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Kolorektalni karcinom je v civilizovanych zemich 2. nejcastéjsim
karcinomem u muzi po karcinomu plic a u Zen po karcinomu prsu.
Mortalita spojend s timto onemocnénim je v Ceské republice nejvyssi na
svét€ a to u obou pohlavi. Jednou z pfic¢in tohoto stavu je pozdni
diagnostika kolorektalniho karcinomu, kdy vice nez 50% nadord je
diagnostikovano v pozdnich stddiich choroby (stadium III a IV).
Pficinami pozdni diagnostiky jsou jednak minimalni obtize
v pocatecnich stadiich, jednak obava nemocnych z této diagndzy, dale
chyba v diagnostické rozvaze Iékare, kterému se nemocny svéii se
svymi obtizemi a v neposledni fad¢ i neexistence screeningové metody
pro v¢asnou diagnostiku.

Rad bych podékoval vSem osobam, bez jejichZ ptispéni by tato
prace nemohla vzniknout. Svému S$koliteli doc. MUDr. Lubosi
Holubcovi, CSc. za poskytnuti ndmétu, odborné vedeni a cenné rady.
Dale vSem spolufesitelim Grantu IGA — NR 7894-3/2004 jmenovité
prof. MUDr. Vladimiru Tteskovi, DrSc., MUDr. Lubos$i Holubcovi ml.,
PhD., Mgr. Martinu Pestovi za odvedenou praci a cenné rady. Ing. S.
Kormundovi dékuji za pomoc pfi statistickém zpracovani vysledk.
MUDr. J. Kozeluhové za pomoc piti odbéru vzorkl kontrolnich skupin.
V neposledni fad¢ 1 vSem svym kolegtim z chirurgické kliniky FN Plzen
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za odborné rady a cenné zkuSenosti. Chci podekovat i své rodin¢ za
trpélivost a projevovanou lasku.
I. Teoreticka ¢ast

Teoretickd Cast obsahuje shrnuti soucasnych znalosti o
kolorektalnim karcinomu. Je roz¢lenéna do jednotlivych kapitol, které se
zabyvaji anatomii tlustého stfeva, jeho histologii, dale obecné patologii
nadorového ristu a kolorektdlnimu karcinomu.

Tato kapitola se vénuje epidemiologii kolorektalniho karcinomu,
jeho etiologii a patogenezi, zabyva se predispozicnimi faktory,
histologickym nalezem ( typing ), Sifenim nadort, jednotlivymi
stagingovymi systémy, gradingem. Samostatnd C¢ast je vénovana
screeningovym moznostem v souc¢asné¢ dob¢ a tato kapitola je dale
délena dle rizikovych skupin. Dal$i podkapitolou jsou i moZnosti
diagnostiky kolorektalniho karcinomu. Jsou zvdzeny vSechny moznosti
diagnostiky, vcetné klinickych pfiznakd, nddorovych markeri a
zobrazovacich metod.

Dalsi podkapitolou je oddil vénovany 1écbé kolorektalniho
karcinomu. Jsou rozebrany jednotlivé moznosti chirurgické 1écby,
elektivni, akutni 1 paliativni. Je zminéna 1 léba onkologicka -
chemoterapie, radioterapie a dalsi moznosti 1éCby.

Predposledni podkapitola je vénovéna progndéze nemocnych
s kolorektalnim  karcinomem. Jsou zvazeny jednotlivé faktory
ovlivityjici pfeziti nemocnych. PredevSim se jednd o staging nadoru,
dale rezidualni nador, histologicky nalez, lokalizaci nadoru a
komplikace. Pétileté preziti u pacientii s nddorem tlustého stfeva a rekta
v zavislosti na stadiu onemocnéni je pfiblizn€¢ nasledujici : stadium I
- 80 %, stadium II - 60 %, stadium III - 30 %, stadium IV - 5 %.

Posledni podkapitola je vénovdna prevenci kolorektalniho
karcinomu a dispenzarni pé¢i o nemocné s touto diagndzou. Preventivni
opatieni jsou jednak charakteru doporuceného zivotniho stylu a jednak
maji charakter optimalni diagnostiky prekancer6z a cCasnych forem
tohoto nadorového onemocnéni. Soucasti této podkapitoly je i
diagnostika v pribéhu follow up.

