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1. Seznam pouzitych zkratek

BM kostni den (bone marrow)

BT 549 nadorova linie lidského karcinomu prsu

BRCA2 (breast cancer type2 susceptibility antigen)

cDNA komplementarni deoxyribonukleova kyselina

CEA karcinoembryonalni antigen

CEM nadorova linie lidské T-lymfoblastické leuk@&mi

CDK cyklin-dependentni kindza

Cl interval spolehlivosti (confidental interval)

c-onc celularni onkogen

c-abl Abelsofiv gen mysi leukémie

c-erb B gen ptd erytroblastozy

c-fos gen mysiho osteosarkomu

c-jun gen Jainus kinadzy

c-myb gen pt&a myeloblastézy

c-myc gen pt& myelocytomatdzy

c-H-ras Karvewv gen potkaniho sarkomu

c-K-ras Kirsteriv gen potkaniho sarkomu

CD diferencig@ni antigeny krevnich element

CDK cyklin dependentni kinaza

CK19 cytokeratin 19

CK20 cytokeratin 20

CT vypaetni tomografie (computer tomography)

CTC cirkulujici nadorové hiky (circulating tumor cells)

DFI interval bez znamek onemden (disease-free interval)

DFS geziti bez zndmek onemasni (disease-free survival)

DMFS obdobi do vzniku vzdalenych metastaz (distamgtastasis free
survival)
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DNA
DPC4
DTC
ECM
EDTA
EGFR1
EGFRuvII
EpCAM
ERCP
FC

FGF
GAPDH
G-CSF
G-CST
gDNA
GTP
HCT116
HER2-4
HPAC
HR
hTERT
CHT
IGF

IHC

IL-1
MAP kinaza

MGB1
MKN
M-MuL V

deoxyribonukleova kyselina

(gen deleted in pancreatic cancer 4)

diseminované nadorovéiiky (disseminated tumor cells)
extracelularni matrix

kyselina ethylendiamintetraoctova

receptor pro epidermalfistovy faktor 1

variantni forma receptoru epidermalniistového faktoru

adhezni molekula epitelialnich kikn

endoskopicka retrogradni cholangiopankregitée

piitokova cytometrie (flow cytometry)

istovy faktor fibroblast (fibroblast growth factor)
glycerylaldehydfosfatdehydrogenaza

granulocyty stimulujici faktor (granulocytadony stimulating factor)
trombocyty stimulujici faktor (trombocyteslany stimulating factor)
genomicka deoxyribonukleova kyselina

guanosin-5"-trifosfat

nadorova linie lidského karcinomu tlustétre\eaa

lidsky epidermalniistovy faktor (human epidermal growth factor)
nadorova linie lidského karcinomu pankreatu

pongr rizika (hazard ratio)

lidska telomeraza (human telomerase revesigsdriptase)
chemoterapie

(insulin-like growth factor)

imunohistochemie (imunohistochemistry)

interleukin 1

mitogenem aktivovana protein kindza d¢gén-activated protein
kinase)

mamaglobin 1
Mezinarodni klasifikace nemoci

Moloneyho virus mysi leukémie
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MMPs
MMPI
MRD
MRNA
MR
MUC1,2,4
N

ND

oS
PanIN
PBS
PCR
PDGF
PET-CT

p-onc
PTNM
RNA

RT
RT-PCR
QRT-PCR
SB

SD

SLN

TGFu
TGFB
TNF
TNM
uz

matrix metaloproteinaz

inhibitor matrix metaloproteinaz

minimalni rezidualni choroba (minimal residdidease)
informani ribonukleova kyselina

magneticka rezonance

mukoprotein

status postizeni lymfatickych uzlin

nestanovena (not determinated)

celkové feziti (overall survival)

pankreaticka intraepitelialni neoplazie

fosfatovy fyziologicky roztok

polymerazovéetzova reakce (polymerase chain reaction)
destikovy ristovy faktor (platelet derived growth factor)

vySaibvaci metoda kombinujici pozitronovou emisni tonadigr
s vypaetni tomografii

protoonkogen

patologickd TNM klasifikace (tumor, uzlinyzdalené metastazy)
ribonukleova kyselina

reverzni transkripce

reverzétranskriptazova polymerazovéttzova reakce
kvantitativé reverzi transkriptdzova polymerazovéiezova reakce
systémova krev (systemic blood)

snérodatna odchylka (standard deviation)

sentinelova lymfaticka uzlina
tumor
transformuijicistovy faktora (transforming growth factar)
transformujicistovy faktorp (transforming growth factds)
tumor nekrotizujici faktor
klasifikacni systém nadar(tumor, node, metastasis)

ultrazvuk
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VEGF vaskularni irstovy endotelovy faktor (vascular endothelial griowt
factor)

WHO Swtova zdravotnicka organizace (World Health Orgaiosa
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2. Teoreticka ¢ast

2.1. Uvod

Karcinom slinivky HSni predstavuje jedno z nejagreséich nadorovych
onemockni, svelmi Spatnou prognozou, se stoupajici immdea gitom, pres
pokroky ve vyzkumu, s neklesajici mortalitou. Stavee tak jednim
z nejvyznamyjSich medicinskych problémmodernich rozvinutych zdravotnickych
systénii. Jedna se o onemagn, které je¢asto diagnostikovano az ve velmi
pokrasilém stadiu, kdy moZznosti ¢8y jsou zcela minimalni. Vzdalené metastazy a
karcinomat6za peritonea jsoutgebenycasnou diseminaci nadorovych kkra to
bud cestou hematogenndi lymfogenni. NefasgjSi pricinou lokalnich recidiv
tumoru je jeho perineuralniiéni. Neni k dispozici kvalitni screeningovy program
ktery by byl schopen odhalit naddory pankreatu &Gpgnim stadiu. Také
onkologicka adjuvantni terapie je velmi omezenadativé &tSire pripadi nevede
k radikalnimu prodlouzeniipzivani nemocnych. d{teri autdi tak povazuji toto
onemocini od p@&atku za systémové a vditych fazich historického vyvoje se i
fada chirur§ k radikalnim operacim pankreatu stiavzdrZzenli¥, az odmitaw.
Nazor je to jist prehnany, obzvlast za situace, kdy paciamh s radikalg
resekabilnim tumorem, neni co jiného v managemiéihy nabidnout. Napovida to
vSak tomu, Ze karcinom pankreatu vzhledem ke sk@lilaci a biologické aktivét

piedstavuje od patku vysoce invazivni nadorové onemémin

L&ba karcinomu pankreatu je multimodalni. Jedinouepatlré kurabilni
metodou je RO chirurgicka resekcéit@n radikalni chirurgicky vykon je mozny jen
u c¢asti nemocnych stimto typem nadorwtileté prezivani i po radikalnich
reseknich vykonech na pankreatu jgepto velmi nizké. Jako vyznanegiznivé
prognostické faktory pro délkureriti po resekci jsou udavany zejména pozitivita
nadoru v uzlinach, grading nadoru, velikost tume&si nez 2,5 cm, ifitomnost
nadoru v resaini linii, cévni invaze, invaze nadorugs kapsulu, coZz podiije

¢asnou lokalni recidivu.
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Jako minimalni rezidualni choroba je ammana pitomnost cirkulujicich
nadorovych buék v kompartmentech mezenchymalnihavedu, tj. krvi, kostni
dieni, lymfatickych uzlinach a v dutin peritonealni, které je mozné podle
sowasnych poznatk povazovat, za ditych okolnosti, za prekurzory rozvoje
vzdalenych metastaz. Jejichitomnost vSak je8tneznamena jednozéqr& vznik a
vyvoj vzdalenych metastaz. Klinicky vyznam minimakezidualni choroby tedy
neni stale fesreé jasny a nadale istdva zdrojem celéady spoit a odbornych
diskuzi.

Jak uz bylo zmimo, jedinou potenciathkurabilni metodou kby karcinomu
pankreatu astava radikalni resekceri®m je nutné naprosto ot#né konstatovat,
Ze chirurgicka metodika a technika je $lrozvinuta, a Zzadna inovace ve smyslu
miniinvazivniho gistupu ¢i rozsahu radikality a lymfadenektomie, nevede likto
Z&doucimu zvySeniipzZivani nemocnych. V tomto smyslu je chirurgickéapee jiz
pIné vycerpana. DalSi modality d6y je tak nutné hledat na Urovni molekuk&rn
genetické, kde nové poznatky v etiopatogenezi aham@smech pankreatické
kancerogeneze, mohou vést k odhaleni novydebldych postujp & uz ve smyslu
moderni chemoterapie, metod biologick&bl¢ ¢i dokonce genové terapie. A
z tohoto pohledu ma jednozimy vyznam i stanoveni minimalni rezidualni choroby

jako potencialniho diagnostického a prognosticki@ktoru.
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2.2. Karcinom pankreatu — piehled stavu sodasné

problematiky

2.2.1. Obecny 0vod - epidemiologie, etiologie, patologie,

symptomatologie a diagnostika

Karcinom exokrinniho pankreatu vychazicasgji z duktalnich bugk (duktalni

karcinom), ostatni typy nadojsou v oblasti pankreatu vzacné.

Incidence vykazuje staly vzestup, r§v nafist je pozorovan v rozvinutych
zemich severni polokoule, zejména v USA, v E¥repJaponsku, zatimco zém
Afriky, Stiedni a Jizni Ameriky, Asie a Ocedanie hlasi mnoh&mirpdity novych
onemockni. Incidence karcinomu pankreatu v USA v roce 26865pohybovala u
muzi kolem 16,1/100 tis. a u Zzen 16,0/100 tis.[6],aské republice v roce 2005
byla incidence karcinomu pankreatu 16,7 - 18,1/ti€0Q coZ odpovida 1777 (876
Zen, 901 mud) now diagnostikovanymifpadim za rok. Jedn& se zhruba o 100 vice
nez vroce 2002 a 360 vice nez vroce 2000. Kamtimmankreatu jectvrtou
negasgjsi pricinou smrti na nadorové onemaar u nas a to za karcinomem plic,
prsu a kolorekta. V roce 2005, jak jiz bylgeno, bylo no¥ diagnostikovano 1777
nadofi pankreatu a v témZe roce na tuto diagnézureleni808 osob (873 Zen, 935
muzi). To znamena, Ze pet nov diagnostikovanych onemogmi za rok odpovida
zhruba rénimu p@tu umrti na toto onemoeni. Rti let od stanoveni diagnézy se
doZivaji jen 2-4% nemocnych [2,4]fitom jen 8% pipadi je diagnostikovano
v lokalizovaném stadiu, 25-26 % v lok&lpokraiilém a 40% diseminovaném
stadiu. Vyrazg vySSi gtileté prezivani je pozorovano u nemocnych s karcinomem
Vaterské papily, a to v50%. B procenta nemocnych, kiejsou indikovani
k resekci setzni, Fries et al. [1] uvadi 10% nemocnych,ikimohou byt v do®
diagndzy resekovani, Pit et al. [2] aZz 75%. | podbsich zkuSenosti a statistik
vyplyva jako nejrealisti¢jSi odhad Begerova souboru [3], ktery uvadi, zZe
potencial@ kurativni resekci je mozné provest zhruba u 10-JBtient. Primérna
délka Zivota od weni diagndzy u neoperovanych nemocnych nebo nermbgny
paliativnich resekcich se udava v rozmezi 4¢8im, po reseknich vykonech 11-18
meésial. Median rekurence po resgkm vykonu je 8-9 msiol [5]. Maximum

vyskytu je udavano mezi sedmym az osmym decenniem.
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Retileté prezivani po radikalnim vykonu je uvib podle sotasnych statistik
mezi 2-20% [4,2]. VyznaminvysSi gtileté prezivani, kolem 50%, je popisovano u

nemocnych s karcinomem Vaterské papily.

Etiopatogeneze karcinomu pankreatu néesmp znama. Jako rizikové se uwgid
jak faktory endogenni, tak exogenni. Za potencitinétogenni riziko je povazovano
koureni, které zvySuje pra¥dodobnost rozvoje nador slinivky briSni az
dvojnasobn. DalSimi rizikovymi faktory jsou abuzus alkoholoadn@rny prisun
masa, cholesterolu a smazenych pakriMaopak bohaté zastoupeni zeleniny, ovoce,
vlakniny a vitaminu C fisobi protektivi. Dale je nutné z rizikovych faktbrzminit
obezitu, nedostatek fyzické aktivity, profesionakaincerogenyi abluzus kyseliny
acetylsalicylové. Z endogennich fakige to chronicka pankreatitida, ktera zvysuje
riziko rozvoje karcinomu pankreatu az 16x opradrawé populaci [7]. Diabetes
mellitus zejména Il.typu zvySuje dvojnaseébrelativni riziko nasledného rozvoje
maligniho bujeni po &i- a viceletém trvani diabetu. [8]. Cholelithiaza
cholecystektomie dnes nejsou povaZzovany za sameéstatedispozni faktory.
Dédienymi faktory mizeme vystitlit zhruba 5% zhoubnych nadopankreatu. Jako
¢astéa predispozice byla identifikovana zarodemutace v tumor supresorovém genu
BRCA2.Jako prekancerozu tedy ozogeme hereditarni pankreatitidu, ktera je dnes
povazovana za samostatnou nozologickou jednotkrelapcerdzu, kdy se jedna o
autozomaly dominant& podminé onemocni zpisobené defektem genu pro
trypsinogen, ktery je lokalizovan na chromozomu%iqBakto postiZzeni jedinci maji

oproti ostatni populaci riziko rozvoje karcinomungeeatu zvysené 50-60 krat.[12]

Asi 80-90 % karcinoth exokrinniho pankreatu jsou duktalni adenokarcinomy
postihujici asi ze 2/3 hlavu pankreatu, v 1¢B ta ocas. Histopatologickégldni
nadofi pankreatu dle WHO z roku 2000 [183] zahrnuje:

1. solidni tumory:
a) duktalni adenokarcinom a jeho varianty
b) acindzni bugeny karcinom
c) pankreoblastom

d) endokrinni tumory
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e) neepitelialni tumory
2. cystické tumory:
a) intraduktalni papilarni acin6zni neoplazie
b) acindzni cysticka neoplazie
c) serdzni cysticka neoplazie
d) solidni pseudopapilarni neoplazie
e) dalSi cystické tumory
f) neepitelidlni tumory a léze

Casna, bohuZel prév |&itelna, stadia karcinomu pankreatu jsou dlouho
asymptomaticka. Symptomaticky tumor iz velmi liojg moZnosti chirurgické
resekability. Prvnim ifiznakem je zpravidla nebolestivy obsttokikterus, dale je to
bolest lokalizovana do epigastria a viggeci sntrem do zad, nechutenstvi, Unava,
ztrata hmotnosti. Ascites je jiz znamkou pakieho onemoceni s diseminaci na

peritoneum nebo metastazami do jater.

Diagnostika se opird o laboratorni vig8et — stanoveni Ca 19-9, CEA, Ca 50, Ca
125 a déle pakipdevSim zobrazovaci metody, a to neinvazivni rastinografie,
CT vySeteni (obr.2.2.1.1), magneticka rezonance, MR chabgagkreatikografie a
také MR splenoportografie (obr.2.2.1.3).

Ultrasonografie i@dstavuje vySéeni prvni volby. Je dostupné prakticky kdykoliv
a kdekoliv s minimélnim zatizenim pro pacientédn®&s v diagnostice |ézi pankreatu
je vSak omezeny. Je to daneegevSim limitaci ze strany pacienta — obezita,
meteorismus a hla¥npak limitaci ze strany vy&eficiho — jedna se o subjektivni

hodnoceni zavislé na zkuSenostech a morfologickyetostech dané oblasti.

Vypatetni tomografie (computer tomography) je dnes zhklazobrazovaci
modalitou 1ézi slinivky ESni. Diky rychlym spiralnim CT fistrojam a bolusow
podavanym kontrastnim latkdm intravendzje mozné zachytit jednotlivé faze
naplréni splanchnického cévniheeciste, tj. fazi arterialni, portaini i napni

jaternich zil. Je tak mozné ziskat nejen velmi éemiormace o morfologickych
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loZziskovych zminach na pankreatu (obr.2.2.1.1.), patologicky ¢rmnych
lymfatickych uzlinache¢i vzdalenych metastazach, ale také pow kvalitni obraz
CT angiografie s informaci ofjpadném utlaki infiltraci zejména oblasti soutoku
horni mezenterické Zily s Zilou linealni a oblastieliackého trunku s horni

mezenterickou tepnou.

Magneticka rezonance (MR) se stala slibnouermditivou v zobrazeni
poskytované dosud CT vygehim. Prostorové rozliSeni MR je ovSem mensi, nez
jaké poskytuje CT. Velmi cenna je vSak MR cholapgitkreatikografie, ktera
umoziuje zobrazit ZIgové a pankreatické cesty ¥ipadech, kdy to neni mozné
klasickou cestou endoskopickou — hagtav po resekich vykonech na Zaludku,
duodenu¢i spojkovych operacich mezi Zovymi cestami a tenkym istvem.
Pftinosem je také MR splenoportografie (obr.2.2.1.¥fgr4 zobrazuje oblast
portalnihoreciste s informaci o jeho mozné infiltraci tumorem titpto vySeteni je

dnes v é spiralniho CT spiSe vytlano CT angiografii.

V posledni dobse i posouzeni diseminace onemdchnvyuziva také PET-CT
vySeteni (obr.2.2.1.2), kdy se jedna o kombinaci PET d&ymktera snima intra
vitam rozloZzeni metabolicky aktivni latky zZtemé radionuklidem, né&gsgji je
pouzivan derivat glukézy ozéeny radioizotopem fluoru™{F), fluorodeoxyglukéza
(*®F)FDG-PET, jeZ se specificky vychytava v tkaniclvysokou metabolickou
aktivitou (nador, z&ttlivé lozisko), s plnohodnotnym CT skenerem. Naofiemych
obrazech jsou pak Uudaje o metabolismu glukézy doglm anatomické informace,
které nelze pomoci radiofarmaka ziskat. Diky dasbsfi této vySébvaci modality
na nasem pracovisti podstupujétdma nemocnych toto vy$ehi pged vlastni

oper&ni revizi.

19



Obr.2.2.1.1. CT nalez tumoru hlavy pankreatu

Obr.2.2.1.2. PET-CT nalez tumoru hlavy pankreatu
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Obr.2.2.1.3. MR splenoportografie s utlakem horni razenterické Zily tumorem

pankreatu

Cor»Tra 3

Z invazivnich metod se pouziva endoskopickd  ogeédni
cholangiopankreatikografie (ERCP), (obr.2.2.1.4¢. stale spolehlivou metodou
v diagnostice nadorovych onemeaoi pankreatu, coz je podnéimo zejména tim, Ze
vétSina tym pankreatickych nadarjsou adenokarcinomy, které majiugypuvod v

duktalnim epitelu. RozliSujemayii hlavni typy pankreatikogramuigkarcinomu:

l. stenotizujici — je néastjsi, kdy nedochazi kipruseni kontinuity napén
ductus Wirsungi kontrastni latkou

Il. obstrukini — kontrastni latka se nedostane do periferie

[l postupné zuzeni ggxkasnym ukotienim — tzv.tapering

V. kaverndzni — ductus Wirsungi se balénévazsiuje do kavernomu.
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Obr.2.2.1.4. ERCP obraz sten6zy distalniho choledba p¥i tumoru hlavy

pankreatu preklenuté nasobiliarnim drénem (typ 1.)

ERCP je nejen metodou diagnostickou, ale taképeutickou, kdy umakije
predoperani zajiSéni drenaze zkovych cest, bdi plastikovym stentem, nebo

nasobiliarnim drénem.

Endoskopicka ultrasonografie a asfiicbiopsie tenkou jehlou je nezastupitelnou
metodou pi stanoveni pedoper&niho stagingu, stefnjako k ziskani materialu
k histopatologickému vyStni a k pikazu nadorovych buwk. Presnost fi
stanoveni resekability a TN staging jg8i ¢i srovnatelna s CT. Léze&tgi nez 2 cm
jsou detekovany té#n se stoprocentni jistotou. U menSich Iézi ma enouska
ultrasonografie &Si senzitivitu nez CEi MR. Aspirani biopsie tenkou jehlou je

bezp€&na metoda cytologick& histologické verifikace pankreatickych mas.
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Podle naSich zkuSenosti PET-CT diagnostikads@l zejména vrasnych stadiich
karcinomu pankreatu, kdy loziska do velikosti 10 mejsou na PET-CT skenu
viditeln4. LoZiska velikosti 10-15mm pak spértV téchto gipadech je dominantni
diagnostickou metodou endosonografie a aspirbiopsie tenkou jehlou.

2.2.2. Molekularni genetika u karcinomu pankreatu

Hesny mechanismus vzniku karcinomu pankreatu asnosti nezndmeada
autoi jej povazuje za prima&ngeneticky podmigny. Jedna seifpiom o slozity
multifaktorialni a vicestumvy proces, ktery rizeme nejlépe sledovat na urovni
buréénych transformaci v nekurzorovych intraduktalnickézith pankreatu
ozna&ované jakopankreaticka intraepitelialni neoplazie (PanIN)PanIN-1A a
PanIN-1B gedstavuji léze s lehkoti Zadnou atypii, PanIN-2 je ozteni pro léze

s mirnou atypii a PanIN-3 jsou lézeBkou atypii.

