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zakroku analgezie morfinem obvykle zplsobila nartst hladin CTC. V ptipadé¢ morfinu
se rovnéz zkracovala doba pteziti bez progrese onemocnéni. Piritramid se tedy jevi jako
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Cile prace

1. Vysettit vzorky periferni krve, krve z nddort a kostni dien¢ pomoci metody RT-
gPCR na ptitomnost cirkulujicich nédorovych bunék u pacientii, ktefi
podstoupili radikalni chirurgickou resekci primarniho nadoru kolorekta.

2. Zjistit, zdali méla pooperacni analgezie vliv na piitomnost cirkulujicich
nadorovych bungk.

3. Zhodnotit, jestli m¢la pooperacni analgezie vliv i na celkové pieziti a preziti bez
progrese po odstranéni primarniho tumoru. Provérit souvislosti mezi prezitim

pacientll, pouzitou analgezii a hladinami cirkulujicich nddorovych bunék.



Teoreticka ¢ast

1. Uvod

Kolorektalni karcinom dnes patii k civilizatnim nemocem rozvinutych zemi
prevazné v zapadni Evropé, severni Americe a také jiz v Australii a Japonsku. Jedna z
nejvyssich incidenci tohoto nadorového onemocnéni je viak v Ceské republice, kde jevi
stale vzestupny trend (obr.1) a roéné je zde nové diagnostikovano asi u 8000 osob’.
Celkové patii kolorektalni karcinom mezi nejcastéji se vyskytujici zhoubné nadory a
tvori z nich asi 10 % vSech diagnostikovanych malignit. Vedle karcinomu kolorekta se
mezi 3 nejcastéji vyskytujici nadory tadi karcinom plic a prsu (za piedpokladu, ze
nepocitame kozni nadory). Incidence kolorektalniho karcinomu je vyss$i po 50. roce
Zivota a je Cast€j$i u muzi nez u zen. Jak napovida geografické distribuce, mezi typické
rizikové faktory patii vysSi pfijem tukG a Cerveného masa, nadmérna konzumace
alkoholu, nadvaha a nedostatek fyzické aktivity>>. Samotnému vyvoji karcinomu viak
pfedchézeji genetické zmény bunck a tkani, které mohou byt dany dédi¢né, a nasledné
dysplastické zmény.

C18-C21 - ZH tlustého strfeva a konetniku
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Obr.1: Graf incidence a mortality kolorektalniho karcinomu v Ceské republice od roku
1977 do roku 2008

NejcCastéji se vyskytujici malignity v tlustém stievé a konecniku jsou

adenokarcinomy (90-95 % piipadii)®, které mohou v pozd&jsich fazich metastazovat

skrze lymfatické cévy a Zily do jater nebo plic . Khodnoceni stddia onemocnéni se



pouziva napi. Dukesova klasifikace, kterd hodnoti hloubku invaze a penetrace nadoru
ve stfevé na stadia A az D, kdy stadia A a B jsou méné pokrocila a nadory lze zcela
odstranit chirurgickym zakrokem a stddia C a D jsou pokrocila a pted chirurgickym
zakrokem a nékdy i po ném se uplatituje radioterapie a chemoterapie. V pokroéilejsich
stadiich onemocnéni je vSak obvykle terapeuticky zdmér pouze paliativni. Dalsi
moznosti hodnoceni stddia onemocnéni je tzv. TNM systém (tumor, node, metastasis),
ktery rovné€z hodnoti nador z hlediska prostupu jednotlivymi vrstvami stfevni stény, je

v

vsak daleko podrobn¢;j 3%,

Vzniku samotného adenokarcinomu predchazi hromadéni genetickych a
morfologickych zmén v epitelu stfevni sliznice. Nejprve se objevuji iniciacni lokalni
genetické odchylky v urcitych mistech, které jsou oznacovany jako ,field defect a
V nich se za¢nou objevovat tzv. loziska aberantnich kryptz. Z epitelu téchto aberantnich
krypt mohou vyrlst benigni polypy (malé vyristky sliznice), které se svou strukturou a
cytologickymi vlastnostmi li§i od okolni tkané. Prozatim se jednad o benigni, tedy
nezhoubné nadorové utvary zvané adenomy. Dochazi vSak ke kumulaci cytologickych a
genetickych zmén a dysplazii zasazené tkané, tedy k nadmérné proliferaci. Adenom
patii k nejCastéjSim stadiim prekancerézni 1éze, protoze v této fazi hrozi riziko
maligniho zvratu. Adenomy se rozlisuji podle svych morfologickych vlastnosti a stupné
dysplazie, napt. v tzv. tubuldrnich adenomech je riziko kancerizace nizké, avSak u tzv.
viloznich adenomti je tomu naopak. VétSina takto vzniklych nadorti se nejéastéji
nachazi v oblasti rektosigmoidea, coZ je Cast tlustého stieva mezi esovitou klickou a
kone¢nikem. Jednotlivé nddory se pak vyskytuji samostatné na rlznych mistech
tracniku a 1 pfes spolecny ptivod v polypdznim adenomu je jejich pozdéjsi vzhled a rtst

rozdilny?®.

Typickym prekancer6znim stavem je tedy ptfitomnost polypt ve stieve, které 1ze
odhalit kolonoskopickym vySetfenim. Polypy se v n€kterych ptipadech mohou projevit
nalezem krve ve stolici®. Mezi nejCastej$i genetické zmeény, které se objevuji u
adenomn, které podlehnou karcinogenezi, patii delece K-ras, mutace genu APC a p533.
Tyto genetické zmény nevznikaji vzdy sporadicky, ale v nékterych ptipadech jsou
disledkem genetického onemocnéni, pro které je typické vySsi riziko maligni
transformace. Mezi nejtypictéjsi onemocnéni patii napiiklad familiarni adenomat6zni

polypo6za (FAP), Lynchiiv syndrom nebo juvenilni polypézaﬁ.



2. Stavba a funkce tlustého stireva

Tlusté stievo (intestinum crassum) je posledni ¢asti travici trubice o délce 1,2 —
1,5 m a Sifce 7,5 — 4 cm. Z tenkého stieva (intestinum tenue) se do tlustého stfeva
dostava kaSovitda az tekutd hmota zvana chymus. Postupnym prichodem tlustym
sttevem se zchymu vstiebava voda a elektrolyty a vznik4 stolice, ktera je pak
odstranéna analnim otvorem. Na dekompozici stievniho obsahu se podili kvasné a
hnilobné procesy zprostfedkované mikroorganismy, jez jsou soucasti stalé mikroflory.
Tlusté stievo je CasteCné prasvitny tmaveé-Sedy organ, jehoz sténa se sklada ze Ctyr
vrstev. Prvni vrstvu (z vnitini strany) tvofi sliznice, kterd na rozdil od tenkého stfeva
nenese klky a je pokryta jednovrstevnym cylindrickym epitelem. Sliznici tvofi né€kolik
typtt bunék produkujicich hlen, ktery formuje stolici, a dalsi sekrety jako napf.
enteroglukagon nebo tzv. substanci P, dilezitou pro pohyb stfeva. Soucasti sliznice je
také slizni¢ni vazivo obsahujici lymfatické uzliky. Druhou vrstvu stfevni stény tvofi
tidké podslizni¢ni vazivo. Ve tieti vrstvé se nachédzi svalovina, ktera je misty zesilena
kvili regulaci pasaze stfevem. Ctvrtou vrstvou je tzv. serosa tlustého stieva slouZici
jako vngjsi povlak. Z hlediska vn&jsi stavby se tlusté stievo sklada ze tii zakladnich
Casti. Prvni ¢asti je slepé stievo (intestinum caecum) s cervovitym vyb&zkem (appendix
vermiformis). Hlavni ¢asti tlustého stieva je tra¢nik (colon) s typickymi ohbi a sklada se
Z vzestupné, pricné a sestupné Casti, kterd je zakoncena esovitou kli¢kou. Poslednim

usekem je konecnik (rektum), ktery navenek vyust'uje v andlni otvor (Obr.2)7.
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1 - posledni cast
tenkého stfeva

2 - slepé stievo

s apendixem

3 - vzestupny tra¢nik
4 - pricny tracnik

5 - sestupny tra¢nik
6 - esovita klicka

7 - kone¢nik

8 - taenia
9 — haustra
10 - ohbi

Obr.2: Schematicky popis tlustého stieva , zdroj obrazku: www.latinsky.estranky.cz

Na povrchu tlustého stfeva jsou patrné tzv. taenie, které se nachézeji na kazdém
z tra¢nikl. VSechny tfi taenie sbihaji k apendixu a tvoti podélnou vrstvu svaloviny a na
prechodu esovité klicky a konecniku vytvareji souvisly plast. Tahem taeneii se vytvari

vypouklad mista tzv. haustra, jejichZ lokace a velikost se v ¢ase méni, coz je projevem

svalové ¢innosti. Momentalni vzhled je pak oznaGovan jako hausterace’.
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3. Kolorektalni karcinom

Jak jiz bylo naznaceno v uvodu, jednd se o onemocnéni s postupnym prubéhem,
u kterého mize trvat 10-35 let nez dojde k samotnému malignimu zvratu®. Vyhodou
tedy je, Ze tomuto onemocnéni lze snadno ptredchazet, protoze adenomy vyrustajici ze
sttevniho epitelu je mozné dobie detekovat a odstranit pii kolonoskopiig. Pokud ovSsem
nejsou tyto zhruba 1 cm velké polypy odstranény, muze dojit k transformaci na zhoubny
adenokarcinom, ktery vykazuje typické =znaky pfitomnosti nadorovych bunék
(neomezeny replikacni potencial, ztrata schopnosti reagovat na vnéjsi signaly a podnéty,
genetickd nestabilita, vyvolani angiogeneze atd.) a zafne nekontrolovatelné rist®.
Vznikly tumor poté prorusta dal§imi vrstvami stfevni stény k hladké svaloving, odkud
se dostane do kontaktu s obéhovou soustavou, do které se uvolfiuji z primarniho nadoru
volné buiiky. Tyto cirkulujici nddorové builky se pak mohou usadit v jiné Casti téla a
vytvorit tzv. sekundarni nador neboli metastazi®®. Nékteré dileZité aspekty tohoto

zhoubného onemocnéni jsou popsany v nasledujicich podkapitolach.

3.1. Molekularné-genetické aspekty

Nadorové onemocnéni mize vzniknout sporadicky nebo hereditarné (asi 5-6 %
pfipadl) na zékladé¢ mutaci nebo ztraty urcitych genﬁﬁ. K maligni transformaci
nejcastéji vedou abnormality v tumor-supresorovych genech a protoonkogenech, které
byvaji bodovymi mutacemi, chromozomalnimi translokacemi ¢i amplifikaci DNA
aktivovany na onkogeny. U sporadickych forem onemocnéni dochazi ke zménam obou
téchto tfid gendl a mutovany jsou pouze somatické buniky ve vznikajicim karcinomu.
Hereditdrnim formdm ptfedchézi zarode¢nd mutace, ktera je pak pfitomna ve vSech
bunikach organismu, ale protoonkogeny mutovany nejsou. Tento typ karcinomu obvykle
vznik4 autozomalné¢ dominantnim pfenosem syndromu, jehoz vedlejSim produktem je
vyssi riziko vzniku nadoru v misté fenotypového projevu (FAP, Lynchliv syndrom). U
obou forem je pro vznik nadoru nutna ztrata heterozygozity (LOH)*°. N&které typické

mutace pritomné v adenokarcinomech jsou shrnuty v tab.1%%*°.
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Tabulka genetickych abnormalit u kolorektalniho karcinomu

Pritomnost
Gen Trida Funkce genového produktu | Chromozom | v tumorech
(%)
APC supresor dif_‘erenciace intestinalnich 5q > 60
epitelovych bun¢k
DCC supresor adhez_ni transmembranovy 18q 70
protein
[-catenin onkogen | vazebny partner APC 3p 5-10
p53 supresor stézejni kontrola genového 17p 60
poskozeni
K-ras onkogen | receptorova tyrosin-kinasa 12q 40
TGF B, rec. 2 | supresor | receptor pro ristovy faktor 3p 10

Tab.1: Mutované geny pfitomné v kolorektalnich karcinomech

Jedna nebo malé mnozstvi nahodnych chyb by jesté neiniciovaly karcinogenezi.

Jedna se o postupny sled udalosti na urovni genomu popsané tzv. Vogelsteinovym

.....

klonalni expanzi bun&k, ve kterych dochézi k dalsi kumulaci genetickych zmén'.