Pesta M., Topolcan O., Holubec L. jr., Rupert K., Cerna M., Holubec L. sen., Treska
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Anticancer Res. 2007. Accepted for publication, IF 1,5.
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I1. Vyzkumna ¢ast
Vyzkumna ¢ast vznikla za podpory grantu IGA — NR 7894-3/2004.
1. Cile projektu:

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

2. Posouzeni stupné malignity a progndzy nemocného v zéavislosti
na hladinach nddorové mRNA v krvi pacienta v korelaci s klinickym a
histopatologickym nélezem.

3. Ur¢it moznosti vyuziti stanoveni nadorové mRNA jako
screeningové metody vzhledem k pfedpokladané  specifi€nosti
porovnanim s kontrolnimi skupinami pacientii s benignimi diagnézami a
skupinou pacientil s maligni diagnosou jiné lokalizace.

4. Porovnat citlivost metody z hlediska pooperacni recidivy a
metastdz nddorového onemocnéni se stanovenim béznych nadorovych
markert — karcinoembryonalni antigen (CEA), glykoproteinovy antigen
mucinosniho typu: Carbohydrate antigen 19-9 (CA 19-9), prolifera¢ni
nadorovy  marker tymidinkindza (TK), solubilni cytokeratininové
fragmenty: tkanového polypeptidového antigenu (TPA) a tkénového
specifického polypeptidového antigenu (TPS) - v séru.

2. Metodika

U nemocnych s nddorovym onemocnénim kolorekta bez znamek
metastdz ¢i generalizace byl po resekénim vykonu odebran z preparatu
vzorek tumoru velikosti 5x5x5 mm ( pro moznost kontroly 2x ) a byla
z néj stanovena mRNA pomoci reverz-transkription polymerase chain
reaction RT-PCR. Hladinu mRNA jsme stanovili v periferni krvi
nemocného stejnou metodou pied vykonem, 7 dni po vykonu, dale 6 a
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12 mésict po vykonu. Stejné tak byla u téchto pacientli stanovena
hladina klasickych onkomarkeri 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 zarazeni do projektu informovani a podepsali pisemny souhlas.
mRNA z krevnich vzorkli a vzorki nddoru a onkomarkery stanovila
radioimunologicka laboratof pfi II. interni klinice FN Plzen.

3. Rozdéleni nemocnych do skupin

I. Nadory - nemocni s kolorektalnim karcinomem predoperacné bez
generalizace

I1. Kontrolni skupiny:
Plice - nemocni s primarnim karcinomem plic
Prekancerdzy - nemocni s verifikovanou M. Crohn
Zanéty - nemocni se zanétlivym onemocnénim
Zdravi — nemocni bez zn. tumoru ¢i zanétu napft. pred operaci kyl
NED - ze skupiny nemocnych s kolorektalnim karcinomem byla
vytvofena skupina nemocnych s minimalné 12 meési¢ni remisi
onemocnénti.

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) v maligni tkani

Matrixové metaloproteinazy (MMPs) a jejich inhibitory, inhibitory
matrixovych metaloproteindz (TIMPs), hraji dalezitou roli v nadorové
invazivite.

Hladina exprese mRNA MMP-2, TIMP-2, MMP-7 a TIMP-1 je
signifikantné zvysSend u nadorové maligni tkan¢ ve srovnani s normalni
tkani (p<0.0020, p<0.0467, p<0.0007, p< 0.0003). Zjistili jsme, Ze
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at the most with locoregional lymph nodes affected with tumour)
entered study. Distal metastases into the liver were found only in two
patients during 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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hladina exprese je signifikantné zvySend pouze u mRNA MMP-2
nadorové maligni tkdn€ ve srovnani s benigni tkani (p<0.0464). Rozdil
v hladiné exprese mRNA TIMP-2 , MMP-7 a TIMP-1 mezi nddorovou
a benigni tkdni nebyl zjistén (p< 0.4042, p<0.1139, p<0.0780). Zjistili
jsme, ze hladina exprese mRNA MMP-2, MMP-7 a TIMP-1 je
signifikantné zvySend u nddorové maligni tkan€ ve srovnani s normalni
tkani a benigniho onemocnéni (p<0.0005, p<0.0004, p<0.0007). Rozdil
v hladiné exprese mRNA TIMP-2 mezi naddorovou maligni a nemaligni
tkani byl hrani¢ni (p< 0.0549). Vzhledem k funkéni zavislosti, jsme
stanovili pomér mRNA MMP-2/TIMP-2 a korelovali jej se stadiem
nadorového onemocnéni. Jak je vidét na grafu 1, vysSs$i stadium
nadorového onemocnéni koreluje s vy$§im medianem hodnot poméru
MMP-2/TIMP-2 (stage II: 0.29, stage IIl: 0.69, stage IV: 2.71) ale
neregistrovali jsme statistickou signifikanci (p<0.58).

