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1 Úvod a přehled dané problematiky 
 

Karcinom pankreatu patří mezi nádory s nejvyšší mortalitou a v příštích letech bude dle odhadů 

dále narůstat. (Siegel RL 2020, Pourshams A 2019) Proto je důležité hledání nových 

diagnostických metod s potenciálem přesnější selekce kandidátů definitivní chirurgické 

resekční léčby. Pro účely přesnější diagnostiky je možné využít moderních aplikací zavedených 

zobrazovacích metod a další technologicky pokročilé metody vyšetření odebíraného materiálu 

- plazmy a samotných vzorků nádoru. Dosáhnout vyšší přesnosti lze pomocí kontrastní 

endosonografie. Kromě samotného zobrazení je důležitá adekvátní analýza odebíraného 

materiálu, jak genetická, tak molekulární, s přihlédnutím k faktu, že je prokázán růst a vývoj 

maligního karcinomu řadu let před objevením symptomů. (Yachida S 2010 ) Cílem moderní 

diagnostiky by měla být definice metod, které jsou mnohem citlivější k diskrétním změnám 

v procesu karcinogeneze než doposud používané metody.  

V této kapitole je souhrnem popsán současný stav diagnostiky karcinomu pankreatu, nejčastěji 

používaných modalit a dále nových a potenciálních vyšetřovacích možností, které zatím 

nenašly uplatnění v praxi, ale mají potenciál stát se součástí dalšího výzkumu a moderního 

diagnosticko-terapeutického algoritmu.  

 

1.1 Epidemiologie karcinomu pankreatu 
 
Karcinom pankreatu (KP) se vyznačuje nepříznivou mortalitou téměř srovnatelnou s incidencí. 

Incidence KP dosahuje v České republice 9,25, prevalence 12,7 a mortalita 8,3 na 100 000 

obyvatel (Bray F 2018).  V současnosti je KP na 11. místě mezi nádory, přičemž celosvětově 

bylo zaznamenáno 458 918 nových případů a 432 242 úmrtí za rok 2018, což znamená 4,5 % 

všech úmrtí z důvodu malignity. Prognóza podle GLOBOCAN (Bray F 2018) ukazuje i nadále 

na pokračující růst incidence a mortality. (Rahib L 2014) Karcinom pankreatu je velmi vzácný 

před dosaženým 45. rokem života, mírně vyšší incidence a prevalence je pozorována 

s narůstajícím věkem a u mužů než u žen. (Bray F 2018)  
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1.2 Vznik a vývoj karcinomu pankreatu 
 
Karcinom pankreatu se vyvíjí řadu let skrz postupnou transformaci pankreatické buňky a 

většinou prostřednictvím prekurzorových lézí. (Frič P 2017) Různé prekurzory mají odlišný 

maligní potenciál. Postupná transformace je spojena s četnými mutacemi a lze ji rozdělit na fázi 

vzniku a transformace prekurzorové léze po invazivní karcinom, dále fázi, kdy vzniká 

metastatický klon původního karcinomu, a poslední fáze generalizace maligních buněk. První 

dvě fáze jsou jistě dostatečně dlouhé k detekci operabilních stádií karcinomu. Yachida 

například provedl kalkulaci trvání jednotlivých fází na 11,7 roku, 6,8roku a 2,7 roku. (Yachida 

S 2010) Z toho plyne možnost aplikace diagnostických metod mnohem dřív než v současnosti, 

nejlépe s použitím molekulárních metod jejichž potenciál je známý. (Stolzenberg-Solomon R 

2020, Sah RP 2019 ) 

 

1.3 Diagnostika a prognóza karcinomu pankreatu 
 
V diagnostice karcinomu pankreatu se kromě anamnézy a laboratorních metod v každodenní 

praxi uplatňují zejména zobrazovací diagnostické metody: abdominální ultrasonografie, 

endoskopická ultrasonografie (EUS), výpočetní tomografie (CT) a magnetická rezonance 

(MR).  

Lokalizované neinvazivní stadium onemocnění je diagnostikováno pouze u 9,7 % pacientů 

s KP s celkovým přežitím 32 %. (Siegel RL 2021) V praxi jsou však nejčastěji diagnostikována 

pokročilá stádia invazivního karcinomu stupně III a IV. Z této skupiny je obvykle 

k chirurgickému výkonu s cílem kurativní resekce indikováno méně než 15 % pacientů 

s přežitím 23 %, u pokročilého stádia IV je přežití méně než 3 %. (Siegel R 2013) Tyto 

statistické údaje se za posledních 40 let změnily jen minimálně. (NCI 2018)  

Jedním z hlavních důvodů nepříznivé prognózy je neefektivní diagnostika časného 

neinvazivního karcinomu, tedy klinických stádií 0 a I. Neinvazivní karcinom pankreatu je často 

asymptomatický či oligosymptomatický, navíc nejsou známy specifické rizikové faktory, 

vyjma kouření (Bosetti C 2012) a rodinné anamnézy (Klein AP 2004), i proto je časná 

diagnostika a potažmo skríning KP tak náročným a stále nedokončeným úkolem. (Poruk KE 

2013, Singhi AD 2019) 
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1.4 Klinické projevy karcinomu pankreatu 
 
Karcinom pankreatu se svými symptomy liší zejména v závislosti na stádiu a lokalizaci tumoru. 

Na základě těchto rozdílů lze rozdělit symptomy na časné, jimž je věnována stále větší 

pozornost a pozdní, které jsou ve většině případů již známkou invazivního KP. 

1.4.1 Časné symptomy 
 
Dlouhotrvající porucha glukózové tolerance (IGT) je sice rizikovým faktorem KP, ale recentně 

vzniklá IGT, jež trvá méně než 3 roky, je jeho časným symptomem. Prevalence poruchy 

glukózové tolerance u KP je mnohem četnější než u běžné populace (Muniraj T 2012), a to 

nejčastěji v rozmezí přes 75–80 %. (Warshaw AL 1992, Singhi AD 2019, Pannala R 2008) 

Asi pětina pacientů s KP nemá v čase stanovení IGT žádný symptom typický pro KP. 

Diagnostikovaný podtyp diabetu (IGT) má velmi podobné rysy s diabetem mellitem 2. typu 

(T2DM), ale není s ním totožný. Porucha glukózové tolerance klasifikovaná jako diabetes typu 

3c (T3cDM) tvoří asi 10 % ze všech nemocných s diabetem a její vývoj je podle Americké 

diabetické asociace pozvolný (ADA 2010). Nejprve se objeví zvýšená inzulinová rezistence 

periferních tkání a hyperinzulinémie u normoglykemických pacientů s KP. U nemocných 

dochází k rozvoji poruchy glukózové tolerance a k tomu přistupuje funkční porucha beta buněk 

pankreatu; později dochází k dalšímu významnému zvýšení periferní tkáňové rezistence. 

Taková porucha glukózové tolerance je potom klasifikována jako T3cDM a je mimo jiné 

spojena s deficitem glukoregulačních hormonů. (Cui YF 2012) U KP se navíc vyskytují různé 

poruchy glukózové tolerance, z nichž nejčastější je právě recentně vzniklý DM. (Singhi AD 

2019)   

1.4.2 Pozdní symptomy  
 
Bezbolestný ikterus je typický pro tumory lokalizované v hlavě pankreatu v souvislosti 

s infiltrací intrapankreatické části choledochu. Kachexie, horní dyspepsie a bolesti břicha a zad 

jsou typické pro tumory lokalizované v oblasti těla a kaudy pankreatu. Zmíněné symptomy jsou 

patognomické pro pozdní stádium, kdy je onemocnění již invazivní a systémové. Lze pozorovat 

určité rozdíly v symptomech u pacientů, kteří podstoupili paliativní a resekční léčbu (Tab. 1), 

kdy po resekci například dochází ke snížení četnosti bolestí břicha, zad či nauzey a zvracení. 

(Sohn TA 1999) 
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     Tab. 1 Demografická data a symptomy operovaných a neoperovaných pacientů s KP (Sohn 
TA 1999) 

 Paliativní léčba (n = 256) Resekční léčba (n = 512) 

Demografická data 

Věk (průměr, roky) 64,0 65,8 

Muži / Ženy (%) 57 / 43 55 / 45 

Symptomy (%) 

Bolesti břicha 64 36 

Ikterus  57 72 

Ztráta hmotnosti 48 43 

Nauzea a zvracení 30 18 

Bolesti zad 26 2 

 

 

1.5 Laboratorní diagnostika  
 
1.5.1 Karbohydrát antigen 19-9 
 
U symptomatických pacientů s karcinomem pankreatu je senzitivita karbohydrát antigenu 19-

9 (CA 19-9) 79–81 % a specificita 82–90 %. (Molina V 2012) Výzkum časného KP bez 

typických symptomů prokázal, že CA 19-9 není vhodný detekční nástroj časného KP, zejména 

pro jeho nízkou pozitivní prediktivní hodnotu (PPV) 0,5–0,9 %. (Kim JE 2004, Ballehaninna 

UK 2012) V rozsáhlém retrospektivním hodnocení 37 studií s 1882 případů KP a kontrolní 

skupiny byla specificita CA 19-9 na úrovni 82,8 %. (Poruk KE 2013) Bohužel se v praxi také 

často setkáváme s falešně negativní hodnotou CA 19-9. Jedním z důvodů časté chybovosti je, 

že protilátka je vázána na oligosacharid, krevní antigen Lewis A, tudíž u 5–10 % pacientů 

s krevní skupinou A a antigenem Lewis A-/B- je hladina CA 19-9 u KP nižší než 1,0 U/ml. 