Nejcastéjsi iniciacni udalosti u kolorektalniho karcinomu je mutace genu APC, ktera je
typicka pro FAP, ale také pro sporadicky vznikajici adenomy a karcinomy, kde je
pfitomna u vice nez 2/3 pﬁpadﬁg. Nejcastéji pfitomné onkogeny jsou ras-onkogeny.
Nejzavaznéjsi jsou mutace p53, protoze tento gen ma hlavni kontrolni vyznam
Vv bunééném cyklu a i mala zména vede ke ztraté fadné funkce®?. Dal§imi piiklady jsou
inaktivace gend dulezitych pro ,,mismatch repair mechanismy opravy poskozené DNA,
konkrétné¢ se jedna o geny MSH 2 a MLH 1, které jsou mutovany u Lynchova
syndromu Vv jedné alele. Pokud dojde k somatické mutaci i ve druhé alele, dojde
k mikrosatelitni instabilité a neoplastické transformaci’. Mikrosatelitni instabilita (MSI)
je typickym projevem ztraty téchto genli a dochédzi k hromadéni somatickych mutaci na
citlivych usecich DNA. Dal§imi mutovanymi geny s timto projevem jsou napi. TGF f,
podilejici se na inhibici rustu a indukci apoptozy v epitelu stievni sliznice, nebo

MSH68,
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mutace a ztrata APC mutace K-ras

Normalni Hyperproliferujici Stredni
. v .

epitel > epitel adenom

Pozdni

metastaze karcinom g adenom

ztrata p53

Obr.3: Schéma Vogelsteinova modelu genovych defektt v kolorektalni kancerogenezi

3.1.1. Vrozené syndromy s vysokym vyskytem kolorektalnich nadora

FAP: Jedna se o syndrom se zarode¢nou autozomaln¢ dominantni mutaci APC genu.
Fenotypovym projevem je pak tvorba stovek aZ tisicii adenomil v tlustém stieve®'?,
K manifestaci onemocnéni dochazi zhruba v obdobi dospivani a rozvoj adenokarcinomil
je témét 100 % ve veéku 40-50 let. Maligni transformaci lze piedchdzet na zaklade
rodinné anamnézy a naslednou analyzou DNA lze zjistit, jestli je skutecné ptislusny gen
mutovan. V pfipadé¢ pozitivniho néalezu je nutné provadét castd kolonoskopicka
vySetieni kvili odhaleni a odstranéni vzniklych adenomi. BohuZel mnoZzstvi polypt
obvykle byva tak vysoké, Ze jedinym u¢innym profylaktickym feSenim je totalni
kolektomie pomoci ileo-analniho spojeni. V ptipadé FAP se mohou adenomy objevovat
I v jinych organech, avsak riziko maligniho zvratu je zde mensi. U vSech kolorektalnich

karcinomil pfedchédzi FAP asiv 1 % pfipadﬁlz’l?’.

Lynchiv syndrom: Hereditarni nepolypdzni kolorektalni karcinom (HNPCC) je
rovnéz autozomalné¢ dominantnim onemocnénim, kde dojde k pfenosu mutaci
zodpovédnych za ,,mismatch repair genti (MMR geny)'. Duisledkem je pak MSI a asi
80 % pravdépodobnost vzniku kolorektalniho karcinomu V priabéhu Zzivota. Tento
syndrom je pfi¢inou asi 3 % vsech kolorektalnich karcinomi a v jeho disledku mohou
rovnéZz vznikat nadory tenkého stfeva, endometria, zaludku nebo mocového traktu®.
Nejéast&ji poskozené geny jsou MLH 1, MSH 2, MSH 6 nebo PMS 2'*. Rozvoj metod

identifikace téchto mutaci a uréeni MSI je v diagnostice tohoto syndromu velmi

14



dilezity vzhledem k faktu, Ze u pacientd s Lynchovym synromem se muize vyvinout

karcinom i n&kolikrat po sob&?®.

Peutztiv-Jeghersiiv syndrom: Jednd se o onemocnéni s autozomalné
dominantni dédi¢nosti vazanou na chromozom 19, kde je mutovan gen STK 11%. Je asi
10x vzacnéjsi nez FAP a také se projevuje pfitomnosti polypi, v tomto piipadé v celém
gastrointestinalnim traktu'?. Polypy jsou spiSe hemartomy neZ adenomy a projevuji se
krvacenim do stfevni sliznice a bolestmi v dutiné bfisni. VedlejSim projevem
onemocnéni je melaninova pigmentace v okoli dutiny Gstni i na jinych mistech. Kromé
kolorektalnich nadora je zde vyssi riziko malignit prsu, slinivky bfis$ni, délozniho ¢ipku
nebo varlat. Lécba a profylaxe spociva v endoskopické polypektomii, popiipadé
V naro¢néjSich operacich zazivaciho traktu podle miry poskozeni hemartomy. Dalsi

sledovani pacienta se provadi pomoci pravidelnych kolonoskopickych Vy§etfenilz’15.

Mezi dal$i podobna polyp6zni onemocnéni s autozomalné dominantni dédicnosti
patii napf. juvenilni polypdza. Mezi polypdzni onemocnéni patii i vzacné se vyskytujici

: r r b O 4 12
a nehereditarni syndrom Cronkhitetiv-Canadaové™.

3.2. Klinické aspekty a diagnostika kolorektalniho karcinomu

V dnes$ni dob¢ je hlavnim cilem klinické praxe casné odhaleni a odstranéni
polypii pomoci endoskopickych metod jesté pred malignim zvratem. S v€kem incidence
adenomu piibyva, zvlasté pak po 50. roce zivota se adenomy vyskytuji v populaci
priblizné v 25 % ptipadi, do 60. roku zivota to pak byva 30-40 %. Divodem k ¢asnému
vySetieni je v€k, rodinnd anamnéza nebo zdravotni komplikace spojené se zazivacimi
obtizemi. V piipad¢ pozitivniho nédlezu a po odstranéni adenomi je pak nutné
pravidelné sledovani pacienta v rozmezi 1-3 let v zavislosti na okolnostech. V piipadé
pozitivniho nalezu se pak zvySuje pravdépodobnost i pozdé¢jsiho vyskytu polypi. Podle
velikosti, histologické struktury a stupné dysplazie lze hodnotit také riziko maligniho
zvratu. Cim je polyp vétsi, tim je riziko vyssi, napt. adenom o velikosti vice nez 2 cm
ma 40 % pravdépodobnost, Ze jiz obsahuje karcinom. Z histologického hlediska jsou
nejnebezpecnéjsi tzv. vilozni polypy, které byvaji ptisedlé, syté Cervené a nerovné.
V ptipadé€, Ze adenom jiz obsahuje maligni komponentu, je Casto nutnad chirurgicka

resekce dané Casti stieva, coZz také zavisi na mife invaze do okolni tkané. Neékteré
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karcinomy mohou vzniknout tzv. ,de novo“, coz je typické hlavné pro nékteré
hereditirni formy onemocnéni (Lynchiv syndrom)>. Tyto karcinomy vznikaji
Z plochych adenomt, které se vyznacuji pouze lehce vystouplou nebo vkleslou ¢asti
sliznice a rozvoj onemocnéni byva rychlejsi. Jsou tedy namisté ¢astéjs$i endoskopicka
vySetfeni a pozornéjsi sledovani téchto pacientii a jejich rodinnych piislusnikd.
Problémem polypt v tlustém stievé jsou jejich nendpadné a Casto velmi nespecifické
Klinické projevy, nejcastéji vSak byvaji asymptomatické a jsou objeveny nahodné pii
vysetieni, které bylo provedeno za jinym ucelem. Neékteré vétsi polypy se mohou
projevovat pfitomnosti krve ve stolici, zménami defekacnich zvyklosti ¢i
nespecifickymi bolestmi bficha. V pfipad¢ jiz rozvijejiciho se karcinomu se tyto
ptiznaky mohou stupniovat nebo se objevit teprve v tomto stadiu. Jakmile nastane invaze
do okolnich tkani, mohou se objevit bolesti, ptipadné n&které specifické ptiznaky podle
lokace, Casté jsou problémy s moCovymi cestami, do kterych tumor za¢ne zasahovat.
Vzéacné nastavaji systémové obtize jako unava, slabosti, nechutenstvi a vahovy ubytek,
jejichz pfi¢inou je mimo jiné anémie. Podle anatomické lokalizace nadoru se mohou
projevit specifické ptiznaky jako kiece po jidle nebo zméeny v konzistenci a mnoZzstvi

stolice®*

. Jako nejcastéjsi lokalizace nadora se jevi rektosigmoidealni oblast, celkova
anatomicka distribuce onemocnéni je pak shrnuta na obr.4, kde je zobrazen vysledek
studie, ktera byla provedena Vv letech 1990-1994 v Praze na 240 nahodn¢ vybranych

pacientech s kolorektalnim karcinomem?.
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Obr.4: Schéma anatomické distribuce u kolorektalnich karcinomi, zdroj obrazku:
www.latinsky.estranky.cz
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Vznikly karcinom je polyploidni nesymetricky rostouci utvar kulatého tvaru
V pocatecnich fazich. Typicky adenokarcinom lze délit podle makroskopického vzhledu
na exofyticky, ulcerdzni, infiltrativni nebo anularni a tyto jednotlivé typy skytaji
rozdilné prognozy a projevy jako je napf. mira perforacez. Mezi dalsi typy nadort, které
se mohou objevit v tlustém stfeve, patii lymfomy, sarkomy nebo Kkarcinoidy”.
K hodnoceni stadia vyvoje onemocnéni se uziva tzv. Dukesova klasifikace nebo TNM
systém, které hodnoti miru invaze nadoru do okolni tkan¢ a tedy i moznost tvorby
metastaz*>. Cirkulujici nadorové bunky lze pomoci molekularné-genetickych metod
prokazat podle typickych zmén v RNA, DNA a na chromozomech, kdy v pokrocilych

stadiich je nakumulovéano velké mnoZstvi zmén a dokonce i aberace celych ramének™®.

Endoskopické techniky: Kolonoskopie je primarni screeningovou metodou
v naSich zemépisnych Sitkach a zékladni indikaci k tomuto vySetfeni je pozitivni test na
okultni krvaceni — tzv. Haemmocult test (TOKS). Pfedpokladem uspésné provedené
koloskopie je pfiprava pacienta pted samotnym vySetfenim, kdy je nutna pfislusna dieta
a vysazeni nékterych medikamenti a doplikti stravy. Samoziejmosti je Uplné
vyprazdnéni stfevniho obsahu pomoci peroralni lavaze, kterd se provadi piijjmem
velkého mnozstvi izoosmolarnich elektrolytovych roztoka s polyethylenglykolem v den
pred Vyéetfenimz'S. Koloskopie je stile rozvijejici metodou, u které je cilem dosahnout
co mozna nejvysSiho optického rozliSeni, Cemuz také napomaha;ji techniky jako tetovaz
¢1 chromodiagnostika. Tetovaz je provadéna pomoci injektoru a zanechava trvalé
zbarveni na stfevni sliznici, tato technika se uZiva k oznaceni mist pro chirurgicky
zakrok nebo loZisek s malignim potencidlem, kde uz byly polypy odstranény. U
chromodiagnostiky jsou aplikovana barviva jako metylenov4 modi nebo indigokarmin,
které nasledns odlisi normalni sliznici od abnormalni®*’. Dal3im piinosem koloskopie je
1 jeji terapeutické vyuziti, jelikoZ nalezené polypy je moZzné v mnoha piipadech
odstranit uz pfi samotném vySetfeni rovnou pii jejich ndlezu, coz je vyhodné jak
ekonomicky, tak pro pacienta, ktery nemusi podstupovat dal$i nepiijemny zékrok™.
Polypy jsou tedy odstranény pomoci tzv. endoskopické polypektomie s pouzitim
polypektomické kli€ky nabité vysokofrekvenénim proudem. Novéjsi metody skytaji i

moznosti pouziti napt. laseru”. Mezi dalii, ale uz mén& pouzivané metody se uziva

vV

piesnéjsi diagnostiku kolorektalnich karcinomt®>.
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Zobrazovaci techniky: Pouzivaji se ke stagingu vétSinou jiz rozvinutého
nadorového onemocnéni a zakladni metodou byla irigografie. Pfed vySetfenim touto
metodou je nutné uplné vyprazdnéni tracniku a nejCastéji dvojkontrastni barveni
(baryova suspenze a insuflace vzduchem). Takto bylo moZné zkoumat umisténi,
morfologii a miru invaze nador a dalSich 1ézi. Nevyhodou byla nemoznost piesné
odlisit nador benigni od maligniho a dnes je jiz irigografie vytlacena CT kolonografii.
Tato metoda umoznuje trojrozmérné zobrazeni stfevni stény a je schopna zachytit i
abnormality pod jejim povrchem. Pocitatova tomografie (CT) a magnetickd rezonance
(MR) pfispivaji k hodnoceni prostupu nadoru vedlej$imi tkdnémi, lymfatickymi
uzlinami a umoziuji detekci metastaz. CT a MR jsou vhodné pro piedoperacni
vySetfeni a pfesnéjS$i staging onemocnéni*®*®. Endorektalni sonografie je dilezitou

metodou pro staging a piesnou TNM Kklasifikaci malignit rekta®.