Pod vlivem nefizrejSich faktofi, zejména exogennich, tak v etiopatogenezi
nadorového bujeni obegnlochazi k alteraci protoonkogea antionkogeintidicich
proliferaci, apoptotickych géna geri opravy poSkozené DNA. PostiZzenfibe byt
bud’ na Urovni ®kolika bazi, nebo se ime jednat o #Si znEny, nag.exprese
proteinuc¢i amplifikace gefi. Zména musi byt natolik zavazna, aby umoznilaidsu
nekontrolované @eni a nadorové buiné populaci schopnostgziti v organismu
hostitele. Jakoprotoonkogeny ozna&ujeme geny ve zdravych tkéch kodujici
proteiny, které reguluji ast, proliferaci a diferenciaci bgk. Pokud dojde
k patologické aktivizaci protoonkogéndochazi k nad#iné proliferaci, ktera je
typicka pro malignitu, protoonkogen se¢mn na onkogen a jeho produktem je
onkoprotein. Existuje dkolik typid aktivace protonkogenu na onkogen, které
muzeme rozdiit do dvou skupin podle toho, zda dojde ke émn struktury
protoonkogenu, ¢imz vznikd onkogen kodujici onkoprotein odliSny od
protoonkoproteinu strukturaina tedy i funkné, nebo zda-li dojde k nadimeée
produkci, overexpresi nezmého proteinu. Do prvniho typu piat mutace,
translokace a inzerce viru, do druhé pak ampligkpmtonkogei nebo translokace
¢i inverze, kterd umisti protoonkogen do sousedst®ho genu. Protoonkogeny pak

muzeme rozdlit podle toho, jakou funkci zastava jimi kodovaonpdukt, a to bdi:
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a)

b)

rustové faktory— nadorové hbwky stimulované TNFe, TGF$ a IL-1,
zvysuji svou produkci PDGF (destoveho tstového faktoru) a FGF
(rastovy faktor fibroblagst), kterymi stimuluji fibroblasty k proliferaci,
migraci, diferenciaci a produkci ECM (extraceluli@matrix). Bylo také
prokazano, ze hiky karcinomu pankreatu produkuji GM-CSF (faktor
stimulujici kolonie granulocyta makrofag) a G-CSF (faktor stimulujici
kolonie granulocyt).

receptory pro #stové faktory— protoonkogeny p-erb-B 1,2 a 3 kdduji
EGFR - receptor pro epidermalniistovy faktor s tyrozin-kindzovou
aktivitou, ktera se uplatnifipvazke rastovych faktoi. Fri ni dochazi
k fosforylaci tyrozinu u celéady proteiri, které jsou satésti mitotické
kaskady. Onkogenni formydhto receptar jsou trvale aktivovany bez
vazby gislusnych @istovych faktod. Tim dodavaji permanentni signal pro
aktivaci proliferace. Samotna zvySena expresato ligandi a receptar
v8ak neni sama postgici k maligni transformaci, nebg@odobné zrny
byly pozorovany i u chronické pankreatitidy. V komdici s mutaci
onkogenu Kras, v supresorovém genu p53 a spolu s dalSimi gdeyetic
zmeénami mize vSak zvySena expresestovych faktoéi a jejich receptdr
prispivat k extrémni agresi¢itkarcinomu pankreatu [9]. Receptor pro
epidermalni #stovy faktor (EGFR-1) je za normélniho stavu exjpnEm

v duktalnich bikach pankreatu. Ma ¢holik ligandi — EGF, TGRS,
amfiregulin, betacelulin, epiregulin, ktery méitpm dvoji roli: inhibuje
rast rekterych tym burngk a zarové stimuluje jiné, jako fibroblasty a
hepatocyty. ZvySena exprese EGFR-1 a jednoho ni&mavjeho ligand
(predevSim EGF a TGB) je spojena s vyrazZnhorSi prognézou, vysSim
metastatickym potencidlem a vysSi invazivitou nad¢tO]. DalSi fi
receptory jsou blizceifbuzné s EGFR — jedna se o receptory HER2, HER3
a HER4, které jsou také soubdrmznaovany jako c-erbB2-4. Jejich
ligandy nejsou vesis znamy, vysSi hladiny HER2 jsoétomny u asi 20-
50% pankreatickych nadar Prekvapivé je, Ze vysSi exprese HER2 je
spojena s lepsi diferenciaci nadoru, na rozdil &RB| kde vySSi exprese
zn&&i Spatnou progndzu. DalSimastovym faktorem, ktery @¥eme
prokazat u karcinomu pankreatu je hepatocytafistory faktor a jeho

receptor. Skupina transfordrdho rmstového faktoru beta (TGE); se
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d)

sklada ze ti izoforem regulénich peptid a z dalSich inhildnich a
aktivatnich substanci, které se vazi n# tlavni receptory. U
pankreatickych tumdr nachazime zvySenou expresichto fistovych
faktori, stejré jako fibroblastovych irstovych faktot, jejichz role vSak
neni gesré znama [13].

prenasée signal (transdukni faktory)— mazeme je rozélit na skupinu
vazanou na butnou membranu s aktivitou tyrozin-kinazovou nebo
aktivitou GTP-azovou a skupinugmasSeén signalu v cytoplazgh majici
serin/treonin — kindzovou aktivitu. Do skupiny sB@zovou aktivitou
pati protein RAS (pl2) kédovansas. V neaktivni forrd¢ vaze GDP, ale
pii vazb: rastového faktoru na receptor je aktivovan ¥fiou GDP za
GTP a interaguje s cytosolovym proteinem RAFeélmZz dochazi ke
stimulaci MAP kinazy, ktera je zodp&dna za aktivaci cilovych
transkrignich faktoii v jadre, a tim podpid mitogenezi. V nefitomnosti
rustového faktoru pak protein RAS uplatni svou GTRémoaktivitu —
rozSepi GTP na GDP a fosfat je &pinaktivni. Mutace v roé ras gen
pati mezi nefastji se vyskytujici abnormality onkogénu lidskych
nadofi. Produkty onkogeih K-ras nebo Hras (Kirstemiv a Harveyv
onkogen sarkomu potkan nemaji GTPazovou aktivitu, GTP tedy
nerozloZzi, coz vede k permanentni stimulaci mitegen

jaderné transkripni faktory— jsou nuklearni proteiny, které se vazou na
specifické Useky DNA, ze kterych mohou aktivovatbmeinhibovat
transkripci gilehlych geri, jejich aktivace je finalni etapou transduok
kaskady, pat sem produkty myc, myb, jun, fos a dalSi.

cykliny a cyklin dependentni kinazy po vazl rastového faktoru na
receptor jsou fosforylaci aktivovanyegmaseée fosforylujici komplex CDK

s cyklinem, coZz umozniipchod biiky do dalsi faze bugtného cyklu.
V prvnim kontrolnim bo# (prechod G1/S) jsou aktivovany komplexy
D/CDK 4,6 ¢i E/ICDK 2 a tyto fosforyluji supresorovy Rb protein
V hyperfosforylované pod@b je tento supresor inaktivni, uvolni
transkrigni faktor E2F, ktery se tak née navazat na specifickou DNA
sekvenci a indukuje transkripci denS faze, ¢imz podpéi mitozu.

Mutacemi¢i amplifikacemi protoonkogen nag. CDKA4 ¢i cyklina D, tak
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dochazi k nadgrné fosforylaci Rb proteinu vedouci k zesileris@beni

E2F faktoru a proliferace.

NejznanijSim onkogenem je zcela gsK-ras, ktery je také znam pod zkratkou
KRAS2(Kirsten rat sarcoma 2 viral oncogen) a jé&gnny na kratkém raménku
chromozomu 12 v lokalizaci p12.1. Jeho aktivovanédmf je detekovatelna jiz
v ¢asném stadiu vyvoje maligniho bujeni PanIN-1A, wairivnim karcinomu byla
nalezena téest v 90% pipadi. Aktivace nastava ne&gstji v dasledku mutace
kodonu 12, méh ¢astji v dusledku mutace v kodonu 13 a 61 [14,15]. Genak-
kéduje maly GTP vazebny protein, ktery zptedkovava penos signalu v systému
proteinkinazovych kaskad. Jeho mutace je charaktedina zagnou aminokyseliny
glycin za valin nebo aspartat a ma za nasledekablogenu v aktivni forgy coz
vede k nadirné stimulaci biiky. V kombinaci s skterymi mutovanymi tumor
supresorovymi geny (n&p pl6 nebo p53) dochazi k nekontrolované &né
proliferaci. DalSim klinicky vyznamnym onkogenemkayujicim aktivitu u naddr
pankreatu j¢HER2(human epidermal growth factor receptor, NEU, ERBH ento
gen je lokalizovany na chromozomu 17 v poloze g24eiastg]Si formou genetické
alteraceHER2je genova amplifikace s naslednou zvySenou expreadorové tkani.
V mensi mife byl popsan vyskyt mutaci [16]. ProduktetBR2je receptoristoveho
faktoru tyrosinkindzy. ZvysSenou exprddER2 |ze detekovat v duktalnich tkanich
vykazujicich mirnou atypii, zatimco v normalni tkdeni jeho nadgrna exprese
piitomna.[11]. Jedna se tedy &@snou zmnu ve vyvoji nadoru pankreatu. U
invazivniho karcinomu dosahuje frekvence nadm expres¢iER2 vice nez 50%.
Amplifikace a zvySena expred8ER2 predstavuje spot@é s vyskytem mutantni
formy onkogenu Kras potencialni geneticky marker ptasnou detekci karcinomu
pankreatu [17]. OnkogeAKT2, nachazejici se na chromozomu 19 v poloze g13.1-
g13.2, produkuje dalSi proteiniad serin-treoninovych kinaz, ktery se vyzna&mn
podili na zprosedkovavani istovych signal bunky. Nejastji dochazi ke genové
amplifikaci s naslednou naditmou expresi proteinového produktu. V Bémych
liniich byla sledovana redukce nadoru po inhiA&T2 za pouZziti antisepse RNA-
AKT2 [18]. MKK gen MAP2K,SEK1lokus 6g22.33) je s@asti stresem aktivované
proteinkinazove signalni drahy. Genové mutace&ytbou alel byly zjighy u 4%
nadofi pankreatu [19]. V posledni déhe pak sledovan vyznam zvySené exprese

geni MUC1,MUC2 a MUC4produkujicich vysoce glykosylované mukoproteiny, u
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nichz se pedpoklada mozny podil na transformaci chronické kpeatitidy

v karcinom [20].

Jakoantionkogeny, ¢i tumor supresorové geny mizeme oznét geny, jejichz
inaktivace vede k maligni transformaciiy. Tumor supresorovy gepl6, ktery
byva také oznsvan jakolINK4A, CDKN2neboMTS], tedy multiple tumor supresor
1, je gitomen na chromozomu 9 v lokalizaci p21[21] a jnjen z nejdlezit¢jSich
geni, v nichz dochazi k alteracébem vyvoje karcinomu pankreatu. Inaktivace genu
nastava &kde na urovni rozmezi fazi PanIN-1B a PanIN-2,va#ivnich karcinor
je tento gen inaktivovan az v 95%. RegejSi pricinou je sodasna delece obou alel,
az ve 40 %, a ztrata jedné alely poutasné mutaci druhé alely, ve 35-40%ppd.
Proteinovy produktpl6 reguluje buncny cyklus ve fazi G1 inhibici cyklin-
dependentni kinazy 4 a 6 (CDK4 a CDK®6). Absencetgmového produktu
nativnihop16 genu vede k nekontrolovanému ktémemu tistu. DalSi z podstatnych
supresorovych gén je gen DPC4 (deleted in pancreatic carcinoma)gkdy
oznaovany jakoSMAD4neboMADH4, je lokalizovan na chromozomu 18 v poloze
g21.1. [22]. SniZzen& exprese tohoto genu byla detela v pozdnim stadiu vyvoje
(PanIN-3) a u invazivniho karcinomu byla zi$a kompletni absenc®PC4
produktu u 55% ppadi.[23]. Fic¢inou defektu je nepstji ztrata obou aleti ztrata
jedné a mutace druhé. Proteinovy prodiM?C4 fidi signalni drahy tstovych
faktori TGF{3, které vyznamé& ovliviuji regul&ni systémy butného cyklu,
burg¢né proliferace a apoptozy [24]. Inhibice Bamého fistu zajifovana faktorem
TGF je pri inaktivaciDPC4 sniZena, a tim dochazi k nadorovému bujeni. Ndilroz
od diive popsanych génje inaktivaceDPC4 specificka pro karcinom pankreatu a u
jinych malignit nebyla pozorovana [25]. Dalsfady supresorovych génu kterych
byla pozorovéana inaktivace v pokilych stadiich karcinomu pankreatu je geb3
(TP53) lokalizovany na chromozomu 17 v poloze pl3.1. Jeliierace byla
pozorovana v pozdni fazi PanIN-3 vyvoje karcinonidochazi k ni nepstji
v disledku mutaci a ztraty druhé alely [26]. Proteinpvgdukt tohoto genu vyrazn
ovliviiuje burgény cyklus. Mutace lokalizované v oblasti DNA vazébdomény
vedou k nadrirné expresi defektniho proteinu, ktery nema schspntavazat
specifické sekvence DNA [27] a stimulovat transgrigpecifickych gef, nagiklad
inhibitoru burg¢ného cyklup21 [28,29]. Inaktivace také eliminuje zasadni funkci

proteinu TP53 P indukci kontrolované buftné smrti, apoptozy [30]. Vrozené

27



mutace genu p53 jsou @icinou syndromu Liova-Fraumeniho, ktery je
charakterizovan dispozici ke vzniku natlomizného druhu [31]. U karcinomu
pankreatu je také&asto sledovana mutace tumor supresorového J@RCA2
lokalizovaného na chromozomu 13 v poloze ql12.3zawadni vyznamipregulaci
reparace DNA. Vrozena mutace geBRCA2ma za nasledek predispozici ke vzniku
karcinomu prsu a vataiku [32]. U karcinomu pankreatu je sledovana atjatiné
nebo obou aleBRCA2 v pozdni fazi pankreatické epitelialni neoplazee,to

s frekvenci v rozmezi 7-10%. [33].

Krom& mutace ¢i delece onkogeh a inaktivace tumor supresorovych ¢en
postihujefada genetickych abnormalit takiéstove faktory tumoru a jejich receptory,
které se zapojuji doastu burkk a jejich diferenciace v fibéhu kancerogeneze a
metastatického procesu. U karcinomu pankreatu pgigeiadu Gstovych faktod,
jejichz signal je penaSen skrze tyrozin-kindzové receptory a jejickediha je
exprimovana ve zvysené urovni, jako transformujicitovy faktor —p (TGFf),
epidermalni iistovy faktor (EGF), irstovy faktor destiek (PDGF) a insulintistovy
faktor (IGF) a jejich receptory.iBdpoklada se, Ze tytastove faktory se podileji na
malignim potencialu karcinomu pankreatu a to svytolainnim nebo parakrinnim
chovanim a stimuluji takist karcinomu. Vazbaistovych faktot s jejich receptory
vede k autofosforylaci a naslednémdenosu signalu pragtdnictvim fiznych

molekul.

Lidské buky exprimuji 3 izotypy TGH a 3 TGFB receptory. TGH izotopy
vyvijeji fadu pleiotropnich dinkia v fadé lidskych tkani, ¢etné pankreatické. Vliv
TGF$ na burény nist gitom zavisi na typu hiky, kultivaénich podminkach a
koncentracich TGB- [34,35]. Winky TGF{$ jsou v lidskych biikach
zprostedkovany vazbou na odpovidajici receptotymz dochazi k zahgjeni
intracelularni aktivace kaskady proteinapojenych do regulace hiného cyklu a
inhibice bur¢né proliferace [36,37]. Tumor supresorovy gen SMAILktery
funguje jako transkrigni faktor pro signalni transddiki drahu zprogedkovanou
skrze TGFB receptor, je inaktivovan v karcinomu pankreatimaje zruSena ktova
kontrola bug¢né proliferace a negativni dopad T@Fra st burgk prestane
fungovat. Krom¢ piimych ®&inkid na nadorové hiky muze TGF$ dodaténé

ovlivnit nadorové bujeni stimulaci angiogeneze potlacovanim pirozenych
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imunitnich proce proti nadorovému zvratéi zmeénit slozeni extracelularni matrix.
[38,39,40].

EGFR ligand rodiny HER (EGF, TGE- heparin vazajici EGF, b-cellulin,
amfiregulin) je zvySe# exprimovan uiady tumofi pankreatu a konkomitantni
overexprese EGFR a EGF/TGFfaktoru znamena, Ze apokrinni nebo parakrinni
Gcinky téchto receptor/ligand systémhraji zasadni roli v patogenezi karcinomu
pankreatu [41-43]. EGFR (HER-1), tyrozin-kinazovyotein, je UuUzce spjat
s ostatnimi receptory, jako je c-erb-2/c-erb-3rétmk znamo funguji jako faktory
maligni transformace in vitro [44-46]. Overexpr&¥8FR a c-erb-B3, zd4 se, hraje
roli v progresi karcinomu pankreatu a negativovliviiuje prognézu po resekcich
primarniho tumoru [47]. EGFR inhibitory snizujist burgk u karcinomu pankreatu
[48] a brzdi @st nddoru spotaé¢ v kombinaci s chemoterapii [49]. Tumorigenni
intracelularni drahy dastnici se apokringi parakrinni aktivace systému EGF/EGFR
jsou MAPK, PI3K/AKT, Src, NFxB a koreceptory pro VEGF, neuropilin-1.

IGF/IGFR-1R aktivace systému je sgnst u karcinomu pankreatu a vyznamn
prispiva k astu vlastniho tumoru [50,51]. Stavajici autokrimktivacni smyka je
podporovana aberantni expresi IGF a odpovidajiceseptorem (IGF-1R)
v tkaovych vzorcich karcinomu pankreatu a je spojeni&macytoproliferativnimi
drdhami jako je caveolin-1, CEACAMG6/Akt a Src akibe, coz vede k IGF-1 zavislé
proliferaci nadorovych buk se zvySenim obsahu IGF-1R wikach [52-55].
Systém IGF- zavislych intracelularnich signadizigh kaskad, zahrnujici Akt a
MAPKs (ERK-1, - 2 a p38) je velmi aktivnifipprogresi karcinomu pankreatu [56-
58]. V posledni dob je zajem zarren na vysoce afinitni, rozpustné, IGF-vazajici
proteiny (IGFBPs), které kontroluji distribuci E@F-mezi extracelularnim
prostedim a vazebnymi misty povrchuily a mohou mnit aktivitu IGF tim, Ze
meéni jeho interakci sifisluSnym receptorem. IGF-1 se podili na aktivadr-fR
v pribéhu kancerogeneze karcinomu pankreatuidenvést k proliferaci nadorovych
burgk pomoci IGF-1R overexprese [59-61]. Blokada IG&hgrpomoci anti-IGF-1R
protilatky nebo exprese dominaitnegativni formy IGF-1R inhibujeiust nadoru
xenotransplantatu a zvySuje senzitivitu &un karcinomu pankreatu u¥i
chemoterapii [62-63]. Overexpres@stového faktoru cévniho endotelu a jeho
receptorového systému (VEGF/VEGFR) byla popsanaatcitkomu pankreatu

v souvislosti s progresi onemaeonm, coz potvrdilo pedpokladany vyznam
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neovaskularizace praist nadoru a jeho metastazovani [64,65]. Nicinéraktni
mechanismy aktivacecinku nejsou dodnesi@sré znamy. Hypoxie reguluje VEGF
a IL-8 expresi skrze transaktivaci a MB/AP1 drah. Aberantni exprese VEGF
v periferni ¢asti nadorové masy znamenda, Ze hormony, cytosimystavé faktory,
také mohou mnit VEGF expresi a tim podpb nadorovou angiogenezi. Exprese
VEGF v nadorovych hikach skrze transkripci regwaich faktofi jako je NF«B,
HIF-1, AP-1, AP-2, Egr-1, SP-1, Stat-3 a dalSi, mana, Ze je zapojeno vice
transduknich drah [66-69]. VEGF je potencionalni mitogefaktor a naruseni drah
inhibuje nadorovy trst v xenomodelech karcinomu pankreatu [70-73]. VEGF
exprese je zvyrazma EGF, PDGF-BB, TGB- a IGF-I [74-76] a vede
k subsekventni deregulované expresi flk-1/KDR/MA®&Ktimulaci bu&ného fistu.
Met receptor tyrozin-kindzy a jeho ligand HGF jsaltivovany u karcinomu

pankreatu a inhibice signalni drahy inhibujstmadoru a jeho invazi. [77-79].

Velmi dilezitym procesem, ktery zafigje eliminaci nahodnych zn v DNA,
kterych se dernvytvori tisice, ale jen minimum je stabilnich gephazi do DNA
dceainych burgk, je DNA reparace, ktera je zajagsana produkty repataich ger.

Pri poSkozeni bazi tak dochazi k tzv. bazové exaipmaw. Modifikovana baze je
vySttpena DNA-glykosylazou, cukr-fosfatovy zbytek je palodstragn
endonukleazou, DNA polymeraza vyplni mezeru nuidigotkomplementarnimi
k nepoSkozenémuetzci a DNA lighza pak spoji novy nukleotid s okolnim
fettzcem. Bi vétSim poSkozeni DNA se upiatje nukleotidova excizni opravagip
které je postizena sekvence nuklebtidyS€pena specifickou endonukleazou.
Vznikly prostor je pak dopkn opit DNA-polymerazou a DNA-ligazou. Vifpac
mutacici jinych zmén postihujicich tyto repagai geny je repakmi systém defektni
a dochazi k akumulaci chyb v celad dulezitych geri véetne protoonkoget a
nadoro¥ supresorickych geén Fikladem niZze byt HNPCC -  hereditary

nonpolyposis colon cancer syndrome*,

Samotna nekontrolovana proliferace v hosktats organismu je§tneznamena,
Ze dochazi jednozie k expanzivnimuistu. Jednim z nejsiésich faktoi, které
koriguji poruchy bui&ného dleni je programovana smrt iiky, tzvapoptoza
PoSkozeni genomu bky, které ji wini nevhodnou pro dalsi zZivot, vyvola kaskadu
zmen, kterd dovede hiku az k buséné smrti. Efektorovymi molekulami apoptozy

jsou kaspazy (cystein-aspartic-acid-protease&)idt reparani enzymy DNA a
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aktivujici endonukleazy, jez setastni Stpeni DNA. K aktivaci endonukleaz je
nutna pitomnost iont C&* v cytoplazng. Kalcium roviZ aktivuje enzymy zvané
kalpainy, které odbouravaji membranové proteiny tauktury cytoskeletu.
Z apoptotické biikky tak vznikaji apoptotickééliska (coz je cytoplazmatickou
membranou obaleny jaderny a cytoplazmaticky mdjeriéera jsou nasledn
fagocytovana makrofagy. Exogenni aktivace apopt@zyprostedkovana cestou
membranovych receptipr tzv. receptoli smrti“ (TNFR, Fas/CD95) obsahujicich
cytoplazmatické ,domény smrti“ (death domain, DB vazbs prislusnych ligand
(TNF, FasL) se pak na tyto DD vaze svou DD trak&dufaktor Fadd/Mort-1, ktery
obsahuje i ,doménu efektoru smrti“ (death effectomain, DED) vazajici se
s homolognimi oblastmi DED kasp&z-8 a -10, kteréujgimto aktivovany.
Intracelularni iniciaci procesu apoptozy uspbuje uvoldni cytochromu C
z mitochondrii, které naslednspousti typickou kaspazovou kaskadu aktivaci
kaspazy-9. Bylo prokadzano, Ze vSechna cytdacigiisobici cytostatika vyuzivaji
zminné apoptotické drahy p vysledné realizaci svého cytotoxickéh@inku.
Defekty apoptotickych faktdrnebo pevaha antiapoptotickych faktopak mize byt

pricinou rezistence na cytostatika.

Podobnym a ifblizné stejré u¢innym regulatorem replikace je mechanismus
senescencetedy starnuti hiky. Lidské buiky nejsou schopny seclit nekon&né
dlouho. Po #kolika desitkach &eni se tento proces zpomali a po 60-g@mich se
zcela zastavi. Za kontrolu replikace jsou zodyploé koncové repetitivni sekvence
chromozond TTAGGG, zvané telomery. Telomery s& kazdém dleni zkracuji o
n¢kolik desitek dvojic nukleotiti dosazeni kritické délky telomer je signalem
k zastaveni replikace. Tento mechanismugerbyt blokovan &kolika zpisoby. Pro
nadorovou bitku je typické, Ze jsou schopny obnovovat délku nedo
nag.patologickou aktivitou enzymu telomerazy, coz datakovym buikam
neomezeny potencial replikace. Indukce apoptdayhibice telomerazyiedstavuji

mozné terapeutické cile.