(Itzkowitz SH 1986 ) Příčinou falešné negativity CA 19-9 mohou být i jiné patologické stavy, 

například jaterní cirhóza, cholangitida, chronická pankreatitida a další gastrointestinální 

tumory. (Duffy MJ 2010) 
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1.5.2 Další molekulární markery 
 
Recentně bylo testováno mnoho kandidátů, zejména ze skupiny molekul, které souvisí 

s poruchou glukózové tolerance, přičemž jsou posuzovány jejich vzájemné vztahy: 

proinzulin/C-peptid, amylin/inzulin, glukagon/inzulin a cytokiny adiponektin/leptin. Většina 

z nich však i nadále zůstává nevysvětlena či nedostatečně prozkoumána. (Frič P 2016) Na 

základě zjištění vyšší aktivity povrchových proteáz v nádorovém prostředí dochází ke vzniku 

mnoha aberantních peptidů, které by mohly sloužit jako časné biomarkery KP. (Busek P 2016) 

V současnosti je také věnována velká pozornost mikroRNA (miRNA). Molekuly miRNA jsou 

velmi stabilní ve tkáni i v tělesných tekutinách ve srovnání s jinými proteiny a mRNA, a jsou 

pro jednotlivé lokalizace specifické. Pro kvantifikaci navíc postačuje malé množství 

biologického materiálu (sérum, plazma, biopsie, pankreatický sekret a sliny). (Ishige F 2020) 

 

1.6 Moderní molekulární diagnostické metody 
 
1.6.1 Polarizované a nepolarizované spektroskopické metody  
 
Obecnou podstatou spektroskopických metod je interakce elektromagnetického záření a 

studované látky s cílem využít pozorovaných jevů (absorpce, emise a rozptylu) za účelem její 

identifikace, studia její struktury a konformace nebo stanovení její koncentrace. (Berova N 

2012, Baker MJ 2018) 

Podle použitého typu interagujícího záření jsou spektroskopické metody klasifikovány na 

metody pracující s nepolarizovaným či polarizovaným zářením. Z nepolarizovaných metod se 

jedná například o Ramanovu a infračervenou spektroskopii. Obě tyto metody umožňují 

sledovat strukturu a konformaci molekul prostřednictvím specifických funkčních skupin. 

Naproti tomu metody elektronového cirkulárního dichroismus (ECD) a Ramanovy optické 

aktivity (ROA), jakožto polarizované techniky, využívají kruhově polarizovaného záření a 

umožňují tak sledovat projevy optické aktivity chirálních molekul v závislosti na jejich 

prostorové struktuře. Zatímco ECD umožňuje studium konformace chirálních molekul 

prostřednictvím projevů chromoforů, ROA se zaměřuje na konkrétní vazby jednotlivých 

funkčních skupin a strukturní detaily. (Tatarkovič M 2015) 
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1.6.2 Metabolomické studie  
 
Metabolomika je definována jako komplexní měření celé sady metabolitů, přítomných 

v určitém biologickém systému, například ve tkáni či plazmě. (Wishart DS 2018) 

Metabolom je dynamická entita, kterou lze považovat za následný konečný produkt interakce 

genetické exprese, transkripčních změn, posttranslační modifikace proteinů a dalších vnějších 

faktorů. (Nannini G 2020) V rámci metabolomiky existují dvě základní analytické techniky, a 

to hmotnostní spektrometrie (MS) a nukleární magnetická rezonance (NMR). Obě techniky se 

vzájemně doplňují, obě mají své výhody i omezení. MS je v metabolomické analýze dobře 

zavedenou technikou, hlavně díky své vysoké citlivosti, zatímco méně citlivá spektroskopie 

NMR poskytuje vysokou reprodukovatelnost, je kvantitativní a nenáročná na přípravu a 

následnou analýzu vzorků. Metabolomika založená na NMR byla použita v mnoha oblastech 

biomedicínského výzkumu (Nannini G 2020), například k charakterizaci matabolomického 

profilu pro diagnostické a prognostické účely anebo k odhalení konkrétních biomarkerů. (Xie 

G 2015) 

 

1.7 Zobrazovací metody 
 
1.7.1 Abdominální ultrasonografie 
 
Abdominální ultrasonografie (USG) je nejčastěji jednou z prvních diagnostických metod ve 

vyšetřovacím procesu bolestí břicha či nevolnosti a dalších symptomů typických u KP. 

Vyšetření je prováděno po adekvátní přípravě, optimálně po 5hodinovém lačnění. Přínos 

vyšetření závisí na zkušenosti vyšetřujícího, kvalitě přístrojového vybavení, připravenosti ale i 

na tělesné konstituci pacienta. V případě nedostatečné přehlednosti je možné použít speciální 

pozice (Fowlerova pozice v polosedě) s vodní kontrastní látkou perorálně, což díky vzniklému 

akustickému oknu umožňuje detailnější vyšetření celého parenchymu. (Nakao M 2017) U 

pacientů s mírnou dilatací pankreatického vývodu (≥ 2,5 mm), anebo se záchytem 

pankreatických cyst (≥ 5 mm) je riziko vzniku KP vyšší, proto je nutná důkladná 

dispenzarizace. Dispenzarizace těchto rizikových pacientů pomocí speciální USG je přesná a 

efektivní. (Tanaka S 2010)  

V ultrasonografickém obraze má karcinom pankreatu vzhled hypoechogenní neostře 

ohraničené léze (Obr.1) s nízkou vaskularizací, ale přesnost běžného USG je nižší ve srovnání 

s pokročilejšími zobrazovacími metodami.  
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Obr. 1 Sonografický obraz karcinomu hlavy pankreatu (vlastní zdroj, ÚVN) 

 

1.7.2 Endoskopická ultrasonografie 
 
Od zavedení do praxe v r. 1980 byla endoskopická ultrasonografie (EUS) akceptována a dnes 

je široce využívána v diagnostice pankreatických lézí. (Gonzalo-Marin J 2014) EUS má 

vysokou senzitivitu, medián dosahuje 94 %, za maligní je považován tumor hypoechogenní a 

nepstře ohraničený. (Obr. 2) V diagnostice pankreatických solidních lézí a ve srovnání 20 

komparativních studií téměř u 1000 pacientů bylo srovnání EUS a CT senzitivity 98 % vs. 74 

%. (Kitano M 2019) Obdobné výsledky platí pro vysokou NPV ve prospěch EUS. (Săftoiu A 

2009 ) Endosonografie má podobnou senzitivitu v hodnocení uzlinového postižení jako CT, tj. 

80 %. (Yasuda K 1993) Zároveň je přesnější v posuzování peripankreatické a periceliakální 

lymfadenopatie, kdy dosahuje správnosti 87,5 %, resp. 90 %. (Kala Z 2007) V hodnocení cévní 

a zejména pak arteriální invaze je potom PPV rovna 100 %. (Tellez-Avila FI 2012) EUS je 

ideální nástroj i pro diagnostiku malých pankreatických nádorů s dilatací pankreatického 

vývodu zachycených jinou modalitou. (Yasuda I 2011) Například u tumorů menších než 10 

mm dosahuje senzitivity přes 90 %. (Uehara H 2011) Díky těmto výsledkům byla EUS 
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genetické analýze získaných vzorků. V rámci výzkumu byla EUS FNA využita pro získání 

vzorků pro genetické testování mutace KRAS. To se spolu s dalšími genetickými testy uplatňuje 

v diagnostice již řadu let. (Tada M 2002) Specificita samotného KRAS testu je natolik vysoká, 

že pozitivita s vysokou přesností signalizuje malignitu. (Salek C 2007) Mutace KRAS byla 

opakovaně detekována u 74 - 92 % karcinomů pankreatu. (Khalid A 2011 ) Prognostický 

význam KRAS byl hodnocen v několika recentních studiích, avšak výsledky jsou značně 

rozporuplné. Mutace KRAS je prokazatelně asociovaná s horším přežíváním ve srovnání s wt 

KRAS, nicméně se jedná o statisticky hraničně významnou asociaci. Práce, které hodnotily 

prognostický význam mutace KRAS z EUS FNA, neidentifikovaly studované molekulární 

markery jako prognostické ukazatele. Naproti tomu jsou známé závěry studií genetické analýzy 

resekátů karcinomu pankreatu, které naznačují, že obzvlášť některé typy mutací KRAS, např. 

G12D jsou asociovány s horším přežíváním. (Rachakonda PS 2013) Pravděpodobně proto jsou 

v současnosti většinou geneticky vyšetřovány zejména tkáně tumoru z resekátů, i přes to, že 

jsou k dispozici jen u omezeného množství pacientů. 

 

1.7.4 Kontrastní endosonografie 
 
Technický rozvoj hardwarového vybavení endosonografie umožnil vznik a rozvoj nové 

koncepce s podáním kontrastu v průběhu vyšetření – kontrastní endosonografie (CEH EUS). 