Genomické biomarkery: Soucastny trend v diagnostice nadorovych
onemocnéni vede kbliz§i genetické specifikaci, protoze kolorektdlni karcinom je
ztohoto hlediska znacné heterogennim onemocnénim. Identifikaci patficnych
biomarkert I1ze predpoveédét prognézu a odpovéd na 1éCbu. Snahou je individualizace
Vv [é¢ebnych strategiich u jednotlivych piipadd, coz je vyhodné jak z ekonomickych
divodill, tak pro pacienta, kterému bude vybrdna terapie tak, aby z ni mél skute¢né
uzitek. Naptiklad pacienti s nefunkénim ,,mismatch repair” systémem nemaji z terapie
5-fluorouracilem Zadny prosp&ch®. Dnes se jiz rutinng vysetiuje gen K-ras, kdy pacienti
S mutaci v tomto genu neodpovidaji na biologickou 1é€bu pomoci inhibitort EGFR*,
VétSina téchto metod je vSak stdle ve fazi vyzkumu a provadi se pomoci technik
genového a expresniho profilovani za pouziti mikro¢ipovych technologii (microarray) a

noveji pomoci sekvenovani (NGS). Mezi dalsi slibné markery patii delece na 18q, pro

kterou typickd vysoka pravdépodobnost recidivy onemocnéni nebo polymorfismus
UGT1 AL * 28",

Biochemické markery: Obvykle se jednd pouze o orientacni a nespecifické
testy, které maji za ukol odhalit recidivu onemocnéni nebo hruby monitoring po
operacich nebo chemoterapii. B&zn¢, se pouziva sérologicky marker CEA, coz je
karcino-embryonalni antigen (glykoprotein) a CA 19-9. Zvysena koncentrace CEA
muze predikovat tvorbu jaternich metastdz a lze testovat i jeho piitomnost ve stolici'’.
Tento test je vSak nespecificky a nekvantifikovatelny a nema vyznam pro screening

kolorektalnich karcinomtl. Celkové tyto metody nezaznamenavaji pokrok a lze je

18



nahradit kvalitné provedenou koloskopii a histologickymi metodami po odbéru tkané

v priib&hu operace nebo polypektomie®*®.

3.3. Terapie

Jedinou definitivni kurativni metodou terapie téchto malignit je chirurgicka
radikalni resekce nadoru a piilehlé &asti tlustého stfeva®®. Chirurgicky vykon je
uskute€nitelny zhruba u 60 % pacientil s karcinomem tra¢niku a zhruba u 35 % pacientii
snadory rekta v zavislosti na zdravotnim stavu pacienta a moznosti technického
provedeni®. Usp&snost zékroku je pak zavisld na v&ku pacienta a stadiu onemocnéni,
kdy ¢im je stadium pokrocilejsi, tim vyssi je pravdépodobnost recidivy. Pfi vysoké miie
invaze nadoru a tvorb& metastdz je chirurgicky zakrok pouze paliativnim fe$enim®.
Pokud nelze operovat, je na misté chemoterapie, radioterapie, popi. jejich kombinace,
&ehoZ se vyuziva k regresi a devitalizaci nadoru, aby se stal operabilnim®. Samotna
chirurgicka 1écba je G¢inna pouze v ¢asnych stadiich. Chemoterapie a radioterapie se
rovnéz vyuzivaji po chirurgickém zakroku ke sniZeni rizika recidivy eliminaci zbylych

nadorovych bunsk>?2,

Vyhodou radioterapeutickych metod je v dneSni dobé jiz mozZnost presného
zacileni ozafovani, avSak jeji ucinnost je po operaci nizsi, jelikoZ nejvyssi efektivity

L " : . veax w2 D e
dosahuje pii dostatetné oxygenaci, kterd je v tomto piipad€ nizs§i°. Pii paliativnim

o o s Y . - .y 2
zdmeru muze ozarovani zastavit krvaceni a poskytuje tilevu od bolesti 0,

Chemoterapeutické reZzimy nejcastéji zahrnuji fluoropyrimidiny, ze kterych se
nejcastéji pouziva S-fluorouracil (5-FU), ktery se vSak rychle metabolizuje a asi 20 % je
vylu¢ovano mo¢&i??. Pesto je 5-FU povaZovan za nejucinnéjsi cytostatikum v 1écbé
kolorektalniho karcinomu. VétSina jinych latek nedosahuje dobrych vysledkt, protoze
kolorektalni karcinom je pomérné chemorezistentni. Bunky téchto nadort totiz
exprimuji vétsi mnozstvi P-glykoproteinu (gen mdr-1), ktery je zodpovédny za
vylu€ovani cizorodych latek z buiiky. Mezi dal$i fluoropyrimidiny patii napt. prekurzor
5-FU ftorafur (tegafur) nebo floxuridin, ktery je absorbovan jaternimi buiikami vice nez
5-FU a uziva se tedy k 1écbé jaternich metastaz. 5-FU je Casto podavan v kombinaci
s dal§imi 1éCivy, které mohou zvysit G¢inek. Jednou z mozZnosti je perordlni podavani

leukovorinu, ktery mé vSak vysokou toxicitu projevujici se priijmy a proto je nekdy
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nutné terapeutickou strategii zménit. Dal$i moznosti je inhibitor topoizomerazy I
irinotekan, ktery je sice rovnéz zna¢né toxicky, ale nepodléha rezistenci. Stejné tak
oxaliplatina, kterd je také pouzitelna pro terapii téchto nadorii a ma nizsi toxicitu nez
ostatni cytostatika obsahujici platinu. Do chemoterapeutickych rezimi se pifidava i
samotny uracil (pfipravek UFT) a dalsi latky*>?. Chemické struktury diskutovanych
chemoterapeutik jsou uvedeny na obr.5°.

U kazdého pacienta je tfeba zvolit optimalni a individualizovany pfistup a
davkovani, coz Casto vyzaduje uUpravy vzhledem k nezadoucim ucinkiim a piinosu
zvolené terapie. Terapeutické rezimy je také nutné volit podle skutecnosti, zda je zdmér

adjuvantni, kurativni nebo paliativni.

V soucasné¢ dobé se zavadi cilend biologickd 1é€ba pomoci monoklonalnich
protilatek, které jsou ucinné v pokroCilych stadiich onemocnéni a 1é¢b¢ jaternich
metastaz. Uplné vylé&eni v téchto fazich onemocnéni viak doposud stale neni mozné.
Mezi pouzivané protilatky patii bevacizumab piisobici jako inhibitor angiogeneze na
receptory VEGFR a cetuximab, ktery inhibuje receptor EGFR (receptor pro epidermalni
rustovy faktor). Tyto protilatky jsou kombinovany s béznou chemoterapii ¢i radioterapii

a neni mozn¢é je pouzit ve vSech pfipadechlo‘22 (napt. viz. kap. 3.2.).

Mezi dal$i potenciondlni moZnosti terapie patii hypertermie, které je zalozena na
predpokladu, Ze nadorové builky jsou citliv€jsi na zvysenou teplotu nez somatické®™,
Dale pak fotodynamicka terapie, kde nadorova tkan absorbuje syntetické porfyrinové
derivaty. Porfyriny maji vysokou afinitu k nadorovym buiikam a po jejich absorpci je
tkan endoskopicky ozarena Cervenym svétlem. Po ozafeni dojde k fotochemické reakci
s porfyritovym makrocyklem, pii které vznikd reaktivni forma kysliku destruujici
enzymatické systémy uvnitf bungk®. Z pohledu moderni védy je Casto diskutovéana i

genova terapie, ktera viak zatim neni proveditelna z technickych i etickych ditvodii®®,
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Obr.5: Chemické struktury nékterych bézné uzivanych cytostatik
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4. Cirkulujici nadorové buiiky (CTC)

Tvorba metastaz, za kterou jsou CTC zodpovédné, je pfi¢inou asi 90 % umrti
pacientii s nadorovym onemocnénim®. Proces metastazovani je v podstatd velice
nevyhodny, jelikoz koncentrace CTC v periferni krvi byva okolo 1 CTC / 10°-10’
normalnich jednojadernych bunék®®. Navic jen okolo 0,01 % z nich je schopno vytvofit
makrometastazu®. CTC se pohybuji v lymf€ nebo v krvi samostatné nebo ve shlucich a
vzhledem Kk jejich nizké koncentraci nejsou detekovatelné béznymi vySetfovacimi
metodami. Proces tvorby sekundarniho nadoru z CTC je shrnut na obr.6® a pred
rozvojem metastdzy se nejprve vytvoii tzv. mikrometastaze, kterd vznikd adhezni
kumulaci n€kolika izolovanych bun¢k a jejich shlukli na cévni sténé. Pfi dostate¢ném
poctu bunék teprve zacne mikrometastaze proliferovat, prortuistat do tkdn¢ a nakonec
vyvolavat angiogenezi a vznikd makrometastaze. Nejcastéji tak dochdzi skrz periferni
krevni tecisté¢ a kostni dfen, popf. jiné hematopoetické organy. Pro kazdy typ
nadorového onemocnéni jsou typické lokace tvorby sekundarnich nadorl, coz je

zptisobeno afinitou CTC k uréitému prostedi'®.
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Obr.6: Schéma vzniku metastazy, kde nejprve dojde k invazi CTC do cév, poté
Kk extravazaci do vzdalené tkané, kolonizaci a tvorbé klidového stadia, které pozdéji
zacne proliferovat a chovat se jako maligni tumor

V soucasné¢ dobé se rozviji metody detekce CTC zalozené na citlivych
technikach jako RT-gPCR nebo imunocytochemie. Pfitomnost CTC se jevi jako

zavazny prognosticky marker'®®. Asi u 30 % pacientd s kolorektalnim karcinomem,
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ktefi prodélali radikalni kurativni resekci, je prokdzana recidiva onemocnéni®’. Testy na
pfitomnost CTC by mohly pomoci k indikaci adjuvantni terapie po chirurgickém
zakroku nebo k odhaleni vyskytu mikrometastaz. Jelikoz CTC a mikrometastazy jevi
rezistenci vuci béznym cytostatikiim, protoze u nich nedochazi zatim k proliferaci,
mohla by identifikace CTC pomoci ke zvazeni nasazeni biologické 1écby, ktera je
vV tomto pripadé uinng&jsi'®%.

Bohuzel, v soucasné dobé u nas stdle neexistuje zddna metodika pouzivana
Vv rutinni klinické praxi. Stale se hledaji vhodné biomarkery a metodiky detekce, jelikoz
biologie CTC jesté stale neni dostatecné prozkoumanéze. Nékteré bézné metody jsou

diskutovany v nasledujici podkapitole.

4.1. Metody detekce CTC

Jako vychozi biologicky material pro detekci CTC se vyuzivaji vzorky periferni
krve nebo kostni dfené. Vzhledem k malému zastoupeni CTC jsou na misté pouze
velice citlivé metody, jejichz uziti pfedchazi nutna izolace a zkoncentrovani CTC.
Ktomuto ucelu se pouzivaji metody imunomagnetické separace, centrifugace
S hustotnim gradientem a filtra¢ni techniky28. Jednou ze zakladnich technik nasledné
detekce jsou imunochemické metody. Buiky jsou identifikovany na zaklad¢ interakce
jejich proteinovych struktur se specifickymi barevné znacenymi protilatkami, po ¢emz
nasleduje mikroskopicka detekce. Mezi rozsitené biomarkery v imunodetekci patii napft.
cytokeratiny (CK), jedna se o epitelarné specifické markery16’26. V nadorovych buiikach
vSak muze dojit ke ztratdm exprese téchto gentll, coz mize vést k faleSn€é negativnim
vysledkiim. Imunodetekce vSak umoziuje znaceni vice protilaitkami najednou, proto je
mozné jednotlivé markery kombinovat v ramei jednoho experimentu®®. Dal§im slibnym
markerem se jevi pfitomnost adheznich epitelarnich molekul (EpCAM), jejichZ exprese
je obecné v nddorovych buikéach zvySend. Mnozstvi exprimovanych EpCAM je vSak
Casto variabilni, v pifipad¢ epitilialné-mesenchymalni tranzice dokonce nulové®. Dalsi
vyhodou imunodetekce je zachovani morfologické struktury bunék a moZnost jejich
dal§iho podrobného zkoumdani. Za nevyhody lze povazovat subjektivni mikroskopické

C s 2628
vyhodnoceni a Casova naro¢nost

. Dal8i imunologické techniky vyuzivajici jiz
zminéné nebo podobné markery jsou metody kombinované s pratokovou cytometrii

nebo skytaji vyuziti mikrogipovych technologii’®. V sou¢asné dob& byla jiz jedna
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z cytometrickych technik schvalena tfadem FDA a jedna se o tzv. CellSearch™

systém,
ktery se pouziva pro monitoring hladin CTC u pacientll s rakovinou prostaty, prsu a
tlustého stfeva®. Jedna se o polo-automatizovanou metodu vyuzivajici kombinaci
imunomagnetického znaceni a separace, kde nasleduje detekce pomoci automatické
fluorescenni mikroskopie. Tato technika je wvelice specificka, senzitivni, dobie
kvantifikovatelna a mdlo ndrocné na provedeni, ale potfizovaci cena zafizeni je velmi
Vysoké26‘30. Dalsi cytometrickou technikou jsou CTC c¢ipy s daleko lepSimi detekénimi
limity, nez umoziuji ostatni metody, nejsou vSak zatim komer¢né dostupné26’28.
Cytometrickych technik je jesté cela fada, dale stoji za zminku napt. laserova skenovaci

cytometrie nebo FAST, ktera nevyzaduje predchozi zakoncentrovani CTC?.