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).

Graf 1. Pomér mRNA MMP-2/TIMP-2 a jeho korelace se stadiem
nadorového onemocnéni.
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4.2. Exprese geni GAPDH, MMP-2, TIMP-2, MMP-7 a TIMP-1
v zavislosti na stadiu onemocnéni

Nezjistili jsme zadné signifikantni rozdily v hladindch 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).

V hladinach exprese mRNA MMP-2, TIMP-2, MMP-7 a TIMP-1
jsme rozdil mezi vzorky pacientd diagnézy C18 v.s. C19 a C20
nezaznamenali (p<0.2949, p<0.2473, p<0.7689, p<0.3745).

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

Vitab. 1. jsou uvedeny hodnoty Spearmanova korelacniho
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. Vzijemna
negativni korelace (r=-0.85) mezi mRNA MMP-7 a mRNA TIMP-2
byla vyrazn¢ signifikantni (p<0.0001). Dalsi vzdjemné korelace byly
statisticky nevyznamné.

Tab. 1. Hodnoty Spearmanova korela¢niho koeficientu a statistické
vyznamnosti mezi hladinami exprese.

nadorova tkan Spearmandv korelacni koeficient | p - value
MMP-2 X MMP-7 017802 0.5426
MMP-2 X TIMP-2 0.30989 0.2809
MMP-7 X TIMP-1 -.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 -.84615 0.0001

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.

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
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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 is 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
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
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4.4. Ovéreni biologickych vlastnosti resekénich linii
kolorektalniho karcinomu kvantitativni expresi mRNA CEA a
TIMP-1

Pro ovéfeni vlastnosti resek¢nich linii kolorektalniho karcinomu
jsme zvolili stanoveni mRNA dvou odlisSnych genti a to mRNA
karcinoembryonalniho antigenu (CEA) a tkanového inhibitoru
matrixovych metaloproteinaz-1 (TIMP-1). Prostfednictvim mRNA CEA
jiz  néktefi autofi  zjiStovali pfitomnost nadorovych  bunék
v lymfatickych uzlindich a nadorové tkani. Stejné tak fada autorti
zaznamenala zvySenou expresi TIMP-1 vndadorové tkani oproti
normalni tkani.

Existuje statisticky vyznamny rozdil mezi resek¢ni linii a nadorovou
tkani pifi stanoveni mRNA pro TIMP 1 ( p-value 0,0436) pro
kolorektalni karcinom bez rozdilu lokalizace, nepodafilo se vSak
prokazat statisticky vyznamny rozdil mezi vzorky z kolorektalniho
karcinomu a resekéni linii pii lokalizaci nadoru v rektu stanovenim
mRNA pro TIMP-1 ( p- value 0,1338 ). Stejné tak neexistuje statisticky
vyznamny rozdil mezi vzorky kolorektalniho karcinomu a resek¢ni linie
pii lokalizaci tumoru v oblasti tracniku stanovenim mRNA pro TIMP-1
( p- value 0,2632 ). Tento rozpor vysvétlujeme niz$im poctem vzorkd
v jednotlivych skupindch (vzorky pii lokalizaci nddoru vrektu a
v colon), zatimco pii spojeni obou skupin jiz pocet vzorki je statisticky
signifikantni. Pfesto je prokézéna ptfitomnost TIMP-1 v resek¢ni linii, i
kdyz v nizsi hlading.

Pii stanoveni CEA statisticky vyznamny rozdil existuje resekéni
linii a nadorovou tkani bez rozdilu lokalizace ( p- value nizs§i nez
0,0001) — tab. 2., coz prokazuje neptitomnost nadorové tkdné v resekéni
linii, déale existuje statisticky vyznamny rozdil mezi resekéni linii a
nadorovou tkani u nadorh rekta pfi stanoveni hladin CEA v nadoru a
resekéni linii ( p-value 0,0005 ) a také existuje statisticky vyznamny
rozdil mezi resek¢ni linii a nddorovou tkani u nddort colon pfii stanoveni
hladin CEA v nadoru a resek¢ni linii ( p-value 0,0042 ), coz prokazuje
nepiitomnost naddorové tkan€ v resekéni linii v obou skupindch. Z téchot
vysledkii  vyplyvd, Ze mRNA pro CEA je vresekéni linii téméf
nepfitomna, narozdil od hladin mRNA pro TIMP-1.
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Tab. 2. Hladiny CEA - nadorova tkan / resek¢ni linie