Charakteristickym znakem adenokarcinomu patkreje tvorba vazivové
stromalni tkaa sloZzené z fibroblagta extracelularni matrix (ECM) — desmoplazie.
Extracelularni matrix, ti@na bazalni membranou a intersticialnim stromatem |
sloZena pevazrt z kolagefi rizného typu, fibronektinu a dalSich protigimpricemz

vzajemna rovnovaha j&zena enzymaticky. V procesu onkogeneze je zakiadni
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piedpokladem invazivnihoastu nadoru schopnostigkonat bazalni membranu a
odbourat stroma. Aby vznikla vzdalena metastazasinalojit k invazi nafech
rozhranich: tumor/stroma, stroma/endotel, endatelfsa v mist vzdalené
metastazy. Schopnost nadorovych &urrozrusit ECM je zakladni podminkou
procesu invaze a metastazovani. Za normalnich okblne ECM pro biky
nepropustnou bariérou, avSak procesech, jako je hojeni, remodelace,ézém
neoplazie, se fite stat prostupnou. Kkhvymi enzymy v popsaném procesu jsou
proteinazy, které &dime na serinové proteindzy (urokindza, elastaegdteinové
proteinazy (katepsinytidy B a C), aspartatové proteinazy (katepsitigyt D) a
matrixy metaloproteindzyMatrixové metaloproteinazy (MMPSs) piredstavuji jeden
z nejvyznampyjSich faktofi nddorové invaze a metastazovani nadorovychekoun
K jejich zakladnim charakteristikam pat schopnost degradace ékteré

z komponent ECM, obsah komplexn vazaného zinkového iontu, uviolani
v podolg proenzymu nasledn aktivovaného od8penim definované peptidové
sekvence, inhibice specifickymi tkdvymi inhibitory (TIMP) a @ast na normalnich
remodel&nich procesech [81]. Dostupnost kompletni sekvdidského genomu
umoznila identifikovat kompletni sestavu MMPs prkovanych lidskymi bitkami.
Bylo zjiSttno celkem 24iznych geld kodujicich¢leny MMP rodiny [82]. Rvodni
déleni na kolagendzy, stromelyziny, matrilyziny, delazy, elastazy a tzv.
transmembranové MMPs, nahradilo pgediselné oznéeni MMP-1 az MMP-28,
piicemz ale ne vSechndsla byla pouZzita. Zatimco zdrava tkabsahuje jen malé
mnozstvi MMPs, za patologickych okolnosti je jejekprese zvySena. U malignich
nadoi to bylo prokdzano v mnoha studiich [83-85]. Bylmk&zano, Ze hlavnim
zdrojem MMPs i TIMPs jsou stromalni #tky (fibroblasty a endotelie).fBs slozitost
regulace MMPs byly pozorovanyi thlavni Urovré regulace — transkripce genu,
aktivace proenzymu a inhibice enzymatické aktivitynadorovych butk se vSak
bohuZel objevily mechanismy umagici obejit tyto kontrolni body¢imz ziskaly
nové vlastnosti vedouci kstu nadoru a jeho diseminaci. Zdaleka nejvice pasir
se soused’uje natk&iové inhibitory matrix metaloproteinaz (TIMP4) obratlové
byly zjisSttny celkem 4 TIMPs [86], a to TIMP-1, TIMP-2 a TIMR-coZ jsou
secernované proteiny, zatimco TIMP-3 je zakotvéfCW. Tyto 4 TIMPs mohou
inhibovat aktivni formy vSech znamych MMPs, i kdy@MP-1 je slabym
inhibitorem MMP-19 a &kterych MT-MMPs [87]. U TIMP-3 byla navic zji&ta

schopnost inhibovatskteré ADAMs (a disintegrin and metalloproteinase) a
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ADAM-TSs (a disintegrin-like and metalloproteinasg&h trombospondin motifs),
coz jsou skupiny enzyin blizce gibuzné MMPs, se kterymi maji spohy
proteolyticky &inek na rkteré slozky ECM i schopnost aktivagé inhibice
nekterych bioaktivnich molekul [88-90]. Jak jiz byiwedeno, usnaaije proteolyza
bazalni membrany endotelii a ECM matrix metalopngteami migraci endotelii
v procesu nadorové vaskularizace, coz prokazalswe studii Mignatti a Liotta
[91,92]. To niize byt vysétlenim pro to, jakym mechanismem mohou MMP
inhibitory zpomalovat dst nado# v experimentech na Zeicich modelech.
Proteolytickym @inkem MMP na bazalni membranu endotelii je takéadsina
invaze nadorovych béhk z tkani do cév a nasledliz cév do tkani, coz e mit
uplatréni v procesu metastazovani. Nedavné &jistZze velké mnozZstviaenych
bioaktivnich molekul fedstavuje také substraty MMPs, vedlor&hmpdnoceni jejich
vyznamu v nadorové progresin®dne byla znama jen jejich degrata funkce na
komponenty bazalni membrany a ECM, coz ukazovadaevSim na jejich podil
v pozdjSich, invazivnich stadiich nadorového onentoénPiikaz novych funkci
MMPs jako je nap aktivace iistovych faktoéi, uvolhovani apoptotickych nebo
angiogennich faktdr ale swedci pro jejich ®&ast jiz na ¢asnych stadiich
kancerogeneze [93-95]. MMPs byly také dale povaigvaa jeden z mnoha
mechanism, ktery nadorové hiky vyvinuly, aby unikly z protinadorové imunitni
reakce hostitele [96]. MMP-9 napeprimuje proliferaci T lymfocyit preruSenim IL-
2Ro signélu [97]. MMP-11 od8puje zal-P @1 proteindzového inhibitoru)
bioaktivni fragment snizZujici citlivost nadorovydiurek k NK buikam (natural
killers) [98]. Studie, které prokézaly antikancezngi efekt nadrné exprese
TIMPs ve smyslu sniZzeni invazivity nadorovych &n angiogeneze nebo
metastazovani [99-101] a ajy efekt @i nizké expresidhto inhibitoi [102],
vedly k myslence jejich vyuziti v terapii nadorPovzbudivé vysledky syntetickych
MMPIs ve studiich na animalnich modelech vedly k&ani klinickych zkouSek
v [&bé raznych tymi zhoubnych naddr predevSim generalizovanych [103,104].
Batimastat (BB-94) a Marimastat (BB-2516) ipahezi peptidomimetické MMPs
obsahujici hydroxamat vazajici Zrv katalytickém mist MMPs. Intraperitoneath
podavany Batimastat byl prvnim MMPI testovanym di avSak s nedost&meym
efektem. Byl proto nahrazen Marimastatem, jiz pé@rom, ktery byl v Iébé
karcinomu pankreatu shledan stejefektivni jako gemcitabin [105] a vedl

k prodlouzeni pezivani i u generalizovaného karcinomu Zaludku [10gpicky
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nezadouci &nek v podok muskuloskeletalni toxicity, stejnjako nespecifitita
MMPIs, vedla k ukoteni Klinickych zkouSek arada autar je ktéto Iébe
skeptickych. B studiu adenokarcinomu pankreatu se ukazalo iédepSim MMP2

a TIMP1 jsou vice exprimovany ve vlastnim karcinomaz v gilehlé tkani
normalniho pankreatu. Jednim z novych pastupoznosti inhibice MMPs je
aplikace tzv. ,exosite blockers”. Exosites — zenméta, jsou substrat vazajici mista
lezici mimo aktivni misto enzymu, ale jsou nezbykrjgho proteolytické aktivit
Podobi Overall prokazal, Ze C-terminalni hemopexinova doenMT1-MMP vaze
nativni kolagen a blokuje kolagenolytickou aktivipk MT1-MMP, tak i MMP-2
[107]. NavrZzenim inhibitar vazajicich jednotlivé substraty MMPs abe byt
dosazeno pott@ni aktivity enzymu na jednom substratu, bez o¥liNraktivity na
druhém [108]. DalSi mozZnost protinaddorové terapigenbyt spabvana ve vyuziti
protilatek vzniklych vakcinaci MMPs. Na mysSich mbstd s tumory byly po
vakcinaci kaeci homologni MMP-2 prokazany anti-MP protilatkyakles hladiny
vlastni MMP-2 v séru [109]. Inhibice aktivhich MMszasahem do pouze jedné ze
téi hlavnich regulénich Grovni &chto enzyni. Nabizi se vSak také moznost inhibice
jejich genové transkripce i inhibice aktivace progna [94,110]. Transkripci gan
Ize zablokovat naiéch arovnich — zabranittupobeni extracelularnich faktor
zablokovat signalni — transdirk drahy nebo jaderné faktory zesilujici jejich egp.
Nedavneé studie prokazaly, Ze IFN4FN-B i IFN-y mohou byt vyuZity k inhibici
transkripce #kolika MMPs u tiznych lidskych malignit [85,111]. Lze také blokovat
receptory, které transkripci MMPs zvysSuji (receptpro TNF+«, IL-1 nebo EGF)
[112]. Stejny efekt byl prokazaniipblokdd® signalni drahy ras, kde selektivni
inhibice p38 MAPK pomoci SB203580 zamezila expMMP-1, MMP-9 a MMP-

13 u transformovanych keratino@y spinocelularniho karcinomu plic [113,114].

Nabizi se celarada moznosti potencialniho vyuZziti pozriatize studia
kancerogeneze na urovni molekularni biologie, ktgsdu vystupem rady
experimentalnich studii. V kancerogenezi karcingraokreatu se vSak dosud jedna
pouze o dili znalosti, které bohuzel zatim nevedly k podstatn&né pristupu
v terapii karcinomu pankreatu a nemaji tedy zatéekévany klinicky impakt. Jejich
znalost je vSak nezbytna k pochopeni slozitostiblermatiky kancerogeneze
adenokarcinomu pankreatu, coz se pdzenodrazit i v naSemifstupu k modalitam

jeho terapie.
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2.2.3. Staging — UICC/AJCC verze zroku 2003 a staging Jamské

pankreatologické spol€nosti

Klasifikatni stagingové systémy byly vypracovany s cilem ddbat prognézu
pacienti trpicich nadorovym onemo&nim a to vzhledem k rozsahu postizeni vlastni
tkdré tumorem, k infiltraci spadovych lymfatickych uzlia k gitomnosti ¢i
negitomnosti vzdalenych metastaz. V gasnosti jsou v podstatk dispozici dva
hlavni velké skoérovaci systémy karcinomu pankreatmjchZz jeden ma twod
v euroamerickém pisemnictvi, byl vypracovan mezidaim grémiem [|"Union
Internationale Contre le Cancer (UICC) ve spolupsaamerickou Joint Committee
of Cancer (AJCC) [115]. Druhy pak byl vytten Japonskou pankreatologickou
spole&nosti v roce 1996 [116] aigdstavuje komplexijsi systém stagingu, ktery
zahrnuje prvky invaze na serézu, do retroperitopedalnihoeciste, a v nové verzi
tuto lokalni invazi posuzuje i z hlediska invaze doodena, Zkovych cest a
arterialniho systému. Vlastni japonsky systém klaelé naroky na igdoperani
diagnostiku s pouzitim nejmode&jgich postuf), predevSim pak na endoskopickou
ultrasonografii s odlyem bioptického materidlu. PoZadavky na tyto &déo
diagnostické postupygini viad® zemi tento stagingovy systém nepouzitelnym,

protoZe nejsou schopny tyto vysoké naroky pokrggie mfe.

UICC/AJCC staging — verze z roku 2003

Primarni nddor(T) — fadime sem nadory hlavy pankreatu, lokalizovanéavapr
od levého okraje vena mesenterica superior (VSMgtn¢ nddoti postihujicich
processus uncinatus, nado#latpankreatu lezici mezi levym okrajem VSM a levym
okrajem aorty, nadory kaudy pankreatu, které jst@alizovany mezi levym okrajem

aorty a hilem sleziny.
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Tab. 2.2.3.1. Primarni nador (T) dle UICC/AJCC klasfikace

TX primarni nador nelze hodnotit

T0 primarni nador negjtomen

Tis karcinom in situ

T1 nador omezen na pankreas? cm v nejdelSim rozénu

T2 nador omezen na pankreas? cm v nejdelSim rozénu

T3 nador proiistd mimo pankreas, ale bez postizeni celiakalninesyp
arteria mesenterica superior

T4 nador postihuje celiakdlni osu nebo arteria mesentesuperiof
(priméarre neresekabilni tumor)

Metastazovanim deoegionalnich lymfatickych uzlin (N3e rozumi postizeni

peripankreatickych lymfatickych uzlin, kteréligne na:

- horni: lokalizované nad hlavou @dm pankreatu

- dolni: lokalizované pod hlavou &&m pankreatu

- predni: gedni hepatoduodendlni, pylorické (typicky jen pesdinom hlavy
pankreatu) a horni mezenterické

- zadni: zadni pankreatoduodenalni, horni mezenteacuzliny kolem ductus
choledochus

- lienalni: lokalizované v hilu sleziny a kolem kaugbankreatu (jen pro
karcinom kaudy asta pankreatu)

- celiakalni: jen pro nadory hlavy pankreatu

Tab. 2.2.3.2. Regionalni lymfatické uzliny (N) di&JICC/AJCC

NX regiondlni lymfatické uzliny nelze hodnotit
NO regionalni lymfatické uzliny bez metastaz
N1 metastatické postiZzeni regionélnich lymfatickychruz

- N1A: postizeni jedné regionalni uzliny
- NI1B: postiZeni vice regionalnich uzlin

Vzdalené metastazy (M)hodnotime fitomnost nebo néfiomnost vzdalenych

metastaz primarniho tumoru pankreatu.
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Tab. 2.2.3.3. Vzdalené metastazy (M) dle UICC/AJCC

MX piitomnost vzdalenych metastdz nelze stanovit
MO vzdalené metastazy néomny
M1 vzdalené metastazyifppmny

Na zaklad vySe uvedeného pak ragdjeme jednotliva stadia karcinomu slinivky

biisni, jak je uvedeno v nasledujici tabulce.

Tab.2.2.3.4. Stadia karcinomu pankreatu dle UICC/ACC

stadium 0 Tis NO MO
stadium 1A T1 NO MO

IB T2 NO MO
stadium [IA T3 NO MO

IIB T1-3 N1 MO
stadium IlI T4 jakékoliv N MO
stadium IV jakékoliv T jakékoliv N M1

Nova japonské klasifikace podle Japonské pankreatitké spolénosti (JPN)

Byla vydana v roce 1996 a popisuje primaradar (T), regionalni lymfaticke
uzliny (N) a vzdalené metastazy (M). Dale pak hdtstadium dle TNM deni a

stadium dle invaze daipehlych struktur.

Tab.2.2.3.5. JPN klasifikace, primarni nador (T)

T1 nadory SO, RPO, PVO, A0, DUO, CHO,1:
Tla: nddory 2 cm v nejdelSim rozénu
T1b: nadory> 2 cm v nejdelSim rozénu

T2 nadory spiujici jedno nebo vice kritérii:
S1, RP1, PV1, A1, DU1,2,3, CH2,3 bez ohledu n&wsti
T3 nadory spiujici jedno nebo vice kritérii:

S2,3, RP2,3, PV2,3, A2,3 bez ohledu na velikost

Vysvétlivky:

S = invaze na serdzu, RP = invaze do retroperitoA¥a= invaze do portalni Zily,
DU = invaze do s$hy duodena, A = invaze do arterii, CH = invaze dwtds

choledochus, P = diseminace na peritoneum, H =gtatické postiZzeni jater
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Index O = invaze néfiomna, index 1 = suspektni invaze, index 2 = jistéaze,

index 3 = masivni invaze

Tab.2.2.3.6. JPN klasifikace, regionalni lymfatickéizliny (N)

NO bez metastaz
N1 metastazy do skupiny primarnich lymfatickych uzlitozenych
v blizkosti nadoru

N2 metastazy do sekundarnich lymfatickych uzlin mekia\N3

N3 metastazy do terciarnich, juxtaregionalnich lynefaich uzlin

Tab.2.2.3.7. [@leni lymfatickych uzlin dle JPN klasifikace

1 Pravé kardie 14V mesenteriu

2 Leva kardie 14A Podél a.mesenterica sup.

3 Podél malé kurvatury 14aNa zaéatku a.mesenterica s

4 Podél velké kurvatury 14b Podél a. pancreaticoduodenalis inf.

5 Suprapyloricky

6 Infrapyloricky 14c Na za&atku a.colica med

7 Podél a.gastrica l.sin. 14dPodél prvni jejundlni kiky

8 Podél a.hepatica comm. 14\Podél horni mezenterické zily

8a  Anterosuperior 15 Podétatini kolické Zily

8b Posterior 16 Podél abdominalni aorty

9 Podél truncus coeliacus 16aRodél hilus aorticus bréanice

10  V hilu sleziny 16a2 Mezi horni¢asti coeliackého trunku k dolnimu okraji
levé rendlni zily

11  Podél a.lienalis

12 Vlig.hepatoduodenale 16b] Od dolniho okraje levé rendlni zily k hornimu okraj
a.mesenterica inf.

12h  V porta hepatis

12a Podél a.hepatica

12al Superior 16bz Od dolniho okraje a.mesenterica inf. k bifurkaaitgo

12a2 Inferior

12p Vzad od v.portae

12p1 Superior 17 Na pedni stras hlavy pankreal

12p2 Inferior

12b Podél d.hepaticus 17aNad Vaterskou papilc

12bl Superior 17b Pod Vaterskou papilou

12b2 Inferior 18 Podél doiniho okrajé#a a kaudy pankreatu
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12c¢c Podél d.cystikus

13  Na zadni stranhhlavy
pankreatu

13a Nad Vaterskou papilc
13b Pod V.papilou

NO= bez gitomnosti metastaf\1= metastazy do prvni skupiny lymfatickych uzlin:
13ab, 17abN2= metastazy do druhé skupiny lymfatickych uzlin 8p, 12a, 12b,
12p, 14p, 14dN3= metastazy doreti skupiny lymfatickych uzlin zahrnujici oblast
coeliackého trunku, lienalni arterie, hilu slezinoéa podél a.colica media (16a2,
16b1 a 18)

Tab.2.2.3.8. JPN klasifikace, vzdalené metastazy M

MO vzdalené metastazy néomny

M1 vzdalené metastazy jsouitomny, et postizeni peritonea (R)
nebo jater (H)

Tab.2.2.3.9. Stadia dle JPN klasifikace

stadium | Tla NO MO
stadium Il Tla N1 MO
T1b NO,1 MO
stadium Il Tla,b N2 MO
T2 NO,1 MO
stadium IVa Tla,b N3 MO
T2 N2 MO
T3 NO,1 MO
stadium Vb T2 N3 MO
T3 N2,3 MO
jakékoliv T jakékoliv N M1

Tab.2.2.3.10. Stadia dle invaze dofpehlych struktur dle JPN klasifikace

MO, PO, HO M1 nebo
NO N1 N2 N3 P1,2,3
nebo
H1,2,3
Tla I Il 11 IVa Vb
T1b Il Il 11l IVa IVb
T2 [l 11 IVa Vb Vb
T3 IVa IVb IVb IVb IVb
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2.2.4. Moznosti I&by karcinomu pankreatu a jeji perspektivy

Lécba karcinomu pankreatu je multimodalni. Prakticlgdipou modalitou
vedouci k moznému vyténi je chirurgicka radikalni resekce (a to RO reseki.
resekce bez rezidualniho nadoru). BohuZel jen radh paciert miZze byt takto
feSena. Dvodem je stanoveni diagndzy v pokitém stadiu pi minimélnich
symptomechéasného stadia onemagn, vysoké agresiwt nadorovych butk a
prakticky neexistujici moznosti screeningu. Taldigtistika pezivani po radikalnich
vykonech je tristni — gileté prezivani je popisovano mezi 2-20%itém z dosud
dostupnych statistickych analyz vyplyva, Ze ani Sanj radikality operaiho
vykonu ve smyslu roz&né lymfadenektomie nevede ke zlepSemézivani

nemocnych.

Prvni pankreatoduodenektomii pro karcinproved| v roce 1889 Codivilla
(1861-1912). Ale zdokonalil ji afwedl mezi standardni vykony az Allen O.
Whipple (1881-1963) veitatych letech 20.stoleti. Jeho metodicky postuprage
resekci distalntasti Zaludku, duodengasti jejuna, hlavy pankreatu a choledochu.
Nasledna rekonstrukce zahrnuje terminolateralni atiepejunoanastomozu,
terminolateralni pankreatojejunoanastomozu a tefaiaralni

gastroenteroanastomozu.

Standardem chirurgickeé radikalni  ch§ je pravostranna
pankreatoduodenektomie V otdzce provashi pankreaoduodenektomie existuje

n¢kolik kontroverznich témat:

1. parcialnii totalni pankreatektomie,

2. klasicka versus pylorus $iei pankreatoduodenektomie a

3. standardni versus ro#ia radikalni pankreatoduodenektomie.

Ad 1. Vsowasné dob koncept totalni pankreatoduodenektomie ztraci esvoj
piiznivce. Obhdjci tohoto postupu ammiji predevsim tyto potencialni benefity totalni
pankreatektomie: eliminace multifokalniho postizarifeni do ponechaného zbytku
téla a ocasu pankreatu, provedeni en-block reselatecsp s lymfatickymi uzlinami

a eliminaci nutnosti rekonstrukce pankreatojejuastomozy, ktera je vzdy
nejohrozenjSi z rekonstruénich anastomo6z a zatizena gong vysokym rizikem
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rozvoje pankreatické pide [185]. ProtoZe neexistuje rozdil ¥egivani mezi totalni
a parcialni pankreatektomii a navic pankreaticl&lpsice zvySuje morbiditu, ale
nikoliv letalitu, wtSina chirurg dava pednost vykofim parcialnim a totélni
pankreatektomie je vyhrazena jen pro zvlastfipguy, kdy se jedna o postizeni
v oblasti tla pankreatu, nebo kdyz je pankreageho hlavni vyvod filis jemny,
kiehky ¢i zargtlive zménény k provedeni bezgaé anastomozy s tenkymiestem.
Kromé toho je zmiovana vyhoda v podéb zachované exokrinni a zejména

endokrinni funkce zbytku pankreatu a wéet sleziny.

Ad 2. Ri srovnani klasické Whippleho pankreatoduodend@sékce, kterd zahrnuje

i distalni gastrektomii, neni pylorus 8et pankreatoduodenektomie spojena
s nafistem pooperaich komplikaci [185]. K dispozici jsou data o itieké délce
prezivani i stejné kvalitZivota po obou typech resekce [186]. ProtoZe pg@etici
postupy zahrnuji ponechani funkce gastrického vezeu, pylorické sfinkterické
funkce afadu normalnich fyziologickych gastrointestinalniplochodi, vétSina
chirurgh dava pednost tomuto typu resekce a nutnost distalni gdsimie je
vyhrazena fipadim, kdy tumor penetrujessné k pyloru ¢i prvni porce duodena,
nebo pokud je tato oblast, avibdu provedené skeletizace, ohroZena ischémii.

