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1. Seznam pouzitych zkratek

5-FU 5-fluorouracil

AJCC American Joint Committee of Cancer

APC gen adenomatosis polyposis coli

bcl-2 b-cell ymphoma-2

BMI body mass index

BRCA1 breast cancer type 1 susceptibility antigen
BRCA2 breast cancer type 2 susceptibility antigen
CA 15-3 glykopeptidovy nadorovy marker

CA 19-9 glykolipidovy nddorovy marker

CA-19 cytokeratin 19

CA-20 cytokeratin 20

CDKN2A cyklin dependentni kinaza 2A

cDNA complementary DNA

CEA karcinoembryonalni antigen

c-erB-2 gen ptaci erytroblastdzy

Cl confidental interval

c-myc gen ptac¢i myelocytomatdzy

CT computer tomography

CTCs circulating tumor cells

DFS disease free survival

DNA deoxyribonukleova kyselina

DTC4 gen deleted in pancreatic cancer 4

DTCs disseminated tumor cells

EDTA kyselina ethylendiamintetraoctova

EGFR epidermal growth factor receptor
EpCAM epithelial cell adhesion molecule

ERCP endoskopicka retrogradni cholangiopankreatikografie
ERS extra risk score

EUS endoultrasonografie

FAMMM familial atypical multiple mole melanoma
FAP familidrni adenomatdzni polypdza
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FNAB fine needle aspiration biopsy

GAPDH glycerladehyd-3-fosfat dehydrogenaza

GDP guanosin-5-difosfat

GEM gemcitabin

GTP guanosin-5’-trifosfat

HER1 -4 human epidermal growth factorl - 4

HNPCC hereditary nonpolyposis colorectal cancer

hTERT human telomerase reverse transcriptase

CHT chemoterapie

JPS japan pankreas society staging system

K-ras KirstenUv gen potkaniho sarkomu

LBK1 tumor supresorovy gen

MDM2 mouse double minute 2 homolog

MDM4 mouse double minute 4 homolog

MLH1 MutL homolog 1

MR magnetickd rezoznance

MRD minimal residual diease

mRNA mesenger RNA

MSH2 MutS homolog 2

NOR CR Narodni onkologicky registr Ceské republiky

pl6 cyclin-dependent kinase inhibitor 2A

p53 protein kddovany genem TP53

PCR polymerase chain reaction

PDAC pancreatic ductal adenocarcinoma

PDGF platelet derived growth factor

PET-CT kombinace pozitronové emisni tomografie a vypocetni
tomografie

PJS Peutz-Jeghers syndrome

pRb retinoblastoma protein

PRSS1 protease serinel (trypsin 1)

RNA ribonukleova kyselina

RT radioterapie



SPINK1
STK11
TGF-alfa
TGF-beta
TNM
uicc

uz

VEGF

serine protease inhibitor Kazal-type 1
tumor supresorovy gen

transforming growth factor alfa
transforming growth factor beta

Tumor, Nodus, Metastasis

I"Union Internationale Contre de la Cancer
ultrazvuk

vascular endothelial growth factor



2. Teoreticka cast prace

2.3. Uvod

Karcinom pankreatu zlstdva po nékolik poslednich dekdad nadale
vyznamnym medicinskym problémem a vyzkumnou vyzvou. Vysoka biologickd
aktivita a agresivni povaha karcinomu pankreatu jiZz od pocatecniho stadia
urcuji tomuto onemocnéni témér infaustni progndézou. Nardstajici incidence
karcinomu pankreatu v Ceské republice i v celosvétovém méFitku, v roce 2012
celosvétové diagnostikovano 338.000 novych pfipadli, neni v korelaci
s dosazenymi vysledky v Iécbé, délce prezivani postizenych pacientll a ve
snizeni mortality. Ve srovndni s jinymi malignitami je vSak incidence nizk3, je
to dvandactd nejcastéjsi malignita, dostupné diagnostické metody maji nizkou
senzitivitu a jsou finanéné narocné, a proto neumoZiuji plosny screening
populace. Postihuje prevaziné populaci ve véku 45 az 80 let s maximem po 75
roku Zivota, s genderovym vyskytem asi 1:1.

Onemocnéni se zpravidla klinicky manifestuje az v pokrocilych stadiich
s metastatickym postizenim prevainé lymfatickych uzlin, jater a peritonea,
v 95 % pfipadu je histologicky popisovan duktalni adenokarcinom.

Radikalni resekce, zatim jedina potencialné kurabilni metoda lécby, je
mozZnd pouze u 20-30% pacientl. Bezprostiedni vysledky standardizovanych
operacnich postupl véetné regiondlni lymfadenektomie jsou velmi dobré,
dlouhodobé vsak nesnizuji extrémné vysokou letalitu a neprodluzuji stfedni
dobu preziti pacientl skarcinomem pankreatu. Asi 95% pacientd umird
béhem prvniho roku a pouze 2-4% pacientl preziva 5 let.

Pficiny krajné neuspokojivého stavu jsou tak dlouhodobé znamy — pozdni
diagnostika, obtizné dosazeni skutecné radikalni resekce (RO) a absence
efektivni celkové protinddorové terapie [1]. Podle velkych studii je pétileté
preziti u resekovanych 10-25% s medianem 10-20 mésica [2].

Karcinom pankreatu je multioborovym problémem zahrnujicim oblast
gastroenterologie, bfisSni chirurgie, onkologie, endokrinologie, radiologie,

molekuldrni genetiky a epidemiologie.
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Vlastni chirurgicka technika a metodika se patrné blizi svému limitu a
vtéto oblasti nelze ocekavat dalsi velké zlepSeni. Poznatky z oblasti
molekuldarni genetiky se zdaji byt slibnou cestou ke zlepSeni v terapii

adenokarcinomu pankreatu.

2.2. Karcinom pankreatu — prehled soucasného stavu problematiky

2.2.1. Epidemiologie

Podle N4rodniho onkologického registru Ceské republiky (NOR CR) byla
v roce 2001 hldsena hruba incidence karcinomu pankreatu 15,7 na 100 000 za
rok u muzd a 15,2 na 100 000 za rok u Zen, onemocnélo 784 muzl a 796 Zen
[3].

O deset let pozdé&ji v roce 2011 udéva NOR CR hrubou incidenci 21,6 na
100 000 za rok u muzi a 20,1 na 100 000 za rok u Zen, onemocnélo 1111
muzl a 1073 Zen [4].

Z uvedenych dat je patrné, e incidence karcinomu pankreatu ma v Ceské
republice trvale stoupajici trend a jen za posledni dekadu stoupl absolutni

pocet pripadl o 38,2%.
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Z genderového pohledu je patrny druhy trend — vyrovnavani poctu
nemocnych muzd a Zen. Pro komparaci epidemiologickych dat mezi rdznymi
populacemi je tfeba hrubou incidenci nahradit incidenci standardizovanou.
Svétova standardizovand incidence karcinomu pankreatu v Ceské republice
v roce 2001 ¢inila 10,6/100 000 u muz( a 7,3/100 000 u Zen. Za stejné obdobi
stoupla tato standardizovana incidence v roce 2011 na 12,2/100 000 u muz( a
8,2/100 000 u Zen [3,4].

Posledni data z Mezindrodni agentury pro vyzkum rakoviny z roku 2013
uvadéji Ceskou republiku s nejvys$i mirou standardizované incidence rakoviny
pankreatu v roce 2012 tj. 9,7/100 000, nasledovanou Slovenskem a Arménii. U
muzl dosahuje pro rok 2012 tato standardizovana incidence hodnoty
11,9/100 000, u Zen 7,9/100 000 [6].

Podle stejného zdroje asi 55 procent pfipad( rakoviny slinivky bylo
diagnostikovano v rozvinutych zemich, v 53 procentech pfipadl byla diagnéza
zjiSténa u muzl a v 58 procentech pfipadl byla diagnéza potvrzena u Zen.
Nejvyssi vyskyt rakoviny slinivky bfisni, a to u muzd i u Zen, byl v Evropé a

Pfi globalnim geografickém posuzovani incidence karcinomu pankreatu
je vSak nutno vzit v Uvahu skutecnost, Ze nejnizsi incidence jsou referovany
z oblasti s nizkou Urovni zdravotni péce, nizkym pramérnym vékem populace a

celkové vyrazné slabou ekonomickou urovni spole¢nosti.
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Estimated age-standardised incidence rate per 100,000
Pancreas: both sexes, all ages

W <11 <21 <36 W <57 M <100

GLOBOCAN 2003 (14RC) - 24.1.2011
Graf 2. Vékové standardizovana incidence na 100 000 osob ve svétové

populaci

Incidence stoupa ve vékovych kategoriich nad 50 let. Je odhadovano, Ze
v poslednich 5 letech je svétova standardizovand prevalence postizenych
rakovinou slinivky bFisni 4,1 za rok na 100.000 osob [6].

Tento typ zhoubného onemocnéni (ZN) je témér vidy fatalni, a je
sedmou nejcastéjsi pricinou umrti na ZN v globalnim svétovém srovnani [6] a
étvrtou nejéastéjsi pricinou umrti na ZN vramci Ceské republiky [4],
v mortalité mezi zhoubnymi nadory gastrointestinalniho traktu je na druhém
misté [4]. Mortalita se velmi bli#i incidenci. Z tdajd NOR CR je zfejmé, Ze
v roce 2001 zemrelo na karcinom pankreatu 799 muzl a 816 Zen respektive
16,0/100 000 muz@ a 15,6/100 000 7en [3]. Statistickd data NOR CR za rok
2011 uvadéji 1037 amrti u muzd a 996 Uumrti u Zen, respektive 20,1/100 000
muzd a 18,6/100 000 Zen [4].
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Graf 3. Vyvoj incidence a mortality karcinomu pankreatu v Ceské republice

1977-2011 [5]

2.2.2. Etiologie
Primarnim rizikovym faktorem je vék, nebot manifestace karcinomu
pankreatu v prvnich tfech dekadach Zivota je raritni a vidy spiSe svédci pro
primarni genetickou pficinu. Incidence prudce stoupa svékem s maximem
v osmém decéniu, témér 80% diagnostikovanych karcinom( pankreatu je ve

vékoveé skupiné 60 a vice let.
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Dlouhodobé je diskutovan a zkoumdn vliv tabakismu, obezity a dietnich
navykl, profesionalni expozice tézkych kovl (kadmium, chrom) a organickych
sloucenin (rozpoustédla, ropné produkty), radiace, abuzu alkoholu ¢i kyseliny
acetylsalicylové, asociace s chronickou pankreatitidou a cholelitidzou, s

provedenou gastrektomii a s diabetem.

Tabakismus

Mozny mechanismus plsobeni N-nitrosaminl obsazenych v tabdkovém
koufi je vysvétlovan sekreci jejich metabolitl do Zlu¢e a naslednym refluxem
do pankreatického vyvodu. Nékteti autofi udavaji az 3 ndsobné riziko vzniku
karcinomu pankreatu u kutraku cigaret, ale toto vyssi relativni riziko u kuraku

nebylo presvédcivé prokdzano.

Diabetes mellitus
Relativni riziko predstavuje viceleté trvani diabetes mellitus druhého
typu se snizenou glukdézovou toleranci v korelaci s dietnim navykem zvysené

konzumace Zivocisnych produkta.

Chronicka pankreatitida a cholelitidaza

Vztah mezi chronickou pankreatitidou a zvySenou dispozici pro rozvoj
karcinomu pankreatu je opakované diskutovan. Vcentru hypotézy
»péstitelské terorie” je predpoklad, Ze chronickd pankreatitida vyvolava
genetické defekty v bunikdch pankreatu a soucasné probihajici reparacni
proces pres rlstové faktory a cytokiny (EGF, PDGF, TGF-alfa, TGF-beta)
kultivuje tyto defekty do neoplastického procesu [7]. Lowenfels udava riziko
vzniku karcinomu pankreatu 16x vyssi u pacient(l s chronickou pankreatitidou
[8]. Vliv cholelitidzy a v anamnéze prodélané cholecystektomie ¢i gastrektomie

na vznik rakoviny slinivky bfisni nebyl prokazan [9].
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Alkohol
Vyssi relativni riziko u konzument( etanolu vSak nebylo presvédcivé
prokazano. Pfima souvislost sekvence etylismus — chronicka pankreatitida —

karcinom pankreatu neni vSeobecné akceptovana.

Obezita

Nadvdha nebo obezita béhem rané dospélosti zvySuje riziko vzniku
rakoviny slinivky bfisni a je také spojena s mladSim vékem pfi diagndze.
Nadvdha nebo obezita jsou pozdéji v Zivoté spojeny s horSim prezivanim

rakoviny pankreatu [6].

Dalsi diskutovana rizika
Organické slouceniny — hypotéza o vyssi incidenci karcinomu pankreatu a
expozici ropnych produktl, rozpoustédel, tézkych kovl a radiace nebyla

prokazana.

