn uveden v grafech 7. a 8. Provedena multivariacni
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analyza (Coxiiv regresni model) neprokazala prognosticky vyznam
zadného z hodnocenych nadorovych markert. Zde je ale vysvétlenim opét

prilis kratké follow up (2 roky).

Graf. 7. Celkové preziti v zavislosti na vysi pfedoperacnich hodnot
CEA ve vztahu k provedené operaci (laboratorni cut off)- univariacni

analyza
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Graf. 8. Celkové preziti v zavislosti na vysi predoperacnich hodnot

TPA ve vztahu k provedené operaci (laboratorni cut off)- univariacni

lyza
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Tab. 41. Celkové preziti v zavislosti na predoperacnich hodnotach

nadorovych markera (optimalizovana cut off)- univariaéni analyza

Marker Optimalizovana | Kaplan
cut- off Meier

CEA 6,6 p<0.003

CA 199 234 p<0.04

TPS ND NS

TPA ND NS

TK ND NS

Z tabulky 41. vyplyva, Ze pii pouziti optimalizované cut off ma
z hlediska celkového pieziti prognosticky vyznam piedoperacni hodnoty

CEA a CA 19-9. Ostatni sledované nadorové markery byly bez statistické
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vyznamnosti. Vyznam obou markerli pro pieziti je zaroven uveden

v grafech 9. a 10.

Graf. 9. Celkové preziti v zavislosti na predoperacnich hodnotach

CEA (optimalizovana cut off)- univaria¢ni analyza
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Graf. 10. Celkové preziti v zavislosti na predoperacnich hodnotach

CA 19-9 (optimalizovana cut off)- univaria¢ni analyza
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Provedena multivaria¢ni analyza (Coxtv regresni model) prokazala
prognosticky vyznam u nadorového markeru CEA (hazard ratio 13,5;
p<0,02).

V tabulce 42. je charakterizovano bezptiznakové pieziti (disease
free interval= DFI) v zavislosti na vysi piedopera¢nich hodnot nadorovych
markerii ve vztahu k provedené operaci. Opét jsme jako diskriminacni
hladinu pouzili laboratornich hrani¢nich hodnot (laboratorni cut-off), které
byly pro jednotlivé nddorové markery nasledujici: CEA 3,5 ng/ml, CA 19-
928.0 IU/ml, TK 6 IU/l, TPA 110 IU/1, TPS 90 TU/L.
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Tab. 42. Bezptiznakové pieziti (disease free interval - DFI)

v zavislosti na ptedoperacnich hodnotach nadorovych markert (laboratorni

cut off)- univaria¢ni analyza

Marker Kaplan Cox Model

Meier HR (95% CI) | p-value
CEA < 0,003 5,1 (1,5-17,1) |<0,007
CA 19-9 NS 1,4 (0,3-6,7) NS
TPS NS 1,6 (0,5-5,8) NS
TPA <0.03 9,1 (0,8-100,5) |NS
TK NS 1,6 (0,1-17,3) | NS

Graf. 11. Bezptiznakové pieziti (disease free interval - DFI)

v zavislosti na ptfedoperacnich hodnotdch CEA (laboratorni cut off) -

univariaéni analyza
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Graf.12. Bezptiznakové pteziti (disease free interval - DFI)
v zavislosti na ptfedoperacnich hodnotach TPA (laboratorni cut off) -

univariacni analyza
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Provedena multivariacni analyza (Coxlv regresni model) prokazala
prognosticky vyznam u nadorového markeru CEA (hazard ratio 11,3;

p<0,04).

V tabulce 43. jsou uvedeny senzitivity jednotlivych nadorovych
markerii pro primarni diagnostiku kolorektalniho karcinomu pii 95%
specificité vici zdravym kontroldm. Formou ROC kiivek jsou senzitivity a

specificity uvedené v grafu 13.
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Tab. 43. Senzitivity jednotlivych nddorovych markeri pro primarni

diagnostiku kolorektalniho karcinomu pii 95% specificité vici zdravym

kontrolam

Markery Cut-off Senzitivita | AUC
CEA 3,5 25% 0,68
CA 19-9 30,4 14% 0,55
TPA 48,0 62% 0,33
TPS 75,0 37% 0,62
TK 8,7 14% 0,28
AUC plocha pod kiivkou

Graf. 13. ROC pro primarni diagnostiku kolorektalniho karcinomu
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Zuvedené tabulky 43. a grafu 13. je ziejmé, Ze senzitivity

jednotlivych nadorovych markera pii 95% specificité (vs. zdravé kontroly)

jsou kromé TPA nizké.
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V tabulce 44. je porovnani medianii hodnot nadorovych markert

v klinické remisi nddorového onemocnéni (skupina NED- viz
charakteristika kontrolnich skupin) a hodnot nédorovych markeri u
pacienti v klinické progresi nddorového onemocnéni. Do statistické
analyzy byly zavzaty pouze hodnoty zjisténé pii prvni progresi, ktera

nastala po primarni terapii.

Tab. 44. Porovnani remisnich a progresnich hodnot u nemocnych

s kolorektalnim karcinomem

Marker Klinika Median | 25%-75% | Statisticka
kvartil vyznamnost
CEA Remise 1,3 0,9-2,1 p <0,007
(n=22) 3,1 1,9-17,6
Progrese
(n=12)
CA19-9 Remise 10,2 5,3-14,0 NS
(n=22) 13,3 5,6-80,2
Progrese
(n=12)
TPS Remise 31,0 15,0-49,0 | p <0,0002
(n=22) 225,0 101,0-
Progrese 636,0
(n=12)

Z tabulky 44. vyplyvéa, Ze u hodnot CEA a TPS se signifikantn¢ 1i8i
remisni a progresni hodnoty nadorovych marker. Tento rozdil nebyl
signifikantni u nddorového markeru CA 19-9.

V tabulce 45. jsou uvedeny senzitivity jednotlivych néadorovych

markeri pro diagnostiku progrese (lokalni recidiva, vzdalené metastazy)
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kolorektalniho karcinomu pii 95% specificit¢ vi¢i remisni skupiné

pacienti (NED- no evidence of disease). Formou ROC kiivek jsou

senzitivity a specificity uvedené v grafu 14.

Tab 45. Senzitivity jednotlivych nadorovych markerd pro

diagnostiku progrese (lokalni recidiva, vzdalené metastazy) kolorektalniho

karcinomu pii 95% specificité

Markery Cut-off | Senzitivita | AUC

CEA 8,6 41% 0,80

CA 19-9 52,0 25% 0,60

TPS 101,0 83% 0,94
AUC plocha pod kiivkou

Graf . 14. ROC pro diagnostiku progrese kolorektalniho karcinomu
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Z tabulky 45. a grafu 14. vyplyva, Ze nejvysSi senzitivity bylo
dosazeno pro cytokeratininovy marker TPS (senzitivita 83% pii 95%
specificité), zatimco senzitivity klasickych nddorovych markert byly mizsi

(CEA 41%, CA 19-9 25%).

5. Diskuze

Kolorektalni karcinom je v civilizovanych zemich 2. nejcastéjSim
karcinomem u muzi po karcinomu plic a u zen po karcinomu prsu.
Mortalita spojena s timto onemocnénim je v Ceské republice nejvyssi na
svété a to u obou pohlavi. Jednou =z pficin tohoto stavu je pozdni
diagnostika kolorektalniho karcinomu, kdy vice nez 50% nadort je
diagnostikovano v pozdnich stadiich choroby (stadium III a IV). (36)
Pti¢inami pozdni diagnostiky jsou jednak minimalni obtize v pocatecnich
stadiich, jednak obava nemocnych ztéto diagnézy, dale chyba
v diagnostické rozvaze l1ékate, kterému se nemocny sveéfi se svymi obtizemi
a vneposledni fad¢ i1 neexistence screeningové metody pro vEasnou
diagnostiku.

Stanoveni MMP-2, MMP-7, TIMP-2 a TIMP-1 jako proteinti v séru,
ve tkani nebo formou mRNA ve tkani, v lymfatickych uzlindch nebo
periferni krvi a jejich korelace se stddiem choroby bylo publikovano v fad¢
praci, vysledky vSak nejsou jednoznacné. Nami zjisténd zvySend exprese
mRNA MMP-2, MMP-7 a TIMP-1 v nadorové tkani je ve shod¢ se zavéry
nckterych publikaci ( 10, 37, 52, 63 ) Vysledky exprese mRNA TIMP-2
nejsou tak jednoznacné. Zatimco prace Baker a kol. (1) uvadi snizenou
hladinu mRNA TIMP-2 v nadorové tkani Wan a kol. (72) detekovali
zvySenou hladinu mRNA TIMP-2 v nadorové tkani.

