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ABSTRAKT

Kolorektalni karcinom patfi mezi jedno z nejcetnéjSich nddorovych onemocnéni a predstavuje
globélni zdravotnicky problém. V Ceské republice je rocné diagnostikovano pfiblizné 8000
novych pfipadii a zhruba polovina na tuto malignity umira, pricemz 20 % pacientd je
mladSich nez 60 let. Stale plati, Ze nejvétsi nadéji na uspéSnou 1écbu a zvladnuti nemoci dava

pacientiim vcasna diagnéza nadorové choroby.

Nadale trva velmi vysoky podil odhaleni kolorektalniho karcinomu v pokrocilém stadiu, coz
je dano predevsim absenci spolehlivych a senzitivnich klinickych metod. Stale neprizniva
epidemiologicka situace je jednoznacnou vyzvou k dalSimu posileni vSech aktivit smérujicich
k aktivni prevenci a v€asné diagnostice. Kolorektalni karcinom je totiZ nejlépe preventabilnim
onemocnéni gastrointestinalniho traktu, trva nékolik let, kdy pfes prekurzorovou lézi vznika
postupné léze invazivni. Nabizi se tak dostatecné dlouhé diagnostické okno. V soucasné dobé
se proto pozornost obraci na hledani dostupnych, citlivych a minimalné invazivnich technik,
které mtzZou poskytnout vcasnou, jednoduchou, rychlou, levnou a spolehlivou diagnostiku
této nemoci a mohly by tak v budoucnu podpofit nebo nahradit konvencni diagnostické

metody.

V nasi praci jsme se vénovali vyuZiti zcela novych diagnostickych pristupti. K nadéjnym
metodam spliiujicim vySe uvedené poZadavky patii molekulova spektroskopie, vyznamny
vyvoj v diagnostice nadorti zaznamenaly Ramanova a infracervena spektroskopie. Pomoci
nich lze zkoumat biologické vzorky na molekularni drovni a pozorovat tak biochemické
procesy, ke kterym dochazi pri vzniku patologie. Velky potencial predstavuji i metody
pokrocilé chiroptické spektroskopie — elektronovy cirkularni dichroismus a Ramanova opticka
aktivita. Jejich citlivost na prostorovou strukturu biomolekul poskytuje jedine¢nou moZnost
sledovat zmény ve struktufe proteinti a dalSich chiralnich molekul. Aplikaci téchto technik
ve vySetieni krevnich vzorki a samotné tkané tlustého stfeva (za podminek ex vivo a in vivo)
jsme se snazili o provedeni senzitivni biochemické analyzy a srovnavanim vysledkl zdravych
jedincti a pacientd s kolorektalnim karcinomem jsme usilovali o detekci charakteristickych
spektralnich markert, které reflektuji vznik malignity. Vyhodnocenim spekter statistickymi
metodami bylo dosaZeno rozdéleni pacienti a kontrolnich jedincd, kdy nejspolehlivéjsi
vysledky poskytla kombinace vSech uvedenych technik. Spektroskopické metody tedy

vykazuji potencidl stit se komplementarnimi ¢i dokonce alternativnimi metodami



pro klinickou diagnostiku kolorektalniho karcinomu na zadkladé analyzy plazmy i samotné

tkané tlustého streva.

Klicova slova: kolorektalni karcinom, diagnostika, prevence, spektroskopické metody, analyza in vivo
a ex vivo



ABSTRACT

Colorectal cancer is one of the most common cancers and a global health problem.
Approximately 8,000 new cases are diagnosed annually in the Czech Republic and about half
of them die from this malignancy, with 20 % patients being under 60 years of age. It is still
true that the greatest hope for successful treatment and management of the disease is given to

patients by early diagnosis of cancer.

There is still a remarkably high proportion of detection of colorectal cancer in the advanced
stage, which is mainly due to the absence of reliable and sensitive clinical methods. The still
unfavorable epidemiological situation is a clear challenge to further strengthen all activities
aimed at active prevention and early diagnosis. Colorectal cancer is the best preventable
disease of the gastrointestinal tract, it lasts for several years, when an invasive lesion
gradually develops through a precursor lesion. This offers a sufficiently long diagnostic
window, Therefore, attention is currently being focused to find affordable, sensitive and
minimally invasive techniques that can provide early, simple, rapid, inexpensive and reliable
diagnosis of this disease and could thus support or replace conventional diagnostic methods in

the future.

In our work, we focused on the use of completely new diagnostic approaches. Molecular
spectroscopy is one of the promising methods that meet the above requirements; Raman and
infrared spectroscopy have made significant developments in the diagnosis of tumours. They
can be used to examine biological samples at the molecular level and thus observe
the biochemical processes that occur during pathology. The methods of advanced chiroptical
spectroscopy — electronic circular dichroism and Raman optical activity — also represent great
potential. Their sensitivity to the spatial structure of biomolecules provides a unique
opportunity to monitor changes in the structure of proteins and other chiral molecules. By
applying these techniques in the examination of blood samples and colon tissue (under ex vivo
and in vivo conditions) we have tried to perform sensitive biochemical analysis and
by comparing the results of healthy individuals and patients with colorectal cancer we have
detected characteristic spectral markers that reflect malignancy. By evaluating the spectra
by statistical methods, a division of patients and controls was achieved, where the most
reliable results were provided by a combination of all the above techniques. Thus,
spectroscopic methods have the potential to become complementary or even alternative
methods for the clinical diagnosis of colorectal cancer based on the analysis of plasma and

colon tissue.



Key words: colorectal cancer, diagnostics, prevention, spectroscopic methods, in vivo and ex
vivo analysis
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SEZNAM ZKRATEK

Zkratka Vyznam

A absorbance

ADR rychlost detekce adenomu (adenoma detection rate)

APC gen adenomatous polyposis coli

ATR zeslabeny tplny odraz (attenuated total reflectance)

BRCA1 gen breast cancer 1, early onset

CA 19-9 carbohydrate antigen 19-9

CARS koherentni anti-Stokesova Ramanova spektroskopie

CCD detektor  charge-couple device detektor, zafizeni s vazanymi naboji

CEA karcinoembryonalni antigen

CpG cytosine-phosphatidyl-guanin

CRC kolorektalni kacinom (colorectal cancer)

CT computed tomography

DNA kyselina deoxyribonukleova (deoxyribonucleic acid)

DTGS deuterovany triglycinsulfat

ECD elektronovy cirkularni dichroismus

EGFR receptor pro lidsky epidermaélni rtistovy faktor ErbB-1 ¢ili HER1 (epidermal growth factor
receptor)

FIR daleka infracervena oblast (far infrared)

FT Fourierova transformace

FTIR infraCervena spektroskopie s Fourierovou transformaci (FTIR)

Ge germanium

FAP familiarni adenomaté6zni polypo6za

FIT Fecal Imunohistochemical Test

HER1 receptor pro lidsky epidermalni rtistovy faktor, téZ EGFR ¢i ErbB-1 (human epidermal growth
factor receptor)

HNPCC hereditarni nepolyp6zni kolorektalni karcinom (Hereditary non-polyposis colorectal cancer)

HSA lidsky sérovy albumin (HSA)

HWNRS Ramanova spektroskopie ve vysokych vinoctech

IC infracervené

K3EDTA tri-draselna sil kyseliny etylen-diamin-tetraoctové

K-RAS protein kddovany genem Kras (K rat sarcoma oncogene)

KRK kolorektalni karcinom

LDA linearni diskriminacni analyza

MAP MUTYH-asociovana polypéza
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MIR stfedni infracervena oblast (middle infrared)

MLH-1 gen MutL, homolog 1

MMR oprava chybného parovéani bazi (mismatch repair)

NIR spektroskopie v blizké infracervené oblasti (near infrared)
MKN-O Mezinarodni klasifikace nemoci pro Onkologii

MRI magneticka rezonance (magnetic rezonance imaging)
MSH-2 gen MutS Homolog 2

MSH-6 gen MutS Homolog 2

NIR near infrared — blizké infraCervené zareni

nm nanometr

MUTYH gen MutY DNA Glycosylase

N-RAS protein k6dovany genem Nras (N rat sarcoma oncogene)
pS3 protein p53

p.a. pro analyzu

PBS solny roztok fosfatem pufrovany (Phosphate Suffered Saline)
PC hlavni komponent (Principal component)

PCA analyza hlavnich komponent (Principal component analysis)
phe fenylalanin

PMS2 gen PMS1 Homolog 2

RAS protein k6dovany genem Ras (rat sarcoma oncogene)
ROA Ramanova opticka aktivita

RRS rezonancni Ramanova spektroskopie

RSD relative standard deviation (relativni smérodatna odchylka)
s sekunda

SERS povrchové zesilend Ramanova spektroskopie

SNR pomeér signalu k Sumu (SNR)

SRS stimulovand Ramanova spektroskopie

TNM klasifikace nadort podle tumoru, uzlin a metastaz (tumor, nodi, metastasis)
T transmitance

TOKS test okultniho krvaceni do stolice

uv ultrafialové

VCD vibra¢ni cirkularni dichroismus

VIS viditelné

W watt

ZN zhoubny novotvar
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1 UVOD

1.1 Kolorektalni karcinom

1.1.1 Zakladni charakteristika, klasifikace

Kolorektalni karcinom (KRK) je maligni nddorové onemocnéni zahrnujici z topografického
hlediska karcinom rekta a rekto-sigmoidealniho prechodu a karcinomy tracniku (tlustého
stteva). 95 % kolorektalnich karcinomi tvori adenokarcinomy vychéazejici z mucin
produkujicich 7Zlazek sliznice tlustého stfeva a konecniku, velmi vzacné se jedna
o neuroendokrinni tumory, dlaZdicobunécné karcinomy nebo jiné velmi raritni histologické
diagnozy (Leopoldo S. et al, 2008). V dobé diagnézy je synchronni postiZeni jiné casti

tlustého stfeva diagnostikovano u priblizné 5 % pacientti (Bos A. et al, 2008).

Je dtlezité zminit, Ze u kolorektalniho karcinomu rozliSujeme anatomicky 2 zéakladni
nadorové typy onemocnéni, liSici se svym charakterem Sifeni a nasledné pak moZnostmi
operativy a protinadorové lécby. Karcinom rekta ma tendenci spiSe k Sifeni lokoregionalnimu,
prorustanim pres vrstvu stievni stény k okolitym organtim a metastazovani lymfogenni cestou
do regionalnich lymfatickych uzlin. Na druhé strané karcinom tracniku/tlustého streva Castéji
metastazuje vzdalené, hematogenné nejcastéji do jater nebo do plic. Pfi stejném klinickém
stadiu je lokalizace karcinomu v rektu prognosticky horsi nez v tlustém stfevé (Riihimdki M.
et al, 2016). Dle recentnich poznatki ma neméné diileZity prognosticky a prediktivni vyznam
i anatomicka lokalizace karcinomii tlustého stfeva. Nadory lokalizované proximalné od
flexura lienalis se oznacuji za pravostranné, nadory lokalizované v této flexure nebo distalné
od ni se oznacuji jako levostranné. Lokalizace nadorti v pravém tracniku je povaZovana za
nezavisly negativni prognosticky faktor u pacienti s kolorektalnim karcinomem v Casnych i
pokrocilych stadiich (Loupakis F. et al, 2015). Zakladni prehled anatomickych lokalizaci a
sublokalizaci KRK znazorniuje Obrazek 1. Obrazek 1: Anatomické lokalizace a

sublokalizace kolorektdlniho karcinomu

(ptevzato z Derks et al. 2006)

(MKN-O: C18-C20)

Tlusté strevo (C18)

Caecum (C18.0)

Colon asdendens (C18.2)
Flexura hepatica (C18.3)
Colon transversum (C18.4)
Flexura lienalis (C18.5)
Colon descendens (C18.6)
Colon sigmoideum (C18.7)

Nk W=

RectosigmoidedIni prechod (C19)
12 Rectum (C20)
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TRACNIK

Flexura hepatica

Colon ascendens

Caecum

A

Colon transversum TRACNIK
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Pro klasifikaci kolorektalniho karcinomu a urCeni jeho rozsahu se béZné uplatiiuji 2

klasifikacni systémy — TNM a Dukes. V soucasné dobé se u nas od r. 2017 uZziva 8. vydani

TNM Klasifikace zhoubnych novotvari. Podobné jako u jinych malignit rozliSujeme u

kolorektalniho karcinomu 4 stadia v zavislosti na rozsahu primarniho nadoru, ktery

hodnotime dle hloubky invaze do vrstev stfevni stény nebo okoli (T-tumour), regionalni

lymfadenopatie (N-nodes) a vzdalené diseminaci (M-metastases).

Ke kaZzdé anatomické lokalizaci, resp. jeji casti patfi regionalni lymfatické uzliny, jejichz

postizeni se hodnoti jako N1 (Tabulka 1). Metastazy v jinych lymfatickych uzlinach

se klasifikuji jako metastazy vzdalené.

Tabulka 1: Regiondlni lymfatické uzliny dle anatomické lokalizace (podle TNM Klasifikace malignich
néadorti, 8. vydani 2017, ceské verze UZIS, Praha)

Lokalizace KRK

Regionalni lymfatické uzliny

Caecum

ileokolické, pravostranné kolické

Colon asdendens

ileokolické, pravostranné kolické, stredni kolické

Flexura hepatica

stfedni kolické, pravostranné kolické

Colon transversum

pravostranné kolické, stfedni kolické, levostranné kolické, dolni mezenterické

Flexura lienalis

stredni kolické, levostranné kolické, doIni mezenterické

Colon descendens

levostranné kolické, dolni mezenterické

Colon sigmoideum

sigmoidealni, levostranné kolické, horni rektalni (hemorhoidalni), dolni
mezenterické a rektosigmoidealni

Rectum

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

Stadium I predstavuje primarni nador maximalné do velikosti T2, tedy s proristanim

nejhloubéji do tunica muscularis propria, bez regionalni lymfadenopatie. Stadium II

se klasifikuje opét jen jako samotné postiZzeni primarnim tumorem, Sificim se do subser6zy
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(T3) a to az do velikosti T4b, tedy i s moZnym pfimym Sifenim nadoru do okolitych orgéand,
nadale ale bez regionalni lymfadenopatie. Mezi pokrocilejsi stadia se jiZ fadi stadium III,
které je charakteristické pritomnosti regionalni lymfadenopatie. Zachyt vzdalenych metastaz
pii primarni diagnoze kolorektalniho karcinomu se hodnoti jako stadium IV. V systému
Dukes predstavuje stadium A tumor ohraniceny stfevni sténou, ve stadiu B tumor zasahuje
nebo pronikd serézou, pozitivita perikolickych nebo perivaskularnich lymfatickych uzlin
se klasifikuje jako stadium C a stadium D znamend pfitomnost vzdalenych metastaz. Prehled

TNM Kklasifikace kolorektalniho karcinomu znazornuje Tabulka 2.

Tabulka 2: TNM klasifikace kolorektdlniho karcinomu (podle TNM klasifikace malignich nadord,
8. vydani 2017, Ceska verze UZIS, Praha)

T - Primarni nador N - Regionalni mizni uzliny M - Vzdalené metastazy
X nelze hodnotit NX nelze hodnotit MX nelze hodnotit
TO bez znamek primarniho nadoru | NO bez znamek metastaz MO bez znamek metastaz
Tis karcinom in situ: N1a | metastazav 1 uzling M1a | metastazy omezené na
intraepitelilarni nebo invaze do 1 organ (jatra, plice,
lamina propria mucosae N1b | metastéza v 2-3 uzlinach vajecnik) nebo
T1 postihuje submukoézu neregionalni mizni
N41c | loZiska v subser6ze nebo uzliny
T2 postihuje tunica muscularis neperitonealizované perikolické
propria ¢i perirektalni mekkeé tkani bez M1b | metastazy ve 2 a vice
metastazy v regionalni mizni organech nebo na
uzliné peritoneu
T3 postihuje subserézu nebo se Sifi | N2g | metastazy v 4-6 uzlinach
do neperitonealizované
perikolické ¢i perirektalni tkané M1c | metastdzy na
T4a | prorsta na visceralni peritoneu
peritoneum N2b | metastézy v 7 a vice uzlinach s organovymi
metastazemi nebo bez
T4b | piimo postihuje jiné organy ¢i organovych metastaz
struktury
Rozdéleni do stadii - TNM klasifikace Dukes
0 Tis NO MO
| T1 NO MO A
T2 NO MO
A T3 NO MO B
11B T4a NO MO
11C T4b NO MO
1A T1-2N1 MO C
T1 N2a MO
1B T3-4a N1 MO
T2-3 N2a MO
T1-2 N2b MO
1c T4a N2a MO
T3-4a N2b MO
T4b N1-2 MO
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IVA jakékoliv T, jakékoliv N, M1a D
IVB jakékoliv T, jakékoliv N, M1b

1.1.2 Epidemiologie

S incidenci pfiblizné 1,8 milion pfipadl za rok a ro¢ni mortalitou témér 861 000 obyvatel
predstavuje kolorektalni karcinom celosvétové vyznamny problém. Dle nejnovéjSich dat jde
o tfeti nejcastéjsi pricinu umrti na malignitu a ¢tvrtou nejcastéjsi diagnézu malignity ve svété
(Rawla P. et al, 2019). Lze predpokladat, Ze absolutni pocet novych pripadi se v priibéhu
piistich dvou desetileti jesté zvySi v disledku postupného starnuti obyvatelstva a dalsi

expanze celosvétové populace.

V Ceské republice (CR) kaZzdorocné onemocni zhoubnym novotvarem vice nez 96 500 lidi
(data za rok 2017), nadorova onemocnéni jsou druhou nejcastéjsi pricinou umrtnosti. Rocné

na né umird vice nez 27 tisic osob, coZ predstavuje 23 % z celkové timrtnosti, zaroven jsou

wevrs

Kolorektalni karcinom je v CR nejcetndjsim nadorem, vezmeme-li incidenci bez ohledu
na pohlavi. Jak u muzi, tak u Zen se jedna o druhou nejcastéjsi malignitu. V roce 2017 byl
nové diagnostikovan u 4400 muzd a 2934 Zen, celkové tedy pribylo 7334 pripadd
(www.SVOD.cz; data ziskana 8.5.2020). Ke srovnani bylo v roce 1977 diagnostikovano 3758

novych pacienti s kolorektalnim karcinomem, 5040 jich pfibylo v roce 1987, 7245 v roce
1997 a 7855 v roce 2007. MiiZeme tedy konstatovat, Ze se za poslednich 40 let poCet novych
pripadu témeér zdvojnasobil, nicméné v poslednich priblizné 15 letech incidence stagnuje az
pomalu klesa (Obrdzek 2, graf zahrnuje i diagnézu C21 — ZN Fitniho kanalu, ktera predstavuje

priblizné 200 novych pripadi rocné).

C18-C21 - ZN tlustého stfeva a koneéniku -4 Incidence
Wivoj v Caze —#- Mortalita

Obrazek 2: Casovy vyvoj
incidence (pocet novych
pripadi na 100 000 osob)
a mortality (poCet imrti
v souvislosti s diagnézou
na 100 000 osob) pro
diagnozu kolorektdlniho
karcinomu v CR;

T (www.SVOD.cz; data
1000 1t . e rarod dat: BZIS IR gickand 8.5.2020)
R )

L% L% L% Ll
N{inc)=273700, Nimor)=160593 http: frwww svod.cz
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Umirtnost na kolorektalni karcinom se v poslednich letech mirné sniZuje. Tento pozitivni trend
je pravdépodobné zptisoben zahdjenim screeningovych programiti. V roce 2017 zemielo
v souvislosti s touto diagnézou 3646 pacientd. V roce 1977 zemielo 1464 pacientli, 3540

v roce 1987, 4465 v roce 1997 a 4289 v roce 2007.

Staty stfedni Evropy vykazuji celosvétové nejvyssi hodnoty incidence a mortality, naSe pozice
se ale zlepSuje, dle recentné publikovanych dat nam v roce 2018 patfilo 23. misto v incidenci

a 22. misto v mortalité kolorektalniho karcinomu (Obrdzek 3).

Estimated age-standardized incidence and mortality rates (World) in 2018, both sexes, all ages
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Incidence zacind narGstat po 50. roce Zivota, CemuZz odpovid4 i vék zahajeni screeningu
kolorektalniho karcinomu. Nejcastéji se kolorektalni karcinom vyskytuje ve vékové kategorii

65 az 75 let. (www.SVOD.cz; data ziskand 8.5.2020). V podstatné mite ale postihuje i

pacienty v produktivnim véku, témér 18 % vSech je nemocnych je mladSich 60 let. Prudky

narast incidence pak zacina jiZ po 45. roce Zivota.

Rozhodujicim faktorem pro lécebny vysledek je ¢asny zachyt onemocnéni. Velmi zadvaZnou
skutecnosti v epidemiologii kolorektdlniho karcinomu v Ceské republice je dlouhodobé
nepfiznivy pomeér stadii onemocnéni u nové diagnostikovanych pacientti. Za poslednich 30 let
bohuZel nepozorujeme zasadni zménu v podilu casnych stadii (stadium I a II) v dobé
diagnozy, ktera v roce 1997 tvorila 42,9 %, v roce 2007 43,3 % a v roce 2017 43,6 % pacienti
(Obrazek 4, graf zahrnuje i diagnézu C21). Nadale trvda pomérné vyrazné procento
diagnostiky kolorektalniho karcinomu v pokrocilejSim stadiu, charakterizované pritomnosti

regionalni lymfadenopatie (stadium IIT) nebo vzdalenych metastaz (stadium IV), které se blizi
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k 50 %. Z prezentovanych dat je patrné, Ze kolorektalni screening, ktery zapocal v lednu

2009, zatim nevedl k vyraznéjSimu sniZeni stddia v dobé diagnézy. (www.SVOD.cz; data

ziskana 8.5.2020). Tento fakt vyznamné zhorSuje celkovou prognézu pacientli a dosaZitelné
vysledky 1écby. U metastatického onemocnéni je pétileté relativni preZiti méné nez 20 %,
naopak u stadia I dosahuje vice nez 90 % (OECD, 2015). Nepfizniva situace se v Case nijak

nelepsi a ani posledni dostupna data nenaznacuji pozitivni trend.

C18-C21 - ZH tlustého stfeva a koneéniku
wiyoj zastoupeni klinickdch stadil

100%

Obrazek 4: Casovy vyvoj
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Podle mikrosimulac¢nich modela pouzivanych v USA (tzv. MISCAN model) ma ale screening
kolorektalniho karcinomu hlavni podil na sniZovani incidence a mortality. Samotny screening

vedl v USA v letech 1987-2010 ke sniZeni mortality o 53 % (Zauber A.G., 2015).

1.1.3 Etiopatogeneze

Kolorektalni karcinom predstavuje histopatologicky zdanlivé uniformni onemocnéni. Teprve
poznatky z oblasti molekuldrni genetiky ukazuji, Ze se jedna o skupinu nadorti, které se lisi
svou lokalizaci a odpovédi na lécbu, a tim i prognézou. Profily genové exprese

adenokarcinomti lokalizovanych v konecniku a v tlustém stfevé jsou rozdilné.

Presna pricina vzniku této nemoci zistava vétSinou nezndmad, naprosta majorita nadort ale
vznika jako dasledek komplexniho ptisobeni mezi faktory genetickymi a ovlivnitelnymi vlivy
zZivotniho stylu. Vznik nddorového onemocnéni je komplexni, multifaktoridlni proces vedouci
ke kumulaci rizné vyznamnych mutaci v onkogenech, tumor supresorovych genech, DNA
reparacnich genech a genech proteinti tcastnicich se bunécné signalizace v somatické burice.
V dtsledku téchto zmén dojde k naruSeni regulace proliferace, diferenciace, apoptézy a
signalnich drah v burice, které se projevi jeji nddorovou transformaci (Hanahan D., Weinberg
R.A., 2000). Vznik somatickych mutaci genomové DNA v jednotlivych buiikach je béZnym

jevem, jehoz frekvence se zvySuje v diisledku expozice mutagennich faktort. K jejich
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reparaci slouzi DNA reparacni mechanismy opravujici rtizné druhy poSkozeni DNA.
V pribéhu starnuti organismu dochazi ke zvySené pravdépodobnosti, Ze nékteré ze vzniklych

alteraci DNA z{istanou neopraveny.

Bylo publikovano nékolik studii a metaanalyz, které ovlivnitelné faktory Zivotniho stylu
hodnoti jako protektivni, nebo jako rizikové, které moznost vzniku onemocnéni zvySuji. Mezi
faktory rizikové patii zapadni styl Zivota spojeny s obezitou (Aleksandrova K. et al, 2013),
nizkou fyzickou aktivitou, nepfiméfenym prijmem cerveného masa, ZivoCiSnych tukd a
uzenin (Magalhdes B. et al, 2012), nestfidmym pitim alkoholu (LoConte N.K. et al, 2018) a
koufenim (Liang P.S. et al, 2009). S nizSim rizikem vzniku kolorektalniho karcinomu je
spojovan vysoky prijem vlakniny ve stravé (Aune D. et al, 2011), pfijem rybiho masa (Wu S.
et al, 2012), uZivani hormonalni antikoncepce (Bosetti C. et al, 2009) nebo hormonalni
substitucni 1écby (Grodstein F. et al, 1999). Zajimavy je protektivni ucinek kyseliny
acetylsalicylové, u které davka 75-300 mg denné uZivana né€kolik let sniZuje riziko vzniku
kolorektalniho karcinomu, pricemz vétsi efekt byl pozorovan v prevenci proximalniho

karcinomu a pro vyssi denni davky (Rothwell P.M. et al, 2010).

Vyssi riziko gastrointestinalnich malignit, a predevSim kolorektalniho karcinomu, maji
pacienti po prodé€lané radioterapii na oblast dutiny bfiSni pro malignitu v détském véku.
V dospélosti se zvySuje riziko karcinomu rekta po radioterapii karcinomu prostaty. Riziko
kolorektalniho karcinomu je spojovano také s dlouhodobou androgen-deprivacni terapii
(Gillessen S. et al, 2010). Mezi rizikové skupiny patii i pacienti s idiopatickymi strevnimi
zanéty, jako je Crohnova nemoc nebo ulcerézni kolitida, zvlasté v pripadé doprovodné
primarni sklerozujici cholangoitidy (Marchesa P. et al, 1997). Po desetiletém pribéhu
pankolitidy €ini riziko vzniku nadoru 1-2 % rocné.