Zajimava je také napt. metoda EPISPOT, kde dochazi k imunoanalyze bunék
v kultuie™. Buiky jsou identifikovany na zaklad¢é sekrece specifickych proteint, ale
pfestoze se jednd o velice senzitivni metodu, pokud neni dostate¢né mnoZzstvi

2831 Tato metoda

exprimovanych proteinii sekretovdno, buiikky nelze identifikovat
rovnéz nabizi moznost proteomického profilovani bun€k, coz by mohlo byt vyuzitelné

v prediktivni a prognostické diagnostice®.

Druhou alternativou detekce CTC je reverzné transkripéni polymerazova
fetézova reakce, obvykle provadéna v realném case (RT-qPCR). Je zde zkoumana
exprese jednotlivych geni na tUrovni RNA (zvlaste¢ pak mRNA), kterd je pomoci
reverzni transkripce pievedena na CDNA. V nasledné polymerazové fetézové reakci
jsou pak specifické useky exponenciondlné amplifikovany, za predpokladu jejich
ptitomnosti. Vyhodou je tedy velmi nizkd detekéni hranice a vysoka specifita. Dalsi
vyhodou je moznost rychlého provedeni a moznost zpracovani velkého mnoZstvi
vzorkli v pomérn¢ kratkém cCase. Pfi pouziti rezimu real-time je také mozna snadna
kvantifikace. Nevyhodou RT-gPCR je ztrata bunéénych struktur a mozné vyhodnoceni
pouze na zaklad¢ ptitomnosti dané¢ho useku nukleovych kyselin. Jako typické makery
pro detekci CTC byly pouzity opét cytokeratiny, jiz diive diskutovany CEA nebo
telomeraza (hTERT). Navic lze PCR provadét v tzv. multiplexnim rezimu, kdy lze
amplifikovat vice sekvenci najednou za pouZiti dalSich dvojic specifickych primert, coz
je vyhodné jak z ¢asovych a finan¢nich divodu, tak z hlediska reprodukovatelnosti. Je

tedy mozné paraleln¢ sledovat vice markerti v rdmci jednoho experimentu26’27’ %
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Hlavnimi cili v pouziti metod pro detekci a charakterizaci CTC je lepsi
pochopeni biologie tvorby metastaz a studium riznych faktorti, které maji vliv na
pritomnost CTC. V onkologické praxi by bylo mozné na zaklad¢ individualnich dat
zvazit vhodnost adjuvantni terapie, popt. dale zhodnotit, zdali ma pozadovany ucinek.
Ve vyzkumu pak tyto metody mohou pfispet k hodnoceni Uc¢innosti terapeutickych

reziml a monitoringu pacientl V realném case.

4.2. Vliv analgetik a anestetik na CTC

Bylo prokazano, Ze anestetické a analgetické techniky maji vliv na pooperacni
recidivu nadorovych onemocnéni**®. Latky pouzivané k anestezii a analgezii totiZ
riznymi mechanismy puasobi na buiky imunitniho systému, které se podileji na
eradikaci CTC v organismu. Jak jiz bylo dfive zminéno, jen mala ¢ast CTC je schopna
vytvofit metastazi, coz je ¢astecné zpusobeno aktivitou imunitniho systému. Primarni
obranu proti nadorovym bunkam tvoii NK buiky (,,natural killer), T-lymfocyty a
dendritické buﬁky36. Po operacnim vykonu stoupd pravdépodobnost tvorby
sekundarnich nadorti z diivodu zvySené koncentrace a mozné aktivity CTC*, Je to
zpusobeno rozsevem nadorovych bunék pii manipulaci s nddorem, postoperativnim
naruenim bun&¢né imunity a vys§imi hladinami angiogennich faktori v krvi*®. Po
operaci tak nadorové buiiky sndze uniknou imunitnimu systému, coZz je také zplisobeno
jejich zménou ve vybavé povrchovymi antigeny a produkci imunosupresivnich

molekul®*’

. Imunosupresivni charakter nadorovych bunc¢k byl pozorovan napt. u

/ o vr ’ . r o I 7 . w1, 37
nadorii zazivaciho traktu a plic, které zpiisobovaly snizené hladiny NK bundk®’.
Spravné zvolenymi metodami anestezie pii opera¢nim vykonu a pooperacni analgezie

by tedy mohly v budoucnu vést k profylaxi recidivy nadorovych onemocnéni.

Z hlediska celkového mechanismu U¢inku na imunitni systém a CTC je zde
hlavni role tvorby zéanétlivé reakce organismu. Chirurgicky zakrok tuto reakci
podporuje a ta pak miize vyvolat riist nddorit zménou charakteru prostiedi a unik bun¢k
do krevniho fegist&®**®. Na procesu rozsevu se mohou podilet i trombocyty svymi
adheznimi vlastnostmi nebo produkei mediatori imunitnich reakci. Mediatory podilejici
se na tvorbé zanétu jsou napf. cytokiny jako TNF-a nebo IL1-B, ale také hormony a
neuromediatory, coZ jsou v tomto pfipad¢ kortizol, adrenalin a noradrenalin. Dale zanét

podporuje tvorbu angiogennich faktora, proliferaci a pieziti bun€k, coz jsou v podstaté
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podminky nutné k vytvofeni metastaze. Anestetika mohou ovliviiovat mnohé z téchto
procesti a nesteroidni protizanétlivé latky mohou puasobit na vSechny tyto faktory a
ovlivnit tak dal$i pribéh nemoci u onkologickych pacientii. Hlavnim cilem téchto latek
jsou vsak COX (cyklooxygendzy). COX-2 byva nadexprimovana v buikach
adenokarcinomti, coz vede ke zvySené sekreci prostaglandinu PGE2 stimulujici
proliferaci, inhibici apoptdzy, angiogenezi a produkci mutagenti. Nesteroidni
antiflogistika tak inhibuji syntézu PGE2. Zmény v hladinach n¢kterych mediatorti pak
upravuji mnozstvi NK bun¢k a modifikuji funkci pomocnych T-lymfocytﬁgs. Jednotlivé

souvislosti jsou pak shrnuty na obr.7%,

Napriklad ketamin, thiopental a jina star$i nestabilni anestetika mohou zvySovat
metastazovani kvili nepfimému ovliviiovani aktivity NK bungk®. Inhalaéni anestetika
obecné inhibuji proliferaci nadorovych bunék a mohou vyvolavat apoptdzu, nicméné
také negativné ovliviiuji cytotoxicitu NK bunék®’. Sevofluran, uzivany jako inhala¢ni
anestetikum, v in vitro studiich vyvolaval apoptozu v lidskych T-lymfocytech. Jako
vhodné celkové anestetikum se jevi propofol, pfestoze jeho imunomodulaéni efekt
zatim neni dostate¢n¢ prozkouman, bylo prokazano, ze je schopen zabranit invazi
CTC®. Propofol byl také v n&kolika studiich testovan v kombinaci s jinymi analgetiky a
anestetiky, napf. v kombinaci s remifentanylem vykazoval pozitivni vliv na aktivaci a
diferenciaci T-lymfocyta®’. Né&ktera lokalni anestetika jako napf. lidokain maji
antiproliferacni ucinek na nadorové bunky, rovnéz u nich byl pozorovan vliv na
metylaci DNA a reaktivaci tumor supresorovych genﬁ36. Zajimava je také schopnost
lidokainu a tetrakainu inhibovat kinesiny, které jsou v bunikdch soucasti funkcni
cytoskeletalni vybavy, jejich naruSeni by v CTC vedlo ke ztrat¢ adheznich a
agregaCnich vlastnosti, coz snizuje pravdépodobnost vytvoieni metastaze®’. N&které
latky plsobici na alfa-adrenergni receptory také projevuji zajimavé imunomodulacni
vlastnosti, napf. clonidin (a2) vin vitro i in vivo studiich plsobil na aktivitu NK
bun&k®. Pisobeni na buniky imunitniho systému je také diskutovano u opioidnich latek,
které jsou hojné pouzivané v onkologické praxi pii pooperacnich a chronickych
bolestech. U opioidt zatim nebyla provedena zadna specificka studie zaméfena na jejich
vliv. na CTC a imunitni systém clovéka a proto se touto tématikou zabyva
experimentalni a diskusni &ast této prace®* 2. Z dlouhodobych epidemiologickych studii
vyplyva, ze latky pusobici jako inhibitory COX, napf. nesteroidni antirevmatika jako

ibuprofen ¢i celecoxib, pfi Castém uzivani snizuji riziko onemocnéni kolorektalnim
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karcinomem o 20 %%. Epiduralni analgezie (idajn& sniZuje o 60 % riziko recidivy po

L " . 37
chirurgickém odstranéni adenokarcinomu prostaty™'.

Mezi dalsi imunomodula¢ni faktory, které je tfeba zohlednit v obdobi
chirurgického zékroku, patii napt. krevni transfuze®. Pisun cizorodych leukocyti totiz
pozménuje stavajici aktivitu lymfocytl, coz vede k Castéj$i recidivé onemocnéni.
Rovn&Z byl pozorovan vliv hypotermie, ktera snizuje aktivitu leukocyta®®. Spatny
psychicky stav pacienta a stres ma nepiiznivy vliv, jelikoz aktivita nékterych
neuromediatorti spousti signalni drahy vedouci k vyssi invazi a malignité. I samotna
kontrola bolesti vlivem analgetik zvySuje schopnost organismu zabranit tvorbé
metastdz. U zvifecich modelti bylo prokazano, ze bolest vyvolava deficit NK buné¢k a

podporuje schopnost primarnich nadord produkovat metastaze®’.

TNF-0, IL, neuromediatory, \
hormony, COX 2 I .

e

Angiogeneze

Chirurgicky zakrok

Bunécna
imunita

Q

Imunosuprese

Pieziti AP(S;Z‘“
Diferenciace Mi eze 5
Proliferace Igrace
Proliferace 0

Obr.7: Souvislosti mezi imunitnim systémem a recidivou nadorového onemocnéni, kde
bunééna imunita (NK bunky, dendritické bunky, T-lymfocyty) a imunosuprese
(neutrofilové, krevni desticky, makrofagové) mohou zabranit faktoriim uvedenym pod
nimi za pomoci vhodného stimulu (napt. analgetika ¢i anestetika)
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5. Polymerazova retézova reakce (PCR)

Tato metoda byla vyvinuta v roce 1983 Kary Mullisem, ktery za tento objev
obdrzel vroce 1993 Nobelovu cenu za chemii. Jedna se o amplifikaci kratkého
specifického useku DNA pomoci termostabilni DNA dependentni DNA-polymerazy.
Enzym rozpozna pozadovany tusek pomoci specifického paru primeru (reverse a
forward), které nasednou na zdkladé¢ komplementarity bazi na zacatek a konec dané
sekvence. Primery jsou kratké oligonukleotidové sekvence o obvyklé délce 17-28 bp,
které by mély vykazovat co mozna nejmensi vzdjemnou a vnitini komplementaritu,
vzajemné¢ podobnou teplotu tani nad 50° C a spliovat urcité¢ typické podminky pro
zastoupeni a umisténi jednotlivych bazi®. Nejcastéji se pouzivd polymeraza plivodné
izolovana z termofilni bakterie Thermus aquaticus, ktera je ozna¢ovana jako Tag. Dalsi
slozkou reakéni smési jsou hofecnaté ionty (Mg?"), které jsou dodavany ve formé
chloridu ¢i siranu hotfec¢natého a slouzi jako kofaktor pro Taq. Dale je nutné pfitomnost

vSech deoxyribonukleosidtrifosfati (dNTP) jako substrat pro Taq‘w’41

. Jelikoz pro
spravnou funkci a aktivitu vétSiny enzymil je nutnd urcita hodnota pH a iontova sila,
pridava se do roztoku puftr, popt. dalsi soli ¢i jiné slozky, které mohou upravovat
aktivitu Tag. Samotna reakce pak probiha ve tfech krocich a provadi se
v termocyklerech. V prvnim kroku se smés zahiiva na teplotu 94-96°C, ¢imz dojde
k denaturaci z dvouvlaknové DNA na jednovlaknovou, rozruSenim vodikovych mustkd.
Druhym krokem je snizeni teploty nejcastéji na 50-60°C, kdy na denaturovanou DNA
dosednou primery, tento krok je oznacovan jako annealing a je v celém procesu
nejkriti¢téjsi. U posledniho kroku dochazi k tzv. elongaci, kdy pfi teploté 65-75°C Taq
syntetizuje chybéjici vlakno molekul DNA. Tyto kroky jsou pak neustile opakovany
v daném poradi asi ve 20-40 cyklech, kdy se videalnim pfipadé v kazdém kroku
zdvojnasobi pocet molekul DNA, respektive pouze pozadovaného useku. Zdarny
pribéh a rychlost PCR 1ze ovlivnit hlavné kvalitou a koncentraci jednotlivych slozek a
spravné zvolenou annealingovou teplotou*®. Obvykle asi po 30 cyklech reakce ustava,
jelikoz jsou spotifebovany dNTP, coZ je oznacovano jako faze plateau. Tato metoda je
rychld, specifickd a citliva a klade nizké naroky na mnozstvi a €istotu vychozi DNAS,
Po konvencni PCR se nasledné provadi detekce nejCastéji na gelu pomoci
elektroforetickych metod. Dnes jiZz existuji mnohé modifikace, které umoziuji i
snadnou kvantifikaci (qPCR) nebo soucasnou analyzu syntetizovaného produktu

V realném Case (real-time PCR)™*.
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5.1. Rezim RT-qPCR Vv realném c¢ase

Spojeni procest reverzni transkripce a nasledné real-time PCR je dnes jiz
b&Znou soudasti biomedicinského vyzkumu a molekularni diagnostiky®’. UmoZituje
studovat a kvantifikovat genovou expresi na urovni RNA s velmi malym mnozstvim
vychoziho materialu*’. Jednd se o pomérn¢ Casové nenaroCny postup s malym
mnoZstvim krokd a vysokou senzitivitou a specifitou*®. Sou¢asny trend této metody
sp&je k vyuziti ve studiu transkriptomi a stagingu nadorovych a jinych onemocnéni a
piipadnou detekci patogenti v biologickém materialu®. Dale budou popsany jednotlivé

kroky a principy této techniky.

