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1.  Abstrakt 

Karcinom pankreatu (PDAC) je závažnou malignitou se stoupající incidencí. Většina pacientů 

je diagnostikována v pokročilých stadiích onemocnění. Nejužívanější parametr CA19­9 nemá 

dostatečnou efektivitu v diagnostice časných forem PDAC či pro screening. Vzhledem 

k poznatkům o interakcích mezi extracelulární matrix (ECM), buňkami nádorového stroma a 

buňkami PDAC, se slibným cílem výzkumu jeví pankreatické stelátní buňky. Tyto buňky 

produkují většinu ECM pankreatického tumoru a akumulují retinol.  

Cílem disertační práce bylo analýzou širokého spektra parametrů popsat cirkulující biomarker 

nebo jejich panel, který by dokázal odlišit nemetastazující PDAC od pacientů s diabetem 2. 

typu (T2DM), chronické pankreatitidy (ChP) a zdravých kontrol.  Dalším cílem bylo v tomto 

souboru pacientů změřit hladiny retinolu a ATRA a určit jejich význam.  

U celkem 220 pacientů s PDAC, ChP, T2DM a u zdravých kontrol jsme stanovovali různými 

biochemickými metodami, především imunochemicky metodou ELISA koncentrace řady 

speciálních a běžně vyšetřovaných parametrů. Na základě rozdílů mezi jednotlivými 

skupinami jsme definovali panely biomarkerů, jejichž efektivitu jsme porovnávali s CA19­9. 

Dále jsme pomocí vysokoúčinné kapalinové chromatografie (HPLC) s UV detekcí stanovili 

v těchto skupinách koncentrace retinolu a ATRA.  

Výsledkem práce jsou panely biomarkerů, které zlepšují efektivitu CA19­9 nebo tento marker 

zcela nahrazují. Panel „CA19­9, AAT, IGFBP2, albumin, ALP, Reg3a, HSP27“ detekuje 

PDAC mezi T2DM, panel „S100A11, CA72­4, AAT, CA19­9, CB, MMP­7, S100P­s, 

Reg3a“ odliší PDAC od ChP, panel „MMP­7, Reg3a, sICAM1, OPG, CB, feritin odliší 

PDAC od zdravých jedinců, panel „CA19­9, S100P­plazma, AAT, albumin, adiponektin, 

IGF­1, MMP7, S100A11“ odliší PDAC od ostatních. Všechny panely mají vyšší efektivitu 

než CA 19­9 (p<0,05). Při vyloučení CA19­9 odliší panel „CEA, HbA1c, AST, HDL­

cholesterol, prealbumin, SAA, IGF­2, CB“ PDAC od zdravých kontrol lépe nežli v porovnání 

s CA19­9. Dále jsme prokázali signifikantní pokles hladin retinolu u PDAC v srovnání 

s ostatními skupinami a pokles koncentrací ATRA u PDAC ve srovnání se zdravými 

kontrolami a diabetiky.  

Výsledky práce dokládají heterogenní biochemické změny doprovázející rozvoj PDAC. 

Získané panely zlepšují diagnostiku PDAC ve srovnání s CA19­9. Zároveň potvrzují roli 
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retinoidů v rozvoji PDAC, jakkoli výsledky nepotvrzují jejich využitelnost jako biomarkeru 

časného PDAC.  

Klíčová slova: karcinom pankreatu, chronická pankreatitida, diabetes mellitus 2. typu, retinol, 

all­trans retinová kyselina, cirkulující biomarkery, pankreatické stelátní buňky, 

imunoenzymatická analýza (ELISA), HPLC, vysokoúčinná kapalinová chromatografie 
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2.  Abstract 

Pancreatic cancer (PDAC) is malignancy with increasing incidence. Most of the patients are 

diagnosed in advanced stages of the disease. Due to its low efficacy CA19­9 is neither useful 

for identification of early PDAC nor for its screening. There is strong evidence about the 

relationship between extracellular matrix (ECM), tumour stroma and PDAC cells. Thus, 

retinol storing pancreatic stellate cells which produce majority of ECM seem to be promising 

target of the research.  

The aim of this work was to analyse to broad spectre of circulating biomarkers and define one 

or more biomarkers, which can identify PDAC among chronic pancreatitis (ChP), type 2 

diabetes mellitus (T2DM) and healthy controls. Another goal was to measure levels of ATRA 

and retinol in these groups and define their role as a biomarker. We used several methods, 

mainly ELISA, to measure concentrations of many common and special parameters in 220 

patients with PDAC, T2DM, ChP and healthy controls. Based on the differences in 

concentrations, panels of biomarkers were defined, and their efficacy was compared to CA19­

9.  We used high performance liquid chromatography (HPLC) with UV detection to 

determine the serum levels of retinol and ATRA among those groups.  

The result of our study are panels of biomarkers which define PDAC among other groups 

better (p<0,05) than solitary CA19­9. Panel „CA19­9, AAT, IGFBP2, albumin, ALP, Reg3a, 

HSP27“ detects PDAC among T2DM, panel „S100A11, CA72­4, AAT, CA19­9, CB, MMP­

7, S100P­s, Reg3a“ detects PDAC among ChP, panel „MMP­7, Reg3a, sICAM1, OPG, CB, 

ferritin detects PDAC among controls better that CA 19­9. After exclusion of CA19­9 from 

the panels, set of markers „CEA, HbA1c, AST, HDL­chol., prealbumin, SAA, IGF­2, total 

protein“ detects PDAC among healthy controls better than solitary CA19­9.  

We also proved significantly lower levels of retinol in PDAC compared to other groups and 

significant decrease of ATRA levels in PDAC compared to healthy controls and T2DM.  

The results confirm heterogenic changes accompanying PDAC. Although not suitable as a 

diagnostic biomarker of early PDAC, retinol and ATRA seem to have important role in 

PDAC pathogenesis. 

Key words: pancreatic cancer, chronic pancreatitis, type 2 diabetes mellitus, retinol, all trans 

retinoic acid, circulating biomarkers, pancreatic stellate cells, ELISA, enzyme linked 

immunosorbent assay, HPLC, high­performance liquid chromatography. 
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4.  Seznam zkratek: 

AAT: α­1­antitrypsin 

ADM: acinární duktální metaplázie (acinar to ductal metaplasia)  

AJCC: American Joint Committee on Cancer classification  

ALCAM: aktivovaná adhezní molekula leukocytů (activated leukocyte cell adhesion 

molecule)  

ALP: alkalická fosfatáza 

ALT: alaninaminotransferáza  

AMS­P: pankreatická amyláza 

ANOVA: analýza rozptylu (analysis of variance)  

ApoB: apolipoprotein B  

AST: aspartátaminotransferáza  

ATRA: kyselina all­trans retinová (all­trans retinoic acid) 

AUC: plocha pod křivkou (area under the curve) 

BMI: body mass index  

CA19­9: carbohydrate antigen 19­9  

CA72­4: carbohydrate antigen 72­4 

CB: celková bílkovina  

CEA: karcinoembryonální antigen  

CEACAM: adhezní molekuly asociované s karcinoembryonálním antigenem 

CLIA: chemiluminescenční analýza 

CRP: C­reaktivní protein  

DJ­1: protein deglykláza DJ­1  

DM:  diabetes mellitus 
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ECLIA:  elektrochemiluminescenční analýza 

ECM: extracelulární matrix 

EDTA: ethylendiamintetraoctová kyselina  

ELISA: imunoenzymatická analýza (enzyme linked immunosorbent assay)  

GGT:  ­ glutamyltransferáza 

Glyk. prot.: glykovaný protein (fruktosamin)  

HbA1c: hemoglobin A1c (glykovaný hemoglobin) 

HDL: lipoprotein s vysokou hustotou  

HRP: křenová peroxidáza (horseradich peroxidase) 

HP: hereditární (chronická) pankreatitida 

HPLC: vysokoúčinná kapalinová chromatografie (high performance liquid chromatography) 

HSC: jaterní stelátní buňky (hepatic stellate cells)  

HSP: protein teplotního šoku (heat shock protein)  

Chol: cholesterol 

ChP: chronická pankreatitida 

IGF: inzulínu podobný růstový faktor (insuline like growth factor) 

IGFBP: protein vázající inzulínu podobný růstový faktor (IGF binding protein)  

INS: inzulín  

KRAS: produkt genu KRAS (Kirsten­ rat sarkoma virus oncogene homolog) 

LR: logistická regresní analýza 

MCP­1: chemotaktický cytokin MCP­1 (monocyte chemoattractant protein ­1) 

MIC­1: makrofágy inhibující cytokin 1  

MMP: matrix metaloproteináza 

OPG: osteoprotegerin  
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PANDER: pankreatický odvozený faktor 

PCT: prokalcitonin  

PDAC: pankreatický duktální adenokarcinom /karcinom pankreatu;  

PPAR: receptory aktivované peroxisomovým proliferátorem (peroxisome proliferator­ 

activated receptors) 

Prealb: prealbumin 

PRSS1: gen pro trypsin­1 

PSC: pankreatické hvězdicovité (stelátní) buňky (pancreatic stellate cells)   

RAR: receptor kyseliny retinové 

RBP4: retinol vázající protein 4  

REG: regenerating protein 

RF: analýza metodou náhodný les (random forest analysis)  

RXR: retinoic X receptor 

SAA: sérový amyloid A  

SD: standard deviation (směrodatná odchylka) 

sICAM: solubilní mezibuněčná adhezní molekula (soluble Intercellular Adhesion Molecule) 

sRAGE: solubilní receptor konečných produktů pokročilé glykace (soluble receptor for 

advanced glycation end­products) 

T2DM: diabetes mellitus 2. typu  

T3cDM: diabetes mellitus typu 3c 

TAG: triacylglycerol  

TFF1: trefoil faktor  

TIMP: tkáňový inhibitor matrixových metaloproteináz 
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5.  Karcinom pankreatu – úvod 

 

Karcinom pankreatu (pancreatic ductal adenocarcinoma, PDAC) patří mezi nezávažnější 

onemocnění trávicí soustavy. Je osmou nejčastější příčinou úmrtí na maligní onemocnění 

celosvětově a jeho incidence v rozvinutých zemích neustále stoupá. (Rahib L. et al., 2021) 

V současné době je jedinou metodou, která vede k úplnému vyléčení PDAC chirurgická 

terapie. Podmínkou úspěšné chirurgické léčby je dosažení R0 resekce, tj. odstranění nádoru 

s dostatečným lemem zdravé tkáně při nepřítomnosti diseminace onemocnění. Bohužel, u 

většiny pacientů je v době diagnózy PDAC již v natolik pokročilém stadiu, že je kurativní 

resekce nemožná.  

 

5.1.  Epidemologie 

 

Karcinom pankreatu je celosvětově 8. nejčastější malignitou. Ve srovnání s evropskými státy 

patří Česká republika, kde v r. 2021 dosahovala incidence 22,9/100 000 osob mezi země 

s nejvyšším výskytem PDAC. V ČR bylo v letech 2017 ­2021 zachyceno ročně průměrně 2 

448 nových případů a průměrná mortalita činila 2 236 případů/rok. Maximum výskytu 

onemocnění je mezi 65. a 79. rokem života. V prvních dvou deceniích života se prakticky 

neobjevuje, výrazný nárůst incidence je patrný od 60. roku života. Křivka mortality PDAC do 

značné míry koresponduje s křivkou incidence (mortalita v ČR v roce 2021 činila 22,31/100 

000), což PDAC řadí mezi nejzhoubnější nádory vůbec. Jednou z hlavních příčin infaustní 

prognózy většiny pacientů s PDAC je pozdní diagnostika tohoto onemocnění. Jen necelých 20 

% pacientů je zachyceno v I. nebo II. stadiu onemocnění. Ve stadiu T1­4 N0­1 M0 dle MKN 

bylo v ČR v roce 2021 zachyceno jen 277 z 2393 diagnostikovaných případů. (Národní 

onkologický registr ČR, spravovaný ÚZIS ČR).  (Obrázek 1) 
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a/ 

 

b/ 
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c/ 

Obr. 1 a­c:  Epidemiologická data karcinomu pankreatu v ČR 

a/ incidence stadií I­II karcinomu pankreatu 

b/ zastoupení jednotlivých stadií karcinomu pankreatu v čase 

c/ vývoj incidence a mortality karcinomu pankreatu 

Zdroj: ( Dušek L, 2024) (použito se svolením) 

 

5.2. Etiologie   

 

PDAC je onemocnění vznikající obvykle důsledkem akumulace somatických mutací tumor 

supresorových genů a/nebo onkogenů. Obvykle se jedná o pozvolný mnohastupňový proces. 

Konsensuálně se popisují morfologické jednotky, které korelují s akumulací alterovaných 

mutací. Jejich definice byla ustanovena r. 1999 a publikována v roce 2001. Tento konsensus 

definoval na základě histomorfologických charakteristik pankreatické intraepitelové neoplázie 

(PanIN) 1­3 , kdy PanIN 1­2 jsou low­grade a PanIN 3 high­grade léze. (Hruban RH. et al., 

2001). Toto dělení rovněž reflektuje četnost somatických mutací. V časných stadiích je 
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nejčastější mutací genu KRAS, dále se objevují mutace tumor supresorových genů – SMAD4, 

Tp53, p16, BRCA2, Her 2/neu. 

Vývoj zdravé tkáně v invazivní karcinom je pravděpodobně poměrně dlouhý (až 10 let), 

teoreticky tak skýtá možnost časné diagnostiky. Bohužel, v současné době nemáme spolehlivý 

biomarker či zobrazovací vyšetření schopné detekovat prekurzorové léze PDAC.  

 

5.3. Histologická a molekulární charakteristika karcinomu pankreatu 

 

5.3.1.  Histologie: 

Zhruba 90 % všech karcinomů pankreatu tvoří duktální adenokarcinom, který lze dle 

histologické charakteristiky blíže klasifikovat jako mucinózní, hepatoidní, adenoskvamózní, 

medulární, mikropapilární, z buněk pečetního prstenu, sarkomatoidní či anaplastický. 

(Taherian M. et al., 2022, Mizrahi JD et al.,  2020).  

Výraznou menšinu pak tvoří acinární karcinom a nádory vycházející z prekurzorových 

cystických lézí – serózní cystadenokarcinom, solidní pseudopapilární karcinom, intraduktální 

papilární karcinom a mucinózní cystický karcinom. Vliv jednotlivých subtypů PDAC na 

prognózu není zcela objasněn, některá klinická data však nasvědčují, že karcinomy 

vycházejících z intraduktální pseudopapilární mucinózní neoplázie (IPMN) či mucinózní 

cystické neoplázie (MCN) mají lepší prognózu než PDAC. (Furukawa T. et al., 2011, Cros J 

et al., 2018) 

Identifikace medulárního typu PDAC pravděpodobně zasluhuje bližší pozornost, neboť u 

tohoto typu nádoru bývá přítomna mutace v opravném systému chybného párování bazí DNA 

(DNA mismatch repair system) a lze u něho předpokládat efekt imunoterapie. (Di Federico A. 

et al., 2022) 

 

5.3.2.  Molekulární charakteristika 

Se současným rozvojem onkologické terapie a díky rozvinutým možnostem molekulární 

diagnostiky nabývá na významu definování molekulárně genetického profilu malignit. Studie 

publikovaná r 2015 v Nature (Waddell N. et al., 2015) zkoumající genomické charakteristiky 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC9139656/
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primárně resekovaných nádorů (n=100) rozlišuje PDAC na 4 základní subtypy v závislosti na 

množství strukturálních variant detekovaných v genomu 

­ stabilní: < 50 změn ve struktuře chromozomů  

­ rozptýlený (scattered): 50­200 změn ve struktuře chromozomů  

­ lokálně přeskupený (rearranged): >200 změn ve struktuře chromozomů na <3 

chromozomech 

­ nestabilní: >200 změn ve struktuře chromozomů  

Toto dělení má i klinický korelát, kdy např. přítomnost genomové nestability a BRCA mutace 

je asociovaná s efektivitou terapie cis­platinou.  

 

5.4.Staging  

Staging PDAC je stanovován na základě TNM klasifikace (AJCC 8. vydání 2017 + WHO 

2019). (Tabulka 1) 

 

 

 

 

 

Primární tumor 

TX  Nelze hodnotit 

T0  Bez známek primárního nádoru 

Tis  Carcinoma in situ / PanIn­3 

T1  Nádor omezen na pankreas, vel >/= 2cm 

T2  Nádor omezen na pankreas, vel. >2cm, ale 

<4cm 

T3  Nádor >4cm 

T4  Postižení truncus coeliacus, arteria 

mesenterica superior nebo arteria hepatica 

communis 

 

 

NX  Nelze hodnotit 

N0  Regionální uzliny bez metastáz 
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Tabulka 1: Staging karcinomu pankreatu (Kang H. et al., 2022) 

 

5.5. Rizikové faktory karcinomu pankreatu 

 

Existuje celá řada rizikových faktorů PDAC. Rozsáhlá metaanalýza 117 studií publikovaná r. 

2015 popisuje jako rizikové faktory mj. chronickou pankreatitidu, metabolický syndrom, 

kouření, diabetes mellitus či rodinnou zátěž. (Lang J. et al., 2021, Maisonneuve P. et al., 

2015) 

Mezi neovlivnitelné faktory patří zejména věk a genetická dispozice (rodinná zátěž a/nebo 

vrozená mutace). Známé ovlivnitelné faktory zvyšující riziko PDAC jsou stravovací návyky 

s převahou příjmu energie nad výdejem ústící v obezitu a metabolický syndrom, kouření a 

abúzus alkoholu. Alkohol však není pravděpodobně přímým kancerogenem, je ale 

Lymfatické uzliny  N1  Metastázy v maximálně 3 regionálních 

uzlinách  

N2  Metastázy ve více než 3 lymfatických uzlinách 

 

Metastázy 

M0  Nejsou vzdálené metastázy 

M1  Vzdálené metastázy přítomny 

 

 

 

 

 

Staging/klinické 

stadium 

Stadium 0  TisN0M0 

Stadium IA  T1N0M0 

Stadium IB  T2N0M0 

Stadium IIA  T3N0M0 

Stadium IIB  T1­3N1M0 

Stadium III  T1­4N2M0 

T4N0­2 M0 

Stadium IV  T1­4 N0 – 2 M1 
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etiologickým faktorem chronické pankreatitidy, která prokazatelně zvyšuje riziko vzniku 

PDAC. (Lucenteforte E. et al., 2012) Jak chronická pankreatitida (ChP), tak diabetes mellitus 

(DM) mají k PDAC výjimečný vztah. 

 

5.5.1.  Chronická pankreatitida jako rizikový faktor rozvoje karcinomu 

pankreatu 

Chronická pankreatitida je chronické progredující onemocnění charakterizované postupnou 

náhradou funkční exokrinní pankreatické tkáně vazivem následkem čehož dochází ke ztrátě 

exokrinní a endokrinní funkce. V drtivé většině případů je hlavním etiologickým faktorem 

ChP v západních zemích chronický abusus ethanolu. U menší části pacientů je chronická 

pankreatitida následkem autoimunitního procesu, prodělaných akutní pankreatitid či na 

základě vrozených genetických abnormalit. V rozvinutých zemích je incidence ChP cca 5­12/ 

100 000 obyvatel. V ČR je incidence udávána 7,9/100 000 (Dítě P. et al., 2001). Prevalence 

ChP je cca 30­50/100 000 obyvatel. (Cohen SM. et al., 2023) Dle metaanalýzy 13 studií se 

zdá, že u pacientů s ChP je celoživotní riziko PDAC zvýšeno 16x. (Kirkegard J. et al., 2017) 

Nicméně jen 5 % pacientů s ChP vyvine PDAC. ChP je tedy stále poměrně vzácnou příčinou 

PDAC. Naproti tomu akutní pankreatitida, která se objeví do dvou let před manifestací PDAC 

je pravděpodobně první manifestací toho nádorového onemocnění. Naopak jen malá část (5 

%) pacientů s PDAC se manifestuje jako akutní pankreatitida. (Munigala S. et al., 2014)  

Zvláštní skupinou jsou pak pacienti s hereditární chronickou pankreatitidou (HP). Jedná se o 

autosomálně dominantní onemocnění s neúplnou penetrancí (cca 80 %). Příčinou jsou mutace 

genu PRSS­1, jehož produktem je kationický trypsinogen. Mutace vede k produkci 

trypsinogenu, který je náchylnější k intrapankreatické aktivaci. (Girodon E. et al., 2021) Toto 

onemocnění se manifestuje jako rekurentní akutní pankreatitida již v dětském věku. Riziko 

rozvoje PDAC u těchto pacientů je cca 70x vyšší než v běžné populaci (v závislosti na typu 

mutace). Riziko PDAC u těchto pacientů je tedy zhruba 40 %. Současná expozice dalším 

rizikovým faktorům (zejména kouření) podstatně snižuje věk rozvoje PDAC s HP. Byla 

popsána celá řada dalších mutací v různých genech (CFTR, SPINK­1, CTRC, CTRB1/B2…), 

které se mohou spolupodílet na rozvoji ChP. Vzhledem k výše uvedenému zvýšenému riziku 

rozvoje PDAC u HP jsou tito pacienti indikováni k dlouhodobému sledování v rámci 

programu surveillance PDAC v ČR. (Vaněk P. et al., 2023)  
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V posledních letech se objevují práce popisující zvýšené riziko PDAC u pacientů 

s autoimunitní pankreatitidou zejména I. typu. (Kunovský L. et al., 2021, Mačinga P. et al., 

2021)  

 

5.5.2.   Diabetes mellitus 2. typu jako rizikový faktor karcinomu pankreatu 

Protože právě pankreas, resp. jeho endokrinní část, je klíčovým orgánem regulace glukózové 

homeostázy v organismu, je vztah mezi T2DM a PDAC v mnoha ohledech specifický. 

Předně, T2DM je významným rizikovým faktorem rozvoje PDAC. V závislosti na studiích je 

relativní riziko rozvoje PDAC u diabetiků 1,5­2,0. (Everhart J. et al., 1995) U pacientů, kteří 

mají současně diabetes i PDAC se ve většině případů projevil diabetes v období kratším než 

24 měsíců před diagnózou PDAC. (Pannala R. et al., 2008) Ve studii z r. 2013 byl na 100 

pacientech s různými typy nádorových onemocnění diabetes prokázán u 68 % pacientů 

s PDAC, zatímco u ostatních nádorových onemocnění a u zdravých kontrol nepřesáhla 

přítomnost diabetu 25%. (Aggarwal G. et al., 2013) 

Dosud byla představena řada mechanismů, kterými T2DM riziko PDAC zvyšuje. Předně 

samotná dlouhodobá hyperglykemie stimuluje řadu procesů, které vedou ke karcinogenezi. 

