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Zkratky 

 
A 549   nádorová linie lidského adenokarcinomu plic 
AC   terapie antracykliny 
AE   ablace, exenterace axily 
AMV  virus ptačí myeloblastózy (avian myeloblastosis virus) 
BM   kostní dřeň (bone marrow) 
BSC  nejlepší podpůrná péče (best support care)  
BT 549  nádorová linie lidského karcinomu prsu 
C18-20  kód diagnózy karcinomu tlustého střeva a konečníku (MKN) 
C34   kód diagnózy karcinomu plic (MKN) 
C50   kód diagnózy karcinomu prsu (MKN) 
C56   kód diagnózy karcinomu vaječníků (MKN) 
C71   kód diagnózy tumoru mozku (MKN) 
CALU3  nádorová linie lidského karcinomu vaječníků 
cDNA  komplementární deoxyribonukleová kyselina 
CEA (CEACAM5) karcinoembryonální antigen 
CEM   nádorová linie lidské T-lymfoblastické leukémie 
CDK  cyklin-dependentní kináza 
CI   interval spolehlivosti (confidental interval) 
CK19  cytokeratin 19 
CK20  cytokeratin 20 
CMF  terapie režimem „cyklofosfamid, methotrexát, 5-fluorouracil“ 
Ct   práh cyklů (cycle treshold) 
CTC  cirkulující nádorové buňky (circulating tumor cells) 
DCIS  duktální karcinom prsu in situ 
DEPC  diethylpyrokarbonát 
DFS  přežití bez známek onemocnění (disease-free survival) 
DMFS období do vzniku vzdálených metastáz (distant metastasis free 

survival) 
DNA   deoxyribonukleová kyselina 
dNTP  deoxynukleotidtrifosfát 
DOXO  terapie doxorubicinem 
DTC  diseminované nádorové buňky (disseminated tumor cells) 
EDTA  kyselina ethylendiamintetraoctová 
EGFR1  receptor pro epidermální růstový faktor 1 
EGFRvIII  variantní forma receptoru pro epidermální růstový faktor 
EpCAM (EGP, KSA, GA733-2) adhezní molekula epiteliálních buněk 
FAC/FEC terapie režimem „5-fluorouracil, doxorubicin/epirubicin, 

cyklofosfamid“ 
FC   průtoková cytometrie (flow cytometry) 
GAPDH  glyceraldehydfosfátdehydrogenáza 
G-CSF granulocyty stimulující faktor (granulocytes colony stimulating 

factor) 
gDNA  genomická deoxyribonukleová kyselina 
HCT 116  nádorová linie lidského karcinomu tlustého střeva 
HPAC  nádorová linie lidského karcinomu slinivky břišní 
HR   poměr rizika (hazard ratio) 
HT 29  nádorová linie lidského karcinomu tlustého střeva 
hTERT  lidská telomeráza (human telomerase reverse transcriptase) 
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CHT  chemoterapie 
IHC   imunohistochemie (imunohistochemistry) 
K562  nádorová linie lidské myeloidní leukémie 
KE   kvadrantektomie, exenterace axily 
KrK  kolorektální karcinom 
MACS  magnetické třídění buněk (magnetic affinity cell sorting) 
MCF 7  nádorová linie lidského karcinomu prsu 
MDA MB 231 nádorová linie lidského karcinomu prsu 
MGB1 (SCGB2A2, MAM) mamaglobin 1 (secretoglobulin 2A2) 
MKN  mezinárodní klasifikace nemocí  
M-MuLV  Moloneyho virus myší leukémie (Moloney-murine leukemia virus) 
MRD   minimální reziduální choroba (minimal residual disease) 
mRNA  informační ribonukleová kyselina (messenger ribonucleic acid) 
N   status postižení lymfatických uzlin 
ND   nestanoveno (not determined) 
NVB  terapie navelbinem 
OS   celkové přežití (overall survival) 
PBS  fosfátový fyziologický roztok (phosphate buffered saline) 
PCR   polymerázová řetězová reakce (polymerase chain reaction) 
PIP   prolaktin indukující protein 
PSG  těhotensky specifický glykoprotein (pregnancy specific glycoprotein)  
pTNM  patologická TNM klasifikace (tumor, nodus, metastasis) 
QRT-PCR  kvantitativní reverzně-transkritpázová polymerázová řetězová reakce 
R0   kompletní resekce tumoru 
RFS  přežití bez návratu onemocnění (relaps-free survival) 
RNA  ribonukleová kyselina 
RT   revezní tranksripce 
RT-PCR  reverzně-transkriptázová polymerázová řetězová reakce 
S_CA 19-9  sérová hladina onkomarkeru CA 19-9 
S_CEA  sérová hladina onkomarkeru CEA 
SB   periferní krev (systemic blood) 
SD   směrodatná odchylka (standard deviation) 
SLN  sentinelová lymfatická uzlina (sentinel lymph node) 
SW 620   nádorová linie lidského karcinomu tlustého střeva 
T   tumor 
TACSTD1 s nádorem asociovaný vápníkový signálový přenašeč (tumor-

associated calcium signal transducer) 
TTF1  transkripční faktor štítné žlázy 1 (thyreoid transcription factor 1) 
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1. Teoretická část 
 
1.1 Úvod 

Maligní nádory vycházející z epiteliálních tkání jsou nejčastější formou nádorového 

onemocnění v západních zemích. I přes obrovský pokrok v léčbě onkologických onemocnění 

zůstává mortalita stále vysoká. Pokrok v léčbě je v současnosti obecně nejlépe vidět na poměru 

stále rostoucí incidence nádorových nemocí, avšak stagnující mortalitě. Mortalita je stále více 

spojená se vznikem vzdálených metastáz, které se objeví až během protinádorové léčby nebo po 

jejím ukončení, nejsou však diagnostikovatelné v čase primární diagnózy. Riziko vzniku 

metastáz se dá odhadnout pomocí statistických dat, která vycházejí z údajů jako je velikost 

primárního tumoru, postižení lymfatických uzlin, gradingu, angioinvaze apod. 

Nediagnostikovatelné okultní nádorové buňky či mikrometastázy mohou přispět k neúspěchu 

primární léčby tím, že léčba je podhodnocena, což vede ke zhoršení prognózy pacienta. 

V současnosti neexistuje standardní metoda s dostatečnou citlivostí pro detekci mikrometastáz 

nebo okultních nádorových buněk. Pokud by existovala, bylo by možné identifikovat pacienty 

s vyšším rizikem vzniku metastáz, na které by se mohla zaměřit adjuvantní chemoterapie, 

určená primárně k eliminaci zbylých, okultních nádorových buněk. A naopak by bylo možné 

identifikovat pacienty s nízkým rizikem, u kterých by bylo možné se vyhnout podání nákladné a 

často velmi zatěžující chemoterapie (Pantel et al., 1999; Wang et al., 2006). 

Dnes běžně používané zobrazovací, biochemické, cytogenetické ani imunologické metody 

neumožňují detekci cirkulujícících nádorových buněk a mikrometastáz s požadovanou 

citlivostí. Teprve rozvoj molekulárně-biologických metod založených na principu 

polymerázové řetězové reakce (polymerase chain reaction, PCR) umožnil zvýšit senzitivitu a 

detekovat až 1 nádorovou buňku mezi 1-10 miliony buňkami nenádorovými (Bustin et al., 2000; Pantel et 

al., 1999). Tyto metody se dnes s úspěchem používají u hematologických malignit, kde jsou pro 

jednotlivé diagnózy díky dobře popsaným genetickým změnám dostupné vysoce specifické 

markery (např. fúzní gen bcr-abl u chronické myeloidní leukemie) nádorových buněk. U 

solidních tumorů se z důvodu vysoké míry genetické instability a nádorové heterogenity 

dostatečně senzitivní a specifické markery teprve hledají. 

Přítomnost okultních nádorových buněk u solidních nádorů lze vyšetřovat ve vzorcích periferní 

krve, kostní dřeně, v lymfatickém systému nebo např. v peritoneální laváži, kde může 

přítomnost těchto nádorových buněk předpovědět recidivu nemoci, ovlivnit volbu léčebné 

modality a předpovědět prognózu pacienta (Pantel et al., 1999; Wang et al., 2006). 
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Základním principem v detekci minimální reziduální choroby (MRD) metodami založenými na 

principu polymerázové řetězové reakce (PCR) u solidních nádorů je detekce znaků epiteliálních 

nádorových buněk v kompartmentech mesenchymálního původu, tj. v kostní dřeni, krvi a 

lymfatickém systému. Kostní dřeň představuje kompartment, přes který nádorové buňky během 

procesu hematogenního metastazování cestují a jsou v něm s ohledem na vlastnosti kapilárního 

řečiště přednostně vychytávány a retinovány. Při konvenčním stagingu solidních tumorů se 

kostní dřeň běžně nevyšetřuje. Nové molekulární metody však nabízí relativně jednoduše 

proveditelné vyšetření aspirátu kostní dřeně na přítomnost MRD. Přítomnost nádorových buněk 

v krvi je již léta předmětem sporů a její klinický význam není stále úplně jasný. Přítomnost 

nádorových buněk v krvi nemusí nutně vést ke vzniku vzdálených metastáz. Úspěšné 

metastazování závisí na mnoha proměnných, genotypickými a fenotypickými vlastnostmi 

nádorových buněk počínaje, mikroprostředím a imunologickou odpovědí organismu konče. Dle 

odhadu Liotty a Stetler-Stevensona, jen jedna z 10 000 disseminovaných nádorových buněk je 

schopna vytvořit metastatickou lézi (Liotta et al., 1991).  

Standardně prováděné histopatologické vyšetření spádových lymfatických uzlin je nutným 

předpokladem pro určení pokročilosti nádorového onemocnění a důležitým kritériem pro 

stanovení prognózy a hlavně léčby pacienta. Detekce metastatického postižení v lymfatických 

uzlinách je signifikantním prognostickým faktorem a často svědčí pro přítomnost systémového 

onemocnění. Avšak u nemalé části pacientů s primárně histopatologicky negativními 

lymfatickými uzlinami se po letech rozvine systémové onemocnění. Například u 30% pacientek 

s karcinomem prsu a s histologicky negativními axilárními uzlinami se do pěti let objeví 

vzdálené metastázy. Klasické histopatologické vyšetření nemá tedy požadovanou citlivost pro 

záchyt časných stádií metastazování. Zde se otevírá prostor pro molekulární analýzy založené 

na principu PCR.  
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1.2 Metody detekce minimální reziduální choroby u solidních nádorů 

K detekci minimální reziduální choroby u solidních tumorů lze použít několika metodických 

přístupů, které se liší především svojí senzitivitou, specificitou, nákladností i pracností.  

 

1.2.1 Imunohistochemie 

Imunohistochemie (immunohistochemistry, IHC) umožňuje detekci 1 nádorové buňky mezi 10 

000 až 100 000 buňkami nenádorovými (Hagenbeek, 1992). Principem je reakce monoklonálních 

protilátek se specifickými antigeny nádorových buněk a jejich následná vizualizace (Obr. 1). 

Výsledný obraz je mikroskopicky vyhodnocován patologem nebo automatizovanými systémy. 

Nevýhodami této metody je omezený počet hodnocených buněk, riziko zkřížené reakce s jinými 

epitopy a mnohem nižší citlivost než mají jiné, v současnosti používané metodiky. 

 

 
 
Obr. 1  Ilustrační obrázek k imunohistochemickému vyšetření kostní dřeně na 

minimální reziduální chorobu. Směs jaderných buněk kostní dřeně a buněk nádorové 

linie CaLU3 obarvená membránovou protilátkou proti c-erb-B2 antigenu. Podbarveno 

hematoxylin-eosinem (se souhlasem Mgr. M. Dziechciarkové, Ph.D., LEM Olomouc). 
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1.2.2 Průtoková cytometrie  

Průtoková cytometrie (Flow Cytometry, FC) umožňuje stanovit množství povrchových i 

intracelulárních antigenů pomocí monoklonálních protilátek konjugovaných s fluorescenčním 

barvivem. Nejčastějšími cílovými antigeny pro detekci MRD jsou cytoskeletální proteiny a 

cytokeratiny (Fehm et al., 2002). V onkologické diagnostice je často využívanou aplikací stanovení 

ploidity nádorů a proliferačního indexu. Principem průtokové cytometrie je měření  proudu 

buněk procházejících měřící komorou, kde dochází k excitaci navázaných fluorochromů 

(fluorescenční barvivo) po ozáření laserem. Emitované záření je poté detekováno fotonásobiči a 

výsledný signál je zpracován počítačově. Výhodou je schopnost kvantitativně vyšetřit velké 

množství buněk (řádově v milionech) v relativně krátkém čase s možností víceparametrového 

měření. Ke zvýšení citlivosti metody lze provést obohacení vzorku, nejčastěji za použití 

imunomagnetických metod (magnetic affinity cell sorting – MACS, magnetické kuličky, 

feromagnetické koloidy aj.), ve kterých je na paramagnetickou látku navázána monoklonální 

protilátka např. proti leukocytům (anti CD 45) nebo proti znakům epiteliálních buněk 

(cytokeratin 7/8, HEA 125) (Martin et al., 1998; Naume et al., 1997). I přes obohacení řádově o 104 však není 

průtoková cytometrie  tak citlivá jako metody využívající PCR reakce. Průtokovou cytometrií 

lze detekovat 1 nádorovou buňku mezi řádově 10-100 tisíci nenádorovými buňkami (Fehm et al., 

2002; Tsavellas et al., 2002), její hlavní uplatnění pro detekci MRD je v hematoonkologii (Ward et al., 1999). 

 

1.2.3 Polymerázová řetězová reakce  

(Polymerase Chain Reaction, PCR) je metoda umožňující detekci vybrané sekvence DNA 

pomocí její amplifikace za použití sekvenčně specifických oligonukleotidů (primerů) a DNA 

polymerázy. Princip PCR je založen na opakujících se cyklech, kdy každý cyklus je složen ze 

dvou až tří po sobě následujících kroků: dvouřetězcová DNA je tepelně denaturována za vzniku 

jednořetězcové DNA, poté primery hybridizují (nasedají) na hledanou sekvenci DNA a 

v posledním kroku se syntetizují komplementární vlákna (Dieffenbach, 1995). Vzniklé produkty-

amplikony jsou standardně detekovány elektroforeticky. Pro detekci MRD PCR metodou na 

úrovni nádorové DNA je třeba najít vhodný marker. Mezi nejčastěji detekované změny DNA 

patří mutace protoonkogenů či nádorových supresorových genů, specifické fúzní geny vzniklé 

chromozomálním přeskupením, nestabilita mikrosatelitů a specifické sekvence onkogenních 

virů (Maguire et al., 2000). Problémem zůstává nádorová heterogenita, omezený počet genových kopií 

ve vzorku a genetická nestabilita solidních nádorů a z ní vyplývající nízká senzitivita metody. 