Reverzni transkripce: Pomoci RNA-dependentni DNA-polymerazy je vychozi
RNA pievedena na cDNA, za timto uUcelem se vyuZzivaji reverzni transkriptizy
izolované zretroviri. Pifikladem mize byt reverzni transkriptaza zviru ptaci
myeloblastozy, ale vyuzivaji se i jiné. Dale je v reak¢éni smési nutna ptitomnost primert,
kde se vyuzivaji bud’ specifické mRNA primery, nahodné hexamery poskytujici vyssi
vytézky nebo oligo-dT primery. Jelikoz molekuly RNA byvaji zna¢né nestabilni a
vSudyptitomné RNazy by mohly jejich strukturu narusit, pfidavaji se do smési
inhibitory téchto enzymi, napt. RNAsin. Samoziejmosti jsou opét vSechny dNTP a
vhodny pufr. Samotna reakce se pak provadi pfi zvySenych teplotdch podle pouzité
reverzni transkriptdzy po dobu asi jedné hodiny. V ramci celého experimentu lze RT
provést v jednom kroku, kdy je v jednom termocykleru nasledné rovnou uskutecnéna i
PCR, coZ je vyhodné z Casového hlediska. Pfi dvou-krokovém provedeni je mozZné

syntetizovanou cDNA uschovat pro vice i zcela odlisnych experimentﬁ4o’4l.

Real-time PCR: V principu probiha samotna reakce za stejnych podminek jako
konvenéni PCR, rozdil je v detekci reakénich produktd. Do reakéni smési se navic
ptidava fluorescencni sonda nebo barvivo, které emituji zafeni po interakci se
vznikajici DNA. Termocyklery pro real-time PCR obsahuji detektor fluorescen¢niho
signalu umoziujici snimani v nékolika barevnych kandlech, které se vybiraji podle
emitovaného zafeni pouzité sondy. Jako zdroj zafeni pro excitaci fluoroforti dané sondy
se uzivd LED dioda, jejiz zafeni je zacileno na vzorky skrz systém cocek. Timto
zpusobem dochdzi k métfeni fluorescence po kazdém PCR cyklu a v idealnim ptipad¢ je
intenzita emitované¢ho zafeni pfimo imérna mnozstvi DNA. Data jsou ihned prevedena

vre v ;o ~ v r . ’ 1. v 43 vy, ,
do pocitace a tak dochazi k soucasné k syntéze i analyze v redlném case™. Naméfena
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data 1ze rovnou softwarové vyhodnotit a kvantifikovat. Sled celého procesu u této

metody je pak shrnut na obr.8%.

Izolace celkové RNA Spektrofotometrické Reverzni transkripce

(nejcastéji komerénimi stanoveni kvality

A\ 4
\ 4

A 4

Real-time PCR

A

Analyza dat a kvantifikace

Obr.8: Schéma postupného sledu udalosti u RT-gPCR

Fluorescencni detekce proptjcuje této metod€ vysokou citlivost a principielné
existuje nékolik typl pouzivanych barviv. Nejlevnéjsi a nejméné specifickym feSenim
je pouziti latky SYBR Green, ktera se vaZe do malého Zlabku dvousroubovice DNA*.
Toto interkala¢ni barvivo se vaze na DNA v pribéhu annealingu a elongace, pfi
denaturaci je vzdy odStépeno. Po navdzani emituje silné zafeni umérné poctu
navazanych molekul, mira fluorescence je tedy zavisla i na délce amplikonu. Jelikoz se
SYBR Green vaze obecné na veskerou dvouvlaknovou DNA, mohou byt vysledné data
zkreslena signdlem nespecifickych produktd nebo primerli, které vytvofily dimery.
Tento interkalator je vSak mozné pouzit pro jakoukoli gPCR reakci, ale neni vhodny pro

multiplexni reiimy43’44.

Sofistikovanéjsi princip skytaji sekvenéné specifické fluorescencni proby
S riznymi mechanismy aktivace fluorescence. Mezi nejznaméjsi patii tzv. TagMan
proby, které se skladaji ze tfech ¢asti. Uprostied je specifickd sekvence DNA o velikosti
primeru, kterd je komplementarni s ¢asti sekvence pozadovaného amplikonu43. Na 5§’
konci tohoto fetézce je kovalentné navazan fluorofor a na 3" konci jeho zhaSec. V tomto
usporadani pohlcuje zhase¢ zateni emitované fluoroforem. Proba je pii annealingu
navazdna svou specifickou sekvenci a diky 5°-3" exonukledzové aktivité Taq je pii
elongaci celd navazana sekvence proby hydrolyzovana na jednotlivé dNTP a fluorofor

je tedy oddélen od blizkosti zhasece®™**

. Fluorofor je tedy volné obsazen v reakcni
smési a emituje zafeni, které je pfimo tmérné poctu molekul pozadovaného amplikonu,
kdy na jednu molekulu DNA pfipadé jedna molekula fluoroforu. Jako fluorofor se ¢asto
pouziva napt. fluorescein (FAM) a zhaSe¢ rhodamin (TAMRA), existuje vSak spousta

dalsich latek a dtlezita je 1 volba jejich kombinace. Tyto proéby jsou vhodné i pro
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multiplexni rezimy, ale je tfeba vybrat vhodné pary fluorofor-zhaSe¢ sco mozna
nejmensimi prekryvy spekter. Sirsi vybér barviv pak umoziuji v posledni dobé oblibené
BHQ sondy obsahujici zhase¢ zabranujici pfirozené autofluorescenci, ¢imz zvysuji
citlivost a prekryv spekter mezi nimi fluoroforem®. Kromé TagMan prob, jejichz
hydrolyticky princip je shrnut na obr.9, existuji i sondy zalozené na hybridiza¢ni

principu (LUX, molekularni majaky)**.

Dosednuti primeru a znaceného
oligonukleotidu

(&) (Z

( g
—N
s e §9
Syntéza nového fetézce
J N
(8)

Taq

Stépeni znageného oligonukleotidu SYBR Green

Obr.9: Schéma principu TagMan proby (vlevo, zdroj obrazku: www.wikiskripta.eu,
autor: MUDr. Martin Vejrazka, PhD. ), kde ,,S“ oznacuje fluorofor a ,,Z“ zhase¢, a
chemicka struktura interkalaroru SYBR Green (vpravo)

S
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Experimentalni ¢ast

1. Pacienti a metody

Studie byla provedena na vzorku 121 pacientii s kolorektalnim karcinomem ve
stadiu I-111, ktefi prodélali radikalni chirurgickou resekci v letech 2003-2007. Pacientim
byl proveden odbér periferni zilni krve a kostni dfené po uvedeni do anestezie pred
zaCatkem operace a nasledné pak mésic po zédkroku. Rovnéz byly v pribéhu operace
ziskany vzorky krve pfimo znadoru. Vzorky byly testovany na piitomnost CTC
metodou real-time RT-qPCR za pouziti markerd CEA a CK20. Poopera¢ni bolest byla
tlumena do doby dalsiho odbéru vzorkd u 82 pacientl piritramidem a u zbylych 39
morfinem. Také byla zaznamenavana data o pacientech jako napt. pohlavi, vék, BMI,
anesteticka data nebo intenzita bolesti v pribéhu 5 dni po operaci (tab.2). Pacientim
byla pted operaci podana inhala¢ni anestetika v podobé oxidu dusného v kombinaci se
sevofluranem nebo isofluranem. Thiopental byl nejcastéji pouzit pro uvod do anestezie
a sufentanil jako analgetikum v prubéhu operace. Po operaci byla podavana analgezie
nejcastéji parenteralné, v podob&é morfinu nebo piritramidu na pacientovo pozadani.
Cilem bylo zjistit, jestli ma n¢které z téchto dvou opioidnich analgetik vliv na hladiny
CTC v porovnani s analyzou preziti do relapsu onemocnéni (RFS) a celkového preziti
(OS).

morfin piritramid

Obr.10: Chemické struktury pouzitych silnych opioidnich analgetik

V nésledujicich podkapitolach jsou uvedeny laboratorni postupy vedouci
k uréeni CTC pozitivity ¢i negativity u jednotlivych pacientskych vzorkd na zakladé

markera CEA a CK 20.
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Tab.2.: Klinicka charakteristika pacienti ve studii, vysvétlivky: ASA (systém hodnotici celkovy zdravotni stav pacienta od 1 do 6), HN
(hvpertenzni nemoc). NA (bez vvsledku). VAS (svstém hodnotici miru bolesti na skale od 1 do 10).* (p<0.05). ** (p<0.01)

Klinické stadium Analgezie
1 2 3 Piritramid Morfin Celkem
(n) 33 49 39 82 39 121
Pohlavi (Zeny/muZzi) 16/17 20/29 17/22 36/46 17/22 53/68
s
Medlgavginkéuz; 0% 1 (roky) (259-75% kvantily) 64 (59:73) 69 (63:75) 71 (56,5;74) 70 (63:75) 64 (55;72) 68 (60:75)
median follow-up (roky) 6,43 5,79 5,7 5,52 5,31 5,98
oS median OS (roky) NA NA NA NA NA NA
RES median follow-up (roky) 6,55 5,79 3,13 541 4,62 5,14
medidn RFS (roky) NA NA 3,65 NA NA NA
Diabetes ano/celkem (%0) 3/33(9,1) 7/49 (14,3) 3/39 (7,7) 7/82 (8,5) 6/39 (15,4) 13/121 (10,74)
HN anol/celkem (%) 17/33 (51,5) 32/49 (65,3) 19/39 (48,7) 49/82 (59,8) 19/39 (48,7) | 68/121 (56,20)
1 33 NA NA 20 13 33
2 NA 49 NA 39 10 49
Stadium (m) 3 NA NA 39 23 16 39
4 NA NA NA 0 0 0
1 6 3 3 6 6 12
2 18 26 27 47 24 71
ASA M) 3 9 20 8 29 8 37
4 0 0 1 0 1 1
VAS (5 dni primérné) | median (25%-75% kvantily) | 24(15-27) | 23(18-26) | 25(2-32) 2,4 (2-28) 245(1,8-3) | 24(19-29)
>
Pobs fﬁfﬁ'b’&?emce medidn (25%-75% kvantily) | 15, 160 _250) | 180 (170 -220) | 180 (160 - 200) | 183 (176 - 220) | 180 (145 - 215) | 180 (160 - 220)
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1.1. Izolace celkové RNA

Vzorky krvi a kostnich dieni byly uchovany a dodany v lyzovaném stavu

zbaveném erytrocytl. Izolace a purifikace RNA byla provedena fenol-chloroformovou

metodou pomoci TRI reagentu (smés fenolu a thiokyanatu guanidinu) s naslednou

precipitaci isopropanolem a 75 % etanolem. Cistota a koncentrace vyizolované RNA

byla spektrofotometricky stanovena na pfistroji Nanodrop ND 1000. Dale je shrnut cely

postup:

1) Nejprve byl termoblok vyhtat na 60 °C a centrifuga vychlazena na 4 °C.

2) Na ledu byly rozmrazeny vzorky TRI lyzatd po dobu 15 min a poté byly silné
zvortexovany.

3) Vzorky TRI lyzati v 1,7 ml zkumavkach byly ponechany po dobu 5 min pfi
pokojové teploté, aby mohla probéhnout kompletni disociace nukleoproteinti. Dale
bylo ke vzorkiim ptidano 200 pl chloroformu a poté byly siln¢ zvortexovany (cca
30 sec) a ponechény po dobu 10 min pfi pokojové teploté.

4) Vzorky byly centrifugovany 15 min pti 12 000g a 4 °C (separace fazi), v mezi¢ase
byly pfipraveny a popsany 1,7 ml zkumavky.