Vysoké hladiny krevní glukózy aktivují transforming growth factor­1 (TGF 1), který svou 

signální drahou stimuluje epiteliální­mesenchymální přeměnu (epitelial­mesenchymal 

transition) ­ iniciální krok v rozvoji PDAC. (Rahn S. et al., 2017) Zvýšená aktivace receptorů 

pro konečné produkty pokročilé glykace (RAGE) u pacientů s T2DM stimuluje růst a 

metastazování PDAC. (Tesarova P. et al., 2016, Grote VA. et al., 2012) Hyperinzulinémie 

přítomná u T2DM stimuluje duktální buňky pankreatu aktivací signální dráhy 

PI3K/Akt/mTOR prostřednictvím inzulínu podobného růstového faktoru (IGF­1). Aktivace 

této dráhy stimuluje růst a proliferaci buněk PDAC. (Stanciu S. et al., 2022) 

 

5.5.3. Nově vzniklý diabetes mellitus  

Specifickou situací u PDAC je přítomnost pankreatogenního diabetu, tzv. T3cDM. Tento 

termín je vyhrazen pro pacienty, u nichž se diabetes rozvinul v terénu chronické pankreatitidy 

a pro stav, kdy je DM diagnostikovaný ne déle než 2 roky před diagnózou PDAC. Jedná se 

tak tedy o jednotný termín pro skupinu diabetiků, u nichž příčina diabetu tkví v alteraci 
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pankreatické tkáně, avšak konkrétní patofyziologický proces vedoucí k rozvoji DM může být 

rozdílný. Označení toho typu diabetu jako T3c pramení z jeho zařazení v tabulce publikované 

pravidelně americkou pracovní skupinou pro diagnostiku a klasifikaci DM (Expert Committee 

on the Diagnosis and Classification of Diabetes Mellitus, 2003)  

Prevalence T3cDM u ChP je zhruba 80 % a u PDAC cca 50 %. (Hart PA. et al., 2016) 

Celkem tvoří T3cDM pravděpodobně 0,5­1 % pacientů s DM. Podle některých autorů však 

může tvořit až necelých 10 %. (Ewald N. et al., 2012) Zároveň u 0,85 % pacientů s nově 

diagnostikovaným DM byl prokázán PDAC. (Chari ST. et al., 2005) Lze tedy říci, že 

dlouhotrvající T2DM zvyšuje riziko rozvoje PDAC, zatímco nově vzniklý DM může u části 

pacientů být paraneoplastickým projevem této malignity. Odlišit pacienty s T3cDM od T2DM 

by proto mohlo zvýšit detekci PDAC a racionalizovat tak další diagnostický proces.  

Roku 2018 byl představen diagnostický model založený na stanovení rizika PDAC u nově 

vzniklého DM na základě změny hmotnosti, vývoje glykemií a věku pacienta v době 

diagnózy (END­PAC). (Sharma A. et al., 2018) Ukazuje se, že zejména anamnéza poklesu 

hmotnosti v době diagnózy DM je pro pacienty s T3cDM typická (59 % vs 30 % u T2DM). 

(Hart PA. et al., 2011)  

Recentní práce ukazuje na možný přínos biomarkerů – kombinace adiponektinu a 

interleukinu­1 dokázala statisticky významně odlišit pacienty s T3cDM a T2DM (plocha pod 

křivkou (area under the curve ­ AUC) 0,91; 95 % interval spolehlivosti (confidence interval­

CI: 0,84­0,99). (Oldfield L. et al., 2021) 

 

5.6. Pankreatické stelátní buňky, PDAC, T2DM a chronická pankreatitida 

 

Samotné buňky PDAC tvoří jen malou část hmoty maligního tumoru. Cca 90 % 

tumoru tvoří pankreatické stroma – extracelulární matrix, neovaskularizace, imunitní buňky a 

řada dalších buněk – zejména s nádorem asociované fibroblasty (cancer associated fibroblasts 

CAF). Vzhledem k nepoměru maligních buněk a zbytku stroma lze předpokládat, že nádorové 

stroma se bude aktivně podílet na vývoji nádoru, a že interakce mezi organismem, 

pankreatickým stroma a nádorovými buňkami je potenciálním prostorem pro diagnostiku a 

terapii PDAC. (Obrázek 2)  
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Obrázek 2: Stroma PDAC 

Většinu hmoty tumoru tvoří v případě PDAC extracelulární matrix. Dále jsou přítomné s 

nádorem asociované fibroblasty, zejména PSC, makrofágy, lymfocyty a cévy. (vytvořeno ve 

volné verzi programu BioRender.com) 

Zkratky: PDAC: karcinom pankreatu, PSC: pankreatické stelátní buňky 

 

CAF je souhrnný pojem pro skupinu buněk různého původu, které jsou si však podobné svou 

morfologií, lokalizací a expresí specifických markerů (vimentin, destičkový růstový faktor – 

platelet derived growth factor (PDGFα)). Zároveň ale nenesou genomové mutace, kterými 

jsou charakteristické nádorové buňky. Tato absence typických mutací odlišuje CAF i od 

nádorových buněk, u kterých proběhla tzv. epiteliální­mesenchymální transformace a svým 
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fenotypem se tak fibroblastům přibližují. Zdrojem CAF mohou být epiteliální buňky, 

endotelové buňky, hvězdicovité buňky pankreatu (PSC) a rezidentní fibroblasty pankreatu. 

(Sperb N. et al., 2020, Sahai E. et al., 2020) CAF zajišťují tvorbu extracelulární matrix a řady 

cytokinů. Nejvýznamnějším zdrojem CAF jsou v případě karcinomu pankreatu pankreatické 

stelátní buňky, na jejichž funkci a význam v patofyziologii PDAC se zaměříme v dalších 

kapitolách. (Neuzillet C. et al., 2019)   

Endotelové buňky patří k méně zastoupeným buněčným populacím nádorového 

stroma. Navzdory silnému angiogennímu působení řady cytokinů, produkovaných PSC 

neumožňuje výrazná hustota pankreatického stroma efektivní angiogenezi. Vaskularizace 

PDAC je tedy menší nežli u jiných solidních nádorů, což se významně uplatňuje zejména 

v chemorezistenci PDAC. (Longo V. et al., 2016) 

Buňky imunitního systému se významně podílejí na rozvoji PDAC. PDAC je 

charakterizován snížením počtu cytotoxických T­lymfocytů, které by za fyziologických 

okolností nádorové buňky likvidovaly. Působení T lymfocytů je rovněž potlačováno 

působením myeloidních supresorových buněk a makrofágů. (Li KY. et al., 2020)  

Extracelulární matrix (ECM) tvoří nebuněčnou složku masy PDAC. ECM má zásadní 

patofyziologickou úlohu v rozvoji PDAC. Stejně jako v za fyziologických podmínek ve 

zdravých orgánech je klíčovým prvkem mezibuněčné komunikace, neboť svou strukturou a 

napojením na buněčné receptory vytváří prostorovou komunikační síť. Nadto svou strukturou 

zajišťuje stabilitu tumorózní masy. (Weniger M. et al., 2018) 

Nejvíce zastoupenou složkou ECM je kolagen. V případě PDAC je typické výrazné 

zastoupení kolagenu I, jehož koncentrace je rovněž negativně korelována s délkou přežití. 

(Whatcott CJ. et al., 2015) Přítomnost kolagenu pravděpodobně usnadňuje migraci maligních 

buněk. Nádorové prostředí je vzhledem k defektní vaskularizaci relativně chudé na živiny. 

V tomto terénu slouží kolagen pravděpodobně jako zdroj energie nádorovým buňkám. 

(Olivares O. et al., 2017) Kolagen je důležitou komunikační složkou ECM. Hraje roli signální 

molekuly, případně ligandu integrinových receptorů buněk PDAC. (Ohlund D. et al., 2013) 

Vyšší denzita pankreatického stromatu způsobená depozicí ECM je rovněž nepříznivým 

faktorem negativně ovlivňujícím přežití pacientů s PDAC. (Laklai H. et al., 2016)  

Nabízí se otázka, jak v terénu prakticky neproniknutelné masy ECM, která obklopuje 

maligní buňky PDAC, může docházet tak rychle k šíření maligních buněk a k jejich 
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metastazování. Klíčem k dílčí odpovědi na tuto otázku je oboustranný vztah mezi ECM a 

buňkami PDAC. V případě ECM se jedná o regulaci rovnováhy mezi metaloproteinázami, 

které dokáží rozkládat všechny složky ECM, a tkáňovými inhibitory metaloproteináz (tissue 

inhibitors of metalloproteinases ­TIMPs). (Bonnans C. et al., 2014)  

Na význam proteoglykanů a glykoproteinů by bylo možné usuzovat již z faktu, že 

zatím nejužívanější marker PDAC – CA19­9 je strukturálně glykoproteinem. Obecně se jedná 

o proteiny, které podstoupily sekundární glykosylaci. Ta však bývá v nádorovém prostředí 

často aberantní. (Pan S. et al., 2016) Pro PDAC je typické zastoupené galektinu 1 a 

fibronektinu, glykoproteinů, které se podílejí na chemorezistenci, invazivitě a proliferaci 

PDAC. (Miyamoto H. et al., 2004)  

Nejvýznamnějším producentem ECM u PDAC jsou tzv hvězdicovité nebo též stelátní 

buňky pankreatu (pancreatic stellate cells – PSC). Tyto buňky byly popsány roku 1876 

Kupfferem, který je pozoroval v jaterních perisinusoidálních prostorech. Považoval však tyto 

buňky za fagocyty. (von Kupffer, 1876)  V dalších desetiletích byla zjištěna jejich schopnost 

ukládat vitamin A. Ve druhé polovině 20.století autoři Wake, Suzuki a Ito charakterizovali 

v řadě prací morfologii těchto buněk a dalším výzkumem byla odhalena jejich klíčová role v 

patogenezi jaterní fibrózy. Název „jaterní hvězdicovité buňky“, založený na charakteristickém 

tvaru těchto elementů, se ustálil v 90.letech 20. století.  

Překvapivě nebyla podobná pozornost věnována pankreatickým stelátním buňkám, které byly 

popsány až roku 1982(!) – tedy více než 100 let po Kupfferově iniciálním objevu. (Watari N. 

et al., 1982) V roce 1998 byla vyvinuta metoda izolace PSC, která umožnila jejich další 

studium. Za fyziologických podmínek tvoří PSC zhruba 7 % pankreatické tkáně, kde se 

nacházejí jak v exokrinní, tak v endokrinní části pankreatu. Jejich ontogenetický původ je 

nejasný, přepokládá se, že jsou mesenchymálního původu. (Asahina K. et al., 2009) 

PSC obklopují malé pankreatické vývody a cévy, kde jsou typicky přítomné na bazolaterální 

straně acinárních buněk. Na základě přítomnosti specifických proteinů (vimentin, desmin, 

neurální růstový faktor, synemin a nestin) je lze identifikovat imunohistochemickými 

metodami. (Apte MV. et al., 1998) 

Jsou­li vystaveny UV záření o vlnové délce 328nm, jsou PSC charakteristické svou 

fluorescencí. Tento jev je způsobem akumulací vitaminu A ve vakuolách PSC.  
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Funkce PSC se mění v závislosti na jejich lokalizaci a aktivaci. PSC nacházíme v pankreatu 

v aktivní nebo neaktivní formě. Neaktivní PSC obsahují množství vitaminu A ve vakuolách, 

exprimují desmin, gliový fibrilární kyselý protein (glial fibrillary acidic protein ­ GFAP), 

který je pro PSC specifický, a dále nestin a vimentin. Proliferační a migrační schopnost těchto 

buněk je výrazné omezená. Tyto buňky se nacházejí v blízkosti bazolaterálního pólu 

acinárních buněk nebo v blízkosti cév a díky tvorbě malého množství metaloproteináz a jejich 

inhibitorů se podílejí na udržování homeostázy extracelulární matrix. (Apte MV. et al., 1998, 

Ding Y. et al., 2008) 

Po aktivaci se fenotyp PSC dramaticky mění. Svým charakterem se podobají 

myofibroblastům, exprimují rozličné proteiny – např desmin, α­hladkosvalový aktin (α­

smooth muscle actin ­ SMA (čímž se odlišují od pravých fibroblastů), kolagen I a III, různé 

metaloproteinázy a jejich inhibitory, dále fibronektin a kadherin 11. (Masamune A. et al., 

2002) Rovněž ztrácí vakuoly s vitaminem A. Aktivované PSC mají vřetenovitý tvar a 

získávají řadu schopností, jejichž hlavním účelem je reparace poškozené pankreatické tkáně. 

Toho dosahují výraznou produkcí extracelulární matrix, kterou nahrazují zničené buňky 

pankreatu. Za fyziologických okolností je tento proces omezen na místo poškození. Za 

patologických stavů, jakým je třeba chronická pankreatitida nebo PDAC není tento proces 

dostatečně limitován a nevyhnutelně vyúsťuje ve fibrózu pankreatické tkáně a ztrátě funkcí 

pankreatického parenchymu. Tento proces je navíc udržován autoaktivací pankreatických 

buněk řadou cytokinů, které samy produkují. Zdá se, že aktivace PSC je jednou z klíčových 

událostí, které vedou k tvorbě specifického mikroprostředí a k progresi jak chronické 

pankreatitidy, tak zejména PDAC. Je to tedy rovněž právě specifické prostředí nádorového 

stroma, které se významně podílí na rychlém šíření metastazování a chemorezistenci PDAC. 

(Hrabák P. et al., 2021)  

Mechanismů, které vedou k (auto)aktivaci PSC je celá řada. Není náhodou, že valnou většinu 

cytokinů, o kterých soudíme, že aktivují PSC, produkují právě tyto buňky. Tento fakt jen 

potvrzuje klíčovou úlohu těchto buněk v regulaci extracelulární matrix. (Jin G. et al., 2020) 

Mezi tyto cytokiny patří především transforming growth factor β1 (TGFβ1), který pomocí 

kaskády MAPK/ERK/JNK vede k transformaci neaktivních PSC v jejich aktivovanou formu. 

(Xu XF. et al., 2018, Fitzner B. et al., 2004).  Někteří autoři uvádějí, že právě tento cytokin je 

důležitým patofyziologickým prvkem, který se podílí na excesivní fibróze u pacientů 

s chronickou pankreatitidou. (Sarper M,. et al., 2016) Pozoruhodný je pak vztah mezi ATRA a 
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TGFβ1. ATRA brání tvorbě komplexů mezi TGFβ1a jeho vázajícím proteinem (TGFβ1­

binding protein) a tedy jeho uvolňování z buněk.  

Dalšími cytokiny podílejícími se na aktivaci PSC jsou z destiček odvozený růstový faktor 

(platelet­derived growth factor – PDGF) či Yes­asociovaný protein (YAP). Tento protein je 

zmiňován v souvislosti s řadou nádorových onemocnění, kde hraje roli v regulaci proliferace 

a apoptózy. YAP interaguje se signální drahou SMAD, která má významnou roli v aktivaci 

PSC. (Lin H. et al., 2021)  

PDGF je v pankreatické tkáni vytvářen zejména makrofágy a za patologických okolností i 

nádorovými buňkami PDAC. Jeho zdrojem jsou ovšem i krevní destičky, které se v případě 

poškození tkáně – k jakému dochází například u akutní pankreatitidy, akumulují v zánětlivé 

postižených okrscích pankreatu, kde pomocí PDGF stimulují tvorbu ECM právě 

prostřednictvím aktivace PSC. Produkce PDGF je nicméně rovněž zvýšena u chronické 

pankreatitidy. (Luttenberger T. et al., 2000, Ebert MP. et al., 1998, Gress, T. et al., 1994) 

Hypoxie je dalším faktorem, který stimuluje aktivaci PSC. Tento faktor je významný zejména 

proto, že k hypoxii dochází často právě vlivem excesivní produkce ECM. PSC jsou 

aktivovány mimo jiné i hypoxií indukovaným faktorem­1 (hypoxia inducible factor ­1), který 

je zvýšeně exprimován za hypoxických podmínek, které se vyskytují například právě 

v nádorovém stroma. (Ide T. et al., 2006)    

PSC mohou pravděpodobně být stimulovány i mechanicky. Asaumi et al. prokázali, že jsou­li 

vystaveny zvýšenému vnějšímu tlaku, produkují PSC více ECM. Autoři tak cíleně simulovali 

prostředí zvýšeného tlaku v terénu edému doprovázejícího zánětlivé afekce pankreatické 

tkáně. (Asaumi H. et al., 2007, Apte MV. et al., 2000)  

Vzhledem ke známému vztahu alkoholu a chronické i akutní pankreatitidy není překvapením, 

že lze nalézt vztah mezi ethanolem a PSC. Alkohol aktivuje PSC několika různými způsoby. 

Stěžejním mechanismem je pravděpodobně vliv acetaldehydu (PSC obsahují 

alkoholdehydrogenázu) a nepřímý vliv alkoholu prostřednictvím oxidativního stresu, který 

vzniká v prostředí alkoholem indukované pankreatitidy. Ethanol a acetaldehyd spouštějí 

MAPK­kinázovou dráhu, která se na aktivaci PSC podílí. Dalším nepřímým mechanismem 

aktivace PSC je pravděpodobně jejich aktivace prostřednictvím toll­like receptorů. Tyto 

receptory reagují na lipopolysacharidy a endotoxiny, které se dostávají do organismu při 
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zvýšené propustnosti intestinální bariéry obvyklé u abúzu alkoholu. (Vonlaufen A. et al., 

2007, McCarroll JA. et al., 2003) 

Regulace buněčných dějů pomocí Ca2+ je univerzálním mechanismem sdíleným napříč celým 

organismem. Na rozdíl od acinárních buněk, u PSC nedochází v reakci na acetylcholin nebo 

cholecystokinin ke vzestupu intracelulární koncentrace Ca2+. Reagují naopak na bradykinin 

(PSC exprimují receptor pro bradykinin typ 2), jehož hladiny se zvyšují například při 

(alkoholem indukované) akutní pankreatitidě. (Gryschenko O. et al., 2016) 

 

5.6.1.  Pankreatické stelátní buňky a diabetes mellitus 2. typu 

PSC exprimují receptory pro glukózu GluT 1­3 a reagují tedy na zvýšené hladiny krevní 

glukózy svou aktivací a proliferací. (Kiss K. et al., 2015) 

 T2DM je s metabolismem PSC úzce svázán vzájemnými vztahy. Předně, aktivace PSC, ke 

které dochází v prostředí T2DM prostřednictvím mj. i renin­angiotensin­aldosteronovým 

systémem vedoucím k syntéze TGFβ, vede k fibróze pankreatických ostrůvků. Tento stav je 

akcentován v situaci, kdy v prostředí ostrůvků pankreatu jsou PSC pacientů s T2DM 

vystavovány vysokým hladinám glukózy a inzulinu. (Yang J. et al., 2020) 

Chronická hyperglykemie vede k diferenciaci v myofibroblasty připomínající fenotyp pomocí 

signální dráhy svázané s p38 MAP­kinázou. Pravděpodobně zvýšená spotřeba kyslíku vysoce 

aktivními β­buňkami pankreatických ostrůvků zapříčiňuje relativní hypoxii PSC, která výše 

popsanými mechanismy rovněž přispívá k jejich zvýšené aktivitě. Zajímavý je fakt, že i 

hypovitaminóza A vede k aktivaci PSC. Tento proces lze zmírnit suplementací toho vitaminu. 

(Kiss K. et al., 2015, Zhou Y. et al., 2020) 

 

5.6.2.  Pankreatické stelátní buňky a karcinom pankreatu 

PSC tvoří za fyziologických podmínek jen cca 5 % pankreatické tkáně, ale tvoří cca 50 % 

stroma PDAC, které samo o sobě tvoří až 90 % hmoty tohoto zhoubného nádoru. (Farran B. et 

al., 2019) PDAC je typický masivní desmoplastickou reakcí, které se zúčastní celá řada 

různých buněk, mimo jiné i PSC. Výzkum posledních let, který se stále více zaměřuje na 

interakci mezi pankreatickým stroma, organismem a nádorovými buňkami, odhaluje důležitou 
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roli PSC v patogenezi PDAC. Pochopení těchto vztahů může vést k odhalení potenciálně 

účinné terapie tohoto onemocnění.  

Zkoumáním vztahu mezi PCS a PDAC jak „in vivo“ tak „in vitro“ bylo zjištěno, že 

aktivované PSC ovlivňují řadu procesů, například angioneogenezi, produkci extracelulární 

matrix, růst a invazi PDAC stejně tak jako jeho chemorezistenci. Vztah PDAC a PSC je 

oboustranný. PCS usnadňují migraci buněk PDAC i jejich diferenciaci, naopak nádorové 

buňky ovlivňují aktivaci PSC, jejich migraci i proliferaci a produkci ECM. (Obrázek 3) 

 

Obrázek 3: Vztahy mezi PSC a buňkami PDAC 

PSC prostřednictvím řady cytokinů stimulují proliferaci a šíření buněk PDAC. PSC spolu s 

buňkami PDAC stimuluji angioneogenezi. Buňky PDAC naopak aktivují PSC, stimulují jejich 

proliferaci.  (vytvořeno ve volné verzi programu BioRender.com) 

Zkratky : ECM: extracelulární matrix, VEGF : vaskulární endoteliální růstový factor, FGF: 

fibroblastový růstový factor, CSF: kolonie stimulující factor, PDGF: destičkový růstový 

factor, TGF: tranformující růstový faktor, MMP: matrixová metaloproteináza, IL – 

interleukin, miRNA – mikro ribonukleová kyselina  

 

Aktivace PCS v nádorovém stroma je stimulována např. interleukiny IL­1, IL­6, kolonie 

stimulujícím faktorem I (CFS­I), destičkovým růstovým faktorem (PDGF – platelet derived 

growth factor), TGFβ1, fibroblastovým růstovým faktorem (FGF). (Carter EP. et al., 2021) 
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Posledně jmenovaný faktor, přítomný v řadě jiných tkání, je součástí signálních drah vedoucí 

k proliferaci a diferenciaci buněk, FGF 1 a 2 jsou v prostředí PDAC přítomny ve vyšších 

koncentracích než ve zdravém pankreatu. FGF 1 a 2 pravděpodobně ovlivňuje i diferenciaci 

PDAC. FGF produkovaný PSC indukuje tvorbu TGFβ1 buňkami PDAC, což vede zpětně ke 

stimulaci PSC. (Kang X. et al., 2019) TGFβ1 je rovněž faktorem, který u PDAC vede 

k snížení hladin L1­adhezní molekuly (L1CAM) což vede k agresivnějšímu fenotypu PDAC. 

