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Souhrn:

Tato bakalafskd prace zabyvd novym nddorovym markerem Fibroblastovym
rastovym faktorem (FGF 23) a jeho moznym uplatnénim v diagnostice kolorektalniho
karcinomu a jeho jaternich metastaz. Cilem bylo zavedeni metody CLIA (Sandwich
Chemiluminescent Immunoassay) na pfistroji LIASON XL firmy DiaSorin pro stanoveni
FGF 23, provést stanoveni markeru FGF 23 u probandii normalni populace pro ziskani
normdlnich referen¢nich hodnot a stanoveni u pacientii s kolorektalnim karcinomem a
pacientll s jaternimi metastazami kolorektalniho karcinomu. Vyhodnoceni zahrnovalo
porovnani hladin v jednotlivych skupinich a porovnani s jiZ zavedenymi markery, CA 19-
9, TPA aTPS jejichz hladiny byly stanoveny u stejnych skupin. Po zavedeni stanoveni
FGF 23 metodou CLIA byly referenéni hodnoty FGF 23 pro vzorek zdravé populace
stanoveny na 30 — 105 pg/mL. Hodnoty FGF 23 pacientii s kolorektalnim karcinomem
stadia IV a metastazami do jater pfed operaci a po operaci ukazaly statisticky signifikantni
pokles. Hodnoty FGF 23 s zadnym jinym stanovovanym markerem nekorelovaly. FGF 23
podle nasich vysledkt zatim neni vhodny jako nadorovy marker pro klinickou praxi, jeho

stanoveni je moZno vyuzit pro studium etiopatogeneze nadorového onemocnéni.
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UVOD

Béhem poslednich 15-ti let doSlo k vyraznému pokroku v diagnostice a zejména
1é¢ebnych moznostech vétsiny onkologickych onemocnéni. Vysledky vyzkumu poslednich
dekad se u tady lokalizaci promitly do ¢asnéjsi a ptresnéjsi diagnostiky, vétSiho poctu
umrtnosti na fadu onkologickych onemocnéni. To je zasadni, uvédomime-li si ze,
onkologickd onemocnéni jsou nejCastéjsi pticinou umrti 5. az 6. dekady Zivota, navic
incidence nadorovych onemocnéni stoupd meziro¢né v priméru o 4%. Mezi onemocnéni
u kterych doslo k vyraznému pokroku Vv diagnostice a léebnych moznostech, patii také

kolorektalni karcinom.

Kolorektalni karcinom je v Ceské republice jednim z nejéast&jsich onkologickych
onemocnéni a Ceské republika je v jeho incidenci celosvétové na piednich pozicich. Podle
dat z Narodniho onkologického registru (NOR) bylo v roce 2004 hlaseno 8064 novych
onemocnéni kolorektalnim karcinomem. V roce 2012 to bylo jiz 8160 novych onemocnéni.
Avsak srovnanim Umrtnosti na toto onemocnéni stejnych let, registrujeme pokles ze 4556
na 3434 ptipadi. Zaroven doslo k prodlouzeni celkového preziti u metastatické nemoci
tohoto onemocnéni z 10 na 30 mésici (Ferlay, 2015). Usp&snost 1é¢by by jisté byla jests
vetsi, pokud bychom dokézali diagnostikovat vice pfipadd v nizSich klinickych stadiich
a drive diagnostikovat pfipadné recidivy onkologickych onemocnéni. V této oblasti maji

nezastupitelnou roli nadorové markery.

Néadorové markery dnes patifi ke standardnim diagnostickym prostredkiim.
Uplatiuji se predevSim v monitorovani pribéhu onemocnéni a ke kontrole UspéSnosti
lécby a u nékterych onemocnéni k ¢asné diagnostice. Ve snaze zvySit sensitivitu
nadorovych markerua se ¢asto analyzuje panel nékolika markerti souc¢asné¢. Nalézani novych
biomarkeri a sledovani chovani jejich hladin v priabéhu onkologickych onemocnéni
umoziuje rozSifovat stanovované panely markerid a hledat nejvhodnéj$i kombinace pro

zodpovézeni konkrétni klinické otazky.

Prav€ novym nadorovym markerem a jeho moZznym uplatnénim v 1écbé
kolorektalniho karcinomu a jeho metastaz se zabyva tato bakalaifskd prace. Jejim cilem
bylo provést stanoveni markeru, Fibroblastového rastového faktoru (FGF 23), u pacientl
S kolorektalnim karcinomem, pacientli s metastdzami v jatrech a u kontrolni skupiny

a porovnani jednotlivych hladin.
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TEORETICKA CAST

1 KOLOREKTALNI KARCINOM

Kolorektalni karcinom (KRK) je tfetim nejcastéjSim nadorem u muzi a druhym
nejcastéj$im u zen. Celosvétoveé zahrnuje 10% vsSech nadora (Siegel, 2011). Kolorektalni
karcinom zaroven patii mezi nejcastéjSi onkologicka onemocnéni ve vyspélych statech
a pocet nové diagnostikovanych nemocnych nartista. Podle nejnovéjsSich dat GLOBOCAN
zroku 2012 (Ferlay, 2013) je ceska populace muzi v evropském méfitku na 3. misté,
zenska populace na 10. misté. V roce 2014 byla incidence KRK v CR 79,09/100 000
obyvatel a mortalita 38,15/ 100 000 obyvatel. V roce 2014 bylo diagnostikovano 8160
novych nemocnych s Kolorektalnim karcinom. Pfestoze incidence stagnuje ¢i mirné stoupa,

mortalita pozvolna klesa. (UZIS CR, 2016)

1.1 Rizikové faktory pro vzniku kolorektalniho karcinomu
Riziko vzniku Kolorektalniho karcinomu zavisi na fad¢ faktort lze je rozdélit

na faktory ovlivnitelné a faktory genetické.

1.1.1 Zivotni styl
Tzv. zapadni styl zivota fadime mezi faktory ovlivnitelné (Johnson, 2013). Ziejmy
vliv na rozvoj kolorektalniho karcinomu ma obezita, nizka fyzicka aktivita, nepfiméfeny
pfijem cerveného masa, ZivociSnych tukii, uzenin, nepfiméfend konzumace alkoholu,
koufeni. Bylo definovano 5 zakladnich pilifa zdravého Zivotniho stylu v souvislosti se
vznikem kolorektalniho karcinomu a to zdrava hmotnost, dostatecna fyzicka aktivita,

nekufactvi, omezena konzumace alkoholu, zdrava strava. (Aleksandrova, 2014)

1.1.2 Veék
Jasnym rizikovym faktorem sporadického KRK je vék. U pacientti ve v€ku nad 65
let je vyskyt téméf v 70%, zatimco u pacientti pied 40. rokem je vyskyt vzacny. (Davis,
2011)

1.1.3 Faktory genetické
Dtlezitou morfologickou zménou stfevniho epitelu pfi vzniku karcinomu je
dysplasticka 1éze epitelu tlustého stieva (polyp6zni adenom, neadenomové polypy jakékoli
etiologie). Riziko nasledného vzniku karcinomu zavisi na histologické stavbé a velikosti

léze. Ptiblizné¢ 20% piipadi KRK je spojeno srodinnym vyskytem v pokrevnim
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ptibuzenstvu 1. stupné (u rodicl, sourozenct a déti) bez zfejmé autozomalné dominantni
dédic¢nosti (Quintero, 2016). Asi 10% ptipadi KRK jsou hereditarni syndromy,
s autozomalné dominantni dédicnosti. Nejcastéjsi hereditarni syndrom je Lynchiv
syndrom, zahrnujici kolem 4% vSech kolorektalnich nadort. Dalsi casté hereditarni
syndromy jsou Familiarni adenomatézni polypoza (FAP), Peutz-Jeghersiv syndrom,
Gardnertiv syndrom, Turcotiiv syndrom a Juvenilni polyp6za (Hennink, 2015; Jablonska,
2000).

1.14 Zanétliva onemocnéni
DalSim predispozi¢nim faktorem pro vznik KRK jsou idiopatické stfevni zanéty

zejména ulcerdzni kolitita a Crohnova nemoc (Jablonska, 2000).

1.1.5 Faktory souvisejici s piedchozi 1é¢bou - radioterapie
Ve vySSim riziku gastrointestindlnich malignit jsou pacienti po prodélané
onkologické 1é¢be, konkrétné radioterapii pro malignitu v détském v oblasti dutiny bfisni
véku. V dospélosti po radioterapii pro karcinom prostaty se zvysuje riziko karcinomu rekta
(Rapiti, 2008).

1.2 Onemocnéni a s nimi spojené skupiny osob v riziku

Na zaklad¢ vyse zminénych rizikovych faktorti byla definovana skupina osob se
zvySenym rizikem vzniku KRK. Tyto osoby by mély byt zatazeny do pravidelného
skriningového programu. Jsou to osoby, u kterych jsou diagnostikovany: (a) adenomové
polypy, kolorektalni karcinom, zanétlivé onemocnéni stiev (D) Vrodinna anamnéze se
nachazi KRK nebo jsou diagnostikovany polypu (c¢) dédi¢né syndromy (Lynchtv syndrom,
FAP, Peutz-Jeghersiv syndrom), (Schmoll, 2012; Balmana, 2013).

1.3 TNM Kklasifikace u nadoru kolorekta

Ke klasifikaci stupné rozvoje onkologického oneocnéni se pouziva TNM klasifikace,
ze které vychazi chirurgicka i onkologicka 1é¢ba. Kritéria pro zafezeni pacienta v TNM
klasifikaci jsou uvedena v Tabulkach 1-4 (Edge, 2010; Holubec, 2004).

13



Tabulka 1: Regionalni mizni uzliny pro danou anatomickou lokalizaci, resp. jeji ¢ast

Anatomicka lokalizace | Mizni uzliny

Cékum

ileokolické, pravostranné kolické

colon ascendens

ileokolické, pravostranné kolické, stfedni kolické

flexura hepatica

sttedni kolické, pravostranné kolické

colon transversum

pravostranné kolické, stfedni kolické, levostranné kolické, dolni

mezenterické

flexura lienalis

stfedni kolické, levostranné kolické, dolni mezenterické

colon descendens

levostranné kolické, dolni mezenterické

colon sigmoideum

sigmoidedlni, levostranné kolické, horni rektalni

(hemoroidalni), dolni mezenterické a rektosigmoidealni

Rectum

horni, stfedni a dolni rektalni (hemoroidalni), dolni
mezenterické,  vnitini ilické, mezorektalni (pararektalni),
lateralni sakralni, presakralni a sakrdlni promontorialni

(Gerotovy)

Metastazy v uzlinach jinych neZ vySe uvedenych se klasifikuji

jako metastazy vzdalené.

Tabulka 2: T - rozsah primarniho nadoru

T-primarni nador

Rozsah tumoru

X primarni nador nelze hodnotit

T0 bez znamek primérniho naddoru

Tis karcinom situ: intraepitelidlni nebo invaze do lamina propria
mucosae

Tl nador postihuje submukozu

T2 nador postihuje tunica muscularis propria

T3 nador postihuje subser6zu nebo se S§ifi do neperitonealizované
perikolické nebo perirektalni tkané

T4 nador pifimo postihuje jiné organy ¢i struktury a/nebo prortstd na
visceralni peritoneum

T4a nador prorUst4 na visceralni peritoneum

T4b nador pfimo postihuje jiné organy ¢i struktury

14




Tabulka 3: N- rozsah postizeni regionalnich miznich uzlin

N- regionalni mizni uzliny

Rozsah postiZeni uzlin

NX regionalni mizni uzliny nelze hodnotit

NO regiondlni mizni uzliny bez metastaz

N1 metastazy v 1 az 3 regiondlnich miznich uzlinach

Nla metastaza v 1 regionalni mizni uzliné

N1b metastaza ve 2—3 regionalnich miznich uzlinach

Nic lozisko (loziska) nadoru, tj. satelity

N2 metastazy ve 4 nebo vice regionalnich miznich uzlinach
NZ2a metastazy ve 4-6 regionalnich miznich uzlinach

N2b metastazy ve 4—6 regionalnich miznich uzlinach

Tabulka 4: M- pfitomnost metastaz

M- vzdalené metastazy

Pritomnost metastaz

MX vzdélené metastazy nelze hodnotit

MO bez vzdalenych metastaz

M1 vzdalené metastazy

Mla metastaizy omezené na jeden organ (jatra, plice,
vajecnik, ne-regiondlni mizni uzlina (uzliny)

M1b metastazy ve vice nez jednom organu nebo na

peritoneu

1.3.1 pTNM patologicka klasifikace nadorového onemocnéni

Histologické vySetieni patologem vzorkti zregionalni lymfadenektomie ma

zahrnovat 12 a vice miznich uzlin. Jsou-li mizni uzliny negativni, ale nebylo moZno

dosahnout standardné vysetfovaného poctu, klasifikuje se vySetieni jako pNO (Holubec,

2004).
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1.3.2 Rozdéleni onemocnéni do stadii

Zarazeni pacienta do odpovidajiciho stadia onemocnéni umoziuje indikovat
odpovidajici onkologickou 1écbu. Rozdé€leni onemocnéni do stadii na zaklade

TNM Kklasifikace uvadi Tabulka 5. (Holubec, 2004; Povysil, 2007)

Tabulka 5: Rozdéleni onemocnéni do stadii na zakladé TNM klasifikace

Stadium Primarni nador Regionalni mizni uzliny | Vzdalené metastazy
Stadium 0 Tis NO
Stadium | T1,T2 NO
Stadium 11 T3,T4 NO
Stadium IIA T3 NO MO
Stadium 11B T4a NO MO
Stadium II1C T4b NO MO
Stadium 1l1 XT N1,N2 MO
T1,T2 N1 MO
Stadium I11A T1 NZ2a MO
T1,T2 N2b MO
T3,T4a N1 MO
Stadium 111B T2,T3 N2a MO
T1,T2 N2b MO
T4a NZ2a MO
Stadium 11C
T3,T4a N2b MO
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T4b N1,N2 MO
Stadium IVA XT XN M1la
Stadium IVB xT XN M1b

X-jakékoliv
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2 PATOGENEZE NADOROVEHO ONEMOCNENI

2.1 Obecna definice nadoru

Nédor je nova abnormdlni tkan, kterd nemd fyziologickou funkci a roste
neregulovanym zptisobem. Maligni nador je tkan, ktera roste invazivné do okoli, infiltruje
okolni tkané a metastazuje. Aby byla nédorova tkén schopna infiltrativniho rastu
a metastazovani, postupné ziskava vlastnosti, které definoval Wienberg a Hanahan ve
svém ¢lanku v roce 2000, v roce 2011 tyto zakladni vlastnosti dale rozsitili. Nadorova tkan
ziskava sobéstacnost v produkci ristovych signalli, nesenzitivitu k signalim zastavujicim
bunéény cyklus, mize inaktivovat apoptozu, ziskdva neomezeny replikacni potencial,
posiluje angiogenezi a finalné je schopna tvorby metastdz. VSechny tyto zmény jsou
akcelerovany a do jisté miry umoznény nestabilitou genomu. Nadorova tkan ziskava tento
fenotyp mutacemi v genech, které fidi bunécnou proliferaci a diferenciaci, apoptdzu,

reparaci DNA a metabolismus. (Hanahan, 2000; Hanahan, 2011)