5) Vrchni vodna faze obsahujici RNA byla pfenesena do cistych zkumavek
(pipetovani probihalo po ¢astech, aby nebyly nerozvifeny jednotlivé faze), obvykle
bylo odebrano celkem 400 - 500 pl vodné faze.

6) Ke vzorkim bylo ptidano stejné mnozstvi isopropanolu, jako bylo vodné faze, tedy
400 - 500 pl a kratkym opakovanym protfepanim (2x - 4x) byly promichany obé
vrstvy tak, aby nezlistal mlécny prstenec.

7) Vzorky byly ponechany 5 min pfi pokojové teploté, aby probéhla precipitace RNA.

8) Nasledovala 10 min centrifugace pti 12 000 g a 4 °C (na dné€ zkumavky se utvofila
bila popt. prihlednd RNA peletka).

9) Supernatant byl opatrn¢ odstranén a RNA peleta omyta 1,5 ml 75% ethanolu,

naslednym prevracenim zkumavky byla peletka odlepena.

10) Zkumavky byly centrifugovany po dobu 5 min pii 12 000 g a 4 °C.

11) Supernatant byl odstranén a peleta susena na vzduchu ve flow-boxu po dobu cca

3-10 min tak, aby neuschla uplné a zpruhlednéla.

12) KRNA peleté bylo pridano cca 20 ul DEPC vody (15-50 pul podle velikosti

peletky) a roztok byl ne¢kolikrat propipetovan.
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13) Rozpusténi RNA bylo urychleno zahtatim vzorkd na 60 °C po dobu 10 min, poté

byly vzorky ochlazeny na ledové tiisti.

14) Pro UV/VIS stanoveni Cistoty a koncentrace izolované RNA byl odebran alikvot

(cca 1,4 ul do 0,2 ml zkumavky) a na cocku piistroje NanoDrop ND 1000 byly
postupné napipetovany po 1 pl a méfeny voda, blank (pouzity pufr) a poté
jednotlivé vzorky. Po méfeni byly vzdy kapky odséaty a ¢ocka i raménko pfiistroje

ocistény bunicinou.

Za dostate¢né Cisty vzorek byl povazovan takovy, ktery vykazoval Ajgo/Azgy >

1,8 — 2,1 a z hodnot koncentraci bylo spocitino mnozstvi RNA, které¢ bylo potfeba pro

reverzni transkripci. Pfipravené vzorky byly uchovavany pfi teploté okolo -75 °C.

1.2. Reverzni transkripce

Pted zacitkem prace byly vychozi reagencie a vzorky RNA z ptedchozich

postupll rozmrazeny, zvortexovany a stoceny. Jen reverzni transkriptdza byla ptidavana

rovnou z mrazédku a pted praci lehce zvortexovdna a stoCena. V nasledujicich osmi

krocich je shrnut cely postup:

1)

2)

3)

4)

5)

Reverzni transkripce byla provadéna ze 3 pg vyizolované celkové RNA v reakénim
objemu 30 pl.

0,2 ml zkumavky byly umistény do vychlazené desticky, popsany a po spocitani
objemii do nich byly pipetovany reagencie v poradi ,,voda-RNA-hexamery*
(mnozstvi RNA odpovidajici 3 ng RNA, 0,3 pg hexameri a voda do objemu
19,5 ul). Smési byly kratce zvortexovany a stoceny.

Zkumavky byly inkubovéany V termocykleru s vyhfivanym vi¢kem pii 70 °C po
dobu 5 min. Poté byly rychle zchlazeny na ledu po dobu cca 1 min.

V mezicase byl pfipraven MasterMix. MnoZstvi na jeden vzorek pro transkripci:
3 nug RNA ve 30 ul, 6 pul 5x RT pufru, 3 ul 10 mM dNTP a 30 U RNAsinu. Cela
smés byla jen lehce zvortexovana a stocena.

Ke zchlazenému vzorku RNA shexamery a vodou bylo pfidano 9,75 ul
MasterMixu, smés byla promichana a ponechana pii pokojové teploté po dobu

5 min ve flowboxu (5 min zaciné pfidanim MasterMixu k prvnimu vzorku).
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6) Ke vzorku RNA s MasterMixem bylo pfidano 150 U reverzni transkriptazy, smés
byla kratce vortexovana, Stocena a ponechana po dobu 10 min pii pokojové teploté
ve flowboxu.

7) Zkumavky byly rovnomérné naskladany do termocykléru a inkubovany
s vyhiivanym vickem pfi 42 °C po dobu 60 min, poté pti 70 °C po dobu 10 min.

8) Vzorky byly zchlazeny na ledu, popsany, kratce sto¢eny a uloZzeny do mraziciho

boxu pfii -20 °C.

1.3. Provedeni real-time PCR

Reakce byly provadény ve 25 pl objemu a na zacatku byla Taqg aktivovana
zahtatim na 96 °C po dobu 15 minut. V obou ptipadech byly pouzity dva rizné primery
i specificka TagMan proba. Reakce probihaly v 50-ti cyklech s nasledujicimi teplotnimi

profily:
CEA: denaturace.: 95°C — 15 s, anealing.: 65°C —15s
CK20: denaturace.: 95°C — 15 s, anealing.: 60°C — 15 s

Tab.3: Slozeni reak¢énich smési

Tag | MgCl, | PCR | dNTP | cDNA | Préba | FW- | Rev-

pufr prim. prim.
CK20 1U 3mM 10x 200ul | 100ng | 200nM | 400nM | 400nM
CEA 1U 3mM 10x 200ul | 100ng | 200nM | 300nM | 600nM

Pred piipravou reak¢nich smési byly reagencie rozmraZeny, zvortexovany a
stoCeny. Nejprve byl pfipraven MasterMix, do kterého byly napipetovany jednotlivé
slozky uvedené v tab.3 kromé cDNA. Taq byla pipetovana nakonec piimo z mrazaku a
nebyla rozmraZena pfedem. Do MasterMixu byla doplnéna DEPC voda tak, aby
jednotlivé reakce vychazely na objem 24 pl. MasterMix byl po zvortexovani a stoceni
rozpipetovan po 24 pl do 0,1 ml zkumavek umisténych do chladici desticky. Nasledné
byl do zkumavek ptidan 1 ul cDNA, coz byly vzorky, pozitivni kontrola z nddoroveé
tkan¢, specifické standardy a jako negativni kontrola 1 ul DEPC vody. Poté byly

zkumavky umistény do real-time termocykleru a byl spustén ptislusny program.
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Tab.4: Charakteristika pouzitych primert a proby

Oligonukleotid Sekvence Zhaseé-fluorofor | Produkt
CEA Fw 5' - taagtgttgaccacagcgaccc - 3'
CEA Rev 5' - gttcccatcaatcagccaagaa - 3' 179 bp
CEA proba 5' - atgtcctctatggcccagacgaccc - 3' BHQ1 - HEX
CK20 Fw 5' - cgacttgaacaggaaattgcta - 3'
CK20 Rev 5' - tgccatccactacttettge - 3' 148 bp
CK20 proba 5' - accgcecegcecttctggaagoa - 3' BHQ1 - HEX

Za pouziti softwaru Rotor-Gene 6 byla vyhodnocena mira exprese danych geni
na zdkladé¢ standardni kiivky s hodnotou efektivity nad 0,85 a korelaénim koeficientem
nad 0,9. Vysledek byl hodnocen v poctech kopii na pug RNA (kop/ug) jako pozitivni ¢i
negativni na zaklad¢ standardnich cut-off hodnot a hodnot $edé zony. Cut-off hodnoty
byly ziskany vySetfenim zdravych darci krve. Vzorek byl hodnocen jako pozitivni,

pokud jeho hodnoty ptesahovaly cut-off a Sedou zonu.

Tab.5: Kritéria pro hodnoceni vzorku

Marker | Hodnota Krev (kop/pg) Kostni dfen (kop/pg)
CEA Cut-off 200 350

Seda zéna 190 - 210 306 - 394
CK20 Cut-off 5 000 2 000

Sedd zona | 4306 - 5 694 -

Pokud se vysledek nachazi v Sedé zon€, je experiment opakovan, protoze
neposkytuje relevantni informace. Genova exprese je oznacCena jako nizka a tedy
nesvedci o pritomnosti CTC, kdyz se hodnoty pohybuji pod spodni hranici sedé zony.
V ptipadé, ze se vysledek nachazi nad horni hranici Sedé zony, jsou ve vzorku pfitomny
CTC a dosahuje-li vysledna hodnota jednoho nasobku cut-off hodnoty, jedna se o
zvySenou expresi daného markeru. Pokud je vysledek vyssi nez jeden nasobek cut-off

hodnoty, je mira exprese ve vzorku oznacena jako vysoka.
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1.4. Pouzité statistické metody

Vyslednd data byla porovnana stypem pouzité analgezie, RFS, OS a
relevantnimi klinickymi a demografickymi daty. Mann-Whitneyliv potadovy test byl
pouzit k porovnani hladin CTC mezi PA a MA. Pearsonuv chi-kvadrat test byl pouzit
k verifikaci nezavislosti pfitomnosti CTC a pouzité anestezie a analgezie. Coxova
regresni analyza proporcionalnich rizik byla pouzita K posouzeni vlivu CTC negativity
¢i pozitivity a klinicko-patologickych dat na RFS a OS. K vizualizaci RFS byly pouzity
Kaplan-Meierovy ktivky preziti (long-rank). Veskeré testy byly oboustranné s hladinou

vyznamnosti p<0,05 a byly provedeny ve freewarové aplikaci R.

1.5. Pouzity material a pristroje

TRI reagent (Molecular Research Center), Isopropanol, Chloroform a Ethanol
(Sigma nebo Serva), DEPC Treated Water (Ambion), zkumavky typu Eppendorf 1,7 ml,
2 ml, $picky, buni¢ina, Random primers (Promega), RNAsin ribonuclease inhibitor
(Promega), Deoxyribonucletotide triphosphates (Promega), RevertAid H Minus M-
MuLV Reverse Transcriptase (Fermentas), 0,2 ml Thermo-Tube (ABgene), ep
Dualfilter T.I.P.S. (Eppendorf), specifické primery a TagMan sondy (Generi-Biotech),
Thermo-Start DNA Polymerase (ABgene), 0,1 ml Tubes & Caps (Corbett-Research).

Laminarni box (BioAir), Kombinovana chladni¢ka (Gorenje), Vortex (Scientific
Industries), Minicentrifuga (Eppendorf), chlazeni centrifuga (Hermle), termoblok
(Eppendorf), vortex (Genie), Nanodrop ND 1000 (Nanodrop), Thermal Cycler PTC 100
(MJR), PCR box sklenény, Laminarni box (Thermo Scientific), Mrazici box (Gorenje),
Kombinovana chladni¢ka (Liebherr), Vortex (Labnet), Minicentrifuga (Eppendorf),
Real-time PCR termocyklér (Corbett-Research).

Obr.11: Rotor s PCR zkumavkami u pouzitého termocykleru (vlevo, zdroj obrazku:
www.jcu.edu.au) a spektrofotometr Nanodrop ND 1000 (vpravo, zdroj obrazku:
openwetware.org)

38



2. Vysledky

Ziskana data CTC pozitivity ¢i negativity ve studovanych kompartmentech
(periferni krev, krev z nddoru a kostni dfen) na zaklad¢ pouzitych markerd jsou uvedena
v tab.6 na stran¢ 41. Data jsou srovnana s pouzitou technikou analgezie a klinickym
stadiem. Vysledky byly statisticky zpracovany za pouziti softwaru R V porovnani

s RFS, OS a dalsimi klinickymi charakteristikami pacientt.

Déle byla provedena statistickd Coxova regresni analyza odhadu rizika
zahrnujici klinicka data pacientd v porovnani s piitomnosti CTC v jednotlivych
kompartmentech z hlediska obou markert. Vysledky jsou uvedeny Vv tab.7 na strané 42
a zahrnuty v nasledujicich kiivkach preziti. Kaplan-Meierovy kiivky pteziti byly
vyuzity pro vizualizaci RFS pacientli, ktefi byli rozfazeni do skupin podle pouzité

analgezie a expresniho statusu, a jsou demonstrovany ve zbylych obrazcich.