Nezaznamenali jsme statisticky signifikantni rozdil v hladiné

exprese mMRNA TIMP-2 mezi kolorektalni maligni a nemaligni tkani, Baker
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a kol. pozorovali zvySeni hladiny exprese mRNA TIMP-2 u normalni
kolorektalni tkdn¢ oproti nadorové. (1) Zaznamenali jsme statisticky
signifikantni zvySeni hladiny exprese mRNA MMP-7 u kolorektéalni
maligni tkang, podobné Brabletz a kol. zaznamenali, Z2 m RNA MMP-7
ma zvySenou expresi u 80% lidskych kolorektalnich nadori. (7)

Déle jsme zjistili, Ze vys$i stddium onemocnéni odpovidd vysSsi
hodnoté¢ medianu poméru MMP-2/TIMP-2 (median stadium II: 0.29,
stadium III: 0.69, stadium 1V: 2.71). Collins a kol. (7) popsali, Ze pomér
MMP-2/TIMP-2 byl vyssi u nddorové kolorektalni tkdn¢ nez u normalni
tkané. Ornstein a kol. (57) pozorovali, Ze pomér TIMP-2/MMP-2 byl
dvakrat men$i u nadorové tkan€ ve srovnani s normdlni mukozou.
Z téchto vysledka vyplyva, ze rovnovaha mezi aktivaci a inhibici MMP-2
je unadort tlustého stfeva zvySena k aktivaci.

Neprokazali jsme korelaci mezi expresi mRNA MMP-7, TIMP-1 a
MMP-2 a stddiem onemocnéni ani diagnézou. Vzhledem k tomu, Ze jsme
stanovovali mRNA ve vzorcich tkdn¢, pak je mozné Ze se mira exprese
téchto genti méni v okamziku maligniho zvratu a v nasledujici progresi
onemocnéni se jiz vyrazn¢ji nementi.

Hlavni funkci MMPs je pteména ECM bcéhem tkanové resorbcee,
jednotlivé MMPs maji razné, cCasto protichidné funkce béhem
angiogeneze. V soucasnosti se ukazuje, ze MMP-2 a MMP-7 jsou schopny
Stépit plazminogen a podilet se na vytvofeni angiostatinu, ktery specificky
inhibuje proliferaci endotelovych bunék. TIMPs jsou ve tkanich hlavnimi
endogenimi regulatory aktivity MMPs, ale TIMPs =zastavaji 1 dalsi
biologické funkce. TIMP-1 a TIMP-2 maji vliv na aktivitu fady bunéénych
typl, zaroven overexprese téchto inhibitora tlumi rist nadorovych bunék.
Tyto biologické aktivity jsou nezdvislé na inhibiéni aktivité

metaloproteindaz. Z uvedeného vyplyva ze exprese téchto genl a jejich
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vztah ke klinicko-patologickym projeviim je komplikovanéjsi a je nutno
provést dalsi vyzkum.

Vysledky pilotni studie ukazuji, Ze stanoveni MMP-2, TIMP-2,
MMP-7, TIMP-1 mRNA mize byt uzitecné pro urceni progndzy
kolorektalniho karcinomu. Abnormalni exprese téchto genli muze
poskytnout uZzite¢ny cil pro novou chemoprevenci a novou strategii
adjuvantni terapie.

Karcinoembryonalni  antigen (CEA), neboli CACAM 5
(carcinoembryonic antigen related cell adhesion molecule 5) CEA, popsany
r. 1965 (41), patii k nejdéle stanovovanym nadorovym markerm. Tvofi se
v pribéhu fetalniho vyvoje, a v menSich mnoZstvich v normalni dospéle
tkani, avSak vyraznd exprese v nadorech z néj ¢ini velmi dilezity marker.

CEA patii do imunoglobulinové supergenové rodiny (19, 67), je to
glykoprotein s vysokym obsahem sacharidi (asi 55 %). Molekulova
hmotnost je 180-200 kDa. Na polypeptidovy fetézec, ktery je tvoren sedmi
Ig doménami zakotvenymi na povrchu bunky fosfatidylinositolovou
vazbou, jsou navazany sacharidové fetézce vazbou N-acetylglukosaminu
na asparagin. Fyziologickd funkce CEA vSak neni jednoznaéné vysvétlena.
Vseobecné je pfijiman nazor, Ze tyto molekuly patfi podle, in vitro
experimentd, k intercelularnim multifunkénim molekuldm podilejicim se
na adhezi bunék. (41, 77) Ne&které prace prokazuji, Ze je to N-doména
téchto molekul, ktera zodpovida za adhezi. (24, 64)

CEA se nachdzi ptredevSim ve tkani nadorii karcinomu tlustého
stteva a kone¢niku. Jeho vyskyt je vdzan na lépe diferencované struktury
epitelidlnich bunék téchto nadort, kde je ulozen na apikalni stran¢ bunky.
Z dal$ich nadort GIT je CEA produkovan nadory zaludku, pankreatu, jicnu
a ZluCovych cest. I v téchto lokalizacich se nachazi predevSim u nadort

dobfe a stfedné¢ diferencovanych.
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Tkéanové inhibitory matrixovych metaloproteindz (TIMPs) jsou
hlavnimi endogennimi regulatory aktivity matrixovych mataloproteinaz
(MMPs) ve tkanich. Matrixové metaloproteinazy se prostifednictvim
remodelace extracelularni matrix (ECM) uplatiiuji pii procesech migrace
bunék extracelularni matrix, prostfednictvim zmény extraceluldrni matrix
metaloproteindzami mohou buiiky piejit do proliferace, apoptdzy nebo
morfogeneze. Utastni se také procesu degradace ECM a BM ve vztahu
k nadorové invazivité. (10, 15, 27, 66) Regulace matrixovych
metaloproteindz probihd na nékolika urovnich - na urovni jejich
transkripce, jejich aktivace a prostfednictvim specifickych tkanovych
inhibitorit metaloproteinaz (TIMPs). (2, 27) Do soucasnosti byly nalezeny
4 tkénové inhibitory matrixovych metaloproteindz TIMP-1, TIMP-2,
TIMP-3 a TIMP-4. TIMP-2 se vaze specificky nekovalentni vazbou na pro-
form MMP-2 (61) a inhibuje jeho enzymatickou aktivitu. TIMP-1 reguluje
aktivitu MMP-7. Bylo zjiSténo, Ze zvysSené exprese TIMP-1 a TIMP-2 in
vivo potlacuje metastazy (31), také vSak byla fadou autori zjisténa zvySena
exprese TIMP-1 v naddorové tkani. (10, 32, 52)

V této souvislosti bylo zjisténo, ze exprese TIMP 1 v kolorektalnim
karcinomu je vy$$i u nadorti bez prokazanych lymfatickych metastaz nez u
nadorii s metastatickym postizenim lymfatickych uzlin (45), coZz naSe
studie nepotvrdila. Tento rozpor miize byt zpisoben menSim mnoZstvim
nami sledovanych pacientt.