2.2.3. Patogeneze

Karcinom pankreatu je dnes mnohymi autory prakticky povaZovdn za
témér genetické onemocnéni. Jeho vznik a progrese jsou provazeny sekvencni
akumulaci genetickych zmén, z nichZz nejvice pozornosti je zaméfeno na
onkogen K-ras a tumor supresorové geny pl6, p53 a DPCA4. Jejich pfitomnost
byla prokazana jiz v preneoplastickych lézich pankreatu (PanIN lézich), proto
predstavuji potencidlni markery malignity pro ucely diferencialni diagnostiky a

pripadného screeningu [10].

Dédicné rizikové faktory
e Hereditarni pankreatitida
e Familidrni karcinom pankreatu

e (Cysticka fibrdza
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Hereditarni pankreatitida

Hereditarni pankreatitida je autozomdalné dominantné dédicné
onemocnéni, znamé od roku 1952 (popsano Comfortem a Steinbergem), u
kterého byly identifikovany mutace gent PRSS1 a SPINK1. U této vzacné formy
chronické pankreatitidy, kterd je autozomdlné dominantné dédi¢nd s 80%
penetranci, byla popsana mutace genu kddujiciho kationicky trypsinogen na
chromosomu 7q35. Takto postizeni jedinci trpi od détstvi opakovanymi
atakami pankreatitidy, které wvyusti v chronickou formu onemocnéni a
neztidka onemocni karcinomem pankreatu s udavanym 40% rizikem jeho
vzniku, vyS$Simu riziku jsou vystaveni i clenové rodiny bez manifestace

chronické pankreatitidy (7x az 9x) [11].

Familiarni karcinom pankreatu

Familidrni karcinom pankreatu byl popsan v roce 1989 (Lynch a spol.) a
je definovan jako duktdlni karcinom pankreatu, ktery je manifestovan u dvou
prvostupnovych pribuznych. Familiarni karcinom pankreatu je autozomalné
dominantné dédi¢né onemocnéni s dosud nejasnou mutagenni pficinou,
obecné riziko vzniku karcinomu pfi doziti 80 let 9-38 %. Odhadované riziko
vzniku karcinomu pankreatu u osob pochdzejici z rodiny s dvéma postizenymi

Cleny je 6,4x vyssi, u osob s tfemi postizenymi ¢leny rodiny je 32 nasobné [12].

Cysticka fibroza

Cysticka fibréza je jednim z nejcastéjsich kongenitdlnich onemocnéni
pankreatu a osoby postizené touto chorobou maji 6,5 nasobné riziko vzniku
karcinomu pankreatu. Cystickd fibréza patfi v Ceské republice mezi nejé¢astéjsi
autozomalné recesivné dédind onemocnéni. Incidence se odhaduje na
1/2700 — 1/3800 novorozencu a frekvence zdravych prenasecd pak na 1/26 —
1/33. Onemocnéni je zpUsobené mutaci genu produkujiciho protein CFTR

(Cystic fibrosis transmembrane conductance regulator).

Dalsi dédicné syndromy asociované s karcinomem pankreatu

e Peutz-Jeghers(v syndrom (PJS)
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e Hereditarni nepolypdzni kolorektalni karcinom — Lynchiv syndrom
e Familidrni atypicky mnohocetny kozni melanom (FAMMM)

e Syndrom melanom-karcinom pankreatu

e Hereditarni karcinom prsu a ovaria

e Familidrni adenomatdzni polypdza (FAP)

Peutz-Jeghersiv syndrom (PJS)

Jednd se o autozomadlné dominantné dédicné onemocnéni
charakterizované kombinaci melaninovych pigmentaci a polypdzou v pribéhu
celého intestinalniho traktu. Malignizace samotnych polypl je relativné
vzacnda, nemocni vSak maji vyrazné zvySené riziko jinych neoplazii, samotné
riziko vzniku karcinomu pankreatu je 136 ndsobné, celozivotni riziko je asi
36%. Pricinou je mutace genu STK11/LBK1, ktery pUsobi v regulaci bunécné

proliferace [13].

Hereditarni nepolypdzni kolorektalni karcinom — Lynchtiv syndrom (HNPCC)
Autozomalné dominantné dédi¢ny stav sdruzeny se vznikem karcinomf

prevaziné pravé poloviny tlustého stfeva, soubézny vznik karcinomu pankreatu

je priblizné 6x vyssi nez u béiné populace. Lynchliv syndrom je zplsoben

mutaci genu MLH1 a MSH2.

Familiarni atypicky mnohocetny koZni melanom (FAMMM)

FAMMMM (familial atypical multiple mole melanoma) je vzacny
autozomalné dédi¢ny syndrom projevujici se mnohocetnymi koznimi
dysplastickymi névy a melanomy. Stejné jako u syndromu melanom-karcinom
pankreatu u postizenych jedincl se objevuje mutace genu pro cyklin-
dependentni kindzu 2A (CDKN2A), kterd je zodpovédnd za vznik karcinomu

pankreatu. Riziko ve srovnani s béZznou populaci je 13-ti ndsobné [14].
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Hereditarni karcinom prsu a ovaria
Podobné nosi¢i mutace BRCA1 maiji relativni 3,1x zvySené riziko vzniku

karcinomu pankreatu a mutace BRCA2 dokonce az 6,6x zvysené stejné riziko.

Familidarni adenomatézni polypdza (FAP)

Molekularni podstatou tohoto autozomalné dominantné dédiéného
onemocnéni tlustého stfeva prevazné mladych jedincl je vrozend mutace
tumor supresorového genu APC na 5. chromozomu. APC je klasicky tumor
supresorovy gen, hraje centralni roli v signaliza¢ni kaskadé Wnt/Wingless.
Tato signalni draha reguluje aktivitu proteinu B-catenin. Vlivem APC dochazi k
degradaci B-cateninu v proteazomech a tim k preruseni signalizace. B-catenin
je transkripcni faktor, ktery ovliviiuje expresi celé rfady gen(, v tomto pripadé
zejména c-myc. Ztrata funkce APC vede k vyssi transkripci genli zodpovédnych

za proliferaci [15].

Extrémni variace ve vyskytu rakoviny v rliznych tkanich je davno a dobre
znama — napfiklad celoZivotni riziko vzniku zhoubného nadoru plic je 6,9%,
stitné zlazy 1,08%, mozku 0,6% nebo chrupavek hrtanu 0,00072%. Nékteré
typy tkani mohou tudiz vést k manifestaci lidské rakoviny milionkrat castéji
nez ostatni. Jen asi 30% zhoubnych nadorl vznika na podkladé vlivu vnéjsiho
prostiedi ¢i dédicnych predispozici. Nicméné pouze 5-10% vsech pfripadi
rakoviny maji dédicnou slozku, a dokonce i kdyZz mohou byt identifikovany
dédi¢né faktory u predisponovanych jedincl, zplUsob jakym se tyto faktory
uplatniuji v rozdilech ve vyskytu rakoviny mezi rlznymi organy je nejasny.
Riziko vzniku rakoviny je spiSe spojeno s nahodnym vznikem mutaci pfi
replikaci DNA ve zdravych kmenovych bunkach. Stochasticky vliv na mutaci pfi
replikaci DNA Ize numericky odhadnout a odlisit od vnéjsich faktor( Zivotniho
prostiedi a jeho vliv je dllezitéjsi nez dédicné nebo vnéjsi faktory Zivotniho
prostredi.

Vétsina bunék v tkanich jsou ¢astecné nebo Uplné diferencované bunky,
pro které je typicka kratka Zivostnost, a je proto nepravdépodobné, aby byly

puvodcem mozného vzniku nddoru. Pouze ty kmenové buriky, které se mohou
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samy obnovovat a jsou zodpovédné za vyvoj a udrzbu architektury dané tkané
a Casto tvori malou ¢ast z celkového poctu bunék v tkani, podléhaji pfi vlastni
replikaci DNA nahodnym mutacim. Korelace mezi poc¢tem déleni kmenovych
bunék a celoZivotnim rizikem vzniku karcinomu je vysoce pozitivni a neni
ovlivnéna faktory Zivotniho prostredi nebo faktory dédi¢nosti. (Spearman’ s
rho = 0,81; p <3,5 x 10-8), Pearson 's linearni korelace 0,804, (p <5,15 x 10-
8).[16] To znamend, Ze stochastické nasledky mutaci replikace DNA se jevi
jako zasadni pfi vzniku lidské rakoviny.

Pti klasifikaci 31 nadorl rGznych organl na podkladé ERS (extra risk
score) byly malignity zarazeny do dvou skupin. Prvni skupina D-nador(
(deterministicky typ) vykdazala u 9 malignit relativné vysoké ERS, druhd skupina
R-nadorl (replikativni typ) je tvofena 22 malignitami s relativné nizkym ERS, u
kterych jsou replikativni vlivy zasadni. PFfi srovnani obou skupin zaujal
karcinom pankreatu ve skupiné R-nador( prvenstvi s hodnotou ERS - 17,83
coz ukazuje na fakt, Ze pric¢iny jeho vzniku jsou predevsim v dusledku

nahodnych mutaci kmenovych bunék pfi replikaci DNA [16].

2.2.4. Symptomatologie
V rannych fazich onemocnéni je karcinom pankreatu bez klinickych
projevd, nebo jsou jeho symptomy nespecifické a malo vyrazné. Pokrocila
choroba se manifestuje bolesti v epigastriu rlizné intenzity s moznou iradiaci
do zad, dyspepsiemi (nechutenstvi, nausea, vomitus), vahovym uUbytkem,
narUstajici Unavou a obstrukénim bezbolestnym ikterem. Nador metastazuje

nejcastéji do lymfatickych uzlin, jater a peritonea.

2.2.5. Diagnostika
Vzhledem k typickému pribéhu choroby s asymptomatickou pocatecni
fazi je ¢asna diagnostika krajné problematicka a jen asi 10% adenokarcinomu
pankreatu je zachyceno vranych stadiich. Inicidlni pfiznaky zaviseji na
lokalizaci a velikosti nddoru. Na jedné strané, karcinom téla a ocasu pankreatu
mUlze byt velmi pokrodily, nez se objevi prvni pfiznaky, na druhé strané,

drobny periampularné lokalizovany nador zpUlsobujici bezbolestny obstrukéni

- 20 -



ikterus umoznuje c¢asnou diagnostiku karcinomu. S nadorovou obstrukci
souvisi mozny rozvoj ascendentni cholangitidy doprovazené teplotami a
tfesavkou. Bolest je klinickym projevem perineurdlniho Sifeni signalizujicim
pokrocilé stadium nemoci. Inicidlné probiha v intermitentnich atakach, pozdéji
je kontinualni, ma tlakovy nebo fezavy charakter. Je lokalizovana v oblasti
nadbfisku s propagaci do zad. Pacienti zaujimaji ulevovou polohu v sedu ¢i

predklonu.

Zobrazovaci metody
UZ — ultrasonografie

BéZzné dostupnd, 3Setrna a lehce opakovatelna abdominalni
ultrasonografie mlze az v80-90% pripadli u symptomatickych pacientd
prokazat patologicky proces v pankreatu, zejména v oblasti hlavy pankreatu,
je-li 1éze vétsi nez 1cm [17]. Je vSak limitovana konstituci pacienta (obezita),
plynatosti a subjektivni zkuSenosti sonografisty. Nadory lokalizované v téle a
ocasu slinivky se zobrazuji obtizné a v terénu chronické pankreatitidy je témér

nemozné je spolehlivé detekovat.

NG HANE @31123431:- - © 29.07.2014
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Obr. 1. Sonograficky obraz adenokarcinomu hlavy pankreatu
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CT — vypocetni tomografie

Dostupnost technicky vyspélych spiralnich CT s mozZnosti detailniho
zobrazeni nejen samotného tumoru, ale soucasné i okolnich struktur a
organll, cévniho rtecisté ve vSech fazich plnéni, lymfatickych uzlin a
metastatického postizeni ¢ini z této vySetfovaci modality zlaty standard
diagnostiky karcinomu pankreatu. Zachyceni faze po podani kontrastni latky je
nezbytné, nebot nadory pankreatu jsou hypovaskularni a ve srovnani se
zdravou tkani se jevi jako hypodenzni. Primarnim omezenim je zobrazeni
malych tumorli, mensich neZ 1,5 cm a jejich rozliSeni od zanétlivého

pseudotumoru pfi chronické pankreatitidé.

NG MAME

ARG InsitutionlName
HiGpeed M
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Obr. 2. CT ndlez tumoru hlavy pankreatu s mnohocetnymi MTS v jatrech a LU
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MR - magneticka rezonance

Slibnou alternativou by mohla byt modalita neinvazivni magnetické
rezonance nevyZzadujici podani kontrastnich latek. Nadory jsou na T1 vazenych
obrazech hypointenzni, na T2 ptevainé hyperintenzni, nespornou vyhodou je
detailni angiograficka informace, zejména pfi Zilni angioinvazi [18]. T1 vazené
skeny umoziuji dobrou vizualizaci infiltrace retroperitonedlniho tuku
nadorem, nebot metoda MR muzZe tukovou tkan potlacit [19]. Nevyhodou
této modality je mensi prostorové rozliSeni, zatim vysoka cena vysetreni,

dosazitelnost a stavajici kapacita pfistrojového vybaveni.

