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Uvod:

Pfes rozsahlé pokroky v poznani molekuldrni podstaty vzniku maligniho
nadoru, rozmach chemoterapie i posunovani hranic chirurgické 1é¢by zUstava
kolorektalni karcinom na prednim misté jako pric¢ina umrti na celém svété.

Ve snaze snizit mortalitu na tento druh rakoviny se vyhledavaji nejriznéjsi
markery kolorektalniho karcinomu. Ty by mély vést k Casnéjsi diagnodze,
uréeni agresivity nadorového rlistu a schopnosti metastazovat, predpovédéni
citlivosti na rQzné druhy chemoterapie ( presun ke kauzdlni 1é¢b&) ¢
eventuelni rezistence na radioterapii a také k monitoraci prib&hu onemocnéni
u pacientl po kurativni chirurgické intervenci. Chirurgickad Ié&ba samotna jiz
dosahuje z hledisek onkoradikality svych mezi, a proto se i chirurgové
obraceji k molekuldrnim zakladdm ndadorového bujeni ve snaze nalézt
markery, které umozni rozliSit nadory podle jejich biologického chovani a
tomu prizplsobit extenzivitu chirurgické 1é¢by, a také markery, které po
Uspé&sné operaci umozni sledovat prib&h onemocnéni pacienta a odhali
pfipadnou recidivu onemocnéni vcas, aby chirurg mohl opét kurativné

zasahnout.

Dizertadni prace ,Vyznam stanoveni nadorovych markerl a marker{
angiogeneze pro prognozu kolorektalniho karcinomu."“ vznikla na zakladé
dlouholeté spoluprace materského pracovisté autora ( Chirurgicka klinika 1.LF
UK a fakultni Thomayerovy nemocnice s poliklinikou Praha 4, prednosta doc.
MUDr. Vladimir Visokai, PhD.) a Oddéleni nuklearni mediciny, usek
imunodiagnostiky Fakultni nemocnice Plzen (Pfednosta: prof. MUDr. Ondrej
Topolcan, CSc.). Prace vznikla s prispénim grantu GAAV 1AA500200917.

Prace je roz¢lenéna do nasledujicich zakladnich kapitol:

V  kapitole ,Prehled souCasného stavu problematiky" je uveden zakladni
prehled o epidemiologii, karcinogenezi, procesu metastazovani a lécbé
kolorektalniho karcinomu. Je zde rozebrdn proces maligni transformace bunky

a charakteristika parametrl biologické aktivity nddoru — nddorovych markerd.

Ve vlastni experimentalni Casti jsou vytyceny cile, je uvedena charakteristika
sledovaného souboru nemocnych s kolorektalnim karcinomem a kontrolniho
souboru zdravych jedincl. Jsou zde podrobné rozebrdny metodiky

laboratorniho stanoveni jednotlivych parametrl biologické aktivity nadord,
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zplUsob jejich klinického vyhodnoceni a metody pouzité ke statistickému
vyhodnoceni jednotlivych parametrd.

V kapitole ,Vysledky" a ,Diskuze" jsou analyzovany vysledky z obdobi let
2001 - 2008, které jsou komentovany a porovnavany s literarnimi udaji.

V kapitole ,Zavéry" je diskutovan vyznam stanoveni jednotlivych parametrd
v lécbé kolorektalniho karcinomu.

V posledni ¢asti prace je souhrn v ¢eském a anglickém jazyce, seznam pouzité

literatury a dale prehled publikacni ¢innosti autora.
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Podékovani

Jakakoliv prace jak v klinické tak v experimentalni mediciné vyzaduje
spolupraci kolektivu pracovnikl jak pti ziskdvani a zpracovani vzorkd, tak pfi
vlastni 1é¢bé& a sledovani pacientl. PFi zpracovavani vlastni dizertacni prace je
déle zapotiebi obratit se k védecky zkusené&jsim kolegim o radu a pomoc pfi
formulovani hypotéz, predkladani a hodnoceni vysledkl a také p¥i sestavovani
vlastni prace. Mnoha mym spolupracovnikim patii pod&kovani, jmenovité

musim podékovat predevsim:

Doc. MUDr. Vladimiru Visokaiovi, PhD., prednostovi Chirurgické kliniky 1. LF
UK a fakultni Thomayerovy nemocnice, ktery mne provazi klinickou medicinou
od mého nastupu na kliniku v roce 1997 a diky jehoz podpore védecké praci

mé postgradualni studium mohlo Uspésné probéhnout,

prof. MUDr. Ondreji Topolcanovi, CSc., ktery nas pfivedl ke zkoumani
biologické aktivity nadoru, vSechna vysetfeni navrhl, posléze na jeho

pracovisti realizoval a v neposledni fadé vyhodnotil,

odb. as. MUDr. Ludmile Lipské, PhD., za neutuchajici nové podnéty k dalsi
praci, dale v neposledni fadé za to Ze v prib&hu mého postgradudlniho studia

prevzala roli mého skolitele a dovedla mne az k obhajobg,

doc. MUDr. LubosSi Holubcovi, PhD., ktery mne jako Skolitel vedl v pocatku

mého studia a spolupracoval déale pfi zpracovani a vyhodnoceni materialu,

doc. RNDr. Ladislavu Pecnovi, CSc., ktery zpracoval statistickou analyzu této

prace,

MUDr. Sarce Svobodové, PhD., kterd vyznamné prispéla k kolekci dat a jejich

zpracovani a prezentaci,

a v neposledni fadé vdem kolegm a mym blizkym, ktefi mi umoznili na

dizertacni praci pracovat.
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Soucasny stav problematiky
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Kolorektalni karcinom

Epidemiologie

Kolorektalni karcinom (KRC) se fadi ve vyspélych zemich na prvni misto jako
pti¢ina Umrti u malignit orgdnd dutiny bfidni a na druhé misto jako pFicina
smrti u vdech nadorovych onemocnéni. V Ceské republice se na véech
zhoubnych nadorovych onemocnénich podili cca 15%. Postihuje predevsim
vékové skupiny nad 50 let, s mirnou prevahou muzd. Ro¢n& u nas nové
onemocni kolorektalnim karcinomem kolem 7000 osob, pfes 4000 lidi ro¢né
na toto onemocnéni zmira a drtiva vétSina z nich s metastatickym postizenim
jater. Nékteri autofi udavaji vyskyt jaternich metastdz u kolorektalniho
karcinomu az v 60%?*. V roce 2004 byl u KRC zaznamenan mirny pokles
incidence a mortality. Z mezinarodniho hlediska se jedna o malé zmény a
incidence a mortalita KRC je v CR hodnocena stale jako velmi vysoka?. Grafy
¢. 1 -7, tabulka ¢. 1.
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Graf ¢. 1: Incidence a mortalita karcinomu kolon /100 000 obyvatel, zdroj
uzis
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Graf ¢. 2: Incidence a mortalita karcinomu rekta /100 000 obyvatel, zdroj

uzis
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Graf ¢. 3: Vyvoj zastoupeni klinickych stadii u karcinomu kolon, zdroj dat

UziIs
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Graf & 4: Vyvoj zastoupeni klinickych stadii karcinomu rekta, zdroj dat UZIS
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Graf & 5: Srovnéni incidence kolorektalniho karcinomu v CR se svétem, zdroj
Globocan 2002
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Vék Pofadi KRC v zavislosti na incidenci
31-40 5. (za nadory cervixu, prsu, ovaria, melanom)
41-50 4. (za Ca prsu, cervixu, ovaria)
51-60 3. (za Ca prsu, délohy)
S 61-70 2. (za nadory prsu)
E Nad 70 1. v poradi
31-40 2. (za nadory testes)
41-50 2. (za nadory plic)
51-60 2. (za nadory plic)
61-70 2. (za nadory plic)

)|

(=
N
g Nad 70 2. (za nadory plic)

Tabulka ¢&.1: Incidence kolorektalniho karcinomu v jednotlivych vékovych

kategoriich ve srovnéni s ostatnimi nddorovymi lokalizacemi’.

Incidence
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Graf & 6: Incidence karcinomu kolon, polet pfipadd na 100 000 osob ve

vékové kategorii, zdroj UZIS
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Graf & 7: Incidence karcinomu rekta, pocet pripadd na 100 000 osob ve

vékové kategorii, zdroj UZIS
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Kancerogeneze

Kolorektalni tumory typicky zacinaji na zakladé DNA mutace, pfipadné vice
mutaci, postihujici jedinou epitelidlni buriku. Jejim naslednym délenim dochazi
k hromadéni dalSich genetickych variaci v dUsledku poruch pfirozenych
opravnych a kontrolnich systémU replikace DNA. Dochazi ke genetické
nestabilité, jejimz projevem je ztrata funkci regulujicich bunécny cyklus a
nekontrolovatelné déleni bunék s vysokou invazivitou a schopnosti

metastazovani®.

Faktory podilejici se na vzniku kolorektalniho karcinomu

Na vzniku kolorektalniho karcinomu se podileji jednak faktory hereditarni a
dale faktory exogenni. Faktory exogenni odpovidaji predevSim za vyskyt
nadorl v sestupném tracniku, sigmoideu a konelniku. Faktory hereditarni
odpovidaji predevéim za familidrni vyskyt karcinom( v oblasti céka a

vzestupného tracniku.

Exogenni faktory:
nadbytek tukd v potravé
nedostatek vlakniny v potraveé
nevhodna tepelna Uprava stravy

nedostatek vapniku v potravé (snizena schopnost detoxikace Zlucovych
kyselin ve stfevé), nedostatek vitamind A, C, E a selenu (snizena

ochrana pfed toxickym efektem volnych kyslikovych radikald)

koureni a alkohol (vyznamné pro oblast konecniku)

Hereditarni faktory:
Syndromy mnohotné adenomatoézni polypky
o familidrni adenomatézni polypoza

o Gardnerlv syndrom - familidrni autozomalné dominantni
onemocnéni zapri¢inéné mutaci APC genu - 5 gq; riziko

maligniho zvratu je az 100 %
o Peutz - Jeghersdv syndrom
o Turcotdv syndrom

syndromy familidrniho vyskytu nepolypdznich karcinomut tlustého stfeva

16
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hereditarni nepolypdzni kolorektalni karcinom (HNPCC) (Lynchlv
syndrom I, II - mutace alel genu hMSH2 - 2 q, hMLH1 - 3 g popf.
hPMS1, hPMS2; Lynchlv syndrom 1 je familidrni vyskyt
kolorektalniho karcinomu bez polypézy, Lynchlv syndrom II je

sdruZzeny s vyskytem nadorl v dal&ich lokalizacich®

Epidemiologické studie prokazuji, Ze pfimi pfibuzni nemocnych maji 3 az 4x
vy$3i pravdépodobnost onemocnét kolorektalnim karcinomem®. Vice nez 85 %
pripadd kolorektalnich nadorl je viak sporadickych, vznikajicich primarné na

zakladé plsobeni vnéjsich faktorl’.

Predisponujici zmény

Adenomatozni polypy: riziko maligniho zvratu zavisi na velikosti a
histologické skladbé& polypd, stoupd od tubuldrnich, ptes tubulovildzni
a vilézni adenomy, maligni zvrat se uvadi ve 30 - 50 %, priblizné 80%
KRC vznika z adenomatéznich polypt®.

Ulcerodzni kolitida: ¢asty maligni zvrat, pravdépodobnost stoupa s délkou
trvani kolitidy - 5 % po 20 letech, 12 % po 25 letech; pfi zanétlivém
postizeni celého streva je pravdépodobnost vzniku karcinomu az 35 %.

Crohnova choroba: maligni zvrat méné Casty nez u ulcerdzni kolitidy,
karcinomy vznikaji obvykle v postizené Casti streva.

Piedchazejici karcinom tlustého stfeva znamena zvysené riziko vzniku

nového karcinomu.

Vogelsteintiv model® vyvoje kolorektalniho karcinomu z adenomovych
polypl popisuje vyskyt somatickych mutaci u nékolika onkogenl a tumor

supresorovych gen( (APC, K-ras, DCC, p53), Obr. &.1.
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Normalni epitel
Mutace APC

Hyperplazie

Mikroadenom

Ztraty alel chromozomu 5

Mutace K-ras

Adenom
Ztraty alel chromozomu 18

Mutace DCC

Velky adenom

Ztraty alel chromnozomu 17
Mutace p 53

Obr. & 1: VogelsteinGv model kancerogeneze

Kromé tohoto modelu existuji i jiné drahy vzniku KRC. Mezi né patfi drahy
zahrnujici poruchy prirozené bunécné smrti - apoptozy. Dalsi geny, u kterych
byla také vysledovana souvislost s kolorektalnim karcinomem jsou hMSH2
(2p16), hPMSI (2g31-33), hMLHI (3p21), APC (5g21), MCC (5q21), hPMS2
(7p22), DRA (7922-g31), Rb-1 (13g14), TP53 (17p13), nm23 (17g22), DCC
(18g21), Ras-K (12p), N(1p), H(11p) a c-myc (8g24).

Vznik nadoru je predurlen vznikem prvni nadorové transformované bunky
v ddsledku mutace nebo strukturadlnich zmén genetické vybavy buriky.
Vysledkem je nekontrolovatelnd aktivita onkogend a porucha regulaéniho
vlivu onkosupresorickych gend. Pokud existujici a mnoZici se nddorové buriky
jsou schopné invazivné prorlstat do okolni tkdn& nebo do cévniho fedite,
spolu se schopnosti angiogeneze, dochazi k rlstu skuteéné& zhoubného
nadoru. Pokud nadorové buriky nemaji schopnost invazivniho rdstu a
metastazovani, disledkem klondlni proliferace transformované bufiky je vznik
benigniho nadoru. S rdstem intenzity angiogeneze se zhorduje prognéza
nadorového onemocnéni a zvySuje se riziko vzniku metastdz. Pfedpokladem

metastazovani je metastaticka kapacita nadoru Ccili jeho pohotovost
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k metastazovani (propensity to metastasis). Metastazovani nadoru je proces
vyZadujici specifické vlastnosti nadorové populace spocivajici v uvolnéni
nadorovych bunék z mezibunéénych kontaktl, zvétSeni masy nadoru,
proteolytické invazi pres cévni sténu do krevniho nebo lymfatického systému
- intravazaci, schopnosti prezit odliné podminky, vytvoreni mikrotrombd,
aktivaci hemokoagulaénich mechanizmd a transport v krevnim obé&hu,
schopnosti uchyceni v kapilarach cilového orgdnu s optimalnimi podminkami
pro rlst nové kolonie bun&k, invazi cévni sténou do cilové tkané -
extravazaci a diky schopnosti angiogeneze i rlst nového nadoru ve

vzdaleném organu - distancni metastazy.

Matrixmetaloproteazy

Jednd se o skupinu proteolytickych enzymd, které plsobi svym
proteolytickym ulinkem na bazalni membranu endotelii a extracelularni
matrix'®. V soutasné dobé je klasifikovano pfes 20 matrix metaloproteaz
(MMP). Matrix metaloprotedzy ovliviiuji nejen invazi nadoru do
bezprostiredniho okoli, ale ovliviuji také migraci bunék v misté tvorby
vzdalenych metastaz a vytvareji také prostor pro nové vznikajici cévy.
Antagonisticky pUsobi jejich tkafové inhibitory TIMP (tissue inhibitor of
metalloprotease). Ty stabilizuji bazalni membrany, které se pod vlivem TIMP
stavaji odolné vQ¢& G&inku proteolytickych enzymQ. Pravé proto jsou
pfedmétem intenzivniho zkoumani sméfujiciho k moznosti jejich Ié¢ebného

vyuziti k stabilizaci bazalnich membran a tim i ke kauzalni [éCbé metastaz.

Angiogeneze

Rostouci nadorové lozisko mize bez cévniho zasobeni, kdy ptivod kysliku a
Zivin je zajistén prostou diftzi, dosdhnout nejvyse rozmérd 1 - 2 mm?>. Nador
zOstdva vitdlni, proliferace je urditou dobu v rovnovaze s apoptdzou.
Hypoxicky nador je vSak geneticky nestabilni, vznikaji v ném Cetné mutace,
napf. mutace genu p 53, aktivace genu Ki-ras, kterd vedou k potlaceni
produkce antiangiogenniho trombospondinu, zvySuje se produkce VEGF a
daldich angiogennich faktorld. Tato zména fenotypu nadorovych bunék,
oznaCovana téz jako “angiogenni switch”, zahdaji skokem proces
angiogeneze'l,

Angiogeneze je stimulovana nadorovymi bunkami zejména témi, které
podnécuji vydej VEGF, klicového angiogenniho faktoru. NejvyznamnéjSim
podnétem pro vydej VEGF je hypoxie, pfi niz vznika specificky stimulator

exprese VEGF nazyvany hif-1 (hypoxia inducible factor). Vysoka aktivita NO
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syntetdzy v nadorové tkani plsobi vzestup koncentrace NO, ktery zvysuje
mitogenni ucinky VEGF.

Kromé& angiogenetickych faktorl se pfi angiogenezi uplatfiuji jiz vyse
zmin&né matrix metaloprotedzy s jejich plsobenim na bazalni membranu.
RozruSeni bazalni membrany usnadrfiuje migraci endotelii (ale také migraci
nadorovych bunék a jejich metastazovani). Migrujici endotelie produkuji
specifické integriny zajistujici jejich zivotnost. PoruSenou membranou unika
z cév fibrinogen a plazminogen, vznikaji extravaskuldrni depozita fibrinu,
kterd vytvareji podplrnou matrici pro rist novotvorené cévy. Vaskularizace
nadorového loZiska umozni perfizi nadoru a jeho dalsi rlst. Jakmile doséhnou
cévy k nadorovému lozisku, uplatni se v dalSich interakcich téz parakrinni
mechanizmy, jimiz se obé populace (nadorové bunky a endotelie) vzajemné
ovliviiuji. Endotelidlni mitogeny (bFGF, PDGF, IGF-1, G-CSF, IL-6, IL-8)
stimuluji nadorové buriky a mitogeny uvolfiované nadorovymi burikami (bFGF,
VEGF, PD-, ECGF) stimuluji proliferaci endotelii. Umérné intenzité
angiogeneze se zhorSuje prognéza nadorového onemocnéni a zvysuje se
riziko vzniku metastaz. Intenzitu angiogeneze lze urcit morfologickymi
metodami v histologickych vysSetfenich, zejména na okraji nadoru, kde byva
angiogeneze nejintenzivnéjsi (tzv. MVD = microvessel density)

Oblasti intenzivni angiogeneze (tzv. ,hot spots") Ize odhalit monoklonalnimi
protilatkami proti endoteliim nebo protilatkami proti adheznim molekulam
CD32 a CD34, event. protilatkami proti von Willebrandovu faktoru.