Tento proces je ale popisován jen u pokročilého PDAC. Překvapivě v časných stadiích PDAC 

by TGFβ1 mohl mít na PDAC inhibiční účinek. (El­Hariry I. et al., 2001, Cave DD. et al 

2020) 

Dalším faktorem interakce mezi PCS a PDAC je miRNA. PSC produkují exosomální 

miRNA, která je zachycována buňkami PDAC a její zvýšená přítomnost v nádorových 

buňkách přispívá např prostřednictvím cesty MiR­4459/KIAA0513 k jejich výšené migraci a 

proliferaci. (Ma Q. et al., 2020, Shao F. et al., 2020) Vzájemný vztah PSC a PDAC 

demonstruje i fakt, že společná kultivace PSC a buněk PDAC vede ke změně fenotypu PSC, 

snížení odpovědi PDAC k terapii gemcitabinem a zvýšení migrace těchto buněk. (Kikuta K. et 

al., 2010, Liu Z. et al., 2018) 

Důležitým mezníkem v patogenezi PDAC je tzv. epiteliální­mezenchymální 

transformace, proces, při němž dochází k přeměně polarizované epiteliální buňky v buňku 

s fenotypem připomínající buňky mesenchymálního původu. Tyto buňky pak nabývají 

zvýšené schopnosti migrovat, růst a odolávat apoptotickým signálům. (Kalluri R. et al., 2010) 

Tento proces rovněž svým působením ovlivňují PSC, zejména jsou­li kultury PSC a PDAC 

vystaveny hyperglykemickému prostředí – tedy prostředí podobné tomu, které „in vivo“ 

pozorujeme u pacientů s T2DM. Rovněž IL­6 produkovaný PSC cestou Stat3/mrf2 dráhy 

stimuluje EMT u PDAC. (Karnevi E. et al., 2016, Wu YS. et al., 2017, Seifert AM. et al., 

2020) 

Mimobuněčná matrix tvořená z velké části PSC je esenciálním faktorem umožňující přežívání 

buňkám PDAC. Hraje významnou roli v metabolismu těchto nádorových buněk – například 

kolagen produkovaný aktivovanými PSC jakožto hlavní komponenta ECM, slouží jako 

metabolický substrát nádorovým buňkám. (Olivares O. et al., 2017) Jak již bylo uvedeno 

výše, hypoxie způsobuje aktivaci PSC. Aktivované PSC produkují růstový faktor pojiva 

(connective tissue growth factor) a matrixové metaloproteinázy (MMP), mezi nimiž MMP­3 a 

MMP­10 usnadňují invazi buněk PDAC. (Liu D. et al., 2020) Excesivní tvorba ECM 
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prohlubuje hypoxii nádorového stroma, což opět zvyšuje aktivaci PSC. PSC prostřednictvín 

miRNA miR4465 a miR­616­3p zvyšují invazivitu a proliferaci PDAC, případně tvorbou 

periostinu zvyšují resistenci PDAC k hypoxii. (Cao W. et al., 2021, Liu L. et al., 2015) 

Vaskularizace tumoru je zásadní pro zajištění přísunu nutrientů do nádorové tkáně, a tedy i 

pro další růst a šíření nádorového procesu. K zajištění neovaskularizace využívají nádorové 

buňky řadu mechanismů. Jedním z nich je produkce vaskulárního endoteliálního růstového 

faktoru (VEGF). Stejně tak mají PSC schopnost produkovat řadu látek stimulujících 

angiogenezi – např. FGF, periostin či PDGF. V „in vitro“ studii byla prokázána schopnost 

PSC zvyšovat novotvorbu cév endotelovými buňkami pomocí HGF/c­MET dráhy. (Kuninty 

PR. et al., 2016, Patel MB. et al., 2014)   

Zajímavá je i role PSC u pankreatické bolesti pacientů s PDAC. Signální sonic­hedgehog 

protein produkovaný buňkami PDAC aktivuje u PSC dráhu vedoucí k sekreci řady 

neurotropních látek, které se podílejí na rozvoji typické pankreatické bolesti. (Han L. et al., 

2016)  

PSC jsou schopné intra/extravazace do/z cév a migrovat spolu s PDAC do vzdálených orgánů, 

kde vytvářejí mikroklima, které usnadňuje další růst těchto metastáz. (Suetsugu A. et al., 

2015) PSC se pravděpodobně podílejí na chemorezistenci PDAC. Ochranu buněk před 

chemoterapeutiky zajišťuje již samotná produkce ECM stelátními buňkami, která brání 

pronikání léčiva k maligním buňkám. Krom toho produkují PSC látky, které přímo zvyšují 

chemorezistenci buněk PDAC. Příkladem je deoxycytidin – pyrimidinový deoxynukleosid 

produkovaný PSC, který snižuje efekt nukleosidového analoga gemcitabinu. (Dalin S et al., 

2019) 

 

5.6.3.  Pankreatické stelátní buňky a chronická pankreatitida 

ChP je chronické onemocnění charakterizované náhradou funkčního parenchymu pankreatu 

vazivovou tkání. Rovněž je rizikovým faktorem rozvoje PDAC. (Kirkegård J. et al., 2017) 

Přetrvávající a excesivní aktivace PSC následkem opakovaných pankreatitid či jiných 

patologií je klíčovým prvkem této remodelace. Aktivace PSC provází zánětlivé afekce 

pankreatu včetně ChP. Rovněž alkohol se výše zmíněnými mechanismy podílí na jejich 

aktivaci. (Jin G. et al., 2020, McCarroll JA. et al., 2003) 
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Kouření je další z faktorů podílející se na rozvoji ChP. Cigaretový kouř obsahuje mimo řady 

toxických látek i nitrosamid methylnitrosamino­1­(3­pyridyl) ­1­butanon (NNK), na který 

reagují PSC pomocí acetylcholinových receptorů. Cigaretový kouř rovněž stimuluje T­

lymfocyty, což vede ke zvýšení koncentrací interleukinu IL­22 který je aktivátorem PSC. 

(Lee AT. et al., 2015, Xue J. et al., 2016) 

Významným hráčem na poli ChP jsou M2 makrofágy (na rozdíl od akutní pankreatitidy, kde 

zásadní roli hrají M1 makrofágy). (Hu F. et al., 2020) Tyto makrofágy produkují řadu 

cytokinů, které mají schopnost aktivovat PSC (TGF β1, PDGF…). PSC jsou zároveň 

producenty interleukinu IL­4, který dále stimuluje jak PSC, tak makrofágy. Nehledě na to, že 

IL­4 je zároveň potentním růstovým faktorem působící na buňky PDAC. (Liu Z. et al., 2018, 

Prokopchuk O. et al., 2005) 

TGFβ1 aktivuje NK­κB dráhu PSC, což vede ke zvýšené tvorbě tkáňových inhibitorů 

metaloproteináz (TIMP) těmito buňkami. Vychýlení rovnováhy mezi MMP a TIMP vede 

k převaze fibrogeneze. Touto drahou je rovněž i spouštěna produkce cytokinu MCP­1, který 

přitahuje makrofágy do zasažených oblastí. Tímto mechanismem je tak uzavírán bludný kruh 

fibrogeneze u pacientů s chronickou pankreatitidou. (Lee H et al., 2008, Shek FW. et al., 

2002) 

 

5.7. Zánět a systémová imunitní odpověď u pacientů s karcinomem pankreatu 

 

Přítomnost zánětlivé odpovědi je společným znakem pacientů s chronickou pankreatitidou, 

PDAC a do jisté míry i T2DM. (Donath M. et al., 2011, Robinson SM. et al.2019) V případě 

chronické pankreatitidy a T2DM je chronický zánět faktorem, který přispívá ke zvýšenému 

riziku PDAC u těchto onemocnění. U T2DM se na rozvoji zánětlivé odpovědi podílí 

chronická hyperglykemie a oxidativní stres, který vede k produkci volných radikálů. To vede 

mimo jiné k sekreci řady prozánětlivých cytokinů. (Oguntibeju OO., 2019) 

Chronická pankreatitida je rovněž charakterizována systémovými zánětlivými změnami, 

vyjádřené mimo jiné zvýšenou koncentrací sérových hladin TNF­α, IL­6, TGF­β, IL­1β, 

MMP­9, IFN­γ a IL­8, doprovázené zvýšenou aktivitou Th1 a Th17 lymfocytů. Aktivita 

těchto buněk byla prokázána u řady zánětlivých stavů. Zároveň jsou snížené hladiny inzulínu 

a leptinu. (Komar HM. et al., 2017, Rasch S. et al., 2016, Noack M. et al., 2014) 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC6628012/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC5774026/
https://vfnpraha-my.sharepoint.com/personal/2299_vfn_cz/Documents/Dokumenty/2024/PhD%20studenti/Hrabak/Rasch
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5.7.1.  Známky systémového zánětu u karcinomu pankreatu 

Vztah mezi imunitní/zánětlivou odpovědí a nádorovým bujením může zjednodušeně nabývat 

následujících podob: 

 a/ imunitní systém dokáže odhalit a eliminovat nádorové buňky,  

b/ síly imunitního systému a nádorového bujení jsou vyrovnané, imunitní systém tak brání 

prudkému růstu či rozsevu nádoru, ale nedokáže zabránit „kontrolovanému růstu“,  

c/ nádorové bujení se dostává mimo kontrolu imunitního systému a dochází k rychlému šíření 

nádorového procesu.  

Mechanismus vztahu mezi imunitním systémem a zhoubným nádorem je komplexní a z velké 

části závislý na cytokinech produkovaných jak imunitním systémem, nádorovými buňkami, 

tak například buňkami nádorového stroma. Důsledek chronického systémového zánětlivého 

stavu může pak být zejména u PDAC kachexie. Cirkulující cytokiny (interleukiny IL­6 a      

Il­1β či TNFα) mohou zapříčinit paraneoplastické projevy jako je zvýšená teplota. TNFα je 

zároveň hlavním proteinem zodpovědným za nádorovou kachexii. (Petruzzelli M. et al., 2016) 

Ukazuje se rovněž, že dynamika hodnot systémového zánětu v reakci na chemoterapii je 

prognostickým faktorem délky přežití pacientů s PDAC. (Aziz MH. et al., 2019)  

 

5.8. Metabolické důsledky diabetu mellitu 2. typu, karcinomu pankreatu a 

chronické pankreatitidy 

 

V případě metabolických změn u PDAC přinesli pozoruhodnou informaci autoři Sah, Sharma 

et al. v práci publikované roku 2019 v Gastroenterology. Zde autoři na souboru 219 pacientů 

s PDAC a 657 zdravých kontrolách demonstrují metabolické změny, ke kterým dochází před 

samotnou diagnózou PDAC. Sledováním řady parametrů jako glukózy, sérových lipidů, TAG; 

cholesterolu; hmotnosti, podkožního tuku, zastoupení tělesné a viscerální tukové tkáně a 

svaloviny identifikovali autoři tři fáze metabolických změn předcházející dg. PDAC. V první 

fázi, nastávající cca tři roky před diagnózou PDAC se objevuje hyperglykémie. V další fázi, 

cca 1,5 roku před diagnózou PDAC, klesá koncentrace sérových lipidů a hmotnost. Ve třetí 

fázi klesá množství svaloviny, tukové tkáně i cirkulujících lipidů, trvá vzestup glykémie. (Sah 

SM. et al., 2019) 
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Naproti tomu, T2DM je dobře charakterizován dyslipidemií s vyššími hodnotami LDL a TAG 

a poklesem HDL. (Ronald M. et al., 2004) Společná pro PDAC i T2DM je hyperglykemie, 

která je ovšem u T2DM důsledkem insulinové resistence. T2DM je zároveň součástí 

metabolického syndromu charakterizovaného mj. obezitou, kdy u těchto pacientů jsou 

hodnoty glykemie korelovány s tělesnou hmotností. (Vazquez E. et al., 2022) 

Chronická pankreatitida je onemocnění, které je charakterizováno poruchou exokrinní a/nebo 

endokrinní funkce. To ve svém důsledku vede jednak k rozvoji diabetu (T3cDM) (až u 80% 

pacientů s ChP) tak malabsorbci vedoucí ke ztrátě hmotnost a deficitu v tucích rozpustných 

vitaminů (A, D, E, K). (Malka D. et al., 2000, Hrabák P. et al., 2023) Nejběžnější klinickou 

manifestací tohoto deficitu je kostní choroba, která je úzce svázána s poruchou metabolismu 

vitaminu D a kalcia. (Duggan SN. et al., 2014) Na druhou stranu, přítomnost metabolického 

syndromu může sama o sobě být rizikovým faktorem rozvoje chronické pankreatitidy. 

(Bojkova M. et al., 2020) Specifický je pak vztah vitamínu A a jeho metabolitů v patogenezi 

ChP a PDAC. (Hrabák P. et al.,  2021) 

 

5.9. Vitamin A a all­trans retinová kyselina v patogenezi karcinomu pankreatu a 

chronické pankreatitidy 

 

Vitamin A (retinol) a jeho deriváty nazvané též retinoidy získáváme z potravy zejména ve 

formě prekurzorů (provitaminů) – karotenoidů. Karotenoidy spolu s dalšími hydrofobními 

molekulami (například žlučové soli, cholesterol) tvoří micely. V této formě jsou vstřebávány 

v tenkém střevě a následně metabolizovány na retinol. Ten je z velké části, poté co je 

esterifikován mastnými kyselinami s dlouhým řetězcem, ve formě chylomikronů uvolněn do 

oběhu. Menší část neesterifikovaného retinolu je transportována do jater, kde je skladován 

v jaterních stelátních buňkách ve formě retinyl­esterů. 
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Obrázek 4:  a/ All trans retinová kyselina – chemická struktura, b/ retinol  ­ chemická 

struktura, vytvořeno ve freeware programu MolView (https://molview.org/ ) 

                                                                  

Retinol je vitamín rozpustný v tucích, tedy jej lze krevním oběhem transportovat pouze ve 

vazbě na specifické vazebné proteiny (např. retinol vázající protein 4 – RBP4) nebo 

v chylomikronech. Absorbovaný nebo internalizovaný retinol může být buďto skladovaný 

v jaterních stelátních buňkách či v PSC, nebo dále metabolizován a pomocí specifické 

aldehyd­dehydrogenázy oxidován na all­trans retinovou kyselinu (all­trans retinoic acid – 

ATRA) (Obrázek 4). V jaterních stelátních buňkách je skladováno zhruba 80 % tělesného 

retinolu. (Blaner WS. et al., 2019, von Lintig J. et al., 2020)  

Retinol má v lidském organismu řadu zásadních funkcí. Dobře je popsána jeho role ve 

fyziologii vidění, embryonálního vývoje, buněčné diferenciace, proliferace a regulace 

transkripce. (Balmer JE. et al., 2002) 

Mechanismus transkripce ovlivňuje hlavní aktivní metabolit retinolu – ATRA – cestou 

specifických receptorů – retinoic acid receptor (RAR) a retinoic X receptor (RXR). Touto 

cestou ovlivňuje expresi cca 500 genů, které hrají roli v diferenciaci tkání, buněčném cyklu, 

apoptóze nebo růstu buňky.  

https://molview.org/
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Existuje řada prací, které ukazují na vztah mezi ATRA, retinolem a některými patologiemi 

pankreatu. Svým vlivem na embryonální vývoj organismu a buněčnou diferenciaci se retinol 

podílí už na samotném vývoji pankreatu. (Brun PJ. et al., 2016, Bleul T. et al., 2015, 

Chronopoulos A. et al., 2016) 

Retinoidy mají vliv na funkci pankreatických ostrůvků zejména prostřednictvím RXR a RAR. 

(Brun PJ. et al., 2016) Jsou esenciální pro zajištění jejich homeostázy, brání jejich apoptóze a 

podílejí se na fyziologické sekreci inzulínu z β buněk pankreatu.  

Některé práce ukazují na možný vliv retinolu na patogenezi PDAC. ATRA má 

prostřednictvím svých receptorů inhibiční účinky na proliferaci buněk, podporuje ale jejich 

diferenciaci. Ztráta RAR­β vedla v experimentálních modelech k dediferenciaci 

pankreatických buněk. Kaiser et al., prokázali ve své práci kompletní ztrátu RAR β u jedné 

třetiny PDAC. (Kaiser A. et al., 1997) 

ATRA je rovněž ligandem receptorů aktivovaných proliferátory peroxisomů (peroxisome 

proliferator activated receptor (PPAR)). Signální dráhy svázané s těmito nitrojadernými 

receptory ovlivňují transkripci řady genů, jejichž produkty jsou mj. zodpovědné za účinky 

inzulínu. ATRA tak hraje roli v regulaci energetického metabolismu a citlivosti k inzulínu. 

(Lee CH. et al., 2006, Soška V. 2006) 

Řada studií zkoumala vztah retinolu a inzulínu podobného růstového faktoru a jeho 

vazebného proteinu (IGF/IGFBP).  Význam dráhy IGF/IGFBP tkví zejména v jeho vlivu na 

kancerogenezi. Ukazuje se, že vyšší hladiny IGF­1 a IGFBP­3 jsou asociovány s horší 

prognózou karcinomu pankreatu. (Lin Y. et al., 2004) Metaanalýza z r 2017 nicméně 

neprokázala, že by zvýšené hladiny IGF zvyšovaly (na rozdíl od jiných malignit) riziko 

PDAC. (Gong Y. et al., 2017) 

Jedinými buňkami pankreatu, ve kterých je ukládán retinol, jsou PSC. Díky přítomnosti 

vakuol s vitaminem A tak získávají svou typickou vlastnost – fluorescenci při osvitu světlem 

o vlnové délce 325nm. V souhrnu lze říci, že studie sledující hladiny retinolu u pacientů 

s T2DM, ChP i PDAC nepřináší jednoznačnou informaci o hladinách tohoto vitaminu u 

jednotlivých onemocnění. Zároveň je nutné zasadit event. změny v koncentracích retinolu a 

ATRA do kontextu jejich efektu na patofyziologii výše zmíněných onemocnění, kdy je 

pravděpodobné, že případné změny koncentrací obou látek nejsou jen odrazem těchto nemocí, 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC5409733/
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ale přímo se na patofyziologii těchto procesů podílejí. Mohou tedy být markery 

diagnostickými i prognostickými potažmo terapeutickými cíli.  

 

5.10.  Diagnostika a screening karcinomu pankreatu 

 

Karcinom pankreatu je onemocnění, které je i v 21. století obtížné diagnostikovat v časných 

stadiích. V současnosti není k dispozici metoda, která by umožnila efektivní plošný screening 

tohoto onemocnění. Pozdní diagnostika karcinomu pankreatu má pravděpodobně několik 

základních příčin. Pokud bychom se zaměřili na malignity s příznivější diagnózou, zjistíme že 

(velmi zjednodušeně), tkví rozdíl mezi PDAC a těmito malignitami v několika bodech   

a/ využití relativně jednoduchých, standardizovaných, rutinních a v neposlední řadě 

levných screeningových metod, které umožňující vyšetření široké populace (kolorektální 

karcinom, karcinom prsu),   

b/ identifikace přesně definovaných vysoce rizikových skupin populace, u který jsou 

prováděna kontrolní vyšetření (kolorektální karcinom, karcinom plic) 

c/ možnost neinvazivní diagnostiky suspektních prekanceróz (kolorektální karcinom, 

maligní melanom) 

d/ účinná (obvykle systémová) terapie i pokročilých forem onemocnění   

e/ relativně indolentní chování některých malignit (např. chronická lymfocytární 

leukemie).  

V případě PDAC se však potkáváme s onemocněním, které je většinou sporadické, a tedy 

identifikace rizikových skupin má jen malý populační přínos ve smyslu snížení celkové 

incidence. PDAC vzniká obvykle u starších pacientů, kdy může být řada biochemických 

parametrů alterována přidruženými chorobami. Naopak u mladších pacientů mohou 

kompenzační mechanismy jinak zdravého organismu přechodně zakrývat dopady rozvoje 

PDAC. A konečně, agresivní povaha PDAC vede k poměrně nízké účinnosti systémové 

onkologické terapie, která prakticky plní jen roli paliativní.  

V současnosti chybí široce dostupný, levný a jednoduchý nástroj, který by umožnil záchyt 

časných stadií PDAC nebo jejich prekancerózních stavů. Vzhledem k poměrně nedostatečně 

efektivní laboratorní diagnostice, náročnému a často invazivnímu vyšetřovacímu procesu 

v případě „pozitivního“ výsledku iniciálního laboratorního vyšetření, a v neposlední řadě 
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s ohledem na dopady na psychický stav vyšetřovaných není v současné době doporučovaný 

screening PDAC.  

V některých zahraničních zemích a aktuálně i v ČR je zaváděn program surveillance PDAC u 

přesně definovaných rizikových (relativní riziko PDAC >5 % ) skupin. Jedná se zejména o 

pacienty s cystickými tumory pankreatu, hereditární chronickou pankreatitidou či pacienty s 

vysokou genetickou zátěží (např. BRCA2, STK11, CDKN2A mutace či výrazná rodinná zátěž). 

Sledování je založeno na zobrazovacích metodách, doplněných v jistých případech o parametr 

CA19­9 (Vaněk P. et al., 2023).   

Přínosný může být i přístup britského National Insitute for Health and Care Excellence, který 

doporučuje zvážit provedení časného (do dvou týdnů) CT vyšetření pacientům starším 60 let 

se ztrátou hmotnosti, kteří zároveň trpí některou z obtíží charakteru zvracení, průjmu, bolestí 

zad, nevolnosti, zácpy či nově vzniklým diabetem. (National Collaborating Centre for Cancer 

(UK), 2015)  

Využití zobrazovacích metod, jako první modality pro detekci PDAC je zde ovšem rovněž 

odrazem nedostatečné efektivity nebo dostupnosti neinvazivních laboratorních vyšetření. 

(Yang 2021, Halbrook CJ. et al., 2023, O´Neill RS. et al., 2021, Pereira SP. et al., 2020)   

Nalezení vhodného cirkulujícího biomarkeru karcinomu pankreatu by mělo dramatický dopad 

na prognózu pacientů s PDAC. V současnosti je cílem výzkumu celá řada rutinních i více 

specifických „nových“ biomarkerů.  

 

5.10.1. Zobrazovací metody u karcinomu pankreatu 

 

5.10.1.1.  Abdominální ultrasonografie 

Jen poměrně omezenou roli hraje v diagnostice PDAC abdominální ultrasonografie, jejíž 

senzitivita 75 % a specificita 90% zaostává za CT i MR. Nevýhodou vyšetření je zejména 

velmi nízká citlivost v zachycení malých (<2cm) ložisek. USG obvykle zobrazí nepřímé 

známky expanzivního ložiska pankreatu – prestenostické dilatace choledochu a Wirsungova 

vývodu, či známky obstrukční chronické pankreatitidy. 

 

 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC7380506/
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5.10.1.2.  Výpočetní tomografie (CT) 

Zlatým standardem diagnostiky PDAC je výpočetní tomografie (CT) s intravenózně podanou 

jodovou kontrastní látkou. V pankreatické fázi (40­50s po podání kontrastu) se PDAC 

obvykle zobrazuje jako hypodenzní neostře ohraničené ložisko. Senzitivita CT v detekci 

PDAC je 89 % a specificita 90 %. (Treadwell JR. et al., 2016) Nespornou výhodou CT 

vyšetření je to, že poskytuje informaci o vztahu tumoru k okolním, zejména cévním 

strukturám a bývá tak obvykle klíčovým vyšetřením při úvahách o chirurgickém výkonu. 

5.10.1.3.  Magnetická rezonance/ magnetická rezonance­

cholangiopankreatikografie (MR/MRCP)  

Výtěžnost MR v diagnostice PDAC je srovnatelná s kontrastním CT. Výhodou MRCP je 

detailní zobrazení žlučového stromu (na rozdíl od ERCP i proximálně od případně stenózy), 

vyšší citlivost i CT izoechogenních lézí a, při aplikaci hepatospecifických kontrastních látek, 

vyšší specificita a senzitivita v záchytu jaterních metastáz.  

5.10.1.4.  Endoskopická ultrasonografie (EUS) 

EUS hraje v diagnostice PDAC významnou roli zejména u pacientů s podezřením na PDAC, 

u nichž na CT či MR nebyla zachycena léze, neboť dobře zobrazuje i ložiska menší než 2cm. 