2.2 Ziskané vlastnosti maligni nadorové tkané podle Roberta A.

Weinberga a Douglase Hanahana

2.2.1 Sobéstacnost nadorové tkané v produkei ristovych signali
Buinikky normalni tkdné pro piechod z klidového stavu (GO faze) do aktivniho
proliferativniho stavu (G1 faze) vyzaduji mitogenni rastové signaly. Tyto rastové signaly
buiikka pfijimd pomoci receptorti. Bunky normaélni tkdné nemohou proliferovat bez
pfitomnosti téchto rastovych signali. Nadorové buiky vSak dokézi tyto rastové signaly
nahradit, a tak se stdvaji nezavislymi na regulaci okolniho prostiedi. Takto je naruSena

tkanova homeostaza ve sméru zvysSené proliferace bunék. (Hanahan, 2000)

2.2.2 Necitlivost nadorovych bunék k signaliim zastavujicim postup bunéénym
cyklem
V normalni tkdni jsou bunky v klidové fazi (GO fazi) udrZzovany tzv.
antiproliferativnimi signaly. Proliferaci blokuji dvéma odlisnymi mechanismy - bunku
sméruji do GO faze nebo do postmitotické faze, v téchto fazich buinka neproliferuje.
Nadorové bunky nereaguji na antiproliferativni signaly dostate¢né a tim si uchovavaji tedy

svoji prolifera¢ni aktivitu. (Hanahan, 2000)
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V G1 fazi bunécného cyklu bunky na zaklad¢ signalii z vnéjSiho prostredi bud’ dale
postupuji bunéénym cyklem a vstupuji do S faze nebo vystupuji z bunécného cyklu
a vstoupi do klidové faze - GO faze. VétSina antiproliferacnich signalti moduluje signalni
drahy vyuzivajici protein retinoblastom (pRb) a proteiny - pl07 a pl30. Rb protein
Vv defosforylovaném stavu blokuje transkripcni faktor E2F, aktivujici expresi gent
nezbytnych pro vstup buniky do S faze. Po fosforylaci Rb proteinu cyklin-dependentnimi
kindzami dochazi k uvolnéni transkripéniho faktoru E2F a tim je umoZnéna bunécna
proliferace. Ztratou funkce Rb proteinu (prostiednictvim mutaci obou alel genu) bufika

muze ziskat neodpovidavost viuéi pfirozenym antiprolifera¢nim signalim (Hanahan, 2000).

Proces nekontrolované proliferace bunék nezavisi pouze na rezistenci vaci
antiproliferacnim signalim. Tkané lidského téla reguluji proliferaci, respektive mnozstvi
bunck také tim, Ze je mohou smérovat k diferencovanému fenotypu. Terminalné
diferencovand bunka ztraci schopnost proliferace. Nadorové buiiky jsou schopny uplatnit
fadu strategii, jak zabranit terminalni diferenciaci. Jedna ze strategii vyuziva zvySenou
expresi onkoproteinu Myc. Za fyziologickych podminek komplex Mad-Max indukuje
diferenciaci bunék. Pokud vSak dojde v nadorové tkani k nadprodukci proteinu Myc,
protein Mad je vytésnén z komplexu Mad-Max a nahrazen proteinem Myc. Vznika tak
komplex Myc-Max, ktery méni transkripci opaénym smérem, nez k diferenciaci buiky.

(Hanahan, 2000)

2.2.3 Zabranéni vstupu do apoptozy
Vlastnost populaci nadorovych buné€k ptezivat a déle se $ifit je dana nejen rychlosti
bunécné proliferace, ale také schopnosti ovlivnit rychlost odumirani jednotlivych bunék
nadorové tkang. Hlavnim bunéénym mechanismem, fidicim zanik bunck je apoptdza.
Zabranéni vstupu bun¢k do apoptdzy je charakteristickym znakem vétSiny nadorovych

bunék a populaci (Hanahan, 2000).

Proces apoptozy je aktivovan riznymi fyziologickymi signaly, jako je napiiklad
posSkozeni DNA, hypoxie, buitkami imunitniho systému. Vlastni apoptoza predstavuje
kaskadu reakci aktivujicich kli¢ové proteiny apoptozy — kaspazy. Vysledkem aktivace
kaspaz je naruSeni bunéfnych membran, destrukce cytoskeletu, inhibice proteisyntézy
a fragmentace jadra. Apopt6za po aktivaci mize prob&éhnout za 30-120 minut. Apoptoticka
téliska jsou pohlcena fagocyty. (Hanahan, 2000)
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Nédorové builky se stavaji rezistentnimi vi€i aktivaci apoptdzy nejcastéji ztratou
funkce proteinu p53 poSkozenim alel genu TP53. Protein p53 je transkrip¢ni faktor, ktery
po fosforylaci proteiny registrujici poruSeni struktury DNA, zastavuje prichod bunky
bunéénym cyklem a aktivuje reparacni procesy. Pokud buinka neni schopna DNA opravit,

je aktivovan proces apoptdzy. (Hanahan, 2000)

2.2.4 Neomezeny replika¢ni potenciial bunék

Prestoze uvedené ziskané vlastnosti nddorovou butikou (sobéstacnost v produkci
rustovych signalii, rezistence k signdlim zastavujicim bunécny cyklus a zabranéni
apoptdze) umoziuji na signalech z okoli nezdvisly bunécny rlst, neni to dostacujici
k vytvofeni velkych populaci bun¢k, které vytvareji makroskopickou tkan nadoru. Kazda
buiikka obsahuje z podstaty replikace DNA linedrnich tsekll vnitini mechanismus, ktery
limituje jeji replikacni potencial. Aby mohla vzniknout velka populace bun¢k vytvarejici
makroskopicky nador, musi nadorové bunky mit schopnost tento mechanismus pierusit.

(Hanahan, 2000)

Nédorové buiiky ziskavaji schopnost zabranit procesu zkracovani koncovych tsekt
DNA (telomer) tim, Ze exprimuji enzym telomerazu. Telomeraza zajiSt'uje tplnou replikaci
koncti linearnich tiseki DNA, ke zkracovani telomer tudiz nedochéazi a nadorové buiky

ziskavaji neomezeny replikacni potencial. (Hanahan, 2000)

2.2.5 Posileni angiogeneze nadorovou tkani
Kyslik a Ziviny, které jsou dodavany bunikdm cévami, jsou pro fungovéani bunék
ajejich preziti nezastupitelné. Proto jsou fyziologicky buiiky tkdn¢ ve vzdalenosti
maximaln¢ 100 um od krevnich kapilér. Pfi ristu bunécnych populaci tvoficich novou tkan
je rast novych kapilar a cév, proces angiogeneze, omezen a piisné¢ regulovan. Rychle
proliferujici a rostouci nadorové buinky si proto musi vyvinout schopnost porpory

angiogeneze, jinak by trpély nedostatkem kysliku a zivin. (Hanahan, 2000)

Schopnost indukovat angiogenezi ziskavaji nadorové buiiky vychylenim rovnovahy
mezi induktory a inhibitory angiogeneze smérem Kk jeji indukci. To realizuji nadorové
bunky ziskanou produkci faktorti, stimulujicich angiogenezi. Nadorové buiiky produkuji
zejména VEGF (vaskuldrni endotelidlni rGstovy faktor) a FGF1/FGF2 (kysely a bazicky
fibroblastovy ristovy faktor). (Hanahan, 2000)
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2.2.6 Tvorba vzdalenych loZisek - metastaz
Béhem rlstu vétSiny nadort casto dochéazi k uvolnéni nadorovych bunék a jejich
migraci lymfatickymi nebo krevnimi cestami. Nékteré z téchto bun¢k maji schopnost
zakladat nova loziska rtstu nadorovych bunék, tzv. sekundarni nadory neboli metastazy.
Pravé metastazy jsou az v 90 % piipadl pfic¢inou umrti na onkologické onemocnéni. Tak
jako buiiky primarniho nddoru, i buiiky metastaz si musi zachovat vyse uvedené vlastnosti,

aby byly schopny dale piezivat. (Hanahan, 2000)

2.2.7 Nestabilita genomu
Nestabilita genomu nadorovych bunék je vlastnost, kterd napomaha,
prostiednictvim zmén DNA, kziskani vySe zminénych fenotypovych vlastnosti,
nezbytnych pro vznik maligniho nddoru. U malignich nadorti vznikaji jednak zmény
v genech kodujicich proteiny podilejicich se na opravach molekul DNA a v genech, jejichz

produkty Fidi a realizuji buné¢ny cyklus a apoptozu. (Hanahan, 2000)

2.3 Deregulované geny v nadorovych buiikach - onkogeny a

tumorsupresory
Geny, jejichz deregulace genové exprese nebo zména kodujici sekvence DNA,
umozni nadorovym builkdm ziskani uvedenych vlastnosti, miizeme rozdélit na onkogeny

(resp. protoonkogeny) a tumorsupresory. (Kral, 2016; Lodish, 2013)

2.3.1 Protoonkogeny a onkogeny
Protoonkogeny jsou vSechny fyziologicky fungujici geny, které podporuji priichod
bunky bunécny cyklem, inhibuji apoptézu a reparaci DNA, podileji se na angiogenezi.
Jejich mutaci vznikaji onkogeny, jejichz produkt nasledné¢ podporuje nadorovou
transformaci. Pro onkogeny jsou vtomto smyslu charakteristické mutace typu ziskani
funkce. Jejich vysledkem je protein s neregulovanou aktivitou nebo protein neodpovidajici
na inhibi¢ni signaly, pfipadné zvySena hladina strukturné nezménéné formy proteinu.

(Adam, 2003)

2.3.2 Tumorsupresorové geny
Tumorsupresorové geny (tumorsupresory) jsou geny, jejichz produkty
zpétnovazebné inhibuji prichod bunky bunéénym cyklem nebo aktivuji apoptdzu ¢i se
podileji na reparacich DNA. Jsou pro né charakteristické mutace typu ztraty funkce.

U hereditarnich (dédi¢nych) forem nadorti jedinec zdédi jednu mutovanou alelu od
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nékterého z rodicu, a poté, co je poSkozena druha alela, dojde ke ztraté funkce piislusného
tumorsupresoru a podpoie nadorové transformace. Tumorsupresory je mozné klasifikovat
do dvou skupin — na tumorsupresory tzv. vratné ,.gatekeepery” a na tumorsupresory
tzv. strazce ,,caretakery. Tumorsupresorové geny oznacované za vratné reguluji prichod
bunky bunéénym cyklem nebo aktivuji apoptozu. Patii mezi n¢ gen Rb ¢i APC. (Adam,
2003)

Tumorsupresory ze skupiny tzv. strazcii udrzuji integritu genomu prostfednictvim
oprav molekuly DNA. Radime mezi né napiiklad geny BRCA1, BRCA2, MLH1 a MSH2.
(Adam, 2003)
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3 NADOROVE MARKERY

3.1 Obecna charakteristika nadorovych markeri

Nadorové markery jsou dnes soucasti rutinni klinické praxe fady onkologickych
onemocnéni, zaroven se v poslednich dvaceti letech plynule méni nejen jejich spektrum,
ale 1 zptsob jejich klinického pouziti. Spektrum klinicky pouzivanych nddorovych markera
se roz§itfilo o nové markery, které se sice v lidském organizmu bézn¢ vyskytuji a reguluji
fadu fyziologickych pochodi, ale v kancerogenezi dochazi ke zvySeni nebo naopak
I snizeni, potlaceni jejich produkce. Proto nyni jiz vétSinou nehovofime o nadorovych
makrech, ale o biologicky aktivnich latkach neboli biomarkerech. V pribéhu onemocnéni
jsou hladiny markeri stanovovany opakované a je uzite¢né sledovat dynamiku zmén.
Vysledek stanoveni nadorovych markerti se pak stava, vedle klinického obrazu a vysledki
invazivnich vySetfeni, jednou z komponent, na jejichz zakladé¢ se lékai rozhoduje.

(Kausitz, 2014)

3.2 Definice a rozdéleni nadorovych markeru

Pti diagnostice, stanovovani prognozy ¢i ur¢eni nejvhodnéjsi 1€cby onkologickych
onemocnéni se ve stale vétsi mife vyuzivaji biomarkery. Nadorové markery, skupina
biomarkert, jsou definovany jako molekuly pfevazné proteinového charakteru, které jsou
pfitomny v organizmu v disledku vzniku a vyvoje maligniho procesu. Jejich vyskyt
ve tkani nadoru a v télnich tekutinach souvisi s ristem nadoru a jsou produkovany bud’
samotnym nadorem, nebo jinymi tkanémi jako odpovéd’ na maligni proces v organizmu.
Jedna se 0 skupinu rlznorodych latek, at’ jiz podle povahy, ¢i biochemické struktury,
lokalizace v burce, strance chemického slozeni. Spole¢nym jejich jmenovatelem je, ze
mohou v piiznivych piipadech umoznit detekovat nador o hmotnosti 1 mg (10° nadorovych
bungk), zatimco klinicka diagnoza je urCena vétSinou az u nadoru, ktery obsahuje asi 10°
bunék. Zakladni pouckou platnou az na malé vyjimky je to, Ze nexistuje biomarker, ktery

by byl nadové ¢i organoveé specificky. (Kausitz, 2014; Molina 2013)

Pozadavky na idedlni nddorovy marker:

je produkovan pouze u malignich onemocnéni

je orgénové specificky

vyskytuje se ve vysokych koncentracich v biologickych tekutinach
koreluje s velikosti nadoru
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e koreluje se stadiem onemocnéni

e koreluje s prognézou

o Kkoreluje s Gi¢innosti terapie

e umoziuje monitorovat efekt 1écby

e umoznuje diagnostiku relapsu, ¢i progrese onemocnéni

e umozinuje odkryt nadorovou duplicitu

V klinické praxi v soucasnosti neexistuje zadny biomarker, ktery by tato kritéria

spliioval. Ale na druhé stran¢ vétSina biomarkert néktera tato kritéria spliiuje. Je proto
nutné si uvédomit optimalni indikace po poziti a soucasné si i uvédomit limitace vysetieni.
Spravné indikované vySetieni nadorovych markerd muze piispét predev§im k v€asnému
zachytu recidivy ¢i progrese onemocnéni a tim i k rychlej$imu terapeutickému zékroku,

ktery mtize prodlouzit zivot nemocného. (Kausitz, 2014)

V Tabulce 6 jsou uvedeny nejéastéji v klinické praxi vySetfované nadorové

markery a jejich rozdéleni nadorovych biomarkerti podle funkce.
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Tabulka 6: Rozdé€leni nadorovych biomarkert podle funkce (Kausitz, 2014)

Skupina markeru:

Jednotlivé markery.