Kromé& faktorl, které angiogenezi podporuji, existuji i faktory
s antiangiogennimi Gcinky. Mezi nejvyznamnéjsi a spolehlivé identifikované
faktory patfi Trombospodin, Angiostatin, Endostatin, PF-4, TGF-p, IL-12, IL-
18, TIMP 2. Inhibice angiogeneze je jiz v soulasnosti Ié¢ebné vyuZivéana'® a
bude v budoucnu nepochybné vyraznym pfinosem v terapii nadorového

onemocnéni.

Apoptoza

Burika potfebuje urcity impuls k tomu, zda bude proliferovat, ¢i nastoupi cestu
programové smrti. Blokada pfirozené smrti nadorové bunky prodlouZi jeji
Zivotnost a mlze vést k progresi naddorového onemocnéni. Naopak indukce
této programové smrti bunky vede ke snizeni ¢etnosti nadorové populace a z
klinického hlediska k regresi nadoru. Apoptoticky zanik buriky se jednoznacné
odlisuje od zaniku bunky nekrdézou. Programova smrt bunky, nebo-li apoptdza
je geneticky podminény proces. Dochdzi k expresi specifickych gend (tzv.

geny bunécné smrti), které aktivuji endonukledazy. Endonukleazy pak za
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ptitomnosti Ca?* a Mg®* &t&pi DNA na &etné oligonukleozomalni fragmenty a
pUsobi rozpad buné&ného jadra a zanik buriky. Pfi apoptéze na rozdil od
nekrdézy, dochazi k poskozeni bunky z jejiho nitra. Dochazi ke kondenzaci
jaderného chromatinu, k agregaci organel a ke svrastovani burnky. Na
bunécné membrané se objevuji puchyfky, z buniky se postupné uvolnuji tzv.
apoptoticka téliska - fragmenty s intaktnimi zbytky bunécénych organel, a ta
jsou postupné fagocytovana. PFfi nekrdoze dochazi naopak k poskozeni bunky
vlivy plsobicimi z vnéjsiho prostfedi (hypoxii, toxiny, tepelnymi zmé&nami
apod.). Nejdfive dochazi k poruseni membrany a obsah bunky se uvolfiuje do
okoli a tim se prostfednictvim rlznych medidtorl a cytokinl indukuje
zandtlivd reakce. Mezi inhibitory apoptdzy patii rdzné rlstové faktory,
pohlavni hormony a produkty onkogen. V soutasné dobé jsou induktory a
inhibitory apoptézy predmétem intenzivniho vyzkumu. K nejvice zkoumanym
patfi mutace tumor supresorového genu p53 a mutovaného proteinového
produktu p53'2. Vysledky provadénych studii véak zatim nevedly ke zcela
jednoznaénym zavérlim a mnohé z nich jsou rozporuplné. Studie zabyvajici se
vyznamem ostatnich vy$e zmifiovanych faktord (ras genu, proteinu bcl-2,
bax, p21, p16 apod.) nejsou zatim zcela jednoznac¢né a musi byt ovéreny
prospektivné ve srovnani s markery, které jsou v diagnostice kolorektalniho
karcinomu bézné& pouzivany'* Perspektivni se zda vyuZiti moZnosti ovlivnéni
procesu apoptdzy k léEebnym Gceldm. Jiz dnes je popisovan G&inek nékterych
chemoterapeutik ¢i antihormonalni terapie pravé indukci apoptdzy. Opacna
cesta, tj. potladeni inhibitorl apoptdzy je predmétem vyzkumu. Ke sledovani
ucinnosti protinddorové chemoterapie se zda byt vyhodné sledovani
cirkulujicich nukleozom@ v krvi, jejichz zvy$ené hodnoty koreluji s indukci

apoptodzy.

Imunologie KRC:

Pacienti s kolorektalnim karcinomem jsou imunosuprimovani kvQli fadé
faktorl véetnd stafi a nutri¢niho stavu. Kolorektalni karcinom ma pFHmy
imunosupresivni  Uuc¢inek jak ukazuji studie vykazujici normalizaci
imunologickych funkci po Uspésné chirurgické |é¢bé. Imunitni suprese nastava
postupné na molekularni a bunecné Urovni toleranci nadoru, nasledné se Sifi

po celém organismu.
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Rizikové faktory

ZvysSené riziko KRC je spojovano s obezitou, nizkou fyzickou aktivitou,
vysokou konzumaci masa (zejména tzv. Ccerveného), konzumaci
konzervovaného masa a masnych vyrobk( zejména uzenin a také kuchyfiskou
ptipravou s vyuzitim vysokych teplot jako grilovani, roznéni, smazeni®. Na
mozny vliv nutrice na vznik KRC poukazuje studie, kdy restrikce potravy na
1/3 po dobu 12 tydnd vedla u obeznich pacientd k 39 % sniZeni proliferace
stfevnich krypt!*. K dal$im rizikovym faktorlm patfi koufeni a konzumace

alkoholickych napoju.

Chemoprevence

Zakladni podminkou prevence karcinogeneze je minimalizovat expozici
karcinogend na organizmus. PFidatnym opatfenim je moznost blokady Ucinku
kancerogent bé&hem latentni doby karcinogeneze. Blokadou poskozeni DNA
volnymi radikaly tak mohou pdsobit antioxidanty (vit C,E, B-karoten, N acetyl
cystein)'®. Redukci endogenni tvorby prostaglandinl mohou podobné plsobit
nesteroidni protizanétlivé 1éky ( NSAID) °.

Kurkumin je polyfenolovy derivat kurkumy. Ukazuje se Ze muize inhibovat
Fadu buné&énych signalnich cest, mit antioxida¢ni ucinek, miZe modifikovat
angiogenezi a bunécnou adhezi a modifikovat expresi a aktivitu nékterych
enzymU jako je cyklooxigenaza a glutathion S-transferdza. MUZe indukovat

apoptdzu a tim mit roli v chemoprevenci karcinogeneze®’.

Prognostické faktory

College of American Pathologists v roce 2000 publikovala rozbor potencialnich
prognostickych  faktord pro KRC dle EBM kritérii'®. Nejlépe ovéFenymi
prognostickymi faktory jsou faktory v kategorii I.
Kategorie I ( dle EBM)

e rozsah nadoru ( pT klasifikace dle TNM)

e rozsah postizeni lymfatického systému ( pN klasifikace dle TNM)

e pfitomnost cévni ¢i lymfatické invaze tumoru

e residualni tumor po kurativni operaci ( R klasifikace dle TNM)

e pooperacni elevace CEA
Kategorie IIA

e Grading tumoru
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Vzdalenost tumoru od okraje resekce ( na neperitonealizovanych
resekatech)

Rezidudlni tumor v resekatu po neoadjuvantni terapii ( ypTNM
klasifikace TNM)

Kategorie IIB

Histologicky typ tumoru

Histologické rysy souvisejici s mikrosatelitni instabilitou ( lymfocytarni
odpovéd organismu na tumor, medularni ¢i mucinézni histologicky typ)
Vysoky stupen mikrosatelitni instability ( MSI-H)

Ztrata heterozygozity 18q

Konfigurace okraje tumoru ( infiltrujici vers. expanzivni)

Kategorie III

ostatni molekularni markery
Perineuralni invaze

Hustota vlasecnic
Perinadorova fibrdza
Zanétliva odpovéd organismu

Fokalni neuroendokrinni diferenciace

Kategorie IV

Faktory zahrnujici velikost tumoru

Nejnové&jéi studie pfifazuji k vyznamnym prognostickym faktordm i detekci

nadorovych bunék v periferni krvi po 7 dnech od kurativni operace!®, 2°.

Pfedoperacni diagnostika cirkulujicich nadorovych bunék pfitom s ohledem na

prognosticky vyznam je sporna

21 22
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Lécéba kolorektalniho karcinomu

Lé&ba KRC je multidisciplinarni. Pfestoze chapani mechanismi patofyziologie
vzniku a metastazovani kolorektalniho karcinomu se v poslednich letech
rozviji vysokou rychlosti, moznosti jeho vyuziti v Ié¢bé jsou zatim velmi
skromné. Bohuzel i v soucasnosti jedinou zatim znamou lé¢ebnou metodou,
kterd dava pacientovi nad&ji na dlouhodobé preZiti zUstava i nadale radikalni
chirurgické odstranéni vSech znamych loZisek nadoru v kombinaci

s adjuvantni a neoadjuvantni chemo/radio-terapii.

Doporudovany postup l1é¢by?3:
Stadium 0 ( Tis, NO, MO)
Lokalni excize nebo polypektomie do zdravé tkané
Stadium I ( pT1, NO, MO, pT2, NO, MO, Dukes” A)
Siroka resekce s anastomézou
Adjuvantni |é¢ba neni indikovana
Stadium II ( pT3, NO, MO, pT4, NO, MO, Dukes 'B)
Siroka resekce s anastomézou
pT3NOMO - sledovani, nebo adjuvantni chemoterapie v ramci
klinickych hodnoceni
pT4NOMO a pT3NOMO (high risk podskupina) - adjuvantni
chemoterapie
Stadium III ( jakékoliv T, N1 nebo N2, MO, Dukes'C)
Siroka resekce s anastomézou

Adjuvantni chemoterapie

Chirurgicka |écba samotnd je vsSak dostateCnda pouze v Casnych stadiich
onemocnéni a ma stale velmi daleko ke kauzalni terapii a proto nemiZeme
zejména u pokrocilejSich stadii onemocnéni ocekavat vyznamné zlepSovani
dosahovanych  dlouhodobych  vysledk(. Optimalni vyb&r pacientd
k terapeutické intervenci sméruje k individualizaci pfistupu vyuzivaje jak
prognostickych faktord tak prediktory odpovédi organizmu na lé¢bu,

rezistence a toxicity.
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Chirurgicka lé¢ba — zasady

Principem chirurgické |éCby s kurativnim zadmérem u kolorektalniho karcinomu
je umysl chirurga odstranit veSkerou znamou nadorovou tkan bez ohledu na
stadium onemocnéni. Paliativni |éCba neni pfedmétem tohoto sdéleni.
Pismenem ,,R" znacime rozsah radikality chirurgické léc¢by:

e RO operace, kdy makro ani mikroskopicky neni zadny rezidudlni nador

e R1 operace s mikroskopicky verifikovanym rezidualnim nadorem v linii

resekce

e R2 operace s makroskopicky ponechanym rezidudlnim nadorem
Znacné topografické, anatomické, i funkéni rozdily mezi traénikem a rektem
vyZzaduji rozdilnou operacni techniku i strategii a proto jsou charakterizovany
oddélené. Soucdsti operace pro kolorektdlni karcinom je vzdy explorace celé
dutiny bfisni. Cilem operace je dosahnout RO radikality, kdy s resekci stfeva
je provadéna en bloc radikalni lymfadenektomie do Urovné apikalnich uzlin,
t.j. ke koreni artérie zasobujici prisluSnou Cast stfeva (apikalni uzliny).
Nazory na rozsah radikality v chirurgické IéCbé KRC nejsou jednotné.
Kontroverzni jsou nazory na rozsah lymfadenektomie a jeji pfinos v Iécbé
KRC. Obecné plati, Ze rozsah resekce je dany rozsahem lymfadenektomie.
Zastanci, ale ani odplrci extenzivnich lymfadenektomii nemaji prospektivni
randomizovanou studii kterd by objektivizovala jejich tvrzeni. VSeobecné
akceptovana kriteria strategie chirurgické |é¢by kolorektalniho karcinomu?*,
25:
-dostatec¢na onkoradikalita s lokoregionalni lymfadenektomii,
-pfijatelna mortalita i morbidita,

-prijatelna kvalita zivota,

Indikace: k operaci s kurativnim zamérem pro pokrocily KRC je indikovan
kazdy pacient, u néhoz je pred operaci predpoklad odstranéni veskeré znamé
nadorové tkané at jiz v jedné dobé&, nebo ve dvou, s pFispénim ostatnich

lé¢ebnych postupll, nebo jen prostou chirurgickou lé¢bou.

Kontraindikace: kromé obecnych kontraindikaci vétSiho nebo velkého
chirurgického vykonu je to zejména evidentni nemoznost byt multimodalitnim
zplsobem dosdhnout RO vykonu. To znamend jednak cetnost a diflznost

postizeni, které neni chirurgicky ovlivnitelné, dale infiltrace takové struktury,
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jejiz odstranéni neni slucitelné s dalSim preZitim pacienta a v neposledni radé

je kontraindikaci neznalost nebo nezkusenost operujiciho chirurga.

Chirurgicky standard [é&¢by nadorG kolon

- radikdlni odstranéni postizeného Useku stfeva s Uplnym odstranénim
prilehlého mezokolon

- cévy zasobujici postizeny Usek stfeva ligujeme a protiname v misté jejich
odstupu z hlavnich tepen (z a.mesent. sup., resp. aorta) a s odstranénim uzlin
této oblasti, které nazyvame vrcholové, apikalni, neboli etdz N 3 - dle
General Rules for Clinical and Pathological Studies of Cancer of the Colon,
Rectum and Anus®®,

- u tumort lokalizovanych na rozhrani povodi dvou nutri¢nich tepen jsou
indikované rozsifené resekce az subtotalni kolektomie opét se systematickou
lymfadenektomii do Grovné& N 3. U nador( kolon by aboralni vzdalenost

resekcni linie neméla byt mensi nez 5 cm od tumoru.

Chirurgicky standard Iécby karcinomu rekta

-sfinkter zachovavajici resekce splfiuji onkoradikalitu v [é¢bé RC
-abdominoperinealni amputace rekta nevykazuji vyssi onkoradikalitu operace
-minimalni vzdalenost resekéni linie od dolniho okraje tumoru je 1- 2 cm
-resekce mezorekta nejméné 5 cm od dolniho okraje u tumort horniho rekta
-TME u tumord stfedniho a dolniho rekta nizkych prfednich resekci je
nezbytna®®

-vyplach rekta na operac¢nim sale

Chirurgicka lé¢ba pokrocilého kolorektalniho karcinomu

Jako pokrocily kolorektalni karcinom oznacujeme nadory splfujici tato kriteria
dle TNM klasifikace:

Tumor T4 u nadorl tracniku, T3, T4 u nadorl rekta
Nodi N1, N2 postizeni lymfatik dle TNM
Metastazy M 1 pritomnost metastdz v dobé stanoveni diagndzy

primarniho nadoru
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Lokalné pokrocily kolorektalni karcinom

Dosazeni radikality vyzaduje extenzivni, multiorgdnové en bloc resekce
tracniku (rozsifené hemikolektomie az subtotdlni kolektomie soucasné s en
bloc resekci daldich orgadnl (Zaludek, tenké stfevo, branice, pankreas, jatra,
ledviny, gynekologické organy, atd.)), nebo pelvické exenterace. Karcinom
rekta casto prorlstd do prostaty, mocového méchyie. Asi 60% lokalné
pokrocilych (ale potencidlné kurabilnich) karcinomt postihuje esovitou kli¢ku
a rektum, druhou nejcast&jsi lokalizaci je cékum a pravy traénik 2. Vniténi
rodidla tvofi asi polovinu sou¢asné odstranénych organd, asi ve 35% to jsou
mocovy méchy¥, tenké stfevo, sténa bfigni, z daldich orgdnl ledviny, ureter,
slezina, zaludek, duodenum, pankreas a jatra.>®, 8.

Vysledky po radikalni RO resekci jsou srovnatelné s vysledky dosahovanymi u
pacient, kde tumor neinvaduje okolni organy®. Vysledky jsou v3ak daleko
nepriznivéjsi po resekci s porusenim hranic tumoru, kdy 5 leté preziti je

pouze kolem 15 % &,

Pokrodily kolorektalni karcinom - stadium IV

Zhruba 40% pacientl, ktefi onemocni kolorektalnim karcinomem se dfive
nebo pozdéji docka jaternich metastaz, priblizné 20 % ma metastazy
synchronni tzn. metastazy v dobé diagnézy primarniho nadoru a u dalsich 20
% nemocnych dojde k vytvoreni metastaz s odstupem od primarni |éCby,
nejéasté&ji do dvou let. To jsou metastdzy metachronni'®.

Zatimco chapani mechanismd metastazovani kolorektalniho karcinomu se
v poslednich letech rozviji vysokou rychlosti, moznosti jeho vyuziti v [éCbé
jsou zatim velmi skromné a jedinou zatim znamou lé¢ebnou metodou, ktera
ddva pacientovi nadé&ji na dlouhodobé preziti, zOstdvd i nadale radikalni
chirurgické odstranéni vdech znamych loZisek nadoru® . Tento zplsob 1é¢by
mé& nicméné stdle velmi daleko ke kauzalni terapii a proto nemiZeme
o¢ekdvat vyznamné zlep$ovani dosahovanych dlouhodobych vysledk{. Presto
lze zavedenim urcitych principd a postupl do chirurgické Iééby jaternich
metastdz zvySit procento nemocnych, ktefi preziji vice nez pét let, coz je

doba, kterou jinak IéCeni pacienti pfeziji velmi vyjimecné.
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V poslednich letech nastava dvoji pohyb vpred v Ié¢bé metastatického
onemocnéni jater u nemocnych s kolorektalnim karcinomem - jednak v oblasti

chemoterapie, ale i chirurgie a zejména v pripadé spoluprace obou obord.