Naopak výhodami jsou možnosti detekce uvedených genetických změn již u dysplastických 



 15 

lézí, v archivních materiálech a možnost záchytu cirkulující DNA v plasmě a nikoliv v živých 

nádorových buňkách (Ring et al., 2004). 

 

1.2.4 Real-time RT-PCR 

Detekce minimální reziduální choroby s využitím RT - PCR metody je v podstatě studiem 

genové exprese. Cílem je detekovat hledaný znak nádorových epiteliálních buněk na úrovni 

RNA sekvence (informační RNA – mRNA). K tomu účelu je nejprve pomocí reverzní 

transkriptázy izolovaná RNA přepsána do komplementární DNA (cDNA), která je pak použita 

jako templát pro PCR reakci (Bustin et al., 2000). Nejčastěji používanými cílovými sekvencemi pro 

detekci MRD metodou real-time RT-PCR u solidních tumorů jsou cytokeratiny, 

karcinoebryonální antigen, mamaglobin, mucin aj. (viz níže). Výhodou tohoto přístupu je nízká 

stabilita RNA po uvolnění z buňky a většinou tedy detekce živých buněk. Kvantitativní RT - 

PCR v reálném čase (real-time RT-PCR) je metoda umožňující přesnou a absolutní kvantifikaci 

hledané cDNA sekvence ve vzorku. Využívá se zde několika možností detekce narůstajícího 

množství amplikonů během reakce. Všechny jsou založeny na nárůstu fluorescence. 

Principiálně nejjednodušší je metoda využívající fluorescenčních barviv, která se interkalují 

mezi báze DNA (např. Sybr Green), narůstající fluorescence pak odpovídá vzrůstajícímu 

množství amplikonů ve vzorku (Amutan et al.). V současnosti je asi nejvíce rozšířená metoda 

využívající 5-exonukleázové aktivity DNA polymerázy. Klíčovým je zde použití 

oligonukleotidu – próby (nejčastěji TaqMan sonda), která se specificky váže na sekvenci mezi 

oběma primery. Sonda je na jednom konci označena fluorescenční látkou a na druhém konci 

zhášečem fluorochromu. Při syntéze komplementárních vláken provede DNA polymeráza 

hydrolytické štěpení TaqMan sondy, čímž dojde k uvolnění fluorescenční látky a k nárůstu 

fluorescence, která je detekována a zaznamenána v reálném čase (Bustin, 2002). Tato metoda nabízí 

možnost detekovat jednu nádorovou buňku až mezi 10 miliony nenádorových buněk (Smith et al., 

2000; Lambrechts et al., 1999; Slade et al., 1999). Sestrojením standardizačních křivek lze přesně a absolutně 

kvantifikovat množství hledané cDNA sekvence vybraného markeru ve vzorku. 
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1.3 Markery nádorových buněk pro detekci minimální reziduální choroby 

Pro detekci minimální reziduální choroby u pacientů s nádory epiteliálního původu metodou 

RT-PCR lze použít několika epiteliálních markerů, které se mezi sebou liší zejména svou 

senzitivitiou a specificitou.  

 

1.3.1 Mamaglobin 1 

je vysoce glykosylovaný protein o nízké molekulární hmotnosti (10,5kDa). Gen byl poprvé 

identifikován v roce 1996 a kóduje protein o 93 aminokyselinách (Watson et al., 1996). Mamaglobin 1 

(MGB1, SCGB2A2) patří spolu s proteinem Klara buněk do rodiny sekretoglobinů, avšak jeho 

biologická funkce zůstává zatím neznáma. Gen je lokalizován na chromozómu 11q13 (Zehentner et 

al., 2004). Z důvodu vysoké heterogenity genové exprese nádorů prsu není exprese mamaglobinu u 

všech nádorů prsu stejná. Exprese mamaglobinu byla detekována asi u 80% všech nádorů prsu. 

U  23% nádorů prsu je jeho exprese mnohonásobně vyšší, nebyla u nich však nalezena žádná 

genová amplifikace ani přeskupení, jedná se tedy o overexpresi na transkripční úrovni (Watson et al., 

1999). Dále bylo zjištěno, že zvýšená exprese mamaglobinu u nádoru prsu je spojena s nižší 

agresivitou tumoru (Núnez-Villar et al., 2003). Mamaglobin je exprimován téměř výhradně v epitelu 

prsní tkáně, byly ale publikovány práce, ve kterých byla popsána detekce exprese mamaglobinu 

v benigních i maligních tkáních ovaria a endometria, avšak v mnohonásobně nižší hladinách 

než ve tkáni prsu (Grünewald et al., 2000). Byla popsána exprese mamaglobinu také v potních žlázách 
(Sjodin et al., 2003). Mamaglobin není exprimován v buňkách mezenchymálního původu, což 

znamená, že v kostní dřeni, krvi a lymfatickém systému není exprese mamaglobinu u zdravého 

jedince detekovatelná. Díky téměř výlučné expresi u nádorů prsu, je mamaglobin jako antigen 

zajímavý i z pohledu specifické imunoterapie (Tanaka et al., 2003). Mamaglobin je nejvíce specifický 

a senzitivní marker pro detekci MRD u pacientek s karcinomem prsu, který byl k dnešnímu datu 

popsán. Od roku 2000 byl mamaglobin použit ve více než 30 studiích zabývajících se 

karcinomem prsu a detekcí MRD (Corradini et al., 2001; Grünewald et al., 2000; Marchetti et al., 2001; Silva et al., 2001; Lin et 

al., 2003; Han et al., 2003;  Bossolasco et al., 2002; Ignatiadis et al., 2008, Iakovlev et al., 2008).  

 

1.3.2 Cytokeratiny 

tvoří největší podskupinu proteinů intermediálních filament cytoskeletu epiteliálních buněk. 

Tyto proteiny jsou kódovány velkou multigenní rodinou čítající přes 50 členů, která se dělí do 

dvou velkých skupin – typ I a typ II. Geny typu I jsou lokalizovány na chromozómu 17q12 – 21 

a geny typu II na chromozómu 12q13. Primární funkcí cytokeratinů je chránit epiteliální buňky 

před mechanickým poškozením. Dále cytokeratiny hrají roli v oblasti buněčné signalizace a 
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apoptózy (Coulombe et al., 2002). Cytokeratiny jsou exprimovány v epiteliálních buňkách v různých 

kombinacích a to v závislosti na typu a stupni diferenciace epitelu, např. cytokeratiny 8, 18, 19 

a 20 jsou exprimovány v jednovrstevném dlaždicovém epitelu (Moll et al., 1982). Předpokládalo se, 

že cytokeratiny tvořící skelet epiteliálních buněk, nejsou za normálních okolností exprimovány 

v lymfatickém ani v hematopoetickém systému (Schoenfeld et al., 1997) a byly proto použity jako 

markery MRD v mnoha studiích. Například cytokeratin 19 byl použit jako marker MRD u 

karcinomu prsu (Schoenfeld et al., 1997; Smith et al., 2000; Manzotti et al., 2001; Berois et al., 2000; Fehm et al., 2009, Daskalaki et al., 

2009) a u kolorektálního karcinomu (Wong et al., 2001), cytokeratin 20 u karcinomu kolorekta (Lassmannn et 

al., 2002; Vlems et al., 2002; Kruger et al., 2001; Miyake et al., 2001; Wong et al., 2009; Shen et al., 2008), prsu (Silva et al., 2001) a 

uroteliálního karcinomu (Inoue et al., 2001). V posledních letech se díky rozvoji citlivosti 

používaných metod objevují studie, v nichž je prokazována exprese cytokeratinů nejenom 

v buňkách epiteliálního původu, ale i v mononukleárech periferní krve a v kostní dřeni 

zdravých jedinců, což může být způsobeno ilegitimní transkripcí nebo přítomností pseudogenů 
(Vlems et al., 2002; Champelovier et al., 1999; Kao et al., 2002; Takano et al., 2000). Řešením těchto problémů může být 

zavedení absolutní kvantifikace genové exprese pomocí real-time RT-PCR metody a stanovení 

fyziologické hodnoty exprese konkrétního genu v konkrétním kompartmentu. 

 

1.3.3 Karcinoembryonální antigen 

je glykoprotein o molekulární hmotnosti 180 – 200 kDa. Tento protein patří do velké CEA 

rodiny, blízké imunoglobulinům, čítající 29 genů a pseudogenů. Všechny geny z této rodiny 

jsou lokalizovány na dlouhém raménku chromozómu 19. CEA rodinu lze rozdělit do tří 

podskupin; vlastní podskupina CEA, podskupina těhotensky-specifických glykoproteinů 

(pregnancy specific glycoprotein, PSG) a podskupina pseudogenů (Zimmermann et al., 1988). 

Karcinoembryonální antigen je vazebný protein buněčného povrchu a jako nádorový antigen je 

zvýšeně exprimován u více než 95% nádorů gastrointestinálního traktu, přibližně u 70% 

nemalobuněčných karcinomů plic a u 50% nádorů prsu (Aquino et al., 2004). Exprese CEA je 

přítomna také v některých fetálních tkáních a u dospělého člověka se vyskytuje v normální 

tkáni tlustého střeva, v epiteliálních buňkách prostaty a nízkou expresi lze detekovat i 

v leukocytech. Častým vyšetřením v onkologii je stanovení plazmatické hladiny CEA. Hladina 

CEA v séru dobře koreluje s léčebnou odpovědí a dokáže odhalit časnou rekurenci onemocnění, 

avšak není považována za vhodný marker pro screening nádorů kolorekta (MacDonald et al., 1999). 

Mnoho studií založených na metodách PCR použilo CEA jako marker při detekci minimální 

reziduální choroby u karcinomu prsu (Marchetti et al., 2001; Mitas et al., 2001; Lin et al., 2003; Manzotti et al., 2001; Berois et 

al., 2000) a kolorekta (Taniguchi et al., 2000; Wong et al., 2001; Ito et al., 2002; Sadahiro et al., 2001), dále u nádorů biliárního 
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traktu (Okami et al., 2000) a žaludku (Kubota et al., 2003). Nicméně některé studie dále prokázaly možnost 

indukce exprese CEA v hematopoetické tkáni stimulačními faktory (G-CSF) (Goemine et al., 1999), 

cytokiny, steroidy nebo léky (Aquino et al., 2004). 

 

1.3.4 Receptor pro epidermální růstový faktor 1 

Je transmembránový protein s tyrozinkinázovou doménou patřící do HER rodiny, o jejíž členy 

je v posledních letech v souvislosti s biologickou léčbou projevován mohutný zájem 

vědeckovýzkumých, farmaceutických a klinických týmů. Tento receptor lze mimo jiné použít i 

jako marker nádorových buněk při vyšetřování MRD. EGFR1 je zvýšeně exprimován až u 70% 

nádorů prsu, plic, střeva, gliomů, orofaciálních nádorů a obvykle není exprimován v buňkách 

hematopoetických (DeLuca et al., 2000). Vysoce specifickým, avšak méně senzitivním markerem, se 

zdá být mutovaná, zkrácená verze EGFRvIII. 

 

1.3.5 Transkripční faktor štítné žlázy 1 

Gen byl poprvé identifikován v roce 1995, nachází se na dlouhém raménku chromozómu 

14q13, skládá se ze dvou exonů a má délku 3,3kb. Je členem rodiny NKx2 transkripčních 

faktorů a je specificky exprimován ve štítné žláze, plicích, mezimozku. TTF1 aktivuje 

transkripci thyreoglobulinu a thyreoperoxidázy u karcinomu štítné žlázy a transkripci surfaktant 

proteinu B v plicích, dále ovlivňuje vývoj bazálních ganglií. Vrozená delece genu TTF1 se 

může projevit u novorozenců hypothyreoidismem, respiračním selháním a dyskinezí. 

V onkologické diagnostice lze použít TTF1 při detekci minimální reziduální choroby, při 

diferenciální diagnostice tumorů plic a jako prognostický faktor u pacientů s karcinomem plic. 

 

1.3.6 Adhezní molekula epiteliálních buněk 

Ekvivalentími názvy pro EpCAM jsou epiteliální glykoprotein EGP, KSA, GA733-2. V 

současnosti používaný název je tumor-associated calcium signal transducer TACSTD1, což 

odráží jednu z mnoha funkcí tohoto membránového proteinu kodovaného genem o devíti 

exonech. Tento protein je exprimován na povrchu většiny epiteliálních buněk, z čehož vyplývá 

možnost použít tento gen jako obecný marker nádorových buněk pro detekci MRD u většiny 

karcinomů. Protein také slouží jako antigen při imunomagnetickém obohacování vzorků (viz 

výše). 

 
O výše zmíněných nádorových markerech byla v souvislosti s detekcí MRD napsána řada prací 

s ne vždy jednotnými výsledky. Hlavním problémem zůstává otázka kvantifikace a specificity 

jednotlivých markerů. Některé z nich se exprimují nejen v nádorových buňkách, ale například i 
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v leukocytech (např. CEA, mucin). Dochází k tzv. ilegitimní transkripci. Tento problém může 

vyřešit kvantitativní real-time RT-PCR, kdy lze na základě vyšetření souboru zdravých jedinců 

stanovit limit mezi normou a patologií.  

 

1.4 Minimální reziduální choroba v klinické onkologii 

Termínem minimální reziduální choroba u nemocných se solidními tumory se označuje 

přítomnost nádorových buněk v těle pacienta, u něhož byla provedena radikální léčba 

primárního tumoru a v současnosti je bez klinických známek onemocnění. Identifikace 

minimální reziduální choroby je jednou z možných klinických aplikací metody real-time RT-

PCR, jakožto metody nejvíce senzitivní a specifické. Touto metodou lze kvantitativně 

stanovovat genovou expresi markerů epiteliálních tumorů v krvi, kostní dřeni a v lymfatickém 

systému. Lze tak nepřímo prokázat přítomnost nádorových buněk s citlivostí až 10-7.  

Současnými vyšetřovacími metodami nejsme schopni odlišit onkologicky nemocné pacienty 

vyléčené chirurgickým zákrokem nebo radioterapií, kteří již nepotřebují adjuvantní léčbu, od 

pacientů s vyšším rizikem rekurence onemocnění. Nové molekulárně-biologické metody, real-

time RT-PCR obzvláště, nám v rozhodování o podání adjuvantní léčby mohou výrazně pomoci. 

Vyšetřením vzorků kostní dřeně, krve a lymfatického systému na přítomnost minimální 

reziduální choroby lze rozdělit pacienty na dvě skupiny. Na skupinu pacientů s vyšším rizikem 

recidivy (pozitivní záchyt MRD), na které by se mohla specificky a individuálně zaměřit 

adjuvantní terapie a na druhou skupinu pacientů s nízkým rizikem (negativní detekce MRD), u 

kterých bychom se mohli vyhnout podání zbytečné a pro pacienta zatěžující adjuvantní léčby 
(Ring et al., 2004). 