Ad 3. Roz&iené radikélni pankreatoduodenektomie jsou znareggvsSim z praci
japonskych autdr. Ishikawa v roce 1988 popsal zlepSerdzivani nemocnych po
extenzivnim vykonu zahrnujicim také disekci N3 latickych uzlin. To znamena
odstrarni lymfatickych uzlin podél obou kurvatur Zaludkugliny paraaortalni a
z oblasti jaterniho hilu. iiPtomto typu vykonu je uvasho delSi pezivani. Nazory
evropskych chirurfy jsou vSak skeptické a jéeba dalSiho klinického vyzkumu a

ovéreni, aby doslo kifpadné zmné v indikaci rozsahu vykonu.

Na naSem pracovisti je zlatym standardemn&iako v celé euroatlantické zé&n
pro operabilni tumory hlavy pankreatu a tumory Vské papily,pylorus Se¥ici
pankreatoduodenektomie, v modifikaci dle Traversa a Longmireho z roku 1978
[119]. Ta zahrnuje en-block resekci duodena sppeles hlavou pankreatu a
s naslednou rekonstrukci na jednuckli a to vtomto ptadi: terminolateralni
pankreatojejunoanastomoza, terminolateralni hepajiknoanastoméza a

terminolateralni antekolick& duodenojejunoanastar(6br. 2.2.4.1).
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Obr.2.2.4.1. Pylorus Sdtici pravostranna pankreatoduodenektomie(copyright
2009 Mayo Foundation for Medical Education and Redg pgevzato se souhlasem
Mayo Clinic z website mayoclinic.org, zde v mod#di terminoterminalni

pankreatojejunoanastomazy)
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Pokud si stav vynucuje resekci disté&ksti Zaludku pak jsou v rekonsttuk fazi
pouzity d¥ Rouxovy klgky, z nichz jedna je dena pro terminoterminalnéi
terminolateralni pankreatojejunoanastomozu a tevtaiaralni
hepatikojejunoanastomdzu a druha pak pro termimotedni
gastroenteroanastomozu. Ygadt drobné nadorové infiltraceésty vena porta€i
vena mesenterica superior je ad hoc rozhodutd, buesekci tohoto segmentu
s primarni suturowi jeho geemoséni vendznim &pem nebo cévni protézou, nebo
je stav hodnocen jako inoperabilni, obzwagt infiltraci peripankreatické tké&ns
piedpokladanym perineuralnimighim tumoru, nebo pokud je tumor étitiny od
cévnich struktur, resekcetde byt dokotiena jako paliativni vykon v podétR1
(mikroskopicky rezidualni nadoi R2 (makroskopicky rezidualni nador) resekce.
V piipact predoperané zjisSttného multicentrického postizeni pankreatu, vy&azn
jemné struktie zbyvajicicasti pahylu pankreatufifis Uzkému piiméru Wirsungova
vyvodu, pozitivni resekni linii, nebo poragni lienalni Zily je indikovana totalni
pankreatektomie. U tumbrv oblasti €la ¢i kaudy pankreatu se pak provadi distalni

(levostrannd) pankreatektomie.
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Paliativni vykony jsou provédy predevsim z @ivodu obstrukce Zktovych cest
a obstrukce duodena. Chirurgické paliativni vykdttyorakoskopick&i otewena
splanchiektomie) vedouci k omezeni konzervatimeovlivnitelné bolesti jsou dnes
prakticky nahrazeny modernimi preparaty ze skupilophodol pisobich opiod,
podavanych peroran ¢i transkutans, resp. velmi Ginnou chemickou
splanchiektomii pod CT kontrolou. Dominantni indik& paliativnimu vykonu je
piedevSim porucha pasaze v oblasti proxim&hti zaZivaciho traktu zZidodu
Gtlaku ¢i penetrace tumoru hlavy pankreatu do duodenagewufici se nauzeou,
zvracenim stagnujici potravy a hubnutim s malautrindikace u prokazané
obstrukce duodena je nezpochybnitelna. Diskutakilefava preventivni provedeni
gastroenteroanastomo6zy u asymptomatickych nemocnygtmodné je provést
gastroenteroanastomo6zu u lokalneresekabilniho tumorutipocekavaném delSim
piezivani. Pak je indikovana zadni retrokolicka gesiteroanastomoza dle Hackera,
kterd nemusi byt doptna vagotomii, protoZered v anastomdze se zde neobjevuije.
Paliativni vykon na Zkkovych cestéach je diskutabilni, protoZe drtivaitSinu stawv
lze vyfeSit metodami endoskopickymii radiologicko-intervetinimi, kterym je
davana jednozra¢ prednost. Chirurgické vykony v poddlbiliodigestivni spojky
jsou zatizeny posmné velkou morbiditou i letalitou, kterd dosahuje na
nespecializovanych chirurgickych pracovistich az %15[12]. Paliativni
biliodigestivni  spojka, neépstji choledochoduodenoanastoméza, vyjime
hepatikojejujonoanastomoéza na Rouxckili, je indikovana off za situace lokakh
neresekabilniho tumoru s obstrukci éduych cest, pokud nemocny neni zatizen

dalSimi komorbiditami, které by z&pinily pooper&ni komplikace.

Onkologicka terapie ma velmi omezeny vyznam.r@ku 1980 prokhlo nekolik
studii se zawktenim na adjuvantni chemoterapii a radioterapii me@ych po
radikalnim operénim feSeni. Vysledky jsou spiSe rozporuplné.iipads adjuvantni
terapie nizeme konstatovat, Ze chemoterapie je lepSi neznause Studie, které
probihaly (ESPAC-1, CONKO-001, RTOG 9704) hodnofznam monoterapie
gemcitabinem a fluorouracilem v kombinaci sradiapéi. Zda-li je lepSi
fluorouracil nebo gemcitabin rozhodne pré&pddobré az studie ESPAC-3, ktera
porovnava tyto dva Iléky. DalSi probihajici studieSFHAC-4 porovnava
kapecitabin+gemcitabin s gemcitabinem samotnym.nVetajimavy design ma

studie faze Il E 2204, porovnavajici sekvenci geabinu + cetuximab nasleéin
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kapecitabin + cetuximab s radioterapii a nasieggmcitabin + cetuximab se stejnou
sekvenci s bevacizumabem. Uloha radioterapie rastiaj a to ani u R6i R1
resekci. O indikaci fgdevsim rozhoduje vybaveni a zkuSenosti pragguibtoze
zajiseéni kvality z&eni je nejpodstatsi. Je&t kontroverz®gjSi otazkou je
neoadjuvantni kba, tj. I&€ba lokalr pokraiilého nadoru, ale bez generalizace.
Muzeme také diskutovat, jestli pouzivat termin neoeatni I€ba, kdyz |éebna
odpowd na chemoterapii u karcinomu pankreatu je pod 16fistoricky vSak
existuji studie z osmdesatych let, kde z&kladethylge fluorouracil s radioterapii
nebo bez ni [120,121]. Zda {@ neni odstraén nador je vSak kibvy moment a
prognosticky faktor [122]. Cilem neoadjuvantriafge je tedy teoreticky snizeni
poctu pozitivnich reseknich okrafi, potlateni mikrometastatické nemociteul
operaci a v neposlediadt vyloucit nemocné s rychle progredujici chorobou [122].
Sekundarni operabilita je vSak spiSe diletekpapivé parcialni¢i systémove
odpowdi, nez primarty planovany vystup fby. V literatde se objevuji studie
GERCOR a SFRO/FFCD, které kombinuji podani oxdiipjas gemcitabinem a
gemcitabinem samotnym, resp. ve francouzské shuisledovan &inek vstupni
radioterapie a nasledigemcitabin + cisplatina resp¢idek samotného gemcitabinu
bez radioterapie. Mediarrgxiti byl 8 n€siai ve skupir s radioterapii a 14,5 ¢siai

u skupiny bez radioterapie. Sekundarni cil, tjiekedilita, byl dosaZzen jen u zlomku
pacienti a nebyl signifikantni rozdil mezi skupinou s rddrapii a bez ni [123].
Zakladem je tedy podani chemoterapie. Monoteragmogabinem je logickou
volbou. Kombinace s radioterapii u pacierst lokalré inoperabilnim karcinomem
pankreatu se zda byt v danéiiippE nevyhodna. V 1&é metastatického postizeni
je od roku 1987 pouzivan gemcitabin v monoteral®4]. Probihala a probikada
studii, kde byl gemcitabin kombinovan s dalSimkadni. Vysledky jsou sporné,
casto spiSe charakterizované zhorSenim kvality dieatezadoucicheiinka. Jedinou
vyjimkou je kombinace gemcitabin + kapecitabin, ldbslo k prodlouZzeni medianu
pieziti o 6 tydr. [125]. Studie SWOG S0205 porovnavala gemcitabetuximab
(monoklonalni protilatka proti receptoru epitelifa ristoveho faktoru EGFR-1)
s gemcitabinem samotnym. Primarni cil, zlepSenkosgho peziti, ogt nebyl
splren. Vysledek 5,9 vs. 6,4 gidil ve prospch kombinace. Zatim jedinou pozitivni
studii s integraci monoklonalnich protilatek je di¢u NCIC PA [126], faze Ill.
Porovnavajici kombinaci erlotinib + gemcitabin sngpitabinem samotnym. Erlonitib

je tyrozin-kinazovy inhibitor EGFR1 receptorutid&nim erlotinibu ke gemcitabinu
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doSlo k mirnému prodlouzeni medianéezti z 5,91 na 6,24 &ice a roénimu
celkovému peziti 17% vs. 23 % [127]. V posledni dolprobihafada studii

s kombinaci gemcitabinu a jinycheie, na jejich vysledek si vSak bohuZzel musime
jest pockat.

Na zaklad vySe uvedeného itieme konstatovat, Zze chirurgické metody dbéé
karcinomu pankreatu jsou v podstavycerpany. Radikalita neiiie ovlivnit
piezivani nemocnych. Budoucnost je tedy &@ma na hledani biologickych &ik
hledani konkrétni by pro konkrétniho pacienta. V nejblizSich letectieaetiletich
vSak bohuZel nelzec¢ekavat zadny radikélni zvrat vigtupu k terapii karcinomu
pankreatu a tedy chirurgicka resekdstava jedinou potenciarkurabilni metodou
a karcinom pankreatu i nadaleistava jednim z nejobavggich nadorovych

onemocgni vabec.
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2.3. Minimalni rezidualni choroba

2.3.1. Moznosti stanoveni minimalni rezidualni choroby u selidnich

nadora

Minimalni rezidualni choroba je definovanaga@itomnost izolovanych nebo
kolujicich nadorovych busk v krvi, kostni deni, miznich uzlinach &lhich dutinach
pacienfi s nadorovym onemoénim v SirSim slova smyslu, resp. cirkulujicimi
izolovanymi nadorovymi htkami u nemocnych, u nichZz byl primarni nador
radikalré odstragn, a kteéi jsou t¢. bez klinickych znamek onemasri, v uzsim
slova smyslu. Tyto hiky jsou podle satasnych poznatk povazovany za mozné
prekurzory vzdalenych metastaz. Ani jederichto stavw vSak jet nemusi nuté
vyustit ve vzdalenou metastazu. BohuZzel zatim mwmejsodispozici pesrE|Si
informace o mechanismech, které vedou k vigmd metastaz a které naopak
podmiiuji zanik ®chto burk. Stejre tak neni kdispozici jednozé@é
standardizovana laboratorni metoda, ktera by sep@tsi presnosti byla schopna
tyto prekurzory vzdalenych metastaz identifikovkud by byla k dispozici, pak by
bylo mozné identifikovat pacienty s vySSim rizikemmiku metastaz, na které by se
cilerg zantfily adjuvantni onkologické terapeutické metodynzé&pa chemoterapie,
ktera by slouzila k eliminaci zbylych okultnich méidvych bugk, tzn. minimalni
rezidualni choroby. A naopak Izereplpokladat, Zze bude moznécitirpacienty
s nizkym rizikem (negative detection of minimalides disease), u kterych by
nebyla nutna z&kujici a ndkladna chemoterapie [128,129].

Standardni zobrazovaci, biochemické, cytogek&ta imunologické metody
nejsou schopny detekovat volné nadorovéklgus dostaténou citlivosti. AZ rozvoj
novych postup v molekularg-biologickych metodach na principu polymerazove
fettzové reakce (polymerase chain reaction, PCR) urh@nsSit senzivitu této
diagnostiky a detekovat az 1 nadorovounkw mezi 1-10 miliony biikkami
nenadorovymi [128,130]. Tyto metody jsou sd&d@em vyuzivany u
hematologickych malignit, kde jsou pro jednotliviaghdzy, diky dote popsanym
genetickym zrdindm, dostupné vysoce specifické markery nadorowyotik (nag.
fuzni gen bcer-abl u chronické myeloidni leukémig)solidnich nadar je to mnohem
obtizrgjSi a opravdu dostate¢ senzitivni a specifické markery se teprve hleddp
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piedevsim z @vodu vysoké miry genetické instability a nadoroweehogenity.
Pritomnost okultnich nadorovych htkn Ize vySetovat ve vzorcich periferni
systémoveé krve, kostniehi, v lymfatickém systému nebo v peritonealni Fvkde
muze @itomnost nadorovych béhk predpowdét recidivu nemoci, ovlivnit volbu
lécebné modality a iigdpovdeét prognozu. [128,129]. Podstatou je detekce #nak

epitelialnich nadorovych bk v kompartmentech mezenchymalnihovgdu.

Souasna indikace k adjuvantni onkologickéide& vychazi ze standardniho
vySefeni typu nadoru, gradingu, histopatologického S8t spadovych
lymfatickych uzlin a zgazeni dle stavajici TNM klasifikace ddigusného stadia
onemockni, které predikuje prognozu a riziko nemocnéhatekee metastatického
postizeni spadovych lymfatickych uzlin je signifitaim prognostickym faktorem a
¢asto s¥dc¢i pro gitomnost systémového onemeénn FRitom vSak i u pacieiit u
nichz byl nador odstrén radik&lnim chirurgickym vykonem a u nichZZbymi
metodami vylodime diseminaci do lymfatickych uzlin, se mohou, r&tym
odstupem, objevit vzdalené metastazyividem je nedostated senzitivita
histopatologickych metod fpprikazu systémového onemaeoh. Nag. u ficeti
procent pacientek s karcinomem prsu s histologiegyativnimi axilarnimi uzlinami
se do pti let objevi vzdalené metastazy. Rozvoj novych efiyg/acich metod,
piedevsim real-time PCR, umaje, diky absolutni kvantifikaci genové exprese
vybranych marker u onkologicky nemocného pacienta, rozliSit oy v paitu
nadorovych bugk v periferni krvi a kostni iggni. Pokud se provedou ol i
S ukitym casovym odstupem, lze z poklesu nebo vzestupu expméslorového
markeru, a tedy i nadorovych hkiky odhadovat a monitorovatckEbnou odposd’.
Moznosti je tak&asny zachyt recidivy nadorového onemadna to dive, nez se
rozvine klinicky manifestni, tedy makroskopické pbsni, s vyznamnymiigsledky
pro strategii terapie a také pro progn6zu nemocného

Hes tyto vysoké pokroky v moznostechikazu minimalni rezidualni choroby,
neni vyznam fitomnosti malého mnozstvi nadorovych Bkirv mezenchymalnich
prostorech nemocnych po radikalnich vykonech zjeeay. Vysledkyrady studii si
v prognostickém vyznamu minimalni rezidualni chgrgiootireci, nékteré jej gimo
zavrhuji. Davoda je rékolik, je to predevSim nejednotnost pouZzitych metod, vysoka

instabilita genové exprese u solidnich tutnoa také abscence statisticky
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signifikantniho souboru nemocnych, u kterych bydaipvita ¢i negativita minimalni

rezidualni choroby korelovana s jejich klinickymaknoskopickym stavem.

2.3.1.1. Imunohistochemie, pnitokova cytometrie a polymerazova

retézova reakce

K detekci minimalni rezidualni choroby ugeme pouzit &kolik typua
metodickych pistupi, které se liSi svoji senzitivitou, specificitouaktadnosti a
pracnosti. Imunohistochemie (imunohistochemistry, IHC) je schopna detekovat
jednu nadorovou hiku mezi 10 az 100 tisici nenadorovyminkami. [131].
Principem této metody je reakce monoklonalnichilgtek se specifickymi antigeny
nadorovych bugk a jejich nasledna vizualizace. Vysledny obraeyktouto reakci
ziskame, je mikroskopicky vyhodnocovan patologemebo automaty. Nevyhodou
této metody je omezeny et hodnocenych bgk, riziko zkizené reakce s jinymi
epitopy (epitop neboli antigenni determinant je Ke@ini oblast antigenu, na kterou

se vazi protilatky) a mnohem nizsi citlivost nejimaetody jiné.

Priatokova cytometrigflow cytometry, FC) je metoda, kterd uniiofe stanovit
mnozstvi povrchovych i intracelularnich antigggomoci monoklonalnich protilatek
konjugovanych s fluorescemim barvivem. NegjasgjSimi cilovymi antigeny pro
detekci minimalni rezidualni choroby jsou cytoskd&iei proteiny a cytokeratiny.
Prvni prototyp této metody byl pouZit vroce 1968olfyangem Gohdem na
univerzig€ v Miunsteru a prvni komeémne vyrakeny cytofluorograf byl vyroben v roce
1971. Principem této metody je ¢teni proudu bukk prochazejicich gfici
komorou, kde dochazi k excitaci navazanych fluoroeii po ozd&eni laserem.
Emitované zéeni je pak detekovano fotonasgiba vysledny signal je zpracovan
pocitatoveé. Vyhodou je schopnost kvantitat&rvySetit velké mnozstvi bugk
v relativre kratkémcase s moznosti viceparametrovéhireni. Ke zvySeni citlivosti
metody dochazi po obohaceni vzorku,c¢asgji za pouziti imunomagnetickych
metod, ve kterych je na paramagnetickou latku ré@vazanonoklonalni protilatka. |
pies toto obohaceni v8ak nedochazi ke zvySeni dtlivéddow vice nez o 10
Pritokovou cytometrii tak fiveme detekovat 1 nadorovounku meziradow 10 az
100 tisici bugk nenadorovych [132,133].
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Polymerazovéietézova reakce(Polymerase Chain Reaction, PCR) je metoda,
kterou objevil Kerry Mullis, a za kterou obdrzelrace 1993 Nobelovu cenu za
chemii. Princip je zaloZen na detekci vybrané sekee DNA pomoci jeji
amplifikace za pouziti sekvéme specifickych oligonukleotitl (primeri) a DNA
polymerazy. Princip PCR je zaloZen na opakujiciltyklech, kdy kazdy cyklus je
sloZzen ze dvou a%itpo sol nasledujicich krok dvouetzova DNA je tepel&
denaturovana za vzniku jedettzové DNA. Pak primery nasedaji na hledanou
sekvenci DNA a nakonec se syntetizuji komplememnt&takna [134]. Vzniklé
produkty — amplikony, jsou standakdunletekovany elektroforeticky. Pro detekci
minimalni rezidualni choroby cestou PCR metodiky umavni nadorové DNA je
tieba najit vhodny marker. Mezi dagtji detekované zrny DNA solidnich naddr
pati mutace protoonkog&nc¢i nadorovych supresorovych dgenspecifické fuzni
geny vzniklé chromozomalnimigskupenim, nestabilita mikrosatélia specifické

sekvence onkogennich @if135].

2.3.1.2. Real-time reverzré transkriptazova polymerazova retézova
reakce (RT-PCR)

Cilem této metody je detekovat hledany zna#tonovych epitelialnich bk na
arovni RNA sekvence (inforntai RNA — mRNA). Jedna se tedy v podstat
metodu, kterd ip detekci minimalni rezidualni choroby vyuzZiva sadyenové
exprese. K tomuto d@lu se tedy nejive pomoci reverzni transkriptazy izolovana
RNA piepiSe do komplementarni DNA (cDNA), ktera je pakiZita jako templat
pro PCR reakci [136]. Né&asgji pouzivanymi cilovymi sekvencemi pro detekci
minimalni rezidualni choroby metodou RT-PCR u gdlith n&dot jsou
cytokeratiny, karcinoembryonalni antigen, mamagiolnucin aj. Vyhodou tohoto
postupu je nizka stabilita RNA po uvein z buiky a WtSinou detekce Zivych
burék. Kvantitativni RT-PCR v realnéntase (real-time QRT-PCR) je metoda
umoziujici presnou a absolutni kvantifikaci hledané cDNA sekeeme vzorku.
Vyuziva se zde dkolika moznosti detekce netajiciho mnozstvi amplikdnbéhem
reakce. VSechny jsou zaloZeny naiséun fluorescence. Principiaimejjednodussi je
metoda vyuZzivajici fluorescémich barviv, které se interkaluji mezi baze DNA
(nag. Sybr Green), naéstajici fluorescence pak odpovida datajicimu mnozstvi
amplikomi ve vzorku [137]. V sotasnosti je asi nejvice ro¥éna metoda

vyuZivajici 5-exonuklazové aktivity DNA polymerazKlicovym je zde pouziti
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oligonukleotidu —proby (negasgji TagMan sonda), kterise specifickyvaze na
sekvenci mezi obma primery. Sonda je na jednom konci aave fluorescami
latkou a na druhém konci zh&sen fluorochromu. B syntéze komplmentarnich
vlaken provede DNA polymeraza hydrolytick€pg@ni TagMan sondyimz dojde
k uvolréni fluorescenni latky a naistu fluorescence, ktera je detekovani
zaznamenana nealném case [136]. Tato metoda umakije detekovat jedn
nadorovou bilkku aZz mezi deseti miliay nenadorovych bk [137]. Sestrojenim
standardizénich Kivek lze gesré a absolutd kvantifikovat mnoZstvi hledar

cDNA sekvence vybraného markeru ve vzc

Obr.2.3.1.2.1. Schematické znazogmi metody RT-PCR

DNA

sought mRNA marker
mRNA

cDNA

DNA amplikon

2.3.2. Markery vhodné ke sledovani minimalni rezidualni choroby u

solidnich nadoni

Ke sledovani minimalni rezidualni choroby u solanhadoi je nejvyhodwjsi
vyuziti metodiky rea-time RT-PCR, pomociniz sledujeme expresiékterych
markef typickych pro nadorovou hiku a keré se mezi sebou lisi odliSnou mi

senzitivity a specificity
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2.3.2.1. Karcinoembryonalni antigen

Jedna se o glykoprotein, ktery ipatio velké CEA skupiny, jez jsou blizké
imunoglobulimim, a jejichz molekularni hmotnost se pohybuje kolE0-200 kDa.
Tato skupina sestava z 29 gea pseudogen umistnych na dlouhém raménku
chromozomuwislo 19. Tuto CEA skupinu @izeme rozdlit do tfi podskupin, a to
vlastni podskupiny CEA, podskupinyéhbtensky-specifickych glykoprotein
(pregnancy specific glykoprotein, PSG) a podskupipgeudogein [139].
Karcinoembryonalni antigen je vazebny proteinddangho povrchu a jako nadorovy
antigen je zvySaenexprimovan u vice nez 95% nadagastrointestinalniho traktu,
piiblizné u 70% nemalobutnych karcinonmd plic a u 50% nadar prsu [140].
Pomerné velmi ¢astym vySdenim v onkologii je stanoveni plazmatické hladiny
koncentrace CEA. Tato hladina v séru iokoreluje s I&bnou odpo¥di a dokaze
odhalitéasnou rekurenci onemoari. Rada pedchazejicich studii, které detekovaly
minimalni rezidualni chorobu na podktathetody PCR, pouZzila pravCEA jako
vhodny marker, a to u karcinomu prsu [141-144], okektalniho karcinomu
[145,146], u ndddr hepatopankreatické oblasti [147] a Zaludku [148].