Senzitivita tohoto vyšetření je cca 87% a specificita 98%. (Kanno A. et al., 2018 )   

Další nespornou výhodou EUS je možnost odběru vzorku na histologickou nebo cytologickou 

analýzu, v závislosti na použité bioptické jehle.  (Obrázek 5) 

 

Obrázek 5: Tenkojehlová biopsie tumoru pankreatu pod endosonografickou kontrolou. Foto 

autor  
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5.10.2. Laboratorní parametry u karcinomu pankreatu 

 

5.10.2.1.   Rutinně stanovované parametry 

Karcinom pankreatu, stejně jako jiná onkologická onemocnění, má významný dopad 

na řadu metabolických procesů lidského organismu. Vznik a rozvoj PDAC je obvykle 

doprovázen změnou celé řady biochemických parametrů (mj. sedimentace erytrocytů, krevní 

obraz, jaterní testy či glykémie.), z nichž některé mohou hrát roli v diagnostice či stanovení 

prognózy tohoto onemocnění. Spíše než jejich patologicky změněné hodnoty, které jsou 

PDAC nespecifické a mohou být změněny vlivem jiných onemocnění, může hrát důležitou 

roli jejich dynamika. 

Dle recentně publikované studie se ukazuje, že již v průběhu pěti let před diagnostikováním 

PDAC dochází ke změnám v některých základních běžně měřených parametrech (jaterní 

testy, glykovaný hemoglobin, počet trombocytů i bílých krvinek a koncentrace hemoglobinu). 

V kombinaci se základním biometrickým parametrem, body mass indexem (BMI), lze 

vypozorovat specifickou dynamiku těchto markerů u karcinomu pankreatu. Autoři 

demonstrovali na sledovaném souboru bifázický trend poklesu BMI a rovněž dvoufázový 

vzestup glykovaného hemoglobinu. Pozorovaný byl naopak postupný vzestup jaterních testů, 

leukocytů a krevních destiček. (Tan PS. et al., 2023)  

5.10.2.1.1.  Sérová amyláza a lipáza 

Pankreatická amyláza a lipáza jsou nezastupitelné markery zejména v diagnostice akutní 

pankreatitidy, kde jejich zvýšení jejich aktivity nad > 3násobek horního referenčního rozmezí 

je jedním z diagnostických kritérií tohoto onemocnění. V případě chronické pankreatitidy je 

však interpretace těchto hodnot obtížnější. 

Obecně lze říci, že zvýšení sérové aktivity pankreatické amylázy a lipázy může být způsobena 

narušením struktury pankreatické tkáně zánětem či tumorem a přestupem těchto enzymů do 

oběhu. Typickým příkladem je právě akutní pankreatitida. V případě nádoru či chronické 

pankreatitidy však dochází jednak k poškozování tkáně, které vede k přestupu těchto enzymů 

do krve, tak k destrukci žlázy, což vede k poruše její funkce. Snížená produkce 

pankreatických enzymů v terénu chronické pankreatitidy či karcinomu pankreatu se může 

projevit abnormálně nízkou sérovou aktivitou těchto pankreatických enzymů. (Hansen SEJ. et 

al., 2021) 
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5.10.2.1.2. Jaterní testy 

Cholestáza doprovázená změnami koncentrací sérových hladin jaterních enzymů je častou 

součástí klinického obrazu karcinomu pankreatu. Mezi běžně stanovované jaterní enzymy 

patří alaninaminotransferáza (ALT), aspartátaminotransferáza (AST), γ­glutamyltransferáza 

(GGT) a alkalická fosfatáza (ALP).  Alkalické fosfatázy jsou enzymy přítomné v řadě orgánů. 

Jejich funkcí je katalyzovat hydrolýzu esterů fosfátu za vzniku fosfátu anorganického. Jejich 

abnormální hodnoty byly popsány u řady maligních onemocnění včetně karcinomu pankreatu. 

Elevace ALP a GGT patří mezi negativní prognostické faktory metastazujícího karcinomu 

pankreatu u pacientů léčených chemoterapií. (Catalano M. et al., 2023) Vzhledem k možné 

falešně zvýšeným hladinám CA19­9 u pacientů s cholestázou či cholangitidou je kombinace 

CA19­9/AST a CA19­9/GGT přesnějším předoperačním prognostickým markerem přežití u 

PDAC nežli samotný CA19­9, jsou­li hladiny bilirubinu vyšší než 102,6 µmol/l. (Huang X. et 

al., 2021) O jaterních transaminázách tak lze v některých situacích uvažovat jako o 

doplňujících markerech CA19­9. 

5.10.2.1.3. Lipidy  

Některé práce ukazují vztah mezi dynamikou hladin cholesterolu a časným karcinomem 

pankreatu, resp. poukazují na pokles hladin sérového cholesterolu předcházející několik 

měsíců diagnóze PDAC. (Chen WC. et al., 2019, Wang L. et al., 2022) Dále upozorňují na 

asociaci mezi hypercholesterolémií a vyšším rizikem rozvoje PDAC. (Wang J. et al., 2015) 

Naopak vyšší hodnoty cholesterolu měřené po resekci PDAC jsou asociovány s lepší 

prognózou těchto pacientů. To je nejspíše dáno jejich lepším nutričním stavem. Nízké sérové 

hladiny LDL navozené statiny, vedly na zvířecích modelech k vyšší agresivitě PDAC 

prostřednictvím aktivace TGFβ signalizace. (Leslie K. et al., 2020) 

5.10.2.2.  Známé a potenciální markery karcinomu pankreatu 

Snaha o nalezení dostupné metody identifikace pacientů s vysokým rizikem rozvoje PDAC, 

tedy s prekancerózním stavem, případně pacienty v časném (a tedy resekabilním) stádiu 

PDAC, se stala klíčovým úkolem řady vědních oborů posledních desetiletí. Tento výzkum 

vyústil v identifikaci celé řady biomarkerů, které svou heterogenitou vypovídají o 

komplexnosti problematiky PDAC.  

Biomarkery lze získat buďto z tělních tekutin – tzv. cirkulující biomarkery, nebo přímo 

z tumorózní tkáně – tzv. tkáňové biomarkery. Získání cirkulujících biomarkerů je levné a 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC9696583/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC4375597/
https://www.science.org/doi/10.1126/scisignal.abf5642
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snadné a minimálně invazivní, naproti tomu tkáňové biomarkery je nutno vyšetřovat ve 

vzorku získaného biopticky ­ v případě PDAC jde nejčastěji o EUS s biopsií tenkou jehlou 

(fine needle biopsy ­ FNB), případně aspiraci (fine needle as piration ­ FNA) tekutiny z 

cystické léze pankreatu. 

V této práci se zaměříme na biomarkery identifikované v séru/plazmě – tedy cirkulující 

biomarkery. Mezi potenciální cirkulující biomarkery patří celá řada glykoproteinů, 

glykolipidů, proteinů, adhezivních molekul, růstových faktorů či jejich receptorů, cytokinů 

nebo cirkulující miRNA.  

5.10.2.2.1. CA19­ 9  

V současnosti stále zůstává suverénním markerem karcinomu pankreatu CA19­9. A to i přes 

svou falešnou negativitu u pacientů s deficitem fukosyltransferázy a falešnou pozitivitu u 

pacientů s cholangitidou, akutní či chronickou pankreatitidou, jaterní cirhózou či obstrukčním 

ikterem a nízkou senzitivitu v záchytu lézí menších 3 cm. (Scará S. et al., 2015, Ballehaninna 

UK. et al., 2012) Jeho význam je mimo jiné v tom, že s výkonností CA19­9 jsou porovnávány 

ostatní potenciální biomarkery. Vzhledem k jeho nízké pozitivní prediktivní hodnotě není 

však CA19­9 vhodný k použití coby screeningová metoda PDAC. 

CA19­9 – karbohydrát antigen 19­9, případně sialyl Lewis A byl poprvé identifikován v roce 

1979 v buňkách kolorektálního karcinomu. (Luo G. et al., 2021) (Koprowski H. et al., 1979) 

Pro jeho syntézu je nutná přítomnost Lewisova enzymu (fukosyltransferázy), který u části 

populace není tvořen, a tedy tito pacienti (zhruba 5­10% populace) CA19­9 netvoří ani 

v případě, že se u nich rozvine PDAC. (Guo M. et al., 2017) 

U pacientů, u nichž je CA19­9 tvořen jeho hladiny korelují s velikostí tumoru či přítomností 

metastáz, s existencí možnosti kurativní resekce, a tedy i s prognózou. Kombinace stagingu 

(na základě zobrazovacích vyšetření) a hladin CA19­9 hraje klíčovou roli v rozhodování o 

resekci PDAC. U pacientů, s vysokými hodnotami CA19­ 9 prokazatelně klesá resekabilita. 

(Hartwig W. et al., 2013) Karcinom pankreatu se sérovou hladinou CA19­9 >500U/ml je dle 

konsenzu Mezinárodní pankreatologické asociace považován za tzv. hraničně resekabilní i 

bez průkazu metastáz. (Isaji S. et al., 2018) 

Zároveň hraje CA19­9 důležitou roli v predikci a monitoraci efektu neoadjuvantní 

onkologické léčby, v predikci pooperačního průběhu a v dlouhodobém sledování pacientů po 

kurativní resekci.  Elevace CA19­9 u PDAC může předcházet jeho detekci zobrazovacími 
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metodami až o 6 měsíců. (Rieser CJ. et al., 2018) Monitorace CA19­9 je dále například 

nedílnou součástí surveillance pacientů s intraduktální papilální mucinosní neoplázií (IPMN). 

(Del Chiaro, 2018) 

5.10.2.2.2. Karcinoembryonální antigen (CEA)  

CEA je fetální glykoprotein s molekulovou hmotností 180­200 kDa. CEA byl roku 1965 

izolovaný z buněk kolorektálního karcinomu. (Gold P. et al., 1965) Jeho hladiny bývají 

zvýšené u celé řady tumorů (mj. kolorektální karcinom, karcinom prsu) včetně PDAC. 

V případě PDAC bývá zvýšen u 30­60 % pacientů. (Meng Q. et al., 2017) Recentní 

metaanalýza neprokázala vyšší efektivitu CEA proti CA19­ 9. (Xing H. et al., 2018) Svou roli 

tak může mít zejména u pacientů, kteří CA19­ 9 netvoří. Kombinace markerů CA19‐9, CEA, 

CA125, a CA242 prokázala 9 % senzitivitu a 93% specificitu v detekci PDAC. (Gu YL. et al., 

2015) 

5.10.2.2.3. CA125   

Cirkulující CA125 je produkt membránového mucinu MUC16. Je popsán jeho diagnostický 

potenciál zejména u karcinomu ovaria. (Charkhchi P. et al., 2020) Na rozvoji PDAC se podílí 

několika mechanismy: mj. se účastní signální dráhy RAF1/MEK/ERK, zvyšuje motilitu 

nádorových buněk a invazivitu tumorových buněk. (Qi ZH. et al., 2018) Je lepším markerem 

mikrometastáz PDAC nežli CA19­ 9. (Liu L. et al., 2015) Hladiny CA125 rovněž na rozdíl od 

CA19­9 nejsou ovlivněny hyperbilirubinémií. U pacientů s obstrukcí žlučových cest je tedy 

CA125 nejspíše důvěryhodnějším markerem PDAC. (Haglund C., 1986) 

5.10.2.2.4. Osteopontin  

Osteopontin, jehož exprese je zvýšena u PDAC, je součástí extracelulární matrix 

pankreatických tumorů, kde je tvořen mj. pankreatickými stelátními buňkami. Jeho úloha 

v patofyziologii řady malignit byla zevrubně popsána. (Moorman HR. et al., 2020) 

Osteopontin v mikroprostředí PDAC pravděpodobně usnadňuje metastazování nebo růst 

tumoru. (Kolb A. et al., 2005) Osteopontin byl zkoumán jako marker PDAC v terénu 

chronické pankreatitidy. (Rychlíková J. et al., 2016)  

5.10.2.2.5. Osteoprotegerin (OPG) 

OPG je syntetizován aktivovanými PSC. Je receptorem pro ligand TRAIL (TNF related 

apoptosis inducing ligand). Vazbou s tímto ligandem dochází k jeho inhibici a tak zvýšení 

https://www.mdpi.com/2072-6694/12/11/3379
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/27314293/
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resistence nádorových buněk k apoptotickým signálům. (Emery JG. et al., 1998, Wen Z. et al.,  

2019, Brand R. et al., 2011) 

5.10.2.2.6. REG proteiny (regenerating proteins) 

REG proteiny bílkoviny jsou přítomné v buňkách acinů. Byly identifikovány u pacientů 

s akutní pankreatitidou. V současné době do rodiny lidských REG proteinů řadíme proteiny 

REG1A, REG1B, REG3A, REG3G a REG4. Za fyziologických okolností hrají tyto proteiny 

zásadní roli v regeneraci poškozeného pankreatického parenchymu. Proteiny REG1 a REG3 

byly popsány jako součást tzv. proteinových zátek, popisovaných u pacientů s chronickou 

pankreatitidou. (Bluth M. et al., 2008) Proteiny REG 1,2 a 4 jsou exprimovány buňkami 

PDAC. (Takehara A. et al., 2006)  

Roli REG proteinů v patogenezi PDAC podporují práce, které prokázaly vyšší koncentrace 

REG3A u PDAC a PanIN. (Li Q. et al., 2016) REG proteiny byly prokázány v moči a séru 

pacientů s PDAC. (Radon TP. et al., 2015, Legoffic A. et al., 2009) 

5.10.2.2.7. S100 proteiny 

Rodina S100 proteinů čítá na 25 molekul. Některé z těchto molekul hrají významnou roli 

v patogenezi neoplázií. (Bresnick AR. et al., 2015) Účastní se regulace hladin intracelulárního 

kalcia, ovlivňují růst, proliferaci, diferenciaci a energetický metabolismus buněk. S100 

proteiny reagují s celou řadou receptorů, mimo jiné s receptory pro konečné produkty 

pokročilé glykace (RAGE), toll­like receptory a s receptory asociovanými s G proteiny. 

Prostřednictvím těchto receptorů ovlivňují celou řadu intracelulárních procesů, které v případě 

PDAC vedou k jeho progresi. Některé S100 proteiny pak mohou sloužit jako potenciální 

biomarker PDAC.  

Protein S100A2 má pravděpodobně tumor supresorové působení u některých typů karcinomů. 

(Luo J. et al., 2011) Nicméně byla prokázána jeho zvýšená exprese u PDAC ve srovnání 

s non­PDAC či PanIN. (Ohuchida K. et al., 2007) Elevace S100A4 je markerem PDAC a 

svědčí zejména pro přítomnost metastáz a horší prognózu. (Huang S. et al., 2016) 

Exprese S100A6 je limitována prakticky jen na buňky PDAC a stoupá s progresí velikosti 

tumoru. Ke zvýšení exprese S100A6 dochází pravděpodobně již v časných stádiích rozvoje 

PDAC a tedy může být nápomocen v detekci high­risk lézí nebo časného PDAC. (Ohuchida 

K. et al., 2007) 
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S100P je protein, který je rovněž zvýšeně exprimován u PDAC nebo intraduktální 

pseudopapilární mucinozní neoplazie (IPMN) a míra této exprese koreluje s progresí stupně 

PanIN lézí. (Nakata K. et al., 2010) Jeho potenciální role v diagnostice PDAC byla prokázána 

i v kombinaci s endoskopickou ultrasonografií a s biopsií tenkou jehlou. (Aksoy­Altinboga A. 

et al., 2018, Wu Y. et al., 2021)  

Některé S100 proteiny jsou ligandy receptorů pro konečné produkty pokročilé glykace 

(RAGE). Tyto receptory jsou zvýšeně exprimovány ve tkáni PDAC a jejich aktivace 

v konečném důsledku vede k proliferaci tumoru. Jedná se rovněž o jeden z mechanismů, který 

stojí za zvýšeným rizikem rozvoje malignity u stavů charakterizovaných chronickou 

hyperglykemií (T2DM), kdy dochází k tvorbě AGEs (konečných produktů pokročilé glykace) 

­ tedy ligandů RAGE. (Abbruzzese JL. et al., 2018) 

5.10.2.2.8. Matrix metaloproteinázy (MMP) 

Potenciál MMP coby biomarkerů vyplývá z jejich úlohy ve formaci nádorového stroma. 

MMP jsou endopeptidázy mající ve své struktuře obsažený zinek. V závislosti na cílovém 

peptidu je lze rozlišovat na kolagenázy, želatinázy, matrilysiny apod. MMP se účastní 

zánětlivých reakcí či hojení tkání. (Kuhlmann KF. et al., 2007) Jejich aberantní aktivita je 

jedním z atributů jak ChP, tak PDAC. MMP byly rovněž zkoumány jako potenciální 

cirkulující biomarker PDAC, kdy byla řadou autoru zjištěna jejich zvýšená exprese jak 

v nádorové tkáni, tak vyšší koncentrace v krvi. (Slapak EJ. et al., 2020) V současnosti je 

popsáno přes 20 MMP. Četné práce poukazují na vliv MMP na kancerogenezi, proliferaci 

nádorových buněk a metastazování. (Knapinska AM . et al., 2017, Huang K. et al., 2018, 

Koikawa K. et al., 2018)  

MMP se podílí na procesu epiteliální­mezenchymální transformace (EMT) – klíčovém 

procesu iniciace kancerogeneze – tím, že svým proteolytickým působením rozrušují e­

kadherin v mezibuněčných spojích. Pokles koncentrací e­kadherinu je negativním 

prognostickým faktorem PDAC. (Dardare J. et al., 2021) Rovněž se MMP podílí se na 

patologické přeměně acinárního fenotypu na duktální (tzv. acinar to ductal metaplasia). 

(Fukuda A. et al., 2011) MMP­7 byla detekována v nádorové i premaligní (PanIN 1­3), nikoli 

však zdravé pankreatické tkáni. (Crawford HC. et al., 2002, Van Doren SR. et al., 2022) 

Jakkoli u některých MMP lze usuzovat, že přispívají k rozvoji PDAC, data o jejich celkovém 

vlivu na PDAC nejsou zcela konzistentní. (Slapak EJ. et al., 2020) 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC7235986/
https://vfnpraha-my.sharepoint.com/personal/2299_vfn_cz/Documents/Dokumenty/2024/PhD%20studenti/Hrabak/Knapinska
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5.10.2.2.9. Trefoil faktory (TTF)  

TTF 1­3 jsou malé molekuly, které se za fyziologických okolností podílí na ochraně sliznic 

trávicího traktu. Byl však popsán jejich podíl na řadě malignit. (Perry JK. et al., 2008) 

Vzhledem k velikosti a stabilitě těchto molekul byly zvažovány jako potenciální marker 

PDAC. (Harsha HC. et al., 2009) Jejich význam byl v tomto směru několika pracemi 

potvrzen. (Jahan R. et al., 2019) Exprese TTF1 byla popsána v buněčných liniích PDAC 

stejně jako jeho role v patogenezi ChP. (Ebert EP. et al., 1999)  

5.10.2.2.10.  Růstové faktory 

Růstové faktory, jako např. midkine či IGF byly rovněž zkoumány jako potenciální 

onkomarkery vzhledem ke svému zdokumentovanému vlivu na kancerogenezi. 

Midkine (neurite promoting growth factor 2) se řadí mezi růstové faktory, které mají vliv na 

rozvoj malignit gastrointestinálního traktu. (Aridome K. et al., 1995) Zajímavý je jeho 

potenciální vliv na chemorezistenci vůči gemcitabinu u PDAC, zprostředkovaný aktivací 

Notch signalizace prostřednictvím NKκB. (Rawnaq T. et al., 2014)  

Dysregulace drah růstových hormonů a jejich receptorů jsou jedním z klíčových faktorů 

přispívajících k onkogenezi. Příkladem může být insulinu podobný růstový faktor (IGF I­II) 

jeho vazebný protein (IGF­binding protein/IGFBP I­VI). Jejich fyziologie je rovněž svázána 

s glukózovým metabolismem, což z nichž činí zajímavý cíl zkoumání v souvislosti 

s patologiemi pankreatu. IGF mají prostřednictvím svých receptorů (IGF­R) 

cestou IGF1/AKT antiapoptotický a proliferační účinek, podílejí se na regulaci funkce β 

buněk pankreatu. Jejich funkce v metabolismu jsou v některých ohledech úzce spjaty 

s inzulínem (Gong Y. et al., 2017). IGF­1 je rovněž produkován tukovou tkání, a tedy zvýšeně 

při obezitě, která je stejně jako T2DM součástí metabolického syndromu. (Calle E. et al., 

2004)   

Buňky PDAC exprimují vysoké množství receptorů pro IGF (IGF­R). (Chi F. et al., 2013) 

Jejich zvýšená exprese koreluje z horší prognózou pacientů s PDAC. (Du C. et al., 2020). 

Rovněž touto cestou dochází k autokrinní aktivaci PDAC buněk i při absenci KRAS mutací, 

která je jinak nejběžnější cestou aktivace drah vedoucí k proliferaci PDAC. (Rajbhandari N. et 

al., 2017) Insulin je rovněž ligandem IGF­R, nabízí se tedy souvislost mezi stavy 

charakteristické hyperinzulinémií (T2DM) a PDAC. IGFBP2 a IGF­1 byly zkoumány u 

https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/7559083/
https://www.nature.com/articles/nrc1408
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC7415636/
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pacientů s PDAC, ChP,  PanIN lézemi i jako potenciální markery PDAC. (Włodarczyk B. et 

al., 2021, Dahlem C. et al., 2019, Kendrick ZW. et al., 2014)   

5.10.2.2.11.  Lipidomika 

Pokročilá analýza spektra krevních lipidů se ukazuje být slibnou metodou detekce PDAC. 

Některá recentní data ukazují na efektivitu analýzy sérového lipidomického profilu pomocí 

hmotnostní spektrometrie v detekci nejen PDAC. (Wolrab D. et al., 2022, Naudin S. et al., 

2023) Tato metoda, odhalující změny ve složení sfingomyelinů, ceramidů a fosfatidylcholinů, 

dosahuje senzitivity i specificity vyšší než 90 % a to i v časných stadiích PDAC. Charakter 

lipidového profilu má patrně souvislost i s fenotypem PDAC. Ve studii zaměřené na 

metabolomický profil PDAC popisují autoři vyšší zastoupení glycerofosfolipidů u méně 

agresivních a vyšší zastoupení triacylglycerolů u agresivnějších fenotypů PDAC. (Kaoutari 

AE. et al., 2021) 

5.10.2.2.12.  Glykoproteomika  

Glykoproteomika zkoumá profil glykovaných proteinů (ostatně CA19­9 je rovněž 

glykoprotein, a známé prekancerózy – mucinozní cystické neoplázie a IPMN – jsou 

charakteristické tvorbou glykoproteinů­ mucinů) a odhaluje specifické patologické 

glykoproteiny typické pro jednotlivé malignity. Někteří autoři prezentují na glykoproteinech 

založené diagnostické panely karcinomu pankreatu. (Aronsson L. et al., 2018, Liu Y. et al., 

2018) 

Patofyziologickým podkladem využití glykoproteomiky k diagnostice neoplázií je přítomnost 

tzv. aberantní glykosylace. Glykosylace je jednou z posttranslačních modifikací struktury 

proteinů. Odehrává se v Golgiho aparátu či vakuolách endoplazmatického retikula a je 

důležitá pro tvorbu specifických konformací proteinů nebo pro jejich další funkci. Aberantní 

glykosylace může spočívat v odlišné struktuře navázaného polysachardidu a/nebo v odlišném 

počtu polysacharidů navázaných na konkrétní protein. Aberantní glykosylace proteinů není 

jen dobře známou vlastností řady nádorů, ale tyto patologické glykoproteiny se mohou přímo 

podílet na progresi maligního tumoru. (Pan S, 2016) 

K identifikaci širokého spektra glykoproteinů je využívána kapalinová chromatografie 

spojená s hmotnostní spektrometrií. Lze rovněž využívat techniky založené na použití lektinů 

– proteinů, které se váží na volné konce polysacharidových řetězců. K identifikaci 
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konkrétního patologického glykoproteinu tak lze využít např. na lektinu založenou imunoesej 

(lectin­ELISA). (Ahn YH, 2015, Wang M. et al., 2019) 

5.10.2.2.13.  mikro RNA (miRNA) 

Tyto molekuly jsou nekódující jednovláknové struktury, které slouží k regulaci genové 

exprese mRNA k níž jsou komplementární. Předpokládá se, že se mimo jiné účastní regulace 

buněčného cyklu, a tedy, že mají potenciální vliv na kancerogenezi. Nadto nejsou tyto 

molekuly vázány jen intracelulárně, ale mohou být detekovány v plazmě, kde jsou obvykle 

transportovány v exosomech nebo ve vazbě na různé molekuly (např. HDL). (Prinz C. et al., 

2022) Tato exosomální miRNA má rovněž vliv na kancerogenezi, kdy např. miRNA 301­a 

dokáže ovlivnit polarizaci M2 makrofágů. (Wang X. et al., 2018) Profil miRNA je ovlivněn 

již časnými stadii KRAS mutací, tedy často ještě ve stadiu PanIN. (Humeau M et. al.2013) 

MiRNA plazmatický profil se ukazuje být potenciálně užitečným diagnostickým markerem 

gastrointestinálních malignit včetně PDAC. (Škrha P. et al.,  2015, Le Large TY et al., 2015) 

V posledním desetiletí byla identifikována řada miRNA, které mohou sloužit jako 

diagnostický nebo prognostický faktor PDAC. (Daoud AZ. et al., 2019) Panely obsahující 

množství různých miRNA dosahují impresivních výsledků jak v detekci PDAC (90%, panel 

25 miRNA), tak v jeho odlišení od chronické pankreatitidy (93%, panel 23 miRNA). 