Při CEH EUS je intravenózně aplikována echokontrastní látka a v případě maligní etiologie 

léze dochází k úbytku sycení (hypoenhancementu) po její aplikaci. (Obr. 3) PPV tak z 88,1 % 

při konvenční EUS roste na 90,3 % při užití CEH EUS. Kontrast používaný při CEH EUS je 

tvořený mikrobublinami fluoridu sírového smíchaného s fyziologickým roztokem. 

Mikroblubliny oscilují a zvýrazňují ultrazvukový signál, přičemž následkem je vylepšení 

obrazu bez artefaktů často přítomných při Dopplerovském vyšetření. (Dietrich CF 2005) 

V současnosti se používají látky Sonovue dostupný v Evropě a Sonazoid a Definity dostupné v 

USA. (Teoh AY 2015, Hirooka Y 2012) Mikrovaskulární vzorec a jeho hodnocení pomocí 

CEH EUS u karcinomu pankreatu a chronické pankreatitidy (CHP), má zcela odlišný charakter, 

kdy u chronické pankreatitidy jsou cévy četné, a naopak u KP zřídkavé.  Rozlišení těchto dvou 

chorob pankreatu ale i tak činí diferenciálně diagnostické potíže. (Hocke M 2007) Výše 

uvedené kontrastní látky nové generace po aplikaci difundují do parenchymu pankreatu a 

pankreatický vývod a společný žlučovod zůstává nezvýrazněný, proto lépe viditelný. Pomocí 

moderního softwaru je možné po aplikaci kontrastu provádět kvantitativní analýzu perfuze 

kontrastní látky, poté dle charakteru konstruované křivky intenzity závislé na čase (TIC) lze 
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rozlišovat různé typy postižení, minimálně určit maligní a benigní etiologii ložiska. (Gheonea 

DI 2013) Stupeň vaskularizace tumoru navíc koreluje s diferenciací karcinomu. (Yamashita Y 

2015)  CEH EUS vyšetření se používá i v časné diagnostice KP například při hodnocení 

nodulárních struktur v IPMN. Ve srovnání je senzitivita při EUS 98 % proti senzitivitě u CT 72 

%. (Yamamoto N 2016, Harima H 2015) Kromě jiných výhod je kombinací CEH EUS a FNA 

je možné ještě vylepšit detekci a hodnocení pankreatických tumorů ve včasnějším stádiu. (Hou 

X 2015)  

 

 

Obr.  3 Heterogenní hypoechogenní ložisko maligního vzhledu zobrazeno pomocí EUS 
(vlevo), hypoenhancement v arteriální fázi po aplikaci kontrastní látky při CEH EUS (vpravo). 
(vlastní zdroj, ÚVN) 

 

1.7.5 Výpočetní tomografie 
 
Multidetektorová výpočetní tomografie (CT) je metoda volby v diagnostice KP. Měla by být 

prováděna preferenčně s použitím novějších přístrojů, které umožňují konstrukci 

submilimetrových obrazů a následných podrobných rekonstrukcí nutných k přesnému stagingu 

KP. Senzitivita CT v detekci tumoru pankreatu menšího než 20 mm je 70–80 %, NPV pro 

hodnocení resekability je 87 % a celková přesnost 85–90 %. (Shin EJ 2012) Karcinom 

pankreatu má totiž při vyšetření CT odlišný vzhled v časné a pozdní fázi díky rozdílné distribuci 
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intravenózně podané jódované kontrastní látky. CT je tak jako komplexní diagnostická metoda 

nejvhodnější k provedení kompletního předoperačního stagingu KP - k posouzení vaskulární 

invaze tumoru i k predikci resekability. (Hijioka S 2007, Zamboni GA 2007) Speciální 

pankreatický protokol zahrnuje 3 fáze: prekontrastní vyšetření a časná arteriální fáze, 

pankreatická fáze a portální venózní fáze. (Tempero MA 2010) Pankreatická fáze je dána 

maximálním zesílením pankreatického parenchymu. Portální fáze je nutná na srovnání 

s arteriální fází a umožňuje tak odlišit etiologii jaterních ložisek a posoudit žilní postižení. 

(Tamm EP 2009) Karcinom pankreatu má v CT obraze vzhled hypoatenuující masy. Přibližně 

10 % všech KP vykazuje isoatenuaci ve srovnání s okolním parenchymem. Proto jsou 

v diagnostice důležité i nepřímé známky KP, jako například dilatace pankreatického vývodu 

směrem do kaudy, příznak dvojí infiltrace vývodů neboli tzv. double duct sign a atrofie 

parenchymu pankreatu distálně od tumoru. (Francis IR 2007) V posledních letech je přesnost 

CT s technickým pokrokem vyšší a objevují se tak nové možnosti diagnostiky časného 

karcinomu pomocí sledování nepřímých známek KP, jako jsou stenóza pankreatického vývodu 

a fokální atrofie parenchymu. (Miura S 2020) 

 

1.7.6 Magnetická rezonance 
 
Kombinované vyšetření MR pankreatu a MR cholangiopankreatikografie (MRCP) je 

pokládáno za metodu přesností srovnatelnou s CT. (Koelblinger C 2011) Lačnění alespoň 4 

hodiny před vyšetřením může zvýraznit distenzi žlučníku a potlačit signál z duodena a žaludku. 

Diagnostický efekt zároveň závisí na protokolu, který je aplikován. Karcinom pankreatu má 

hypointenzivní vzhled v T1 váženém obraze a různé podoby v T2 váženém obraze. Existují 

časově odložené sekvence k detailnějšímu zobrazení žlučových cest a je možné využít stimulaci 

sekretinem k detailnějšímu zobrazení komunikace léze s pankreatickým vývodem. (Rastegar N 

2015) MR pankreatu a MRCP nacházejí největší uplatnění v detekci a sledování malých 

cystických prekurzorových lézí. (Fukukura Y 2012) Senzitivita detekce tumoru pomocí CT 

vyšetření je 90 %, pro TNM staging 60–90 %. (Schima W 2007) Vyšetření CT má 100% 

negativní prediktivní hodnotu pro stanovení vaskulární invaze a 87% negativní prediktivní 

hodnotu v hodnocení resekability; podobné výsledky byly dosaženy u MR. (Vargas R 2004) 

Senzitivita a specificita 64řadého CT a 3.0T MR pro detekci KP byly 95 %, resp. 96 %, a pro 

CT i MR byla dosažena stejná specificita 96 % (Koelblinger C 2011) 
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2 Cíle 
 
V práci byl největší důraz kladen na diagnostiku karcinomu pankreatu pomocí zavedených 

zobrazovacích metod a jejich moderních alternativ, a dále na genetickou a molekulární 

diagnostiku s ohledem na jejich potenciál do budoucnosti. Zde je uveden výčet hlavních cílů 

disertační práce: 

 

1. Diagnostika karcinomu pankreatu pomocí endosonografie  

Tato část disertační práce poskytuje pohled na srovnání diagnostické přesnosti při EUS, 

CEH EUS a EUS FNA a rovněž na význam interobservační shody mezi různými 

endoskopujícími lékaři při provádění EUS a CEH EUS. 

 

2. Diagnostika KP a využití materiálu získaného pomocí EUS FNA 

V další části disertační práce bylo cílem hodnocení senzitivity KRAS testu s použitím 

různých typů vzorků pacientů s tumory pankreatu a testování vlivu přítomnosti mutace 

KRAS na prognózu přežití těchto pacientů. Dále byla práce doplněna o analýzu exprese 

miR-21 u pacientů s KP ve vzorcích EUS FNA a o zhodnocení prognostické role miR-

21 vyjádřené délkou celkového přežití pacientů s KP, rovněž o hodnocení rozdílů 

exprese miR-21 mezi dvěma způsoby zpracování EUS jehlou aspirované tkáně.  

 

3. Diagnostika KP na základě analýzy biomolekul krevní plazmy  

Poslední část přináší výsledky práce z testování nových molekulárních metod 

diagnostiky KP, kde hlavním cílem bylo srovnání senzitivity a specificity jediného 

klinicky dostupného biomarkeru CA19-9 a nového spektrálního sérového biomarkeru. 

Jako navazující projekt byla analýza menších molekul s pomocí metabolomického 

vyšetření.  

 

Disertační práce přináší pohled na současné metody diagnostiky a jejich alternativy a rovněž 

na zcela moderní a zatím nezavedené metody s potenciálem diagnostiky časného karcinomu 

pankreatu. 
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3 Vlastní práce 
 
3.1 Bunganič B, Laclav M, Dvořáková T et al.: Accuracy of EUS and CEH EUS 

for the diagnosis of pancreatic tumours. Scand J Gastroenterol. 2018; 53(10–
11):1411–1417. 

 

3.1.1 Cíle 
 
Porovnání diagnostické přesnosti EUS, CEH EUS a EUS FNA v diagnostice karcinomu 

pankreatu a míry interobservační shody mezi různými endoskopujícími lékaři u EUS a CEH 

EUS. 

3.1.2 Metodika 
 
Do studie bylo podle inkluzních kritérií zařazeno 116 pacientů s tumorem detekovaným a 

popsaným na CT vyšetření. Medián věku byl 67.5 let (minimum 38 a maximum 86 let), 54 

z celkového počtu bylo žen a 62 mužů. Z celkového počtu bylo detekováno a potvrzeno 73 

pacientů s karcinomem pankreatu, 14 s neuroendokrinním tumorem, 20 s jinými tumory.  