Nadorova Resekcni linie
tkan

Lower 0 0

quartile

Upper 25823,50 0

quartile

p-value Nizsi nez | Nizsi nez
0,0001 0,0001

Pocet 45 45

pacientil

Neexistuje statisticky vyznamny rozdil mezi hladinami sledovanych
markert ( CEA, TIMP-1 ) u jednotlivych stadii nddorového onemocnéni
( p- value 0,7778 pro CEA, 0,5684 pro TIMP-1 ) — tab. 3. Stejné tak
neexistuje zadny statisticky vyznamny rozdil pfi rozdéleni vzorka 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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s vysledky praci nékterych autor. Pro posouzeni vyznamu téchto
markeri vS8ak bude tfeba delsi follow up. V piipadé bezptiznakového
preziti bylo nejlepsiho vysledku opét dosazeno u predoperacnich hodnot
CEA, jehoz signifikance byla pfi pouZiti laboratornich cut off potvrzena
nejen univariani, ale také multivariatni analyzou. Pacienti
s predoperaéni elevaci CEA méli 11x vétsi pravdépodobnost progrese,
nez pacienti s normalnimi hodnotami.

V nasem souboru pacientll nejlépe reagoval na resekéni terapii
pokles pooperacnich hodnot CEA. V ptipad¢ nadorového markeru CA
19-9 nedoSlo k zadné¢ zméné¢ mezi hladinami pied a pooperacnich
hodnot, u nadorového markeru TPS, ktery byl vnaSem souboru
pooperacné sledovan doslo naopak k vyraznému vzestupu pooperacnich
hodnot, coz bylo nejspiSe spjato s repara¢nimi pochody po provedené
operaci. Lze konstatovat, ze pro kontrolu Gspéchu chirurgické 1écby je
nejvice vhodné sledovat pred- a pooperacni hodnoty CEA.

Pii 95% specificité bylo nejvysSich senzitivit bylo dosaZzeno u
nadorového markeru TPS (83%), senzitivity klasickych nadorovych
markert CEA a CA 19-9 byly podstatné niZsi (41% respektive 25%).
Tyto hodnoty jsou ponckud piekvapivé, predevSim pro nizkou
senzitivitu klasickych nédorovych markert. Vysvétlenim muize byt
charakteristika souboru, kde do grantové studie vstupovali pacienti
s lokalné pokrocilym onemocnénim stfeva (stadia I-III., tzn. maximalné
s nadorovym postizenim lokoregionalnich uzlin), pouze u dvou pacientii
byly perioperacné zjistény distalni metastdzy do jater. Déle jde i1 o
charakter recidiv, kde se ve vice nez v 50% jednalo o lokoregionalni
recidivu. Vysledky je tifeba interpretovat opatrné pro maly pocet relapst
vzhledem ke kratkému follow up, nicméné se TPS zda jako slibny
marker pro follow up pacientll s kolorektdlnim karcinomem. Jako
idedlni se proto zda kombinace CEA a TPS.

6. 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
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mRNA pro TIMP-1 i mimo resekéni linii, jedna-li se tedy o reakci
tlustého stfeva jako orgdnu bude pfedmétem dalSiho vyzkumu, stejné tak
i mozné srovnani se vzorky nadorem a zanétem nepostizené¢ho tlustého
stteva. Uloha TIMP-1 jako prognostického markeru je predmétem
dalsiho zkoumani, ze vSech studii vSak vyplyva, ze pouziti TIMP-1 pfi
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
nepodafilo mRNA pro CK 20 ani pro CEA detekovat. Druhou
metodikou (izolace RNA z bun¢k zachycenych na membrané Millipore)
jsme mRNA CEA nedetekovali, ale podafilo se ndm detekovat mRNA
CK 20 u 13 vzorka 11 pacientl. Pfi hodnoceni pfitomnosti mRNA CK
20 vperiferni krvi téchto pacienti a srovnani s vyvojem jejich
nadorového onemocnéni ( progrese X remise ) ani srovnanim
s stadingem a gradingem primarniho nadoru jsme zadnou souvislost
nezaznamenali. Stanoveni mRNA CK 20 a CEA v periferni krvi vyse
uvedenou metodikou se nam jevi pro klinické ucely prakticky
nevyuzitelné.