PET - pozitronova emisni tomografie

Vysetfeni je zaloZzeno na snimani distribuce metabolicky aktivni latky
znaCené radionuklidem. V pfipadé pankreatu je pouZivan derivat glukdzy
oznaceny radioizotopem fluoru (fluorodeoxyglukéza(18F)FDG-PET), ktery se
zvySené vychytava v tkanich s vysokou metabolickou aktivitou (tkan tumoru).
Metoda vykazuje senzitivitu 88-92% a specifitu 83-85%, postradd vsak
informaci o anatomickych a topografickych detailech [20]. Senzitivita metody

je snizena poruchou glukézového metabolizmu u diabetik(.

PET/CT — pozitronova emisni tomografie / vypocetni tomografie

Metoda fluze téchto vySetfovacich metod eliminuje nedostatek PET a
zasazuje oblast vysoké metabolické aktivity do anatomicko-topografického
kontextu. Modalita je vSak zatim znacné nakladna, a proto je indikace
vyhrazena pro ptipady zasadnich diagnostickych rozpakli a dilemat mezi

zhoubnym onemocnénim a zanétlivym pseudotumorem slinivky bfisni.
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Obr. 3. PET/CT nalez tumoru pankreatu

EUS - endoultrasonografie

Ma misto v diagnostické rozvaze u nejasnych CT nalez( a pfi stanoveni
predoperacniho stagingu karcinomu pankreatu. Léze vétsi nez 2 cm jsou
detekovany se senzitivitou 90% a specifitou 100 % [21]. U menSich lézi ma EUS
dokonce vyssi senzitivitu nez CT - senzitivita 53% [22] a MR — senzitivita 84%,
specifita 97% [23]. Prostfednictvim EUS lze stanovit operabilitu tumoru a
pripadné ziskat cytologickou verifikaci, je to nejpfesnéjSi metoda pro
posouzeni vendzni angioinvaze, to je infiltrace v. portae, konfluens a
v.mesenterica superior. Pfesnost EUS ve stanoveni operability je 80-85% [24].
EUS je presnéjsi nez CT pfi prikazu loZiska v hlavé pankreatu, EUS jej odhalilo
u 96% pacientl oproti CT 68%. Také pri hodnoceni stagingu je CT pfesné jen u

18,2% nemocnych, EUS u 42% nemocnych a soucasné obé metody, zejména
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vsak CT, podhodnocuji skute¢ny finalni T staging onemocnéni [25]. EUS
v kombinaci s odbérem tkané na cytologii (FNAB-fine needle aspiration
biopsy) dosahuje az 100% pfi odbéru materidlu z uzlin N1 [26]. Cytologické
vySetieni ziskaného aspiratu ma vysokou pozitivni predikéni hodnotu, a proto
EUS/FNAB lze vyuZit ve screeningu karcinomu pankreatu u vysokorizikovych

skupin populace [21].

ERCP - endoskopicka retrogradni cholangiopankreatikografie

Je provadéna predevsim u pacientl s priznaky obstrukéniho ikteru, resp
cholangitid. Typickym pfiznakem v téchto pfipadech je ,double duct sign“,
jeho? senzitivita je uddvana na 85%. Rada autord se domnivd, 7e vyhodou je
soucasnd mozinost terapeutické intervence zaloZzenim bilidrniho stentu
k zajisténi drenaZe, posledni studie vSak hodnoti tento postup kriticky. S
predoperacni dekompresi Zlucovych cest je vSak spojen signifikantné vyssi

vyskyt infekénich pooperaénich komplikaci [27].

2.2.6. Molekularni genetika

Geny nejcastéji spojené s vyvojem karcinomu pankreatu mizeme rozdélit do 3
skupin:

1. Onkogeny (K-RAS, c-myc, c-erB-2, bcl-2)

2. Nadorové supresory (p16, p53, Rb, BRCA1, BRCA2, DPC4)

3. Geny opravujici genom (MLH1, MSH2)

K-ras

K-ras je humdnni homolog virového onkogenu Kirstenova krysiho
sarkomu kodujici GTP (guanosin-5"- trifosfat) vazajici protein, ktery se sdam
inaktivuje pomoci cyklické premény makroergni vazby GDP na GTP jako
odpovéd na stimulaci povrchovych receptorid, vcéetné EGFR. Rodina
onkoproteini Ras je lokalizovana na vnitfni strané cytoplazmatické

membrany. Mutovany Ras nedokdZe hydrolyzovat GDP na GTP, je tedy
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permanentné aktivni a trvale prenadsi signal do burky, ktery je dale Sifen
nékolika signalnimi drahami spoustéjicimi dalsi kaskady.

Jedna se o bodové mutace zmény smyslu (aminokyseliny), velice presné
a cilené mutace zasahujici kodény 12 (98% ze vSech K-ras mutaci), 13 a 61. K-
ras onkogen kéduje protein, ktery hraje vyznamnou roli v signdlni cesté
spousténé EGFR (epidermal growth factor receptor), vyznamné pro vyvoj a
progresi nadorovych onemocnéni.

Regulacni onkogen K- ras se v nddorech objevuje ve dvou rlGznych
typech, jednou jako ,,normdlni" nemutovany K-ras protein, zndmy jako
onkogen divokého typu — wild type K-ras, nebo abnormalni — mutovany K-ras.
V nddorech s mutovanou verzi K-ras je tento permanentné ,,zapnut” bez
aktivace cestou EGFR, kdeZto v nddorech s divokym typem K-ras je tento
protein pouze prechodné aktivovan pres EGFR. Stav receptoru K-ras
(mutovany X nemutovany—divoky) je indikdtorem progndzy a prediktorem
odpovédi na nékteré léky. Mutaéné aktivovany K-ras je pfitomen ve vice nez
90% duktalniho karcinomu pankreatu a predstavuje nejc¢astéjsi genetickou
zménu. Se stejné vysokym vyskytem (90%) lze K-ras prokazat v
prekancerdznich low-grade Panin 1A lézich [10,28] Kromé toho se ukazalo, Ze
trvale onkogenni signalizace K-ras je také nezbytna pro rlst a udrZovani
metastatickych lézi [29]. To je v souladu se studiemi s lidskymi bunéénymi
liniemi tumorl pankreatu, které jsou zavislé na preZiti a trvalé proliferaci na
onkogennim K-rasu [30].

Sekvenovanim genomu bylo zjisténo, Ze lidsky duktalni adenokarcinom
pankreatu je velmi heterogenni onemocnéni s rliznymi molekularnimi podtypy
[31]. Tak zvany ,klasicky podtyp” (42,2%) ma vysokou expresi epitelidlnich
genl a je silné zdvisly na K-ras signalizaci. Dalsi podtypy - ,kvazi

mezenchymalni” a ,exokrinné podobny“ se vyskytuji v 36,5% a 22,3% [32].

c-myc
Nadmérna exprese Myc-onkoproteinu je u fady nador( zdsadnim krokem
v jeho genezi, plUsobi zejména v bunétném jadre, a to jako sekvencné

specifické DNA-vazebné proteiny. Onkogenni transkripéni faktory Myc
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vystupuji nejen jako transkripCni aktivatory, ale jsou schopny i transkrip¢ni
represe cilovych gen(. Vysledkem je komplexni a razantni aktivace bunécéného
rastu a proliferace na nékolika Urovnich — aktivace genl pro cykliny D, CDK4,
transkripénich faktort E2F, genu regulovanych RNA polymerdazou, reprimace
genU pro inhibitory bunééného cyklu p15, p21, p27, genu pro inhibitor
angiogeneze trombospondin-1, HLA gen( i genu pro katalytickou telomerazu
hTERT. Kromé primého proliferacniho vlivu je stimulovana bunécnd
imortalizace, nadorova neovaskularizace a suprese protinddorové imunitni
odpovédi. Mechanismus ucinku je tedy odliSny od rodiny onkoprotein( Ras.
Paradoxem aktivace Myc onkoproteinli je soucasnd razantni indukce

apoptodzy.

Bcl-2

Bcl-2 je inhibitor apoptdzy pusobici na regulaci propustnosti vnéjsi
mitochondridlni membrany, jejimiz pory se pak uvoliuji do cytoplazmy
mitochondridlni inicidtory apoptdzy, napfiklad cytochrom C. Cytochrom C
nasledné aktivizuje cytoplazmaticky komplex Apaf, ¢imzZ je spusténa kaskada
smérujici k sebedestrukci bunky. Nadmeérné exprimovany Bcl-2 podstatné
redukuje Uroven apoptdzy a puUsobi tudiz synergicky s predchazejicimi

onkogeny.

p16

Dulezita je uloha proteinu p16, ktery ma funkci nadorového supresoru,
pl6 je inhibitor cyklin dependentni kindzy a inhibici pRb fosforylace reguluje
transkripéni program bunécné proliferace. Ztrata funkce proteinu pl6 je
pfipisovana koureni.

pl6 (p16INK4a) je popisovan jako antionkogen, ktery je inaktivovan
mutacemi, deleci nebo hypermetylaci u celé fady malignit (napf. melanom,
karcinom mocového méchyre a dalsi). Jeho produkt Ucinkuje jako inhibitor
cyklin dependentnich kindz, zejména cyklin dependentni kinazy 4 (CDK4). p16
odbourava komplexy cyklin D/CDK4 které inaktivuji pRb fosforylaci. Naopak
aktivni forma pRb inhibuje transkripci p16. Funkci systému pRb/p16 je tedy
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regulace bunécného cyklu na pfechodu z G1 do S faze se zpétnou vazbou. pRb

pUsobi jako negativni regulator exprese p16 na Urovni transkripce.

p53

p53 je nadorovy suspresorovy protein kontrolujici odpovéd buriky na
bunécny stres libovolné etiologie. P53 je oligomerni fosfoprotein, latentni
transkripcni faktor s kratkym poloc¢asem rozpadu. V dasledku jeho aktivace po
bunééném stresu je zastaven bunécény cyklus a burika je bud',,renovovana® i
dochazi k iniciaci apoptdzy a ndsledné smrti buriky. Zastava bunééného cyklu
mUze byt bud permanentni, tzv. senescence, nebo docasnd. Nadorové buriky
bez mutovaného p53 genu reaguji na stresovou aktivaci spiSe senescenci nebo
apoptézou, naproti tomu u normalnich bunék dochazi k docasné zastavé
bunécného cyklu v G1 nebo G2 fazi. Mutacni vyfazeni p53 vede k vyrazeni
adekvatni reakce a maligni burika trvale proliferuje. Normalné funkéni p53 je
tedy zasadnim faktorem zabranujicim nadorové transformaci. Neregulovana
aktivita p53 za fyziologickych podminek by byla kontraproduktivni a
nebezpeclnd, nebot by vyluCovala déleni bunék a tedy i jejich obnovu a
zaji$téni homeostazy organismu. Cinnost p53 je kontrolovana specifickymi
inhibitory MDM2 a MDM4. MDM2 je ubikvitni ligdza, ktera indukuje jeho
proteolytickou degradaci, MDM4 rusi jeho schopnost transkripéni aktivace

cilovych gen.

BRCA1, BRCA2

Gen BRCA1 byl detekovan na chromosomu 17q12-21 a pro BRCA2 na
chromosomu 13g12-13. Gen je aktivni predevsim v kancerogenezi karcinomu
prsu, ale BRCA2 se uplatfiuje u malé skupiny pacientll s karcinomem

pankreatu.

DPC4
DPC4 (Deleted in Pacreatic Carcinoma) je lokalizovdn na chromozému
18g21-1 a jeho specifickd funkce neni zcela jasnd. Pravdépodobné se ucastni

kodovani signalnich transduktorli prenasejicich signaly od rodiny proteint
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TGF-beta k receptordm na bunécénych povrsich. Inaktivace DCP4 byly zjiStény
u 50% pankreatickych karcinom(. Ztoho ve 30 % pripadd je inaktivace
zpUsobena homozygotni deleci a ve 20 % pfipad( mutaci jedné alely a ztratou

druhé [33].

MLH1, MSH2

Absence ¢i mutace genl zodpovédnych za opravu replikacnich chyb
v DNA zpUsobuji, Ze vzniklé mutace nebudou opraveny, genetické zmény se
budou rychle v buikkdch hromadit a chybny prepis bude implementovén do

dcefinych bunék c¢astéji a manifestace nadort bude probihat v mladém véku.

2.2.7. Klasifikace
Nezbytna klasifikace pro staging tumordznich |ézi vychazi z doporuceni
UICC/AICC, verze z roku 2009, 7. edice [34] nebo z doporuceni JPS, verze z

roku 2009, 6. edice, které predstavuje sice sloZitéjsi, ale presnéjsi systém [35].