VétSina autord zjistila zvySenou expresi mRNA pro TIMP-1
v naddorové tkani oproti normalni tkani ojedinéle jsou vSak publikovany
prace toto tvrzeni popirajici. Tento rozpor vSak muze byt zplsoben
charakterem tzv. normalni tkané, t.j. zda srovnadvadme tkan stieva zdravého
a tkan stfeva sice bez nadorovych bungk, ale pravé tfeba z resekéni linie.
V nasi praci jsme potvrdili pfitomnost TIMP-1 v resekéni linii, 1 kdyz

v niz8i hladiné¢ neZ v nadorové tkani, coZz vzhledem k nizkému procentu
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recidiv v anastomdze na naSem pracoviSti vysvétlujeme jako ochrannou
reakci nadorem dosud nepostizenych bunék tlustého stfeva, kdy tlusté
stfevo reaguje jako organ zvySenim produkce TIMP-1 v reakci na zvySenou
produkci matrixovych metaloproteinaz nadorem, nebot’ hladina TIMP-1 je
zvySend pii vSech nadorovych, ale i zanétlivych onemocnénich tlustého
stfeva. (40)

Nadorové markery lze charakterizovat jako latky produkované
malignimi bunikami ¢i organizmem jako odpovéd’ na nadorové bujeni. Od
latek produkovanych normdlnimi buiikami se 1i8i, bud’ kvalitativné (jsou
nadorové specifické, a normalni bunky je proto neprodukuji) C¢i
kvantitativné (s nadory asociované, ptitomné 1 u normalnich bun¢k). Muze
se jednat o antigeny lokalizované na povrchu bunéénych membran, enzymy
metabolickych drah ¢i fragmenty cytoplazmatickych struktur uvoliiované
do okoli pifi zaniku bunék. Nadorové markery lze detekovat jednak
imunohistochemicky ¢i v cytosolu nddorové bunky (celularni nadorové
markery) a jednak cirkuluji v krvi ¢i v jinych biologickych tekutinach
(humorélni nadorové markery), které lze prokazat imunoanalytickymi
metodami (4, 13, 36, 55)

Ptitomnost nadorovych markerii v té€lnich tekutindch a tim i moZnost
jejich stanoveni zavisi na celé¢ fad¢ faktori. Nadorové markery jsou
produkovany dé€licimi se buiikami nadoru a jejich produkce je proto zavisla
na diferenciaci bunc¢k. Malo diferencované buiiky produkuji pouze
chemicky jednoduché slouceniny, coz jsou latky, které jsou soucasti
bunécného skeletu (jako jsou cytokeratininy, pfedevs§im TPA a TPS) nebo
ty, které jsou nezbytnou soucésti enzymatického vybaveni kazdé bunky,
jako je timidinkinaza. VéEtSinou autorti jsou tyto markery oznacovany jako
markery proliferace. VéEtSina ostatnich naddorovych markerti obsahuje ve
své molekule proteiny, glycidy, mucin a podobné latky, které musi byt

tvofeny slozitym bunénym enzymatickym aparatem, tzn. vysoce
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diferencovanou nadorovou buiikkou. DalSim predpokladem moZnosti
stanoveni nadorovych markerii v télnich tekutindch je wvaskularizace
nadoru. Avaskularni nddor sice mize produkovat nddorovy marker, ale pfi
stanoveni v biologickych tekutindch jej nemame moznost prokazat, pokud
neni do bilogické tekutiny vyplaven. Vaskularizace nadoru tedy vyrazné
ovliviiuje pritomnost a prokazatelnost nadorovych markert v biologickych
tekutinach.

Ptfestoze diagnosticky prah nadorovych markeri umoziuje
v piiznivych piipadech odhalit nador o hmotnosti 1 mg (10° malignich
bunégk), zatimco klinicka diagnoza byva urcena vétSinou az u nadoru, ktery
obsahuje asi 10° bungk, neexistuje dosud vzhledem k §irokému spektru
nadorovych onemocnéni univerzalni nadorovy marker a ani senzitivita pfi
dostatec¢né specificité nedosahuje optimalni spolehlivosti.

Porovnaly jsme sérové hodnoty nadorovych markert u kontrolni
skupiny zdravych osob a nemocnych s akutnim zanétlivym onemocnénim a
dale u nemocnych s benignim onemocnénim GIT (Crohnova choroba).
Ptedevsim u proliferacniho markeru thymidinkinazy (TK) a cytokeratininti
TPA a TPS byl zaznamenan statisticky vyznamny rozdil, u pacientt
s benignim onemocnénim GIT byly signifikantné vyssi hodnoty TK. Tento
vysledek je v souladu s odbornou literaturou a potvrzuje, Ze pii interpretaci
hodnot nadorovych marker je dualezité brat v tivahu nespecifické vlivy
(infekce, benigni onemocnéni), kterd mohou nespecificky ovlivnit
interpretaci vysledkli nddorovych markeri. (4, 13, 36) Pfi srovndni zdravé
kontrolni skupiny se skupinou pacientli v kompletni klinické remisi
nadorového onemocnéni byly hodnoty TK paradoxné vyssi neZ u pacientl
v kompletni remisi nadorového onemocnéni. Vysvétlenim miize byt
skuteCnost, ze ve skupiné probandi, které klinik oznacil za zdravé se
vyskytovaly pacienti s nespecifickou elevaci TK, napt. v dusledku

reparacnich procest po drobném, ambulantné oSetfeném zranéni. Naopak u
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nadorového markeru TPA, byly hodnoty signifikantné vyssi u skupiny
NED ve srovnani se skupinou zdravych kontrol, coz mlize souviset napf.
s progresi nadorového onemocnéni, které dosud nebylo detekovano.
Protoze jsme prokazali rozdily v hodnotach nddorovych markerti, nebylo
mozné spojit ob¢ kontrolni skupiny ve skupinu jedinou pro dalsi statistické
vypocty.

Casna diagnostika kolorektalniho karcinomu je dileZitd ztoho
divodu, ze ptedpokladem kurativni chirurgické 1éCby je cCasné stadium
onemocnéni (stadium I, IT). U pokrocilych forem onemocnéni (stadium II1,
IV) ma chirurgicky vykon pouze omezeny charakter a dal$i metody 1écby,
tj. chemo- Ci radioterapie sice maji vliv na dlouhodobé pteziti pacientd,
nicmén¢ preziti téchto pacientli je ve srovnani s pacienty, u kterych byl
nador diagnostikovan vcas, podstatné nizsi. (42)

O vyznamu stanoveni nadorovych markeri u kolorektalniho
karcinomu se neustale vedou diskuze. Je zcela jasné, ze nadorové markery
nemohou splnit plvodni piedpoklad ze Sedesatych let, ze budou
univerzalnim diagnostickym prostfedkem. Je tomu tak proto, Ze nejsou ani
tkanove ani organové specifické a navic se do cirkulace neuvoliuji
v Casnych stadiich nadorového onemocnéni. (4, 13, 36, 48, 55)

Vzhledem k vysoké incidenci kolorektalniho karcinomu se stéle
hledaji cesty pro =zajiSténi screeningu eventudlné¢  Casné primarni
diagnostiky. V soucasné dob¢ neexistuje zadny nadorovy marker, ktery by
dosahoval dostacujicich specificit a senzitivit pro screening a primarni
diagnostiku kolorektalniho karcinomu. (13) U naSeho souboru pacientl se
senzitivity pro moznou primarni diagnostiku kolorektalniho karcinomu
pohybovaly u jednotlivych nadorovych markerit od 14 % do 37 % (pti
doporucené specificité , coz jsou hodnoty naprosto nedostacujici). Pouze
nadorovy marker TPA dosahoval senzitivit 62%, ale i1 tato hodnota je pro

primarni diagnostiku nizka, navic je tieba brat v iivahu relativné maly pocet
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pacientil ve skupiné kolorektdlniho karcinomu pro tuto analyzu. Tyto
vysledky jsou zcela v souladu se zavéry “ASCO Tumor Panel”, kde autofi
provedli metaanalyzu praci zabyvajicich se problematikou vyuziti
nadorovych markerti pii screeningu kolorektalniho karcinomu za nékolik
poslednich let. (21) Byli publikovany préace, kde napt. v piipadé pouziti
CEA jako screeningového testu pii piredpoklddané prevalenci 1/1000 a
senzitivité¢ testu 40 % pi1 90% specificité (10 % zdravych ma zvySené
hodnoty), pfipadalo u pacientii se stadiem Dukes A, B na 1 zachyceny
nador 250 falesné pozitivnich testd. (26) U markertt Ca 19-9 a CA 72-4
bylo pii podobnych studiich dosazeno jesté horSich vysledkt. (6, 33, 77)
Na zakladé téchto zavéra bylo konstatovano, Ze nddorové markery nelze
pouzit ani pro screening vysoce rizikovych osob (napf. u sydromu
familiarni adenomatézni polypdzy apod.).