Pres veskery optimismus feSitelského kolektivu stran novym
metod se pouziti stdvajicich imunoanalytickych metod stanoveni
nadorovych markert jevi jako nezastupitelné.

Porovnaly jsme sérové hodnoty nddorovych markert u kontrolni
skupiny zdravych osob a nemocnych sakutnim zanétlivym
onemocnénim a dale u nemocnych s benignim onemocnénim GIT
(Crohnova choroba). Predev§im u proliferaéniho markeru
thymidinkinazy (TK) a cytokeratinini 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 prokazdn u naSeho souboru
nemocnych, kde byl stanoven signifikantni vztah mezi elevaci
predoperacnich hodnot CEA a celkovym ptezitim a to jak pii pouziti
laboratorni, tak optimalizované cut off. V piipad¢ laboratorni cut off
bylo pro celkové preziti vyznamné stanoveni TPA, v pfipadé
optimalizované cut off stanoveni CA 19-9, coz je opét v souladu
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Tab. 3. Hladiny markeri u jednotlivych stadii nadorového
onemocnéni a srovnani, zda existuje rozdil v hodnotach markerd u
jednotlivych stadii nddorového onemocnéni

Stadium Stadium Stadium Stadium p-

L. IL. I11. IV. value
TIMP-1 | 41137,00 | 45865,50 |30421,25 | 140140,00 | 0,5684
25%- - - - -
75% 50066,50 | 284116,00 | 225186,00 | 356721,50
Norm. 0,7536 0,7641 0,9052 1,8974 0,8971
TIMP-1 | - - -10,2193 | -
25%- 3,5753 5,7205 8,5134
75%
CEA 0 0 0 7380,00 0,7778
25%- - — - - 9055,00
75% 8235,50 | 28518,50 | 24393,00
Norm. 0 0 0 0,0297 0,7854
CEA - - - -
25%- 0,0703 0,2687 0,4654 0,1589
75%
Pocet 10 21 12 2

4.5. Exprese m RNA v periferni krvi kontrolnich skupin

V kontrolnich skupinach jsme nezaznamenali, metoda izolace volné
RNA zplazmy i metodu zachytu nddorovych bunék na membrané
(metody B,C) expresi mRNA pro CEA, CK 20. Zaznamenali jsme vSak
expresi GAPDH, coz svéd¢i o spravné provedené izolaci RNA, RT i
vlastnim stanoveni q PCR.

4.6. Exprese m RNA v periferni krvi skupiny Nadory

Stanovenim mRNA v periferni krvi jsme se pokusili stanovit mRNA
CEA a CK 20 ve vSech vzorcich periferni krve. Nepodafilo se nam
v zadném vzorku detekovat pritomnost mRNA CEA, ale mRNA CK 20
se nam podafilo detekovat ve 13 vzorcich — viz tab. 4. Ve vSech
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ostatnich vzorcich se nam ani pfi opakovaném stanoveni nepodafilo
mRNA CK 20 prokazat.

Tab. 4. Detekce mRNA CK 20 v periferni krvi u jednotlivych

pacientil a srovnani s klinikou.

Cislo Potadi | Prim. | TNM Gra- | Dg. Klinika
pacienta | nabéru | mRNA | klasifikace | ding
CK 20

301101 |1 7562 T3NOMO 1 C18.2 | Remise
270213 |1 70654 | T2NOMO 2 C18.3 | Remise
330324 |2 11600 | T2NOMO 2 C19 Remise
275523 |1 8980 T3NIMO 1 C20 Remise
396027 |2 99 T3NOMO 2 C20 Remise
440429 |1 217 T3NIMO 2 C20 Remise
380816 |2 27 T3NOMO 2 C18.9 | Remise
500520 |1 42 T3NOMO 2 C20 Remise
500520 |2 46 T3NOMO 2 C20 Remise
301103 |1 7 T3INIMO | C18.2 | Progrese
301103 |3 25 T3NIMO 1 C18.2 | Progrese
481206 |1 963 T3NOMO 2 C20 Remise
435419 |1 10 T3NIMO 1 C19 Remise

