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1 Seznam zkratek

AFP
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CEA
CHT
CK20
CLM
CT
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CUSA
CYFRA
DDZ
DFI
GAPDH

HCC

MMP
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PET
PVE
RFA
ROC
RT

RT-PCR

Alfa-fetoprotein

Mucinézni antigen CA 19-9

Karcinoembryonalni antigen

Chemoterapie

Fragment cytokeratininu 20

Colorectal liver metastases - metastazy kolorektélniho karcinomu
Computed thomography - vypocetni tomografie
Circulating tumor cells - cirkulujici nddorové bunky
Cavitron Ultrsonic Surgical Aspirator - ultrazvukovy disektor
Fragment cytokeratininu 19

Dolni duta Zila

Disease free interval — bezpftiznakové preziti
Glyceraldehyd-fosfat-dehydrogenédza
Hepatocelularni karcinom

Kolorektalni karcinom

Matrix metalloproteinazy

Magnetické rezonance

Overal survival — celkové pieZiti

Positronova emisni tomografie

Portal vein embolization - embolizace portalni Zily
Radiofrekven¢ni ablace

Receiving operative curves

Reverzni transkripce

Real time polymerase chain reaction - RT polymeréazova fetézovéa reakce



THVE
TIMP
TK
TPA

TPS

USG

Totalni vaskularni hepatalni exkluze

Tissue inhibitor of metalloproteinases - tkafiovy inhibitor metaloproteiniz
Thymidinkinaza

Tkatovy polypeptidovy antigen

Tkanovy specificky polypeptidovy antigen

Ultrasonografie



2 Uvod

V na8i spolenosti bohuZel stile vzristda pofet nadorovych onemocnéni. Za poslednich
15 let jsme zaznamenali také vyznamny nartist priméarnich a sekundarnich malignit jaterniho
parenchymu. Z primarnich tumort je zde nejvice zastoupen hepatocelularni karcinom (HCC).
Ze sekundarnich jsou to metastdzy kolorektalniho karcinomu (CLM), které tvoii kolem
70-75 % vsech jaternich metastaz. Ceska republika je stale na jednom z prvnich mist na svété
v incidenci kolorektalniho karcinomu (KRK). Az 60 % nemocnych s KRK je postizeno
metastazami jater. U 30 % jsou diagnostikovany jiZ pii priméarni operaci KRK, u zbyvajicich
30 % nemocnych jsou, pfes odstranéni primarniho nadoru, diagnostikovany jaterni metastizy
v pribéhu nasledujicich 5 let po této operaci.

Na 1é¢bé nemocnych s tumory jater se podili z nejveétsi ¢asti chirurg a onkolog. Lé&ebny
postup zavisi na rozsahu onemocnéni. Pokud je pithodny lokalni nélez, je pfistoupeno
k primarnimu chirurgickému vykonu a nésledné nemocny podstoupi chemoterapii (CHT).
V ptipadé¢ nepfiznivého ndlezu je indikovédna nejprve neoadjuvantni onkologicka 1écba
(chemoterapie systémova ¢i lokoregionalni), a pokud dojde ke zlepSeni lokédlniho nalezu,
nasleduje v druhé dobé chirurgicky vykon. Stadium onemocnéni viak mtZe byt tak pokrocilé,
Ze nepfipousti chirurgicky vykon a nemocni jsou déale léfeni onkologem paliativni
chemoterapii. Diky obéma obortim a rozvoji novych technickych i medicinskych pfistupt je
i u takto zavaznych onemocnéni prodluzovana délka Zivota a zlepSovéana jeho kvalita.

Dalsi cestou, k prodluZovani délky Zivota, by bylo vcasné odhalovani agresivngjSich
nadord, u kterych je pravdépodobné ¢asnéj$i metastazovani a riziko jejich recidivy je vySsi.
Pro tento el by mohly byt vyuzity nadorové markery, a to jak klasické (napf. CEA, AFP), tak

noveé zkoumané.



Zamérem této prace bylo pokusit se o vyuZiti jak stavajicich, tak novych nadorovych markeri
(matrixovych metaloproteindz a jejich inhibitorli) pro véasnou detekci recidivy onemocnéni
jaternimi metastazami kolorektdlniho karcinomu u nemocnych po chirurgické 1é¢b&. To by
vedlo k eliminaci pokroé€ilych, chirurgicky nefeSitelnych nélezl, a tim ke zlepSeni kvality

a prodlouZeni délky Zivota nemocnych.



3 Soucasny stav problematiky

3.1 Primdrni nidory jater

Nejcastéjsim primarnim malignim nadorem jater je hepatocelularni karcinom (HCC), ktery
tvoii az 80 % primarnich nadorh jater. Ve zbylych 20 % jsou zastoupeny cholangiocelularni
karcinom, smiSeny hepatocholangiocelularni karcinom a vzicné angiosarkom,
hemangioendoteliom a cystadenokarcinom.

V Evropé patii HCC mezi vzacnéjsi nadory s incidenci 2 : 100 000 obyvatel. Postihuje
pfedevsim muZe v poméru 4-8 : 1. Je pro ného typické, Ze v Casnych stadiich se chova jako
pomalu rostouci a dobie diferencovany nador. Béhem kratké doby je vSak schopen piejit
k riistu rychlému a zvrhnout se na nador s nizkym stupném diferenciace, ktery tvofi velmi zahy
ve svém okoli dalsi loziska. V takovém pfipadé se nemocni nedoZivaji v priméru déle nez
2-3 mésici. U nemocnych smoZnosti radikdlniho feSeni je priimérnd doba pfeZivani

20-30 mésict.

3.1.1 Etiopatogeneze

Az 90 % HCC vznika na podkladé hepatitidy typu B nebo C a jaterni cirhozy. Uvadi se, Ze
nejvyssi riziko vzniku HCC maji nemocni, ktefi prodélali hepatitidu B v détském véku. Zde se
miize vyvinout HCC az ve 40 % piipadi. U nemocnych, ktefi prodélali hepatitidu B ve véku
dospélém, je toto riziko vyrazn€ nizsi, jen 10 %. Zda se vyvine HCC u cirhozy, zavisi na jeji
etiopatogenezi. Nejvice jsou ohroZeni nemocni po hepatitidé B nebo C, rovnéZ pak nemocni

s jeji aktivni formou, kde riziko vzniku HCC je az 40 %, dale jsou to nemocni s jaterni



cithézou na alkoholickém podkladé, kde je riziko az 25 %. Nejméné Casty vznik je pak u
nemocnych s priméarni bilidrni cirhézou, 2-3 %.

HCC se rovnéZ vyskytuje ve vys§i mife u nemocnych shemochromatézou nebo
metabolickymi poruchami, jako je deficit alfa 1 antitrypsinu. Vyznamnym rizikovym faktorem
pro vznik HCC je také uZivani anabolik. Ta zplsobuji vznik adenomu jater, coZ je
prekanceréza, a ¢asem se z n€ho transformuje pravé HCC. Mezi potencialni kancerogeny patii
organicka rozpoustédla, vinylchlorid, pesticidy, arsen a dal3i. Rovnéz miiZze vzniknout HCC na
podkladé sklerozujici cholangoitidy ¢i napadeni riiznymi parazity. To je vak ve stfedni Evropé
velmi vzacny jev, Castéji je zaznamenan v Asii ¢i Africe.

HCC je vétsinou solitarni tumor, v terénu cirhézy jsou viak Cast&j$i vicecetna loZiska. Jeho
difuzni rist je spiSe vzdcngj$i. Metastazy tvoii v hilovych ¢i paraaortalnich uzlinach, déle pak

na plicich ¢i peritoneu.

3.2 Sekundarni nadory jater

Nejcastéjsim sekundarnim nadorem jater jsou metastazy KRK. Tvoii 70-75 % z celkového
poétu jaternich metastéz. Ceska republika je na jednom z prvnim mist ve svét& v incidenci
KRK viibec. Roéné ptibude cca 7 800 novych nemocnych s touto diagnézou, asi u 50-60 %
znich se vyvinou v pribéhu onemocnéni jaterni metastizy, a to bud’ synchronni ¢&i
metachronni. Z dal$ich nadorii metastazujicich do jater jsou to i ostatni nadory GIT, dale
nadory prsu, ledvin, nddory gynekologické, v malém procentu i celd fada dalSich. Pouze
15-20 % nemocnych s metastazami jater je schopno podstoupit radikalni chirurgickou lé¢bu ve
smyslu resekce. Dalsich 5-10 % jsme schopni o$etfit pomoci riiznych ablaénich metod, jako je
RFA, kryodestrukce, alkoholizace, laserova ¢i mikrovinnd ablace. Ostatni pfFichazi

s onemocnénim tak pokrocilym, Ze nejsou schopni podstoupit Zzddnou chirurgickou 1é¢bu.
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U nemocnych l1é¢enych resekéni 1é¢bou jsou vysledky pomérné uspokojivé, pét let preziva
35-40 % nemocnych. Tuto metodu lze hodnotit jako kurativni, protoZe signifikantné prodlouZi
nemocnym Zivot, Abla¢ni metody maji vysoké procento recidiv (cca 60-70 %) b&hem prvnich
dvou let. P&t let zde pieziva cca 5-15 % nemocnych. Nemocni nelééeni chirurgicky maji
prognozu $patnou, umiraji piiblizné do 12-18 mésich. ZaleZi to na tom, jak je nador citlivy

k chemoterapii a zda je viibec chemoterapie u nich indikovana.

3.2.1 Angiogeneze a metastazovani

Nadorové buriky nejsou obvykle angiogenni. U rostouciho nadoru je zajistén piivod kysliku
a Zivin prostou difuzi do velikosti nadoru maximélng 1 mm’. Normalni maximélni vzdéalenost
savéi buiiky od krevni kapilary je 0,1-0,2 mm [1]. VE&t§i velikost nddoru vyZaduje vlastni
tvorbu cév. To méa za nasledek stimulaci vaskularizace ve prospéch nadoru, tento jev se nazyva
»angiogenni switch®. ProtoZe v nadoru je porusena rovnovéha mezi faktory stimulujicimi
a inhibujicimi angiogenezi ve smyslu proangiogennim, ziskava tak nador schopnost indukovat
angiogenezi (obr. ¢.1). Tento stav umoziiuje trvaly rist nadoru a také metastazovani (obr. ¢.2).

Schopnost nadoru tvofit nové cévy lze rovnéz posoudit kvantitativng, a to zméfenim hustoty
malych cév. Je to nezavisly negativni prognosticky faktor vzhledem k progredovéani tumoru
a k celkovému pieziti (OS) [2].

Vétdina karcinoml vznikd v avaskuldrni epidermdlni vrstvé nebo v mukose, oddélené
bazalni membranou od vrstvy dermis nebo submukosy, které jiz vaskularizované jsou. V dobé,
kdy je zahdjena neovaskularizace, je bazalni membrana jesté intaktni. Noveé tvofené cévy jsou
zpocatku oddélené od tumoru. V okamziku, kdy dojde k degradaci bazalni membrany, sméfuji
nove tvofené cévy k tumoru a velmi ¢asné€ jsou obklopeny nddorovymi buiikami. Z toho plyne,

ze vaskularizace tumoru a jeho invazivita jsou velmi tizce spojeny [3]. 7 0 K \



Na degradaci bazalni membrany se podili hlavné matrixové metaloproteinazy.

angiogenic
factors

/—\ / - 5. Intravasation
1. Secretion of ' - (i

4. Appearance
of new
tumour

vasculature

2. Proteolytic \@)
destruction of 3. Endothelial
. extracellular matrix g proliferation |

and migration

Sprouting capillary

Obrazek €.1 — Schéma angiogeneze a intravazace 1. Sekrece angiogennich faktord,
2. Proteolytickd destrukce extracelularni matrix, 3. Proliferace a migrace endotelovych bunék,
4. Novotvorena kapilara zasobujici nador, 5. Intravazace

(a) Early tumour (b) Anglogenic (c) Abnormal tumour (d) Invaslon and
growth

Obrazek &.2 — Schéma metastatického procesu a) Casné stadium nadoru, b) Angiogenni switch,
c¢) Novotvoiena kapilara jdouci nddorem, d) Invaze a tvorba metastaz
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Proces metastazovani je pomérn¢ sloZity a zahrnuje v sob& nasledujici stupné:
a) Invaze nadoru do okoli
b) Transport nadorovych bunék
¢) Nidace nadorovych bunék
d) Rist metastaz

Primarnim krokem je tedy invaze nadoru do okoli, coZz je komplexni interakce mezi
stromatem a nadorovou tkani. Zakladem je proteolytickd degradace extracelularni matrix,
kterou zajisti faktory produkované tumorem ¢&i tumorem uvoliiované z normalni tkan€, hlavng
metaloproteindzy. Tento krok je rovnéz dilezity pro angiogenezi. Buriky, které se dostavaji po
rozrudeni bazalni membrany takto do okoli, mohou déle pronikat lymfatickou &i krevni cestou.
Vstup do cévniho systému je pravé usnadnén v procesu vaskularizace, kdy soucasné
odbourdvani matrix a formovani novych cév tvofi velmi dobré podminky. Po vstupu do
cévniho systému nastava transport buiiky. Faktem je, Ze pouze minimum nadorovych bunék
ma schopnost vytvofit metastdzu. Naprosta vét§ina nepieZije oddéleni od vlastniho nadoru
a zbytek je likvidovan makrofagy a granulocyty. Pokud se takovéa buiika zachyti v kapilaie
cilového organu, dojde k vytvofeni mikrotrombu agregaci trombocyti. Zde hraje roli také
schopnost adheze nadorové buiiky k povrchu endothelu. Nasledné se uplatni ristovy faktor
uvolnény z trombocyti (PDGF), ktery stimuluje dal$i rtist nadoru v novych podminkéch. Pii
dalsim rstu metastézy opét piisobi matrixové metaloproteindzy destrukci ECM.

V souvislosti s nidaci nddorové buiiky v novém prostiedi byly zminény adhezivni molekuly,
které umozni kontakt s jinymi buiikkami nebo se strukturami mezibunééné matrix. Adheze ma
pfi metastazovani dvé v zdsadé opacné role. Na jedné strané brani adheze uvolnéni nadorové
buiiky od vlastniho tumoru. Na stran¢ druhé je vSak tieba, aby adheze pomohla volné burice

k uchyceni v cilovém organu. U nddort je prokazana vy$si produkce adhezivnich molekul
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(selektiny, integriny, kadheriny, adhezivni molekuly zrodiny imunoglobulini — ICAM,
VCAM, PECAM). Jim piibuznd je skupina CEACAM (carcinoembryonic antigen related cell
adhesion molekule) pojmenovand podle CEA, ktery ma pojmenovani v této terminologii

CEACAM-S.

3.2.2 Prognostické faktory preziti

Mezi prognostické faktory patii staging priméarniho tumoru, mimojaterni postiZeni, resekéni
okraj, polet a velikost metastz, disease-free interval (DFI), déle v&k, bilobarni postiZeni jater,
hladina nadorovych markert.

Staging — nemocni s postizenim lymfatickych uzlin primarnim nadorem maji horsi
prognézu neZ nemocni bez tohoto postizeni. Je nutné je zajistit adjuvantni chemoterapii, ale
lymfatické $ifeni neni kontraindikaci k jaterni resekci.

Mimojaterni postiZeni — je ve vét§in¢ piipadi brano jako kontraindikace jaterni resekce.
I v pfipadé, Ze je kompletné odstranéno, maji nemocni hor$i prognézu v celkovém pieziti
(overal survival - OS), kdy pét let pfeziva asi 18 % nemocnych, bez mimojaterniho postiZeni
pak 38 % [4]. Pokud se nadorovy proces §ifi pouze do okoli jater, napf. metastéza proristd do
branice, je mozZno ho odstranit spoleéné s resekovanymi jatry a prognéza je lep$i nez v piipadé
vzdalenych metastaz zdkladniho nddoru. Na druhou stranu pozitivni nalez nadoru v uzlindch
hepatoduodendlniho ligamenta je kontraindikaci k resekénimu vykonu. Tento ndlez je bran
jako metastdzy metastdz a ma nulové pétileté pieziti [5]. Druhym nejcastéji postiZzenym
organem u metastdz KRK jsou plice. V posledni dobé je snaha i u takového postizeni, kdy jsou
postiZena jatra a plice, pfistoupit k resekénimu vykonu na jatrech a oSetfit nalez na plicich
rovnéz resekci ¢i alespoii RFA. Tito nemocni v8ak musi byt v dobrém celkovém stavu

a loZiska na jatrech i plicich musi byt pfiznivé uloZena.
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Resekéni okraj — u resekei jater je nutné, aby vzdélenost metastdzy od okraje resekéni
plochy byla alespofi 10 mm. Takto provedené resekce se oznacuji jako R0O. Tento postup neni
mozno dasto dodrZet, protoZe metastiza je umisténa v jaternim parenchymu takovym
zpusobem, Ze naléhd na ZluCovod ¢&i cévni struktury, které musime ponechat intaktni.
V takovém piipadé hovoiime o resekénim okraji R1, kdy je vzdalenost metastazy od resekéni
plochy méné nez 10 mm, nebo o R2, kdy je provedena resekce v nadoru. Tito nemocni pak
maji prognézu vyrazné horsi nez u resekci RO. Pétileté pieziti je o 20 % nizsi. V piipadé,
7e vime jiz pfi resekci o faktu, Ze nebudeme schopni dodrZet bezpe¢nostni lem, je tieba oSetfit
resekéni plochu pomoci RFA.

Pocet a velikost metastaz — s timto prognostickym faktorem souvisi i bilobarni postiZeni,
kdy pfi vy$8im poétu metastdz je rozhodné pravdépodobnéjsi. Je ziejmé, Ze jak vétsi rozméry,
tak vyssi polet metastdz sv€d&i pro hordi prognézu nemocnych. Vy$si polet poukazuje na
agresivnéj§i nador. VE&t§i rozméry pak na onemocnéni déle probihajici. Pii ponechani
dostateéné velkého zbytku jater a dodrZeni bezpeéného okraje vSak neni ani jeden z faktort
limitujici pro jaterni resekci. Zatim nebyl definovén ani pfesny rozmér metastdzy, ani velikost,
od kterych by byla prognoza vyrazné horsi. Pii bilobarnim postiZeni je prognéza hor$i, nebot’
jen u malo nemocnych lze provést etapovy vykon s eventudlni embolizaci jednoho z jaternich
laloki.

Disease-free interval (DFI) — je obdobi, kdy v organismu nejsou od primarni operace patrné
Zadné znamky maligniho procesu. DFI souvisi s dobou celkového preZivani (overal survival -
08). Cim déle se objevi od priméarni operace metastazy, tim je lepsi prognéza. Je to dano
biologicky mensi agresivitou nadoru. Pfi porovnani synchronnich a metachronnich metastaz
bylo zcela zfejmé, Ze OS je lep$i u nemocnych s metachronnimi metastazami [6].

Hladina nadorovych markeri — v nékolika studiich byla uvadéna hor$i progndza

u nemocnych, ktefi méli u metastaiz KRK predopera¢ni hladinu CEA nad 200 ng/l [7]. Zde je
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tfeba se zamé&Fit pfedeviim na dynamiku nadorovych markert a snaZzit se je vyuzit k zachyceni
Casné recidivy metastatického jaterniho onemocnéni. ProtoZe jak se ukazuje, nemocni
opakované resekovani pro jaterni metastdzy maji stejnou Sanci na celkové uzdraveni jako
nemocni, ktefi jsou resekovani jen jednou. Nutno je vSak zachytit recidivu v¢as, aby nilez
nezprogredoval do faze inoperabilni.

Zadny z prognostickych faktort nds nesmi odradit od pokusu o kurativni feSeni a je tieba
k jednotlivym nemocnym pfistupovat vzdy individualngé. Musime v8ak respektovat v soucasné
dob& uznavané kontraindikace jaternich resekci, jako je: ponechand nedostateénd funkéni
rezerva jaterniho parenchymu — kdy by hrozilo jaterni selhani, pfitomnost neresekabilnich

lozisek jinde v organismu ¢i ponechani priméarniho tumoru v organismu.

3.3 Nidorové markery obecné

Nédorové markery jsou molekuly pfitomné v nadoru nebo produkované nadorem (antigeny
asociované s nadorem). Mohou byt také produkované hostitelem jako odpovéd’ na maligni
proces v organismu (indukované naddorové markery, napf. proteiny akutni faze). U zdravého
jedince se tyto molekuly bud’ vibec nevyskytuji, anebo se vyskytuji v podstatné nizsi
koncentraci, neZ je tomu v piipadé pfitomnosti nddoru. Obecné se pfedpoklada uréita korelace
mezi koncentraci markeru a aktivni hmotou nadoru, proto jsou nadorové markery uZite¢nym
nastrojem v pé¢i o nemocné s nadorovym onemocnénim. VyuZiva se jich pro hodnoceni
prognozy pacientli, depistdZ a monitorovani 1é¢by. Pii méfeni koncentraci marker(i je nutné
kromé absolutnich hodnot a hodnot cut off zohlediiovat také relativni trendy [8].

Nédorové markery jsou latky pievazné proteinového charakteru. Jsou detekovatelné jak ve
tkani zhoubného nadoru (celularni nadorové markery), tak v télnich tekutinich (humorélni

nadorové markery, cirkulujici markery) a souvisi s riistem nadoru v organismu.
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V soucasné dob& se vénuje nddorovym markerim stile vétsi pozornost, nebot’ je snaha
nalézt zplsoby, jak podle hladiny markerti stanovit piesnéj§i prognézu nemocnych
s nadorovym onemocnénim. Sérové markery tak pfedstavuji dileZity parametr, podle kterého
je mozné stanovit progresi ¢i remisi nadorového procesu. K tomu samoziejmé piispiva
i spravna znalost vSech indikaci vySetfeni, znalost jejich analytickych moZnosti a presna
interpretace vysledki [9]. Nadorové markery by tak mély byt vyuZivany pro screening,
primarni diagnostiku, staging a prognézu. Hlavni vyuzZiti je v8ak pfedevsim v odhadu ¢asné

recidivy nadorového onemocnéni a monitorovani terapie.

Zvl43tni skupinou nadorovych markerti jsou onkofetalni antigeny. Jsou to latky, které maji
dilezité funkce b&hem vyvoje plodu a u zdravych jedincli jsou béhem dospélého Zivota
zachycovany jen v nizkych koncentracich. Né&které nadorové markery maji vztah k procesu
proliferace, eventudlné k procesiim, které s proliferaci tzce souvisi a reaguji na zmény
rovnovahy mezi proliferaci, apoptézou ¢i piipadnou degradaci tkané primarniho tumoru. Mezi
nadorové markery fadime dale nékteré enzymy, hormony ¢&i jiné tkanové metabolity.
Pfedev8im hormony mohou vykazovat ektopickou syntézu ve tkéni, kde za fyziologického
stavu produkovany viibec nejsou. Vysetfovani tkatiovych biologickych markerii souvisejicich
s hormondlni zavislosti nadorG (steroidni receptory), s jejich metastatickym potencidlem
(proteinazy), sristem (riistové faktory a jejich receptory), s proliferaci, apoptézou,
angiogenezi, immortalitou, zménami na Grovni genomu (onkogeny, nadorové supresorové
geny) a chemorezistenci je v8ak v zacatcich. Zatim se rutinné vyuZiva stanoveni steroidnich
receptorti hlavné u Ca prsu. Zakladem pro vy3e uvedené nové metody je studium novych
parametrii, zaloZené na metodach imunohistochemickych, enzymologickych a na moZnostech

molekulédrni biologie.
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3.3.1 Pichled souasné pouzivanych niadorovych markeri [10]:
Sérové nadorové markery:

Onkofetalni proteiny: karcinoembryondlni antigen — CEA, alfa-1-fetoprotein — AFP,
postaticky specificky antigen — PSA, antigeny Ca typu definované
protilaitkou — CA15-3, CA19-9, CA72-4, CA125, CA50, CA549,
CA242, CA M26, CA M29, antigen mucindznich karcinomii — MCA
fragment cystokeratinu 19 — CYFRA21-1, antigen skvamdznich

bungk — SCC

Antigeny spojené s ristem nadoru: tkatiovy polypeptidovy antigen — TPA, tkatovy

polypeptidovy specificky antigen — TPS

Enzymy: neuron specifick4 enolasa — NSE, thymidinkinasa — TK, prostatick4 frakce kyselé

Fosfat — PAP, laktatdehydrogenasa — LD

Hormony: lidsky choriongonadotropin — HCG, thyreoglobulin — TG, kalcitonin — CT,
prolaktin — PRL, rstovy hormon — GH, parathormon — PTH,

antidiureticky hormon — ADH

Sérové proteiny: ferritin — FER, beta-2-mikroglobulin — B2M, reaktanty akutni faze — RAF,

cirkulujici imunitni komplexy — CIK, paraproteiny
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Metabolity: kyselina vanilmandlova — VMK, kyselina hydroxyindoloctova — HIOK,
melanogeny — MEL, mo¢ovy gonadotropinovy peptid — UGP, proteiny,
nukledrni matrix — NMP-22, protein S-100 — S-100,

chromogranin A — CHrA

Celularni nadorové markery: receptory estradiolu a progesteronu — ER, PR, katepsin D — CD,

onkoprotein HER-2/neu — HER-2/neu, protein p53 — p53

3.3.2 Charakteristiky vybranych markerii nejcastéji vyuZivanych u primérnich ¢i

sekundarnich nadori jater

Alfafetoprotein - AFP

Alfafetoprotein je fyziologické bilkovina produkovana fetalnimi jatry a Zloutkovym vackem
a je proto markerem pro nadory z téchto tkéni. AFP se nachazi na 4. chromosomu v regionu
ql1-q22, coZ bylo zjisténo in situ hybridizaci Harperem a Dugaiczykem v roce 1983.

Po narozeni se jeho koncentrace v biologickych tekutindch a tkanich vyrazné sniZi, ale
v urditém mnoZstvi pfetrvava i nadale. ZvySena produkce nastupuje zejména u primarnich
nadort jater (hepatoblastom, hepatocelularni karcinom) a u nékterych embryonélnich nadort
(teratoblastomy resp. nadory Zloutkového vacku, jako jsou nékteré germinélni tumory, vzacné
pak nékteré karcinomy pankreatu a gastrointestinalniho traktu). Jde o nadory, které vznikly
maligni transformaci bunék, produkujicich v ur¢ité fazi alfafetoprotein fyziologicky, jako jsou
buniky primitivniho celomu, buiiky Zloutkového vacku a hepatoblastomy. K mirnému zvyseni

miiZze dochazet pti benignim onemocnéni jater. ZvySené hodnoty tohoto markeru provazeji asi
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20 % gastrointestinlnich tumorli a bronchogenni karcinomy, obvykle s pfitomnymi
metastazami v jatrech. Specifita v piipadé hepatomu je v literatufe udévéna v rozptylu
50-85 %.

Alfafetoprotein je markerem prvni volby pro karcinom jater, Normélni hodnota tohoto
zarode¢nych nadorh (testes, ovarium). V karcinomech ze Zloutkového vaku je nalézén az
v 80 % piipadi. U AFP negativnich cholangiogennich karcinomti je markerem daldi volby
CA19-9 a pti sekundarnim postiZeni jater pak CEA.

Rozdilnd mnoZstvi polysacharidu v molekule AFP podle mista jeho tvorby byla pfedmétem

modifikovanych analyz. Zatim vSak nelze o jejich pfinosu hovofit [11].

CEA - Karcinoembryondlni antigen neboli CEACAM 5 (carcinoembryonic antigen-
related cell adhesion molecule 5) [12]

Pro svoji vysokou sensitivitu u kolorektalniho karcinomu (71 %) je jednim z nejcastéji
pouzivanych markerii — karcinoembryonalni antigen CEA. Popsany r. 1965 [13] patii k nejdéle
stanovovanym nadorovym markerim. Je to onkofetdlni protein s roli v procesu bunééné
adheze. Za fyziologickych podminek je CEA produkce pozorovana ve vyvijejicim se embryu,
kde je syntetizovany v epitelidlnich buitkdch, a to pfedev§im na jejich membranach. Ve
fetdlnim séru je prokazatelny od 8. tydne t&hotenstvi. V dospélém véku je syntetizovan
v minimalnim mnoZstvi epitelidlnimi buiikami stfevni sliznice, Zaludku a bronchti. Z benignich
onemocnéni je zvySend koncentrace CEA v séru i ve tkani detekovana pfedevsim u nemocnych
s jaterni cirhdzou, s hepatitidou, zanétlivym onemocnénim pankreatu, s Crohnovou chorobou
¢i ulcerézni kolitidou. Vy33i koncentrace tohoto markeru jsou zaznamenany u nékterych
benignich nadorti mlééné Zlazy (fibroadenom, fibrézné-cystickd choroba). Nejvyznamnéjsi je

viak pfitomnost CEA ve tkdni malignich nddora tlustého stieva a koneéniku. Z dal$ich nadort
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GIT je CEA produkovian nadory Zaludku, pankreatu, jicnu a Zlucovych cest.

Lidska CEA genova rodina sestava z 29 genii umisténych na chromosomu 19 [14], z nichz
18 je aktivné transkribovano. Molekulova hmotnost je 180-200 kDa. Na polypeptidovy fetézec,
ktery je tvofen sedmi Ig doménami, zakotvenymi na povrchu buiiky fosfatidylinositolovou

vazbou, jsou navazany sacharidové fetézce.

Antigen CA 19-9

CA 19-9 patii k tumor-asociovanym antigentim, definovanym na podkladé monoklonalnich
protilatek, a patii také do skupiny onkofetalnich antigenti.

Specificka protilatka odpovidd modifikované determinanté krevnich skupin typu Lewis.
Jeho vyskyt je charakteristicky pro adenokarcinomy pankreatu, Zaludku, tlustého stfeva, jater
a vybranych gynekologickych nadorii. Stanovuje se ¢asto v kombinaci s CEA. Molekula
CA 19-9 se vyskytuje jako glykolipid ve tkani nebo mucin v séru, molekulova hmotnost je asi
36 kDa (lipid), event. vyrazn& vy3§i (mucin). Uloha CA 19-9 je dosud neznamé. Vzhledem
k asociaci mezi nespecifickym zvySenim nékterych adheznich molekul a CA 19-9 v séru neni
vyloudena jeho mozna vazba jako ligand, napi. na E-selektin [15]. /n vifro byla rovnéZz
prokézéna vazba CA 19-9-epitopu na cytokeratin 8. Pfitomnost takto védzaného cytokeratinu

koreluje se zvySenou invazivitou in vitro i in vivo.