Finální diagnóza byla stanovena na základě pozitivního cytologického vyšetření anebo 

z resekátu. K samotnému vyšetření byl použit lineární echoendoskop (GF UCT 180 Olympus, 

Japonsko) a sonografický systém Aloka (Pro Sound alfa 10,  Japonsko) vybavený softwarem 

umožňujícím speciální režim CEH EUS ExPHD (Hitachi Medical Systems Europe, Německo). 

Endosonografické vyšetření a zároveň iniciální hodnocení bylo provedeno jediným 

endoskopistou, druhý endosonografista prováděl hodnocení nezávisle na primárním, „na slepo“ 

bez znalosti finální diagnózy, anamnézy a klinického stavu pacienta.  

První část vyšetření probíhala ve standardním B-mode, kdy byl dodržen zavedený protokol 

s cílem detekce ložiska, určení jeho velikosti a zejména posouzení echogenity tumoru. Ložisko 

bylo popsáno jako anechogenní, hypoechogenní, isoechogenní a hyperechogenní. Dále byla 

hodnocena pravidelnost okrajů tumoru. Jako karcinom byl tumor popsán v případě, že byl 

hypoechogenní a současně měl nepravidelné okraje (EUS marker pro karcinom). Tumor s okraji 

pravidelnými, navíc hypervaskularizovaný byl označen jako neuroendokrinní (EUS marker pro 

neuroendokrinní tumor (NET)).  

Druhá část vyšetření probíhala ve speciálním režimu určeném pro kontrastní vyšetření 

s frekvencí 4,7 MHz a mechanickým indexem 0,38. Nahrávaná 120vteřinová sekvence byla 

rozdělena na časnou a pozdní fázi. Iniciální arteriální fáze trvá v rozmezí 15–30 vteřin od 

aplikace kontrastního média do cirkulace pacienta, žilní pozdní fáze trvala 60–120 vteřin. 
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Kvalitativní hodnocení rozdílu vnitřní struktury tumoru ve srovnání s okolním parenchymem 

bylo popsáno jako hyperenhacement, isoenhancement a hypoenhancement. Diagnóza 

karcinomu byla stanovena, pokud byl zaznamenán hypoenhancement v obou fázích (CEH EUS 

marker pro karcinom). Za neuroendokrinní tumor byl považován tumor, kde byl zaznamenán 

iso- či hyperenhancement v arteriální či venózní fázi (EUS marker pro NET). Kontrast Sono 

Vue (Bracco, Itálie) byl aplikován nitrožilně v dávce 2,4 ml na každé vyšetření.  

Jako poslední část vyšetření byla provedena punkce tumoru pomocí tenké jehly 22 anebo 25 G 

(EZ shot 2 Olympus a Boston, Echo tip pro core, Cook medical). Každé vyšetření bylo 

zaznamenáno a s ohledem k cílům studie bylo prostřednictvím nezaujatého endosonografistu 

provedeno hodnocení a popis 1. a 2. fáze vyšetření, tedy s kontrastem i bez. 

3.1.3 Statistické zpracování a hodnocení výsledků 
 
Byla použita deskriptivní statistika k hodnocení populace pacientů. Senzitivita, specificita, PPV 

a NPV EUS a CEH EUS pro diagnózu karcinomu a neuroendokrinního tumoru byly vypočteny 

spolu s binomickými konfidenční intervaly. Stupeň korelace mezi EUS a CEH EUS byl 

hodnocen s použitím kappa statistiky a Spearmanova korelačního koeficientu. Míra shody 

hodnocení jednotlivých endosonografistů byla hodnocena s využitím kappa statistiky, v 

softwarovém prostředí STATISTICA 13.2 (TIBCO Software, USA). 

3.1.4 Výsledky 
3.1.4.1 Diagnóza karcinomu pankreatu pomocí EUS 

Senzitivita, specificita, negativní prediktivní hodnota a pozitivní prediktivní hodnota a přesnost 

EUS pro diagnózu karcinomu pankreatu byla 83,1 % (CI 72,34–90,95 %), 62,5 % (CI 43,69–

78,90 %), 83,1 % (CI 75,64–88,62 %), 70,7 % (CI 48,24–74,88 %) a 78,6 % (CI 67,34–84,46 

%). (p < 0,001, κ = 0,45, Spearman R = 0,45) 

3.1.4.2 Diagnóza karcinomu pankreatu pomocí CEH EUS 

Senzitivita, specificita, NPV, PPV a přesnost CEH EUS pro diagnózu karcinomu pankreatu 

byla 94,5 % (CI 86,56–98,49 %), 61,7% (CI 43,56–77,83), 84,1 % (CI 77,53–89,09 %), 84 % 

(CI 66,14–93,38 %) a 84,1 % (CI 75,79–90,46 %), (p<0,001, κ = 0,60, Spearman R = 0,62)  

3.1.4.3 Diagnóza karcinomu pankreatu pomocí EUS FNA 
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Senzitivita, specificita, NPV, PPV a přesnost pro EUS FNA a karcinom pankreatu byla 87,6% 

(CI 77,88–94,2%), 91,2% (CI 76,32–98,14%), 95,5% (CI 87,83–98,44%), 77,5% (CI 64,93–

86,50%) a 88,8% (CI 81,23–94,07%), (p<0,001, κ = 0,75, Spearman R = 0,76) 

3.1.4.4 Interobservační shoda  

Interobservační shoda mezi pozorovateli pro EUS marker KP byla dobrá (κ = 0,75) a ta pro 

CEH EUS byla průměrná (κ = 0,59 pro arteriální fázi a κ = 0,68 pro „wash out“ ve venózní 

fázi). 

3.1.5 Diskuze 
 
Celkově bylo ze 73 případů karcinomu správně identifikováno 69 pacientů. Nesprávně 

identifikované 4 případy byly označeny markerem jako negativní pro popsaný isoenhancement 

v arteriální fázi. Falešná pozitivita CEH EUS markeru byla pozorována u 13 případů. Byly to 

případy duodenálního karcinomu, žaludečního karcinomu, metastáza plicního karcinomu, a 

metastáza renálního karcinomu, u kterých je CEH EUS jen relativně falešně pozitivní. Další 

falešná pozitivita byla zachycena u případu NET, přičemž důvodem by mohl být jeho maligní 

potenciál. Mezi další relativně falešně pozitivní patří plasmocytom a solitární papilární 

neoplazie (SPN), které mohou mít také maligní potenciál, což vysvětluje zařazení mezi maligní 

léze. Vysoká hodnota NPV kolem 85 % pro CEH EUS je z praktického hlediska velmi důležitá. 

I když nemůže CEH EUS marker nahradit cytologii před aplikací chemoterapie, může urychlit 

indikační rozhodování o operaci ve skupině resekabilních tumorů. Další možnost praktického 

využití CEH EUS je opět u skupiny kandidátů chirurgického výkonu, kde FNA je 

kontraindikována anebo se předpokládá její nižší výtěžnost a operatér požaduje bližší informace 

o charakteru tumoru, než jsou dostupné na základě EUS. Hodnocení interobservační shody je 

u CEH EUS ve prospěch venózní fáze, kde dosahuje vysoké shody mezi dvěma vyšetřujícími. 

Z praktického hlediska se jedná o dostatečnou eliminaci klinického „bias“, kdy je 

endosonografista v kontaktu s pacientem a je ovlivněn typickými projevy maligního 

onemocnění.  

3.1.5.1 Závěr a zhodnocení cílů a hypotéz  

CEH EUS je metoda umožňující přesnější identifikaci karcinomu pankreatu s vyšší přesností 

než konvenční EUS. Zejména pokud se objeví hypoecnhancement v průběhu venózní fáze, 

nazývané „wash out“, maligní etiologie tumoru je vysoce pravděpodobná. V určení diagnózy 

NET má EUS a CEH EUS nižší přesnost, včetně statistické významnosti. Nejvyšší přesnost má 
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v diagnostice karcinomu pankreatu EUS FNA, která je právem pokládaná za metodu „zlatého 

standardu“. V případě, že EUS FNA není indikována či je kontraindikována, přináší aplikace 

CEH EUS v diagnostice KP vyšší přesnost než EUS samotná. Interobservační shoda 

v hodnocení nálezů EUS a CEH EUS je přijatelná, navíc u CEH EUS panuje nejlepší shoda ve 

venózní fázi v případě odplavení kontrastní látky (wash out). 
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3.2 Bunganič B, Hálková T, Benešová L et al. Vyšetření mutace KRAS v EUS-
FNA preparátech pacientů s tumorem pankreatu [KRAS mutation assay on 
EUS-FNA specimens from pacients with pancreatic mass]. Cas Lek Cesk. 
2016;155(1):48–51.  

 

3.2.1 Cíle 
 
Stanovení senzitivity KRAS testu s použitím vzorků získaných EUS FNA a odběrem krve u 

pacientů s tumory pankreatu a testování vlivu přítomnosti mutace KRAS na prognózu přežití 

těchto pacientů. Vedlejším cílem byl výpočet senzitivity, specificity, pozitivní prediktivní 

hodnoty a negativní prediktivní hodnoty EUS a EUS FNA. 