2.3.2.2. Receptor pro epidermalni nistovy faktor 1

Receptor p#&t do HER skupiny, ktery je vyuzivan jako marker od/ych
burék. EGFR (c-erb-1/HER-1) byl identifikovan pomocizéexni mutageneze
retrovini. Geny pro EGFR jsou lokalizovany na chromozomulB7p2. Zakladni
struktura tohoto proteinu je tiena 621 aminokyselinovou extracelularni doménou,
ktera je casto glykosylovana a obsahuje ligand vazebnou tblagdrofobni
transmembranovou oblast (23 aminokyselin) a cytwphickou doménu (542
aminokyselin), kter4 obsahuje vyvojowysoce konzervativni tyrozinovou kinazu.
Rozdily v expresi jednotlivychistovych faktod skupiny HER u jednotlivych typ
karcinomi je mozné pouzit jako nové diagnostické a takeé msticke faktory
v ramci stanoveni minimalni rezidualni choroby ahow byt potencialnim cilemiip
selektivni terapii. V praxi se jiZ pouziva biolokgcl&ba pomoci monoklonalnich
latek, které se specificky vazi na extracelularmindny nadrérné exprimovanych

M I\

protilatek jsou to nap Herceptin (trastuzumab), ktery je vyuZivan &bte
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pokrctilych karcinomi mammy a Erbitux (cetuximab) deny k terapii karcinotin
hlavy a krku, plic a tlustéhoisva s nadrné exprimovanym EGFR1. EGFR1 je
zvySerk exprimovan aZz u 70% nédoprsu, plic, steva, gliomi, orofacialnich naddr

a obvykle neni exprimovan v bkach hematopoetickych [149]. V nedavné &ob
byla prokazana vysoce specificka, ale snhéelektivni, mutovana, zkracena verze
EGFR a to EGFRUVIII, ktera ma deletovandast extracelularni domeény, coz se
projevuje nezavislosti na aktivaci ligandem. Tybonfy mutaci EGFR tvd az 50%
veskerych genetickych zm u glioblastoma multiforme. teré studie naziaji, Ze
zvySena exprese EGFRvIII a amplifikace genu pro EGfe u pacierit

s glioblastoma multiforme indikatorem Spatné pragnoExprese EGFRvIII byla
také prokazana u karcindmmammy, ovaria a plic. V posledni dolbyla také
prokazana fitomnost mutaci a amplifikaci gémro intracelularni doménu EGFR.
Tyto typy mutaci se vyskytuji zejména u nemalaidngch karcinomi plic
(NSCLC). Pro karcinomy pankreatu je typicke, Zeresp EGFR, EGF, TGé&-byla
vice zaznamenana v duktalnichiikéach v porovnani s liikami acinarnimi. EGFR
byly exprimovany u 43% ¢thto tumoti. V karcinomech pankreatu byla dale
prokazana vyssi exprese dalséténa rodiny c-erbB (c-erbB-2 a c-erbB-3) a to bez

amplifikace gen.

2.3.2.3. Telomeraza

Jedna se o enzym pracujici jako reverzni krgstaza, ktery je schopen
prodluZzovat samotné konce eukaryotickych chromagzadmv. telomery. Je to velky
ribonukleotidovy komplex o molekulové hmotnosti &l 500 kDa. Za vyzkum
telomerdz byla vroce 2009 d&ldna Nobelova cena za fyziologii a medicinu
Elizabeth Blackburnové, Carol W. Greiderové a Jadk&zostakovi. Telomeraza za
normalnich okolnosti pracuje pouze didich se embryonalnich a v zarddgch
buinkach. V klasickychdnich buik&ch je naopak jeji funkce blokovana, vyjimkou
jsou v8ak nadorové By, které si tim oteviraji vratka pro mnohonasolidieni.
Telomery, specializované struktury eukaryotickyaindix obratlovd, jsou tvdeny
dvojit¢ vinutou DNA s hexamerickymi sekvencemi 5-(TTAG®S), uloZzené na
koncich linearnich chromozanspolu s asociovanymi proteiny. Stabilizuji intégri
chromozond, chrani ped enzymatickou degradackep ztratou genetické informace,
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senescenci a apoptézou. Telomery jsou z&kon jedndettzovym usekem (3'-
overhang), ktery je nezbytny pro vykemi strukturalniho zakd@eni telomery
pomoci T-kltky (T-loop). V disledku nekompletni replikace linearni DNA (end-
replication problem) dochazitipkazdém bus¢ném cyklu ke zkracovani telomer
somatickych bugk. Vyrazné zkraceni telomer bylo popsano zejmémadorovych
burgk [150]. Kreplikaci koncovychcasti telomer dochazi pomoci enzymu
telomerazy. Vlastni telomerdza sestdva z telomeéazweverzni transkriptazy
(hTERT), vlastni RNA komponenty (hTERC, hTR) a aseanych proteif
(dyskerin, p23, hsp90, hStau a dalsi). Model se&uridstruktury hTR, navrzeny
pomoci fylogenetické kovagai a muténi analyzy, obsahuje fit vysoce
konzervované strukturalni a fuirk oblasti: templat/pseudoknot, CR4-CR5 a
scaRNA (small Cajal-body RNAs) doménu. Pseudoknoiméha s kratkym
templatovym usekem je nezbytna pro tvorbu DNA teoouych sekvenci, doména
CR4-CR5 svazebnymi misty pro hTERT protein je omihici pro zachovani
enzymatické aktivity. Doména scaRNA obsahujekbnzervované motivy box H,
box ACA a CAB box, které udrzuji nukleonarni lokalci, strukturdlni stabilitu
RNA, dale se podileji na akumulaci a maturaci HTER@Ga vazbé asociovanych
protein [151].

Udrzeni funknich telomer na chromozomalnich koncich j€ddg pro vSechny
proliferujici buiky. Vedle progresivniho telomerického zkracovarkojanasledku
nekompletni replikace DNA, &Ze byt telomericka dysfunkce igobena téz zémou
funkéniho stavu 3°- konce, se ztratou camping funkceweidk fazim chromozotn
a chromozomalni instabilit Tato pak aktivuje ,DNA damage checkpoints®, coz
vede k rychlé zastgvbuniéného cyklu a apoptdze, nebé pyrazeni ¢chto tumor
supresorovych geénurychluje maligni transformaci. Kibvou vlastnosti malignich
nadoi je jejich nesmrtelnost a neomezeny repiiapotencial, ktery v naprosté
vétSing nadorovych bukk zajifuje konstitutivni reaktivace telomerazy a naslednou
stabilizaci délky telomer. Tim je danreupoklad, Ze by telomeraza mohla byt
charakterizovdna jako idealni tumormarker, stamamyg metodikou RT-PCR
v ¢asné detekci né&dorovych hikn u tumofi, kde je telomerazova aktivita
reaktivovana asnych stadiich tumorogeneze a dale jako proghkgsfaktor u
malignit, u nichZ dochazi k niéstu telomerazy v jbéhu progrese onemoemni,

v rozpoznani prekanceréznich |ézi a mozné dete&domvych element v krvi
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pacienti. A dale antagonisté telomer a telomerazového kexuppedstavuji novou
generaci antitumordznichdi@, které i svém rychlém rozvoji mohou vyznamn

prispét k (inné a specifické terapii négnéjSich malignit.

2.3.2.4. DalSi markery (mamaglobin 1, cytokeratiny, transkripéni
faktor &titné zlazy 1)

Mamaglobin 1 je vysoce glykosylovany proteimiaké molekularni hmotnosti,
asi 10,5 kDa. Gen byl poprvé identifikovdn v roc@8 a kdéduje protein o 93
aminokyselinach. Mamaglobin 1 (MGB1, SCGB2A2) ipaspole&né s dalSimi
proteiny, do rodiny sekretoglohin jejichz biologicka funkce zatim agtava
neznama. Gen je lokalizovan na chromozomu 11glprése mamaglobinu byla
detekovana asi u 80% vSech nddprsu. U 23% nadérje exprese mnohonésabn
vySSi, nebyla u nich vSak nalezena zadna genovéifiage ani geskupeni, jedna
se tedy o overexpresi na transkrip arovni [152]. Dale bylo zjigho, Ze zvySena
exprese mamaglobinu u nadoprsu je spojena s nizSi agresivitou tumoru [153].
Mamaglobin je exprimovan téfh vyhradié v epitelu prsni tk&h ale byly také
publikovany prace, ve kterych byla popsana detekeprese mamaglobinu
v benignich i malignich tkanich ovaria a endometigak v mnohonasobmizsich
hladinach nez ve tkani prsu.fitBm mamaglobin neni exprimovan viikéch
mezenchymalniho twodu, coz znamena, Ze tedy v kostnferd, krvi ani
lymfatickém systému, neni exprese mamaglobinu avato jedince detekovatelna.
Diky prakticky vylwné expresi u nadarprsu je mamaglobin k dneSnimu datu
nejvice senzitivni a specificky marker pro detekghimalni rezidualni choroby u
pacientek s karcinomem prsu, jaky byl kdy popsé@n.tak zajimavy nejen jako
marker cirkulujicich nadorovych bek, ale je zajimavy i z pohledu specifické

imunoterapie [154].

Cytokeratiny tvli nejwtSi podskupinu protein intermedialnich filament
cytoskeletu epitelialnich bgk. Tyto proteiny jsou kodovany velkou multigenni
rodinou zahrnujici fes 50¢lend, kterd se @i do dvou velkych skupin — typ | a typ
II. Geny typu | jsou lokalizovany na chromozomu 1Ze¢f1 a geny typu Il na
chromozomu 12q13. Primarni funkci cytokeratje chranit epitelialni hiky pred

mechanickym poskozenim. Dale hraji roli v oblastigéné signalizace a apoptozy.
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Cytokeratiny jsou exprimovany v epitelialnichikach v iznych kombinacich a to
v zavislosti na typu a stupni diferenciace epitelag. cytokeratiny 8, 18, 19 a 20
jsou exprimovany v jednovrstevném dlazdicovém dpité¥edpokladalo se, ze
cytokeratiny tvéici skelet epitelialnich bwk, nejsou za normalnich okolnosti
exprimovany v lymfatickém ani v hematopoetickémtéysai a byly proto pouzity
jako markery minimalni rezidualni choroby u karemo prsu [155]- cytokeratin 19,

cytokeratin 20 u karcinomu kolorekta [145], prsuratelialnich karcinori.

Transkrigni faktor Stitné Zlazy 1 byl poprvé identifikovamroce 1995, nachazi
se na dlouhém raménku chromozomu 14913, skladé deau exofi a ma délku 3,3
kb. Jeclenem rodiny NKx2 transkrifnich faktofi a je specificky exprimovan ve
Stitné Zlaze, plicich a mezimozku. Vrozena deleseugTTF1 se rize projevit u
novorozené hypothyroidismem, respigaim selhanim a dyskinezi. V onkologické
diagnostice lze pouzit TTF1 fip detekci minimalni rezidualni choroby,fip
diferencialni diagnostice tumirplic a jako prognosticky faktor u paciént

s karcinomem pilic.

DalSim zajimavym markerem, ktery je exprimova@a povrchu #tSiny
epitelialnich busk, a ktery tak mze byt vyuzit jako univerzalni marker nadorovych
burék pro detekci minimalni rezidualni choroby, je turassociated calcium signal
transducer TACSTD1 (ekvivalentem je adhezni mokekebpitelidlnich bugk
EpCAM, epitelidlni glykoprotein EGP, KSA, GA 733;%)0z odrazi jednu z jeho

mnoha funkci. Je to membranovy protein kddovanyegean deviti exonech.

Zawrem lzefici, Ze v detekci minimalni reziduélni choroby bplauzita celdada
nejrizngjSich market nadorovych bugk, problémem uastdva otadzka jejich
kvantifikace a specificity.

2.3.3. Potencialni vyuziti minimalni rezidualni choroby vonkologické

praxi

V klinické onkologii slouzi adjuvantni terapiepredevsim k eliminaci
diseminovanych néadorovych btln Casto je v3ak &nymi laboratornimi
vySetenimi nejsme schopni identifikovat. Vlastni indikdcadjuvantni onkologickée

lécbé tak vychazi ze zjevnych parametdiseminace, tj. metastatického postizeni
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spadovych lymfatickych uzlingi parameth negimych a to prosednictvim
parametii prezivani. Jako minimalni rezidualni chorobu azijeme pitomnost
cirkulujicich nadorovych butk v téle pacienta, u ¢hoz byl odstraén primarni
nador a je bez znamek nadorového onermicnPomoci RT-PCR metodiky je
mozné rozdlit pacienty po primarnim radikalnim vykonu naédzakladni skupiny a
to ty s vySSim rizikem recidivy onemagni, tj. pozitivni zachyt MRD, a ty s niZSim
rizikem, tj. negativni zachyt MRD. P tomto cleni by bylo mozné vylatit

z adjuvantni terapie, ktera je nejen nékladna,i aleobyejné zatZujici, pacienty

s nizkym rizikem a naopak zacilit adjuvantni tera@ pacienty, ki@ nesphuji
dosavadni standardy pro podani adjuvantni terabéepi vySeteni £€mito vysoce
senzitivnimi  metodami molekul&fbiologickymi, je prokazano, zisodu
piitomnosti cirkulujicich nddorovych béky vyssi riziko recidivy. Metoda RT-PCR
umoziuje kvantifikovat genovou expresi markegpitelialnich tumar v krvi, kostni
dieni a v lymfatickém systému s citlivosti aZz “10fimto ultrastagingem je mozné
zpresnit diagnostiku a naslednowbé@ onkologického pacienta v duchu ,spravna
|é¢ba, spravnému pacientovi, ve spravnou chvili“. DimySetenim je také mozné
zjistit pripadnou recidivu nadorového oneméch a to dive, nez se rozvine
v podolg makroskopického postizenirdd vSechny pokroky v metodice stanoveni
minimalni reziduélni choroby, neni vyznam cirkutigh né&dorovych buik

v mezenchymalnich tkanich jegiin¢ objasrn.

Nejwtsi zkuSenosti jsou v problematice stanoveni mitnim&zidualni choroby u
karcinomu prsu a kolorektalniho karcinomu, ¢&mz se vyznamnpodili svymi
poznatky také Laborat@xperimentalni medicinyfipDétské klinice FN v Olomouci,

pod vedenim jejiho vedouciho lékadoc.MUDr.Mariana Hajducha, PhD.

Minimalni rezidualni choroba u karcinomu prse podle dosavadnich
statistickych Uddj se aZ uitceti procent primard operabilniho karcinomu prsu
objevi do gti let od diagn6zy vzdalené metastazy. Standardrtbdou pouzivanou
k urceni diseminace postiZzeni je vy&eti spadovych axilarnich lymfatickych uzlin,
modifikované v sotasnosti dominantn pouzivanou metodou, a to stanovenim
nadoroveé infiltrace tzv. sentinelové uzliny. Tj.vpf splavné spadové lymfatické
uzliny, ktera je také jako prvni postiZzena nadorodiseminaci, ozri@na pomoci
patent-blueci **Tc. Smyslem stanoveni MRD w@chto pacientek je vyselektovat

skupinu nemocnych, jez budou profitovat z adjuvatenapie za &elem eliminace
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pozitivnich cirkulujicich buék v této skupis, s cilem zabranit recidivonemocsini

a prodlouzit pezivani [156]. VySéeni minimalni rezidualni choroby by také bylo
mozné vyuzit pro monitorovanidébné odpogdi na adjuvantni terapii [157]. Jako
nejspolehli¥jSi se z hlediska prognostického vyznamu pro vzr#dalenych
metastaz jevi vyS&ni kostni ¢ene [158]. V literatue se objevilo 15 velkych studii
s celkem 3240 pacientkami vyEtymi na pitomnost minimalni rezidualni choroby
v kostni deni metodikami zaloZzenymi na imunoshistochemickéostypu. Jako
negasgji pouzivané markery pro detekci MRD u nemocnydkaicinomem prsu
pafti cytokeratiny, zejména CK 19, dale karcinoembrywinantigen a mamaglobin-
1. Vysledky studii jsou navzajem pémé obtizre srovnatelné pro ziaou
variabilitu v pouzitych protilatkaich a metodice apovani vzork. V sedmi

z analyzovanych studii byl potvrzen vyznamkratSi cas do vzniku vzdalenych
metastaz a v Sesti z nich bylo kratSi celkokeZi u pacientek s pozitivni rezidualni
chorobou. V souboru 44 pacientek sledovanych veOfdnouc (spoluprace LEM a
I.chirurgické kliniky) byla polovina odebrané semwiové uzliny u pacientek, které
podstoupily chirurgicky vykon na prsu odeslana nasikké histopatologické
vySeteni a druha polovina byla vy$eha metodou real-time RT-PCR, kdy byla
stanovena mira exprese CEA, mamaglobinu a CK19masg bylo zji&ni, Ze
histologickymi metodami bylo prokazano postizenmfigtickych uzlin u 36%
pacientek, u kterych byla indikovana nasledna ajtni chemoterapie, ale metodou
RT-PCR byla odhalenatpomnost nadorovych bgk u 59% pacientek, tzn. i gah,

u nichz nebyla indikovana dalSi adjuvantni terapiefinitivni prognostické
vysledky srovnavajici dobu do recidivy v obou skfmh vSak jest nejsou
k dispozici. Z prvotnich vystupvsak vyplyva, Ze pozitivita minimalni reziduélni
choroby sentinelové lymfatické uzliny zZfiakratSi gezivani bez nadoroveho
onemockni i pfi negativnim nalezu minimalni rezidualni chorobkostni deni

pacientek.

Minimalni rezidualni choroba u kolorektalniho karomu— jedna se o n&gsgjsi
maligni onemocini zaZivaciho traktutbec, gicemz Ceska republika se spots
s Matarskem gfda na prvnim mistv incidenci tohoto onemoéni. Zakladem
uspsné l€by je chirurgicky radikalni vykon, ktery umidje stanovit klasifikaci
nadoroveho procesu dle pTNM klasifikace. Pacientiav 1. stadiu jsou povazovani

za vyl&ené jiz samotnym chirurgickym vykonem a chemoterapéni ¥tSinou
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indikovana, zatimco pacienti se stadiem Ill. a |Jsou po chirurgickém vykonu
indikovani k adjuvantni chemoterapii a vyrdzm ni profituji. Podle dosavadnich
zkuSenosti se ale ukazuje, Ze u zhruba 30-50% mgaciee stadiu I. a Il. bez
adjuvantni chemoterapie se pocit¢ dok& objevi vzdalené metastdzy [159].
Pricinami je nespravné zhodnocenicpatgniho stadia, kdy neasegjSi pricinou
tohoto ,understagingu” je nedostéty paiet vySetenych lymfatickych uzlin, resp.
nespravnym technickym zpracovanim histopatologiokétaterialu, vetrg rizika
selhani lidského prvku. DalSim a nejpodsigtim divodem je pitomnost
synchronnich mikrometastaz a perzistujicich cirfaich volnych nadorovych
burgek v kompartmentech nemocného, které nelze ¢ ddlagndzy standardnimi
vySetovacimi metodami postihnout. To pak vede k nesgrédun podhodnoceni
stadia onemocmi s nasledujicim resultatem v podopodhodnocené adjuvantni
terapie. Zmiovana v této souvislosti je problematika tzv. ,aditagingu® [160],
jedna se o detekci minimalni rezidualni choroby &rometastaz a to pomoci
metodiky RT-PCR, kdy je stanovovana exprese spé§ith markeii CEA, CK20,
EGFR, hTERT a dalsi. Z vysledlkstudii vyplyva, Ze existuje jednozima
signifikatni zavislost mezi pozitivitou lymfatickfiauzlin a pozitivni MRD v portalni
a systémové krvi u kolorektalniho karcinomu. Daéte, velikost nadoru koreluje
s pozitivitou MRD v kostni tkni, Ze ve vSech Klinickych stadiich dle TNM
klasifikace u karcinomu kolorekta je ¥idpokles pozitivity MRD v kostni igni
meésic po resekci tumoru. Pokles jétsi ve stadiich I. a Il.,, nez lll. a IV. a Ze
pozitivita MRD u nemocnych se synchronnimi metamtdizbyla v dob operace
45%, proti 27% u metastaz metachronnich [160]. Bida studii je mozné zminit
praci Allen-Mershe a spol. z roku 2007 [161], ktekydoval pitomnost cirkulujicich
nadorovych buék pomoci exprese CEA a CK20 u 196 padiestkolorektalnim
karcinomem a jeji vliv na predikci recidivy nadoéiwo onemocini. BohuZzel,
piestoze stoupa pet vysledk vyplyvajici z jednotlivych studii, definitivni zéxy
stran vyznamu stanoveni minimalni reziduélni chgrolkolorektéalniho karcinomu
nejsou k dispozici a hlavnitigina tkvi ot v odliSnych metodikach, sledovanych

statistickych parametrech a pémeé malych souborech paciéint

DalSim potencialnim uplatmim stanoveni minimalni rezidualni choroby je
sledovani tinku novych latek s potencialnim protinadorovyndinkem [162],

zejména latek ze skupiny inhibitocyklin-dependentnich kinaz.
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3.Experimentalni ¢ast

3.1. Cile prace

Minimalni rezidualni chorobu Ize stanovit u paciestkarcinomem pankreatu
v systémové a portalni krvi, kostnfethi a peritonealni lavazi pomoci metod real-
time RT-PCR. Tato diagnostika vSak zatim neni sietidovana k vySébvani
cirkulujicich nadorovych busk u jednotlivych nadorovych onemagrn. Na p&atku
je tedy nutné stanovit markery, které charakterindgdorové biky a to tak, aby je
s dostaténou senzitivou a specificitou odliSily od hiknnenadorovych a dale pak je
nutné ve skupid pacientt s karcinomem pankreatu #znych stadiich, u nichz bude
minimalni rezidualni choroba sledovanagiujednotlivé parametry, které budou

korelovany s vysledky vySemni.
Na zaklad vySe uvedeného pak byly stanoveny hlavni cilegorac

1. Stanovit optimalni vySé&bvaci postup, navrhnout, zoptimalizovat a provést
validaci metody real-time kvantitativni RT-PCR puetekci minimalni
rezidualni choroby u karcinomu pankreatu (ve gp@lci s LEM FNOL)

2. Stanovit optimalni metodiku odlu materialu k vySéeni MRD

3. Zhodnotit vyznam vySe&eni MRD u pacierit s karcinomem pankreatu a to na
zaklad klinického stadia, rozsahu opéného vykonu, velikosti nadoru a
postizeni lymfatickych uzlin

4. Stanovit expresi jednotlivych sledovanych matkersystémoveé krvi, kostni
dieni, portélni krvi a peritonealni lavazi vzhledemiinickému stadiu

5. Vyhodnotit prognosticky vyznam stanoveni MRD u kaoenu pankreatu

59



3.2. Material a metoda

3.2.1. Material a jeho odbr

K vySeteni minimalni reziduélni choroby u karcinomu paakuebyly pouzity
vzorky systémové a portalni krve, kostriemt a peritonedlni lavaze, odebirané
peroperan¢ u skupiny pacietits karcinomem pankreatu znych stadiich choroby,
indikovanych k operni revizi. Odir byl provagn v celkové anestézii po
informovaném souhlasu paciénfez byl sodasti Zadosti u grantové agentury a jez
byl schvélen Etickou komisi FN v Olomouci. Vipad: radikalré operabilniho
nalezu byl dalSim vzorkemeékolikamilimetrovy bla@ek nadorové tkah ktery se
uklada do 700 pl roztoku RNA later, kde jsou obsgahibitory ribonukledz. Tkia
se vroztoku stabilizuje a jefipravena pro dalSi analyzy RNA, DNA i prot&in
Alternativre opst v piipadech resekabilnich natea tam, kde to technické moZnosti
dovolily, byl odebran vzorek 3 ml pankreatickéagy z hlavniho pankreatického
vyvodu, ktery byl opt umisén a stabilizovan do RNA lateru Kipadné dalSi

analyze.