UICC/AJCC staging — 7. edice z roku 2009
Anatomické sublokalizace
1. C25.0 Hlava pankreatu (N&adory hlavy pankreatu jsou ty, které
vychazeji napravo od levého okraje vena mesenterica superior.
Processus uncinatus se povaZuje za ¢ast hlavy pankreatu.)
2. C25.1 Télo pankreatu (Nadory téla pankreatu jsou ty, které vychazeji
mezi levym okrajem vena mesenterica superior a levym okrajem aorty)
3. C25.2 Kauda pankreatu (Nadory kaudy pankreatu jsou ty, které
vychazeji mezi levym okrajem aorty a hilem sleziny)
4. C25.3 Pankreaticky vyvod

5. C25.4 Langerhansovy ostrlivky (endokrinni pankreas)
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TNM klasifikace

T - Primarni nador

X Primarni nador nelze hodnotit

TO Bez zndmek primarniho nadoru

Tis Karcinom in situ (zahrnuje téz pankreatickou PIN stp.lll)

T1 Ndador omezen na pankreas, do 2 cm v nejvétSim rozméru

T2 Nador omezen na pankreas, vétsi nez 2 cm v nejvétSim
rozmeru

T3 Nador se Sifi mimo pankreas, nepostihuje vSak truncus
coeliacus nebo arteria mesenterica superior

T4 Nador postihuje truncus coeliacus nebo arteria mesenterica

superior

Regionalni mizni uzliny

Regiondlni mizni uzliny peripankreatické, které mohou byt rozdéleny

nasledovné:

Horni Nad hlavou a télem pankreatu

Dolni Pod hlavou a télem pankreatu

Predni Pfedni pankreatikoduodenalni, pylorické (pouze pro nadory
hlavy pankreatu) a horni mezenterické

Zadni Zadni pankreatikoduodenalni, kolem choledochu a horni
mezenterické

Lienalni V hilu sleziny a kolem kaudy pankreatu (pouze pro nadory téla
a kaudy pankreatu)

Coeliacké (pouze pro nadory hlavy pankreatu)
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N — Regionalni mizni uzliny

NX Regionalni mizni uzliny nelze hodnotit
NO Regionalni mizni uzliny bez metastaz
N1 Metastazy v regionalnich miznich uzlinach

N1A: postiZzeni jedné regionalni uzliny
N1B: postizeni vice regionalnich uzlin

M - Vzdalené metastazy

MX Vzdalené metastazy nelze hodnotit
MO Bez vzdalenych metastaz
M1 Vzdalené metastazy

Stadia karcinomu pankreatu

Stadium O Tis NO MO
Stadium 1A T1 NO MO

IB T2 NO MO
Stadium A |T3 NO MO

1B T1-3 N1 MO
Stadium Il T4 Jakékoliv N MO
Stadium IV Jakékoliv T Jakékoliv N M1

Klasifikace JPN 6. edice z roku 2009

T — primarni nador

T1 Nadory SO, RPO, AO, DUO, CHO,1:

T1a: nadory mensi nez 2 cm v nejdelSim rozméru

T1b: nadory vétsi nez 2cm v nejdelSim rozméru
T2 Nadory splnujici jedno nebo vice kritérii:

S1, RP1, PV1, A1, DU1,2,3, CH2,3 bez ohledu na velikost
T3 Nadory splfujici jedno nebo vice kritérii:

S2,3, RP2,3, PV3,3, A2,3 bez ohledu na velikost
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Invaze na serdzu

RP Invaze do retroperitonea
PV Invaze do portalni Zily

DU Invaze do stény duodena

A Invaze do artérii

CH Invaze do ductus choledochus
P Diseminace na peritoneum
H Metastatické postizeni jater
Index O Invaze nepfitomna

Index 1 Suspektni invaze

Index 2 Jista invaze

Index 3 Masivni invaze

N — Regionalni mizni uzliny

NO

bez metastaz

N1

Metastdzy do skupiny primarnich lymfatickych uzlin uloZenych
v blizkosti

Nadoru

N2

Metastazy do sekundarnich lymfatickych uzlin mezi N1 a N3

N3

Metastazy do tercidlnich, juxtaregionalnich lymfatickych uzlin

Prava kardie

Leva kardie

Podél malé kurvatury

Podél velké kurvatury

Suprapyloricky

Infrapyloricky

Podél a.gastrica l.sin.

0| Nl o v | W N

Podél a.hepatica communis
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8a

Anterosuperior

8b Posterior

9 Podél truncus coeliacus

10 V hilu sleziny

11 Podél a.lienalis

12 V ligamentu hepatoduodenale
12h V porta hepatis

12a Podél a.hepatica

12al Superior

12a2 Inferior

12p V pozadi od v.portae

12p1 Superior

12p2 Inferior

12b Podél ductus hepaticus

12b1 Superior

12b2 Inferior

12c Podél ductus cysticus

13 Na zadni strané hlavy pankreatu
13a Nad Vaterskou papilou

13b Pod Vaterskou papilou

14 V mesenteriu

14A Podél a.mesenterica superior
14a Na zacatku a.mesenterica superior
14b Podél a.pancreaticoduodenalis inf.
14c Na zacatku a.colica media

14d Podél prvni jejunalni klicky

14v Podél v.mesenterica superior

15 Podél v.coeliaca media

16 Podél aorta abdominalis

16al Podél hilus aorticus diaphragmae
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16a2 Mezi horni casti coeliackého trunku k dolnimu okraji levé
renalni zily

16b1 Od dolniho okraje levé renadlni Zily khornimu okraji
a.mesenterica inf.

16b2 Od dolniho okraje a.mesenterica inf. k bifurkaci aorty

17 Na predni strané hlavy pankreatu

17a Nad Vaterskou papilou

17b Pod Vaterskou papilou

18 Podél dolniho okraje téla a kaudy pankreatu

NO Bez pfitomnosti metastaz

N1 Metastazy do prvni skupiny lymfatickych uzlin: 13ab,17ab

N2 Metastazy do druhé skupiny lymfatickych uzlin: 8a, 8p, 12ab,
12p, 14p, 14d

N3 Metastazy do treti skupiny lymfatickych uzlin zahrnujici oblast

coeliackého trunku, liendlni artérie, hilu slezinného a podél
a.coeliaca media: 16a2, 16b1, 18)

M - Vzdalené metastazy

MO

Vzdalené metastazy nepfitomny

M1

Vzdalené metastazy jsou pfitomny, véetné postiZeni peritonea

nebojater

Stadia karcinomu pankreatu

Stadium 1 Tla NO MO
Stadium Il T1la N1 MO
Tib NO,1 MO
Stadium I Tla,b N2 MO
T2 NO,1 MO
Stadium IV a Tla,b N3 MO
T2 N2 MO
T3 NO, 1 MO
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Stadium IV b T2 N3 MO
T3 N2, 3 MO
Jakékoliv T Jakékoliv N M1
Mo, PO, HO
T NO N1 N2 N3 M1 nebo P1, 2,

3neboH], 2,3

Tla I I 1] IV a IVb
Tlb Il I 1] IV a IVb
T2 I 1] IVa IV b IVb
T3 IV a IV b IVb IV b IVb

2.2.8. Soucasné moznosti lécby, trendy a vychodiska

Radikalni chirurgicka resekéni operace (RO) je vsoucasnosti jedinou
potenciondlné kurabilni modalitou. | tato modalita je vSak vhodna jen pro 15-
20 % pacientll z celkového poctu postizenych karcinomem pankreatu [36,37].
Resekce pankreatu je bezpecna operace s nizkou mortalitou, ale Spatnou
progndézou a neuspokojivym dlouhodobym prezivanim a je zatizena vysokou

morbiditou.

PDE (proximalni duodenopankreatektomie)

Nejrozsitenéjsi typ operacniho vykonu vychazi z pGvodni operace dle
Whipple (A.O.Whipple 1881-1963) s resekci distalni casti Zaludku,
modifikovana podle Traverso-Longmire (1978) zachovdvajici pylorus
s lymfadenektomii. Standardni PDE zahrnuje v prvni fazi vyjmuti hlavy
pankreatu, Zluéniku, ductus choledochus a duodena asi 2-3 cm aboralné od
pyloru. V pribéhu lymfadenektomie je odstrafiovdna pojivova tkan od
jaterniho hilu podél ligamentum hepatoduodenale, v. portae, v.mesenterica a

arteria mesenterica, déle podél a.hepatica communis az k truncus coeliacus.

-35-




Néktera pracovisté zahajuji tuto operaci kocherizaci duodena. Druha,
rekonstrukéni faze, spociva v nasiti pankreatojejuno/gastroanastomozy,
hepatikojejunoanastomdzy a duodenojejunoanastomdzy ¢i gastrojejuno-

anastomozy.

DPE (distalni pankreatektomie)

Je indikovana v ptipadé lokalizace tumoru pankreatu v téle ¢i kaudé.
Jednd se o technicky jednodussi vykon oproti PDE, pfi kterém je resekovana
levostranna cast zlazy od linie kréku pankreatu s naslednou lymfadenektomii a

splenektomii.

TPE (totdlni pankreatektomie)

Byvd doporucovana zd(lvodu onkologické radikality pfi centralni
lokalizaci tumoru ¢i multifokdlnim tumoru. PFrindsi vsak wvyssi vyskyt
komplikaci, vznik diabetu a nutnost Uplné substituce i exokrinnich funkci.

Elektivni TPE z jinych dlivodd neni doporucovana.

Paliativni operace
Indikace k paliativni [é¢bé sméfuje ke zlepSeni kvality Zivota a odstranéni
nejzavaznéjsich symptom( pokrocilého onemocnéni — obstrukéniho ikteru,

poruchy evakuace Zaludku a bolesti.

Chemoterapie a radioterapie

Ve spektru |é¢by karcinomu pankreatu se uplatiuji tyto modality
v zavislosti na stadiu onemocnéni.

Stadiu | karcinomu pankreatu jednoznaéné dominuje radikalni operacni
vykon. Indikace pro adjuvantni chemoradioterapii je sporna a nejednoznacna,
benefit pro pacienta je nizky a vyznamné nezlepsSuje celkové preziti.

Také ve stadiu Il je zdsadni Ié¢ebnou metodou radikalni resekéni vykon.
Lze o ni uvazovat v pripadé potencidlné resekabilniho onemocnéni s cilem
zvysit pravdépodobnost dosazeni RO resekce, standardni neoadjuvantni rezim

vSak dosud nebyl stanoven.
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Adjuvantni radioterapie po radikalni operaci, s cilem snizZit riziko
rekurence onemocnéni, podavana konkomitantné s chemoterapii na bazi 5-
fluorouracilu nebo gemcitabinu, je moZnou modalitou standardni [éCby.
Ve stadiu lll nadord pankreatu je jen nepatrnd cast pacientl, u kterych je
tumor technicky resekabilni. VétsSinou je vSak u téchto pacientl provadén
paliativni biliodigestivni bypass cestou endoskopickou, radiologickou pfipadné
chirurgickou, s nebo bez gastroenteroanastomodzy. U pacientl s vyraznym
algickym syndromem jsou vyuzivany postupy k tlumeni bolesti jako je
alkoholizace splanchnickych nervli 50% alkoholem, blokdda ganglion
coeliacum ¢&i torakoskopicka splanchnicektomie.

Paliativni operacni vykon je opét dopliovdn konkomitantni
chemoradioterapii s 5-FU nebo systémovou paliativni chemoterapii s
gemcitabinem ve stejném reZimu. Gemcitabin je analog nukleosidu se
strukturou podobnou cytosin arabinosidu a je velmi silny radiosenzibilizator, v
soucasnosti je standardem |écby pokrocilého a metastazujiciho onemocnéni
[38].

Stadium IV nadord pankreatu je v podstaté inkurabilni. Soucasna
chemoterapie vykazuje u téchto nddor( nizkou terapeutickou odpovéd a
minimalni vliv na délku preziti.

Od roku 2006 je dispozici biologicka |écba s erlotinibem (Tarceva) v
kombinaci s gemcitabinem pro |écbu nemocnych s metastazujicim
karcinomem slinivky bfiSni. Erlotinib inhibuje signdlni cestu lidského
epidermalniho rdstového faktoru receptor | (EGFR/HER1) a zplsobuje tak
pokles rastu tumoru, sniZzeni metastatického potencidlu a potencuje
protinddorovy Uc¢inek gemcitabinu [39]. Léc¢ba s kombinaci erlotinib +
gemcitabin oproti l1éCbé se samotnym gemcitaibnem signifikantné prodluzuje
medidn preziti pacientd s metastatickym onemocnénim pfriblizné o 1 mésic
bez zhorSeni kvality Zivota nemocnych. LepSich vysledkl terapie bylo
dosaZzeno u pacientll, u kterych se objevila koZni vyrazka (rash), tito pacienti
méli statisticky vyznamné delSi dobu celkového preziti nez nemocni bez

projeva vyrazky.
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Zkouseny jsou i jiné reZimy, napfiklad FOLFIRINOX (oxaliplatina, 5-
fluorouracil, irinotekan a leukovorin), u kterého bylo dosazeno medianu
preziti 11,1 mésicq, ale rezim se vyznacuje enormné vysokou toxicitou a davky
je témér vidy nutno redukovat [40]. DalSim slibnym reZzimem je kombinace
gemcitabinu a nab-paklitaxelu (paklitaxel vazany na albumin - Abraxane®)

[41].