 

3.2.2 Materiál a metody 
 
Do studie bylo zahrnuto celkem 147 pacientů s tumorem pankreatu, kteří podstoupili vyšetření 

EUS s FNA a následný odběr krve. V souboru bylo 118 pacientů s karcinomem pankreatu, 26 

pacientů s chronickou pankreatitidou a 3 pacienti s neuroendokrinním tumorem. Skupinu 

pacientů s karcinomem tvořilo 64 mužů ve věku průměrně 69 ± 9 let (rozmezí 44 až 92 let) a 

54 žen ve věku průměrně 66 ± 9 let (rozmezí 44 až 87 let) s KP ve stádiu II (n = 3), III (n = 53) 

a IV (n = 58). Studie byla provedena ve spolupráci s genetickou laboratoří Genomac výzkumný 

ústav, s.r.o., Praha. 

K vyšetření byl použit lineární echoendoskop GF-UCT 180 (Olympus, Německo) a 

ultrazvukový přístroj Prosound Alpha 10 (Aloka Co., Ltd., USA). K EUS FNA byly použity 

jehly Pro-Core 19G a 22G (Cook Medical, USA), Expect 19G a 22G (Boston Scientific, USA) 

a standardní jehly Olympus 22G (Olympus, Německo). Část bioptického vzorku byla uchována 

nativní ve stabilizačním roztoku při -20 °C, část byla zpracována do cytologického nátěru. 

Suché cytologické nátěry byly doručeny na patologii, kde byly vzorky fixovány a barveny 

roztokem Giemsa Romanovski (Penta, ČR). Na cytologických preparátech byla cytopatologem 

vyznačena oblast s majoritním výskytem nádorových buněk (minimálně 80 %) a vzorky byly 

poté odeslány na genetickou analýzu. 

Z cytologických preparátů byl mikrodisekován materiál z vyznačené oblasti nádorových buněk 

a přenesen do mikrozkumavky. DNA pak byla z obou typů materiálu izolována kitem 

RecoverAll Total Nucleic Acid Isolation (Ambion, USA). Ze vzorku krve byla nejprve dvojí 

centrifugací separována plazma a bezprostředně zmražena na -20 °C. Ve zmraženém stavu byla 

dopravena do genetické laboratoře, kde byla z plazmy izolována cirkulující tumorová DNA 
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(ctDNA) kitem NucleoSpin Plasma XS (Macherey-Nagel, Německo). Detekce somatických 

mutací genu KRAS byla ve všech třech typech vzorků provedena metodou polymerázové 

řetězové reakce (PCR) s následnou heteroduplexní analýzou pomocí kapilární gelové 

elektroforézy při teplotním gradientu na přístroji ABI Prism 3100 (Applied Biosciences, USA), 

stejně jako v předchozích studiích. (Salek C 2007, Salek C 2009) Výsledky heteroduplexní 

analýzy byly vizualizovány pomocí softwaru Gene Marker v2.4.2. 

K testu prognostické role mutace KRAS byly využity pouze cytologické preparáty, u kterých 

byla dosažena nejvyšší senzitivita. Pacienti byli rozděleny do skupiny s KRAS mutací a bez 

KRAS mutace. Byla stanovena korelace přítomnosti KRAS mutace s prognózou (celkovým 

přežitím) pomocí Kaplan-Meierovy metody a křivky přežití obou skupin pacientů byly 

porovnány pomocí log-rank testu. Za statisticky významné byly považovány hodnoty P ˂ 0,05. 

 

3.2.3 Výsledky 
3.2.3.1 Diagnostika pomocí endosonografie 

Byla vypočtena senzitivita, specificita, pozitivní prediktivní hodnota a negativní prediktivní 

hodnota pro EUS, které dosahovaly 82,9 %, 45,5 %, 82,9 % a 45,5 %.   

3.2.3.2 Diagnostika pomocí EUS FNA  

Celková senzitivita FNA pro karcinom pankreatu činila 88 %, specificita 100 %, PPV 100 %, 

NPV 20 %. Jako nekonkluzivních bylo patologem označeno 13 % vzorků.  

3.2.3.3 Genetická analýza 

Celkem bylo na přítomnost KRAS mutace testováno 147 nativních aspirátů všech pacientů 

podstupujících EUS FNA, 118 cytologických preparátů a 94 vzorků plazmy pacientů 

s karcinomem pankreatu. U pacientů s NET a CHP byly ke KRAS testu použity pouze nativní 

buněčné aspiráty se záchytem 0/3 (0 %) respektive 4/26 (15 %). Pro skupinu pacientů s 

karcinomem pankreatu byly k dispozici všechny 3 typy vzorků, přičemž nejvyšší senzitivity 

detekce KRAS mutace bylo dosaženo při použití cytologických preparátů (90 %, Tab. 2). V 

nativních aspirátech, byla mutace detekována pouze v 78 %, tedy výsledky vyšetření v těchto 

vzorcích byly z 22 % falešně negativní. Nejnižšího záchytu bylo dosaženo při detekci z plazmy 

(Tab. 2), kde bývá DNA pocházející z nádoru (ctDNA) obecně přítomna ve velmi nízkých 

koncentracích. Výsledný záchyt KRAS mutace v ctDNA byl pouze 27 %. U 4 z 28 pacientů s 

CHP detekována mutace KRAS. U žádného nebyl karcinom iniciálně cytologicky 
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diagnostikován. V průběhu klinického sledování byl potvrzen karcinom pankreatu u 2 pacientů, 

1 pacient předčasně zemřel pro komplikace alkoholového deliria, 1 pacient byl aktuálně 

indikován k resekčnímu výkonu, který však odmítl. Srovnání přežití pacientů s mutovaným 

KRAS oproti nemutovanému (wt KRAS) nepřineslo statisticky významný rozdíl v prognóze.  

Tab. 2 Úspěšnost stanovení a senzitivita detekce KRAS mutace 

 

3.2.4 Diskuze 
 
Samotný fakt, že v terénu chronické pankreatitidy byl v naší studii detekován KRAS bez náležité 

cytopatologické verifikace, je velmi zajímavý. V doposud publikovaných pracích byl 

zaznamenán pouze jeden případ pozitivity KRAS mutace v terénu chronického zánětu pankreatu 

(Tab. 3).  

Tab. 3 Přehled studií vyšetření KRAS mutace vzorků získaných EUS FNA v rámci diferenciální 
diagnózy karcinomu pankreatu a chronické pankreatitidy 

 

Typ vzorku Úspěšnost stanovení KRAS Senzitivita detekce KRAS 

Nativní aspiráty 100 % 78 % 

Cytologická skla  100 % 90 % 

Plazma 96 % 27 % 

Studie/rok Počet 
pacientů 

Karcinom pankreatu 
% (počet pac.) 

Chronická pankreatitida 
% (počet pac.) 

(Tada M 2002) 34 77 (20/26) 0 (0/8) 

(Pellisé M 2003) 57 73 (24/33) 0 (0/5) 

(Zheng M 2003 ) 66 83 (45/54) 0 (0/5) 

(Takahashi K 2005) 77 74 (46/62) 0 (0/15) 

(Khalid A 2011 ) 21 73 (11/15) 0 (0/2) 

(Maluf-Filho F 2007 ) 74 63 (34/57) 9 (1/11) 

(Bournet B 2009 ) 178 67 (86/129) 0 (0/27) 

Celkový počet pacientů 

v publikovaných studiích 

507 71 (266/376) 1 (1/73) 

Naše studie 118 90 (106/118) 14 (4/28) 
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V publikaci (Bournet B 2014) autoři doporučují zapojit do vyšetřovacího procesu nejasné 

pankreatické masy testování KRAS mutace. V případě klinické či radiologické prezentace 

pseudotumorózní formy chronické pankreatitidy, může identifikace KRAS bez mutace vyloučit 

maligní transformaci. (Bournet B 2014) V praxi může indikace resekčního výkonu pouze na 

podkladě mutace KRAS činit jisté potíže, proto je vhodné před definitivním rozhodnutím o 

chirurgické léčbě opakovat EUS FNA. (Bournet B 2014) 

Prognostický význam KRAS byl hodnocen v několika recentních studiích (Buscail L 2020), 

avšak výsledky jsou značně rozporuplné. Mutace KRAS je prokazatelně asociovaná s horším 

přežíváním ve srovnání s wt KRAS, nicméně se jedná o statisticky hraničně významnou 

asociaci. Práce, které hodnotily prognostický význam mutace KRAS z EUS FNA, 

neidentifikovaly studované molekulární markery jako prognostické ukazatele. Naproti tomu 

jsou známé závěry studií genetické analýzy resekátů KP, které naznačují, že obzvlášť některé 

typy mutací KRAS, např. G12D, jsou asociovány s horším přežitím. (Rachakonda PS 2013) 

Pravděpodobně proto jsou v současnosti většinou geneticky vyšetřovány zejména tkáně tumoru 

z resekátů, a to i přes to, že jsou k dispozici jen u omezeného množství pacientů. V naší studii 

srovnání přežití pacientů s mutovaným KRAS oproti nemutovanému wt KRAS nepřineslo 

významný rozdíl v prognóze. Do hodnocení však nebyly zahrnuty výsledky mutací 

jednotlivých typů KRAS, které vyžadují podrobnější analýzu. 