Imunohistochemické vy3etieni prokazalo piitomnost tohoto antigenu pfedevsim v malignich
onemocnénich stiedné a dobfe diferencovanych karcinomii pankreatu, kde je lokalizovany
apikélné na epiteliich vystylajicich Zlazové vyvody, i v hlenu uvnitt Zlazovych vyvodi. Déle je
produkovan dal§imi nadory GIT, z gynekologickych nddord pfedev§im u mucinéznich
ovaridlnich tumor. U kolorektdlniho karcinomu ma senzitivitu 18-58 %. Jeho polodas

v cirkulaci je asi 5 dni.
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Antigen CA 72-4

CA 72-4 ma diagnostickou senzitivitu u kolorektalniho karcinomu 20-41 %. Stanoveni
CA 72-4 je zaloZeno na detekci antigenu TAG 72 glykoproteinového typu determinovaného
monoklonélnimi protilatkami. Antigen TAG 72 (tumor-asociovany glykoprotein TAG 72) je
definovany na podkladé monoklonalnich protilatek [16]. Je to mucinovy komplex
o molekulové hmotnosti v&tsi neZ 10° Da. Za fyziologického stavu jej predeviim produkuje
vyvijejici se plod, a to v povrchovych epitelech Zaludku, jicnu a pankreatu. Stopové mnoZstvi
CA 72-4 bylo prokdzano rovnéZ u dospélych v tkanich plic, v gastrointestindlnich
a reprodukénich organech. Vysoky obsah CA 72-4 v dospélosti vykazuji pfedeviim maligni
nadory Zaludku, stfeva, pankreatu, mlééné Zlazy a n€kterych nadori ovaria (mucindzni typy).

Biologicky polocas dosud nebyl uréen.

Tkanovy polypeptidicky antigen (TPA) a tkanovy polypeptidicky specificky antigen
(TPS)

Tkanovy polypeptidicky antigen (TPA) byl prokdzan Bjorklundem jako antigen
epitelidlnich bunék karcinomi. Je to polypetid, jehoZ struktura odpovidd smési fragmenti
cytokeratinti [17]. Byl prokézdn ve vétSiné karcinomi, klidova zdrava tkaf jej neobsahuje.
Jeho vyskyt je v8ak spojen s rychle se mnoZicimi epitelidlnimi buiikami plodu. Pfitomnost
TPA v séru u nemocnych s vyraznou proliferaci maligniho nddoru vedla zpodatku k predstavé
jeho pifmé vazby s procesem proliferace. Dalsimi experimenty bylo prokazéano, Ze jeho vyskyt
v séru je svazan, na rozdil od diferenciaénich antigenti, spiSe s bunéénou aktivitou nez
s objemem nadorové hmoty. Tato aktivita muZe reflektovat nejen proces déleni bunék, ale
i apoptdzu, ev. degradaci tkané a nekrozu.

Antigen s velice podobnou charakteristikou, definovany na podkladé dal§i monoklonélni

protilatky, byl nazvan TPS (tkanovy polypeptidicky specificky antigen). Dal$imi experimenty
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byly definovany typy cytokeratini, jejichz fragmenty se uvoliuji do séra.

Antigen TPA, determinovany pilvodni polyklondlni protilatkou, je polypetid, ktery
odpovidéa solubilnim fragmentim cytokeratini. Molekulova hmotnost téchto fragmentii je asi
40 kDa. Protilatky proti TPA reaguji proti cytokeratintim 8, 18 a 19. Imunohistochemické nebo
kvantitativni analyza tkaiového TPA (TPS) dosud nevedla k jednoznaénym zavérim o jeho
uloze, coz odpovidé zifejmé slozitému procesu fragmentace této cytoskeletalni slozky a jeji roli
pfi bunééném déleni.

Fyziologicky je TPA (TPS) produkce pozorovana v trofoblastu placenty. Lze jej prokazat
i v intenzivné se délicich epiteliich riznych organii vyvijejiciho se plodu. Je nalézan v malych
koncentracich i ve tkdni mo¢ového méchyte, mlééné Zlazy, plic a traviciho traktu zdravych

dospélych. Je pfitomen ve tkédni malignich nador(. Polo¢as TPA je asi 7 dni.

Thymidinkinasa - TK

Thymidinkinasa (TK), neboli plnym ndzvem ATP:thymidin-5'-fosfotransferasa (EC
2.7.1.21), je piesné definovany enzym, patfi k enzymim syntézy DNA, které jsou
charakteristické pro proliferujici tkan. V GI/S fazi bunéného cyklu je zvySena aktivita
fetalniho cytoplasmatického izoenzymu TK.

TK katalyza spocivd v pieméné¢ thymidinu na thymidin-5'-fosfat v pfitomnosti ATP.
Thymidin-5' fosfat je pak pomoci ATP dale fosforylovan az na thymidin-5 '-trifosfat, ktery je
pouzit pro syntézu DNA. Tato reakce dopliiuje pfimou cestu ,de novo* syntézy
deoxynukleotidi, kdy vznikd thymidin-5'-fosfit methylaéni reakci za udasti methylen-
tetrahydrofolatu z deoxyuridin-5'-fosfatu. TK pouZivd jako substrit exogenni thymidin
z potravy nebo endogenni thymidin uvolnény jako degradacni produkt. TK patii tedy mezi
enzymy zachranné (ndhradni) cesty syntézy deoxynukleotidi a DNA (podobné jako

hypoxanthin-guanin-fosforibosyltransferasa nebo adenin-fosforibosyltransferasa). Jde tedy
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o intracelularni enzym ,,zvla$tniho uréeni®, za fyziologickych podminek probihé jeho syntéza
piedevsim v jatrech b&éhem vyvoje plodu, po porodu se syntéza zpomaluje.

Patologicky se nachdzi v rychle proliferujicich tkénich a z téchto tkani se dostava do
cirkulace. Intenzivni produkce je pozorovana piedeviim u onemocnéni s generalizovanou
zvySenou proliferaci a u hematologickych malignit [18]. ZvySena produkce TK je typicka
rovnéz pro néktera virova, zanétliva a revmatickd onemocnéni. Biologicky polocas je asi dva

dny.

3.4 Matrixové metaloproteinizy

Matrixové metaloproteinazy (MMP) jsou skupina vysoce konzervovanych endopeptidaz,
které maji schopnost degradovat vétS§inu komponent bazdlni membrany. Uplatiuji se
prostiednictvim remodelace extracelularni matrix (ECM) pii procesech migrace bunék
extracelularni matrix. Prostiednictvim zmény extracelularni matrix metaloproteindzami mohou
buriky piejit do proliferace, apoptézy nebo morfogeneze. MMP mohou také ménit aktivitu
riistovych faktorl a receptorti riistovych faktorti [19]. Jejich fyziologickd a patologicka funkce
se projevuje také v modulaci extracelularni matrix béhem embryogeneze, ovaridlniho cyklu
nebo pii zanétu, napf.: revmatoidni artritida, fibr6za jater, zanétliva onemocnéni ledvin. MMP
se ucastni také procesu degradace ECM a basalni membrany pii invazivnim rastu nadora [20,
21, 22]. Regulace matrixovych metaloproteinaz probiha na nékolika Grovnich, na tGrovni jejich
transkripce, jejich aktivace a prostfednictvim specifickych tkaovych inhibitort
metaloproteindz (TIMP) [19].

V soucasné dobé je zndmo vice nez 28 lidskych matrixovych metaloproteinaz a nové jsou
stale objevovany. Klasifikace MMP je zaloZena na kombinaci substratové aktivity in vitro,

aminokyselinové sekvenci a proteinové struktuie. Ne&které matrixové metaloproteinazy
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zachovavaji historické &islovani. Typy MMP nevéazané na membranu jsou klasifikovany podle
jejich substratové aktivity: kolagenazy (MMP-1, -8, -13, -18), gelatindzy (MMP-2 a MMP-9),
stromelysiny (MMP-3, -10, -11), matrilysiny (MMP-7 a MMP-26), makrofagova elastindza
(MMP-12), enamelysin (MMP-20), membranové MMP (MT-MMP; MMP 14-17, 24, 25)
a v soucasnosti objevené matrixové metaloproteinaizy (MMP-19, -21, -23, -27, -28) jsou ve
skupiné nezatfazené, tabulka 2.

MMP jsou syntetizovany ve formé& zymogent, k jejich pfeméné na vlastni aktivni formu je
nutna aktivace. Vét§ina MMP je aktivovana extracelularnég, ale nékteré z nich (MMP-11, -14,
-15, -16, -17, -28) mohou byt aktivovany i intracelularné. Spoustéci neboli prepeptidova
doména MMP obsahuje vysoké procento hydrofobnich aminokyselin. Vlastni propeptidové
doména ma vsob& standardné zabudovano né&kolik molekul cysteinu (s —SH funkéni
skupinou), které vazou na katalytickém misté atom zinku. Aktivace metaloproteinaz se déje
roz§tépenim propeptidové domény s ponechanim atomu zinku na katalytickém misté. Ten je
nezbytny pro samotnou enzymatickou aktivitu MMP. Pre-, pro- a katalytické domény jsou
spole¢né pro viechny metaloproteindzy. Variabilita ostatnich domén pak zajistuje vlastni

substratovou specificitu jednotlivych enzymd.
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Tabulka 2: Pfehled matrixovych metaloproteinaz s jejich substratovou specifitou

Matrixové metaloproteindzy

Skupina Druh zkratka Primdrni substrdt
Kolagendzy intersticidlni kolagendza MMP-1 Kolagen typu I, II, 111, VII, VIII, IX,
Zelatin
Neutrofilnikolagendza MMP-8 Kolagen typu I, I1, 1T
kolagendza 2
kolagendza 3 MMP-13 aggrekan, kolagen I, I1, 11, gelatin
xenopus kolagendza MMP-18
Gelatindzy gelatindza A MMP-2 Kolagen typu IV, V, VII, X,
elastin, fibronektin, gelatin,
prokalagenaza-3
gelatindza B MMP-9 Kolagen typu IV, V, elastin, gelatin
Stromelyziny stromelyzin-1 MMP-3 Kolagen typu III, IV, V, IX,
kolagendza 1, entaktin, fibronektin,
gelatin, laminin, proteoglykany
stromelyzin-2 MMP-10 Kolagen typu III, IV, V, IX,
fibronektin, gelatin, laminin,
proteoglykany
stromelyzin-3 MMP-11 fibronektin, laminin,
a-1-proteinase inhibitor
Matrilyziny Matrilyzin MMP-7 Kolagen typu IV, elastin, entaktin,
fibronektin, gelatin, laminin, tenascin
matrilyzin-2 MMP-26 fibrinigen, fibronektin
Elastdzy Metaloelastdzy MMP-12 elastin, fibrinigen, fibronektin
metaloproteindzy MTI-MMP MMP-14 kolagen I, 11, 11I, fibronektin,
membrdnového prokolagendza-3, progelatiniza A,
typu Proteoglykany
MT2-MMP MMP-15 progelatindza A
MT3-MMP MMP-16 Kolagen I11, fibronektin, gelatin
MT4-MMP MMP-24
MT5-MMP MMP-25 progelatindza A
Enamelyzin MMP-20
neklasifikované MMP-19
metaloproteindzy MMP-23
MMP-27 Vitronektin
MMP-28 Epilysin
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Studie jednotlivych matrixovych metaloproteindz ukéazaly zvySenou expresi nékterych
MMP ve tkani kolorektalniho karcinomu. Tyto MMP je mozné sledovat i u rlznych stadii
adenomi, které se mohou transformovat az v karcinom (viz obr. €.3), stejné tak hraji svoji roli
pii tvorbé jaternich metastaz KRK [23]. MiiZeme zde pozorovat MMP piisobici v epitelu, nebo
ve tkanovém stromatu. Nékteré z nich mohou mit paradoxné protektivni G¢inek. Napi. nemocni
s KRK, u nichZ byla zaznamendna nizka exprese MMP-12, méli statisticky vyznamné horsi
celkové pieziti neZz ostatni. Pokles MMP-12 koreloval s invazi do stfevni stény, $ifenim do
lymfatického a cévniho systému. Jakym zpiisobem vSak plisobi MMP-12 protektivné na stfevni
sténu, neni zatim znamo [24].

Nékteré studie prokazaly statisticky vyznamnou spojitost exprese ¢i aktivity MMP
u kolorektalniho karcinomu s prognozou a dal$imi klinickymi udaji. Jiné studie ji v8ak popiely,
a tak vztah ke stadiu onemocnéni, prognéze, piipadnému klinickému vyuziti zistava
predmétem dalSich vyzkumt [19, 25]. Nyni je snaha objastiovat riizné role specifickych MMP

v ¢asnych stadiich onkogeneze kolorektalniho karcinomu.
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Obréazek €.3 — demonstruje ucast a plisobeni MMP ve sténé stfevni pii rozvoji adenomu, pfi
jeho piestavbé na adenom svysokym stupném dysplazie, na karcinom a posléze i na

metastazovani karcinomu do jater, protektivni MMP, epitelové MMP. stromalni MMP
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MMP-2 degraduje molekuly kolagenu IV, ktery je hlavni komponentou bazalni membréany,
dale kolagen V, VII, X [26]. ZvySend exprese mRNA MMP-2 byla nékterymi autory
zaznamenana v nadorové tkani KRK oproti tkani normalni [27, 28], dal$i studie v3ak tuto teorii
nepodporuji [29]. Nemocni se zvySenou expresi mRNA MMP-9 méli Sestkrat ¢astéji recidivu
zakladniho onemocnéni nezZ nemocni, u kterych byla exprese nizka. V multivariaéni analyze
bylo zfejmé, Ze nemocni se zvySenou expresi mRNA MMP-9 maji i horsi celkové pieziti [30,
317.

Tkanové inhibitory matrixovych metaloproteindz (TIMP) jsou hlavnimi endogennimi
regulatory aktivity MMP ve tkanich. Zatim znidme 4 tkafiové inhibitory matrixovych
metaloproteindz TIMP-1, TIMP-2, TIMP-3 a TIMP-4 [32, 33]. Né&ktefi odbornici jsou
piesvédéeni, Ze bude v blizké budoucnosti moZné pouZivat v indikovanych pfipadech genové
terapie pomoci TIMP [34]. Jsou proto vyvijeny rizné preparaty, které by mély fungovat jako
inhibitory MMP. Maji rizné sloZeni a podle toho je miZeme rozdélit na pseudopeptidové,
nepeptidové s krystalickou strukturou, derivaty tetracyklinu a na skupinu riznorodych
inhibitort MMP. Vét§ina z nich plsobi na bdzi vyvazani atomu zinku z katalytického mista
a tim inaktivaci vlastni MMP [35]. Zajimavé jsou preparaty tetracyklinu, které nemaji Zadnou
antibiotickou aktivitu. Psobi jak na sniZeni aktivity MMP vyvazanim atomu zinku, tak sniZuji
jejich produkei tim, Ze rusi $t€peni propeptidové domény.

Pfi sledovani aktivity nékterych endogennich TIMP se TIMP-2 vaZe specificky
nekovalentni vazbou na pro-formu MMP-2 [36] a pfevaZné inhibuje jeho enzymatickou
aktivitu. TIMP-1 reguluje aktivitu MMP-7. Bylo zjisténo, Ze zvySena exprese TIMP-1 a
TIMP-2 in vivo potladuje metastazy [37], také vSak byla zjisténa zvySena exprese TIMP-1
v nadorové tkani [38]. Stejné tak byla u nemocnych s kolorektalnim karcinomem sledovana

exprese TIMP-1 v séru a bylo patrné, Ze pii monitoraci exprese TIMP-1 v kombinaci se
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sledovanim hladiny CEA v séru vzrista senzitivita i specificita zachytu ¢asnych stadii KRK

[35].

3.5 Symptomatologie u primarnich a sekundarnich nadori jater

Jak u primarnich nadorti jater, tak i u sekunddrnich miZe trvat pomérné dlouho
bezptiznakové obdobi. Prvni symptomy se bohuzel objevuji velmi ¢asto aZ pozdg, a to bud’
hmatnou rezistenci v oblasti pravého podzebii, nebo bezbolestnym ikterem nemocného pfi
utlaku jednoho z hlavnich Zluéovodii. Mezi dalsi celkové piiznaky patii nechutenstvi, zvy$ena
unava a hubnuti. Mohou se objevovat tlakové bolesti v pravém podzebii, které se propaguji do
pravého ramena nebo do zad. Ikterus se miZe objevit i v pokro¢ilejsich stadiich, kdyz je vetsi
¢ast jaterniho parenchymu spotfebovana nddorovym procesem a jaterni funkce jsou vyrazné
zhorSené. Je vétSinou doprovdzen subfebriliemi aZ febriliemi zrozpadu tumoroznich
nekrotickych loZisek. Tento pfiznak, stejné jako piftomnost ascitu v duting bfisni, svédéi pro
pokrocilé onemocnéni a prognéza nemocného je ve vétSing piipadi Spatna.

Asi u 10 % nemocnych s HCC se mize objevit krvaceni do GIT. Zdrojem jsou jicnové
varixy, které se tvofi pfi portalni hypertenzi, nebo viedova choroba gastroduodenalni. Vzacnou
pfihodou je pak spontanni ruptura HCC skrviacenim do dutiny bfisni a rozvojem

hemorrhagického Soku. U téchto nemocnych je Sance na pieZiti jen velmi mala.

3.6 Diagnostika
Pii fyzikalnim vySetfeni jsme schopni diagnostikovat aZ pokrocilejsi stadia nadord jater,
kdy v pravém podZebfi a nadbfisku miiZzeme hmatat zvétSend jatra ¢i niddorovou rezistenci

znich vychdazejici. Nas$i snahou je vSak diagnostikovat stadia Casnd, kdy jsme schopni
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nemocného  uspésné  1é¢it. Zde nastupuji metody grafické a laboratorni.

Z grafickym metod je to hlavn& sonografické vySetieni (USG), které je provadéno
u nemocnych s KRK jako souéast piedoperaniho vy$etieni a po odstranéni priméarniho nadoru
je soutasti follow-up [39]. U nemocnych s jaterni cirh6zou je provadéno pii pravidelnych
kontrolach. Cela fada nadort jater je pak zjisténa nahodou pii USG bficha, které je provadéno
z uplné jiného divodu. Pomoci USG je zachyceno nejvétSi procento nadoru jater. K jejich
presnéjsi diagnostice a lepsi prostorové orientaci se dale vyuziva vypocetni tomografie (CT) —
konkrétné vicefazové CT, kdy jsou posuzovany jednotlivé faze, jak se kontrastem napliiuji
jaterni tepny, portdlni Zily a jaterni Zily a stejné tak se postupné syti i patologicka loziska. CT
je také mozno vyuzit v pfipadé, kdy planujeme rozsahlejsi jaterni resekci a potifebujeme
odhadnout velikost zbytkového funkéniho parenchymu jater, ktery v organismu ponechame.
V takovém piipadé se provadi CT-volumometrie, podle které jsme schopni se piesné
rozhodnout a vylou¢it tak moZné jaterni selhani, které¢ hrozi v piipadé, kdy odstranime pfilis
mnoho funkéniho parenchymu jater. Déle je vyuZivana magnetickd resonance (MR), ktera je
zvlasté vyhodna u HCC. U lozZisek < nez 2 cm ma az 90% presnost, jeji uziti je rovnéz vhodné
pii diferencidlni diagnostice hemangiomli. Metodu, kterou miZeme vyuzit u diagnostickych
rozpaki, je CT angioportografie, ukaze nam piesnéji vaskularizaci zkoumaného loziska a miize
tak pfispét ke spravné diagnoze. U sekundarniho postiZeni jater se v posledni dobé stéle vice
uplatiiuje pozitronova emisni tomografie v kombinaci s CT (PET CT). Pomoci této metody je
mozné¢ diagnostikovat nadorové postizeni na rtiznych mistech v organismu a indikovat tak
prislusnou lécbu.

Z laboratornich metod je to pravidelné sledovani sérové hladiny AFP u nemocnych s jaterni
cirhézou, jehoZ zvy$eni ndm signalizuje mozny rozvoj HCC. U nemocnych po resekci KRK je
také pravidelné stanovovana hladina CEA a CA19-9. Zde pfi zvySeni téchto markerti musime

pomyslet na moZnou recidivu zdkladniho onemocnéni ¢i na tvorbu vzdalenych metastiz a je
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nutné napldnovat nemocnému dalsi cilena grafickd ¢i endoskopickd vySetieni.

Jako posledni z vySetfovacich metod pfichazi do uvahy odbér biopsie z loZiska, u kterého
jsme pii ostatnich vy$e zminénych vySetfenich nedospéli k jasnému zavéru. Je to metoda jiz
invazivni a pfi odbéru biopsie riskujeme diseminaci do oblasti punkéniho kanalu. Provadi se
pod USG ¢&i CT kontrolou tenkou jehlou. Obecné je nutno zminit, Ze biopsie by neméla byt
provadéna nemocnym, kde zvaZujeme jaterni resekci, ¢i u nemocnych s HCC, kde planujeme
do budoucna transplantaci.

Pifi nejasném diagnostickém zavéru, nebo v obou vySe uvedenych piipadech (pfipadna
resekce €i transplantace) je indikovano provedeni diagnostické laparoskopie s peroperacni
USG laparoskopickou sondou, kdy jeji piesnost je aZz 95 %. Pokud neméame jistotu ani pii
tomto vySetieni, 1ze odebrat biopsii skrz port, nebo je nutno zvazit oSetieni podezielého loZiska

v jedné dobé s diagnostikou.

3.7 Lécba

Jedinou kurativni 1é€bou u malignich nadort jater je chirurgicka resekce. Pétileté preziti
u nemocnych po resekci nadoru jater je mezi 30-40 %. Pfed vlastni indikaci k chirurgickému
vykonu musime u nemocného posoudit rozsah néadorového postizeni (technickou
odstranitelnost nadoru), stupeii jaterni rezervy a celkovy stav. Podle pfedoperaénich vysetifeni
a peroperaéniho nalezu se dale rozhodujeme o rozsahu vlastniho vykonu. Vykony provadéné
na jatrech jsou vrozsahu od levostranné ¢&i pravostranné hepatektomie, pies lobektomii,
neanatomickou ¢i klinovitou resekci az k pouhé metastazektomii. Pii resekci musime mit na
paméti radikalitu vykonu, tedy dostateény rozsah resekce s bezpe¢nostnim lemem, na druhou
stranu je nutné ponechat v organismu takovy objem jaterniho parenchymu, ktery zajisti, aby

nedoSlo po resekénim vykonu k jaternimu selhédni. U jinak zdravych jater stadi, kdyz zlistane
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25-30 % funkéniho jaterniho parenchymu. U pfidruZzenych chorob jater, jako je steatoza,
fibroza &i cirhdza, je nutné rozsah vykonu omezit a ponechat 60-80 % jaterniho parenchymu.
V takovém piipadé se omezujeme na limitované vykony, jako jsou neanatomické resekce €i
pouhé metastazektomie.

Funkéni rezervu jater je mozné hodnotit nékolika zpusoby. Je tieba si v8ak uvédomit, Ze
toto hodnoceni je spiSe orientani. Nejcast€ji se hodnoti jaterni funkce pomoci Child-Pugh
klasifikace /viz tab.1/. K resekci jsou indikovani nemocni Child A maximélné Child B, bez
portalni hypertenze, ascitu a poruch krevni srazlivosti. Déle je moZné vyuZit testy orientované
na stanoveni metabolické funkce jater (ICG test, lidokainovy test). Z grafickych metod je to
pak CT volumometrie, pomoci které muiZeme odhadnout ponechany objem funkéniho

parenchymu.

Tab.1: Child-Pugh klasifikace

Skore 1 2 3
Bilirubin (mol/l) <30 30-45 >45
Albumin (g/1) >35 30-35 <30
Protrombin. ¢as (s) <4 4-6 >6
Ascites 0 mirny stiedni, velky
Encefalopatie - stupei 0 1-2 3-4
Vysledek A: 5-6 bodii B: 7-9 bodu C: >9 bodii

Za nepfiznivych okolnosti, kdy je jaterni rezerva mala a nalez by nepfipousté]l dostatecny
rozsah vykonu, je, v indikovanych pfipadech, mozné provést embolizaci vétve portalni Zily
(PVE) jednoho zjaternich laloki postizeného nadorovym procesem. Tim se zajisti
kompenzatorni hypertrofie laloku, ktery chceme v organismu ponechat. Embolizaci provadi
radiolog transhepaticky po nasondovani jedné z portalnich vétvi. P¥i netispéchu je mozné ji

provést operatné pres ileokolickou Zilu. Po 3-4 tydnech, kdy se projevi hypertrofie
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neembolizovaného jaterniho laloku, miZeme pfistoupit k vlastnimu resekénimu vykonu [40].
Tento postup je mozné vyuZit i u nemocnych, kde je nadorovy proces lokalizovany v obou
jaternich lalocich. Nejprve je odstranéno nddorové postiZzeni jednoho jaterniho laloku, vétsinou
limitovanym vykonem s ponechanim co nejvice zbytkového funkéniho parenchymu. Nésledné
je provedena PVE a s odstupem je pak dokonéen rozsahlejsi resekéni vykon na embolizovaném
jaternim laloku. Zde hovofime o tzv. etapové resekci jater, ktera je vyuZivana hlavné

u metastatického postizeni jater [41, 42].

3.7.1 Jaterni resekce

Piistup k jatrim volime pravym subkostidlnim fezem, ktery je moZné rozsifit v pfipadé
potieby do levého subfrenia, nebo ve stfedni ¢afe az k procesus xyphoideus, vznika tak tzv.
,Mercedes-Benz*“ fez. Vyhodné je zaloZeni rozvérade, ktery zajisti dostate€nou piehlednost
v opera¢ni rané, napf. Stiebertiv rozvéra¢. Standardné pietindme ligamentum teres a falciforme
hepatis. Palpaéné vySetiujeme jatra a hepatoduodendlni ligamentum na pfitomnost patologicky
zménénych uzlin. Radiolog provadi peroperaéni USG, které je poslednim grafickym
vySetfenim pfed definitivnim rozhodnutim o typu vykonu. Nasledné mobilizujeme &ast jater,
kterou budeme resekovat. PietinAme ligamentum triangulare hepatis dextrum ¢&i sinistrum
a uvoliiujeme jatra pod branici aZ k dolni duté Zile (DDZ). U vétsich resekei (typu levostranné
¢i pravostranné hepatektomie) provadime cholecystektomii a preparujeme oblast
hepatoduodendlniho ligamenta, podvazujeme vétve art. hepatika a v. portae. SnaZime se
diferencovat levy a pravy duktus hepatikus, coZ neni vzdy moZné pro jeho vétveni az
v jaternim parenchymu. Elektrokauterem pfetiname glisonské pouzdro v linii fezu. Pomoci
CUSA a harmonického skalpelu rozru$ujeme jaterni tkai a mensi Zluovody a cévky. Vétsi

Zluovody a cévy oSetfujeme podvazy. Pravy nebo levy duktus hepatikus pietindame
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intraparenchymatosné. Jako posledni vétS§inou podvazujeme hepatalni Zily. Drobna krvaceni
oSetfime pomoci Argonové koagulace. Na resekéni plochu miZeme aplikovat fibrinové
tkanové lepidlo (Tissucol, Flosil) &i fibrinové desticky (Lyostyp, Tachocomb, Tachosil).
K resekéni plose piiloZime drény.

U mensich resekei typu segmentektomie, klinovité ¢i mensi neanatomické resekce nejsme
nuceni preparovat jednotlivé struktury hepatoduodenédlni ligamenta. Hepatoduodendlni
ligamentum obchazime a provddime tzv. Pringleho manévr — pomoci svorky ¢i turniketu
muzeme uzavrit pritok hepatoduodenalnim ligamentem a tak kontrolovat piipadnou krevni
ztratu. Ditlezité je provadét tento manévr pieruSované, aby ischémie neresekovaného zbytku
jater nebyla pfili§ dlouha a byla vylouéena pripadna vétsi ztrata funkéniho parenchymu. Bézné
se uzavird pritok na 20 minut a pak se na 5 minut znovu otevie. Tento postup je mozZné
u zdravych jater opakovat az 4x po sobé. U jater jinak postizenych je tfeba postupovat
opatrnéji, podle jejich stavu, ale 2x 20 minut by jejich funkci nemélo vyrazné zhorsit.

Mensi jaterni resekce je moZno provést také pomoci svorek nebo ntizkového stapleru.
Svorku nalozime piimo na jatra, provedeme resekci postiZzené &asti parenchymu a resekéni
plochu piesijeme pokracujicim stehem v celé §ifi parenchymu. Tento postup se nejvice vyuziva
pfi resekcich na levém jaternim laloku ¢i patém segmentu. Dale miZeme u neanatomickych
resekei s vyhodou vyuzit Tissue-Link ¢i Habibovu radiofrekvenéni sondu, kdy resekéni plochu
postupné koagulujeme a podvazujeme jen vétsi Zluovody a cévni struktury.

U rozsahlych jaternich resekci, kdy je tieba vyfadit po uréitou dobu vykonu z ob&hu cela
jatra, se vyuZziva totdlni vaskularni hepatélni exkluze (THVE). Je uzaviena DDZ, pod jatry
inad nimi, a je uzavien pritok v hepatoduodendlnim ligamentu. Asi v poloviné piipadd je
nutné drénovat stagnujici krev ze splanchniku jednou z vétvi v. mesenterica superior a z dolni
poloviny téla z v. femoralis pfes krevni pumpu zpét do v. axilaris. Toto feSeni musi posoudit

operatér podle stavu splanchniku pfi uzavieni hepatoduodendlniho ligamenta a rovnéz
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anesteziolog, ktery musi zhodnotit ob&hové parametry nemocného pii uzavieni DDZ.