Adjuvantní terapie slouží primárně k eliminaci okultních diseminovaných nádorových buněk, 

avšak její účinnost nelze současnými metodami přímo zjistit a hodnotíme ji nepřímo 

prostřednictvím parametrů přežití. Metoda real-time RT-PCR umožňuje díky absolutní 

kvantifikaci genové exprese vybraných markerů u onkologicky nemocného pacienta rozlišit 

změny v počtu nádorových buněk v periferní krvi a kostní dřeni. Je-li provedena série odběrů 

v různých časových intervalech, lze z poklesu či vzestupu exprese sledovaného markeru, 

přeneseně i z počtu nádorových buněk, odhadovat a monitorovat léčebnou odpověď a 

individuálně rozhodovat o dalším způsobu nebo změně léčby. Vyvstává zde také možnost 

časného záchytu recidivy nádorového onemocnění a to dříve, než se rozvine makroskopické, 

klinicky zjevné onemocnění se zásadním dopadem na prognózu a léčbu pacienta. Vysokou 

senzitivitu metody lze také úspěšně využít při detekci kontaminace štěpu nádorovými buňkami 
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při transplantaci autologní kostní dřeně či periferních kmenových buněk po vysokodávkované 

chemoterapii, např. u karcinomu prsu (Corradini et al., 2001). 

Přes pokroky v možnostech detekce MRD není klinický význam přítomnosti malého množství 

nádorových buněk v krvi, kostní dřeni a v lymfatickém systému zcela objasněn. Výsledky 

mnoha provedených studií úplně neobjasňují prognostický význam minimální reziduální 

choroby jako nezávislého faktoru. Důvodů je několik, podílí se na tom hlavně nejednotnost 

použitých metodik a absence velkých studií porovnávajících přítomnost MRD s klinickým 

stavem pacienta.  

 

1.4.1 Minimální reziduální choroba u pacientů s kolorektálním karcinomem 

Kolorektální karcinom (KRK) je nejčastějším maligním nádorem zažívacího traktu a 

celosvětově patří mezi nejčastější malignity vůbec. Výskyt tohoto onemocnění se v naší 

populaci od roku 1960 trvale zvyšuje, přičemž v současnosti se ČR zařadila na první místo ve 

světových statistikách. Z toho vyplývá vysoký zdravotní, společenský i ekonomický význam 

tohoto onemocnění. Nádory tlustého střeva představují zhruba 8% a nádory konečníku více jak 

7% nádorových úmrtí (www.svod.cz). 

Vznik kolorektálního karcinomu je mnohaetapový proces s vrozenými i získanými změnami 

genetické výbavy. V důsledku těchto změn dochází k poruchám buněčného cyklu, 

nekontrolovatelné buněčné proliferaci, poruchám přirozeného zániku buněk (apoptózy) a 

vzniku nádoru. V případě, že nádor začne prorůstat do stěny tlustého střeva a krevních a 

lymfatických cév, je otevřená cesta ke vzniku vzdálených metastáz. Onemocnění se vzdálenými 

metastázami, které postihují nejčastěji játra, je pak léčitelné jen velmi obtížně.  

Chirurgické metody jsou suverénním postupem v léčbě časných stadií a základem onkologické 

terapie u pokročilých onemocnění. Současně jsou základem pro určení kvalitativní histologické 

diagnózy, což je spolu s dalšími metodami podkladem pro stanovení pTNM klasifikace. 

Výsledná pTNM klasifikace je v současnosti zásadní pro určení rozsahu léčby a stanovení 

prognózy. Velký význam má u kolorektálního karcinomu zejména vyšetření dostatečného počtu 

lymfatických uzlin. Pacienti v I. a II. klinickém stádiu kolorektálního karcinomu jsou 

považováni za vyléčené již chirurgickým výkonem a chemoterapie není u nich většinou 

indikována. Naopak pacienti III. klinického stádia mají prospěch z podání adjuvantní 

chemoterapie, která zlepšuje jejich parametry přežití. Ukazuje se ale, že až u 30-50% procent 

pacientů nízkých klinických stádií dojde po radikální chirurgické léčbě k rozvoji vzdálených 

metastáz (Kune et al., 1990; Bohm et al., 1993). Jedním z  důvodů vzniku recidivy onemocnění je počáteční 

„understaging“ (podhodnocení stádia onemocnění) a následný „undertreatment“ (nedostatečná 
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léčba) pacienta. Understaging je často způsoben malým počtem vyšetřených lymfatických uzlin 
(Mitchell et al., 2009) anebo přítomností mikometastáz a cirkulujících nádorových buněk (circulating 

tumor cells, CTC), které jsou klasickými stážovacími postupy nepostihnutelné. Ty jsou 

považovány za prekursory metastáz a zodpovídají za rozvoj recidivy onemocnění (Tsavellas et al., 

2001). V poslední době se objevují práce, které se vedle tradičního "stagingu" (rutinní 

zobrazovací a mikroskopické metody) zabývají tzv. "ultrastagingem". Je tím míněna detekce 

MRD a mikrometastáz, které nejsou běžnými metodami zjistitelné. Metodicky se jedná 

ponejvíce o práce založené na RT-PCR detekci exprese specifických markerů jako jsou CEA, 

CK20, EGFR, hTERT aj. (viz výše). O prognostickém významu přítomnosti MRD u pacientů 

s kolorektálním karcinomem toho však nebylo publikováno mnoho. Uen a spol. publikoval 

v posledních letech práce, prokazující prognostický význam CTC v perifení krvi (Uen et al., 2007; Uen 

et al., 2008). Za použití membránových arrays s markery CK19, CK20, CEA a hTERT prokázal 

přítomnost CTC v pooperační periférní krvi u 27,3% pacientů ze souboru 194 pacientů II. 

klinického stádia kolorektálního karcinomu a při mediánu sledování 40 měsíců prokázal 

statisticky významně kratší přežití u pacientů s přítomností exprese všech čtyř použitích 

markerů (p<0,001). Další jeho studie již čítala 438 pacientů klinického stádia I.-III. 

kolorektálního karcinomu a zabývala se přítomností CTC ve vzorku periferní krve jeden den 

před a jeden týden po radikální operaci. Autoři prokázali silnou korelaci mezi přítomností CTC 

v pooperačním vzorku krve a horším obdobím bez známek onemocnění (disease free survival, 

DFS).  

V práci Allen-Mershe a spol. (2007) byla metodou RT-PCR za použití CEA a CK20 sledována 

přítomnost CTC u 196 pacientů s kolorektálním karcinomem a její vliv na predikci recidivy 

nádorového onemocnění. Přítomnost CTC byla stanovována v periferní krvi jeden den před a 

jeden den a jeden týden po operačním výkonu a byla nalezena statisticky významná korelace 

mezi přítomností CTC v krvi 24 hodin po operaci a kratším DFS (p<0,001). 

Sadahiro a spol. (2007) prokázal na své studii s 200 kurativně operovanými pacienty 

s kolorektálním karcinomem za použití metody RT-PCR pro CEA významně horší DFS a 

celkovým přežitím (overall survival, OS) u pacientů s přítomností CTC v periferní krvi jeden 

týden po operaci (p<0,007, p<0,04). 

Nutno podotknout, že přes dlouhou dobu, co se vědecké týmy po celém světě snaží objasnit 

prognostický význam přítomnosti CTC/DTC u pacientů nejenom s kolorektálním karcinomem, 

je důkazů o jejím významu stále poskrovnu. 
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1.4.2 Minimální reziduální choroba u pacientek s karcinomem prsu 

Podobně jako u kolorektálního karcinomu, se až u poloviny případů primárně operabilního 

karcinomu prsu objeví do 5 let od diagnózy vzdálené metastázy. Ikdyž nejsou infiltrovány 

axilární lymfatické uzliny, recidiva se objeví až ve 25% případů. V této skupině pacientek 

relativně nízkého rizika diseminace je tedy zcela nezbytné identifikovat nové prognostické 

markery s cílem odlišit pacientky vyléčené již chirurgickým zákrokem od nemocných, kde je 

nutná intenzivnější pooperační léčba. Právě vhodně zvolenou pooperační léčbou by mělo dojít k 

eliminaci okultních nádorových buněk, a tím ke snížení rizika recidivy s prodloužením 

celkového přežití (Peto et al., 2000). Vyšetření minimální reziduální choroby by bylo možné využít 

pro monitorování léčebné odpovědi na adjuvantní léčbu, což dosud není možné žádnou 

vyšetřovací metodou (Zehentner et al., 2006). MRD lze v klinické praxi detekovat v kostní dřeni, 

periferní krvi a spádových lymfatických uzlinách. V poslední době je věnována značná 

pozornost vyšetření sentinelové mamární/axilární lymfatické uzliny (Kurosumi et al., 2007; Gimbegues et al., 

2007). Jako nejspolehlivější se z hlediska prognostického významu pro vznik vzdálených 

metastáz jeví vyšetření kostní dřeně (Benoy et al., 2006).  

Mezi nejčastěji používané markery pro detekci MRD metodou RT-PCR u pacientek 

s karcinomem prsu patří cytokeratiny (CK), zejména CK19, dále karcinoembryonální antigen a 

mamaglobin (viz výše). 

Co se týče prognostického významu MRD u karcinomu prsu, bylo doposud v hlavních 

mezinárodních odborných časopisech publikováno 15 velkých studií s celkem 3240 

pacientkami vyšetřenými na přítomnost minimální reziduální choroby (stanovené povětšinou 

pomocí CK) v kostní dřeni metodikami založenými na imunohistochemickém principu (Braun et al., 

2001; Gebauer et al., 2001). Výsledky jsou navzájem obtížně srovnatelné vzhledem k variabilitě 

použitých protilátek, metodik zpracování vzorku apod. Proto ani nepřekvapuje, že v doposud 

jediné metaanalýze (Funke et al., 1998), kde bylo hodnoceno 2494 pacientek z celkem 20 klinických 

studií, nebyl prognostický význam minimální reziduální choroby jako nezávislého 

prognostického faktoru prokázán. Nicméně v 7 analyzovaných studiích byl potvrzen významně 

kratší čas do vzniku vzdálených metastáz a v 6 z nich (1906 pacientek) kratší celkové přežití u 

pacientek s reziduální chorobou. Navíc ve 4 publikacích (1507 pacientek) byly tyto výsledky 

podpořeny multivariační analýzou. Tyto studie patřily velikostí souboru a metodikou mezi 

nejlépe provedené. 

Metodika real-time RT-PCR je v této indikaci některými odborníky zpochybňována z hlediska 

specificity, která závisí na počtu amplifikačních cyklů a designu primerů. Na rozdíl od 

imunocytochemických studií existuje jen několik málo prací hodnotících reziduální chorobu v 
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kostní dřeni (Janků et al., 2004). Prognostická hodnota byla potvrzena pouze v některých z nich (Jung et 

al., 2003). Otázkou zůstává, zda okultní nádorové buňky jsou opravdovou známkou hematogenní 

diseminace nebo zda se jedná spíše o buňky s nízkou proliferační aktivitou bez schopnosti 

dalšího dělení a šíření. Dle některých autorů tyto buňky jen zřídka proliferují v době primární 

diagnózy, což potvrzuje negativita proliferačního markeru Ki-67 (Pantel et al., 1994). To může 

vysvětlovat, proč v současnosti používané cytostatické adjuvantní režimy jsou někdy neúčinné 

v eliminaci okultních nádorových buněk.  
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2. Experimentální část 
 
2.1 Cíle práce 

Použití kvantitativní RT-PCR pro detekci MRD není rutinní ani standardizovanou metodou. 

Z důvodu vysoké senzitivity metody na veškeré okolní vlivy je nutno tuto metodiku 

optimalizovat na konkrétní projekt, včetně návrhu specifických primerů a volby izolačních 

technik. Metodickým cílem této práce bylo navrhnout, zoptimalizovat a provést validaci metody 

kvantitativní RT-PCR pro detekci MRD u nejčastějších solidních nádorů, za použití panelu 

nádorově specifických markerů (kapitola 2.3.1). Cílem bylo identifikovat dostatečně senzitivní 

a specifické markery nádorových buněk pro detekci MRD u solidních tumorů. A to jak validací 

již publikovaných markerů, tak identifikací nových markerů např. metodami DNA mircoarray 

(kapitola 2.3.2). Ověření specificity vybraných markerů na retrospektivním souboru tumorů 

různého histogenetického původu, sestavení nádorově specifických panelů markerů a 

prospektivní diagnostika metastáz a výpotků neznámého původu bylo dalším cílem předkládané 

práce (kapitola 2.3.3).  

Hlavním cílem předkládané práce bylo zhodnotit klinický význam vyšetření MRD, a to zejména 

na prospektivních skupinách pacientů s karcinomem prsu a s kolorektálním karcinomem 

(kapitola 2.3.4). Cílem bylo posoudit u skupiny pacientů s časnými stádii nádorového 

onemocnění vliv minimální reziduální choroby na dobu do recidivy onemocnění, dobu do 

vzniku vzdálených metastáz a celkové přežití, dále porovnat korelace s ostatními 

prognostickými faktory (velikost nádoru, postižení uzlin, grading, histologie atd.).  

Posledním cílem práce bylo využít metodiku kvantitativní RT-PCR pro objasnění mechanismů 

účinku nových látek s potencionálním protinádorovým účinkem, zejména látek ze skupiny 

inhibitorů cyklin-dependentních kináz (kapitola 2.3.5).  
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2.2 Materiál a metody 
 

2.2.1 Materiál 

Vzorky periferní krve a kostní dřeně byly odebírány v množství 10ml, resp. 3ml, do 

standardních zkumavek s EDTA. Z důvodu možné kontaminace vzorku kožními epiteliemi byla 

odebírána až druhá porce vzorku nebo byl prováděn odběr, např. u kostní dřeně, z drobné kožní 

incize. Odběry byly prováděny s informovaným souhlasem pacientů, po schválení projektu 

etickou komisí. Peroperační odběry byly prováděny v celkové anestezii, kontrolní odběry kostní 

dřeně v anestezii lokální. Vzorek kostní dřeně byl odebírán ve většině případů ze sternální 

punkce. Po odběru a dokonalém promíchání vzorku s EDTA byly vzorky krve a dřeně 

neprodleně transportovány do laboratoře k dalšímu zpracování.  

Vzorky tkání se okamžitě po odběru vkládaly do zkumavek obsahujících 700µl roztoku RNA 

Later. V tomto roztoku jsou obsaženy ribonukleázové inhibitory, tkáň se v roztoku stabilizuje a 

je při připravena pro další analýzy RNA, DNA nebo proteinů. Takto uložený vzorek je stabilní 

při pokojové teplotě; po odběru vzorku následoval transport do laboratoře k dalšímu 

zpracování.  

 

2.2.2 Izolace jaderných buněk osmotickou lýzou 

Pro izolaci RNA a následné molekulárně biologické aplikace je nutné provést odstranění 

erytrocytů ze vzorků krve a kostní dřeně. A to zejména kvůli přítomnosti hemu, který je 

inhibitorem mnoha v molekulární biologii používaných enzymů. Jedním ze způsobů odstranění 

je osmotická lýza, kdy méně odolné erytrocyty jsou lyzovány a následně odmyty, zatímco 

jaderné buňky včetně buněk nádorových jsou uchovány.  