(Bloomston M. et al., 2007, Yang J. et al., 2021) 

5.10.2.2.14.  „Liquid biopsy“ – „tekutá biopsie“   

Rozvoj pokročilých analytický metod umožnil zaměřit pozornost na tzv. tekuté biopsie (liquid 

biopsies). Tato metoda využívá analýzy cirkulujících nádorových buněk, exosomální RNA či 

cirkulující nádorové DNA (ctDNA) v tekutých složkách lidského organismu (krev, moč, 

sliny, pankreatické šťávy, event. stolice). Výhodou je non­invazivita a tedy bezpečnost a 

snadná opakovatelnost vyšetření. Nevýhodou je t.č.  chybějící standardizace a nízká 

senzitivita tohoto vyšetření ve srovnání s biopsií nádorové tkáně.  

Cirkulující DNA pocházející z nádorových buněk se většinou do oběhu dostává při nekrózách 

nebo apoptóze těchto buněk. Již samotná detekce cirkulujících nádorových buněk (75% 

senzitivita a 96,4% specificita pro PDAC) u pacientů s PDAC je tak negativním 

prognostickým faktorem (Xie ZB. et al., 2016, Ankeny JS. et al., 2016). V této DNA lze 

identifikovat specifické mutace jako např. mutace genu KRAS, které jsou pro PDAC 

charakteristické. Zejména v kombinaci s detekcí dalších mutací dalších genů 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC9368175/
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/26567751/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC6868851/


49 
 
 

(KRAS, TP53, CDKN2A, SMAD4), případně jinými biomarkery (CA19‐9, CEA, hepatocytární 

růstový faktor, osteopontin) dosahují tyto tekuté biopsie vysoké senzitivity a specificity (64% 

a 99.5% , resp. 80%  a 100%). (Cohen  JD. et al., 2017, Liu X. et al., 2019) 

Patobiochemické změny u pacientů s PDAC, T2DM a ChP jsou komplexní povahy, 

společným znakem všech tří onemocnění je přítomnost zánětu, oxidačního stresu, alterace 

glukozového metabolismu a narušení metabolické homeostázy organismu. V případě ChP a 

PDAC je dominantním jevem provázející tato onemocnění tvorba extracelulární matrix 

pankreatickými stelátními buňkami. Interakce mezi PSC, extracelulární matrix, imunitním 

systémem, nádorovými buňkami a tkání pankreatu jsou důležitou a potenciálně terapeuticky 

ovlivnitelnou součást onemocnění.  

Rovněž není neobvyklé, že se diabetes či ChP a PDAC objevují u jednoho pacienta 

společně (typicky PDAC v terénu chronické pankreatitidy), T2DM a ChP jsou zároveň 

rizikovými faktory vzniku PDAC. Přístup k pacientům s jednotlivými chorobami se ale 

zásadně liší, stejně tak i jejich prognóza. Vzhledem k infaustní prognóze pokročilého 

karcinomu pankreatu je klíčovým úkolem identifikovat mezi těmito úzce spojenými 

patologiemi pacienty s PDAC, a to ideálně v časné fázi onemocnění. Identifikace biomarkerů 

spojených s PDAC je důležitá mimo jiné i pro pochopení patofyziologie tohoto onemocnění, 

což může přispět k rozvoji účinnější terapie PDAC.  
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6.  Hypotéza a cíle práce 

 

6.1. Hypotéza 

Je zjevné, že zkoumaná onemocnění (chronická pankreatitida, karcinom pankreatu a diabetes 

mellitus 2.typu) jsou onemocnění s širokými dopady na celý organismus. Domníváme se, že 

analýzou širokého spektra parametrů lze definovat specifické biomarkery nebo jejich panely, 

které umožní časnou diagnostiku karcinomu pankreatu i mezi rizikovými skupinami pacientů.  

Domníváme se také, že jednotlivé markery nebo jejich skupiny by mohly odrážet specifické 

odlišnosti jednotlivých onemocnění, a tak nepřímo přispět k lepšímu pochopení jejich 

patofyziologie.  

Za potenciální zdroj nových biomarkerů pak rovněž považujeme interakci mezi buňkami 

nádorového stroma, zejména pankreatickými stelátními buňkami, a buňkami nádorovými. 

PSC jsou jediné buňky pankreatu ukládající retinol. Hlavní aktivní metabolit retinolu – ATRA 

se podílí na řadě procesů, jejichž alterace může vést k rozvoji PDAC. Dosud publikované 

studií nabízejí nejednoznačné nebo i konfliktní údaje o hladinách vitaminu A či ATRA u 

patologií pankreatu. Vzhledem k vlivu pankreatických stelátních buněk, retinolu a ATRA na 

fyziologii pankreatu se domníváme, že změny v koncentracích ATRA a retinolu mohou 

korespondovat s rozvojem patologických stavů pankreatické tkáně.  Retinol i ATRA, 

vzhledem ke svým komplexním úlohám v patogenezi sledovaných onemocnění, mohou být 

zvažovány jako diagnostické biomarkery PDAC.  

 

6.2.Cíle práce  

 

Studie I: Biomarkery u karcinomu pankreatu 

Cílem práce bylo komplexní analýzou řady rutinních parametrů včetně základních 

antropometrických údajů a cíleně vybraných sérových markerů určit biomarker nebo jejich 

panel, umožňující odlišení pacientů s PDAC od probandů s T2DM, chronickou pankreatitidou 

či zdravých kontrol. 

Mimo měření rutinně stanovovaných parametrů jsme si dali za cíl analýzu řady potenciálních 

biomarkerů PDAC. Tyto parametry byly vybrány na základě dříve provedených studií, 

případně se přímo se podílejí na karcinogenezi (DJ­1, HSP27, IGF 1­2, IGFBP, MIC1, 
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MMP7, Reg3A, S100A11, S100P, sICAM1, TFF1, RAGE), hrají roli v nádorovém stroma 

(metaloproteinázy, S100 proteiny) či jsou jejich hodnoty zpravidla alterovány u pacientů 

s T2DM a ChP  

 

Konkrétní cíle práce:  

a/ analyzovat koncentrace potenciálních biomarkerů u pacientů s ChP, T2DM a PDAC a 

zdravých kontrol 

b/ stanovit biomarker nebo jejich panel, který by umožnil rozlišení PDAC od ostatních 

zkoumaných skupin s větší efektivitou nežli CA19­9. 

 

Studie II: Hladiny retinolu a ATRA u karcinomu pankreatu, chronické pankreatitidy a 

T2DM   

Cílem práce bylo stanovit sérové koncentrace ATRA a retinolu u pacientů s PDAC, ChP, 

T2DM a u zdravých kontrol pomocí vysokoúčinné kapalinové chromatografie s UV detekcí.  

 

Konkrétní cíle práce:  

a/ stanovit a porovnat koncentrace retinolu a ATRA u pacientů s ChP, T2DM a PDAC a 

zdravých kontrol  

b/ ověřit možný potenciál retinolu a ATRA jako diagnostického biomarkeru PDAC 

c/ popsat eventuální korelace mezi ATRA, retinolem a dalšími stanovovanými 

potencionálními biomarkery 
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7.  Metodika 

 

7.1. Soubory pacientů 

 

7.1.1.  Soubory pacientů Studie I: biomarkery u karcinomu pankreatu:  

 

Do studie I byly zahrnuty osoby s karcinomem pankreatu, chronickou pankreatitidou, 

diabetem 2. typu a odpovídající zdravé kontroly. Celkem bylo zařazeno celkem 186 pacientů, 

60 pacientů s T2DM, 47 pacientů s chronickou pankreatitidou, 28 pacientů s PDAC ve I­III 

stadiu a 51 zdravých kontrol ( Tabulka 1) 

Pacienti s histologickým vyšetřením potvrzeným karcinomem pankreatu byli na základě 

stagingu dle kritérií AJCC ­ American Joint Committee on Cancer classification – zařazeni do 

skupin I­IV. Do první studie byli zařazováni jen pacienti s PDAC stadium I­III dle AJCC.  

Pacienti s chronickou pankreatitidou byli diagnostikováni na základě M­ANNHEIM kritérií. 

(Schneider A. et al., 2007) Pacienti s diabetem 2.typu typu byli diagnostikováni nejdéle 3 

roky před zařazením do studie a byli sledováni na 3. interní klinice VFN. Diagnóza T2DM 

byla stanovena v souladu s doporučením Americké diabetické asociace. (ADA, 2010) Studie 

proběhla v souladu s aktuální verzí Helsinské deklarace a byla schválena Etickou komisí 

Všeobecné fakultní nemocnice. Osoby účastnící se této studie podepsaly informovaný souhlas 

se svým zařazením.  

Tabulka 2: Základní charakteristika souboru studie I: Biomarkery u karcinomu pankreatu. 

Věk a BMI jsou uvedeny jako průměr ± SD (směrodatná odchylka) 

 
Počet 

probandů 
Věk  BMI (kg/m2)  Pohlaví M/Ž 

Chronická 

pankreatitida 

47  55±12  23,9±4,22  32/15 

T2DM  60  62±8  35,3±30,34  32/28 

Zdravé kontroly  51  54±9  25,8±4,28  21/30 

PDAC  28  66±6  26,1±3,30  14/14 
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7.1.2.   Soubor pacientů Studie II: Hladiny retinolu a ATRA u karcinomu 

pankreatu, chronické pankreatitidy a T2DM 

Soubor pacientů této studie vycházel ze Studie I. Byl však navíc rozšířen i o pacienty ve IV. 

stadiu PDAC. Studie proběhla v souladu s aktuální verzí Helsinské deklarace a byla schválena 

Etickou komisí Všeobecné fakultní nemocnice. Osoby účastnící se této studie podepsaly 

informovaný souhlas se svým zařazením.  

Do studie II tedy bylo zařazeno celkem 220 pacientů. 59 pacientů s diabetem 2. typu, 37 

pacientů s chronickou pankreatitidou, 64 pacientů s karcinomem pankreatu (5 v I. Stadiu, 8. 

ve II. stadiu, 14 ve III. stadiu, 37 ve IV. stadiu) a 51 zdravých kontrol.  Žádný z pacientů ani 

z kontrol neužíval suplementaci vitaminu A.  

 

 

Tabulka 3: Soubor pacientů Studie II: Hladiny retinolu a ATRA u karcinomu 

pankreatu, chronické pankreatitidy a T2DM 

Věk a BMI jsou uvedeny jako průměr ± SD (směrodatná odchylka) 

  

Vzorky krve byly získány od probandů ve Všeobecní fakultní nemocnice v Praze odběrem 

z vena basilica. Základní biochemické parametry byly stanovovány v rámci běžných vyšetření 

krve. Vzorky krve k analýze speciálních parametrů byly k získání séra odebrány do zkumavek 

bez přidání antikoagulancií. K získání plazmy byly vzorky odebírány do zkumavek s EDTA. 

  počet   věk   BMI (kg/m2)  pohlaví m/ž 
PDAC všechny 

skupiny 
64  63 ± 8,86  25 ± 6,41  47/17 

PDAC st I+II  13  66 ± 7,7  27 ± 2,8  6/7 

PDAC st III  14  66 ± 4,5  26 ± 4  11/3 

PDAC st IV  37  61 ± 10  25 ± 7,6  30/7 

T2DM  59  63 ± 8,23  31 ± 5,82  31/28 

Chronická 

pankreatitida 
46  55 ± 12,28  24 ± 4,27  31/15 

Zdravé kontroly  51  54 ± 8,68  26 ± 6,2  31/20 
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Vzorky byly centrifugovány při rychlosti 1450 ot./min (centrifuga EBA20, Hettich 

Zentrifugen, Německo) a před provedením analýzy skladovány v hlubokomrazicím boxu při ­

80°C. Laboratorní měření vybraných markerů byla provedena v Ústavu lékařské biochemie a 

laboratorní diagnostiky Všeobecné fakultní nemocnice v Praze a 1. lékařské fakulty 

Univerzity Karlovy v Praze.  

 

7.2. Laboratorní metody  

 

7.2.1.  Stanovení koncentrací IGF­1, IGF­2, IGFBP­1. IGFBP­2, IGFBP­3 

Sérové hladiny IGF­1, IGF­2, IGFBP­1. IGFBP­2, IGFBP­3 byly stanovovány pomocí kitů 

ELISA firmy Mediagnost, Německo. 

 

Princip použité metody 

 

Principem kvantitativní sendvičové enzymové imunoanalýzy (ELISA – enzyme linked 

immunosorbent assay), je vazba mezi specifickou monoklonální protilátkou navázanou na 

povrch jamek mikrotitrační destičky a sledovaným antigenem (je li ve vzorku přítomen). Ten 

vytváří s monoklonální protilátkou komplex, na který je v dalším kroku navázána 

biotinylovaná protilátka. Po promytí mikrotitrační destičky je do jamek přidán streptavidin 

konjugovaný s křenovou peroxidázou. Ten se naváže na přítomný komplex 

protilátka/antigen/biotinylovaná protilátka. Po dalším promytí je přidán substrátový roztok. 

Enzymatickou reakcí pak vzniká barevného produktu, jehož množství odpovídá množství 

antigenu. Reakce je ukončena přidáním zastavovacího roztoku. Poté fotometricky 

stanovujeme absorbanci výsledného produktu, která odpovídá množství přítomného antigenu. 

 

 

Stanovení koncentrací IGF 1 

 

Reagencie 

 

­ Mikrotitrační destičky s navázanou myší monoklonální protilátkou proti IGF­1 
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­ Kalibrační roztok (rekombinantní lidská IGF­1 v definovaných koncentracích),      

lyofilizovaný 

­ Kontrolní roztok (lidské sérum) 

­ IGF­1 konjugát (obsahuje biotinylovanou protilátku proti lidskému IGF­I) 

­ HRP (horseradich peroxidase) konjugát (strepatividin konjugovaný s křenovou peroxidázou) 

­  Substrátové činidlo – stabilizovaný tetramethylbenzidin  

­ Zastavovací roztok (0,2 M kyselina sírová) 

­ Koncentrovaný promývací pufr  

­ Ředící roztok   

Pracovní postup: 

1. Se všemi reagenciemi pracujeme při pokojové teplotě 

2. 50 ml koncentrovaného promývacího pufru naředíme s 950 ml destilované vody 

3. Kontrolní roztok smícháme s 500 µl ředícího pufru a ponecháme 15 minut při pokojové 

teplotě 

4. Kalibrační roztoky A­ E vytvoříme rozpuštěním lyofilizovaného standardu o definované 

koncentraci (A: 2 ng/ml, B: 5 ng/ml, C: 15 ng/ml,  D: 30 ng/ml, E: 50 ng/ml) v 500 µl  

ředícího roztoku, 

5. Napipetujeme 80 µl IGF­1 konjugátu do všech jamek mikrotitrační destičky 

6. Přidáme 20 µl kalibračních roztoků naředěných v poměru 1:21 ředícím                                       

roztokem, respektive 20 µl vzorků či kontrol ve stejném ředění 1:21  

7. Inkubujeme 1 hod na třepačce (350 otáček za minutu) při pokojové teplotě 

8. 5x promyjeme promývacím roztokem 

9. Do všech jamek přidáme 100 µl HRP konjugátu 

10. Inkubujeme 30 min při pokojové teplotě na třepačce (350 otáček za minutu) 

11. Destičku 5x promyjeme promývacím roztokem 
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12. Do všech jamek přidáme 100 µl substrátového roztoku 

13. Inkubujeme 15 minut ve tmě při pokojové teplotě 

14. Do všech jamek přidáme zastavovací roztok  

15. Do 30 minut měříme absorbanci při 450 nm s korekcí na 590 nm (fotometr Tecan Infinite 
M200, Tecan, Švýcarsko) 

Koncentrace vzorku odečítáme z kalibrační křivky. 

 

Pro stanovení koncentrací IGF­2, IGFBP­1. IGFBP­2, IGFBP­3 byla použita stejná metoda od 

stejného výrobce s analogickými postupy. 

 

7.2.2.  Stanovení koncentrace osteopontinu, TIMP­1, MCP­1, HSP­27, MMP­

9 a ICAM­1 

 

Koncentrace osteopontinu, TIMP­1, MCP­1, HSP­27, MMP­9 a ICAM­1 byly stanoveny 

pomocí ELISA kitů firmy eBioscience (nyní Invitrogen). Dále popisujeme metodu stanovení 

sérových koncentrací osteopontinu: 

 

Princip metody 

Jamky mikrotitrační destičky jsou pokryté specifickou protilátkou proti lidskému 

osteopontinu. Osteopontin obsažený ve standardních roztocích případně v analyzovaných 

vzorcích se během inkubace naváže na protilátky v jamkách. Po promytí jamek mikrotitrační 

destičky (odstranění dalšího biologického materiálu) je do jamek přidán roztok obsahující 

protilátky proti osteopontinu konjugované s biotinem. Tyto protilátky se během inkubace opět 

naváží na přítomný osteopontin. Po dalším promytí (odstranění přebytečných protilátek) je do 

jamek přidán streptavidin konjugovaný s křenovou peroxidázou, který se naváže na komplex 

osteopontinu s konjugátem biotinu a protilátky proti ostopontinu. Po dalším promytí je přidán 

substrátový roztok. Enzymatickou reakcí mezi substrátem a křenovou peroxidázou vzniká 

barevný produkt. Reakce je ukončena přidáním zastavovacího roztoku. Fotometricky 

stanovujeme absorbanci při 450nm.  
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Reagencie: 

 

­  Mikrotitrační destičky pokryté specifickou protilátkou proti lidskému osteopontinu 

­  Biotin konjugát­roztok monoklonální protilátky proti osteopontinu konjugované 

s biotinem 

­  Ředící roztok (assay buffer) 

­  HRP konjugát (streptavidin konjugovaný s křenovou peroxidázou) 

­  Lyofilizovaný standardní roztok osteopontinu S1­S7 

­  Koncentrovaný promývací pufr 

­  Substrátový roztok (tetrametylbenzidin) 

­  Zastavovací roztok (1M kyselina fosforečná) 

 

Pracovní postup: 

 

1.  Všechny reagencie necháme při pokojové teplotě 

2.  50 ml promývacího pufru naředíme destilovanou vodou do výsledného objemu 1000 

ml 

3.  Biotin konjugát smícháme s ředícím roztokem v poměru 1:100 

4.  Streptavidin­konjugát smícháme s ředícím roztokem v poměru 1:100 

5.  Lyofilizovaný standardní roztok osteopontinu rozpustíme přidáním destilované vody k 

dosažení koncentrace 60 ng/ml.  

6.  Jamky mikrotitrační destičky opatrně promyjeme 2x promývacím roztokem a poté 

mikrotitrační destičku položíme dnem vzhůru na savý materiál 

7.  Do všech jamek mikrotitrační destičky určených pro standard pipetujeme 100 µl 

ředícího roztoku 

8.  100 µl připraveného standardního roztoku rozpipetujeme do dvou řad mikrotitrační 

destičky tak, že do první jamky pipetujeme 100 µl standardního roztoku, z této jamky 

odebereme 100 µl vzniklé směsi standardu a ředícího roztoku a pipetujeme do další 

jamky. Postup opakujeme 5x k dosažení gradientu koncentrací 30­0,47 ng/ml. 

9.  Do jamek určených pro zkoumaný vzorek pipetujeme 80 µl ředícího roztoku a 20 µl 

vzorku 

10. Inkubujeme 15­20 minut při pokojové teplotě na třepačce 

11. Mikrotitrační destičku promyjeme promývacím roztokem 



58 
 
 

12. Do všech jamek přidáme 100 µl biotin konjugátu. 

13. Inkubujeme hodinu na třepačce při pokojové teplotě 

14. 6x promyjeme destičku a přidáme 100 µl HRP roztok do všech jamek 

15. Opakujeme bod 14 a poté bod 15 

16.  Do všech jamek přidáme 100 µl substrátového roztoku 

17. Inkubujeme 30 minut za pokojové teploty bez přístupu světla 

18. Dosáhne­li standard s nejvyšší koncentrací osteopontinu tmavě modré barvy  přidáme 

zastavovací roztok (100 µl) 

19. Ihned odečítáme absorbanci barevného produktu ve vlnové délce 450 nm (referenční 

vlnová délka 620 nm, fotometr Tecan Infinite M200, Tecan, Švýcarsko). 

 

Princip a postup stanovení TIMP­1, MCP­1, HSP­27, MMP­9, Protein S100P a ICAM­1 kity 

stejného výrobce je analogický ke stanovení osteopontinu.  

 

7.2.4.  Stanovení koncentrací HSP60 a HSP70 

 

Koncentrace HSP60, HSP70 byly stanovovány metodou ELISA kity firmy StressMarq, 

Kanada). Dále popisujeme stanovení koncentrací HSP70. 

 

Princip metody  

Princip metody ELISA je v tomto případě je analogický k výše popsaným metodám. 

 

Reagencie  

­ Mikrotitrační destička s protilátkami proti HSP70 

­ Standardní roztok rekombinantního HSP70 

­ Ředící roztok 

­ Promývací roztok 

­ Biotin konjugát s protilátkami proti HSP70 

­ Streptavidin­HRP konjugát 

­ Substrátový roztok 

­ Zastavovací roztok 

 

 



59 
 
 

Pracovní postup: 

1.  Rekonstituujeme standardní roztok s 500 µl ředícího roztoku k dosažení koncentrace 

100 ng/ml 

2.  Připravíme 7 zkumavek pro jednotlivé koncentrace standardní křivky (50 ng/ml, 

25ng/ml, 12,5ng/ml, 6,25ng/ml, 3,125ng/ml, 1,563ng/ml a 0 ng/ml) 

3.  Do každé zkumavky přidáme 250 µl ředícího roztoku 

4.  Standardní roztok o koncentraci 100 ng/ml naředíme ředícím roztokem 1:1 . Poté 250 

µl tohoto roztoku smícháme s 250 µl ředícího roztoku. Postup opakujeme k dosažení 

koncentrace 1,563ng/ml. 