Vysledky resekéni 1écby jsou pii srovnani s obdobim ani ne pied 20 lety vice nez
uspokojivé. Je to diky rozvoji novych technickych piistrojii, biologickych latek, novym
chirurgickym technikam, a rovnéZz diky zcela jiné urovni pooperaéni péce, ktera se
mnohonasobné zlepsila. V soucasné dobé piezivd jeden rok 58-100 % nemocnych po
radikdlné odstranéném HCC, 3 roky 28-88 % a pét let 20-26 % [6]. U metastaz KRK do jater
jsou vysledky jesté lepsi, zde pieziva prvni rok 72-96 % nemocnych, 3 roky 38-55 % [43] a pét
let 29-37 % nemocnych [44, 45].

U nemocnych s HCC ptipadé v iivahu jako dalsi typ 1é¢by transplantace jater. Kritéria pro
transplantaci jsou pfisna. Pfichazi v tivahu zejména u HCC v jaterni cirh6ze. Rozsah postiZeni
je do 3 uzli do velikosti 3 cm nebo 1 uzel do velikosti 5 cm. Zde je Sance na pétileté pfeziti
60-80 %. U cholangiocelularniho karcinomu je nadéje na dlouhodobé pieZiti nizkd vzhledem

k ¢astym recidivam maligniho onemocnéni v transplantovanych jatrech.

3.7.2 Ablaéni metody

Pouzivaji se u primdrnich i sekundérnich nadorti jater v pripadech, kdy neni indikovana
resekéni 1é¢ba. Zpiisobuji terméalni nekrézu nédoru. Radime sem RFA, mikrovinnou ablaci,
laserovou koagulaci a kryodestrukci. RFA pracuje na principu vin o vinové délce 460 kHz.
Aplikovana je mistné¢ pomoci RFA sondy, cestou otevienou, laparo- ¢i thorakoskopicky, nebo
perkutanni cestou. Vytvafi v jatrech kulovitou koagulaéni nekrézu do priméru 5 cm. Bezpeéné
se daji tedy oSetfit loZiska do velikosti cca 4 cm [46]. RFA sonda se zavadi do jater pod USG
¢i CT kontrolou. Metoda je to pomé&mé bezpeénd, vzhledem ke kontrolovanému zavedeni
sondy nejsou poranény vétsi cévy ¢&i zluCovody. Pii normélnim pritoku v jatrech mé krev na

sondu ochlazovaci efekt a jsou velmi fidké trombozy vétsich Zilnich kmenii. Pokud provedeme
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Pringleho manévr, zvy$ime G&innost RFA a tim i rozsah nekrézy, zde je vSak riziko vzniku
komplikaci v&tSi (hrozi termické poranéni cév a Zlu€ovodti). Mikrovinna ablace pracuje na
podobném principu, ale tvofi elipsoidni nekrézy pouze do velikosti 2 cm, je tedy potieba
opakované aplikace do vétsiho loZiska. Laserova koagulace dosahuje koagulace loZisek az do
praméru 6-7 cm. Posledni metodou je kryodestrukce. Ta vyuZiva naopak nizkych teplot
k destrukci patologického loZiska. Je schopna postihnout loZiska do velikosti az 8 cm. Je viak
zatiZzena nejvy$8im procentem zdvaZnych komplikaci ve smyslu ruptury jater s masivnim,
tézko oSetritelnym krvacenim.

Procento recidiv po oSetfeni ablaénimi metodami je pomérné vysoké. Souvisi s obtiZnym
cilenim loZiska v jatrech, dechovymi exkurzemi nemocného a ne vzdy idedlnim tvarem loZiska
¢i pozici sondy. Jejich vyhodou je moZnost opakovaného pouZiti pii nevelké zateZi
nemocného, zvlasté perkutdnnim piistupem. Pétileté pieziti se udava pfiblizné€ jen do 15 %,
u nemocnych, ktefi nejsou z jakychkoliv divodl indikovani k resekéni 1é€bg, hraji vak ablaéni
metody vyznamnou roli.

U nemocnych s HCC, kde neni moZné nador radikalné odstranit, patii mezi lé¢ebné metody
aplikace 95% ethanolu do nadorového loZiska. Aplikace je provadéna pod USG kontrolou
a ethanol zpiisobuje nekrézu nadoru. Tato metoda je rovnéz paliativni s vysokym procentem

recidiv, ale stale se pouziva i pies rozvoj vy$e zminénych ablaénich technik.

3.7.3 Onkologicka lécba

U nador jater se vyuZiva systémova nebo lokoregiondlni chemoterapie [47]. Oba druhy
jsou vyuzivany jako adjuvantni nebo neoadjuvantni a jsou aplikovany podle riznych lé&ebnych
schémat (Folfox, Folfiri, Tomox a dal$i). V posledni dob& pfichazi v Givahu i 1é¢ba novymi

preparéty, jako jsou Avastin nebo Erbitux. Pfi lokoregionélni 1é¢bé je zavadén katetr do arteria
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hepatica a chemoterapeutikum je podavano pfimo do jater. Toto je mozné pomoci operaéné
implantovaného portu do arteria hepatica pres arteria gastroduodenalis, nebo radiointervenéné
znapichu arteria femoralis a zavedenim docasného katetru do arteria hepatica.
Chemoterapeutikum je mozno vyuzit rovnéz pii chemoembolizaci arteria hepatica dextra ¢i
sinistra. Embolizaéni latka je obohacena napfiklad o Doxorubicin & Mitomycin.
Neoadjuvantni 1é¢by se vyuZivd ke zmenSeni masy nadoru a tim k moZnosti nador v druhé
dobé radikélné odstranit. Adjuvantni lé¢ba se uplatiiuje po resekénich &i ablaénich vykonech,
aby pokryla mozné mikrometastazy, které¢ nebyly chirurgickou lé¢bou postiZzeny. O podéni

a typu onkologické 1é¢by rozhoduje onkolog.
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4 Cile projektu:

I

Zkouméni hladin CEA, matrixovych metaloproteindzz (MMP-2, MMP-7, MMP-9)
a tkafovych inhibitorii matrixovych metaloproteinaz (TIMP-1, TIMP-2) [48, 49, 50]
v séru a vnadorové tkdni u nemocnych s metastdzami kolorektélniho karcinomu do
jater, Porovnani vysledki s hladinami CEA, MMP a TIMP u nemocnych s benignimi

nadory jater a s nemocnymi bez nadorového onemocnéni.

Zhodnoceni vztahu mezi hladinou onkomarkeru a DFI, mezi hladinou onkomarkeru

a OS.

Posouzeni, moznosti vyuziti MMP a TIMP k odhaleni ¢asné recidivy metastatického
onemocnéni po resekénich vykonech na jatrech, eventudlné ke zhodnoceni prognozy

nemocného.
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5 Soubor nemocnych

Vytvorili jsme nasledujici skupiny nemocnych:

Skupina 1 — Nemocni se sekundirnimi tumory jater

Skupina 2 - Nemocni s benignimi tumory jater

Skupina 3 - kontrolni skupina - Nemocni s tFiselnou kylou
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5.1 Charakteristika jednotlivych skupin:

Skupina 1 - celkem 40 pacientli, ztoho 28 muzi, 12 Zen, s primérmnym vékem 59 let
(v rozmezi 39-82 let), t¢émto nemocnym byla provedena resekce jater pro metastaticky proces
KRK v rozsahu minimaln€ 1 segmentu jater, maximalné 5 segmentt jater. Do skupiny 1 byli
zafazeni nemocni pouze s metastazami KRK, které tvoii 70-75 % celkového poctu jaternich
metastaz. Timto zpisobem jsme sjednotili soubor sekundérnich nédorti jater a eliminovali

ptipadné zkresleni vysledk riiznorodosti skupiny.

Skupina 2 - celkem 26 nemocnych, ztoho 8 muzi, 18 Zen, s primémym vékem 54 let
(33-83 let), t€émto nemocnym byl proveden vykon v rozsahu: enukleace loZiska, fenestrace
cyst, aZ po resekci 4 segmentii jater, a to pro fokalni nodularni hyperplazii, hemangiomy,

adenomy, cysty solitarni ¢i mnohocetné pii polyctdze jater.

Skupina 3 - celkem 22 nemocnych, ztoho 11 muzi, 11 Zen, s primérnym vékem 56 let
(16-78 let), témto nemocnym byla provedena operace tfiselné kyly bez pouZiti zpeviiovacich
materidli — typu prolenové sitky, neméli vanamnéze Z74dné maligni ani degenerativni
onemocnéni, neméli ani onemocnéni jater, dale neméli v pritbéhu pfedchozich 6 mésici zadné

zanétlivé onemocnéni. VSichni se zhojili bez komplikaci.
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6 Metodika a statistické zpracovani

6.1 Detekce mRNA MMP a TIMP ve tkanovych vzorcich pomoci RT-PCR

Tkanové vzorky jaternich metastaz kolorektdlniho karcinomu byly ziskany od 40 pacientt
(n = 40, primé&rny vék 59 let, rozpéti 39-82 let), ktefi podstoupili radikélni chirurgickou lé€bu
— resekci. Hladinu exprese mRNA CEA, MMP a TIMP a housekeeping genu (GAPDH,
glyceraldehyd-fosfat-dehydrogenaza) jsme kvantifikovali metodou real-time PCR. Vzorky byly
po chirurgickém vykonu histologicky verifikovany a zamraZeny na -75 °C. Ze 100mg vzorku
jsme izolovali celkovou RNA. Tkaii jsme homogenizovali ve zkumavkach se specidlnimi
kuli¢kami piistrojem Fastprep (Fa Thermosavant, USA) a kitem FastRNA. Pro Green Kit (Q
BIOgene, USA). 3 ng 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, MMP-2 TIMP-2, TIMP-1 a CEA jsme navrhli tak, aby piekracovaly
minimdlné jeden intron. Fragmenty ziskané PCR jsme inzerovali do vektoru pGEM (Promega
Corporation, USA), klonovali a sekvenovali. Klonované fragmenty MMP-9, MMP-7, MMP-2,
TIMP-2 TIMP-1 a GAPDH jsme pouzili jako standardy o znAmém po¢tu molekul. 1 pul cDNA
kazdého vzorku jsme pouzili pro real-time PCR na pfistroji Rotorgene (Corbet Research,
Australia) /viz piiloha ¢.1 - kvantifikace TIMP-1/. Pro stanoveni amplifikace DNA jsme
pouzili barvu SYBR Green 1. Specifitu reakce jsme ovéfili pomoci teplotni kfivky tani
a elektroforézy. Stanoveni jsme provedli jako absolutni (pofet molekul ¢cDNA) a jako
standardy jsme pouZili klonované fragmenty cDNA. Vysledky jsou uvadény jako:

» Absolutni hodnoty - kvantifikace byla provedena absolutné za pouziti klonovanych

fragmentti o znamé koncentraci jako standard (poéet kopii molekul/3 pg RNA).

* Normalizované hodnoty - vysledky jsou uvadény jako pomér sledovaného genu a GAPDH

(pf. MMP-9/GAPDH).
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6.2 Detekce MMP a TIMP v periferni krvi v séru

Krev na stanoveni nadorovych markersi, metaloproteinaz a jejich inhibitorci a dopliiujicich
biochemickych parametri byla odebirana standardné z loketni Zily v rannich hodinach. Sérum
ziskané z krve centrifugaci 2 000 g 10 min bylo skladovano aZ do stanoveni rutinnich
nadorovych markerti a dopliiujicich laboratornich parametri pfi teploté -20 °C. Sérum a plasma
ziskana z krve centrifugaci 2 000 g 10 min byly skladovany az do stanoveni metaloproteindz
a jejich inhibitora pfi teploté -75 °C. Tato vySetfeni byla provadéna na Oddéleni nuklearni
mediciny FN v Plzni pomoci komerénich diagnostickych souprav podle doporuéeni vyrobcti.

Karcinoembryondlni antigen (CEA- ng/mL) byl stanoven pomoci soupravy IRMA,
(Immunotech Cesk4 republika). Metaloproteindzy (MMP-2- ng/mL, MMP-9-ng/mL) a jejich
inhibitory (TIMP-1-ng/ml, TIMP-2-ng/mL) byly stanoveny pomoci souprav ELISA
(Chemicon - Millipore, USA). Doplilyjici biochemické parametry byly vySetiovany
standardizovanymi laboratornimi postupy v laboratoii Ustavu klinické biochemie a laboratorni
diagnostiky FN Plzeil. Kontrola stanoveni byla provadéna jednak pomoci kitového kontrolniho
séra, kontrolnich sér pro dlouhodobou stabilitu metodiky a na zdkladé¢ mezilaboratornich
kontrol Biorad (USA), Oncocheck (Francie) a SEKK (CR).

Vlastni odbér krve pacienta na stanoveni metaloproteindz nemocného vyrazné nezatizil,
jelikoZ byly dané sérové hladiny stanovovény ze vzorkl odebiranych jiZ pro potieby stanoveni

rutinné sledovanych onkomarkert.
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Charakteristiky nami sledovanych MMP a TIMP:
e MMP-2 (72kDa, typ IV kolagenaza, gelatinaza A, OMIM: *120360 genovy lokus: 16q13)

e MMP-7 ((92kDa, matrilysin, PUMP, OMIM: *178990, genovy lokus: 11q21-q22)

e MMP-9 (92kDa, typ IV kolagenaza, gelatindza B, OMIM: *120361, genovy lokus:
20q11,2-q13,1)

e TIMP-1 (21kDa, OMIM: *305370, genovy lokus: Xp11.3-p11.23)

e TIMP-2 (21kDa, OMIM: *188825, genovy lokus: 17q25)

6.3 Statistické zpracovani
Statistick4 analyza byla provedena s uzitim software CRAN.

Pro méfené parametry v celém souboru a v jednotlivych skupindch a podskupinach byly
pocditany zékladni statistické tdaje jako primeér, smérodatna odchylka, rozptyl, median,
mezikvartilové rozpéti, minimum, maximum. Na porovnani distribuci jednotlivych parametri
v rtiznych skupinach a podskupinach, vzhledem k distribucim téchto proménnych, byly pouzity
neparametrické testy, a to Kruskal-Wallistiv test a Wilcoxontiv test. V zdsadé byly pouZivany
dvouvybérové varianty té€chto testi. Pro zjist€éni zavislosti zkoumanych znakt, vzhledem
k rozdéleni téchto proménnych, byl pouZit Spearmaniiv koeficient korelace. Pomoci specificit
a senzitivit dané metody jsme stanovovali referenéni meze (cut off) mezi skupinami
a podskupinami pro danou metodu a tyto vysledky byly graficky zpracovany do tzv. ROC
kiivek. Byly zkoumény rtzné varianty - tedy jednotlivé skupiny nédord, jejich sdruzené
varianty v porovnani s kontrolni skupinou.

Vliv jednotlivych proménnych na délce pieZiti (resp. DFI) byl zkouman uzitim Kaplan-
Maierovy metody odhadu distribuéni funkce pieziti (resp. DFI). Pro zjisténi vlivu danych
proménnych na délce piezivani (DFI) pak byly, u kategorickych proménnych, poditany tzv.

Log-rank test a Wilcoxon test. U spojitych prom&nnych byl vztah mezi piezitim (resp. DFI)
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a danou proménnou zkouman pomoci testti asociace. Pro hledani idedlni cut off daného
parametru byl uzit Coxtv regresni model. Multivariaéni analyza byla zpracovana uZitim

Coxova regresniho modelu (stepwise regrese).
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7 Vysledky
7.1 Vysledky tkanovych vzorki

Sledovali jsme vyznam exprese hladin mRNA CEA, MMP-2, MMP-7, MMP-9, TIMP-1
a TIMP-2 jako prognostického faktoru pro recidivu nadorového onemocnéni po resekci
jaternich metastdz. Soucasné byl sledovan vztah stanovovanych laboratornich parametrii
k celkovému preziti.

Tabulka 2 uvadi vztah bezpiiznakového pieziti (DFI) a hladin mRNA (absolutni hodnoty)
CEA, MMP-2, MMP-7, MMP-9, TIMP-1 a TIMP-2 stanovenych v jaterni metastatické
tkani.Absolutni hodnoty znamenaji poéet kopii molekul sledovanych geni vztaZzenych na 3 pg
RNA. Zaznamenali jsme statisticky signifikantni zavislost exprese mRNA CEA, MMP-9

a TIMP-1 na DFI (»p<0.0225, p<0.0282 a p<0.0175) — graf &. 2 a 3.

Tab. 2: Vztah DFI k hladiné exprese mRNA (absolutni hodnoty)

v jaterni metastatické tkani

mRNA optimal cut off Lsi—;?:k
CEA 22430 0,0225
MMP-2 0.5 0,991
MMP-7 3400 03574
MMP-9 23140 0,0282
TIMP-1 1354000 0,0175
TIMP-2 213 03731

Tabulka 3 oziejmuje vztah bezpfiznakového pieziti (DFI) a hladin mRNA stanovenych jako
normalizované hodnoty. Exprese CEA, MMP-2, MMP-7, TIMP-9 a TIMP-1 je vztazena
k hlading housekeeping genu GAPDH.

Nezaznamenali jsme statisticky signifikantni zavislost exprese CEA, MMP-2, MMP-7,

MMP-9, TIMP-1 a TIMP-2 a DFL.
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Graf ¢, 2: Vztah DFI a hladiny exprese mRNA MMP-9 (absolutni hodnota)
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Graf ¢. 3: Vztah DFI a hladiny exprese mRNA TIMP-1 (absolutni hodnota)
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Tab. 3: Vztah DFI k hladiné exprese mRNA (normalizované hodnoty)

v jaterni metastatické tkani

mRNA optimal cut off Log-rank
p-value
CEA 0,0284 0,5223
MMP-2 0,0023 0,0569
MMP-7 0,021 04066
MMP-9 0,851 0,8198
TIMP-1 4.8 0,0761
TIMP-2 04 0,218

V tabulce 4 je ukazén vztah celkového pieZiti (OS) a hladin mRNA (absolutni hodnoty)
CEA, MMP-2, MMP-7, MMP-9, TIMP-1 a TIMP-2. Zaznamenali jsme statisticky
signifikantni zavislost hladin exprese mRNA MMP-9 a TIMP-1 a OS. (p<0.0302 a p<0.0431)
- graf ¢&. 4 a 5. Statistickd hodnota zavislosti exprese mRNA CEA a OS byla hrani¢ni

(p<0.0543).

Tab. 4: Vztah OS k hladiné exprese mRNA (absolutni hodnoty)

v jaterni metastatické tkani

mRNA optimal cut off Log-rank
p-value
CEA 22430 0,0543
MMP-2 1,1 0,0554
MMP-7 39700 0,2831
MMP-9 23140 0,0302
TIMP-1 1354000 0,0431
TIMP-2 918 0,7858

V tabulce 5 jsou hodnoty vztahu exprese mRNA CEA, MMP-2, MMP-7, MMP-9, TIMP-1
a TIMP-2 (normalizované hodnoty). Nezaznamenali jsme statisticky signifikantni zévislost

exprese téchto veli¢in: CEA, MMP-7, MMP-9, TIMP-1 a TIMP-2 a OS.
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Tab. §: Vztah OS k hladiné exprese mRNA (normalizované hodnoty)

v jaterni metastatické tkani

mRNA optimal cut off L(;g—;llnk
CEA 1,714 02179
MMP-2 0,00001 0,0811
MMP-7 0,04 0,0763
MMP-9 0,494 0.9207
TIMP-1 34,44 03344
TIMP-2 0,0854 09569

Graf. ¢ 4: Vztah OS a hladiny exprese mRNA MMP-9 (absolutni hodnota)
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Graf & 5 Vztah OS a hladiny exprese mRNA TIMP-1 (absolutni hodnota)
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7.2 Vysledky sérovych vzorki

7.2.1 Stanoveni normalu — kontrolni skupina (skupina 3)

Nejprve jsme stanovili normély sérovych hladin jednotlivych studovanych markeri. Jednalo
se o pacienty zafazené do skupiny 3 (nemocni s operaci tfiselné kyly). Séra byla odebrana pied
vlastnim  chirurgickym vykonem. Jako normalni hodnoty byly definovany hodnoty
odpovidajici medidnu jednotlivych hodnot. Jednalo se o nasledujici hodnoty: CEA 0,65 ng/mL;
AFP 225 ug/L; MMP-2 398,7 ng/mL; MMP-9 74,7 ng/mL; TIMP-1 109,05 ng/mL;

TIMP-2 18,9 ng/mL.
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Tab. 6: Stanoveni normdlu pro jednotlivé markery u skupiny 3 (kontrolni skupina)

podle piredoperaé¢niho nabéru

Marker min.- max. median
CEA 0,1 - 5,5 ng/ml 0,65
AFP 1,1 - 8,9 ug/LL 225

MMP-2 293 - 669 ng/ml 398,7

MMP-9 18 - 270,8 ng/ml 74,7

TIMP-1 65,6 - 225,5 ng/ml 109,05

TIMP-2 16,2 - 113,2 ng/ml 18,9

Pii porovnani s hodnotami méfenymi po chirurgickém vykonu se statisticky vyznamné

liSily hodnoty CEA p<0,049; AFP p<0,019; MMP-9 p<0,002, /viz tab. 7 a 8/. U CEA a AFP

doslo k poklesu hodnot (u CEA doslo k poklesu pooperaénich hodnot u 65 % pacientt, u AFP

do3lo k poklesu u 75 % pacienti). U MMP-9 doslo k signifikantnimu vzestupu poopera¢nich

hodnot.

Tab. 7: Pooperacni hodnoty jednotlivych markerii ve skupiné 3 (kontrolni skupina)

Marker min.- max. median
CEA 0,1 - 4,7 ng/ml 0,65
AFP 11 - 8,7 ug/LL 2,25

MMP-2 264.3 - 640,8 ng/ml 388

MMP-9 97 - 383,1 ng/ml 1374

TIMP-1 66.8 - 2337 ng/ml 116,5

TIMP-2 15,9 - 94,1 ng/ml 18,5
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Tab. 8: Porovnini piedoperaénich a poopera¢nich hodnot jednotlivych markeru

ve skupiné 3 (kontrolni skupina)

Matkes Kontroly predop/poop.
p-value
CEA p<0,049
AFP p<0,019
MMP-2 p<0,26
MMP-9 p<0,002
TIMP-1 p<0,26
TIMP-2 p<0,26

Vysledky kontrolni skupiny byly porovnany s vyslednymi hodnotami ziskanych od

ostatnich skupin.

7.2.2 Benigni onemocnéni jater — loziskové procesy jater (skupina 2)

Pfi porovnani kontrolni skupiny se skupinou benignich tumorli byly prokézény jako
statisticky vyznamné vy$si pfedoperacni sérové hodnoty proteini MMP-2, p<0,016; MMP-9,

p<0,0002, a TIMP-2, p<0,0001; /viz tab. 9 a 10/.

Tab. 9: PFedoperacni hodnoty jednotlivych markerii ve skupiné 2 (benigni nidory)

Marker min.- max. median
CEA 0,3 - 1124 ng/ml 1,05
AFP 1,1 - 6,3 ug/LL 2,25

MMP-2 288 - 938 ng/ml 481

MMP-9 45,8 - 457 ng/ml 160,75

TIMP-1 59,5 - 195,2 ng/ml 106

TIMP-2 22,1 - 81 ng/ml 41,85
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Tab. 10: Porovnani piedoperaénich hodnot jednotlivych markerai skupiny 2 (benigni

nadory) a kontrolni skupiny

Marker Kontroly/ben.piedop.
p-value
CEA p<032
AFP 003
MMP-2 p<0,016
MMP-9 p<0,0002
TIMP-1 p<0,69
TIMP-2 p<0,0001

Pooperaéné byly vyznamné vy$ii pouze MMP-2, p<0,013 a TIMP-2, p<0,0001; /viz tab. 11

al2/.

Tab. 11: Pooperaéni hodnoty jednotlivych markerii ve skupin€ 2 (benigni nidory)

Marker min.- max. median
CEA 0.2 - 389.9 ng/ml 0,7
AFP 0,9 - 4.8ug/L 1,9

MMP-2 231 - 860 ng/ml 476

MMP-9 28,6 - 591,2 ng/ml 174,9

TIMP-1 824 - 3711 ng/ml 126,9

TIMP-2 20 - 78,5 ng/ml 426

Tab. 12: Porovnani pooperacnich hodnot jednotlivych markeri skupiny 2 (benigni

nidory) a kontrolni skupiny

Whirkiag Kontroly/ben. poop.
p-value

CEA p<0,69

AFP p<0,06
MMP-2 p<0,013
MMP-9 p<04
TIMP-1 p<0,071
TIMP-2 p<0,0001
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7.2.3 Resekcni vykony pii metastatickém procesu KRK (skupina 1)

Porovnanim pfedoperaénich sérovych hladin zkoumanych onkomarkeri skupiny 1 (resekce
jater pro metastaticky proces KRK) s kontrolni skupinou 3 byly prokazany jako statisticky
signifikantni zmény MMP-2, p<0,02; MMP-9, p<0,003; TIMP-1, p<0,04; TIMP-2, p<0,001
a CEA, p<0,001; /viz tab. 13 a 14/. VSechny onkomarkery byly proti kontrolni skupiné

zvysené.

Tab. 13: PFedoperaéni hodnoty jednotlivych markeri ve skupiné 1 (resekce)

Marker min.- max. median
CEA 0,3 - 44528 ng/ml 234
MMP-2 287 - 1000 ng/ml 473
MMP-9 30,1 - 397.4 ng/ml 120
TIMP-1 73.8 - 4981 ng/ml 134,5
TIMP-2 17,2 - 83 ng/ml 28,3

Tab. 14: Porovnani piedoperaénich hodnot jednotlivych markeri skupiny 1 (resekce)

a kontrolni skupiny

Markisr Kontroly/r]i 3;1‘(:6 piedop.
CEA p<0,001
MMP-2 p<0,02
MMP-9 p<0,003
TIMP-1 p<0,04
TIMP-2 p<0,001

Pooperaéni rozdily sérovych hladin byly v tychZ skupinach signifikantni pouze pro MMP-2,

p<0,001; TIMP-1, p<0,003; TIMP-2, p<0,001 a CEA, p<0,0004; /viz tab. 15 a 16/.
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Tab. 15: Pooperaéni hodnoty jednotlivych markeri ve skupiné 1 (resekce)

Marker min.- max. median
CEA 0,2 - 327 ng/ml 4,5
MMP-2 284 - 1694 ng/ml 501
MMP-9 36,7 - 266 ng/ml 119.7
TIMP-1 63,7 - 314,5 ng/ml 165,2
TIMP-2 18,9 - 83 ng/ml 28,7

Tab. 16: Porovnani pooperacnich hodnot jednotlivych markeri skupiny 1 (resekce)

a kontrolni skupiny
Mitker Kontroly/resekce poop.
p-value

CEA p<0,0004
MMP-2 p<0,001
MMP-9 p<0,11
TIMP-1 p<0,003
TIMP-2 p<0,001

U nemocnych se sekundarnim tumorem jater, kterym byl proveden resekéni vykon a byli po
6 mésicich vremisi, pietrvavaly statisticky vyznamné vy$8i hodnoty MMP-2, p<0.0016
a TIMP-2, p<0,0002. Hodnota CEA, p<0,0045; /viz tab. 17 a 18/, i kdyz byla vy3si nez
u kontrolni skupiny, nepfesahovala uznavany a rutinn€ v praxi pouzivany standard. Hodnoty

MMP-9 a TIMP-1 se vyrovnavaly s hodnotami kontrolni skupiny pted operaci.
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Tab. 17: Pooperaéni hodnoty jednotlivych markerii ve skupiné 1 (resekee)

u nemocnych v remisi po 6 mésicich

Marker min.- max. median
CEA 0,8 - 180,6 ng/ml 2
MMP-2 274 - 1195 ng/ml 647
MMP-9 11,9 - 2174 ng/ml 81,95
TIMP-1 68,9 - 209.9 ng/ml 123
TIMP-2 24.2 - 96,9 ng/ml 28.6

Tab. 18: Porovnini pooperaénich hodnot jednotlivych markeri skupiny 1 (resekce)

u nemocnych v remisi po 6 mésicich a kontrolni skupiny

Marker K(’“t"o])’/re;siilt: po 6 més.
CEA p<0,0045

MMP-2 p<0,0016

MMP-9 p<0,58

TIMP-1 p<0.16

TIMP-2 p<0,0002

7.3 Porovnani sérovych vzorki ve vztahu k DFI a OS

Vztah délky celkového pieziti (OS) a bezptiznakového preziti (DFI) k hladiné proteinu

v periferni krvi (ndbéry pred operaci) u skupiny 1 (resekce)

Tabulka 19 ukazuje vztah celkového pieziti (OS) k hlading sérovych MMP, TIMP a CEA,
zaznamenali jsme statisticky signifikantni zévislost CEA a OS (p<0,0082) — graf ¢. 6, TIMP-1

a OS (p<0.0012) — graf €. 7
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Tab. 19: Vztah OS a piedoperaéni sérové hladiny proteinu v periferni krvi u skupiny 1

(resekee)
Marker optimal cut off gl
p-value

CEA 7.6 ng/ml p<0,0082
MMP-2 507 ng/ml p<0,3694
MMP-9 47,7 ng/ml p<0,4053
TIMP-1 237 ng/ml p<0,0012
TIMP-2 43,1 ng/ml p<0,1611

Graf ¢&. 6: Vztah OS a predoperaéni sérové hladiny CEA
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Graf ¢. 7: Vztah OS a predoperacni sérové hladiny TIMP-1
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Tabulka 20 ukazuje vztah bezpfiznakového pieziti (DFI) k hladiné sérovych MMP, TIMP

a CEA, zaznamenali jsme statisticky signifikantni zavislost CEA a DFI (p<0,0006) — graf ¢&. 8,

TIMP-1 a DFI (p<0,0044) — graf &. 9.