 

Lyzační roztok (10x koncentrovaný) - složení: 1,55M NH4Cl, 0,1M NH4HCO3, 1mM EDTA 

Promývací roztok (Phosphate Buffer Saline, PBS) (10x koncentrovaný) - složení: 1,4M NaCl, 

0,03M KCl, 0,1M Na2HPO4 .12 H2O, 0,015M KH2PO4  

 

Vzorek krve nebo kostní dřeně byl bezprostředně po doručení do laboratoře lyzován na ledu 

vychlazeným 1x koncentrovaným lyzačním roztokem v poměru ke vzorku 4:1 po dobu 15-30 

minut do vyčeření lyzátu. Zlyzované vzorky centrifugujeme při 2200rpm, 20 minut, 4°C, po 

odstranění supernatantu vzorek ještě jednou promyjeme lyzačním roztokem a zcentrifugujeme. 

Následuje promytí v promývacím roztoku, po centrifugaci 2200rpm, 10 minut, 4°C a odstranění 

supernatantu změření koncentrace jaderných buněk na Coulter Counter (Beckman Coulter, 

Fullerton, CA, USA  ) a rozplnění alikvotů po 11x106 buněk do připravených zkumavek. 
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K těmto alikvotům byl pomalu za současného propipetovávání přidán 1ml TRI reagentu a 

vzorek byl zamražen.  

 

2.2.3 Izolace RNA 

Pro izolaci celkové RNA jsme se rozhodli používat fenol-chloroformovou metodu, komerční 

chemikálii TRI reagent (MRC, Cincinnati, Ohio, USA), což je směs guanidinu thiokyanátu a 

fenolu. Ke směsi TRI reagentu a vzorku se přidá chloroform, během centrifugace se směs 

rozdělí do tří fází. Horní vodná fáze obsahuje RNA, interfáze DNA a  spodní organická fáze 

obsahuje proteiny, je tedy možné současně izolovat z jednoho vzorku RNA, DNA i proteiny. 

RNA rozpuštěná ve vodné fázi se precipituje izopropanolem, promyje ethanolem a rozpustí ve 

vodě. Metoda je vhodná pro izolaci RNA všech typů o délce 0,1-15kb. Kvalita vyizolované 

RNA byla ověřena pomocí agarózové elektroforézy, následně pak bioanalyzérem Agilent 2100 

(Agilent Technologies, Santa Clara, CA, USA), koncentrace a čistota byla ověřena 

spektrofotometricky přístrojem Nanodrop ND 1000 (Nanodrop, Wilmington, DE, USA). Při 

použití 1ml TRI reagentu lze izolovat RNA z 50-100mg tkáně a z 5-11 miliónů buněk. Typické 

výtěžky jsou u tkání v rozsahu 1-10µg RNA/mg tkáně, u epiteliálních kultivovaných buněk 8-

15µg RNA/106 buněk, u krve 3µg/1ml krve. 

Lze použít čerstvé nebo zamražené buněčné TRI lyzáty (koncentrace 5-11 miliónů buněk/1ml 

TRI reagentu). Izolace RNA začíná přidáním 200µl chloroformu ke vzorku, následně necháme 

vzorek stát 10 minut při pokojové teplotě, poté centrifugujeme 15 minut při 12 0000g, 4°C. Při 

centrifugaci dojde k oddělení vrstev - spodní růžová vrstva obsahuje detrit, lipidy a proteiny, 

prostřední mezivrstva je prstenec DNA a horní, vodná čirá vrstva obsahuje RNA. Vrchní 

vodnou fázi obsahující RNA přepitujeme do čisté zkumavky a provedeme precipitaci RNA  

přidáním 400-500µl isopropanolu. Následně centrifugujeme 10 minut při 12 0000g, 4°C, na dně 

zkumavky by měla zůstat bílá popř. průhledná RNA peleta, odstraníme opatrně supernatant a 

RNA peletu promyjeme 1,5ml 75% ethanolu. Po centrifugaci a odstranění supernatantu přidáme 

k RNA peletě cca 25µl DEPC vody (21-60µl podle velikosti peletky) a obsah několikrát 

propipetujeme. Rozpuštěnou RNA dlouhodobě uchováváme při –70°C až –80°C. Pro izolaci 

RNA z tkání (fixovaných např. v RNA Lateru) je nadmíru důležitá rychlá a dokonalá 

homogenizace vzorku. Po vyzkoušení několika metodických přístupů jsme nalezli postup 

vhodný pro naprostou většinu aplikací. Do zkumavky s 1ml TRI reagentu jsou přidány 2 sterilní 

skleněné kuličky o průměru 5mm a vzorek vyšetřované tkáně o velikosti cca 3x3x3mm. 

Přístrojem Mixer Mill 300 (Retsch, Haan, Německo) provedeme homogenizaci při maximální 

rychlosti 30Hz po dobu 3-4 minut. Díky homogenizaci v TRI reagentu nedochází 
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k enzymatické degradaci izolované RNA, zároveň nedochází ani k mechanické degradaci při 

zachovalém vysokém výtěžku RNA. Po homogenizaci se ke vzorku přidá chloroform a 

postupuje se dle výše popsaného postupu.   

 

2.2.4 Reverzní transkripce 

Stanovení genové exprese metodou reverzně-transkriptázové polymerázové řetězové reakce 

(RT-PCR) je založeno na reverzní transkripci a na následné PCR analýze. Při reverzní 

transkripci dochází pomocí enzymu reverzní transkriptázy k přepisu RNA do komplementární 

jednovláknové DNA (cDNA). Reverzní transkriptáza je přítomna v retrovirech; nejčastěji 

používané transkriptázy pochází z Moloneyho viru myší leukemie (M-MuLV), nebo z viru ptačí 

myeloblastózy (AMV). Pro reverzní transkripci je vhodné používat enzymy bez H RNázové 

aktivity. Při reverzní transkripci je dále nutno použít primery. Lze používat buď specifické 

mRNA primery, oligo-dT primery nebo náhodné hexamery. Nejvyšší výtěžnost mají náhodné 

hexamery, nejvyšší specificitu mají specifické mRNA primery. K ochraně mRNA při reverzní 

transkripci je vhodné používat inhibitory ribonukleáz, např. RNAsin (Promega, Madison, WI, 

USA).  

V předkládané práci bylo použito RevertAid H Minus M-MuLV Reverse Transcriptase 

(Fermentas, Vilnius, Litva) a náhodných primerů (Promega, Madison, WI, USA). 

V celém procesu reverzní transkripce se vyskytuje několik kritických bodů, ovlivňujících 

konečný výsledek – denaturace sekundárních struktur RNA, navázání primerů, optimální 

funkce reverzní transkriptázy. Důležitým předpokladem pro úspěšnou reverzní transkripci je 

dodržování předepsaných teplotních kroků a přesné pipetování. 

Reverzní transkripci provádíme ze 3µg vyizolované celkové RNA v reakčním objemu 30µl. 

Směs 3µg RNA, 0,3µg hexamerů a doplněnou vodou do objemu 19,5µl inkubujeme 

v termocykléru s vyhřívaným víčkem při 70°C po dobu 5 minut. Poté vzorek rychle zchladíme 

na ledu po dobu cca 1 minuty. MasterMix připravený z 6µl 5x RT pufru, 3µl 10mM dNTP a 

30U RNAsinu přidáme ke schlazenému vzorku RNA s hexamery a vodou a ponecháme 5 minut 

při pokojové teplotě. Po přidání 150U reverzní transkriptázy inkubujeme vzorek v termocykléru 

s vyhřívaným víčkem při 42°C po dobu 60min, poté 10min 70°C. Po inkubaci vzorek 

zchladíme a uložíme do -20°C do dalšího zpracování. 

 

2.2.5 Real-time RT-PCR 

Polymerázová řetězová reakce v reálném čase (real-time PCR) je enzymatická reakce, která je 

umožněna primery, specifickou fluorescenčně značenou sondou (Tab. 1) a termostabilní DNA-
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polymerázou. Průběh reakce je snímán termocyklérem v reálném čase jako změny fluorescence, 

v našem projektu se jednalo o real-time cyclery Rotor Gene 2000, resp. 3000 (Corbett Research, 

Sydney, Austrálie). Po přidání standardů k reakci a vytvoření standardizační křivky lze hodnotit 

množství specifické vyšetřované sekvence ve vzorku. Ke každé polymeráze je dodáván reakční 

pufr o vhodném složení. Optimální koncentrace hořečnatých iontů je optimalizována pro 

každou sadu primerů, standardem je dnes již použití tzv. hot-start DNA-polymerázy, v našem 

případě jsme použili Thermo-Start DNA Polymerase (Abgene, Epsom, Velká Británie). 

Primery, očka, jsou krátké oligonukleotidy (o délce cca 20-25bp), které vymezují 

amplifikovaný úsek DNA, specifická hydrolyzační TaqMan sonda je krátký oligonukleotid 

značený fluorescenční barvou a zhášečem. Syntéza primerů a sond byla provedena firmou 

Generi Biotech, s.r.o. (Hradec Králové, Česká republika). Všechny primery a próby jsou 

vlastního návrhu. Teplota nasedání primerů byla orientačně vypočítána z nukleotidového 

složení a následně experimentálně ověřena při optimalizaci amplifikačních cyklů. 

Samotná PCR je prováděna ze 100ng cDNA, resp. celkové RNA vstupující do reverzní 

transkripce, v reakčním objemu 25µl. Připravíme si MasterMix ze 2,5µl 10x PCR pufru, 0,5µl 

10mM dNTP, zoptimalizovaného množství primerů, próby a MgCl2, DEPC vody a 1U Taq 

polymerázy (Tab. 2). Do připravených 0,1ml zkumavek rozpipetujeme 24µl MasterMixu, 1µl 

cDNA vzorků, 1µl DEPC vody jako „no template“ kontrolu, 1µl cDNA pozitivní kontroly a 1µl 

specifických standardů. Zkumavky vložíme do karuselu přístroje, vyvážíme, provedeme 

automatickou kalibraci snímání fluorescence přístroje a spustíme příslušný amplifikační 

program (Tab. 2). Po proběhnutí real-time PCR je provedena samotná analýza. 

Získané výsledky exprese jednotlivých markerů jsme se rozhodli normalizovat na množství 

vyizolované RNA vstupující do reverzní transkripce a nikoliv k expresi housekeepingových 

genů, např. GAPDH, a to hlavně z důvodu jejich inter- a intraindividuální variability (Bustin, 2002). 

Pro provedení absolutní kvantifikace exprese jednotlivých markerů metodou real-time RT-PCR 

bylo nutno sestrojit standardizační křivku. Jako standardy byly použity desetinásobně ředěné 

PCR amplikony obsahující v sobě sekvenci testovaného markeru. Výpočet množství kopií byl 

proveden na základě známé molekulové hmotnosti (délka amplikonu), spektrofotometricky 

určené koncentrace a Avogadrovy konstanty. 

 

2.2.6 Statistika 

Statistické vyhodnocení naměřených údajů bylo provedeno pomocí programu Statistica 8 od 

firmy StatSoft. Ve všech testech byla nastavena mezní hladina významnosti α=0,05. 
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Shapiro-Wilkovým testem jsme u výsledků exprese jednotlivých markerů identifikovali 

porušení normality, proto jsme následné statistické analýzy provedli neparametricky (Kruskal-

Wallisovou Anovou, Mann-Whitneyovým testem). Závislosti mezi expresí markerů byly 

ověřovány testem nulovosti Spearmanova korelačního koeficientu. 

V analýzách přežití jsme použili Kaplan-Meierovu metodu a Gehanův-Wilcoxonův test, kde 

počátkem sledování u každého  pacienta je vždy datum operačního výkonu s odběrem vzorků. 

Při analýzách kontingenčních tabulek byl použit Pearsonův χ2-test. Ι 
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2.3 Výsledky 

 

2.3.1 Optimalizace detekce minimální reziduální choroby metodou kvantitativní RT-

PCR 

2.3.1.1  Design primerů 

K návrhu, designu a ověření vhodnosti primerů a prób pro detekci MRD u solidních tumorů 

byly použity volně přístupné internetové databáze a servery (PubMed, Primer 3, IDTDNA).  

Server PubMed (www.pubmed.com) je nejvýznamnějším zdrojem dat a literárních údajů a 

zároveň komplexním pracovním nástrojem pro molekulární biologii, biotechnologii, biochemii 

a medicínu. Jeho součástí je několik databází, které slouží nejen k vyhledávání sekvencí a 

struktur genů, genomů, proteinů, ale také k vyhledávání literatury a analýze molekulárně 

biologických dat (OMIM, PubMed, BLAST).  

Primer 3 (http://frodo.wi.mit.edu/) je volně přístupný software určený k designu primerů a prób, 

nejenom pro real-time PCR reakce. Software umožňuje libovolné nastavení požadovaných 

parametrů (velikost primerů nebo próby, obsah GC bazí v %, Tm , velikost produktu atd.) a 

automaticky dle zadaných požadavků navrhuje nejvhodnější sekvence oligonukleotidů. 

IDTDNA (www.idtdna.com) je server, jehož součástí jsou programy - nástroje používané 

k analýze vlastností navržených primerů a prób, např. schopnost tvořit dimery nebo vlásenky. 

Lze jej použít také k designu primerů. 

Na serveru PubMed byla vyhledána mRNA sekvence vybraných markerů pro detekci MRD u 

solidních tumorů (Tab. 1) a bylo určeno intron-exonové rozhraní. Konkrétní geny, markery byly 

zvoleny na základě publikovaných údajů, primery a próby jsou vlastního designu.   

Pro design primerů a prób softwarem Primer3 jsme zvolili následující standardní podmínky: 

délka amplikonu 100-200bp, délka primerů 18-25bp, délka prób 25-30bp, annealingová teplota 

primerů 60°C, annealingová teplota prób 70°C, poměr GC 30-70%. Navržené sekvence 

oligonukleotidů byly poté podrobeny „blastování“ programem BLAST 

(www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/Blast.cgi) a ověřeny, zda jsou komplementární pouze k vybraným 

genům. Dále byla provedena analýza tvorby self- a heterodimerů a vlásenek mezi primery a 

próbami na serveru www.idtdna.com. Na základě všech analýz byly vybrány vhodné sekvence, 

dostatečně specifické a netvořící dimery ani vlásenky (Tab. 1).   

 

 

 

 

http://www.pubmed.com/�
http://frodo.wi.mit.edu/�
http://www.idtdna.com/�
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/Blast.cgi�
http://www.idtdna.com/�
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Tab. 1.   Sekvence použitých primerů a sond 
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2.3.1.2  Optimalizace kvantitativní RT-PCR 

Pro každý primerový pár a próbu byl optimalizován teplotní profil s důrazem na annealingovou 

teplotu, dále koncentrace hořčíku a koncentrace primerů. Cílem optimalizace byla amplifikace 

pouze specifického produktu v co nejnižší Ct hodnotě (cycle treshold) a vyhnout se amplifikaci 

nespecifických produktů a primer-dimerů. Při použití optimalizovaných koncentrací a 

teplotních profilů (Tab. 2) dochází k amplifikaci pouze specifických produktů (Obr. 2). 