Chirurgicka strategie v |é¢bé jaternich metastdz a rozsah jaternich resekci
zavisi na :

- poctu metastatickych lozisek

- jejich lokalizaci (postihuji jeden nebo oba laloky jater)

- jejich velikosti a vztahu k jaternim a portalnim zilam a k dolni duté Zile

- funkéni zdatnosti jaterniho parenchymu (soucasné cirhdza, steatdza)

- celkovém stavu nemocného (komorbidita)

Kontraindikace resekce jaternich metastaz u KRC:
- karcindéza peritonea
- nadorové postizeni lymfatik které nelze chirurgicky odstranit

- multisystémovy metastaticky rozsev, ktery nelze kurativné resit

Osud nemocnych po rozsahlych jaternich resekcich je zavisly na funkéni
zdatnosti zbylych segmentl. Vysledkem nedostate¢né funkéni kapacity
zbylych segmentl je jaterni selhdni do 30 dnd po operaci. To je hlavnim
limitujicim faktorem téchto resekci, zejména u pfidruzenych jaternich

onemocnéni (Ci hepatis) .

Chirurgicka lécba plicnich metastaz

Stejné jako u metastdz do jater i v pfipadé metastaz do plic neni pfili§ daleko
doba, kdy bylo toto stadium onemocnéni povazovano za neovlivnitelné a byla
indikovana pouze symptomaticka Iécba.

Principy indikace k resekci plicnich metastaz obecné a pfi primarnim
kolorektalnim karcinomu jsou:

1. primarni nddor musi byt odstranén a resekce musi byt RO

2. zadné metastazy v jinych organech

3. plicni resekce ma byt RO

4. nema byt jina alternativa 1é¢by se stejnym vysledkem?>!

V soucasnosti je chirurgicka resekce zakladni potencidlné IéCebnou metodou

pro pacienty s metastazami do plic.
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V indikacich a kontraindikacich k resekci plic pro metastazy stejné jako
u resekci jater hraje roli nejen celkovy stav pacienta, ale taktéz objektivné
hodnotitelné parametry funkcéniho vysetreni plic.
Resekéni vykony na plicich pro odstranéni plicnich metastaz -

metastazektomie, jsou resekce anatomické ¢i neanatomické.

Chirurgicka lé¢ba karcinomatdzy peritonea

Do dnesni doby je karcinomatdézni peritonedlni rozsev u KRC povazovan za
neovlivnitelné stadium nemoci. Chirurgie je obvykle limitovana na paliativni
Fedeni stievni obstrukce®?. Posledni studie s pouzitim kombinace chirurgického
odstranéni ( cytoredukce) - peritonektomie a peroperacni intraperitonealni
hypertermické chemoterapie tento nédzor méni*>.

Pfi této metodé se po kompletnim odstranéni makroskopickych nadorovych
Gtvarl provede peroperaéné lavadZ dutiny bfidni cytostatikem zahfatym na
42°C. Teplota lavazni tekutiny je udrZzovdna specidlné vyvinutym pfistrojem,
ktery kontinualné privadi do docasné uzaviené dutiny bfiSni tekutinu s
cytostatikem (Mitomycin C) pfivodnym drénem a zaroven ji odsava a znovu
ohfivd po dobu 1,5 hodiny. Intraperitonedlni chemoterapie pak obvykle
pokracuje v dalSich 5 pooperacnich dnech (Fluorouracyl), jiz bez
hypertermie®.

Kombinaci téchto dvou metod Ize u vybranych pacient v tomto stadiu nemoci
dosadhnout celkového 5-letého pteziti az 50 %>° oproti uddvanému medianu
preZiti 6 mésicl u takto nelééenych pacientd®®.

Cilem operatéra musi byt dosazeni kompletni cytoredukce ( odstranéni
viscerdlniho i parietalniho peritonea) a zdkrok muZe v nékterych pfipadech v
zavislosti na rozsahu diseminace trvat i 8-12 hodin*’. Invaze do viscerdlniho
peritonea zplsobend vétsimi noduly vyZzaduje resekci ¢asti postizeného
organus,

Intraperitonealni chemoterapie ma vysokou ucinnost vzhledem k tomu Ze

obchazi plazma-peritonealni bariéru®®.
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Adjuvantni a neoadjuvantni terapie

Do roku 1985 byl 5-fluorouracil jedinou pouzivanou latkou v chemoterapii
kolorektalniho karcinomu, kdy ,response rate" (RR) byl kolem 10% . Od roku
2000 po zavedeni Irinotecanu a Oxaliplatiny se RR zvysil az na 50% “.
V poslednich letech se do IéCby zapojily i monoklonalni protilatky, zejména
Avastin a Erbitux. Bevacizumab neboli Avastin je cileny na VEGF, coz je
vaskuldrni endotelidlni rdstovy faktor, ktery je klicovym medidtorem
angiogeneze. Podobné Erbitux neboli Cetuximab se s vysokou afinitou vaze
na receptor buné&ného rlstového faktoru - EGF, ktery tak blokuje. Tento
typ 1ékd se tak nejspide blizi zuZitkovani poznatkl o biologickém chovani
nadorl v praktické medicing. V [é&bé pacientl s kolorektdlnim karcinomem
jsou vyuzivany dva cile, proces vyvoje novych cév, angiogeneze a blokovani

receptoru epidermalniho rlstového faktoru #* .

Kazdy pacient s kolorektalnim karcinomem ma byt konzultovan s onkologem.
Predoperacni radioterapie je indikovana pro tumory rekta T3-T4 bez znamek
extrapelvické diseminace. U nadorl s metastidzami je volena nejdfive
operace. Predoperacni radioterapie ve srovnani s pooperacni, diky vyssi
pritomnosti kysliku v jesté chirurgem neovlivnéné tkani, ma pfi stejné davce
vyssi Gcinnost. Predoperacni radioterapie zvysSuje resekabilitu i zmensovanim
masy tumoru ( downstaging). I komplikace po pfedoperacni radioterapii jsou
popisovany mensi. V ptipadé pooperacni radioterapie mlze byt vznikem
adhezi mezi klickami tenkého streva a jejich fixaci v misté zareni tenké stfevo
vice postizeno.Ackoliv celkova davka za pouziti zevniho zafiCe je limitovana
mezi 50 - 55 Gy, vyuzitim brachyterapie ¢&i intraoperativni radioterapie (
IORT) miZeme davku i UG¢inek radioterapie potencovat.Pfedoperaéni
chemoterapie je provad&na pouze u zvldst vybranych pacientl. Pooperaéni
chemoterapie je indikovana u pacientd ve stadiu pTNM II, III a IV a u pTNM
II stadia pfi T3 a T4 a nebo pfi NX jakéhokoliv stadia. Nejcasté&jSim
doporucovanym rezimem adjuvantni chemoterapie je Mayo rezim ( 5-FU/FA)
- 5-fluorouracil 425 mg/m? + leukovorin 20 mg/m? v 6 cyklech, v ptipadé
metastatického postizeni ( jatra, plice) v kombinaci s irinotekanem. Dalsi
pouzivané rezimy: Machover, Roswell Park, DeGrammont, Lokich, A/O,
FOLFOX ( 5-FU + oxaliplatina).

Imunoterapie, 1éCba monoklonalnimi protildtkami ¢i genova terapie jsou nyni

stale jesté spiSe ve stadiu klinickych zkousek nez standardniho pouzivani.
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Paliativni léc¢ba

Paliativni péce je terapie kterd ma vést k Ulevé symptomd, zlepSeni kvality
Zivota. Prvotnim Ukolem paliativni |éCby neni trvalé vyléceni. Hlavnim jejim
zajmem je Uleva od bolesti a dalSich, pacientem negativhé vnimanych
symptomd, ale také podpora psychickd a eventueln& duchovni ( American
Academy of Hospice and Palliative Medicine). V pfipadé kolorektalniho
karcinomu byva chirurg ten, kdo rozhoduje, ktery pacient je vhodny
k radikalnimu, kurativnimu feSeni ¢i ,pouze" k paliativni 1é¢bé. To ovSem
neznamena, ze paliativni FeSeni nezahrnuje radikalni chirurgicky vykon. Plan
léCby musi vychazet z diskuze s pacientem a jeho rodinou, zhodnoceni
symptom{ onemocnéni, prani pacienta a v neposledni Fad& z moZnosti
chirurga. Paliativni péce vyzaduje multidisciplinarni pfistup, uplatiuji se zde
rizné modality - podavani [ékd, radiadni terapie, chirurgickd paliace,

psychosocialni podpora.

Paliativni chirurgie zamérena na tumor stieva

Radikalni chirurgické rfeSeni (RO resekce) je jedinym potencidlné kurativnim
feSenim kolorektalniho karcinomu ve vsech stadiich onemocnéni. Bohuzel,
vzhledem k biologickym vlastnostem nadoru, jeho tendenci k lokalnimu i
systémovému Sifeni a pochopitelné vzhledem ke komorbiditdm nemocnych,
neni vzdy radikalni chirurgické FeSeni proveditelné.

Operalni tedeni muiZe znamenat provedeni stomie, stfevniho bypassu,

rekanalizace stentem ¢i pouzitim laseru nebo radikalni odstranéni tumoru.

Paliativni chirurgie kolorektalniho karcinomu - metastazy do jater

V pripadé neresekabilnich jaternich metastdz a absenci dalSiho systémového
postizeni je mozno pouZit regionalni chemoterapii. Ta spociva v zavedeni
portkatetru ( at jiz chirurgicky cestou a. gastroduodenalis do a. hepatica, tak
pomoci intervencni radiologie Seldingterovou metodou). Predpokladem pro
efektivni plsobeni takto podané chemoterapie je skute¢nost Ze tumory jater
jsou z 95% zdasobeny arterielni krvi, pficemz normalni jaterni parenchym je
z 50% zasobovan portalni krvi. Vzhledem k t&mto pomérdim je dosahovano

vysoké koncentrace cytostatika v tumoru a soucasné nizké koncentrace ve
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zdravé jaterni tkani. VétSina cytostatika je extrahovana jatry, metabolizovana

a do obéhu se dostava jen jeho malé mnozstvi.

K lokalné destrukénim technikdm patfi perkutanni injekce ethanolu ( PEI),
transarterielni chemoembolizace (  TACE), kryochirurgie, laserova
hypertermie( LiTT), mikrovind koagulacni terapie ( MCT) a radiofrekvencni
ablace ( RFA).

Radiofrekvencni ablace je alternativou pro pacienty, ktefi nejsou indikovani k
resekci jaternich metastdz KRC pro extenzivitu jaterniho postizeni,
limitovanou jaterni rezervu, ¢i konkomitantni onemocnéni. RFA také umozni
¢asti pacientl, podstoupit resekci kombinovanim resek&niho a RFA vykonu #2.

RFA Ize pouzit i k paliativni terapii metastdaz KRC v jinych lokalizacich,

ptedevsim v plicich 3,
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Sledovani pacientl po operaci pro KRC

Cilem v8ech program{ sledovani pacientl po kurativni resekci KRC je zlep&eni
dlouhodobého pfezivani**. S cilem dalsiho eventuelniho kurativniho
chirurgického zakroku jsou pacienti sledovani pro vcasné zjisténi recidivy KRC

¢i metachronniho vyskytu KRC a i eventuelni nddorové multiplicity.

A&koliv vétsina pacientd s relapsem kolorektalniho karcinomu je v dobé
diagndzy v chirurgicky velmi obtizné FeSitelném stadiu, tietina pacientd
s izolovanymi lokoregionalnimi & vzdalenymi metastdzami preziva 5 let®.
Pocet resekovanych pacientl pro relaps onemocnéni se zvysuje, cca 20 %
pacientd s jaternimi metastdzami je indikovan k operaci*®. Dal$i pacienti jsou
operovani po downstagingu nebo downsizingu po chemoterapii. Dlouhodobé
prezivani je také dosahovano po resekci plicnich metastaz i v pfipadé
kombinace resekce jaternich a plicnich metastaz*’. Je prokazéano, Ze rizikovi
pacienti ( TNM 1II, III stadia) s relapsem diagnostikovanym pomoci

V.

zobrazovacich ¢i endoskopickych metod maji lepsi preziti, nez pacienti, u
nichz se jiz relaps klinicky projevuje®®. I u pacientl, kte¥ jsou v dobé
stanoveni diagndzy relapsu inoperabilni, se preziti zlepSuje diky novym
paliativnim chemoterapeutickym rezimim a i kvalita Zivota je, i pres
nezadouci G¢inky chemoterapie, lepsi*.

Vzhledem k rozdilné lokalizaci mozné recidivy neni mozZzno uzit jeden
diagnosticky ndstroj, je potfeba kombinace rlznych zobrazovacich i
laboratornich metod. V prvnich dvou az tfech letech po resekci primarniho
tumoru roste incidence relapsu onemocnéni exponencialné, nasledné prechazi
do plateau®®,®’, Proto i frekvence vys$etfeni musi byt tomu uzplsobena.
Sledovani k vylouceni metachronniho postizeni KRC musi byt naproti tomu
pravidelné, jeho incidence stoupa kaZdych 6 let o 3%°2.

V neposledni Ffadé ma pooperaéni sledovani pacientl po kurativni resekci
karcinomu psychologicky efekt. Ten muZe byt pozitivni i negativni. Pozitivni
zahrnuje uklidnéni pacienta a podporu v dalsi 1éCbé. Negativni efekt zahrnuje
pocit faleSné jistoty pfi nedetekované recidivé nebo naopak pocit beznadéje
pfi Casné diagndze recidivy v inkurabilnim stadiu. Neopominutelné je i
psychologické plsobeni fale$né pozitivnich vysledkl vy&etfeni a také moZnost
komplikaci s vy$etienimi spojenych. Zadna z provedenych studii vsak

neprokazala zhorSeni kvality zivota s intenzivnim follow-up spojenym.
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Kazdy systém follow-up kombinuje mnozZstvi vySetfeni at jiz klinickych,

laboratornich a zobrazovacich a také se méni jejich frekvence.

Vysledky metaanalyz provadénych studii se kloni k zavéru Ze intenzivni
follow-up vykazuje statisticky signifikantni rozdil v celkovém 5-letém preziti
pacientd po kurativni operaci pro KRC °3,°* a muize diagnostikovat relaps
onemocnéni v kurabilnim stadiu, predevsim pfi lokalizaci v jatrech a plicich a
pfi lokalni recidivé onemocnéni. V pfipadé relapsu u karcinomu rekta nejsou
vSechny provedené studie presvédCivé, ¢i ukazuji na mensi vyznam
intenzivniho follow up®. Analyzy neukazuji signifikantni rozdil v incidenci
relapsu mezi pacienty ve skupinach sintenzivnim versus minimalnim
systémem sledovani, nicméné ve skupiné intenzivnhé sledovanych je
signifikantné vyssi pocet chirurgickych intervenci pro recidivu, ktery je
nejspise dam casnéjsi  diagndézou a tim i vySSi resekabilitou recidivy.
Provadéné studie i jejich metaanalyzy vSak mohou byt problematické
z dlvodu nestandardnosti vysetfeni a jejich frekvence. Intenzivni follow-up
v jedné studii je velmi podobny jinym, které jsou v jinych studiich povazovany
za méné intenzivni *°.
Doporuceni z metaanalyz vyplyvajici jsou nasledujici:
e pro pacienty s vysokym rizikem relapsu ( stadia IIb a III)
o klinické vysetfeni, CEA, RTG plic, sonografie ¢i CT jater
kazdych 6 mésicl po dobu 3 let, dalsi 3 roky s frekvenci 1 rok
o prfi zjisténi recidivy onemocnéni diskuze v multidisciplinarnim
onkologickém teamu ( chirurg, radiolog, onkolog) ke zvazeni
nejlepsiho l1é¢ebného postupu
e pro pacienty s vysokym rizikem relapsu s komorbiditami & jinymi
prekazkami znemoznujicimi casté vysetfovani
o klinické vysetreni kazdy rok
e pro vSechny pacienty s resekovanym KRC
o koloskopie s event. polypektomii 1 x ro¢né, pokud nejsou
pfitomny polypy jednou za 3-5 let
e doporu¢it pacientdm CGéastnit se studii zkoumajicich rQzné

screeningové metody

Doporuc¢eni ASCO 2006°’: Na zakladé vysledkd t¥ nezdvisle publikovanych
meta-analyz randomizovanych studii porovnani intenzivnich a méné
intenzivnich programd sledovani pacientl a na zadkladé poslednich analyz

velkych klinickych studii v KRC ASCO doporucuje provadét:
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e CT hrudniku a bficha 3 roky po primarni operaci u pacientd s vy3&im
rizikem relapsu onemocnéni a u pacientd, ktefi by mohli byt kandidaty
dalsi kurativni operace

e CT pénve ve sledovani rektdlniho karcinomu, zvla$t& u pacientd
s hor§imi prognostickymi faktory véetné pacientld nepodstoupivéich
radioterapii

e koloskopii 3 roky po operaci a pokud je normalni dale po 5 letech

 flexibilni sigmoideoskopii u karcinomu rekta kazdych 6 mésicli po dobu
5 let u pacientl bez predchozi radioterapie

e odbé&r anamnézy a fyzické vysetfeni kazdych 3-6 mésici prvni 3 roky
po operaci, kazdych 6 mésicl ve 4. a 5. roce a dale dle Gvahy |ékare

e CEA odebirat pravidelné po 3 mésicich po 3 roky od diagndzy

e na zadkladé dostupnych Gdajd a zkudenosti neni doporu¢ovano RTG plic,

méFeni jaternich testd ani dalSich molekuldrnich a buné&énych markerd

Zarazeni dalSich vysSetfovacich metod do protokolu sledovani je ve stadiich
zkoumani, slibné je vyuziti PET, zvlasté kombinace PET/CT vykazuje nejvyssi
senzitivitu a specificitu pro recidivu KRC °8,%°, Je schopno detekovat nejenom
recidivni tumor ¢i metastazu v casném stadiu ale také mnoho dalSich lézi

s abnormalnim metabolismem po celém téle.