Rizikové pro vznik onemocnéni jsou adenomové polypy, proto je vZdy nutné odstranit
endoskopicky, pripadné operacné, vSechny prokazané polypy. Kolorektalni karcinom,
podobné jako jiné typy zhoubnych nadort, vznika nasledkem akumulace Skodlivych mutaci a
epigenetickych zmén, které nakonec vedou k nekontrolovatelné proliferaci malignich bunék
(Vogelstein B. et al, 2013). Pred 30 lety objevil Vogelstein a jeho kolegové dilezity model
karcinogeneze kolorekta, ktery nazvali sekvence adenom-karcinom (Fearon E.R., Vogelstein
B., 1990). Nejcastéji nadory vznikaji pravé touto klasicky akceptovanou cestou (70-75 %
kolorektalnich karcinomi), tedy procesem intraepitelidlni neoplazie nejprve nizkého a
nasledné vysokého stupné. Prevladajicim znakem této drahy je chromozomalni nestabilita

s vysokym procentem aneuploidie. S akumulaci mutaci v genech jako APC, KRAS, NRAS a
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p53 nastane postupna transformace normalni stfevni sliznice na maligni epitel do podoby
adenomu. K tomuto dochazi nejcastéji v adenomech, zejména viléznich a tubuloviléznich nez
Cisté tubularnich. Jedna se o vicestupiiovy proces, ktery zahrnuje low grade dysplazii —
dysplazii nizkého stupné diferenciace, high grade dysplazii — dysplazii vysokého stupné
diferenciace a eventualné nasledné preménu v adenokarcinom. ZavrSeni tohoto procesu trva
10 a vic let, proto je tento casovy interval doporucen jako rozmezi pfi provadéni screeningové

kolonoskopie osobam ve stfednim riziku.

Jinou cestou kolorektalni karcinogeneze je tzv. ,serrated polyp pathway“ — tedy cesta
z pilovitych 1ézi a byla popsana pomérné nedavno (Leggett B., Whitehall V., 2010). Hlavnim
prekurzorem jsou ,serrated polyps®“ - pilovité polypy, zejména prisedlé pilovité adenomy.
Timto zptisobem vznikaji nadory prevazné v pravé poloviné tracniku, u pacienti mladsich,
casto se specifickych fenotypem — vyskytuji se jako ploché léze s pilovitym nebo solidnim
rastem. Histologicky je pro né mnohdy charakteristickd mucinézni diferenciace ¢i pritomnost
intraepitelidlnich lymfocytd (Rex D.K. et al, 2012). Hlavnim molekularnim znakem je Casto
BRAF mutace nebo metylace ptivodné funkcniho genu (CpG ostriivkit DNA) u nefamiliarnich
nadort. Tato dréha je odpovédna za vznik 20-30 % kolorektalnich karcinomt (Yang S. et al,

2004; Huang C.S. et al, 2004).

Dalsi dilezitou pfic¢inou vzniku kolorektalniho karcinomu je germinalni mutace nékterého
z MMR (mismatch repair) - opravnych genid (MLH1, MSH2, MSH6, PMS2), ktera vede
k mikrosatelitové nestabilité a k pritomnosti chyb pri opravach DNA béhem jeji replikace.
Této nemoci se fikd Lynchiv syndrom (zndmy i jako HNPCC — hereditarni nepolyp6zni
kolorektalni karcinom), ktery je povaZovan za nejCastéjSi typ hereditarniho kolorektalniho

karcinomu a reprezentuje 2-4 % vSech pripadl této malignity (Jasperson K.W. et al, 2010).

Hlavni molekularni drahy patogeneze kolorektalniho karcinomu znazorfiuje Obrdzek 5.

Obrazek 5: Hlavni molekuldrni drdhy patogeneze kolorektdlniho karcinomu (pfevzato z Li D.
et al., 2018)
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Konvencni sekvence adenom- karcinom: 70-75 % KRK
Chromosomalni nestabilita, APC/KRAS/p53 mutace

Adenom Pokroéily Kolorektalni
adenom karcinom

aerrated polyp pathwav® - Cesta z pilovitych 1ézi: 20-30 % KRK
Metylace CpG ostruvka, BRAF mutace

Normailni

lizni Hyperplasticky Prisedly pilovity Kolorektalni
sliznice —

polyp adenom / polyp Karcinom

Microsatelite instabili athwav* — Cesta mikrosatelitové nestabilitv: 2-4 % KREK

Mismatch repair deficience

Germinalni Kolorektilni karcinom/
MMR mutace Lynchiv syndrom

Vyznamné jsou hereditarni faktory, vyssi riziko je v pfipadé vyskytu kolorektalniho
karcinomu v pokrevnim pfibuzenstvu 1. stupné, tedy u rodicd, sourozenci nebo déti. Na
sporadickém vyskytu v rodinach se miiZze podilet i expozice stejnym rizikovym faktorim

zivotniho stylu (Butterworth A.S. et al, 2006).

Skupinu nadorovych onemocnéni, u kterych lze pozorovat jasny podil dédicnosti na jejich
vzniku, predstavuji hereditarni nadorové syndromy. Jejich soucasti je i kolorektalni karcinom,
v neselektované populaci pacientti s kolorektalnim karcinomem nalezneme zarodecné
patogenni mutace u 10 % pacientd. Riziko vzniku nadorového onemocnéni u nosice mutace
v nadorovém predispozicnim genu je zfidka absolutni. Pravdépodobnost, s jakou ke vzniku
onemocnéni u nosi¢ti mutaci dochdzi, oznaCujeme jako penetranci. Uplnou penetranci
se vyznacuji mutace v genu APC pfi vzniku karcinomu tlustého stieva u pacientti s dédi¢nym
vyskytem familidrni adenomat6zni polypézy. Jako mutace v genech spojené
s vysokou penetranci se oznacuji varianty, které pro nosiCe mutaci znamenaji vice nez
pétinasobné zvySeni pravdépodobnosti vzniku onemocnéni v porovnani s nenosicem. Stfedné
penetrantni varianty jsou spojeny se dvou aZ pétinasobnym zvySenim rizika' DalSim ptikladem
je jiz zminény Lynchtiv syndrom. Tyto dva syndromy predstavuji pri¢inu onemocnéni pouze
u5 % pacienti s kolorektdlnim karcinomem, v neselektované populaci pacienti
s kolorektalnim karcinomem nalezneme zarodec¢né patogenni mutace u 10 % pacientt (Lynch

H.T., de la Chapelle A., 2003).

VétSinu prednadorovych 1ézi 1ze endoskopicky odstranit, nicméné nékteré léze mohou byt
ploché, a tedy endoskopicky téZko vizualizovatelné. Navic se predpoklada, Ze vétsi ploché

léze (=8 mm) mohou obsahovat pokrocilejsi dysplastické zmény v porovnani s polypoidnimi
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lézemi stejné velikosti (Soetkino R.M. et al, 2008). Riziko kolorektalniho karcinomu se
zvySuje s velikosti, poctem a histologickym typem adenomu. Pritomnost tii a vice
adenomovych polypt, velikost nad 10 mm a pfitomnost vil6zni slozky v adenomu predstavuji
rizikovy terén pro tvorbu dalSich adenomovych polypi, a v takovém pripadé by mél byt
pacient zafazen do dispenzarniho kolonoskopického programu.

Endoskopickd resekce adenomovych polypti vede kredukci incidence kolorektalniho
karcinomu. V americké prospektivni studii (National Polyp Study) bylo sledovano 1418
pacientti, ktefi podstoupili kolonoskopické vysetfeni s endoskopickou resekci jednoho nebo
vice polypt (Winaver S.J. et al, 1993). Béhem primérné délky sledovani 6 let byla u téchto
jedinct incidence kolorektalniho karcinomu o 76 % nizZsi neZ u pacientd, ktefi kolonoskopické
vySetfeni v ramci béZné screeningové populace nepodstoupili.

1.1.4 Hereditarni kolorektalni karcinom

Hereditarné podminény kolorektalni karcinom je majoritné determinovan znaky endogennimi.
Radime sem onemocnéni s vrozenou mutaci nékterého z genii podilejicich se na regulaci
bunécného cyklu ¢i DNA reparacnich procesti. Vrozené syndromy predstavuji vyznamné

riziko vzniku kolorektalniho karcinomu a casto i dalSich malignit.

Jak jiz bylo uvedeno, nejcast€jSimi dédicnymi syndromy, které souvisi s karcinomem tlustého
stfeva, jsou Lynchliv syndrom (dédicny nepolyp6zni kolorektalni karcinom; HNPCC) a
familiarni adenomatézni polyp6za (FAP). Tyto dva syndromy se podileji na vzniku
kolorektalniho karcinomu pouze v 5 % pripadi, presto predstavuji 90-95 % zjiSténych mutaci

u pacienti s dédicnou formou KRK (Lynch H.T. et al, 1993).

Pri¢inou Lynchova syndromu jsou mutace v nékterém z genti proteinti, které se tiCastni oprav
chybného parovani bazi v DNA (tzv. ,,mismatch repair“ geny, MMR). NejcCast€ji se jedna
o mutaci genu MLH1, méné Casto pak MSH2, MSH6, PMS2, event. PMS1 (Moreira L. et al,
2012). Karcinomy tlustého stfeva vzniklé v ramci Lynchova syndromu jsou charakteristické
Casnym vyskytem, az 70 % primarnich tumori se nachéazi pred lienalni flexurou (tedy v pravé
Casti colon) a 10 % pacientti ma synchronni tumor v jiné Casti stireva (Parry S. et al, 2011).
Celozivotni riziko onemocnéni kolorektalnim karcinomem se bliZi k 80 %. DalSim typickym
nadorovym onemocnénim, které Lynchiv syndrom doprovazi, je karcinom endometria, ktery
v pribéhu Zivota muZe postihnout azZ 60 % nosicek mutace (Jenkins M.A. et al, 2006). Méné
Casto se pak vyskytuji jiné malignity (karcinom ovaria, Zaludku, tenkého streva,

hepatobiliarniho systému, mocovych cest, prsu a dalsi).
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Klasickd forma familiarni adenomatézni polypézy (FAP) se vyznacuje vyskytem vice neZ
100 adenomatéznich polypt tlustého stieva (nebo méné polypti v mladsim véku), podkladem
tohoto syndromu je zarodec¢na mutace v genu APC (Burt R.W. et al, 1995). Zodpovida pouze
za vznik ~ 1 % karcinomd tlustého stfeva. Mnohocetné polypy se objevuji ¢asné v distalni
oblasti tlustého stfeva a v konecniku, soucasné se mohou vyskytovat i v tenkém stievu a
v Zaludku, kde jsou spojeny rovnéZ se zvySenym rizikem vzniku karcinomu. Polypy se u
% nemocnych do 50 let véku (Bisgaard M.L. et al, 1994).

Vzacnéjsi forma polypdzy je spojena s pritomnosti dédicnych mutaci v obou alelach genu
MUTYH. Typickym projevem MUTYH-asociované polypdzy (MAP) je vyskyt mnohocetnych
polypti v tlustém stievé (Sieber O.M. et al., 2003). Vzacné jsou projevy mimo colon (polypy
v Zaludku nebo duodenu, osteomy, hypertrofie pigmentového epitelu retiny). Kromé
karcinomu tlustého stfeva je u nosict bialelickych mutaci zvySené riziko vzniku karcinomu
mocového méchyte, duodena a ovaria (Terdiman J.P., 2009).

Dalsi skupinou hereditarnich nadorovych onemocnéni jsou hamartomatézni polypo6zni
syndromy, ktery vyskyt je ale velmi vzacny. Patfi sem Peutz—Jeghers syndrom (mutace
v genu STK11), juvenilni polypdéza (mutace v genu SMAD4/ BMPR1A) a Cowdeniiv syndrom
(mutace v genu PTEN/ BMPRI1A).

1.1.5 Diagnostika
1.1.5.1 Screeningovy program

Diagnostika kolorektdlniho karcinomu u asymptomatickych jedinci je soucasti
screeningového programu. Kolorektalni karcinom predstavuje nadorové onemocnéni, kterému
lze vcas predejit pomoci metod primdrni a sekundarni prevence. Casna diagnéza
bezpriznakového onemocnéni umoZiuje 1écit lokalizované onemocnéni a vyznamné tak
pozitivné ovliviiuje uspéSnost 1écby a prognézu (Winawer S.J. et al, 1997).

Primarni prevenci rozumime eliminaci nepfiznivych, exogennich faktorti, kterymi jsou
predevSim nevhodnd strava s vysokym obsahem ZivociSnych tukii a cerveného masa,
potraviny upravované smazenim, grilovanim, ¢i pecCenim, zvySena konzumace alkoholu,

koureni, ale také nedostatek pohybu a obezita (Tarraga Lopez P.J. et al, 2014).

Hlavni metodou sekundarni prevence je screening. Pod timto pojmem rozumime pravidelné
preventivni vysetfeni obyvatel z dané cilové skupiny, u nichZ nepozorujeme Zadné priznaky

daného onemocnéni a ktefi ani nemaji zvySenou predispozici pro jeho vznik. V pripadé
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kolorektalniho karcinomu se jednd o zdravou populaci nad 50 let s negativni rodinnou a
osobni anamnézou stran této diagnézy, bez dédicnych polyp6znich syndromi a bez
chronickych stfevnich zanétlivych onemocnéni. Cilem screeningu KRK je zvySeni Cetnosti
zachytu zhoubnych nadorti kolorekta a prednddorovych 1ézi, tzv. prekanceréz. Mezi tyto
prekancer6zy patfi zejména adenomy, které miZou mit tubuldarni nebo vil6zni charakter
polypu s pritomnosti, nebo bez pritomnosti dysplastickych zmén. DileZitym zamérem
screeningu je zvySeni podilu c¢asnych stadii KRK na tkor stadii pokrocilych (Li D., 2018).

K sekundarni prevenci se fadi i dlouhodobé sledovani vysoko rizikovych skupin populace,
mezi které fadime pacienty s idiopatickymi stfevnimi zanéty, jedince se znamym nebo
suspektnim hereditarnim syndromem KRK, jedince s pozitivni rodinnou anamnézou KRK
nebo adenomového polypu u pribuzného prvniho stupné ve véku pod 60 let a dale pacienty
s osobni anamnézou adenomového polypu. Jsou pro né vypracovany jednotlivé dispenzarni

programy, liSici se dle stupné rizika (Wolf A.M.D. et al, 2018).

Vzhledem k dlouhé dobé vyvoje sporadického KRK z adenomovych 1ézi (pfiblizné 7-10 let)
predstavuje screening kolorektalniho karcinomu nevyhodnéjsi nastroj k pozitivnimu ovlivnéni
incidence a mortality na toto onemocnéni. Vliv screeningu v Ceské republice lze pozorovat na
zakladé epidemiologickych ukazatelti. Od zacatku organizovaného screeningového programu
KRK v Ceské republice v roce 2000 doslo do roku 2015 k poklesu incidence KRK o 18,4 % a
k poklesu mortality o 32,4 % (Dusek L. et al, 2017).

Screening KRK méa v Ceské republice letitou tradici a prochézi kontinudlnim vyvojem. Jiz
v roce 2000, po Némecku v poradi druhy na svété, byl zahajen narodni program screeningu
KRK u asymptomatickych jedinc. Vychéazi z predpokladu, Ze vék je jednim z hlavnich
rizikovych faktori sporadického KRK. Bezpfiznakovym jedincim od 50 let véku byl
nabidnut guajakovy test na okultni krvaceni ve stolici (gTOKS) nasledovany kolonoskopii
v pripadé jeho pozitivity. Pocatkem roku 2009 doslo k zasadni upravé programu zavedenim
primarni screeningové kolonoskopie a imunochemickych testi na okultni krvaceni do stolice
(FIT).

Zavedenim FIT, primarni screeningové kolonoskopie a zapojenim ambulantnich gynekologt
doslo k nardstu pokryti cilové populace, ktera v CR ¢&ita 3,8 milionu jedincd, na 25 %.
Nicméné pro signifikantni zménu incidence a mortality na toto zhoubné onemocnéni je
nezbytna ucast 50 %, optimalné azZ 65 % cilové populace. V lednu r. 2014 proto doslo ke

zméné oportunniho programu na populacni zavedeni statem organizovaného adresného zvani.
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Program zvani je koordinovan Ministerstvem zdravotnictvi CR ve spolupraci s platci

zdravotni péce a s odbornymi lékarskymi spolecnostmi (Vojtéchova G. et al, 2014).

Soucasny screening kolorektalntho karcinomu v Ceské republice je urfen nadale
pro asymptomatické jedince nad 50 let, ktefi nesmi spliiovat kritéria vysokorizikovych skupin
pro karcinom kolorekta. V souCasnosti existuji 2 moZnosti screeningového procesu:
opakovany TOKS (dvouetapovy program) nebo primarni screeningova kolonoskopie jako
alternativni metoda testu (jednoetapovy program). TOKS se v pfipadé negativniho testu
opakuje u jedincti ve véku 50-54 let 1x rocné, u jedincti ve véku 55 let a vice jednou za 2

roky.

Testy na okultni krvaceni do stolice jsou neinvazivnim vySetfenim, které detekuji
mikroskopické ztraty krve do stolice, k nimZ dochazi u adenomovych polypt sporadicky, a
navic v zavislosti na velikosti adenomu. Proto je zasadnim poZadavkem pro detekci
kolorektalni neoplazie opakovani téchto testi v jednoletém nebo dvouletém intervalu.
Soucasné imunochemické testy jsou na trhu kvalitativni a kvantitativni. Kvantitativni
imunochemicka detekce krve ve stolici (Fecal Imunohistochemical Test — FIT) se stava
prioritou, doporucena hodnota tzv. cut-off, tedy minimalni koncentrace hemoglobinu, aby byl
test povaZovan za pozitivni, je ve vétSiné Ceskych akreditovanych laboratofi 75 ng/ml, coZ
odpovida 15 pg/g stolice (Kocna P., Zima T., 2015). Kvantitativni FIT nevyZaduji dietni
omezeni v odbéru a umoznuji nastaveni hodnoty cut-off podle poZadované senzitivity a
kapacity kolonoskopickych center. VySetfeni na analyzatorech tak neni zkresleno
subjektivnim hodnocenim, testy navic dovoluji porovnavat vysledky v evropském méritku a

kvalitu analyzy je moZné ovérovat externi kontrolou (Lee J.K. et al, 2014).

V pripadé pozitivniho vysledku TOKS je indikovana screeningova kolonoskopie. Primarni
screeningova kolonoskopie je alternativni metodou pro ty jedince, ktefi se nerozhodli
pro TOKS, recentné byla vékova hranice o 5 let sniZzena rovnéz na vék 50 let. Pfi negativnim
kolonoskopickém nalezu je dalSi preventivni vySetfeni hrazeno zdravotni pojiStovnou za 10
let. Bohuzel az 25 % pacientti, ktefi podstoupi kolonoskopii, ma neadekvatné ptipravené
tlusté stievo (Seeff L.C. et al.,, 2004). Screeningovou kolonoskopii se Spatnou ¢i velmi

Spatnou stfevni pripravou nelze povazovat za adekvatni (Veptrekova G. et al, 2012).

Zakladni vysledky programu screeningu kolorektalniho karcinomu jsou uvedeny v Tabulce 3.

Tabulka 3: Casovy vyvoj poctu vySetienych osob a zachycenych kolorektdlnich neopldzii
v programu screeningu kolorektdlniho karcinomu (prevzato z Tomdsek et al., Onkologie minimum pro
praxi, 2015)
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Rok 2006 | 2007 | 2008 | 2009 | 2010 | 2011 | 2012 | 2013
Screening TOKS

Pocet osob vysetfenych 272 658 320317 352595 4110831 | 520064 524551 551883 573101
TOKS

Pocet osob s vysledkem 9709 10 555 14 628 20 564 31736 35067 38 309 42704
TOKS +

Pozitivita TOKS 3,6 % 3,3% 4,1% 50% 6,1% 6,7 % 6,9 % 7,5%
Pocet osob vysetienych 5334 5679 7 458 11711 18 327 20 132 21137 21837
kolonoskopii*

Nalez adenomovych polypl 1578 1635 2 367 3781 6234 7134 7 802 8 660
Podil pfi kolonoskopii 29,6 % 28,8 % 31,7% 32,3% 34,0% 35,4 % 36,9 % 39,7 %
Nalez karcinomu 335 337 446 599 828 733 778 803
Podil pfi kolonoskopii 6,3% 59% 6,0% 51% 4,5% 3,6% 3,7% 3,7%
Screening primarni screeningovou kolonoskopii

Pocet osob vysetrenych 1362 4400 4576 4495 4933
kolonoskopii

Nalez adenomovych polypt 345 1076 1162 1145 1348
Podil pfi kolonoskopii 25,3% 24,5% 25,4 % 25,5% 27,3 %
Néalez karcinomu 24 43 42 35 48
Podil pri kolonoskopii 1,8 % 1,0 % 0,9 % 0,8 % 1,0 %

*Data z Registru screeningu kolorektalniho karcinomu, nemusi zcela pokryvat vSechny pacienty s pozitivnim vysledkem TOKS.

Zdroj dat: Registr screeningu kolorektalniho karcinomu, IBA MU, Nérodni referen¢ni centrum

Pri pozitivnim vysledku kolonoskopie se dalSi diagnosticky a terapeuticky postup Fidi dle
doporuceni pro pacienty s vysokym rizikem kolorektalniho karcinomu. Pokud se naleznou a
odstrani polypy — prekancerdzy, je pacient podle nalezu dispenzarizovan. Zvysené riziko
rekurence je pri nalezu pokrocilého adenomu nebo vice nez 3 adenomti nebo véku nad 60 let

(Wolf AM.D. et al, 2018).
VCR je do screeningu zapojeno piiblizné 170 endoskopickych pracovist, center
pro screeningovou kolonoskopii, kterd musela splnit urcitd kritéria a jejichZz kvalita je

prubézné kontrolovana (www.kolorektum.cz). Vysledky kolonoskopii se zadavaji do Registru

screeningu kolorektalniho karcinomu, ktery spravuje Institut biostatiky a analyz Masarykovy
univerzity. Podle evropskych doporuceni se sleduje napfiklad pokryti screeningovym
vySetfenim, podil pozitivnich testti na okultni krvaceni, zachyt adenomii (ADR — adenoma
detection rate) a provedeni totdlni kolonoskopie (caecal intubation rate), stadium nadord
diagnostikovanych ve screeningu, mira komplikaci, casovy interval mezi pozitivhim
vysledkem ze stolice a kolonoskopii. Jedno z doporuceni tykajicich se ADR napriklad
stanovi, Ze pri screeningové kolonoskopii by se mohlo detekovat 25 % adenomi u muzi a 15

% u Zen nad 50 let (Tomasek et al, 2015).
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1.1.5.2 Anamnéza, fyzikalni vySetieni, laboratorni vySetreni

Vramci anamnézy je potfeba zjistit moZny vyskyt nadorovych onemocnéni v rodiné,
obezfetnost je na misté pri postiZeni jednoho a vice ptibuznych prvniho stupné, zvlasté pokud
u nich vznikl karcinom pred dosaZenim véku 50 let. Pfi podezieni na dédicnou formu
kolorektalniho karcinomu indikujeme konzultaci klinického genetika. Dale sledujeme
exogenni rizikové faktory. DiileZity je taky rozbor obtiZi, jako nejcastéjsi symptomy pacienti
popisuji krvaceni z konecniku, ztratu hmotnosti, bolesti bficha, prijem nebo zacpu. Velka ¢ast
pacientii je asymptomaticka, coZ je spojeno s tiskalim Casné diagnostiky a potfeby provadéni
pravidelnych screeningovych vysetieni se zamérenim na rizikovou populaci (Hamilton W. et
al, 2005).

Klinické vySetfeni je cileno na vySetfeni bricha (palpacni citlivost, hepatomegalie, ascites) a
digitalni vySetfeni konecniku per rectum. Zvlasté vyznamné je toto vySetfeni u tumort tésné
nad anorektalni junkci, které mohou byt pfi endoskopickém vySetfeni prehlédnuty (Hamilton
W. et al, 2005).

V laboratofi miiZeme zachytit pokles hemoglobinu pfi typicky ztratové anémii. VySetfeni
krevniho obrazu a zdkladnich biochemickych parametrti dopliuje vySetfeni solubilnich
nadorovych markeri CEA a CA 19-9. Dtilezité je zminit, Ze nadorové markery slouZi jen jako
dopliikova diagnosticka metoda, jejich analyza je pouZitelna pfi podezieni na kolorektalni
karcinom, musi ale byt podpofena dalSimi testy. Nadorové markery maji nizkou specificitu i
senzitivitu, k jejich elevaci Casto dochazi z nenadorovych pricin. Na druhou stranu ztistavaji
negativni u velké Casti pacientii s kolorektalnim karcinomem, zejména v Casnych stadiich.
V ramci screeningu kolorektalniho karcinomu nemaji Zadny prinos. Jako klini¢ti onkologové

sledujeme zejména jejich dynamiku, kterd miiZe reflektovat tispéSnost onkologické terapie.

Markery je nutné vysSetfit pred resekci nadoru, predoperacni stanoveni CEA ma prognosticky
vyznam. Pretrvavajici elevace markeri mésic po operaci je suspektni z perzistujiciho
nadorového onemocnéni (Reiter W. et al, 2000). V soucasné dobé je vyzkum zaméren
predevsim na hledani novych specifickych markerti, jejich detekci a nasledné vyuziti v

klinické diagnostice a 1é¢bé nadorového onemocnéni

1.1.5.3 Zobrazovaci metody

V diagnostice kolorektalniho karcinomu pouzivame celou paletu riznych vySetfovacich

metod. Jejich kombinace je volena individualné.
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Endoskopicky lze posoudit vzdalenost nadoru od anu, exulceraci nebo hrozbu akutni
obstrukce stfeva. Kolonoskopie umoZiuje vizualizovat tlusté stfevo v celém rozsahu a
diagnostikovat tak pripadné viceCetné synchronni nadorové postiZeni, pripadné polypy, které
je nutné odstranit. Vysetfen tedy musi byt cely tracnik az do céka. Kromé biopsie suspektnich
utvari je mozné provadét také vykony terapeutické mnohych pocinajicich zmén
(polypektomie, oSetfeni argon-plazma koagulaci ¢i technika mukosektomie). Nevyhodou
kolonoskopie jsou mozné komplikace pri vykonu, zvlasté ve spojeni s polypektomii. DalSim
faktorem ovliviiujicim vytéZnost kolonoskopie je zkuSenost endoskopisty, ktera na jedné
strané ovliviiuje procento komplikaci, ale souvisi i s procentem intervalovych karcinomd, tj.
karcinomt, které se objevuji neocekavané v intervalu, ktery by mél byt pokryt kolonoskopii.
Popisuje se v rozmezi 1,8-9,2 % cilové populace (Kaminski M.F. et al, 2010). V pripadé, Ze
nebyla kompletni kolonoskopie provedena pred operaci nadoru (nejCastéji pro stenozujici
tumor), je tieba ji doplnit do 6 mésicti po operaci.