 
 

Tab. 2   Optimalizované koncentrace oligonukleotidů, sond, hořečnatých kationtů a 

PCR teplotní schémata 

 

 
 
2.3.1.3  Specificita  

2.3.1.3.1  Negativní kontroly 

Pro stanovení specifičnosti vyšetření minimální reziduální choroby na základě stanovení 

exprese specifických nádorových markerů-genů byly vyšetřeny vzorky krve 58 zdravých 

dobrovolných dárců krve a dále vzorky kostní dřeně od 12 pacientů a lymfatické uzliny od 3 

pacientů operovaných pro nezhoubná nezánětlivá onemocnění (hernioplastika, polypektomie, 

cholecystektomie apod.). Byla provedena real-time RT-PCR reakce dle uvedených 

optimalizovaných podmínek (Tab. 2) a výsledky byly statisticky zpracovány. Jako cut-off 

hodnota pro hodnocení pozitivity versus negativity MRD při reálném vyšetření pacientských 

vzorků byl použit trojnásobek průměrné hodnoty exprese markeru v kontrolním souboru (Tab. 

3). U některých markerů byla tato hodnota následně upravena při statistických analýzách 

parametrů přežití, které umožnily upřesnit původní limitní hodnoty. Při hodnocení diagnostické 

specifičnosti byla jako falešně pozitivní výsledek hodnocena exprese vyšší než cut-off hodnota.  

Výpočet diagnostické specifičnosti proveden dle vzorce: správná negativita / (správná 

negativita + falešná pozitivita). 
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Diagnostická specifičnost je u všech testovaných markerů nad úrovní 95% (krom CEA 94,4%) 

viz. Tab. 4. 

 

Tab. 3  Kvantitativní exprese epiteliálních markerů v krvi, kostní dřeni a lymfatických 

uzlinách zdravých jedinců 

 

 
 
 

Tab. 4  Diagnostická specificita jednotlivých markerů pro detekci MRD v systémové 

krvi 
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2.3.1.3.2  Genomická DNA 

Všechny primery byly navrženy tak, aby se zabránilo amplifikaci genomické DNA při 

eventuální kontaminaci vzorku RNA genomickou DNA (design s exonovým přesahem). 

Specifičnost sekvencí navržených primerů byla ověřena prvotně při designu oligonukloeotidů 

veřejně dostupnými databázemi (Blast). Pro ověření specificity amplifikace pouze cDNA 

(RNA) a nikoliv gDNA bylo provedeno vyšetření 29 vzorků gDNA od pacientů se zhoubným 

tumorem. Byla provedena real-time PCR dle uvedených schémat (Tab. 2).  

Všechny fluorescenční křivky za použití CEA, TTF1, CK 19, CK 20 a MAM zůstaly zcela 

vodorovné, bez detekce jakéhokoliv signálu přítomnosti vznikajícího specifického produktu. 

V případě EGFR se po 40. cyklu jedenkrát objevil zanedbatelný nespecifický signál řádově 

v jednotkách kopií genů. V případě EpCAM byl zachycen ojedinělý slabý signál u jednoho z 58 

vyšetření. U GAPDH je však přítomna ve vysoké míře amplifikace specifického produktu, 

avšak stále o 3-4 řády nižší než v případě RNA, což nebrání použití GAPDH jako orientačního 

housekeepingového genu. 

 

2.3.1.3.3  Amplifikace specifických produktů 

Pro ověření amplifikace specifického produktu byla provedena po proběhlé real-time RT-PCR 

(50 cyklů s markery a sondami dle uvedených schémat, viz. Tab. 2) gelová elektroforéza 

přístrojem Agilent 2100 Bioanalyzer (Agilent Technologies, Santa Clara, USA ) s detekcí 

specifického produktu o definované velikosti. Dále byla analyzována event. produkce 

nežádoucích primer-dimerů. Dle Primer 3 softwaru užitého při navrhování primerů a prób by 

měly mít specifické amplikony následující délku: CEA 179bp, MAM 131bp, EGFR 149bp, 

EpCAM 95bp, GAPDH 226bp, TTF1 100bp, CK19 153bp a CK20 148bp.  

Všechny používáné primerové páry s próbou amplifikují produkt o předem definované délce a 

krom CK 20 netvoří žádné primer-dimery. U CK 20 dochází v závislosti na míře exprese CK 20 

v daném vzorku k občasné tvorbě malého, prakticky zanedbatelného, množství primer-dimerů 

(Obr. 2).  
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Obr. 2  Virtuální polyakrylamidová elektroforéza (Agilent 2100 Bioanalyzer, Agilent 

Technologies, Santa Clara, USA) 

 

2.3.1.4  Senzitivita – diluční řady 

Z povahy vyšetření MRD a z biologické povahy a proměnlivosti vzorků nelze stanovit správnou 

či falešnou pozitivitu. Pro projekt detekce disseminovaných nádorových buněk v těle pacientů 

se zhoubným tumorem na základě exprese tumor-specifických markerů v krvi bylo provedeno 

testování senzitivity metodiky na základě dilučních řad. Nádorové buňky získané z reálných 

vzorků nativních tumorů byly přidány do vzorků jaderných buněk krve získaných od zdravých 

dobrovolníků v poměru 1:1 až 1: 10 000 000. Následně byla provedena real-time RT-PCR o 50 

cyklech s markery a sondami dle uvedených schémat (Tab. 2). 

Citlivost detekce disseminovaných nádorových buněk dosahovala za použití CEA 3,3x10-7, 

EGFR 2,5x 10-7, EpCAM, CK 19 a CK 20 1x10-6. Za použití MAM bylo dosaženo citlivosti 

2x10-6. Exprese TTF1 je nízká i v primárním tumoru, diluční experiment v dostatečném rozsahu 

nebylo možno provést  (Tab. 5).  
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Tab. 5  Senzitivita jednotivých markerů pro detekci MRD 

 

 
 

2.3.1.5  Opakovatelnost a reprodukovatelnost 

Pro testování opakovatelnosti a reprodukovatelnosti vyšetření byla provedena real-time RT-

PCR reakce stanovující expresi CEA (Tab. 2). Pro ověření opakovatelnosti byly vzájemně 

porovnány výsledky exprese CEA v jedné sérii – v jednom dni, jedním pracovníkem, 5x1 

vzorek ve třech koncentracích na okrajích a ve středu detekčního rozmezí, pro testovaní 

reprodukovatelnosti bylo provedeno totéž v různých dnech a různými pracovníky.  

Výsledky testování opakovatelnosti a reprodukovatelnosti byly statisticky zpracovány a 

nejistota měření byla vyjádřena směrodatnou odchylkou. Po statistickém zhodnocení výsledků 

nebyly mezi testovanými soubory nalezeny statisticky významné rozdíly (Tab. 6). 

 

Tab. 6  Validace opakovatelnosti a reprodukovatelnosti vyšetření MRD pro CEA 
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2.3.1.6 Exprese markerů v nádorových liniích a lidských karcinomech 

Pro ověření specificity vybraných markerů pro detekci MRD u jednotlivých nádorových 

diagnóz byla prvotně stanovena jejich exprese u nádorových linií odvozených od nejčastějších 

typů lidských karcinomů. Nádorové linie byly kultivovány za standardních podmínek, ze 

získané RNA poté byla provedena QRT-PCR viz výše (Tab. 2). Výsledky po normalizaci 

exprese specifických markerů k expresi GAPDH ukazují na možnost použití mamaglobinu, 

EGFR nebo EpCAM k detekci MRD u tumorů prsu (pozitivní u MCF 7, BT 549, MDA MB 

231), u karcinomu kolorekta lze použít CK19, CK20, CEA, EGFR (pozitivní u HT 29, HCT 

116 a SW 620), pro detekci MRD u karcinomu plic se jeví být vhodným markerem EGFR a 

TTF1 (pozitivní u  A 549). V leukemických liniích je exprese těchto specifických znaků 

minimální (K562, CEM). Pro detekci MRD u karcinomu pankreatu není žádný z testovaných 

markerů dostatečně senzitivní ani specifický (HPaC) (Tab. 7).  

 

Tab. 7  Exprese jednotlivých markerů v lidských nádorových liniích 

 

  
 
Zjištěné skutečnosti byly následně ověřeny na souboru reálných vzorků tumorů. Na míru 

exprese jednotlivých markerů bylo vyšetřeno přes 110 vzorků primárních tumorů (23 vzorků 

karcinomu kolorekta (C18-20), 23 vzorků karcinomu prsu (C50), 23 vzorků nemalobuněčného 

karcinomu plic (C34), 20 vzorků ovariálního karcinomu (C56), 21 vzorků primárních gliálních 

nádorů mozku (C71) a 5 vzorků sarkomů měkkých tkání). Z vyizolované RNA byla provedena 

QRT-PCR dle standardních podmínek (Tab. 2). Výsledky ukazují na  velmi vysokou a 

specifickou expresi karcinoembryonálního antigenu a cytokeratinu 20 v kolorektálních 

karcinomech a na vysoce specifickou expresi mamaglobinu 1 a cytokeratinu 19 v karcinomech 

mamárního původu. Karcinomy plic se vyznačují vysoce specifickou expresí TTF 1 a vyšší 

expresí cytokeratinu 19 a EGFR1, u karcinomu vaječníků je pouze nespecificky zvýšená 
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exprese EpCAM a EGFR1. U primárních tumorů mozku je exprese všech sledovaných markerů 

kromě EGFR1 velmi nízká, u sarkomů měkkých tkání je exprese všech sledovaných 

epiteliálních markerů nulová. 

 
 

 
 
 
Obr. 3  Exprese jednotlivých markerů v primárních lidských tumorech 
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Obr. 4  Exprese jednotlivých markerů v primárních lidských tumorech 
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2.3.2 Identifikace nových markerů pro detekci minimální reziduální choroby 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Nové markery pro rozlišení duktálního a lobulárního invazivního karcinomu prsu metodami 

laserové mikrodisekce a DNA microarray analýzou 
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2.3.3 Použití markerů minimální reziduální choroby k diferenciální diagnostice 

metastáz neznámého původu 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Míšní metastáza adenokarcinomu – kazuistika 
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2.3.4 Minimální reziduální choroba u solidních nádorů 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Molekulární detekce diseminovaných nádorových buněk v kostní dřeni u pacientek 

s časným karcinomem prsu metodou kvantitativní RT-PCR pro karcinoembryonální 

antigen 
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2.3.4.2 Mikrometastatické postižení sentinelových lymfatických uzlin u karcinomu prsu 

Správný staging nádorového onemocnění je nezbytným podkladem pro stanovení prognózy a 

terapie. V případě karcinomu prsu je pro staging důležité vyšetření axilárních lymfatických 

uzlin. Exenterace axily je však zatížena nemalou morbiditou, zejména vznikem lymfedému. 

Vyšetřením sentinelových lymfatických uzlin u pacientek s karcinomem prsu je možno se 

v případě nepřítomnosti metastáz vyhnout následné exenteraci axily. Postižení sentinelové 

uzliny totiž se značnou senzitivitou a specificitou predikuje postižení axilárních uzlin. Bohužel, 

u třetiny až poloviny pacientek s karcinomem prsu klinického stádia I-II a bez postižení 

lymfatických uzlin dochází k recidivě onemocnění. V předkládané práci jsme se zabývali 

prognostickou hodnotou mikrometastického postižení sentinelových lymfatických uzlin u 

pacientek s karcinomem prsu. 

Na přítomnost mikrometastatického postižení sentinelových lymfatických uzlin byl vyšetřen 

soubor 44 pacientek operovaných pro karcinom prsu ve FN Olomouc v letech 2004 – 2007. 

Medián sledování souboru byl 25,1 (21,1-28,8) měsíců, medián doby do progrese 17,4 (10,1-

21,1) měsíců. Bližší charakteristika souboru viz Tab. 8. Chirurgický výkon byl proveden ve 

100% případů, u 61% byla provedena ablace, v 39% se jednalo o kvadrantektomii s následnou 

radioterapií. Peroperačně byla pomocí radiofarmaka a gama kamery detekována sentinelová 

lymfatická uzlina, která byla po preparaci rozpůlena. Polovina sentinelové uzliny a axilární 

uzliny byly vyšetřeny standardně histopatologicky (prokrájení, IHC barvení) a druhá polovina 

sentinelové uzliny byla vyšetřena metodou QRT-PCR. U všech pacientek byla následně 

provedena standardní exenterace axilly, vyšetření všech spádových uzlin a nodální staging. 

Pacientky byly dále léčeny a dispenzarizovány dle platných standardních protokolů léčby. 

Metodou QRT-PCR byla v sentinelových lymfatických uzlinách stanovena míra exprese 

markerů CEA, mamaglobinu a CK 19. Jako mikrometastaticky pozitivní byly označeny ty 

uzliny, kde míra exprese alespoň jednoho z vyšetřovaných markerů přesáhla stanovenou cut-off 

hodnotu (Tab. 3).  
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Tab. 8  Charakteristika souboru pacientek s karcinomem prsu  

 

 
 
Histopatologickým vyšetřením bylo prokázáno mikrometastatické postižení sentinelových uzlin 

u 36% pacientek (16/44). QRT-PCR vyšetřením sentinelových uzlin jsme prokázali přítomnost 

mikrometastáz až u 59% pacientek (26/44). Všechny histopatologicky pozitivní uzliny byly 

zároveň QRT-PCR pozitivní. V souboru 28 pacientek s histopatologicky negativními 

sentinelovými uzlinami jsme metodou QRT-PCR detekovali mikrometastické postižení u 10 

pacientek (36%).  

Bylo provedeno statistické zhodnocení dat. Prokázali jsme, že absolutní kvantifikací genové 

exprese lze dle výše exprese testovaných markerů odhadnout, zda-li bude i druhá polovina 
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testované lymfatické uzliny pozitivní také histopatologicky. Např. exprese 

karcinoembryonálního antigenu nad 250 kopií/µg RNA značí přítomnost mikrometastáz, 

exprese CEA nad 25 000 kopií/µg RNA již predikuje histopatologickou pozitivitu (Obr. 5). 

 
 
Obr. 5  Exprese CEA v jednotlivých sentinelových lymfatických uzlinách, cut-off 

hodnoty pro stanovení molekulární, resp. histopatologické pozitivity 

mikrometastického postižení. 