Vyuziti magnetické rezonance je omezené. MR je sice jednou z nejpresnéjsich
metod pro diagnézu relapsu onemocnéni v oblasti panve, bohuzel neni
schopna diferenciace mezi relapsem a pooperacnimi zménami ( v provedené
studii 14% fale$né pozitivnich vysledkd) ©°. Proto neni doporucovana
k rutinnimu vyuziti v rdmci follow-up ale je rezervovana pro selektivni skupinu

pacientd s kolonoskopicky ¢&i jinak ziskanym podezienim na relaps.

Intenzivni follow-up vykazuje statisticky signifikantni rozdil v celkovém 5-
letém preziti pacientl po kurativni operaci pro KRC®. M{Ze diagnostikovat
relaps onemocnéni v kurabilnim stadiu.

V soucasnosti probihaji velké studie, které by mély potvrdit uziteCnost
intenzivniho systému sledovani. Patfi sem skupina GILDA ( Gruppo Italiano di
Lavoro per la Diagnosi Anticipata) z Italie probihajici od roku 1998. Sleduje
celkové preziti, mortalitu, kvalitu Zivota a dobu stanoveni diagndzy recidivy od

operace. Cilem je zahrnuti 2920 pacientd ze 45 center.
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Ve Velké Britanii probiha studie FACS, kde cilovy polet zahrnutych pacientt je
4890, vysetfovani jsou pomoci CEA, UZ a CT, sledovano je celkové preziti,
kvalita Zivota, naklady na sledovani a naklady na ,zachranu" Zivota.

Studie COLOFOL probihd v Dansku, Svédsku, Polsku, Velké Britdnii,
Holandsku a Uruguayi. Pfredpokladany pocet pacientl je 2500 a sledovano je
CEA, CT plic a bficha ve dvou rezimech - s nizkou a vyssi frekvenci.

Pacienti s elevaci CEA, u kterych neni korelat na ostatnich vySetfenich jsou
vySetfeni PET scanem, pokud ani tento neodhali pfic¢inu elevace CEA jsou

vysetfeni opakovana po 3 mésicich.

Pokud budou tyto studie Uspésné dokonleny mohou vyznamné pfispét
k diskuzi o efektivité systému follow-up jak vzhledem k preZiti pacientd a
kvalité Zivota, tak u GILDA a FACS studii i k ndkladim se systémy sledovani

spojenych.
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Nadorové markery

Definice

Nadorové markery jsou latky, které Casto vznikaji v souvislosti se zménénym
metabolizmem nadorové transformované burky, a proto jejich hladiny v
pfitomnosti malignity vyrazné stoupaji. Jsou to latky pochazejici z nadorovych
bunék, které jsou secernovany do télesnych tekutin, ve kterych je lze
kvantifikovat neinvazivnimi postupy. Vzhledem ke korelaci mezi koncentraci
markeru a aktivni hmotou nadoru jsou nadorové markery uziteCnym
nastrojem v péci o nemocné s nadorovym onemocnénim. Markery, dostupné
pro vétdinu ptipadd nadord, jsou pomocné a hodnotné néstroje pro hodnoceni

z

prognézy pacientll, depistd? a monitorovani 1é&by, zatimco pro screening jen
vyjime&né&. Pii méfeni koncentraci markerl je nutné zohledfovat relativni
trendy misto absolutnich hodnot a hodnot cut-off (definice nadorovych
markerd, podle 5th International Conference on Human Tumor Markers,

Stockholm, Sweden, 1988).

Sérové ndadorové markery predstavuji ddleZité parametry, které mohou
usnadnit predikci vyvoje onemocnéni, jeho progresi nebo regresi (remisi) u
onkologickych  nemocnych. Raciondlni vyuZiti nadorovych markerd
predpoklada znalost spravné indikace vysetfeni, jejich diagnostické hodnoty,
metod rozhodovaci analyzy (diagnostické senzitivity, diagnostické
specificnosti, pozitivni a negativni prediktivni hodnoty, relativniho rizika,
poméru $anci), analytickych moZnosti, faktorl ovliviiujicich vySetfeni a
interpretace vysledkd. Nadorové markery se klinicky vyuZivaji pro screening,
primarni diagnostiku, staging, progndzu, predevSim vSak pro predikci
rekurence choroby, monitorovani terapie, je mozné uvazovat i o algoritmech

pro hledani lokalizace nezndmého primarniho tumoru.

Idealni nadorovy marker by mél splfiovat kriteria:

e je produkovan pouze u nadorovych onemocnéni,

e je organové specificky,

e v biologickych tekutinach je pfritomen ve vysokych koncentracich (
dostatecna senzitivita),

e jeho hladina koreluje s velikosti tumoru, se stadiem choroby,
s prognozou, s efektem |écby,

e umoziuje prikaz zbytkové nadorové tkané.

V soucasné dobé neni takovy idealni nddorovy marker znam.
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U kazdého nadorového onemocnéni rozliSujeme markery hlavni, vedlejsi a

dopliikové.

Hlavni marker — je to marker prvni volby s vysokou senzitivitou a
specificitou pro dany druh nadoru.

Vedlejsi marker — je to marker druhé volby, ktery se stanovuje zpravidla
paralelné s markerem prvni volby. Ma mensi senzitivitu a specificitu pro dany
nador, ale v kombinaci s hlavnim markerem zvysi zachyt pfislusného tumoru.
Doplinkovy marker — ma vétsinou pomérné nizkou senzitivitu a specificitu
pro detekci maligniho onemocnéni, ale byva specificky pro konkrétni organ
(tedy mGze mit vysokou orgdnovou specifitu). Kromé toho jeho pozitivita
byvéa signdlem generalizace tumoru. Mozné kombinace nddorovych markert

jsou uvedeny v tabulce 2.

Lokalizace
Marker
nadoru Hlavni Vedlejsi Dopliikovy

Ca Zaludku CA 72-4, CEA TK nebo TPA
Kolorektalni Ca CEA, CA 19-9 TPA TK
Ca pankreatu CA 19-9, CA 50 CEA AFP
Ca Zlu¢niku a 7l. cest | CA 19-9 AFP TK nebo TPA
Metastazy do jater CA 19-9, CEA, AFP TK
Malobunécny Ca plic | NSE TK nebo TPA
Ostatni Ca plic CYFRA 21-1, SCC, CEA TK nebo TPA
Ca prsu CA 15-3, TPA, TK CEA
Chorioepiteliom B-hCG TK
Mola hydatidéza B-hCG
Teratom AFP, B-hCG
Ca vajecniku CA 125, CA 72-4
Ca téla délohy CA 125, CYFRA 21-1
Ca délozniho Cipku SCC, CYFRA 21-1
Ca prostaty PSA, fPSA TK
Ca varlete AFP, B-hCG NSE, TK
Ca moc¢. méchyre TPA v moci, CEA, CYFRA TK

21-1
Neuroblastom NSE
Maligni melanom NSE, TK
Feochromocytom NSE
Karcinoid NSE
Leukémie B2M, TK
Maligni lymfom B2M, TK

Tab. &2 : Nddorové markery u malignich onemocnéni®?
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Klinicko- biochemické rozdéleni nadorovych markert

eOnkofetalni antigeny
eTkanové a organoveé specifické antigeny

eNespecifické antigeny

Onkofetalni antigeny jsou latky produkované organismem ve fetalnim obdobi
nebo placentou, po narozeni jsou produkovany jen v souvislosti s zpravidla
nadorovym onemocnénim. Antigeny, které se objevuji prib&hu ontogenze,
jsou postnatalné charakteristické pro méné diferencované (tj. malignéjsi)
nadory. Do této skupiny patfi al-fetoprotein (AFP), lidsky choriovy
gonadotropin (hCG), karcinoembryonalni antigen (CEA), placentarni alkalicka
fosfataza (PLAP).

Tkanové a organové specifické antigeny jsou latky, které se fyziologicky
nachazeji ve zdravé tkani ¢i orgdnu a mimo néj pronikaji jen v minimalnim
mnoZstvi. Za patologickych stavl (nadorové onemocnéni, zanét, trauma)
dochazi k jejich zvySenému uvolfiovani. Do této skupiny patfi prostaticky
specificky antigen (PSA), neuron specifickd enolaza (NSE), protein S-100,
rozpustné fragmenty cytokeratinG (TPA, TPS, CYFRA 21-1), vétSina CA-
antigenl definovanych pomoci monoklonalnich protildtek (Mab), antigen
karcinomd ze skvamodznich bunék (SCC), thyreoglobulin (TG), hormony a
jejich prekursory u nador( laz, které je fyziologicky produkuji (C-peptid u

insulinomu, kyselina vanilmandlova feochromocytomu).

Nespecifické antigeny jsou enzymy a hormony produkované nadory. Do této
skupiny patfi feritin, laktatdehydrogenaza (LDH), thymidinkindza (TK), B2-
mikroglobulin, nékteré reaktanty akutni faze, s lipidy asociovana kyselina
sialovda (LASA); hormony produkované nadory, které je fyziologicky

neprodukuji, napf. plicni nadory - ACTH, ADH, parathormon a dalsi.
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Markery nesledované u kolorektalniho karcinomu:

AFP ( AFP (al-fetoprotein fetoprotein) -glykoprotein podobny albuminu,
fyziologicky produkovan Zloutkovym vakem, pozdé&ji fetalnimi jatry. Pouzivan
pro diagnostiku a monitorovani hepatoceluldarniho karcinomu a germinalnich
nadorl varlat a vaje¢nik(. PouZivdn v prenatdlnim screeningu vrozenych
vyvojovych vad v 2.trimestru.

Lidsky choriovy gonadotropin (hCG) —glykoprotein, molekularni hmotnost 36
kDa, a a B podjednotky nekovalentné vazané, a podjednotka témér identicka
s LH, FSH a TSH. Indikace vysSetfeni: diagnostika téhotenstvi, screening
vrozenych vyvojovych vad, pro monitorovani a prognézu germinalnich
nadordl, trofoblastické nemoci.

CA 125 -mucin identifikovany Mab, molekulovd hmotnost 200 kDa, pro
monitorovani ovaridlnich karcinomt (negerminalnich).

CA 15-3 -mucin identifikovany Mab, molekulova hmotnost 48 kDa, pro
monitorovani nadord prsu.

CA 72-4 - glykoprotein identifikovany Mab, mh48 kDa, pro monitorovani Ca
Zaludku.

CA 19-9 - glykolipid nesouci determinant krevni skupiny Lewis a, molekulova
hmotnost 1000 kDa, pro monitorovani CA pankreatu (a zluCovych cest).

NSE neuron specifickd enoldza - dimer, molekulovd hmotnost 87 kDa, pro
monitorovani malobunécného plicniho karcinomu, neuroblastomu, apudomu.
PLAP - termostabilni izoenzym alkalické fosfatazy, molekulovd hmotnost 86
kDa, pro monitorovani seminomt u nekufakd.

PSA - sérova proteaza glykoproteinového charakteru, molekulova hmotnost
36 kDa, pro monitorovani CA prostaty.

SCC(A) - antigen karcinomu skvamodznich bunék, glykoproteinova subfrakce
nadorového antigenu T4, molekulovd hmotnost 48 kDa, pro monitorovani
nadorl oblasti hlavy a krku, nékterych gynekologickych nadorl, nadorl
zevniho genitalu u obou pohlavi a nadort jicnu.

B2-mikroglobulin - monitorovani pacientd s nehodgkinskymi lymfomy a
dalSimi hematologickymi malignitami.

Feritin — hematologické malignity.

Estrogenni receptor — nuklearni transkripéni faktor, molekulovd hmotnost 65
kDa, slouzi k predikci odpovédi na hormonalni terapii u karcinomu prsu.
Progesteronovy receptor — nuklearni transkripéni faktor, molekulovd hmotnost
forma A 94 kDa, forma B 120 kDa, predikce odpovédi na hormonalni Ié¢bu u

karcinomu prsu.

40



Vyznam stanoveni nadorovych markerd a markerl angiogeneze pro prognézu kolorektélniho karcinomu

Charakteristika nadorovych markert pouzivanych ¢i zkoumanych u
KRC

( v praci zkoumané markery jsou podrobné&ji popsany v diskuzi)
Karcinoembryonalni antigen ( CEA)

Karcinoembryonalni antigen ( CEA) je protein nachazejici se v burikach mnoha
tumord. Je to komplexni glykoproteid s molekuldrni vahou 20 000, je
uvolfiovan do krve z plazmatické membrany nadorovych bunék. Jeho zvysena
plazmatickd hladina mdze byt zplsobena fadou nadorovych i nenddorovych

pficin - viz. tab. ¢. 3.

Maligni choroby Benigni choroby
. GIT . kuraci (nad 5 ng/ml)
o ca zaludku . chronicka renalni insuficience
o KRC o choroby GIT a jater
o ca plic o IBD
. ca prsu o strevni polypoza
o gynekologické ca o chronicka hepatitis
o ca ovarii o jaterni cirhdza
o ca endometria o chronicka pankreatitis
. ca prostaty . zanétliva plicni onemocnéni
. ca stitné zlazy o pneumonie

o chronicka bronchitis

o TBC
. mukovisciddza
. autoimunitni choroby
. benigni tumory prsu
. cysty ovarii a prsu
. v kloubni synovii u

revmatickych chorob

Tab. ¢. 3: Elevace CEA u malignich a benignich chorob
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Ve zvysSené mire je vyluCovan v pokrocilejSich stadiich onemocnéni a je
povazovan za jeden z prognostickych faktorl KRC. Je pouZivdn k monitoraci
onemocnéni KRC v 3-mésicnich intervalech. Po kurativni operaci KRC se

obvykle normalizuje do 2 mésicd.
CA 19-9

CA 19-9 je sialylovany pentasacharid a patii k tumor-asociovanym antigendim
definovanym na podkladé monoklonalnich protilatek. Specificka protilatka
odpovida modifikované determinanté krevnich skupin typu Lewis. Kolem 5 %
populace tento antigen vibec netvofi, osoby se skupinou Lewis a- a Lewis b-
nemaji pro jeho syntézu nutny enzym fukozyltransferazu. Vzhledem k
asociaci mezi nespecifickym zvySenim nékterych adheznich molekul a CA 19-
9 v séru neni vyloucena jeho mozna vazba jako ligand napf. na E-selektin. Je
eliminovan predevsim zludi. Biologicky polocas v cirkulaci je asi 5 dni. Jeho
zvydend sérova hladina mize byt zplsobena nadorovymi i nenadorovymi

onemocnénimi — viz tab. ¢. 4.

Maligni choroby Benigni choroby
o GIT e choroby jater a zluCovych cest
o ca pankreatu o jaterni cirhdza
o ca ZluCovych cest a o primarni biliarni cirhdza
Zlucniku

o akutni hepatitis

o HCC o toxickd hepatitis

o ca zaludku o chronicka hepatitis

o KRC o cholecystitis

e caprsu o
P o cholangoitis

e ca ovarii ( zvlasté mucindzni) o obstrukce ¥luovych cest

* caendometrii e akutni a chronicka pankreatitis

e metastazy ca vyse f e s aw .
e zanétliva strevni onemocnéni

zminovanych

Tab. C. 4: Elevace CA 19-9 u malignich a benignich chorob
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CA 242

CA - 242 je sialylovany karbohydratovy antigen pfitomny na mucinéznim typu
glykoproteind &etnych karcinomd. CA - 242 je produkovan nadorem a mdze
byt proto detekovén v séru nemocnych. U zdravych jedinct i u jedinct s
benignimi nemocemi je hladina CA - 242 nizka, u nemocnych s malignitami
GIT je zvySeni jeho hladiny ¢astym nalezem. U nemocnych s KRC je ke
stanoveni progndézy onemocnéni monitorace CEA Siroce  vyuzivana, ale u
¢asnych stadii KRC vzhledem k jeho nizké senzitivité je jeho klinické vyuziti
limitované. CEA vykazuje vySsSi senzitivitu pro karcinom rekta nez pro
karcinom kolon, zatimco u CA - 242 je to obracené. Takze kombinaci CA - 242
a CEA lze zlepsit senzitivitu jak u karcinomu kolon tak i rekta. U karcinomu
pankreatu ma CA - 242 vy$si specificitu nez CA -19-9 a mlze byt proto

uZite¢ny pro screening ohrani¢enych, nebo resekabilnich nadord.

TPA , TPS, CYFRA 21-1

TPA je polypetid, jehoz struktura odpovida smési fragmentl cytokeratint. Byl
prokdzan ve vétsiné karcinomd, v klidové zdravé tkani (obzvlasté
neepitelidlni) jej ve vétsi mire nedetekujeme. Antigen s velice podobnou
charakteristikou, definovany na podkladé dalsi monoklonalni protilatky, byl
nazvan TPS (tkanovy polypeptidovy specificky antigen). TPS je polypetid,
ktery odpovida solubilnim fragmentim cytokeratind.

CYFRA 21-1 je solubilni fragment cytokeratinu 19. Vzhledem ke specifickému
vyskytu tohoto cytokeratinu v epitelidlnich  bunkach skvamoézniho
(epidermoidniho) typu ma CYFRA vyssi organovou specificitu nez TPA nebo
TPS.

Cytokeratiny jsou indikatorem bunécné proliferace. Jsou elevovany u mnoha
tumorl a vyska elevace koreluje s progresi tumoru. Pro S&iroky zabé&r
cytokeratinl k nddorovym onemocnénim je doporu¢ovdno mnoha autory

kombinace cytokeratind s taktéZ Siroce zab&rovym CEA.