5.  Ředící roztok použijeme jako nulový standard. 

6.  Do mikrotitrační destičky napipetujeme na zvolená místa standardní roztoky a vzorky. 

7.  Inkubujeme při 37 °C 2 hodiny 

8.  4x promyjeme promývacím roztokem 

9.  Do jamek přidáme 100 µl biotin­konjugátu a opakujeme bod 7 a poté bod 8 

10. Do každé jamky přidáme 100 µl HRP roztoku 

11. Inkubujeme 30 min při pokojové teplotě a opakujeme bod 8 

12. Do každé jamky přidáme 100 µl substrátového roztoku. Inkubujeme při pokojové 

teplotě ve tmě za vzniku barevného produktu220 

13. Reakci zastavíme po 30 minutách přidáním zastavovacího roztoku 

14. Absorbanci vzniklého barevného produktu měříme při 450 nm (fotometr Tecan 

Infinite M200, Tecan, Švýcarsko). 

 

Analýza koncentrací HSP60 je analogická k výše uvedenému postupu. 

 

7.2.5.  Stanovení koncentrace MMP­7 

 

Pro stanovení koncentrací proteinu MMP­7 jsme použili metodu ELISA firmy R&D Systems, 

USA.  

Princip metody  

Princip metody ELISA je v tomto případě je analogický k výše popsaným metodám. 

Povrch jamek mikrotitrační destičky je potažen monoklonální protilátku proti lidské MMP7. 

Po přidání standardu a vzorků se MMP7 naváže na tuto imobilizovanou protilátku. Po 

promytí destičky je do jamek mikrotitrační destičky přidána polyklonální protilátka proti 
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MMP7 s navázaným enzymem, který po přidání enzymového substrátu dává za vzniknout 

barevnému produktu, který je stanovován fotometricky. 

 

Reagencie: 

­  Mikrotitrační destička s navázanou monoklonální protilátkou proti MMP7 

­  Polyklonální protilátka proti MMP7 konjugovaná s křenovou peroxidázou (HRP 

konjugát) 

­  Standardní roztok 

­  Ředící roztok 

­  Promývací roztok 

­  Kalibrační ředící roztok (zvířecí sérum) 

­  Substrátový roztok A+B 

­  Zastavovací roztok 

 

Postup: 

1.  Se všemi reagencii pracujeme při pokojové teplotě. 

2.  Koncentrát ředícího roztoku rozpustíme v 480 ml destilované vody za vzniku 500 

ml roztoku. 

3.  Substrátový roztok získáme smícháním složky A (peroxid vodíku) a B 

(tetrametylbenzidin). Vzniklý roztok uchováváme ve tmě. 

4.  Řadu standardních roztoků získáme rozpuštěním lyofilizovaného standardu 

v destilované vodě k získání koncentrace 100 ng/ml. Do sedmi zkumavek přidáme 

vždy 200 µl ředícího kalibračního roztoku. Poté do první zkumavky přidáme 40 µg 

standardu , ze vzniklé směsi odebereme 40 µg a napipetujeme do další zkumavky – 

takto postupně získáme řadu standardů o koncentracích 10 ng/ml, 5 ng/ml, 2,5 

ng/ml, 1,25 ng/ml, 0,625ng/ml, 0,313 ng/ml a 0,156 ng/ml.  

5.  Ředící kalibrační roztok slouží jako nulový standard 

6.  Do jamek mikrotitrační destičky napipetujeme 100 µl ředícího roztoku 

7.  Do jamek napipetujeme 50 µl standardu/vzorku 

8.  Inkubujeme 2 hodiny při pokojové teplotě na třepačce při 500 otáčkách /min 

9.  Promyjeme promývacím roztokem a osušíme na savém podkladu 

10. Přidáme 200 µl MMP7 konjugátu do každé jamky, inkubujme 2 hodiny na 

třepačce 
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11. Opakujeme bod 9. 

12. Do každé jamky přidáme 200 µl substrátu a inkubujeme (bez použití třepačky a ve 

tmě) za pokojové teploty 30 minut  

13. Do každé jamky přidáme 50 µl zastavovacího roztoku – barva roztoku v jamkách 

se změní z modré na žlutou 

14. Během 30 minut fotometricky stanovujeme absorbanci při 450 nm s korekcí na 

570 nm (fotometr Tecan Infinite M200, Tecan, Švýcarsko)  

 

 

7.2.6.  Stanovení koncentrace CEACAM­1, DJ­1 a ALCAM 

 

Koncentrace DJ­1, ALCAM, CEACAM­1 jsme měřili pomocí metody ELISA kity 

Abnova,Taiwan. Stanovování probíhalo dle postupů udávaných těmito výrobci. Princip i 

postup metody je analogický k předešlým postupům.  

 

  Stanovení koncentrací CEACAM­1 

     

    Princip metody  

Princip metody ELISA je v tomto případě obdobný jako u IGF­1  . 

   

  Reagencie 

­  Mikrotitrační destička s navázanou protilátkou proti lidskému CEACAM­1 

­  Promývací pufr (roztok) 

­  Standardní roztok 

­  Ředící roztok (koncentrát) 

­  Roztok biotinylované protilátky proti CEACAM1 

­  Substrátové činidlo A (HRP­streptavidin konjugát) 

­  Substrátové činidlo B (tetrametylbenzidin) 

­  Zastavovací roztok ( 0,2 M kyselina sírová) 

 

Postup 

1.  Se všemi reagencii pracujeme při pokojové teplotě (18­25°C). 
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2.  400 µl ředícího roztoku smícháme se standardním roztokem k dosažení 

koncentrace 50 ng/ml 

3.  Napipetujeme 150 µl tohoto roztoku  do zkumavky se 350 µl ředícího roztoku. 

Takto získáme roztok o koncentraci 15000 pg/ml.  

4.  Připravíme si zkumavky se 400 µl ředícího roztoku 

5.  Do první zkumavky přidáme 200 µl roztoku vniklého v bodě tři. Takto vzniklý 

roztok pipetujeme do další zkumavky. Takto pokračujeme k dosažení řady 

standardních koncentrací 15000 pg/ml, 5000 pg/ml, 1667 pg/ml, 555,6 pg/ml, 

185,2 pg/ml, 61,73 pg/ml a 20,58 pg/ml. Ředící roztok slouží jako nulový standard 

6.  Do každé jamky pipetujeme 100 µl standardu/vzorku 

7.  Inkubujeme 2,5 hodiny za pokojové teploty na třepačce 

8.  Promyjeme promývacím roztokem a osušíme na savé podložce 

9.  Do jamek přidáme 100 µl biotinylované protilátky a inkubujeme 1 hodinu na 

třepačce při pokojové teplotě 

10. Přidáme 100 µl substrátové činidlo A (HRP­streptavidin), inkubujeme 45minut na 

třepačce při pokojové teplotě 

11. Promyjeme promývacím roztokem a osušíme na savé podložce 

12. Přidáme 100 µl substrátového činidla B, inkubujeme 30 minut na třepačce při 

pokojové teplotě a ve tmě 

13. Přidáme 50 µl zastavovacího roztoku a ihned odečítáme absorbanci fotometrem při 

450 nm (fotometr Tecan Infinite M200, Tecan, Švýcarsko). 

 

Princip stanovení hladin DJ­1, ALCAM kity stejného výrobce je analogický k výše 

uvedenému.  

 

7.2.7.  Další laboratorní parametry 

 

Parametry adiponektin, sRAGE, MIC­1, Reg 1α, midkine, leptin, OPG, TFF1, 

S100A6, REG3A, S100A11 a PANDER  byly stanovovány metodou ELISA v laboratořích 

Biovendor (Biovendor  Laboratorní medicína, s.r.o., Česká republika).  

Parametry, které byly součástí běžných vyšetření, byly stanoveny automatickými 

analyzátory v Centrální biochemické laboratoři ÚLBLD 1. LF UK a VFN. Základní 

biochemické parametry byly změřeny analyzátorem Modular Roche (Roche Diagnostics 
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GmBH, Mannheim, Německo). Koncentrace CEA, CA19­9 byly stanovovány pomocí 

chemiluminescence automatickým analyzátorem Architekt, Abbott, USA. Parametry CA 72­

4, insulin, C­peptid byly měřeny pomocí chemiluminescence analyzátorem Modular, Roche, 

Německo; AFP bylo stanoveno pomocí chemiluminescence na analyzátoru Centaur, Siemens, 

Německo;  

.  

 

7.2.8.  Stanovení sérových hladin ATRA a retinolu 

 

Ke stanovení hladin ATRA a retinolu byla využita vysokoúčinná kapalinová chromatografie  

(high­performance liquid chromatography – HPLC) s UV detekcí. 

HPLC  je  nejrozšířenější fyzikálně­chemická technika, která je využívána k identifikaci  a 

kvantifikaci  bioanalytů.  Principem této metody je rozdílná distribuce látek mezi dvě 

nemísitelné fáze, nepohyblivou (stacionární) zakotvenou na nosiči (koloně) a pohyblivou 

(mobilní), kterou představuje kapalina. Vzorek je unášen mobilní fází za pomoci vysokotlakého 

čerpadla do kolony, kde dochází k separaci složek vzorku, které jsou následně unášeny do 

detektoru. Výsledkem je chromatografický záznam, který je interpretován pomocí příslušného 

softwaru.  

Kalibrace  ATRA  byla provedena metodou vnitřního standardu  (ISTD)  pomocí přídavku 

standardního roztoku kyseliny retinové  na 5 koncentračních hladinách od 0,78 –  25  ng/ml. 

Výsledná koncentrace ATRA v lidském séru v ng/ml  byla  vypočítána z příslušné kalibrační 

křivky. Výsledná koncentrace vitamínu A v séru v mg/l byla vypočtena ze známé koncentrace 

kalibrátoru (Clincal Serum Calibrator od firmy Recipe) a ploch příslušných píků.   

Standardní roztok byl připraven rozpuštěním 1 mg ATRA v 1 ml dimethyl­sulfoxidu (DMSO). 

Tento  roztok  byl  dále ředěn metanolem na  výslednou  koncentraci  1000  ng/ml. Jako vnitřní 

standard  byl použit  1  mg  acitretinu  (kyselina  (9­(4­methoxy­2,3,6­trimethylphenyl)­  3,7­

dimethylnona­2,4,6,8­tetraenoová), který byl rozpuštěn v 1 ml  DMSO a naředěný metanolem 

na výslednou koncentraci 1000 ng/ml. Tyto roztoky byly kvůli stabilitě skladovány při ­20°C.   

Vzorek séra 450 ul s 50  µl ISTD byl deproteinován 500 µl acetonitrilu. Po promíchání a 

následném stočení byla k supernatantu přidána směsi 1,5 ml hexan:ethylacetát (1:1). Extrakt 

byl zakoncentrován dusíkem a rozpuštěn v 50 µl methanolu.  
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Při měření ATRA a retinolu byl použit přístroj Hewlett Packard 1100 (Waldbronn Germany). 

K HPLC analýze bylo použito 35 µl vzorku, které bylo isokraticky separováno na koloně 

Agilent  Eclipse  XDB­C18/5 µm 4.6*150 mm (Agilent, Santa Clara, USA) při 37°C. Jako 

mobilní fáze byla použita směs 83% metanolu a 17% 0,2% kyseliny octové, její průtok byl 

1ml/min. Diodový detektor DAD byl nastaven na vlnovou délku 355 nm. K analýze získaného 

chromatogramu byl použit software HP Chemstation version A.07.01(682) (Agilent). Výsledný 

chromatografický záznam je zobrazen níže. (Obr. 3) 

 

 

Obrázek 3: Chromatografická křivka  

1: vnitřní standard acitretin 

2: vitamín A 

3: ATRA 

 

7.3.   Statistické zpracování  

 

7.3.1.  Statistická analýza Studie I – Biomarkery u karcinomu pankreatu 

Vzhledem k širokému spektru a množství sledovaných parametrů, jejichž statistická analýza 

vyžadovala pokročilé statistické metody,  a  vzhledem  k faktu, že získané rozložení 

neumožňovalo vždy vytvořit statisticky korektní model za užití klasických parametrických i 

non­parametrických metod, byla k analýze získaných dat použita metoda strojového učení.  

Ke zhodnocení koncentrací jednotlivých analytů byly použity standardní popisné statistické 

metody (průměr, směrodatná odchylka, medián). K porovnání koncentrací jednotlivých analytů 

mezi skupinami byla použita jednocestná analýza rozptylu (ANOVA), následována Tukeyho 

testem.  Za statisticky významné rozdíly byly považovány ty s p <0,05. 
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Ke základnímu zhodnocení souboru byla použita kroková metoda lineární regrese, do níž byly 

zařazeny biomarkery s p hodnotou p <0,05.  

Vzhledem  k tomu, že charakter souboru nesplňoval všechny podmínky normality,  a 

multikolinearity, použili jsme k detailnější analýze souboru metodu „náhodného lesa“ (Random 

forrest ­ RF).  Tato metoda je kombinovanou učící metodou užívanou pro klasifikaci a regresi. 

Patří mezi základní metody strojového učení se supervizí. Algoritmus RF pro klasifikaci a 

regresi vytváří množství jednotlivých rozhodovacích  „stromů“.  Výsledkem rozhodovacích 

stromů jsou jednotlivé parametry. Cílem této metody je vytvořit model, který dokáže odlišit 

cílové skupiny na základě jejich odlišných vlastností. V našem případě rozumíme cílovými 

skupinami  zkoumané  skupiny  (ChP, T2DM, zdravé kontroly a PDAC),  a  vlastnostmi 

analyzované biomarkery. K vytvoření tohoto modelu je využita část dat coby tréninkový 

dataset. Na zbývajících probandech je model testován. V našem případě byla každá skupina 

(T2DM, ChP, PDAC a zdravé kontroly) náhodně rozdělena na dvě části v poměru 80%:20%. 

K minimalizaci  rizika korelací, které by v tomto případě mohly komplikovat  interpretaci 

výsledků (umělým nadhodnocením některých parametrů), byly tyto korelace eliminovány 

využitím dendrogramu vytvořeném pomocí shlukové analýzy Wardovou metodou na základě 

stanovení Spearmanova koeficientu korelace.  

K zajištění vyrovnanosti všech skupin, které se navzájem lišily počtem probandů, bylo 

nastavení RF upraveno­poměrná váha každé proměnné byla nastavena nepřímo úměrně 

jejímu zastoupení v jednotlivých skupinách.  

V případě logistické regrese byla využita metoda tzv. „downsamplingu“, kdy model vybírá 

z větší skupiny n­hodnot, kdy n je velikost menší skupiny. 

K získání modelu byla využita v případě RF i LR větší část dat analyzovaných skupin, 

Výkonnost modelu byla testována na menší podskupině a hodnocena stanovením senzitivity, 

specificity, přesnosti, úplnosti a AUC. Navzájem byly porovnávány skupiny takto : PDAC vs 

T2DM, PDAC vs. ChP, PDAC vs zdravé kontroly, PDAC vs T2DM + ChP + zdravé kontroly. 

Všechny modely a analýzy byly provedeny v programovacím jazyku Python , pomocí volně 

dostupného (freeware) softwaru Spyder ( licencován MIT , https://www.spyder­ide.org/). 
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7.3.2.  Statistické zpracování Studie II ­: Hladiny retinolu a ATRA u karcinomu 

pankreatu, chronické pankreatitidy a T2DM 

K základnímu zpracování získaných dat jsme použili Kruskal­Wallisův test. Ke stanovení 

významnosti rozdílů koncentrací ATRA a retinolu mezi jednotlivými skupinami byl použit 

Mann­Whitneyův test. Za hladinu statistické významnosti jsme považovali p<0,05. 

Vzhledem k omezenému počtu probandů v časných stadiích PDAC jsem se rozhodli sloučit 

pacienty ve stadiu I a II do jedné skupiny. Vycházeli jsem z předpokladu , že obě skupiny 

sdílí podobné klinické charakteristiky, zejména resekabilitu ( nepřítomnost metastáz či 

postižení arteria mesenterica superior či truncus coeliacus). K zhodnocení korelací mezi 

biomarkery analyzovanými ve studii I , retinolem a ATRA jsme stanovili Spearmanův 

koeficient (rs). U části probandů byly hodnoty ATRA natolik nízké, že je nebylo možno 

kvantifikovat. Abychom mohli tyto probandy zařadit, použili jsme metodu „robust regression 

on order“ (ROS). Jedná se o semiparametrickou metodu založenou na modelu lineární 

regrese, která pomocí výpočtu logaritmicko­normálního rozdělení založeném na analýze 

dostupných kvantifikovaných dat umožňuje původně nekvantifikovatelná data tak, aby 

nedošlo ke zkreslení.  

Hladiny ATRA a retinolu byly korelovány s CA19­9, základními nutričními parametry a 

parametry zánětu. Statistická analýza byla provedena v open­source programu Jupyter 

software Jupyter Notebook: License. Open­source tool, version 5.1. Copyright (c) 2017) a 

programu Spyder (licence MIT, freeware, https://www.spyder­ide.org/ )  za použití 

programovacího jazyka Python.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

https://www.spyder-ide.org/
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8.  Výsledky 

 

8.1. Výsledky Studie I: biomarkery u karcinomu pankreatu 

 

Naměřené koncentrace jednotlivých parametrů uvádíme v tabulce 4. Na základě 

zjištěných rozdílů mezi jednotlivými skupinami byly pomocí dvou statistických metod 

(logistické regrese a metody strojového učení „náhodný les“) definovány panely, pomocí 

kterých lze odlišit PDAC od ostatních skupin. 

 

 
 

PDAC, 
STADIUM 

I­III 

T2DM  CHP  ZDRAVÉ 

KONTROLY 
P 

HODNOTY 
(ANOVA, 

TUKEYHO 
TEST)  

průměr±SD  průměr±SD  průměr±SD  průměr±SD   

AAT (g/l)  2±0,5  1,5±0,3  1,7±0,4  1,4±0,2  ***, $$$, &&&, 

%%% 

ADIPONEKTIN 
(ng/ml) 

23602,5±14

223,1 
18033,8±75

09,3 
21072,3±121

93,2 
17303,1±778

3  * ,% 

ALBUMIN (g/l)  40,1±4,2  45,1±3,7  45,1±4,6  45±2,2  *** ,$$$, &&&, 

%%% 

ALCAM (pg/ml)  214,6±65,8  199,6±86,5  196,2±76  171,7±62,2   

ALP (µkat/l)  2,5±3,6  1±0,3  1,8±2  1±0,2  ***,&&&, %%% 

ALT (µkat/l)  0,9±0,8  0,6±0,3  0,6±0,5  0,5±0,2  *** ,&&, %%% 

AMS­P (µkat/l)  1,1±3  0,4±0,2  0,7±0,8  0,4±0,2   

APO­B (g/l)  1±0,2  1±0,3  1±0,3  1,2±0,3  ** 

AST (µkat/l)  0,8±0,7  0,5±0,2  0,5±0,3  0,4±0,1  *** ,$, &&&, 

%%% 

CA19­9    (kU/l)  1108,6±297

9,4 
14,2±10,4  22,8±57,8  9,4±6,1  *** ,$$$, &&&, 

%%% 

CA72­4 (kU/l)  6,7±14,9  2,2±2,2  2,1±2,8  1,9±1,9  ** ,$$, &&, %% 
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CEA (µg/l)  3,3±3,6  1,7±1,2  2±1,5  1±0,6  ***, $, &&&, 

%%% 

CEACAM (NG/ML)  89,3±95,3  47,2±48,1  75,6±75,8  46,9±11,9  **, &&, %% 

CHOL (mmol/l)  4,8±1,1  4,7±1,1  4,8±1,2  5,7±1,1  ***, %% 

C­PEPTID (nmol/l)  0,8±0,5  1,1±0,4  0,7±0,3  0,8±0,2  ***, & 

CRP (mg/ml)  22,2±44,5  4,3±5,2  9,4±19,5  3±4  ***, &&&, %%% 

DJ­1 (ng/ml)  52,3±85,1  18,1±11,1  38,4±35,6  38,2±39,9  **, && 

FERITIN (µg/l)  358,7±371,

1 
211,4±229,

9 
207,6±197,5  124,5±119,6 

***, %%% 

GGT (µkat/l)  4,4±10,5  0,7±0,7  2,6±8,6  0,5±0,3  *, &, % 

HBA1C (mmol/mol)  45,5±11,6  49,5±29,3  42,6±12,9  34,8±5,5  ** 

FRUKTOSAMIN 
(µmol/l) 

247,1±44,6  261,4±59,2  245±37,9  229,8±17 
** 

GLYKÉMIE (mmol/l)  6,8±2,4  7,5±2,3  6,1±2,8  4,9±0,6  ***, %%% 

HDL­CHOL (mmol/l)  1,2±0,4  1,3±0,3  1,4±0,6  1,5±0,4  **, % 

HSP27  (pg/ml)  2485,6±140

0,4 
1499,4±834

,4 
1712,6±634,5  1838,3±1059,

5  ***,  $$, &&&, % 

HSP60  (mg/ml)  4963,7±138

3,1 
4226,7±142

6,6 
4639,2±1440,

1 
5157±1749,1 

* 

HSP70 (ng/ml)  32,8±33,2  19,3±30,4  27,6±25,8  24,7±26,6   

IGF­1   (ng/ml)  124,6±51,1  162,4±56,7  170,2±82,5  184,7±46,1  ***, $$, &, %%% 

IGF­2    (ng/ml)  535,8±183,

6 
743,1±236,

5 
646,6±200,7  744,7±127,6 

***, &&&, %%% 

IGFBP­1 (ng/ml)  11,8±8,1  5,5±4,6  12,9±11,9  6,7±6,6  ***, &&&, % 

IGFBP­2 (ng/ml)  597±295,9  299,6±198,

9 
575,6±272,2  330,7±143 

***, &&&, %%% 

IGFBP­3 (ng/ml)  2427,3±552

,8 
2622±686,3  2483,8±587,5  2695,8±411,3 

 

INZULIN (U/ml)  9,2±7,5  14,4±8,5  8,6±8  8,7±3,8  ***, & 
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LEPTIN (ng/ml)  12,3±11,3  19,4±14,3  6,4±8,3  13,5±12,4  *** 

MCP­1  (pg/ml)  897,6±785,

2 
690,3±537,

7 
786,4±595,1  812,9±823,4 

 