 

Statistickou analýzou parametrů přežití byla zhodnocena prognostická hodnota přítomnosti 

mikrometastáz v sentinelových lymfatických uzlinách. Vzhledem k relativně krátké době 

sledování (medián 25,1 měsíců) byla hodnocena přítomnost mikrometastáz k délce období bez 

známek onemocnění (disease free survival, DFS). Při hodnocení celého souboru 41 pacientek, 

nebyl nalezen statisticky významný rozdíl v DFS (p<0,76) mezi pacientkami s histopatologicky 

pozitivními či negativními sentinelovými uzlinami (Obr. 6), což lze vysvětlit krátkou dobou 

sledování. Ve skupině 13 pacientek s pozitivními uzlinami došlo ke dvěma generalizacím 

onemocnění s následným úmrtím. Ve skupině 28 pacientek s negativními uzlinami došlo ke 

dvěma lokálním recidivám (lymfatické uzliny, jizva) a dvěma generalizacím, z nichž jedna 

skončila úmrtím pacientky.  
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Obr. 6  DFS analýza dle histopatologické pozitivity sentinelových uzlin 

 

Při rozdělení souboru 44 pacientek dle QRT-PCR pozitivity mikrometastatického postižení 

sentinelových uzlin, byl zjištěn rozdíl v DFS mezi pacientkami s QRT-PCR pozitivními a 

negativními sentinelovými uzlinami, který nebyl statisticky signifikantní (Obr. 7), avšak byl 

výraznější než v případě histopatologicky pozitivních uzlin. Pacientky s QRT-PCR pozitivními 

uzlinami mají kratší DFS a vyšší riziko rozvoje recidivy v relativně krátkém intervalu od 

diagnózy, než pacientky s uzlinami QRT-PCR negativními. Ve skupině 26 pacientek 

s pozitivními uzlinami došlo ke čtyřem generalizacím onemocnění a třem následným úmrtím. 

Ve skupině 18 pacientek s negativními uzlinami došlo pouze k jedné recidivě (recidivě v jizvě) 

a k žádnému úmrtí.  
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Obr. 7  DFS analýza dle QRT-PCR pozitivity sentinelových uzlin 

 

Pokud jsme se zaměřili pouze na pacientky s histopatologicky negativními sentinelovými 

lymfatickými uzlinami (28 pacientek) a rozdělili jsme je dle QRT-PCR pozitivity 

mikrometastatického postižení, zjistili jsme opět rozdíl v DFS mezi oběma skupinami, ne však 

statisticky signifikantní (p<0,16) (Obr. 8). Ve skupině pacientek s histopatologicky negativními 

uzlinami (pT1-2N0M0), mají pacientky s QRT-PCR pozitivními uzlinami  kratší DFS a vyšší 

riziko rozvoje recidivy, než pacientky s uzlinami QRT-PCR negativními. Ve skupině 10 

pacientek s QRT-PCR pozitivními uzlinami došlo ke dvěma generalizacím onemocnění, jedné 

lokální recidivě a jednomu následnému úmrtí. Ve skupině 18 pacientek s negativními uzlinami 

došlo pouze k jedné recidivě (recidivě v jizvě) a k žádnému úmrtí. Žádná z těchto čtyř pacientek 

neobdržela systémovou adjuvantní chemoterapii (Tab. 9). 

 

 

 

 



 84 

 
 

Obr. 8  DFS analýza dle QRT-PCR pozitivity sentinelových uzlin – soubor 

histopatologicky negativních (pT1-2N0M0) pacientek s karcinomem prsu 

 

Tab. 9  Charakteristika souboru pT1-2N0M0 pacientek s karcinomem prsu, u nichž 

došlo k recidivě nádorového onemocnění 
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2.3.4.3 Minimální reziduální choroba u pacientů s kolorektálním karcinomem – pilotní 
studie 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Minimální reziduální nádorová choroba u kolorektálního karcinomu – nový prognostický 

marker v onkochirurgii 
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2.3.4.4 Minimální reziduální choroba u pacientů s kolorektálním karcinomem – analýza 

přežití 

Do studie analyzující prognostickou hodnotu přítomnosti MRD u kolorektálního karcinomu  

bylo zahrnuto celkem 182 pacientů (111 mužů a 68 žen) průměrného věku 64,5 let (46 – 81, 

95% CI) (Tab. 10). Žádný pacient z našeho souboru neobdržel neoadjuvantní 

chemoradioterapii, všechny nádory byly histologicky verifikovány s nálezem invazivního 

adenokarcinomu ve všech případech. Medián počtu vyšetřených lymfatických uzlin byl 13 

(rozmezí 0-50). Všech 182 pacientů bylo dispenzarizováno a léčeno dle standardních léčebných 

protokolů. V době provedení statistické analýzy přežití měli pacienti za sebou onkologickou 

kontrolu ne starší než jeden rok. Průměrná doba sledování v našem souboru byla 21,7 měsíce. 

Všech 147 pacientů stádia I-III podstoupilo chirurgický zákrok s kurativním záměrem (R0 

resekce), žádný z pacientů nezemřel do 30 dnů po operaci. 

 

Tab. 10  Charakteristika souboru pacientů s karcinomem tlustého střeva a konečníku 

 

 
 
Peroperační pozitivita MRD za použití CEA byla zjištěna alespoň v jednom z vyšetřovaných 

kompartmentů u 29,7% pacientů stádia I-IV (9,9% v periferní krvi, 23,6% v kostní dřeni). Při 

použití CK20 byla detekována přítomnost MRD v alespoň jednom kompartmentu u 30,7% 

pacientů (28,6% v periferní krvi, 9,9% v kostní dřeni). MRD pozitivita alespoň jednoho 

markeru (CEA nebo CK20) v krvi anebo kostní dřeni byla detekována u 49,5% pacientů v den 

operace (33,5% v periferní krvi, 31,9% v kostní dřeni).  

Pozitivita MRD v kontrolních vzorcích jeden měsíc po resekci tumoru byla za použití CEA 

nalezena u 16,4% pacientů (7,8% v periferní krvi, 13,4% v kostní dřeni). Při použití CK 20 byla 

zjištěna MRD pozitivita v kontrolních vzorcích u 40,2% pacientů (34,1% v periferní krve, 

21,8% v kostní dřeni). MRD pozitivita alespoň jednoho markeru (CEA nebo CK20) v krvi nebo 

kostní dřeně byla nalezena u 46,6% pacientů jeden měsíc po operaci (33,6% v periferní krvi, 

31,8% v kostní dřeni). MRD pozitivita v jednotlivých klinických stádiích je uvedena v Tab. 11. 
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Nebyla prokázána žádná statisticky významná tendence mezi vzrůstající MRD pozitivitou a 

klinickým stádiem onemocnění.  

 

Tab. 11.  Zastoupení MRD pozitivních nálezů v periferní krvi a kostní dřeni pacientů 

s kolorektálním karcinomem (všechna klinická stádia) rozdělených dle 

jednotlivých klinicko-patologických parametrů. 

 

 
 
Při hodnocení přítomnosti MRD jako nezávislého prognostického faktoru byla porovnána MRD 

pozitivita v krvi a kostní dřeni v den operace a jeden měsíc po výkonu s klasickými 

prognostickými faktory (TNM stádium, invazivita, postižení lymfatických uzlin, velikost 

tumoru, sérové hladiny onkomarkerů CEA a CA 19-9). Nebyly však prokázány žádné 

statisticky významné rozdíly (Tab. 11). Přítomnost MRD také nesouvisí s pohlavím, lokalizací 

nádoru a gradingem (Tab. 10). Byly nalezeny pouze jednotlivé rozdíly v analyzovaných 
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skupinách, avšak bez statisticky významného zvyšujícího se trendu vzhledem k hodnoceným 

parametrům. Dle našich výsledků je přítomnost MRD nezávislá na dalších klinicko-

laboratorních charakteristikách nemoci.  

 V naší studii byla provedena analýza sérových hladin CEA a CA 19-9, a to jak předoperačních, 

tak kontrolních jeden měsíc po výkonu. Jako pozitivní byly hodnoceny hladiny vyšší než 5µg/l 

u CEA a 37 kU/l u CA 19-9. Stratifikace předoperačních pozitivních nálezů v jednotlivých 

klinických stádiích je uvedena v Tab. 10. Byla provedena korelační analýza mezi přítomností 

MRD v jednotlivých kompartmentech za použití CEA i CK20 a mezi hladinou či pozitivitou 

sérových onkomarkerů, a to jak peroperačních, tak kontrolních hodnot. Nebyly nalezeny žádné 

statisticky významné souvislosti mezi přítomností MRD a sérovými onkomarkery CEA a CA 

19-9 (Tab. 11). 
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Obr. 9.   Schéma studie detekce MRD u pacientů s kolorektálním karcinomem 
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Do analýzy přežití bez známek onemocnění (disease-free survival, DFS) bylo zahrnuto celkem 

147 pacientů I.-III. klinického stádia kolorektálního karcinomu, kteří podstoupili radikální  

operaci s kurativním záměrem (R0 resekce). Charakteristika souboru viz Tab. 10. Prognostický 

význam MRD byl hodnocen dle QRT-PCR pozitivity CEA a CK20 v krvi a kostní dřeni, v den 

operace a jeden měsíc po operaci. DFS analýzy byly provedeny také pro kombinace obou 

markerů a také dle dynamiky exprese CEA a CK20 mezi peroperačním a kontrolním vzorkem. 

Byla provedena též analýza celkového přežití (overall survival, OS), avšak žádné významné 

výsledky vzhledem ke krátké době  sledování nebyly nalezeny (data nejsou zobrazena). Celkem 

u 24 ze 141 (17%) pacientů I.-III. stádia kolorektálního karcinomu se během doby sledování 

objevila recidiva nádorového onemocnění. Průměrná doba sledování byla 22,9 měsíců. Co se 

týče lokalizace primárního tumoru, nebyly nalezeny žádné rozdíly v DFS a OS mezi pacienty s 

rakovinou tlustého střeva anebo konečníku. 

DFS analýza pacientů rozdělených dle přítomnosti MRD v peroperačním a kontrolním vzorku 

periferní krve za použití CEA a CK20 jako markerů nádorových buněk přinesla několik 

zajímavých zjištění (Obr. 10). Pacienti s pozitivitou MRD v peroperačním vzorku krve za 

použití CEA (Obr. 10A) a v kontrolním vzorku měsíc po operaci za pomocí CK20 (Obr. 10D) 

měli statisticky významně kratší DFS (p = 0,05, resp. p = 0,0005) a vyšší riziko vzniku recidivy 

onemocnění (HR = 2,726, resp. HR = 3,729).  
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Obr. 10 DFS analýza pacientů s kolorektálním karcinomem dle pozitivity MRD 

v perooperačním a kontrolním vzorku systémové krve 

 

Obdobná analýza hodnotila vztah mezi DFS a přítomností MRD v peroperačním a kontrolním 

vzorku kostní dřeně měsíc po operaci za použití CEA a CK20. Bylo zjištěno, že pacienti s 

přítomností MRD ve vzorku kostní dřeně jeden měsíc po operaci za použití CEA (Obr. 11B) a 

za použití kombinace CEA a CK20 (Obr. 11F) měli statisticky významně kratší DFS (p = 0,01, 

resp. p = 0,00035) a vyšší riziko vzniku recidivy onemocnění (HR = 3,328, resp. HR = 3,746), 

než pacienti bez přítomnosti MRD v kostní dřeni. 
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Obr. 11 DFS analýza pacientů s kolorektálním karcinomem dle pozitivity MRD 

v perooperačním a kontrolním vzorku kostní dřeně odebraném měsíc po 

operaci 

 

Dalším cílem bylo zhodnotit dynamiku exprese jednotlivých markerů. Porovnávala se exprese 

CEA a CK20 v krvi a kostní dřeni v den operace a měsíc po výkonu. Podařilo se identifikovat 

skupinu pacientů, u nichž jak v peroperačních, tak v kontrolních vzorcích nedosahovaly exprese 

markerů cut-off hodnot, ale přesto u nich došlo k min. 60% nárůstu exprese CEA v kostní dřeni. 

Tito pacienti měli rovněž statisticky významně kratší DFS (p = 0,0005) a vyšší riziko vzniku 

recidivy onemocnění (HR = 3,283), než pacienti bez nárůstu exprese CEA nad 60% (Obr. 12B). 

Pro CK20 se nám podobné souvislosti odhalit nepodařilo (měřeno vzestupem exprese o 200%).  
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Obr. 12 DFS analýza pacientů s kolorektálním karcinomem dle dynamiky MRD ve 

vzorcích systémové krve a kostní dřeně 
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2.3.4.5 Komentované výsledky  

V naší studii byla pro detekci MRD u solidních tumorů pro svou vyjímečnou senzitivitu 

vybrána metoda QRT-PCR a dle obecně platných pravidel byly navrženy primery a sondy pro 

stanovení absolutní genové exprese vybraných markerů nádorových buněk. Význam 

přítomnosti MRD u pacientů se solidními tumory byl sledován na souboru pacientů s 

kolorektálním karciomem a karcinomem prsu. Pro detekci MRD u pacientů s karcinomem 

tlustého střeva a konečníku byly jako markery nádorových buněk vybrány CEA a CK 20. Pro 

detekci mikrometastáz v sentinelových uzlinách u pacientek s karcinomem prsu byly jako 

markery použity MGB1 a CEA. 

V naší studii, zabývající se MRD u pacientů s kolorektálním karcinomem, byla metodou QRT-

PCR stanovována absolutní genová exprese CEA a CK20 v krvi a kostní dřeni. Jednou z mnoha 

vlastností solidních nádorů je jejich heterogenita a genetická nestabilita, taktéž cirkulující 

okultní nádorové buňky jsou z genetického pohledu heterogenní skupinou (Klein et al.,  2002). 

Nalezení vhodného, dostatečně senzitivního i specifického markeru cirkulujících nádorových 

buněk je tedy velmi obtížné. V současnosti jsou pro detekci MRD u pacientů s kolorektálním 

karcinomem, vzhledem k vysoké expresi v primárním tumoru a nízké expresi v krvi a kostní 

dřeni, doporučovány jako markery CEA a CK20 (Yamaguchi et al., 2000; Ito et al., 2002; Patel et al., 2002; Tsouma et 

al., 2008). Použití multimarkerové analýzy je také spolehlivější než analýzy MRD založené na 

jediném markeru (Racila et al., 1998; Conzelmann et al., 2005). Kvantitativní stanovení genové exprese 

markerů MRD umožňuje určit cut-off hodnoty s rozlišením mezi fyziologickým a patologickým 

stavem. Následně umožňuje posoudit změny v přítomnosti cirkulujících nádorových buněk 

během dispenzarizace pacienta. Cut-off hodnoty byly v naší studii stanoveny na základě 

analýzy exprese jednotlivých markerů v kontrolní skupině zdravých dárců krve.  