Adhezivni molekuly

ICAM, VCAM

Molekuly bunéc¢né adheze byly detekovany pro jejich schopnost umoznovat
bunkam vzajemnou adhezi, dale umoznuji komunikaci mezi bunkami a
regulovat tim proliferaci, genovou expresi, diferenciaci, apoptézu a migraci.
Rozezndvame 5 skupin adheznich molekul: integrity, selektiny, adhezni

molekuly z imunoglobulinové rodiny, cadheriny a skupinu CD 44. Viz tab. ¢. 5.
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Adhezivni molekuly

Skupina Molekula

Integriny B1-Bs

Selektiny E-selektin, P-selektin, L-selektin

Imunoglobuliny Intercellular adhesion molecules: ICAM-1, ICAM-2, ICAM-3

Vascular cell adhesion molecules: VCAM-1

Kadheriny E-kadherin, P-kadherin, N-kadherin

Molekula CD 44

Tabulka ¢.5 : Adhezivni molekuly

TK- thymidinkinaza

TK patfi k enzymdm syntézy DNA, které jsou charakteristické pro proliferujici
tkan a ktera existuje v eukaryotickych burnikach ve dvou izoenzymech: TK1
(fetalni TK) a TK2 (,dospéld” TK). Fetdlni izoenzym je vazan na proces
bunécného déleni (je zvySen v S a M fazi bunééného cyklu a lehce v G1 fazi) a
je lokalizovan v cytoplasmé. Izoenzym TK2 je naopak pfitomen v
mitochondriich a jeho aktivita je stabilni v prib&hu celého buné&éného

cyklu. TK je nazyvana jako enzym zachranné (nahradni) cesty syntézy DNA.

Insulin-like growth factor

Inzulinu podobné  rlstové faktory (IGFs) jsou polypeptidy s vysokou
podobnosti sekvenci k inzulinu. IGFs jsou ¢asti komplexniho systému ktery
buniky uzivaji ke komunikaci s okolnim prostifedim. Ukazuje se Ze IGF hraje
roli v ivodu bunécéné proliferace a inhibici apoptdzy. IGF II je povazovany za
primarni rlstovy faktor potfebny pro &asny vyvoj zatimco IGF-I se objevuje
pozdéjsim zivoté bunky. IGF signalni systém hraje centralni roli v bunécném
rlstu, diferenciaci a mnoZeni. IGFBP 3 je v lidském séru nejvice zastoupena
vazebnd bilkovina z IGF rodiny, kterd inhibuje rlst a indukuje apoptézu.
Inzulin podobny rlstovy faktor 1 (IGF 1) je vyluovany jatry nasledkem
stimulace rlstovym hormonem. IGF1 hraje dileZitou roli v anabolickych
pochodech u dospélych. Témér kazda burika v lidském télu je ovliviiovana
IGF- 1, zvl&été svalové buriky, bufiky chrupavky, kosti, jater, ledvin, nerv{,
kdZe a plic.
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V poslednich letech, bylo provedeno nékolik klinickych studii které
ptedpokladaji u jedincd s hladinou IGFBP-3 na horni mezi normalu mozné
snizeni rizika pro vznik rakoviny. Poukazuji na ochranny ucinek proti rakoviné
prsu, prostaty, kolorektalnimu karcinomu a rakoviné plic. In vitro studie a
pokusy na zvitfatech ukazuji na dileZitou roli pro IGFBP-3 v regulaci rlstu
buiky a apoptézy. Neékolik epidemiologickych studii zjistilo, Ze vysoké
hodnoty IGF a nizkd uroven IGFBP-3 souvisi se zvétSenym rizikem
kolorektalniho karcinomu nebo pokrocilych adenomd.

ROzné typy nadord véetné rakoviny tlustého stfeva vykazuji zmé&nu exprese
IGF-I a IGF-II a jejich zakladniho receptoru IGF- IR. Kolorektdlni karcinom
vykazuje v porovnani s okolni zdravou sliznici 10-50 x vys$si hladinu IGF-I a
IGF-11%°.

Leptin

Leptin je 16 kDa proteinovy hormon hrajici klicCovou roli v regulaci
energetickém pfijmu a vydeje. Ob(Lep) gen je umistény na 7. chromozému.
Leptin je produkovany tukovou tkani a reaguje se Sesti druhy receptord (
LepRf). Ackoli leptin redukuje chut, obézni pacienti maji neobvykle vysokou
koncentraci leptinu. Tyto pacienti jsou rezistentni vi& pUsobeni leptinu,
podobné jako jsou diabetici II. typu rezistentni vi¢&i plsobeni insulinu. Leptin
je také silné spojeny s angiogenezi, zvySuje hladinu VEGF.

Obézni pacienti maji mnoho tukovych bunék, a ty produkuji velké mnozstvi
leptinu. Proto obezita vyplyva Castéji z anergie na leptin nez z nepfitomnosti

leptinu.

Adiponektin

Adiponektin je novy ¢&len rostouci rodiny adipocytokinl a je také oznalovany
jako ACRP-30 (adipocyte compliment related protein-30) , Adipo- Q, a APM-1
(adipose tissue most abundant gene transcript-1). Adiponektin je
prevladajicim proteinem vylucovanym z tukové tkané a cirkuluje v mnozstvi
mikrogram/ml. Je strukturalné podobny s kolagenem VIII a hybernacnim
specifickym proteinem C1qg. Na rozdil od vétdiny proteind vyluéovanych z
tukové tkané, které jsou zvysSené v obezité, hladina adiponektinu se zda byt
bud’ snizend nebo nezménéna s mirou tloustky. Je zajimavé, Ze vy$si hladina
adiponektinu se zda byt pozitivnim faktorem obezity na rozdil od jinych
tukovou tkani vyluéovanych proteini které pFispivaji k zdravotnim rizikim
sdruzenym s obezitou. Adiponektin ma také senzibilizujici ucinek na inzulin.
Hladina cirkulujiciho adiponektinu se zdd byt vynikajicim biochemickym

ukazatelem pro zlepseni inzulinové rezistence u obéznich a diabetikd.
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Nizka sérova hladina adiponektinu by mohla pfedstavovat podplrny nastroj v

predpovédi rizika relapsu KRC %%,

VEGF

Vaskuldrni endotelidlni rdstovy faktor C (VEGF C) je prvni identifikovany
angiogenni faktor. Nicméné jeho presna uUloha v procesu karcinogeneze KRC
neni jesté dostatecné definovana.. Néktefi autofi popisuji vtah exprese VEGF
a Spatné progndézy onemocnéni °°, ®¢. Imunohistochemicky byl VEGF-C

detekovan u asi 50% pokrocilych KRC nadord.

Klinické vyuziti nadorovych markert

Doporu¢eni European Group on Tumour Markers (EGTM)®” a American

Society of Clinical Oncology ( ASCO)®® k uzivani nddorovych markerd u KRC.
Diagndza, screening a prognoza
Nejcastéji uzivanym a nejvice prostudovanym markerem je CEA.

CEA neni doporucovan jako screeningovy test, predoperacné ma jeho méreni
vyznam pro stanoveni rozsahu onemocnéni - vyssi hladiny koreluji s horsi
prognézou. CEA mizZe byt ndpomocno pfi stagingu a planovani chirurgické
lé&by, samotnd hladina CEA ale nemdze byt indikaci k adjuvantni terapii. Pro
pocatecni stadia onemocnéni ma nizkou senzitivitu. DalSim problémem je
specificita kolem 90%, mnoho benignich onemocnéni mize elevovat hladinu
CEA ( viz tab.¢ 3). Ze stejnych ddvodi nem(ze byt CEA pouzit samotny pro
diagnézu KRC.

Zadné dalsi markery nejsou doporucovany ani diskutovany pro diagnézu a

screening KRC.
Monitorace onemocnéni

VSeobecné uznavanym a pouzivanym markerem pro kolorektalni karcinom je
CEA. Pro diagnostiku relapsu onemocnéni ma CEA udavanu senzitivitu kolem
80% ( 19-89%) a specificitu kolem 70% ( 34-91%)%. Pravidelné méfeni CEA
( interval cca 3 mésice) mUZe odhalit relaps onemocnéni 4-10 mésici pred
jeho klinickou manifestaci. CEA je senzitivni pro diagndzu jaternich metastaz a
postizeni retroperitonedlnich uzlin, méné pro plicni a peritonedlni metastazy’®.

NékteFi autofi popisuji pozvolny nardst CEA v souvislosti s lokalni recidivou
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nadoru a prudky vzestup u jaternich metastdz’!. Kombinace CEA s CT
vySetfenim je prospésna ve follow-up zvlasté pokud je proveditelna agresivni

resekce pfipadnych metastaz’.

Pro monitoraci |éCby metastdz KRC béhem systémové terapie je opét uzivan
CEA v intervalech 3 mésice. NarUstajici hodnoty CEA znamenaji progresi
onemocnéni i bez radiologického potvrzeni progrese. V prvnich 4 tydnech ale
vzestup CEA mlze byt zplsoben chemoterapii, zvIasté& pfi pouZiti

oxaliplatiny”>.

V ramci monitorace onemocnéni jsou studovany dalsi markery - CA 19-9, CA
242, TPA, TPS, p53, ras onkogen, DNA index, ztrata heterozygozity ( LOH)
dlouhého raménka 18 chromozomu( 18q) ¢i jeho dalece ( DCC) -, provedené
studie jsou zatim nejednoznacné a nedostate¢né, zatim nebylo ustanoveno

doporuceni jejich pouzivani.

Predbézné vysledky ve zkoumani mikrosatelitni instabilty ( MSI) ukazuji, ze
MSI  status mdZe  predpovidat Gé&nnost  adjuvantni  terapie’®.
Imunohistochemické hodnoceni hMSH2 a hMLH1 proteinu u KRC je ¢im dal
tim vice pouzivanou metodou. S MSI je spojen syndrom hereditarni
nepolypézni formy KRC ( HNPCC) - je ¢asto zplsoben mutaci hMSH2 ¢&i
hMLH1 genu.

European Society for Medical Oncology (ESMO) ve svych doporucenich
ohledné sledovani nemocnych po operaci pro karcinom rekta zadné markery
nedoporucuje. Po operacich pro karcinom tra¢niku ESMO doporucuje

z marker( sledovat pouze CEA.
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Experimentalni cast
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Cil prace:

Tato prace si klade za cil shrnout soucasné poznatky o markerech KRC,
nastinit dalsi mozny vyvoj a ve své Casti experimentalni prezentovat vlastni
vysledky autora pfi sledovani vztahu hladin jiz ovéfenych a predevSim zatim
neovéfenych moznych markerl k progndéze onemocnéni u pacientl

podstupujicich kurativni chirurgickou intervenci.

Na vybraném vzorku pacientd s kolorektalnim karcinomem stanovit
predoperaéni hladiny vybranych parametrl a stanovit jejich diskriminaéni
hodnoty (cut-off), porovnat sérové hladiny vSech parametrl u pacientl
s kolorektalnim karcinomem se sérovymi hladinami osob kontrolni skupiny,
stanovit jejich senzitivity pfi optimalnich specificitach.
Stanovit vzajemné korelace jednotlivych parametrd.
Posoudit vyznam pouziti parametrl na zakladé zjisténych senzitivit.
Posoudit moznost vyuziti sledovanych parametrd pro rutinni praxi:

e pro screening

e pro primarni diagnostiku

e pro progndzu

e pro monitoraci |écby
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Metodika:
Soubor pacienti:

Soubor pacientt s kolorektalnim karcinomem.

Do souboru byly zafazeni pacienti, ktefi byli operovani na Chirurgické klinice
FTNsP v Praze 4 (prednosta doc. MUDr. Vladimir Visokai, Ph.D.) a na
Chirurgické klinice FN Plzen (prednosta prof. MUDr. Vladimir Treska, DrSc.).
Pacienti byli operovani v letech 2001 - 2006.

Zarazovacimi kritérii pro studii bylo:
o klinické stadium I.-III. (dle UICC).

e provedend resekce RO - tedy kdy neni prokdzany Zadny rezidudlni

nador makroskopicky ani mikroskopicky.
Vyfazovaci kritéria:
e Kklinické stadium IV.
e nizsi klinické stadium, pokud se nepodafila RO resekce

e patologické parametry jaternich a rendlnich funkci (tj. pokud

presahovaly o 200% referenéni rozmezi sledovanych parametr()

Do studie byli v letech 2001 az 2006 postupné zafazovani pacienti ktefi splnili
kritéria k zaFazeni, celkem bylo zafazeno 174 pacientd. Tab. &.: 6 - 8. Pred
ukoncenim vyhodnoceni bylo ovéfeno, v jakém stadiu onemocnéni se praveé
nachazeji, ¢i zda-li jesté Ziji. Z celého souboru zatim zemfelo 36 nemocnych a

u 24 nemocnych doslo k progresi i recidivé onemocnéni.

Pocet %
Zakladni Muz 111 63,79
udaje Pohlavi ;
N Zena 63 36,21
pacienta

Tabulka & 6. Zakladni epidemiologickd charakteristika souboru pacientd
s kolorektalnim karcinomem (N = 174)
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Kolon 81 47,65
Lokalizace | Rektum + sigma 89 52,35
N/A 6
Kolorektalni karcinom
Adenokarcinom 166 | 96,4
Histologie Mucinézni 5 2,87
N/A 3 1,72
Chemoterapie 52 34,21
Radioterapie 18 11,64
Druh Ié¢by | Chemoradioterapie 18 11,84
Zadna 64 42,11
Adjuvantni oadjuvantni
juvantni/ne juvantni N/A >3
Iécba
Adjuvantni 68 | 44,74
Neoadjuvantni 21 13,82
Typ lécby
Zadna 63 41,45
N/A 22
Zavazna 7 4,02
Ano I
Nezavazna 39 22,41
Pooperacni komplikace
Ne 128 | 73,56
N/A 0
C 34 Karcinom plic 1 0,57
C 50 Karcinom prsu 1 0,57
Vyskyt duplicity nadoru C53 Karcinom dél. hrdla 1 0,57
c61 Karcinom prostaty 1 0,57
7adna 170 | 97,7
Nador 15 8,62
Pric¢ina amrti Jind pficina 20 11,49
Pacient zije 139 | 79,89

Tabulka & 7. Zkladni onkologickd charakteristika souboru pacientd
s kolorektalnim karcinomem (N = 174)
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. Smérodatna i L .
Jednotka Pramér Median Minimum Maximum
odchylka
V&k roky 65,95 + 10,36 66,00 39,00 89,00
vyska m 1,71 +0,09 1,71 1,50 1,97
Vaha kg 80,78 +13,19 80,00 52,00 120,00
BMI kg . m™ 27,74 +4,14 27,08 18,55 41,52
Tabulka ¢& 8. Zakladni demografickd data pacienti s kolorektalnim

karcinomem (N = 174)

Kontrolni skupina pacient

Kontrolni skupinu tvofilo 50 pacientl, ktefi byli podrobné vy$etfeni na odd.
preventivni kardiologie FN Plzen a u nichZz v dobé odbéru kontrolniho vzorku
séra nebyla klinicky prokazana pfitomnost nddorového onemocnéni. Tab. C.:
9, 10.

Pocet %
Zakladni Zena 23 46
udaje Pohlavi
pacienta MuZ 27 54

Tabulka ¢. 9. Zakladni epidemiologicka charakteristika kontrolniho souboru
(N=50)
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. Smérodatna i
Jednotka Primér Median Minimum Maximum
odchylka
VEk roky 48,26 +10,74 50,00 27,00 64,00
vyska | M 173,99 +9,25 173,25 157 198,00
Vaha kg 82,09 +17,49 84,15 51,10 115,00
BMI kg - m™ 26,92 + 4,27 28,48 17,17 34,33

Tabulka ¢. 10. Zakladni demograficka data kontrolni skupiny (N = 50)

Pacienti byli zafazovani a sledovani v prdbéhu 5 let. Tab. &: 11, graf & 8.

Jako ,cenzorovano" jsou oznaceni pacienti, ktefi jesSté ve studii tohoto obdobi

nedosahli.

Tento soubor byl podrobné analyzovan, byly provedeny odbéry séra pred

operaci. Byla povedena i potfebna vyégetfeni k vyloueni znadmych faktord,

které by mohly ovliviiovat vysledky laboratornich stanoveni parametrl

biologické aktivity (zavazné jaterni ¢i renalni insuficience).

. Pocet .
. , . | Pocet Pocet
Pocet Umrti . pacientd i
174 celkem . pacientd 3 cenzorovanych
nové/celkem . S progresi . .
VvV remisi . pacientu
nové /celkem
1- leté sledovani | 22/22 152 0 0
2- leté sledovani | >/27 147 0 0
3- leté sledovani | 7/34 68 5/5 39
4- leté sledovani | 1/35 55 11/16 71
5- leté sledovani | 1/36 1 8/24 129

Tabulka & 11. Pocty pacientd zafazenych v jednotlivych obdobich
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Pocty pacientu

0. rok

- —— ——
0 cenzorovano
16 W progrese
@ remise
2
1. rok 2. rok 3. rok 4. rok 5. rok

Graf ¢.8. Grafické zndzornéni podskupin v jednotlivych letech
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Laboratorni analyzy

Preanalytika

Krev na stanoveni zakladnich biochemickych parametrl i specifickych
parametrl biologické aktivity nadorového onemocné&ni byla odebirdna
z loketni Zily vzdy v rannich hodinach (mezi 6-8 hodinou ranni) po minimalné
8-hodinovém nocnim lacnéni. Sérum ziskané centrifugaci bylo rozdéleno na
minimalné 3 aliquoty a bylo skladovéano az do analytického stanoveni pfi
teploté -70°C. VSechny parametry biologické aktivity nadoru byly stanoveny
na Oddéleni nukledrni mediciny, Usek imunoanalyzy (vedouci prof. MUDr.
Ondfej Topolcan, CSc.) pomoci komercnich diagnostickych souprav dle
doporuceni jednotlivych vyrobcl. Prehled jednotlivych pouZitych laboratornich
analyz a jejich charakteristika je uvedena v tabulce ¢. 12. Kontrola stanoveni
byla provadéna jednak pomoci kontrolnich sér, které jsou soucasti
diagnostickych souprav a jednak pomoci kontrolnich sér urlenych k externi

mezilaboratorni kontrole SEKK (Systém externi kontroly kvality).
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Skupina Parametr Vyrobce Metoda Jednotky:
Onkofetalni Beckman
CEA CLIA ng/mil
markery Coulter
Mucinové Beckman
CA 19-9 CLIA IU/mi
markery Coulter
Proliferativni Beckman
TK REA IU/1
markery Coulter
Cytokeratinové TPA DiaSorin IRMA IU/1
markery TPS IDL Sweden | IRMA U/l
Linco-
I-CAM - XMAP ng/ml
Adhezivni Millipore
molekuly Linco-
V-CAM XMAP ng/ml
Millipore
Linco-
IL6 XMAP pg/ml
Millipore
Interleukiny
Linco-
IL 10 XMAP pg/mi
Millipore
Inhibitor MMP TIMP-1 R&D Systems | EIA ng/ml
; Linco-
Metaloproteinaza | MMP 9 XMAP ng/mil
Millipore
Angiogenni Linco-
VEGF XMAP pg/ml
faktory Millipore
Linco-
Adiponektin . XMAP Mg/ml
Parametry Millipore
metabolizmu Linco-
Leptin XMAP pM
Millipore

Tabulka & 12: Metody stanoveni sledovani parametr( biologické aktivity.
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Interpretace vysledk( a faktory ovliviiujici vysledky nadorovych markert

PFi interpretaci vysledkl si je nutno uv&domit, ze miZe byt ovlivnén tadou
faktord. Tim mlZeme dostat vysledek fale$né& pozitivni i falené negativni.
Nejcast&jdi obecné priciny té&chto falednych vysledkl jsou uvedeny

v nasledujici tabulce ¢. 13.