Z hlediska dopliiujicich klinickych charakteristik bylo pokrocilejsi stadium
onemocnéni nezavisle negativnim prognostickym faktorem z hlediska RFS a OS. Ve
skuping s piritramidovou analgezii byl vek pacienti vyssi (p<0,004) a také byla delsi
doba trvani operace (p<0,046). V€ék me¢l vSak vliv pouze na OS. Naopak zadny
vyznamny vliv na RFS a OS nemély parametry jako BMI, ASA status nebo vyskyt
jiného onemocnéni. M¢ésic po operaci byly u pacienti s morfinovou analgezii
pozorovany vyssi hladiny CK20 v krvi (p<0,045) i kostni dieni (p<0,065). Stejné tak
bylo vétsi mnozstvi pacientll v této skupiné vyhodnoceno jako CK20 pozitivni ve
vzorcich periferni krve (p<0,048) nebo jako pozitivni v pfipadé¢ alespont jednoho
kompartmentu (p<0,026). Rovnéz vétsi mnozstvi pacientli s morfinovou analgezii mélo
pozitivni alespon jeden zobou markerti v periferni krvi (p<0,033) i kostni dfeni
(p<0,064). Morfinova analgezie vyrazné¢ zkracovala RFS i u pacientt s CTC
negativitou, avSak krat$i OS nebylo prokazatelné¢ pozorovéano. | z hlediska ostatnich
klinickych charakteristik (v€k, pohlavi) se morfinova analgezie jevi jako nezavisle
negativni prognosticky faktor pro RFS jak pro pacienty s CTC negativitou, tak
pozitivitou. Konkrétné pak bylo kratsi RFS pozorovano u pacienti s CEA negativitou
(p<0,013) a negativitou v obou markerech (p<0,019) ve vzorcich krve z nadoru. Stejné
tak u vzorkd kostni diené pred operaci s CEA negativitou (p<0,038) a negativitou
v obou markerech (p<0,02) v dobé operace a ve vzorcich periferni krve s CEA

negativitou meésic po zakroku (p<0,035). Hrani¢ni vysledky byly pozorovany ve
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skupin¢ s CEA negativitou (p<0,061) a negativitou vobou markerech (p<0,1)
v periferni krvi v dobé pied zakrokem. Morfinova analgezie tedy byla nezavislym (po
uvazeni véku, pohlavi a staddia onemocnéni) negativnim prognostickym faktorem pro

vetsinu CTC pozitivnich 1 negativnich skupin pacientt v riznych kompartmentech.

Mésic po chirurgickém zakroku byly pozorovany zmény V hladinach CTC jak
v periferni krvi, tak kostni dfeni. Zasadni rozdily byly v krat$i RFS u pacienta v CTC
negativnich skupinach mésic po zékroku, kterym byl podan morfin. V CTC pozitivnich
skupinach nebyl zaznamenan mezi obéma typy analgezie tak markantni rozdil. V této
skupiné¢ vSak bylo méné pacientli a analgezie uz ziejmé pii vétSim mnozstvi CTC
neovlivnila jejich eradikaci imunitnim systémem nebo pii velmi vysokych hladinach
CTC jiz vliv morfinu nebyl zaznamendn. Na rozdil od ostatnich kompartmentt,
analgezie morfinem zkracovala RFS u pacienti s CTC pozitivni i negativni krvi
Znadorli, coZz naznacuje, Ze morfin negativné ovliviiuje prognézu i1 u pacientli
s vysokymi hladinami CTC. Tato skutenost v§ak mohla byt zkreslena pomé&m¢é malym

mnozstvim pacienti s CTC pozitivni krvi z nadoru.

Celkove¢ je jasn¢ zfejmé, ze morfin, na rozdil od piritramidu, vyznamné zvysuje
hladiny CTC a snizuje RFS po chirurgické resekci primarniho tumoru u pacienti

S kolorektalnim karcinomem ve stadiu I-111.
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Tab.6: Porovnani vyskytu CTC (vyhodnoceno na zakladé markerd CEA a CK20) s klinickym stadiem a pouzitou analgezii, (N - pocet)

CTC pozitivni
Viichni pacienti |  Piritramid Morfin p-hodnota celkova hodnota CTC (kop/ug ) p-hodnota Stadium 1 Stadium 2 Stadium 3 -
5 S 5 Piritramid — — — - - Piritramid ; . 5 hodnota
N % N % N % vs. Morfin Vsichni pacienti Piritramid Morfin vs. Morfin |LN % N % N % Stadia
celkem 121 82 39 Median | 25%-75% | Medidn | 25%-75% | Medidn | 25 % - 75% 33 49 39
Kr . negativni 87 | 86,14% |60 | 9091% |27 | 77,14% 057 58 25 125 55 25115 5 20175 065 25 | 9259% | 36| 87,80% 26 | 78,79% 0,282
ev z nadoru pozitivai 14 | 1386% | 6| 9.09% |8 | 2286% ’ ’ 2 741% | 5| 1220% | 7 | 21.21% ’
Periferni krev v negativni 109 | 90,08% |77 | 93,90% |32 | 82,05% 28 | 8485% |49 | 10000% | 32 | 82,05%
4 — 0,087 64 20- 120 55 18.5-105 85 32.5-140 0,0611 0,00994
dobé operace pozitivni 12 | 992% |5 610% |7 | 17,95% 5 15,15% 0 0,00% 7 17,95%
< Periferni krev negativni 109 | 90,83% |76 | 92,68% |33 | 86,84% 16.25 - 26 | 81,25% |47 | 9592% 36 | 92,31%
6 mésic po operaci pozitivni 11 917% | 6 | 732% | 5| 13,16% 0489 4 15-100 425 15-9 465 108.8 0861 6 18,75% 2 4,08% 3 7,69% 0076
Kostni dieti v dobé negativni 90 74,38% |59 | 71,95% |[31| 79,49% 101.2 - 26 78,79% 36 73,47% 28 71,79%
operace pozitivni 31 | 2562% |23 2805% | 8 | 20,51% 0508 180 9 - 360 190 390.2 165 67.5-328.5 0289 7 21,21% 13 26,53% 11 28,21% 0.781
{ dfeft mési tivni 101 | 8559% |70 | 87,50% |31 | 81,58% . 27 | 8438% | 42| 89,36% 32 | 82,05%
Kostni dfefi mésic negatival > ° > 0,565 120 60 - 254.5 110 |505-1962| 145 86.25 0,363 > > > 0,614
po operaci pozitivni 17 | 1441% |10| 1250% | 7 | 18,42% 2838 5 15,63% 5 10,64% 7 17,95%
negativni 80 | 8247% |56| 84,85% |24 | 77,42% 7275- 21| 8077% | 35| 89,74% 24 | 75,00%
Krev z nadoru — 0,541 1880 765 - 3825 1890 1790 916 - 4615 0,757 0,257
pozitivni 17 | 17,53% |[10| 1515% | 7 | 22,58% 3701 5 19,23% 4 10,26% 8 25,00%
Periferni krev v negativni 80 | 7355% |63| 76,83% |26| 66,67% 0335 2645 1200 - 5175 2500 999 - 4608 2075 13385052 | 0222 23| 69,70% |38| 77,55% 28 | 71,79% 0.699
dobg operace pozitivni 32 | 2645% |19| 2317% |[13| 33,33% ' ’ 10 | 3030% |11| 2245% 11 | 28,21% ’
S iferni tivni 80 | 69,57% |60| 7595% |20| 5556% . 12| 4138% |41] 87,23% 27 | 69,23%
¢ Periferni krev fegdlviy > 0 ° 10,0471 2730 | 1123-5490 | 2260 9375 3882 | 1840-8164 | 0,049 ° ° °10,000135
o mésic po operaci pozitivni 35 | 3043% |19| 2405% |16 44,44% 4985 17 | 58,62% 6 12,77% 12 | 30,77%
{ dief & tivni 111 | 91,74% |77 93,90% [34| 87,18% 31| 9394% [46| 9388% 34 | 87,18%
Kostni dfeft v dobe fegaivil > > > 0,367 335 0-797 355 0-7988 320 0-7585 0,39 > > > 0,455
operace pozitivni 10| 826% |5 610% |5 12,82% 2 6,06% 3 6,12% 5 12,82%
{ dfefi mési negativni 94 | 81,74% |68| 86,08% |26| 7222% _ . 20 | 6897% |45| 9574% 29 | 74,36%
Kostni dfei mésic gativ ° 0 > 0,128 690 2675 664 15-1172 | 9625 3238 0,0645 2 2 ~__{ 0,00459
po operaci pozitivni 21 | 18,26% |11 | 1392% |10 | 27,78% 1535 2451 9 31,03% 2 4,26% 10 25,64%
Krev 7 nédoru negativni 69 | 71,88% |49| 7656% |20| 62,50% 0229 NA NA NA NA NA NA NA 19| 7308% |30| 7895% 20 | 62,50% 0.3088
alespoi 1 pozitivni | 27 | 28,13% |[15| 2344% |12| 37,50% ' 7 26,92% 8 21,05% 12 | 37,50% '
Periferni krev v negativni 82 | 67,77% |60| 7317% |22 | 5641% 20 | 6061% |38 | 77,55% 24 | 6154%
Y 0,102 NA NA NA NA NA NA NA 0,1641
S dobé operace | alespoii 1 pozitivni | 39 | 32,23% | 22| 2683% |17 | 4359% 13| 3939% |11| 2245% 15 | 38,46%
4 . , .,
B Periferni krev negativni 77 | 6638% | 58| 7342% |19| 5L35% | o ..o NA NA NA NA NA NA NA 11| 3667% |40 | 8511% 26 | 66,67% 6.589-
E mésic po operaci | glespoii 1 pozitivni | 39 | 33,62% | 21| 26,58% |18 | 48,65% ' 19 | 63,33% 7 14,89% 13 | 3333% 05
(@] PR v .,
Kostni defi v dobé negativni 82 | 67,77% |55| 67,07% |27 | 69,23% 25| 7576% | 33| 67,35% 24 | 6154%
0,9767 NA NA NA NA NA NA NA 0,4358
operace alespo 1 pozitivni | 39 | 3223% |27 | 3293% |12 30,77% 8 2424% | 16|  32,65% 15 | 38,46%
1 diens mes ivni 0 0, 0, 0, 0, 0,
Kostni diefi mésic negativni 82 | 71,30% |61| 77,22% |21| 5833% 0,0638 NA NA NA NA NA NA NA 18| 6207% |41| 87.23% 23 | 58.97% | oocasg
po operaci alespoii | pozitivni | 33 28,70% 18 22,78% 15| 41,67% 11 37,93% 6 12,77% 16 41,03%
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Tab.7: Coxova regresni analyza zahrnujici v€k, pohlavi, stddium, typ analgezie a
testované kompartmenty, HR oznacuje odhad rizika

HR 95% ClI p Model

Krev 2 CEA Morfin vs. Piritramid | 3,01496| 1,06961 |8,4984 |0,036866 | 0,000861
nadory  |CK20 Morfin vs. Piritramid | 3,236486| 1,17584 |8,9084 | 0,022995 | 0,000373
CEA/CK?20 | Morfin vs. Piritramid | 3,26506 | 1,159252 |9,1961 | 0,025113 | 0,000462

Periferni | CEA Morfin vs. Piritramid |1,810772| 0,71605|4,5791| 0,20971 [ 0,000386
krev v dob& | CK20 Morfin vs. Piritramid | 2,061052| 0,8014|5,3006| 0,13346|0,000287
operaceé | CEA/CK20 | Morfin vs. Piritramid | 2,231418] 0,851653 | 5,8465 | 0,102423 | 0,000741
Periferni | CEA Morfin vs. Piritramid |1,776401| 0,706583 | 4,466 | 0,22187|0,000378
krev mésic | CK20 Morfin vs. Piritramid | 1,550752 | 0,584588 | 4,1137 | 0,37808|0,000716
po operaci | cEA/CK20 | Morfin vs. Piritramid | 1,738719 | 0,680402 | 4,4432 | 0,24787 |0,000351
Kostni dieti | CEA Morfin vs. Piritramid | 1,835751 | 0,742797 | 4,5369 | 0,18822|0,000895
vdobé | CK20 Morfin vs. Piritramid | 1,81073| 0,72327|4,5332| 0,20478|0,000827
operaceé | CEA/CK20 | Morfin vs. Piritramid | 1,82852]| 0,741501 | 4,5091| 0,19002 |0,000292
Kostni dienn | CEA Morfin vs. Piritramid | 1,719235 | 0,689492 | 4,2869 | 0,24507 | 0,000853
mésic po | CK20 Morfin vs. Piritramid | 2,315642 | 0,866292 | 6,1898 | 0,094162 | 0,000473
Operacl | cEA/CK20 | Morfin vs. Piritramid | 1,615448 | 0,624962 | 4,1757 | 0,32225| 0,00082

Na stran¢€ 43 a 44 jsou uvedeny nékteré vybrané kiivky pieziti z hlediska RFS,

na kterych je tedy sledovanou udalosti relaps onemocnéni. Na kazdé kiivce je srovnano

RFS pacienti s morfinovou a piritramidovou analgezii. V kazdém grafu ma dany pocet

pacientii spole¢ny sledovany kompartment a CTC status z hlediska daného markeru.