Onkofetalni a
mucinozni

antigeny

Majici funkci u plodu

CEA
AFP
hCG
SP1

Karbohydratové(cancer)

antigeny

CA 125
CA 15-3
CA19-9
CAS0
CAT2-4

Cytokeratinové nadorové markery

TPA
TPS
CYFRA21.1
SCC

Neuronspecificka enolaza

Proliferacni
Thymidinkinaza
Enzymy Prostaticky specificky antigen
Ostatni Kysela prostaticka fosfatdza
Laktatdehydrogenédza
Produkované nadorem Placentarni laktogen
Kalcitonin
(hormonalné aktivni
Parathormon
nador .
Y) Prolaktin
Adrenokortikotropni hormon
Antidiureticky hormon
Hormony Ektopicka sekrece Kortizon
Parathormon
Prolaktin
D vitamni
Rizikovy fator nadorového Adiponektin
bujeni Leptin
Receptory Estrogenové
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e Progesteronové

e Adhezivni molekuly

e Feritin
Ostatni bliZe nespecifikované latky e B2-mikroglobulin

e Imunoglobuliny

3.2.1 Onkofetalni antigeny

Onkofetalni antigeny jsou latky, které jsou nachidzeny v pomérn€ vysokych
koncentracich u plodu, kde se vyskytuji na povrchu diferencujicich se bun¢k (diferenciacni
antigeny) a hraji vyznamnou roli ve vyvoji plodu. U zdravych dospélych osob je jejich
hladina velice nizk4 a pfesnd biologicka funkce neni zndma. Pfi vétSiné nddorovych
onemocnéni se jejich aktivita vyrazné zvySuje. Typické pro né je, Ze se vyskytuji
predevsim u dobie diferencovanych nadori a jejich hladina vétSinou koreluje s velikosti
nadorové masy. Jejich stanoveni ma vyznam zejména pro uréeni progndzy nadorového

onemocnéni a kontrolu terapie. (Kausitz, 2014)

3.2.2 Cytokeratinové biomarkery

Cytokeratinové biomarkery vznikaji jako dusledek poskozeni cytoskeletu,
intermedidlnich filament buiiky. V cirkulaci jsou pfitomny jako rozpustné fragmenty
pfedevsim cytokeratinti 8, 18, 19. Krom¢ bunécné degradace tzce souviseji 1 bunécnou
proliferaci. Jejich zvySené hladiny jsou zaznamenany fyziologicky pfi vSech regeneracnich
procesech a dale za patologickych situaci pfedevs§im pii invazivnim rlistu a metastazovani.
Cytokeratiny se vyskytuji jak v normalnim epitelu (jednoduchy, zlazovy, vyvodovy,
pfechodny apod.), tak v nddorovych buiikach odvozujicich se od epitelli (mlécna Zlaza,
plice, ovarium, stfevo, trachea, mocovy meéchyf, pankreas, vétSina endokrinnich zlaz,
prostata apod.). Jak bylo feCeno, cytokeratiny vytvarejici intermediarni filamenta
cytoskeletu, jsou dvou typd: cytokeratinii: typ | - kyselé cytokeratininy 9 — 19
a cytokeratiny typ II neutrdlni a bazické 1 — 8. Jsou prokazovany protilatkami rtizné
oznacovanych testl. Tabulka 7 uvadi reaktivitu rGznych testl proti fragmentim
cytokeratinu. U malignich nadorii v progresi (Sifeni do okoli) dochazi k proteolytickému
odstépovani solubilnich fragmentl, které se dostavaji do krevniho obéhu a jsou tak

detekovatelné jako markery nadorové proliferace. (Kausitz, 2014)
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Tabulka 7: Reaktivita
2014; Molina, 2013)

ruznych testt/protilatek proti fragmentim cytokeratinu (Kausitz,

Test/protilatka Fragment 8 Fragment 18 Dimer 8/19 Fragment 19
TPA +++ + +++ +++
TPS + +++ + +
CYFRA 21-1 - - +++ +++

3.2.3 Enzymatické nadorové markery

Enzymatické nadorové markery jsou po onkofetalnich antigenech druhou nejcastéji
uzivanou skupinou nddorovych markerti. Jsou rozdélovany na dvé podskupiny. Prvni
podskupinu tvoii enzymy majici biologickou funkci ptedevsim pii bunééném déleni, (napf.
thymidinkinaza a neuron-specicificka enoldza). Tyto markery jsou zna¢né zvySené u vSech
stavil charakterizovanych predevsim vyraznou bunéénou proliferaci. Proto se uplatiuji pii
uréovani prognozy a stadia onemocnéni. Markery druhé podskupiny jsou enzymy, které se
vyskytuji 1 ve zdravych tkanich, kde plni své biologické funkce. Tyto markery jsou vysoce
organove ¢i tkanové specifické, ale neposkytuji jakoukoliv informaci o typu poskozeni

daného organu ¢i tkang. Daji se pouZit k urceni primarni lokalizace nadoru.

Dalsim typem nadorovych markert jsou hormony. Jsou produkovany bud’ piimo
endokrinnimi buiitkami (napf. kalcitonin medularnim karcinomem S§titné zlazy nebo
tyreoglobulin pfi typu folikularnim) nebo jsou produkovéany ektopicky (napt. latka
podobna ACTH nebo hCG pfti bronchogennim karcinomu). Tyto nadorové markery jsou

nejcastéji vyuzivany ke kontrole efektu chirurgické ¢i medikamentdzni 1écby.

U hormonalné aktivnich naddora se stanovuje mnozstvi receptorti. Na rozdil od ptedchozich
markerd, které se prevazné stanovuji v séru, jde o markery tkanové, které se stanovuji
Vv bioptickém materialu. Maji jednak vyznam zejména pro predikci a kontrolu terapie (napf.

u nadoru prsu). (Kausitz, 2014)

3.2.4 Adhezivni molekuly

Adhezivni molekuly zahrnuji asi 70 latek imunoglobulinového typu. Tyto molekuly
maji zasadni vyznam nejen v celé fad¢ fyziologickych procesi (embryogeneze, imunitni
reakce, reparace poskozenych tkani), ale uplatituji se 1 v celé fadé€ procesii patologickych.
V piipadé¢ adheze agregati nadorovych bunc¢k s krevnimi destiCkami se uplatiiuji

pfedevSim selektin E, a dale imunoglobuliny ICAM-1, ICAM-2 a VCAM-1, které se
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Vv interakci s cytokiny podileji na aktivaci endotelu a nésledné adhezi agregatii desticek

a metastatickych nadorovych bunék k endotelu. (Kausitz, 2014)

3.2.5 BliZe nespecifikované latky
Posledni skupinu nddorovych markert tvofi nejriznéjsi tkanémi produkované blize
nespecifikované latky, které se nedaji zaradit do zadné z predchozich skupin, ale pfi
nadorovém bujeni se jejich hladiny v krvi zvysuji jako nespecificka reakce organizmu

na pritomnost nadorového onemocnéni (feritin, B2-mikroglobulin, imunoglobuliny).

3.2.6 Nadorové markery vyuzivané v diagnostice a 1é¢bé karcinomu kolorekta
Indikace vysetfeni nddorovych markerd u karcinomu tlustého stfeva maji své
limitace. Jedna se o doplitkovou diagnostickou metodu. Pro spravnou interpretaci vysledkt
je proto nezbytna nejen spravna volba nadorovych markert, ale pfedevsim zptisob jejich
klinického vyhodnoceni, které¢ vyzaduje tzkou interdisciplindrni spolupraci mezi klinikem

a laboratornim pracovnikem.

U nadorti tlustého stfeva a kone¢niku je hlavnim stanovovanym markerem
karcinoembryonalni antigen (CEA). Jako marker druhé volby je doporucovan CA 19-9.
Jako optimalni se jevi kombinace téchto dvou markerd. K dal§im markerim, které jsou
studovany v souvislosti s kolorektalnim karcinomem, patii CA 72-4, déale pak dalsi
nadorové markery CA typu (CA 242, CA 195), markery cytokeratinu (TPA,TPS) a fada
dalsich. (Kausitz, 2014)

3.2.7 Karcinoembryonalni antigen (CEA)

CEA dnes stale patfi k zdkladnim nadorovym markerim. Tento protein patii
do skupiny onkofetalnich glykoproteini s molekulovou hmotnosti 180-200 kDa.
Za fyziologickych podminek je produkovan ve vyvijejicim se embryu. V dospélosti je v
malé mife produkovan epitelialnimi bunikami gastrointestinalniho traktu ¢i bronchu. Jako
nadorovy marker neni organove ani tkanoveé specificky. CEA neni vhodny pro screening
nadorovych onemocnéni, stejné tak v primarni diagnostice je jeho vypovédni hodnota
omezena. CEA je nejptinosnéjsi pii follow-up (sledovani) kolorektalniho karcinomu,
karcinomu prsu, plic, mo¢ového méchyie a dalSich malignit. V téchto ptipadech je CEA
produkovan nadorovou tkani a jeho hladiny dobte koreluji s objemem nadorové hmoty.
(Beauchemin, 2013)
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3.2.8 Nadorovy antigen CA 19-9

CA 19-9 je mucin-sialo-glykolipid s molekulovou hmotnosti vyssi nez 500 kDa.
Patii mezi onkofetadlni nadorové markery. Piitomnost CA 19-9 je spojena s Lewis(a)
determinantou krevni skupiny. U vzacnéji se vyskytujici Lewis(a-/b-) skupiny neni CA 19-
9 produkovan. CA 19-9 se za fyziologickych podminek vyskytuje v epitelovych buiikach
plodu, ptfedevs§im v gastrointestinadlnim traktu, pankreatu a zluCovodech. U dospélych je
secernovan v malé mife epitelidlnimi bunkami gastrointestindlniho traktu a bronchd.
Ve velmi nizkych koncentracich se vyskytuje v krvi, ascitu, pleurdlnim vypotku
a mozkomiSnim moku. CA 19-9 se vyluCuje zlu¢i. CA 19-9 neni vhodny pro screening
nadorovych onemocnéni a jeho role v primarni diagnostice je podobnéd jako u CEA.
CA 19-9 se uplatiiuje piedevsim pii follow-up karcinomu zaludku, zluéniku a zluovych
cest, kolorektalniho karcinomu, primarniho karcinomu jater. Koncentrace CA 19-9 jsou téz

spojeny s hmotou nadoru. (Fiala, 2015)

3.2.9 Tkanovy polypeptidicky antigen (TPA)

TPA je komplex cirkulujicich fragmentt cytokeratini 8, 18 a 19. Vyskyt TPA byl
prokazan ve vétsSing€ karcinomt, ale nebyl prokazan v klidové zdravé tkani. Jaho vyskyt je
spojen s rychle se délicimi bunkami. TPA se zvySuje v téhotenstvi. ZvySené hladiny
nalézdme téZ u zanéth. Za fyziologickych podminek je TPA produkovan trofoblastem
placenty, jatry, plicemi, stfevem a ledvinami vyvijejiciho se plodu. TPA je nespecificky
nadorovy marker, ktery je obecné spojeny s délenim bunck a mize byt zvySeny i u jinych
neZ nadorovych onemocnéni. TPA se pouziva jako doplikovy marker k nadorovym
markeriim spojenym s hmotou nadoru a informuje nas o aktivit¢ nadorovych bunék. Tato
aktivita mize odrazet proces déleni bungk, ale i jejich degradaci s nekrozou. (Nicolini,
2015)

3.2.10 Tkanovy polypeptidicky specificky antigen (TPS)

TPS mé velice podobnou charakteristikou jako TPA, a je definovan vlastné dalsi
monoklonélni protilatkou, pouZzitou k jeho detekci. Tato protilatka je namifena proti
epitopu M3 molekuly TPA. TPS je nespecificky nadorovy marker a pouziva se podobné
jako TPA, coz znamena dopliikovy marker k nadorovym markerim spojenym s hmotou
nadoru. TPS je tedy schopny zachytit maligni riist v riiznych organech, ale mize byt

zvysen i u nemalignich onemocnéni. (Duffy, 2003)
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3.2.11 Fibroblast growth factor 23 (FGF 23)

FGF23 je protein ze skupiny fibroblastovych rustovych faktorti (FGF). Jeho hlavni
fyziologickou fukci je regulace koncentrace fosfatd v séru. Prvni molekula rodiny FGF
byla identifikovana v extractech hypofyzy v roce 1973. Ristové faktory rodiny FGF maji
ve tkdnich lokalni ucinky pouze. FGF 19, FGF 21 a FGF 23 dokazi piisobit i systémovym
mechanizmem. FGF 23 je vyluovan osteocyty v reakci na zvySenou koncentraci G¢inné
formy vitaminu D-kalcitriolu. Mistem u¢inku FGF 23 jsou ledviny, kde v proximalnim
tubulu snizuje aktivitu sodno-fosfatové pumpy. Nasledkem je sniZeni reabsorbce a zvySeni
exkrece fosfatl. FGF23 je téz inhibitorem 1-alpha-hydroxylazy, ktera katalyzuje pfeménu
zasobni formy vitaminu D (kalcidiolu) na aktivni formu vitaminu D (Kalcitriol), coz vede

ke snizeni absorbce vapniku.

Gen pro FGF 23 je lokalizovan na chromozomu 12. Mutace v tomto genu, které
¢ini FGF 23 rezistentni k proteolytickému Stépeni vedou ke zvySené aktivit¢ FGF 23
a ke zvysené ztrat¢ fosfatu. Klinicky se tato mutace projevuje jako autozomalné
dominantni onemocnéni hypofosfemicka rachitida. FGF23 se nadmémé produkuje téz
u nékterych typt nadorti naptiklad u benigniho mezenchymalniho nadoru zpusobujiciho
osteomalacii — paraneoplastického syndromu. Ztrata ucinku FGF 23 vede ke zvySeni
hladiny fosfati v séru. U pacientli s rendlni insuficienci a u dialyzovanych pacientii se
mohou hodnoty FGF 23 pohybovat v fadu nékolika set az tisich pg/ml. Toto zvyseni
hodnot znemoznuje dalsi diagnostické vyuziti u téchto pacientt. (Vervloet, 2014; Mettang,
2017)

V poslednich letech se objevilo nékolik praci zkoumajicich vztah FGF 23
k chromozomalnim abnormalitim u kolorektalniho carcinomu (Leaf, 2013; Sheffer, 2009).
Stejné tak se dalsi prace se zabyvaji vztahem hladin FGF2 3 a vitaminu D v moZné ucasti
FGF 23 v procesu onkogeneze. Zavéry zatim naznacuji, ze zvysené hladiny FGF 23 mohou
byt zapojeny do procesu vyvoje kolorektalnich neoplazii nezavisle na hladinach vitaminu
D (Jacobs, 2011). Nové vysledky vyzkumu ukazuji na zapojeni FGF 23 do procesu
angiogeneze. Aktivita glykolytického enzymu hexokinazy 2 (HK2) je kontrolovana
pomoci signalizace FGF, kterd je piendSena pies FGF receptor. Pokles hladin HK2
V nepiitomnosti signalizacnich vstupli zaznamenavanych receptorem FGF vede ke sniZeni
glykolyzy, coz vede k naruSeni proliferace a migrace endotelidlnich bunck. ZvySena
stimulace receptoru FGF naopak proliferaci a migraci bunék endotelu podporuje. (Yu,
2017) Tento mechanizmus byl zatim prokdzan na zvifecim modelu.