Stanoveni pfedoperacnich hodnot nadorovych markerdi ma svii
vyznam z n¢kolika hledisek. Obecné jsou vysoké piedoperacni hodnoty
povazovany za nepiiznivy prognosticky faktor. (36) Dale ma vyznam
stanoveni predoperacnich hodnot pro posouzeni IéCebné odpovédi po
primarni terapii a moznému urceni rezidualniho nadoru ve srovnani
s hladinami poopera¢nimi. Dle literarnich udajii se doporucuje vySetfovat
pfedopera¢ni hladiny CEA, protoze pifedoperaéni hodnoty tohoto
nadorového markeru byly v celé fad¢ studii hodnoceny jako nezévisly
prognosticky faktor. (4, 6, 23, 26, 41, 48) Ptedoperacni hodnoty CEA
koreluji s velikosti primarniho nadoru a stadiem onemocnéni. Nékteti
autor1 prokazali elevaci CEA u 4 %, 25 %, 44 % a 65 % u pacientl se
stadiem Dukes’ A, B, C a D. (36) Studie NSBAP (National Surgical
Adjuvant Breast Project) sledovala 945 pacientli se stadiem Dukes B.
Pokud byla ptredopera¢ni hodnota CEA nad 10 ng/ml, bylo riziko recidivy
onemocnéni u téchto pacientli dvakrat vySs$i nez u pacientll s normalnimi

piredopera¢nimi hodnotami CEA. (38)
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Jak jiz bylo feceno, vysoké piedoperaéni hladiny jsou sami o sob&
nepfiznivym prognostickym faktorem. Byla publikovéna prace, kde se
recidiva nddorového onemocnéni objevila do jednoho roku po operaci
u 30 % pacientl s hladinou CEA nad 20 ng/ml a jen u 15 % t&ch, ktefi méli
normalni hodnoty (6). Jini autofi zjistili signifikantni korelaci
predoperacnich hodnot CEA s délkou ptezivani u pacientll s klinickym
stadiem II a III, kde u stadia II a III ptezivalo 5 let 61 % a 44 % u
pacienttl, kteti méli normalni hladiny CEA a pouze 32 % a 26 % pacientq,
ktefi méli hladinu CEA nad 20 ng/ml. (16) Byly prezentovany i vysledky
prospektivni studie, kde u stadia Dukes C mélo recidivu nddoru v casovém
intervalu do jednoho a ptil roku 95 % pacienti, ktefi méli hodnoty CEA
nad 5 ng/ml oproti 39 % pacientli, ktefi méli hodnoty pod tuto hrani¢ni
mez. Ze studie byli vylouceni pacienti s hlfe diferencovanymi nadory
(grading III, IV), protoZze je u nich pfedpoklad horsi korelace s CEA.
Prognosticky vyznam CEA byl prokdzan u naSeho souboru nemocnych,
kde byl stanoven signifikantni vztah mezi elevaci pfedopera¢nich hodnot
CEA a celkovym pfezitim a to jak pii pouziti laboratorni, tak
optimalizované cut off. V ptipad¢ laboratorni cut off bylo pro celkové
preziti vyznamné stanoveni TPA, v pfipadé optimalizované cut off
stanoveni CA 19-9, coz je opét vsouladu s vysledky praci nékterych
autord. (13, 53, 54) Pro posouzeni vyznamu téchto markeri vSak bude
tireba delsi follow up. V ptipadé bezptiznakoveého pieziti bylo nejlepSiho
vysledku opét dosazeno u predoperac¢nich hodnot CEA, jehoz signifikance
byla pii pouziti laboratornich cut off potvrzena nejen univariacni, ale také
multivariac¢ni analyzou. Pacienti s predoperacni elevaci CEA méli 11x veétsi
pravdépodobnost progrese, nez pacienti s normalnimi hodnotami. Dle
metody Kaplan Meiera byla statisticka signifikace dosazena také pro

predoperacni hodnoty TPA (p<0,03; Log rank test).

117



Stanoveni pooperacnich hodnot néddorovych marker mé prakticky
vyznam piredevSim u CEA, kde mizeme dle poklesu hladin tohoto markeru
hodnotit uspéSnost resekéniho vykonu, popf. mohou elevované hladiny
CEA wupozornit na rezidudlni nadorovou masu, pokud jejich hodnoty
neklesnou do 4 - 6 tydni po operaci. (21) V jedné studii, kde bylo
sledovano 90 pacientli po resekénim vykonu, doSlo u vSech k poklesu
poopercnich hladin CEA. Pouze u 6 pacientil pretrvavaly zvySené hladiny
CEA a u vSech téchto pacienti doslo k recidivé onemocnéni. (47) Kim a
kol. prezentovali préci, kde 23 ze 33 sledovanych pacienti (70 %) s elevaci
CEA do 2 tydnli po operaci, mélo pozdé€ji recidivu onemocnéni, ve
srovnani s 23 ze 113 pacientd (21 %), ktefi m¢li hladinu CEA v normé.
(41) Také v nasem souboru pacientd nejlépe reagoval na resekéni terapii
pokles pooperacnich hodnot CEA. V ptipadé nddorového markeru CA 19-9
nedoSlo k zddné¢ zméné mezi hladinami pfed a pooperacnich hodnot, u
nadorového markeru TPS, ktery byl v naSem souboru pooperacné sledovan
dosSlo naopak k vyraznému vzestupu pooperacnich hodnot, coz bylo
nejspiSe spjato s reparacnimi pochody po provedené operaci. Lze
konstatovat, ze pro kontrolu uspéchu chirurgické 1é¢by je nejvice vhodné
sledovat pted- a pooperacni hodnoty CEA.

Dlouhodobé sledovani hladin nadorovych markertt u kolorektalnich
karcinomi, které jej produkuji, je vhodnym prosttedkem pro sledovani
ucinnosti nejen uUspéchu chirurgické 1é¢by ,ale 1 pooperacni radio- ¢i
chemoterapie. Sledovani nadorovych markeri za tucelem  vCasné
diagnostiky recidivy ¢i progrese nadorového onemocnéni je hlavni
doménou indikace téchto vysetieni v pritbé¢hu follow up.

Ackoliv je marker CEA v pritbéhu follow up povazovan za cCasny
indikétor recidivy ¢i progrese (4, 6, 60), jsou nadzory autorll na stanovovani
dalSich nddorovych markerti, zeyjména CA 19-9, ktery je povazovan za

marker druhé volby (13, 49), znacné kontroverzni. Nékteré prace udava;ji
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zvySené¢ hladiny CA 19-9 u 80 % pacientii s recidivou nadorového

onemocnéni. (64) Forslund a kol. prezentuje senzitivity CA 19-9 pro

detekci relapsu v pritbéhu follow up pro stadia Dukes’A - D, kdy ve vSech

stadiich jsou dosazené senzitivity pro CA 19-9 vyssi nez pro CEA. (22)

Nicméné tato data jsou v rozporu s vysledky, které publikuji jini autofi (6,

64, 70) Napt. Carpelan a kol. uvadi, Ze senzitivity CA 19-9 byly pro

diagnostiku relapsu nadoru v pribéhu follow up o mnoho nizsi (38 %). (6)

Podobné kontroverze jsou uvadény i1 pro CEA jako hlavni nddorovy

marker.

Vsechny tyto publikované zavéry se lisi diky nékolika nésledujicim
skute¢nostem:

e Ve studiich jsou rozdilnd zastoupeni stadii choroby, takze u skupiny
pacientl s pokro€ilymi stadii dostavame vysSi procentualni zastoupeni
zvySenych hodnot nadorovych markerd.

e Porovnavani vysledkli nadorovych markert, které jsou stanovovany
pomoci diagnostickych souprav rtiznych vyrobcli, mize mit zcela
jinou  vypovédni hodnotu a tak imitovat remisi ¢i progresi
onemocnéni.

e Faktorem, ktery se podili na odliSné interpretaci dat, je rizna délka
follow up u sledovanych pacientli, takze u pacient sledovanych delsi
dobu mizeme mit vys§i zachyt progrese onemocnéni nez v pocatecnich
stadiich.

e Nepiesna charakteristika kontrolnich skupin pacientd, které jsou viici
sob¢ porovnavany pii rtiznych specificitach, ¢imz se dosazené cut off a

senzitivity hodnot naddorovych markert zna¢né lisi.