Z tab. 4. je zjevné, Ze neexistuje korelace mezi zachycenim mRNA
CK20 v periferni krvi a pohlavim, ani diagndézou, 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 piedoperacné a po 6 mésicich od operace, kdy tato
hodnota byla dokonce nepatrné vyssi nez ptredoperacni. Tento muz,
v dob¢ operace 75 lety, byl operovan 6.4.2005 a provedena pravostranna
hemikolektomie. 14.4. 2006 vsak byla pii koloskopické kontrole
nalezena lokalni recidiva a nemocny reoperovan, v souc¢asné dob¢ je
v péci onkologl a pravidelné dispenzarizovan.
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Z tab. 8. a grafu 7. vyplyva, Ze nejvyssi senzitivity bylo dosazeno
pro cytokeratininovy marker TPS (senzitivita 83% pti 95% specificit€),
zatimco senzitivity klasickych nadorovych markertt byly mizsi (CEA
41%, CA 19-9 25%).

5. Souhrn

Hladina exprese mRNA MMP-7, TIMP-1 a MMP-2 byla
signifikantné vys§i v nadorové malignim tkani kolorektalniho
karcinomu nez vnormalni kolorektalni tkéni. Pomoci vhodnych
protilatek by mohlo byt mozné aktivitu matrixovych metaloproteinaz
inhibovat, coz by mohlo mit na nddorovou tkan a jeji okoli léeby efekt.
Klinicky se jiz nékteré preparaty testuji (Bay 12-9566 /fa Bayer/, BB9%4
/fa British Biotechnologi/).

Neprokazali jsme korelaci mezi expresi téchto genti a stadiem
onemocnéni a diagnoézou.

Podafilo se nam prokazat, ze pii dodrzovani chirurgickych
pravidel pfi resekci stieva pro kolorektalni karcinom, nemd resekcni
linie znamky piitomnosti nadorovych bun¢k — chybi pfitomnost mRNA
pro CEA.

Hladina mRNA pro TIMP-1 je v resek¢ni linii pfitomna v nizsi
hladin€ neZz v nadorové tkani, coz vSak souvisi s ulohou, kterou TIMP-1
ve stfevé hraje. Jeji hladina je zvySena pii vSech nadorovych, ale i
zanétlivych onemocnénich tlustého stfeva. Zda je zvySena exprese
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Marker | Klinika Medidn | 25%-75% Statisticky
kvartil vyznam

CEA Remise (n=22) | 1,3 0,9-2,1 p < 0,007
Progrese (n=12) | 3,1 1,9-17,6

CA19-9 | Remise (n=22) | 10,2 5,3-14,0 NS
Progrese (n=12) | 13,3 5,6-80,2

TPS Remise (n=22) | 31,0 15,0-49,0 p <0,0002
Progrese (n=12) | 225,0 101,0-636,0

Z tab. 7. vyplyva, Ze u hodnot CEA a TPS se signifikantné 1i8i
remisni a progresni hodnoty nddorovych markert. Tento rozdil nebyl
signifikantni u nddorového markeru CA 19-9.

V tab. 8. jsou uvedeny senzitivity jednotlivych nadorovych markert
pro diagnostiku progrese (lokalni recidiva, vzdéilené metastizy)
kolorektalniho karcinomu pii 95% specificité¢ vici remisni skupiné
pacientdl (NED- no evidence of disease). Formou ROC kiivek jsou
senzitivity a specificity uvedené v grafu 7.

Tab. 8. Senzitivity jednotlivych nadorovych markerd pro
diagnostiku  progrese  (lokdlni recidiva, vzdalené metastazy)
kolorektalniho karcinomu pii 95% specificité

Markery | Cut-off Senzitivita | AUC
CEA 8,6 41% 0,80
CA 199 [52,0 25% 0,60
TPS 101,0 83% 0,94
AUC plocha pod kiivkou
Graf. 7. ROC pro diagnostiku progrese kolorektalniho karcinomu
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4.7. Sérové nadorové markery u kontrolnich skupin

Sérové hladiny nddorovych markert byly sledovany u vSech skupin
s vyjimkou skupiny Plice, pro kterou stanoveni sérovych nadorovych
markerd pro kolorektalni karcinom zjevné nemélo vyznam.