30



Na zakladé vySe uvedenych publikovanych vysledkd o efektu molekuly FGF 23
(jejim vyznamu v podpoie proliferace, migrace bun¢k, angiogeneze, vztahu k vitaminu D)
a zaroven na zakladé znalosti nadorové patogeneze, tak jak byla popsana v tvodni kapitole,
jsme ptedpokladali, ze stanoveni hladiny molekuly FGF 23 u onkologickych pacienti
mize poskytnout Iékafi informace o procesu karcinogeneze a muze ptispét v diagnostice a

nasledné v 1é¢be, v naSem piipadé pacientim s kolorektalnim karcinomem.
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4 METODY STANOVENI BIOMARKERU

Parametry biologické aktivity lze detekovat imunohistochemicky v cytosolu
nadorové buiky (celularni markery) nebo cirkulujici v krvi ¢i jinych télnich tekutinach
(humoralni markery). Na urovni proteinu se stanovuji zpravidla pomoci metod
imunochemické analyzy. Tyto metody ziskavaji postupem casu stale vétsi popularitu. Od
Cisté klinického pouziti se dnes rozsifuji do mnoha dalSich oblasti, kde je vyzadovano
specifické, rychlé a levné stanoveni koncentrace uréité latky, analytu v pfitomnosti dalSich
komponent (Wild, 2005).

4.1 Principy analytickych metod zaloZenych na reakci antigen-

protilatka
Reakce antigen-protilatka in vivo je zakladem imunitni odpovédi naseho
organizmu. Vyuziti interakce antigen-protilatka in vitro, se stalo zakladem vsSech
imunochemickych metod, které ndm umoziuji detekovat rizné analyty S vysokou citlivosti
(detekeni limit 107 az 10%° mol/I'"). Zakladem metod je, jak bylo Fedeno, reakce antigenu

(Ag) a protilatky (Ab) za vzniku imunokomplexu (AbAg).
Ab + Ag — AbAg

Pro detekci a kvantifikaci vysledku je nutné oznacit jednu slozku reakce, protilatku
¢i antigen, indikatorem (radioaktivni izotop, enzym, luminiscen¢ni latka, fluorescencni
latka). Imunochemické metody délime na kompetitivni a nekompetitivni. U kompetitivnich
metod je pfitomno omezené mnozstvi protilatky. O vazebna mista na této protilatce soutézi
neznaceny antigen ze vzorku (stanovovana latka) a urcité mnozstvi ptfidaného znacené¢ho
antigenu o znamé koncentraci. U nekompetitivnich metod je prvni protilatka pfitomna
ve velkém nadbytku. Po navazéani antigenu ze vzorku (stanovované latky) se piidad druha
znacena protilatka, zpravidla proti jiné antigenni determinanté stanovované molekuly.
Vysledkem je vazba prvni protilatka-antigen-druha protilatka (tzv. sendvic), podle kterého
se tyto metody také nékdy nazyvaji. (Wild, 2005)

4.1.1 Imunoradiometricka analyza (IRMA)

Metoda IRMA vyuziva pro stanoveni dvou protilatek, z nichz jedna je fixovana na

125

sténu zkumavky a druhd je oznacena radioizotopem napiiklad radioaktivnim 1™ (tracer).
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Po pridani vzorku, ktery obsahuje stanovovanou latku (antigen) dojde k navazani
stanovované latky na protilatku, ktera je fixovana na sténé plastové zkumavky. Poté
nasleduje promyti vhodnym roztokem a odstranéni nezreagovanych, nenavazavych
komponent. Dale je pfidana znacena druha protilatky (traceru). Nasledné se opét odmyji
nenavazané reagencie. V poslednim kroku se provadi meéfeni vazané radioaktivity na
analyzatoru (Obrazek 1). Naméfena radioaktivita je pfimo imérna k mnozstvi stanovované

latky, analytu ve vzorku. (Ekins, 1979)

Obrazek 1: Princip metody IRMA

Protilatka «
navazana + —
na pevné fazi «
Analyt
ve vzorku

A A A

Znacena protilatka Odmyti nenavazané protilatky
(tracer)

Zdroj: doc. PharmDr. Radek Kucera, Ph.D.
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4.1.2 Sandwich Chemiluminescent Immunoassay (CLIA)
Metoda CLIA je stejné jako metoda IRMA =zaloZzena na nekompetitivnim

imunochemickém stanoveni. K detekci jsou vyuzivany luminofory, kdy k zahdjeni emise
svételného zareni dochazi pribéhem chemické reakce. Metody CLIA miizeme podle

pouzitych komponent reakce rozd¢lit na dvé skupiny:

1) CLIA vyuzivajici enzym, kdy enzymaticky substrat produkuje luminiscen¢ni zafeni

(Obrazek 2.).

2) CLIA bez vyuziti enzymu, kdy je pouzita druha protilatka, pifimo znacena

luminiscen¢nim indikatorem (Obrazek 3.).

U obou variant CLIA dochazi k reakci mezi dvéma protilatkami a dvéma epitopy
stanovované molekuly. Prvni protildtka je vdzana na magnetickych casticich, druhd je
konjugovéna s alkalickou fosfatdzou (ALP), v ptipadé enzymatického provedeni
avpiipadé CLIA bez vyuziti enzymu je druhd protilatka pifimo konjugovana
S luminoforem. Po inkubaci se provede separace a promyti. V prvni varianté¢ reakce se
pfida chemiluminiscen¢ni substrat a po reakci s ALP se provadi méfeni. Ve druhé varianté
reakce nasleduje po aktivaci luminoforu ithned méfeni. Emitované svétlo je pfimo imérné

koncentraci stanovované latky. (Cinquanta, 2017)

Obrazek 2: Princip metody CLIA vyuzivajici enzym

Pramagnetické ¢astice

potazené 1.protilatkou r A

o®
<

Vzorek séra

Dioxetane P

:{r

Vysledné Méreni
— N—— sendvicové signalu
onjuga romichani B
e usporadani
2. protilatky i P
a alkalické Inkubace
fofatazy

Zdroj: doc. PharmDr. Radek Kucera, Ph.D.
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Obrazek 3: Princip CLIA s protilatkou pfimo znacenou luminoforem

Vzorek Magneticka €astice 2. protilatka
+ 1. protilatka + signal
o i o

=+=+=

) o0 o0

Inkubace Promyti Mérfeni signalu
i< ' i«
o/ (S5 ~

3. o0 3, o0 4.

Zdroj: doc. PharmDr. Radek Kucera, Ph.D.

Souprava pro stanoveni FGF 23 pouzita v této bakalarské praci je zaloZena praveé na
principu CLIA vyuzivajicim enzym, kdy enzymaticky substrat produkuje luminiscenéni
zateni. Pouzili jsme soupravu LIASON FGF 23 pro stanoveni na analyzatorui LIAISON
XL firmy DiaSorin (Diasorin, Saluggia, Italie). (Souberbielle, 2017)
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PRAKTICKA CAST

5 CIL PRACE

Cilem této bakalaiské prace bylo zavedeni metody stanoveni hladin rastového faktoru
FGF 23 ve vzorcich plazmy metodou CLIA (Sandwich Chemiluminescent Immunoassay)
a dale stanoveni hladin tohoto markeru v normalni populaci a porovnani s hladinami
stanovenymi u vybranych onkologickych onemocnéni. Porovnani hladin FGF 23 sjiz
zavedenymi markery CEA, CA 19-9, TPA a TPS. Na zéklad¢ vysledku urcit mozné vyuziti

tohoto biomarkeru.

5.1 Metodika

Byl vytvofen soubor vzorkli plazmy a séra normdalni populace, nemocnych
S kolorektalnim karcinomem a nemocnych s jaternimi metastdzami kolorektdlniho
karcinomu. Ucastnici studie poskytli informovany souhlas s pouzitim vzorku plazmy

pro vyzkumné ucely.

Byly stanoveny vybrané markery. Koncentrace FGF-23 a TPA byly stanoveny
za pouziti chemiluminiscenc¢nich kit (metoda CLIA) LIAISON FGF-23 a LIAISON TPA
(DiaSorin, Saluggia, Italie). Koncentrace markerit CEA a CA 19-9 v séru bylo stanoveno
za pouziti chemiluminiscen¢nich kitt ACCESS CEA a ACCESS CA 19-9 (Beckman
Coulter, Brea, Kalifornie, USA). Sérové hladiny TPS byly stanoveny za pouZiti
imunoradiometrického kitu IRMA TPS (IDL Biotech, Bromma, Svédsko).

5.2 Vyzkumné otazky
Po zavedeni metody stanoveni rustového faktoru FGF 23 metodou CLIA

na ptistroji LIAISON® XL byly stanoveny tyto vyzkumné otazky:
1) Jaké jsou referen¢nich hodnoty ristového faktoru FGF 23 v normalni populaci.

2) Jaké jsou hodnoty ristového faktoru FGF 23 u pacientd s kolorektalnim karcinomem

a pacienti s jaternimi metastazami kolorektalniho karcinomu.

3) Porovnani hladin ristového faktoru FGF 23 u nemocnych s nadorovym onemocnénim

S jiz pouzivanymi nadorovymi markery - CEA, CA 19-9, TPA a TPS.
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6 PRACOVNI POSTUP

6.1 Sbér a priprava souboru vzorka plazmy + preanalytika

Krev byla odebirdna z kubitalni zily do odbérovych zkumavek VACUETTE,
(Greiner Bio-One, Rakousko). Pro potieby stanoveni FGF-23 byla odebirana nesrazliva
krev, pro ostatni stanoveni byla odebirana krev srazliva. Plazma ¢i sérum byly odd€leny
centrifugaci pii 1 370 x g po dobu 10 minut a vzorky byly bud’ okamzité zpracovany.
Pokud je nebylo mozno zpracovat do 3 hodin po odbéru, byly zamrazeny na - 80 °C a takto
uskladnény az do doby zpracovani. Nabéry byly provadény mezi 6. — 9. hodinou ranni.
Sledované parametry nepodléhaji cirkadidnnimu rytmu, takze casové hledisko nebylo
nutné brat pti vyhodnoceni vysledkii v uvahu. U vSech pacientl byly stanoveny nasledujici
parametry: FGF 23, CEA, CA 19-9, TPA a TPS. Obsahem této bakalafské prace je
stanoveni FGF 23.

Prevzeti a zavedeni vzorku do systému na Piijmu biologického materialu:

1) Po kontrole zddanky s tidaji na zkumavce jsou do laboratorniho informac¢niho systému

zapsany udaje ze Zadanky vcetn€ vybranych analyzovanych metod.

2) Je prifazeno cislo + carovy kod, které jsou nalepeny na Zadanku a zkumavku

a alikvotacni zkumavky.

3) Zkumavka s plnou krvi (4 ml K3sEDTA, VACUETTE® TUBE, Greiner Bio-One,
Rakousko) se centrifuguje pfi 4°C, ota¢ky RCF(g) 1370 -RPM(ot/min.) 3500, 10 min
na centrifuze Hettich (Becmann Coulter, USA).

4) Po centrifugaci se zkupavka opatrné vyjme z centrifugy a umisti do stojanku

na pracovni plose.

5) Po 0,5 ml se rozpipetuje (alikvotuje) plazma do ptipravenych 1 ml zkumavek typu
eppendorf.

6) Kontroluji se udaje na zkumavce s krvi a na alikvota¢nich zkumavkach.

7) Zkumavky splazmou se ulozi do papirové krabicky na 100 vzorkii a umisti

do hlubokomraziciho boxu na -80°C.
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6.2 Stanoveni markeru FGF 23 — analyza na pristroji LIAISON® XL

Stanoveni hladin rastového faktoru FGF 23 bylo provedeno metodou CLIA na
automatickém analyzatoru LIAISON® XL (Diasorin, Saluggia, Italie), Obrazek 4. Vlastni

postup analyzy je nasledujici:

Obrazek 4: Analyzator LIAISON® XL prostanoveni koncentrace analytu metodou CLIA

na Oddéleni imunochemické diagnostiky, FN Plzen

Zdroj: autor bakalarské prace

1) Zapneme pftistroj LIAISON® XL 60 minut pied spuSténim analyzy (musi se

vytemperovat vnitini prostor).

2) Z hlubokomraziciho boxu vyndame krabicku se vzorky souboru pacientti pro vyzkumny
ukol.

3) Vybereme vzorky k analyze, pti RT (room temperature), nechame vzorky cca 60 minut

vytemperovat na RT teplotu.

4) Nasledné je tifeba provést denni ukony spojené S piipravou pfistroje do stavu

umoziujiciho spusténi analyzy. Tyto ukony zahrnuji:
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5) PfihlaSeni uzivatele do systému pfistroje, dale — kontrola spotfebniho materialu
(kyvety, jednorazové Spicky, startovaci reagencie, vyprazdnéni infekéniho plastového

odpadu a tekutého odpadu ze zasobniku pfistroje)

6) Rozbaleni soupravy LIASON FGF 23 (Obrazek 5). Pfed vloZenim kompletniho ¢inidla
obsazen¢ho v integralu (plastovd nadoba s chemikaliemi) do pfistroje je nutné kompletné

resuspendovat magnetické ¢astice a to nésledujicim postupem:

Pted odstranénim uzavéru z lahvicky otdcejte malym koleCkem v €asti s magnetickymi
casticemi, dokud se suspenze nezbarvi dohnéda. Suspendovani magnetickych Ccastic
napomiize jemné obraceni lahvicky ze strany na stranu (je dilezité zabranit vzniku pény).
Zrakem zkontrolujte dno lahvicky s magnetickymi casticemi a ujistime se, zda doslo
Kk resuspendaci vSech usazenych magnetickych c¢astic. Po odstranéni uzavéru peclivé

otfeme povrch kazdé piepazky integralu, aby se piipadné odstranily zbytky kapaliny.

Obrazek 5: Souprava pro stanoveni analytu FGF 23 metodou CLIA firmy Diasorin

\

(514
DiaSorin LIAISON FGF 23 or
- & | [= 318700 e T

EU: 3600300 80 6182 63
D 2 ll 2 -

e ooesilony. u DiaSorin S.p.A. %

2 RCNs Via Crescentin
13040 Satuggia (V0) - TAL

droj - autor bakalafské prace

7) Vlozime integral s chemikaliemi pro danou analyzu (v nasem piipadé FGF 23)

a vlozime pomocné roztoky (nutné promyvaci roztoky potiebné k provozu pfistroje).