Falesné pozitivni vysledek Falesné negativni vysledek
e Zanétliva onemocnéni e nespravné zvoleny  druh
e Autoimunitni onemocnéni markeru
e Cholestaza © organ

e Renalni insuficience o histologie

e Kouteni o stupen zralosti

e Zanedbani  biologického  opozdény pfestup z tkané do
polocasu nadorového télnich tekutin
markeru e malo citlivd metodika

Tabulka & 13: Prehled obecnych faktord, které mohou mit vliv na interpretaci

vysledku parametru biologické aktivity nadoru.

Statistické vyhodnoceni

Statistické vyhodnoceni bylo provedeno pomoci software S.A.S. (Statistical
Analysis Software) release 8.02 a programu STATISTICA release 5.1. Pro
mérené parametry v celém souboru byly pocitany zakladni statistické Udaje
jako prdmér, smérodatnd odchylka, rozptyl, medidn, minimum a maximum.
Vybrané statistické (daje byly téZ zpracovany graficky do histogramd. Na
porovnani distribuci jednotlivych parametrd v rlznych skupindch a
podskupinach, vzhledem k distribucim téchto proménnych, byly pouzity
neparametrické testy a to dvouvyb&rovy Wilcoxonlv test. Pro zjisténi

zavislosti zkoumanych znak{ s ohledem k negausovskému rozdé&leni t&chto
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promé&nnych byl pouzit Spearmanlv pofadovy korelaéni koeficient. Pomoci
specificit a senzitivit dané metody byly stanoveny optimalni referenéni meze
(cut-off) mezi skupinami pro danou metodu a dale byla vypoctena cela ROC
krivka. Délka preziti a DFI (disease free interval) byly spocteny uzitim Kaplan-
Meierovy metody odhadu. Pro zjisténi vlivu danych proménnych na délku
prezivani a DFI byl pak uZit Cox{v regresni model.

PFi statistickém vyhodnoceni vysledk{ byly pouzity nasledujici pojmy:

Cut- off (diskriminacni hladina): predstavuje hranici hodnoty nadorového
markeru, ktera oddéluje zdravé jednice od nemocnych. Neexistuji presna
pravidla, jak se cut-off hodnota vypocitdva. Obecné se stanovuje jako
prdmérnd hodnota markeru u kontrolni skupiny zdravych jedinci zvy$end o
dvé standardni odchylky nebo se pouziva 95. percentil. Je vak velmi dlleZité
spravné zafadit jedince do této kontrolni skupiny. Tato skupina muze
zahrnovat pouze zdravé jedince anebo i jedince s benignim onemocnénim.
Hodnota cut-off se zvysSuje za Gcelem odliSeni benigniho a maligniho
onemocnéni. Naopak nizko stanovenda hodnota cut-off znamena vyssi
senzitivitu markeru na Ukor vyznamné niz$i specificity. U nddorovych markert
se proto hodnota cut-off urduje v zavislosti na tom, za jakym ucelem se
nadorovy marker stanovuje. Pfi primarni diagnostice je definovana jako
hladina markeru, pod kterou je 95 % hladin zdravych lidi event. pacientl
s benignim onemocnénim pfi follow-up nadoru nebo monitoraci |éCby je
definovéna jako hladina markeru, pod kterou leZi 95 % hodnot pacientl
v kompletni remisi.

Specificita nadorového markeru (SP): pravdépodobnost, s jakou ma
pacient/subjekt (kontrola) bez diagnostikovaného maligniho onemocnéni
negativni vysledek. Tj. vyjadiuje moznost odliSeni benigni 1éze od maligni.
Senzitivita nadorového markeru (SN): pravdépodobnost, Ze pacient
s hledanym nadorovym onemocnénim ma pozitivni vysledek.tj. vyjadfuje
moznost ¢asnosti zachytu onemocnéni.

Preziti se =zabyva cdasovym intervalem od urcitého okamziku (napf.
operace/primarni terapie) do vyskytu ocekavané udalosti (Umrti, progrese,
apod.). Jednou nejpouzivanéjSich metod analyzy preziti je metoda Kaplan-
Meierové, jez je maximalné vérohodnym bodovym odhadem funkce preziti S
(t) definované vztahem S (t)= P (T = t), kde t je cas (ve stanovenych
jednotkach - mésicich, letech, atd.), T je délka preziti pacienta, P je oznaceni
pro pravdépodobnost. Preziti je nejCastéji popsano funkci preziti, tj.
pravdépodobnost, ze délka zivota pacienta bude vétsi nebo rovna casu ,t" ,

tj., Ze pacient prezije alespon ,t" let od stanoveni diagndzy.
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Absolutni preziti (OS) (absolute, observed, overall survival) se zabyva
dobou dobu mezi diagndzou onemocnéni a oCekavanou udalosti, tedy umrtim
na jakékoliv onemocnéni. BezpfFiznakovy interval (DFI) (disease free
interval) se zabyva intervalem od okamziku dosazeni kompletni remise do
prvnich znamek relapsu. Progndéza vyjadfuje odhad perspektivy dalsiho
prib&hu nadorového onemocnéni. Nejéastéji je progndza vyjadiovana jako
trileté, pétileté (nejcastéji) a desetileté preziti. To znamena, jaké procento
nemocnych prezije 3, 5 nebo 10 let od stanoveni primarni diagndzy. Nebo je
charakterizovana dobou do vzniku relapsu, tj pomoci bezpfiznakového obdobi
(DFI). Progndza se stanovuje v klinické praxi za pomoci tzv. prognostickych
parametrl odvozenych na zdkladn& univariantni, dast&ji multivariantni
analyzy. Prognostické parametry jsou klinicko-patologické faktory, které
bezprostfedné& souviseji s nddorovym onemocnénim. MizZe jit o parametry
klinického stavu, vysledky zobrazovacich technik, parametry urcené
patologem, laboratorni, atd. Uréeni prognostickych markert je ddleZité pro
individualizaci péce o onkologického nemocného. Lze naptiklad optimalizovat
dispenzarni péci - jak z hlediska frekvence, kontrol, ale i jejich naplné nebo
volit a optimalizovat terapii. Mnohdy je progndza nespravné jen zuzovana na
prognostické markery uréované imunoanalytickymi metodami,
imunohistochemickymi metodami nebo pomoci metod molekularni biologie.
ROC krivka (Receiver Operating Characteristic curve) kfivka znazormuje jako
vztah mezi senzitivitou a specificitou (resp. 100-specificitou pfi vyjadreni
v procentech).

Chi-kvadrat je v této studii prezentovan pro Coxdv model proporcionélnich
rizik model, kde Waldova testova statistika ma toto rozdéleni. Tj. ¢im vyssi

Cislo testové statistiky, tim je test vyznamnéjsi.
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Vysledky:

Laboratorni vysledky jsou prezentovany v nasledujicich tabulkach ¢. 14 - 16 a
grafech ¢. 9 - 10:

Parametr Jednotka Median Minimum | Maximum
CEA ng/ml 2,00 0,00 85,00
CA 19-9 IU/ml 10,05 0,70 606,00
T 1U/1 4,70 0,40 80,00
TPA 1U/I 44,00 0,00 375,00
TPS U/l 43,50 0,00 905,00
I-CAM ng/mi 108,97 | 30,46 434,72
V-CAM ng/ml 1053,00 | 472,57 1816,00
IL-6 pg/ml 6,49 0,56 142,09
IL-10 pg/ml 5,55 0,64 209,92
TIMP-1 ng/ml 164,20 104,40 153,40
MMP-9 ng/ml 484,91 135,04 2528,00
VEGF pg/ml 139,60 12,31 1475,00
Adiponektin | H9/m! 9,60 2,80 39,00
Leptin pM 465,83 6,20 4676,00

Tabulka ¢&.14: Zakladni deskriptivni statistika parametrd biologické aktivity

nadoru u pacientd s kolorektalnim karcinomem (N=174)
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Parametr Jedn. Median Minimum Maximum
CEA ng/ml 1,50 0,30 6,90

CA 19-9 U/ ml 5,20 0,80 32,00
TK U/ 5,90 2,90 21,70
TPA U/ 10,00 10,00 240,00
TPS U/ 35,00 10,00 236,00
I-CAM ng/ml 114,42 53,68 249,28
V-CAM ng/ml 1016,28 660,16 1734,86
IL-6 pg/ml 1,21 0,57 82,13
IL-10 pg/mi 0,64 0,64 10,36
TIMP-1 ng/ml 143,60 108,60 207,20
MMP-9 ng/ml 431,88 166,12 944,27
VEGF pg/ml 112,65 3,20 377,22
Adiponektin pg/ml 12,36 5,33 25,00
Leptin pM 408,24 8,40 1336,39

Tabulka ¢&.15: Zakladni deskriptivni statistika parametrd biologické aktivity

nadoru u kontrolniho souboru zdravych jedincg.
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; Skupina s kolorektalnim
Kontrolni skupina i
karcinomem

N=50 p-

Parametr Jedn. N= 174
hodnota
o . |Smérod. |95. o . |Smérod. |95.
Prumeér Prumeér
odchylka |percentil odchylka |percentil

CEA ng/ml [1,92 +1,35 (4,30 5,98 +12,58 24,10 0,0388
CA 19-9 IU/ml |8,08 +7,72 24,90 25,03 |+60,41 96,10 0,0003
TK IU/I 7,22 + 4,05 18,30 6,84 +9,34 22,00 0,0021
TPA IU/1 24,50 + 38,37 |57,00 61,87 |+68,35 229,00 |<0,0001
TPS IU/I 51,26 +52,05 (172,00 82,89 |+127,14 |248,00 |(0,0995
I-CAM ng/ml [126,88 |+44,42 |228,45 119,58 |+ 49,28 219,18 10,1566
V-CAM ng/ml |1049,25 |+ 213,43 (1463,77 |1051,65|+ 258,56 |1504,91 |0,9944
IL-6 pg/ml (3,71 +11,69 |11,52 18,14 |+ 25,11 74,84 <0,0001
IL-10 pg/ml |1,24 +1,55 |3,46 10,27 |£21,02 39,21 <0,0001
TIMP-1 ng/ml |145,01 |+22,79 |188,20 180,16 |+ 51,99 282,00 |<0,0001
MMP-9 ng/ml |468,62 |+ 190,12(911,67 529,10 [+ 290,74 |1033,32 |0,2646
VEGF pg/ml [134,51 |[+83,73 (324,02 209,43 |+ 217,19 |668,61 |0,1665
Adiponektin pg/ml 12,82 +4,90 |25,00 17,61 |+6,51 28,87 <0,0001
Leptin pM 509,90 |+357,73(1258,83 |896,91 |+ 1104,00 (3897,58 (0,4727

Tabulka ¢& 16: Porovnani hodnot parametr( biologické aktivity nadord mezi

skupinou s kolorektalnim karcinomem (N = 174) a mezi kontrolni skupinou

zdravych osob (N = 50). Wilcoxon(v test
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Graf &.9 : Grafické porovnani primérnych hodnot parametrd, u kterych nebyly
prokazany mezi kontrolni a patologickou skupinou statisticky vyznamné
rozdily - logaritmické méritko
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Graf & 10: Grafické porovnani primérnych hodnot parametrd, u kterych byly

prokazany statisticky vyznamné rozdily mezi

skupinou - logaritmické méFitko

kontrolni a patologickou
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Byly vypotitdny korelace mezi jednotlivymi parametry u pacientd s KRC i u

kontrolni skupiny. V nasledujici tabulce ¢. 17 jsou uvedeny pouze statisticky

vyznamné korelace, podrobny komentar je v kapitole ,Diskuze".

IL 10 x leptin

Korelace mezi KRC Kontrolni skupina
parametry r= p-hodnota r= p-hodnota
CEA x CA 19-9 0,33762 0,0002 NS
CEA x ICAM 0,30048 0,0009 NS
TK vs. CA 19-9 0,33167 0,0032 NS
TK x TPA 0,62628 0,0003 NS
TK x TPS 0,47800 0,0001 NS
TK x TIMP 0,43420 0,0020 NS
TK x IL 10 NS 0,44551 0,0012
TPA x TPS 0,41444 0,0002 0,67567 0,0001
TPA x VCAM NS 0,51118 0,0001
TPS x VCAM NS 0,61434 0,0001
ICAM x VCAM NS 0,38724 0,0055
TIMP-1 x leptin 0,40264 0,0074 NS
IL6 x adiponektin 0,41313 0,0059 NS

NS 0,47938 0,0004

v

Tabulka & 17: Statisticky vyznamné korelace u skupiny pacientd s KRC
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Odhad Stand Pomér | Chi-
Parametr (jednotka) parame | ardni rizik kvadrét p-hodnota
tru chyba
N 0,6774 0,2009 | 1,969 11,3708 | 0,0007
T 0,6884 0,2416 | 1,991 8,1216 0,0044
G (Grading) 0,6408 0,2313 | 1,898 7,6739 0,0056
CA 19-9 (IU/ml) 0,0037 0,0017 | 1,004 | 4,5078 0,0337
Vék (roky) 0,0422 0,0212 | 1,043 3,9646 0,0465
TPS (IU/) 0,0021 0,0012 | 1,002 3,1346 0,0766
TIMP-1(IU/I) 0,0067 0,0040 | 1,007 2,7977 0,0944
TPA (IU/I) 0,0042 0,0025 | 1,004 2,7852 0,0951
CEA (ng/ml) -0,0024 | 0,0177 | 0,998 0,0189 0,8906
VEGF (pg/ml) 0,0017 0,0008 | 1,001 2,3740 0,1234
Leptin (pM) 0,0002 0,0001 | 1,000 1,9504 0,1625
Adiponektin (pg/ml) 0,0681 0,0585 | 1,071 1,3567 0,2441
IL-6 (pM) 0,0060 0,0056 | 1,006 1,1278 0,2882
IL-10 (pg/ml) 0,0038 0,0063 | 1,004 0,3665 0,5449
MMP-9 (ng/ml) -0,0003 | 0,0007 | 1,000 0,0267 0,6057
I-CAM (ng/ml) -0,0020 | 0,0041 | 0,998 0,2391 0,6248
V-CAM (ng/ml) 0,0002 0,0007 | 1,000 0,0536 0,8169

Tabulka ¢ 18: Coxidv regresni model celkového preZiti bez ohledu na pfFicinu

(univariacni analyza) - sefazeno dle statistické vyznamnosti
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Odhad Standard | Pomér Chi-
parametru ni chyba rizik kvadrat p-hodnota
Vék (roky) -0,0681 0,2886 0,934 5,6434 0,0183
CA 19-9 (IU/ml) 0,0046 0,0020 1,005 5,5118 0,0189
CEA (ng/ml) 0,0264 0,0120 1,027 4,8419 | 0,0278
TPA (IU/ml) 0,0048 0,0022 1,005 4,7413 | 0,0294
Adiponektin (pg/ml) -0,3561 0,1679 0,700 4,4973 0,0339
ICAM (ng/ml) 0,0095 0,0045 1,010 4,4430 0,0350
V-CAM (ng/ml) 0,0017 0,0009 0,998 3,144 0,0739
VEGF (pg/ml) 0,0015 0,0010 1,002 2,5098 0,1131
TK (IU/ml) -0,0934 0,0785 0,911 1,4164 0,2340
Leptin (pM) -0,0258 0,0258 0,975 0,9926 | 0,3191
Hmotnost (kg) 0,01 0,03 1,01 0,16 0,6849
Leptin (pM) -0,0179 0,0214 0,982 0,7053 0,4010
IL-6 (pg/ml) 0,0048 0,0078 1,005 0,3844 | 0,5353
TPS (IU/ml) 0,0007 0,0016 1,001 0,1888 0,6640
MMP-9 (ng/ml) 0,0001 0,0006 1,000 0,0268 0,8699
TIMP-1 (ng/ml) -0,0003 0,0040 1,000 0,0044 0,9471
IL-10 (pg/ml) 0,0002 0,0142 1,000 0,0002 | 0,9886
Tabulka & 19: CoxGv regresni model - ¢&as do progrese - PFS

(univariacni analyza) - sefazeno dle vyznamnosti
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Tato tabulka Coxova regresniho modelu pro bezptiznakové prezivani (PFS)
ukazuje, jak izolované jednotlivé parametry ovliviiuji prezivani pacienta bez

klinickych zndmek recidivy ¢i progrese onemocnéni.