Vychodiska

Objev genl asociovanych s familidrnim karcinomem slinivky bfisni
vyznamné prispiva k pochopeni pfirozeného pribéhu onemocnéni a umoznuje
pro jedince s timto vysokym rizikem individualizovanou lé¢bu prostfednictvim
genetického screeningu a poradenstvi.

Vyvoj geneticky upravenych mysich modeld karcinomu pankreatu ma
obrovsky potencial k objasnéni dalSich mechanismU karcinogeneze a odhaleni
novych funkci identifikovanych kandidatnich genl pro molekularné cilenou

lécbu [42].

2.3. Minimalni rezidualni choroba MRD (minimal residual disease)
2.3.1. Soucasné moznosti stanoveni minimalni rezidualni choroby u

karcinomu pankreatu

Minimalni rezidudIni nemoc zplisobena Sifenim nadorovych bunék do
krevniho obéhu a to bud pred, nebo v pribéhu chirurgického vykonu je
obecné pfijimana jako hlavni divod ¢asnych metastdz a lokalni recidivy u
karcinomu pankreatu [43,44]. Soucasné vSak existence nadorovych bunék v
krevnim fecisti nemusi byt nutné spojovana s nevyhnutelnosti metastatického
onemocnéni. Implantace cirkulujicich malignich bunék je nastésti neefektivni
proces a tyto bunky jsou organismem rychle likvidovany [45,46]. Aktivace
koagulace krve béhem operace vsak muze vést ke zvySenému zachyceni

cirkulujicich nadorovych bunék, a imunosuprese zpUsobené chirurgickym
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stresem mUzZe zvySit metastaticky potencial cirkulujicich nadorovych bunék

[47].

Casnad detekce minimalni residudini choroby je proto mnohem
komplexnéjsSim opatfenim, zahrnujicim selekci pacientd s jasnym benefitem
operacniho vykonu, stanoveni prediktivniho faktoru a vcasného zahajeni
multimodalni terapie. K dnesnimu dni je k dispozici pomérné rozsahl3, ale
soucasné znacné rozporuplnda a obtizné srovnatelnd literatura. Jednotlivé
studie a sdéleni se lisi sledovanymi markery s rozdilnou specifitou, metodami

detekce s rozdilnou senzitivitou i zdrojovou lokalitou vzork.

2.3.2. Zdroje a metody detekce

Zdroje
K nejcastéji vysetfovanym vzork(m patfi lymfatické uzliny [48], kostni
dfen [49,50], portdlni nebo periferni krev [49,52] a peritonedlni lavaz

[50,51,52,53,54].

Vysetieni lymfatickych uzlin

Mira detekce Sifeni nddorovych bunék v lymfatickych uzlinach byla u
karcinomu pankreatu popsana v rozmezi od 44 % do 68 %. Nékteré prace
povazuji postizeni lymfatickych uzlin, bez rozdilu jejich poctu, lokalizace di
rozsahu operacéniho vykonu, za prikaz systémového onemocnéni, a tudiz bez
prognostického vyznamu [55,56]. Scheuemann a spol. vySetiovali lymfatické
uzliny na pfitomnost EpCAM-pozitivnich bunék a zjistili, Ze jejich detekce je
nezavislym prognostickym faktorem pro délku obdobi bez relapsu i celkové
preziti, pficemz pritomnost EpCAM signalizuje spiSe vzddlené metastatické

postizeni nez lokdlni recidivu [48].
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Vysetreni kostni dfené

RGzné studie se zaméfily na detekci Sifenych pankreatickych
nadorovych bunék v kostni dfeni. | kdyZz byla popsana pozitivni mira detekce
mezi 24% a 58% pro rizné markery, detekce nadorovych bunék v kostni dreni
nekoreluje se stadiem nddoru a neni tudiz nezdvislym prognostickym

markerem [50].

Vysetreni portalni nebo periferni krve

Detekci nadorovych bunék v systémové ¢i portdlni krvi pro snadnou
dostupnost zvolila fada autord, vzorky krve byly odebirany pfed operacnim
vykonem a v jeho prlibéhu. Soeth a spol. zjistovali pozitivni nadorové buriky
prostfednictvim detekce CK 20 u pacient(l s duktalnim karcinomem pankreatu
v kostni dfeni a vendzni krvi. Prevalence izolovanych nadorovych bunék v krvi
se zvySovala vyznamné se stadiem karcinomu pankreatu dle UICC a nadorové
bunky byly zjistitelné v obéhu v pomérné ¢asném stadiu nemoci. Analyzy
preZiti pacientl po resekci prokazaly prognosticky dopad detekce CK 20
pozitivnich bunék v kostni dfeni a nebo v krvi [49].

Klos a spol. referuji o pozitivni korelaci mezi expresi EGFR v portalni krvi
a klinickym stadiem (p<0,006), expresi EGFR v portdlni krvi a stupném
diferenciace primarniho tumoru (p<0,045), Bylo prokazano statisticky
vyznamné kratsi prezivani u pacientl s pozitivitou hTERT v systémové a

portalni krvi [52].

Lavaz dutiny bfisni

MuUzZe byt provedena v pribéhu operacniho vykonu, ale také pred nim
a po ném. Zde je jasnou nevyhodou invazivita. K peritonealni lavazi je pouzit
fyziologicky roztok, odebird se pfriblizné 200 ml do pripravenych sterilnich

lahvi, které obsahuji Zivné médium.
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Metody detekce

Klasické histopatologické vysetieni lymfatickych uzlin

NejstarSi metodou je rutinni histopatologické vySetreni lymfatickych
uzlin. Vysetreni je zdlouhavé, pracné, nakladné, material je nutno zpracovat
kompletni. Metoda je spojena s vysokym poctem prehlédnutych pozitivnich
nalezl a informace je omezena pouze na lokalni zdroj navic zatizena znacnym
podilem subjektivniho hodnoceni, zejména v prechodnych a ne zcela

typickych ptipadech.

Imunocytochemické metody

Pro detekci izolovanych nadorovych bunék jsou Siroce pouzivany dva
odlisné pfistupy: imunocytochemické (ICC) a molekularné biologické metody.
Imunocytochemické metody jsou stale standardni metodou pro detekci
nadorovych bunék, ale v poslednich letech dochdzi k rychlému rozsifeni
pouziti molekuldrnich metod zaloZzenych na PCR pro detekci izolovanych
nadorovych bunék v hematologickych tekutinach.

Obecna omezeni imunocytochemickych testl spocivaji v ponékud
subjektivnich kritériich vysetfujiciho, ktery musi rozliSovat mezi skute¢nymi
nadorovymi burikami, pokud jsou pfitomny, a laboratornimi artefakty (faleSné

pozitivni nalezy).

Molekularné biologické metody
RT-PCR

PCR (polymerase chain reaction) byla vyvinuta v Cetus Corporation v
Emeryville v Kalifornii a v roce 1985 byla Kary B. Mullisem uvedena do praxe.
Principem metody je enzymaticka amplifikace DNA in vitro syntézou mnoha
kopii vybrané sekvence DNA v cyklické reakci o tfech teplotnich fazich
(denaturace, hybridizace a syntéza chybéjiciho komplementdrniho udseku
DNA). Pomoci této metody mlzeme detekovat RNA pfitomnou ve vzorku
(napf. mRNA). V prvnim kroku dojde k prepisu RNA do cDNA (complementary
DNA) pomoci RNA-dependentni-DNA-polymerasy (reversni transkriptasy).
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RNA je nasledné z hybridu RNA-DNA odbourdna, takZe zUstane jen Cista cDNA.
cDNA muze byt nasledné pouzita pro sekvenaci nebo dale amplifikovana Taq
polymerasou v dalSi PCR. Opakovanim tohoto procesu se logaritmicky vytvari
aZz miliarda kopii useku cilové molekuly. Produkty PCR se nazyvaji amplikony a
jsou to useky DNA definované délky, jejichz velikost se pohybuje obvykle v
desitkach ¢i tisicich par( bazi (bp). Pro PCR je nékolik nezbytnych komponent(
pro prubéh reakce: Vzorek DNA, obsahujici zkoumany usek, syntetické
primery, smés vSech ¢ty deoxynukleotidtrifosfatl, Mg2+ ionty, Taq
polymerdzu a PCR pufr. Reakéni objem se obvykle pohybuje mezi 10 a 100pl.
lonty Mg2+ maji v reakéni smési funkci kofaktor(l. Tvofi rozpustny komplex s
jednotlivymi 2’-deoxyribonukleosid-5"-trifosfaty (dNTP) rozpoznavany DNA-
polymerdzou. JelikoZ horecnaté ionty reaguji nejen s dNTP, ale i s templdtovou
DNA, EDTA a dalSimi chelata¢nimi Cinidly a také s primery, je potfeba ve
vétsiné pripadl stanovit pro kazdou aplikaci optimalni koncentraci Mg2+ iont(
empiricky.

Real-Time RT-PCR (jednokrokova reverzné transkripéni-polymerazova
fetézova reakce s detekci produktu v case), kvantifikuje pocatecni mnozstvi
templatu nejspecifictéji, nejcitlivéji a nejreprodukovatelnéji. Principem této
metody je sledovani vznikajiciho produktu v pribéhu celé PCR mérenim
narUstu fluorescence. Jak jiz bylo vySe zminéno, nejcastéji se pouzivaji
interkalacni fluorescenéni barviva a fluorescenéni sondy. Pfi pouziti
hydrolyza¢nich sond se nejcastéji vyuzivaji RNA sondy s fluorescenénim
zaricem a zhdasecem fluorescence. Sonda v pribéhu replikace hybridizuje s
usekem uvnitf amplifikované sekvence, nasledné je diky 5 -> 3’
exonukleasové aktivité Taq polymerasy odstranén zhasec a tim je umoznéna
fluorescen¢ni detekce produktu. Nejcastéji pouzivanou takovouto sondou je
TagMan. Existuje nékolik mozZnych pfistupl vyuzZivajicich rdzné reakéni
chemismy (TagMan probes, molecular beacons, scorpions). Namérena data
jsou automaticky normalizovdna, aby mohla byt vynesena v rozsahu 0-100%
do grafu zavislosti fluorescence na poctu cykld. Velmi dilezitym parametrem
je i CT (,threshold cycle”), cyklus, ve kterém emise fluorescence prekroci

uzivatelem zafixovany prah.
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Pro vyzkum jsou velmi dllezZité tyto prednosti PCR: relativné kratké
trvani celého procesu, potfeba malého mnozstvi DNA, vysokd citlivost a
skutecnost, Zze DNA muUZe byt velmi stard a degradovanda. Mezi nevyhody PCR
patfi: Vysoka citlivost, stava se, Ze pravé vysokd citlivost PCR zpUsobi, Ze
kontaminace jedinou “jinou” molekulou nese za nasledek faleSnou pozitivitu,
a potreba poznani sekvenci bazi amplifikovaného useku molekuly DNA a nebo
minimalné primer(. Problém PCR analyzy je specificita a reprodukovatelnost
rGznych metod popsanych v literatufe. Specifita je negativné ovlivnéna

vysokou citlivosti RT-PCR metody.

2.3.3. Markery vhodné k stanoveni minimalni rezidudlni choroby u

karcinomu pankreatu

Pro detekci okultnich nadorovych bunék byla zvolena nepfima metoda
detekce zaloZena na expresi nadorové specifickcyh genli metodou real-time
PCR. Je to metodika nepfim3d, vyuZivajici faktu, Ze bunky mesenchymalniho
pGvodu vétsinou neexprimuji markery epitelidlnich nadord. Tyto markery musi
spliovat nékolik podminek. Mély by mit velmi vysokou a vyluc¢nou expresi v
daném karcinomu, potazmo v uvolnénych CTCs a naopak nulovou nebo
minimalni expresi v testovaném kompartmentu. A to proto, aby exprese
markeru v jednotlivych okultnich nadorovych burikach byla zachytitelna i na
pozadi milidnu nenadorovych bunék. Tedy miru exprese specifického
markeru, od které si miZeme byt s vysokou pravdépodobobnosti jisti, Ze nds
nepfimo informuje o pfitomnosti nadorovych bunék ve vzorku. O vybranych
markerch vime, Ze se specificky exprimuji pravé u nador( pankreatu a maji

minimalni expresi v bunkach mesenchymalniho plvodu.

CEA
CEA — onkofetadlni glykoprotein s molekularni hmotnosti 180-220 kDa a
vysokym obsahem sacharidl asi 55%. Lidska CEA genovd rodina sestava z 29

genll umisténych na chromozomu 19, z nichZ 18 je aktivné transkribovano. Ve
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fetalnim séru je prokazatelny jiz od 8.tydne gravidity a jeho produkce stoupd
do maxima kolem 22.tydne téhotenstvi. V dospélosti je v organismu
syntetizovan jen v minimalnim mnozZstvi burikami sliznice stfev, Zaludku a
bronch(. Jedna se o vazebny protein bunécného povrchu s pravdépodobnou
roli v procesu bunécné adheze. Predpokladd se, ze funkci CEA je predevsim
plsobit jako repulsni molekula zabranujici kontaktu mezi bunkami, exprese
téchto molekul na povrchu nadorovych bunék pak muze usnadnovat jejich
migraci a motilitu, tj. tvorbu metastaz.