K verifikaci nadori rekta postaCuje rektoskopie, i v tomto piipadé se ale doporucuje
dovySetfit pacienta totalni kolonoskopii k vylou¢eni synchronni nadorové duplicity, ktera se
miZe vyskytovat u 2-10 % pripadi (Kim M.S., Park Y.J., 2007).

Dvojkontrastni irigografii vyuZivime méné casto, predevSim v situaci, kdy neni mozZné
provézt endoskopické vySetfeni. Podobnou indikaci ma virtudlni kolonoskopie (CT
kolonografie). Pomoci téchto zobrazovacich metod logicky ale neziskdme tkanovy vzorek
potiebny k provedeni histopatologické verifikace, ktera je zakladem pro stanoveni diagnozy
nadorového onemocnéni. K verifikaci malignity pak musime volit jinou cestu, v pripadé
suspektnich metastaz biopsii vzdaleného loZiska (jaterni biopsie, plicni biopsie), nebo biopsii
jiné pristupné metastazy. Pri vysoké suspekci na malignitu je dalSi moZnosti provedeni
chirurgického vykonu i bez predchozi verifikace. Ziskame pfi ném nasledné dostatek

materialu k podrobnému histopatologickému vySetfeni (Kim D.D., 2019).

Strategie 1éCby lze stanovit aZ po dokonceném stagingu. U nadorti tracniku zjiSt'ujeme rozsah
velikosti primarniho nadoru, regionalni lymfadenopatie i vzdaleného postiZeni nejcastéji
s vyuzZitim predoperacniho CT vySetfeni bficha (idedlné trupu). Samotny ultrazvuk bficha
neni dostatecnou stagingovou metodou pred radikalni operaci kolorektalniho karcinomu. Jako
nejsenzitivnéjsi metody pro hodnoceni lokoregionalniho postiZeni se u pacientti s nadory rekta
jevi magneticka rezonance panve nebo transrektalni ultrasonografie. Pomoci téchto vySetfeni
stanovujeme hloubku prortstani sténou rekta, vztah k okolnim orgdnim a také stav

regionalnich lymfatickych uzlin. Obé metody jsou validni pfi hodnoceni nadort T2 a T3. MRI

27



vSak muzZe prohlidnout nékteré nadory T1, na druhé strané nadory T4 zobrazuje presnéji.
Pfi hodnoceni postiZeni fascii a uzlinového postiZeni je mirné senzitivnéjsi MRI. Cilem je
presné topizovat nador, zjistit jeho rozsah, eventudlni fixaci ¢i prortistani do okolnich struktur
(svérace, rektovaginalni septum atd.). Pro dalsi strategii chirurgické 1écby je duleZité i presné
urCeni vzdalenosti dolniho kaudalniho okraje nadoru od anokutdnniho prechodu, ktera se
presné stanovuje metodou rigidni rektoskopie (Kekelidze M. et al, 2013).

PET/CT vySetfeni je vtomto piipadé indikovano spiS vyjimeCné, a to u nemocnych
pred zvaZovanou kurativni resekci metastatického onemocnéni, aby se vyloucilo postiZeni
v oblastech, kde operace neni planovana. V ramci klasického stagingového vysSetfeni
k vylouceni vzdalené generalizace je dostateCné provedeni klasického CT wvySetfeni
s kontrastni latkou. K objasnéni nejasnych loZisek v jatrech mizZe pomoci ultrazvukové

vySetfeni s kontrastni latkou nebo MRI jater (Kekelidze M. et al, 2013).

Vzhledem ke komplexnosti diagnostiky a 1écby karcinomt rekta je nejlépe stanovit lécebny
postup v prostiedi multidisciplinarniho tymu, jehoZ Cleny jsou minimalné chirurg, onkolog,
radioterapeut, radiodiagnostik a gastroenterolog. Optimalni diagnosticky postup u primarniho

karcinomu rekta a tlustého stfeva ukazuje Tabulka 4.

Tabulka 4: Optimdlni diagnosticky postup u kolorektdlniho karcinomu (prevzato z Tomdsek et al.,
Onkologie minimum pro praxi, 2015)

Parametr Metoda - rektum Metoda - tlusté stievo

lokalizace per rectum kolonoskopie

rigidni rektoskopie

morfologicka verifikace biopsie biopsie
stadium cT
e  Casha TRUS, MRI kolonoskopie
¢ mirné pokrocila/pokrocila MRI kolonoskopie, CT
infiltrace svéract MRI (TRUS, DRE)
stadium cN MRI (CT, TRUS)
stadium M CT, MR, (USG) jater, bficha CT, MRI, (USG) jater, bficha
CT hrudniku CT hrudniku
PET/CT v pripadé extenzivni PET/CT v pfipadé extenzivni
extramuralni vaskularni invaze extramuralni vaskularni invaze
u vSech pacientti zhodnoceni a stanoveni [écebného | zhodnoceni a stanoveni Iécebného
postupu cestou postupu cestou multidisciplinarniho
multidisciplinarniho tymu tymu

1.1.5.4 Histopatologické vySetieni
Histopatologické vySetfeni je zakladem presné stanovené onkologické diagnozy, cCasto je

nezbytnou podminkou stanoveni diagnozy také vysetfeni molekularné genetické. Patologicka
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verifikace malignity neni nutnd jen vzacné. Predpokladem kvalitniho vySetfeni je dobfe
provedeny odbér materidlu a jeho adekvatni fixace. Odebrana tkan musi byt dostatecné

reprezentativni s vitalnimi nadorovymi burikami v dostateCném objemu.

Po odebrani biopsie je vzorek umistén do nadoby s roztokem formaldehydu nebo jinou
kapalinou, aby byla zachovana charakteristika vzorku. Patolog nejprve sleduje vzorek
bez mikroskopu, coZ umoZiuje zjistit velikost, barvu, konzistenci a jiné makroskopické
charakteristiky. Toto hrubé vyhodnoceni napoméha rozhodnout, které casti tkané jsou
nejvhodnéjsi pro zkoumani mikroskopem. Poté je vzorek umistén do formy s horkym
parafinem, ten se nasledné ochladi a vytvori pevny blok, ktery tkan chrani. Parafinovy blok
se zabudovanou tkani se vloZi na mikrotom, ktery z bloku nakraji velmi tenké fezy, jeZ se
umisti na sklenéna okénka a tkan je obarvena specidlnim barvivem. Barevné zvyraznéné

buriky a jejich casti 1ze poté 1épe pozorovat pod mikroskopem (Kather J. et al, 2016).

Makroskopicky mtize mit kolorektalni karcinom formu polypoidni, ulcerézni nebo difuzni
(skirhus). V mikroskopickém obraze se v pfipadé kolorektalniho karcinomu dle histologické
stavby samotného nadoru jedna predevsim o adenokarcinom (pres 90 % pfipadt) vychazejici
z epitelidlnich bunék sliznice tlustého stfeva. Vzacné rozliSujeme nékolik dalSich typt:
mucin6zni adenokarcinom (s tvorbou extracelularniho hlenu), karcinom z prstencitych bunék,
skvamoézni  karcinom, adenoskvamézni karcinom, nediferencovany karcinom nebo
neuroendokrinni tumor ¢i karcinom. Konvencni adenokarcinom je charakterizovan
formovanim Zlaz, které je zakladem pro rozliSeni stupné diferenciace tumoru. U dobre
diferencovaného adenokarcinomu (grade 1) je ptes 95 % tumoru formovano Zlazou. Stfedné
diferencovany adenokarcinom (grade 2) vykazuje 50-95 % ZzZlazové formace a Spatné
diferencovany adenokarcinom (grade 3) je prevainé solidni s podilem Zlazové formace
mensim neZ 50 %. VétSina kolorektalnich adenokarcinomt (~70 %) jsou morfologicky dle
stupné diferenciace klasifikovany jako stfedné diferencované. Dobre diferencované (10 %) a
Spatné diferencované adenokarcinomy (20 %) predstavuji mensi podil (Fleming M. et al,

2012).

1.1.5.5 Molekularni testovani

Molekularni testovani u kolorektalniho karcinomu se stava stale komplexnéjSim. Zakladni
oblasti je problematika testovani signalni drahy zacinajici receptorem EGFR (téZ zvanym

ErbB1 nebo HER1), ktera je zasadni s ohledem na dostupnou cilenou 1écbu.

29



Receptor pro epidermalni rastovy faktor (EGFR) je povrchovy receptor s tyrosinkinazovou
aktivitou, ktery po navazani prislusného ligandu vede ke stimulaci rdstu bunék a utlumu
apoptozy. Nejvyznamnéjsi signalni kaskadou aktivovanou timto receptorem je MAP kinazova
drdha s aktivaci proteint rodiny RAS (K, N- a H-RAS) a néslednou aktivaci B-RAF kinazy
(Kassouf E. et al, 2016). Aktivacni mutace v téchto protoonkogenech vede k autonomni
stimulaci signalni drahy nezavislé na povrchovém receptoru, ¢imZ dochazi ke stimulaci bunék
a k mnozeni, prezivani a dediferenciaci spojené s metastazovanim (Douillard J.Y. et al, 2013).

Signalni drahu aktivovanou EGFR znazorniuje Obrazek 6.

EGF
TGFa
HB-EGF
AR

BTC

erc Obrazek 6: Signdlni drdhy aktivované
pres EGFR (ptevzato z Raponi et al., 2008).
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Mutace v genu K-RAS (kodony 12 a 13) jsou identifikovany u 42,4 % pacientt, ostatni RAS
mutace u 6,9 % pacientii a B-RAF mutace u 8,8 % pacientli s kolorektalnim karcinomem

(Vaughn C.P. et al, 2011).

Zatimco u pacientd s lokalizovanym KRK nebyl prokazan prognosticky vyznam mutaci v
genu K-RAS (Roth A.D. et al, 2010), u pacientt s generalizovanym KRK jsou mutace v exonu
2 spojeny s horsi prognézou a zarovein se jedna o prediktivni markery pro odpovéd na anti-

EGFR terapii (Therkildsen C. et al, 2014).

Aktivacni mutace genu BRAF se vyskytuji u méné neZ 10 % sporadickych CRC, nejcastéji se
jedna o mutaci V600 (vedouci v kodonu 600 k zaméné valinu za jinou aminokyselinu) a
predstavuje velmi negativni prognosticky faktor jak v ¢asnych stadiich, tak u metastazujicich
KRK (Roth A.D. et al, 2010; Modest D.P. et al, 2016). Tyto mutace se vyskytuji Castéji

u mladSich pacientd, u pravostrannych a méné diferencovanych tumord.

Dilezitym prognostickym, ale i prediktivnim ukazatelem KRK je mikrosatelitova instabilita,

ktera je koreldtem vrozenych nebo ziskanych poruch oprav chybného parovani bazi v DNA
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(mismatch repair; MMR). Mikrosatelitova nestabilita se nachazi v 15-20 % sporadickych
karcinomt stfeva (Shibata D. et al, 1994). V pfipadé tumoru s deficitem MMR (somatickou,
vCetné metylace promotoru MLH1, nebo hereditarni) je typicky vyskyt velkého poctu
replikacnich chyb. Mikrosatelitova instabilita je definovana jako nestabilita vice neZ 30 %
mikrosatelitovych oblasti (Thibodeau S.N. et al, 1993). U pacientti s lokalizovanym tumorem
bez vzdalenych metastdz je MSI dobrym prognostickym faktorem a je spojena s delSim
preZitim (Zaanan A. et al, 2018). Prognosticky vyznam MSI u metastatického KRK je
nejasny, prevalence MSI je 3,5 % (tedy vyznamné mensi neZ u lokalizovanych stadii) (Smith
C.G. et al, 2013). MSI je u téchto pacienti Casto spojena se soucasnou mutaci BRAF a timis
horsi prognézou (Venderbosch S. et al, 2014). Na druhou stanu je prokazana dobra odpovéd
pacientii s mikrosatelitovou instabilitou na podavani anti-PD1 protilatek, které vyznamné
prodluzuji preZivani téchto pacientd (Lee V., 2016). Mikrosatelitova instabilita by méla byt

vySetfovana u vSech pacientt s kolorektalnim karcinomem.

1.2 Spektroskopické metody

Spektroskopické metody patfi mezi nedestruktivni analytické metody vyuZivajici interakce
elektromagnetického zareni a studované latky s cilem vyuZit pozorovanych jevl (absorpce,
emise, rozptyl) za ticelem jeji identifikace, studia jeji struktury a konformace nebo stanoveni
jeji koncentrace. Spektroskopické metody tak poskytuji specifickou informaci o struktute
vzorku na atomové a molekuldrni trovni. Klasifikuji se na zakladé veliCiny, kterd je méfena

nebo vypocitana, nebo podle méficiho procesu.

Podle pouZitého typu interagujiciho zéafeni jsou spektroskopické metody klasifikovany
na metody pracujici s nepolarizovanym ¢i polarizovanym zarenim. Z nepolarizovanych metod
se jedna napriklad o infracervenou nebo Ramanovu spektroskopii. Obé tyto metody umozZiuji
sledovat strukturu a konformaci molekul prostfednictvim specifickych funk¢nich skupin.
Naproti tomu elektronovy cirkularni dichroismus (ECD) a Ramanova opticka aktivita (ROA),
jakoZto polarizované techniky, vyuZivaji kruhové polarizovaného zareni a umozZiuji sledovat

projevy optické aktivity chiralnich molekul. Zatimco ECD umozZiuje studium konformace

31



chiralnich molekul, ROA se zaméfuje na konkrétni vazby jednotlivych funkénich skupin

a strukturni detaily.

1.2.1 Metody vibracni molekulové spektroskopie

1.2.1.1 Infracervena spektroskopie

Infracervena spektroskopie patfi do skupiny metod vibracni molekulové spektroskopie, kde
ziskané hodnoty vibracnich energii souvisi s pevnosti chemickych vazeb a také s
molekulovou geometrii a hmotnostmi jader, tedy s molekulovou strukturou. Tyto skutec¢nosti
ji predurcuji jako vynikajici experimentalni techniku, ktera kromé kvantitativni a kvalitativni
analyzy hraje dtleZitou roli pri vyzkumu molekulové dynamiky, chemickych vlastnosti

molekul, vlivu prostfedi na studované molekuly a mnoho jinych oblasti (Stuart, B. H., 2005).

Jeji podstatou je interakce molekul s infracervenym zafenim, kterym rozumime
elektromagnetické zafeni v rozsahu vinoctt pfiblizné 14 300 az 10 cm™ a vinovych délek 700
nm aZ 10 mm (Buijs, H., 2006) Spektrum elektromagnetického zareni znazoriiuje Obrdzek 7.
InfraCervené zareni tedy navazuje na zareni viditelné na jedné strané a na zareni mikrovinné
na strané druhé. Pro vymezeni infracerveného zareni v elektromagnetickém spektru neexistuji
presné hranice, byly zvoleny jakési definicni meze, které se obcas v riznych literarnich

pramenech nepatrné rtzni (Kania P., 2007).

Obrazek 7: Spektrum elektromagnetického zdreni (prevzato z Kania P., 2007)
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InfraCervené zareni tedy navazuje na zareni viditelné na jedné strané a na zareni mikrovinné

na strané druhé. Pro vymezeni infracerveného zareni v elektromagnetickém spektru neexistuji
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presné hranice, byly zvoleny jakési defini¢ni meze, které se obCas v raznych literarnich

pramenech nepatrné rtzni (Kania P., 2007).

Podle vZzité konvence infraCervenou spektroskopii z praktickych divodi délime podle
vlnovych délek zareni na dalekou (FIR z angl. far infrared), stfedni (MIR z angl. middle
infrared) a blizkou (NIR z angl. near infrared). Pro identifikaci a ur¢ovani chemické struktury

ma nejveétsi vyznam stfedni infracervena oblast (4000-200 cm™) (Stuart, B. H., 2005).

Technika infracervené spektroskopie méfi pohlceni infracerveného zéareni o rtizné vilnové
délce analyzovanym materidlem. MiZeme fict, Ze v podstaté méfi rotacné-vibracni prechody
molekul. Zpocatku bylo jeji vyuZiti jen ve fyzikalnich, fyzikalné chemickych a analytickych
laboratofich, avSak jejim vyvojem bylo moZné ziskat informace z hlediska struktury a

chemického sloZeni biologickych materialti na molekularni trovni.

Principem metody je absorpce infracerveného zareni pfi prtichodu vzorkem. Podminkou této
absorpce je nenulova zména dip6lového momentu pfi prechodu do vysSiho vibracniho stavu.
Energie fotont infracerveného zareni (1-60 kJ/mol) nestaci na excitaci elektronii, ale dochazi
pii ni ke zménam rotacné vibracnich energetickych stavii molekuly v zavislosti na zménach
dipélového momentu molekuly, tzn. ke zvétSeni amplitudy vibrace nebo zrychleni rotace

molekuly (Kania P., 2007).

Analytickym vystupem je infracervené spektrum, ve kterém se jednotlivé chemické vazby
projevi charakteristickou vibraci. Infracervené spektrum predstavuje grafické zobrazeni
funkéni zavislosti energie, vétSinou vyjadiené v procentech transmitance (T) nebo jednotkach
absorbance (A) na vinové délce dopadajiciho zareni. Transmitance (propustnost) je
definovana jako pomér intenzity zareni, které proSlo vzorkem (I), k intenzité zafeni
vychazejiciho ze zdroje (Io). Absorbance je definovana jako dekadicky logaritmus 1/T.
Zavislost energie na vlnové délce je logaritmickd, proto se pouZiva vlnocet (cm™), ktery je
definovan jako prevracena hodnota vinové délky (A, pm), a tedy uvedena zavislost energie na

vInoctu bude funkci linearni (Kania P., 2007).

Absorp¢ni pasy majici vrcholy v intervalu 4000-1500 cm™ jsou vhodné pro identifikaci
funkénich skupin (napt. -OH, C=0, N-H, CH; a jiné, viz Obrdzek 8). Tato oblast obsahuje
charakteristické pasy jednotlivych vazeb, které odpovidaji prevazné valencnim vibracim. Pasy
v oblasti 1500-400 cm™ jsou nazyvané oblasti ,,otisku prst“ (fingerprint region). Tato oblast

obsahuje pasy odpovidajici prevainé deformacnim vibracim a charakterizuje kaZdou
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molekulu jako celek. Pomoci digitalizovanych knihoven infracervenych spekter je mozZno

identifikovat neznamou analyzovanou latku.

Obrazek 8: Typické infracervené absorpcni pdsy riiznych typti vazeb pro vinocet 4000-500 cm™
(pfevzato z https://www.masterorganicchemistry.com/2016/11/23/quick_analysis_of_ir_spectra/)
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Infracervené zareni bylo objeveno vroce 1800 astronomem Wiliamem Herschelem, pri
meéfeni tepelného zafeni slunce. Prvni studie interakce infracerveného zareni se vzorky byly
provedeny az zacCatkem 20. stoleti, v té dobé se totiZ povedlo sestrojit pouZitelny detektor.
Prvni prototyp infracerveného spektrometru k identifikaci chemické struktury latek byl

sestrojen ve 30. letech a prvni komerc¢ni spektrometr ho brzy nasledoval (Barth A., 2007).

A7 do 70. let byly spektrometry vyhradné disperzni, pracovaly na principu rozkladu a jako
monochromator se vyuZival hranol nebo mrfizka. NeumoZiiovaly vSak analyzu silné
absorbujicich matric, analyza pevnych vzorkl byla vétSinou omezena na praskové materialy,
které byly méfeny ve formé smeési s halogenidy alkalickych kovii nebo metodou kapilarni
vrstvy, suspenze prasku v lehkém alifatickém oleji mezi okénky z monokrystalti halogenidi

alkalickych koviti nebo kovi alkalickych zemin (Barth A., 2007).

S rozvojem vypocetni techniky v 80. letech 20. stoleti dochazi k praktickému rozsiteni
infracervenych spektrometrii s Fourierovou transformaci (FTIR spektrometry). Jedna se
o pristroje pracujici na principu interference spektra, které na rozdil od disperznich pristroji
méfi interferogram modulovaného svazku zareni po priichodu vzorkem. Pro jejich zavedeni
do praxe bylo nutné spojeni spektrometru s pocitaCem, jelikoZ tato metoda vyZaduje pomérné

sloZité vypocty (Surewicz W.K. et al.).

Infracervena spektroskopie je aplikovana predevSim jako zobrazovaci metoda, stejné jako

Ramanova spektroskopie. Nejbéznéji vyuzZivanymi technikami jsou zminéna infraCervena
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spektroskopie s Fourierovou transformaci (FTIR) a spektroskopie v blizké infracervené

oblasti (NIR).
1.2.1.1.1 Infracervend spektroskopie s Fourierovou transformaci

Analyza tkani pomoci FTIR zobrazovani vykazuje nékolik prednosti ve srovnani s
konvencnimi histopatologickymi metodami. Mezi ty hlavni patfi moZnost vytvorit obraz bez
pouZiti kontrastnich barviv, vysoka citlivost a molekularni prostorové rozliSeni v fadech
nékolika mikrometrid. Také priprava vzorku a s tim spojené mozné zmény bunécnych struktur
tvorenych proteiny, nukleovymi kyselinami, nebo lipidy jsou minimalni (Steiner G., Koch E.,
2009). Pri méreni dopada na detektor vidy cely svazek zareni. Takové usporfadani umoZziiuje
i experimenty, pri nichZ dochazi kvelkym energetickym ztratam, tj. méfeni silné
absorbujicich vzorki. Rtzné studie prokazaly potencial této metody zaznamenat pomérné
presvedciveé rozdily mezi normalni a nadorovou tkani na zakladé jejich biochemického sloZeni

a chovani (Petibois C., Déléris G., 2006).

1.2.1.2 Ramanova spektroskopie

Ramanova spektroskopie je jednou z metod vibracni molekulové spektroskopie patfici mezi
metody elektromagnetické spektroskopie. Pojmenovana je po svém objevitelovi, indickém
fyzikovi Chandrasekharu Venkatu Ramanovi, ktery ji experimentalné potvrdil v roce 1928
pomoci rozptylu slune¢niho zareni na molekulach kapalin (Fenn M. B., et al). Poskytuje
podobné informace jako infracervena spektroskopie a je s touto technikou komplementarni
(Bumbrah G.S., Sharma R.M., 2016). Lze jej, podobné jako infraCervenou spektroskopii,
aplikovat pro kvalitativni i kvantitativni analyzu Siroké Skaly vzorkut. Informace poskytnuté
Ramanovym spektroskopem jsou vysledkem rozptylu svétla, zatimco infraCervena
spektroskopie spoléha na jeho absorpci  ZjednoduSené lze fict, Ze infracervené spektrum
poskytuje informace o polarnich funkcnich skupinach molekul, zatimco Ramanovo spektrum
informace o skeletu a nepolarnich vazbach molekul. Znamena to, Ze vibrace, u kterych se
meéni polarizovatelnost, maji pasy v Ramanovych spektrech a vibrace, které méni dipol
molekuly, maji pasy v infracervenych spektrech. Obé tyto techniky poskytuji spektralni
charakteristiku specifickych vibraci molekuly (,,molekularni otisk®), ktera predstavuje cennou

informaci pro identifikaci latky (Bumbrah G.S., Sharma R.M., 2016).
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Pfi Ramanové spektroskopii interaguje monochromaticky laserovy paprsek s molekulami
vzorku, ¢imZ dojde k jejich excitaci ze zdkladniho elektronového do tzv. virtudlniho
energetického (nekvantovaného) stavu. Pokud nastane deexcitace do stavu, v némZ se
molekula nachazela pred plisobenim budiciho zéfeni, vinova délka emitovaného zareni pri
deexcitaci je stejna jako vlnova délka excitujiciho zareni. Tento jev se nazyva elasticky neboli
Rayleightiv rozptyl zafeni. Ramanova spektroskopie ale vyuZiva tzv. Ramantv rozptyl
(Ramantiv jev), coZ je neelasticky rozptyl monochromatického zéareni dopadajiciho na vzorek,
ktery je doprovazen zmeénou energie zareni. PYi interakci mezi fotony dopadajiciho svétla
s vibracnimi a rotacnimi stavy atomti nebo molekul vzorku dochéazi k vyméné energie, kdy
rozptylené zafeni ma jinou vlnovou délku (energii fotonti) neZ dopadajici zéreni. Pri
deexcitaci se mohou dopadajici fotony vratit na vySSi excitovanou vibra¢ni hladinu
zakladniho elektronového stavu a zarovenl emituji zafeni s niZsSi energii (vétSi vlnovou
délkou), neZ bylo zareni budici. Svou energii tedy mohou jejim poskytnutim vazebnim
vibracim ztratit, nastane tzv. Stokestiv rozptyl a tyto zmény vlnové délky se v Ramanové
spektru projevi jako Stokesovy linie. Na druhé strané miiZe nastat pripad, kdy se molekuly
pred excitaci nachazi na vyssi vibracni hladiné zakladniho elektronového stavu a béhem
deexcitace pak dochéazi kjejich navratu na =zdkladni vibra¢ni hladinu zakladniho
elektronového stavu za souCasné emise zafeni s vétSi energii a menSi vinovou délkou.
Dopadajici fotony takto mohou energii z vazebnych vibraci odebrat, coz odpovida tzv. anti-
Stokesové rozptylu, v Ramanové spektru se tyto zmény vlnové délky oznacuji jako anti-
Stokesovy linie. Jsou méné intenzivni neZ Stokesovy linie, jelikoZ ve stavu excitovaném
se nachazi mensi mnoZstvi molekul nez ve stavu zdkladnim' Rozdil energii dopadajicich a
rozptylenych fotond je dan zménou energii molekularnich vibraci (Wilson E. et al, 1955;

Crawford A. et al). Jednotlivé typy prechodi molekul do riznych stavii ukazuje Obrdzek 9.