MIC­1   (pg/ml)  3715,9±233

6,1 
3351,8±202

2,2 
2789±1953,2  1257±733,7 

***, %%% 

MIDKINE (ng/ml)  0±0  0±0,1  0,4±2,3  0±0,1   

MMP­7 (ng/ml)  2,3±1,1  1,5±0,7  1,5±1  0,9±0,5  ***, $$$, &&&, 

%%% 

MMP­9 (ng/ml)  202±179,7  197±180,5  197,7±173  140,7±124,9   

OPG     (pmol/l)  8±3  6,4±2  7,2±5  4,8±1,5  ***, %%% 

PANDER (ng/ml)  9,3±20,8  10,5±22,7  4,6±15,3  5,5±15,1   

PCT (µg/l)  0,2±0,1  0,2±0,1  0,2±0,1  0,2±0,1  *, & 

PREALBUMIN (g/l)  0,2±0,1  0,3±0,1  0,3±0,1  0,3±0,1  ***, $$$, &&&, 

%% 

REG1A (ng/ml)  264,1±203,

3 
171,8±107,

4 
175,6±116,9  89,8±42,8 

*** $$ &&& %%% 

REG3A (U/ml)  685,4±555,

8 
315±287,4  469,9±513,8  173,9±90,9 

***, &&&, %%% 

S100A11 (ng/ml)  7,2±6,1  5±6,6  3,7±2,1  3,6±2,5  **, $$, %% 

S100A6 (ng/ml)  99,2±105,9  46±25,1  75,7±34,6  68,9±37,9  ***, &&& 

S100P­PLAZMA 
(ng/ml) 

13,6±17,8  5,5±4,9  4,3±3,6  4,5±4  ***, $$$, &&&, 

%%% 

S100P­SÉRUM 

(ng/ml) 
17±13,4  8,9±4,3  14,2±6,7  11,9±6,8 

***, &&&, % 

SAA (mg/ml)  28,8±58,2  10,7±26,2  26,4±62,6  5,5±3,2  * 

SATURACE 
TRANSFERRINU 

(%) 

24±12,3  26,3±10,7  32,4±11,7  26,6±12,1 

 

SLCAM­1 (ng/ml)  577±209,9  405,2±104  510,5±202,7  377,1±75,9  ***, &&&, %%% 

SRAGE (pg/ml)  550,5±213  530±175,1  614,8±234,4  543±221,4   
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TAG (mmol/l)  1,4±0,7  1,8±1  1,4±1,1  1,4±1   

TFF1 (ng/ml)  3,6±3  3,5±3,9  3±3  1,4±1  ***, %% 

TIMP­1 (ng/ml)  655,9±290  619,1±748,

6 
556,7±252,2  458,1±126,6 

 

CB (g/l)  66±7,8  70,8±5,1  71,4±6,1  71,1±4,8  ***, $$$, &&&, 

%%% 

TRANSFERRIN (g/l)  2,4±0,4  2,9±0,6  2,7±0,5  2,9±0,5  ***, &&&, %%% 

VITAMIN B12 
(pmol/l) 

472,9±218,

2 
409,4±161,

5 
456,2±274,3  410,1±114,1 

 
 

Tabulka 4:  Koncentrace měřených parametrů u jednotlivých sledovaných 

skupin. 

p ­hodnoty ANOVA testu a Tukeyho testu: 

*: p < 0.05 ANOVA; **p < 0.01 ANOVA; ***p < 0.001 ANOVA  

$: p < 0.05 PDAC vs ChP; $$ p < 0.01 PDAC vs ChP; $$$ p < 0.001 PDAC 

vs ChP  

&: p < 0.05 PDAC vs T2DM; && p < 0.01 PDAC vs T2DM; &&& p < 0.001 

PDAC vs T2DM  

%: p < 0.05 PDAC vs zdravé kontroly; %% p < 0.01 PDAC vs zdravé 

kontroly; %%% p < 0.001 PDAC vs zdravé kontroly 

 

Zkratky: PDAC ­ karcinom pankreatu, T2DM – diabetes mellitu 2. typu, ChP 

– chronická pankreatitida, RF – random forest; LR ­ logistická regrese; AAT 

– alfa­1­antitrypsin; ALCAM ­aktivovaná adhezní molekula leukocytů; ALP : 

alkalická fosfatáza; ALT: alaninaminotransferáza; AMS­P – pankreatická 

amyláza; ApoB – apolipoprotein B; AST aspartátaminotransferáza; CA19­9 – 

karbohydrát antigen 19­9; CA72­4 – karbohydrát antigen 72­4; CB­ celková 

bílkovina; CEA  ­ karcinoembryonální antigen; CEACAM 

­  carcinoembryonic antigen­related adhesion molecules; CRP C­reaktivní 

protein; DJ­1 (ng/ml) protein deglykláza DJ­1; GGT ­  γ­glutamyltransferáza; 

HbA1c: glykovaný hemoglobin, HDL­chol: lipoprotein o vysoké hustotě; HSP  

­ protein teplotního šoku; Chol – cholesterol; IGF – insulin bodobný růstový 
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faktor; IGFBP ­  IGF vazebný proejn; INS – inzulin; MCP­1­ monocyte 

chemoattractant protein ­1; MIC­1 – inhibiční cytokine makrofágů; MMP­– 

matrixová metaloproteináza ; OPG  ­ osteoprotegerin; PCT – prokalcitonin; 

Prealb – prealbumin; Reg ­  regenerating protein; SAA – sérový amyloid A; 

sICAM – solubilní mezibuněčná adhezní molekula; sRAGE – solubilní 

receptor konečných produktů pokročilé glykace; TAG – triacylglycerol; TFF1 

– trefoil factor 1; TIMP­1 (ng/ml) tkáňový inhibitor metaloproteináz 1. 

PANDER – z pankreatu odvozený factor (PANcreatic DERived factor) 
 

 

Výsledky logistické regresní (LR) analýzy 

 

Panel „prealbumin, IGFBP­2, DJ­1, MIC­1, Ca72­4“ získaný LR analýzou byl získán 

analýzou skupiny 70 pacientů, testován na souboru 18 pacientů. Tento panel odlišil pacienty 

s PDAC od T2DM se senzitivitou 0,64 a specificitou 0,81; AUC 0,8. 

Panel „IGF­1, S100A11, Reg1α“ získaný analýzou 60 pacientů byl testován na 15 pacientech. 

Tento panel odlišil PDAC od ChP se senzitivitou 0,86 a specificitou 0,38; AUC 0,76. 

Panel „IGF­2, S100A11, Reg3A“ odlišil pacienty s PDAC od zdravých kontrol se senzitivitou 

0,86 a specificitou 0,76; AUC 0,95. Testován byl na 16 probandech, získán byl analýzou 63 

pacientů.  

Panel „albumin, AAT, S100P­sérum, CRP, CA19­9, TFF1, MMP­7“ odlišil PDAC od 

ostatních skupin (ChP, T2DM, zdravé kontroly) se senzitivitou 0,71 a specificitou 0,9; AUC 

0,89. Získán byl analýzou 138 subjektů a testován na 38 probandech. 

Všechny uvedené panely a jejich parametry splňují kritérium p<0,05.  

 

Výsledky metody „náhodný les“ (random forest) 

Touto metodou jsme stanovili panely biomarkerů, které zlepšují efektivitu markeru CA19­9 

v identifikaci PDAC. Biomarkery v jednotlivých panelech jsou řazeny postupně dle významu 

pro jednotlivé predikce.  

Panel „CA19­9, AAT, IGFBP2, albumin, ALP, Reg3a, HSP27“ získaný analýzou 70 

probandů (testován na 18 subjektech) detekoval PDAC mezi T2DM lépe nežli CA19­ 9 se 
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senzitivitou 0,89 (vs 0,71), specificitou 0,89 (vs 0,83), AUC 0,92 (vs 0,82). Nejvyšší 

predikční hodnotu měl v tomto panelu marker CA19­9. 

Panel „S100A11, CA72­4, AAT, CA19­9, CB, MMP­7, S100P­s, Reg3a“ získaný na souboru 

60 pacientů a testovaný na 15 probandech odlišil PDAC od ChP lépe nežli CA19­9 se 

senzitivitou 0,80 (vs 0,57), specificitou 0,70 (vs 0,94), AUC 0,90 (vs 0,75). V tomto panelu 

měl nejvyšší prediktivní úlohu marker CA19­9. 

Panel „MMP­7, Reg3a, sICAM1, OPG, CB, feritin“ získaný analýzou markerů 63 jedinců a 

testovaný na 16 probandech dokázal PDAC odlišit od zdravých jedinců lépe než CA19­9 se 

senzitivitou 1,0 vs 0,71 , specificitou 0,85 vs 0,84 a AUC 0,89 vs 0,78. V tomto panelu měl 

největší přínos marker MMP­7. 

Panel „CA19­9, S100P­plasma, AAT, albumin, adiponektin, IGF­1, MMP7, S100A11“ 

získaný analýzou 148 probandů a testovaný na 38 pacientech odlišil PDAC lépe od ostatních 

skupin nežli samotný CA19­9 se senzitivitou 0,86 ve 0,71, specificitou 0,87 vs 0,89 a AUC 

0,91 vs 0,80). Zde byl nevýznamnějším markerem CA19­9. 

Vzhledem k tomu, že CA19­9 je dobře známý marker PDAC. Rozhodli jsme se provést další 

analýzu bez CA19­9, abychom ověřili, zda i po jeho vyřazení ze sledovaných parametrů lze 

vytvořit srovnatelně efektivní panel biomarkerů. Počet biomarkerů v každém panelu jsme 

omezili na osm – tak aby jejich počet nepřevážil počet markerů v panelech definovaných 

analýzou všech biomarkerů včetně CA19­9. Naším záměrem bylo vytvořit takový panel, 

jehož efektivita by předčila výkonnost CA19­9. Efektivita takto definovaných panelů tak byla 

porovnávána s výkoností CA19­9.  

Za těchto podmínek jsme dosáhli následujících výsledků: 

Panel „HSP27, prealbumin, INS, IGF­2, SAA, DJ­1, CB, CEA“ neprokázal ve srovnání 

s CA19­9 vyšší účinnost v odlišení PDAC od pacientů s T2DM při senzitivitě 0,67 vs 0,71 , 

specificitě 0,83 ve 0,93 a AUC 0,75 vs 0,82 

Panel „SAA, leptin, CB, prealbumin, HSP60, DJ­1, TAG“ dosáhl horší efektivity  ve srovnání 

s CA19­9 v identifikaci pacientů s PDAC mezi pacienty s chronickou pankreatitidou 

(senzitivita 0,50 vs 0,57, specificita 0,56 vs 0,94, AUC 0,53 vs 0,75) 
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Panel „CEA, HbA1c, AST, HDL­chol, prealbumin, SAA, IGF­2, CB“  je efektivnější  nežli 

CA19­9 v odlišení PDAC mezi zdravými kontrolami při senzitivitě 0,83 vs 0,71, specificitě 

0,90 vs 0,84 a AUC 0,87 vs 0,78.  

Panel „SAA, prealbumin, HSP27, CB, adiponektin, CEA, IGF­2, AMS­P“ je srovnatelný s 

CA 19­9 v odlišení PDAC od ostatních skupin (senzitivita 0,67 vs 0,71 , specificita 0,91 vs 

0,89 , AUC 0,79 vs 0,89). Logistický regresní model by při vyloučení CA19­9 nebyl 

statisticky korektní, a proto jsme tuto analýzu neprováděli. Výsledky pro jednotlivé panely 

shrnuje tabulka (Tabulka 5). 

 

 

 
 

AUC  SPECIFICITA  SENZITIVITA 
 

RF  LR  CA19­9 
RF bez 

CA19­9 
RF  LR  CA19­9 

RF bez 

CA19­9 
RF  LR  CA19­9 

RF bez 

CA19­9 

PDAC VS 

T2DM 

0.92  0.80  0.82  0.75  0.89  0.81  0.93  0.83  0.89  0.64  0.71  0,67 

PDAC VS 

CHP 

0.90  0.76  0.75  0.53  0.70  0.38  0.94  0.56  0.80  0.86  0.57  0.50 

PDAC VS 

KONTROLY 

0.89  0.95  0.78  0.87  0.85  0.76  0.84  0.90  1.00  0.86  0.71  0.83 

PDAC VS 

DM,CH,KON  

0.91  0.89  0.80  0.79  0.87  0.90  0.89  0.91  0.86  0.71  0.71  0.67 
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Tabulka 5. Efektivita panelů získaných logistickou regresí i metodou random forest v 

odlišení PDAC od ostatních skupin ve srovnání s CA19­9 

Nejvyšší hodnoty jsou vyznačeny tučně 

Srovnávané panely:  

RF – random forest:  

PDAC vs T2DM: CA19­9, AAT, IGFBP2, albumin, ALP, Reg3A, HSP27 

PDAC vs ChP: S100A11, CA72­4, AAT, CA19­9, CB, MMP­7, S100P­s, Reg3Aa 

PDAC vs kontroly: MMP­7, Reg3A, sICAM1, OPG, CB, feritin 

PDAC vs T2DM, ChP, kontroly: CA19­9, S100P, AAT, albumin, adiponektin, IGF­1, MMP­7, 

S100A11 

LR – logistická regrese:  

PDAC vs T2DM: prealbumin, IGFBP­2, DJ­1, MIC­1, CA72­4 

PDAC vs ChP: IGF­1, S100A11, Reg1alfa 

PDAC vs kontroly: IGF­2, S100A11, Reg3A 

PDAC vs T2DM, ChP, kontroly: albumin, AAT, S100P, CRP, CA19­9, TFF1 a MMP­7 

 

RF s vyloučením CA19­9 

PDAC vs T2DM: HSP27, prealbumin, inzulin, IGF­2, SAA, DJ­1, CB, CEA 

PDAC vs ChP: SAA, Leptin, CB, Prealbumin, HSP60, DJ­1, TAG 

PDAC vs kontroly: CEA, HbA1c, AST, HDL­chol, Prealbumin, SAA, IGF­2, CB 

PDAC vs T2DM, ChP, kontroly: SAA, prealbumin, HSP27, CB, adiponektin, CEA, IGF­2,                                   
                                    AMS­P 

 

Zkratky:  

AAT – alfa­1­antitrypsin; ALP : alkalická fosfatáza; AMS­P – pankreatická amyláza; AST : 

aspartátaminotransferáza; AUC – plocha pod křivkou,  CA19­9 – karbohydrát antigen 19­9; 

CA72­4 – karbohydrát antigen 72­4; CB: celková bílkovina,  CEA: karcinoembryonální 

antigen; ChP – chronická pankreatitida.  HDL­chol –  lipoprotein o vysoké hustotě; DJ­1 

protein deglykláza DJ­1;HbA1c – glykovaný hemoglobin; HSP –protein teplotního šoku, IGF 

– inzulinu podobný růstový faktor; IGFBP ­  protein vázající IGF; INS­ inzulin, KON­

kontroly LR – logistická regrese..  MIC­1 – makrofágy inhibující cytokin ­4; MMP—
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matrixová metaloproteináza; OPG  ­ osteoprotegerin; PDAC – karcinom pankreatu Reg ­  

regenerační protein; RF – random forest; SAA – sérový amyloid A; sICAM – soluble 

Intercellular Adhesion Molecule; TAG – triacylglycerol; TFF1 – trefoil factor 1; TIMP: 

tkáňový inhibitor metaloproteináz, T2DM – diabetes mellitus 2. typu.  

 

ROC křivky pro jednotlivé panely jsou prezentovány v obrázku 6.  

 

 

Obrázek 6: ROC křivky pro jednotlivé panely a CA19­9 u jednotlivých skupin  

a/ PDAC vs ChP 

RF: S100A11, CA72­4, AAT, CA19­9, CB, MMP­7, S100P­s, Reg3A 

LR: IGF­1, S100A11, Reg1alfa 

RF s vyloučením CA19­9: SAA, Leptin, CB, Prealbumin, HSP60, DJ­1, TAG 

b/ PDAC vs T2DM 

RF: CA19­9, AAT, IGFBP2, albumin, ALP, Reg3A, HSP27 

a/ 

d/ c/ 

b/ 
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LR: prealbumin, IGFBP­2, DJ­1, MIC­1, CA72­4 

RF s vyloučením CA19­9: HSP27, prealbumin, INS, IGF­2, SAA, DJ­1, CB, CEA 

c/ PDAC vs kontroly 

RF: MMP­7, Reg3A, sICAM1, OPG, CB, feritin 

LR: IGF­2, S100A11, Reg3A 

RF s vyloučením CA19­9: CEA, Glyk.HbA1c, AST, HDL­chol, Prealb, SAA, IGF­2, CB 

 

d/ PDAC vs T2DM, ChP, kontroly 

RF: CA19­9, S100P­plasma, AAT, albumin, adiponektin, IGF­1, MMP7, S100A11 

LR: albumin. AAT, S100P, CRP, CA19­9, TFF1, MMP­7 

RF bez CA19­9: SAA, prealbumin, HSP27, CB, adiponektin, CEA, IGF­2, AMS­P 

Zkratky:  

AAT – alfa­1­antitrypsin; ALP : alkalická fosfatáza; AMS­P – pankreatická amyláza; AST : 

aspartátaminotransferáza; AUC – plocha pod křivkou,  CA19­9 – karbohydrát antigen 19­9; 

CA72­4 – karbohydrát antigen 72­4; CB: celková bílkovina,  CEA: karcinoembryonální 

antigen; ChP – chronická pankreatitida.  HDL­chol –  lipoprotein o vysoké hustotě; DJ­1 

protein deglykláza DJ­1;HbA1c – glykovaný hemoglobin; HSP –protein teplotního šoku, IGF 

– inzulinu podobný růstový faktor; IGFBP ­  protein vázající IGF; INS­ inzulin, LR – 

logistická regrese..  MIC­1 – makrofágy inhibující cytokin ­4; MMP—matrixová 

metaloproteináza; OPG  ­ osteoprotegerin; PDAC – karcinom pankreatu Reg ­  regenerační 

protein; RF – random forest; SAA – sérový amyloid A; sICAM – solubilní mezibuněčná 

adhezní molekula 1; TAG – triacylglycerol; TFF1 – trefoil factor 1; TIMP: tkáňový inhibitor 

metaloproteináz, T2DM – diabetes mellitus 2. typu.  

 

8.2. Výsledky Studie II: Hladiny retinolu a ATRA u karcinomu pankreatu, 

chronické pankreatitidy a T2DM 

 

Zjištěné koncentrace retinolu se pohybovaly v rozmezí 0,11 ­1,6 mg/l. Koncentrace ATRA 

nabývaly hodnot mezi 0,37 ­3,15 µg/l. 
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Hladiny retinolu byly významně nižší (vyjádřeno jako průměr ± směrodatná odchylka) u 

PDAC:  (0,44±0,18mg/l) ve srovnání s T2DM (0,65±0,19 mg/l, p<0,001), ChP 

(0,60±0,18mg/l, p< 0,001) and zdravými kontrolami (0,61±0,15mg/l, p<0,001). 

Rozdíly mezi jednotlivými „nekarcinomovými“ skupinami nebyly statisticky významné, 

nicméně byl zde patrný trend postupného poklesu hladin retinolu od nejvyšších koncentrací u 

zdravých kontrol, následovaných T2DM , ChP a konče PDAC (Obrázek 6+7). 
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Obrázek 7: Koncentrace retinolu v séru u pacientů s PDAC ,ChP, T2DM a zdravých 

kontrol 

Hladiny významnosti dle výsledků Mann­Whitney testu jsou znázorněny barevně,  

Žlutá: p< 0,01 

Zelená p< 0,001 

Modrá p< 0,0001 

 

Zkratky : PDAC : karcinom pankreatu, ChP: chronická pankreatitida, T2DM: diabetes 

mellitus 2. typu 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Obrázek 7: Koncentrace ATRA v séru u pacientů s PDAC, ChP, T2DM a zdravých kontrol 

Hladiny významnosti dle výsledků Mann­Whitney testu jsou znázorněny barevně,  

Žlutá: p< 0,01 
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Zelená p< 0,001 

Černá p< 0,05 

Zkratky: ATRA: all trans retinová kyselina,  PDAC : karcinom pankreatu, ChP: chronická 

pankreatitida, T2DM: diabetes mellitus 2. typu 

 

 

Koncentrace all­trans­retinové kyseliny byly u PDAC signifikantně sníženy ve srovnání 

s T2DM (1,14±0,49µg/l vs 1,37±0,56µg/l, p<0,001) a zdravými kontrolami ( (1,14±0,49µg/l 

vs 1,43±0,55µg/l, p<0,001). Rozdíly mezi PDAC a ChP nebyly statisticky významné. 

Dále jsme analyzovali hladiny retinol a ATRA napříč jednotlivými stadii PDAC.  

Hladiny obou látek u pacientů ve III, a IV, stadiu PDAC byly statisticky významně nižší nežli 

u zdravých kontrol, T2DM i ChP. 

 Stadium III PDAC (ATRA: 1,08±0,47 µg/l; retinol: 0,42±0,19 mg/l) a IV PDAC  (ATRA: 

1,07±0,45 µg/l, , retinol: 0,40±0,15 mg/l) vs zdravé kontroly  (ATRA: 1,43±0,55 µg/l, retinol: 

0,61±0,15 mg/l) a T2DM (ATRA: 1,37±0,56 µg/l, retinol: 0,65±0,19 mg/l).  

Rozdíl mezi PDAC v I. a II. stadiu a mezi non­PDAC skupinami nebyl statisticky významný.  

Dále byly prokázány korelace mezi retinolem a prealbuminem ((PDAC rs: 0,75, p<0,001; 

CHP: 0,69, p<0,001; T2DM: 0,60, p<0,001 a zdravé kontroly rs : 0,83, p<0,001). 

U pacientů s T2DM byla prokázána negativní korelace mezi IGFBP ­2 a ATRA (rs: ­0,63, 

p<0,001). 

Statisticky významné korelace však nebyly prokázány ani mezi CA 19­9 , lipidy, celkovou 

bílkovinou CRP  či albuminem. Výsledky potvrzují zatím nezastupitelnou úlohu CA19­9 

mezi biomarkery karcinomu pankreatu. Zároveň se však podařilo nalézt řadu parametrů, které 

efektivitu CA 19­9 zvyšují. Rovněž se nám podařilo definovat panely biomarkerů, které se co 

do efektivity CA 19­9 vyrovnají nebo jej i předčí. 

Hladiny ATRA a retinolu se u pacientů s PDAC signifikantně liší od zdravých kontrol i 

diabetiků druhého typu. Naopak, rozdíl mezi pacienty s chronickou pankreatitidou a PDAC 

nebyl významný. V časných stadiích PDAC nejsou hladiny ATRA ani retinolu statisticky 

významně odlišné od ostatních skupin.  
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9.  Diskuse:    

Karcinom pankreatu je onemocnění s velmi špatnou prognózou, zejména, je­li 

diagnostikováno v pokročilých stadiích. Jedinou kurativní terapií je v současnosti chirurgické 

odstranění nádoru s dostatečným lemem zdravé tkáně, které je však možná jen u cca 20 % 

pacientů s PDAC. Patogeneze PDAC je v principu podobná jiným malignitám – tj. jde rovněž 

o postupnou kumulaci somatických mutací, jejichž obrazem jsou morfologicky definované 

premaligní a posléze maligní léze. Na rozdíl od například kolorektálního karcinomu zde však 

chybí možnost tyto prekancerózní léze v klinické praxi detekovat. Dále nelze pominout 

poměrně rychlý přechod od časných stadií PDAC do stadií pokročilých, který se pohybuje 

pravděpodobně kolem 12 měsíců, a absenci vhodného biomarkeru, který by dokázal s jistotou 

odhalit buďto premaligní high­risk léze nebo časný PDAC. (Yu J. et al., 2015) 

Cílem naší první práce bylo identifikovat analýzou řady biochemických parametrů u zdravých 

jedinců a pacientů s PDAC, T2DM či ChP takové ukazatele, které by zlepšily efektivitu 

nejužívanějšího biomarkeru – CA19­9 – v diagnostice PDAC nebo tento marker případně 

zcela nahradily.  