Design naší studie již od počátku počítal se sledováním dynamiky exprese markerů, proto byly 

vzorky periferní krve a kostní dřeně vyšetřovány jak peroperačně, tak jeden měsíc po operaci 

před zahájením případné adjuvantní chemoterapie. V několika recentních studiích byla u 

pacientů s kolorektálním karcinomem prokázána vyšší prognostická hodnota přítomnosti 

cirkulujících nádorových buněk v kontrolních, pooperačních vzorcích periferní krve, než ve 

vzorcích peroperačních (Sadahiro et al., 2007; Allen-Mersch et al., 2007). Načasování odběru vzorků krve se 

tedy zdá být rozhodující pro odhad významu přítomnosti MRD u pacientů s kolorektálním 

karcinomem. Ukazuje se, že nádorové buňky uvolněné do krevního řečiště během operace 

pravděpodobně nemají význámný metastatický potenciál (Yamaguchi et al., 2000). V naší studii jsme 

zjistili statisticky významně kratší DFS u pacientů s přítomností MRD v peroperačním vzorku 
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periferní krve za použití CEA a v kontrolním vzorku krve jeden měsíc po operaci za použití 

CK20 (p = 0,05, resp. p = 0,0005) (Obr. 10). 

Dosud nebyly publikovány žádné studie o riziku vzniku recidivy nádorového onemocnění ve 

skupině pacientů s kolorektálním karcinomem a negativitou QRT-PCR vyšetření na přítomnost 

MRD. Díky designu naší studie jsme mohli porovnat dynamiku exprese CEA a CK20 v krvi a 

kostní dřeni mezi peroperačními a kontrolními vzorky. Zajímala nás skupina pacientů, u nichž 

QRT-PCR vyšetření neprokazovalo přítomnost MRD ani v peroperačních, tak v kontrolních 

vzorcích. Bylo zjištěno, že již  60% zvýšení exprese CEA v kostní dřeni, které však nedosahuje 

cut-off hodnot pro pozitivitu MRD, rovněž identifikuje statisticky významně pacienty s kratším 

DFS (p = 0.005) a vyšším rizikem vzniku recidivy (HR=3,283) (Obr. 12). Vzhledem 

k interindividuální variabilitě v expresi jednotlivých markerů lze předpokládat, že tito pacienti 

mají již primárně velmi nízkou cut-off hodnotu exprese CEA. Výsledky naší studie ukazují, že 

nejenom MRD pozitivita, ale také dynamika exprese markerů může identifikovat rizikové 

pacienty.   

Vyšetření kostní dřeně není obvyklým vyšetřením při diagnostice nádorových onemocnění, s 

výjimkou hematologických malignit. Jen několik málo publikovaných prací se zabývalo 

vyšetřením kostní dřeně u pacientů s kolorektálním karcinomem pomocí vysoce citlivých 

molekulárně biologických metod založených na PCR. Byla prokázána špatná prognóza pacientů 

s CK 20 pozitivitou kostní dřeně (Soeth et al., 1997; Wolfrum et al., 2005; Koch et al., 2006). Žádná studie se však 

nezabývala  prognostickou hodnotou přítomnosti MRD v kostní dřeni na základě CEA 

pozitivity. Nicméně výsledky naší studie naznačují, že vyšetření kostní dřeně u pacientů 

s kolorektálním karcinomem je užitečné pro zjištění mikrometastáz. Dle našich zjištění, měli 

pacienti s CEA pozitivitou v kontrolním vzorku kostní dřeně statisticky významně kratší DFS a 

téměř 4x vyšší riziko recidivy onemocnění (Obr. 11). V případě kombinace CEA s CK20 byla 

statistická významnost ještě vyšší. Aspirace kostní dřeně sice není příjemným vyšetřením pro 

pacienty, avšak kostní dřeň je jedinečným prostorem pro nádorové buňky umožňující přesnější 

diagnostiku pokročilosti nádorového onemocnění zejména v kontextu hematogenní diseminace.   

Co se týče závislosti mezi přítomností klinicko-patologických charakteristik onemocnění a 

přítomností MRD zjištěné na základě QRT-PCR vyšetření pro CEA a CK20, nebylo 

publikováno mnoho prací. V některých studiích korelovala přítomnost MRD s klinickým 

stádiem (Guadagni et al., 2001; Miura et al., 2003; Iinuma et al., 2006; Zhang et al., 2005; Soeth et al., 1997), se sérovou 

hladinou onkomarkeru CEA (Silva et al., 2002; Piva et al., 2000) nebo s postižením lymfatických uzlin 
(Katsumata et al., 2003; Piva et al., 2000). Avšak v některých studiích nebyla zjištěna žádná souvislost mezi 

přítomností MRD a klasickými prognostickými faktory (Koch et al., 2006; Schuster et al., 2004). Nutno 
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podotknout, že výsledky všech publikovaných studií jsou velmi heterogenní. V naší studii jsme 

korelovali jak absolutní genovou expresi, tak MRD pozitivitu, se všemi klinicko-patologickými 

charakteristikami onemocnění (klinické stádium, TNM klasifikace, grading, velikost primárního 

tumoru, sérové hladiny CEA a CA 19-9), avšak nenalezli jsme žádné statisticky významné 

souvislosti. V souladu s recentně publikovanými studiemi (Uen et al., 2008; Koch et al., 2006) 

předpokládáme, že přítomnost MRD je nezávislým prognostickým faktorem u pacientů 

s kolorektálním karcinomem.  

Další část předkládané dizertační práce se zabývá mikrometastatickým postižením 

sentinelových lymfatických u pacientek s karcinomem prsu. Správný staging nádorového 

onemocnění je nezbytným podkladem pro stanovení prognózy a terapie. V případě karcinomu 

prsu je pro staging důležité vyšetření axilárních lymfatických uzlin. Exenterace axily je však 

zatížena nemalou morbiditou, zejména vznikem lymfedému. Vyšetřením sentinelových 

lymfatických uzlin u pacientek s karcinomem prsu je možno se v případě nepřítomnosti 

metastáz vyhnout následné exenteraci axily. Postižení sentinelové uzliny totiž se značnou 

senzitivitou a specificitou predikuje postižení axilárních uzlin. V současnosti však probíhají 

četné diskuse, jak postupovat v případě pozitivního nálezu v sentinelové uzlině (Alran et al., 2007; Van 

Zee et al., 2003). Zda-li provést následnou exenteraci či nikoliv. Jisté však je, že pozitivita 

sentinelové lymfatické uzliny řadí onemocnění do vyššího klinického stádia s potřebou 

adjuvantní chemoterapie. Bohužel, u třetiny až poloviny pacientek s karcinomem prsu 

klinického stádia I-II a bez postižení lymfatických uzlin dochází k recidivě onemocnění. 

V předkládané práci jsme se zabývali přítomností mikrometastického postižení sentinelových 

lymfatických uzlin u pacientek s karcinomem prsu. Metodou QRT-PCR pro CEA, MGB1 a 

CK19 jsme detekovali přítomnost mikrometastáz u 59% pacientek (26/44), histopatologicky 

bylo detekováno metastatické postižení pouze u 32% pacientek (13/41). V souboru 28 pacientek 

s histopatologicky negativními sentinelovými uzlinami jsme metodou QRT-PCR detekovali 

mikrometastické postižení u 10 pacientek (36%). Gillanders a kol. (2004) publikoval obdobné 

výsledky, kdy za použití QRT-PCR pro CEA, MGB1 a PIP (prolaktin indukující protein) 

prokázal přítomnost mikrometastáz u 33% (112/344) pacientek s primárně histopatologicky 

negativními uzlinami. Jiná studie prokázala QRT-PCR pozitivitu u 40% (40/102) 

histopatologicky negativních sentinelových uzlin (Trudeau et al., 1999). QRT-PCR metodika díky své 

citlivosti umožňuje tedy identifikovat 30-40% pacientek s primárně histologicky negativními 

uzlinami, avšak s přítomností mikrometastáz, které jsou pod detekční mezí klasických 

histopatologických metod. Nebyly dosud publikovány žádné práce, které by se zabývaly 

prognostickou hodnotou mikrometastáz v sentinelových uzlinách zjištěnými metodou QRT-
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PCR. V naší studii jsme prokázali trend ke kratšímu DFS u pacientek s karcinomem prsu stádia 

pT1-2M0M0 a QRT-PCR pozitivitou sentinelové uzliny, než u pacientek QRT-PCR 

negativních (Obr. 8). Zjištění zatím nedosáhlo statistické významnosti (p=0,16), což může být 

způsobeno zejména malým počtem zařazených pacientek a také poměrně krátkou dobou 

sledování (25,1 měsíců).  
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2.3.5 Použití markerů minimální reziduální choroby k objasnění mechanismu účinku 

protinádorových léčiv 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

4-arylazo-3,5-diamino-1H-pyrazol CDK inhibitory: SAR studie, krystalová struktura 

v komplexu s CDK2, selektivita a buněčné účinky 
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3. Souhrnné výsledky a diskuse 
 
Maligní nádory vycházející z epiteliálních tkání jsou nejčastější formou nádorového 

onemocnění v západních zemích. I přes obrovský pokrok v léčbě onkologických onemocnění 

zůstává mortalita stále vysoká. Pokrok v léčbě je v současnosti obecně nejlépe vidět na poměru 

stále rostoucí incidence nádorových nemocí, avšak stagnující mortalitě. Mortalita je stále více 

spojená se vznikem vzdálených metastáz, které se objeví až během protinádorové léčby nebo po 

jejím ukončení, nejsou však diagnostikovatelné v čase primární diagnózy. Riziko vzniku 

metastáz se dá odhadnout pomocí statistických dat, která vycházejí z údajů jako je velikost 

primárního tumoru, postižení lymfatických uzlin, gradingu, angioinvaze apod. 

Nediagnostikovatelné okultní nádorové buňky či mikrometastázy mohou přispět k neúspěchu 

primární léčby tím, že léčba je podhodnocena, což vede ke zhoršení prognózy pacienta. 

V současnosti neexistuje standardní metoda s dostatečnou citlivostí pro detekci mikrometastáz 

nebo okultních nádorových buněk. Pokud by existovala, bylo by možné identifikovat pacienty 

s vyšším rizikem vzniku metastáz, na které by se mohla zaměřit adjuvantní chemoterapie, 

určená primárně k eliminaci zbylých, okultních nádorových buněk. A naopak by bylo možné 

identifikovat pacienty s nízkým rizikem, u kterých by bylo možné se vyhnout podání nákladné a 

často velmi zatěžující chemoterapie. 

Dnes běžně používané zobrazovací, biochemické, cytogenetické ani imunologické metody 

neumožňují detekci cirkulujícících nádorových buněk a mikrometastáz s požadovanou 

citlivostí. Teprve rozvoj molekulárně-biologických metod založených na principu PCR umožnil 

zvýšit senzitivitu a detekovat až 1 nádorovou buňku mezi 1-10 miliony buněk nenádorových. 

Tyto metody se dnes s úspěchem používají u hematologických malignit, kde jsou pro jednotlivé 

diagnózy díky dobře popsaným genetickým změnám dostupné vysoce specifické markery 

nádorových buněk. U solidních tumorů se z důvodu vysoké míry genetické instability a 

nádorové heterogenity dostatečně senzitivní a specifické markery teprve hledají.  

V předkládané práci byla pro detekci MRD u solidních tumorů zvolena pro svou výjimečnou 

senzitivitu metoda kvantitativní RT-PCR. Dle publikovaných prací byly vybrány kandidátní 

geny, jež se vyznačovaly vysokou specificitou pro nádorové tkáně. Byl proveden vlastní design 

primerů a prób včetně přípravy standardů pro absolutní kvantifikaci genové exprese. 

Optimalizace RT-PCR v sobě zahrnovala ověření specifity a senzitivity navržených markerů 

pro detekci MRD. Výsledky potvrzují velmi vysokou a specifickou expresi 

karcinoembryonálního antigenu a cytokeratinu 20 v kolorektálních karcinomech a na vysoce 

specifickou expresi mamaglobinu 1 a cytokeratinu 19 v karcinomech mamárního původu. 
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Senzitivita metody byla experimentálně ověřena a potvrdila možnost detekce 1 nádorové buňky 

mezi 1-4 milióny buňkami nenádorovými v závislosti na použitém markeru. Diagnostická 

specifičnost byla ověřena ve vzorcích krve 58 zdravých dárců a je u všech testovaných markerů 

nad úrovní 95%, kromě CEA, kde činí 94,4%.  Zvolené markery tedy poskytují dostatečnou 

senzitivitu a specificitu pro detekci MRD u vybraných solidních nádorů (kapitola 2.3.1). 

Potřeba identifikovat nové markery s ještě vyšší specificitou a senzitivitou však stále trvá. 

Jednou z možností identifikace vhodných markerů pro detekci MRD je použití moderních 

metod založených na principu DNA microarrays. Statistickým porovnáním expresních profilů 

nádorových a nenádorových tkání lze nalézt diferenciálně exprimované geny specifické pro 

jednotlivé nádorové subpopulace, které je možné s úspěchem využít pro detekci MRD 

metodami QRT-PCR. Provedli jsme metodou DNA microarray za použití Affymetrix U133 

Plus 2.3 Array analýzu genové exprese v 30 mikrodisekovaných vzorcích tkání (5 vzorků 

invazivního duktálního karcinomu, 5 vzorků invazivního lobulárního karcinomu, 10 vzorků 

normálních duktálních buněk a 10 vzorků normálních lobulárních buněk). Byly identifikovány 

dva kanditátní geny, asporin a collagen triple helix repeat containing I, zapojené do procesu 

karcinogeneze karcinomu prsu. Dále bylo zjištěno, že proteiny EMPI (Epithelial membrane 

protein 1), DVLI (Dishevelled, dsh homolog 1), DDRI (Discoidin domain receptor family, 

member 1) jsou diferenciálně exprimované v buňkách lobulárního a duktálního karcinomu, což 

může být užitečné při histopatologické diagnostice. Geny kódující tyto proteiny lze v budoucnu 

využít jako markery cirkulujících nádorových buněk pro detekci MRD u jednotlivých 

histogenetických podtypů karcinomu prsu (kapitola 2.3.2). 

V předkádané práci byla zavedena a zvalidována metoda QRT-PCR pro detekci MRD u 

solidních nádorů. Panel sedmi specifických markerů (Tab. 1) lze využít nejen pro detekci MRD, 

ale také pro diferenciální diagnostiku metastáz a maligních výpotků neznámého původu. 

Obecně se jedná o 3-7% pacientů s diseminovaným nádorovým onemocněním, u nichž nelze 

současnými zobrazovacími a histopatologickými metodami určit primární ložisko. To se 

samozřejmě negativně odráží v nesnadné léčbě a špatné prognóze onemocnění, kdy medián 

přežití činí 3-4 měsíce. Byla publikována kazuistika 74 letého muže s náhle vzniklou 

kvadruparézou a nálezem míšní metastázy. Histopatologicky se jednalo o metastázu 

adenokarcinomu, primární tumor nebyl nalezen. Provedená imunohistochemická (negativita 

CK7, CK20, TTF1) ani molekulární (nepřítomnost aktivujících mutací v genech EGFR1 a k-

ras) vyšetření nevedla k určení primárního původu metastázy. V tomto případě se však 

nepodařilo provést  RT-PCR analýzu exprese specifických genů vzhledem nedostatečnému 

množství vyizolované kvalitní RNA. Stanovením exprese vybraných specifických markerů 
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metodou RT-PCR lze ale v mnoha případech pomoci v diferencialní diagnostice těchto 

závažných onemocnění (kapitola 2.3.3). 