Obrazek 9: Schéma prechodii mezi riiznymi energetickymi stavy molekul pri excitaci v blizké
infracervené oblasti (prevzato z Bumbrah G.S. et al, 2016)
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v, = frekvence budiciho zafeni, v = vibracni frekvence, E = vektor intenzity elektrického pole dopadajiciho
zateni, h = Planckova konstanta, € = charakteristicky rozdil

Detekci téchto rozptylenych fotoni a vysledkem zaznamu méfeni je ziskdno Ramanovo
spektrum, tedy graf zobrazujici zavislost intenzity Ramanova rozptylu (intenzity zareni)
u kazdé vinové délky. Kazidy pdas specificky charakterizuje molekularni vazbu, polohy
jednotlivych pasi davaji informace o charakteru vazeb a druhu vazanych atomti v molekule.
Intenzita téchto pasti poskytuje kvantitativni tidaj a je umérna koncentraci dané slozky
ve vzorku. Vysledné spektrum tedy poskytuje informace o chemickych vazbach souvisejicich
s riznymi molekulami a funk¢énimi skupinami, které jsou pfitomny v burikach a tkanich.
Rozdil v energiich je zpisoben zménami v rotacnich a vibrac¢nich energiich molekuly.
Intenzita Ramanovych past je v kvantitativni analyze charakterizovana jejich vySkou nebo

plochou (Bumbrah G.S. et al, 2016).

Soubor Ramanovych spekter tedy produkuje jakysi ,fingerprint“ reprezentujici molekularni
vibrace specifické pro jednotlivé chemické vazby v urCitych slouceninach a poskytuje tak
informace o biochemickém sloZeni vzorku. ProtoZe se jedna o nedestruktivni analytickou
metodu, jeji vyuZiti je velmi Siroké. Pro svou jednoduchost pfi pripravé vzorku, rychlost a
presnost méfeni je uplatiiovdna ve farmaceutickém, biologickém a chemickém vyzkumu,
v lékarstvi a forenznich védach. Biochemicky vyznamné molekularni vibrace se nachazi
v oblasti 2000400 cm™. Tyto informace mohou byt pouZity v riznych biomedicinskych
aplikacich, jako je analyza chemického sloZeni (DNA, RNA, proteiny, lipidy atd.), ktera miiZe
prispivat k diagnostice a charakterizaci nemoci vcetné nadorovych onemocnéni. Priklady
Ramanovych spekter nadorovych bunék ukazuji Obrdzky 10 a 11. Kvili biologické podstaté
vzorkli se Ramanovy pasy Casto prekryvaji, coZ znesnadiiuje spravnou identifikaci
jednotlivych sloZek ve vzorku. Biologické vzorky maji také tendenci vykazovat silnou

fluorescenci, jejiz signal miZze Ramanovy pasy rovnéz prekryvat (Fenn N.B. et al, 2011).
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Stérbinou putuje dale do dvojitého nebo trojitého mrizkového monochromatoru. Ten spolecné
s riznymi stinicimi filtry odseparuje velmi intenzivni Rayleighovu slozku rozptyleného zareni
od relativné slabé Ramanovy slozky. Jako detektory mohou slouzit fotonasobice, soustavy
fotodiod nebo jiné sofistikovan€jsi systémy, kterych tlohou je prevod svételného signalu

na elektricky (Crawford A. et al, 2017).

Meéreni spekter se muze provadét in vitro, ex vivo a in vivo, kdy nedochéazi k Zadnému
naruSeni bunécného prostfedi a tato metoda patfi mezi vyhody Ramanovy spektroskopie,
protoZe analyza chemickych biomarkert vyZaduje nativni podminky. Ramantiv spektrometr je
také Casto spojen s mikroskopem, tuto kombinaci nazyvame Ramanova mikrospektroskopie

(Shie L., Huser T.R., 2013).

Pro biomedicinské aplikace se pfi méfeni Ramanovych spekter pouZiva laser pracujici v
blizké infracervené oblasti (NIR), a to prevaziné laser diodovy. NIR laser hloubéji pronika,
poskytuje spektra s velmi redukovanym pozadim a je feSenim problému s fluorescenci a
absorpci, které by vznikly pfi ozareni bunék ¢i tkani viditelnym (VIS) nebo ultrafialovym
(UV) zarenim. Velkym pozitivem je fakt, Ze ani dlouhodoba expozice bunék relativné

vykonové silnému NIR laseru neovliviiuje jejich Zivotnost (Shie I., Huser T.R., 2013).

Naméfena Ramanova spektra jednotlivych oblasti vzorku tkané vykazuji casto odliSné
pribéhy a soucasné kazdé ze ziskanych spekter zahrnuje velké mnozstvi dat. Nasledkem je
pak jejich pomérné obtizna interpretace. Pro komplexni analyzu vysledkt je proto nutné
vyuziti pokrocilych matematickych metod k co nejpresnéjSimu popisu signifikantnich rozdila

mezi spektry. Jednim ze z4jmt soucasného vyzkumu pfi vyvoji instrumentace Ramanovy
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spektroskopie je tedy i vyvoj vhodnych metod ke zpracovani dat. Kombinace téchto metod
s Ramanovou spektroskopii by tak nabizela rychlou a presnou klasifikaci a mapovani tkani

v klinické praxi.

Metoda Ramanovy spektroskopie se stala efektivnim nastrojem pro zkoumani
toxikologickych tucinkti rtznych materiali, bunécné diferenciace, bunécné proliferace,
biokompatibility, farmakologické uCinnosti a mechanismti bunécné smrti. Klinické vyuZiti
Ramanovy spektroskopie se v soucasné dobé nachazi ve vyvojovych stadiich, ale v dalSich
letech by mohla byt implementovdna jako komplementarni nebo alternativni metoda

k patologickym a klinickym testdm.

Pro maximalni redukci nevyhod Ramanovy spektroskopie, které souviseji se slabymi signaly,
obvykle pomérné silnou fluorescenci a omezenou penetrac¢ni hloubkou, byly vyvinuty
pokrocCilé metody Ramanovy spektroskopie, mezi které patfi rezonantni Ramanova
spektroskopie (RRS), koherentni anti-Stokesova Ramanova spektroskopie (CARS) a

stimulovana Ramanova spektroskopie (SRS).

1.2.1.2.1 Ramanova mikrospektroskopie

V Ramanové mikrospektroskopii se jako nejefektivnéjsi zdroj zafeni uplatnil laser pracujici
v Cervené viditelné aZ infraCervené oblasti spektra, protoZe pfi zafeni o vlnovych délkach
z modré a zelené viditelné oblasti spektra dochazi ¢asto k fluorescenci. Také bylo prokazano,
Ze zareni ze spektralni oblasti pod 600 nm obvykle poSkozuje buriky (Puppels G. J. et al,
1991), protoZe je vyrazné absorbovano rtiznymi bunécnymi slozkami jako jsou proteiny,
aminokyseliny, nukleové kyseliny a dalSi biomolekuly, coZ vede k jejich rozkladu nebo

k vytvareni reaktivnich molekul kysliku.

Pfi mapovani pomoci Ramanovy mikrospektroskopie je hlavni podminkou pro klinické
vyuZiti pfijatelna skenovaci doba. Dvou-dimenzionalni Ramanovy spektralni mapy se vytvari
skenovanim po jednotlivych bodech ve vzorku (Esmonde-White F. W. L., Morris M. D.,
2010). Mapovani se realizuje pohybem sondy pres vzorek, kterému se fika rastrovani. Pri
tomto pohybu je do kazdého bodu fokusovén laser, ¢imZ jsou postupné ziskana jednotliva
spektra v definovaném rozsahu a
nasledné dochézi k jejich

prevedeni do dvou-dimenzionalni

Nhrazolz 12 Qravniani Ramanawvirh man



mapy. Kazdy pixel mapy tedy koreluje s x-y soutadnici daného vzorku. Priklad této mapy je
prezentovan na Obrdzku 13, kde dochazi ke srovnani obrazti Ramanovych map z ¢asti tkané
s obrazy ziskanymi mikroskopickym vySetfenim ze stejné Casti tkané obarvené hematoxylin-
eozinem. Na zdkladé téchto obrazi byla jednoznacné rozliSena oblast bazocelularniho

karcinomu (BCC) od oblasti normalni tkané (Smith Z.J. et al., 2011).

PrestoZe princip metody mapovani bod po bodu umoZiuje ziskat mapy o relativné vysokém
rozliSeni, jeho nevyhodou je dlouha skenovaci doba, nékdy az nékolika hodinova. VyuZiti této
techniky v klinické analyze je tedy nevhodné. Mapovani Ramanovou mikrospektroskopii
nachazi své uplatnéni v analyzach bioptovanych vzorki ex vivo, vykazuje ale i potencial
pro mapovani tkani in vivo, kdy je nutné vyrazné urychlit dobu skenovani. Budouci klinické
vyuZiti Ramanovy mikrospektroskopie pro zkoumani tkani vyZaduje vyvoj v
tfidimenziondlnim mapovani neboli hloubkové tkanové analyze (Esmonde-White F. W. L.,

Morris M. D., 2010).
1.2.1.2.2 Sondy v Ramanové mikrospektroskopii

Inzerci specialni Ramanovy sondy do endoskopu se nabizeji jedinecné podminky
pro vySetfovani touto metodou in vivo. Sonda s optickymi vlakny by méla byt flexibilni a
vykazovat vhodné optické vlastnosti, jeji vyroba by méla byt zaroveni levna. Vyvoj takové
optické Ramanovy sondy pro endoskopickou aplikaci je obtizny, zejména kvili spektralnim
interferencim v oblasti 2000-400 cm™, které vznikaji z divodu vyuZivani kfemennych
optickych vlaken (Nijssen A. et al, 2009. Signal, ktery poskytuji kfemenna vlakna v oblasti
1300-700 cm’, totiz prekryva slabé Ramanovy signdly vzorku. Navic komer¢né dostupné
sondy maji vétSinou velky prtimér. Proto jsou v soucasnosti vyvijeny sondy o primeéru
maximalné 2 mm, které poskytuji vysoky pomeér signalu k Sumu (SNR) a zaroven umoZiuji

rychlou analyzu (Motz J. T. et al, 2004).

Optickd Ramanova sonda je zpravidla zaloZena na principu konfokalni optiky, ma tedy vétsi
prumeér, ale efektivné zamezuje vzniku pozadi ve formé rozptylu a fluorescence, jeZ jsou
generovany optickymi vlakny (Matousek P., Stone N., 2009). VSechny optické komponenty
jako Cocky a filtry jsou v Ramanové sondé vestavény do jeji Spicky ve vysoce kompaktni
konstrukci. Tyto sondy jsou vyvijeny s cilem co nejvic sniZit primér sondy se zachovanim

vysokého SNR (Huang Z. et al, 2009).

Dalsi moZnosti, kterd umoZiiuje vyhnout se omezeni spojeného s kifemennymi vlakny, je

Ramanova spektroskopie ve vysokych vlnoctech (HWNRS), ktera pracuje ve spektralni
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oblasti 4000-2500 cm™. Tato oblast jiZ neni ovlivnéna signdlem pozadi a fluorescenci, které
zapricinuji kfemenna vlakna. P¥i vyvoji jednodusSich optickych Ramanovych sond je to jisté
vyhoda, protoZe neni potfeba vyuzivat sloZzité filtry. Pfi HWNRS mohou byt uplatnény i
komercni endoskopické sondy. Nékolik studii ukazalo uspésné vyuziti HWNRS pri detekci

riznych typti nddorovych onemocnéni (Lin K. et al, 2017).
1.2.1.2.3 Rezonancni Ramanova spektroskopie

Rezonan¢ni Ramanova spektroskopie (RRS) je metoda, kterd jako moZnost zesileni
Ramanova signalu vyuZiva vybér excitacni vinové délky pro elektronovou rezonanci dané
molekuly. Pomoci ni je mozZné zesilit Ramaniiv signél azZ o 5 Fadt, coZ je ale obvykle spojeno
se silnou fluorescenci. Vyzaduje tak vyuzZiti velmi rychlych optickych spinaci k aplikaci
kratkodobych pulzii, odeCet pozadi a prostorovy offset Ramanova rozptylu dany
vicenasobnou excitaci. Vyznamnou technikou znac¢né redukujici toto fluorescen¢ni pozadi je
Ramanova spektroskopie, ktera pracuje na zakladé nizkoenergetického pulzu nékolikanasobné
opakovaného vysokou rychlosti, ktera vede k moZnosti detekce i rezonan¢nich Ramanovych

signalt biologickych vzorki (Knorr F. et al., 2010).
1.2.1.2.4 Koherentni anti-Stokesova Ramanova spektroskopie

Zesilit Ramantiv signdl je mozné i metodou koherentni anti-Stokesovy Ramanovy
spektroskopie (CARS). Jeji signal je generovan fokusaci dvou laserovych paprskt na vzorek,
kdy prvni paprsek zptlisobi Stokestiv posun v Ramanové rozptylu, zatimco druhy paprsek je
naladén na stejnou frekvenci jako specificky Ramantiv pas (Zumbusch A. et al, 1999).
Dochazi tak k nelinearni integraci téchto dvou paprski, které nasledné simultanné excituji
charakteristické vibrace a zesiluji tak odpovidajici anti-Stokestv signal. Tento vysledny
CARS signdl je vice nez tisickrat silnéjsi neZ nezesileny Ramaniiv signal. Pomoci velmi
kratké expozi¢ni doby vzorku potfebné k detekci signalu se jevi tato metoda jako velmi slibna

pri klinické aplikaci a zobrazovani Zivych bunék a tkani.
1.2.1.2.5 Stimulovand Ramanova spektroskopie

Pro metodu stimulované Ramanovy spektroskopie (SRS) je charakteristické wvytvareni
Ramanova signalu koherentni interakci budiciho a Stokesova paprsku, kdy rozdil mezi
frekvencemi téchto paprskii odpovidd frekvenci Ramanovy vibrace. Ve vysledku
se pri koherentni excitaci molekularnich vibraci intenzita budiciho paprsku sniZuje, zatimco

u Stokesova paprsku se zvySuje, coz je zpusobeno stimulovanou emisi Ramanovych
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rozptylenych fotont. Tyto zmény jsou sice ve srovnani s ptivodnimi laserovymi intenzitami
velmi malé, takto vzniklé fotony lze ale s vyuZitim vysokofrekvencni modulacni techniky
piimo detekovat (Freudiger C.W. et al, 2008). Vzhledem k velmi malému vlivu pozadi
zptsobeného rezonanci, na rozdil od CARS, predstavuje SRS nadéjnou moZzZnost vyuZiti

pro zobrazovani in vivo.
1.2.1.2.6 Povrchoveé zesilend Ramanova spektroskopie

Na zékladé mimoradné velkého zesileni Ramanova signalu Ize pomoci povrchové zesilené
Ramanovy spektroskopie (SERS) dosahnout lepSich vysledki. Signal je zesilen
prostfednictvim kovovych nanocastic pripravenych ze zlata, stfibra nebo médi, na jejichzZ
povrchu vznikd plasmonova rezonance (Campion A., Kambhampati P., 1998). Molekuly
vzorku adsorbované na povrchu téchto castic interaguji s elektromagnetickym zafenim a
poskytuji o 10-15 fadi silnéjsi Ramantiv signal, a to pomoci vzniku zesileného elektrického
pole kolem castic a mechanismu prenosu naboje. Priimér nanocastic se pohybuje v fadech
desitek nanometri a vlnova délka elektromagnetického zareni musi vyvolat povrchové
lokalizovanou plasmonovou rezonanci. Na morfologii a agregaci nanocastic zavisi zesileni
Ramanova signalu. SERS miiZe byt i kombinovana napfiklad s fluorescencni spektroskopii,
coZ umoziuje analyzu lidské virové RNA (Sha M.Y. et al, 2007), byly publikovany i studie
analyzy DNA pomoci SERS (Green M. et al, 2006). Velkym pokrokem je vSak vyvoj SERS s
pouzitim specifickych sekvencné kratkych oligonukleotidi, kterd dokaze detekovat BRCA-1
gen u karcinomu prsu (Pal A. et al, 2006). Jako vysoce sofistikovana metoda umoZiuje SERS
diagnostiku nadorového onemocnéni na molekularni trovni (Guarrotxena N., Bazan G. C,,
2011). Jeji vyvoj pro aplikace v analyze malignit mtiZze spolu s rychle se rozvijejicimi
nanotechnologiemi znamenat v budoucnu velky prilom v diagnostice nadorovych

onemocnéni.
1.2.1.2.7 Potencidlni klinické aplikace

Ramanova spektroskopie s vyuzitim konfokalni optiky naméfi spektra z riznych oblasti jedné
burniky, kdy kazdé spektrum reflektuje lokalni bunécnou charakteristiku. Spektrum bunécného
jadra vykazuje predevsim pasy DNA a proteind, zatimco u cytoplazmy lze sledovat signaly
proteinti a riznych metabolitti jako cukri a lipidi (Puppels G. J. et al, 1990). Touto metodou

je také mozné ziskat spektra izolovanych chromozomi.

Ramanovu spektroskopii lze vyuZit pro studii bunék imunitniho systému a jejich chovani

pri setkani s cizorodym agens (Van Manen H. J. et al, 2005), zkoumani mikrobialnich kultur
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(Choo-Smith L.P et al, 2001) ¢i stanoveni rozdili fyziologickych a nadorovych bunék (Chen
K. et al, 2016). BéZné histopatologické vySetfeni poskytuje predevSim informace o struktuie
bunék nadorové tkané, zatimco Ramanova spektroskopie sleduje chemické zmény, které
karcinogenezi doprovazi. Pomoci Ramanovy spektroskopie byla zkoumana karcinogeneze
mozkového gliomu, kde byly pozorovany kvantitativni zmény mezi druhym a tfetim stadiem
(Mizuno A. et al, 1994). Dalsi studie napfiklad demonstruji, Ze Ramanova spektroskopie
miZe spolehlivé diferencovat normalni, benigni a maligni tkan prsu (Chowdary M.V. et al,

2009).

1.2.2 Metody chiroptické spektroskopie

Chiropticka spektroskopie predstavuje fadu metod, které maji vyznam ve strukturni analyze
chirdlnich latek a umoZiuji tak mapovat struktury molekul s vysokou citlivosti. Na rozdil
od metod molekulové spektroskopie, které vyuZivaji nepolarizované zareni, pracuji metody
chiroptické spektroskopie se zarenim kruhové polarizovanym. Chiralni molekuly interaguji
s levotoCivé a pravotocivé kruhové polarizovanym zafenim lehce rozdilnou mérou, coZ je
hlavni podstatou této analyzy. V soucasné dobé predstavuji metody chiroptické spektroskopie
potencialni nastroj pro klinickou diagnostiku. Jedna se predevSim o testovani pomoci

spektroskopii ECD (elektronovy cirkularni dichroismus) a ROA (Ramanova opticka aktivita).

1.2.2.1 Elektronovy cirkuldrni dichroismus

Cirkularné dichroické metody predstavuji chirdlni varianty konvencni absorpéni
spektroskopie. Podle spektralniho oboru pouZivaného zareni rozliSujeme elektronovy (ECD) a
vibracni cirkularni dichroismus (VCD). Zatimco spektroskopie ECD pracuje v ultrafialové a
viditelné (UV-VIS) oblasti zareni, kdy jsou sledovany prechody mezi elektronovymi
hladinami molekuly, metoda VCD pracuje v infracervené (IC) oblasti zafeni a lokalné sleduje

vibracni prechody v molekule (Urbanova M., Malon P., 2012).

Podstatou cirkularniho dichroismu je rozdilna interakce méfené chiralni molekuly s

levotociveé a pravotocivé kruhové polarizovanym zarenim, jak znazoriiuje Obrdzek 14.
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AL - Agp = AA

Vysledny signal pro dany vinocet miiZeme popsat jako rozdil absorbanci (AA) levotoCivé (Ar)

a pravotocivé (Ar) kruhové polarizovaného zareni chiralni molekulou:
AA = AL— AR = (EL- ER) cl

kde &1, €r jsou molarni absorpcni koeficienty, c je latkova koncentrace a 1 tlouStka absorbujici
vrstvy. Hodnoty AA lze teoreticky ziskat postupnym zmétrenim absorpcnich spekter vzorku
pri levotocCivé a pravotoCivé kruhové polarizovanym dopadajicim zareni, kdy ziskané hodnoty
A1 a Ag jsou odecteny, ¢imZ ziskame vysledné diferencni spektrum AA. Tato experimentalni
metodologie je vyuZivana pfi méreni spekter ROA. V pripadé ECD a VCD vznika problém
s velmi malymi hodnotami rozdili absorbanci AA, které ¢ini fadové 10°-10° hodnoty
prislusné absorbance. Dosud neexistuji dostatecné stabilni spektrometry, které by dokazaly
tyto nizké rozdily absorbanci spolehlivé zaznamenat. Proto se absorpce levotoCivé a
pravotoCivé kruhové polarizovaného zareni méfi synchronné, a to pomoci fotoelastického
modulétoru, ktery je nejpodstatnéjSim prvkem spektrometru pro méreni CD. Piezoelektricky
fizeny mechanicky tlak je regulovan optickym prvkem modulatoru, ktery z linearné
polarizovaného zareni vytvari stfidavé vlevo a vpravo kruhové polarizované zareni

s frekvenci nékolika desitek kilohertzli (Setnicka V., Urbanova M., 2010).

Zdroj zareni predstavuje xenonova lampa pracujici ve spektralni oblasti 175-900 nm. Rozklad
zafeni na zafeni monochromatické a jeho linearni polarizaci zajiStuji dva hranolové
monochromatory, které musi byt vii¢i sobé vhodné orientovany. K zesileni signalu slouzi
citlivy lock-in zesilovag, ktery pracuje synchronné s frekvenci fotoelastického modulétoru.
Zareni prochazejici vzorkem dopadd na fotondsobié, ktery slouzi jako detektor. Dochazi

k elektronickému zpracovani signalu, ¢im je ziskano spektrum ECD. Vzorky jsou méfeny
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predevsim ve formé roztokd, které musi byt dokonale homogenni, aby nevznikaly falesné

ECD signaly zptisobené polariza¢nimi efekty (Setnicka V., Urbanova M., 2010).

Metoda ECD miizZe byt vyuzita ke studii struktury a konformace proteinti a peptida. V jejich
spektrech ECD jsou pozorovany charakteristické spektralni pasy v oblastech, kde se projevuji
elektronové prechody amidové skupiny peptidové vazby (Berova N. et al, 2000). Jedna se o n-
m* prechod, ktery je sledovan v oblasti 210-230 nm, a m-n* prechod, jenZ je zaznamenavan
v oblasti 185-200 nm. Pravé tyto spektralni oblasti odrazi zakladni typy sekundarnich
struktur, které zahrnuje pravotociva a-helikalni struktura, -konformace a lokalné usporadana
levotociva helikalni struktura oznacovana jako poly-prolin IT (PPII). Charakteristické priibéhy

spekter ECD pro uvedené sekundarni struktury ukazuje Obrdzek 15.

Obrazek 15: Spektra ECD
charakteristickd pro jednotlivé
konformace proteinti a peptidii

a-sroubovice
B p-konformace
B poly-prolin IT

(prevzato ze Setnicka V. et al., 2010)

CD (mdeq)

180 190 200 210 220 230 240 250

vinova délka (nm)

Zatimco jednotlivé sekundarni struktury proteini a peptidi ovliviiuji absorpCni pasy
charakteristické pro prechody peptidové vazby velmi malo, spektra ECD jsou velmi citliva a
charakteristicky reflektuji danou sekundarni strukturu. Biologicka aktivita proteint a peptidi
pfirozené souvisi s prisluSnymi sekundarnimi strukturami a jejich zménami, které koreluji

pravé s tvarem spekter ECD (Berova N. et al, 2000).

1.2.2.2 Ramanova optickd aktivita
Ramanova opticka aktivita je metodou chiroptické spektroskopie, u které je po interakci

vzorku s dopadajicim zafenim a nasledném vzniku Ramanova rozptyleného zafeni meéren
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rozdil pro pravotocivé a levotocivé kruhové polarizované zareni (Baumruk V.). Jako vysledek
je ziskano zdrojové Ramanovo spektrum a vlastni ROA spektrum. Podil ROA signalu
k Ramanovu signdlu vyjadfuje bezrozmérna veli¢ina zvana diferen¢ni cirkuldrni intenzita A,

ktera je definovana jako

kde I, I" jsou intenzity rozptylu dopadajiciho pravotoCivé a levotoCivé kruhové

polarizovaného zareni®®

. Intenzita ROA signdlii nabyva velmi nizkych hodnot, jedna se
fadové maximalné o 10 hodnoty intenzity rozptylu. Principem ROA, podobné jako VCD,
jsou prechody mezi vibracnimi hladinami v ramci zakladniho elektronového stavu (Barron L.
D et al, 2004). Narozdil od jednofotonového procesu absorpce se v pripadé Ramanova
rozptylu jedna o podstatné sloZitéjsi jev, proto je ROA mnohem komplikovanéjsi metodou
z hlediska teoretického popisu i experimentalniho usporadani.

ROA lze méfit v riznych experimentalnich usporadanich. Prvnim volitelnym parametrem je
geometrie rozptylu, pricemZ dnes je nejcastéji vyuzivan tzv. zpétny rozptyl (180°), protoZze

Vews

Baumruk V., 2011). Zpocatku byla méreni ROA provadéna v geometrii pravouhlé (90°).

Experimentalni usporadani miizeme rozdélit i podle modulacniho schématu, tedy zptisobu
méfeni ROA. Pri usporadani zaloZeném na modulaci polarizace dopadajiciho zareni (ICP) je
buzen Ramaniiv rozptyl pravotoCivé a levotocivé kruhové polarizovanym zarenim, které je
modulovano pomoci elektrooptického modulatoru (Kopecky V., Baumruk V., 2011). Schéma
tohoto usporadani je znazornéno na Obrdzku 16a. Ve varianté ICP se méfi bud totalni
rozptyl, kdy je experiment realizovan v geometrii 180°, nebo jeho polarizovand, respektive

depolarizovana sloZzka za vyuZiti 90° geometrie.