 

3.2.5 Závěr a zhodnocení cílů a hypotéz práce 
 
Vyšetřování KRAS mutace z EUS FNA preparátů je dostatečně senzitivní. Specificita KRAS 

testu je natolik vysoká, že pozitivita s vysokou přesností signalizuje malignitu, naproti tomu 

negativní výsledek svědčí spíše pro benigní etiologii. Přínos je především u pacientů s 

chronickou pankreatitidou, kde nebyla na základě ostatních klinických faktorů indikována 

resekce. V případě průkazu přítomnosti mutace KRAS by měla být resekce znovu zvážena 

vzhledem k vysokému riziku skrytého karcinomu pankreatu. Pro využití KRAS jako 

prediktivního markeru ovšem prozatím nejsou dostatečné klinické důkazy. 
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3.3 Benesova L, Halkova T, Bunganic B et al. Comparison of Native Aspirates 
and Cytological Smears Obtained by EUS-Guided Biopsies for Effective 
DNA/RNA Marker Testing in Pancreatic Cancer. Pathol Oncol Res. 2020 
Jan;26(1):379–385. 

 

3.3.1 Cíle 
 
Cílem této práce byla analýza exprese miR-21 u pacientů s KP ve vzorcích získaných pomocí 

EUS-tenkojehlové biopsie a zhodnocení prognostické role miR-21 vyjádřené délkou celkového 

přežití pacientů s KP. Mezi sekundární cíle patřilo hodnocení rozdílů exprese miR-21 mezi 2 

způsoby zpracování EUS jehlou aspirované tkáně, a to standardní EUS FNA, kdy jsou odebrané 

vzorky uloženy do nativního stabilizačního roztoku, a dále cytologickými stěry odebranými 

pod EUS navigací (EUS FNC).   

 

3.3.2 Metodika 
 
Pacienti a materiál použitý ve studii odpovídá metodice popsané v předchozí publikaci, přičemž 

ve výsledku bylo zpracováno 91 vzorků pomocí EUS FNC. Patologem byly po fixaci Giemsa 

Romanovski označeny nádorové buňky. Při hodnocení exprese miR-21 se postupovalo dle 

speciálního protokolu. Na reverzní transkripci miRNA na cDNA bylo použito 5 µl RNA 

pomocí qScript micro RNA cDNA syntetického kitu (Quanta Biosciences, USA) dle 

doporučení výrobce. Amplifikace a kvantifikace exprese miR-21 pomocí qRT-PCR byla 

provedena díky systému Stratagene Mx3000P (Agilent Technologies, USA), PerfeCTa SYBR 

green SuperMix (Quanta Biosciences, USA), a specifického univerzálního a miRNA primeru 

(Quanta Biosciences, USA). Údaje qRT-PCR byly analyzovány pomocí softwaru MxPro 

(Agilent Technologies, USA) s automatickým základním nastavením s prahovou hodnotou 0,4. 

Kalkulace relativní exprese miR-21 byla získána z průměru Ct hodnot.Studie byla provedena 

ve spolupráci s genetickou laboratoří Genomac výzkumný ústav, s.r.o., Praha. 

3.3.3 Statistická analýza 
 
Prognostická role miR-21 byla testována ve smyslu celkového přežívání s použitím Kaplan-

Meierovy metody. Nejprve byl vypočítán medián relativní exprese miR-21 ve všech 118 

vzorcích s KP. Každá hodnota vyšší, než medián byla považována za nadměrnou expresi a 

hodnoty nižší než medián za nízkou expresi. Celkové přežití pacientů bylo počítáno od doby 

stanovení diagnózy KP.  Aby bylo možné hodnotit vzorek pacientů jako homogenní skupinu, 

ty, kteří zemřeli z důvodu jiné příčiny (n = 7) anebo byli operovaní (n = 13), byli ze studie 
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exkludováni. Ve zbývající skupině (n = 91) byla posuzována souvislost přežití mírou exprese 

miR-21. Celkové přežití pro vysoké i nízké hodnoty exprese miR-21 bylo vyhodnoceno 

Kaplan-Meierovou analýzou s použitím statistického softwaru MedCalc (MedCalc Software 

Ltd., Belgie). Křivky přežívání byly srovnávány pomocí long-run testu na 5% statistické 

hladině významnosti (p>0.5).  

 

3.3.4 Výsledky 
3.3.4.1 Prediktivní role exprese miR-21 

Byla potvrzena negativní prediktivní hodnota exprese miR-21, výsledky jsou srovnatelné 

s experimenty s materiálem z resekátů.  

 

3.3.4.2 EUS FNC 

Z materiálu získaného při vyšetření EUS FNC byla nízká exprese miR-21 zaznamenána u 48 

pacientů, celkové přežití v této skupině bylo 200 dní, u 43 pacientů byla zaznamenána vysoká 

exprese miR-21 s celkovým přežitím 128 dní. Kaplan-Meierova analýza ukázala na statisticky 

významný rozdíl v přežívání mezi nízkou a vysokou expresí miR-21 (p = 0.02).  

 

3.3.4.3 EUS FNA 

Z materiálu získaného při vyšetření EUS FNA, byla nízká exprese miR-21 zaznamenána u 43 

pacientů s mediánem přežití 208 dní a u 48 pacientů byla zaznamenána vysoká exprese miR-

21 s celkovým přežitím 117 dní (p = 0.06). 

 

3.3.5 Diskuze, závěr a zhodnocení výsledků cílů a hypotéz práce 
 
Metoda EUS FNC není zatím rutinně používána k molekulární genetické analýze získaných 

vzorků, ale dle dosažených výsledků je dostatečně přesná a do budoucna bude vhodnou 

metodou k odběru testovaného materiálu. Mohla by posloužit všem jedincům s KP, obzvlášť 

skupině inoperabilních pacientů. Ve FNA je speciální médium, ale s malou frakcí maligních 

buněk a excesivním množstvím buněk stromatu (90 % celého materiálu). (Neesse A 2011) Pro 

tuto konkrétní analýzu exprese miR-21 se však zdá, že důležitější je primární zpracování a 

označení konkrétní nádorové populace „na skle“, které umožňuje provedení mikrodisekce, jak 

je tomu při FNC. Z důvodu, že bylo doposud hodnocení molekulárních markerů prováděno 
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pouze z resekátů, byly hodnocené výsledky efektu molekulární diagnostiky u KP sporné. Díky 

FNC je nyní průkazně dodáván selektovaný materiál zcela vhodný k další podrobné genetické 

a molekulární analýze. Podrobnější studium genetického pozadí stromatu je dalším výhledem 

do budoucna. 
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3.4 Bunganič B, Šťovíčková L, Tatarkovič M et al. Molekulárně spektroskopická 
analýza krevní plasmy: cesta k diagnostice karcinomu pankreatu? Gastroent 
Hepatol 2015, 69(6): 518-524. 

 

3.4.1 Cíle 
 
Cílem pilotní studie je srovnání senzitivity a specificity jediného klinicky dostupného 

biomarkeru CA19-9 a nového spektrálního sérového biomarkeru. 

 

3.4.2 Materiál a metody 
 
Do této pilotní studie bylo zařazeno 10 pacientů s KP a 23 kontrolních jedinců v průměrném 

věku 66 ± 7, resp. 61 ± 8 let. Ve všech případech se jednalo o pokročilá stádia III a IV. V rámci 

odběru krve bylo provedeno základní biochemické vyšetření, včetně stanovení hladiny 

sérového albuminu, celkové bílkoviny, glykémie a hladiny CA 19-9.  

Práce byla provedena ve spolupráci s Ústavem analytické chemie, VŠCHT Praha. 

Po punkci žíly a odběru krve byla provedena centrifugace vzorků při 1500 × g po dobu 10 

minut; následně byly získané frakce krevní plazmy zamrazeny, transportovány v termoboxu při 

teplotě suchého ledu (-78 °C) na VŠCHT Praha, kde byly nadále skladovány 

v hlubokomrazicím boxu při teplotě -80 °C. Rozmrazené vzorky byly analyzovány kombinací 

různých spektroskopických metod. Ramanova spektra a spektra Ramanovy optické aktivity 

byla zaznamenávána simultánně na spektrometru ChiralRAMAN-2X (BioTools, Inc., USA), 

který je vybaven systémem Opus 2W/mpc6000 (Laser Quantum, VB) s excitační vlnovou 

délkou 532 nm. Metodika měření byla podrobně popsána (Tatarkovič M 2015).Analýzy ECD 

byly provedeny na spektrometru J-815 (Jasco, Japonsko) pracujícím v UV/VIS oblasti za 

podmínek popsaných v předchozí publikaci. (Tatarkovič M 2012)  

 

3.4.3 Statistické zpracování 
 
Pro odlišení pacientů s karcinomem pankreatu a kontrolní skupiny, byla získaná spektrální data 

vyhodnocena lineární diskriminační analýzou (LDA) v programu XLSTAT (Addinsoft, 

Francie). Pro vybrané oblasti spekter, ve kterých jsou obsaženy informace o struktuře 

plazmatických biomolekul a jejich možné změny, byl vytvořen statistický model, u nějž byla 

zároveň stanovena senzitivita a specificita. K ověření jeho platnosti a vypovídací schopnosti 

byla rovněž provedena křížová validace typu leave-one-out (LOOCV) a výpočet hodnot pro 

křivku receiver operating characteristics (ROC). 
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V pilotní studii byl pomocí kombinace pokročilých spektroskopických metod vytvořen 

klasifikační model, který dosahuje hodnot senzitivity a specificity ~ 90 %. Při předběžném 

hodnocení se zdá, že spektrální biomarkery sledované v našem pilotním projektu nejsou 

zatíženy chybovostí, a to bez ohledu na hladinu bilirubinu, CRP či krevní skupinu. V 

současnosti bylo publikováno několik studií zabývajících se detekcí prekurzorů a premaligního 

stádia KP. Ze skupiny glykoproteinových mucinů, dosáhl vysoké senzitivity a specificity 