Tab. 20: Vztah DFI a predoperaéni sérové hladiny proteinu v periferni krvi u skupiny 1

(resekce)
Marker optimal cut off L(;_%';Ii?k
CEA 7,6 ng/ml p<0,0006
MMP-2 683 ng/ml p<0,5256
MMP-9 153 ng/ml p<0,4362
TIMP-1 237 ng/ml p<0,0044
TIMP-2 21,8 ng/ml p<0,0901
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Graf ¢&. 8: Vztah DFI a piedoperacni sérové hladiny CEA
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Graf ¢. 9: Vztah DFI a piredoperacni sérové hladiny TIMP-1
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7.3.1 Celkové preziti

Soucasné byla kromé& univaria¢ni analyzy provedena multivariacni analyza (Coxlv regresni
model). Nejvyznamnéj§im markerem je CEA — graf &. 6, u kterého pii optimalizované cut off
(>7.6) CEA je riziko smrti pacienta téméF 11x vy38i u hodnot nad cut off (hazard ratio HR
10,5; p<0,0028). Vliv ostatnich faktorti neni statisticky signifikantni.

Ur¢ity vliv ma také TIMP1 — graf &. 7 (optimalizovana cut off hodnota = 237), kdy riziko Gmrti
pacienta pii provedené univariaéni analyze je 8x vy$si (HR 8,1; p<0,0012). Pro potvrzeni

vyznamu TIMP-1 je tieba delsi follow up.

7.3.2 DFI
Nejvyznamnéjsi faktor (ze vSech markeri z univariaéni analyzy, které vstoupily do
multivariaéni analyzy) je CEA — graf ¢. 8. Pfi optimalizované cut off (>7.6) CEA je riziko

recidivy metastatického procesu jater téméf 13x vy$si nez u pacienti, ktefi maji CEA <= 7.6.

7.4 Vysledky porovnani sérovych a tkanovych vzorki

Porovnavali jsme hodnoty exprese mRNA genii ve tkani jaternich metastiz CEA, MMP-2,
MMP-9, TIMP-1 a TIMP-2 se sérovymi hladinami proteinu. Sledovali jsme, zda pacienti,
jejichz vzorky nadorové tkané maji vy$si hodnoty exprese mRNA, maji také vy38i hladiny
proteinu v séru. Nezjistili jsme v§ak statisticky signifikantni korelace mezi expresi genii CEA,
MMP-2, MMP-9, TIMP-1 a TIMP-2 v tkani a séru /viz tab. 21 a 22/.

I kdyZ Zadna z korelaci nebyla statisticky vyznamna, nejlepsi vysledek vychazel pro expesi
mRNA TIMP-1 (absolutni hodnoty) v tkani jaternich metastdz, které nejblize odpovida

dynamika hladiny proteinu TIMP-1 v séru.
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Tab. 21: Korelace mezi expresi mRNA geni CEA MMP-2, MMP-9, TIMP-1 a TIMP-2

ve tkani jaternich metastaz (absolutni hodnoty exprese) a v séru u pacienti

Hladina mRNA v tkdni x sérovy marker Korela¢ni Spearm. p-value
(absolutni hodnoty expres) koeficient

mRNA CEA x CEA 0,121 p<0,54

mRNA MMP-2 x MMP-2 -0,2059 p<0,28

mRNA MMP-9 x MMP-9 0,2862 p<0,13

mRNA TIMP-1 x TIMP-1 0,3493 p<0,063

mRNA TIMP-2 x TIMP-2 0,2141 p<0,26

Tab. 22: Korelace mezi expresi mRNA geni CEA MMP-2, MMP-9, TIMP-1 a TIMP-2

ve tkani jaternich metastidz (normalizované hodnoty exprese) a v séru u pacientii

Hladina mRNA v tkani x sérovy marker Korela¢ni Spearm. p-value
(normalizované hodnoty expres) koeficient

mRNA CEA x CEA 0,0868 p<0,66

mRNA MMP-2 x MMP-2 -0,3225 p<0,087

mRNA MMP-9 x MMP-9 0,1818 p<0.34

mRNA TIMP-1 x TIMP-1 03143 p<0,096

mRNA TIMP-2 x TIMP-2 0,1419 p<0.46

7.5 Klinicka korelace jednotlivych onkomarkeri

K porovnani citlivosti metody jsme pouzili ROC kfivek (Receiving operative curves).
Srovnévali jsme CEA s TIMP-1, coz byl, z nami vybraného souboru MMP a TIMP, nejlépe

vychézejici marker — graf ¢. 10. Jeho exprese mRNA ve tkanovych vzorcich i hladina ve
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vzorcich sérovych prokazatelné souvisela s DFI i OS. Nejlepsi vysledky CEA byly u resekei
metastdz KRK, kdy pii specificité 90 % byla sensitivita 80 %. U TIMP-1 vychézela u resekei
metastdz KRK pomérné nizka senzitivita jen 31,5 % pfi specificité 90 %.

Velmi uspokojivé vSak vysla kombinace obou markert, kdy pii 90% specificité se

senzitivita zvysila na 85,5 %.

Graf €. 10: Porovnani ROC krivek CEA a TIMP 1
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8 Diskuze

Provedli jsme odbér a analyzy vzorkt nadorové tkané z resekovanych jaternich metastaz
a odbér vzorkt krve u takto lé¢enych nemocnych. Nasim cilem bylo posoudit moZnost vyuZiti
MMP a TIMP ke stanoveni piesnéj$i prognézy nemocnych s metastizami KRK do jater,
piipadné vyuziti MMP a TIMP k zachyceni ¢asné recidivy onemocnéni a porovnani MMP
a TIMP s CEA, zastupcem klasickych nadorovych markert, b&Zné vyuZivanym v praxi.

Prezentované vysledky ziskané analyzou tkanovych biopsii tumort ukazuji statisticky
signifikantni vyznam exprese mRNA CEA, MMP-9 a TIMP-1 pro prognézu bezpiiznakového
pieziti (DFI), tedy véasnou detekci recidivy onemocnéni jaternich metastiz. Stanoveni exprese
mRNA MMP-9 a TIMP-1 méa rovnézZ statisticky signifikantni vyznam pro prognozu celkového
preziti (OS).

Statisticky vyznamné hodnoty jsme zaznamenali pouze u hodnot absolutnich (vztaZenych
k3 pg celkové RNA) u hodnot normalizovanych (pomér s GAPDH, housekeeping gen) se
statistické vyznamnosti pouze blizily. To miZe souviset snékterymi jiz diiv&jsimi
pozorovanimi. Napiiklad bylo zaznamenéno, ze dochazi ke zvysené expresi GAPDH
u potkanich jaternich nadorti [51] nebo v lidskych prostatickych buiikach [52]. Z toho plyne,

Ze v nadorovych buiikach pfedpoklad konstantni exprese housekeeping genti nemusi platit.

Cerna a kol. [53] pozorovali zvy$enou hladinu express mRNA CEA u kolorektélni
nadorové tkan€ v porovnani s normalni kolorektalni tkani. Dalsi autofi sledovali u nemocnych
s kolorektélnim karcinomem hladinu mRNA CEA v periferni krvi a v lymfatickych uzlinach.
U pacientt s timto onemocnénim tak detekovali mikrometastazy kolorektélniho karcinomu [54,
55]. Kijima a kol. [56] shrnuje ve své praci, Ze detekce mRNA CEA je senzitivnéj§i nez
detekce vlastniho proteinu CEA pro predikci recidivy metastiz KRK. My jsme stanovili

hladinu exprese mRNA CEA v jaternich metastazach. Nalezli jsme statisticky vyznamny vztah
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mezi hladinou exprese mRNA CEA a DFI. Pozorovali jsme také t€sny vztah mezi hladinou
mRNA CEA a OS (p<0,054).

Pii zkoumani MMP-9 dospél k podobnym zavérim jako my napiiklad Tien [57]. Tento
autor sledoval roli matrixovych metaloproteinaz v nadorové tkani u kolorektalniho karcinomu
a vjeho jaternich metastdzach. Zjistil, Ze zvySena aktivita MMP-9 miZe podporovat
metastaticky proces v jatrech ve fazich po intravazaci, ale ne béhem intravazace a pfed ni.
Vztah mezi expresi MMP-7 a MMP-9 a agresivitou kolorektalnich karcinomi, ktera je spojena
s metastatickym procesem, popsal Heslin [58]. Waas a kol. [59] pozorovali vztah mezi
aktivitou matrixovych metaloproteindz a opétovnym vyskytem nadord. Zjistili, Ze hladiny
aktivni formy enzymi i proenzymi MMP-2 a MMP-9 byly zvySeny v metastatické tkani
nadoru pfi opétovném vyskytu po 6 mésicich od jeho radikalni resekce.

Ishida [60] stanovoval sérové hladiny MMP-9 v portalni a periferni Zilni krvi a zjistil, Ze
zvySené hladiny téchto metaloproteinaz korelovaly se zvySenym rizikem opétovného vyskytu
jaternich metastaz kolorektalniho karcinomu. To by mohlo pomoci pii vybéru ohroZenych
pacientii. Velmi zajimava je studie Currana a spolupracovnika [61], kde byl zkouman profil
MMP/TIMP pomoci hierarchické klastrové analyzy (byly pouZity MMP-7, MMP-9, TIMP-1
a TIMP 2). Kombinovana analyza MMP a TIMP pomohla nalézt skupinu pacientii ohroZenych
recidivou nebo metastdzami kolorektalniho karcinomu, kterdA meéla velice zkracenou dobu
celkového pieziti. Adachi a kol. [62] zaznamenal, Ze zvySend exprese MMP-7 koreluje
s pritomnosti metastaz v uzlinach a vzdéalenych metastaz u pacientti s kolorektalnim nadorem.
My jsme vSak nenalezli zadnou statistickou vyznamnost mezi hladinou exprese mRNA
MMP-7 a OS &i DFI. To miiZe mit souvislost s vysledky jinych autordi, ktefi objevili, Ze
zvySena exprese MMP-7 je kontrolovdna geny, jejichZz exprese byla identifikovana jako

dilezita pro ¢asna stadia karcinogeneze kolorektalniho karcinomu [20].
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TIMP-1 inhibuje proteolytickou aktivitu matrixovych metaloproteindzz MMP-7 a MMP-9.
Avsak u TIMP-1 byly pozorovéany i dal$i funkce, jako je stimulace bunééného riistu a inhibice
apoptozy, kterd je také zavisld na proteolytické aktivité. V tomto kontextu neni piekvapivé, Ze
autofi pozorovali zvySené hladiny exprese mRNA TIMP-1 a také proteinu TIMP-I
v kolorektalni nadorové tkani [38]. Holten-Andersen a kol. [63] popisuje, Ze vysoké
piedoperaéni hladiny proteinu TIMP-1 v plazmé jsou asociovany s krat§im OS u pacientii
s kolorektilnim karcinomem. Dosud citované prace jsou v souladu snaSimi vysledky
a podporuji nase zavéry.

Waas a spolupracovnici [59] v8ak shrnuji, Ze pfedoperacni hladiny pro MMP-2, MMP-9
a TIMP-1 vplazmé nemaji vyznam jako diagnostické nebo prognostické markery
u metastatického onemocnéni jater z KRK. Yamamoto a kol. [64] vroce 1999 popisoval
zvy$enou expresi mRNA TIMP-1 a TIMP-2 v nddorové tkani poloviny jaternich karcinomd,
ale nenalezl korelaci s klinicko-patologickymi vlastnostmi. Metoda, kterou pouzil pro detekei
mRNA Yamamoto, byla semikvantitativni RT-PCR. My jsme pouzili kvantitativni RT-PCR
a zjistili, Ze hladina exprese mRNA TIMP-1 v nadorové tkéni ma statisticky signifikantni vztah

k DFI a OS.

Pro analyzu sérovych onkomarkeru jsme nejprve vytvofili kontrolni skupinu nemocnych
bez malignity (viz rozdéleni skupin). Stanovené hladiny sérovych onkomarkeri (CEA, AFP,
MMP-2 a MMP-9, TIMP-1 a TIMP-2) jsme pouzili k analyze vlastniho souboru pacientt
s metastatickym postiZenim jater a souboru s benignimi onemocnénimi jater.

U kontrolni skupiny vlastni chirurgicky vykon (plastika tfiselné kyly) neovlivnil
predoperacni a pooperacni sérové hladiny MMP-2, TIMP-1 a TIMP-2. Statisticky signifikantni
rozdil mezi pfedopera¢ni a pooperaéni hladinou byl viak zaznamenidn u CEA, AFP (pokles

pooperacnich hodnot) a MMP-9 ( zvySeni pooperaénich hodnot). U CEA, piestoze byl median
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hodnot pied operaci a po operaci stejny, do§lo u 65 % (13 pacientit) k pooperac¢nimu poklesu
hodnot. U 15 % (3 pacienti) byly hodnoty CEA beze zmén a u 20 % (4 pacienti) doslo
k vzestupu hodnot. Vysledky u AFP byly obdobné. Hodnody medianu pied operaci a po
operaci byly stejné. K poklesu hodnot AFP do$lo u 75 % (15 pacientil), beze zmény byly
hodnoty u 5 % (1 pacient) a k vzestupu hodnot doslo u 20 % (4 pacienti). U obou klasickych
onkomarkeri tedy doSlo k signifikantnimu poklesu pooperaénich hodnot ve srovnani
s hodnotami pfed operaci (CEA — p<0,049; AFP p< 0,019). Z hodnot vysledki je vSak zcela
zfejmé, Ze uvedené zmény téchto markeri jsou velmi nizké a nikdy nebyly piekrofeny
normaly pouZivané pro klinickou detekci patologického stavu. Stanoveni AFP jsme vyuZili
u kontrolni skupiny k zajisténi objektivity naSeho méfeni pfi stanovovani CEA, nebot’” AFP
patii rovnéZ mezi rutinné pouZivané onkomarkery a standardné se stanovuje u HCC jater.
Elevace pooperaénich hodnot MMP-9 miZe byt disledkem fyziologické funkce této
pleiotropni protedzy v polateéni fazi hojeni rdny a nezbytné aktivace prozanétlivych
mechanismii hojeni.

U skupiny benignich loZiskovych onemocnéni jater (hemangiomy, fokalni noduldrni
hyperplazie, adenomy, cysty jater) jsme porovnavali pfedoperaéni a pooperaéni hodnoty
s kontrolni skupinou. Zjistili jsme statisticky vyznamny rozdil pfedoperaéni sérové hladiny
MMP-2, MMP-9 a TIMP-2 a pooperaéni sérové hladiny MMP-2, TIMP-2 ve srovnani
s kontrolni skupinou.

Rozdil ve sledovanych laboratornich parametrech lze vysvétlit vlastni aktivitou benigni
tkané, ktera v nékterych piipadech vykazuje vlastnosti prekancerézy (adenom), dochézi zde
k déleni a pfestavbam tkéan&, kterych se MMP a TIMP ucastni. V piipadé benignich 1ézi jater
lze také hypoteticky uvaZovat o aktivité jaterni tkané v bezprosttedni blizkosti 1éze. Ta je

postizena vZdy nedostate¢nou drendZi Zlu¢i a ischemizovéna v disledku tlaku benigniho
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loZiskového procesu (cysta, FNH, hemangiom). To vede k pfestavbé této jaterni tkang, a tak
i k mozné elevaci uvedenych markeri ve srovnani s kontrolni skupinou.

Kontrolni skupina a skupina nemocnych s benignim onemocnénim jater slouzily jako
zdkladni a vychozi skupiny, které mély eliminovat vliv fyziologickych procesii a zmén
sledovanych metaloproteindz a jejich inhibitori. Pfedoperaéni i pooperaéni hodnoty CEA
a AFP nebyly podle ofekavani u benignich nadorti zvySené. U MMP a TIMP doslo ke zvy3eni
exprese v benigni tkani oproti kontrolni, pfesto je toto zvySeni markerti nesrovnatelné
s naméfenymi hodnotami pii postizeni jaterniho parenchymu malignitou (jak ukazuji
vysledky).

Statisticka analyza sérovych hladin studovanych onkomarkerti u pacientt, ktefi podstoupili
radikdlni odstranéni malignity jater (v naSem piipadé metastdz KRK), prokézala statisticky
vyznamné rozdily jak u pfedoperaénich hladin (MMP-2, MMP-9, TIMP-1, TIMP-2 a CEA ),
tak u pooperaénich hladin (MMP-2, TIMP-1 a -2 a CEA) pfi porovnani téchto pacientii (meta
KRK) s kontrolni skupinou.

Kromé hodnoceni prognézy u jednotlivych markert jsme zjist'ovali chovéni hladin markert
pfed chirurgickym vykonem a po ném u skupiny pacientli s malignitou jater (dynamiku
jednotlivych markeri).

U karcinoembryonalniho antigenu jsme pozorovali pokles medianu hladiny po opera¢nim
vykonu. Vzhledem k radikdlnimu odstranéni tumorézni masy, jejimuz rozsahu tento marker
odpovid4, je tento vyrazny pokles logicky. U metaloproteinaz a jejich inhibitort, které souvisi
s invazivitou a agresivitou malignity, ale jejichz exprese se zvySuje také u zanétlivych
a reparaénich procest, doslo k pooperaénimu zvySeni hladiny.

Na rozdil od nasich vysledki Quaranta a kol. [65] ve své praci zaznamenal vyrazny pokles
MMP-9 v séru u nemocnych po odstranéni karcinomu prsni Zlazy. Tento pokles daval autor do

souvislosti s prodlouzenym DFI u téchto pacienti. Podobné vysledky méli u karcinomu prsu
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i Ranuncolo a kol. [66], kdy vysoké pfedoperaéni hladiny MMP-9 souvisely s horsi prognozou
nemocnych, a pooperaéni zvySeni hladiny MMP-9, po odstranéni karcinomu, souviselo se
sklonem pacientii k recidivé. V dostupné literatufe zatim nebyla diskutovana role MMP
a TIMP v séru, u nemocnych po odstranéni jaternich metastaz kolorektalniho karcinomu

ve vztahu ke sledovéni.

Pii porovnani sérovych hladin sledovanych onkomarkerti s 6mési¢nim odstupem u pacienti
s metastazami kolorektdlniho karcinomu do jater, ktefi byli po radikélni chirurgické 1é¢bé
v remisi, se hodnoty MMP-9 a TIMP-1 vyrovnavaly s hodnotami kontrolni skupiny pied
operaci. Tento fakt dokazuje, Ze hladina TIMP-1 v séru odpovid4 biologické aktivit¢ metastaz
KRK [63, 64], a jak jiz bylo prokdzano u tkanovych vzorkl jaternich metastaz, souvisi
s pfezivanim nemocnych.

Dale jsme hodnotili prognosticky vyznam sérovych nadorovych markert. Zjistili jsme, Ze
piedoperaéni sérové hladiny CEA a TIMP-1 byly statisticky vyznamné pro predikci celkového
preziti pacientii po radikalnim odstranéni metastatického procesu jater. Multivariaéni
statistickou analyzou byl prognosticky vyznam pfedopera¢nich hodnot prokazan u CEA. Pro
zhodnoceni vyznamu dal$ich markeri je tieba del§iho klinického sledovani. Nicméné uZ nyni
toto nase zjisténi mize pfispét k definovani vysoce rizikového souboru pacientii, u kterych je
zvy$ena pravdépodobnost progrese nadorového onemocnéni. Tito pacienti by méli byt
intenzivné sledovani za ucelem Casné detekce progrese nadorového onemocnéni s moZnosti
terapeutické intervence (radikalni ¢i paliativni chirurgicky vykon, dlouhodobé podéavani
adjuvantni chemoterapie ke sniZeni rizika recidivy).

Predoperaéni sérové hladiny CEA a TIMP-1 byly rovnéZ statisticky vyznamné pro predikci
Casné recidivy (vzhledem k charakteru souboru) metastatického procesu jater po radikalnim
odstranéni  malignity. Z multivariaéni analyzy, do které vstoupily vSechny statisticky

vyznamné onkomarkery z univariaéni analyzy, vychdzi opét CEA jako nejvyznamné&jsi faktor
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Casné recidivy metastatického procesu. Stanovili jsme také hranice cut off, kterd jasnym
zpusobem rozdélila obé podskupiny sledovaného souboru na skupinu s nizkym a vysokym
rizikem recidivy. Tato skute¢nost pomaha k rozliSeni pacientt, ktefi maji riziko ¢asné recidivy
malignity, tedy recidivy v dobg, ve které se jesté nejevi provedeny radikalni resekéni vykon
jako pfinos pro nemocného ve srovnani s jinou léébou (RFA, onkologické l1écba, paliativni
lé¢ba), a naopak vystavuje nemocného zavaznym rizikiim spojenym s vlastnim naroénym
operaénim vykonem, a to véetné rizika imrti na tyto komplikace. Z tohoto diivodu je vice nez
Zadouci tyto pacienty rozlidit a s uvdZenim indikovat lé¢bu adekvatni tomuto riziku. Tohoto
zjisténi lze vak také vyuzit k zintenzivnéni dispenzariza¢ni pooperaéni péce (Cast&jsi klinické
kontroly, vyss8i frekvence a dikladnéj§i vybér zobrazovacich metod, intenzivnéj$i a SirSi
sledovani sérovych onkomarkerii). Ta povede k ¢asné&jsi diagnostice této recidivy, coz umozni
vétsi Casti pacienti s recidivujicim metastatickym procesem jater podstoupit opakovany
operatni vykon (resekce & RFA) spojeny s oSetienim recidivy. V souasné dobé je
opakovanymi klinickymi studiemi prokazédno stejné celkové pieziti téchto pacientti
podstoupiviich opakovany operaéni vykon pro malignitu jater i pfes velmi kratké
bezpiiznakové pieZiti po provedeni prvni operace [67]. To vie jen v diisledku diikladného
follow up a véasné diagnostiky recidivy malignity.

Déle jsme chtéli zjistit vztah mezi hladinou exprese mRNA jednotlivych markert a jejich
sérovymi hodnotami. Nezjistili jsme vztah mezi hodnotami mRNA a sérovymi hladinami
zadného markeru.

Korelaci mezi expresi mRNA CEA v tkani a hladinami CEA v séru u pacientd s primarné
detekovanym kolorektalnim karcinomem nepozorovala ani Cerna a kol. [53]. Vegh a kol., ktefi
stanovovali protein CEA v cytosolu bunék nemalobunéénych karcinom plic [68], a Nakamura
a kol. [69], ktefi stanovovali mRNA CEA ve tkani plicnich nadorti, také nenasli korelaci se

sérovymi hladinami CEA. Cerna a kol. tuto situaci vysvétluji na zdkladé d¥iv&j$ich studii
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exprese CEA ve stievni tkéni se stfevnim karcinomem, které popisuji volnou cirkulujici formu
CEA, ale i formu CEA vazanou na buiku. Cirkulujici CEA je silné glykozylovan a jeho
detekce v séru miiZe byt zavisla na glykoproteinovém charakteru determinanty. Navic hladina
mRNA CEA nema spojitost s glykozilaénim procesem a reprezentuje prekurzor pro obé formy,
vazanou i cirkulujici.

Obecné je tieba fici, Ze elevace jakychkoli sérovych nadorovych markerti mizZe v principu
indikovat jejich zvySenou syntézu anebo jejich zvysené uvoliiovani z tkané do extracelularniho
prostoru.

Elevaci exprese mRNA MMP-2 v kontrastu s poklesem sérové hladiny MMP-2 Ize vysvétlit
bud'to nedokon¢enou translaci mRNA, ¢i internalizaci jejiho transldtu a jeho neucasti pfi
intraceluldrnich procesech. Soufasné nemusi dochédzet k uvoliiovéni této metaloproteinazy
vzhledem k jeji uzké vazbé na bunéénou membranu ¢i extraceluldrni matrix a tim nedostate¢né
uvolnéni do krve. Diskutabilni také zistava efekt dvojiho priichodu kapilarnim fecistém pied
odbérem Zilni krve, a to plicni mikrocirkulaci a kapilarni siti konetiny, z jejiz Zily je vzdy
vzorek odebrén.

Pies nesignifikantni korelaci sérovych a tkanovych hodnot sledovanych onkomarkerti 1ze
viak konstatovat, Ze jak sérova hladina proteinu, tak tkafiova hladina mRNA CEA a TIMP-1 je
prognosticky vyznamnym faktorem pro predikci ¢asné recidivy metastatického procesu KRK
v jatrech a pfedpovédi Spatné progndzy pacienta v souvislosti s nizkym celkovym piezitim.

Pouziti ROC kiivek ke klinické korelaci studovanych markeri oziejmilo vztah CEA
a TIMP-1. V pfipadé analyzy piredopera¢ni sérové hladiny, vZdy jednotlivého markeru,
vychézel u resekci pro metastazy KRK nejlépe CEA. Konkrétn€ u resekei pii specificité 90 %
byla sensitivita 80 %. Piedoperaéni sérova hladina TIMP-1 vychazela pomérné hiife, kdy pfi
specificité 90 % byla senzitivita jen 31,5 %. Nejvice uspokojiva se viak jevila kombinace obou

markera, kdy pfi 90% specificité se senzitivita u resekci zvysila na 85,5 %. Vzhledem k témto
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vysledkiim je tieba doporuéit pouzivani kombinaci nékolika onkomarkerti vzdy soucasné, a to
i pfesto, Ze n&ktery znich nemusi samostatné davat statisticky signifikantni vysledky.
Prezentované onkomarkery mohou byt také pouZity jako soucast klinickych skdrovacich
systému [70, 71], které jsou pouZivany pii rozhodovéni o indikaci a rozsahu chirurgické ¢&i

onkologické 1é¢by.
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9 Zavéry

1. ZvySena hladina exprese mRNA MMP-9, TIMP-1 a CEA ve tkani jaternich metastdz ma
statisticky signifikantni vztah ke kratSimu DFI. Tkatova hladina mRNA MMP-9, TIMP-1
a CEA je negativnim prognostickym faktorem krat§iho DFI. Klinicky pfinos stanoveni téchto
markerli je ve zvySeném mnoZstvi v€asné detekovanych relapsii onemocnéni a mnoZstvi

opakovanych resekei, které by prodlouzily pieziti pacientt s CLM.

2. ZvySena hladina exprese mRNA MMP-9 a TIMP-1 ve tkani jaternich metastdz ma
statisticky signifikantni vztah ke krat§imu OS. Tkarnova hladina mRNA MMP-9 a TIMP-1 je

negativnim prognostickym faktorem kratsiho OS.

3. ZvySené hladiny proteinti TIMP-1 a CEA v séru maji statisticky signifikantni vztah ke

krat§imu DFI a OS.

4. Studie prokézala klinicky pfinos stanoveni onkomarkert /CEA a TIMP-1/ pro zvySeni

validity prognézy maligniho onemocnéni po radikalni resekci jater /prognéza asné recidivy

onemocnéni/.

71



10 Literatura

1. Carmeliet P, Jain RK. Angiogenesis in cancer and other diseases. Nature 2000;407:249-257.

2. Bochner BH, Cote RJ, Weidner N et al. Angiogenesis in bladder cancer: relationship
between microvessel density and tumor prognosis. J Natl Cancer Inst 1995;87:1603-1612.

3. Kohn EC, Liotta LA. Molecular insights into cancer invasion: strategie for proevention and

intervention. Cancer res 1995;55:1856-1862.
4. Fong Y, Fortner], Sun RI et al. Clinical score for predicting recurrence after hepatic
resection for metastatic colorectal cancer. Analysis of 1001 censecutive cases . Ann. Surg

1999;230:309-318.

5. Registry of hepatic metastases. Resection of the liver for colorectal carcinoma metastases: A

multi-institutional study of indications for resection. Surgery 1988;103:278-288.

6. Skalicky T, Tteska V, Snajdauf J a kol. Chirurgie jater. 2004. Praha-Maxdorf,

7. Scheele J, Stang R, Altedorf-Hofmann A et al. Resection of liver metastases. World J
Surgery 1995;19:59-71.

8. 5™ International conference on human tumor markers. Stockholm, Sweden 1988.
9. Stieber A. Sensible use of tumor markers. J Lab Med 2001;25:327-336.

10. Nekulovd M, Simitkova M, Jabor A, Zamednik M, editofi. Encyklopedie laboratorni
mediciny 3. 2003 Praha, SEEK.

11. Adam Z et al. Obecn4 onkologie a podptrna 1é¢ba, 2003, Praha.
12. Barrandov V, Hammarstrom S. Carcinoembryonic antigen (CEA)and CEA related cell

adhesion molekule 1 (CEACAM-1), apically expressed on human colonic M cells, are

potential receptors for microbial adhesion. Histochem Cel Biol 2004;121:83-89.

72



13. Gold P, Freedmann SO. Specific carcinoembryonic antigens of the human digestive
system. J Exp Med 1965;122:467-481.

14. Nishi M. Inazawa J, Inoue K et al. Regional chromosomal assignement of
carcinoembryonic antigen gene to chromosome 19 et band q13.2. Cancer Genet Cytogenet
1991;54:77-81.

15. Fabris C, Faletti E, Pirisi M, Soardo G, Toniuto P, Vituli D, Bertolotti N, Gonano F, Bartoli
E. Non-specific incerase of serum carbohydrate antigen CA 19-9 in patients with liver disease
associated with increased circulating levels of adhesion molecules. Clin Chim Acta

1995;243:25-33.

16. Guadani F, Roselli M, Ferroni P, Spila A, Cavaliere F, Casaldi V, Wapner G, Abbolito
MR, Greiner JW et al. CA 72-4 serum marker — new tool in the management of carcinoma

patients. Cancer Incest 1995;13:227-238.

17. Bjorklund B. Tissue polypeptide antigen (TPA): Biology, biochemistry improved assay
methodology, clinical significance in cancer and other conditions, and ruture outlook. Antibiot
Chemother 1978;22:16-31.

18. Broet P, Romain S, Daver A, Ricoleau G, Quillien V, Rallet A, Asselain B, Martin PM,
Spyratos F. Thymidine dinase as a proliferative marker: clinical relevance in 1,692 primary
brest cancer patients. J Clin Oncol 2001;19:2778-2787.

19. Baker EA, Leaper DJ. Profiles of matrix metaloproteinases and their tissue inhibitors in
intraperitoneal drainage fluid: relationship to wound healing. Wound Repair Regen. 2003 Jul-

Aug;11(4):268-74.

20. Leeman MF, Curran S, Murray GI. New insights into the roles of matrix metaloproteinases

in colorectal cancor development and progression. J Pathol. 2003 Dec;201(4):528-34.