8) Vlozeni kontrolnich a kalibracnich roztokii (jsou soucéasti dodavanych souprav).
Na obrazku 6 vidime otevieny analyzator LIAISON® XL s prostorem pro vkladani

stojanku s kalibra¢nimi roztoky a se vzorky.
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Obrazek 6: Prostor v analyzatoru LIAISON® XL pro stojanek s analyzovanymi vzorky

Zdroj: autor bakalaiské prace

9) Spustime piistroj, ktery provede stanoveni kontrolnich a kalibra¢nich vzorka

a na zaklade¢ jejich vysledku vytvoii kalibra¢ni kiivku.

10) Provedeme kontrolu hodnot kontrolnich roztokkti a zkontrolujeme kalibra¢ni kiivku,
Obrazek.

Obrazek 7: Hodnoty koncentrace FGF 23 kalibra¢nich roztoki zobrazené vysledky
na monitoru pfistroje LIAISON® XL

LIAISON

KalibesCni  Kalibeacni RLU Kalibeatni
roztok 1 (oot 1
Stiedni hodnota 11124
o
= v %
RLUZ | Max. CV %
Odchylka %

Tolerance %

R |

ci
Kontrols geometrické kiivky Dirvka
Pomér 1241 Predpokdidand
Rozsah 0 .. 3000 Zpéun: plizplisobent
Pledchost kilvka
Odchryia %

Tolerance %

X
Dokonteno Chybe Kaik
K Uddtost Desinico Sysém

Naciani

Zdroj: autor bakalaiské prace
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11) Rozmrazené a vytemperované vzorky se vortexuji - 30s.

12) Vzorky plazmy (0,5 ml) piepipetoujeme automatickou pipetou do ocislovanych
zkumavek urCenych pro analyzu v pfistroji LIAISON® XL. Na obrazku xx vidime

stojanek na vzorky se zkumavkami ur¢enymi k analyze plazmy FGF 23.

Obrazek 8: Stojanek pro zkumavky se vzorky na analyzu v pfistroji LIAISON® XL

AL BEE.

Zﬁroj : autor bakal¥ské prace
13) Vzorky umistime do specialniho stojanku k pfistroji.

14) Na pristroji LIAISON® XL v dialogovém okné pro vlozeni Cisla vzorku zapiSeme
¢islo vzorku a vybereme metodu analyzy — CLIA FGF 23

15) Po zadani cisel vSech vzorki a vloZeni stojanku se vzorky plazmy ur¢enymi k analyze

do pfistroje Spustime vlastni stanoveni.

16) Provedeme kontrolu vysledka a kontrolu pripadnych chybovych hlasek. Na Obrazku 9
je tabulka namétfenych hodnot koncentraci FGF 23 pfistrojem LIAISON® XL. Tyto

vysledky jsou nésledné exportovany do programu Excelu a dale hodnoceny.
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Obrazek 9: Hodnoty koncentrace FGF 23, zobrazené vysledky na monitoru pfistroje

LIAISON® XL

LIAISON

Celkovy poéet zaznamu: 680
ID vzorku - Datum Redici Vysiodek  Jednotka  Kvaitatvni Piiznaky  Odeséino  Nazev |
AP1802210. 2018-02-21 ... 49.56 pg/mi 20180221 —
AP1802210. 2018-02-21 .. 64.55 pg/ml 2018-02-21 6
2018-02-21 .. 43.82 pg/mi 2018-02-21 @
2018-02-21 5321 po/ml 2018-02-21 ‘ —

2018-02-21 40.04 pg/ml 2018-02:21 ‘ 'A

2018-02-21 2718 paim 2018-02-21
38.99 pg/mL 2018-02-21 n

73.58 pg/ml 2018-02-2

1
57.87 mlL 2018-02-21
1

2018-02-21 4527
2018-02-21
2018-02-21
2018-02-21
2018-02-21

2018-02-21

Udalosti Definice Systém Diagnostika UdrZba

Zdroj: autor bakalarské prace
17) Vytiskneme vysledné naméfené hodnoty.
18) Vyjmeme stojanky s pouzitymi vzorky a umistime je zpét do hlubokomraziciho boxu.

19) Vyjmeme integraly (obsahujicich chemikalie pro vlastni stanoveni) a uskladnime je

zpét V lednici (mohou byt pouzity na dalsi stanovent).

20) Vypnuti a udrzba na konci pracovni doby. Po dokonceni prace je mozno systém
LIAISON® XL ponechat zapnuty. Po uplynuti 30 minut doby necinnosti systém

samocinng prejde do pohotovostniho rezimu.

6.3 Kontrola kvality

U kazdého laboratorniho vysledku musi byt zarucena spravnost a reprodukovatelnost
vysledkli. U béznych biochemickych metod jako je napfiklad stanoveni glykémie,
cholesterolu existuje refernéni nezavisld metoda, pomoci které lze pozadované zjistit.
Imunoanalyza je vSak vysoce citliva metoda, neexistuje piesnéjsi referenéni metoda. Bylo

proto v laboratofich nutno zavést takovy systém kontroly, ktery by toto zarucoval.
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Reprodukovatelnost kratkodoba (tj. v ramci jednoho stanoveni) a dlouhodoba (tj. mezi
stanovenimi dlohodobé i fadu rokd) je zajisténo pomoci kontrolnich sér dodavanych
vyrobcem a séry firmy Biorad uréenymi pro nezavislou interni kontrolu kvality. Spravnost
je zajisténa externi kontrolou kvality provadénou organizaci SEKK, které se pravidelné

laboratot ucastni a ma v ni 100% uspésnost.

6.3.1 Kontrola stanoveni - laboratorni
Vysledky z analyzatorG se prendSeji automaticky do laboratorniho informac¢niho
systému. Cilem laboratorni kontroly je ovéfit, Ze v prubéhu pifenosu vysledku nedoslo
k zavadé a ze vysledek byl vzdy pfifazen piislusnému pacientovi. Kontroluje se proces

zadanka - analytika - vysledek.

6.3.2 Lékarska kontrola

Cilem této kontroly je zjistit hrubou chybu, ktera vznikla v pribéhu preanalytiky
nebo analytiky a ¢ini vysled nevérohodnym. Soucasné 1ékat provadéjici kontrolu navrhuje

napravné opatieni.

6.3.3 Interpretace vysledki
Interpretace vysledku je zaleZitost multioborova. Povinnosti 1ékate laboratote je pti
patologickém vysledku upozornit, eventuelné konzultovat oSetfujiciho 1ékare. Konzultace
musi byt podlozena znalosti referen¢nich hodnot. Referen¢ni hodnoty sledovanych

nadorovych markert jsou uvedeny v Tabulce 8.

Tabulka 8: Referen¢ni, hrani¢ni a patologické hodnoty nadorovych markeri CEA, CA 19-
9, TPA, TPS (Kausitz, 2014; Novotny 2012)

Cutt off pro hodnoty
Biomarker | Jednotky | Referenéni | Hrani¢ni | Patologické
CEA ng/ml 0-3 3-5 >5
CA 19-9 IU/ml 0-30 30-40 > 40
TPA IU/ml 0—-120 |120-140 |>140
TPS IU/ml 0-90 90 - 120 > 120
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Dale pii interpretaci vysledku je nutno znat vSechny faktory, které vysledek mohou

ovlivnit a vést k falesné pozitivit¢ ¢i negativit¢ vysledku. Prehled onemocnéni, které

ovlivituji nami sledované markery je v nasledujici Tabulce 9. Fale$n¢ negativni vysledky

nachazime bud’ pii nespravné indikaci vySetfeni, nebo v situaci, kdy nador z nejriznéjsich

davodt marker neprodukuje.

Tabulka 9: Patologické stavy meénici referenéni hodnoty hladiny nadorovych markera

(Kausitz, 2014; Novotny 2012)

Zvysuje se u

Biomarker Maligni onemocnéni U benignich onemocnéni
CEA Ca zaludku, Ca tracniku, Ca rekta , | u kuiakii , chronickém
karcinoembryona | ca prsu, nemalobunééného ledvinovém, jaternim selhdni
Ini antigen karcinomu plic, ca §titné Zlazy ca benignich onemocnénich GIT a
vajecnikd, ca délohy, ca prostaty jater a pankreatu ,zanétlivych

Metastazy prsu a kolorekta do jater | onemocnénich plic,renignich
adenomech prsu

CA 19-9 Ca pankreatu,Ca Zucniku a cirho6za jater, akutni
Cancer nebo Zlucovych cest,primdrni , Ca jater hepatitida,toxicka
carbohydrate ,Ca zaludku Kolorekta , prsu ovarii | hepatitida,chronicka
antigen (piedevsim mucinozniho typu) Ca | hepatitida,cholecystitida
délohy Metastazy prsu a kolorekta | cholangoitida choledocholitidza
do jater Akutni a chronicka pankreatitida
Benigni onemocnéni zaludku
a stfeva (predevsim zanétliva a
autoimmuni )
Ca prsu,nadory orofacialni oblasti, | zanétliva onemocnéni,
TPA metastaticky proces v jdatrech, regeneracni a reparacni procesy
hepatocelularni Ca, Ca prostaty,Ca | jaterni cirhdza
. §titné zlazy,Ca plic nemalobuné¢ny, | hepatitida, diabetes mellitus
tkafiovy e Ca ledvin, Ca mocCového ,benigni onemocnéni prsu,
pOI_ypEptldlcky méchyie,Ca ovarii, nadory varlat benigni onemocnéni traviciho
antigen ustroji, autoimunni onemocnéni
Vv téhotenstvi a prvnich tydnech
,po porodu
TPS Ca prsu,nadory orofacidlni oblasti, | Regeneracni a reparaéni
tkanovy Ca jater, Ca pankreatu procesy zanétliva onemocnéni
polypeptidicky Néadory varlat a ca prostaty Hepatitida,jaterni cirhdza,
specificky Ca stitné zlazy Ca plic, Ca ledvin, | Diabetes mellitus, Benigni
antigen Ca ovarii onemocnéni prsu , benigni

onemocnéni traviciho Ustroji ,
autoimunni onemocnéni
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6.4 Charakteristika kontrolni skupiny a skupiny pacienti

6.4.1 Charakteristika kontrolni skupiny

Kontrolni skupinu tvofil ndhodn¢ vybrany soubor osob z populacni studie
MONICA. Tento projekt je v soucasné dobé realizovan ve Fakultni nemocnici v Plzni
a navazuje na celosvétovou studii o srdecnich a cévnich onemocnéni zahajenou Svétovou
zdravotnickou organizaci v roce 1985 (WHO, 1988). Kontrolni skupinu tvoiilo 366 osob
(176 muzu, 190 zen), vékova charakteristika souboru je v Tabulce 10. Kontrolni soubor byl
vybran tak, aby se primérny vék hodnocenych skupin signifikantné neliSil. Zafazovaci
kritéria do kontrolni skupiny byla stanovena takto: negativni anamnéza na pfitomnost

tumoru, ledvinové nedostatecnosti, osteopordzy a jeji 1éCby.

6.4.2 Charakteristika souboru nemocnych
Prvni soubor pacientt tvofilo 124 pacientt s diagn6zou kolorektalniho karcinomu,
kteti byli v letech 2016 — 2018 operovani na chirurgické klinice Fakultni nemocnice
V Plzni. Nabéry krve byly provadény ptedoperacné a pted zahdjenim jakékoliv 1éCby.
V tomto souboru pacientli byla zastoupena stadia I, II. Vékové charakteristika je uvedena

v Tabulce 10.

Dal$im hodnocenym souborem byl soubor pacientli s kolorektdlnim karcinomem
ve stadiu IV s metastazami v jatrech. Nabéry byly provadény v dobé¢ zjisténi diagnozy pred
naslednym chirurgickym feSenim a pak 3 — 5 dni po operaci. Vékova charakteristika je

uvedena v Tabulce 10.

Tabulka 10: Vékova charakteristika skupin pacientti a probandu, kteti vstoupili do studie

Vék p-Value
Skupina Pocet Median Minimum | Maximum vék
Kontrolni 365 60,2 29 76
KK, Il 124 66,4 32 86 NS
KK + meta 95 63,2 31 87
Legenda: KK I, II, Il — pacienti s kolorektalnim karcinomem stadium I, II; KK + meta -

pacienti s kolorektalnim karcinomem stadium 1V s metastazami do jater

45



6.5 Pouzité statistické metody

Vyhodnoceni dat bylo provedeno ve spolupraci se statistikem. Pro statistické
vypocty byl pouzit software SAS 9.4 (Statistical Analysis Software release 9.4; SAS
Institute Inc., USA). U hodnocenych souborti byly spocitany deskriptivni statistiky pro
vSechny hodnocené skupiny pacientii. Dale ve vysledcich jsou uvedeny nésledujici
parametry: aritmeticky pramér, median, minimum a maximum. Porovnani mezi skupinami
pacientl bylo provedeno vzhledem k negaussovskému rozdéleni hodnot neparametrickym
Wilcoxonovym rank sum testem. Parové porovnani hodnot pfed a po operaci pak
jednovybérovym Wilcoxonovym signed rank testem. VSechny provedené testy byly

oboustranné, statistickou vyznamnost znacila p-hodnota <0.05.
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7 VYSLEDKY

7.1 Hladiny markeru FGF 23 v plazmé u 366 probandi kontrolni
skupiny
Tabulka 11: Hladiny markeru FGF 23 v plazmé¢ probandt kontrolni skupiny

Cislo ID FGF 23 Cislo ID FGF 23
vzorku VZORKU pg/ml vzorku VZORKU pg/ml
1 486 38,93 36 69093 89,72
2 69011 56,31 37 69095 70,55
3 69022 85,08 38 69097 186,1
4 69024 72,47 39 69098 80,66
5 69029 64,48 40 69102 79,78
6 69031 106,7 41 69103 84,34
7 69032 74,21 42 69104 60,04
8 69038 69,55 43 69105 77,72
9 69040 66,44 44 69106 77,94
10 69041 71,15 45 69110 92,08
11 69044 59,76 46 69113 70,76
12 69045 75,59 47 69114 72,16
13 69049 97,52 48 69120 86,57
14 69050 77,23 49 69123 91,29
15 69051 65,73 50 69124 99,9
16 69053 93,02 51 69125 79,27
17 69055 75,27 52 69126 90,62
18 69058 61,16 53 69128 88,52
19 69063 56,2 54 69133 63,39
20 69065 68,93 55 69134 77,61
21 69066 96,04 56 69138 94,03
22 69068 58,89 57 69140 53,16
23 69069 72,22 58 69141 68,55
24 69071 61,31 59 69145 49,15
25 69077 86,38 60 69149 71,35
26 69079 96,03 61 69152 82,63
27 69080 37 62 69161 108,4
28 69081 93,17 63 69170 69,04
29 69082 47,07 64 69175 65,37
30 69083 78,21 65 69176 65,52
31 69084 92,31 66 69178 78,73
32 69086 54,91 67 69182 77,06
33 69088 91,42 68 69184 98,88
34 69090 75,58 69 69186 69,96
35 69091 28,84 70 69189 96,66