U dalSi moZnosti experimentalniho usporadani, nazorné zobrazeného na Obrdzku 16b, je
zaznamenavana intenzita pravotoCivé a levotoCivé kruhové polarizované slozky v
rozptyleném zareni (SCP) (Baumruk V.). V tomto pfipad€ jsou intenzity rozptyleného zareni
I* a I" méfeny soucasné. Hlavni vyhodou varianty SCP oproti ICP je v tom, Ze jsou spektra
ROA zbavena Sumu. Ten je dan nékolika nahodnymi déji, zejména pritomnosti prachovych

castic ve vzorku, fluktuace hustoty ¢i kolisani vykonu laseru (Baumruk V.).
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Spektrometry pro méfeni ROA maji nékolik spolecnych komponent, do kterych patii budici
pevnolatkovy laser, zobrazovaci spektrograf a chlazeny CCD detektor. V uspotradani ICP
se navic nachazi v excitacni Casti elektroopticky modulator, ktery poskytuje pri priichodu
laserem pravotocivé a levotocivé kruhové polarizované zafeni. Pro variantu SCP je dileZita
pritomnost polarizacniho délice v detek¢éni casti, ktery dokaZe oddélit pravotoCivé a
levotoCivé kruhové polarizované sloZky v rozptyleném zéreni, jeZ jsou dale vedeny pomoci
vlaknové optiky do spektrografu a zobrazeny na CCD detektoru. Jejich naslednym odectenim

je ziskano spektrum ROA (Kopecky V., Baumruk V., 2011).

I metoda ROA se nabizi jako slibny nastroj pro zkoumani struktury a konformace proteint a
peptidd (Barron L.D. et al, 2007). Tyto latky vykazuji na pasy bohata spektra ROA, ¢imzZ je
mozné ziskat informace o sekundarni i terciarni struktufe peptidové patefe, konformaci
postrannich Fetézcli nebo jednotlivych strukturnich c¢astech pfitomnych v rozvinutém stavu.
Nejvyraznéjsi ROA pasy vznikaji na zakladé vibracnich souradnic nejpevnéjSich chiralnich
casti struktury, které tvori predevSim peptidova patef, zatimco slab3i signaly vétSinou pochazi
z postrannich Tfetézcli aminokyselin (Barron L.D. et al, 2000). Ve spektrech ROA dominuji
pasy ve tfech oblastech. V prvni oblasti ~870-1150 cm™ jsou pasy dany valencni vibraci
vazeb Co—C, Ca—Cp a Co—N. V pfipadé druhé oblasti ~1230-1310 cm™ se projevuje rovinna

deformacni vibrace N-H spraZena s valencni vibraci Ca—N, pfi¢emz tato oblast je oznaCovana
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jako amid III. Tfeti oblast ~1630-1700 cm™ zvand amid I zastupuje pasy vznikajicimi na
zakladé valencni vibrace skupiny C=0O peptidové vazby. Pravé v téchto oblastech odrazi tvar

a poloha pasii charakteristicky danou sekundarni strukturu (Al-Karadaghi S. et al, 2000).

Na Obrdzku 17 jsou prezentovany charakteristické priibéhy spekter ROA pro zakladni

sekundarni struktury proteinti a peptidi a jejich kombinace.
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Struktura a-helix se projevuje zejména v oblasti amidu I, kde tvofi v ROA spektru dublet
s centrem ~1650 cm™, ktery je sloZen z negativniho pasu pfi niz§im vInoctu a pozitivniho pasu
pri vys$sim vInoctu (Barron L.D. et al, 2000). U a-helikalnich polypeptidt se Casto vyskytuje i
dublet s centrem ~1103 cm’, ktery je tvofeny negativnim pdsem u niz$iho vlnoCtu a
pozitivnim pasem pfi vy$S§im vInoc¢tu. Kladné pasy v oblasti ~870-950 cm™ odpovidaji rovnéz

a-helikalni struktufe (Zhu F. et al, 2005). V ROA spektrech albuminu, ktery predstavuje o-

49



helikalni strukturu, lze navic pozorovat pozitivni pasy v oblasti amidu III, které jsou
lokalizovany v mezich ~1340-1345 cm™ a ~1297-1312 cm™. Spektra ROA v pripadé B-
konformace nevykazuji takovou pestrost. Tato struktura se projevuje predevSim negativnimi
pasy v oblasti ~1235-1248 cm™, nékteré proteiny obsahujici B-konformaci poskytuji navic
negativni pas ~1220 cm™. Pro B-konformaci proteini 1ze podobné jako u a-helikalni struktury
pozorovat dublet v oblasti amidu I.

ROA a VCD mohou zkoumat vSechny typy chiralnich latek, protoZe spektralni projevy u
téchto dvou metod jsou dany prechody mezi vibracnimi hladinami molekul (Setnicka V.,
2010). U ROA je viak mozné méfit spektra ve stiedni IC oblasti az priblizné ke 100 cm™,

zatimco spektra VCD nelze pod 600 cm™

béZzné zaznamenavat. ROA dale vykazuje
obrovskou vyhodu ve schopnosti méfit spektra vodnych roztokd. Voda silné absorbuje
infraCervené zareni a komplikuje méfeni spekter VCD v nékolika spektralnich oblastech, na
druhé strané poskytuje velmi slaby Ramaniiv rozptyl a mize byt v ROA pouzivana jako bézné
rozpouStédlo (Baumruk V.). Pfi méfeni spekter ROA jsou ve srovnani s VCD potiebné
koncentrace vzorku mensSi. VSechny tyto vyhody ROA jsou velmi dilezité v rozboru
biologicky vyznamnych latek, proto miize tato metoda hrat v budoucnu velkou roli v

klinickych analyzach.

1.3 Statisticka analyza spektralnich dat

Vysledky jednotlivych spektralnich analyz tvofi vicerozmérné sady dat. K provedeni
spravného vyhodnoceni a nasledné detekci rozdili mezi jednotlivymi skupinami je potieba
provézt rozbor pomoci sofistikovanych metod. Vicerozmeérné statistické metody, jako je
Analyza hlavnich komponent (Principal Component Analysis, PCA) a Linearni diskriminac¢ni
analyza (LDA) jsou obecné akceptovany pii vyuZiti v klasifikaci Ramanovych spekter

(Notingher I. et al, 2005).
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PCA transformuje data do podprostoru, ve kterém je vétSina variacnich modi zachycena jako
linearni kombinace ptivodniho vstupu (Jolligge I.A., Cadima J., 2016). LDA je pfimocaré
klasifikacni schéma, které je vice neZ na redukci rozmérnosti dat zaloZeno na tom, jak se data
1isi a cili k efektivni selekci linearni kombinace vstupu, ktery nejlépe diskriminuje klasifikaci
kazdého vzorku ke korespondujicimu oznaceni (napf. karcinom/zdrava kontrola)

(Balakrishnama S., Ganapathiraju S., 1998).

VSechna spektra vzork krevni plazmy byla po upravé analyzovana metodou hlavnich
komponent (PCA) v programu The Unscrambler X, verze 10.1 (Camo, Norsko), kdy bylo
vyuZzito procedury cross validace a algoritmu NIPALS k vypoctu tfi hlavnich komponent.
Vysledky PCA byly vyjadreny prostfednictvim graf skore, které umoznuji sledovat strukturu
ve spektralnich datech a vzorcich. K vyhodnoceni dat pomoci linearni diskriminacni analyzy
(LDA) na zékladé vybranych spektralnich past byl vyuZzit program XLStat (Win), verze 2009
(Addinsoft, Francie). Tato metoda poskytla klasifikaci vzorki krevni plazmy do skupin
pacientl a kontrolnich jedincd. Vysledky byly vyjadieny ve formé grafu a konfuzni matice
(oznaCovana téZ jako kontingencni tabulka). Tato matice umoZiuje prehledné pozorovat
Ciselné vysledky statistického vyhodnoceni, kdy obsahuje informace o poctu vzorki, které
byly prifazeny spravné ¢i chybné do skupin, do nichZ byly predikovany pred vlastnim
vyhodnocenim LDA, a déle informace o procentudlnim spravném prifazeni jednotlivych
vzorkid. Metoda LDA byla také aplikovana na Siroké spektralni oblasti vyuZitim spojeni s
metodou PCA. Vypocet tfi hlavnich komponent a jejich nasledné vyhodnoceni pomoci LDA
bylo provedeno v programu The Unscrambler X. Vysledky jsou opét vyobrazeny v podobé
konfuzni matice. Ke klasifikaci vzorki byla také vyuZita metoda podptrnych vektort (SVM).
Spektra vzorki krevni plazmy byla touto metodou analyzovana v programu The Unscrambler
X. K vyhodnoceni byl nastaven typ klasifikace C-SVC s faktorem penalizace C o hodnoté 1 a
Kerneltv typ algoritmu jako linearni, tedy bez jadrové transformace. Vysledky jsou vyjadieny

pomoci konfuzni matice.

2 VYCHODISKA A CiLE PRACE

Onkologicka klinika VFN a 1. LF UK se vénuje dlouhodobé studiu a identifikaci
novych diagnostickych markerti nddorovych onemocnéni. V popfedi naSeho zajmu jsou

nejcast&jsi malignity v Ceské republice véetné kolorektalniho karcinomu.
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Jednim z klicovych vyzkumnych programi Onkologické kliniky je identifikace novych
diagnostickych, prognostickych a prediktivnich nadorovych markeri u pacientt
s kolorektalnim karcinomem. Cilem této snahy je zlepSeni casné diagnostiky, stratifikace
rizika progrese a rekurence u pacientli s kolorektdlnimi nadory a individualizace

protinadorové 1écby.

V rdmci spoluprace s Ustavem analytické chemie VSCHT je objektem naSeho spole¢ného

zaméfeni vyvoj novych metod pro klinickou diagnostiku nadorovych onemocnéni.

Cile disertacni prace:

Predkladana prace se zabyva vyvojem a testovanim novych metod diagnostiky
kolorektalniho karcinomu zaloZenych na analyze tkané a krevni plazmy s vyuZitim
pokrocilych metod molekulové spektroskopie (infracervené absorpce a Raman) a
strukturné vysoce citlivych metod chiroptické spektroskopie — elektronovy cirkularni

dichroismus (ECD) a Ramanova opticka aktivita (ROA).

Vychazeli jsme z novych poznatki, kdy onkologicka onemocnéni vedou ke ztraté biofyzikalni
ucinnosti nékterych biomolekul, ktera se fyzikalné prezentuje ztratou aktivni prostorové
struktury C¢i jinymi strukturdlnimi zménami. Tyto poSkozené nebo zménéné struktury
se objevuji v krevni plazmé i samotné nadorové tkani a mohou byt potencialné rozpoznany
vySe zminénymi metodami. V diagnostické praxi jsou tyto metody vyuZivany velice ziidka a

predstavuji perspektivni cestu.

NaSi snahou bylo predikovat specifické spektralni markery kolorektalniho karcinomu,
na jejichz zakladé by bylo moZné diagnostikovat toto onemocnéni v ¢asném stadiu. Zaroven
jsme se analyzou krevni plazmy snazili identifikovat pokrocilost onemocnéni a diferencovat
tak klinickd stddia. Cilem bylo zhodnotit potencidl vySe uvedenych metod jako ndstroji

pro minimalné invazivni screeningovou diagnostiku kolorektalniho karcinomu.

Konkrétné jsme se soustredili na:

1) vyvoj a otestovani metodiky méfeni vzorkid krevni plazmy pacienti a kontrol

metodami vibrac¢ni a chiroptické spektroskopie (v tomto ohledu jsou nasSe vysledky
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2)

3)

4)

unikatni, nebot" se analyzou biotekutin chiroptickymi metodami doposud nikdo
nezabyva).

nalezeni podminek pro in vivo a ex vivo méreni Ramanovych spekter tkané tlustého
stteva (karcinomu i zdravé tkané) a statistické vyhodnoceni odliSnosti spektralni
odezvy obou téchto skupin, vyvoj optické mikrosondy pro in vivo diagnostiku
kolorektalniho karcinomu zaloZené na Ramanové spektroskopii.

vyvoj algoritmi statistického zpracovani spektralnich dat vibracni a chiroptické
spektroskopie vcetné aplikace vicerozmérnych statistickych metod (predevsim linearni
diskriminac¢ni analyzy) k diskriminaci pacienti a zdravych kontrol s cilem klasifikovat
vzorky na zdkladé jejich spektralni odpovédi vcetné diferenciace dle stadia
onemocneéni.

interpretaci spektralnich dat a nalezeni skupin biomolekul, u nich béhem vzniku a
progrese onemocnéni dochazi k vySe uvedené zméné prostorové struktury a jinym

strukturalnim zménam.
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3 MATERIAL A METODY

3.1 Analyza plazmy

3.1.1 Vybér pacientii a kontrol
K analyze plazmy bylo vybrano 30 pacientt s kolorektalnim karcinomem (primeérny vék 65

let, median 66 let) a 33 zdravych kontrol (primérny vék 52 let, median 55 let).

Kolorektalni karcinom byl pacientim diagnostikovan pomoci konvencnich diagnostickych
metod. VSichni podstoupili histopatologickou verifikaci cestou kolonoskopie a nasledné
zobrazovaci vysetfeni k urCeni stddia nemoci — CT vySetfeni hrudniku a bficha. Pacientim
s karcinomem rekta byla v ramci stagingovych diagnostickych metod doplnéna MRI panve

k hodnoceni lokoregionalniho postiZeni.

V pripadé, Ze byli pacienti indikovani k provedeni chirurgického vykonu, odbér krevniho
vzorku byl proveden pred jeho provedenim. Nasledné byl doplnén patologicky staging
po probéhnuti definitivniho histopatologického vySetfeni primarniho tumoru a exstirpovanych
spadovych lymfatickych uzlin. Charakteristika pacientli vCetné vysledkt histopatologického

vySetieni a klinického nebo patologického stagingu jsou shrnuty v Tabulce 5 a 6.

Ze 30 pacienti bylo 20 pacientli muzského pohlavi. Co se tyce lokalizace tumoru, vétSina
pacientii méla primarni tumor v rektosigmatu (n=8; 27 %), 7 pacienti v sigmatu (23 %), 6
v colon transversum (20 %), 4 pacienti méli tumor v colon ascendens (13 %), 3 pacienti
v céku (10 %) a tumor rekta a v colon descendens byl nalezen u 1 pacienta (3 %). U vSech
pacienti byl verifikovan adenokarcinom rtzného stupné diferenciace, u 2 pacienti byl
diagnostikovan dobre diferencovany adenokarcinom (7 %), u 21 pacienti stfedné
diferencovany adenokarcinom (70 %) a u 7 pacienti stfedné diferencovany adenokarcinom

(23 %).

Stran klinického stadia podle UICC (International Union Against Cancer) bylo rozdéleni
pacientii nasledujici: stadium I (n= 2; 7 %), stadium II (n=9; 30 %), stadium III (n=6; 20 %) a
stadium IV (n=13; 43 %). Nasledné byla provedena jeSté separace na 2 skupiny, které byly
srovnavany mezi sebou a zaroven se zdravymi kontrolami. Do 1. skupiny byli zafazeni
pacienti ¢asného klinického stadia I+II (n=11), kterou reprezentuji pacienti jen s pfitomnosti

primarniho tumoru bez regiondlni lymfadenopatie nebo vzdalenych metastaz. Druhou skupiny
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tvorili pacienti v pokrocilejSim klinickém stadiu (stddium III+IV; n=19), u kterych bylo

zjiSténo metastazovani do regionalnich lymfatickych uzlin, nebo systémova generalizace.

Tabulka 5: Prehled charakteristiky pacientii s kolorektdlnim karcinomem

2

Cislo Vék Pohlavi Lokalizace tumoru Histologie T N M Stadium

pacienta (roky) (colon)

1 63 muz sigmoideum adenokarcinom grade | pT2 pNia | MO | IIIA
2

2 77 muz rectosigmoideum | adenokarcinom grade | pT3 pNO MO | lIA
2

3 72 muz sigmoideum adenokarcinom grade | pT4b | pN2a | MO | llIC
2

4 60 muz rectosigmoideum | adenokarcinom grade | pT4a | pNic | M1 | IV
2

5 63 muz rectosigmoideum | adenokarcinom grade | pT3 pNO MO | lIA
2

6 37 muz rectosigmoideum | adenokarcinom grade | pT3 pNO MO | lIA
3

7 47 muz sigmoideum adenokarcinom grade | pT3 pNO MO | lIA
1

8 80 Zena sigmoideum adenokarcinom grade | pT3 pNO MO | lIA
2

9 64 Zena ascendens adenokarcinom grade | pT3 pNO MO | lIA
2

10 62 muz transversum adenokarcinom grade | pT3 pNO MO | lIA
3

11 66 Zena sigmoideum adenokarcinom grade | pT4b | pN2a | M1 | IV
2

12 52 Zena caecum adenokarcinom grade | pT3 pNib | MO | IlIB
2

13 67 muz caecum adenokarcinom grade | pT3 pNia | MO | llIB
3

14 55 muz sigmoideum adenokarcinom grade | pT1 pNO MO |1
2

15 77 Zena caecum adenokarcinom grade | pT2 pNO MO ||
2

16 86 Zena ascendens adenokarcinom grade | pT3 pNO MO | lIA
3

17 66 muz ascendens adenokarcinom grade | pT3 pNib | MO | llIB
2

18 75 muz transversum adenokarcinom grade | pT3 pNO MO | lIA
2

19 49 Zena transversum adenokarcinom grade | pT3 pNO MO | lIA
2

20 46 muz transversum adenokarcinom grade | T4 N1 M1 | IV
3

21 67 Zena rectosigmoideum | adenokarcinom grade | T3 N1 M1 | IV
2

22 76 Zena transversum adenokarcinom grade | pT4a | pN1a | M1 | IV
3

23 62 Zena sigmoideum adenokarcinom grade | pT3 pNla [ M1 | IV
2

24 71 muz rectosigmoideum | adenokarcinom grade | T4 N1 M1 | IV
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25 74 muz ascendens adenokarcinom grade | pT4 pN2a | M1 | IV
2

26 59 muz rectosigmoideum | adenokarcinom grade | pT2 pNla [ M1 | IV
1

27 70 muz rectosigmoideum | adenokarcinom grade | T4a NO M1 | IV
2

28 60 muz transversum adenokarcinom grade | pT4a | pNib | M1 | IV
3

29 59 muz rectum adenokarcinom grade | pT2 pNO M1 | IV
2

30 75 muz descendens adenokarcinom grade | T3 N1 M1 | IV
2

Tabulka 6: Charakteristika pacientii s kolorektdlnim karcinomem — souhrn

Vék 64,6 (37-86) let
Pohlavi
Muzi 20 (66,7 %)
Zeny 10 (33,3 %)
Lokalizace tumoru
Pravy tra¢nik 10 (33,3 %)
Levy traénik 20 (66,7 %)
Morfologie tumoru
Adenokarcinom grade 1 2 (6,7 %)
Adenokarcinom grade 2 21 (70,0 %)
Adenokarcinom grade 3 7 (23,3 %)
Stadium
| 2 (6,7 %)
] 9 (30,0 %)
] 6 (20,0 %)
\Y 13 (43,3 %)

Skupinu ,zdravych kontrol“ tvofili jedinci, ktefi podstoupili preventivni screeningovou
kolonoskopii s negativhim vysledkem, kromé toho méli negativni osobni anamnézu stran
komorbidit, fyzikdlni wvySetfeni bez patologického nalezu a laboratorni vySetieni

bez abnormalit. Vék kontrolni skupiny byl srovnatelny s vékem pacientd.

Ze skupiny pacientti bylo vybrano 5 z nich, ktefi podstoupili kurativni terapii (chirurgicky
vykon +/- adjuvantni chemoterapii) a po této 1éc¢bé ziistavaji 2 roky v remisi, coZ znamena, Ze
podle klinického, laboratorniho a zobrazovaciho vySetfeni nevykazuji Zadné znamky aktivity
zakladni nemoci. Nazvali jsme je ,zdravi pacienti“ a jejich spektra byla po 2 letech

opakované vyhodnocena a srovnavana s jejich ptivodnimi vysledky a se zdravymi kontrolami.
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Vzorky krve byly u obou skupin hodnoceny rutinnim biochemickym testem s vySetfenim
zakladnich parametrti, jako je albumin, celkova bilkovina, glukosa a C-reaktivni protein,
vcetné hladin nadorovych markerd CEA a CA 19-9 (Tabulka 7). Hladiny vSech parametrt
byly vic patologické v pripadé pacienti s kolorektdlnim karcinomem, dominovala
hypalbuminémie a hypoproteinémie.

Tabulka 7: Vybrané biochemické parametry ziskané mérenim plazmy pacientii s kolorektdlnim
karcinomem a zdravych kontrol

Albumin Celkova bilkovina CRP Glukoéza CEA CA 19-9
(g/1) (g/1) (mg/1) (mmol/I1) (ng/l) (k1u/1)

Pacienti 21,4-45,6 46,8-74,1 1,0-223,9 4,7-19,5 0,5-353,4 | 2,1-9700,6
(pramérna (37,58) (59,73) (44,88) (8,42) (31,20) (685,74)
hodnota)
Kontroly 44,7-55,5 65,1-86,0 1,0-20,4 2,7-7,4 0,8-7,1 2,0-20,1
(priimérna (49,32) (74,61) (4,60) (4,27) (1,83) (6,20)
hodnota)

3.1.2 Priprava vzorku k analyze

Odbéry periferni venézni krve (9 ml) byly provedeny nalacno (od predchozi ptilnoci), pred
uZitim ranni medikace, a to do zkumavek s modifikovanym vnitfrnim povrchem
antikoagulantem K3EDTA, aby nedochazelo k jejimu sraZeni. Vzorky byly nasledné
odstfedény centrifugaci po dobu 15 minut s pretizenim 1000 G, ¢imZ se odstranily krevni
buriky a elementy a docililo se tak oddéleni krevni plazmy, ktera byla zmraZena v hluboko
mrazicim boxu pri teploté -70 °C. Vzorky krevni plazmy byly transportovany v termoboxu pri
teploté suchého ledu (teplota -78,3 °C) do Laboratofe medicindlni diagnostiky Ustavu
analytické chemie VSCHT v Praze. Tady doslo k jejich uchovani v hlubokomrazicim boxu

Lab 11/EL19L (Elcold, Dansko) pfi teploté -80 °C.

Pred vlastni spektroskopickou analyzou byly vzorky krevni plazmy pozvolna rozmraZeny
pii laboratorni teploté a zfiltrovany pres filtr s pory 0,45 pm (Millipore, Némecko)

na odstfedivce KR 22i (Jouan, Francie) pfi pretiZzeni 13 000 G po dobu 10 minut.

Spektroskopii ECD byla méfena spektra vzorkt 4x fedénych sterilnim fosfatovym pufrem
PBS pripravenym v lékarné VSeobecné fakultni nemocnice v Praze (koncentrace 200 mmol.l

!, pH=7,4), u ostatnich metod byla analyzovéana spektra nefedénych vzorki krevni plazmy.

V piipadé méfeni Ramanovych a ROA spekter byl ke vzorkiim krevni plazmy pridavan jodid
sodny (Penta, Cistota p.a.) jako fluorescencni zhaSedlo. Kyvety pouzivané pii méreni ECD,

Ramanovych a ROA spekter a ATR krystal IC spektrometru byly po analyze vidy cistény
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pomoci Ccistice Starna CellClean (Starna Scientific Ltd., Velka Britanie) a oplachovany

nékolikrat destilovanou vodou a methanolem (Sigma-Aldrich, cistota p.a.).

Manipulace se vzorky krevni plazmy byla provadéna pomoci pipet Nichipet EX-Plus
(Nichiryo, Japonsko) typu NPL0100 (10-100 pl) a NPL01000 (100-1000 pl) a vzorkovnic
(typ Safe-Lock, PCR Clean) s maximalnim objemem 2 ml (Eppendorf AG, Némecko).

3.1.3 Postupy spektroskopickych analyz

Spektroskopické méteni vzorki krevni plazmy byly provedeny ¢tyfmi metodami, kterymi
jsou absorpéni IC spektroskopie, Ramanova spektroskopie, Ramanova optické aktivita (ROA)
a elektronovy cirkularni dichroismus (ECD). Nastavené pristrojové parametry a postupy

meéreni jsou shrnuty v nasledujicich odstavcich.

3.1.3.1 Absorpéni IC spektroskopie

IC spektra byla méfena na spektrometru FT-IR Nicolet 6700 (Thermo Scientific, USA), ktery
je vybaven keramickou ty¢inkou EverGlo jako zdrojem zafeni pro stfedni IC oblast a DTGS
(deuterovany triglycinsulfat) detektorem. Méfeni IC spekter bylo provedeno za laboratorni
teploty, a to technikou zeslabeného tplného odrazu (ATR), proto byl do spektrometru zarazen
ATR krystal ze selenidu zinku (ZnSe). IC spektra byla méfena pfi rozliseni 4 cm™ ve
spektralni oblasti 4000-400 cm™. Nastaveni parametri, méfeni a uprava spekter byly

provedeny v programu OMNIC, verze 8.2 (Thermo Scientific, USA).

ATR krystal byl vyciStén pred kaZdym méfenim pomoci Cistice Starna CellClean, nasledné
nékolikrat oplachnut methanolem a destilovanou vodou. Poté se na ATR krystal pipetovalo
30 pl vzorku krevni plazmy a bylo spusténo méfeni IC spekter, pficemz byla vidy méfena
spektra vzorkli nezfedénych. Naméfend IC spektra byla korigovéna na zékladni linii
odectenim namérenych spekter destilované vody za identickych podminek. Z davodu
zhorSené kvality spekter v oblasti 1700-1500 cm™ zpiisobené rota¢né-vibranimi pfechody
molekul vody byla odecitana také IC spektra vodni péry. Pro statistické vyhodnoceni byla

spektra srovnana na zdkladni linii u 2000 cm™.