V předkládané práci byl význam přítomnosti MRD u pacientů se solidními tumory sledován na 

souboru pacientů s kolorektálním karciomem a karcinomem prsu. Pro detekci MRD u pacientů 

s karcinomem tlustého střeva a konečníku byly jako markery nádorových buněk vybrány CEA a 

CK 20. Pro detekci mikrometastáz v sentinelových uzlinách a v kostní dřeni u pacientek 

s karcinomem prsu byly jako markery použity MGB1 a CEA. Kvantitativní stanovení genové 

exprese markerů MRD umožňuje určit cut-off hodnoty s rozlišením mezi fyziologickým a 

patologickým stavem. Následně umožňuje posoudit změny v přítomnosti cirkulujících 

nádorových buněk během dispenzarizace pacienta. Cut-off hodnoty byly v naší studii stanoveny 

na základě analýzy exprese jednotlivých markerů v kontrolní skupině zdravých dárců krve. 

Byla sledována přítomnost MRD v kostní dřeni u 70 pacientek s karcinomem prsu klinického 

stádia I-III. U 8 pacientek (11,4%) došlo k rozvoji recidivy nádorového onemocnění. Medián 

sledování byl 22 měsíců. Metodou QRT-PCR pro CEA jsme prokázali přítomnost MRD 

v kostní dřeni u 41% (29 ze 70) pacientek. Čtyři z osmi událostí hodnocených v rámci DFS byly 

popsány u pacientek s CEA pozitivitou kostní dřeně. Nicméně 2 události ve skupině s CEA 

pozitivitou neměly přimý vztah k nádoru. Ve skupině s CEA pozitivitou kostní dřeně byl 

pozorován trend ke kratšímu DFS, který byl těsně nad hranicí statistické významnosti 

(p=0,05548). Nicméně tento trend nebyl potvrzen obdobnými nálezy u DMFS ani RFS. Nebyla 

potvrzena korelace s ostatními klinickými a laboratorními prognostickými faktory. Studie 

prokázala, že technika QRT-PCR pro CEA může být využita pro detekci MRD v kostní dřeni 

pacientek s časnými stádii karcinomu prsu. Prognostická hodnota MRD v kostní dřeni pacientek 

s karcinomem prsu však zůstává nejasná (kapitola 2.3.4.1). 

Dále jsme se u pacientek s karcinomem prsu zabývali mikrometastatickým postižením 

sentinelových lymfatických uzlin  a jeho prognostickou hodnotou. Byl vyšetřen a sledován 

soubor 44 pacientek operovaných pro karcinom prsu. Medián sledování souboru byl 25,1 

měsíců, medián doby do progrese 17,4 měsíců, k progresi došlo během sledování u 7 pacientek 

(15,9%). Metodou QRT-PCR pro CEA, MGB1 a CK19 jsme detekovali přítomnost 

mikrometastáz v sentinelových lymfatických uzlinách u 59% pacientek (26/44), přičemž 

histopatologicky bylo detekováno metastatické postižení pouze u 32% pacientek (13/41). 

V souboru 28 pacientek s histopatologicky negativními sentinelovými uzlinami jsme metodou 

QRT-PCR detekovali mikrometastické postižení až u 10 pacientek (36%).  

Zaměřili jsme se zejména na pacientky s histopatologicky negativními sentinelovými 

lymfatickými uzlinami (28 pacientek) a rozdělili jsme je dle QRT-PCR pozitivity 
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mikrometastatického postižení. Zjistili jsme rozdíl v DFS mezi oběma skupinami, zatím ne však 

statisticky signifikantní (p<0,16) (kapitola 2.4.2.2, obr. 8). Ve skupině pacientek s 

histopatologicky negativními uzlinami (pT1-2N0M0), mají pacientky s QRT-PCR pozitivními 

uzlinami  kratší DFS a vyšší riziko rozvoje recidivy, než pacientky s uzlinami QRT-PCR 

negativními. Ve skupině 10 pacientek s QRT-PCR pozitivními uzlinami došlo ke dvěma 

generalizacím onemocnění, jedné lokální recidivě a jednomu následnému úmrtí. Ve skupině 18 

pacientek s negativními uzlinami došlo pouze k jedné recidivě (recidivě v jizvě) a k žádnému 

úmrtí. Žádná z těchto čtyř pacientek neobdržela systémovou adjuvantní chemoterapii (kapitola 

2.2.4.2). 

V další kapitole předkládné práce (kapitola 2.3.4.4) se zabýváme přítomností MRD u pacientů 

s kolorektálním karcinomem a její prognostickou hodnotou. Ve sledované skupině 147 pacientů 

s kolorektálním karcinomem klinického stádia I-III došlo u 24 (16,3%) k rozvoji recidivy 

nádorového onemocnění. Medián sledování byl 22,9 měsíců. Přítomnost MRD byla detekována 

v peroperačních vzorcích krve a kostní dřeně 51,7% pacientů za použití QRT-PCR pro CEA a 

CK20. V kontrolních vzorcích 1 měsíc po operaci byla detekována přítomnost MRD u 47% 

pacientů. Pacienti s pozitivitou MRD v peroperačním vzorku krve za použití CEA (Obr. 10A) a 

v kontrolním vzorku za pomocí CK20 (Obr. 10D) měli statisticky významně kratší DFS (p = 

0,05, resp. p = 0,0005) a vyšší riziko vzniku recidivy onemocnění (HR = 2,726, resp. HR = 

3,729). Obdobně bylo zjištěno, že pacienti s přítomností MRD v kontrolním vzorku kostní 

dřeně za použití CEA (Obr. 11B) a za použití kombinace CEA a CK20 (Obr. 11F) měli 

statisticky významně kratší DFS (p = 0,01, resp. p = 0,00035) a vyšší riziko vzniku recidivy 

onemocnění (HR = 3,328, resp. HR = 3,746), než pacienti bez přítomnosti MRD v kontrolním 

vzorku kostní dřeně. Dále nás zajímala skupina pacientů, u nichž QRT-PCR vyšetření 

neprokazovalo přítomnost MRD ani v peroperačních, ani v kontrolních vzorcích měsíc po 

operaci, ale výsledky indikovaly nárůst exprese epiteliálních markerů pro možnou přítomnost 

nádoru. Bylo zjištěno, že již 60% zvýšení exprese CEA v kostní dřeni, které však stále 

nedosahuje cut-off hodnot pro pozitivitu MRD, identifikuje statisticky významně (p = 0,005) 

pacienty s kratším DFS a vyšším rizikem vzniku recidivy (HR=3,283) (Obr. 12). Vzhledem 

k interindividuální variabilitě v expresi jednotlivých markerů lze předpokládat, že tito pacienti 

mají již primárně velmi nízkou cut-off hodnotu exprese CEA. Výsledky naší studie ukazují, že 

nejenom MRD pozitivita, ale také dynamika exprese markerů může identifikovat rizikové 

pacienty.   

Při hodnocení přítomnosti MRD jako nezávislého prognostického faktoru byla porovnána MRD 

pozitivita v krvi a kostní dřeni v den operace a jeden měsíc po výkonu s klasickými 
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prognostickými faktory (TNM stádium, hloubka invazivity, postižení lymfatických uzlin, 

velikost tumoru, sérové hladiny onkomarkerů CEA a CA 19-9). Nebyly prokázány žádné 

statisticky významné rozdíly (Tab. 11). Přítomnost MRD také nesouvisí s pohlavím, lokalizací 

nádoru a gradingem (Tab. 10). Byly nalezeny pouze jednotlivé rozdíly v analyzovaných 

skupinách, avšak bez statisticky významného zvyšujícího se trendu vzhledem k hodnoceným 

parametrům. Dle našich výsledků je přítomnost MRD nezávislým prognostickým faktorem 

(kapitoly 2.3.4.3 a 2.3.4.4).  

V poslední části dizertační práce prezentujeme využití metody kvantitativní RT-PCR 

k objasnění mechanismu účinku nových protinádorových léčiv. Vzhledem k přesnosti absolutní 

kvatntifikace metody QRT-PCR a díky poměrně specifické a stabilní expresi námi zavedených 

markerů MRD, lze tyto markery využít při sledování mechanismu účinku nových látek. 

Inhibitory cyklin-dependentních kináz se vyznačují v různé míře vyjádřenou schopností 

inhibice buněčného cyklu a transkripce. Sledovali jsme mechanismus účinku 4-arylazo-3,5-

diamino-1H-pyrazolu v nádorové linii kolorektálního karcinomu HT29. QRT-PCR metodou pro 

CEA, EpCAM a GAPDH byla zjištěna výrazná inhibice transkripce. Následnými analýzami byl 

zjištěn výrazný inhibiční účinek 4-arylazo-3,5-diamino-1H-pyrazolu na cyklin-dependentní 

kinázu 9, která přímou foforylací RNA-polymerázy II kontroluje proces transkripce. Přesnou 

kvantifikací genové exprese metodou QRT-PCR lze přispět k objasnění mechanismus účinku 

nových látek s potencionálním protinádorovým účinkem. (kapitola 2.3.5) 
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4. Souhrn 
Minimální reziduální choroba u solidních tumorů, detekovaná ať již  ze vzorků krve, kostní 

dřeně nebo lymfatických uzlin, je předmětem výzkumu již několik let. Pro její detekci se stále 

častěji využívají molekulárně-biologické metody vyznačující se vysokou citlivostí, zejména 

metody založené na principu PCR. Za vysokou citlivostí však poněkud pokulhává specificita 

jednotlivých markerů používaných pro detekci okultních nádorových buněk.  

Prvním cílem předkládané práce bylo zavést a optimalizovat metodu QRT-PCR pro detekci 

MRD u solidních tumorů. Byla provedena kompletní validace metody včetně stanovení 

senzitivity a specificity. Jako markery pro detekci MRD u kolorektálního karcinomu byly 

vybrány CEA a CK20, pro karcinom prsu poté CEA, MGB1 a CK19. Vybrané markery se 

vyznačují vysokou senzitivitou a specificitou. 

Dále jsme se zaměřili na identifikaci nových potencionálních markerů s využitím metody DNA 

microarrays. V souboru vzorků karcinomu prsu byly identifikovány diferenciálně exprimované 

geny kódující proteiny EMPI (Epithelial membrane protein 1), DVLI (Dishevelled, dsh 

homolog 1), DDRI (Discoidin domain receptor family, member 1) umožňující rozlišení 

lobulárního a duktálního karcinomu. 

Význam přítomnosti MRD u pacientů se solidními tumory byl analyzován u pacientů 

s karcinomem tlustého střeva a konečníku a u pacientek s karcinomem prsu. Naše studie 

prokázala, že přítomnost MRD v periferní venózní krvi a kostní dřeni u nemocných s 

kolorektálním karcinonem zjištěná metodou QRT-PCR pro znaky CEA a CK20 je nezávislým 

negativním prognostickým znakem a identifikující rizikové pacienty, které dle dnešních kritérií 

řadíme do potenciálně časných stádií kurabilních lokální léčbou. Prokázali jsme také negativní 

prognostickou hodnotu MRD v kostní dřeni pacientek s karcinomem prsu a jasný trend ke 

kratšímu DFS u pacientek s MRD pozitivitou sentinelových uzlin.  

QRT-PCR metodou pro CEA, EpCAM a GAPDH byl sledován mechanismus účinku 4-arylazo-

3,5-diamino-1H-pyrazolu. Byla zjištěna výrazná inhibice transkripce, následnými analýzami byl 

potvrzen výrazný inhibiční účinek na cyklin-dependentní kinázu 9. Uvedená metoda expresní 

analýzy tak byla využita pro studium molekulárního účinku protinádorových léčiv. 

Detekce MRD metodou QRT-PCR představuje účinný nástroj v klinické onkologii, který svým 

přínosem v oblasti ultrastagingu znamená zpřesnění diagnostiky a následné léčby onkologicky 

nemocného pacienta v duchu „správná léčba, správnému pacientovi, ve správnou chvíli“. Pro 

definitivní zhodnocení a zařazení vyšetření MRD do algoritmu rozhodování o podání 

adjuvantní léčby pacientům s kurabilním karcinomem bude potřeba delšího sledování větších 

souborů pacientů. 
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5. Summary 
Minimal residual disease detection in blood, bone marrow and lymph nodes in patients with 

solid tumors is being investigated for several years, and the PCR based methods are the most 

useful techniques for MRD detection due its high sensitivity and specificity.  

Optimizalization of QRT-PCR method for MRD detection was the first objective of this work. 

Complete validation of methods including determination of sensitivity and specificity was 

successfully performed. CK20 and CEA were selected as markers for the detection of MRD in 

colorectal cancer, while CEA, CK19 and MGB1 were used in breast cancer. Selected markers 

were typical of high sensitivity and specificity. 

Another part of the study was focused on identification of novel specific biomarkers for breast 

cancer with potential use as biomarkers for MRD detection. We used microarrays method to 

analyze differentially expressed genes in breast cancer (ductal versus lobular subtypes) and the 

proteins EMPI (Epithelial membrane protein 1), DVLI (Dishevelled, dsh homolog 1), DDRII 

(Discoidin domain receptor family, member 1) were specifically identified. These proteins 

allow discrimination of lobular and ductal breast cancer. 

Due to tumor specific expression profiles, the MRD markers can be used also for differential 

diagnosis of metastases and effusions of unknown origin. Performed histopathological and 

immunohistochemical examinations sometimes don’t lead to determining the primary origin of 

metastases. In such cases it is possible to use molecular-biological methods based on the PCR 

principle.  

 The significance of MRD was analyzed in two patients cohorts with colorectal and breast 

cancer. Our study showed that the presence of MRD in peripheral venous blood and bone 

marrow in patients with colorectal cancer using QRT-PCR for CEA and CK20 is an 

independent negative prognostic factor identifying patients at high risk of disease recurrence. 

We demonstrated a poor prognosis of breast cancer patients with MRD presence in the bone 

marrow and a clear trend towards shorter DFS in patients with MRD positive sentinel lymph 

nodes.  

Moreover, QRT-PCR method for CEA, EpCAM and GAPDH was used for identification the 

mechanism of action of potential anticancer drugs 4-arylazo-3 ,5-diamino-1H-pyrazole. There 

was found significant inhibition of transcription, subsequent analysis had confirmed a 

significant inhibitory effect on cyclin-dependent kinase 9. 

The presented study shows, that the detection of MRD in solid tumors is an effective tool in 

clinical oncology, which contributes to the more precise diagnosis and subsequent treatment of 

cancer patient in the spirit of “The right treatment to the right patient at the right time”. 
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However, for the final evaluation and inclusion of MRD testing into the standard diagnostic 

algorithm of early cancer patients we will need a more extensive studies. 
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