Od kazdého pacienta byl tedy ziskan &gf, resp. Sesti vzotk materialu, jez

zahrnoval:

1. Odber kostni dere — je odebrana na samotnéméatku operaniho vykonu,
po Uvodu nemocného do celkové anestézie ze sténmairkce za fisnych
aseptickych kautel. Bylo odebrano 9ml aspiratu ikodiens, ktery je umisin
do zkumavek s EDTA.
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Obr. 3.2.1.1. OdkEér kostni diené ze sternalni punkce

2. Systémova Zilni krevedebrana z periferrgi centralni zily, nejasgji z vena
cubita ¢i vena jugularis interna, v mnozstvi 9 ml do zkueiaws EDTA.
Systémova krev je odebran&egdoperané pied viastnim resekci karcinomu

slinivky brisni.

3. Peritonealni lavdZ— vzorek z peritonealni lavaze je odebirdn naapa
oper&niho vykonu, &sne po provedeni laparotomie. Do dutinyidmi je
aplikovano cca 300 ml fyziologického roztokuratého nadesnou teplotu
37°C, ktery po dobu 5 minut promyva n#ésié peritoneum a cca 100 ml je
odeslano ve fixénim roztoku s zivnym mediem pro iky a EDTA k

vySeteni.
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Obr.3.2.1.2. Odér vzorku z peritonealni lavaze

4. Odhker portalni krve— dalSim vzorkem, ktery je odebiran od vSech paiien
ktefi byli zarazeni do studie sledujicitippmnost minimalni rezidualni
choroby u karcinomu pankreatu, je ¢di® ml portalni krve jest pied
zahajenim reseki faze, tzn. ped odstragnim vlastni nadorové masy. Krev
se umisti taktéz do zkumavek s firédn roztokem EDTA. Odiy je provadn
tenkou jehlou po preparaci v oblasti hepatoduodehdl vazu, kdy jsou
selektivié odseparovany vSechnji struktury vazu, tj. spol@y hepatikus,
portalni zila i arteria hepatica propria. Vlastnisto odiru neni nutné
preSivat, zpravidla stékratkodoba komprese longetou a krvaceni spoktann

ustava.
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Obr.3.2.1.3. Odbr krve z portalni Zily

5. Vzorek z loziska nadoru v hiapankreatu— pokud se jednalo o resekabilni
nalez, pak byla odebragast tumoru hlavy pankreatu velikosti cca 3x3 mm,
kterd byla umisihna do vzorku RNA lateru, nasledrbyla uloZena do
genetické banky. Tato tk&edy neslouzila primaegnke stanoveni minimalni
rezidualni choroby, ale fiie byt v budoucnu vyuzita kznym &elim, nag.
sledovani genovych mutaci apod.

6. Vzorek pankreatick&dvy— byl steji jako predchozi materidl odebiran jen u
pacienti radikalre resekovanych, kdy po nasondovani ductus pancuosatic
maior s.Wirsungi, bylo odsato cca 3 ml pankreati&lédy umiséné do RNA
lateru a uchované v genetické bance kdalSimu tiyuAf metodice
standardniho stanoveni MRD karcinomu pankreatulriebto vzorek pouzit.
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3.2.2. Zpracovani materialu v Laboratdi experimentalni mediciny

Bezprogedre po odkru byl material odeslan ke zpracovani do Labdeato
experimentalni medicinyipDé&tské klinice FN v Olomouci, kde probihalo vlastni
testovani odebranych vzdrkna gitomnost minimélni reziduélni choroby a byla
rozpracovana metodika stanoveni MRD u solidnichoriad byla pevzata do této
prace [163].

Prvnim krokem v metodice byliaolace jadernych bu#k osmotickou lyzou.
Osmoticka lyza, kdy dochazi k osmotické lyze emytd, zatimco jaderné liky
jsou zachovany, se provadiepevsim s cilem odstranit erytrocyty ze vZokkve a
kostni derg a to gedevsim z dvodu gitomnosti hemu, kterysobi jako inhibitor
mnoha enzyrin uzivanych v diagnostice molekulérhiologickych metod. Lyz&ni
roztok obsahuje: 1,55M Ni&l, 0,1M NHHCO;, 1mM EDTA, promyvaci roztok
(Phosphate Buffer Saline, PBS) obsahuje: 1,4M NaGhQ3M KCI, 0,1M
NagHPO,.12H,0, 0,015M KHPO,. Vzorek krvedi kostni dens tak byl lyzovan na
ledu vychlazenym lyzanim roztokem v po®ru ke vzorku 4:1 po dobu 15-30 minut
do vy¢ereni lyzatu. Tyto vzorky pak byly centrifugovany 226m, 10 minut, 4°C,
po odstradni supernatantu, pak je vzorek fe§ednou centrifugovan a promyt
lyzaénim roztokem. Nésleduje zfieni koncentrace jadernych kiinna Coulter
Counter (Beckman Coulter, Fullerton, CA, USA) aplozni alikvoti po 11x16
burek do pipravenych zkumavek. Kinto alikvotim pak byl za satasného

propipetovani pdan 1ml TRI reagentu a vzorek byl zamrazen.

Poté nasledujevlastni izolace RNA. K tomuto &elu byla pouzita tzv.
Chomczynského fenol-chloroformova metoda pomoci éwni chemikalie TRI
reagent (MMC, Cincinnati, Ohio, USA), coz je &rguanidinu-thiokyanéatu a fenolu.
Ke snesi TRI reagentu a vzorku seigia chloroform, Bhem centrifugace se sm
roz&li do ti fazi. Horni vodna faze obsahuje RNA, interfaze ADId spodni
organicka faze obsahuje proteiny, je tedy moznéaso#i izolovat z jednoho vzorku
RNA, DNA i proteiny. RNA rozpug&ha ve vodné fazi se precipituje izopropanolem,
promyje etanolem a rozpusti ve ¥odlletoda je vhodna pro izolaci RNA v3echiyp
o délce 0,1-15 kb. Kvalita vyizolované RNA byla éena pomoci agarézove

elektroforézy, nasleadnpak bioanalyzérem Agilent 2100 (Agilent Techno&syi
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Santa Clara, CA, USA), koncentraceciatota byla owrena spektrofotometricky
piistrojem Nanodrop ND 1000 (Nanodrop, Wilmington,,RESA). Ri pouziti 1 ml
TRI reagentu Ize izolovat RNA z 50-100 mg tkém z 5-11 milioi burek. Lze
pouzit cerstvé nebo zamrazené kuné TRI lyzaty (koncentrace 5-11 milién
burgk/Aml TRI reagentu). Izolace RNA &@aa @idanim 200ul chloroformu ke
vzorku, nasledd je ponechan vzorek stat 10 minudi pokojové teplat, poté je
centrifugovan 15 minutip120000 g, 4°C. R centrifugaci dojde k oddeni vrstev —
spodni izova obsahuje detritus, lipidy a proteiny, pfedhi meziprstenec je DNA a
horni, ¢ira obsahuje RNA. Tato vrchni faze jéepipetovana dgisté zkumavky a
provedena precipitace RNAfiganim 400-500 pul isopropanolu. Nasleédie
centrifugovana 10 minutip120000 g, 4°C, na d@nby nela zistat bila RNA peleta,
pak je odstragn opatré supernatant a RNA peleta promyta 1,5 ml 75% etaried
centrifugaci a odstrani supernatantu jefidlano k RNA pelet cca 25ul1 DEPC vody
(21-60 ul podle velikosti peletky) a obsatkalikrat propipetovan. Rozpugta RNA
muze byt dlouhodob uchovavana ip -70 az -80°C. Pro izolaci RNA z tkani
fixovanych v RNA lateru je nadmiruatkzitd dokonala homogenizace vzorku. Do
zkumavky s 1ml TRI reagentu jsotigany dv sterilni sklegné kulicky o praméru
5mm a vzorek vySatvane tkan o velikosti 3x3x3 mm. ®strojem Mixer Mill 300
(Retsch, Haan, &necko) je provedena homogeniza¢enpaximalni rychlosti 30 Hz
po dobu 3-4 minut. Diky homogenizaci v TRI reagentdochazi k enzymatické
degradaci izolované RNA, po homogenizaci se keluzgorida chloroform a

pokraiuje se jak shora uvedeno.

Poté nasledujeeverzni transkripce Fi reverzni transkripci dochazi pomoci
enzymu reverzni transkriptazy kgpisu RNA do komplementarni jednoviaknove
DNA (cDNA). Nejcastji se pouziva transkriptdza, jez pochézi z Moloweyiru
mySi leukémie (M-MuLV), nebo z viru ptamyeloblastézy (AMV). Pro reverzni
transkripci je vhodné pouzivat enzymy bez H-RNazakdivity. Fi reverzni
transkripci je dale nutno pouzit primery. PouZive§i bu'to specifické mRNA
primery, oligo-dT primery nebo nahodné hexamery.jvi&Si vyEznost maji
ndhodné hexamery, nejvyssi specificitu maji spaa@fimRNA primery. K ochran
MRNA pii reverzni transkripci je vhodné pouzivat inhibytatibonukleaz, nap
RNAsin ( Promega, Madison, WI, USA). V naSi praglybpouzity RevertAid H

minus M-MuLV Reverse Transcriptase (Fermentas, iM8n Litva) a nahodné
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primery (Promega, Madison, WI, USA). Reverzni tkaipece je provedena ze 3ug
izolované celkové RNA v regkim objemu 30ul. Stis 3pug RNA a 0,3ug hexanter

je doplrtna vodou do objemu 19,5 pl a pak je inkubovanarmaeykléru

s vyhiivanym vEkem @i 70°C po dobu 5 minut. Naslegije vzorek rychle zchlazen
na ledu po dobu cca jedné minuty. MasterMiipgaveny z 6ul 5xXRT pufru, 3ul
10mM DTP a 30U RNAsinu jeffgdan ke zchlazenému vzorku RNA s hexamery a s
vodou a ponechan 5 minuttippokojové teplot. Po gidani 150U reverzni
transkriptazy je vzorek inkubovan v termocyklénaybiivanym vEékem @i 42°C po
dobu 60 minut a pak 10 minuti0°C. Po inkubaci je vzorek zchlazen a uloZen do

-20°C do dalSiho zpracovani.

Déle jiz nasleduje samotpéalymerazovaetézova reakce v realnérfase (real-
time RT-PCR).Je to enzymaticka reakce, ktera je uméo@nprimery, specifickou
fluorescern¢ znaenou sondou (Tab. 3.2.2.1.) a termostabilni DNAymerazou.
Pribéh reakce je sniman termocyklérem v realngame jako zrny fluorescence,
v naSem projektu se jednalo o real-time cykléry drRaBene 2000, resp. 3000
(Corbett Research, Sydney, Australie). Ralgni standaril k reakci a vytvéeni
standardizéni kiivky Ize hodnotit specifické vySatvané sekvence ve vzorku. Ke
kazdé polymeraze je dodavan ré&ak pufr o vhodném slozeni. Optimalni
koncentrace hecnatych ioni je optimalizovana pro kazdou sadu prifer
standardem je dnes jiz vyuZziti tzv. hot-start DNélynerézy. Primery, jsou kratkeé
oligonukleotidy o délce cca 20-25 bp, které vymeamplifikovany Usek DNA,
specifickd hydrolyzéni TagMan sonda je kratky oligonukleotid #eay
fluorescekni barvou a zhagem. Syntéza priméra sond byla provedena firmou
Generi Biotech, s.r.o., Hradec KralowR. Samotna PCR je prov&th se 100ng
cDNA, resp. celkové RNA vstupujici do reverzni shampce, v reaknim objemu
25ul.  MasterMix sestava ze 2,5 pl 10x PCR pufrgud 10mM DTP,
zoptimalizovaného mnozstvi prinigr proby a MgCJl, DEPC vody a 1U Taq
polymerazy ( Tab. 3.2.2.2.). Daipravenych 0,1 ml zkumavek je rozpipetovano
24 ul MasterMixu, 1ul cDNA vzork 1 ul DEPC vody jako ,no template* kontrola,
| ul cDNA pozitivni kontroly a 1pl specifickych stdardi. Zkumavky jsou vloZzeny
do karuselu fistroje, vyvazeny, poté je provedena automatickéideee snimani
fluorescence ffistroje a spush prislusny amplifik&ni program. Po prainuti real-

time RT-PCR je provedena samotna analyza. Ke semominimalni rezidualni
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choroby u karcinomu pankreatu bylo vyuzZito sleddvéxprese CEA, EGFR1 a

hTERT. Pro provedeni absolutni kvantifikace expjedeotlivych marker metodou

real-time RT-PCR bylo nutno sestrojit standardiakiivku. Jako standardy byly

pouzity desetindsokn fedné PCR amplikony obsahujici

v sobsekvenci

testovaného markeru. Vypet mnozstvi kopii byl proveden na zakiadnamé

molekulové hmotnosti (délka amplikonu), spektrofo&dricky ugené koncentrace a

Avogadrovy konstanty.

Tab.3.2.2.1. Sekvence pouZzitych priméra sond

Nazev Sekvence

Carcinoembryonic antigen (CEACAMD5)

CEAs

5’- taagtgttgaccacagcgaccc - 3°

CEAas

5’- gttcccatcaatcagccaagaa - 3°

CEAp

5’- atgtcctctatggcccagacgacce - 3'BHQ1-HEX

Epidermal growth factor receptor 1 (EGFR1)

EGFRs

5’- acttcaaaaactgcacctccat - 3°

EGFRas 5’- aatcagcaaaaaccctgtgatt - 3°

EGFRp 5’- acatcctgccggtggcatttagg - 3'BHQ1-HEX
h-Telomerase (hTERT)

hTERTs 5’- atgtcacggagagaccacgtt - 3’

hTERTas 5°- gcaccctcttcaagtgetg - 3°

hTERTp 5’- tggagcaagttgcaaagcattgga - 3'BHQ1-HEX

Tab.3.2.2.2. Optimalizované koncentrace oligonukleinla, sond, hdeénatych

kationti a PCR teplotni schéma

Finalni koncentrace
Marker "Brimer  sense| Primer Préba | MgCl, | Teplotni profil Produkt
(nM) antisense (nM) | (mM) (bp)
(nM)
CEA 300 600 200 3 95°C/15sec.- 179
65°C/15sec.
EGFR 400 400 200 3 95°C/15sec.- 149
62°C/15sec.
GAPDH | 300 300 200 3 95°C/15sec.- 226
60°C/30sec.
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3.2.3. Specificita a senzitivita pouZzité metody

Aby bylo mozné stanovispecificitu dané metody i stanoveni minimalni
rezidualni choroby, bylo nutné stanovit expresnmtivych nadorovych markér—
geni v Kkrvi, kostni deni a lymfatické tkani zdravych jeditcV této pilotni studii
byly do srovnavaci skupiny g@zeny vzorky krve ziskané od 58 dobrovolnych @larc
krve, dale vzorky kostnitdn® od 12 zdravych dadéca vzorky 3 lymfatickych uzlin
odebranych u pacieint pro zastliva benigni onemocmi (cholecystektomie,
polypektomie apod.). Byla provedena real-time RTRP@akce dle uvedenych
standardizovanych podminek (tab. 3.2.2.2) a nésldayity vysledky statisticky
zpracovany. Jako cut-off hodnota pro pozitivni uersnegativni hodnoceni
minimalni rezidualni choroby byl stanoven trojnaslolpimérné hodnoty exprese
markeru v kontrolnim souboru (tab. 3.2.3.1) Hbdnoceni diagnostické speéiipsti
byla jako faleS#& pozitivni vysledek hodnocena exprese vysSi nedffutodnota.
Vypocet diagnostické speatinosti byl proveden podle vzorce: spravnd negativita
(spravna negativita + faleSna pozitivita). Speddicjednotlivych testovanych

markefi je pak uvedena v tabul¢e3.2.3.2.

Tab. 3.2.3.1. Kvantitativni exprese epitelidlnich rarkera v krvi, kostni dieni a

lymfatickych uzlinach zdravych darci

Exprese v negativnich kontrolach (po €et kopii/ug RNA)
Marker Krev Kostni d fen Lymf.uzlina
CEA Mean 88.3 155.6 5.0
SD 111.5 124.8 7.1
Cut-off 200.0 350.0 250.0
EGFR Mean 49.2 15 528.3 216 098.3
SD 127.1 21 960.4 63 025.4
Cut-off 250.0 30 000.0 ND
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Tab. 3.2.3.2. Specificita jednotlivych markeéi obecré pouzivanych pro detekci

minimalni rezidualni choroby u solidnich nadori

Marker | Specificita %
CEA 94.4
CK20 96.5
EpCAM 97.7
CK19 98.3
EGFR1 98.3
MAM 100.0
TTF1 100.0
hTERT 100.0

Stanovitsenzitivitu této metody neni mozné a to vzhledem k povaze kgriiet
minimalni rezidualni choroby a z biologické povaayprongénlivosti vzorki. Pro
detekci diseminovanych nadorovych Bkrv téle pacienta se zhoubnym nadorem, a
to na podklad exprese jednotlivych nadorovych markebyla testovana senzitivita
této metodiky na zakl&ddilu¢nich fad. Nadorové hiky ziskané z realnych vzark
nativnich tumoit byly priddny do vzork jadernych buék krve ziskanych od
zdravych darg — dobrovolnik v poneru 1:1 az 1:10 000 000. Poté byla provedena
real-time RT-PCR o 50 cyklech s markery a sondamiuedenych schémat (tab.
3.2.2.2.). Vysledna citlivost detekce diseminovdny@dorovych butk za pouziti
CEA byla 3,3x10, EGFR1 2,5x10, CK 19 a CK 20 1x168. Exprese TTF1 je nizka
i v primérnim nadoru, proto diéni experiment nebylo mozné provést v dostaden

rozsahuSenzitivitu jednotlivych markérpak ukazuje nasledujici tabulka.2.3.3.
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Tab. 3.2.3.3. Senzitivita jednotlivych markedé pro detekci minimalni rezidualni

choroby u solidnich nado#

Marker | Senzitivita (pocet nadorovych bunék/ pocet nenadorovych bb.)
TTF1 neugeno
EpCAM 1x10°
CK 19 1x10°
CK 20 1x10°
MAM 2x10°
EGFR1 2,5x10’
CEA 3,3x10’

Pro testovaniopakovatelnosti a reprodukovatelnostiySeteni byla provedena
metoda real-time RT-PCR stanovujici expresi kammlbryonalniho antigenu. Pro
ovéreni opakovatelnosti byly vzajefaporovnavany vysledky exprese CEA v jedné
sérii — v jednom dni, jednim pracovnikem, 5x1 vkowe fech koncentracich na
okrajich a ve sedu detekniho rozmezi, pro testovani reprodukovatelnosto byl
provedeno totéz vaznych dnech atznymi pracovniky. Po statistickém srovnani
vysledki nebyly nalezeny mezi testovanymi soubory stakigticyznamné rozdily,

jak ukazuje néasleduijici tabulka (tab.3.2.3.4)

Tab. 3.2.3.4. Validace opakovatelnosti a reproduk@telnosti vySefeni MRD
pro CEA

Opakovatelnost, reprodukovatelnost(kopieCEA/ugRNA/prumértsmeér.odchylka)

l.analyza 2.analyza 3.analyza

Vzorek XY 3901540,2+282322 4 2302267,4+384178,§ 3518324,4+462366,1

Vzorek XY 100xtedény | 30647,4+5372,9 28981,8+8582,1 24345,4+7738,9

Vzorek XY 10tis.xtedény | 191,8+40,6 67+18,8 20,2+8,5
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3.2.4. Statistické zpracovani

Statistické zpracovani bylo provedeno pomoci progreStatistica 8 od firmy
StatSoft. Jako mezni hladina vyznamnosti u vSesti teyla stanovena=0,05. U
vyslediic exprese jednotlivych markéer bylo pak Shapiro-Wilkovym testem
stanoveno poruSeni normality, proto nasledné ttkiis analyzy byly provedeny
neparametricky (Kruskal-Wallis-Anovou metodou, Manthitneyovym testem).
Zavislosti mezi expresi markKerbyly owiovany testem nulovosti Spearmanova

korelaéniho koeficientu.

V analyzach ieziti byla pouzita Kaplan- Meierovu metodu a Géivan
Wilcoxoniav test, kde peatkem sledovani u kazdého pacienta je vzdy datum
oper&niho vykonu s odirem vzorki. Fi analyzach kontingemich tabulek byl
pouZit Pearsaiv y*-test.