MUC5AC u prekurzorových Pan-IN-1 lézí na myších modelech. (Kaur S 2013) MUC je v séru 

pacientů s KP jen v omezeném množství a snaha o jejich detekci pomocí klasické 

immunoanalýzy nepostačuje. Proto jsou testovány další techniky vhodné pro úpravy a měření 

vzorků (například povrchem zesílená Ramanova spektroskopie), které jsou 100 až 1000krát 

citlivější než konvenční metody. (Baine 2009, Wang G 2011) Mezi další aberantně 

exprimované muciny patří CA-50, CA-19-5, CA-125/MUC 16, CA-242, CAM 17.1, MUC4, 

MUC5AC, DUPAN 2, PAM4 a SPan-1. Pro sporné výsledky však zatím nejsou v klinické praxi 

využívány. (Horn A 2013, Carrara S 2011) V našem pilotním projektu byly potvrzeny 

předpokládané rozdíly v signálech charakterizujících odlišnosti 3D struktury plazmatických 

bílkovin a dalších plazmatických biomolekul. Hlavní rozdíly byly zjištěny nejen v sekundární 

struktuře proteinů krevní plazmy, ale i dalších molekul, jako lipidů, sacharidů, aromatických 

aminokyselin a karotenoidů. Zejména poslední zmiňovaná molekula byla v různých intenzitách 

zachycena v Ramanových spektrech i pomocí ROA. V plazmě pacientů s KP byla pozorována 

nízká intenzita karotenoidů. Účast karotenoidů v procesu onkogeneze zřejmě souvisí se změnou 

mikroprostředí a navozením desmoplastické reakce aktivací stellate cells. (Louvet C 2008) Tyto 

buňky jsou schopné se transformovat z klidového stádia do stádia aktivního, kdy se podílejí na 

fibroprodukci. Retinoidy na modelech KP u transgenních myší indukovaly vznik klidového 

stádia stellate cells a tím navodily inhibici růstu KP. (Tollefsbol TO 2009) Karotenoidy jsou 

těsně propojeny s nádorovou progresí KP a jak se ve fázi pilotního projektu zdá, jsou dobře 

definovatelné pomocí citlivých spektroskopických metod. 

 

3.4.6 Závěr a zhodnocení cílů a hypotéz práce 
 
Časná diagnostika KP s cílem detekce operabilního stádia vyžaduje identifikaci efektivního 

biomarkeru. Je testováno několik kandidátů ze skupiny biomarkerů časného karcinomu 

pankreatu, ale zatím nejsou dostupné pro běžnou klinickou praxi. CA 19-9 je sice klinicky 

dostupný, ale jako marker časného karcinomu není vyhovující. V této studii byla testována 

specificita a senzitivita nového spektrálního biomarkeru, charakterizovaného vybranými 
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změnami všech biomolekul krevní plazmy. Pro obě sledované charakteristiky bylo dosaženo 

hodnot ~ 90 %, což je více než doposud publikované výsledky pro CA 19-9. Získané výsledky 

korespondují s patogenezí KP. Karotenoidy, jako ústřední regulační prvek funkce stelate cells, 

které se prokazatelně podílí na patogenezi KP, se jeví se jako příslib do budoucna vhodný 

k dalšímu testování na větším souboru pacientů. Jedním z dalších úkolů je spektroskopické 

vyšetření rizikových pacientů s recentně diagnostikovanou poruchou glukózové tolerance, 

pacientů s premaligním stádiem karcinomu a familiárními rizikovými syndromy.  
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3.5 Habartová L, Bunganič B, Tatarkovič M et al. Chiroptical spectroscopy and 
metabolomics for blood-based sensing of pancreatic cancer. Chirality. 2018 
May;30(5):581-591. 

 

3.5.1 Cíle 
 
V této práci byla kromě analýzy větších molekul (jako v předchozí publikaci) provedena 

analýza menších molekul s pomocí metabolomického vyšetření. Byly provedeny dvě analýzy, 

první k detekci a kvantifikaci klinicky relevantních markerů oxidativního stresu popisovaného 

u nádorových onemocnění a druhá, tzv. multimarker screening, sloužící k identifikaci 

potenciálních markerů, které by mohly mít reálný klinický význam.  

 

3.5.2 Metodika 
 
Vzorky krevní plazmy byly odebrané náhodně 5 subjektům s KP a 5 zdravým kontrolám k obou 

zmíněným metabolomickým analýzám. K detekci markerů oxidativního stresu byl použit 

spektrometrický systém složený z pumpy Accela 1250, automatického vzorkovače Open 

Accela a hmotnostního spektrometru TSQ Vantage (Thermo Scientific, USA). Analyty byl 

separovány na koloně Gemini C18-NX s mobilní fází tvořenou octanem amonným a 

acetonitrilem. Následně byla provedena kapalinová chromatografie a ke kvantifikaci byla 

použita hmotnostní spektrometrie. Získaná data byla zpracována v softwaru Xcalibur 2.2.0 

(Thermo Scientific, USA). Detekované markery byly kvantifikovány za použití komerčně 

dostupných standardů zakoupených od Cayman Chemicals, USA a od Sigma-Aldrich, 

Německo. Pro účely identifikace potenciálních markerů KP byla využita databáze Human 

Metabolome Database. (Wishart DS 2018) 

Práce byla provedena ve spolupráci s Ústavem analytické chemie a Ústavem organické 

technologie, VŠCHT Praha. 

 

3.5.3 Výsledky a diskuze 
3.5.3.1 Klinicky známé markery spojované s karcinogenezí 

Prvním krokem metabolomické studie bylo stanovení hodnot klinicky známých markerů 

oxidativního stresu spojovaných s karcinogenezí (Syslová K 2014), které nebyly doposud 

využity v diagnostice KP (Tab. 4).  
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Tab. 4 Průměrné hodnoty metabolomických markerů  
 

Marker  Klinický význam Pacient  

pg mL-1 

Zdravá kontrola 

pg mL-1 

Ortho-tyrosin Oxidativní 

poškození 

aminokyselin 

120 ± 9 95 ±  8 

3-chlorotyrosin Myeloperoxidázou 

indukované 

poškození 

proteinů 

87 ±  8 62 ± 6 

3-nitrotyrosin Nitrosativní stres 

(NO• radikálem 

indukované 

poškození 

proteinů) 

89 ± 9 49 ± 5 

8-iso-prostaglandin F2α  Oxidativní stres, 

poškození 

fosfolipidových 

membrán 

54 ± 5 34 ± 4 

8-hydroxy-2‘-

deoxyguanosin 

Poškození 

genetické 

informace v DNA 

54 ± 5 49 ± 5 

8-hydroxyguanosin Poškození 

genetické 

informace v RNA 

59 ± 5 48 ± 4 

Kaskáda leukotrienů 

C/D/E4  

Alergické reakce 41 ± 4 45 ± 4 

Leukotrien B4 Zánět  52 ± 6 34 ± 2 

 

Významné zvýšení hladin derivátů tyrosinu, tj. ortho-, chloro a nitro-tyrosinu, demonstruje 

podíl oxidativního a nitrosativního stresu (Syslová K 2014), nejpravděpodobněji způsobeného 
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vznikem vysoce reaktivních radikálů v průběhu růstu tumoru. Oxidativní stres spolu 

s narušením fosfolipidových membrán je také reflektován vyššími hodnotami 8-isoprostanu 

(Liou SH 2017, Loeffler DA 2017 ) u pacientů s KP.  Navíc jsme ve skupině KP pozorovali 

možné poškození genetické informace indikované mírným zvýšením hladin 8-

hydroxyguanosinu a 8-hydroxy-2‘-deoxyguanosinu. (Dąbrowska N 2017 ) I když byly rozdíly 

v rámci leukotrienové kaskády nevýrazné, aktivace imunitního systému (Coussens LM 2002 ) 

pacientů byla zřejmá z významně vyšších hladin leukorienu B4, primárního markeru zánětu. 

(Kim YR 2016) 

3.5.3.2 Identifikace nových metabolitů typických pro KP 

Druhým cílem metabolomické studie bylo identifikovat sloučeniny, jejichž pozměněné hladiny 

by byly typickým znakem KP. Zatím nebyly detekované metabolity kvantifikovány, pouze byly 

srovnávány intenzity jejich signálů.  Převážná většina identifikovaných metabolitů je zapojena 

do procesů buněčné signalizace, spravování energetického metabolismu buněk a zajištění 

integrity a stabilitu buněčných membrán, (Wishart DS 2013 ) tedy do procesů, které jsou při 

nádorovém růstu poškozené. Lysofosfatidylcholin je známý protinádorovou aktivitou (Ross T 

2016), přičemž u pacientů s KP byl pozorován enormní pokles intenzity signálu zřejmě 

z důvodu nekontrolované buněčné proliferace a růstu tumoru. (Akita H 2016) Navíc může tento 

pokles reflektovat zásadní narušení lipidového metabolismu primárně lecitin-cholesterol 

acetyltransferázový enzymatický systém v játrech. Až 20násobný nárůst intenzity kyseliny 

chenodeoxycholové u pacientů s KP potvrzuje změny metabolického stavu, zejména 

významnou poruchu transportního mechanismu sterolů a modulace sekrece lipidů.  