3.1.3.2 Ramanova a ROA spektroskopie
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Meéreni Ramanovych a ROA spekter bylo provadéno soucasné na spektrometru ChiralRaman-
2X (Biotools, USA), ktery je vybaven laserem Opus (Laser Quantum, Velka Britanie)
s excitacni vlnovou délkou 532 nm a CCD detektorem s rozliSenim 1024 obrazovych prvki.
Ramanova a ROA spektra byla méfena pfi rozliSeni ~7 cm™ ve spektralnim rozsahu 2500—
100 cm™. Pro méfeni spekter byla pouZita kiemennd kyveta o rozmérech 4x4 mm Biotools,
USA). Nastaveni parametri méfeni a Gprava spekter byla provadény v programech ROA,
verze 4.0 (Critical Link, USA), rd224.exe (Josef Kapitan, Biotools) a Spectra Manager, verze
2.08.04 (Jasco, Japonsko).

Pfed kazdym méfenim bylo nutné provézt kalibraci vinovych délek, respektive vlnoctt, a to
na zakladé zméreni spektra neonové vybojky, kdy byla nastavena perioda doby expozice
1,029 s a akumulace 32 zaznami. Prostfednictvim emisnich ¢ar neonu byla nasledné
kalibrovana osa vlnocti v programu ROA. Pfed vlastnim méfenim bylo nezbytné zjistit
propustnost optické soustavy, kterd casem klesd z divodu usazovani prachovych castic

na optické prvky spektrometru.

Pred kaZdym mérenim Ramanovych a ROA spekter byla kiemenna kyveta vyciSténa pomoci
Cistice Starna CellClean, nékolikrat oplachnuta methanolem a destilovanou vodou. Nasledné
se do kyvety odpipetovalo 100 pl vzorku krevni plazmy s pfidanim 10 mg jodidu sodného
jako fluorescencniho zhasedla. Po diikladném promichani byla kyveta vloZena do specialniho
drzaku a poté do kyvetového prostoru spektrometru. Pro redukci fluorescen¢niho pozadi bylo
na vzorek po dobu 12 hodin sviceno laserem o vykonu 280 mW. Nasledovalo vlastni méreni
Ramanovych a ROA spekter pti vykonu laseru 250 mW s celkovou dobou expozice 24 hodin.
U ziskanych spekter probéhla korekce zakladni linie prostfednictvim filtrace vyuZivajici
Fourierovu transformaci (Clupek M. et al., 2007). Spektrum bylo vyhlazeno aZz do miry

odstranéni veSkerého signalu kromé pozadi a odecteno od ptivodniho spektra.

3.1.3.3 Spektroskopie ECD

Spektra ECD byla méfena na spektrometru J-815 (Jasco, Japonsko) pfi teploté 23°C. Tento
spektrometr je vybaven xenonovou pulzni vybojkou jako zdrojem zareni, dvojitym
monochromatorem a fotonasobi¢em schopnym detekovat signéal ve spektralni oblasti 163—
900 nm. Pfed méfenim spekter bylo nutné nastavit nékolik parametrd, a to rychlost skenovani
50 nm.min", dobu odpovédi 2 s, §ifku Stérbiny 2 nm, citlivost standardni (tj. 100 mdeg),

rozliSeni 0,1 nm, pocCet akumulaci 6 a spektralni rozsah, ktery souvisel s koncentraci vzorku a
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také ovliviioval potfebny priitok tlakového dusiku k profukovani pfistroje. Spektra Ctytikrat
zfedénych vzorkl byla méfena ve spektralni oblasti 185-280 nm pri pritoku dusiku 17 l.min-
!, Z¥edéni vzorkl jsme dosahli smiSenim 100 pl vzorku filtrované krevni plazmy s 300 pl

sterilniho fosfatového pufru PBS.

Pro méfeni vSech spekter ECD byla pouZita rozebiratelna kiemenna kyveta o tloustce mérené
vrstvy 0,01 mm (Hellma, Némecko). Teplota 23 °C byla udrZovana pomoci Peltierova ¢lanku
CDF-426S/15 s presnosti 0,1 °C. Nastaveni parametri méfeni a tdprava spekter byly

provedeny v programu Spectra Manager, verze 2.08.04 (Jasco, Japonsko).

Pred kaZdym méfenim spekter ECD byla kiemenna kyveta vycCiSténa Cisticem Starna
CellClean, nékolikrat oplachnuta methanolem a destilovanou vodou. Poté bylo do kyvety
odpipetovano 40 pl vzorku krevni plazmy a po vloZeni kyvety do kyvetového prostoru bylo
spuSténo méreni spekter ECD. Zfedéné vzorky umoznily méfeni spekter v oblasti 185-280
nm, coZ poskytlo vétsi mnoZstvi spektralnich informaci vedouci ke spolehlivéjsi analyze dat.
Vysledna spektra ECD byla ziskana zprimérovanim 6 namérenych spekter. Odecet pozadi

nebo vyhlazovani spekter nebylo z divodu velmi dobré kvality surovych spekter provadéno.

3.2 Analyza tkané

Jak jiZ bylo opakované uvedeno, Ramanova spektroskopie je nedestruktivni metoda, ktera je
schopna méfit a analyzovat biologické tkané s minimalnim vlivem na jejich strukturu. Jeji
efektivita v detekci karcinomu byla prokazana v pilotnich studiich nékolikrat, a to cestou
mérteni tkani in vitro i in vivo (Shipp D.W. et al, 2017; Sattlecker M. et al, 2010; Hands J.R. et
al, 2016; Lewis P.D. et al, 2010; Theophilou G. et al, 2016).

Nejvétsi daraz a aktivita byla kladena na vyuziti Ramanovy spektroskopie v
histopatologickych aplikacich, kde se potvrdilo, Ze tato metoda mtiZe byt vyuzivana k presné
diferenciaci mezi patologickou a zdravou tkani pfi diagnostice kolorektalniho karcinomu

(Jenkins C.A. et al, 2016).
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I pres schopnost Ramanovy spektroskopie poskytnout podstatné informace o biologickém
sloZeni vzoru, nizky pomér signalu k Sumu a velkd mira autofluorescence Casto zptisobuji
problémy pfi ziskavani spektralnich dat. VyuZiti odpovidajiciho excitacniho zdroje muze
prispét k minimalizaci autoflorescence. Excitacni vlnova délka A. je vybirana zavisle
na analytickém zadani a typu tkané, nejvic vyuZivanymi A jsou 532, 632, 647, 785 a 1064
nm (Efremov E.V. et al, 2008).

Excitacni zareni s vétSi vinovou délkou (785 a 1064 nm) je pro své relativné nizké pozadi
casto optimalnim volbou pfi méteni Cerstvé tkané. Na druhé strané, pro zvySujici se intenzitu
signalu, excitace s kratsi vinovou délkou (napft. 532, 632 a 647 nm) Casto zpusobuji nechténou

autoflorescenci a tkanové poskozeni (Smith Z.J. et al, 2011; Efremov E.V. et al, 2007).

Zesileni odezvy mtiZzeme docilit, pokud je excitované zareni blizké frekvenci elektronového
prechodu tkanovych chromofori. Vlivem tohoto efektu dochazi k vyznamnému zesileni
intenzit jinak slabych Ramanovych pésti, a to pres spojovani elektronovych a vibracnich
prechodti. Ziskané Ramanovy spektra jsou vysoce citlivé ke zménam struktury a prostiedi,
které jsou nezbytné pro intenzivni zkoumani odliSnych casti biomolekularnich komplext

(porfyrint, karotenoidd, proteind, aj.) (Synytsya A. et al, 2004).

NaSe prace se zaméfila na studium potencidlu Ramanovy spektroskopie v diagnostice
kolorektalniho karcinomu. Snazili jsme se zhodnotit, zdali je tato metoda schopna detektovat
spektralni rozdily mezi normalni a patologickou tkani tlustého stieva a kterd A je optimalni

pro tyto ucely.

3.2.1 Analyza tkané ex vivo

3.2.1.1 Vybér pacientii, priprava vzorki k analyze

Méfeni tkané ex vivo bylo provddéno na vzorcich od 14 pacienti s kolorektalnim
karcinomem. Diagnéza byla verifikovana predem histopatologicky cestou endoskopického
vySetfeni s biopsii a nasledné potvrzena i po podstoupeni chirurgického vykonu a odstranéni
vlastniho nadoru a Casti zdravého stfeva. Pacienti nepodstoupili pfedem Zadnou onkologickou
1écbu, chirurgicky vykon byla jejich primarni terapie. Charakteristiku pacienti shrnuje
Tabulka 8. VSem pacientim byl kolorektalni karcinom diagnostikovan ve III. klinickém

stadiu, tzn. s regionalni lymfadenopatii.
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Po provedeni resekce tlustého stfeva byly z odstranéné nativni tkané stfeva odejmuty drobné
vzorky tkani tlustého stfeva (velikosti 0,5-15 mm?), které makroskopicky obsahovaly
patologickou nadorovou tkan a zaroven vzorky makroskopicky obsahujici zdravou sliznici.
Vzorky byly uloZeny do sklenénych zkumavek a transportovany do Laboratore medicinalni
diagnostiky na Ustavu analytické chemie VSCHT v Praze. Zkumavky se uzaviely, aby
nedochéazelo k odpatovani vody. Nasledné bylo analyzovano 10-20 nezavisle vybranych mist

odebrané tkaneé.

Tabulka 8: Charakteristika pacientii s kolorektdlnim karcinomem k ex vivo analyze

Cislo Vék Pohlavi Lokalizace tumoru Histologie T N M Stadium

pacienta | (roky) (colon)

1 70 Zena sigmoideum adenokarcinom grade | pT3 pNia | MO | llIB
2

2 75 muz rectosigmoideum | adenokarcinom grade | pT4b | pN2a | MO | llIC
3

3 72 muz sigmoideum adenokarcinom grade | pT4b | pN2a | MO | IlIC
2

4 60 muz descendens adenokarcinom grade | pT2 pNia | MO | IIIA
1

5 78 muz rectosigmoideum | adenokarcinom grade | pT3 pNO MO | llIB
2

6 42 Zena ascendens adenokarcinom grade | pT4a | pN1a | MO | llIB
2

7 58 muz sigmoideum adenokarcinom grade | pT3 pN2b | MO | IlIIC
3

8 80 Zena sigmoideum adenokarcinom grade | pT3 pN2a | MO | llIB
1

9 64 Zena ascendens adenokarcinom grade | pT4a | pN2a | MO | llIC
2

10 62 muz transversum adenokarcinom grade | pT4b | pN2b | MO | llIC
3

11 67 muz sigmoideum adenokarcinom grade | pT2 pNla | MO | IIA
2

12 58 muz transversum adenokarcinom grade | pT3 pNib | MO | llIB
2

13 67 muz caecum adenokarcinom grade | pT3 pNia | MO | llIB
3

14 74 Zena sigmoidem adenokarcinom grade | pT4b | pN2a | MO | llIC
2

3.2.1.2 Postup spektroskopickych analyz

V nasi praci byl omezeny vybér excitacni vinové délky (A.x) kvili faktu, Ze excitacni vinova
délka <514.5 nm muze zesilit fotodisociaci a dokonce zpiisobit degradaci tkané (Puppels G.J.
et al, 1991). Podminky méfeni tkané tlustého stfeva Ramanovou spektroskopii s riiznou A

jsou shrnuty v Tabulce 9.
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Tabulka 9: Podminky pro méreni vzorkii tkdni tlustého stfeva Ramanovou spektroskopii s riiznou

excitacni vinovou délkou )\ex *zesileni rezonance

Ramanova )\ex Sila laseru pri Pocet Doma expozice Pav
metoda dopadu na scanl pro | (hodiny) pro 1 od hlavnich past
(nm) vzorek (mW) 1 méfeni méreni

NIR-FT 1064 ~ 60 1024 1 Hlavni slozky (proteiny, lipidy,
nukleové kyseliny)

Vis-NIR 785 ~ 60 50 0,25 Hlavni slozky a chromofory™ (hem)

Vis 532 11 96 0,06 Chromofory* (hem, karotenoidy) a
hlavni slozky

Méfeni pomoci Ramanova spektrometru v blizké infracervené oblasti s Fourierovou

transformaci (Near-infrared Fourier transform — NIR-FT) s Aex 1064 nm ma Siroké vyuziti
pro zkoumani raznych typi lidskych tkani, v€etné tumort (Gasior-Glogowska M. et al, 2013;
Philipsen P.A. et al, 2013). Energie této excitaCni vlnové délky je niZ$i ve srovnani
s viditelnym zafenim, ale dostatecna pro iniciaci Ramanova rozptylu. Blizké infracervené
svétlo je nedestruktivni a nemutagenni (Molckovsky A. et al, 2003), takZe je moZné mérit
biologické vzorky bez tepelného poskozeni nebo fotopoSkozeni. Pri této vinové délce navic
dochazi k eliminaci velkého mnoZstvi neZadouci wvnitini fluorescence, protoZe vétSina

biomolekul neabsorbuje 1064 nm.

V nasi praci byla NIR-FT-Ramanova spektra tkané tlustého stfeva zaznamenana na Bruker
FT-Ramanovém (FRA 106/S, Equinox 55/S) spektrometru, ktery je vybaven kiemennym
délicem svazku a Ge detektorem (chlazeny tekutym dusikem). Oblast vzorku jednotného
rozméru (0,8 mm?) byla ozafena laserovym paprskem sily 250 mW, coZ koresponduje se
silou 60 mW cilenou na vzorek. Zaznam spekter probihal pri teploté 22°C. Celkové se
sumarizovalo 1024 nezavislych skent s naslednym vytvorenim individudlniho Ramanova
spektra s rozlisenim 2 cm™. V pribéhu trvani procedury pfes 60 minut doslo k amplifikaci

signalti a narustu poméru signalu k Sumu (Obrdzek 18A).

NIR-Vis-Ramanova spektroskopie (A<785 nm) je rovnéz nedestruktivni méfici technika, ktera
se uziva Casto pro rutinni analyzu biologickych vzorki (Lieber C.A., Kabeer M.H., 2010; Lin
K. et al, 2012). Ve srovnani s NIR excitacni vinovou délkou 1064 nm, Ramanova spektra
meéfena za téchto podminek vykazuji signifikantni zesileni intenzity specifickych vibraci

souvisejici s chromofory, které absorbuji 785 nm. Navic, ve srovnani s technikou NIR-FT
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Raman, dochazi krychlejSimu dosaZeni adekvatni trovné odstupu signalu od Sumu.
Zaznamenani NIR-Vis-Ramanovych spekter (200-2000 cm™, rozliSeni 5 cm™) vzorki tkané
tlustého stfeva probéhlo prostfednictvim DeltaNu Advantage NIR spektrometru (DeltaNu
Inc., USA), ktery je vybaven diodovym laserem (A= 785 nm, sila laseru cilena na vzorek 60
mW). Kazdé spektrum bylo generovano akumulaci 50 skenii po expozici laserem po dobu 20
s pii teploté 22 °C. Ziskani vhodného odstupu signalu od Sumu s cilem zabranit poSkozeni
vzorku vyZadovalo proceduru skenovani (50 akumulaci) pres 15 minut (Obrdzek 18B).

Obrazek 18: NIR-FT Ramanova (A) a NIR-Vis-Ramanova (B) spektra zdravé tkané kolorektalniho
karcinomu zaznamenana z jednoho mista a akumulovana v prubéhu riznych intervali skenovani
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V pripadé Vis-Raman (A« 532 nm), by méla byt uzivana nizZsi sila laseru a kratSi expozice,
abychom zabranili destrukci biologickych vzorkli. Méreni za téchto podminek demonstruje
signifikantni zesileni absorpce chromofort ve viditelné oblasti kolem A.. Toto méfeni je
navic pravidelné doprovazeno nezadoucim intenzivnim autofluorescencnim pozadim, které
bylo odstranéno matematicky. Vis-Raman spektra vzorki tkéné tlustého stfeva byly
zaznamenané komercné dostupnym Ramanovym spektrometrem (ChiralRAMAN-2XTM
(BioTools Inc., USA) vybavenym laserem Quantum MPC 6000 (Opus systems). Uzaviena
sklenéna zkumavka se vzorkem byla umisténa do optimalizované termostatického Clanku pri
teploté 15 °C. Kazdé spektrum jsme ziskali akumulaci 96 skenti se spektralnim rozliSenim 7
cm™. Doba osvétleni 2 sna 1 sken byla nastavena podle optimalniho operacniho rozsahu
CCD-detektoru. Celkova doba expozice trvala ~0,06 h. Tyto podminky byly zvoleny jako
optimalni, protoZe nevedly k viditelnym destrukcim vzorkd a poskytovaly dobrou troven

odstupu signalu od Sumu.

Primérnda Ramanova spektra s rtiznou excitacni vinovou délkou (Ax ~1064, 785 a 532 nm)

vzorkli normalni a patologické tkané tlustého stfeva z 10-20 nezavislych oblasti byla
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korigovana, vyhlazena filtrem a normalizovéana podle pasu tkafiového markeru ~ 1447 cm™
s vyuzitim softwaru Origin 6.0 (Microcal Origin, USA). Nasledné se pristoupilo k jejich
importu do softwaru (CAMO Software Inc.) k statistickému vyhodnoceni, které zahrnovalo
Analyzu hlavnich komponent (PCA), ktera se vyuZila k redukci vysoce dimenzionalniho

datasetu zmenSenim poctu nekorelujicich hlavnich komponent.

3.2.2 Analyza tkané in vivo

V poslednich meésicich jsme rozsifili naS vyzkum o diagnostiku a analyzu tkané tlustého
stteva in vivo cestou provadéného kolonoskopického vySetfeni (preventivniho nebo
diagnostického) s cilem diskriminovat zdravou tkan od prekancer6znich zmén, pripadné

karcinomu a pfispét tim ke zlepSeni sekundarni prevence kolorektalniho karcinomu.

Strategie projektu je zaloZena na kombinaci konvencni diagnostické metody s novym
analytickym pristupem, se zaméfenim na cCasnou diagnostiku prekancer6z (zejména
adenomového polypu), kterda by vedla kzvySeni efektivity prevence kolorektalniho
karcinomu. Jak jiZ bylo zminéno v ivodni casti, kolonoskopie nasledovana histopatologickym
vySetfenim je béZna rutinni procedura v klinické praxi, kde celkovy vysledek zavisi na
zkuSenostech patologa, a proto miZe byt velmi subjektivni. Toto vySetieni ma navic i své
Casové nevyhody. VyuZiti technologicky pokrocilych Ramanovych spektroskopickych
technik se sondou s optickym vlaknem dovoluje vySetfeni sliznice tlustého stfeva in vivo a
ziskani vysledkl v redlném case. Nabizi se jako objektivni pristup, ktery miZe prispét
k identifikaci hyperplastickych, prekancer6znich nebo kancer6znich polypti. Schéma projektu
znazornuje Obrazek 19.

Obrazek 19: Schéma projektu zobrazujici analyzu tkdné tlustého stieva in vivo Ramanovou

spektroskopii pomoci Ramanovy sondy pri kolonoskopickém vysetieni
Zobrazeni
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Provaueni analyzy kamanovou spektroskopii in vivo pomoci sondy s optickym vlaknem neni
zatim béZné uZivanou technikou, co se tyce klinickych aplikaci. Jen maly pocet vyzkumnych
tyml se vénuje aplikaci této techniky v klinické praxi, napf. skupina kolem prof. M. S.
Bergholta (Bergholt M.S. et al, 2014; Bergholt M.S. et al, 2016). Toto méfeni je spojeno
s mnohymi technickymi problémy, jako jsou napf. slaby Ramaniiv rozptyl, zdlouhava méfeni,
Ci ztrata Ramanova signalu pri prechazeni optickych vlaknem (Wang Z. et al, 2017; Wang

W.C. et al, 2019).

Z téchto davodu bylo pro in vivo klinickou diagnostiku nutné vyvinout miniaturni Ramanovu
sondu s optickym vlaknem, ktera mtize prekonat technické komplikace. Tato jedinecna sonda
byla vyvinuta v Laboratofi medicindlni diagnostiky Ustavu analytické chemie VSCHT

v Praze a neni prozatim komercné dostupna.

Jedna se o miniaturni sondu s 1 mm safirovou cockou, kterda umoZiuje efektivni zaméreni
excitatni vlnové délky (A=785 nm) na povrch tkané tlustého stieva a zaroven asistuje
v kolekci Ramanova rozptylu. Ramanova sonda obsahuje jedno centralni excitacni vlakno
(200 pm) a sedm okolnich vladken (kazdé jedno 300 pm) vyrobenych z nizce hlucného
silikonu. Tloust'ka (2,1 mm) a délka 300 cm sondy dovoluje jeji pouZiti v kolonoskopu, kde je

efektivné dostupna pro celou délku tlustého streva.

NasSe predbézné ex vivo testy Ramanovy sondy s optickym vlaknem na biologickych tkanich
(praseci plice, srdce, svaly) dokazaly, Ze vysledky tohoto méfeni jsou srovnatelné s vysledky,
které byly ziskany konvencni Ramanovou spektroskopii s excitacni vlnovou délkou A=785

nm.

Do experimentalni skupiny pacienti zafazujeme jedince obou pohlavi starSi nez 18 let,

bez horniho vékového limitu, ktefi nemaji v osobni anamnéze diagnostikovan zhoubny nador,
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ani jinou zavaznou komorbiditu. Podstupuji kolonoskopické vySetfeni v ramci klasického
screeningu kolorektalniho karcinomu, nebo pro podezfeni na toto onemocnéni. Cast z nich
tvori pacienti s hereditarnim nadorovym syndromem, nebo s pozitivni rodinnou anamnézou ci
jinou predispozici, u kterych je riziko onemocnéni kolorektalnim karcinomem vyznamné
zvySené, a proto je u nich provadéno toto vySetfeni v pravidelnych a kratSich ¢asovych
intervalech. Tito pacienti trpi Casto rtznymi prekancerosnimi zménami, dominantné

adenomatosnimi polypy, které je nutné odstranit, aby se zabranilo jejich maligni transformaci.

Béhem kolonoskopie jsou vSechny suspektni patologické léze tlustého stfeva analyzovany
souCasné in vivo Ramanovou spektroskopii, po které nasleduje histopatologické vySetfeni
jednotlivych odebranych vzorkid. Po definitivnim vyhodnoceni patologa je v planu analyza

Ramanovou spektroskopii ex vivo ze stejného tkanového bloku.

Béhem kolonoskopie je pouZivan videokolonoskop CF- HQ190L/1 disponujicim dualnim
cilenym optickym systémem. Ramaniiv endoskopicky systém pro in vivo analyzu s optickym
vlaknem obsahuje NIR-Vis HT 0119-001 Ramantv spektrometer (Ax — 785 nm), ktery je
vybaven tzce carovym diodovym laserem NLM-785-IMF(S)-500 s maximalnim vystupem
500 mW; termoelektricky chlazena iVac 316 CCD kamera provozovana softwarem Solis a
3 metry dlouhd Ramanova sonda s vnéjSim priimefem 2,1 mm byla vyvinuta cestou laboratote
VSCHT. Kompaktni Ramanova endoskopicka sonda navrzena pro kolonoskopii obsahuje
vlakna 7 x 300 pm obklopujici centralni excitacni vlakno (200 pm v primeéru). Pro dosazeni
efektivniho zaznamu Ramanova spektra z epitelu sliznice a uzkému fokusu excitacniho svétla
na povrch sliznice tlustého stfeva je hrot Ramanovy sondy spojeny s 1,0 mm safirovou

cockou.

V pripadé bioptického odbéru jsou ziskané vzorky uchovany nativné v chladicim boxu
pfi teploté +4 °C, transportovana do Laboratofe medicinalni diagnostiky Ustavu analytické
chemie VSCHT a nasledné analyzovéna ex vivo konven¢ni Ramanovou spektroskopii v ten
samy den. Pro ex vivo analyzu se uzivd NIR-Ramaniv spektrometr DeltaNu Inc., ktery je
vybaven diodovym laserem (A&=785 nm) s maximdlnim vystupem 100 mW a NIR-
optimalizovanou CCD kamerou. Systém ziskava Ramanova spektra ve spektralnim rozsahu

200-2000 cm™ s rozlisenim 5 cm™ (tzv. biomolekularni “fingerprinting”).
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4 VYSLEDKY A DISKUZE

4.1 Analyza plazmy

Analyza plazmy byla provedena celkem na 63 vzorcich, pricemz dle klinické diagnozy
se jednalo o 30 vzorkl pacienti s kolorektdlnim karcinomem a 33 vzorki zdravych
kontrolnich jedinci. 11 pacientti mélo nemoc zachycenou v ¢asném klinickém stadiu (I+1I), u
19 pacienti byla provedena diagnéza v klinickém stadiu pokrocilém (III+IV), s postiZenim

regiondlnich lymfatickych uzlin nebo systémovou generalizaci.

4.1.1 Absorpéni IC spektroskopie

Vysledna IC spektra odrazi hlavni spektrélni projevy vzork® krevni plazmy ve spektralni

oblasti 1100-2000 cm™ a jsou prezentovana na Obrdzku 20.

68



0,035

E 1547 Obrazek 20: Priimérnd
0,030 + absorpcni IC spektra
s Fourierovou transformaci

s 0025 b vzorkii krevni plazmy
= L pacientti s kolorektdlnim
§ 0,020 |- karcino,m.em stadia I+IT
s ; (=), stadia ITT+1V (==) a
5 0015 | kontrolnich jedincii (=)
&
n 4
< 010}

0,005 p-

0,000 n Y 1 1 1

2000 1800 1600 1400 1200

Vinocet/ (cm™)

V IC spektrech dominuji svou intenzitou dva pasy. Oba tyto pasy souvisi se sekundérni
strukturou proteini pritomnych v krevni plazmé (Daidone I. et al, 2010). Prvni pas se nachazi
u ~1649 cm™ a je oznaCovan jako amid I, ktery vSeobecné byva pozorovan ve spektralni
oblasti 1620-1670 cm™, kde se projevuji valen¢ni vibrace C=0 peptidové vazby. Druhy
vysoce intenzivni pas v IC spektru ma maximum u ~1547 cm™. V tomto pfipadé se jedné o
pas zvany amid II, ktery je dan rovinnou deformacni vibrace skupiny N-H spolu s valen¢ni
vibraci skupiny C-N peptidové vazby a je mozné jej sledovat v oblasti 1500-1600 cm™.
Vzorky krevni plazmy se v IC spektrech tedy projevuji predevsim pravé v oblastech amidu I a
amidu II, pficemz jak jiZ bylo zminéno, priibéh spekter v téchto oblastech poskytuje dilezité
informace o sekundarni struktufe v ni obsaZenych proteinech (Piva J. et al, 2011). Ve
spektralni oblasti 1200-1480 cm™ se nachazi dal$i méné intenzivni pasy. Pas ~1448 cm™ by
mohl byt pfifazen deformacnim vibracim skupin CH3 a CH2 vazanych na postrannich
fetézcich proteinti a oblast 1260-1390 cm™ by mohla naznacovat méné specifické vibrace
alifatickych fetézcti v kombinaci se symetrickou valencni vibraci skupiny COO- v proteinech.
Jedna se vsak o oblast, ve které vznikd mnoho prekryvajicich se pasti mimo jiné z diivodu
velmi komplexni matrix, jiZ vzorek krevni plazmy beze sporu predstavuje (Piva J. et al,
2011). Proto interpretaci pasti v této oblasti nelze empirickymi pravidly jednoznacné provést.
Pro statistické vyhodnoceni byly tedy pouZity pouze pasy amidu I a II, tedy celkova spektralni
oblast 1480-1700 cm™.