47



Cislo

Cislo

ID FGF 23 ID FGF 23
vzorku VZORKU pg/mi vzorku VZORKU pg/ml
71 69190 54,01 111 69286 54,37
72 69192 75,36 112 69290 53,9
73 69194 75,42 113 69293 61,62
74 69195 74,34 114 69294 71,74
75 69197 82,9 115 69295 80,6
76 69198 77,49 116 69299 55,82
77 69202 57,59 117 69300 34,3
78 69205 92,38 118 69302 67,06
79 69208 69,93 119 69303 68,82
80 69210 85,07 120 69304 34,3
81 69214 44,94 121 69305 57,48
82 69217 71,74 122 69308 66,52
83 69218 43,68 123 69309 44,31
84 69221 45,07 124 69310 54,62
85 69222 58,24 125 69312 61,69
86 69223 58,54 126 69313 72,05
87 69225 46,68 127 69314 66,56
88 69228 43,93 128 69315 61,28
89 69229 52,85 129 69318 74,24
90 69230 69,83 130 69319 69,06
91 69234 75,04 131 69320 61,51
92 69236 82,92 132 69322 67,86
93 69237 52,08 133 69323 62,32
94 69238 60,22 134 69324 86,5
95 69240 62,77 135 69325 74,19
96 69242 73,65 136 69327 76,72
97 69244 49,61 137 69331 69,76
98 69246 48,64 138 69332 76,4
99 69247 98,52 139 69334 96,68
100 69254 51,46 140 69336 55,32
101 69264 72,04 141 69338 54,24
102 69265 64,58 142 69339 37,84
103 69266 57,48 143 69341 98,53
104 69267 50,66 144 69342 74,2
105 69269 93,17 145 69343 51,3
106 69270 82,56 146 69348 39,69
107 69280 82,67 147 69351 66,25
108 69281 57,32 148 69354 50,83
109 69282 31 149 69358 57,06
110 69283 41,47 150 69362 69,13
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Cislo ID FGF 23 Cislo ID FGF 23
vzorku VZORKU pg/mi vzorku VZORKU pg/ml
151 69363 48,24 191 69499 57,33
152 69364 75,93 192 69500 83,14
153 69366 74,12 193 69504 83,63
154 69369 75,93 194 69505 55,69
155 69371 26,37 195 69506 80,75
156 69372 66,62 196 69507 65,14
157 69379 76,28 197 69513 72,53
158 69381 52,47 198 69517 53,36
159 69383 50,26 199 69518 76,16
160 69384 49,35 200 69519 76,43
161 69385 35,22 201 69521 89,69
162 69386 25,85 202 69522 63,8
163 69387 81,01 203 69525 57,04
164 69388 63,79 204 69526 85,53
165 69390 59,37 205 69528 85,62
166 69391 79,83 206 69533 87,28
167 69392 28,84 207 69535 54,87
168 69393 39,69 208 69541 36,78
169 69394 102,9 209 69545 43,67
170 69396 74,19 210 69547 99,24
171 69397 50,82 211 69550 74,79
172 69400 56,82 212 69551 76,44
173 69438 62,25 213 69557 76,72
174 69446 99,14 214 69560 59,81
175 69450 51,28 215 69563 82,74
176 69454 53,64 216 69567 76,82
177 69459 28,85 217 69568 88,03
178 69462 72,52 218 69570 76,54
179 69463 85,8 219 69571 58,75
180 69464 83,27 220 69574 71,27
181 69465 33,86 221 69404 60,63
182 69467 53,18 222 69405 60,89
183 69469 56,26 223 69406 64,75
184 69472 62,36 224 69407 89,66
185 69473 65,8 225 69411 81,08
186 69477 81,8 226 69412 36,74
187 69481 89,92 227 69416 60,69
188 69486 81,16 228 69418 41,41
189 69487 68,86 229 69419 71,31
190 69490 52,17 230 69422 60,39
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Cislo ID FGF 23 Cislo ID FGF 23

vzorku VZORKU pg/mi vzorku VZORKU pg/ml
231 69426 70,55 271 13 75,5
232 69427 81,79 272 14 57,26
233 69429 67,62 273 20 67,42
234 69431 92,88 274 31 51,65
235 69432 95,35 275 48 50,56
236 69436 85 276 51 123,1
237 69576 85,99 277 60 28,42
238 69577 76,6 278 61 M.M.
239 69578 105,7 279 64 51,11
240 69586 89,97 280 65 37
241 69590 95,17 281 68 97,72
242 69593 87,21 282 69 92,37
243 69594 90,6 283 80 79,83
244 69618 54,77 284 86 110,7
245 965001 60,1 285 88 58,16
246 965005 84,95 286 90 100,1
247 965011 81,09 287 92 122,3
248 965021 84,84 288 93 49,12
249 965024 87,92 289 94 96,76
250 965025 64,84 290 95 74,16
251 965030 67,17 291 98 81,12
252 965031 85,76 292 100 60,45
253 965033 51,91 293 103 63,73
254 965035 53,18 294 104 88,06
255 965036 99,97 295 108 84,13
256 965038 82,57 296 111 46,41
257 965041 71,29 297 118 54,94
258 965043 77,12 298 121 67,96
259 965046 80,5 299 126 68,96
260 965048 55,9 300 130 55,24
261 965049 33,84 301 134 81,93
262 965052 86,29 302 156 47,51
263 965053 48,58 303 165 49,04
264 965056 83,46 304 170 66,23
265 965057 87,09 305 171 82,57
266 965061 57,55 306 176 107,3
267 2 77,13 307 191 63,59
268 5 98,55 308 195 83,46
269 9 61,93 309 199 78,54
270 11 66,62 310 202 68,2
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Cislo ID FGF 23 Cislo ID FGF 23

vzorku VZORKU pg/mi vzorku VZORKU pg/ml
311 203 53,89 339 294 80,46
312 208 120,1 340 296 72,05
313 210 78,8 341 298 65,76
314 213 1285 342 299 64,14
315 214 1015 343 311 85,51
316 217 57,92 344 314 50,12
317 223 50,54 345 320 68,9
318 227 82,44 346 323 78,52
319 230 71,76 347 324 93,69
320 237 98,49 348 328 70,77
321 244 70,04 349 329 78,07
322 248 62,03 350 334 55,94
323 257 74,57 351 338 78,84
324 259 56,74 352 343 79,96
325 260 129 353 353 92,53
326 263 89,16 354 358 100
327 265 48,07 355 362 73,86
328 270 67,83 356 366 83,62
329 274 68,48 357 384 82,99
330 275 4512 358 392 96,44
331 276 82,67 359 395 160,6
332 278 95,1 360 397 94
333 280 67,73 361 398 77,83
334 282 70,69 362 403 82,36
335 283 69,66 363 435 87,68
336 284 49,9 364 436 27,9
337 285 68,4 365 442 129,9
338 290 113,9 366 467 80,56

Hladiny markeru FGF 23 v plazm¢ probandi kontrolni skupiny byly pouZity pro

vypocet referencnich hodnot.
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7.2 Hladiny markeru FGF 23 v plazmé pacienti s kolorektalnim

karcinomem

Tabulka 12: Hladiny markeru FGF 23 v plazmé¢ pacientt s kolorektalnim karcinomem

Cislo Datum CEA CA 19 TPS FGF23
vzorku odbéru Vék ng/ml u/ml /1 pg/ml
1 2.11.2015 74 4,3 16 93 106,7
2 4.11.2015 83 14,3 1 243 20,89
3 4.11.2015 62 138,8 1 335 156,5
4 4.11.2015 46 2 13 85 46,35
5 9.11.2015 59 1,5 173 328 72,18
6 13.11.2015 62 4,2 3 59 81,78
7 13.11.2015 87 7,9 13 91 158
8 16.11.2015 70 5,1 24 60 97,57
9 19.11.2015 62 3,5 21 55 77,73
10 4.12.2015 83 1,4 73 83 54,13
11 8.12.2015 57 2,1 25 226 98,58
12 10.12.2015 84 1,3 7 86 79,44
13 14.12.2015 59 1,3 440 160 74,88
14 18.12.2015 58 1,3 3 93 100,3
15 30.12.2015 70 3,8 9 169 58,09
16 6.1.2016 76 1,5 5 222 99,26
17 6.1.2016 61 1,7 4 136 67,61
18 11.1.2016 53 0,8 7 219 88,49
19 19.1.2016 67 1,2 8 87 60,09
20 22.1.2016 62 0,9 1 107 50,92
21 26.1.2016 58 4,3 3 45 89,89
22 1.2.2016 78 13,7 1 178 138,9
23 1.2.2016 65 3,9 6 642 93,48
24 11.2.2016 68 2,1 29 60 47,62
25 11.2.2016 67 3,5 9 21 37,54
26 17.2.2016 75 0,9 13 375 50,6
27 19.2.2016 75 3,4 15 228 106,3
28 22.2.2016 72 18,9 49 37 51,97
29 23.2.2016 87 6,4 1 20 68,18
30 24.2.2016 69 2,3 7 56 42,84
31 7.3.2016 79 1,6 7 609 54,43
32 14.3.2016 56 0,5 5 211 67,06
33 18.3.2016 72 8,5 67 212 119,8
34 21.3.2016 77 5 54 100 98,74
35 8.4.2016 63 3,6 28 330 73,25
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Cislo Datum CEA CA19 TPS FGF23

vzorku odbéru Vék ng/ml u/ml /1 pg/ml
36 11.4.2016 71 2,3 7 96 65,43
37 11.4.2016 62 12,3 11 109 73,12
38 12.4.2016 52 4,2 1 179 87,87
39 14.4.2016 60 0,9 15 37 91,62
40 18.4.2016 50 1,4 4 73 44,61
41 18.4.2016 76 95,5 33 734 35,55
42 22.4.2016 70 24,6 1900 854 44,87
43 28.4.2016 68 3,8 15 58 68,32
44 3.5.2016 67 1,5 4 67 62,12
45 3.5.2016 80 1,8 6 84 52,85
46 6.5.2016 84 189,2 194 185 62,1
47 9.5.2016 31 1,6 6 48 63,37
48 9.5.2016 75 1,1 6 96 55,83
49 9.5.2016 65 1,7 1 58 64,56
50 12.5.2016 40 0,8 4 156 98,71
51 13.5.2016 68 2,9 34 97 59,98
52 16.5.2016 60 1 3 94 80,67
53 16.5.2016 79 2 11 75 74,55
54 18.5.2016 62 3,8 4 77 55,04
55 26.5.2016 75 2,1 1900 78 51,27
56 27.5.2016 54 2,6 9 77 63,45
57 3.6.2016 75 15,9 1 280 36,1
58 14.6.2016 50 3,4 19 102 62,78
59 14.6.2016 50 1,4 14 87 69,99
60 16.6.2016 41 0,9 4 165 66,49
61 16.6.2016 39 0,6 4 69 81,5
62 16.6.2016 45 15 3 79 51,34
63 29.6.2016 79 2,1 12 76 85,77
64 12.8.2016 68 5,2 1 79 89,93
65 22.8.2016 50 98,6 34 68 37,83
66 22.9.2016 39 1,6 5 36
67 20.10.2016 70 0,4 8 100 65,92
68 4.11.2016 67 1,2 10 191 103
69 4.11.2016 68 11,9 33 88 70,15
70 11.11.2016 65 2,8 6 42 123,5
71 6.12.2016 44 0,8 4 122 90,32
72 28.12.2016 54 1,6 5 67 57,49
73 2.1.2017 62 10,6 16 105 41,69
74 4.1.2017 35 3,6 1 126 29,91
75 26.1.2017 75 3,6 6 290 30,69

53




Cislo Datum CEA CA 19 TPS FGF23

vzorku odbéru Vék ng/ml u/ml /1 pg/ml
76 2.2.2017 80 345,1 1900 368 99,05
77 3.2.2017 44 1,1 3 30 61,29
78 13.2.2017 59 3,2 14 183 67,79
79 23.2.2017 78 1 16 32 88,71
80 12.4.2017 71 0,7 5 50 42,18
81 18.4.2017 81 40,9 1900 976 43,09
82 24.4.2017 68 0,8 7 29 58,55
83 2.5.2017 78 8 34 157 88,37
84 5.5.2017 65 1 4 454 65,33
85 11.5.2017 64 55 3 59 82,41
86 18.5.2017 68 1,5 9 95 122,7
87 23.5.2017 70 1,2 5 36 114,3
88 26.5.2017 52 1,2 17 256 89,56
89 30.5.2017 72 1,7 17 31 107,9
90 9.6.2017 75 4,8 13 93 139,7
91 14.6.2017 73 25,7 16 27 71,52
92 16.6.2017 77 7,4 1 27 133
93 16.6.2017 70 3,8 3 39 67,08
94 29.6.2017 69 0,4 6 70 89,49
95 4.7.2017 65 4.5 6 43 80,54
96 13.7.2017 72 8,4 8 83 81,13
97 18.7.2017 67 5,8 9 43 58,06
98 24.7.2017 52 0,6 6 81 80,95
99 25.7.2017 57 3 6 2 66,32
100 11.8.2017 68 2,5 1 33 36,61
101 6.9.2017 73 0,9 6 30 74,73
102 7.9.2017 76 2,1 18 38 78,5
103 15.9.2017 76 6,4 16 36 81,4
104 26.9.2017 68 1,7 31 49 60,37
105 29.9.2017 70 2 16 260 75,48
106 2.10.2017 71 1,2 14 40 53,55
107 3.10.2017 65 6,2 14 100 79,6
108 4.10.2017 69 339,8 2198 310 82,52
109 4.10.2017 67 3,2 9 56 50,03
110 26.10.2017 68 7 8 47 66,67
111 21.11.2017 78 2,3 16 28 79,38
112 23.11.2017 70 2,3 53 55,52
113 24.11.2017 82 1,9 49 55,59
114 27.11.2017 72 2,7 43 52 42,37
115 29.11.2017 66 1,4 6 18 58,52
116 30.11.2017 73 3,9 19 74 64,68
117 29.12.2017 76 2,4 208 35 68,63