21. Roeb E, Matern S. Matrix metaloproteinases and colorectal cancer. Med Klin (Munich).
2003 Dec 15;98(12):763-70.

73



22. Zucker S, Vacirca J. Role of matrix metaloproteinases (MMPs) in colorectal cancer. Cancer

Metastasis Rev. 2004 Jan-Jun;23(1-2):101-17.

23. Mook OR, Frederiks WM, Van Noorden CJ. The role of gelatinases in colorectal cancer
progression and metastasis. Biochim Biophys Acta. 2004 Dec 17;1705(2):69-89.

24. Yang W, Arii S, Gorrin-Rivas MJ, Mori A, Onodera H, Imamura M. Human macrophage
metalloelastase gene expression in colorectal carcinoma and its clinicopathologic significance

Cancer 2001; 91:1277-1283.

25. Leeman MF, McKay JA, Murray GI. Matrix metaloproteinase 13 activity is associated with
poor prognosis in colorectal cancer. J Clin Pathol. 2002 Oct;55(10):758-62.

26. Liotta LA, Tryggvason K, Garbisa S, Hart I, Foltz CM, Shafdic S. Metastatic potential

correlates with enzymatic degradation of basement membrane collagen.Nature 1980;284:67-8.

27. Baker EA, Bergin FG, Leaper DJ. Matrix metaloproteinases, their tissue inhibitors and
colorectal cancer staging. Br J Surg. 2000 Sep;87(9): 1215-21.

28. Murashige M, Miyahara M, Shiraishi N, Saito T, Kohno K, Kobayashi M. Enhanced
expression of tissue inhibitors of metaloproteinases in human colorectal tumors. Jpn J Clin
Oncol. 1996 Oct;26(5):303-9.

29. Tutton MG, George ML, Eccles SA, Burton S, Swift RI et al. Use of plasma MMP-2 and
MMP-9 levels as a surrogate for tumour expression in colorectal cancer patients. Int J Cancer.
2003 Nov 20;107(4):541-50.

30. Waas ET, Lomme RM, DeGroot J, Wobbes T, Hendriks T. Tissue levels of active matrix
metaloproteinase-2 and -9 in colorectal cancer. Br J Cancer. 2002 Jun 17;86(12):1876-83.

31. Moran A, Iniesta P, Garcia-Aranda C, De Juan C, Diaz-Lopez A, Sanchez-Pernaute A,

Torres AJ, Diaz-Rubio E, Balibrea JL, Benito M. Clinical relevance of MMP-9, MMP-2,
TIMP-1 and TIMP-2 in colorectal cancer. Oncol Rep. 2005 Jan;13(1):115-20.

74



32. Nagase H, Woessner JF Jr. Matrix metaloproteinases. J Biol Chem. 1999. Jul 30;
274(31):21491-4.

33. Ornstein DL, Cohn KH. Balance between activation and inhibition of matrix
metaloproteinase-2 (MMP-2) is altered in colorectal tumors compared to normal colonic

epithelium. Dig Dis Sci. 2002 Aug;47(8):1821-30.

34. Brand K. Cancer gene therapy with tissue inhibitor of metalloproteinases (TIMPs). Curr
Gene Ther 2: 255-271, 2002.

35. Wagennar-Miller RA, Fordem L, Matrisian LM. Matrix metalloproteinases in colorectal

cancer: Is it worth talking about? Cancer and metastases rew. 2004;23:119-135.

36. Goldberg, G.I.,Marmer, G. A. Grant, A. Z. Cisen, S. Wilhelm, and C. S. He. Human 72-
kilodalton type IV collagenase forms a comlpex with a tissue inhibitor of matalloproteases
designated TIMP-2. Proc. Natl. Acad. Sci. USA 1989 86: 8207-8211.

37. Kawamata H, Kawai K, Kameyama S, Johnson MD, Stetler-Stevenson WG, Oyasu R.
Over-expression of tissue inhibitor of matrix metaloproteinases (TIMP1 and TIMP2)

suppresses extravasation of pulmonary metastasis of a rat bladder carcinoma. Int J Cancer.
1995 Nov 27;63(5):680-7.

38. Holten-Andersen MN, Christensen 1J, Nielsen HJ, Stephens RW, Jensen V, Nilsen OH,
Sorensen S, Overgaard J, Lilja H, Harris A, Murphy G, Briinner N. Total levels of tissue
inhibitor of metalloproteinases 1 in plasma yield high diagnostic sensitivity and specificity in

patients with colon cancer. Clin. Can. Res. 2004;8:156-164.

39. Holubec L et al. Kolorektalni karcinom, soufasné moznosti diagnostiky a 1é¢by. Praha,
Grada, 2004.

40. Lidka V, Tfeska V, Mirka H, Novak M, Slauf F, Skalicky T, Sutnar A, Kormunda S. Portal

vein embolization - increased chance for liver resecability for malignancies Rozhl Chir. 2007
Feb;86(2):97-101; discussion 102.

75



41. Tieska V. News trends in liver surgery. Bratisl. Lék. Listy 2005;106(10):327-9.

42. Chiche L. Surgical management of hepatic metastases from colorectal cancer. J Chir.

(Paris) 2003 Apr;140(2);77-89. Rewiew French.

43. Oshowo A, Gillams A, Harrison E, Lees WR, Taylor 1. Comparison of resection and
radiofrequency ablation for treatment of solitary colorectal liver metastases., Br J Surg, 2003,
90, s. 1240-1243.

44, Mala T. Bohler G, Mathisen O, Bergan A, Soreide O. Hepatic resection for colorectal
metastases: Can preoperative scoring predict patient outcome? World J Surg, 2002, 26, s.
1348-1353.

45. Fong Y, Cohen AM, Fortner JG, Enker WE, Turnbull AD, Coit DG et al. Liver resection
for colorectal metastases. J Clin Oncol. 1997, 15, s. 938-946.

46. Sutnar A, Tte$ka V, Skalicky T. Radiofrekvenéni ablace v soufasné chirurgii — nase
zkudenosti Rozhl Chir. 2004 fijen; ro¢nik 83(10):518-22.

47. Klener P. Chemoterapie. In: Klinicka onkologie. Galén, Praha 2002, pp.145-207.

48. Pesta M, Holubec L Jr, Topolcan O, Cerna M, Rupert K, Holubec L S, Treska V,
Kormunda S, Elgrova L, Finek J, Cerny R. Quantitative estimation of matrix metaloproteinases
2 and 7 (MMP-2, MMP-7) and tissue inhibitors of matrix metaloproteinases 1 and 2 (TIMP-1,
TIMP-2) in colorectal carcinoma tissue samples. Anticancer Res. 2005 Sep-Oct;25(5):3387-91.

49. Jung SA, Yang SK, Kim JS, Shim KN, Im SA, Myung SJ, Jung HY, Yu CS, Kim JC, Hong
WS, Kim JH, Min YI. The expression of matrix metaloproteinases (MMPs), tissue inhibitor of
metaloproteinases (TIMPs) and angiogenesis in relation to the depth of tumor invasion and
lymph node metastasis in submucosally invasive colorectal carcinoma Korean J Gastroenterol.
2005 Jun;45(6):401-8.

76



50. Moran A, Iniesta P, Garcia-Aranda C, De Juan C, Diaz-Lopez A, Sanchez-Pernaute A,
Torres AJ, Diaz-Rubio E, Balibrea JL, Benito M. Clinical relevance of MMP-9, MMP-2,
TIMP-1 and TIMP-2 in colorectal cancer. Oncol Rep. 2005 Jan;13(1):115-20.

51. Chang TJ, Juan CC, Yin PH, Chi CW, Tsay HJ. Up-regulation of beta-actin, cyclophilin
and GAPDH in N18S1 rat hepatoma. Oncol Rep. 1998 Mar-Apr;5(2):469-71.

52. Ripple MO, Wilding G. Alteration of glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase activity
and messenger RNA content by androgen in human prostate carcinoma cells. Cancer Res. 1995
Oct 1;55(19):4234-6.

53. Cerna M, Holubec L Jr, Pesta M, Kormunda S, Topolcan O, Cerny R. Quantitative
estimation of CEA and CK20 expression in tumour tissue of colorectal cancer and its liver

metastases with reverse transcription and real-time PCR. Anticancer Res. 2006 Jan-

Feb;26(1B):803-8.

54. Miura M, Ichikawa Y, Tanaka K, Kamiyama M, Hamaguchi Y, Ishikawa T,
Yamaguchi S, Togo S, Ike H, Ooki S, Shimada H. Real-time PCR (TagMan PCR)
quantification of carcinoembryonic antigen (CEA) mRNA in the peripheral blood of
colorectal cancer patients. Anticancer Res. 2003 Mar-Apr;23(2B):1271-6.

55. Ho SB, Hyslop A, Albrecht R, Jacobson A, Spencer M, Rothenberger DA, Niehans
GA, D'Cunha J, Kratzke RA. Quantification of colorectal cancer micrometastases in
lymph nodes by nested and real-time reverse transcriptase-PCR analysis for
carcinoembryonic antigen. Clin Cancer Res. 2004 Sep 1;10(17):5777-84.

56. Kijima M, Togo S, Ichikawa Y, Miura M, Yamagishi S, Matsuo K, Tanaka K, Masui H,
Ishikawa T, Ike H, Shimada H. Clinical significance of serum CEA protein and CEA mRNA
after resection of colorectal liver metastases. Anticancer Res. 2005 Mar-Apr;25(2B):1327-32.

57. Tien YW, Lee PH, Hu RH et al. The role of gelatinase in hepatic metastatis of colorectal
cancer. Clinical Cancer Research 2003, 9:4891-4896.

58. Heslin MJ, Yan J, Johnson MR et al. Role of matrix metalloproteinases in colorectal

carcinogenesis. Annals of Surgery. 2001, 233: 786-792.

77



59. Waas ET, Wobbes T, Ruers T, Lomme RM, Hendriks T. Circulating gelatinases and tissue
inhibitor of metalloproteinase-1 in colorectal cancer metastatic liver disease. Eur J Surg Oncol.
2006 Sep;32(7):756-63. Epub 2006 May 2.

60. Ishida H, Murata N, Tada M et al. Determining the levels of matrix metalloproteinases-9 in
portal and peripheral blood is useful for predicting liver metastases of colorectal cancer. Jpn J
Clin Oncol. 2003, 33:186-91.

61. Curran S, Dundas SR, Buxton J et al. Matrix metalloproteinases/Tissue inhibitors of matrix
metalloproteinase phenotype identifies poor prognosis colorectal cancer. Clin Cancer Res.
2004, 10:8229-34.

62. Adachi Y, Yamamoto H, Itoh F et al. Contribution of matrilysin (MMP-7) to the metastatic
pathway of human colorectal cancers. Gut 1999, 45: 252-258.

63. Holten-Andersen MN, Hansen U, Briinner N, Nilsen HJ, Illemann M, Nielsen B-S.
Localization of tissue inhibitor of metalloproteinases-1 in human colorectal adenoma and
adenocarcinoma. Int.J. Cancor. 2005, 113:198-206.

64. Yamamoto H, Itoh F, Adachi Y, Fukushima H, Itoh H, Sasaki S, Hinoda Y, Imai K.
Messenger RNA expression of matrix metalloproteinases and tissue inhibitors of
metalloproteinases in human hepatocellular carcinoma. Jpn J Clin Oncol. 1999, Feb;29(2):58-
62.

65. Quaranta M, Daniele A, Coviello M, Venneri MT, Abbate I, Caringella ME, Di Tardo S,
Divella R, Trerotoli P, Di Gennaro M, Schittulli F, Fransvea E, Giannelli G. MMP-2, MMP-9,
VEGF and CA 15.3 in breast cancer. Anticancer Res. 2007 Sep-Oct;27(5B):3593-600.

66. Ranuncolo SM, Armanasco E, Cresta C, Bal De Kier Joffe E, Puricelli L.. Plasma MMP-9
(92 kDa-MMP) activity is useful in the follow-up and in the assessment of prognosis in breast
cancer patients. Int J Cancer. 2003 Sep 20;106(5):745-51.

67. Kockerling F, Schwartz SI. Liver Surgery - Operative Techniques and Avoidance of
Complications. J.A.Barth 2001.

78



68. Vegh I, Sotelo T, Estenoz J, Fontanellas A, Navarro S, Millan I, Enriquez de Salamanca R.
Tumor cytosol carcinoembryonic antigen as prognostic parameter in non small cell lung
cancer. Tumori. 2002 Mar-Apr;88(2);142-6.

69. Nakamura H, Saji H, Idiris A, Kawasaki N, Hosaka M, Ogata A, Saijo T, Kato H.
Comparison of immunohistochemistry and real-time reverse transcription-polymerase chain
reaction to detect expression of carcinoembryonic antigen in lung cancer.Oncol Rep. 2003 Sep-
Oct;10(5):1231-5.

70. Fong Y, Fortner J, Sun RL, Brennan MF, Blumgart LH. Clinical score for predicting
recurrence after hepatic resection for metastatic colorectal cancer: analysis of 1001 consecutive

cases. Ann. Surg. 1999, 230:309-318.
71. Mann CD, Metcalfe MS, Leopardi LN, Maddern GJ. The clinical risk scorc: emerging as a

reliable preoperative prognostic index in hepatectomy for colorectal metastases. Arch Surg.
2004, 139:1168-1172.

i



11 Publikace autora

a) Kapitoly v odbornych knihéch

Holubec L jr, Topolcan O, Finek J, Holubec L sen, Liska V, Sutnar A, Treska V, Elgrova L,
Kormunda S, Holdenrieder S, Stieber P. Cell adhesive markers in the process of metastasising
colorectal carcinoma. New Research Communications on Tumor Markers, Nova Science

Publishers

b) Publikace v odbornych zahraniénich ¢asopisech

Sutnar A, Pesta M, Liska V, Treska V, Skalicky T, Kormunda S, Topolcan O, Cerny R and
Holubec L jr. Clinical relevance of the expression of mRNA of MMP-7, MMP-9, TIMP-1 and
TIMP-2 tissue samples from colorectal liver metastases. Tumor Biol. 2007. Nov 9;28(5):247-

252. (IF 2,4)

Svobodova S, Topolcan O, Holubec L jr, Treska V, Sutnar A, Rupert K, Kormunda S,
Rousarova M and Finek J. Prognostic importance of thymidine kinase in colorectal and breast

cancer. Anticancer Res. 2007. Jul-Aug;27(4A):1907-9.  (IF 1,6)

Liska V, Treska V, Holubec L jr., Kormunda S, Skalicky T, Sutnar A, Topolcan O.

Recurrence of colorectal liver metastases after surgical treatment: multifactorial study.

Hepatogastroenterology. 2007 Sep;54(78):1741-4.

80



Liska V, Holubec L jr. Treska V, Skalicky T, Sutnar A, Topolcan O. Kormunda S and Finek J.
Tumor markers as useful predictors of survival rate after exploratory laparotomy for liver

malignancies. Anticancer Res. 2007. Jul-Aug;27(4A):1887-91. (IF 1,6)

Liska V, Holubec L jr, Treska V, Skalicky T, Sutnar A, Kormunda S, Finek J, Rousarova M,
Topolcan O. Dynamics of serum levels of tumor markers and prognosis od recurrence and
survival after liver surgery for colorectal liver metastases. Anticancer Res. 2007. Jul-

Aug;27(4C):2861-4. (IF 1,6)

Holubec L jr, Topolcan O, Finek J, Holdenrieder S, Stieber P, Pesta M, Pikner R, Holubec L
sen, Sutnar A, Liska V, Svobodova S, Visokai V, Kormunda S. Markers of cellular adhesion
in diagnosis and therapy control of colorectal carcinoma. Anticancer Res. 2005 May-

Jun;25(3A):1597-601. (IF 1.6)

Skalicky T, Treska V, Sutnar A, Mirka H. Radiofrequency coagulation for splenic resection--a

case report. Zentralbl Chir. 2004 Apr;129(2):119-21. German. (IF 0,33 )

Skalicky T, Treska V, Sutnar A, Liska V, Mirka H, Ohlidalova K, Ferda J. Surgical treatment

of benign liver tumors. Bratisl Lek Listy. 2005;106(10):330-2. Slovak. Rep.

81



¢) Publikace v odbornych domaécich ¢asopisech :

Sutnar A, Tieska V, Skalicky T. Radiofrekvenéni ablace v soucasné chirurgii — naSe

zkuSenosti. Rozhl Chir. 2004 fijen; ro¢nik 83(10):518-22.

Liska V, Tteska V, Mirka H, Novak M, Slauf F, Skalicky T, Sutmar A, Kormunda 8.
Embolizace portalni Zily — vétsi Sance resekability jater u malignit. Rozhl Chir. 2007

unor;86(2):97-101; diskuse 102.

Tteska V, Ferda J, Skalicky T, Sutnar A, Liska V. Hemangiomy jater - diagnostika a strategie

1ééby. Rozhl Chir. 2007 leden;86(1):28-31.

Tieska V, Skalicky T, Sutnar A, Ferda J, Finek J. Ruptura jater po radiofrekvenéni ablaci

recidivy hepatocelularniho karcinomu. Rozhl Chir. 2006 listopad;85(11):549-53.

Ligka V, Tieska V, Holubec L jr.,Skalicky T, Sutnar A, Topol&an O, Finek J. Casna recidiva
metastatického procesu kolorektalniho karcinomu po operaci jater — multifaktoridlni studie.

Rozhl Chir. 2006 tinor, ro¢nik 85; 86-89

Treska V, Skalicky T, Sutnar A, Liska V, Souc¢asné mozZnosti chirurgické 1éEby jaternich

metastaz kolorektalniho karcinomu. HPB Bulletin, 2005, 13.

Treska V, Skalicky T, Finek J, Kormunda S, Topolé¢an O, Sutnar A, NepraSova P, Stivova B.

Je jaterni resekce ¢i radiofrekvenéni ablace indikovéna u metastdz karcinomu prsu? Rozhl

Chir. 2004 duben;83(4):173-7.

82



d) Abstrakta pfedna3ek a posterti

Sutnar A, Treska V, Liska V, Pesta M, Skalicky T, Topolcan O, Kormunda S, Holubec L jr.
Clinical relevance of expression of mRNA of MMP-2, MMP-7, MMP-9, TIMP-1 and TIMP-2
biopsies from colorectal liver metastase. Tumor Biol 27 (suppl 2), p.53, 2006. Abstract, The
XXXIVth Meeting of the ISOBM society, September 16-20, 2006, Pasadena, USA. Poster

presentation.

Sutnar A, Treska V, Skalicky T, Liska V, Holubec L jr., Topolcan O, Pesta M. Comparison of
the classical tumor markers with the proliferative markers in hepatic metastases Hepato-
gastroenterology (suppl 1) vol. 53, p.169 2006 Abstrakt, Thel6th World congress of the
International Association of Surgerons and Gastroenterologists May 25-28 2006 Madrid,

Spain, Poster presentation

Holubec L jr., Topolé¢an O, Finek J, Liska V, Skalicky T, Sutnar A, Holubec L sen, Tieska V.
Vyuziti imunoanalytickych metod pro ¢asnou detekci progrese karcinomu kolorekta do jater.

II. Kongres chirurgie jater a Zlu¢ovych cest a pankreatu, Darova 2005, Sbornik abstrakt str. 11.

Liska V, Tieska V, Holubec L jr., Kormunda S, Skalicky T, Sutnar A, Topoléan O.
Multifaktorialni retrospektivni studie recidivy metastatického procesu kolorektélniho
karcinomu v jatrech po chirurgické 1é¢bé. II. Kongres chirurgie jater a ZluCovych cest a

pankreatu, Darova 2005, Sbornik abstrakt str. 14.

83



Liska V, Tieska V, Holubec L jr., Kormunda S, Skalicky T, Sutnar A, Topol¢an O. Lze pouzit
onkomarkery k predikci Casné recidivy u nemocnych po radiofrekvenéni ablaci jaternich
malignit? II. Kongres chirurgie jater a Zlu¢ovych cest a pankreatu, Darova 2005, Sbornik

abstrakt str. 55.

Topolcan O, Holubec L jr., Liska V, Svobodova S, Treska V, Finek J, Rupert K, Sutnar A.
10th International symposium on biology and clinical usefulness of tumor markers, Barcelona

2005, Abstrakt book p. 119.

Liska V, Holubec L jr., Treska V, Skalicky T, Sutnar A, Kormunda S, Topolcan O. Are
Tumor Markers Useful for Prediction of Survival Rate after Explorative Laparotomy for Liver
Malignacies. 13th Internationale Hamburg Symposium on Tumor Markers. Hamburg 2005,

Anticancer Research. November-December 2005, 25 (6D): 4775.

Topolcan O, Holubec L jr, Liska V, Svobodova S, Treska V, Finek J, Rupert K, Sutnar A.
Prognostic Importance of TPS at Colorectal Carcinoma. Book of Abstract, p. 30, 6th

CECHTUMA conference, Prague, May 30- June 1, 2006. Oral presentation..

Holubec L, Topoléan O, Finek J, Pesta M, Rupert K, Sutnar A, Liska V, Kormunda S,
Vrzalovéa J, TteSka V. Prognosticky a prediktivni vyznam nadorovych markeri u pacienti
s kolorektalnim karcinomem. Sbornik abstrakt, str.26, II. dny diagnostické, prediktivni a

experimentalni onkologie, Olomouc, 7.-9. prosince 2006. Oralni prezentace.

84



Pesta M, Sutnar A, Topolcan O, Treska V, Holubec L jr, Liska V. Expression of mRNA
MMP-2, MMP-7, MMP-9, TIMP-1 and TIMP-2 in liver metastasis from patients with
colorectal carcinoma. Book of Abstract, p. 30, 6th CECHTUMA conference, Prague, May 30-

June 1, 2006. Poster presentation.

Pesta M, Topoléan O, Holubec L jr, Sutnar A, , Liska V, Tteska V, Skalicky T, Kormunda S,
Cerny R. Klinicky vyznam exprese mRNA MMP-2, MMP-7, MMP-9, TIMP-1 and TIMP-2
ve tkafiovych vzorcich metastdz kolorektalniho karcinomu. Sbornik abstrakt, str.26, II. dny
diagnostické, prediktivni a experimentalni onkologie, Olomouc, 7.-9. prosince 2006. Poster

presentation

Pesta M, Topolcan O, Sutnar A, Liska V, Skalicky T, Kormunda S, Treska V, Holubec L jr.
Clinical relevance of expression of mRNA of CEA, MMP-7, MMP-9, TIMP-1 and TIMP-2 in
biopsies from colorectal liver metastase, 3.Sympozium a workshop molekularni patologie,

Olomouc 4.-5. kvéten 2007, Oral presentation

e) Grantova studie souvisejici s projektem

Sutnar A. MozZnosti vyuZiti metaloproteindz k monitorovani nemocnych s malignim

postiZenim jater a stanoveni jejich progn6zy po chirurgickych vykonech 2004-6.

Ocenéna ¢estnym uznanim ministra zdravotnictvi

85



12 Prilohy

Priloha & 1: TIMP-1 Quantitation Report

(vlastni kvantifikace — pfifazeni poCtu kopii pozitivnim vzorkiim identifikovanym pomoci teplotni
kiivky tani)

Experiment Information

Experiment Name IMTIMP1vz115-132
Experiment Start 1.2.2006 15:38:40
Experiment Finish 1.2.2006 18:12:07

Operator Martin

Notes TIMP-1

Gain CHI 5

Gain CH2 5

Normalisation Metod Dynamic Tube Normalisation
Noise Slope Correction Yes

Start normalising from cycle |1

Digital Filter Light

Threshold 0,0396

Left Threshold 1

Standard Curve conc= 10"(-0,340*CT + 15,080)
Reaction efficiency (*) 1,19 (* = 10N-m) - 1)

R Value 0,9995

No Template Control Threshold|0,0% (0FI1)

Messages

Message

Temperature Profile

Denature @ 94 deg., 600 secs

Hold @ 94 deg., 300 secs

Cycling (55 repeats) Step 1 @ 94 deg., hold 20 secs

Step 2 @ 58 deg., hold 20 secs

Step 3 @ 72 deg., hold 25 secs, acquiring to
Cycling A(CH1, CH2)

Melt (65-99 deg.) , hold 5 secs, acquiring to Melt
A(CH1, CH2)
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No. Colour Name Type  Given Conc. Calculated Conc. CV Ct Ct Std.
(Copies) (Copies) Dev.

1 . TIMP-1 st. gtandar 100 000 000, |92 918 961, 7,08% 20,92

2 - TIMP-1 st. (Sitandar 1 000 000, 961 042, 3,90% (26,76

3 . TIMP-1 st. csitandar 100 000, 125 559, 25,56% |29,36

5 TIMP-1 st. Standar 1000, 892, 10,81% |35,68

6 TIMP-1 JM115  |Sample 1642, 34,9

7 TIMP-1 JM115  [Sample 920, 35,64

8 TIMP-1 JM116 |Sample 1, 44,61

9 TIMP-1 JM116  |Sample 3. 43,13

10 TIMP-1 JM117  |Sample 2 069 676, 25,78

11 TIMP-1 JM117  |Sample 3693 789, 25,04

12 TIMP-1 JM118 |Sample 1244 310, 26,43

13 TIMP-1 JM118  |Sample 1501 478, 26,19

14 TIMP-1 JM119  |Sample 206, 37,55

15 TIMP-1 JM119  |Sample 7 36,8

16 TIMP-1 JM120 [Sample 230, 37,41

18 TIMP-1 JM122  |Sample 4 492 230, 24,79

19 TIMP-1 JM122 |Sample 3 284 568, 25,19

20 || TIMP-1 JM125 |Sample 265, 37,23

22 (B [TIMP-1JM126 |Sample 175, 37,76

23 TIMP-1 JM126  |Sample 683, 36,02

26 ([ |TIMP-1JM128 |Sample 91 805, 29,76

27 . TIMP-1 JM128 |Sample 135 783, 29,26

29 TIMP-1 JM129 |Sample 30 926, 31,15

31 TIMP-1 JM130 |Sample 10 582, 32,52

32 . TIMP-1 JM131  |Sample 558, 36,28

33 - TIMP-1 JM131  [Sample 1 340, 35,16

34 - TIMP-1 JM132 |Sample 65 566, 30,19

35 . TIMP-1 JM132 |Sample 72 590, 30,06

This  report  generated by  Rotor-Gene  Real-Time  Analysis  Software

(C)Corbett Research 2000

(R)AIl Rights Reserved
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TIMP-1 Melt Report

(zaznam teplotnf kfivky tani — rozliSeni TIMP-1 pozitivnich a negativnich vzorku)

Experiment Information

Experiment Name

JMTIMP1vz115-132

Experiment Start

1.2.2006 15:38:40

Experiment Finish|1.2.2006 18:12:07
Operator Martin

Notes TIMP-1

Gain CH1 5

Gain CH2 5

Digital Filter Light

Threshold 0

Temp. Threshold

0o

Melt data for Melt A.CH1 (pozitivni vzorky — peak Bin A)

dF/dT
0]

Threshold

'65
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Piiloha & 2: Kopie jednolivych élanki
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Abstract

Background: Nowadays we know that survival rates do not
differ between repeated and single liver resections for
coloractal liver metastases (CLM). To be able to determine
patients prone to early recurrence, the use of different mark-
ers with a better prognostic value than the routinely em-
plo..-d tumor markers is required. Aim of Study: The aim of
our study was to assess mRNA expression of MMP-7, MMP-9,
TIMP-1, TIMP-2 and CEA In tissue samples from CLM and their
relationship to disease-free interval (DFI) and overall surviv-
al (0S).Patients and Methods: The liver turnor hiopsies were
obtained from 40 patients suffering from CLM treated with
radical surgery. mRNA expression levels of CEA, MMPs and
TIMPs and a housekeeping gene (GAPDH) were quantified
using RT-PCR. Results: The increased expression of CEA,
MMP-9 and TIMP-1 in CLM was associated with a short DFI
anda high tendency to early CLM recurrence. Statistical anal-
ysis confirmed CEA, MMP-9 and TIMP-1 expression as prog-
nostic factors of survival. Conelusion: This study dermon-
strated the importance of CEA, MMP-9 and TIMP-1 in the
Prognostication of DFf and OS.  copyright € 2007 5. Karger 4G, Basct

Introduction

Only about 15% of colorectal liver metastases (CLM)
are completely resectable, and early recurrence of metas-
tases further decreases survival in patients after radical
surgical therapy (1]. Up to the present, resection is the
most effeciive treatment with a 5-year survival rate ofap-
proximately 30-40% [2]. Recurrence can be expected in
up to two thirds of patients. Today we know that survival
rates do not differ between single and repeated liver re-
sections for CLM. Early diagnosis of CLM recurrence
may increase the number of repeated resections. The de-
terminati<n of patients prone to a short diseasc-free in-
terval (DFI) is crucial in the treatment of patients who
have undergone liver surgery for CLM, Early detection of
CLM recurrences could improve patient prognosis and
help to devise follow-up strategies.

A better understanding of the biological characteris-
tics of CLM increases the success of surgical therapy. New
markers with an exact prognostic value can improve the
follow-up of patients and could also help in the selection
of optimal treatment. To be able to discern patients with
a tendency to early recurrence, other tumor markers than
those routinely employed are necessary. We aimed to de-
termine the role of matrix metalloproteinases (MMPs)
and tissue inhibitors of matrix metalloproteinases
(TIMPs) in tumor spread. Carcinoembryonic antigen
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(CEA) was used as an established tumor marker. Assess-
ment of CEA in serum is recommended to followup CLM
patients [3]. CEA is overexpressed in many tumors, main-
ly in colorectal cancer. Therefore in many cancer patients
the serum level of CEA rises, and preaperative CEA levels
provide independent prognostic information and may
also affect decisions regarding surgical management 3,
27). Therefore this tumor marker was used for compari-
SON purposes.