3.2.5. Soubor pacient

Do pilotni studie stanoveni minimalni rezidualniossby u adenokarcinomu
pankreatu bylo Zazeno celkem 70 paciéntktefi byli operovani na I. chirurgické
klinice FN v Olomouci v letech 2007-2009 pro tutaghdzu. V této skupinbylo
28 Zen a 42 mu pramérného ¥ku 65 let. Stadium I-Ill. dle UICC/AJCC bylo u
28 nemocnych, stadium IV. u 42. Rozsah vykonu zalahod prosté explorace
s biopsii, ¢i excizi, WtSinou metastazy jater.i€s spojkové operace, tj. zadni
retrokolickou gastroenteroanastomozu a choledoahehonanastomozu, resp.
hepatikojejunoanastomozu, jako paliativni vykorak&teni pasaze zazivaciho traktu
a drenaze zltovych cest. AZ po standardizovany vykon pro tumopplasti hlavy
pankreatu, tj. pravostrannou pylorus &8t pankreatoduodenektomii. Veeth
piipadech byla provedena totalni pankreatektomieyesna bd pozitivni resekni
linii, ¢i jemnou strukturou pankreatu. 30 pacieflylo odoperovanych radikan
piitom vectyiech ffipadech se jednalo o R1 resekci. Metodou RT-PCR tgylmiru
exprese hTERT(telomeradza), EGFR1 (receptor proeemdlini tistovy faktor) a
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CEA (karcinoembryonalni antigen) vyEety vzorky periferni a portalni krve, kostni

diere a peritonealni lavaze. Na&mené hodnoty byly korelovany s klinicko-

patologickymi charakteristikami a s parametfggivani.

Tab.3.2.5.1. Soubor paciernit zafazenych do studie

RO resekce= bez rezidualniho nadoru, R1 resekceeghkitipicky rezidualni nador

R2=makroskopicky rezidualni nador
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Sex N
F M posit negat
total 28 40% 42 60% |23 62,16% |14 37,84%
| 0 0% 5 100% | O 0% 5 100%
3 37,50% 5 62,50% | O 0% 8 100%
stage
1] 5 33,33% 10 66,67% |15 100% | O 0%
\Y) 20 47,62% 22 52,38% | 8 88,89% | 1 11,11%
G Radikalita
1 2 3 RO R1 R2
total 2 3,17% 42 66,67% | 19 30,16% |27 38,57% |4 4,29% |40 57,14%
| 1 20% 4 80% 0 0% 5 100% ([0 0% 0 0%
¢ 0 0% 7 87,50% | 1 12,50%| 8 100% |0 0% 0 0%
stage
1] 1 6,67% 14 93,33% | O 0% 13 86,67% |2 13,33% | O 0%
\Y) 0 0% 18 50% |18 50% 0 0% 2 4,76% |40 95,24%
age max. diameter
min- min-
median max median max
total 63 40-84 5 1-10
[ 55 44-71 | 25 1-5
60,5 52-84 | 3,25 1-4
stage
1] 66 46-78 3,5 1-8
V| 645  40-76 5 3-10




3.3. Vysledky

3.3.1. Vztah exprese EGFR1 v jednotlivych komptamentech vzhledem

k jednotlivym Klinicko-patologickym parametr am

Mira exprese EGFR1 byla korelovana jednadorvtalni krvi vzhledem k:

1. radikalit (obr.3.3.1.1)
2. stadiu onemocmi (obr.3.3.1.2)
3. ke gradingu (obr.3.3.1.7).

Dale byla mira exprese EGFR1 korelovasgstémove krwzhledem k:
1. radikalit (obr. 3.3.1.3)

Posledni korelovanou hodnotou byla exprese FEIGperitonealni lavazi

vzhledem k :

1. radikalit (obr.3.3.1.4)
2. stadiu choroby (obr.3.3.1.5).
3. piitomnosti metastaz (obr.3.3.1.6)
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Obr.3.3.1.1. Exprese EGFR1 v portalni krvi vzhledenk radikalit &
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Naméfena hodnota exprese EGFR1 v portalni krvi vzhledemrovedené
radikalit vykonu byla zcela statisticky ndposna. Nepoddo se prokazat
jakoukoliv souvislost mezi mirou exprese EGFR1mtm kompartmentu a rozsahem

provedeného vykonu. (obr 3.3.1.1.)
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Obr.3.3.1.2. Exprese EGFRL1 v portalni krvi vzhledenke stadiu onemockni
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DalSi korelovanou klinickopatologickou v&hou byl vztah klinického stadia dle
TNM Klasifikace v modifikaci UICC, vzhledem k exgieEGFR1 v portalni krvi.
Zde byl prokdzan statisticky signifikantni vztah zinenirou exprese EGFR1 a
klinickym stadiem a to tak, z&m vysSi stadium, tim vysSSi mira exprese EGFR1
v portalni krvi (p<0,006). (obr.3.3.1.2.)
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Vztah mezi expresi EGFR1 v systémoveé krvidikeditou vykonu, byl stej&jako

v piipac exprese EGFR1 v portalni krvi statisticky zcela prireosny a
nehodnotitelny. (Obr 3.3.1.3.)

Obr.3.3.1.3. Exprese EGFRL1 v systémové krvi vzhledek radikalit &
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Obr.3.3.1.4. Exprese EGFRL1 v peritonealni lavazi \dedem k radikalité
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Nebyl prokazan ani statisticky vyznamny vztah mezxpresi EGFR1

v peritonealni lavazi a rozsahem ogmiao vykonu a jeho radikatit (obr.3.3.1.4.)
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Stej neg@inosny a negikazny byl vztah mezi klinickym stadiem oneméch

dle TNM klasifikace a mirou exprese EGFR1 v peetni lavazi. (Obr.3.3.1.5)

Obr.3.3.1.5. Exprese EGFRL1 v peritonealni lavazi \dedem ke stadiu
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Obr.3.3.1.6. Exprese EGFR1 v peritonealni lavazi vtedem Kk pFitomnosti

metastaz
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Naproti tomu byl prokazan statisticky signifikan{ipk0,015) vztah mezi mirou
exprese EGFR1 v peritonedalni lavazi #tgmnosti vzdalenych metastaz (M1).
Pritomnost vzdalenych metastaz vykazovala signifikantyssi expresi EGFR1
v peritonealni lavazi, na rozdil od pacientbez peropekamé prokadzaného

metastatického postiZeni. (obr.3.3.1.6.)
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Zajimavy byl také vztah mezi expresi EGFR1 v paitérvi a gradingu
diferenciace tumoru. Zde byla prokazana statisticygnamna zavislost {®,045)
mezi expresi EGFR1 v portalni krvi a gradin@im mér diferencovany byl tumor,
tim vy3Si byla exprese EGFR1 v portélni krvi.(ol8.8.7.)

Obr.3.3.1.7. Exprese EGFR1 v portalni krvi vzhledenke gradingu
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Souhrni je tedy mozné konstatovat, Ze byla prokazanasttdy vyznamna
souvislost mezi mirou exprese EGFR1 v portalni krilinickym stadiem (%0,006)
(obr.3.3.1.2), kde pacienti s pokilym onemocrnim maji vySSi expresi EGFR1
v portalnimtecisti, nez pacienti s nizkym stadiem onemi#sgn Obdobg koreluje
vztah exprese EGFRL1 v peritonealni lavazi pagismhetastatickym postizenim, kdy
je mira exprese EGFRL1 signifikaataySSi u pacieritgeneralizovanych, na rozdil od
pacieni bez metastaz ®,015) (obr.3.3.1.6). Dale byla prokazana korelaezi
mirou exprese EGFR1 v portalni krvi se sttpndiferenciace primarniho tumoru,
kdy pacienti s tumory G3 maji statisticky vyznaimuyssi expresi EGFR1 €0,045)
(obr.3.3.1.7). U ostatnich sledovanych paramejrvztah exprese EGFR1 v portalni
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a systémové krvi vzhledem k radikalifobr.3.3.1.1. a 3.3.1.3), exprese EGFR1
v peritonealni lavazi vzhledem kradikalia stadiu (obr.3.3.1.4. a 3.3.1.5), se

staticky vyznamné souvislosti nepotvrdily.

3.3.2. Vztah exprese CEA a sledovanych paraméitr

DalSim sledovanym markerem, byla mirares@ CEA wortalni krvi

vzhledem :

1. k pozitivit¢ uzlin (obr.3.3.2.1),
2. ke klinickému stadiu dle TNM (obr.3.3.2.2),

Déle byla korelovana mira exprese CEgystémové krwzhledem :

1. k pozitivité lymfatickych uzlin na itomnost mikrometastaz (obr.3.3.2.3)
2. ke klinickému stadiu dle TNM klasifikace (obr.3.3LP

Mira exprese CEA v peropérg odebirané peritonealni lavazi byla

korelovana vzhledem ke klinickému stadiu dle TNMr(8.3.2.5)

V pripack korelace miry exprese CEA v portalni krvi vzhleddnpozitivite
metastatického postizeni lymfatickych uzlin, bexgigiésti na jejich lokalizaci, byla
pozorovana statisticky signifikantni zavislost (34) mezi mirou exprese CEA a
pozitivitou lymfatickych uzlin, kdy vyrazh vysSi exprese tohoto markeru byla
sledovdna u  nemocnych s metastatickym postizehimfatickych uzlin.
(obr.3.2.2.1.)
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Obr.3.3.2.1. Expres CEA v portalni krvi vzhledem k pozitivit &€ uzlin
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Obr.3.3.2.2. Exprese CEAv portalni krvi vzhledem ke stadiu
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Vztah exprese CEA portalni krvi nevykazoval Zadnou statistickou selost

sklinickym stadiem onemocni dle TNM klasifikace (obr.3.32.2.)

Také vztah exprese CE/ systémové krvi vzhledempozitivit¢ uzlin nebyl nijak
piinosny. (obr.3.3.2.5

Obr.3.3.2.3. Exprese CEA systémoveé krvi vzhledem lpozitivit & uzlin
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Bohuzel ani vztah exprese CE; systémové krva peritonealni lavawvzhledem
ke klinickému stadiu (obr.3.3.2, 33.2.5.) nevykazoval Zzadnou souvis a nebyl
tedy statisticky vyznamn
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Obr.3.3.2.4. Exprese CEA v systéemové krvi vzhledeke klinickému stadiu
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Obr.3.3.2.5. Exprese CEA v peritonealni lavazi vzieldem ke stadiu
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V piipact exprese CEA v jednotlivych kompartmentech vzhleddda
sledovanym paraméim se podalo prokazat pouze jedinou statistickou souvislost,
a to mezi mirou exprese CEA v portalni krvi a peitdu postizeni lymfatickych
uzlin, kdy vy38i miru exprese CEA (p=0,04) v tonpoostoru maji pacienti
s pozitivnimi uzlinami, na rozdil od paciéntbez pozitivnich mikrometastaz

v uzlinach. DalSi sledované parametry byly ii&pené.

3.3.3. Vztah exprese h-TERT a sledovanych paratné vV jednotlivych

kompartmentech

Poslednim sledovanym markerem byla telomeraza.

Mira exprese tohoto markeryartalni krvi krvi byla korelovana vzhledem:
1. kradikali€ vykonu (obr.3.3.3.1) a
2. ke klinickému stadiu (obr.3.3.3.2)

Dale byla sledovana mira exprese hTERTsystémové krvivzhledem ke
klinickému stadiu (obr.3.3.3.3) .

BohuZel ani v jednomiipad, jak dokladaji nasledujici grafy, se neprokazala

statisticky vyznamna spojitost mezi sledovanymoeelovanymi daty.
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Obr.3.3.3.1. Exprese hTERT v portalni krvi vzhledenk radikalit & vykonu
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Obr.3.3.3.2. Exprese hTERT v portalni krvi vzhledenke stadiu
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Obr.3.3.3.3. Exprese hTERT v systémové krvi vzhlede ke stadiu
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Telomeraza byla vyhodnocena jako nevhodny erark u€eni minimalni
rezidualni choroby u karcinomu pankreatu. Tentoriaitker vykazoval $liS nizkou
expresi v jednotlivych naddorech paciert [ilis vysokou expresi v systémové krvi
zdravych daré. Pravapodobr je to zmisobeno vysokou expresi hTERT
v cirkulujicich zarodénych bukach v krvi nebo regulaci telomerickych délek
telomerdza nezavislym mechanismem. Z uvedenychedislvyplyva, Ze jsme
neprokazali ani v jednomiipact vztah exprese hTERT a sledovanych paraimetr
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3.3.4. Korelace pozitivity sledovanych markai v kostni dieni, peritonealni

lavazi, systémové a portalni krvi vzhledem fezivani

DalSim cilem nasi prace bylaily zda-li je mozné minimalni rezidualni chorobu
u karcinomu pankreatu na zakéaohiry exprese EGFR1, CEA a hTERT v portalni a
systémové krvi, kostni fdni a peritonedini lavazi, pouZzit jako nezavisly
prognosticky faktor, tzn. jestli v souboru nasSicacienti Ize vystopovat &kterou
z rizikovych skupin nemocnych. Byla tak korelovamaira exprese EGFRL1
v systémové krvi (obr.3.3.4.1), v kostnitedi (obr.3.3.4.2), v portalni Kkrvi
(obr.3.3.4.3) a peritonedlni lavazi (obr.3.3.4.2ledem k pezivani.

Obr.3.3.4.1. Vztah grezivani nemocnych k mie exprese EGFR1 v systémoveé

krvi
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Obr.3.3.4.2.

Vztah grezivani nemocnych k mie exprese EGFR1 v kostni &eni
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Obr.3.3.4.3. Vztah Fezivani nemocnych k mie exprese EGFR1 v portalni krvi
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Obr.3.3.4.4. Vztah grezivani nemocnych k mie exprese EGFR1 v peritonealni

lavazi

lavdz EGFR
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Z vySe uvedenych gfafyplyva, Ze pozitivita EGFR1 v poopérd peritonedlni
lavazi znamena kratSi celkovéepivani (p=0,01). U ostatnich kompartmientebyl
sledovan signifikantni rozdil vezivani pi pozitivit¢ exprese EGFR1 v daném

prostoru.

Dale byl sledovan vztah miry exprese CEAtopsystémové krvi (obr.3.3.4.5),
v kostni deni (obr.3.3.4.6), portalni krvi (0obr.3.3.4.7) a ripmealni lavazi
(obr.3.3.4.8), vzhledem k'@zivani v naSem souboru nemocnych.

V piipact korelace exprese CEA v systémové krvi a délgezipdni nebyl

prokéazan statisticky vyznamny vztah.
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Obr.3.3.4.5. Vztah Fezivani nemocnych k mie exprese CEA v systémové Kkrvi
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Naopak bylo prokazano, Ze mira exprese CEAsirk deni koreluje s délkou
piezivani. Pacienti s pozitivnim nalezem exprese @A signifikantré nizsi dobu

piezivani, nez pacienti s nadlezem negativni expase3(3.4.6.)
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Obr.3.3.4.6. Vztah rezivani nemocnych k mie exprese CEA v kostni Beni
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Obr.3.3.4.7. Vztah Fezivani nemocnych k mie exprese CEA v portalni krvi

PK pfed CEA

p<0,59

0,0} &

— negat

0 3 6 9 12 15 18 21 24 posit

time (months)

92



Exprese CEA vportalni krvi vzhledem iepivani byla statisticky
nesignifikantni, na rozdil od miry exprese CEA vito@ealni lavazi (obr.3.3.4.8.),

v v s

kde pozitivita znaila nizSi délku peziti.

Obr.3.3.4.8. Vztah grezivani nemocnych k mie exprese CEA v peritonedlni
lavazi
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Pfi posuzovéani vztahuigziti v naSem souboru paciéng mirou exprese CEA
v jednotlivych €Inich prostorech, byl tedy konstatovan vyznamnykzinezi mirou
exprese Vv peritonealni lavazi (p=0,1) a kostind (p=0,04), kdy pozitivita exprese

CEA v tchto kompartmentech z&ie nizSi gezivani. V pipad portalni a

systémove krve se tento vztah nepotvrdil.
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Poslednim sledovanym markerem byla mira egpieemerazy v systémove krvi
(obr.3.3.4.9), kostniieni (obr.3.3.4.10), portalni krvi (obr.3.3.4.11)paritonedlni
lavazi (obr.3.3.4.12) a délkougzivani.

V pripact korelace vztahu fezivani nemocnych ki@ exprese telomerazy
v systémové krvi byla prokadzana statisticky vyznamrsouvislost (0,06), kdy
pozitivni exprese telomerazy vtomto kompartmenuanai nizsi pezivani.
(obr.3.3.4.9.)

Obr.3.3.4.9. Vztah grezivani nemocnych k mie exprese hTERT v systémoveé

krvi
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V piipact exprese telomerazy v kostriedi vzhledem k fezivani nebyl prokazan

Z&dny statisticky vyznamny vztah. (obr.3.3.4.10.)
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Obr.3.3.4.10. Vztah grezivani nemocnych k nmie exprese hTERT v kostni deni
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Obr.3.3.4.11. Vztah grezivani nemocnych k mie exprese hTERT v portalni krvi
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Obr.3.3.4.12. Vztah grezivani nemocnych k niie exprese hTERT v peritonealni

lavazi
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Steji neginosny byl i vztah mezi expresi telomerazy v peet@ni lavazi a
délce gezivani, na rozdil od exprese telomerazy v portéiii kde byla prokdzana

statisticky vyznamna souvislost<{@,015). Nemocni s pozitivni expresi telomerazy

s

expresi.
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4. Souhrnné vysledky a diskuze

Jak uZz bylo zmimo, minimalni rezidualni chorobou rozumimeitgmnost
izolovanych nadorovych bgk cirkulujicich v €le pacienta a jehoélesnych
kompartmentech ipd a po odstrami nadorového primoloziska, v danérfipad
adenokarcinomu pankreatu. Tyto izolovanénky podle sotasnych znalosti
povaZzujeme za prekurzory nadorového onerdioichavSak pesny mechanismus,
piesnou genezi ipchodu od d&hto burk k vlastni metastatické mase, dosud

nezname.

Adenokarcinom pankreatutrquistavuje vysoce agresivni tumor, ktery svou
biologickou aktivitou a malignim potencidlem jereZt hleda konkurenta mezi
solidnimi nadory. Tomu odpovida i naprosto tragickdka gezivani nemocnych,
kdy petileté prezivani je popisovano asi u 2-4% z celkovéhétypaemocnych.
Lécba je multimodalni a prakticky jedinou potenciélkurabilni metodou je
chirurgicka RO resekce.i€stoZze pouze pacienti po radikalni operaci majciSaa
delSi gezivani, je nutné konstatovat, Ze chirurgickyisqb I€eni adenokarcinomu
pankreatu pedstavuje viceménuzawenou kapitolu a nelze v budoucnostekavat,

Ze by rjaky technicky modifikovany styl resekce, az ve smyslu rozsahu vykonu
(briSni kvadrantektomie, resekce pankreatu spwle pravostrannou hemikolektomii
[164]), ¢i zmén¢ pristupu — miniinvazivni, laparoskopicky, vedl k fe@ni znené
délky prezivani pacierit Je ¥ejme, Ze targeting strategield je nutné zawfit na
arover molekuléari-biologickou, na Udrové kancerogeneze, kde pochopeni
jednotlivych mechanistn vlastniho rozvoje nadorového procesu umozni zahaji

individudlni cilenou I&u u daného pacienta.

Pro detekci minimalni rezidualni choroby uidwich nadai Ize pouzit gkolika
metodickych postuly které se od sebe liSi v pracnosti, nakladnopgcidicnosti a
predevsim senzitivit Mezi nejcitliwjSi metody pitkazu naddorovych markiemati
imunocytohistochemie a moderni metody molekularidlogie, které dosahuji
citlivosti aZ 1:10° a jsou tedy zhruba o duiady citlivéj§i neZ imunocytochemie
[165-168]. Metoda real-time RT-PCR je v podststudiem genové exprese, kdy jsou
nadorové bilky detekovany na urovni informiai, mesengerové RNA. Metoda
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vynika svou specificitou a v zavislosti na pouziténarkeru nadorovych bek i
svou senzitivitou. Tu stanovujeme na zaklagSeteni zdravych jeding od nichz
odvozujeme tzv. ,cut-off* hodnotu, jako jonér plus dvakrat sgrodatna odchylka,
Cili 97,5% zdravych jedintbude MRD negativnich.

Dosud nejvice zkuSenosti se stanovenim minimgédzidualni choroby je u
kolorektalniho karcinomu a karcinomu prsu. Pro kigt&IRD u karcinomu tlustého
streva a konéniku se jako markery nadorovych kknnegasgji pouzivaji CEA a
CK 20 [146,169]. Pouziti této multimarkerové anglyje také spolehligSi nez
analyzy stanoveni minimalni reziduélni choroby Zate na jediném markeru [170].
V piipact karcinomu prsu byly jako markery pouzity MGB1 a ACEV n¢kolika
recentnich studiich byla u paciéns$ kolorektalnim karcinomem prokazana vyssi
prognostickd hodnotaifpomnosti cirkulujicich nadorovych bé&k v kontrolnich,
pooperé&nich vzorcich periferni krve, nez ve vzorcicliegoperagnich [161].
Nacasovani odéru vzorki krve se také zda byt rozhodujici pro odhad vyznamu
piitomnosti MRD u paciefits kolorektalnim karcinomem. Ukazuje se, Ze nadorov
bunky uvolréné do krevnihoftecist¢ béhem operace pra¥dodobre nemaji
vyznamny metastaticky potencial [171]feBpoklada se, Zefipomnost MRD je
nezavislym prognostickym faktorem u paciens kolorektalnim karcinomem
[165,172]. DalSim vysoce zajimavym upkatim stanoveni MRD je pouZziti u
mikrometastatického postizeni sentinelovych lynefatich uzlin u pacientek
s karcinomem prsu. Spravny staging nadorového ooefmd je nezbytnym
piedpokladem pro stanoveni spravnéiéa uteni progndézy nemocné. Standardn
se vyuziva klasické TNM Klasifikace s histopatotdgim vySetenim axilarnich
lymfatickych uzlin. Exenterace axily je zatiZenaa&iym rizikem a to pedevsim
v podol&g mozného rozvoje lymfedému, a proto se dnesdiénvyuziva stanoveni
pozitivity tzv.sentinelové uzliny, jejiz postiZzesé znanou mirou predikuje postiZzeni
dalSich axilarnich uzlin. Otazkouustava, jak postupovat \ipac pozitivniho
nalezu v sentinelové uzBn[173]. Zda-li provést naslednou exenteraci axily
nikoliv. Na naSem pracovisti fp pozitivit¢ sentinelové uzliny nasleduje vzdy
exenterace axily. itom je jisté, Ze pozitivita sentinelové lymfatickeliny fadi
onemocgni do vyssiho klinického stadia s nutnosti nasliedonkologické léby, tj.
adjuvantni chemoterapie. Bohuzel, fetiny az poloviny pacientek s karcinomem

prsu klinického stadia I-1l a bez postiZzeni lyméafich uzlin dochazi k recidév
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onemockni. Ficinou jsou pravdpodobré mikrometastazy v lymfatickych uzlinach,
které nejsou detekovateln&Zmymi histopatologickymi metodamiRada studii
dokazuje pozitivitu mikrometastaz na zakigmikazu exprese génnegastji CEA,
MGB1 a CK19, metodou real-time RT-PCR. Takih&pillanders a kol.(2004) [174]
publikoval pozitivitu mikrometastaz u 33% pacientelprimarg histopatologicky
negativnimi uzlinami. DalSi studie Trudeau et &99) [175] popsala postizeni 30-
40% jinak histopatologicky negativnich lymfatickyalelin. Z toho vyplyva, Ze
stanoveni minimalni rezidudlni choroby v lymfaticky uzlinach u pacientek
s karcinomem prsu @e pisobit jako nezavisly prognosticky faktor, ktery eed
k prehodnoceni stugn postizeni nemocnych a tule indikovat adjuvantni
chemoterapii i u Zen, které by jinak dle klasickésKikace a stagingu byly z této

|écby vylowteny.