Zvýšení intenzit kyseliny docosahexaenové a jejích metabolitů, kyseliny arachidonové, 

linolenové a gamma-linolenové, které bylo detekováno u pacientů s KP, může odrážet poruchu 

funkce buněčné membrány vedoucí k zánětu a aktivaci imunitní odpovědi.  Kyselina 

docosahexaenová se podílí na redukci inzulinové rezistence, (Wishart DS 2013) jednoho 

z hlavních faktorů vzniku diabetu, který je těsně propojen z patogenezí KP. Kyselina 

arachidonová, linoleová a gamma-linoleová působí jako součásti prostaglandinového 

metabolismu a mají prozánětlivé a imunoaktivní vlastnosti. Produkce prostaglandinových a 

leukotrienových metabolitů skrz cytochrom p-450 je narušená u diabetu mellitu a je 

nejpravděpodobněji reflektovaná změnami hladin kyseliny arachidonové. (Wishart DS 2013) 

Zánětlivá odpověď u pacientů s KP byla také potvrzena díky výskytu sfingosi-1-fosfátu, který 

reguluje produkci eikosanoidů a indukci cyklooxygenázy-2. Sfingosin-1-fosfát je zapojen do 

metabolismu kalciové signální dráhy, která je přímo zodpovědná za buněčné přežívání, růst a 
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proliferaci. (Wishart DS 2013) Přibližně 3násobně vyšší intenzity signálu byly pozorovány u 

dekanoyl-karnitin a hexadec-2-enoyl-karnitinu ve skupině nemocných. To lze vysvětlit tím, že 

u KP je poškozen metabolismus mastných kyselin, karnitiny tak nemohou plnit svou 

biologickou funkci, proto zůstávají ve vyšších koncentracích v plazmě. Naproti tomu byly u 

pacientů s KP pozorovány více než 10násobně nižší hladiny intenzit signálu acetyl-L-karnitinu, 

dalšího z modulátorů metabolismu mastných kyselin. Ve skutečnosti byla dramatická deplece 

acetyl-L-karnitinu prokázána u diabetiků (Thorne Research Inc 1999), což podporuje koncepci 

poruchy glukózového metabolismu, asociovanou s KP. (Andersen DK 2017) 

 

3.5.4 Závěr a zhodnocení cílů a hypotéz práce 
 
Metabolomická analýza potvrdila signifikantní změny na celulární / molekulární úrovni 

vedoucí především k oxidativnímu stresu a k narušení lipidového metabolismu a energetického 

řízení v průběhu procesu karcinogeneze KP. Kromě detekce klinicky uznávaných markerů 

oxidativního stresu (deriváty 8-isoprostanu a tyrosinu), jejichž propojení s karcinomy bylo 

prokázáno u jiných malignit, jako například karcinomy prsu či plic, byly také identifikovány 

molekuly (lysofosfatidylcholin, dekanoyl-karnitin atd.), které doposud nebyly s KP spojovány 

a mohly by se tak stát vhodnými kandidátními markery.  
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4 Souhrn 
 
Karcinom pankreatu je maligní onemocnění s nepříznivou prognózou. V současnosti se 

diagnostika karcinomu pankreatu opírá zejména o zobrazovací metody CT, MR a EUS, protože 

spolehlivý biomarker karcinomu pankreatu není dostupný. Za úspěch je v současné klinické 

praxi považováno, pokud se podaří selektovat pacienty vhodné k chirurgické resekci, v této 

skupině je celkové přežití mírně lepší než ve skupině, kde chirurgický výkon není technicky 

možný.  

Předkládaná disertační práce se v první části zabývá testováním již zavedených zobrazovacích 

diagnostických metod používaných v běžné praxi EUS a EUS FNA a navíc moderními 

vyšetřovacími možnostmi s využitím kontrastní endosonografie a srovnání přesnosti 

zmiňovaných metod. Byla potvrzena dominantní role EUS FNA. 

V další fázi práce byl testován metodický postup EUS FNA odběru a předúpravy vzorku 

pankreatické tkáně s ohledem na množství a kvalitu pro epigenetická vyšetření a rovněž 

testováním prognostické role KRAS a miR-21. Bylo zjištěno, že nejvhodnějším zdrojem 

biologického materiálu pro DNA a miRNA analýzy jsou cytologické nátěry, kde je 

kontaminace nenádorovou tkání nízká, a i když prognostická role KRAS je zanedbatelná, miR-

21 vykazuje značné rozdíly v přežívání pacientů v závislosti na míře exprese. 

V poslední části práce byl kladen důraz na vývoj a testování nových metod vhodných k detekci 

karcinomu pomocí vyšetření krevní plazmy. Jedná se o kombinaci spektroskopických metod 

a metabolomické analýzy. Ve spektrech byly identifikovány oblasti, které ukazují na 

patologické změny asociované s KP, zejména kolísající hladiny karotenoidů a aromatických 

aminokyselin, strukturní alterace proteinů a lipidů. Metabolomická analýza umožnila určit 

molekuly se specifickou vazbou ke kancerogenezi – tyrosin a guanosin a jejich deriváty, dále 

např. 8-isoprostan nebo deriváty karnitinu, jež úzce souvisejí s oxidační stresem a poškozením 

buněčných membrán či genetické informace indukovanými přítomností karcinomu. Testovaná 

metodika vykázala vyšší výkonnostní charakteristiky než současně využívaný klinický marker 

CA 19-9.  
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5 Summary 
Pancreatic cancer is a malignant disease with an unfavorable prognosis. Currently, the diagnosis 

of pancreatic cancer is based mainly on CT, MR and EUS imaging methods, because a reliable 

biomarker of pancreatic cancer is not available. It is considered a success in the current clinical 

practice if patients suitable for surgical resection can be selected, because in this group the 

overall survival is slightly better than in the group where surgery is not technically possible. 

In the first part, the presented dissertation focuses on testing of already established imaging 

diagnostic methods used in common practice, i.e. EUS and EUS FNA, as well as modern 

examination possibilities, such as contrast endosonography, and the comparison of the accuracy 

of the methods used. The dominant role of the EUS FNA was confirmed. 

In the next phase of the work, the methodological procedure of EUS FNA collection and the 

preprocessing of pancreatic tissue samples was tested with regard to the quantity and quality 

for epigenetic examination and further testing using the prognostic role of KRAS and miR-21. 

It has been suggested that cytological smears are the most suitable source of biological material 

for DNA and miRNA analysis, where non-tumor tissue contamination is low. Although the 

prognostic role of KRAS is negligible, miR-21 showed differences in patient survival depending 

on its expression levels. 

In the last part of the work, emphasis was placed on the development and testing of new 

methods for cancer detection using blood plasma testing via a combination of spectroscopic 

methods and metabolomics. Specific areas have been identified in the spectrum, which 

determine pathological changes associated with pancreatic cancer, especially fluctuating levels 

of carotenoids and aromatics, structural alterations in proteins and lipids. Metabolomics 

allowed for the identification of certain molecules with specific connenction to carcinogenesis 

- tyrosine and guanosine and their derivatives, 8-isoprostane, or carnitine derivatives - which 

are closely related to oxidative stress, cell membrane or genetic information damage induced 

by the presence of cancer. The tested methodology showed higher performance characteristics 

than the currently employed clinical marker CA 19-9. 
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6 Seznam zkratek 
 
ADA   Americká diabetologická asociace 

AUC  area under curve (plocha pod křivkou) 

CA 19-9  Karbohydrát antigen 19-9 

CRP   C reaktivní protein 

CT  multidetektorová výpočetní tomografie 

ctDNA  cirkulující nádorová DNA 

DNA   deoxyribonukleová kyselina 

ECD   elektronový cirkulární dichroismus 

ERCP   endoskopická retrográdní cholangiopankreatikografie 

EUS  endoskopická ultrasonografie 

FNA   tenkojehlová aspirace 

G   gauge 

CHP   chronická pankreatitida 

IGT  porucha glukózové tolerance 

IPMN   intraduktální papilární mucinózní neoplazie 

KP  karcinom pankreatu 

KRAS             KRAS onkogen 

LDA   lineární diskriminační analýza 

LOOCV  křížová validace typu leave-one-out 

miRNA mikro-ribonukleová kyselina 

MR  magnetická rezonance 

MRCP  magnetická rezonanční cholangiopankreatikografie 

mRNA  messenger ribonukleová kyselina 

NET   neuroendokrinní tumor 
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NMR   nukleární magnetická resonance 

NPV   negativní prediktivní hodnota 

PCR    polymerázová řetězová reakce 

PPV   pozitivní prediktivní hodnota 

ROA   Ramanova optická aktivita 

ROC    receiver operating characteristics 

SPN  solidní pseudopapilární neoplazie 

T2DM  diabetes mellitus 2. typu 

T3cDM  diabetes mellitus typu 3c 

USG   abdominální ultrasonografie 

wt KRAS  nemutovaná forma KRAS onkogenu 
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