Jako nadorovy antigen je CEA ve zvySené mife exprimovan u vice nez
95% nador(l gastrointestindlniho traktu, pficemz jeho vyskyt je vazan na lépe
diferencované sktruktury epitelidlnich bunék téchto nador(, v anaplastickych
nadorech obvykle chybi. CEA byl testovan ve studiich zabyvajicich se detekci
cirkulujicich nadorvych bunék (CTCs) hepatobilidrni oblasti [56]. Pfi analyze
nutno brat v dvahu skuteénost, Ze zvySend hladina CEA je rovnéz
zaznamendana u benignich chorob jako je chronické onemocnéni jater,
pankreatu, renalni insuficience a silnych kurak(, u nichz v 10% pfipadtd mize
dosahovat aZ patologickych hodnot. Eguchi et al prokazali za pouziti RT-PCR
pozitivitu CEA v 21.7% nemocnych s karcinomem pankreatu a tito nemocni

Ill

méli horsi — kratsi ,,recurrence free interval” a kratsi celkové preziti [57].
EGFR

EGFR — receptor epidermalniho rastového faktoru - je
transmembranovy receptor tyrosin kindzy, kterd hraje hlavni roli v regulaci
bunécného déleni a smrti. EGFR patfi do rodiny HER receptor( (4 pribuzné
proteiny), o nichZ je znamo, Ze jsou aktivovany vazbou na rzné ligandy
(napriklad EGF, TGFA, heparin vazajici EGF podobny rlstovy faktor,
amfiregulin, betacellin). EGFR je rovnéz lokalizovan na povrchu bunék a po
aktivaci funkéné aktivnich heterodimer( (EGFR-HER2, EGFR-HER3, EGFR-HER4)
nebo homodimeru (EGFR-EGFR) je indukovana aktivace tyrosin kindza, coz
vede autofosforylaci receptoru na vice tyrosinovych zbytkl. Tento proces
vede ke spusténi intraceluldrni signalni kaskdady ovliviujici genovou

transkripci, coz ma za nasledek proliferaci nadorovych bunék, snizeni
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apoptdzy, stimulaci procesu invaze a metastazovani a rovnéz podporuje
tumorem indikovanou angiogenezi. EGFR je transmembranovy receptor, ktery
se ve zvySené mife produkuje u pacientd s nékterymi typy nador(.
Kolorektdlni karcinom exprimuje EGFR ve zvySené mife v 72 — 82% a v
pripadech metastatického onemocnéni az v 89%. EGFR je vyuzivan jako
marker nadorovych bunék, nebot jeho abnormalné vysoké hladiny byly
detekovany na povrchu mnoha typd rakovinnych bunék, mimo jiné i u
epitelidlnich karcinom( GIT, véetné tumoru pankreatu, pficemz exprese EGFR
byla vys$si na duktdlnich bunkach pankreatu ve srovnéani s burikami acinarnimi

[58].

hTERT
Starnuti bunék je zplsobeno postupnym zkracovanim specifickych
zakoncéeni chromozom( — telomer — pti kazdém mitotickém déleni. Dosahne-li
telomera uréité minimalni délky, pfestava se bunka dale délit a umira.
Nadorové bunky nemaji tento replikacni limit diky ribonukleoproteinu
telomeraze. Telomeraza je enzym pusobici jako reverzni transkriptaza, ktery je
schopen prodluZzovat telomery v dostatecné délce nastavenim druhové
specifickych sekvenci DNA (pro humanni telomery je to sled bazi TTAGGG),
coZ zajistuje malignim bunkam ,nesmrtelnost”. Jeji aktivita pfimo koreluje s
expresi jeji katalytické podjednotky — humane telomerase reverse
transcriptase (hTERT). Vzhledem ke skutecnosti, Ze hTERT je exprimovana az u
85-90% lidskych malignit a Ze existuje velmi Uzka souvislost mezi aktivitou
telomerdzy a malignim potencionalem malignich bunék, jevi se stanoveni
hladiny hTERT jako nadéjny marker malignity. Bylo prokdzano, Zze hTERT je
schopna vyvolat odpovéd cytotoxickych TL u mnoha nadorovych onemocnéni
vCetné karcinomu pankreatu.
Je povazovana za negativni prognosticky parametr pro pankreaticky
karcinom, ackoliv nizsi hodnoty exprese byly spojeny s hor$im prezivanim nezli

vys$Si hodnoty exprese hTERT [59].
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2.3.4. Vyznam stanoveni minimalni rezidudlni choroby pro

onkologickou praxi.

Jako minimalni residudlni chorobu tedy chdpeme pfitomnost
nadorovych bunék cirkulujicich v organismu pacienta, u kterého byl Uspésné
odstranén primarni nador a soucasné nejsou ziejmé znamky nadorového
onemocnéni. Detekci MRD je mozno také vyuzit k monitoringu Uspésnosti
adjuvantni chemoterapie nebo monitoringu onkologickych pacient(i obecné.
Vramci klinickych studii lze vyuzit MRD ksledovani uacinku novych

protinddorovych molekul, ¢i jejich kombinaci.
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7 vz

3. Experimentalni cast

3.1. Cile prace
1. Posouzeni vyznamu CEA, hTERT a EGFR v detekci adenokarcinomu
pankreatu metodou RT-PCR
2. Stanoveni cut-off hodnot markert GEA, EGFR, hTERT v brisni lavazi
3. Vyhodnoceni predikce Iécebnych vysledkG u adenokarcinomu
pankreatu
Expresi marker(l lze stanovit u pacientll s karcinomem pankreatu v
periferni a portalni krvi, kostni dfeni a v peritonedlni lavazi. Ze spektra
dostupnych markerd nutno stanovit takové substance, které s dostatecnou
senzitivitou a specifitou mohou diskriminovat mezi burfikami malignimi a
burikami nemalignimi. Dale je nutno standardizovat metodu real-time RT-PCR

pro detekci téchto markerd.

3.2. Material a metoda

Kvysetfreni byly pouZity vzorky peritonedlni lavaZze odebrané
peroperacné u skupiny pacientl s karcinomem pankreatu. Ve skupiné bylo 87
pacientld, pramérny vék 65 let s pomérem muzil a Zen 1,2:1. Odbér byl
provadén v celkové anestézii v prlbéhu operacniho vykonu. Pacient byl
stouto skutecnosti seznamen a podepsal informovany souhlas, jenz byl

schvalen Etickou komisi FN v Olomouci.

3.2.1. Material a jeho odbér

Vzorek peritonedlni lavaze je odebiran na pocatku operaéniho vykonu
ihned po provedeni laparotomie. Do dutiny bfisni je aplikovano cca 300 ml
fyziologického roztoku temperovaného na télesnou teplotu 37°C, ktery po
dobu 5 minut omyva peritoneum a organy dutiny bfiSni a nasledné je 200 ml
lavaZe odeslano ve specidlni nddobé s Zivnym mediem — fetdlni bovinni sérum

a EDTA - k vySetfeni do laboratore.
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Obr. 4. Odbér vzorku peritonealni lavaze

Vzorky peritonedlni lavaze byly ziskdny u 87 nemocnych s pokrocilym
adenokarcinomem pankreatu a u 24 kontrolnich subjektl pouzitim 100ml
fyziologického roztoku (phosphate buffered saline, pH=7,2) ihned po otevieni
bfisni dutiny ¢i v uvodu laparoskopického vykonu. Peritonedini lavaz byla
ziskdna aspiraci do sterilni stfikacky a poté pfenesena do transportnich lahvi
obsahujicich 1,5 ml 0,5M EDTA a 10 ml fetalniho bovinniho séra. Odebrany
materidl byl nasledné ihned transportovan do Laboratofe experimentalni

mediciny.
3.2.2. Zpracovani materialu
RNA purifikace a reverzni transkripce
Celkovd RNA byla izolovdna ze sedimentu peritonedlni lavaze fenol-

chloroformovou metodou za pouziti kitu TRI Reagent (Molecular Research

Center, Cincinnati, OH, USA), postupovalo se dle ndvodu vyrobce. Pro reverzni
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transkripci byl pouzit 1ug ziskané RNA, po inkubaci s ndhodnymi hexamery
(Promega, Madison, WI, USA) byla provedena reverzni transkripce za pouziti
RevertAid Moloney Murine Leukemia Virus reverzni transkriptazy (Fermentas,

Vilnius, Lithuania).

Real-time PCR

Real-time PCR amplifikace 100ng cDNA ziskané reverzni transkripci
byla provedena na pfistroji Rotor Gene 3000 (Corbett Research, Sydney,
Australia). Pro amplifikaci karcinoembryonadlniho antigenu (CEA, NM 004363),
receptoru pro epidermalni rlstovy faktor 1 (EGFR, NM 005228) a lidskou
telomerazu (hTERT, NM 198253) byly navrZeny specifické primery a tag-man
sondy (Generi-Biotech, Hradec Kralové, Ceskd republika). Samotna PCR reakce
byla amplifikovand polymerazou HotStart Taq Polymerase (AB Gene, Epsom,
UK). Pro absolutni kvantifikaci byly pfipraveny plazmidové standardy pCR 2.1
Topo (Invitrogen, Carlsbad, California, USA), které v fedéni slouzily k sestaveni
kalibracni kfivky. Zmérené hodnoty genové exprese testovanych markertd byly
normalizovany jak na mnoiZstvi RNA vstupujici do reverzni transkripce, tak
vzhledem k expresi housekeepingového genu glyceraldehyd-3-fosfat

dehydrogendzy (GAPDH).

3.2.3. Statistické zpracovani

Statisticka analyza

Prahové, cut-off, hodnoty exprese CEA, EGFR a hTERT v peritonealni
lavazi byly stanoveny jako aritmeticky primér plus dvojnasobek smérodatné
odchylky v souboru kontrolnich zdravych subjekt(. Exprese testovanych
markerd u pacientd s adenokarcinomem pankreatu byly srovnany s
hodnotami v kontrolnim souboru prostfednictvim Wilcoxonova exaktniho
dvouvybérového testu. Obé skupiny jsou porovnany rovnéz graficky
prostfednictvim krabicovych grafli s vyznacenou prahovou hodnotou. Pro

statistické vypocty a grafy byly pouZity softwary R (www.r-project.org) a

STATISTICA (StatSoft, Inc., USA).
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3.2.4. Soubor pacientu

Pacienti s adenokarcinomem pankreatu

Do studie bylo zafazeno 87 pacientli operovanych na I. chirurgické
klinice FN Olomouc v letech 2007-2010 pro duktalni adenokarcinom
pankreatu ve stadiu Ill - IV (UICC) — lokalné inoperabilni ¢i generalizovani, u
nichz byl proveden paliativni vykon (bypassova operace, odbér biologického
materialu pro naslednou onkologickou lé¢bu) a zaroven byl ziskan material z
lavaze dutiny bfisni. Diagndza adenokarcinomu pankreatu byla ovérena
histologicky a do studie byli zahrnuti pouze pacienti s pooperacnim statusem

R2 vykonu (tab. 1).

Kontrolni skupina

Kontrolni skupinu tvofilo 24 elektivné operovanych pacientd pro
cholecystolithiasu bez znamek akutniho zanétu a bez nadorového
onemocnéni ¢i anamnézy nddorového onemocnéni, u nichZ byla provedena v
uvodu vykonu lavaz dutiny bfisni (tab. 1). Studie byla schvalena Etickou komisi

Fakultni nemocnice v Olomouci, pacienti podepsali informovany souhlas.

Pocet Pohlavi Vvék Stadium Grading
Muii Zeny |(medidn) fm v | 1 2 3 ND
Pacienti s
adenokarcinomem 87 49 38 65 26 61| 1 26 44 16
pankreatu (R2)
Kontrolni skupina 24 8 16 50 ND ND|ND ND ND ND

Tab. 1. Charakteristika pacientti (ND nestanoveno)
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3.3. Vysledky

Primérna exprese CEA byla 2501 kopii mRNA/ug RNA, EGFR byla
716749 kopii mRNA/ug RNA a hTERT 104 kopii mRNA/ug RNA v peritonealni
lavazi kontrolni skupiny (tab. 2). Prahové, cut-off hodnoty byly stanoveny jako
»primér + 2x smérodatna odchylka“. Hodnoty absolutni exprese byly dale
normalizovany na expresi house-keepingového genu glycerladehdyd-3-fosfat
dehydrogendzy (GAPDH). Cut-off hodnoty testovanych markerld po
normalizaci byly 4,89 kopii mRNA genu/mRNA GAPDH pro CEA/GAPDH,
115,88 kopii mMRNAgenu/mRNA GAPDH pro EGFR/GAPDH a 0,02 kopii mRNA
genu/mRNA GAPDH pro hTERT.

Bylo provedeno porovnani exprese CEA, EGFR a hTERT mezi kontrolni
skupinou a pacienty s pokrocilym adenokarcinomem pankreatu (R2). V
pfipadé absolutni exprese testovanych markerd, pouze hTERT dokaze
statisticky vyznamné (p<0,001) odliSit obé analyzované skupiny, kdy pacienti s
pokrocilym adenokarcinomem pankreatu (R2) maji vys$i hodnotu exprese
hTERT (obr. 9). Absolutni exprese CEA ani EGFR nedokaze odlisit obé skupiny.