Hladiny FGF 23 byly pouzity pro statistické vypodnoceni jak je uvedeno v dalsi kapitole.
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7.3 Hladiny markeru FGF 23 v plazmé pacienti s jaternimi

metastazami kolorektalniho karcinomu
Tabulka 13: Hladiny markeru FGF 23 v plazmé pacientil s jaternimi metastazami

kolorektalniho karcinomu

Cislo | Datum CEA | CA19-9 | TPA | TPS |FGF23
vzorku| odbéru |Vék Stav ng/ml| U/ml | 1U/1 | 1U/] | pg/ml
1 11.5.2017 | 71 pfed operaci 15,8 14 69 | 67 | 554
2 19.5.2017 | 71 po operaci 7,5 11 62 85 | 43,6
3 11.7.2017 | 71 pfed operaci 189 15 58 | 56 | 57,7
4 4.10.2017 | 76 pfed operaci 40,7 18 189 | 124 | 89,5
5 20.12.2017| 73 pred operaci 1 9 44 46 52
6 27.12.2017 | 73 po operaci 0,8 12 210 | 234 | 42,2
7 4.1.2018 | 74 pred operaci 1,6 13 43 34 | 70,5
8 4.4.2017 | 57 pred operaci 1,8 1 76 24 | 62,2
9 20.9.2017 | 71 pred operaci 1,9 50 159 | 198 | 67,4
10 25.9.2017 | 71 po operaci 1 90 165 | 117 | 73,8
11 15.1.2018 | 32 pred operaci 0,9 2 41 24 55
12 19.1.2018 | 32 po operaci 0,6 3 98 | 119 | 46,4
13 12.4.2017 | 56 pfed operaci 4,2 25 26 | 14 | 604
14 18.4.2017 | 56 po operaci 2,8 30 62 | 79 | 456
15 31.1.2018 | 73 pfed operaci 8,4 63 178 | 136 | 79,6
16 20.6.2017 | 64 pred operaci 46,9 102 53 47 | 524
17 23.6.2017 | 64 po operaci 16,2 51 120 | 118 | 25,3
18 |15.11.2017| 79 pfed operaci 4,8 42 208 | 92 | 66,4
19 12.10.2017]| 41 po operaci 25,7 38 153 | 197 | 79,4
20 7.11.2017 | 41 pfed operaci 44,1 72 168 | 146 | 103
21 [14.11.2017| 41 po operaci 7,8 28 154 | 252 | 98,3
22 25.8.2017 | 62 pfed operaci 6,4 13 73 | 60 | 51,8
23 5.9.2017 | 62 pfed operaci 3 37 344 | 272 | 115,3
24 22.1.2018 | 65 pfed operaci 2 2 70 18 | 57,1
25 26.1.2018 | 65 po operaci 1,9 3 183 | 49 | 59,2
26 |16.10.2017 | 68 pred operaci 5,2 17 100 | 67 |113;3
27 |23.10.2017 | 68 po operaci 3 13 222 | 351 | 90,5
28 14.11.2017 | 54 pred operaci 0,9 14 81 62 72,6
29 [27.11.2017| 54 po operaci 0,8 43 68 | 52 | 40,9
30 7.9.2017 | 66 pfed operaci 16,5 21 1082 | 922 | 58,6
31 2.8.2017 | 47 pred operaci 0,6 5 89 | 8 | 494
32 11.9.2017 | 80 pfed operaci 5,9 63 141 | 102 | 42,8
33 15.9.2017 | 80 po operaci 4,5 93 178 | 202 | 36,6
34 126.10.2017| 70 pfed operaci 6,6 13 137 | 81 |124,8
po operaci,jina
35 1.11.2017 | 70 Dg 0,9 9 M.M.| 80 | 754
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Cislo Datum CEA | CA19-9 | TPA | TPS |FGF23
vzorku| odbéru |Vék Stav ng/ml| U/ml | 1U/l | 1U/I | pg/ml
36 6.11.2017 | 49 pfed operaci 0,6 9 26 31 | 93,2
37 113.11.2017 | 49 po operaci 0,6 10 66 | 67 | 96,8
38 11.1.2018 | 44 pfed operaci 0,8 15 91 | 207 56
39 15.1.2018 | 44 po operaci 0,8 20 208 | 401 | 334
40 27.6.2017 | 74 pfed operaci 0,8 6 110 | 110 | 431
41 3.7.2017 | 74 po operaci 0,5 23 190 | 338 | 53,5
42 23.8.2017 | 68 pred operaci 9,4 29 39 24 | 58,4
43 29.8.2017 | 68 po operaci 3,3 33 165 | 174 | 31,5
44 7.8.2017 | 48 pfed operaci 4,2 9 15 24 | 494
45 11.8.2017 | 48 po operaci 3,1 16 86 | 137 | 20,9
46 2.10.2017 | 68 pred operaci 2,6 21 102 | 57 | 63,6
47 6.10.2017 | 68 po operaci 1,1 20 62 77 | 39,6
48 6.12.2017 | 70 pfed operaci 4,7 1 398 | 290 | 63,9
49 111.12.2017] 70 po operaci 14 2 154 | 243 | 58,3
50 15.5.2017 | 75 pfed operaci 13,9 221 131 | 224 | 50,6
51 5.9.2017 | 53 pred operaci 31,2 176 1241 | 370 | 62,5
52 [31.10.2017| 72 pfed operaci | 114,6 1 187 | 68 | 66,1
53 8.6.2017 | 60 pred operaci 11,3 1 63 69 | 416
po operaci,jina
54 12.6.2017 | 60 Dg 11,5 1 251 | 175 | 24,4
55 7.11.2017 | 60 pred operaci 1,7 5 41 23 | 87,6
56 |13.11.2017 | 60 po operaci 0,7 47 | 46 | 68,4
57 7.9.2017 | 63 pred operaci 49 239 62 32 | 68,9
58 13.9.2017 | 63 po operaci 28,6 107 69 68 | 66,2
59 ]19.10.2017| 63 pred operaci 57 108 80 | 40 | 82,1
60 |23.10.2017| 63 po operaci 109,9 176 131 | 60 | 84,2
61 28.6.2017 | 69 pred operaci 15 11 128 | 92 | 44,7
62 20.4.2017 | 36 pred operaci 22,2 253 199 | 282 | 40,7
63 24.4.2017 | 36 po operaci 17,5 229 150 | 252 | 32,4
64 17.7.2017 | 42 pred operaci 3,8 24 167 | 37 | 56,8
65 26.7.2017 | 42 po operaci 0,4 5 81 | 126 26
66 14.7.2017 | 60 pred operaci 3 9 134 | 106 80
67 21.7.2017 | 60 po operaci 11 22 322 | 442 | 95,7
68 13.12.2017| 78 pred operaci 59,5 527 126 |[M.M.| 97
69 [20.12.2017| 78 po operaci 6,8 128 116 | 141 93
70 6.11.2017 | 73 pred operaci 1,8 26 130 | 179 | 745
71 13.11.2017| 73 po operaci 1,3 50 226 | 187 | 39,6
72 1.8.2017 | 70 pred operaci 900 181 2274 | 803 | 33,6
73 4.8.2017 | 70 po operaci 900 177 2153 | 819 | 43,1
74 11.9.2017 | 73 pred operaci 4,1 30 76 | 63 | 1712
75 20.9.2017 | 73 po operaci 2,3 22 139 | 182 | 1142
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Cislo | Datum CEA (CA19-9| TPA | TPS | FGF23
vzorku| odbéru | Vék Stav ng/ml{ U/ml | 1U/1 | 1U/1 | pg/ml
76 25.9.2017 | 68 | pfed operaci | 116,9 131 113 | 176 68,5
77 29.9.2017 | 68 po operaci | 47,5 81 177 | 129 77,7
78 21.7.2017 | 79 | pfed operaci | 3,2 32 74 98 72,8
79 8.11.2017 | 71 | pfed operaci | 2,6 93 137 | 108 70,9
80 [13.11.2017| 71 po operaci 19 105 131 | 211 47,1
81 10.5.2017 | 55 | pred operaci | 9,4 46 79 54 73,9
82 18.5.2017 | 55 po operaci 5,8 73 68 47 53,2
83 22.5.2017 | 52 | pred operaci | 0,7 8 31 23 36,3
84 29.5.2017 | 52 po operaci 0,5 8 33 60 67,6
85 [21.12.2017| 54 | pfedoperaci| 1,5 37 155 95 60,6
86 [27.12.2017| 54 po operaci 1,2 13 45 46 48,8
87 4.9.2017 44 | pfed operaci 1 2 47 32 49,2
88 8.9.2017 44 po operaci 0,8 13 205 | 323 46,2
89 10.1.2018 | 46 | pred operaci | 900 16 2055 | 687 38,6
90 17.1.2018 | 46 po operaci | 615,8 17 336 | 467 56,7
91 4.8.2017 | 65 | pfedoperaci| 1,8 17 80 | 159 62,2
92 9.8.2017 | 65 po operaci 11 34 197 | 239 44,2
93 27.4.2017 | 75 | pfed operaci | 22,2 11 54 17 181,9
94 15.1.2018 | 32 | pfed operaci 1 5 78 | 137 55,6
95 18.1.2018 | 32 po operaci 0,9 3 72 119 25,4
96 19.6.2017 | 56 po operaci | 16,9 32 402 | 152 48,5
97 26.6.2017 | 56 po operaci 0,9 6 74 73 84
98 [13.12.2017| 51 | pfedoperaci | 1,7 3 93 104 97,1
99 18.12.2017| 51 po operaci 1,6 9 415 | 598 90,5
100 | 24.5.2017 | 62 | pfed operaci | 12,1 92 140 93 51,9
101 2.6.2017 | 62 po operaci 1,8 18 75 11213 41
102 | 16.5.2017 | 67 | pfedoperaci | 2,5 23 85 55 22,9
103 | 12.4.2017 | 73 | pfed operaci | 4,7 240 121 | 50 61,4
104 | 19.4.2017 | 73 po operaci 1,7 35 204 | 264 81,3
105 | 18.1.2018 | 86 | pfed operaci | 4,6 5 74 36 60
106 | 22.1.2018 | 86 po operaci 2,4 5 104 | 68 51,7
107 | 24.5.2017 | 44 | pred operaci | 1,2 8 16 10 40,6
108 | 29.5.2017 | 44 po operaci 0,8 10 40 31 72,5
109 | 21.8.2017 | 68 | pred operaci | 1,6 10 172 | 254 41,7
110 | 25.8.2017 | 68 po operaci 14 16 133 | 180 19,9
111 | 20.9.2017 | 54 | pfed operaci | 0,9 25 51 63,3
112 | 25.9.2017 | 54 po operaci 0,6 67 80 58,4
113 | 28.7.2017 | 69 | pfed operaci | 21,6 17 63 25 72,9
114 1.8.2017 | 69 po operaci | 12,8 40 60 30 715
115 6.4.2017 | 58 | pred operaci 3 42 68 49 91,2
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Cislo Datum CEA | CA19-| TPA | TPS | FGF23
vzorku| odbéru | Vék Stav ng/ml {9 U/ml| 1U/I | IU/I | pg/ml
116 | 13.4.2017 | 58 po operaci 2,1 53 72 85 91,1
117 | 23.5.2017 | 58 pred operaci 2,6 53 104 | 147 | 92,1
118 8.6.2017 | 58 po operaci 2,3 26 76 71 80,1
119 | 26.7.2017 | 54 pred operaci 0,8 7 58 79 59,2
120 | 19.7.2017 | 57 pfed operaci 77,1 101 120 | 38 35,2
121 | 26.7.2017 | 57 po operaci 12,4 24 122 | 127 | 53,34
122 ]11.12.2017| 55 pred operaci 1 22 99 94 58,7
123 |18.12.2017| 55 po operaci 0,7 24 141 | 193 | 50,3
124 | 13.4.2017 | 66 pred operaci 6,8 59 94 | 127 | 61,7
125 20.4.2017 | 66 po operaci 1,2 19 245 | 454 42,7
126 ]10.10.2017| 78 pred operaci 2,1 25 91 | 192 | 1249
127 ]12.10.2017| 78 po operaci 2 28 149 | 291 | 99,9
128 | 18.8.2017 | 71 pfed operaci 3,7 1 1502 | 2400 | 47,5
129 | 25.8.2017 | 71 po operaci 3,8 1 254 | 275 | 38,6
130 | 2.11.2017 | 72 pfed operaci 0,7 7 131 | 69 70,3
131 ]21.11.2017| 72 po operaci 0,7 7 133 | 78 44,2
132 | 7.12.2017 | 72 pfed operaci 0,7 4 147 | 113 | 49,6
133 ]13.12.2017| 72 po operaci 1,3 34 378 | 166 | 53,9
134 |14.12.2017| 68 pred operaci | 183,6 19 245 | 201 | 101,6
135 |18.12.2017| 68 po operaci 159,2 21 217 | 107 | 76,8
136 29.62017 | 71 pred operaci 23,8 243 95 48 41,4
po operaci,jina
137 472017 | 71 Dg 16,9 181 205 | 97 45,4
138 [20.11.2017| 67 pred operaci 14,6 47 88 94 38,1
139 |27.11.2017| 67 po operaci 12,7 44 143 | 112 | 34,4
141 5.9.2017 | 78 pfed operaci 1 18 93 84 72,7
141 | 12.9.2017 | 78 po operaci 0,7 22 165 | 225 | 93,9
142 110.4.02017| 67 pred operaci 1,3 2 22 27 30,4
143 |29.11.2017| 77 pfed operaci 4,5 55 820 | 494 | 438
144 | 4.12.2017 | 77 po operaci 4,5 55 820 | 494 | 26,4
145 | 18.5.2017 | 65 pfed operaci 1,2 8 78 | 118 | 515
146 | 11.9.2017 | 73 pred operaci 1,6 13 141 | 99 42,8
147 | 15.9.2017 | 73 po operaci 15 21 138 | 165 | 39,9
148 4.9.2017 | 82 pred operaci 89,6 43 473 | 161 | 45,3
149 ]25.10.2017| 57 pred operaci 20 569 155 | 124 | 74,3
150 2.11.2017 | 57 po operaci 54 118 63 107 74,7
151 ]20.11.2017| 51 pred operaci | 167,7 37 56 41 80
152 ]23.11.2017| 51 po operaci 58,6 23 52 61 30,2
153 | 6.12.2017 | 58 pred operaci 11 674 25 44 53,8
154 | 8.12.2017 | 58 po operaci 11 225 145 | 188 52
155 9.8.2017 | 68 pred operaci 8,9 12 57 33 45,8

58




Cislo Datum CEA [CA19-9| TPA | TPS | FGF23
vzorku| odbéru | Vék Stav ng/ml| U/ml /1 | W/l | pg/mil
156 11.8.2017 | 68 po operaci 5,8 15 176 | 145 20,8
157 2.5.2017 54 | pfed operaci | 6,1 305 76 13 454
158 19.6.2017 | 54 po operaci 1,2 32 91 101 64,5
159 |22.11.2017| 54 | pfed operaci 26 3525 931 | 196 39,8
160 [27.11.2017| 54 po operaci 57 3975 | 1614 | 386 33,6

161 |12.12.2017| 62 | pred operaci | 2,8 21 107 | 113 62,3
162 |21.12.2017| 62 po operaci 15 35 229 | 209 85,8
163 | 25.4.2017 | 64 | pfed operaci | 24 5 507 | 154 38,9
164 5.5.2017 | 64 po operaci 4,5 16 261 | 295 31,9
165 |[18.12.2017| 66 | pfed operaci | 15,3 37 70 36 64,7
166 |16.11.2017| 70 | predoperaci | 2,4 41 50 62 32,7
167 [20.11.2017| 70 po operaci 14 39 54 38 20,9
168 | 12.6.2017 | 71 | pfed operaci 15 11 57 31 42,5
169 | 16.6.2017 | 71 po operaci 1,2 15| 410| 400 315
170 | 16.1.2018 | 45 | pfed operaci | 11,7 12| 189| 189| 101,1
171 | 19.1.2018 | 45 po operaci 10,7 12| 131| 114 43,6

Namétené hladiny FGF 23 v plazmé byly pouzity pro porovnani a statistické
vypodnoceni mezi kontrolni skupinou, pacienty s kolorektalnim karcinomem a pacienty
S jaternimi metastdzami kolorektalniho karcinomu. Tyto vysledky jsou diskutovany v dalsi

kapitole.
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8 DISKUZE

8.1 Referenc¢ni rozmezi FGF-23

Hodnoty kontrolni skupiny byly poslouzity k vypoctu referen¢nich hodnot pro
FGF-23. Referen¢ni hodnoty FGF-23 byly stanoveny v rozmezi 30 — 105 pg/mL. Metodika
vypoctu byla 95% interval.