PtedevSim posledné zminény bod ma za nasledek velkou variabilitu
vysledkli publikovanych studii. Kromé doporuceni ‘European Working

Group on Tumour Markers‘ nebyla dosud standardizovdna kritéria pro
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vybér kontrolnich skupin pacienti a to pfedevSim pro retrospektivné
ziskana data, ktera jsou v metaanalyzach s vysledky prospektivnich studii
Casto srovnavana. (21, 46, 17) Pfi naSem hodnoceni jsme se drzeli
doporuc¢eni EGTM, kdy jako remisni hodnoty byly brany v ivahu pouze
v ptipadé, Ze pochazely od zijicich nemocnych, ktefi nikdy neméli progresi
a nebyly u nich nalezeny distan¢ni metastdzy. Kromé toho byly vylouceny
vSechny vysledky v intervalu Sesti az dvandcti mésicti po skon¢eni primarni
terapie (nelze odhadnout vliv terapie, kdy pfedev§im u adjuvantni 1€cby
muze byt podano az 12 cykli chemoterapie). Zarovein byli vylouceni
pacienti, u kterych se v pribéhu dispenzarni péce vyskytovalo benigni, ¢i
zanétlivé onemocnéni, které by mohlo nespecificky ovlivnit hodnoty
nadorovych markerti (skupina oznafena jako NED- no evidence of
disease). Jako progresni byly brany v uvahu pouze hodnoty, které jako
prvni odpovidali klinické progresi zjiSt€né pomoci zobrazovacich ¢i
endoskopickych metod. Pfi 95% specificité bylo nejvysSich senzitivit bylo
dosazeno u nadorového markeru TPS (83%), senzitivity klasickych
nadorovych markerd CEA a CA 19-9 byly podstatné nizsi (41% respektive
25%). Tyto hodnoty jsou ponékud piekvapivé, predev§im pro nizkou
senzitivitu klasickych nadorovych markerd. Vysvétlenim mlze byt
charakteristika souboru, kde do grantové studie vstupovali pacienti
s lokaln¢ pokrocilym onemocnénim stieva (stadia I-III., tzn. maximalné
s nadorovym postizenim lokoregiondlnich uzlin), pouze u dvou pacientl
byly periopera¢né zjistény distalni metastazy do jater. Déle jde 1 o
charakter recidiv, kde se ve vice nez v 50% jednalo o lokoregionalni
recidivu. Vysledky je tfeba interpretovat opatrné pro maly pocet relapsii
vzhledem ke kratkému follow up, nicméné se TPS zda jako slibny marker
pro follow up pacientl s kolorektalnim karcinomem. Jako idedlni se proto
zda kombinace CEA a TPS. Toto zjisténi je v souladu se zjiSténim

nekterych dalSich autorti, ktefi potvrzuji vyznam sledovani CEA a
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cytokeratininovych nadorovych markert pro follow up kolorektalniho
karcinomu. (62)

Z ptedchozi diskuze vyplyva, Ze systematickd monitorace hladin
nadorovych markerti pro sledovani ucinnosti 1é€by a v€asnou diagnostiku
recidiv a progrese onemocnéni je hlavni doménou indikace tohoto
vySetfeni. Je tfeba ale dodrzovat urcitd pravidla, bez kterych monitorace
nema smysl.

V prvé tfadé musime brat v ivahu faleSnou pozitivitu vysledki u
nékterych benignich onemocnéni, zdnétlivych onemocnéni, u kutdkl a pfi
1écbé nékterymi cytostatiky (fluorouracyl, levamizol). (21) Lehce ¢i
kolisavé zvySena pooperacni hladina CEA miZe byt Casto zplsobena
abuzem nikotinu, ¢i v populaci se pomérné Casto vyskytujicim benignim
onemocnénim jater. Hodnoty TPS mohou byt ovlivnény zanétlivym
onemocnénim, nebo pochody spojenymi s reparaci a regeneraci tkani, napf.
po operaci. Pokud je detekovana zvySend hladina nddorového markeru u
pacienta, ktery m¢l do té doby normalni hodnoty, je tfeba v prvé fad¢ nutno
vysetieni zopakovat pokud mozno ze stejného séra k vyloueni mozné
laboratorni chyby. Dale by mély byt vzaty v ivahu vysledky jaternich testt
a vySetfeni ledvin, protoze jaterni ¢i rendlni insuficience mohou byt
pticinou nespecifického zvyseni nddorovych markeri. (21)

Dalsi nespecifické ovlivnéni hodnot miize byt zptisobeno celou fadou
chyb vznikajicich v preanalytické a analytické fazi stanoveni nadorovych
markerl. Ordinujici 1€kat by mél zasilat vzorky k analyze do stejné
laboratote, ktera stanovuje nadorové markery jednou metodikou. Pouze tak
se 1ze vyhnout nespravné interpretaci vysledkd, u kterych je rozdil hodnot
zpusoben volbou metody stanoveni. Pro kvalitni klinické zhodnoceni
vySetfeni nadorovych markerti je tedy nutnd Uzk4 interdisciplinarni
spolupréce, pii které jsou pokud mozno vylouceny nespecifické vlivy, které

mohou provedena stanoveni ovlivnit.
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Dalsi dutlezitou podminkou je systematické sledovani nadorovych
marker.  Teprve opakované zvySend hodnota nadorového markeru
(alespon 3x za sebou) dava po vylouceni vySe uvedenych skute¢nosti
podezieni na moznou ptitomnost rezidualni nddorové tkané ¢i na progresi
neZ absolutni hodnota markeru, je zcela nezbytné u nemocnych, kde je toto
vySetieni indikovano, sledovat hladiny nddorovych markert v pravidelnych
intervalech. Piilezitostné ordinovani nadorovych markeri neni smysluplné
a je spiSe finan¢ni ztratou, protoze nahodnd meéteni zcela ztraceji svoji
vypoveédni hodnotu. Z vySe uvedenych skutecnosti vyplyva, Ze stanoveni
nadorovych markertit méa v diagnostice kolorektalniho karcinomu nesporny
vyznam. Je tfeba vSak brat v ivahu, Ze se jedna o pomocnou diagnostickou
metodu a proto je pro optimalni klinické vyuziti nezbytnd nejen ucelna
indikace téchto vySetieni, ale 1 spoluprace mezi klinikem a laboratornimi
pracovniky. Pouze tak lze zajistit spravnou interpretaci vysledki a
eliminovat tak celou fadu nespecifickych faktorti, kter¢é mohou vysledek

vysetieni ovlivnit.

6. Souhrn

Hladina exprese mRNA MMP-7, TIMP-1 a MMP-2 byla
signifikantné vys$s$i v nddorové malignim tkani kolorektdlniho karcinomu
nez v normalni kolorektalni tkdni. Pomoci vhodnych protilatek by mohlo
byt mozné aktivitu matrixovych metaloproteinaz inhibovat, coz by mohlo
mit na naddorovou tkan a jeji okoli léceby efekt. Klinicky se jiz nékteré
preparaty testuji (Bay 12-9566 /fa Bayer/, BB94 /fa British Biotechnologi/).

Neprokazali jsme korelaci mezi expresi téchto genid a stadiem

onemocnéni a diagndzou.
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Podafilo se ndm prokazat, Ze pii dodrZovani chirurgickych pravidel
pii resekci stfeva pro kolorektalni karcinom, nema resekéni linie zndmky
pritomnosti nadorovych bunék — chybi pfitomnost mRNA pro CEA.

Hladina mRNA pro TIMP-1 je vresekéni linii pfitomna v nizsi
hladin¢é nez v nadorové tkani, coz vSak souvisi s ulohou, kterou TIMP-1 ve
sttevé hraje. Jeji hladina je zvySena pii vSech nadorovych, ale 1 zanétlivych
onemocnénich tlustého stieva. Zda je zvySend exprese mRNA pro TIMP-1
1 mimo resek¢ni linii, jedné-li se tedy o reakci tlustého stfeva jako organu
bude predmétem dal$iho vyzkumu, stejné tak 1 mozné srovndni se vzorky
nadorem a zandtem nepostizeného tlustého stfeva. Uloha TIMP-1 jako
prognostického markeru je predmétem dalSiho zkouméani, ze vSech studii
vSak vyplyva, ze pouziti TIMP-1 pii screeningu kolorektalniho karcinomu
je nevhodné vzhledem ke znacné nespecifité tohoto markeru.

Pro stanoveni mRNA v periferni krvi jsme pouzili dvé odlisné
metodiky. Prvni metodikou ( izolace volné RNA zplazmy ) se ndm
nepodaiilo mRNA pro CK 20 ani pro CEA detekovat. Druhou metodikou
( izolace RNA z bun¢k zachycenych na membrané Millipore ) jsme mRNA
CEA nedetekovali, ale podatfilo se ndam detekovat mRNA CK 20 u 13
vzorkll 11 pacientii. Pfi hodnoceni pfitomnosti mRNA CK 20 v periferni
krvi téchto pacientli a srovnani s vyvojem jejich nadorového onemocnéni
( progrese X remise ) ani srovhanim s stadingem a gradingem primarniho
nadoru jsme zaddnou souvislost nezaznamenali. Stanoveni mRNA CK 20 a
CEA v periferni krvi vySe uvedenou metodikou se ndm jevi pro klinické
ucely prakticky nevyuzitelné.