Za vyuziti presnéjsich, normalizovanych hodnot exprese testovanych
markerd, byla prokazana statisticky vyznamné vyssi exprese CEA a hTERT
(p<0,005, resp. p<0,001) u pacientl s pokrocilym adenokarcinomem

pankreatu (R2) v porovndni s kontrolni skupinou (obr. 6 a 10).

Absolutni exprese genu Normalizovana exprese genu
. (kopie mRNA genu/mRNA
(kopie mRNA genu/ug RNA) GAPDH)
hTER
E E E D
Kategorie | CEA EGFR hT GAPDH CEA/GAP  EGFR/GAP T/GA
RT DH H

PDH

Primér 2501 716749 104 125248876 0,49 25,42 0,0023
Smérodat

na 7651 1423099 178 149 229 377 2,20 45,23 0,0078
odchylka

Cut-off | 17800 3550000 460 423700000 4,89 115,88 0,0200

Tab. 2. Cut-off hodnoty exprese CEA, EGFR a hTERT v peritoneadlni lavazi
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Wilcoxon exact test, p-value=0.145
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Obr. 5. Absolutni exprese CEA (kopie mRNA genu/pg RNA) ve skupiné

kontrol a pacienti s pokrocilym adenokarcinomem pankreatu, prerusovana

linka predstavuje vypoctenou cut-off hodnotu
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Wilcoxon exact test, p-value=0.005
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Obr. 6. Normalizovana exprese CEA (kopie mRNA genu/ kopie mRNA
GAPDH) ve skupiné kontrol a pacientd s pokrocilym adenokarcinomem
pankreatu, pferusovana linka predstavuje vypoctenou cut-off hodnotu
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Wilcoxon exact test, p-value=0.163
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Obr. 7. Absolutni exprese EGFR (kopie mRNA genu/ug RNA) ve skupiné
kontrol a pacienti s pokrocilym adenokarcinomem pankreatu, prerusovana

linka predstavuje vypoctenou cut-off hodnotu
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Wilcoxon exact test, p-value=0.333

1300

1250 .

150

100

EGFR/GAPDH x1000

50

: [ o

control

R2

{ 0 Median

[0 25%-75%
T Min-Max

Obr. 8. Normalizovanad exprese EGFR (kopie mRNA genu/ kopie mRNA

GAPDH) ve skupiné kontrol a pacienti s pokrocCilym adenokarcinomem

pankreatu, pferusovana linka predstavuje vypoctenou cut-off hodnotu
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Wilcoxon exact test, p-value<0.001
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Obr. 9. Absolutni exprese hTERT (kopie mRNA genu/pg RNA) ve skupiné

kontrol a pacienti s pokrocilym adenokarcinomem pankreatu, prerusovana

linka predstavuje vypoctenou cut-off hodnotu
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Wilcoxon exact test, p-value<0.001
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Obr. 10. Normalizovana exprese hTERT (kopie mRNA genu/ kopie mRNA

GAPDH) ve skupiné kontrol a pacientd s pokrocilym adenokarcinomem

pankreatu, prerusovana linka predstavuje vypoctenou cut-off hodnotu
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4. Souhrnné vysledky a diskuse

Vseobecné zndmé neuspokojivé vysledky v |é€bé karcinomu pankreatu
vedou k hledani novych moznych cest reseni. Jednim z charakteristickych rys(
této malignity je skutecnost, Ze az u 80% pacientl v poopera¢nim obdobi
dojde k rozvoji lokalni recidivy ¢i vzdalenych metastaz [60] a pétileté preziti
bez |écby je tristni od 0,4% do 4% [61,62]. Podle aktudlnich informaci se
odhaduje, Ze vroce 2014 byl vUSA nové diagnostikovdan duktalni
adenokarcinom pankreatu u 46 000 pacient(l, a pouze pfiblizné 6% z téchto
pacientl prezije 5 let [63]. Z dostupné literatury lze hledat mozné cesty
zlepSeni vysledk( v ndsledujicich smérech - zlepseni operaéni techniky a
moznosti diagnostiky, ¢asna detekce minimalni residudini choroby, hledani
vhodného markeru schopného diskriminovat pacienty s predikci rozvoje
recidivy nebo metastaz karcinomu pankreatu a hledani rychlé, spolehlivé a
neposledni radé levné metody detekce téchto marker(, navrzeni novych
konceptl adjuvantni terapie a cilené biologické [écby.

ZlepSeni operacni techniky je mozné vyuzitim bezdotykové preparacni
techniky (no-touch isolation technique) a pfipadné extenzivni peroperacni
lavaze dutiny bfisni [64]. Jsou-li v pribéhu operace zachovana spadova cévni
feCisté ztumoru pankreatu, pak pfi manipulaci s nadorem dochazi k Sifeni
malignich bunék do portalni Zily, lymfatickych cév a do dutiny bfisni. Hirota a
spol. operovali ,no-touch” technikou skupinu 8 pacientd a tuto skupinu
komparovali se skupinou 10 pacientli operovanych klasickou technikou. U
vsech pacientl zjistovali a analyzovali odebranou krev z portaini vény pred a
po manipulaci stumorem, paralelné byly vySetfovdny vzorky lymfatické
tekutiny vytlacené z resekované rakovinné pankreatické tkané. Detekce CEA
mMRNA byla pozitivni v 50 % pfipad( operaci béZnou technikou, recidiva ¢inila
90% a median preziti 21,2 +/-5,8 mésice, ve skupiné pacientll operovanych
no-touch technikou se recidiva projevila u 38 % pacientll a medidn preziti
41,5+/-5,6mésice [64]. Presvédcivé vysledky srovnani operacnich technik maji

vsak jen omezeny vyznam, nebot k procesu disseminace pravdépodobné
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dochazi jiz v pfedoperacnim obdobi a moznosti dalSi evoluce operacnich
postupl a technickych modalit jsou prakticky vycerpany.

Detekce minimalni rezidualni nemoci vyvoldva otazku, zda jsou pacienti
skute¢né dostatecné léceni primarnim chirurgickym vykonem nebo zda by
méla byt navrzena neoadjuvantni chemoterapie ¢i radio-chemoterapie. Pro
detekci MRD lze pouzit celou Skadlu metodickych postupt, které se lisi
specificitou, senzitivitou, naklady i pracnosti. Na podkladé zavér(i necetnych
predchazejicich studii jsme zvolili pro odbér vzorkd peritonedlni lavaz, jako
markery byly zvoleny CEA, EGFR a hTERT s detekci na molekuldrni drovni.
Soucasné molekularni metody zaloZzené na PCR jsou nejcitlivéjsi; real time RT-
PCR muze detekovat jako jedna z mala okultni nadorové buriky v 1x10”
burikdch, a je zhruba o dva fady citlivéjsi, nez imunocytochemické metody.
Takto poskytuje vynikajici citlivost a, v zavislosti na pouZitém nddorovém
markeru, i specificitu [51].

Scheunemann a spol. zkoumali imunohistochemicky postizeni
lymfatickych uzlin rutinné odstranénych pfi operacich pro karcinom
pankreatu, které pri histopatologickém vysSetfeni byly oznaéeny jako ,tumor-
free“. V praci prokazuje, Ze izolované nadorové bunky nebo nadorové
bunécné shluky byly detekovany v téchto lymfatickych uzlinach v 32,5%
pfipadl. Z multivariacni analyzy vyplyva, Ze pfitomnost nadorovych bunék v
lymfatickych uzlinach je nezdvislym prognostickym faktorem pro signifikantni
uréeni doby bez relapsu (p=0,03) a celkové preZiti u karcinomu pankreatu
[48].

Hoffmann a spol. analyzovali dynamiku transkripce genu CK-19 metodou
fluorogenni RT-PCR v krvi v pribéhu operacniho vykonu ve vzorcich
paritonealnich lavazi u 30% pacientld a potvrdili, Ze mnoZstvi detekovatelné
CK-19 je vyssi ve srovnani s kontrolni skupinou. Stejnou metodou zjistovali
hladinu CK-19 v peritonealnim vyplachu. Prokdazali nejen, Ze hodnoty CK-19
exprese jsou 10x vysSi u pacientl s karcinomem pankreatu ve srovnani s
pacienty s chronickou pankreatitidou, ale také, Ze prevalence nadorovych
bunék v peritonedlni lavadzi se vyznamné zvySuje se stadiem tumoru a

snizenim diferenciace (p <0,05), a Ze cytokeratin-19 u pozitivnich pacientd ma
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slabou tendenci ke kratSi dobé preziti nez kontrolni skupina (p <0,15).
Desetkrat vyssi hladiny exprese v peritonealni lavazi u pacientl s karcinomem
pankreatu v porovnani s pacienty s chronickou pankreatitidou ukazaly, Ze
kvantitativni fluorogenni RT-PCR je vhodnou metodou pro rozliSovani mezi
malignim a benignim onemocnénim pankreatu. Naproti tomu, cytokeratin 19
mMRNA postrada specificitu pro gastrointestinalni tumory [65].

Soeth a spol. referuji, Zze diseminované nadorové bunky karcinomu
pankreatu mohou byt detekovany na podkladé exprese CK 20 metodou RT-
PCR a Ze ndadorové burky jsou zjistitelné v pomérné ¢asném stadiu nemoci.
Pozitivni detekce CK-20 v kostni dfeni nebo vendzni krvi i u pacientd s
bunécnou differenciaci G1 a G2 je signifikantnim negativnim prognostickym
faktorem pro délku preziti (p=0,045). Analyza prezivani pacientli po resekci
prokdzala statisticky signifikantni prezivani vzhledem k radikalité vykonu
(p=0,0001), stadiu onemocnéni dle UICC (p=0,0011) a prevalenci izolovanych
nadorovych bunék v krvi (p=0,05) [49].

Taniguchi a spol. ve své praci prokazali, Ze CEA mRNA pozitivita ma
dobrou korelaci s agresivni charakteristikou nddoru. Souéasna zjisténi zvySené
frekvence cirkulujicich nddorovych bunék, jak je ukdzano pritomnosti CEA
MRNA v krvi u pacientl s pokrocilym stadiem kolorektalniho karcinomu, je v
souladu s dobfe zndmym pozorovanim, Ze pacienti s lokdlné pokrocilym
onemocnénim maji tendenci k rozvoji metastaz ¢astéji. Doporucuji pouziti RT-
PCR, jako test pro stanoveni hladiny CEA mRNA, jako velmi uZite€ny nastroj
pro detekci nadorovych bunék v periferni krvi pacientd s kolorektalnim
karcinomem, a pfitomnost nddorovych bunék v periferni krvi muze byt
spolehlivym novym prognostickym faktorem [66]. Tento zavér koreluje se
zavéry i jinych autor, mimo jiné i v nasi praci jsme dospéli k zavéru, ze
exprese CEA (p=0,005) v peritonedlni lavazi byla spojena s kratSim celkovym
prezivanim pacientl s karcinomem pankreatu — tedy pfitomnost nddorovych
bunék v peritonedlni lavazi na zakladé exprese CEA predstavuje negativni
prognosticky faktor pro preziti u nemocnych s karcinomem pankreatu.

Publikace zamérené na prognosticky vyznamné hodnoty cirkulujicich

nadorovych bunék (CTCs) metodou PCR v peritonealni lavazi pacientl s
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karcinomem pankreatu jsou nepocetné a vysledky casto nejednoznacné
[48,58,67,68]. Eguchi a spol. prokazali metodou PCR pozitivitu CEA v
peritonealnich vzorcich lavazi u 21,7% (15/69) pacientl s rakovinou slinivky
bfisni, a tito pacienti méli kratsi dobu preziti bez progrese onemocnéni i
celkovou dobu preziti (p = 0,004 a p = 0,01) [67]. Broll a spol. rovnéz referuji o
vysoké pozitivité CEA (63%) v peritonedlni lavazi pacientl s karcinomem
pankreatu, ale soucasné nedoporucuji metodu PCR zaloZzené na analyze CEA
transkriptl pro detekci CTCs v peritonedlnim vyplachu pro vysoké falesné
pozitivni vysledky (38%) u kontrolnich vzork( peritonedlni lavaze zdravych
osob [68]. Pri¢inou rozdilnych vysledkd i zavér( jsou rGzné pouzité metody,
rlzny vybér marker( a malé soubory testovanych vzork( pacientd [51].

Klos a spol. zjistili statistickou souvislost mezi expresi EGFR v portalni
krvi a klinickym stadiem (p<0,006), expresi EGFR v portdlni krvi a stupném
diferenciace primarniho tumoru (p<0,045), ddle byla prokazana vysoka
exprese EGFR v peritonedlni lavazi u pacientll s metastatickym postizenim
oproti pacientim bez pfitomnosti metastaz (p<0,015), exprese EGFR (p=0,01)
byla spojena s kratSim celkovym prezivanim pacient(l s karcinomem pankreatu
[52].