MMPs and TIMPs play an important role in the deg-
radation of extracellular matrix and basal membrane in
relation to tumor invasion [4, 5]. It was found that MMP-
9 and MMP-7 are overexpressed in colorectal tumor tis-
sue [6, 7). TIMPs (21-30 kDa) are the major endogenous
regulators of MMP activities. So far, four homologous
TIMPs (TIMPs-1 to -4) have been identified [8]. TIMP-1
and TIMP-2 are both known to have growth-factor-like
properties (‘erythroid-potentiating activity’), which have
Deen separated from their MMP-inhibitory functions by
structure-function studies {8). The activity of MMPs de-
pends on the balance between the levels of active enzyme
and TIMPs.

The aim of our study was to assess mRNA expression
of MMP-7, MMP-9, TIMP-1 and TIMP-2 in CLM tissue
samples using RT-PCR. The values obtained were associ-
ated with DFI and OS.

CEA, awell-known tumor marker with a probable role
in cell adhesion [27, 28], was used for comparison in the
follow-up of CLM patients.

Patients and Method

Patients

The study cohort included 40 patients with liver tumors who
underwent radical Jiver surgery at the Department of Surgery,
University Hospital Pilsen, between 2002 and 2005; 31 of them
had CLM and were followed up until July 2006. The median age
of the patients was 59 years (range 39-82 ycars). Nine patients had
secondary liver metastases due to other tumors (breast or gall
bladder) or primary hepatocellular carcinoma. In the CLM pa-
tients, the median DFI was 19 months and the median OS was 26
months.

Methods

Tissue Samples. The tumor tissue samples were obtained dur-
ing surgery and were immediately stored at -70°C until used. We
examined two to three samples per tumor. All samples were his-
tologically verified.

Quantitative Estimation of mRNA Using Real-Time RT-PCR
RNA Extractions. Total RNA was isolated from 100 mg of tissue
using the fastRNA Pro Green Kit (Q BlOgene, Morgan Irvine,
Calif,, USA).
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RT. 3 g of isolated total RNA were used for RT, which
performed with Superscript 11 Reverse Transcriptase (Life 1s
nologies, Carlsbad, Calif,, USA) and oligo d(T)s; as a primer.

Real-Time PCR. DNA amplification was monitored with G
SYBR-Green 1 (Molecular Probes, Eugene, Oreg,, USA). |
fragments of CEA, MMP-9, MMP-7, TIMP-2, TIMP-1
GAPDH were nserted into a pGEM vector (Promega, Mad:-
Wisc., USA), cloned and sequenced using ALFexpress seque:
(Pharmacia Biotech, Uppsala, Sweden). pGEM plasmids 1
cloned fragments of mRNA were used as standards. The spec”
ity of the reaction was verified with the melting curve and .
rose gel clectrophoresis. Absolute quantification was determi
(i.e. the oumber of DNA copies per sample). In all samj
mRNA of GAPDH (housekeeping gene) was also assessed,
the results are presented as normalized values, the ratio of
number of copies in the assessed gene (CEA, MMP-9, MA!
TIMP-2, and TIMP-1) to GAPDH. The results are present.
absolute and normalized values.

Measurements of absolute values were done as absolute
tification using cloned specific cDNA as standard (given nur:
of copies/3 pg RNA). For normalized values, results are show
relation to the housekecping gene GAPDH (e.g. the M
GAPDH ratio). The method and sequence of the primers has
described previously [7, 9].

Statistical Analysis

Statistical analysis was performed using SAS 802, Jo
maximum hazard ratio (08 and DFJ), the Cox regression h:
model was used. After finding the ‘optimal cutoff” for the ma
examined, the Kaplan-Meier survival distribution functio:
the ‘optimal cutoffs’ were computed in groups and subgrou;

Results

We examined the potential value of mRNA exp:
sion of CEA, MMP-9, MMP-7, TIMP-2 and TIMP-
prognostic factors tor CLM patients after surgical re-
tion.

Table 1 shows the associations of DFI to mRNA
pression {zbsolute values) of CEA, MMP-9, M\i
TIMP-2 and TIMP-1 in the metastatic liver tissue. Al
lute values refer to the mRNA expression of tumor n:
ers (cDNA copies) to 3 pg of total RNA. mRNA exy
sion of CEA, MMP-9 and TIMP-1 was significantly
lated with DFI (p < 0.0225, p < 0.0282 and p < 0.¢
fig.1,2).

Table 1 also lists the values for the relationship o
to mRNA expression using normalized values for ml
expression, There was no significant association betv
mRNA expression of CEA, MMP-9, MMP-7, TIMP-
TIMP-1 and DFL

Table 2 reveals a statistically significant associati
mRNA expression of MMP-9 and TIMP-I to OS
0.0302 and p < 0.043); fig. 3, 4). The relationships u
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Fig. 1-4. Relation of DFI (1, 2) and OS (3, 4) to 1n1RNA expression of absolute values of MMP-9 [1, 3; 4 patients
- >23,140 (n of DNA copies; - — -) and 27 patients =23,140 (—)] and absolute values of TIMP-1 {2, 4; 13 pa-
F, tients >1,354,000 (- - -) and 18 patients <1,354,000 (—)]. :
o to mRNA expression of MMP-7, TIMP-2 and CEA were Discussion
L not significant, with p < 0.0543 for CEA.
b The values for the relationship of OS to mRNA expres- mRNA expression of CEA, MMP-9 and TIMP-1 dem-
sion of CEA, MMP-9, MMP-7, TIMP-2 and TIMP-1 (ab-  onstrated a statistically significant association with DFI
1 solute values) are also presented in table 2, and no statis-  and early recurrence of liver malignancy, and mRNA ex-
I tically significant differences were found. pression of MMP-9 and TIMP-1 was a prognosticator of
The mRNA expression of TIMP-1, MMP-9 and CEA  OS.
r was significantly higher than cutoff values in patients Only with absolute values, but not with values normal-
with shorter DFI and OS (i.e. with a worse prognosis), re-  ized to GAPDH, significant differences were observed,
i spectively, and lower than cutoff values in patients with  which may be due to the upregulation of GAPDH in some
- longer DFI and O (i.e. with a better prognosis), respec-  tumors, e.g. in rat hepatomas [10] or human prostate car-
S tively, cinomas [11].

MMPs and TIMPs in Colorectal Liver
Metastases

Tumer Biol 2007;28:247-252 249
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Table 1. Relationship between DFIand mRNA expression in liver
melastatic tissue

Table 2. Relationship between 08 and mRNA expression in liver
metastatic lissue

mRNA Patienisabove  Optimal  Patients below  log-rank
cutolf cutoff cutoff pvalue
Absolute values
CLEA 12 22,430 19 0.0225
MMP-7 19 400 12 0.3574
MMP-9 4 23,140 27 0.0282
TIMP-1 13 1,354,000 18 00175
TIMP-2 18 213 13 0.3731
Normalized valucs
CEA 20 0.0284 11 0.5223
MMP-7 22 0.021 9 0.4066
MMP-9 6 0.85] 25 0.8198
TIMP-1 2 18 10 0.0761
TIMP-2 7

04 24 0.2180

In a study by Cerna et al. [9], mRNA expression of
CLEA was increased in colorectal tumor tissue compared
tonormal colorectal tissue. In subsequent reports, mRNA
expression of CEA in peripheral blood and ymph node
was found to detect micrometastases of cancer cells in
patients with colorectal carcinoma (12, 13). Kijima et al,
|14] concluded from their work that CEA mRNA is more
sensitive than CEA protein in the detection of CLM re-
currence. In our patients, the mRNA level of CEA in liv-
er metastases was slatistically associated with DFI.

Our results for MMP-9 were in agreement with a study
by Tien et al. [15]. They studied the role of MMPs in
colorectal tumor tissue and liver metastases and conclud-
ed that the increased MMP-9 activity may facilitate he-
patic metastases after, but not during or before tissue in-
vasion. An assoc;:tion between MMP-7 and MMP-9 ex-
pression and the aggressiveness of a metastatic colorectal
tumor was described by Heslin et al. [16]. Waas et al. [17]
examined the relationship between MMP activity and
tumor recurrence. Levels of both the active form and the
proform of MMP-2 and MMP-9 were raised in metastat-
ic tissue of a patient with tumor recurrence in the liver
within 6 months after essentially curative liver metas-
tasectomy.

Tissue expression of the above-mentioned MMPs in-
creases from healthy mucosa to benign adenomas, and
the highest expression was measured in carcinomas.
However, MMP-9 increases are not restricted to tumor
tissue. Ishida et al. [18] examined serum levels of MMP-9
in portal and peripheral vein blood, and increased MMP-

250 Tumar Dol 2007;28:247-252

mRNA Patents ahove Optimal ~ Patients below log-
cutoff cutoff cutoff rank
pvalue
Absolute values
CEA 12 22430 19 0.0543
MMP-7 12 700 19 0.2831
MMP-9 4 23,140 27 0.0302
TIMP-1 13 1,354,000 18 0.0431
TIMP-2 12 918 19 0.7858
Normalized valucs
CEA 8 1.714 23 0.2179
MMP-7 18 0.04 13 0.0763
MMP-9 9 0.494 22 0.9207
TIMP-1 12 3444 19 0.3349
TIMP-2 9 0.0854 22 0.9569

9 levels correlated with a high risk of hepatic recurrence
of colorectal cancer, which may help to select colorecta’
cancer patients at increased risk ol hiepatic recurrence.
particular interest, Curran et al. [19] reported an MAP
TIMP profile defined by hierarchical cluster analvsis, in
cluding MMP-7, MMD-9, TIMP-1 and TIMP-2, suggesl-
ing that in patients with colorectal cancer, the MMP.
TIMP profile is a highly significant prognosticator of
survival [19]. Increased MMP-7 expression correlated
with the presence of nodal or distant metastases in pa-
tients with colorectal cancer [20]. We did not find a sta-
tistically significant association between the mRNA
MMP-7 expression and either OS or DF. Therefore, tran-
scriptional upregulation of MMP-7 may be controlled by
genes important in the early stages of colorectal tumori-
genesis [21].

This study firstly describes increased tissue levels ol
MMP-9 and TIMP-1 in liver metastases (not only pri-
mary malignancy) with statistical significance. The tis-
sue levels of MMPs and TIMPs could be distorted by eJ-
evated serum levels resulting from malignancy at an ex
trahepaticsite. Theelevatedtissuelevelsindicatcincreasec
protease activity in the liver or metastatic tissue and in-
creased tumor aggressiveness, with a tendency to early
recurrence after radical surgery.

TIMP-1 inhibits the proteolytic activity of MMP-;
and MMP-9, but TIMP-1 also stimulates cell growth anc
inhibits apoptosis, being independent of antiproteolyli
activity. In this context, it is not surprising that mRN:
expression of TIMP-1 and also protein expression o

Sutnar/Pesta/Liska/Treska/Skalicky/
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TIMP-1 was increased in colorectal carcinoma tissue |7,
22-24). Holten-Andersen et al, [25] reporled that high
preoperative plasma levels of protein TIMP-1 are associ-
ated with a shorter survival of colorectal cancer patients.
Waas et al. [17] concluded that the preoperative plasma
proMMP-2, proMMP-9 and 'TIMP-1 Jevels have no po-
wential as diagnaostic or prognostic marker in CLM. In
1999, Yamamoto et al. [26] reported thatincreased mRNA
expression of TIMP-1 and TIMP-2 was observed in tu-
mor tissue in half of the patients with hepatocellular car-
cinoma, but did not correlate with any clinicopathologi-
cal features using semiquantitative RT-PCR for mRNA
determination. We used quantitative RT-PCR, and found
that the mRNA level of TIMP-1 expression was statisli-
cally aignificantly associated with DFl and OS.
Postoperative assessment of these tumor markers en-
abled earlier detection of relapse of C1.M and guided de-
cision-making regarding the appropriate adjuvant thera-
pv. This approach facilitates repeated resection of recur-
rent fesions at an early stage, since patients al increased
<L of garly CLM recurrence were earlier detected. The
o ot al this study may help to improve our follow-up
strategies. MMPs and TIMPs could also be used as prog-
nostic factors in patients at increased risk at long-term
follow-up. Using this approach, the number of recurrenc-
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Radiofrekvencni ablace v soucasné chirurgii

— nasSe zkuSenosti

Sutnar A., Treska V., Skalicky T.
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Soubrn

Sutnar A., Tieska V., Skalicky T.: Radiofrekvenéni ablace v souéasné chirurgii -

nase zku$enosti

Radiofrckventni ablace (RFA) je jednou z metod vyuzivanych pti multimodalni 1é6bé jaternich tumort. Jeji
moZnosti jsou viak rozhodné Sirsi, Aulofi prezentuji moznosti a své zkusenosti s vyuZitim RFA pFi oSctiovdni
tumordznich 1ézi jater ncbo pii ofetfovani poranénych parenchymatiznich orgdnti dutiny bfigni. Porovnavaijf
také rozdilné uperaéni pitstupy pii aplikaci RFA, se zaméfenim na jejich vyhody.

Klicovd slova: radiofrekventni ablace - RF sonda — tumory jater — traumala parenchymatéznich orgéni

Summary

Sutnar A., Treska V,, Skalicky T.: Radiofrequence Ablation in the Contemporary

Surgery - Our Experience

Radio-frequency ablation (RFA) is one of the methods used in multimodale treatment of liver tumors. The
opportunities for the use of RFA are more wide recently. Authers present their own experience with RFA in the
treatment of liver tumors and also its use in the treatment of parenchymatous abdominal organs injury, They
compare the different operative approaches for RFA with concentration to their advantages.

Keys words: vadio-lrequency ablation — radiofrequency catheter — liver tumors — parenchymatous organs

injury

Rozhl. Chir., 2004, rot. 83, ¢. 10, 5. 518-522.

UvVOoD

Radiofrekvencni ablace (dale jen RFA) jiz patii
v dnesni dobé ke standardnim chirurgickym meto-
ddm. Pracuje na principu radiovych vin o vinové délce
460 MHz, pomoei kteryeh vznikd v cilovém lozisku,
kam je zavedena RF-sonda, koagulaéni nckréza. Veli-
kost nekrdzy je 3-5 em, coz zévisi na typu pouzité
sondy. Na nasem trhu jsou v souéasné dobé dostupné
pristroje Radionics (firma Radionics), RITA (firma
RITA Medical Systems), RFA systém (firma Boston
scientific).

MATERIAL A METODIKA

Za obdobi od 12/00 do 01/04 jsme ogettili pomoci
RFA celkem 48 nemocnych ve véku 45-79 let s tumo-
roznimi zménami na jitrech z toho 29 muzua a 19 Zen.
Nejtastéji byly zastoupeny metastdzy kolorektdlniho
karcinomu — ve 30 pfipadech, ddle karcinomu prsu 4x,

gynekologickych nddori 4x, Grawitzova tumoru 2x,
karcinomu plic 1x a karcinoidu 2x. Jedenkrat jsme
fesili pomoci RFA hepatom, 1x metastdzu cholangio-
genniho karcinomu a 1x loZisko fokalni noduldrnf hy-
perplazie a 2x hepatoceluldrniho karcinomu. Celkem
jsme oSetfili 84 lozisek od 0,8 cm aZ do 5,5 cm. V jed-
nom sezeni jsme fedili nejvice 5 lozisek. U nemocné
s karcinoidem jsme oSetfili postupné 8 lozisek ve 3
sezenich. Sestkrat jsme postupovali transkutdnng, 3x
transtorakdlné pomoei videotorakoskpie. U 7 nemoc-
nych jsme provadéli RFA opakované pro recidivu tu-
moru jater, z toho 5x po resekei, 2x po RFA, 6 nemoc-
nych jsme pro dalii generalizaci pireddvali jen do péce
onkologii. Do této doby jsme neméli zddné vazngjsi
komplikace,

Pomoci RFA jsme zatim 3x provedli resekei jater,
v prvaim piipadé se jednalo o resekei tfi segmentii
z pravého jaterniho laloku, po vykenu doglo ke kom-
plikaci v misté resekéni plochy, kde se vytvoril subfre-
nicky absces, ktery byl nasledné drénovan. Dalsi pru-
béh byl jiz bez komplikaci. Ve druhém piipadé jsme
pomoci RFA provedli neanatomickou resekei v rozsa-
hu asi 2 segmentii v regenerdtu po resekei jater, kde
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doslo k recidivé onemocnéni. Ve trelim piipadé jsme
provedli segmentektomii u nemocného s jaterni civhg-
zou. Oba dva vvkony se ohesly bez komplikaci.

U traumatu jsme pouzili RFA zatim 2x, a to
u traumatu sleziny. V prvonim ptipadé byla nalezena
ruptura asi v poloviné sleziny, kdy jsme pomoci RFA
provedli neanatomickou resekei distdlni poloviny sle-
ziny. Ve druhém pitipadé se jednalo o silné krvdcejici
trhlinu na konvexité sleziny. V tomto piipadé jsme
pouZili RFA ke koagulaci ruptury a zastaveni krvéce-
ni. Po obou vykonech nebyly znamky dalgiho krvdceni.

DISKUSE - VYUZITI RFA

RIFA se pouzivd u oetrovan{ lézi parenchymatdz-
nich orgénng, jako jsou jatra slezina & ledviny. Puved-
né byla uréena pro oSetfovani primdrnich ¢i sekundar-
nich tumorii jater. Jeji moznosti, jak se v klinické
praxi ukdzalo, jsou véak rozhodné sirsi. RFA je uspés-
né vyuzivana nejen u neresekabilnich primdrnich ¢
sekunddrnich tumorti jater, ale i u resekei, ¢ ofetio-
vani traumat parenchymatdznich orgdana.

1. Primérni ¢i sekunddrni tumory jater

Zde se vyuzivi RFA u nemocnych, kde resekéni
lé¢ba neni mozna. Duvody jsou ruzné, je to éetnost
a lokalizace metastiz, celkovy stav nemocného, & stav
po resekei jater s recidivou nddorového onemocenéni.
Diky RFA je mozné lécit i fadu nemoenych, kterym
v minulosti chirurg jiz nic nabidnout nemohl. Presto
nejsme schopni takto oetrit nemocné viechny a plati
urtita indikaéni kritéria. Juk jsem se vyge zminili,
muzeme dosdhnout az 5em nekrézy, podle typu pouzi-
té RF sondy. Proto by velikost metastdz rozhodné
neméla piesahovat 4 cm, néktefi autoti dokonce uva-
déji velikost jen do 3,6 em. Pii vélsim rozméru loziska
totiz hrozi vysoké riziko lokdlni recidivy. Potet meta-
stdz vhodny k o3ctieni se podle pracovist ritzni [ 1, 2.
Vétsinou se udava jako maximum 5-6 loZisek, jsou
viak prace kde pocet lozisck prekracuje 10-15. Na
zdkladé nadich zkusennsti se domnivdame, Ze je nutno
prihlédnoul k etiologii maligniho onemoenéni, kdy
jsme napiiklad u metasldz karcinoidu do jater proved-
li postupné RFA 8 lozisek v kombinaci s nédslednou
chemoterapii s velmi dobrym efektem. Jind je situace
u kolorektalniho karcinomu, kde se snaZime dodrio-
vat pofet do maximdlné Sesti lozisek. Nuiné je piihléd-
nout i k celkovému stavu pacienta. Svou roli hraje
samoziejmé i lokalizace tumorn, kdy u centrdlné ulo-
zenych metastiz hrozi poskozeni velkych cév éi zludo-
vodi. U velkych cév riskujeme moZnost krviceni,
nebo tim, jak je ochlazovdno nadorové lozisko
proudem krve v cévé, dochazi k nedostateéné koagu-
laci metastdzy, a mozné brzké recidivé v téze lokali-
zaei. U #lu¢ovodi je nebezpedi vznikn nekrdzy, ndsled-
ného vytvofeni bilidrniho abscesu a mozny vyvoj bi-
liarni pistéle. Pokud jde v otdzku daliiho postizeni
organismu metastatickym procesem platilo donedav-
na, Zze RFA byla provedena pouze pokud nchyly v or-

ganismu znamky dalsiho nddorového onemocnéni.
I zde dochazi k uré¢itému ndzorovému vyvoji, kdy se
odstranuji napiiklad postizené uzliny z ligamenta he-
patoduodenale a pak je provedena RFA s/nebo bez
nisledné adjuvantni chemoterapie. I po takovych ope-
raénich vykonech je moznd remise zdkladniho one-
mocnéni a dosazeni vyznamného prodlouzeni Zivota
nemocného.

2. RFA u resekei tumort

V pripadech, kdy je jaterni tkdan zménéna cirhotic-
kym procesermn a my se snazime proveést resekéni vy-
kon, je vyuziti RFA velmi vyhodné. RFA pouzijeme
tak, ze jednotlivymi vpichy kolem nddorovéha loZiska
vytvorime hranici mezi tumorem a zdravou tkani. Pak
jiz jen staéi provést excizi tumoru s podvazem vatéich
cévnich a zlucovych kmeni. RFA aplikujeme pfi jed-
notlivém vpichu po dobu 3 minut, coz je dostateéné
dlouhd doba, aby se vytvofila ve zdravé tkani koagu-
laéni nekréza. Vyhody takového ofetfeni jsou zcela
evidentni:

a) U cirhotikt miiZeme provést neanatomickou re-
seked jater, Seliime tak jaterni parenchym a po vyko-
nu se vyvarujeme vzniku mozného jaterniho selhani,
Je zndmo, Ze nemocnych s jaterni cirhdzou, je jen
velmi mald funkéni rezerva jaterniho parenchymu
a po resekei by mélo zastat minimdlné 40 % jaterniho
parenchymu, aby nedoslo k selhdni jater.

b) Nejsme nuceni preparovat piimo v cirhotické
tkani, kterd je velmi kiehka. Tim se vyhybame nebez-
peéi vzniku vétsich krevnich ztrat, protoze postupuje-
me v tkdni jiZ oSetené RFA.

Tuto metodu mizeme aplikovat i u necirhotikil,
tam kde se rozhodneme provést napiiklad neanato-
mickou resckei jater, éi pii recidivdach tumori jater,
kde se pohybujeme v novotvoiené tkani [3].

Metodu lze vyuzit i v urologii u tumorii ledvin pfi
zachovnych operacich ledviny. V piipadech, kdy je
druhd ledvina nefunkéni nebo ma nemocny ledvinu
solitdrmi s nulnosti Setfenf zbyvajiciho parenchymu.

3. RFA u traumat

U traumat m# RFA také své misto. P¥i poranénich
parenchymatdznich orgdni, vyuZivime RFA pokud
mozno k zdchovnym vykoniim na téchto organech [4].
Mizeme ji vyuzit pii krvdceni kdy do poranéného
mista zavedeme RF-sondu a pomoci vytvoieni koagu-
laéni nekrézy v tomto misté krvaceni zastavime. Doba
aplikace RTFA je cca 3-5 minut. Tento postupje vhodny
u mensich poranéni, kdy nedoslo k dilaceraci postize-
ného organi. Musime samoziejmé ddvat pozor na
hloubku a lokalizaci vpichu, aby nedo&lo k poskozeni
dalezityeh struktur, jako napiiklad Zluovodud. U vét-
Sich poranéni postupuje stejné jako pri neanatomic-
kych resekeich nadoru. Kolem poranéného mista vy-
tvoifme lem pomoci vpichii RF sondy, tak abychom
postihli celou resckéni plochu. Doba plsobeni RFA je
pii jednotlivém vpichu opét 3 minuty. Pak poranénou
tasl odstranime pomoci skalpelu éi elektrokoagulace.
Umys] pii pouziti RFA timto zpisobem je evidentni.
Jsme schopni takto provést neanatomickou resekci
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Obr. 1. Model (hovézi jatra) fez koagulaéni nekrézou vy-
tvorenou RFA sondou, v horni édsti RFA sonda Radionics

Pic.1. Amodel (beefliver) section through a coagulation
necrosis caused by the RFA probe, in the upper part the
Radionics RFA probe

Obr, 2, Peropera¢ni USG obraz ovilné metastdzy v jat-
rech

Pic. 2. A peroperative ultrasound scan of an oval meta-
stasis in the liver

jater misto napiiklad pravostranné hepatektomie pii
poranéni jater, nebo resekovat jen pol sleziny & ledvi-
ny oproti splenektomii & nefrektomii. Nemoenému
tak v ptipadé traumat zachovdvime vétEi édst zdra-
vého organu,

OPERACNI PRISTUP
PRI APLIKACI RFA

Operaéni pfistup volime jednak podle toho, k éemu
cheeme RFA vyuzit, ddle dle morfologie jednotlivého
patologického procesu a v neposledni fadé i podle sta-
vu nemocného. Podle voleného pFistupu hodnotime
také invazivitu vykonu. MiiZzeme tak volil p¥istup
otevieny (z laparotomie), laparoskopicky, eventualné
torakoskopicky, nebo pfistup transkutdnni,

Obr. 3. Peroperaéni USG obraz pii aplikaci RFA

Pic. 3. A peroperative ultrasound scan during the RFA
inroduction

Ohby, 4. Eontrolni CT po RFA po 6. mésicich, v pravém
laloku lozisko po RFA, centralné je patrna recidiva meta
procesu

Pic. 4. Acontrol CT sean, 6 months after the RI'A -in the
right lobe a post- RFA focus, Centrally, a relaps of the
metastatic process is detectable.

1. RFA oteviené — z laparotomie

Po laparotomii u nadorn jater provedeme nejprve
peroperacéni sonogralii a pak pod jeji kontrolou zava-
dime RF sondu piimo do nadorového loziska. Timto
zpusobem jsme schopni po mobilizaci jaler oetfit
vétsinu lozisek vjaternim parenchymu, véetné dorzal-
nich segmenti. RFA mZeme pripadné kombinovat
s resekénim vykonem [5] éi zavedenim portu do a.
hepatica, k lokoregionalni chemoterapii. Pii laparoto-
mii také provadime exploraci biisni dutiny se zamé-
fenim na eventudlni daldi nddorové §ieni. Nejsme tak
odkazani pouze na grafické metody. Otevieny piistup
vétdinou volime rovnéz u jaternich resekei pomoci
RFA, i kdyZ zde miZeme uZit i pristup laparoskopic-
ky, zdlezi pritom na nalezu. U tézkych polytranmat je
laparotomie rovnéz nezbytnd. Vzhledem k tomnu, Ze se
jedna vétsinou o nemoené v zdvazném stavu, (obéhove
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Obr. 5, Aplikace RFA sondy pfi neanatomické resekei
jater, vytvareni koagulacni linie

Pic. 5. The RFA probes in a non-anatomical liver resec-

tion, creating a coagulation line

Obr. 6. Neanatomick4 resekeejater poaplikaci RFAsondy
v koagulaéni linii

Pic. 6. The non-anatomical liver resection after the RFA
probe introductin in the coagulation line

nestabilni, s velkou krevni ztratou) rozhodujeme se
pro ofetfeni parenchymatéznich orgdni pomoci RFA
az po dokonalé exploraci a zhodnoceni stavu nemoc-
ného.

2. RFA - laparoskopicky

Tento postup je samoziejmé méné invazivni néz
piistup otevieny, ale je podminény pouZitim laparos-
kopické USG sondy [6]. Pod jeji kontrolou se pak
zavadi RF sonda do cilového loziska. U nadorn se vy-
uzivd s vyhodou u lozisek pithodné lokalizovanych
a k vyloudeni generalizace tumoru v duting bfigni.
RFA miiZeme také vyuZit pii laparoskopickych jater-
nich resekeich, i kdyZ v t&chto p¥ipadech se vétsinou

Obr. 7. CT obraz pri ruptufe dolniho pélu sleziny

Pic. 7. A CT scan of the inferior spleen pole rupture

Obr. 8. CT obraz po resekei dolniho pélu sleziny pomoci
RFA

Pic. 8. A CT scan after the inferior spleen pole resection
using the RFA

vyuzivd endostaplerii. Daléi vyuziti je u traumat du-
tiny bfigni, kdy jsme nuceni pfistoupit k operaéni
revizi a stav nemocného ndm dovoluje laparoskopic-
kou exploraci; v téchto pripadech mizZeme u mensich
poranéni parenchymatdznich organi (jatra, slezina)
vyuzit RFA a odetiit s jeji pomoci nékterd drobna kr-
vdceni.

3. RFA transtorakalné - videotorakoskopicky
Videotorakospii pouZivame u tumori jater, které
jsou lokalizovdny tésné pod brdnici a z bisni dutiny
jsou témér nepiistupné. V takovych piipadech volime
pfistup pres pravou pohrudniéni dutinu. I zde je vy-
hodné pouzit laparoskopickou USG-sondu, i kdyz to
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neni zcela nezhytné jako u laparoskopického pristupu.
Mazeme totiz pouzit USG-sondu klasickou a pres sté-
nu hrudni zavést RF sondu do loziska pod jeji kontro-
lou. Pokud nemédme laparoskopickou USG sondu, vy-
pliujeme pravy hemitorax po dobu vykonu vodou, aby
byla pro sonografistu prehlednéjsi hranice branice.

4. RFA - transkutanni

Ze viech pitistupl je tento zpisob nejméné inva-
zivni. Je volen u polymorbidnich nemocnyeh s primar-
nimi & sekunddrnimi tumory jater, kteif nejsou
schopni postoupit rizika celkové anestezie, laparosko-
pie, ¢i laparotomie. Pouzivd se pii ném jen lokalni
anestezie, pfipadné analgosedace. RF-sonda je z malé
kozni incize zavadéna pod USG nebo CT kontrolou do
néadorového loziska [3]. 1 kdyz je miniinvazivita ne-
sporné vyhodou tohoto pfistupu, musime si uvédomit
i mozné nevyhody a rizika. Je to hor3i presnost pii
cileni nddorového loZiska a s tim spojena moznost re-
cidiv, nemoznost explorace a v neposledni adé i rizi-
ko poranéni okolnich orgdni [7]. Mezi jatra a sténu
b¥i&ni se totiz miZe interponovat pfiény traénik, nebo
zaludek a my je mizeme poranit piimo RF sondou,
nebo pokud jsou jen v piimé blizkosti pisobeni RFA,
miize jejich sténu postihnout koagulaéni nekréza. Nic-
méné je véak i tento piistup piinosem a pii dostateéné
obezietnosti se komplikaci ve valné vét$iné miizeme
1ispésné vyvarovat.