Ptes veskery optimismus fesSitelského kolektivu stran novym metod
se pouziti stavajicich imunoanalytickych metod stanoveni nadorovych
markeru jevi jako nezastupitelné.

Porovnaly jsme sérové hodnoty nadorovych markeri u kontrolni

skupiny zdravych osob a nemocnych s akutnim zanétlivym onemocnénim a
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dale u nemocnych s benignim onemocnénim GIT (Crohnova choroba).
Ptedevsim u proliferaéniho markeru thymidinkindzy (TK) a cytokeratininii
TPA a TPS byl zaznamenan statisticky vyznamny rozdil, u pacientl
s benignim onemocnénim GIT byly signifikantné vyssi hodnoty TK. Tento
vysledek je v souladu s odbornou literaturou.

Prognosticky vyznam CEA byl prokdzan u naSeho souboru
nemocnych, kde byl stanoven signifikantni vztah mezi elevaci
piedoperacnich hodnot CEA a celkovym pfezitim a to jak pifi pouziti
laboratorni, tak optimalizované cut off. V ptipadé laboratorni cut off bylo
pro celkové preziti vyznamné stanoveni TPA, v ptfipad¢ optimalizované cut
off stanoveni CA 19-9, coZ je opét v souladu s vysledky praci nékterych
autort. (7, 8, 31) Pro posouzeni vyznamu téchto markerti vSak bude tieba
delsi follow up. V pfipadé¢ bezptiznakového pieziti bylo nejlepsiho
vysledku opét dosaZeno u predoperacnich hodnot CEA, jehoZz signifikance
byla pfi pouziti laboratornich cut off potvrzena nejen univariacni, ale také
multivariani analyzou. Pacienti s pfedoperacni elevaci CEA méli 11x vétsi
pravdépodobnost progrese, nez pacienti s normalnimi hodnotami.

V naSem souboru pacienti nejlépe reagoval na resekéni terapii
pokles pooperacnich hodnot CEA. V piipad¢é nddorového markeru CA 19-9
nedoSlo k Zddné zméné mezi hladinami ptfed a pooperacnich hodnot, u
nadorového markeru TPS, ktery byl v naSem souboru pooperacné sledovan
doslo naopak k vyraznému vzestupu pooperacnich hodnot, coz bylo
nejspiSe spjato s reparaénimi pochody po provedené operaci. Lze
konstatovat, ze pro kontrolu uspéchu chirurgické 1écby je nejvice vhodné
sledovat pted- a pooperacni hodnoty CEA.

Pti 95% specificité bylo nejvysSich senzitivit dosaZzeno u naddorového
markeru TPS (83%), senzitivity klasickych nadorovych markeri CEA a
CA 19-9 byly podstatné nizsi (41% respektive 25%). Tyto hodnoty jsou

ponc¢kud prekvapivé, piedev§im pro nizkou senzitivitu klasickych
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nadorovych marker. Vysvétlenim miize byt charakteristika souboru, kde
do grantové studie vstupovali pacienti s lokaln€ pokro¢ilym onemocnénim
stteva (stadia I-III., tzn. maximaln¢ snadorovym postizenim
lokoregionalnich uzlin), pouze u dvou pacientli byly perioperacné zjistény
distalni metastazy do jater. Dale jde 1 o charakter recidiv, kde se ve vice
nez v50% jednalo o lokoregiondlni recidivu. Vysledky je tieba
interpretovat opatrné pro maly pocet relapsti vzhledem ke kratkému follow
up, nicméné se TPS zd4 jako slibny marker pro follow up pacientl
s kolorektalnim karcinomem. Jako ideélni se proto zdd kombinace CEA a

TPS.

6.1. Summary

The level of MMP-7, TIMP-1 and MMP-2 mRNA expression was
significantly higher in the tumour tissue of colorectal carcinoma than in
normal colorectal tissue. It could be possible to inhibit matrix
metalloproteinases activity using appropriate antibodies, which could have
therapeutic effect on tumour tissue and its vicinity. Some of the
preparations are being tested (Bay 12-9566 /Bayer/, BB94 /British
Biotechnology/).

We have not proved correlation between expression of these genes
and disease stage and diagnosis.

We have succeeded to prove that if the surgical principles for colon
resection performed due to colorectal carcinoma are observed, the resection
line does not show any signs of the presence of tumour cells — mRNA for
CEA 1s not present.

The level of mRNA for TIMP-1 is present in the resection line at
lower levels than in tumour tissue, and this is due to the role that TIMP-1
plays in the colon. Its level increases not only in all tumour diseases, but

also in inflammatory diseases of the colon. The question whether the
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expression of mRNA for TIMP-1 is also increased outside the resection
line and therefore it is a reaction of the colon as an organ will be subject to
further research, as will be a potential comparison with samples of colon
unaffected by tumour or inflammation. Although the role of TIMP-1 as a
prognostic marker remains a subject for further studies, all available studies
suggest that the use of TIMP-1 in colorectal carcinoma screening is
unsuitable due to the significant non-specificity of this marker.

Two different methods for determination of mRNA in peripheral
blood were used. We have not succeeded to detect neither mRNA for CK
20 or CEA using first method (isolation of free RNA from plasma). We
have not succeeded to detect mRNA for CEA using second method
(isolation of RNA from cells attached on Millipore membrane), but we
have succeeded to detect mRNA for CK 20 in 13 samples from 11 patients.
No correlation has been observed during evaluation of presence of mRNA
for CK 20 in peripheral blood of these patients and comparison with
development of their tumour disease (progression X remission) or
comparison with primary tumour staging and grading. Determination of
mRNA for CK 20 and CEA in peripheral blood using the above-mentioned
methods appears to us as practically not utilisable for clinical purposes.

In spite of all optimism of the research group concerning new
methods, the utilisation of current immunoanalytic methods for
determination of tumour markers appears as unsubstitutable.

We have compared serum levels of tumour markers in control group
of healthy persons and in patients with acute inflammatory disease and also
in patients with benign disease of GIT (Crohn's disease). A statistically
significant difference was observed especially in proliferative marker
thymidine kinase (TK) and in cytokeratins TPA and TPS, significantly
higher values of TK were observed in patients with benign disease of GIT.

This result is consistent with scientific literature.
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Prognostic relevance of CEA has been proved in our cohort of
patients. Significant correlation between elevation of preoperative CEA
values and overall survival was determined using both laboratory and
optimised cut off. In case of laboratory cut off, the determination of TPA
was important for overall survival and in case of optimised cut off the
determination of CA 19-9 was important, that is again consistent with
results of literature from some authors. (7, 8, 31) However, longer follow
up will be necessary for evaluation of relevance of these markers. In case
of survival without any signs, the best result was obtained again in
preoperative CEA values, which significance was confirmed not only using
univariate, but also multivariate analysis while using laboratory cut off.
Patients with preoperative CEA elevation had 11 times higher probability
of progression than patients with normal values.

In our cohort of patients, the postoperative CEA values reacted best
to the resection therapy by decrease. No change between preoperative and
postoperative values of CA 19-9 tumour marker has been observed. On the
contrary, significant increase in postoperative values of TPS tumour
marker, which was followed in our cohort after the surgery, was observed.
It was most probably connected with separation processes after performed
surgery. It can be concluded that for control of surgical treatment success is
most suitable to follow preoperative and postoperative CEA values.

The highest sensitivities have been obtained in tumour marker TPS
(83%) with 95% specificity, sensitivities of classic tumour markers CEA
and CA 19-9 were significantly lower (41% or 25%, respectively). These
numbers are rather surprising mainly because of low sensitivity of classic
tumour markers. It can be explained by cohort characteristics, where
patients with locally advanced colon disease (grade I-III, it means at the
most with locoregional lymph nodes affected with tumour) entered study.

Distal metastases into the liver were found only in two patients during
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operation. Furthermore it is the character of recurrences, where
locoregional recurrence occurred in more than 50%. The results should be
carefully interpreted due to the small number of relapses with regard to
short follow up. Nevertheless, TPS seems to be promising marker for

follow up of patients with colorectal carcinoma. Therefore, the combination

of CEA and TPS appears to be ideal.
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7. Splnéni cila projektu

Bod 1. —bod 2.