IC spektra vzorkii zobrazenid na obrazku 20 jsou barevné kédovana podle diagnézy

jednotlivych jedincti. Kontrolni vzorky jsou zobrazeny modrou barvou a vzorky pacient v
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klinickém stadiu I+II zelenou barvou a v klinickém stadiu III+IV Eervenou barvou. V IC
spektrech mtiZeme jasné pozorovat, Ze pasy amidu I a IT vykazuji pro vzorky pacienti vyrazné
nizsi intenzitu nez pro kontrolni vzorky. Pasy pacienti v klinickém stadiu I+II a III+IV jsou

srovnatelné.

4.1.2 Ramanova spektroskopie

Ve vyslednych Ramanovych spektrech (Obrdzek 21) dominuji tfi vyrazné pasy, které jsou

dany pritomnosti karotenoidii (Saleem M.et al, 2013).
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Pés ~1517 cm™ odpovida valen¢ni vibraci C=C, nejintenzivné&jsi pas ~1156 cm™ predstavuje
valen¢ni vibraci C-C a v pfipadé pasu ~1006 cm™ se na jeho intenzité miZe podilet kromé
karotenoidl také valencni symetricka prstencova dychaci vibrace C—C nélezici fenylalaninu
(Synytsya A. et al, 2013). Ve spektrech se dale nachazi jiZz méné intenzivni pasy, které
naznaCuji pfitomnost proteini (Teare M.D., Woll P.J., 2007). Jedna se o pas ~1657 cm™
oznaCovany jako amid I (valen¢ni vibrace C=0 peptidové vazby), pas ~1285 cm™ s raminkem
u ~1270 cm™ znamy jako amid III (deformacni vibrace N-H s valen¢ni vibraci C-N) a pas
~879 cm™ dany valen¢ni vibraci C-C v proteinech. Spektra také poskytuji pasy fenylalaninu,
mezi které se kromé zminéného pasu ~1006 cm™ TFadi pds ~1588 cm™ odpovidajici
deformacni vibraci C=C a pas ~1196 cm™, ktery je projevem valenc¢ni vibrace C—CgsHs
vyskytujici se také u tryptofanu (Teare M.D., Woll P.J., 2007). Pas ~1450 cm™ mtiZe vznikat

na zakladé pritomnosti proteind, ale odpovida predevSim deformacnim vibracim CH2 napr.
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fosfolipidti (Saleem M.et al, 2013). Posledni pozorovany pas ~960 cm™ predstavuje vibracni
chovani sacharidi. Pro prehlednost je stru¢na interpretace Ramanovych spekter vzorka krevni

plazmy shrnuta v Tabulce 10.

Tabulka 10: Vyznamné pdsy vzorkii krevni plazmy v Ramanovych spektrech a jejich pFirazeni
k charakteristickym vibracim biomolekul

Vinocet (cm™) Vibrace ° Prirazeni biomolekuly
1657 v (CLO) - amid | proteiny
1588 5 (CLC) fenylalanin, tryptofan
1517 v (C4C) karotenoidy
1450 5 (C-H) fosfolipidy, proteiny
1285 v (C-N) - amid Ill proteiny
1196 v (C-C4Hs) fenylalanin, tryptofan
1156 v (C-C) karotenoidy
1006 v (C-N) karotenoidy, fenylalanin
960 v (C-C) sacharidy
879 v (C-C) proteiny

?v — valencni vibrace, 6 — deformacni vibrace

Ve vétSiné zminénych pést sledujeme v naSem méfeni rozdily ve prospéch vyssi intenzity
u zdravych kontrol, které reflektuji odliSny metabolicky status pacientii s kolorektalnim
karcinomem. Nejvétsi rozdil mezi klinickymi stadii I+II a III+IV byl pozorovan u pasu 1657
cm™, ktery odrazi biomolekuly proteind, pas klinickych stadii I+II se bliZi k pasu kontrolnich
jedincd.

4.1.3 Ramanova opticka aktivita

Jako nova metoda v analyze vzorkl krevni plazmy byla vyuzita spektroskopie ROA, ktera
umoziuje stejné jako spektroskopie ECD ziskdvat informace o struktufe a konformaci
biomolekul. Ve spektrech ROA byla pozornost zaméfena predevSim na oblasti odrazZejici
sekundarni strukturu proteini. Primémad ROA spektra vzork krevni plazmy pacientti

s kolorektalnim karcinomem a kontrolnich jedincti znazoriiuje Obrdzek 22.
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Spektra vzorkd krevni plazmy poskytuji predevsim pasy charakteristické pro o-helikalni
konformaci (Barron L. D. et al, 2000). Jedna se zejména o dublet v oblasti amidu I s centrem
u~1674 cm™, jehoZ zaporny pas se nachazi u ~1645 cm™ (C=0 valen¢ni vibrace peptidové
vazby). Dalsi spektralnim projevem typickym pro tuto konformaci je dublet s centrem u
~1109 cm™ sloZeny ze zaporného pasu u ~1090 cm™ a kladného pasu u ~1125 cm™.
Charakteristiky a-helikalni konformace byly také pozorovany v oblasti amidu III, kde vznikly
kladné pasy ~1345 a ~1311 cm™. Pfevladajici a-helikalni konformaci odrazi i kladny pas 945
cm™. Ve spektrech ROA se déle projevil i ndznak pFitomnosti konformace B-skladaného listu
(Barron L. D. et al, 2000), kterou reflektuje zaporny pas ~1248 cm™. Negativni pas 1442 cm™
predstavuje alifatické postranné fetézce (Barron L. D. et al, 2007). Pozorované zmény téchto
past mezi jednotlivymi méfenymi skupinami demonstruji naruseni struktury plazmatickych

bilkovin béhem karcinogeneze a metastazovani.

Prominentni kladné pasy 1156 a 1517 cm™ miZou byt pfifazeny k plazmatickym
karotenoidiim, které se prekryvaji s pasy rezidui aromatickych aminokyselin (Synytsya A. et

al, 2013).
4.1.4 Elektronovy cirkularni dichroismus

Ke studii vzorka krevni plazmy byla dale vyuZita spektroskopie elektronového cirkularniho
dichroismu (ECD), ktera je ti¢innym nastrojem strukturni analyzy biomolekul. Spektroskopie
ECD je v tomto pripadé opét zaméfena predevSim na analyzu proteind pritomnych v krevni

plazmé. Pfi méteni spekter ECD vzorki krevni plazmy byly tedy sledovany spektralni oblasti,
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kde se projevuje n-m* prechod amidové skupiny peptidové vazby, ktery je pozorovan v oblasti

210-230 nm, a m-rt* prechod v oblasti 185-200 nm.

Pri méteni spekter ECD neziedénych vzorkt krevni plazmy vSak dochéazelo k vysoké absorpci
zafeni, a tudiZ nebylo moZné je méfit v niZSich spektralnich oblastech pod 200 nm. Proto byly
vzorky krevni plazmy Ctytikrat zfedény sterilnim fosfatovym pufrem o pH=7,4 a koncentraci
200 mmol.l", coZ umoZnilo zaznamendani spekter ECD aZ k vlnové délce 185 nm. Vysledna
spektra ECD zfedénych vzorki krevni plazmy méfenda ve spektralni oblasti 185-200 nm jsou

prezentovana na Obrdzku 23.
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Pozorujeme zde celkem tfi pasy — dva zaporné Siroké pasy s maximy ~222 nm a 209 nm a téZ
kladny pas u 192 nm. Intenzita a pomér intenzit téchto pasti charakteristicky odrazi
sekundarni strukturu proteini v krevni plazmé. Tyto pasy odpovidaji konkrétné a-helikalni
konformaci. Krevni plazma je vysoce komplexni systém tvoreny velkym poctem biomolekul,
ale spektra ECD jsou ovlivnéna predevSim lidskym sérovym albuminem (HSA). Ten se
krevni plazmé bézné nachazi v koncentraci 34-47 g/l (na 70-75 g/l celkové bilkoviny) a
zastupuje kolem 60 % vSech bilkovin pritomnych v krevni plazmé (Murray R.K. et al., 2003).

Tento protein vykazuje vysoké zastoupeni pravé a-helikalni konformace.

Na zakladé srovnani intenzit zminénych pasi 222 a 209 nm a kladného pasu 192 nm je
zfejmé, Ze doSlo k oddéleni jednotlivych méfenych skupin a mezi pacienty s kolorektalnim
karcinomem a zdravymi kontrolami jsou zjevné vyznamné rozdily. Ty pravdépodobné souvisi

s poklesem hladiny albuminu (ktery byl v pokrocilejSich stadiich potvrzen i cestou
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konvencniho biochemického vySetfeni) a ztratou jeho prostorové konformace u maligniho

onemocnéni.

4.1.5 Statistické vyhodnoceni

K odhaleni vSech rozdili napti¢ spektry, zejména téch, které nebylo mozné snadno pozorovat
pouhym okem, byly ziskané sady spektralnich dat zpracovany pomoci statistického

hodnoceni.

K evaluaci metodou LDA byly vybrany spektralni pasy odraZejici zejména sekundarni
strukturu bilkovin. K tomuto hodnoceni jsme nakombinovali 27 pasi, které vykazovaly
nejvyznamnéjsi rozdily mezi méfenymi skupinami, ziskané pomoci jednotlivych
spektroskopickych metod: 4 pasy z FT-IR (1244, 1400, 1547 a 1639 cm™), 8 pasti z Ramana
(1270, 1285, 1341, 1357, 1391, 1450, 1517 a 1586 cm™), 12 past z ROA (833, 956, 1264,
1295, 1301, 1311, 1345, 1442, 1604, 1645, 1665 a 1674 cm™) a 3 pasy z ECD (192, 209 a 222
nm). Hlavnim cilem LDA bylo diferencovat pacienty s kolorektalnim karcinomem od
zdravych kontrol pomoci spektralniho vzorce a zarovenl posoudit specificitu a senzitivitu
vyuzivanych spektroskopickych metod ke stanoveni spolehlivosti naSeho statistického

modelu.

Dalsi cilem bylo diferencovat pacienty s kolorektalnim karcinomem podle klinického stadia a
snazit se tak pomoci spektralni diagnostiky stanovit i rozsah nadorového postiZeni. Navic
jsme vyhodnotili spektra 5 jedincti ze skupiny pacientl s kolorektalnim karcinomem, ktefi
podstoupili kurativni onkologickou terapii tohoto onemocnéni a 2 roky vykazovali znamky
remise, tzn. Ze jim pomoci klinickych, laboratornich a zobrazovacich metod nebyla prokazana
recidiva zakladniho onkologického onemocnéni. Ovérovali jsme, jestli jsou jejich spektra
v této fazi nemoci srovnatelné s vysledky kontrolnich jedincti a zdali je mozné spektralni
diagnostiku vyuZit v onkologické dispenzarizaci k ovéreni nadorové remise, pripadné

odhaleni rekurence.

ProtoZe wvysoce strukturalné-sensitivni chiroptickd spektroskopie poskytuje dopliikové
informace ke konvencni vibracni spektroskopii, vytvorili jsme statisticky model, ktery
kombinuje spektralni data ziskané ze vSech vyuZivanych spektroskopickych metod (FT-IR,
Raman, ROA a ECD). Spektra kazdé spektralni metody byla nejdriv statisticky vyhodnocena
jednotlivé a nasledné srovnana. Ke zdtiraznéni rozdilti mezi jednotlivymi vzorky a skupinami
vzorkl byly vysledky LDA vyneseny do grafu pomoci druhych mocnin Mahalanobisovych
Obrazek 24: Grafické zndzornéni LDA ze spektrdlnich dat vzorkii krevni plazmy pacientii

s kolorektdlnim karcinomem (4) a kontrolni skupiny (®) pomoci druhé mocniny

Mahalanobisovych vzddlenosti pro individudlni spektroskopické metody: ECD (A), Raman (B),
ROA (C), FT-IR (D)



vzdalenosti (Maesschalck R. et al, 2000). Grafické znazornéni LDA ze spektralnich dat

vzorku Kkrevni

plazmy pacientii s kolorektalnim

karcinomem a Kkontrolni

skupiny

pro individualni spektroskopické metody znazoriiuje Obrdzek 24. U vSech analyz je patrna

Castecna separace jednotlivych skupin, v nékterych pripadech se ale skupiny prekryvaji.
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Celkova klasifikacni schopnost modelii dosahla 71-81 %, kaZzdy model byl zpracovén

metodou kiiZové validace (Tabulka 11). Nejvyssi senzitivitu (77 %) a specificitu (85 %)

vykazovala spektroskopie ECD, zatimco nejnizZSi senzitivita byla pozorovana u ROA a

Al

Ramanovou spektroskopii.
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Tabulka 11: Vysledky klasifikace vzorkii skupin pacientii s kolorektdlnim karcinomem a
kontrolnich jedincii metodou LDA (udaje pro krizové validaci, klinickd diagnéza - rddky,
spektroskopickd analyza — sloupce) pro jednotlivé spektroskopické metody

ECD Raman

Karcinom Kontrola Celkem | % Spravnosti Karcinom | Kontrola Celkem | % Spravnosti
Karcinom 23 7 30 77 % Karcinom | 21 9 30 70 %
Kontrola 5 28 33 85 % Kontrola 9 24 33 73%
Celkem 28 35 63 81% Celkem 30 33 63 71%
ROA FT-IR

Karcinom Kontrola Celkem | % Spravnosti Karcinom | Kontrola Celkem | % Spravnosti
Karcinom 21 9 30 70 % Karcinom | 22 8 30 74 %
Kontrola 7 26 33 79 % Kontrola | 6 27 33 81%
Celkem 28 35 63 74 % Celkem 28 35 63 77 %

Spole¢nym vyhodnocenim vSech spektroskopickych metod doSlo k signifikantnimu zlepSeni
ziskanych vysledkti. Kombinovany statisticky model vede k vyznamné presnéjsi klasifikaci
ve srovnani s individualnimi technikami. Po vyhodnoceni LDA z kombinace vSech
spektralnich dat (ECD, Raman, ROA a FT-IR) doSlo k velmi dobré separaci obou mérenych

skupin (Obrdzek 25). Diskrimina¢ni schopnost naSeho modelu dosahla v tomto pfipadé 100

%.
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Pro soubor 63 vzorki (30 pacientt a 33 zdravych kontrol) bylo po kiiZové validaci metodou
LDA dosaZzeno 90 % senzitivity, 75 % specificity a spravnosti 83 % (Tabulka 12). Nespravné
bylo klasifikovano 8 wvzorki z kontrolni skupiny a 3 vzorky ze skupiny pacientl

s kolorektalnim karcinomem.
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Tabulka 12: Vysledky klasifikace vzorkii skupin pacientii s kolorektdlnim karcinomem a
kontrolnich jedincii metodou LDA (udaje pro krizové validaci, klinickd diagnéza - rddky,
spektroskopickd analyza — sloupce) po vyhodnoceni vsech spektroskopickych metod

Karcinom Kontrola Celkem % Spravnosti
Karcinom 27 3 30 90 %
Kontrola 8 25 33 75%
Celkem 35 28 63 83%

DalSim krokem v statistické analyze spektralnich dat bylo dosahnout a zhodnotit presnost
rozdéleni pacientt s kolorektalnim karcinomem podle klinickych stadiich. Po kfiZové validaci
metodou LDA z kombinace spektralnich dat bylo dosaZeno celkové presnosti 82 % pro
spravneé rozliSeni stadii I+1I, 64 % pro rozliSeni stadii I[II+IV a 75 % pro spravné zarazeni do

kontrolni skupiny.

Grafické znazornéni vysledki klasifikace metodou LDA je prezentovano na Obrdzku 26, kde
faktory F1 a F2 postihuji 100,0% variability spektralnich dat (idaje bez kiiZové validace) a je
dobte zietelna separace skupiny kontrolnich jedincG od skupin pacienti za soucasného
rozliSeni lokalizovanych stadii (I+II) a stadii s uzlinovymi nebo vzdalenymi metastazemi

(TIII+IV). 3D vizualizace vysledkl znazorfiuje Obrdzek 27.

6
! Pacient 12
zdravy
4 -
3 2
(=1 ]
=1 3
o™l
o 0
o™~
L 2
2k
4k
-6 o 1 P 1 o 1 o 2 1 2 1 .
-8 -6 4 -2 0 2 4 6

F1 (77,91%)

Obrazek 26: Grafické vysledky LDA pro kombinaci spektroskopickych dat ECD, Raman, ROA a
FT-IR: kontrolni skupina (modrd), pacienti s kolorektdlnim karcinomem stddia I-1I (zelend),
pacienti s kolorektdlnim karcinomem stddia III-1V (Cervend), ,,zdravi pacienti* (tyrkysovd)
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Obrazek 27: 3D grafickd prezentace vysledkii LDA pro kombinaci ECD, Raman, ROA a FT-IR
zndzornujici diferenciaci mezi kontrolni skupinou (modrd), pacienty s kolorektdlnim
karcinomem stddia I-I1I ( ) a pacienty s kolorektdlnim karcinomem stddia ITI-1V (Cervend)

Na Obrazku 26 jsou ilustrovany i vysledky predikce zdravotniho stavu 5 pacientii v remisi
(potvrzenych dle konvencniho klinického, laboratorniho a zobrazovaciho vySetfeni), 4
pacienti byli zafazeni do skupiny ,,zdravych jedincti“, u 1 pacienta (Pacient 12 zdravy) byla
dle CT wvySetfeni vyslovena suspekce na generalizaci. Pravé tento pacient byl prifazen do
skupiny pacient ve stadiu IT1I-IV. Z vysledki spektralnich analyz je zfejmé, Ze ndmi zvoleny
model je schopen v souladu s klinickou diagnézou spravné predikovat pacienty jako vylécené

(zdravé).

4.2 Analyza tkané ex vivo
4.2.1 Spektralni variabilita vzorkua tkané tlustého stieva

Analyza tkané je ponékud sloZitéjsi, protoZe tkaniové vzorky jsou obecné velmi heterogennim

materidlem. Diulezitym aspektem k tGspésné spektroskopické diagnéze kolorektalniho
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karcinomu je podminka, Ze interni spektralni variabilita pro vzorky zdravé tkané tlustého
stieva ziskané od jednoho pacienta nebo od vicero pacientii by méla byt méné vyraznd, nez
rozdily mezi spektry zdravé tkané a kolorektalniho karcinomu. Lépe FeCeno, kombinovana
variabilita (ve vztahu k lokalizaci tkané a pacientovi) by méla byt méné signifikantni ve
srovnani s rozdily indukovanymi patologickymi zménami. V opa¢ném pripadé by se mélo
provézt odebrani spektralni variability zptisobené abnormalitou tkané z celkové spektralni
variability za pomoci vhodnych metod multivariacni analyzy. Navic pro konecny vyvoj
klinické aplikace spektralni variability zptisobené kolorektdlnim karcinomem by mély byt
separovany disledky jinych onemocnéni. Vzorky zdravé tkané tlustého stfeva a tkané
kolorektalniho karcinomu ziskané od 14 pacientii byly analyzovany se stanovenim rtznych

aspekti spektralni variability.
4.2.1.1 Variabilita dat vzhledem k intra-tkanové heterogenité

Z anatomické stranky je tlusté stfevo komplexni organ s heterogenni vicevrstevni strukturou.
Kolorektalni karcinom zasahuje nejenom sliznici tlustého stfeva, ale Casto prortistd do
hlubsich vrstev a postihuje submukézu, svalovou vrstvu nebo okolni tuk. VSechny tyto ¢asti
tkané tlustého stfeva maji rizné chemické sloZeni: proteiny a sacharidy jsou asociovany
zejména s povrchovym epitelem (sliznici) nebo svalovou vrstvou, kolagen je hlavnim

komponentem submukézy a lipidy prevladaji v perikolickém tuku.

Primérné Ramanovo spektrum je vysledkem piekryvajicich se past, které pochazeji
zrozlicnych casti tkané kolorektalniho karcinomu, lokalni specificita prispiva k celkové
variabilité spektralnich dat ziskanych z jednoho vzorku tlustého stfeva. Aby bylo pokryto
maximum c¢asti vzorku, Ramanova spektra (Aex 1064, 785 and 532 nm) byla ziskana z 10-20
nezavislych mist daného vzorku normalni i patologické tkané tlustého stfeva kazdého
pacienta. Regiony pro kazdou A zaznamenané meéfenim zdravé tkané tlustého stfeva ze

vzorku jednoho pacienta jsou znadzornény na Obrdzku 28.
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Individualni spektra ziskana z jednoho vzorku tlustého stfeva v riiznych mistech demonstruji
evidentni variabilitu v specifickych spektralnich regionech, ke které prispivaji hlavni tkanové
komponenty — lipidy, proteiny, nukleové kyseliny a sacharidy. Pro NIR-FT-Ramanova
spektra (Ax 1064 nm) byla pozorovéana signifikantni variabilita kolem 1750 cm™ (CiO
stretching, tzn. valen¢ni vibrace, vibrace ve sméru chemické vazby), 1671 cm™ (amid I), 1340
cm™ (CH; waging, tzn. deformacni véjifova vibrace), 1300 cm™ (CH, twisting, tzn. deformacni
kroutiva vibrace), 1245 cm™ (amide IIT) a 1100-855 cm™ (CC a P{O valen¢ni vibrace, ring

breathing vibrace, tzn. prstencova dychaci vibrace aromatického kruhu).

NIR-Vis Ramanova spektra (Aex 785 nm) demonstruji variabilitu u vlno¢tu 1653 cm™ (amid I,
C(,O valencni vibrace), 1350 cm™ (CH, deformacni véjifova vibrace), 1285 cm™ (CH:
deformacni kroutivd vibrace, amid III) a 1118-877 cm™ (CC valencni vibrace, prstencova
dychaci vibrace aromatického kruhu). Relativni smérodatnd odchylka (RSD) signifikantné
mezi pasy kolisala a souvisela s podilem specifickych vibraci. U NIR-FT Ramanovych
spekter byla relativni smérodatna odchylka (RSD) lipidového pasu ~ 1750 cm™ (~53 %)
vyrazné vyssi, nez u korespondujicich hodnot dvou sousednich pésti 1654 a 1268 cm™, a to
pro podil proteinu a nenasycenych mastnych kyselin (~5-8 %). RSD vedlejSich past 1340 a
1302 cm™ odpovidala zejména vibracim CH, a €inila 26 % a 13 %. Relativni intenzita téchto
pasii zavisela na poméru lipidu k proteinu. Vedlejsi pas 1086 cm™ (RSD ~19 %) muze
predstavovat podil nukleovych kyselin a fosfolipidd, zatimco sousedici pas 940 cm™ (RSD

~29 %) miZe souviset s CC valen¢nimi vibracemi peptidové kostry v helikalni konformaci.

NIR-Vis-Ramanova spektra (A 785 nm) a specialné Vis-Ramanova spektra (Aex 532 nm)
vykazovaly intenzivni rezonancni zesilené péasy tkanovych chromoforti (hem, karoteinoidy,

aj.) absorbovany regiony, které jsou blizké odpovidajicim excitaCnim liniim.
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U Vis-Ramanovych spekter (Ax 532 nm) byla nejvyssi variabilita pfisuzovana zejména pastim
tkanovych chromofort (RSD 22-35 %), napf. 3 intenzivni a tizké pasy karotenoidli u 1514,
1155 a 1006 cm™ a 7 past vibraci hemu u 1640, 1587, 1377, 1343, 1308, 1130 a 1088 cm™.
VSechny tyto pasy mély urcity podil na vibracich zminénych vySe, ale komponenty

chromoforu jsou vzhledem k zesilené rezonanci vyraznéjsi.
4.2.1.2 Variabilita dat vzhledem k inter-pacientské heterogenité

Vychézejic z faktu, Ze stfevni tkan (zdrava i patologickd) je vysoce heterogenni, soubor dat
z primérnych spekter ziskanych =z analyzy jednotlivych tkani predstavoval znacnou

variabilitu.

Ke zprimérovani bylo dtlezité eliminovat efekt kolisani hladin jednotlivych substanci
v ramci riznych lokalit vzorku. Primérna spektra byla normalizovana podle intenzity past u
~1446-1449 cm™ (CH, deformacni nizkova vibrace a CH; deformacni vibrace u lipidi a
proteinti) a byla pouzita ke kalkulaci priméru celého souboru. Primérna spektra s intervaly

smérodatné odchylky znazoriiuje Obrdzek 29.
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Rozsah hodnot relativnich smérodatnych odchylek pro Ramanova spektra normalnich a
patologickych vzorka tkané tlustého stfeva od 14 pacientd ilustruje Obrdzek 30. Vyrazné
rozdily RSD mezi normdlnimi a patologickymi vzorky reflektuji deviace v tkanové
homeostaze zpisobené expanzi malignich lézi. Tento rozdil miZe byt spojen i s postupem
nemoci u kazdého pacienta. V pripadé dat z méfeni NIR-FT-Raman a NIR-Vis Raman (A«
1064 a785 nm) byla spektralni variabilita patologické stfevni tkané (RSD nad 20-26 %)

vyznamné vysSi neZ variabilita normalni stfevni tkané.