Déle jsme se zabyvali porovnavanim senzitivit pi riznych hodnotach specificit
- viz tabulka ¢. 20 .

Obecné plati, ze pokud jiz pacienta sledujeme v obdobi folllow-up, Ize Fici, ze
potfebujeme co nejvy$si senzitivitu, kterd mdze byt na Ukor specificity tak,

aby byl zachyt recidivy co nejcasnéjsi.
Naopak pro primarni Ci diferencidlni diagnostiku je snaha pouzit co nejvyssi

specificitu, abychom zbytecné nezatézovali pacienty zbyteCnym vysSetfovanim,

pokud bychom pouzili nizsi specificity.
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Parametr Cut-off Specificita (%) | Senzitivita (%) | p-hodnota
3,7 90 28,57

CEA 0,0388
4,5 95 23,53
19,3 90 30,25

CA 19-9 0,0003
25,0 95 21,01
12,8 90 10,11

TK 0,0021
18,6 95 6,74
54,0 90 40,00

TPA <0,0001
58,0 95 32,00
163,0 90 12,28

TPS 0,0995
173,0 95 11,40

MMP-9 911,67 95 6,00 0,2646
173,0 90 39,76

TIMP-1 <0,0001
188,2 95 32,53

I-CAM 228,45 95 2,67 0,1566

V-CAM 1463,77 | 95 7,33 0,9944

VEGF 324,02 95 17,60 0,1665
3,90 90 76,00

IL-6 <0,0001
11,52 95 31,33
2,54 90 72,00

IL-10 <0,0001
3,46 95 63,33

Leptin 12583,83 | 95 21,30 0,4727
18,2350 | 90 47,33

Adiponektin <0,0001
25,0000 | 95 19,08

Tabulka &.20:. Senzitivity vybranych parametri biologické aktivity pri
specificité 90 a 95%:
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Graf & 11. Grafické zndzornéni senzitivit jednotlivych parametrd v porovnani

s poZadavky na idedlni marker pro screening a diagnostiku.

Z grafu senzitivit jednotlivych parametrl ( graf & 11) a ROC kfivek pro
jednotlivé parametry ( grafy ¢. 12 - 19) je zfejmé, ze zadny ze stanovenych
parametrl nespliiuje pfisnd kritéria pro screening, kde by takovy parametr
musel dosahovat senzitivity 97% pfi 95% specificité. Zadny z téchto
parametrl nemé& zatim ani diagnostickou vyznamnost tak, aby splfioval
kriteria pro primarni diagnostiku (dle EGTM)”>. Podle nich musi parametr pro
primarni diagnostiku dosahovat bud’ senzitivity 75% pfi 95% specificité nebo

senzitivity 85% pfi 90% specificité.
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Graf ¢.13 : ROC kfivka pro parametr TPA (AUC = 0,83958)
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Graf ¢.14 : ROC kfivka pro parametr CEA 19-9: (AUC = 0,68796)
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Graf ¢. 15: ROC kFivka pro parametr TIMP-1. (AUC=0,74096)
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Graf ¢.16 : ROC kfivka pro parametr TPS (AUC=0,60078)
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Graf ¢&. 17: ROC kFivka pro parametr adiponektin (AUC=0,70893)
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Graf ¢. 18: ROC kFivka pro parametr IL-6 (AUC 0,86487)
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Graf ¢.19 : ROC kfivka pro parametr IL-10 (AUC= 0,62340)
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Diskuze

Ve snaze konfrontovat nase vysledky s vysledky publikovanymi ve svété jsme
nalezli na Medline 2711 praci zabyvajicich se CEA a kolorektalnim
karcinomem, z nich 145 posuzuje predoperacni hladinu CEA ve smyslu
prognézy onemocnéni. Pro CA 19-9 Slo o 425 praci, 25 z nich se zabyvalo CA
19-9 a progndzou onemocnéni. V piipadé ostatnich markerl ( adiponektin,
leptin, IGF-1, IL6) Slo o desitky praci a jen minimum z nich se zabyva

hladinou markeru a prognézou onemocnéni.

Karcinoembryonalni antigen je vSeobecné uznavanym markerem KRC.

CEA patfi do imunoglobulinové supergenové rodiny, jejiz produkty jsou jak
komplexni molekuly vyskytujici se na bunécné membrang, tak i extracelularni
molekuly s velice rozdilnymi funkcemi. Kromé vlastniho CEA, nespecifického
cross-reaktivniho antigenu (NCA) a ,,CEA-Gene family Member-2" (CGM-2) lze
do této skupiny proteind kddovanych geny této rodiny zaradit také biliarni
glykoprotein (BGP), ktery je vazan transmembranové a jehoz hladiny jsou v

malignim procesu obvykle snizeny.

Za fyziologickych podminek je CEA produkovan ve vyvijejicim se embryu, kde
je syntetizovany v epitelidlnich bunikach, a to predevSsim na jejich
membranach. V dospélém véku je syntetizovdan v minimalnim mnoZstvi
epitelidlnimi bufikami stfevni sliznice, Zaludku a bronchl. CEA se nachdzi
predevéim ve tkani nadorl karcinomd tlustého stfeva a koneéniku. Jeho
vyskyt je vazan na lépe diferencované struktury epitelidlnich bunék téchto
nadord, kde je uloZzen na apikalni strané& buriky. U nadord nediferencovanych

je jeho distribuce homogenni, v anaplastickych nadorech obvykle chybi.

NarQst hladin CEA béhem I|éCby ukazuje na progresi onemocnéni.
Chemoterapie miZe prechodné&, zvla&té po jejim nasazeni, elevovat hladinu
CEA nejspide v dlsledku narudeni jaternich funkci. K dal$im benignim
onemocnénim, ktera mohou elevovat CEA patfi gastritis, viedova choroba,
divertikulitida, jaterni onemocnéni, CHOPN, diabetes a jina akutni Ci chronicka
zanétlivd onemocnéni. Nicméné& CEA zUstava ,zlatym standardem" markeru
KRC pro pouziti v rdmci follow-up. Nicméné ani zde, jak vychazi m.j. i z nasi
predchozi studie, follow-up zalozené pouze na sledovani CEA a CA 19-9
neodhali vice neZ tfetinu relapsi’®. Dle vysledk( nasi soucasné studie je
prognostickym faktorem pro bezpfiznakové preziti (DFI), ale ne pro celkové
preziti (0OS).
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CA 19-9 je v pripadé jeho elevace v dobé diagndzy prediktivnim faktorem pro
preziti pacientl’” a téZ jsou vysoké hladiny tohoto markeru spojené s vendzni
invazi tumoru a jeho lymfatickym &ifenim’®. CA 19-9 - mucinovy marker je
v nasi studii v dobé& diagndzy zvysen v nizkém procentu pfipadl, ale kdyZ je
zvysen, pak je vyrazné nepfiznivym prognostickym faktorem, a to jak pro

bezpriznakové i celkové preziti (DFI i OS).

Adipocytokiny leptin a adiponektin se Gcastni regulace télesné hmotnosti. V
odpovéd na ztradtu na hmotnosti, adiponektin se zvysSuje a leptin se snizuje.
Nadorova kachexie je charakterizovana ztratou svalové hmoty a tukové tkané
spole¢né s anorexii. Zhor$ena odpovéd na adiponektin a leptin mdze hrat roli
v patogenezi nadorové kachexie.

Zda se ze leptin hraje roli v regulaci hladiny ghrelinu, peptidu produkovaného
v zaludku a tenkém stfevé ktery stimuluje chut a nartist hmotnosti.

Snizenda hladina adiponektinu je spojena s inzulinovou rezistenci, diabetem II.
typu a aterosklerézou. Studie ukazuji, Zze adiponektin mdzZe hrat roli ve vyvoji
riznych nadorovych onemocnéni. Mlze plsobit pfimo na nadorové bufiky
a/nebo nepfimo regulaci citlivosti na inzulin’®. V sou¢asné dobé je k dispozici
cela rada studii o adiponektinu jako rizikovém faktoru kolorektalniho
karcinomu. Bylo prokazano, ze ¢im je nizsi hladina adiponektinu, tim je vyssi
riziko vzniku kolorektalniho karcinomu® Vysledky nasi studie ukazujici, Ze
nemocni s kolorektalnim karcinomem maji signifikantné vyssi hladinu
adiponektinu nez kontrolni skupina je v rozporu s literaturou. Rozpor je

zdanlivy, Ferroni a kol.®!

ve své praci prezentuje, ze nizké hladiny
adiponektinu jsou predevSim u pokrocilych stadii a Ze predikuji recidivu.
V naSem souboru nemocnych s kolorektalnim karcinomem se jednalo
predevSsim o nemocné s méné pokrocilym onemocnénim. Kromé toho jsme
prokazali, ze ¢im vysSSi hodnota adiponektinu, tim delsi bylo preziti a tim
mensi riziko recidivy.

V literatufe neni mnoho zminek o sledovani hladin leptinu ve vztahu ke
kolorektalnimu karcinomu, nicméné nékteré studie prokazuji zvysené riziko
vzniku KRC pfi vysokych sérovych hladinach leptinu®?, jiné prokazuji zvy$ené
riziko ( 3,3x) vzniku adenomd kolon u muzl s vysokou hladinou leptinu®3.
Jedind prace zabyvajici se prognézou onemocnéni a hladinami adipokind
ukazuje na uzite¢nost kombinovaného meéreni adiponektinu a leptinu u

pacientd s KRC?,
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Systémova zanétlivd reakce mize byt jednim z spoustécich mechanizmd
kolorektalni karcinogeneze. Studie prokazuji Ze genetické variace IL-6, IL-8 a
IL-10 jsou spojeny s kolorektdlnimi adenomy a karcinomy®. IL-6 mdize
prispét k nadorové proliferaci stimulaci rdstu buné&k a inhibici apoptdzy.
Vysoké hladiny IL-6 jsou ¢asto pozorovany u pokrocilych stadii onemocnéni®.
Role interleukinu 6 v zanétlivych procesech byla mnohokrat diskutovana, jeho
role jako prognostického faktoru v malignich procest je zmifiovdna méné.
Vysledky poslednich sledovani ukazuji na spojitost hladiny IL-6 s progresi
KRC, gradingem a pokro¢ilosti primarniho tumoru®’. Belluco a kol. % nalézaji
nejenom elevaci IL-6 u pacientl s KRC, ale téZ korelaci mezi hladinami IL-6 a
CEA a také s progresi onemocnéni. Tato studie ukazuje na IL-6 jako na
negativni, nezavisly prognosticky faktor u KRC pfi elevaci nad 10 pg/ml. Roli
IL-6 jako prognostického faktoru potvrzuji i daldi studie®®. Nade studie
v souhlase se zminovanymi prokazuje signifikantné zvySené predoperacni

hladiny interleukind 6 a 10.

Cytokeratinové markery ( TPA, TPS) byly jiz v minulosti mnohokrat zkoumany
a jejich vyznam pro progndézu onemocnéni nebyl prokazan. Vyskyt TPA je
vSak spojen s rychle se mnozicimi epitelidlnimi bufikami plodu. Jeho vyskyt v
séru je vazan na rozdil od diferenciaénich antigenl spiSe s bun&&nou aktivitou

9. 91 Tato aktivita mize reflektovat nejen

nez s objemem nadorové hmoty
proces déleni bunék, ale i apoptdzu, ev. degradaci tkdné a nekrdézu. Polocas
rozpadu v cirkulaci je 7 dni a sniZzeni hladiny po kurativhim chirurgickém
zakroku je docileno po 3-4 tydnech.

Z vysledk{ nasich pfedchozich zkoumani®? vyplyva, e TPA i TPS jsou schopné
potvrdit pokrocilost onemocnéni®®, ale v porovnani s CEA a CA 19-9 nam
neprinaseji zadnou dalsi informaci. Nejnovéjsi studie ukazuji na prinos TPS a
TPA ve stanoveni prognézy onemocnéni u pacientl operovanych pro jaterni
metastdzy KRC*. TPS je uzite¢ny marker v pooperaénim sledovani a nékdy
mQze nalézt recidivu onemocnéni nez CEA. Vzestup sérové koncentrace TPS
mize predchazet symptomy recidivy KRC o 2-6 mé&sicG®®. V na&i studii jsme
neprokazali signifikantn& zvy&ené hladiny TPS u pacientl s KRC ve srovnani
s kontrolni skupinou, zda se, ze TPA je specifi¢téjsi nez TPS.

U dalsiho cytokeratinového markeru CYFRA 21-1 vyskyt v séru nemocnych s
malignimi nadory muZe souviset s bun&&nou nekrézou. Zvys$enou hladinu
CYFRA 21-1 nachazime predevSim u nemalobunécného karcinomu plic,
nadord mocového méchyfe a nadorl oblasti hlavy a krku. Fyziologicky je
prokazatelnd ve tkani plic, délohy a traviciho Ustroji. CYFRA je degradovéana
jatry a vyluCovana ledvinami. Z benignich onemocnéni je nutno zvazZovat
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faleSné pozitivni hodnoty u nemocnych s jaterni cirhézou, s chronickym
selhanim ledvin, ev. s infekci respiracniho traktu. Nespecifické zvyseni je
mozno pozorovat pfi nékterych onemocnénich jater (cirhdza, hepatitida),
rovnéz i u infek¢énich onemocnéni. FaleSné pozitivni hodnoty nalézame rovnéz

u astmatu®e.

Za fyziologickych podminek je thymidinkindza intenzivné syntetizovana
ptedevéim v jatrech b&hem vyvoje plodu, po porodu se syntéza zpomaluje®’.
Patologicky se nachazi v rychle proliferujicich tkanich a z téchto tkani se
dostava do cirkulace. Intenzivni produkce je pozorovana predevSim u
onemocnéni s generalizovanou zvySenou proliferaci u hematologickych
malignit. Biologicky polocas je asi 2 dny. Vzhledem k tomu, Ze nékterd
cytostatika blokuji ,de novo” syntézu DNA (metotrexat,5-fluorouracil), je
stimulovéna aktivita enzymU ,zachranné” nahradni cesty syntézy a dochazi
k vzestupu hladin TK. Nespecifické zvySeni je mozno pozorovat pfi nékterych
zanétlivych  onemocnénich plic a traviciho astroji, virové infekci
(cytomegaloviry, herpes viry) a revmatickych chorobach.

O diagnostickém vyuziti thymidinkindzy u kolorektalniho karcinomu existuje

%,V nich se porovnavaji vy$si hodnoty TK pouze u

pouze malo praci®®
kolorektalniho karcinomu klinického stadia IV, u casnéjsich stadii bez
klinickych symptomd nebyly zjist&ny signifikantné vy$si hodnoty TK.
Thymidinkindza se zda byt uzitechym markerem pro monitoraci efektu
adjuvantni nebo paliativni chemoterapie'®. V nagem souboru nebyly zjisté&ny

zvysené hodnoty TK.

Intercellular Adhesion Molecule-1 (ICAM-1) je glykoprotein, ktery muzZe byt
produkovan endotelialnimi burfikami, epitelidlnimi bufikami thymu, fibroblasty i
jinymi epitelidlnimi bufikami.  Zvy%end produkce endoteliemi mize byt
stimulovana mediatory zanétu (IL-1, TNF). Zakladni fyziologickou ulohou
ICAM-1 je zprostfedkovavat, spolu s integriny adhezi leukocytd k poskozenym
burikdm cévniho endotelu a transendotelidini migraci. ZvysSenou hladinu
ICAM-1 nalézame u alergickych onemocnéni, autoimunitnich chorob ( RA, RS,
SLE, DM insulin dependentni), infekénich onemocnéni ( HIV, TBC, malarie),
akutniho infarktu myokardu, asthma bronchiale, jaternich onemocnéni apod.
Z malignich onemocnéni nalézdme zvySené hladiny ICAM-1 u nddord
mocového méchyre, hematologickych malignit a melanomu.
Vascular cell adhesion molecule-1 (VCAM-1) je glykoprotein o molekuldrni
vaze 110 kDa produkovany endotelidlnimi bufikami a mikrofagy na podkladé
F1°1, podporuje adhezi lymfocytl, monocytl, eosinofill a
77
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bazofild po interakci s antigenem VLA-4. Elevaci VCAM-1 v séru nachazime u
karcinomu ovarii, GIT, karcinomu mocového méchyre, non Hodgkinskych
lymfomd a karcinomu prsu. Z benignich onemocnéni se jednd o autoiminitni
onemocnéni ( RS, SLE, RA), infekéni onemocnéni, zanétliva onemocnéni,

poruchu renalnich funkci, hyperthyreézu ¢i hemodialyzované pacienty.

Byly zjistény vyssi hodnoty TIMP-1 v patologické skupiné, coz lze vysvétlit
tim, Ze zarazeni pacienti jsou v relativné pocinajicich klinickych stadiich I.-III.,
kdy ma jesté TIMP prevahu nad MMP. V literature neni mnoho praci
zabyvajicich se TIMP-1 a KRC a data jsou zatim rozporuplna. Elevaci TIMP-1
v pokrotilych stadiich onemocnéni prokazuje prace Korotkové!®?, Obecné je

ptijimana asociace $patné progndzy onemocnéni pfi elevaci TIMP%3,

Je popisovana korelace mezi expresi VEGF C a lymfatickou a vendzni invazi,
infiltraci lymfatickych uzlin, stadiem onemocnéni, pfitomnosti jaternich
metastaz, hloubkou invaze, horsi diferenciaci nadoru a hustotou
vaskularizace. Je znamo ze VEGF-C se vaze na receptory VEGFR-2 i VEGFR- 3.
Aktivace VEGFR-2 ma za nasledek mnozeni cévnich endotelidlnich bunék. Na
rozdil od toho, aktivace VEGFR-3 zpUsobi mnoZeni lymfatickych cév. Odpovéd’
na VEGF ( angiogenni vers. lymphangiogeni) v tkani je takto dana pomérem
exprese obou receptort!®. Navic, aktivace lymfatik VEGF-C navodi sekreci
chemokinl a podobnych faktorQ, pFitahujicich nddorové buriky a usnadfiujicich
jejich vstup do lymfatickych cévi®®, Kromé& VEGF- C, dal&i ¢len VEGF rodiny,
VEGF- D, také stimuluje lymphangiogenezi aktivaci VEGFR-3 v nadorovych
burikach % - 107 Ale vztah mezi VEGF-C a VEGF-D, stejné jako role VEGF-D v

lidskych nadorech je jesté nejasny.