Nepodatilo se ndm detekci mRNA CK20, CEA v periferni krvi
pacientil s adenokarcinomem tlustého stieva ziskat klinicky vyuzitelné
vysledky. Za hlavni pfi¢inu povazujeme nizkou koncentraci mRNA vySe
uvedenych gend, kterd je soucasnymi metodami obtizné stanovitelna.
Podafilo se ndm vSak stanovenim exprese mRNA vySe uvedenych genti
v tkdnovych vzorcich primarniho tumoru ziskat informace o chovani tohoto
nadorového onemocnéni.

Pomoci vhodnych protilitek by mohlo byt mozné aktivitu
matrixovych metaloproteinaz inhibovat, coz by mohlo mit na nadorovou
tkan a jeji okoli 1é€eby efekt. Klinicky se jiz nékteré preparaty testuji (Bay
12-9566 /fa Bayer/, BB94 /fa British Biotechnologi/).

Podatilo se nam prokazat, ze pii1 dodrzovani chirurgickych pravidel
pii resekci stieva pro kolorektalni karcinom, nema resekéni linie zndmky

pritomnosti nadorovych bunék — chybi ptitomnost mRNA pro CEA.

Bod 3.
Vyuziti mRNA nami stanovovanych genl v periferni krvi jako

screeningové metody se ukéazalo jako nevhodné.

Bod 4.

Prognosticky vyznam CEA byl prokdzdn u naseho souboru
nemocnych, kde byl stanoven signifikantni vztah mezi elevaci
predoperatnich hodnot CEA a celkovym pfezitim. V piipadé
bezptiznakového preziti bylo nejlepSiho vysledku opét dosazeno u
piredoperacnich hodnot CEA, jehoz signifikance byla pii pouziti

laboratornich cut off potvrzena nejen univariaéni, ale také multivariacni
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analyzou. Pacienti s pfedoperacni elevaci CEA méli 11x vétsi
pravdépodobnost progrese, nez pacienti s normalnimi hodnotami. Lze
konstatovat, ze pro kontrolu uspéchu chirurgické 1éby je nejvice vhodné
sledovat pted- a pooperacni hodnoty CEA.

Pti 95% specificit¢ bylo nejvysSSich senzitivit bylo dosazeno u
nadorového markeru TPS (83%), senzitivity klasickych nadorovych
markerd CEA a CA 19-9 byly podstatné nizsi (41% respektive 25%). Tyto
hodnoty jsou ponékud ptekvapivé, predevS§im pro nizkou senzitivitu
klasickych nadorovych markerti. Vysvétlenim muze byt charakteristika
souboru.

Vysledky je tfeba interpretovat opatrné pro maly pocet relapsii
vzhledem ke kratkému follow up, nicméné se TPS zda jako slibny marker
pro follow up pacientl s kolorektalnim karcinomem. Jako idedlni se proto

zda kombinace CEA a TPS.
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IV. P¥ilohy

1. Informovany souhlas pacienta

Jméno pacienta rodné Cislo o8. ¢islo

Souhlasim se zatazenim do klinické studie :

Stanoveni nadorové mRNA u kolorektdlniho karcinomu jako
screeningove a prognostické metody pomoci reverz-transkription
polymerase chain reaction RT-PCR a srovnani s klasickymi nddorovymi

markery.

Prohlasuji, Ze jsem byl svym oSetfujicim Iékaifem seznamen
s protokolem studie a Ze jsem na své otdzky obdrZel srozumitelné a jasné
odpovédi. Beru na védomi, Ze 1é€ebné metody, které jsou mé poskytovany,
odpovidaji zasadam Spravné klinické praxe, ze jde o metody zavedené a
obecné pfijimané a ze se nejedna o pouziti experimentalnich metod ani
experimentalnich 1¢kti. Souhlasim s odbéry télesnych tekutin ( krve a moce
) za ucelem monitorovani priabéhu onemocnéni. Souhlasim s pouzitim
vySettovacich postupil podle protokolu studie.

Ze studie mohu v jejim prubéhu kdykoli odstoupit bez udani divodu.

V Plzni dne :

podpis pacienta podpis hl. fesitele podpis os. Lékare
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2. Pribéh nizké predni resekce rekta — naloZeni linedrniho

stapleru pod tumor.

3. Pribéh nizké predni resekce rekta — priprava pred

vytvorenim anastomozy pomoci circularniho stepleru




4. Pribéh nizké predni resekce rekta — priprava pred

vytvorenim anastomozy pomoci circularniho stepleru
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6. Resekat tlustého stireva s adenokarcinomem

7. Zaznamy PCR v realném case

Zaznamy PCR vredlném case, stanoveni cDNA genu GAPDH, SYBR

green |

Graf. 15. PCR v realném case

Morm. Fluoro.

Threshold

—

[i] = "o T 20 25 [ET] '35 a0 Cyole
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Graf. 16. Teplotni kiivka tani stanoveni cDNA genu GAPDH, TmA=89,1
(standardy, 1-6), TmB=89,9 (vzorky tkani, 7-16), negativni kontroly (17,
18) zcela mimo TmA a TmB. Rozdil TmA a TmB je dan vyss$i koncentraci

soli ve vzorkach tkani oproti standardim.V grafu 2 je vlozena fotografie

1,2, 3,,4; 556,550 38BN

Bip A
Bin &

e e e e e e

226 bp

1, st.10° 2, st.10°
3,st.10° 4, st.10° /7] Y}
5, st.10% 6, st.10° { /[,
7,K258,K25 §

11,12,13,14,15,16,17,18,

9,K7210,K72 f//}
11, K75 12, K75 f//if
, K88 14, K88 Ji/ }

Threshald 17, Neg. Controt

18 Nea control
Oy ROt

75 'a0 Y ES 'ap '95

deq.

elektroforézy. U standard a vzorka (1-16) je detekovdn PCR produkt —
exprese je pritomna. Negativni kontroly (17 a 18) jsou bez PCR produktu.
M- marker velikosti DNA fragmentti, bp-pocet parti bazi.
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Graf. 17. PCR v redlném cCase, zobrazeny jsou standardy o koncentracich

10° — 10® kopii, R=0,9996

KOCT

IR Value|0,9996|

tl

]
il
i

j
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0 g

1=

20 35 40 Cycle

Zaznamy PCR v redlném case, stanoveni cDNA genu TIMP-2, SYBR
green |

Graf. 18. PCR v realném cCase, stanoveni TIMP-2

Morn. Fluaro.,
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0,4]
02
III_ Threshold
'n 5 o ' I a5 30 35 4o cyole
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Graf. 19. Teplotni kfivka tani stanoveni cDNA genu TIMP-2, Tm=99,3,
standardy 1-4, vzorky tkéani 5, 6, 7, 8 - exprese TIMP-2 byla pfitomna,
vzorky tkani 9 a 10 - exprese TIMP-2 nebyla pfitomna (mimo Tm=99,3),
negativni kontrola 11 (mimo Tm=99,3) V grafu 5 je vlozena fotografie
elektroforézy. U standard a vzorkll (1-8) je detekovan PCR produkt —
exprese je pritomna. Vzorky 9,10 jsou bez PCR produktu - exprese neni
pfitomna. Negativni kontrola (11) je bez PCR produktu. M- marker
velikosti DNA fragmentti, bp-pocet part bazi

dF/dT

1:23 37 4: 59 69 77 8: 99 IO,II,M , st. TIMP2

1
2, st. TIMP2
3, st. TIMP2

i 4, st. TIMP2

I 5, K228

16, K228
7, K308

i 8, K308

Threshold

65 70 '75 50 'a5 'ag
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Graf. 20. PCR v redlném case, zobrazeny jsou standardy o koncentracich

10° — 10° kopii, R=0,99954

[focT R=099354 F2=099908 Efficiency=071
h=-01.234 B=12,655

1071 102 103 104

pStandards TIMP-2 (copies): }/09 1/6 1}5 10% 10/ 19% 195

105 106 17 0" B 110°3 _Cancentration

T-hr-n_ashn_ld / // /

II
|

D '5 0 15 20 '25 '30 '35 40 45 '50

Zéaznamy PCR vrealném case, stanoveni ¢cDNA genu MMP-2, SYBR
green |

Graf'. 21. PCR v realném case, stanoveni MMP-2

Morm. Fluoro.

i Threshold o i

10 15

40 Cycle
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Graf. 22. Teplotni kiivka tani stanoveni cDNA genu MMP-2, Tm=92,3,
standardy 1-4, vzorky tkani 7, 8, 9 10 - exprese MMP-2 byla ptitomna,
vzorky tkani 5 a 6 - exprese MMP-2 nebyla pfitomna (mimo Tm=92,3),
negativni kontrola 11 (mimo Tm=92,3). V grafu 8 je vlozena fotografie
elektroforézy. U standard a vzorkt (1-4 a 7-10) je detekovan PCR produkt
— exprese je pritomna. Vzorky 6,7 jsou bez PCR produktu - exprese neni

pfitomna. Negativni kontrola (11) je bez PCR produktu. M- marker

velikosti DNA fragmentti, bp-pocet part bazi.