V této studii byla prokazana statisticky vyznamné wvyssi absolutni
exprese hTERT (p<0,001) a normalizovand exprese CEA a hTERT (p<0,005,
resp. p<0,001) vperitonedlni lavazi u pacientd s pokrocilym
adenokarcinomem pankreatu (R2) v porovnani s kontrolni skupinou a EGFR.
Exprese EGFR jak absolutni tak normalizovana nelze pouzit k odliSeni obou
studovanych skupin.

Konvencni cytologie, imunohistochemie i molekuldrné-biologické
metody zatim tedy poskytuji rozporuplné vysledky v pripadé prognostického
vyznamu CTCs. Je ziejmé, Ze dalsi pokrok v této oblasti Uzce souvisi s potiebou
standardizace metod a postupd, s validaci vysledk(l v nezavislych ovérovacich
studiich a svyvojem novych detekénich metod s optimdlni senzitivitou a
specificitou umozZnujici pfimou vizualizaci a ndslednou charakterizaci

detekovanych nddorovych bunék.
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Cilem této studie bylo stanovit hodnoty exprese CEA, EGFR a hTERT
jako potencidlnich markertd okultnich nadorovych bunék u nemocnych s
pokroCilym karcinomem pankreatu v abdomindlni lavazi — kompartmentu
bfisSni dutiny — a hodnoty exprese tychz markerl u kontrolni skupiny
[51,57,58,59]. Ke stanoveni bylo vyuzito metod zaloZenych na principu RT —
PCR.

Pfredpokladem studie byla hypotéza, Ze pritomnost markert
nadorovych bunék v populaci zdravé a v populaci s pokrocilym karcinomem
pankreatu bude rozdilnd. Zdmérem je vyuZitim zminéné metodiky ovérit
diskriminacni schopnosti téchto markerd pro skupinu nemocnych s pokrocilym
karcinomem.

Ackoliv ¢ast nasi skupiny prokazala neddvno statisticky vyznamné
rozdily v expresi EGFR u nemocnych s metastatickym postizenim oproti
nemocnym s lokalizovanym onemocnénim jak v portalni krvi, tak v
abdominadlni lavazi, soucasnd studie porovnanim téchto vysledkd s kontrolni
zdravou skupinou zjistuje, Ze neni statisticky vyznamny rozdil v expresi tohoto
markeru mezi obéma nyni sledovanymi skupinami [51,58]. Klos a spol.
prokazali zvySenou expresi EGFR u pokrocilych stadii karcinomu pankreatu a
statisticky vyznamné wvysSi u pokrocilych stadii oproti méné pokrocilym
stadiim, i v korelaci s dobou preZiti. Havlik a spol. prokazali Ze EGFR a CEA
pozitivita v peritonealni lavazi koresponduje s klinickym stadiem a gradem
tumoru ale i krat$im prezitim u pokrocilych stadii. Za prekvapivy vysledek
povazujeme zjisténi zejména u EGFR v nasi studii. Ta ukazuje na srovnatelnou
expresi jak absolutni tak normalizovanou v obou skupindch a tim velmi
limituje vyuziti exprese EGFR jako markeru okultnich nadorovych bunék v
abdomindlni lavazi. U markeru CEA jsme prokazali sice rozdilnou expresi v
kontrolni skupiné a u nemocnych s pokrocilym karcinomem pankreatu jak
absolutni tak normalizovanou, nicméné statisticky vyznamny rozdil byl jen u
normalizované. Toto je ve shodé s publikovanymi zavéry Brolla a spol., ktery
rovnéz referuje o vyssi pozitivité CEA (63 %) v peritonealni lavazi pacientl s
karcinomem pankreatu, ale soucasné poukazuje na vysokou miru falesné

pozitivnich vysledkd (38 %) u kontrolnich vzork( peritonealni lavaze u
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zdravych osob [68]. Vysledky nasi studie potvrzuji schopnosti diferenciace
mezi zdravou skupinou a skupinou s pokrocilym karcinomem pankreatu —
stadia Ill a IV jen u markeru hTERT, kdy byla prokazana statisticky vyznamné
vy$si absolutni exprese hTERT (p<0,001) a normalizovana exprese CEA a hTERT
(p<0,005, resp. p<0,001) v peritonealni lavazi u pacientd s pokrocilym
adenokarcinomem pankreatu (R2) v porovndni s kontrolni skupinou. Aktualné
Campa a spol. potvrdil, Ze polymorfismus v genu TERT je spojeny s rizikem
karcinomu pankreatu na zdkladé hloubkové analyzy genetické variability TERT
u subjektl s karcinomem pankreatu a kontrolniho souboru [69]. Expresi EGFR
jak absolutni tak normalizovanou v nasi studii nelze pouzit k odliSeni obou
studovanych skupin. Absolutni exprese CEA téZz nevykazovala statisticky
signifikantni rozdily u obou skupin. Konvencni cytologie, imunohistochemie i
molekuldrné-biologické metody zatim tedy poskytuji rozporuplné vysledky v
pfipadé prognostického vyznamu okultnich nddorovych bunék v peritonealni
lavazi u pacientl s adenokarcinomem pankreatu. Je ziejmé, Ze dalsi pokrok v
této oblasti Uzce souvisi s potfebou standardizace metod a postupd, s validaci
vysledk(l v nezavislych ovérovacich studiich a s vyvojem novych detekénich
metod s optimalni senzitivitou a specifitou umoznujici pfimou vizualizaci a
naslednou charakterizaci detekovanych nadorovych bunék.

Lze tedy fici, Ze na zdkladé prezentovanych vysledkld pro detekci
nadorovych bunék u adenokarcinomu pankreatu v abdominalni lavazi
vyuzitim RT-PCR by mohl byt pouZitelny marker hTERT, naopak prikaz exprese
CEA a EGFR nesplfiuje pozadavky na odliseni kontrolni zdravé skupiny od

skupiny s pokrocilym adenokarcinomem pankreatu.
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5. Zaveér

Cilem prezentované prace bylo stanoveni cut-off hodnot exprese
nadorovych markerd CEA, EGFR a hTERT pro detekci okultnich nddorovych
bunék v kompartmentu peritonealni dutiny u kontrolni skupiny pacient( (bez
nadoru, bez zanétu, odbér pfi elektivni laparoskopické cholecystektomii) a
aplikace ziskanych cut-off hodnot na souboru nemocnych s pokrocilym
duktanim adenokarcinomem pankreatu.

Vyhodou popsaného postupu oproti modernim metoddm pfimé
diagnostiky je rychlost, nizké naklady, pfitomnost vybaveni témér na kazdém
pracovisti patologie, vyssi citlivost a analyza celého vzorku bez predchozi
preselekce a rizika faleSné negativnich vysledk(l. Metodika identifikuje
markery pritomné pouze v Zivych naddorovych burkach, proto jejich detekce v
biologickém materidlu nepfimo svédci pro pritomnost CTCs ve vzorku.

Exprese hTERT v peritonedlni lavazi jak absolutni tak normalizovana
dosahuje statisticky signifikantniho rozdilu a mohla by tak byt kandidatnim
markerem pro identifikaci pacientdl s pokrodilym pankreatickym
adenokarcinomem a malym benefitem z radikdlniho chirurgického vykonu.
Dalsi studie se zaméfenim na hTERT budou nutné k potvrzeni tohoto zavéru. V
dané studii vSak byl zjistén prakticky zanedbatelny rozdil jak v absolutni, tak
normalizované expresi EGFR v peritonedlni lavazi a téZ nebyl zjistén statisticky
vyznamny rozdil v absolutni expresi CEA u kontrolni skupiny a u nemocnych s

pokrocilym adenokarcinomem pankreatu.
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6. Souhrn

Vychodisko: Cilem prace je posoudit vyznam CEA, hTERT a EGFR v
predikci 1é¢ebnych vysledk( u adenokarcinomu pankreatu, v€etné stanoveni
cut-off hodnot jednotlivych markert v brisni lavazi.

Soubor pacientli a metodika: Prace porovndva skupinu 87 pacientl
operovanych pro duktalni adenokarcinom pankreatu ve stadiu Il - IV (UICC) u
nichz byl proveden paliativni vykon (biliodigestivni spojka, odbér biologického
materialu pro naslednou onkologickou Ié¢bu) s kontrolni skupinou 24 pacientt
bez nddoru a zanétu. Celkovda RNA vSech vzorkll byla purifikovdna a
zpracovana procesem reverzni transkripce. Okultni ndadorové burky v
peritonealni lavazi byly detekovany real-time RT-PCR metodou vyuzitim CEA,
EGFR a hTERT jako markerd nadorovych bunék. Sekundarnim cilem studie
bylo stanoveni cut-off hodnot exprese téchto markerd. Pro statické analyzy
byly pouZzity softwary R (www.r-project.org) a Statistica (StatSoft, Inc., USA).

Vysledky: Priimérna exprese CEA, EGFR a hTERT v peritonedlni lavazi
kontrolni skupiny byla 2501, 716749, resp. 104 kopii mMRNA/ug RNA. Prahové,
cut-off hodnoty, byly stanoveny jako ,prdmér + 2x smérodatna odchylka“.
Hodnoty absolutni exprese byly dale normalizovany na expresi house-
keepingového genu glycerladehdyd-3-fosfat dehydrogenazy (GAPDH). Cut-off
hodnoty testovanych markerl po normalizaci byly 4,89, 115,88, resp. 0,02
kopii mRNA genu/kopii mRNA GAPDH. V pfipadé absolutni exprese
testovanych marker(, pouze hTERT dokaze statisticky vyznamné (p<0,001)
odliSit obé analyzované skupiny, kdy pacienti s pokrocilym adenokarcinomem
pankreatu maji vyssi hodnotu exprese hTERT. Absolutni exprese CEA ani EGFR
nedokdze odlisit obé skupiny. Pouzitim presnéjsich, normalizovanych hodnot
exprese testovanych marker( byla prokazana statisticky vyznamné vyssi
exprese CEA a hTERT (p<0,005, resp. p<0,001) u pacientl s pokrocilym
adenokarcinomem pankreatu v porovnani s kontrolni skupinou.

Zavér: Absolutni exprese hTERT v peritonealni lavazi pacientll s

pokrocilym adenokarcinomem pankreatu byla signifikantné vyssi v porovnani
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s kontrolni skupinou. Naopak absolutni exprese CEA a EGFR nebyla

signifikantné rozdilna.
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7. Summary

Background: The incidence and mortality of pancreatic cancers has been
rising steadily. Only a small portion of tumours (15 to 20%) are localized and
therefore have the chance of a curative resection. The accuracy of
preoperative diagnosis is not sufficient, with understaging being a frequent
problem. Reliable markers of both resectable and advanced disease have not
been established. The aim of this study is to assess the significance of CEA,
hTERT and EGFR in predicting treatment outcomes in pancreatic cancers, as
well as determining the cut-off values of these markers individually in a
peritoneal lavage.

Patients and Method: The study compared 87 patients undergoing
palliative operations (bypass surgery, biological sampling material for
subsequent oncological treatment) for either stage Ill or IV (UICC) pancreatic
ductal adenocarcinomas with a control group of 24 patients undergoing an
elective cholecystectomy without signs of acute inflammation, and no history
of cancer. All data was collected from the 1st Surgical Department, University
Hospital Olomouc, from 2007 to 2010. Abdominal cavity lavage was
performed at the beginning of the surgery in both groups, using 100 ml of
physiological solution (phosphate buffered saline, pH 7.2). The samples were
then placed into transport bottles containing 1.5 ml 0.5 M EDTA and 10 ml of
fetal bovine serum. Total RNA samples were all processed and purified by
reverse transcription. Occult tumour cells in the peritoneal lavage were
detected by real-time RT-PCR method using CEA, EGFR and hTERT as markers
of tumour cells. Another aim was to calculate the cut-off values of these
markers. Statistical analysis was done using software R (www.r-project.org)
and Statistica (StatSoft, Inc. USA).

Results: Mean expression of CEA, EGFR and hTERT in peritoneal lavage in
the control group was 2501,716749 and 104 copies of mRNA / mg RNA.
Threshold, cut-off values were determined as "average + 2 standard
deviation". Absolute expression values were further normalized to expression

of the house-keeping gene glycerladehdyd-3-phosphate dehydrogenase
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(GAPDH). Cut-off values tested markers for standardization were 4,89, 115,88,
and 0,02 copies of mMRNA/GAPDH mRNA. Expression of CEA, EGFR and hTERT
was compared between the control group and patients with advanced
(unresectable or generalized) adenocarcinoma of the pancreas. In case of the
absolute expression of the markers tested, only hTERT can statistically
significantly (p<0,001) distinguish analysed groups, where patients with
advanced pancreatic adenocarcinoma had a higher expression of hTERT.
Absolute expression of CEA or EGFR can not discriminate between the two
groups. For precise use, normalized expression values of the test markers
demonstrated a statistically significantly higher expression of hTERT (p
<0,005) and CEA (p<0,001) in patients with advanced adenocarcinoma in
comparison to control group.

Conclusion: Absolute hTERT expression in peritoneal lavage of patients with

advanced pancreatic cancer was significantly higher compared to the control

group.
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