ZAVER

RFA nasla béhem kratké doby fadu vyu#iti, ktera
mizeme shrnout takto. Je jiz nedilnou soudasti pii
1é¢bé tumort jater, kde se stala metodou volby pii
ofetiovani vicedetnych metastatickych lozisek v jat-
rech, ktera nejsou resekabilni. U polymorbidnich ne-
macnyceh, ktefi by nebyli ditive dnosni k Zadné chirur-
gické létbé, mizeme tuto ablativni metodu rovnéz
s v¥hodou pouzit. Je viak nutné zdiraznit, Ze u ne-
mocnych s primdrnim nebo sekunddrnim nddorem
jater, ktefi jsou v dobrém celkovém stavu, by RFA
neméla v zadném piipadé nahradit ¢ zastoupit re-
sekéni 1éébu, nebot pouze pii viplném odstranéni né-
doru, ma nemocny §anci na dlouhodobé preziti. Jak
pouzivat RFA pii resekcich jater, to je jeSté otazka
k zamy&leni. Samoziejmé, Ze u neanatomickych re-
sekei jater, kde pouzijeme RFA ndm zbyvd vice jaterni
tkdné, vznika ndm véak pomérné rozsdhld koagulaéni
nekréza na celé resekéni ploge, kterd se vstiebdva
del&i dobu. Hrozi zde proto redlné riziko zachyceni
infekee, s ndslednym vytvoienim abscesu. Z toho vy-
plyva, ze pii vyuziti RFA k resekeim jater by se mélo
postupovat podle uréitych zasad. Rozhodné bychom ji
méli vyuzivat u cirhotiki, kde zachovani vétsiho obje-
mu funkéniho parenchyminu vyrazné snizuje jiz tak
vysoké riziko jaterniho selhdni, které ohrozuje nemoc-
ného bezprostedné na Zivoté. Rovnéz u rervesekei ja-

ter pro recidiva tumorézniho onemoenéni, kde je pre-
parace mnohdy obtizna a dané oblast ¢asto velmi
Spatné prehlednd, se zdd byt pouZiti RFA vyhodné.
V ostatnich ptipadech je tieba pfistupovat k dané
problematice individudlné s védomim moznych kom-
plikaci.

U traumat, zvldsté pak u poranéni sleziny, je pii-
nos RFA evidentni. Diky RFA jsme schopni lépe pro-
vadét jeji zdchovné operace a éast zdravého organu
tak mize déle plnit svoji funkei v organismu. U pora-
néni jater se drobné fisury na povrchu daji o3etfit
vétdinou pomoei fibrinovych siték &i lepidel. Velka
poranéni jater jsou ve vétSiné piipadd iesena klasic-
kymi chirurgickymi postupy, proto je zde vyuziti RFA
mensi. U poranéni ledvin nemdme s vyuZitim RFA
zatim zku8enosti, tato oblast patii plné do kompetence
urologd. Na zévér bychom radi zddraznili jednu vy-
znamnou skuteénost. K tomu, abychom byli schopni
s RFA dokonale pracovat a plné vyuZit jejich moZnos-
ti, bychom méli ovladat dobie sonografické vysetieni,
nebo musime mit k dispozici zkuseného sonografistu.
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Abstract. Aim: Early diagnosis of the progressive tumor disease
and contral of the effect of therapy in colorectal carcinoma are
most frequently performed by monitoring CEA or CA 19-9
tumor markers. Their clinical application is, however, limited.
The aim of our study was to demonstrate the contribution of
adhesive molecule assessment to the early dingnosis of
progression. We also wanted to find out if changes in the levels
of cellular adhesion parameters correlate with the effect of
antitumor therapy. Materials and Methods: Intercellular cell
adhesive molecule-1 (ICAM-1) and Vascular cell adhesive
molecule-1 (VCAM-1) were assessed using the ELISA method,
and the results were correlated with CEA and CA 19-9 tumor
markers, Three hundred and sixty-four patients with colorectal
carcinoma in Dukes’ stages B-D were monitored, The results
were processed with the SAS 6.2. swatistical program and
Statistica. Results: In 92 patients with first clinical progression
(occurrence of distant metastases irrespective of localization),
significantly increased ICAM-1 and VCAM-1 values were
demonstrated. In ROC  evaluation of curves, we also
demonsirated high sensitivity of adhesive molecules against both
the control healthy group (n=89) and the no evidence af disease
group (NED) (n=183). Adhesive molecule levels were closely
connected with the ype and course of therapy and are presented
in the form of case reports. Conclusion: Soluble adhesive
molecules are a prospective parameter both for the early
diagnosis of progression and for control of the effect of therapy.
There is a need for a large-scale sauly, preferably multicentric,
which would verify the suitability of introducing cellular
adhesion parameter assessment into routine practice.

Correspondence to: Lubos Holubec, MD.,Ph.D., Dept.of Oncology
and Radiotherapy, E.Benese 13. 305 99 Pilsen, Czech Republic, e-
mail: HOLUBECG fnplzen.cz

Kev Words: Adhesive molecules, ICAM-1,VCAM-1, colorectal
cancer, diagnosis.
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With the development of modern surgical techniques in
curative therapy of secondary metastases from colorectal
carcinoma, there arc increasing demands for their early
diagnosis (1, 2). Apart from the use ol screening methods,
the assessment of the markers of tumor biological activity
(which characterize individual steps in the metastatic
process) seems to offer good prospects. Cellular adhesion
markers, which find their application in the nidation of
tumor cells and their reverse penetration into tissue, as well
as in the formation and growth of metastases in new tissue,
may be considered 1o represent such a parameter (4, 10,
14). Our previous pilot studies demonstrated significant
changes of adhesive molecule values in paticnts with
colorectal carcinoma (13). The aim of this study was to
demonstratc the contribution of adhesive molecule
assessment for an early diagnosis of progression, and also to
determine whether changes in the levels of cellular adhesion
parameters correlate with the effect of antitumor therapy.

Materials and Methods

Serum wvulues of soluble cell adhesive murkers ICAM-1
(Intercellular cell adhesive molecule-1) and VCAM-1 (Vascular
cell adhesive molecule-1) were assessed using the ELISA method
(Bender Medsystems), The results were correlated with serum
values of the recommended CEA (curcinoembryonic antigen)
tumor markers and CA 19-9 (carbohydrate antigen) lumor markers
using the IRMA method (Immunotech in Prague, Cis Bio
International, France).

For the tumor marker assessment, venous blood from the
cubital vein was sumpled in standard conditions between 7 and Y
am., in order to exclude the cffects of daily rhythm. The scrum
obrained by centrifugation was stored at a temperature of -70°C
until the laboratory analysis.

Sratistical analysis of the duta was performed by using the S.AS
program, version 6.12 and the Statistica program. Descriptive
statistics (average. median, standard  deviation, maximum.
minimum) were calculated for the whole group of patients, as well
as for individual subgroups.
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Table L Medians (MED) and the statistical significance af differences for
the individual compared grps (Healthy, NED, RD).

Serum levels (median)

Groups ICAM-1 YCAM-1 CEA CA 1YY

Healthy contrals 206.0 358.0 1.2 103
No evidence of disease (NED)  277.0 640.0 1.4 78
Recurrence of discase (RD) 4330 11110 165 412

pevalues (Wilcoxon test)

Compared groups ICAM-1 VCAM-1 CEA CA 199
Healthy x RD 0.0001 0.0001  0.0001 0.0001

NED x RD 0.0001 000N 00001 0.0001

Probles of specificities and corresponding sensitivities for
individual referential groups are illustrated with received operating
characteristics (ROC) curves in accordance with EGTM
recommendations (5). Comparison of the groups according to
different criteria was made with the Wilcoxon non-pair test.

Patients were monitored during the follosw-up period at regular
J-month intervals for the fist 2 years and at 6-moth periods
afterwards. Paticnls were examined by the clinical oncologists using
physical examination and imaging methods (X-ray, ultrasound, CT
and colonoscopy), according to the recommendation of European
Society for Medical Oncology (ESMO). A blood test for tumor
markers and basic hiochemistry sereening was performed for every
patient at every regular visik. Inclusion eriteria for this clinical trial
were normal liver and renal function tests (serum urea. serum
creatining, SGPT. $GOT).

We monitored patients with colorectal carcinoma in Dukes’
stages B-D. This included a total of 183 patients with no evidence
of discase (NED) und 92 patients with recurrence of disease (RD).
The definition of the patients’ clinical condition was as follows:

« The first clinical progression of the disease irrespective of
Iocalization (without distinguishing locoregional relapse and
distant metastases) was considered as recurrence of discase
(RD).

+ P'atients with no evidence of the disease symptoms within at least
one year during follow-up were considered as remission patients
(NED).

As a conlrol group, we used a group of 89 healthy individuals,
whose median age (58 years) corresponded roughly to the median
age of the patients with colorectal carcinoma (64 yeurs). The
dynamics of tumor marker changes in patients after adjuvant
chemotherapy, following primary surgery of colon carcinoma, are
presented as case reports. In both cases these were patients in the
Dukes’ stage C. und hoth patients were treated with 5-fluorouracil
polentiated with leucovorin, according to the MAYO regimen.

Results
Table 1 presents medians (MED) for the individual

compared groups (healthy, NED, RD), and the statistical
significance of differences between the groups. In paticnts
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Figure 2. The basic descriptive staristics for VCAM-1.

with clinical progression (occurrence of distant metastases
irrespective of loculization), we demonstrated significantly
increased values of 1CAM-1 and VCAM-1 compared to
both healthy and remission groups. Best correlation was
achicved between the levels of adhesive molecules ICAM-1
and VCAM-1 in patients with clinical progression
(Spearman Tank correlation coefficient = 0,72; p<0.001),
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The basic descriptive statistics for individual compared
markers (ICAM-1, VCAM-1, CEA and CA 19-9) and
individual compared groups (healthy, NED, RD) arc given
in the form of bux plots in Figures 1-4.

We also demonstrated high sensitivity of adhesive
molecules during ROC curves assessment, both against the

ROC CURVE: Healthy vs. RD
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Tigure 5. ROC curves assessinent: recurrence of disease versus healthy
contrid grop.
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Figure 6. ROC curves assessment: recurrence of disease versius no
evidence of diseass,

control healthy group and NED group (see Figures 5, 6).
Adhesive molecule levels were closely connected with the
type and course of the therapy, and arc presented in the
form of case reports. The first case was a 62-year-old patient
with Dukes’ stage C colon tumor. The patient underwent
adjuvant chemotherapy und, since its completion, he has
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Figure 7. Case report: changes én the level dynamics of 1CAM-1 and
VCAM-1 during the adjuvant chenotherapy, favarable prognosis.

been in a long-term remission. During the chemotherapy,
we observed normal values for ICAM-1 and slightly
increased values for VCAM-1. A typical example of the
course of changes in the level dynamics is shown in Figure 7.
Other tumor marker levels did not demonstrate any
substantial changes during the therapy and were mostly
within the range ol normal values (see Table IT).

Figure 8 shows the dynamics of changes in adhesive
molecule values in a 57-year-old patient with Dukes’ stage C
colon tumor. In this patient, disease progression occurred
within 6 months after the end of adjuvant chemotherapy.
Already during the chemotherapy pathological values of
ICAM-1 and VCAM-1 had been registered. The
progression did not influence other tumor marker values:
only the values for TPS cytokeratin were slightly increased
(Table 111).

Discussion

Thanks to the development of new therapeutic possibilities
for colorectal carcinoma, such as new surgical lechniques for
liver metastases or new types of chemotherapy drugs and
their combinations with immunotherapy, more attention is
being paid to the carly diagnosis of tumor diseases (9, 11).
The situation in colorectal carcinoma, however, is highly
upsatisfactory, since more than 50% of tumors are diagnosed
in late stages (Dukes' C or D) when locoregional glands are
already affected or distant metastases arc present. The
cvidentia) value of classical tumor markers is limited and,
apart from CEA, other markers do not have sufficient
sensitivity (7, 8, 12, 15). There is, therefore, an effort to find
new markers of tumor biological activity which will replace
present markers or, in combination with them, improve their
diagnostic possibilities (6, 10). Adhesive molecules represent
a group of markers which find their application in the cascade
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Table 1. Case report: changes in the level dynamics of tumor markers
during the adjuvant chemotherapy, favorable prognosis.

ICAM-1 VCAM-1 CCEA CA 199 'I'PA  TPS
ng/ml ng/ml  ngml  Uml U UL

Chemotherapy

Ist Cyele Belore 297 6M 0.7 73 i 35
1st Cyele After 254 534 0.8 41 3l 3l
2nd Cycle Before 266 906 06 R84 14 51
Ind Cyele Alter 220 760 0.8 5.0 10 48
Ard Cycle Before 303 S50 0.7 1.5 10 47
Ind Cycle After 324 654 0.7 8.2 14 24

Table 1I. Caxe report: changes in the level dynamics of tumor markers
diuing the adfwvant chemaotheragy, wnfaverable prognosis

ICAM-1 VCAM-I
ng/ml  ng/ml

CEA CA Y9 TPA TIPS
ng/ml Uml UA  UA

Chemothcrapy

1388 0.7 73 40 130
1661 0.8 4.1 45 133
1961 0.6 84 43 280
2933 0.8 5.0 41 245
2244 0.7 11.5 73 340
1308 0.7 8.2 49 354

Ist Cycle Before 430
Ist Cycle After 474
2nd Cycle Before 593
20d Cycle After 624
Ard Cycle Before 712
3rd Cycle Aller 673
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Figuie 8. Case report: clianges in the level dynamics of ICAM-1 and
VCAM-1 during the adjuvant chematherapy, unfavorahle prognosis.

of metastatic processes during the formation and growth of
metastases in new tissue (13), We directed our attention to
soluble receptors of ICAM-1 and VCAM-1 immunoglobulins
which, in interaction with cytokines, participate in
endothelium activation and subsequent adhesion of
thrompocyte and metastatic tumor cell aggregations 1o
endothelium. In this way, they assist the formation of distant
metastases (4, 14). Median values of both these parameters
were stalistically significantly higher in patients with
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progression than in patients with no evidence of disease
(NED) and in healthy control groups. While evaluating thc
specificity-sensitivity profile of ROC curves, we demonstrated
high sensitivity of adhesive molecules particularly in
comparison with the healthy control group. CEA remained
the best marker in comparison with the NED group, and
ICAM-1 also demonstrated a good profile. One possible
rcason for the difference in adhesive molecule profiles
between the control healthy group and patients with NED is
the anticipated long lead time in these markers, so that some
“non-specific” cytoadhesion elevations are in fact already
connected with futurc progression of the tumor. We
confirmed this assumption in some cases of patients who
underwent adjuvant chemotherapy. When the marker profile
did not change during chemotherapy, the prognosis for these
patients was good and they are still in a long-term remission
of the discase. When gradual elevation of adhesive molecules
occurred during the therapy, these patients were diagnosed
with progression of the tumor disease.

Adhesive molecules have good prospects as parameters,
both for early diagnosis of progression and control of the
cffect of therapy. There is a need for a large-scale study,
preferably multicentric, which would verify the suitability of
introducing the assessment of cellular adhesion parameters
into routine practice.
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Dynamics of Serum Levels of Tumour Markers
and Prognosis of Recurrence and Survival after
Liver Surgery for Colorectal Liver Metastases
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Abstract. Background: The authors present a statistical analysis
of the dynamics of tumour markers and compare these with single
senum levels in patients before and after liver siugery for colorectal
liver metastases (CLM). Patients and Methods: The serum levels
of umor markers conventionally used in clinical practice (CA19-9,
CEA, CA72-4) and markers infonning of the proliferation activity
of malignancy (TK, TPA, TPS) were statistically analysed. The
authors studied 144 patients who underwent liver surgery for
colorectal liver metastases between September 1999 and June 2005.
Serum levels of tunor markers before surgery (maximally two weeks
before the operation), after surgery (maximally one month after the
gperation — usually on the day of dismission), sic months (*+ one
month) and twelve months after the surgery (= one month) were
determined. The Log Rank test and the Wilcaxon test were used for
statistical evaluation. The survival rate and disease-free intervals
(DFI) were computed using the Kaplan-Meier method. Results: The
statistical analysis of tumour marker dynamic after liver surgery
(speed and power of recurrence) supported the dynamics of CA 19-
9 and CEA as excellent prognostic factors of early recurrence of
CLM in contrast to proliferative tumor markers. Conclusion: The
results of the study suggest the importance of tumour markers for
the prediction of a short survival rate or DFI. This approach would
be very helpful for the planning of palliative oncological treatment
for patients with liver malignancies that cannot be treated by
swrgical therapy. Current patients with a high tendency of recurrence
of CLM after liver surgery showld be followed up more thoroughly
to increase the possibility of successful reoperation.
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The radical resectability of colorectal liver metastases (CLM)
is only about 15% and this proportion is further decreased
after radical surgical therapy by early recurrence of the
metastatic process (1) that is rarely identified in time. It is a
fact that repeated liver resections for CLM are associated
with as goog a survival rate as single resections, hence it is
important, that prompt diagnosis of early liver metastases
recurrence is made. One way to distinguish patients with a
tendency for early recurrence is the use of tumour markers.
Under early recurrence of malignancy, relapse after radical
surgical therapy can be determined by following tumour
marker levels earlier than supposed from the statistical time
difference between radical and paliative therapy. This
means that patients are burdened with operations without
any distinct survival benefit. ;

Tumor markers should not only be used as static
prognostic levels with many single serum levels and any
level of cut-off, but their dynamics should also be studied in
order to understand their physiological or pathological role
in the disease process. Patients with a tendency for a short
disease-free interval (DFI) could then be identified swiftly,
improving their prognosis and helping in the development
of appropriate follow-up strategies. Routine tumour
markers (CEA, CA19-9, CA72-4) and proliferative tumour
markers (TK, TPS, TPA) are commonly expressed not only
by the primary tumour mass but also in metastatic tissues
(2, 3). In previous studies, the importance of the statistical
analysis of these tumour markers was demonstrated for a
predictive prognosis of disease, mainly for the prediction of
relapse of malignancy during the follow-up period.
Proliferative tumour markers express the proliferative
activity of a tumour and can reflect the aggressiveness of a
tumour. The serum level of conventional tumour markers,
however, depends on tumour mass (4, 5).

Some scoring systems for prediction of early recurrence
of the CLM process after surgical therapy use tumour
markers as one of the predictive factors (6-8). The tumour
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Figure 1. Overall survival using the preoperative serum level of TPA as a prognostic factor of survival rate after surgery for colorectal liver metastases (cut-

off 94 IUIL).

marker most often used is CEA (9). The authors present a
statistical analysis of the dynamics of tumour markers and
compare them with single serum levels in patients after liver
surgery for colorectal liver metastases

Patients and Methods

One hundred and forty-four 144 patients, who underwent radical
surgical therapy for colorectal liver metastases between September
1999 and November 2005 were retrospectively included into this
study. From this group patients were chosen, from whom marker
serum levels were acquired during a postoperative period of one year:
Le. B2 patients with CLM who were operated on between Septcmber
1999 and June 2005. The purpose was to study the dynamics of
tumour markers after radical surgery and determine any association
with survival rate and the disease-free interval. The serum levels of
routine tumour markers (CEA, CA 19-9, CA 72-4) and proliferative
tumour markers (TPS, TPA, TK) werc determined from blood
samples collected before the operation (maximum two weeks before
the operation), after the operation (maximum one month after the
operation — usually on the day of release), and six (1 month) and
twelve months after the operation (1 month). In the dynamics study
the ratios of preoperative (D 14-0) and postoperative (I. D1-30, II.
after 61 month, I1I. after 12x1 month) serum levels of the named
tumour markers were compared. All the time deviations were taken
into account during the statistical analyses.

The tumor markers were monitored using the following
immunoanalytical methods: carcinoembryonic antigen (CEA): IRMA
(immuno-radiometric assay), Immunotech, Czech Republic (ng/mL);
carbohydrate antigen (CA 19-9): Shering-CIS, France (kIU/L);
carbohydrate antigen (CA 72-4): IRMA, Shering-CIS, France
(KIU/L); tissue polypeptide antifen (TPA): IRMA, DIASORIN
(kIU/L); tissue specific polypeptide antigen (TPS): IRMA, IDL,
Sweden (KIU/L); thymidine kinase (TK): REA, Immunotech (kIU/L).
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The statistical analysis of both cohorts of patients was processed
using S.A.S. version 8.02 (Statistical Analysis Software, Inc.) using
Kaplan-Maier curves. The statistical significance was determined
using the Log-rank and the Wilcoxon tests. The cut-off of tumour
markers was estimated using the quartile system.

Results

The survival rate for patients after radical surgical therapy of
CLM was found to be dependent on the preoperative serum
level of the proliferative tumour markers TPS and TPA
(p<0.05) and the classical tumour markers CA19-9 and
CAT72-4 (p<0.05) (Figures 1 and 2). The survival rate was
dependent on the postoperative (day 1-30) serum level of
TPA and CEA (both p<0.05). The DFI in the same group
was found to be dependent on the prepoperative serum level
of the proliferative tumour marker TPS and CA72-4 (both
p<0.05). The DFI was also dependent on the postoperative
serum level (day 1-30) of CEA (p-value <0.05). Postoperative
serum levels of tumour markers can be influenced by the
half-life of the serum tumour marker (10). The statistical
analysis of repeated scrum levels of named tumour markers
demonstarted that the ratio of preoperative and
postoperative serum levels of CA19-9 and CEA were
statistically significant for the prediction of early recurrence
(p<0.05). The dynamics study (again increased or decreased
serum level) showed that dynamic changes of CA19-9 and
CEA were excellent prognostic factors of the DFI of CLM in
contrast to the proliferative tumour markers (Figure 3). The
statistical analysis did not demonstrate proliferative tumour
markers as prognostic factors for early recurrence. The
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Figure 2. Overall survival using the preoperative serum level of CA72-4 as a prognostic factor of survival rate after surgery for colorectal liver metastases
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Figure 3, The disease-free interval using the ratio of the preop
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after surgery for CLM (cut-off 1.5).

statistical analysis of the ratio of preoperative and late (6 and
12 months) postoperative serum levels of both groups of
tumour markers were not statistically significant for the
prediction of the DFI or survival rate.

Discussion
The survival rate of patients with surgically untreated

malignancy of the liver depends on tumour mass and whether
the liver parenchyma is affected by malignancy. The survival

toperative serum levels of CA19-9 as a prognostic factor of early recurrence

rate and DFI of patients after surgery for CLM also depend
on the preoperative tumour mass and the proliferative activity
of the tumour. Early postoperative levels of tumour markers
in patients who underwent surgery for CLM were not so
important for the prediction of recurrence or survival. The
dynamics (increase) of the serum level of classical tumour
markers has been shown here to be a prognostic factor for the
early recurrence of CLM after surgery. The dynamics of
proliferative tumour markers has not been shown as a
prognostic factor of early recurrence. The postoperative serum
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levels found in the early postoperative period (maximum 30
days after operation) may have been distorted by the longer
half life of tumour markers. During the postoperative period,
the regeneration and hypertrophy of liver parenchyma
commences as a consequence of surgical resection and the
necessity for compensation of the parenchymal functional
capacity. This process is realised through proliferation. Some
of the named proliferative tumour markers are involved in this
proliferation process. We did not find any statistically
significant changes in serum levels of the proliferative tumour
markers in the perioperative period that could reflect the
behaviour of CLM after radical surgical therapy.

The question of the significance of the ratio of preoperative
and late postoperative serum levels of tumour markers for the
prediction of early recurrence remains partially unanswered.
This may have been influenced by the small fraction of patients
with early recurrence in our patients’ cohort or it was not
possible to distinguish between early and late recurrence. The
use of tumour markers for the prediction of survival rate or the
DFI of patients with CLM in clinical practice should be
influenced by the actual clinical situation and individual patient
history (11-13). Recognition of the clinical situation for which
the tumour markers are assessed is crucial for the validity of
the results and to enable patients to profit from tumour
marker measurement. The interpretation of tumour markers
depends on the art of processing, which should be chosen with
regard to "the clinical question asked" (14), Understanding the
behaviour of tumour markers during the follow up period after
surgery for liver malignancy is the most important factor in
selecting the follow up strategy. Tumour markers could be
used safely as prognostic factors in extended follow-up
guidelines for patients with an increased risk ratio of early
recurrence of CLM. Their clinical relevance will make it
possible to increase the number of timely detected recurrences
and the number of repeated resections, and this will increase
the overall survival rate in CLM.

Conclusion

In this study, we demonstrated that the preoperative serum
level of the proliferative tumour markers TPS, TPA and the
conventional tumour markers CA19-9, CA72-4 was as
statistically significant for the prediction of the survival rate.
The DFI was dependent on the prepoperative serum level of
the proliferative TPS and CA72-4. The statistical analysis of
repeated serum levels of named tumour markers
demonstrated the ratio of preoperative to postoperative serum
levels of CA19-9 and CEA as statistically significant for the
prediction of early recurrence. We could use these facts to
improve our follow-up guidelines to achieve early detection of
recurrence. This could raise the number of patients who, with
repeated surgical therapy, could achieve the same survival rate
as patients having had a single surgical operation.
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Cystadenom jater s ovaridlnim stromatem — kazuistika
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Souhrn:

Cystadenom s ovaridlnim typem stromatu je pomérné vzacna afekce jater. Autofi popisuji askali
diagnostiky a 1é¢by s moZznymi komplikacemi pfi nepfiznivém uloZzenim cystadenomu centralné
v jatrech u 46-leté Zeny.

Kli¢ova slova: cystadenom, ovaridlni stroma, jatra

Uvod

Cystické afekce jater patfi ve valné vétsiné pripadii mezi asymptomaticka benigni onemocnéni jater.
Radime sem jak onemocnéni neinfekéni, jako jsou prosté jaterni cysty nebo potraumatické
pseudocysty, tak onemocnéni infekéni, typu parazitarnich cyst jater, zptisobenych echinokoky &i
amébami, které se mohou vyvinout az do stadia abscesu /1/. Jen malé procento cystickych
onemocnéni jater je zpisobeno nddorovymi onemocnénimi (cystadenom, cystadenokarcinom). ).
Cystadenom s ovarialnim typem stromatu je pomérné vzacna afekce jater, ktera se miize vyskytovat i
v extrahepatalnich Zluovych cestich. Lze ji diagnostikovat rovnéZ v pankreatu, nejéastéji v hlavé,
nebo v ledvinach /2,3/. Histologicky je tvofen ovaridlnim stromatem, které lemuje cystické
adenomatdzni struktury tvoiené epitelem podobnym intrahepatalnim Zlu¢ovym cestam /4/

Kazuistika

V prezentované kasuistice autofi popisuji pribéh onemocnéni, diagnostiku a lécbu tohoto
onemocnéni u 46-leté Zeny. Nemocna byla pijata k hospitalizaci na Chirurgickou kliniku FN Plzef
dne 28.2.2005 se ¢tyi denni anamnézou kolikovitych bolesti bficha lokalizovanych v epigastriu a
pravém podzebii, které se propagovaly do zad. Byly téZ pritomny zndmky akutni cholangoitidy. Dle
ultrasonografie (USG) a pocitatové tomografie (CT) jsme diagnostikovali rozsahlou cystu, kterd
vychazela z jater. Zpiisobovala tlakové zmény v oblasti porta hepatis s itlakem samotné portalni Zily,
pravé a stiedni jaterni Zily, s rozsifenim Zlu€ovodi segmentii 5 a 6 a deviaci dolni duté Zily (DDZ)
/obr.1,2,3/. Byla v té€sném kontaktu s duodenem i hlavou pankreatu. Nemocnou jsme lé€ili vzhledem
k akutni cholangoitidé podanim antibiotik (ATB) a 3.3.05 laparoskopickou fenestraci cysty s drenazi
Redonovym drénem. Odséata byla serozni tekutina, cca 1000 ml. Histologicky byla ve stén€ popsina
cylindricka vystelka, kdy subepitelidlné bylo celularngjsi vazivo, mozna i kulatobunééna zanétliva
celulizace. Zachyceny cylindricky epitel napodoboval vystelku Zlu¢ovodu, bez znamek malignity. U



nemocné pietrvavaly tlakové potize v pravém podzebii a objevila se ZluCova sekrece z drénu. 5.
pooperacni den byla provedena cholangiopankreatikografie pomoci magnetické resonance (MRCP),
kterd odhalila pouze znovu doplnéni cysty. K tomuto stavu do$lo pravdépodobné ze dvou diivodi.
Prvni byl nepfiznivé uloZeni cysty, druhy pak vlastni drenaz, kterou jsme zalozili z dolni strany jater a
tim padem mohlo dojit k jejimu Gtlaku. Proto jsme provedli 6. pooperaéni den laparoskopickou revizi
s redrenazi Penrouse drénem a rozséhlejsi fenestraci. Histologicky nalez odpovidal ziskané cysté
reprezentujici retencni cystu zlu¢ového duktulu.

7. pooperaéni den byla doplnéna je$té endoskopicka retrogradni cholangio-pankreatikografie
s papilosfinkterotomii (ERCP s PST) s normalnim nalezem na Zluovych i pankreatickych cestach.
Stav nemocné se normalizoval, pouze pietrvavala Zlu¢ova sekrece drénem, 100 —300 ml/den.

Pro pietrvavani zluCové sekrece pti normalnim nalezu na ERCP jsme 10.4.05 provedli parcidlni
resekci cysty s oSetfenim zbytku Argonovou koagulaci a plombazi omentem s drenazi Penrouse
drénem, JiZ v této dob& jsme zvaZovali pravostrannou hepatektomii, ale vzhledem k tizkému vztahu
cysty k dolni duté Zile, portalni Zile a moznosti per- i pooperaénich komplikaci, jsme provedli vykon
mensiho rozsahu. Tentokrat byl z preparatu histologicky popsan pomérné vzacny tumor, ktery mél
jednak mucinozni epitel, identicky s cervikdalnim epitelem a dale stroma, které bylo identické s
ovarialnim stromatem . Jednalo se o tzv. cystadenom s ovarialnim stromatem. Jeho struktura byla
popsdna v tomto piipadé jako zcela benigni. 22.4.05 byla nemocna propousténa v dobrém stavu, bez
elevace jaternich testli ¢i zndmek zanétu. Drén jsme odstranili 10 dnii po propusténi. Vzhledem
k histologickému nalezu zde hrozilo realné riziko rozvoje mozné recidivy, proto jsme nemocnou
kontrolovali pravidelné po 3 mésicich pomoci USG a CT. V misté piivodni cysty byl popisovan na
kontrolnich vySetfenich lalo¢naty Gtvar tvofeny omentem, ktery se vice jak rok neménil. 24.8.06 byla
popsana na CT jater recidiva cystadenomu v jaternim hilu velikosti 59x48x48 mm. Zludové cesty
nebyly dilatované, nemocna byla stale bez obtizi s normalnim laboratornim nalezem.