Podil pacientl je vyjadien na ose ,,y*“ a ¢as na ose ,,x*“, kde pacienti byli sledovani po

dobu osmi let.
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Diskuze

Je zfejmé, ze pooperacni obdobi je klicové pro Sifeni CTC u mnoha typi
nadorovych onemocnéni a bylo jasn¢ prokazano, ze nasledna piitomnost CTC je
negativnim prognostickym faktorem pro recidivu onemocnéni®*°. Bohuzel, doposud
nebyla provedena zadna studie, ktera by se zabyvala plisobenim pooperacni analgezie
na hladiny CTC. RovnéZ nebyl prozatim studovan vliv morfinu, v porovnani s jinymi
opioidnimi analgetiky, na recidivu onemocnéni v klinickych podminkach. Opioidni
analgetika byla zkoumana pouze z hlediska ptisobeni na jiz vytvofenou metastazi, avsak
vysledky byly casto protichiidné®***°" V/ této  studii byl zkoumdn vliv opioida
pouzitych jako pooperac¢ni analgezie u pacientt, ktefi podstoupili radikalni chirurgickou
resekci kolorektalniho karcinomu ve stadiu I-1II. Mésic po chirurgickém vykonu a tedy i
po aplikaci analgetik byly hladiny CTC v krvi a kostni dfeni stanovovany metodou real-
time RT-gPCR za pouziti markeri CEA a CK20. Hlavnim cilem bylo srovnani
analgezie morfinem a piritramidem v pusobeni na CTC, pieziti a recidivu onemocnéni
ptfi zdznamu komplexnich klinickych dat, coz nikdy v minulosti provedeno nebylo.
Z vyslednych dat vyplyva, Ze morfinova analgezie mé negativni vliv jak na pfitomnost
CTC, tak vyrazn¢ zkracuje RFS. Ve vsech studovanych kompartmentech vykazovala
morfinova analgezie zkraceni RFS u CTC negativnich skupin pacienti. Nicméné zadné
vyrazné zmény nebyly pozorovany u CTC pozitivnich pacientl. To vSak muize byt
zpusobeno malym mnozstvim subjektii v této skupiné a také skutecnosti, Ze imunitni
systém je schopen eliminovat pouze omezené mnozstvi CTC. U pacientli s plivodné
velmi vysokymi hladinami CTC jiZz nebyl pozorovan dalsi vliv morfinu, jelikoZ dalsi
zmeény jiz nebyly detekovatelné. Naproti tomu u zcela nedetekovanych CTC nemél jiz
morfin dal§i negativni vliv, protoZze imunitni systém mohl tak malé mnoZstvi CTC
eliminovat i pfes negativni stimul morfinem. Bez ohledu na hladiny CTC v krvi
z nadoru, zkracovala analgezie morfinem RFS. Analyza celkového pfeziti nebyla
dostate¢na kviili vysokému véku né€kterych pacientt a ptipadné adjuvantni terapii, kterd
by v ptipadé CTC pozitivnich pacientt, jichz bylo malo, vysledky znac¢né zkreslovala.
Navic, vzhledem ke zminénym faktim, nebylo mozné zaznamenat ptesnou piic¢inu

amrti.

Fakt, ze vliv morfinu je na rozdil od piritramidu jednoznacné negativni, mlize

byt vysvétlen rozdilnym mechanismem U¢inku na imunitni systém. Pifimé
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imunomodulaéni Gginky jiz byly v pfipadé morfinu zdokumentovany®>°. Uginky
piritramidu jsou pravdépodobné pouze nepiimé a bylo zdokumentovano jeho pisobeni
na lidské bunécné linie, kde ovliviioval produkci reaktivnich forem kysliku57’58. Pokud
takto ovlivituje 1 builkky imunitniho systému, je mozné, Ze timto zplUsobem zlepSuje
jejich schopnost eliminovat nadorové buriky. Piritramid také zlepSoval pohyb leukocyti,
kdy napt. v kombinaci s fentanylem zajistoval sofistikovangjsi zacileni leukocytt s -

endorfinem do postizené¢ho mista u pacientd po chirurgickém zékroku®®.

Kvuli retrospektivnimu charakteru celé studie nebyla moznéd standardizace
v uréitych klinickych aspektech. Nejednotnost byla v premedikacich, infuzich ¢i
transfuzich a neopioidni analgezii. Nicméné¢, ve vSech ptipadech byl pouzit sufentanyl a
jednotna inhala¢ni anestezie. Co vsak jisté mohlo ovlivnit vysledky, byl pokrocilejsi vék
a delsi doba trvani chirurgického zakroku ve skupinach s piritramidovou analgezii.
Delsi expozice inhalaénimi anestetiky totiz muze negativné ovlivnit pfirozenou obranu

organismu proti tvorb& metastaz®2.

Pritomnost markerd pro CTC sice jest¢ nutné nesvéd¢i o vytvoreni
makroskopické metastaze, avSak sledovani jejich hladin mize vyznamné pfispét ke
zlepSeni vysledkt v onkologické praxi. Lze tak hodnotit terapeutické pfistupy a
optimalizovat strategie, které by mohly ¢asteCné zvratit recidivu onemocnéni
V pooperac¢nim obdobi®®. V nagem pfipadé bylo jasné prokazano, Ze pooperacni
morfinova analgezie negativné ovliviiuje hladiny CTC a zkracuje RFS u pacienti
s kolorektalnim karcinomem ve stadiu I-III, ktefi podstoupili chirurgickou resekci
primarniho tumoru. Je mozné, ze by morfinova analgezie mohla rovnéz ovliviiovat i
celkové preziti, ovéfeni by vSak vyzadovalo dlouhodobéjsi studii s vétSim poctem
subjekti. Podobné studie jsou do budoucna jisté¢ nutné, rovnéz pro zhodnoceni dalSich
faktordi pred operaci, v jejim priibéhu i po ni. Pisobeni dalSich analgetik a anestetik
pouzivanych v onkologické praxi by bylo namisté klinicky ovéfit z hlediska ovlivnéni

CTC a recidivy nadorovych onemocnéni.

V piipadé€ prospektivni studie bude namisté¢ vyuzit moderni metody pro piimou
detekci a charakterizaci CTC, kde tuto moznost poskytuje napf. jiz diskutovany
CellSearch system. Tato metoda poskytuje dobré vysledky v detekci a moznosti dal§iho
studia CTC u nadort kolorekta, prostaty a prsu. Alternativou by mohl byt tzv. AdnaTest
vyuzivajici RT-qPCR, ktery se pouziva k detekci CTC u nadorti prsu30.
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Z.aveér

Ptedlozena diplomova prace se zamétuje na problematiku recidivy onemocnéni
u kolorektalniho karcinomu z hlediska cirkulujicich naddorovych bunék, jejichz hladiny
Ize ovlivnit analgetickymi metodami. Ovlivnéni relapsu, doby preziti a celkové
progndzy analgetiky ¢i anestetiky jiz bylo diskutovéano v jinych studiich, ale ne
z hlediska pfitomnosti volnych nadorovych bun¢k v riznych kompartmentech a v takto
Sirokém klinickém rozsahu. Prace tradicné obsahuje dvé stézejni sekce, teoretickou a
experimentalni. Teoreticka Cast je rozdélena do péti hlavich kapitol a v prvni poloviné
je diraz kladen na obecnou a klinickou charakteristiku kolorektdlniho karcinomu.
Zbytek teoretické Casti se pak zamétuje na konkrétni problematiku feSenou v této praci,
tedy detekci nadorovych bunék a jejich mozné ovlivnéni skrze imunitni systém pomoci
analgetik a anestetik. Rovnéz je strucné nastinéna metoda RT-qPCR, kterd byla
k detekci nadorovych bunék pouzita v experimentalni Casti a byla tak klicova pro
uskuteCnéni dané studie. V experimentalni casti je pak popsan sled molekularné-
biologickych metod, které vedly k detekci cirkulujicich nadorovych bunék ve vzorcich
krve a kostni dfené. Cilem bylo ur¢it CTC status metodou RT-qPCR za pouziti markerii
epitelidlnich genii CEA a CK20 v danych kompartmentech u pacienti podstupujici
chirurgickou resekci kolorektalniho karcinomu ve stadiu I-III. Byly porovnavany
hladiny CTC pifed zakrokem a mésic po ném a srovnavany s pouZitou pooperacni
analgezii a pfezitim pacientl. Ze ziskanych dat, ktera jsou shrnuta ve druhé casti
experimentalni sekce, jasné vyplyva negativni U¢inek morfinu a pozitivni uc€inek
piritramidu jak na hladinu CTC, tak na RFS. Rovnéz byla zahrnuta dalsi doprovodna
klinicka data. VSechny vytyCené cile tedy byly splnény, avSak nebyla provedena
analyza OS, ¢emuz branily faktory jako vyss§i v€k pacientll a mald Sance na piesné
uréeni umrti. Z provedené dlouhodobé studie vyplyva, Ze piritramid je vhodnégjsi pro
pouziti v onkologické pooperaéni praxi a spravné zvolena analgezie miize ovlivnit
recidivu onemocnéni a hladiny CTC. Dalsi studium vlivu analgetik a anestetik na

progndzu pacienttl s nddorovym onemocnénim by tedy mohlo byt pfinosné.
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Seznam pouzitych zkratek

5-FU - 5-fluorouracil

APC - jeden ze supresorovych genti ("adenomatous polyposis coli")

ASA - americka spolec¢nost anesteziologicka

BHQ - fluorescencni zhase¢ zabranujici autofluorescenci ("black hole quencher")
BMI - index télesné hmotnosti ("body mass index")

bp - pocet parti bazi ("base pairs")

CA 19-9 - diagnosticky marker ("carbohydrate antigen™)

cDNA - genomicka deoxyribonukleova kyselina ("complementary deoxyribonucleic

acid")

CEA - karcinoemryonalni antigen

CK - cytokeratiny

COX - cyklooxygendzy

CT - pocitacova tomografie ("computed tomography")

CTC - cirkulujici nddorové bunky ("circulating tumor cells")

DCC - jeden ze supresorovych genil ("deleted in colorectal carcinoma')
DEPC - nespecificky inhibitor RN4z k oSetfeni vody ("diethyl pyrocarbonate")
RFS - preziti bez ptiznaki onemocnéni ("relapse-free survival")

DNA - deoxyribonukleova kyselina ("deoxyribonucleic acid")

dNTP - deoxyribonukleosidtrifosfat

EGFR - receptor pro rastovy faktor ("epidermal growth factor receptor")

EpCAM - povrchovy glykoprotein exprimovany v nadorovych bunkach ("epithelial
cell adhesion molecule")

EPISPOT - metoda pro detekci cirkulujicich nadorovych bunék ("epithelial
immunospot™)

FAM - komercni fluorescen¢ni barvivo ("fluorescein amidite")

FAST - cytometrickda metoda pro detekci cirkulujicich nadorovych bunék
(“fibreoprotic array scanning technology")
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FDA - americky ufad pro kontrolu potravin a 1é¢iv ("Food and Drug Administration")
Fw - 5" - 3" primer ("forward primer")

HEX - hexachlorofluorescein

HN - hypertenzni nemoc

HNPCC - Lynchiv syndrom ("hereditary nonpolyposis colorectal cancer")
HR - odhad rizika (""hazard ratio™)

HT test - test na okultni krvaceni ("Haemoccult test")

hTERT - lidska telomeraza ("human telomerase reverse transcriptase")
IL1-B - interleukin 1 beta

K-ras - jeden z onkogent ("Kirsten rat sarcoma viral oncogene homolog")
LED - polovodi¢ovy svételny zdroj ("light-emitting diode")

LOH - ztrata heterozygozity ("loss of heterozygozity")

LUX - fluorescencni primery ("light upon extension")

mdr-1 - gen produkujici P-glykoprotein ("multidrug resistance protein 1')
MLH 1 - gen pro mismatch repair ("mutL homolog 1")

MMR - "mismatch repair" geny

MR - magneticka rezonance

MRNA - mediatorova ribonukleova kyselina

MSH - typ geni pro mismatch repair ("mutS homolog")

MSI - mikrosatelitni instabilita

NA - bez vysledku/odpovédi ("no answer")

NGS - nova generace sekvenovani

NK buiiky - druh lymfocyti ("natural killer cells")

OS - celkové preziti ("overall survival")

p53 - protein 53 (jeho molekulova hmotnost ¢ini 53 kDa)

PCR - polymerazova tetézova reakce (“polymerase chain reaction™)
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PGE?2 - prostaglandin E2

PMS - geny mutované u HNPCC ("postmeiotic segregation increased")
Rev - 37 - 5" primer ("reverse primer")

RNA - ribonukleova kyselina ("ribonucleic acid")

RT - reverzni transkripce (minéno in vitro)

STK11 - serin/threonin-protein kinaza 11

TAMRA - komer¢ni fluorescencni zhéasec€ ("tetramethylrhodamine")
Tag - DNA polymeraza izolovana z bakterie Thermus aquaticus

TGF B - rustovy faktor ("transforming growth factor beta")

TNF-a - gen produkujici cytokiny ("tumor necrosis factor alpha")

TNM - systém pro klasifikaci stddia nddorového onemocnéni ("tumor, node,
metastasis")

TOKS - test okultniho krvéaceni do stolice

UFT - kombinovany lé¢ivy ptipravek obsahujici "uracil, 5-FU a tegafur"
UGT1 Al - glukuronosyltransferaza 1, polypeptid A1l

VAS - systém hodnotici miru bolesti ("visual analog scale")

VEGFR - receptor pro rustovy faktor ("vascular endothelial growth factor receptor™)
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