M 1,23 456738, 910,11,M| o MVP2
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Graf. 23. PCR v redlném case, zobrazeny jsou standardy o koncentracich

10* — 107 kopii, R=0,99954
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8. CK 20 Quantitation Report

1. (vlastni kvantifikace — pfifazeni poCtu kopii pozitivnim vzorkim

identifikovanym pomoci teplotni kfivky tani)

1.1.1.1 Experiment Information

Experiment Name

membrCK20doublevzC1M-vzC22M

Experiment Start

25.10.2006 11:04:18

Experiment Finish

25.10.2006 13:42:15

Operator Martin
Notes CK 20
Gain CHI1 5
Gain CH2 5
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Normalisation Method

Dynamic Tube Normalisation

Noise Slope Correction Yes
Start normalising from cycle |1
Digital Filter Light
Threshold 0,0228
Left Threshold 5

Standard Curve

conc= 10"(-0,467*CT + 17,774)

Reaction efficiency (*)

1,93 (* = 10°(-m) - 1)

R Value

0,9453

No Template Control Threshold|0,0% (0OFI)

1.1.1.2 Temperature Profile

Cycle Cycle Point

Denature @ 95 deg., 600 secs

Hold @ 95 deg., 300 secs

Cycling (45 repeats) Step 1 @ 95 deg., hold 30 secs

Step 2 @ 58 deg., hold 30 secs

Step 3 @ 72 deg., hold 35 secs,
acquiring to Cycling A(CH1, CH2)

Melt (55-95 deg.) , hold 5 secs,
acquiring to Melt A(CH1, CH2)
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1.1.1.3 Raw data for Cycling A.CH1

Fluorescence

I "0 s 20 Io5 '30 '35 40 Cycle

1.1.1.4 Quantitation data for Cycling A.CH1

Moarm. Fluora.
02|
0,15]
01
0,05 !
Threshold =
0] \;;_:—_: — gﬁ
'n 5 T 5 20 a5 30 I35 i cycle

1.1.1.5 Standard Curve

FOCT

| e =
[== 1 =

—| [
) =

o2 o3 o4 105 06 o7 Concentration
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. Colour Name Type Given Calculated CV Ct Ct

Conc. Conc.

(Copies)  (Copies)

2 CK20 |Standard |1 000 000, {1179 247, |17,92% |25,08
3 CK20 |Standard {100 000, |44 039, 55,96% |28,14
4 CK20 |Standard {10 000, 19 256, 92,56% (28,91
10 |19 C5M |Sample 7 562, 29,78
17 C14M |Sample 70 654, 27,7
19 C16M |Sample 17 294, 29,01
22 CI19M |Sample 8 980, 29,62

This report generated by Rotor-Gene Real-Time Analysis Software
(C)Corbett Research 2000
(R)AIl Rights Reserved

9. CK 20 Melt Report

(zaznam teplotni kiivky tani — rozliSeni TIMP-1 pozitivnich a negativnich

vzorku)

Experiment Information

Experiment Name jmembrCK20doublevzC1M-vzC22M

Experiment Start |25.10.2006 11:04:18

Experiment Finish|25.10.2006 13:42:15

Operator Martin

Notes CK 20
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Gain CHI1 5

Gain CH2 5

Digital Filter Light

Threshold 0

Temp. Threshold |0o

Melt data for Melt A.CH1 (standardy + pozitivni vzorky — peak Bin A)
dF AdT

0.2

0,15}

'eg 'en 'eR 70 7R =T 'ag 'aq deg’

No. Colour/Name Type Peaks

1 N CK20 [Standard|62,8, 68,3, 73,6, 79,3, 87,8 (Bin A)

2 B CK20 |Standard|59,6, 65,1, 69,6, 79,6, 87,6 (Bin A)

3 CK20 [Standard|59.4, 62,6, 68,8, 72,6, 80,9, 87,6 (Bin A)
4 CK20 [Standard|60,1, 63,4, 69,9, 80,8, 87,6 (Bin A)
5 CK20 |Standard|61,6, 65,6, 70,1, 74,9, 81,4

6 B CIM |[Sample (58,9, 62,1, 70,1, 74,1, 80,8

7 IR C2M |[Sample 63,1, 68,3,73,9, 81,1

8 C3M [Sample (60,4, 63,9, 68,1, 72,6, 81,1

9 B C4M [Sample (59,9, 66,8, 81,3
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10 @  |C5M [Sample |61,9, 65,1, 72,3, 81,1, 87,6 (Bin A)

11 [  |C6M |Sample |59,4, 63,4, 70,8, 74,4, 81,3

12 | |C8M |[Sample |60,1, 67,6, 73,9, 81,3, 89,3 (Bin A)

13 C10M|Sample |60,1, 64,6, 67,6, 74,4, 81,1

14 C11M|Sample [59.6, 66,9, 74,6, 81,1

15 C12M|Sample |60,8, 68,1, 81,1

16 C13M|Sample |58,9, 63,4, 66,8, 71,9, 81,6

17 @ |C14M|Sample |59,1, 63,8, 68,1, 72,1, 80,8, 87,8 (Bin A)
18 C15M|Sample |60,1, 65,1, 67,4, 72,3, 81,4

19 C16M|Sample |59.6, 64,4, 67,6, 71,3, 80,6, 87,6 (Bin A)
20 |l  |C17M|Sample (59,3, 64,3, 68,1, 72,1, 81,6

21 [ |C18M|[Sample [59,6, 67,1,72.4, 81,1,91,4 (Bin A)

22 @ |C19M|Sample [60,1, 64,8, 70,1, 81,1, 87,6 (Bin A)

23 @ |C20M|Sample [62,1, 66,4, 70,1, 80,8

24 [l  |C21M|[Sample |55,6,65,3,71,3, 81,3, 90,1 (Bin A)

25 [l |C22M|[Sample |61,4, 64,4, 73,3, 81,1, 85,1 (Bin A), 91,9
26 @ |ntc [NTC [61,8, 69,8, 81,3, 87,6 (Bin A), 92,8

This report generated by Rotor-Gene Real-Time Analysis Software
(C)Corbett Research 2000
(R)AIl Rights Reserved
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10. Datasheet AdnaTest ColonCancerSelect

Datasheet AdnaGen
AdnaTest ColonCancerSelect

Enrichment of tumor cells from blood of colon cancer patients for gene expression analysis

The kit AdnaTest ColonCancerSelect enables the immuno-magnetic enrichment of tumor cells via
epithelial and tumor associated antigens.

Antibodies against epithelial and tumor associated antigens are conjugated to magnetic particles for
labeling cells from peripheral blood. The labeled cells are extracted by a magnetic particle concentrator
(MPC) and are subsequently lysed.

The cell lysate is used for additional analyses (continue with AdnaTest ColonCancerDetect).

Fig. 1: Schematic overview of the sample preparation.

Kit Components

AdnaTest ColonCancerSelect includes the following components (number of tubes):

Component T-1-504 T-1-512 T-1-514
(12tests) | (24 tests) | (36 tests)

ColonSelect 1 2 | 3

Lysis/Binding Buffer 1 1 1

Additional Materials Needed

Equipment:
« Tube rotator

+« Magnetic particle concentrator MPC-L (Dynal cat no. 120.21) and MPC-S (Dynal cat no.
120.20)

Reagents:
» Phosphate buffered saline (PBS), pH 7.2 (Invitrogen, cat no. 14190-094, D-PBS)

Version 041109
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