V navodu k soupravé LIAISON FGF-23 jsou uvedeny vysledky od soboru 910
osob, které méli median 57,5 pg/mL a rozmezi 23,2-95,4 pg/mL. Lze tedy konstatovat,
ze vysledky jsou v souladu s rozmezim udavanym vyrobcem. Vyrobce vzdy doporucuje
provést vlastni stanoveni rozsahu ptedpokladanych hodnot pro vysetfovanou populaci.

Toto bylo u€inéno na reprezentativnim vzorku 366 probandt.

Pfi snaze porovnat naSe hodnoty u kontrolni skupiny s vysledky zdravych osob
jsme v literatufe narazili na dva problémy. Prvnim bylo, Ze vétSina publikovanych
vyslednktl je provadéna nejriiznéjsimi typy ELISA souprav a jen n€kolik malo praci bylo
provedeno chemiluminiscenci. Druhym zavaznym problémem bylo, Ze pocty kontrolnich
skupin zdravych osob se pohybovaly od 5 do maximum 90 osob. V pracich byly uvadény
u zdravych osob primérné hodnoty, které se pohybovaly od 45 do 95 pg/ml. (Seifert, 2016;
Pedersen, 2013; Urena-Torres, 2014; Shimizu, 2012)

8.2 Porovnani hladin FGF-23 kontrolni skupiny a pacientii v riznych

stadiich onemocnéni kolorektalnim karcinomem

U nemocnych s kolorektarnim karcinomem ve stadiu I a II jsme neprokazali Zadny
statisticky vyznamny rozdil v porovnéani s kontrolni skupinou. Naproti tomu u skupiny
pacienti s kolorektalnim karcinomem, kde byly pfitomny mestastazy, byl signifikantni
pokles hodnot FGF 23.

Tabulka 13 shrnuje vysledky FGF-23 u tii sledovanych skupin, véetné statisticky
vyhodnocenych rozdilli mezi nimi. Pro jednodussi porovnani je uvedeno i vyhodnoceni

v grafické podob¢ (Graf 1).
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Tabulka 14: Hodnoty FGF 23 u posuzovanych skupin

Soubor N Primér | Median Min - Max p-Value 1 | p-Value 2
Kontroly 365 72.5 71.31 26.8-451.2 -
KK I, 11 124 74.6 67.99 20.8 -295.8 p=0.8599

p=0.0028
KK + meta 95 64.8 60.00 22.9-181.9 | p<0.0001
Legenda: KK I, II, Il - pacienti s kolorektalnim karcinomem stadium I, 1I; KK+meta -

pacienti s kolorektalnim karcinomem stadium IV s metastazami do jater

Graf 1: Rozlozeni hodnot koncentraci FGF 23 mezi kontrolni skupinou, pacienty

S jaternimi metastdzami kolorektalniho karcinomu a pacienty s kolorektalnim karcinomem

Distribution of FGF23
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8.3 Porovnani hladin FGF 23 a rutinné pouZivanych nadorovych

markeri

Mezi publikovanymi pracemi existuje pouze jedina publikace, ktera se vénuje
problematice vztahu hladin FGF 23 a kolorektalniho adenomu. Autofi v této praci zjistili,
ze se zvySujici hladinou FGF 23 narista pocet ptipadi recidivujiciho kolorektalniho
adenomu. (Jacobs 2011)

Nase naméfené hodnoty FGF 23 nejsou v souladu s vysledky Jacobs et al. 2011
Vtom smyslu, Ze jsme nezaznamenali statisticky signifikantni rozdil mezi kontrolni
skupinou a pacienty s kolorektalnim karcinomem a pacienty s kolorektalnim karcinomem
a jaternimi metastdzami coz jsme na zaklad¢ vysledkd Jacobs et al. 2011 ocekavali. Na
druhé strané, v naSem souboru nemocnych s kolorektalnim karcinomem ve velice ¢asném
stadiu byl také median sérovych hladin onkofetalnich i cytokeratinovych markert byl
v mezich normy. FGF 23 bylo korelovano s ostatnimi sledovanymi biomarkery
stanovenymi Z ptedoperacnich nabérii u pacientt s kolorektalnim karcinomem ve stadiu 1,
[I. Namé&fené hodnoty viech biomarkeri uvadi Tabulka 14. Zadna statisticky signifikantni

korelace v§ak nebyla nalezena. Hodnoty korelaci jsou uvedeny v Tabulce 15.

Tabulka 15: Pfedopera¢ni hodnoty biomarkerti pacientt s kolorektalnim karcinomem

stadia I, 11

Biomarker . .Pi.ed operact .
Median Minimum | Maximum

FGF 23 67.9 20.8 295.8

CEA 2.1 0.2 2572

CA 19-9 8.0 0.8 19000

TPA 104 5 2642

TPS 80 1 976

62




Tabulka 16: Korelace ptedoperacnich hodnot biomarkerd pacientti s kolorektalnim

karcinomem stadia I, 11

Biomarker
Spearmantv korelacni koeficient

Statisticka vyznamnost

CEA CA19-9 TPA TPS
FGF23 | 0.03306 | 0.02111 | 0.05315 | 0.06494
0.7155 0.8182 0.5693 0.4754

Hladiny FGF 23 byly dale korelovany s ostatnimi sledovanymi biomarkery
stanovenymi z piredoperacnich nabérti dalsi vySetifované skupiny, pacientii s kolorektalnim
karcinomem ve stadiu IV s jaternimi metastizami. Hodnoty vSech biomarkerd uvadi

Tabulka 16. Ani zde nebyla nalezena statisticky signifikantni korelace (Tabulka 17).

Tabulka 17: Ptedopera¢ni hodnoty biomarkerii pacientl s kolorektalnim karcinomem

stadia IV s jaternimi metastazami

Biomarker . P.Fe.d operact .
Median | Minimum | Maximum
FGF 23 60.0 22.9 181.9
CEA 4.2 0.6 900
CA 19-9 19.0 1.0 3525
TPA 93.0 15 2274
TPS 82.5 10 2400
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Tabulka 18: Korelace ptedoperacnich hodnot biomarkerd pacient s kolorektalnim

karcinomem stadia IV s jaternimi metastazami

Spearmaniiv korela¢ni koeficient

Biomarker

Statisticka vyznamnost

FGF 23

CEA
0.08016
0.4400

CA19-9
0.07825
0.4510

TPA
0.03281
0.7523

TPS
0.03015
0.7730

U nemocnych s metastatickym procesem do jater byly stanoveny hladiny

nadorovych markert pied chirurgickym zakrokem a po jeho provedeni. Hodnoty jsou

uvedeny v Tabulce 19.

Tabulka 19: Hodnoty biomarkerd pacientii s kolorektalnim karcinomem stadia IV

a metastazami do jater pied operaci a po operaci

Pi‘ed operaci Po operaci
Biomarker p-Value
Median | Minimum | Maximum | Median | Minimum | Maximum
FGF 23 60.0 22.9 181.9 50.30 19.9 114.2 p<0.0001
CEA 4.2 0.6 900 1.90 0.40 900 p<0.0001
CA 19-9 19.0 1.0 3525 23.00 1.0 3975 p=0.8311
TPA 93.0 15 2274 141.00 33 2153 p=0.0099
TPS 825 10 2400 141.00 30 819 p<0.0001

Pti porovnani hladin FGF 23 stanovenych ptfed a po operaci pacientu s jaternimi

metastazami kolorektalniho karcinomu jsem zjistila statisticky vyznamny pokles hodnot po
operaci (p<0.0001).

Hladina CEA v souvislosti

S odstranénim nadorové hmoty také statisticky

signifikantné poklesla (p<0.0001). Hladiny oba cytokeratinovych markeri (TPA, TPS) se

signifikantné se zvysily (p=0.0099, p<0.0001), coz souvisi s okamzitym nastartovanim
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reparacnich procesii po operaci a neinvazivnim mnozeni bunék. Pooperacni hladina CA
19-9 zlstala Vv porovnéni s pfedoperacni hladinou beze zmén, coz je na prvni pohled
piekvapivé, protoze biologicky polocas pooperacnich hodnot CA 19-9 je odhadovan
ptiblizné na 12h. (Yoshimasu, 1999). Nékteti autofi vSak uvadéji falesné pozitivni hodnoty
u obstrukéniho ikteru (Ballehaninna, 2012). Z toho je mozné dovodit, ze hladiny CA 19-9
mohou byt ovlivnény pfimymi zékroky na jaternim parenchymu a proto pooperacni
hladiny CA 19-9 u operaci jaternich metastaz nebudou dobrym ukazatelem zdafilosti

opera¢niho zakroku. (Ballehaninna, 2012)
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9 ZAVERY
Zavedenim stanoveni biomarkeru FGF 23 a stanovenim hladin ve vsech
zamyslenych skupindch pacientli se podafilo ziskat odpovédi na vSechny definované

vyzkumné otazky.

Bylo zavedeno stanoveni biomarkeru FGF 23 vplazm¢ metodou
chemiluminiscence soupravou LIASON FGF 23 na piistroji LIAISON XL firmy DiaSorin.
Dale jsem provedla stanoveni hladin FGF 23 v normalni populaci (kontrolni skupina)
a provedla stanoveni hladin u pacienti s kolorektalnim karcinomem v riznych stadiich.
Vysledky FGF 23 pak byly porovnany s vysledky jiz zavedenych nadorovych markert
CEA, CA 19-9, TPAaTPS.

1) Referenéni hodnoty FGF 23 pro vzorek zdravé populace jsem stanovila na 30 — 105

pg/mL.

2) U pacienti s kolorektalnim karcinomem se méni hladina FGF 23 se stadii
onemocnéni. U pacientd ve stadiu I a II je median FGF 23 hodnota 67.9 pg/mL,
pfi¢emz u pacientt ve stadiu IV s jaternimi metastazami je median FGF 23 hodnota

60.0 pg/mL. Tento rozdil je statisticky vyznamny (p<0.0001).

3) Hladiny FGF 23 u pacientt s kolorektalnim karcinomem stadia IV a metastazami
do jater po operaci vykazaly statisticky signifikantni pokles v porovnani

s hladinami pfe operaci.

4) Porovnanim hladin FGF 23 s ostatnimi nadorovymi markery bylo zjisténo,
ze hodnoty FGF 23 nekoreluji s zadnym z dalSich stanovovenych markerem (CEA,
CA 19-9, TPA, TPS).

5) Daéle jsem zjistila, ze mediany hodnot FGF 23 wu pacientd s nadorovym

onemocnénim se pohybuji v ramci rozmezi referen¢nich hodnot. FGF 23 tedy

nebude vhodny jako typicky nadorovy marker.
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10 ZAVERY PRO PRAXI

Z pilotni studie vyplyva, ze biomarker FGF 23 dle ziskanych vysledkti neni vhodny
jako nadorovy marker pro klinickou praxi, je mozné ho pouzit jako biomarker studia

etiopatogeneze nadorového onemocnéni.

Studium hladin FGF 23 bude vhodné rozsifit na rozsahlejSi soubor nadorovych

diagnoz pii vyuziti vétSich a presn¢ definovanych soubort pacientt.
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Zapadoceskad univerzita v Plzni

Povoleni sbéru informaci ve FN Plzen

Na zakladé Vasi zadosti Vam jménem Utvaru naméstkyné pro osetfovatelskou pé¢i FN Plzei

udéluji souhlas se sbérem a zpracovanim anonymizovanych dat z vysledka laboratornich

vySetteni, pouzivanych na Oddéleni imunochemické diagnostiky (OID) FN Plzen. Tento
souhlas je vydavan, pifi splnéni nize uvedenych podminek, v souvislosti s vypracovani Vasi
bakalatské prace s mdazvem ,, Fibroblast growth factor 23 (FGF23) a jeho vyznam pro
onkologickou praxi“.

Podminky, za kterych Vam bude umoznéna realizace Vaseho Setfeni ve FN Plze:

. Vedouci zdravotni laborantka OID souhlasi s Vasim postupem.
. Osobné povedete svoje Setfeni.
. Vase Setfeni nenarusi chod pracovisté ve smyslu provozniho zajisténi dle platnych

smérnic FN Plzen, ochrany dat pacientli a dodrzovani Hygienického planu FN Plzei.
Vase Setieni bude provedeno za dodrzeni vSech legislativnich norem, zejména
S ohledem na platnost zdkona ¢. 372/2011 Sb., o zdravotnich sluzbach a podminkach
jejich poskytovani, v platném znéni.

. Udaje ze zdravotnické dokumentace pacienttl, které budou uvedeny ve Vasi bakalaiské
praci, musi byt anonymizovany.
. Sbhér informaci budete provadét pod primym vedenim opravnéného zdravotnického

pracovnika, kterym je prof. MUDr. Ondiej Topolcan, CSc., primai OID FN Plzeri.

Po zpracovani Vami zjiSténych 0daji poskytnete Zdravotnickému oddéleni / klinice ¢i
organizatnimu celku FN Plzen zavéry VaSeho Setfeni, pokud o né projevi opravnény
pracovnik ZOK / OC zijem a budete se aktivné podilet na ptipadné prezentaci vysledkl
Vaseho Setfeni na vzdélavacich akcich pofadanych FN Plzen.

Toto povoleni nezaklada povinnost zdravotnickych pracovnikli s Vami spolupracovat, pokud
by spoluprace s Vami naruSovala plnéni pracovnich povinnosti zaméstnancii. Spoluprace
zaméstnancll FN Plzeil na VaSem Setfeni je dobrovolna.

Pteji Vam hodné uspéchti pii studiu.

Mgr. Be. Svétluse Chabrova

manazerka pro vzdélavani a vyuku NELZP

zdstupkyné naméstkyné pro os. péci

Utvar naméstkyné pro os. péci FN Plzen

tel.. 377 103 204, 377 402 207
e-mail: chabrovas@fnplzen.cz
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