Vyzkumem minimalni rezidualni choroby u adesr@inomu pankreatu se do
dnesSnich din nezabyvalo mnoho studii. Detekci okultnich nadgcbv burgk
v paraaortalnich lymfatickych uzlinach se zabyvalp'n Niedergethmann et al.
(2002) [166], jako marker byl pouzit mutantni K-rdostizeni lymfatickych uzlin
bylo za pomoci standardnich histopatologickych mhej@tno u 4% ze 69 paciait
za pouziti PCR metod to bylo u 17% pacierd multivarig&ni analyzy vyplynulo
tedy toto postiZzeni jako nezavisly prognosticky kear Podobnych vysledkdosahl i
Tamagawa v roce 1997 [176]. Detekce mikrometagi@tioc postiZzeni kostnireine
se u karcinomu pankreatu za pomoci imunohistochHe¥hic markeru cytokeratinu
20 ukazalo jako negativni prognosticky faktor [173{ejnych vysledk dosahla tato
skupina i pi vySeteni zilni krve na fitomnost diseminovanych nadorovych Bkin

za pouziti cytokeratinu 20.

Podobnych vysledkdosahl také Scheunemann P. et al. (2008) [178i{y kte své
praci vysSetil pomoci imunohistochemickych metod celkem 154 fgtickych uzlin
bez histopatologického jthkazu metastaz od celkem 59 padieri&itom zjistil, ze
padesat, tj. 32,5% ,tumor-free* lymfatickych uzl 36 pacierit (61%), vykazuje
znamky mikrometastatického postizeni. Z multivamiaanalyzy pak vyplyva, Ze
piitomnost diseminovanych nadorovych Bkiv ,tumor-free” lymfatickych uzlinach
znamena nezavisly prognosticky faktor a &naignifikantre nizSi relaps-free

piezivani (p=0,03).
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Také Wolfrum F. et al. (2005) [179], Vogelek al. (2002) [180] a Rosenberg et
al. (2002) [181] popisuji stanoveni minimalni remthi choroby a okultnich
metastaz na zaklagoitu diseminovanych nadorovych hiknu gastrointestinélnich
tumort jako nezavisly prognosticky faktor. Vysledky jse8ak charakterizovany
velkou heterogenitodada vysledi je limitovana malym pé&em souboru pacieita
také nizkym pezivani u pacieit s karcinomem pankreatu, coz do @ma miry
limituje prognosticky vyznam MRD. iBsto Ize vSak &kavat, Ze v budoucnosti
bude stanoveni minimalni rezidualni choroby stadhtian vySetenim a rozgi
klasickou TNM klasifikaci.

Z graggen K. et al. (2001) [182] se zabyvakHei okultnich nadorovych bak
vkrvi a v kostni @eni u pacient s karcinomem pankreatu v dolstanoveni
diagnézy. Byla pouzita imunohistochemicka analyzal@b pacient. Pritom
pankreatické nadorové tky byly detekovany v 26% vzoikkrve a v 24% vzonk
kostni ders. Specificita pro fitomnost nadorovych bghk byla 96%. Prevalence
izolovanych nadorovych bgk u pacieni s provedenym radikalnim resekm
vykonem byla 9% v periferni krvi a 13% v kostriedi. Ritom prevalenceéthto
burék klesala se stugm UICC klasifikace stadia tumoru (p=0,04) v perifiekrvi,
ale nikoliv v kostni &ni (p=0,52). Hodnoty v krvi korelovaly s resekdbu
(p=0,02), s progresi onemadagen (p=0,08) a s peritonealnimi metastazami (p=0,003
PrestoZe pezivani signifikant& korelovalo se stugm stadia nadoru 9,001) a
izolované nadorové Iy v krvi korelovaly s nadorovym stadiem, tgaz
nadorovych bugk v krvi ¢i v kostni deni, nebyl nezavisle asociovanigpivanim
pacienti s karcinomem pankreatu. Vysledky ukézaly, #&omnost nadorovych
burgk v krvi, nikoliv v kostni deni, odpovida stupni stadia nadorového onericn

a s naslednou progresi nadorového bujeni, zejm@nastoru peritonealni dutiny.

Soeth E. et al. (2005) [183] se zabyval stengw minimalni rezidualni choroby
u pacient s karcinomem pankreatu na podKlagkprese cytokeratinu 20 pomoci
metodiky RT-PCR. Ve studii mezi lety 1994-2003 bylgeteno 172 paciefit( 83,
muzi, 89 Zen, 13-82 let), ktebyli operovani pro adenokarcinom pankreatugtOp
byly pifedoperané odebrany vzorky jak periferni krve, tak kostnfemt a
analyzovany na expresi cytokeratinu 20 pomoci RRPEZ vysledk vyplyva, Ze
nadorové biiky byly detekovany u 81 (47,1%) z 172 padientostni deni a/nebo
v krvi. Ve 45 vzorcich kostniidre ze 135 (33,3%) byly detekovany CK20 pozitivni
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bunky, stejré jako v 52 vzorcich periferni krve ze 154 (33,8%aplan-Meierova
analyza pezivani nemocnych ukazala statisticky signifikantrdtah vySSiho
piezivani vzhledem k radikalitvykonu (p<0,0001), stadiu onemoéni dle UICC
(p=0,0011) a detekci diseminovanych nadorovychébunkostni deni ¢i periferni
krvi (p=0,05). Pacienti sd#e diferencovanymi karcinomy Gl a G2 maji
signifikantre vyssi délku pezivani (p=0,045) nez pacienti s nizce diferencovan
tumory. Pozitivita exprese CK 20 v kostriedi a/nebo krvi u pacieintve skupii
stumory G1 a G2 diferenciace zhaignifikantni negativni prognosticky faktor
(p=0,046).

V roce 2007 Hoffmann K. et al. [184] publikdv&voji praci, kde se zabyval
detekci diseminovanych pankreatickych nadorovycmébuna zaklad exprese
cytokeratinu 19 v krvi, kostnitdni a peritonealni lavazi pomoci metodiky RT-PCR.
Bylo vySeteno celkem 69 paciaints karcinomem pankreatu (n=37), chronickou
pankreatitidou (n=16) a benignimi tumory pankre@tel5), coZz pedstavovalo
kontrolni skupinu. VenoOzni krev byla odebrangedoperané, intraoperané a
postoperéné ve dnech 1. a 10.t€d zahajenim vlastniho resekho vykonu byla
odebrana kostnirdn a peritonealni lavaz. Tyto vzorky byly vy&sty na pitomnost
diseminovanych nadorovych biknpomoci exprese CK19 RT-PCR metodou. CK19
MRNA exprese byla detekovana u 24 (64%) viokkve a 11(30%) vzork
peritonealni lavaze u paciérg karcinomem pankreatu. V peritonealni lavaziktzte
nadorovych bugk korelovala s velikosti tumoru a se stapnnadorové diferenciace.
Hodnoty exprese CK19 byly vysSi u stadii pT3/pT4 anizce diferencovanych
tumori (G2/G3). Pacienti s karcinomem pankreatu al@spgednou pozitivitou
exprese CK19 v jednom ze sledovanych kompartine®i nizSi dobu pezivani,
nez pacienti negativni. Pacienti s karcinomem peatkr ngli také signifikantr
vySSi pozitivitu exprese CK19 vkrvi a v peritondgdllavazi, nez pacienti
s chronickou pankreatitidou. Sledovani exprese Clel9otencialnim markerem
k odliSeni mezi benignim a malignim nalezem u twmoich znén pankreatu,

s moznym Klinickym vyuZzitim.

Cilem nasi pilotni studie bylo tedy najit vhédnadorové markery k detekci
minimalni rezidualni choroby u karcinomu pankreatadnou z mnoha vlastnosti
solidnich nadar je totiZ jejich heterogenita a geneticka nestabillaké cirkulujici

nadorové bilkky jsou z genetického pohledu heterogenni skupinNalezeni
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vhodného, dostate¢ senzitivniho i specifického markeru cirkulujicinhdorovych
burgk je tedy velmi obtizné. Vychazeli jsme ze znalesiprese gahu nadorovych
burék kolorektalniho karcinomu a vysledlkecentnich studii, které se jiz zabyvali
stanovenim pozitivity MRD u karcinomu pankreatuzdétlad exprese CK19, CK20
a mutantniho K-ras. A jako mozné markery nadorovyahkreatickych buik byla
vybrana telomeraza, karcinoembryonalni antigen mleemalni fistovy faktor.
Kvantitativni stanoveni genové exprese mark&RD umo#uje ukit cut-off
hodnoty s rozliSenim mezi fyziologickym a patoldgim stavem. Nasledn
umoziuje posoudit zrny v péitomnosti cirkulujicich nadorovych bék béhem
dispenzarizace pacienta. Cut-off hodnoty bylgeay v nasi studii na zaklad
analyzy exprese vysSe uvedenych makkekontrolni skupig zdravych dant krve.
Peroperéné¢ (ale ged vlastni manupilaci a odstegim tumoru pankreatu) byly
odebirany vzorky kostnirdng, systémové a portalni krve a peritonealni lavitese
byly podrobeny stanovenitippmnosti nadorovych bk na zaklad exprese CEA,
EGFR1 a hTERT pomoci real-time RT-PCR metodiky. oTwysledky byly
korelovany s klinicko-patologickymi veinami (velikost tumoru, radikalita vykonu,
pozitivita lymfatickych uzlin, klinické stadium aagding stupa diferenciace tumoru)

a celkovym pezivanim.
Vysledr pak byla prokazana statisticky vyznamna souvisioesti:

1. expresi EGFR1 v portalni krvi a klinickym stadiem (p<0,006), kde pacienti
s pokr@ilym stadiem maji vysSi expresi EGFR1 v portalnieisti, nez pacienti

s nizkym klinickym stadiem

2. expresi EGFR1 v portalni krvi se stupgm diferenciace primarniho tumoru,
kde pacienti s tumory G3 maji statisticky vyzna&mgssi expresi EGFR1 €0,045).

Déale byla prokadzanaysoka exprese EGFR1 v peritonealni lavazpacient
s metastatickym postizenim, na rozdil od padiebez Fitomnosti metastaz
(p<0,015).

BohuZel se nepoti prokazat signifikantni zavislost mezi ostatniestovanymi
markery (hTERT, CEA) a ostatnimi kompartmenty (&ysdva krev, kostniieh).
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Fi hodnoceni vztahu exprese markea pezivani bylo sledovano ¢kolik
zajimavych vysledk A to predevSim @i hodnoceni feziti vzhledem k pozitivit

exprese testovanych marker peritonealni lavazi

Exprese EGFR1 (p=0,01) a CEA (p=0,1) v perit@@lni lavazi znasi kratSi
celkové pezivani pacierfits karcinomem pankreatéle bylo prokazéano statisticky
vyznamm kratSi prezivaniu pacieni s pozitivitou hTERT v systémové a portalni
krvi (p <0,06, p<0,015).

Vysledky naSi pilotni studie tedy potvrzujistlt&nou specificitu a vijppact
nami vybranych nadorovych marker dostaténou senzitivitu real-time RT-PCR
metodiky pro detekci minimalni rezidualni choroby pacientt s karcinomem
pankreatu. Byly vybrany vhodné markery detekce peatickych nadorovych bgh
a ve spolupraci s Laboratcexperimentalni mediciny zdokonalena vilastni migtd
odkéru materidlu a jeho nasledné zpracovani. Pouzelyobcd0% operovanych
testovanych pacieitbylo klinického stadia I-Ill a byl u nich provedeadikalni
chirurgicky vykon. Tento fakt bohuZel zfv& sniZuje pouZiti metodiky pro
prognostické &ely. Vysledek je také ovlivim velmi nizkym pezivanim paciefitpo
radikalnich vykonech pro karcinom pankreatu. Naliload karcinomu kolorektai
prsu, které fedstavuji potenciath kurabilni onemocini, a kde lze sledovat
.disease-free survival® v mnohem delSitasovém Useku a tedy také potencidl
predikce je mnohem vysSi @chto typi karcinomu nez u karcinomu pankreatu.
Presto vSak byli v této skupindentifikovani pacienti s kratSimigzivanim, a to na
zaklad exprese vybranych marker hTERT, CEA a EGFRL1 v krvi a peritonealni

lavazi.

DalSim cilem naSi studie je sledovani dynammikpimalni rezidualni choroby
v ¢ase a sledovani DFI u pacigrgo radikalnich vykonech. Vysledky zatim nejsou
k dispozici. Otazkou k zamysleni takésrava moznost pouziti techniky real-time
RT-PCR k odliSeni,casto rkdy velmi obtizné, diferencidlni diagnostiky mezi
karcinomem pankreatu a chronickou pankreatitidoterd& gFedstavuje jisty

predilelkeni prostor k rozvoji karcinogeneze.

Vlastni a potencialni vyznam stanoveni minimhalezidualni choroby u
karcinomu pankreatu pro klinickou praxi vidiméeg@evSim ve Z@sreéni stagingu

onemockni, mluvime o tzv. ultrastagingu, ktery figiz brzy rozsfi klasickou TNM
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klasifikaci. Dale je mozné zhodnotitgzivani a peziti bez znamek onemasri u
pacienta s karcinomem pankreatu v zavislosti naémhanultrastadiu. Je mozné
vyselektovat rizikovou skupinu ohroZen@&asnou recidivou onemoémi a to na
zéklad MRD-pozitivniho statusu. Minimalni rezidualni cbba u karcinomu
pankreatu rmize také v budoucnu ovlivnit indikaci a uh dalSi adjuvantni
onkologické Iéby. Lze také pedpokladat, Ze pozitivita minimalni rezidualni
choroby u hrariné operabilnich stadii karcinomu pankreatuize vyselektovat
pacienty, u kterych préwna zaklad této znalosti pozitivity, je mozné prohlasit toto
onemockni za systémové. ObzvléStza situace, kdy v daném ultrastadiu
onemocgni by bylo vhodné kontraindikovat extenzivnitadou rizik zatizeny
oper&ni vykon, ktery pedstavuje $tSi riziko letality a morbidity, nez by byl mozny
benefit z tak radikalni tby.
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5. Zavér

V naSi studii byla a¥ena moZnost detekce minimalni rezidualni choroby u
karcinomu pankreatu pomoci sledovani nadorovych¢louma zaklad exprese
stanovenych markeéy tj. karcinoembryonalniho antigenu, telomerazg@eptoru pro
epitelialni Gstovy faktor, pomoci metody real-time RT-PCR, astdostaténou
senzitivitou a specificitou. Byla stanovena metadikliagnostiky nadorovych
pankreatickych butk pomoci vlastniho designu prob pouzitych v labarach
podminkach. Pod#do se také standardizovat metodiku édibsystémové a portalni
krve, peritonealni lavaze a kostnfed®, které byly podrobeny dalSi diagnostice.
V naSem souboru paciéntyly korelovany ziskané vysledky stran pozitivity
negativity minimalni reziduélni choroby s jednoftini patologicko-anatomickymi
Ciniteli a s délkou pezivani. Bitom byla prokdzana statisticky signifikatni zaoist
mezi detekci exprese EGFR1 v portalni krvi a kkgima stadiem, expresi EGFR1
v portalni krvi vzhledem ke stupni diferenciace tuma také vztah exprese EGFR1
v peritonealni lavdzi a kiftomnosti vzdalenych metastazii Porovnéni exprese
stanovenych markeérs délkou pezivani bylo zji&no, Ze vysoce pozitivni exprese
EGFR1 a CEA v peritonealni lavazi a pozitivita eeqg hTERT v systémoveé a
portalni krvi zndi kratSi gezivani nemocnych. Byla tedy &ena moznost vyuziti
detekce minimalni rezidualni choroby jako nezawslgrognostického faktoru u

karcinomu pankreatu.

BohuzZel v8ak dosud neni zcela vypsiklinicky impakt stanoveni minimalni
rezidualni choroby, nelfofada vysledik je rozporuplna. Jednoztray klinicky
benefit minimalni rezidualni choroby u karcinomunki@atu je tedy nutné dale
ovéfit v riznych podminkach, diznym designem detekce nadorovych
pankreatickych butk a to na velké skupdpacient.
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6. Souhrn

Uvod:

Minimalni rezidudlni chorobou (MRD) u nemochygpacient s karcinomem
pankreatu rozumimeifpomnost izolovanych nadorovych hiknv téle pacienta, u
n¢hoz byl odstraén primarni tumor a ktery je v séasnosti bez klinickych znamek
onemocgni. Tyto izolované nadorové bky Ize na z&kla#l sowtasnych znalosti
povaZovat za prekurzory mikrometastaz. PosouzenbD MPpacieni s timto vysoce
malignim onemocinim by mohlo eliminovat provedeni Zatijiciho chirurgického
vykonu u nemocnych se systémovou molekularni disaoli nemoci a Zpsnit

prognézu onemoemni.
Material a metoda:

Do studie bylo k dneSnimu dnifaaeno 70 pacieaitoperovanych s kurativnim
zanmgrem pro karcinom slinivky. Metodou real-time RT-P®RyY na miru exprese
hTERT (telomeraza), EGFR1 (receptor pro epidermalsiovy faktor) a CEA
(karcinoembryonalni antigen) vysemny vzorky systémové a portalni krve, kostni
dierg a peritonedlni lavaze. N&mené hodnoty exprese testovanych marksyly

korelovany s klinicko-patologickymi charakteristikba s parametryipZziti.
Vysledky:

Byla zjiStna statisticky vyznamna souvislost mezi mirou espr&aGFR1
v portalni krvi a klinickym stadiem, kde pacientpakraiilym onemocgnim maji
vySSi expresi EGFR1 v portélnirecisti, nez pacienti s nizkym klinickym stadiem.
Obdobre koreluje exprese EGFR1 v portalni krvi se stupn diferenciace
primarniho tumoru, kde pacienti stumory G3 magtisticky vyznami vyssi
expresi EGFR1. Déle byla prokazana vysoka expr&3ERA v peritonedlni lavazi
pacientt s metastatickym onema&mim, na rozdil od pacieintbez gitomnosti
metastaz. BohuzZel se nepétta prokazat signifikantni zavislosti mezi ostatmim
testovanymi markery (hTERT, CEA) a ostatnimi konp@nty (systémova krev,
kostni den). Pri hodnoceni paraméitrpreziti bylo prokazano &kolik zajimavych
vysledii. Predevsim to bylo hodnocenitgZiti vzhledem k pozitiit exprese
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testovanych markér v peritonealni lavazi. Pozitivita EGFR1 (p=0,01) GEA
(p=0,1) v gedoperani peritonealni lavazi zda kratSi celkové fezivani pacierit
s karcinomem pankreatu. Dale bylo prokazdno krai&Zivani u pacieit
s pozitivitou hTERT v systémové i portalni krvi (866, p<0,015).
Z4vér:

Vysledky nasi pilotni studie potvrzuji dostaieu senzitivitu a specificitu real-
time RT-PCR metodiky pro detekci cirkulujicich néoloych burkk u pacieni
s karcinomem pankreatu. Pouze necelych 40% opeyokiaam testovanych pacidint
bylo klinického stadia I-Ill a byl u nich provedaadikalni vykon s kurativhim
zantrem. Tento fakt bohuZel zé&@€ omezuje pouziti této metodiky pro prognostické
Ucely. Fresto vSak vtéto skupinbylo moZzné identifikovat pacienty s kratSim
piezivanim, a to na zakladkexprese vybranych markerhrTERT, CEA a EGFR1
v krvi a peritonedlni lavazi. Pro definitivni &eni prognostické hodnoty minimalni
rezidualni choroby je vSak geba delSiho sledovaniétgiho souboru pacieint
Zvlasg u pacieni s hrankné operabilnim nalezem by bylo mozné& gnamkach

mikrodiseminace zvazZovat neprovedeni radikalnittadou rizik zatizeného,

chirurgického reseiniho vykonu.
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/. Summary

Introduction:

Pancreatic cancer is one of the most aggresaalignities with the statistically
proven upward trend and a very poor prognosis. Ehdue to local recurrence and
early dissemination, either by hematogenic or lyaggnic wayMinimal residual
disease (MRD) in patients with pancreatic cancedefined as the presence of
isolated tumor cells in the patient’s body, in whitie primary tumor was removed
and is currently without clinical signs of diseaBased on current knowledge, these
isolated tumor cells may be described as precurdfaricrometastases. Assessment
of MRD in patients with this highly malignant diseacould eliminate burdensome
implementation of surgery in patients with systamalissemination of molecular

disease and providenaore precise prognosis.
Material and Methods:

The study to date included 70 patients wdlcimoma of the pancreas operated
on with curative intent. Samples of peripheral graftal blood, bone marrow,
peritoneal lavage and of the tumor itself were yred by real-time PCR which
measured the expression of hTERT (telomerase), BG&eptor for epidermal
growth factor) and CEA (carcinoembryonic antigeiihie expression of these
markers was correlated with clinicopathological releteristics and survival

parameters.
Results and Conclusion:

We found a statistically significant assocatbetween EGFR1 expression levels
in the portal blood and clinical stage, where patienith advanced disease have a
higher expression of EGFR1 in the portal strearan tthe patients with low clinical
stage. Similarly, EGFR1 expression in the portabtl correlates with the degree of
differentiation of the primary tumor, where patenwith G3 tumors had a
statistically significantly higher expression of EBl. We also showed high

expression of EGFRL1 in the peritoneal lavage ofeptg with metastatic disease, in
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contrast to patients without the presence of masast Unfortunately, we failed to
demonstrate a significant dependence between theer otested markers
(hTERT,CEA) and other compartments (systematic djobone marrow). In
assessing the parameters of survival, we found rakeveteresting results. In
particular it was the evaluation of survival wiggard to the positivity of expression
of tested markers in the peritoneal lavage. EGFRA @&EA positivity in pre-
operative peritoneal lavage means shorter ovanalival of patients with pancreatic
cancer. Furthermore, although statistically indigant, we demonstrated a shorter
survival in patients with positive hTERT in systdinand portal blood. The results
of our pilot study confirm the adequate sensitivaiyd specificity of theRT-PCR
method for detecting circulating tumor cells inipats with pancreatic cancer. Only
less than 40% of patients were in the clinical stagll and underwent a radical
surgical operation with curative intent. Unfortuglgt this fact significantly reduces
the use of this methodology for forecasting purpodéevertheless, we are able to
identify patients with a shorter survival basetdthe expression of selected markers —
hTERT, EGFR1 and CEA in the blood and peritoneahde. For the final certified

prognostic value of MRD it is necessary to monédarger group of patients.
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