Získané výsledky jsou, co se týče významu CA19­9 v diagnostice PDAC, v souladu s obecně 

známými fakty. Zároveň se ukazuje, že přidání dalších biomarkerů k CA19­9 je možnou 

cestou zvýšení efektivity tohoto markeru zejména v odlišení PDAC od zdravých jedinců.  

Naproti tomu, aby byla zachována dostatečná efektivita diagnostických panelů i po vyřazení 

CA19­ 9, bylo mnohdy nutné navýšit počet stanovovaných markerů.   

Ukázalo se rovněž, že strojové učení bylo v našem případě, kdy jsme sledovali větší množství 

parametrů, výhodnější statistickou metodou než klasické regresní metody. Nicméně při 

dostatečném navýšení počtu probandů lze předpokládat, že by efektivita regresních metod 

byla srovnatelná 

V našem souboru se dále ukázalo jako výhodnější stanovit pro odlišení PDAC od každé 

z ostatních zkoumaných skupin (zdravé kontroly, ChP, T2DM) specifický panel biomarkerů. 

To může být způsobeno tím, že některé patologické procesy probíhající u pacientů 

v rizikových skupinách (ChP a T2DM), jsou přítomné i u pacientů s PDAC. Naopak, 

mechanismy vedoucí k rozvoji PDAC se u jednotlivých rizikových skupin a zdravých jedinců 

mohou lišit. V případě chronické pankreatitidy se PDAC rozvíjí v terénu chronického zánětu. 

Zánětlivá odpověď na různé vnitřní i vnější noxy vede k excesivní a protrahované expozici 
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pankreatické tkáně prozánětlivým cytokinům. To následně vede k poškození tkáně, 

oxidativnímu stresu, aktivaci PSC, reaktivní proliferaci pankreatických buněk a EMT. 

(Kandikattu HK. et al., 2020) 

T2DM je naproti tomu onemocnění charakteristické přítomností insulinové resistence 

s doprovodnou hyperinzulinémií, chronickou hyperglykemií, zvýšenou tvorbou růstových 

faktorů, přítomností prozánětlivého ladění organismu. Tyto faktory společně přispívají rozvoji 

PDAC. (Rahn S. et al., 2018, Salvatore T. et al., 2015) 

 Jednotlivé skupiny pacientů se tedy fenotypově liší (v našem souboru je například patrný 

rozdíl v průměrném BMI u pacientů s T2DM a ChP), což se může odrážet i v rozdílných 

koncentracích jednotlivých zkoumaných parametrů. Nevyřešenou otázkou ovšem je, zdali 

rozdílná skladba diagnostických panelů pro jednotlivé skupiny nějakým způsobem reflektuje 

případné odlišné patofyziologické pozadí PDAC, případně jeho samotný fenotyp.  

V první studii byla v diagnostických panelech identifikována skupina biomarkerů, jejichž 

skladba je velmi heterogenní. Zhruba lze (při vědomí možného překryvu jednotlivých skupin) 

tyto markery rozdělit na látky, které se přímo podílejí na rozvoji maligního procesu (DJ­1, 

HSP27, IGF 1­2, IGFBP, MIC1, MMP7, Reg3A, S100A11, S100P, sICAM1, TFF1), 

biomarkery nutričně/metabolického stavu organismu (feritin, albumin, prealbumin, celková 

bílkovina) a markery odrážející přítomnost zánětlivé aktivity (CRP, adiponektin, AAT, OPG, 

SAA). Efektivitu CA19­9 se podařilo v některých případech zvýšit pomocí rutinně 

stanovovaných parametrů (celková bílkovina, albumin, prealbumin, HDL, AST, ALT, 

triacylglycerol). Tyto parametry mohou zčásti odrážet malnutriční stav a přítomnost 

zánětlivých změn u PDAC či ChP.  

S rozvojem a dostupností výpočetní techniky je využití rutinních markerů v diagnostice 

PDAC nebo stratifikaci rizika u sledovaných skupin jednou z cest, jak ekonomicky 

dostupným způsobem identifikovat jedince vhodné k dalšímu vyšetřování. (Ferri MJ. et al., 

2016, Khan S. et al., 2021) Elevace markerů zánětů je považována za negativní prognostický 

faktor PDAC, zejména je­li doprovázena sarkopénií či kachexií. (Dell'Aquila E. et al., 2020) 

Výsledky iniciální studie poukazují na významnou roli pankreatického stroma. U řady 

biomarkerů obsažených v definovaných panelech – MMP­7, TTF­ 1, ICAM­1, OPG, IGF1­2, 

IGFBP2 byla v minulosti prokázána souvislost s metabolismem pankreatických stelátních 

buněk i PDAC, přičemž ICAM­1 v naší studii byl, na rozdíl od studie Gruppa et al., prokázán 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC8393564/
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jako potenciální biomarker PDAC. (Grupp K. et al., 2018) Ačkoli je dysbalance mezi 

matrixovými metaloproteinázami a jejich inhibitory (TIMP) jednou z charakteristik PDAC, 

paradoxně jsme neprokázali význam TIMP coby biomarkerů karcinomu pankreatu. 

REG proteiny jsou úzce svázány s pankreatem již svou historií – objeveny byly roku 1979 

v pankreatické šťávě a kalcifikacích – odtud i původní názem „pancreatic stone protein“. 

(Caro AD. et al., 1979) Význam REG proteinů v patogenezi PDAC byl popsán, nicméně 

jejich role coby biomarkeru není zcela jednoznačná. (Wang L. et al., 2022) V této práci však 

REG3A prokázal svou roli v odlišení PDAC od ostatních skupin (ChP, T2DM, zdravé 

kontroly). 

Midkine je růstový faktor, jehož role v patogenezi PDAC je dobře známa, ale jehož 

prognostický či diagnostický význam u PDAC nebyl dosud prokázán. (Grupp K. et al., 2018) 

Midkine byl v naší práci, pokud je nám známo, poprvé testován jako diagnostický marker 

PDAC. Jeho schopnost podílet se na diagnostice PDAC jsme však rovněž neprokázali.   

Zdá se, že významnou úlohu v odlišení PDAC od T2DM a ChP – dvou rizikových skupin 

PDAC mohou hrát S100 proteiny (S100p a S100A11) obsažené v panelech získané jak 

regresním modelem, tak pomocí metody strojového učení. Tyto proteiny se účastní regulace 

transkripce, diferenciace a proliferace buněk PDAC. Protein S100p je svázán se signálními 

dráhami RAGE, které jsou v tkáni PDAC vysoce exprimovány.  

Zjištěné biomarkery rovněž sdílejí řadu společných signálních drah, které ovlivňují. Například 

DJ­1, S100A11, HSP­27, IGFBP­2, MIC 1 a IGF shodně ovlivňují PI3K/AKT /mTOR dráhu, 

což z ní činí zajímavý potenciální terapeutický cíl. (Stanciu S. et al., 2022)  

Otázkou jistě zůstává, zdali některé ze zjištěných markerů neodrážejí spíše rizikové prostředí 

vzniku PDAC nežli důsledek jeho přítomnosti. Údaje jednotlivých autorů se však pro různé 

parametry poměrně výrazně liší. Například vysoké hodnoty adiponektinu byly v rozsáhlé 

metaanalýze z r 2015 hodnoceny jako protektivní faktor rozvoje PDAC. (Maisonneuve P. et 

al., 2015) Naproti tomu, někteří autoři dávají adiponektin do souvislosti s jeho schopností 

aktivace dráhy AMPK/Sirt1/PGC­1α a tedy progresí PDAC.  

 Naše výsledky ukazují, že hladiny adiponektinu byly u zdravých kontrol vůbec nejnižší ze 

všech porovnávaných skupin. Korespondují tak spíše s recentními zjištěními, kdy jsou 

zvýšené hladiny adiponektinu jedním z faktorů, které odlišují T3cDM od T2DM. (Oldfield L. 

et al., 2022) 
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Spojujícím článkem mezi buňkami PDAC a nádorovým stroma jsou pankreatické stelátní 

buňky. Tyto buňky se zároveň účastní zánětlivých procesů v pankreatické tkáni a svým 

působením facilitují onkogenezi. Jejich aktivace je úzce svázána s metabolismem retinolu.  

Hladiny tohoto vitamínu, stejně jako jeho aktivního metabolitu byly (s výjimkou ATRA u 

ChP vs PDAC) u pacientů s PDAC statisticky významně nižší nežli v ostatních skupinách. 

Vzhledem k nižšímu počtu pacientů zachycených v časném stadiu PDAC může být 

interpretace těchto zjištění obtížná, nicméně lze říci, že je PDAC charakterizován nízkými 

hladinami retinolu i ATRA. To platí zejména pro retinol, jehož hladiny byly významně nižší i 

u nemestastatických stadiích PDAC.  

Jednoznačný je v naší práci pokles koncentrací retinolu i ATRA u generalizovaného PDAC 

(IV stadium), což z těchto látek činí potenciální biomarker pokročilého / neresekabilního 

onemocnění.  

Nízké hladiny ATRA a retinolu vzhledem ke svému působení na buněčný metabolismus 

nejsou nejspíše jen odrazem alterovaného nutričního stavu pacientů s ChP a PDAC, ale dále 

se podílejí na progresi těchto onemocnění.  

Mechanismy těchto účinků lze stručně nastínit jako: 

a/ ATRA řízené signální dráhy jsou aktivovány v případě poškození pankreatické 

tkáně. To vede reaktivně k řadě procesů, z nichž jedním je tzv. acinární­duktální metaplázie. 

Proces, při kterém dochází k přeměně acinárních buněk směrem k méně diferencovaným 

formám s fenotypem bližším duktálnímu. Tento proces bývá v současnosti zmiňován při 

zkoumání pankreatitidy jako rizikového faktoru PDAC. (Becker AE. et al., 2014) Tento 

proces může být spouštěn za přítomnosti KRASG12D mutace (Shi G. et al., 2012) a 

prostřednictvím drah, které jsou ovlivňovány mj. právě ATRA a v prostředí PDAC jsou 

alterovány. (Colvin EK. et al., 2011, Marstrand­Daucé et al., 2023) 

b/ PSC, důležití aktéři v dialogu mezi nádorovým stroma a buňkami PDAC jsou jediné 

buňky pankreatu, ve kterých je skladován retinol. Po své aktivaci – doprovázené ztrátou 

vakuol s retinolem – produkují složky extracelulární matrix, které jsou podstatnou (jak 

funkčně, tak morfologicky) součástí PDAC. Aktivaci PSC inhibuje ATRA. (Chronopoulos A. 

et al., 2016, Froeling FE. et al., 2011) 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC4145757/
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ATRA se prostřednictvím svých signálních drah podílí na stabilizaci PSC a jejich udržování v 

klidovém stavu. Porušení této signalizace vede k narušení acinární struktury pankreatické 

tkáně. (Carmona R. et al., 2019) ATRA rovněž svým nepřímým inhibičním vlivem na aktivitu 

CAF prostřednictvím IL­6 snižuje schopnost nádorových buněk migrovat. (Guan J. et al., 

2014) 

c/ V naší práci jsme prokázali negativní korelaci mezi ATRA a IGFBP2 u pacientů 

s T2DM. Vztah mezi IGF/IGFBP­2 a ATRA byl prokázán řadou autorů. (Fu Z. et al., 2001, 

Ferraz IS. et al., 2022, Mutgan AC. et al., 2018) 

Regulace IGF zprostředkovaných signálních drah může být jedním z faktorů, kterým ATRA 

ovlivňuje růst nádorových buněk 

Změny v koncentrací retinolu – důležitého mikronutrientu – lze ovšem u malnutričních 

pacientů se závažnou malignitou očekávat. V naší práci klesaly hodnoty retinolu u 

pokročilých stadií PDAC. Nadto, hladiny prealbuminu, korelující s koncentrací retinolu 

mohou svědčit o malnutrici těchto pacientů. Prealbumin, znám též jako transthyretin, slouží 

jako transportní protein pro retinol, se kterým za účasti retinol vázajícího proteinu vytváří 

komplexy. Nízké hodnoty prealbuminu tedy mohou vést k nízkým sérovým hladinám 

retinolu.  

Na druhou stranu jsme neprokázali korelaci jiných důležitých markerů malnutrice (BMI, 

albumin, celková bílkovina) s retinolem či ATRA. V úvahu je nutno vzít i fakt, že jen cca 

33% cirkulujícího retinolu odráží příjem jeho prekurzorů v potravě. Je to dáno tím, že většina 

retinolu v organismu je skladována v játrech a uvolňována dle potřeb organismu. (Li Y. et al., 

2014) Ani snížený příjem vitaminu A nemá zjevně vliv na celkové riziko PDAC, jak 

prokázala metaanalýza 18 studií z r 2016. (Huang X. et al., 2016) 

 Lze tedy uvažovat o tom, že na poklesu sérových hladin retinolu se podílí i jiné faktory nežli 

malnutrice. Sérové koncentrace ATRA a retinolu tak jsou potenciálními biomarkery 

pokročilosti PDAC. Horší prognóza PDAC při nízkých hladinách retinoidů v pankreatické 

tkáni již byla dokumentována. (Bleul T. et al., 2015) Vyšší exprese RAR receptorů, jejichž 

ligandem je ATRA, vede k redukci maligního fenotypu buněk PDAC. (Huang X. et al., 2016) 

Úspěšné využití ATRA jako terapeutické modality v léčbě některých zhoubných onemocnění 

(např. promyelocytární leukemie) a její těsný vztah k PSC a PDAC z ní činí zajímavý bod 

zájmu výzkumu terapie PDAC. (Lo­Coco F. et al., 2013) 
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 Jistým limitem zde může být značná nestabilita a hydrofobní charakter ATRA. Tyto 

vlastnosti znesnadňují její transport do cílové tkáně. Tento problém se v některých in­vitro 

studiích dařilo překonat transportem ATRA v nano­částicích. (Wang K. et al., 2019, Kakwere 

H. et al., 2020) 

Výsledky fáze I studie STARPAC ukazuje že podání ATRA s gemcitabin­nab­paclitaxelem je 

bezpečně a dobře tolerované. Samotný efekt terapie probíhá hodnocením ve fázi IIb této 

randomizované studie. (Kocher HM. et al., 2020)  

Retinol, ATRA a chronická pankreatitida 

Mechanismus zmírnění rozvoje ChP prostřednictvím ATRA modulované Wnt/β­Cateninové 

signální dráhy byl popsán na myších modelech. (Xiao W. et al., 2015) Stejně tak je znám její 

efekt na průběh akutní pankreatitidy. (Tsai CY. et al., 2023) 

Studie, zabývající se hladinami retinoidů u ChP nám ovšem dávají mnohdy protichůdné 

informace. Dugganova studie z roku 2014 prokázala u pacientů s ChP vyšší míru 

nefyziologických hladin vitaminu A. Nicméně překvapivě v obou směrech – tedy deficienci i 

nadbytek tohoto vitaminu ve srovnání s kontrolami (19,4 % vs 14,5 %). (Duggan SN. et al., 

2014) Tento nadbytek dle autorů ale nebyl způsoben suplementací. Autoři popisují korelaci 

BMI a hladin retinolu, ale tato nebyla jinými autory (ani v naší práci) popsána.  

V dostupných pracích se prevalence deficitu retinolu u ChP pohybuje v rozmezí 3­15,9 %. 

(Sikkens EC. et al., 2013, Martínez­Moneo E. et al., 2016) U našeho souboru pacientů jsme 

deficit retinolu (c <0,15mg/l) prokázali u 2,08 % pacientů.  

Nízké hladiny retinolu u ChP mohou mít několik příčin. Předně, u pacientů, u nichž je ChP 

způsobena alkoholem, může být negativně ovlivněno vstřebávání živin, včetně karotenoidů, 

z trávicího traktu. Deficit retinolu může být též způsoben sníženou schopností vstřebávat 

vitamíny rozpustné v tucích při rozvinuté exokrinní insuficienci. Chronická bolest 

doprovázející ChP může vést k narušení/snížení příjmu potravy a tedy malnutrici.  

Navzdory výše zmíněnému se hladiny retinolu či ATRA v našem souboru významně nelišily 

od T2DM či zdravých kontrol. Domníváme se tedy, že snížené hladiny retinolu u pacientů 

s ChP by mohly být jistým „varovným znamením“ vedoucím k bližšímu vyšetřování příčiny 

tohoto poklesu, neboť je nelze vysvětlit pouhou přítomností ChP.  
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Retinol a ATRA u T2DM 

Podobně jako u ChP i u T2DM jsou výsledky studií hodnotících hladiny retinoidů nejednotné 

potažmo protichůdné. (Krempf. et al., 1991, Taneera J. et al., 2021) 

Naše znalosti mechanismu skladování a zejména uvolňování retinolu pankreatickými 

hvězdicovitými buňkami jsou stále omezené. Stejně tak nejsou jednoznačné závěry studií 

zabývajících se koncentracemi retinoidů u různých onemocnění. Naše práce tedy alespoň 

částečně přispívá do skládanky patofyziologie metabolismu retinoidů u T3DM, PDAC a ChP. 

Zdali popsané snížení hladin ATRA a retinolu u PDAC a ChP – chorob charakteristických 

aktivací stelátních buněk a tvorbou ECM – odráží zvýšenou aktivitu PSC může být 

předmětem dalšího výzkumu. Rovněž lze přepokládat, že snížené hladiny ATRA v 

pokročilých stadiích PDAC nejsou jen odrazem nutričního stavu pacientů, neboť nekorelují s 

některými dalšími známými markery malnutrice (BMI, celková bílkovina). Za fyziologických 

okolností jsou hladiny retinolu a ATRA udržovány uvolňováním jaterních zásob a 

pankreatické stelátní buňky pravděpodobně hrají v této regulaci jen minimální úlohu. 

Mechanismus, který stojí za poklesem sérového retinolu a ATRA je rovněž potenciálním 

cílem dalšího výzkumu. Otázkou také zůstává, zdali jsou nízké koncentrace ATRA a retinolu 

u PDAC doprovodným fenoménem nebo se podílí i na další progresi tohoto onemocnění.  

Navzdory práci Hana et al., popisující změny hladin ATRA a retinolu jako doprovodnou 

známku rozvoje T2DM, i navzdory tomu, že ATRA i retinol jsou pravděpodobně důležitými 

faktory podílejícími se na vývoji a správné funkci pankreatických ostrůvků, jsme na našem 

souboru neprokázali u T2DM statisticky významné změny hladin obou látek ve srovnání se 

zdravými kontrolami. (Han Y. et al., 2021) 
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10. Závěr 

 

Analýzou širokého spektra parametrů jsme prokázali statisticky významné rozdíly mezi 

PDAC, T2DM, chronickou pankreatitidou a zdravými kontrolami. Těchto odlišností jsme 

využili k definování diagnostických panelů PDAC a zhodnocení významu ATRA a retinolu 

pro diagnostiku PDAC.  

Studie I: Biomarkery u karcinomu pankreatu 

a/ v rámci Studie I – „Biomarkery u karcinomu pankreatu“ jsme mezi skupinami probandů 

s PDAC, chronickou pankreatitidou, T2DM a zdravými kontrolami prokázali signifikantní (p 

<0,05) rozdíly v koncentracích celé řady parametrů: AAT, adiponektin, albumin, ALP, ALT, 

AST , CA19­9, CA72­4, CEA, CEACAM, cholesterol,  C­peptid, CRP, DJ­1, feritin, GGT, 

glykémie, HDL cholesterol, HSP27, IGF­1, IGF­2, IGFBP­1, IGFBP­2, inzulin, MIC­1, 

MMP­7, osteoprotegerin, prokalcitonin, prealbumin, REG1A, REG3A, S100A11, S100A6 , 

S100P, ICAM­1, triacylglycerol, TFF1, celková bílkovina a transferin. 

b/ Na základě těchto rozdílů jsme vytvořili řadu panelů, které zlepšily efektivitu CA19­9 

v diagnostice nemetastazujícího karcinomu pankreatu nebo jej zcela nahradily.  

Panel „CA19­9, AAT, IGFBP2, albumin, ALP, Reg3a, HSP27“ odliší PDAC od pacientů 

s T2DM. Panel „S100A11, CA72­4, AAT, CA19­9, CB, MMP­7, S100P­s, Reg3a“ 

identifikuje PDAC mezi pacienty s chronickou pankreatitidou. Panel „MMP­7, Reg3a, 

sICAM1, OPG, CB, feritin“ odliší karcinom pankreatu od zdravých kontrol a panel „CA19­9, 

S100P­plasma, AAT, albumin, adiponektin, IGF­1, MMP7, S100A11“ odliší PDAC od 

ostatních skupin. Všechny uvedené panely biomarkerů dosahují vyšší efektivity nežli solitární 

CA19­9. 

Definovali jsme také některé panely, které, ačkoli jejich součástí nebyl CA19­9, dosahovaly 

srovnatelné nebo vyšší efektivity v identifikaci PDAC mezi probandy s ChP, T2DM či 

zdravými kontrolami. Panel „CEA, HbA1c, AST, HDL­chol, prealbumin, SAA, IGF­2, CB“ 

je efektivnější nežli CA19­9 v odlišení PDAC od zdravých kontrol a panel „SAA, prealbumin, 

HSP27, CB, adiponektin, CEA, IGF­2, AMS­P“ je srovnatelný s CA19­9 v odlišení PDAC od 

ostatních skupin.  
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 Midkine byl jako potenciální diagnostický marker PDAC hodnocen dle dostupné 

literatury poprvé, nicméně jeho schopnost coby biomarkeru PDAC jsme neprokázali. Reg3A 

a DJ­1 a ICAM­1 jsme v naší práci poprvé identifikovali jako potenciální cirkulující markery 

PDAC. Tyto výsledky bude ale vhodné ověřit na úžeji definovaných a zejména rozsáhlejších 

souborech pacientů.  

 

Studie II: Hladiny retinolu a ATRA u karcinomu pankreatu, chronické pankreatitidy a 

T2DM 

a/ Prokázali jsme signifikantní pokles hladin retinolu a ATRA u pacientů s karcinomem 

pankreatu. Zároveň popisujeme tendenci k poklesu koncentrací ATRA i retinolu u patologií 

pankreatické tkáně (jakkoli v případě T2DM a ChP se nejedná o statisticky signifikantní 

pokles.   

b/ Výsledky naší práce nepotvrzují ATRA ani retinol jako diagnostické markery časného 

karcinomu pankreatu, neboť jej nedokáží odlišit od pacientů s ChP, T2DM ani od zdravých 

kontrol.  

c/ Analýzou korelací mezi ATRA, retinolem a ostatními měřenými parametry jsme 

prokázali korelaci mezi retinolem a prealbuminem ­ jeho transportním proteinem. Dále jsme 

prokázali u pacientů s T2DM negativní korelaci mezi IGFBP2 a ATRA, což naznačuje možný 

vztah mezi IGF­ zprostředkovanými signálními drahami a metabolismem ATRA u tohoto 

onemocnění.  

Výsledky naší práce tak svědčí o vlivu interakce nádorového stroma s nádorovými 

buňkami na rozvoj PDAC a potvrzují tuto interakci jako potenciální diagnostický i 

terapeutický cíl.  
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