V tabulce €. 17 jsou uvedeny vSechny vysoce vyznamné statistické korelace.
Zadny z korelaénich parametrl nemél korelaéni koeficient vy$si nez 0,8000.
Proto se o zadné ze zjisténych korelaci neda fici, ze by umoznovala nahradu
jednoho parametru druhym nebo ze existuje mezi parametry pficinna
souvislost. U parametrl biologické aktivity se vyskytovaly korelace prakticky
jen v nadorové skupiné. Korelovaly spolu predevsSim parametry, které maji
vyznam pfti aktivaci proliferativnich d&jd. Patfi mezi né proliferaéni marker TK
¢i cytokeratiny. Rada autord mezi cytokeratinové markery Fadi pouze
cytokeratiny TPA a TPS, které spolu korelovaly v kontrolni skupiné. Je
pravdépodobné, Ze pro nenadorovou bunku je nutna rovnovaha cytoskeletonu
bunky.
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Zaver:

Zavéry vyplyvajici ze studie

e U nemocnych s kolorektalnim karcinomem jsme prokazali signifikantni

r v ’ s “r s o
zvyseni nasledujicich parametru:

o

CEA - karcinoembryonalni marker je signifikantné zvySen u
nemocnych s kolorektdlnim karcinomem, je prognostickym
faktorem pro bezpriznakové preziti (PFS), ale ne pro celkové
preziti (0S).

CA 19-9 - mucinovy marker je rovnéz signifikantné zvysSen u
nemocnych s kolorektalnim karcinomem. Je sice zvySen
Vv nizkém procentu ptipadd, ale kdy? je zvysen, pak je vyrazné
nepfiznivym  prognostickym faktorem, a to jak pro

bezpFiznakové i celkové preziti (PFS i OS).

TPA - cytokeratinovy marker, jehoz vzestup souvisi
pravdépodobné s bunécnym délenim, poskozenim
cytoskleletonu pfi expanzi nadoru a i predpokladanou inhibici
apoptdzy. Pri zvyseni hodnoty nad diskriminacni hodnotu cut-off
se vyznamné zvysSuje riziko recidivy nadoru. Zda se, Ze u
kolorektalniho karcinomu je specifictéjsi nez cytokeratinovy
marker TPS.

Interleukiny IL-6 a IL-10: Oba tyto markery jsou vysoce
signifikantné zvyseny u nemocnych s kolorektalnim
karcinomem. Vzestup téchto markerl je dikazem pro teorii o

Uloze zanétu pfi vzniku a rozvoji nadord.

TIMP-1 - inhibitor metaloproteindz byl v patologické skupiné
vyznamné zvysSen, coz souvisi s jeho biologickou proliferacni a
antiapoptotickou aktivitou.

Adiponektin - nami zjisténé signifikantni zvysSeni hodnot souvisi
se slozenim souboru. Jedna se o nemocné v ¢asném stadiu
kolorektalniho karcinomu a s nizkym vyskytem recidiv. Hladiny
korelovaly s progndézou (prezitim i bezpfiznakovym stadiem,
tedy PFS i 0S).

e Neprokazali jsme signifikantni zmény v hladindch cytokeratinu TPS,

adhezivnich molekul, angiogenetickych faktord a leptinu.

79



1.

2.

Vyznam stanoveni nadorovych markert a markerd angiogeneze pro prognézu kolorektélniho karcinomu

Prokdazali jsme vyznamné rozdily mezi kontrolni skupinou a skupinou

s KRK ve vzdjemnych korelacich mezi jednotlivymi parametry:

U skupiny s KRC existuje korelace mezi CEA a CA 19-9, TK a CA 19-9,
TPA, TPS, TIMP-1 a C-peptidem, tj. mezi vSemi parametry, které hraji
roli v podpore buné¢né proliferace. Zadna takova zavislost v kontrolni

skupiné neexistovala.

V kontrolni skupiné existovala podstatné tésnéjsi korelace mezi obéma
sledovanymi cytokeratiny a navic existovala korelace cytokeratint

s adhezivnimi molekulami.

U metabolickych parametrl byly pfitomny korelace jak ve skupiné KRC

ta ve skupiné kontrolni.

PFi posouzeni klinického vyuziti jednotlivych parametrd na zakladé jejich

senzitivit jsme zjistili, Ze:

Senzitivita, ktera by byla diagnosticky vyuzitelnd u cCasnych stadii
kolorektalniho karcinomu, byla pouze u IL-10 senzitivita vySSi nez 50%
pri 95% specificité a u IL-6 byla senzitivita vysSi nez 50% pfi 90%
specificité. Lze tedy uvazZovat o jejich vyuziti jako doplfikovych
markerd.

VSechny ostatni parametry vcéetné CEA a CA19-9 mély velice nizké
senzitivity pri specificité 90% i 95%, coz je plné v souladu
s dostupnymi literarnimi Gdaji.

ROC pro TPA - viz graf ¢. 13 vykazuje sice velmi vysokou senzitivitu,
ale az pfi specificitdch pod 85%. Cut-off pro tak nizké specificity se ale

v praxi nepouzivaji.

Zavéry pro rutinni praxi
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a. Pravidlim pro screening ?adny se sledovanych parametrl

nevyhovuje.

b. Rovnéz pro ¢asnou primarni diagnostiku nadoru neexistuje
v souCasné dobé Zzadny vhodny parametr ani jejich

kombinace.

c. Nékteré parametry maji vyznam pro stanoveni prognozy

onemocnéni:
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= ZvySena hodnota CA 19-9 znamend vzdy nepfiznivou
prognodzu, a to jak ve vztahu k recidivé, tak i ve vztahu

k celkové Umrtnosti.

* Angiogeneticky faktor VEGF je prognostickym faktorem

pro celkové preziti.

= CEA je parametrem, ktery souvisi predevsSim s progresi

onemocnéni.

= Interleukiny se jevi byt vhodnymi perspektivnimi

doplnkovymi nadorovymi markery

= Adiponektin je vhodnym markerem pro odhad, zda-li jde

o pokrocilé stadium nadoru a jaké je riziko recidivy.

d. Parametry biologické aktivity nadoru jsou vhodné vyuzit pro
monitoraci terapie: Doporucena kombinace: TK, CEA a CA
19-9

Z vySe uvedenych fakt vyplyva, Ze se neustale dynamicky rozvijeji znalosti o
biologické aktivité nadord. Ziskané informace jsou v nejvétsi mife uzivany
piredevsim pro objasnéni etiopatogeneze nadorového onemocnéni. BEéhem
poslednich let bylo vyvinuto a vyhodnoceno mnoho sérovych testl, které by
mély slouzit k k ¢asné detekci kolorektalniho karcinomu. Zatim jen zlomek
informaci ma praktické vyuziti v rutinni klinické praxi. Cilem je vyuzit znalosti
o biologické aktivité nadorového onemocnéni od prevence pres diagnostiku az
po terapii. Znalosti o biologické aktivité by mély umoznit stanovit souasné se
stanovenim diagndzy i progndézu nemocného a volbu individudlniho 1é¢ebného
planu , dale pak i optimalni dispenzariza¢ni péci nemocného. Znalosti o
biologické aktivité nadoru by mély umoznit podporovat pfirozenou rovnovahu
mezi ladtkami vedoucimi k rlstu s latkami rdst brzdicimi. V praxi to znamend
dostat nekontrolované nadorové bujeni do regulovanych mantineld, coZ by v

Ié¢bé znamenalo piechod od empirie ke kauzalité.
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Perspektivy:

K vyznamnému zlepSeni progndézy nemocnych s KRC je nezbytné ziskat
dal$i nastroje umoZfujici detekci &asnych nadord, nebo zdokonalit poznani
patofyziologie naddord a procesu metastazovani s moznosti jejich ovlivnéni na
molekuldrni Grovni pro prechod od nespecifickych terapeutickych postupl
k 1éCbé kauzalni, ktera cilené ovliviiuje jednotlivé procesy vyvoje nadoru a

jeho nasledného metastazovani.

Dlkladné pochopeni slozitych interakci mezi slozkami imunitni odpovédi vede
k zajmu o terapii zalozené na protilatkach proti tumoru. K terapii solidnich
nadorl se jiz n&které monoklonalni protilatky pouZivaji. Efektivni kombinace
monoklonalnich protildtek s jinymi biologickymi latkami se jevi v soulasné
dobé& jako optimalni adjuvantni |é¢ba KRC. Vyé&lenéni sub-populace pacientd
s nadory vykazujicimi expresi monoklonalnimi protilatkami zasazitelnych
klinickych biomarker( by mohlo vést ke zlep&eni G&innosti i specifi¢nosti 1éEby.
Spolu s hleddnim markerd jako moznych cilG terapeutického zasahu je
potifeba  vyvijet a ovérovat molekuldrni  biomarkery  odrazejici
etiologické a rizikové faktory a vyuzivat  tyto biomarkery
pro navrhovani a provadéni strategii pro prevenci primarniho ¢i sekundarniho
onemocnéni. Existuji skupiny vysoce rizikovych osob, které jsou nejvice
nachylné k onemocnéni. Cilem je vyhledat markery, schopné identifikovat tyto
vysoce rizikové osoby s vysokou specificitou a selektivitou.

Genomika, proteomika a posledni vyvoj v oblasti miRNA jsou sméry které
mohou vést k nalezeni cilenych biomarker(. Poznatky o mikro RNA (kratké,
nekddujici RNA molekuly, které reguluji expresi gend, potladujici translaci
nebo sStépici RNA, hraji klicovou roli v diferenciaci bunék, jejich proliferaci a
apoptoze) a jejich specifickych funkcich nabizi pfilezitost zaméfit se na
genetické a epigenetické zmény, které vedou k vzniku rakoviny'%®., MiRNA
mUzZe byt i cilem ke genové [é¢b& KRC!®, mohla by byt vyuZita i pro jeho
screening'®.

Proteomika zabyvajici se plazmatickymi bilkovinami nabizi mnozstvi
potencidlnich markerd, nékteré z nich ( ANXA3, BMP4, LCN2..) jsou jiz

v souvislosti v KRC sledovany!l,

82



Vyznam stanoveni nadorovych markerd a markerl angiogeneze pro prognézu kolorektélniho karcinomu

Souhrn

Pfes rozsahlé pokroky v poznani molekuldrni podstaty vzniku tumoru,
rozmach chemoterapie i posunovani hranic chirurgické |é¢by z{stava
kolorektalni karcinom na prednim misté jako pric¢ina umrti na celém svété.
Chirurgicka |é¢ba samotna jiz dosahuje z hledisek onkoradikality svych mezi,
a proto se i chirurgové obraceji k molekuldrnim zakladim nadorového bujeni
ve snaze nalézt markery, které umozni operovat pacienty v nizsich stadiich
onemocnéni a tim i k zlep$eni vysledkd a prognézy onemocnéni a také
markery, které po Usp&$né operaci umozni sledovat prib&h onemocnéni
pacienta a odhali pfipadnou recidivu onemocnéni vcas, aby chirurg mohl opét
kurativné zasahnout.

Nadorové markery jsou latky, které ¢asto vznikaji v souvislosti se zménénym
metabolizmem nadorové transformované bunky, a proto jejich hladiny pfi
malignim onemocnéni vyrazné stoupaji.

Sérové nadorové markery predstavuji dileZité parametry, které mohou
usnadnit predikci vyvoje onemocnéni, jeho progresi nebo regresi (remisi) u
onkologickych nemocnych.

Nadorové markery se klinicky vyuzivaji pro screening, primarni diagnostiku,
staging, progndézu, predevSim vSak pro predikci rekurence choroby,
monitorovani terapie, je mozné uvazovat i o algoritmech pro hledani

lokalizace neznamého primarniho tumoru.

Tato prace si klade za cil shrnout soucCasné poznatky o markerech KRC,
nastinit dalsi mozny vyvoj a ve své Casti experimentalni prezentovat vlastni
vysledky autora pfi sledovani vztahu hladin jiz ovéfenych a predevsim zatim
neovéfenych moZnych markerl k prognéze onemocnéni u pacientl
podstupujicich kurativni chirurgickou intervenci.
Do souboru byly zarazeni pacienti, operovani na Chirurgické klinice FTNsP
v Praze 4 (prednosta doc. MUDr. Vladimir Visokai, Ph.D.) a na Chirurgické
klinice FN Plzen (prednosta prof. MUDr. Vladimir TfreSka, DrSc.). Pacienti byli
operovani v letech 2001 - 2006. Celkem bylo zafazeno 174 pacientl
s kolorektalnim karcinomem a 50 pacientd v kontrolni skupiné. Krev byla
odebirdna u pacientl predoperaéné, zkoumany byly nasledujici markery :
CEA, CA 19-9, TK, TPA, TPS, I-CAM, V-CAM, IL 6, IL 10, TIMP-1, MMP 9,
VEGF, adiponektin a leptin.
Statistické vyhodnoceni bylo provedeno pomoci software S.A.S. (Statistical
Analysis Software) release 8.02 a programu STATISTICA release 5.1.
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U nemocnych s kolorektdlnim karcinomem jsme prokazali signifikantni zvySeni
nasledujicich parametri: CEA, CA 19-9, TPA, IL 6 IL 10, TIMP-1 a
adiponektinu. Neprokdzali jsme signifikantni zmény v hladindch cytokeratinu
TPS, adhezivnich molekul, angiogenetickych faktord a leptinu.

Zavéry pro rutinni praxi: Pravidlim pro screening zadny ze sledovanych
parametrl nevyhovuje. RovnéZ pro &asnou primdarni diagnostiku nadoru
neexistuje v souCasné dobé Zzadny vhodny parametr ani jejich kombinace.
Nékteré parametry maji vyznam pro stanoveni progndzy onemocnéni:
Zvysena hodnota CA 19-9 znamena nepfiznivou progndzu, angiogeneticky
faktor VEGF je prognostickym faktorem pro celkové preziti, CEA je
parametrem, ktery souvisi pfedevsim s progresi onemocnéni.

Dalsi prohlubovani znalosti o biologické aktivité nadoru by mélo umoznit
dosahnout pomoci cilené 1écby prirozené rovnovahy mezi latkami vedoucimi
k bunéénému rlstu s latkami rdst brzdicimi tak, jak je tomu u zdravého

organizmu.
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Summary

Despite extensive progress in understanding of the molecular pattern of the
tumor, growing possibilities of chemotherapy and surgical treatment,
colorectal cancer remains the significant cause of death worldwide.
Surgical treatment alone has already reached in oncologic radicality its limits,
and therefore the surgeons turned to the molecular base of tumor growth in
an effort to find markers that allow to operate patients at lower stages of the
disease and thus improve the results and prognosis of the disease. And also
to find markers, which, after currative operation will find a possible relapse in
early stage to enable the surgeon to perform second curative intervention.
Tumor markers are substances that often arise in connection with the
changed metabolism transformed tumor cells, and therefore their levels
increased in the presence of malignancy. Serum tumor markers are important
parameters that may facilitate the prediction of the disease, its progression or
regression (remission). Tumor markers are clinically used for screening,
primary diagnosis, staging, prognosis, but particularly for predicting
recurrence of disease, monitoring therapy. This work aims to summarize the
current knowledge about the colorectal cancer markers, outline the possible
development and present results of relationship between the levels of
potential markers for disease prognosis in patients undergoing curative
surgical intervention.
To this study patients who underwent currative colorectal resection in Surgical
Department of Thomayer Teaching Hospital Prague (Head Assoc. Prof.
Visokai Vladimir, MD, Ph.D.) and the Surgical Clinic of University Hospital
Pilsen (Head Prof.. TreSka Vladimir, MD, PhD.) have been included. Patients
were operated between years 2001 - 2006. There were enrolled 174 patients
with colorectal cancer and 50 patients in the control group. Blood was
collected in patients pre-operatively, following markers were investigated:
CEA, CA 19-9, TK, TPA, TPS, I-CAM, V-CAM, IL 6, IL 10, TIMP-1, MMP 9,
VEGF, adiponectin and leptin.
Statistical evaluation was performed using SAS software (Statistical Analysis
Software) release 8.02 and STATISTICA release 5.1.
In patients with colorectal cancer we have shown significant increase in the
following parameters: CEA, CA 19-9, TPA, IL 6 IL 10, TIMP-1 and adiponectin.
We did not find significant changes in the levels of TPS cytokeratins, adhesion
molecules, angiogenetic factors and leptin.
Findings for routine practice: There were no satisfying results for screening in
monitored parameters. Also for early diagnosis of primary tumor there were
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currently no suitable parameter neither their combination. Some parameters
are important for determining prognosis of the disease: elevation of CA 19-9
predict unfavorable prognosis, VEGF is a prognostic factor for overall survival,
CEA is a parameter that is related mainly to disease progression.

Further intensive study of tumor biological activity should result in
development of targeted therapy, which should support establishing of natural
equilibrium between substances promoting and inhibiting cellular growth,

similarly like in healthy organism.
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Tabulka &.17: Statisticky vyznamné korelace u skupiny pacientl s KRC.
Tabulka €.18: CoxUv regresni model celkového preziti bez ohledu na pfi¢inu
(univariac¢ni analyza) - sefazeno dle statistické vyznamnosti.

Tabulka ¢&.19: CoxOv regresni model - &as do progrese - PFS
(univaria¢ni analyza) - sefazeno dle vyznamnosti.

Tabulka ¢.20: Senzitivity vybranych parametri biologické aktivity pfi
specificité 90 a 95%.

Seznam obrazki:

Obr. & 1: Vogelsteindv model kancerogeneze
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