Primémé hodnoty a medidny ndmi sledovanych nadorovych
markert u kontrolni skupiny zdravych osob byly v rozsahu normalnich
mezi a to v souladu s témi, které jsou v literatufe uvadény pro kontrolni
skupiny zdravych pacientli a to pro CEA v rozsahu 1,5 - 5,0 ng/ml, CA
19-9 do 40 U/ml, TPS do 90 IU/1, TPA do 110 IU/l, TK do 6,0 TU/1 resp
do 8 IU/l. U kontrolni skupiny nemocnych s akutnim zanétlivym
onemocnénim vyplyva, ze ve srovnani se zdravymi kontrolami jsou u
akutnich z&néth vyss$i predevS§im hodnoty thymidinkindzy, dale i
hodnoty cytokeratinint.

U kontrolni skupiny nemocnych s prekancerézou (Crohnova
choroba) byly hodnoty CEA a CA 19-9 srovnatelné¢ s hodnotami
zdravych kontrol, hodnoty cytokeratinini a thymidinkindzy byly nizsi
nez u kontrolni skupiny akutnich zanéta.

Dalsi kontrolni skupinou, kterou jsme stanovili byla skupina
pacientdl s primarnim nadorem kolorekta v kompletni remisi nadorového
onemocnéni (n=22). Remisni hodnoty byly brany v uvahu pouze
v piipad¢, ze pochazely od zijicich nemocnych, ktefi nikdy neméli
progresi a nebyly u nich nalezeny distan¢ni metastazy. Krome¢ toho byly
vylouceny vSechny vysledky v intervalu dvanacti mésici po skonceni
priméarni terapie (nelze odhadnout vliv terapie, kdy ptedevSim u
adjuvantni 1é¢by mutze byt podano az 12 cykli chemoterapie). Zaroven
byli vylouceni pacienti, u kterych se v pribéhu dispenzarni péce
vyskytovalo benigni, ¢i zéanétlivé onemocnéni, které by mohlo
nespecificky ovlivnit hodnoty nddorovych markert.

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.
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Zejména rozdil mezi skupinou zdravych kontrol a skupinou pacientti
s akutnimi zanéty u prolifera¢niho markeru TK a cytokeratininti TPS a
TPA je vsouladu s literarnimi zavéry, kdy je znamo, ze predevsSim
zanétlivé komplikace mohou nespecificky elevovat hodnoty téchto
markerd a je nutné s touto skutecnosti pocitat pii klinické interpretaci
laboratornich vysledkd.

Statisticky vyznamny rozdil existuje mezi skupinou NED a skupinou
Prekancerozy pro nadorové 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 piipadech byl zaznamenan statisticky signifikantni
rozdil mezi hodnotou proliferaéniho markeru TK u skupiny pacientd
v kompletni remisi nddorového onemocnéni kolorektalniho karcinomu a
ostatnimi kontrolnimi skupinami, vcetné¢ zdravych kontrol. Median
hodnot TK byl u skupiny NED signifikantné niz$i, nez u ostatnich
kontrol, vcetn¢ zdravé kontrolni skupiny. Vysvétleni spociva ve
skute€nosti, Ze 1 u skupiny pacientll, které klinik oznacil za zdravé se
vyskytovali pacienti s nespecifickou elevaci TK, napt. v dusledku
reparacnich procest pii zranéni. Naopak u nadorového markeru TPA,
byly hodnoty signifikantné¢ vy$si u skupiny NED ve srovnani se
skupinou zdravych kontrol, coZ mulze souviset napf. s progresi
nadorového onemocnéni, které dosud nebylo detekovano.

4.8. Sérové nadorové markery u skupiny Nadory

Néadorové markery byly dale vySetfovany u souboru nemocnych
s primarné  diagnostikovanym a  histologicky  verifikovanym
adenokarcinomem tlustého stieva.

Prokézali jsme vztah piedopera¢nich hodnot CEA s postizenim
lokoregiondlnich uzlin a vyskytem vzdalenych metastdz a se stadiem
onemocnéni, u nddorového markeru TPA jsme prokazali vztah se
stadiem onemocnéni. U ostatnich nddorovych markert nebyly Zadné
vyznamné vztahy prokazany, coz muze byt dano i velikosti nami
sledovaného souboru.

U predoperacnich hodnot jsme prokazali vyznamnou korelaci mezi
cytokeratininovym nadorovymi markery TPA a TPS a dale mezi
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off
CEA 3,5 25% 0,68
CA 199 1304 |14% 0,55
TPA 48,0 | 62% 0,33
TPS 75,0 1 37% 0,62
TK 8,7 14% 0,28
AUC plocha pod kiivkou

Graf. 6. ROC pro primarni diagnostiku kolorektalniho karcinomu
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Z uvedené tab. 6. a grafu 6. je zfejmé, Ze senzitivity jednotlivych
nadorovych markerti pti 95% specificité (vs. zdravé kontroly) jsou
kromé TPA nizké.