5.10.06 jsme nemocnou opét prijali se znamkami obstrukce Zlucovych cest a zndmkami akutni
cholangoitidy. Divodem byla dal3i progrese cystadenomu, ktery opét utlacoval Zlucové cesty. Po
nasazeni ATB a kratkodobé piipravé jsme nemocné provedli 9.10.06 pravostrannou hepatektomii.
Jednalo se o komplikovany vykon pro velmi intimni vztah cystadenomu k DDZ a jaternimu hilu.
Vlastni histologicky nélez popsal benigni mucinézni cystadenom s ovaridlnim stromatem. Znamky
maligni transformace nebyly nalezeny. Utvar byl obklopen tenkou tukovou tkani a nedosahoval do
resekéniho okraje. 9. pooperaéni den doslo k rozvoji subfrenického abscesu, ktery byl feSen nejprve
drendzi pod CT kontrolou. Nasledné bylo tieba pfistoupit k chirurgické revizi, a to 12. pooperacni
den, nebot’ drenaz pod CT nebyla dostatec¢na. 20. pooperaéni den bylo na kontrolnim CT jiz jen malé
reziduum po abscesu. Nové byla diagnostikovéana trombdza v. portae a v. mesenterica superior. Tento
stav jsme feSili podavanim lééebnych davek nizkomolekularniho heparinu. V pooperaénim obdobi
jsme provedli celkem 3x evakuace pravostranného fluidothoraxu, ktery se tvofil jako reaktivni pii
sufbrenickém abscesu.

11.12.06 byla nemocna opét hospitalizovana pro recidivu subfrenického abscesu, ktery se jiz podafilo
vyiesit drenazi pod CT kontrolou a podanim ATB. Na CT byla patrna ¢aste¢né rekanalizovana vena
portae. Opét jsme byli nuceni provést 3x evakuaci pravostranného fluidothoraxu. 22.12.06 byla
nemocna propu$téna do domaciho oSetfovani, pfevedena na Warfarin. Warfarin byl podavan po dobu
6 mésicii, na kontrolnim USG jiz byla zcela rekanalizovana vena portae, vena mesenterica superior
byla bez znamek trombodzy. Pii posledni kontrole 21.11.07 byla nemocné zcela bez potizi, v dobré
fyzické kondici s normalnimi hodnotami jaternich testli, bez znamek recidivy cystadenomu.

Diskuze

Cystadenom jater s ovarialnim stromatem byl poprvé popsan Wheelerem a Edmondsonem v roce
1985. /5/. Vyskytuje se téméf vyhradné u Zen ve stiednim véku a vznika nejspise na hormonalnim
pozadi. Tvoii méné jak 5% z cystickych 1ézi jater. Patogeneze cystadenomu neni zcela objasnéna.
Provadéna vySetteni nasvédcuji tomu, Ze tento typ nédoru, ktery se vyskytuje v jatrech a pankreatu,
vychazi ze stejnych epitelidlnich bunék jako gonddy embrya, které jsou v této lokalizaci pied
sestupem do panve /6/. Zajimavym faktem je, Ze velmi podobny nador s ovaridlnim stromatem se
vyskytuje u perimenopauzilnich Zen v ledvinach, kde je oznafovan jako smiSeny epitelialni a
stromalni tumor ledviny. V pfevazné vétsing pfipadi je benigni /7/.



Pomérmeé obtizna je predoperacni diagnostika cystadenomu. Ve vysokém procentu je diagnoza
stanovena aZ z histologického preparatu. V naSem pripadé pro ni nesvédCilo ani histologické
vySetfeni po fenestraci jaterni cysty, kdy byl ze stény odebiran dvakrat vzorek. AZ teprve tieti
histologické vysetfeni popsalo cystadenom s ovarialnim stromatem. Je pravdépodobné, Zze vzorky
odebrané pri laparoskopii byly malé a vlastni cystadenom nepostihoval celou sténu cystického utvaru.
Bézné pouzivana vysetieni jako USG a CT prokazuji vétSinou v jatrech pouze cystické ttvary, které
mohou byt ve srovnani s prostou jaterni cystou multilokularni. Pfi takovém nalezu je na cystadenom
nutné pomyslet. Miize se vSak rovnéz jednat o maligni biliarni cystické tumory, které komunikuji se
ZluCovym stromem, typu cystadenokarcinomu /8/. Pokud je vak cysticky ttvar bez sept je odlideni
obtizné. Ani samotni magneticka rezonance (MR) neni schopna tento nador odligit /9/. V literatufe je
popisovano, ze MR s kontrastem v kombinaci s MRCP ma pomérné dobré vysledky a je mozné se
podle téchto vySetteni Fidit /10/. V naSem piipadé viak tato vySetfeni prikazna nebyla. Laboratorni
vy$etfeni ndim kromé znamek cholestazy a akutni cholangoitidy v diferencialni diagnostice rovnéz
napomocna nebyla. Z naddorovych markerii je v souvislosti s cystadenomem ¢i cystadenokarcinomu
zmifiovan CA 19-9, jehoz hladina byva zvySena, a pomoci kterého se monitoruje pfipadna recidiva
/11,12/. V naSem pfipadé byla hladina CA 19-9 v normé.

Klinicky se cystadenom vétinou projevi tupou bolesti v pravém podZebii, nebo miZe zplsobit
ikterus ¢i akutni cholangoitidu, jak tomu bylo i v nami zminéném piipadu. Mize byt také
asymptomaticky a diagnostikuje se pfi vySetieni jater, které bylo indikovano z jiného divodu.

Lécba cystadenomu je kauzalni. Vzhledem k tomu, Ze uréité procento cystadenomi je zatiZzeno
malignim zvratem v cystadenokarcinom, je indikovana resekéni 1ééba se snahou odstranit nador
kompletn&. Rozsah resekce zavisi na uloZeni a velikosti. Jedna se o vykony od neanatomické resekce
aZ po roz8ifenou hepatektomii /11,13/. U centralné ulozenych tumori, je mozné pouzit prostou
enukleaci. Zde je vSak v pfipadé cystadenokarcinomu radikalita spornd a prognéza nemocnych byva
Spatnd. Pokud je u cystadenomu provedena pouze punkce, fenestrace ¢i parcialni resekce je velmi
pravdépodobna recidiva nadoru /11/. Tak tomu bylo i u na$i nemocné. Po parcidlni resekci, oSeteni
zbytku cysty Argonovou koagulaci a plombazi omentem se zdal stav béhem jednoho roku stacionarni
a vyieSeny. K recidivé doSlo po 15 mésicich. Provedena pravostranna hepatektomie se neobesla bez
komplikaci. Trombozu portalni Zily, ktera je popisovana hlavné po transplantaci jater s incidenci 1-
2% u dospelych, kdy vede vétSinou ke ztraté $t€pu a Gmrti nemocného /14/, jsme zaznamenali za
poslednich 10 let na na$i klinice po resekci jater pouze vtomto ojedinélém piipadé. Prod k této
komplikaci doSlo nebylo viibec jasné. B&hem vykonu jsme sice pouZzili intermitentné uzavieni
pritoku hepatoduodenalnim ligamentem, ale ¢as po ktery byl priitok uzavien, se nikterak nelisil od
bézné klampaZe u rozsahlejsich resekénich vykoni na jatrech. Svoji roli mohl také sehrat subfrenicky
absces, ktery se vytvofil v pooperaénim obdobi v mist& resekéni plochy. Trombdzu v. portae se
podatilo zvladnout podavanim nizkomolekularniho heparinu s nislednym pfevedenim nemocné na
Warfarin. Recidivujici subfrenicky absces s reaktivnim pleuralnim vypotkem je po opakovanych
resekcich jater komplikaci Castgjsi. Tento stav byl feSen standardnim zpiisobem pomoci ATB a
drenaZe a rovnéZ se podafil zvladnout.

Po odstranéni cystadenomu jsou nemocni kontrolovani pomoci USG jater za 3 mésice po vykonu a
dale za 9, 15 a 24 mésici. V nejasnych pfipadech je indikovana kontrola s CT &i MR vySetienim.
Pfinosem miiZe byt ve stejné periodé jako jsou grafickd vySetieni stanovit CA 19-9.

Zavér

Cystadenom jater s ovarialnim stromatem je vzdcné onemocnéni jater s obtiznou piedoperaéni
diagnostikou. Pokud je parcialné resekovan nemusi byt zcela pritkazné ani histologické vysetieni. Pri
lécbé cystadenomu je dilezité jeho kompletni odstranéni, jinak je moZna recidiva onemocnéni a
malignizace rezidua tumoru.
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Abstract

Introduction

Classical and proliferative tumor markers and matrix metalloproteinases and their tissue inhibitors
reflect the features of malignancy and are useful in prediction of prognosis of patients with colorectal
liver metastases. There is very less information about their physiological functions during
regeneration and healing of liver parenchyma after any type of liver surgery for malignancy.

Patient and methods

In the presented study were included patients, who were operated at the Department of Surgery,
University Hospital Pilsen, Charles University Prague between 11/2002 and 12/2004 and underwent
following surgical procedures for CLM, benign liver lesions and inguinal hernias: Group A: 22
patients with inguinal hernias, Group B: 26 patients with benign liver lesions, Group C: 30 patients
with colorectal liver metastases (CLM) who were treated by radiofrequency ablation, Group D: 41
patients with CLM who underwent radical surgical therapy — resection, and Group E: 22 patients with
inoperable CLM who underwent explorative laparotomy without any surgical procedure.

Results

The preoperative and postoperative serum levels of CEA, CA19-9, TK, TPA, TPS, MMP-2, MMP-9,
TIMP-1, and TIMP-2 were statistically analyzed and compared in the groups given to estimate the
influence of a surgical procedure type. These results reflect influence of surgical procedure types at
serum levels of studied tumor markers during an operation. The authors tried to negate the influence
of physiological activity of these tumor markers, which is supposed from their pleiotropic functions at
regeneration and remodeling of healing tissues.

Conclusions:

It was first described by using these types of comparison with all metalloproteinases, their inhibitors,
and proliferative and classical tumor markers. It could help us to estimate critical relation of these
tumor markers for prognoses of disease free survival or overall survival of patients after a surgical
procedure for CLM.



Introduction

Colorectal liver metastases (CLM) are the main secondary malignancy of liver, which liver surgery is
focused on today (1). The main problem is not an operative technique or preoperative detection of
malignant lesions but preoperative judgment of planned operative procedure with regard to patients’
benefit, which is described by disease free survival, survival rate and quality of life (2,3). These
parameters are confronted with all accessible treatment strategies: surgical vs. oncological, radical vs.
palliative vs. symptomatic. The remaining and still open question with each preoperatively discussed
patient is an early recurrence which could shorten all the named parameters and so move our patients,
with regard to their benefit, from radical operation to palliative therapy. The all underwent surgical
procedures with their complications, duration of hospital stay and followed rehabilitation, morbidity
and mortality have in the case of early recurrence very poor benefit! The question for today says: Is
there any possibility to predict early recurrence with high accuracy?

Classical and proliferative tumor markers and matrix metalloproteinases and their tissue inhibitors
reflect the features of malignancy and are useful in prediction of prognosis of patients with colorectal
liver metastases (4). There is very less information about their physiological functions during
regeneration and healing of liver parenchyma after any type of liver surgery for malignancy. The aim
of study was to analyze the preoperative and postoperative serum levels of CEA, CA19-9, TK, TPA,
TPS, MMP-2, MMP-9, TIMP-1, and TIMP-2 and to analyze influence of surgical procedure types at
serum levels of studied tumor markers during an operation. The authors aimed at studying the relation
between tumor markers (MMP, TIMP, classical and proliferative tumor markers) and prediction of
recurrence and survival rate after a liver surgery for CLM.

Material and Methods

The presented study included patients who were operated at the Department of Surgery, University
Hospital Pilsen, Charles University Prague between 11/2002 and 12/2004 and underwent following
surgical procedures for CLM, benign liver lesions, and inguinal hernias.

The patients were divided into four groups for statistical analyses as follows:

Group A: patients with inguinal hernias who were treated with classical hernioplasty with usage of
their own tissues without opening abdominal cavity (laparotomy or laparoscopy), without usage of
mesh — prolene or goretex, and without any complication. The patients included into this group did
not suffer from malignant or degenerative diseases in anamnesis. They had also no extensive
polymorbidity including liver diseases and no inflammatory diseases six month before the operation.
This group was designed as manifestation of physiological function and expression of studied tumor
markers under primary healing of a wound. 22 patients (11 men and 11 women) were included with
the mean age of 56 years (range 16-78 years).

Group B: patients with benign liver lesions (cysts, focal nodular hyperplasia, hemangiomas,
adenomas, etc.). This group had 26 patients (8 men and 18 women) with the mean age of 54 years
(range 33-83 years). The performed surgical procedures involved enucleation of lesion, fenestration
of cysts, resection of maximally four segments).

Group C: 30 patients (22 men and 8 women) with CLM who were treated by radiofrequency ablation
(RFA) with the mean age of 64 years (range 48-78 years).

Group D: 41 (29 men and 12 women) patients with CLM who underwent radical surgical therapy -
resection. The mean age in this group was 61 years (range 45-82 years).

Group E 22 patients (10 men and 12 women) with inoperable CLM, those who underwent
explorative laparotomy without any surgical procedure. The average age in this group was 63 years
(range 29-85 years).

The serum samples were obtained before (maximally 14 days before) and after operation (maximally
14 days after). The performed surgical therapy was absolutely independent on the cohort membership
— the patients with CLM were put in study groups retrospectively.

All the blood samples for assessment of tumor markers, matrix metalloproteinases and their tissue
inhibitors were taken under standard conditions from the cubital vein during the morning hours. The
serum for assessment of routine tumor markers acquired through centrifugation was stored until
laboratory analysis at the temperature of -20°C. The serum for assessment of matrix
metalloproteinases and their tissue inhibitors acquired through centrifugation was stored until
laboratory analysis at the temperature of -75°C. Tumor markers were assessed at the Dept. of Nuclear



Medicine, Faculty Hospital Pilsen with commercial laboratory kits, in accordance with the
manufacturers’ recommendations. The following tumor markers were assessed: carcinoembryonic
antigen (CEA- ng/mL, IRMA, Immunotech, CR), carbohydrate antigen 19-9 (CA 19-9- IU/L,
Shering-CIS France), cytokeratines: tissue specific polypeptide antigen (TPS- kIU/L, IRMA, IDL
Sweden), tissue polypeptide antigen (TPA-KIU/L, IRMA, DiaSorin, Italy). Thymidine kinase (TK-
[U/L) was measured by radioenzymo analyses (REA) using Immunotech (Prague) assay kits. Matrix
metalloproteinases (MMP-2- ng/mL, MMP-9-ng/mL) and their tissue inhibitors (TIMP-1- ng/mL,
TIMP-2-ng/mL) were assessed by ELISA methods (Chemicon- Millipore, USA). Serum levels of
tumor markers were correlated with clinical diagnoses of the patients.

Statistical analysis was performed with usage of statistical software CRAN. The statistical
description parameters were used: mean, median, standard deviation, interquartile interval, minimum
value, and maximum values. Non-parametrical Kruskal-Wallis and Wilcoxon tests were disposed for
statistical comparison of distribution of particular parameters in the studied groups with regard to
distribution of these values.

Results

Basic descriptive statistic of studied tumor markers for particular subgroups is presented in table I-V.
The group A was used as a control group — patients with the inguinal hernias. The optimal value of
normal serum levels was taken as the 95th percentile of particular serum level values (see table I).
With all the following groups there were, in comparison with the group A, changes of serum levels
recorded and they were evoked either by a diseases or a surgical procedure.

Group B The comparison of the control group (A) with the group of benign liver lesions
demonstrated differences of preoperative serum levels of MMP-2 and -9 and TIMP-2 (p-
value<0.016, 0.0002, 0.0001 respectively) and postoperative serum levels of TPS, TK, MMP-2 and
TIMP-2 (p-value<0.018, 0.0012, 0.013 and 0.0001respectively) as statistically significant.

Group C The comparison of the control group with the group of patients who underwent a
radiofrequency ablation of CLM displayed differences of preoperative serum levels of TPA, TPS,
MMP-2 ,TIMP-2, CEA and CA19-9 (p-value<0.0018, 0.0246, 0.007, 0.001, 0.001 and 0.0219
respectively) and postoperative serum levels of TK, TPA, TPS, TIMP-1 and -2, CEA and CA19-9 (p-
value<0.0082, 0.0018, 0.0001, 0.002, 0.001 a 0.001, 0.0007 respectively) as statistically significant.
Group D The comparison of the control group with the group of patients who underwent a radical
surgical procedure for CLM demonstrated differences of preoperative serum levels of TPA, TPS,
MMP-2 and -9, TIMP-1 and -2, CEA and CA19-9 (p-value<0.0007, 0.0007, 0.02, 0.003, 0.04, 0.001,
0.001 and 0.0012 respectively) and postoperative serum levels of TK, TPA, TPS, MMP-9, TIMP-1
and -2, CEA and CA19-9 (p-value<0.0001, 0.0014, 0.0001, 0.001, 0.003, 0.001, 0.001 and 0.008
respectively) as statistically significant.

Group E The comparison of the control group with the group of patients who underwent an
explorative laparotomy for inoperable CLM showed differences of preoperative serum levels of TK,
TPA, TPS, MMP-2 and -9, TIMP-1 and -2, CEA and CA19-9 (p-value<0.0032, 0.0001, 0.0001,
0.004, 0.007, 0.0007, 0.001, 0.0011 and 0.0001 respectively) and postoperative serum levels of TK,
TPA, TPS, MMP-2, TIMP-1 and -2, CEA and CA19-9 (p-value<0.0119, 0.0016, 0.0052, 0.008,
0.0003, 0.0002, 0.0008 and 0.0001 respectively) as statistically significant.

Discussion

Matrix metalloproteinases (MMPs) and tissue inhibitors of metalloproteinases (TIMPs) have been
implicated not only in tumor invasion but also in tissue remodeling, especially in extracellular matrix
rebuilding and in regeneration processes and inflammatory responses (5). The levels of MMPs and
TIMPs have been also proved to be correlated with tumor aggressiveness and progression (6,7,8). The
activity of MMP-2 and -9 and TIMP-1 is overexpressed in tumor mass of colorectal cancer contrary
to surrounding healthy colon tissue (9). Contrary TIMP-2 levels are controversial. Baker detected
significantly higher levels in normal colon tissue whereas Murashige did not (9,10). The upregulated
levels of MMPs and TIMPs also correlate with aggressivity or recurrence in metastatic process of
colorectal cancer, especially in colorectal liver metastases (CLM) (11,12). Elevation of MMP-9 is
connected with invasiveness of colorectal cancer. Successive increase of tissue expression of MMP-



2, -7 and -9 relates with increase of malignancy — from mucous lesions and adenomas to carcinomas
(13).

MMP-2 and -9 have been shown to be overexpressed by the stroma surrounding the tumor (14,15).
This could be explication of malignancy invasiveness mechanism. The same mechanism of
extracellular matrix (basement membrane) degradation occurs at initiation of angiogenesis, which is
crucial for growth of tumor mass (13).

Expression of TIMP-1 is connected with invasiveness or extension of colorectal cancer (16, 17).
TIMP-1 is produced by fibroblast-like cells in the invading cancer. The tumor surrounding mucosa is
almost without production of TIMP-1. TIMP-1 is not secreted by benign or malignant cells, cells of
vessels and muscle cells (16). MMPs reflect not only the penetration of malignancy to surrounding
healthy tissue through the increased destruction of matrix and new synthesis of tumor stroma, but also
influence the tumor growth secondary by releasing of cytokines (transforming growth factor alpha
and Insulin like growth factor — II) bound in extracellular matrix in an inactive form and activated just
through the releasing (18). MMPs participate in other processes influencing primary tumor growth,
angiogenesis and invasion, intra- and extravasation of metastatical cells and growth of metastatic
process (19). The synchronous determination of the levels of MMP-9 in portal and peripheral blood is
useful for selecting colorectal cancer patients at high risk of hepatic recurrence (20). TIMP-1 and -2
and MMP-2 were detected during tissue regeneration in rats while MMP-3,-9, -10, -13 and -14 were
not (21).

The role of classical tumor markers is generally accepted in prediction of relapse or survival rate of
patients after liver surgery for colorectal cancer (22,23). The serum levels of proliferative tumor
markers (TPS, TPA, TK) have been used as good prognostic factors for stating tumor aggressivity
and recurrence of CLM after a liver surgery. Their relation to survival rate is more unsure (24,25).
The authors aimed at studying the relation between tumor markers (MMP, TIMP, classical and
proliferative tumor markers) and prediction of recurrence and survival rate after a liver surgery for
CLM. The behavior of particular tumor markers was observed in benign liver lesions during the
surgical treatment and in healthy patients without any malignancy or complicated comorbidity
undergoing classical hernioplasty for groin hernias without abdominal cavity affecting. The
comparison of separate tumor markers in the groups of patients studied and the relations among them
should clear up their role in recurrence and mechanism of tumor progression.The aim was not to
study each tumor marker individually but in relation to other tumor markers, especially with their
other supposed functions and mechanism of behavior. Last but not least, the factor taken into account
in this study was to study all these named tumor markers in the same patients and so uncover their
relation in each patient. Only CLM patients were enrolled into this study for elimination of influence
of diverse malignant diseases (primary or secondary) with different behavior.

Group A The assessed serum levels of studied tumor markers in the control group A were used for
analyses of other groups of patients with benign or malignant liver diseases. The own surgical
procedure (incisional groin hernia repair) had to serve as the physiological background of normal
wound healing. We studied the influence of serum levels of studied tumor markers to differentiate
the changes during other more extensive surgical procedures in liver parenchyma. Some elevations or
declines in serum levels of studied markers during the operation in the group A were interpreted
through pleiotropic function of the given tumor markers during the first period of wound healing and
regeneration of non-liver tissues.

Group B The differences of preoperative and postoperative changes between the group of benign
liver lesions and the control group could be explained by the own activity of tissue of benign lesions,
which could show some features of precanceroses and sometimes there could be malignant inversion
(liver adenomas) or increased proliferative activity (focal nodular hyperplasia) detected. The
influence of large active surface of endothelium in hemangiomas, especially cavernomatous, is also
worth considering. The differences between the groups A and B are uncomparable with increases
recoreded in the groups with liver malignancy. In case of benign liver diseases we could also
hypothesize about the influence of activity of liver parenchyma on the immediate surroundings of
benign lesion. This could be influenced by insufficient biliary drainage and underlying ischemia in
consequence of pressure by the benign lesion (cystis, hemangioma). This could contribute to tissue
remodeling or changes in functions and elevation of given tumor markers in comparison with the
control group. These first two discussed groups (A and B) served as essential groups to eliminate the



influence of changes of serum levels during surgical procedures which reflects the physiological
function of metalloproteinases, their inhibitors and other studied tumor markers. These differences in
test grave our hypothesis that also at benign liver lesions serum levels of studied tumor markers could
be also regulated up.

Group C The statistical analysis of the studied tumor markers with the group C (radiofrequency of
CLM) brought were valuable results. These were influenced by retained destructed tumor tissue,
which could release tumor markers in blood circulation not only during its thermic destruction but
also in the postoperative period during remodelation of this destructed lesion and creation of scars.
Almost unchanged serum level of CEA is crucial for this hypothesis. In studied metalloproteinases,
their inhibitors and proliferative tumor markers there is absolute elevation of their serum levels in
postoperative period detected. This could be explained by their releasing from tissue depots or by
fibrogenesis and proliferation in scaring lesion and their immediate surroundings.

Group D The classical tumor markers reacted upon elimination of malignant lesion by marked
decrease of their serum levels. This confirms the relation of classical tumor markers to the volume of
tumor mass. The metalloproteinases and their inhibitors or proliferative tumor markers, which reflect
aggresivity, invasiveness and advanced stage of CLM, were elevated after a radical liver surgery (24).
In case of resection, we could also hypothesize the persisting activity of the given tumor markers in
serum. We could not exclude either participation of these tumor markers in regeneration and
remodeling of liver parenchyma after resection as a reaction on changes in functional reserves of
remnant liver parenchyma. The liver parenchyma in the immediate surrounding of resection surface
could also increase expression of these tumor markers as a reflection of its remodeling because of
change in its blood supply and biliary drainage.

Group E Most of the studied tumor markers continue in the same expression of their serum activity
after explorative laparotomy for inoperable CLM. This could be explained by minimal influence of
performed laparotomy, which is a standard component of other surgical procedures (RFA, liver
resections). We could confirm that changes in groups C and D resulted, due to surgical procedure, in
liver parenchyma. The group of patients with performed explorative laparotomy serves us as another
comparative group, this time with tumor without any intervention in this mass (25).

These results reflect the influence of a type of surgical procedure at serum levels of studied tumor
markers during operation. The authors tried to negate the influence of physiological activity of these
tumor markers, which is supposed from their pleiotropic functions at regeneration and remodeling of
healing tissues. It was first described by using comparison of all metalloproteinases, their inhibitors,
proliferative and classical tumor markers. It could help us to find critical relation of these tumor
markers for prognosis of disease free survival or overall survival of patients after surgical procedure
for CLM.
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Table 1.

Basic descriptive statistics: control group A (patients with inguinal hernias, n=22)

Control group A- inguinal hernias, n=22

Marker | preoperative | Preoperative | postoperative | Postoperative
median min.- max. Median Min.- max.
CEA
(ng/mL) 0.65 0.1-5.5 0.65 0.1-4.7
CA19-9
(1U/L) 6.75 0.8-51.2 6.25 0.8—-484
TPS
(kIU/L) 42.5 0-283 36 0-—283
TPA
(kIU/L) 31.5 0—234 29.5 0— 145
TK
(TU/L) 5.45 2.3-26.9 4.6 1.7-17.2
MMP-2
(ng/mL) 398.7 293 — 669 388 264.3 — 640
MMP-9
(ng/mL) 74.7 18 —270.8 137.4 97 - 383.1
TIMP-1
(ng/mL) 109,05 65.6—-225.5 116.5 66.8 -233.7
TIMP-2
(ng/mL) 18.9 16.2—113.2 18.5 15.9 - 94.1

Table 2. Basic descriptive statistics: group B (patients with benign liver lesions, n=26)

Group B- benign liver lesions, n=26
Marker preoperative | preoperative | postoperative | postoperative
median min.- max. median min.- max.
CEA
(ng/mL) 1.05 03-1124 0.7 0.2-389.9
CA19-9
(IU/L) 9.85 0.8 -34.5 11.2 0.8 —249
TPS
(kIU/L) 34 10 -261 66 10-225
TPA
(kIU/L) 16 10—101 445 10.1 =91
TK
(1IU/L) 6 3.1-30 12 1.8-97.3
MMP-2
(ng/mL) 481 288 - 938 476 231 - 860
MMP-9
(ng/mL) 160.75 45.8 - 457 174.9 28.6-591.2
TIMP-1
(ng/mL) 106 59.5-195.2 126.9 82.4-371.1
TIMP-2
(ng/mL) 41.85 22.1-81 42.6 20 - 78.5




Table 3. Basic descriptive statistics: group C (patients with colorectal liver metastases /CLM/ who

were treated by radiofrequency ablation /RFA/, n=30)

Group C: CLM- RFA, n=30
Marker Preoperative | postoperative | preoperative | Postoperative
Median min.- max. median Min.- max.
CEA 19.5 1.0 -3070 13.75 0.4 —3586
CA19-9 15.15 0.80 - 1869 20.25 0.80 — 1869
TPS 62.5 10 - 453 143 13 -476
TPA 70 10 - 220 96 10 -430
TK 74 23-34.1 8.7 1.4-42
MMP-2 506 267 -759 447.5 56.9 — 4000
MMP-9 101.15 38.6-379.2 106.65 36.7-600
TIMP-1 111.55 72.2-344.4 167.7 872-3194
TIMP-2 34.95 20.3-67.6 31.5 20-81.2

Table 4. Basic descriptive statistics: group D (patients with colorectal liver metastases /CLM/ who

underwent radical surgical resection, n=41)

Group D: CLM- liver resections, n=41
Marker | Preoperative | preoperative | postoperative | Postoperative
Median min.- max. median Min.- max.
CEA 234 0.3 - 44528 4.5 0.2-327
CA19-9 19 0.8 - 6985 32.8 0.8 — 445
TPS 91 10.1 - 6641 98 10.1 —2372
TPA 99.5 10.1 - 2087 84 10.1 — 2069
TK 6.4 3-142 10.4 4.2 —-67
MMP-2 473 287 - 1000 501 284 - 1694
MMP-9 120 30.1-397.4 119.7 36.7 - 266
TIMP-1 134.5 73.8 - 498.1 165.2 63.7-314.5
TIMP-2 28.3 17.2 - 83 28.7 18.9—-83

Table 5. Basic descriptive statistics: group E (patients with inoperable colorectal liver metastases

/CLM/, who underwent explorative laparotomy, n=22)

Group E: CLM- explorative laparotomy, n=22
Marker | Preoperative | preoperative | postoperative | Postoperative
median min.- max. median min.- max.
CEA 12.85 0.4-7722 33.9 0.5—-5431
CA19-9 112.25 3.5 - 20949 124.8 10 — 18953
TPS 380 17 -4973 326.5 29 —- 1629
TPA 281 10- 1710 266.5 45—-527
TK 9.35 3.9-278 10.15 4.7-406.7
MMP-2 534 290 - 690 542 258 — 658
MMP-9 120.8 45.4 -278.5 132 61.8-233.8
TIMP-1 169.5 82.8-275.9 206.4 133 -277.6
TIMP-2 44.05 29.8 - 74.8 52.3 30.6 - 68.3