Vtab. 7. je porovniani medidnd hodnot nddorovych markerd
v klinické remisi nddorového onemocnéni (skupina NED- viz
charakteristika kontrolnich skupin) a hodnot nadorovych markeri u
pacientil v klinické progresi nddorového onemocnéni. Do statistické
analyzy byly zavzaty pouze hodnoty zjisténé pii prvni progresi, kterd
nastala po primarni terapii.

Tab. 7. Porovnani remisnich a progresnich hodnot u nemocnych
s kolorektalnim karcinomem
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které byly pro jednotlivé nadorové markery nésledujici: CEA 3,5 ng/ml,
CA 19-9 28.0 IU/ml, TK 6 IU/1, TPA 110 IU/1, TPS 90 TU/L

Tab. 5. Bezptfiznakové preziti (disease free survival- DFI)
v zavislosti na predopera¢nich hodnotaich nadorovych markert
(laboratorni cut off)- univariacni analyza

Marker | Kaplan | Cox Model

Meier | HR (95% CI) p-value
CEA <0,003 | 5,1 (1,5-17,1) < 0,007
CA19-9 |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

Provedend multivariani analyza (Coxtv regresni model) prokazala
prognosticky vyznam u nadorového markeru CEA (hazard ratio 11,3;
p<0,04).

V tab. 6. jsou uvedeny senzitivity jednotlivych nddorovych markert
pro primarni diagnostiku kolorektalniho karcinomu pii 95% specificité
vici zdravym kontrolam. Formou ROC kiivek jsou senzitivity a
specificity uvedené v grafu 6.

Tab. 6. Senzitivity jednotlivych nadorovych markerti pro primarni
diagnostiku kolorektalniho karcinomu pii 95% specificité viici zdravym
kontrolam

\ Markery \ Cut- \ Senzitivita \ AUC \
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proliferacnim markerem TK a TPS.

U klasickych nadorovych markerti doSlo pooperacné k poklesu
hodnot, statisticky vyznamny byl pouze pokles CEA. U TPS doslo
k signifikantnimu  nariistu, coz je nejpravdépodobnéji  spjato
s repara¢nimi pochody po provedené operaci (pooperac¢ni odbéry byly
provedeny 7. den po operaci).

Prognosticky vyznam mé dle ocekavani predoperacni stanoveni
CEA, zaroven cytokeratininovy marker TPA (Log rank p< 0.001).
K ovéteni vyznamu tohoto markeru vSak bude nutné vyhodnoceni
preziti v delSim casovém intervalu. Vyznam obou markert pro preziti je
zéaroven uveden v grafech 2. a 3.

Graf. 2. Celkové preziti v zavislosti na vysi pfedoperacnich hodnot
CEA ve vztahu k provedené operaci (laboratorni cut off)- univariacni
analyza
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Graf. 3. Celkové preziti v zavislosti na vysi pfedoperacnich hodnot
TPA ve vztahu k provedené operaci (laboratorni cut off)- univariacni
analyza
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Pfi pouziti optimalizované cut off ma z hlediska celkového pteziti
prognosticky vyznam ptedopera¢ni hodnoty CEA a CA 19-9. Ostatni
sledované nadorové markery byly bez statistické vyznamnosti. Vyznam
obou markerti pro pteziti je uveden v grafech 4. a 5.

Graf. 4. Celkové preziti v zavislosti na pfedoperac¢nich hodnotach
CEA (optimalizovana cut off)- univariacni analyza
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Graf. 5. Celkové preziti v zavislosti na predoperacnich hodnotach
CA 19-9 (optimalizovana cut off)- univaria¢ni analyza
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Provedend multivaria¢ni analyza (Coxuv regresni model) prokazala
prognosticky vyznam u nddorového markeru CEA (hazard ratio 13,5;
p<0,02).

V tab. 5. je charakterizovano bezpiiznakové preziti (diestase free
interval= DFI) v zavislosti na vysi predoperacnich hodnot nadorovych
markerti ve vztahu k provedené operaci. Opét jsme jako diskriminacni
hladinu pouzili laboratornich hrani¢nich hodnot (laboratorni cut-off),

17