Co se tyCe méfeni Vis-Ramanovych spekter (A 532 nm), vyssi variabilita byla detekovana
u vibraCnich pasti hemu v regionech 1640-1550 a 1400-1365 cm™, shodnou nebo niZsi
variabilitu vykazovaly vibracni pasy karotenoidi v regionech 1514, 1155 a 1006 cm™,
podobné jako nékolik pasti hemu blizko 1340, 1305 a 1130 cm™, na které mély vyznamny
podil zakladni slozky tkané. Struktura hemu jako casti myoglobinu a jiné hemoproteiny by

mohly predstavovat sensitivni marker abnormality tkani u kolorektalniho karcinomu.
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Obrazek 30: Relativni smérodatné odchylky (RSD) Ramanovych spekter normdlni (solidni) a
patologické (teCkovité) tkdné tlustého stieva ziskané od 14 pacientii; spektra byla mérena pri 3
riiznych excitacnich vinovych délkdch (}..1064 nm — vrchni panel, 785 nm — stfedni panel, 532 nm
— spodni panel) a normalizovdna na ~ 1447 cm™ (vyznac¢eno hvézdickou)

4.2.2 Vliv excitacni vinové délky na tkanové markery

Pri srovnavani primérnych Ramanovych spekter normalni a patologické tkané tlustého stieva
meérenych v riznych excitacnich vinovych délkach (Obrdzek 29), jsou patrny evidentni rozdily
v pozicich a intenzitich pasi. Pfidéleni vazeb a vyznam jednotlivych Ramanovych past shrnuje

Tabulka 13.

Pasy hlavnich molekuldrnich komponent, tj. proteinti, lipidd, nukleovych kyselin prevladaji
v NIR-FT-Ramanovych spektrech (A« 1064 nm) normalnich a patologickych tkani tlustého
stteva (Obrdzek 29a-c). Pomér mezi intenzitami reflektujicimi stav tkané na molekularni

urovni miZe umoznit vyhledat spektralni markery abnormalit pro diagnostické ucely.

Tabulka 13: Pozice a pridéleni charakteristickych Ramanovych pdsti citlivych na normadlni stav (n)
a patologické zmény (a) tkané tlustého streva
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Charakteristické pasy hlavnych tkanovych komponent byly taktéZ pozorovany i v NIR-Vis-
Ramanovych spektrech (Aex 785 nm) (Obrdzek 29d-f). Nové pasy kolem 753 a 1545 cm™ jsou
pritazeny k vibracim hemu (Wood B.R., McNaughton D., 2002). Zesilené byly i tfi
pasy nizkého vInoctu, které odrazely oxygenovany hem: 332 cm™ (Nme—Fe—O deformacni
vibrace), 416 cm™ (Fe—O—O deformacni vibrace) a 569 cm™ (Fe—QO, valen¢ni vibrace).
U spekter Vis-Raman (Aex 532 nm) je vétSina zminénych charakteristickych past hlavnich
tkanovych komponent prekryto mnozstvim novych intenzivnich past pfifazenych k vibracnim
modim vnitfnich tkdfovych chromofort (karotenoidy, hem). Karotenoidy jsou hodné
rozSitené u vSech typl lidské tkané. Obsahuji systém konjugovanych vazeb C(C a
demonstruji absorpci s maximem u 480 nm. Ramanovy pasy karotenoidi ~1517 cm™ (CiC
valen¢ni vibrace), 1157 cm™ (CC valen¢ni vibrace) a 1005 cm™ (CH; deformacni kyvava

vibrace) jsou charakterizovany expresivnim zesilenim na excitacni vlnové délce 532 nm.
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Makromolekula hemu absorbuje vinové délky ~400 nm a dale v regionu 500-600 nm.
V disledku toho mnoZstvi charakteristickych pasti hemové skupiny u 1641, 1607, 1587, 1552,
1396, 1362-1367, 1340-1343, 1306-1308, 1127-1129, 749-752 a 6767 cm™ podstupuje
rezonancni zesileni ve Vis-Ramanovych spektrech (Aex 532 nm) normalnich i patologickych
vzorki tkané (Das G. et al., 2008). Tyto hemové skupiny pochazeji zejména z myoglobinu,

hlavniho proteinu vazajiciho kyslik v lidské tkani.

4.2.3 Spektralni rozdily zpiisobeny patologickym procesem ve stievni tkani

Tii pary primérnych Ramanovych spekter (+/- smérodatnd odchylka, n=14) byly
zaznamenany za rozlicné excitacni vinové délky Aex z normalnich (Obrdzek 29a,d,g) a
patologickych (Obrdzek 29b,e,h) tkani tlustého stfeva a demonstruji vyrazné diferenciace
evidentni z korespondujicich rozdilovych spekter (Obrdzek 29c,f,i). Pozitivni a negativni
vrcholy téchto rozdilovych spekter byly vyuzity k diskriminaci vzorki podle molekularni

abnormality.

Minima rozdilového NIR-FT-Ramanova spektra (Aex 1064 nm) (Obrdzek 29c) u vinoctu 1605-
1519 cm™ (C¢C valencni vibrace), 1208 cm™ (C—Ph valen¢ni vibrace), 1004 cm™ (valen¢ni
symetricka prstencova dychaci vibrace C—C néleZici fenylalaninu) a 644 cm™ (CC deformacni
kroutiva vibrace) naznacuji vibrace aromatickych aminokyselin. Naopak, maxima tohoto
spektra u vlnoCtu 1677 a 1644 cm™ (amid I), 1460 cm™ (CH, deformac¢ni ntizkova vibrace),
1327 cm™ (CH, a CH; deformacni véjifova vibrace), 1283 a 1230 cm™ (amid III) a 1114-917
cm™ (CC a CN valenc¢ni vibrace) pochazeji zejména ze skeletalnich vibraci peptidovych vazeb
a alifatickych Fetézci. Negativni pik u vinoctu 663 cm™ (CS valen¢ni vibrace) a pozitivni u
552 cm™ (SS valencni vibrace) jsou odrazem destrukce disulfidové vazby u patologické
sttevni tkané. Pozorované spektroskopické rozdily mtizou byt vysvétlovany strukturdlni
reorganizaci nativnich proteinti u patologicky zménéné tkané tlustého stieva. Navic, dva
negativni pasy uvlnoctu 1748 cm™ (C¢O valenéni vibrace) a 1298 cm™ (CH, a CHj3
deformacni kroutiva vibrace, (CH— deformacni vibrace) jsou markery pro tkanové lipidy.
ZvySovani téchto past v pripadé patologicky zménéné tkané tlustého stfeva miize byt
vysvétleno tim, Ze podle histopatologického vySetieni byla popsana perikolicka tukova vrstva
u 6 ze 14 pacientd. Spektra vzorkt tkané tlustého stfeva obsahujici perikolicky tuk podobné
vykazovaly signifikantni sniZeni v pasu u 1088 cm™ (PO* valen¢ni vibrace fosfolipidd a

nukleovych kyselin).
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Rozdilové NIR-Vis-Ramanovo spektrum (Aex 785 nm) (Obrdzek 29f) ma nékolik minim, a to
u vlnoc¢tu 1605, 1205, 1000 a 643 cm™, které pochazeji z vibraci aromatickych aminokyselin.
Maxima u 1260 cm™ (amid IIT) a 944 cm™ (CC valen¢ni vibrace) mizou reflektovat poskozeni
proteinii ve stfevé zpusobené patologickym procesem. Tyto péasy jsou pfifazeny alfa-
helikdlnim strukturdm, které dominuji u proteinti normalni stfevni tkané (Tuma R., 2005;

Iconomidou V.A. et al, 2000).

Nékolik prekryvajicich se negativnich odliSnych péasti v regionu 800-550 cm™ vychazi
z prstencové dychaci vibrace aromatického kruhu nukleotidii a aromatickych aminokyselin.
Vyssi intenzita proteinovych pasi a pasi DNA ve spektrech patologicky zménéné tkané
tlustého stfeva miize korelovat s vyssim stupném divizni aktivity. Pozitivni a negativni pasy
souvisejici s prstencovou dychaci vibraci aromatického kruhu tyrozinu byly pozorovany
u vlno¢tu 861 a 826 cm ', s touto aminokyselinou je asociovan i negativni pas u 643 cm™.
Tyto pasy muzou svédcit pro odchylky v molekuldrnim prostfedi tyrozinovych jednotek

v proteinech.

Pasy vibraci jadra porfyrinu (hemu) prevazuji ve Vis-Ramanovych spektrech (A 532 nm)
normalnich i patologicky zménénych tkani tlustého stfeva. Rozdilové Vis-Raman spektrum
(Obrdzek 29i) ma nékolik negativnich pésii vibraci porfyrinového jadra, a to u vinoc¢ti 1639,
1621, 1589, 1568, 1377, 1190, 1142, 1103, 955 a 783 cm™. Nicméné, ostatni porfyrinové
vibrace byly nalezeny jako pozitivni pasy u 1607, 1547, 1394, 1357, 1335, 1301, 1219, 1175,
1129, 974, 749 a 679 cm™. Nékteré z téchto past jsou sensitivni na oxidaci/redukci a rotacni

stav kationu Zeleza v hemu (Yamamoto T. et al, 1973; Wood B.R. et al, 2001).

Pozitivni pasy u 1607, 1547 a 1357 cm™ jsou charakteristické pro vysoky rotacni stav
deoxyhemu, pfiCemz tfi negativni pasy u vlnoCtu 1639, 1589 a 1377 cm™ predstavuji markery
nizkého rotacniho a oxidovaného stavu hemu. Podobné i v rozdilovém NIR-Vis-Ramanovém
spektru pochdzi pozitivni pds u vlno¢tu 1541 cm™ z vibraci deoxyhemu. Z toho divodu je
oxidovany hem vic typicky pro patologicky zménénou tkan tlustého stfeva a deoxidovany

hem pro normalni tkan tlustého streva.

Hem je prosteticka skupina obsahujici atom Zeleza ve stfedu tetrapyrrolového jadra, na néz
jsou navazany substituenty. Demonstruje prooxidacni vlastnosti. Jedna se o tkanovy pigment,
jeho Cervena barva je zptisobena konjugovanym systémem dvojnych vazeb, kviili kterému se
dobre excituje a nasledné emituje Cervenou cast spektra viditelného svétla. Hem je soucasti

mnohych enzym a transportnich proteinti, mezi které patii i myoglobin. V normalnim svalu
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je koncentrace oxidovaného (navazujiciho kyslik) myoglobinu, tj. metmyoglobinu, nizka
kvtli pfitomnosti metmyoglobin reduktazy, ktera v pritomnosti kofaktoru NADH a koenzymu
cytochromu b4 méni hemové Zelezo Fe * metmyoglobinu zpatky na Fe®" deoxidované formy
(Khalife K.H. et al, 2008). Myoglobin nehraje jen klicovou roli v transportu kysliku, ale
Ucastni se i vychytavani volnych radikald. Vysoka hladina myoglobinu byla zjiSténa ve
tkanich s nizkou koncentraci kysliku jako bunécné odpovédi na hypoxii. Co se tyce svalovych
bunék, byla pozorovana vysoka exprese hemoproteinu v burikach karcinomu (Flonta S.E. et
al, 2009). Tato skuteCnost je pravdépodobné spojena s prekonavanim metabolickych zmén

asociovanych s ristem nadoru.

4.2.4 Statistické vyhodnoceni

Priimérnd Ramanova spektra vzorki tkané tlustého stfeva (n = 28) méfena na kazdé excitacni
linii byla analyzovana formou PCA (analyza hlavnich komponent) za tcelem rozliSeni
normalnich a patologicky zmeénénych tkani. Primémé PC2 (NIR-FT a Vis-Raman) a
PC3/PC4 (NIR-Vis-Raman) skére ukazaly signifikantni rozdily mezi témito dvéma soubory.
Tyto komponenty byly oznaceny jako hlavni diskriminanty. I kdyZ PC1 zahrnoval nejvétsi
rozptyl dat (43 % pro NIR-FT Raman, 35 % pro NIR-Vis-Raman a 64 % pro Vis-Raman),

nebyla prokazana signifikantni diferenciace mezi skupinami.

Nasledné se vytvorilo dvoudimenzionalni PC skore (Obrdzek 31a-c) zahrnujici hlavni
komponenty (PCs) zminéné vyse, napt. PC1 versus PC2 pro NIR-FT-Raman a Vis-Raman a
PC3 versus PC4 pro NIR-Vis-Raman. Vysledné grafy téchto parti hlavnich komponent
znazornuje Obrazek 31d-f. Tyto kombinace byly nejvic validni, co se tyCe diskriminace mezi

vzorky zdravé a patologicky zménéné tkané tlustého stieva.

PCA/NIR-FT-Raman (1750-800 cm™)

VSechny zdravé vzorky tkané mély pozitivni PC2 skoére, pricemZ vétSina téch patologicky
zménénych méla PC2 skoére negativni (Obrdzek 31a). Distribuce v ramci PC1 skoére byla
podobna pro obé skupiny, 2 patologické vzorky tkané tlustého stfeva vykazovaly extrémné
nizké hodnoty PC1 skore. Vysledna kiivka pro PC1 méla hlavné pozitivni pasy, zatimco PC2
kiivka méla pasy pozitivni i negativni (Obrdzek 31d). Tyto pasy koresponduji
s charakteristickymi vibracemi hlavnich tkanovych komponent, zejména proteinti a lipidd
(Tabulka 9). Tyto molekuly se u riznych vinovych délek vyznamné prekryvaji, proto je velmi

sloZité presné urcit, které proteiny nebo lipidy jsou odpovédné za spektroskopické zmény.

87



Obrazek 31: Grafy komponentniho skore (a-c) a vysledné zatézovaci grafy pro PCA (d-f)
Ramanovych spekter (n=28) vzorkii zdravé (pIné ¢tverce) a patologicky zménéné (prdzdné kruhy)
tkané tlustého streva ziskanych od 14 pacientii; spektra byla mérena pri 3 riiznych excitacnich
vinovych délkdch (..) 1064 nm (a,d), 785 nm (b,e) a 532 nm (c,[).
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Vyrazné negativni PC2 pasy byly nalezeny v regionech 17201517 cm™ (C(C a C(O valen¢ni
vibrace zahrnujici amide I) a 1364-1208 cm™ (CH, a CH3 deformac¢ni vibrace, amid III);
intenzivné pozitivni pasy u vlno¢tu 1113-818 cm™ (CC a CN valen¢ni vibrace, prstencova
dychaci vibrace aromatického kruhu). Je dileZité poznamenat, Ze tato kiivka mda nékolik
negativnich a pozitivnich pasi vibraci amidu I a amidd III u vinoct 1669, 1643, 1269 a 1232
cm™, které jsou citlivé na konformaci proteinti (Synytsya A. et al, 2013; Mirti¢ A, Grdadolnik
J.,2013; Huang Y.Y. et al, 2010).
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PCA/NIR-Vis-Raman (1700-1300 a 1000-300 cm™)

Normalni a patologicky zménéné vzorky tkané byly castecné rozliSené kombinaci skére PC3
a PC4, pricemZ byly obé pozitivni pro zdravé i patologicky zménéné vzorky tkané tlustého
stfeva a negativni pro vétSinu téch patologicky zménénych (Obrdzek 31b). Vysledny graf
téchto hlavnich komponent ukazal, Ze je zde nékolik vyraznych pasti na podobné pozici, ale
opacnych pola (Obrdzek 31e). Naopak, obé hlavni komponenta méla pozitivni pasy v regionu
713 a 690 cm™ (vibrace nukleotidd a aromatickych aminokyselin) (Synytsya A. et al, 2004;
Puppels G.J. et al, 1991; Gasior-Glogowska M. et al, 2013). Rezonanci zesilené pasy u

vinoctu 1544, 416 a 325 cm™ (vibrace hemu) se podileji na pozitivnich i negativnich pasech.

PCA/Vis-Raman (1650-1535, 1408-1200 a 912-738 cm™)

Hlavni diskriminant PC2 umistil normélni a patologicky zménéné vzorky tkané tlustého
stfeva do negativnich a pozitivnich oblasti skérovaciho grafu (Obrdzek 31c). Nasledna kiivka
pro PC2 ma negativni pasy u 1639, 1589 a 1377 cm’, které jsou charakteristické pro oxy-hem
(Obrdzek 31f). Na druhé strané, PC1 rozliSuje vzorky na zakladé relativniho mnoZstvi hemu.
Kfivka zde nasledné vykazuje intenzivni pozitivni piky, charakteristické pro vibrace hemu.
PC1 skore tedy nartista vlivem téchto past (Obrdzek 31c,f). Dva vzorky mély extrémné nizké
PC1 skore a jejich Vis-Ramanova spektra demonstrovaly nejslabsi pasy hemovych vibraci
z celého souboru vzorki. Tyto vzorky byly ziskané od jednoho pacienta a histopatologické

vySetfeni zde potvrdilo vysoké zastoupeni perikolického tuku.

Na zakladé rozdilovych spekter (Obrdzek 29c,f,i) a kiivek hlavnich komponent (Obradzek
31d-f), byly zkoumany Ramanové intenzity past s oCekavanou sensitivitou ke tkanové
abnormalité jako proménné pomoci PCA (analyzy hlavnich komponent) s cilem dosdhnout
efektivnéjsi diskriminaci. Vlnové délky 30 vybranych past (9 z NIR-FT-Raman, 13 z NIR-
Vis-Raman a 11 u Vis-Raman) jsou shrnuty v Tabulce 14; ostatni pasy byly z databaze
odebrany. Vysledné PCA skére grafu PC1 versus PC2 (Obrdzek 32) demonstruje kompletni

separaci normalni a patologické tkané kolorektalniho karcinomu pro 14 pacientd.
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Tabulka 14: Charakteristické vinocty Ramanovych markerii (v cm™) vyuzitych pro diskriminaci
normdlnich a patologickych vzorkii tlustého streva pomoci PCA

VInoéet (cm™)
Aex 1064 Nm Aex 785 NmM Aex532 nm
1643 1350 1639
1606 980 1621
1364 965 1589
1340 937 1566
1316 896 1394
934 859 1377
865 713 1360
818 696 1338
656 1303
641 858
613 749
590
325

Obrazek 32: Graf komponentniho skoére PC1 versus PC2 pro PCA intenzity pro 33
charakteristickych pdsti jako Ramanovych markerii: diskriminace vzorkii zdravé (pIné ctverce) a
patologicky zménéné (oteviené kruhy) tkdné tlustého stieva ziskanych od 14 pacientii; spektra byla
mérena pri 3 riiznych excitacnich vinovych délkdch (). 1064 nm — 9 pdsii, 785 nm — 13 pdsti a 532
nm — 11 pdsti) a normalizovdna na 1447 cm™
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Souhrnem muiZeme fict, Ze v zavislosti na jednotlivych Ramanovych spektrech (Aex 1064, 785
and 532 nm) bylo dosaZeno jen Castecné separace 2 zminénych skupin. Na druhé stran€, PCA
kombinované databaze obsahujici normalizované Ramanové intenzity vybranych
charakteristik NIR-FT, NIR-Vis nebo Vis-Ramanovych pasti vedla k mnohem efektivnéjsi
diskriminaci normalnich a patologicky zménénych vzorkt tkani tlustého stfeva pro 14
pacientii. Z toho divodu neni Zadné ze zde vyuzitych excitacnich vinovych délek superiorni
vici ostatnim, kombinace vSech tfi miZe pomoct pfekonat slabé stranky kazdé metody a

nabizi lepsi moznosti k detekci abnormalit zpisobenych kolorektalnim karcinomem.

4.3 Analyza tkané in vivo

Nas vyzkum analyzy tkané tlustého stfeva Ramanovou spektroskopii pomoci sondy in vivo
probiha jen nékolik mésicii, probihd méfeni a sbér spektroskopickych a histopatologickych
dat. V planu mame zaradit a vySetfit vzorky od 60-80 pacientli rocné. Jako priklad uvadim
vybrand prozatim nasbirana charakteristickd in vivo spektra tkané, nasledné po exstirpaci
meérena ex vivo, u kazdé urcité patologie ovérené histopatologickym vysSetfenim (Obrdzek 33

a 34).

Obrazek 33: Ramanova spektra tkdné tlustého stieva namérena in vivo dle histopatologické
diagnostiky: a) normdlni sliznice; b) normadlni sliznice; c) polyp rekta, hist. serrated léze bez
dysplastickych zmén; d) polyp c. ascendes, hist. tubuldrni adenom s low grade dysplastickymi
zménami; e) polyp rekta, hist. tubulovil6zni adenom s low grade dysplastickymi zménami
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Obrazek 34: Ramanova spektra tkdané tlustého streva namérena po exstirpaci ex vivo dle
histopatologické diagnostiky:

S004) polyp rekta, hist. adenom s low grade dysplastickymi zménami

S005) polyp colon ascendens, hist. adenom s low grade dysplastickymi zménami

S009) tumor colon ascendens, hist. stredné diferencovany invazivni adenokarcinom
S5012) polyp colon sigmoideum, hist. adenom s low grade dysplastickymi zménami

S013) polyp colon sigmoideum, hist. adenom s low grade dysplastickymi zménami

S018) tumor rektosigmoidea, hist. dobre diferencovany invazivni adenokarcinom

5021) tumor rekta, hist. dobre diferencovany invazivni adenokarcinom
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4.4 Interpretace dat — shrnuti

4.4.1 Analyza plazmy

Pii porovnavani spekter plazmy patficich vzorkiim pacientd a zdravych jedinct byly patrny
zmény v intenzité zejména v oblastech, které odrazeji sekundarni strukturu proteint. Na prvni

pohled je zjevny rozdil v intenzité past charakteristickych pro o-helix. S progresi nemoci tak

zfejmé klesa v krevni plazmé koncentrace proteint, které se vyskytuji v dané konformaci.

Béhem onkogeneze se v klicovych molekulach, jakymi jsou napriklad proteiny v krevni
plazmé, méni relativni zastoupeni jednotlivych typli sekundarnich struktur (o-helix, (-
skladany list, neusporadané segmenty). Se zménou struktury a konformace molekul dochézi
napiiklad ke zménam torznich thli peptidové vazby, coZ se projevuje rozdily v rotacnich

a vibracnich stavech sledovanych molekul.

Predchozi prace opakované prokazaly, Ze obecné pro pacienty s malignitou ve srovnani
se zdravymi lidmi jsou charakteristické vyssi koncentrace DNA a RNA (Teare M.D., Woll
P.J., 2007; Shapiro B. et al, 2010). Predpoklada se, Ze k tomuto faktu dochazi na podkladé
odliSnych mechanismii, napf. apopt6zou, nekrézou tumoru a aktivniho uvoliiovani bunék. Na

druhé strané, velkd multicentrickd randomizovana studie, ktera hodnotila a srovnavala vzorky
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pacientii s riznym typem karcinomu, zdravé kontroly a pacienty s CHOPN, neprokazala
senzitivitu ani specificitu hladiny DNA pro diagnostické nebo screeningové ticely malignity

(Gormally E. et al, 2004).

Fluorescencni spektroskopie jiz byla opakované vyuZita k potencidlni detekci karcinomu
v krevnich vzorcich (Madhuri S. et al, 2003). Tyto experimenty ukazaly, Ze rozdily mezi
rameny s karcinomem a bez karcinomu mtiZzou nartstat na zadkladé modifikace fluorofori
metabolity, které jsou s tumorem asociovéany. K rozdilim v kompozici proteinti a k zménam

prostredi fluorofort dochazi na zakladé alterace jejich fyzikalné-chemickych vlastnosti.

4.4.2 Analyza tkané

Ramanova spektra vzorkli normdlni a patologické tkané tlustého stfeva ziskané od
operovanych pacienti s kolorektalnim karcinomem byla analyzovéna za rtiznych excitacnich

vilnovych délek z jednotlivych nezavislych mist.

Vyssi variabilita spekter mezi misty reflektuje strukturalni a biochemickou heterogenitu tkané
tlustého stfeva. Variabilita Ramanovych markeri mezi pacienty dokazuje jejich individualitu.
Pro patologické odchylky v tkafiové homeostdze byla variabilita signifikantné wvyssi
u patologicky zménéné tkané tlustého stieva neZ u zdravych vzorkid. Hodnota excitacnich linii
signifikantné ovliviiovala vztah mezi Ramanovymi spektrdlni pasy rznych tkarnovych
biomolekul. Pasy hlavnich biochemickych komponent (proteind, lipidd, nukleovych kyselin,
aj.) prevladaji v NIR-FT-Raman (Ae 1064 nm) a NIR-Vis-Ramanovych spektrech (Aex 785nm),
zatimco kvili rezonancnimu zesileni pfevazuji ve spektrech Vis-Raman (Aex 532 nm) pasy

vnitfnich tkanovych chromofort (karotenoidy, hem).

Byly zaznamenany evidentni spektralni rozdily primérnych Ramanovych spekter normalni a
patologicky zménéné tkané tlustého stfeva. Spektralni pasy proteinové struktury klesaly
v disledku poSkozeni vzorki tkané tlustého stfeva. Na druhé strané, nékteré charakteristické
pasy nukleotidi a aromatickych aminokyselin byly u vzorki patologicky zménéné tkané
vyraznéjsi. Intenzita a pozice nékterych rezonanci zesilenych pasti hemového jadra zavisela u
NIR-Vis-Ramanova a Vis-Ramanova spektra na abnormalité tkané. Charakteristické pasy
oxidovaného hemu demonstruji ¢asteCné vyssi intenzitu u patologicky zménénych vzorki
tlustého stfeva, zatimco pasy deoxy-hemu jsou mnohem vyraznéjsi u zdravé tkané tlustého
stfeva. Struktura hemu jako Casti myoglobinu a jiné hemoproteiny by tak mohly predstavovat

sensitivni marker abnormality tkani u kolorektalniho karcinomu.
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Rozvoj diagnostiky a lécby solidnich nadort pfinasi od pocatku tretiho tisicileti postupné
snizovani mortality, nemocni maji mnohem vétSi Sanci na uzdraveni nebo delSi Zivot nez
na konci tisicileti minulého. Vcasna diagnostika kolorektalniho karcinomu radikalné
ovliviiuje tspéch 1écby.

Ve své disertacni praci jsem se vénovala zkoumani aplikacnich moZnosti a potencialu

spektroskopickych metod — vibracni a chiroptické spektroskopie v klinické diagnostice
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karcinomu tlustého stieva, a to na zakladé analyzy vzorkid krevni plazmy a stievni tkané

za podminek ex vivo a in vivo.

Pii rozboru a méfeni vzorkd krevni plazmy byla naSe pozornost zaméfena piredevSim
na unikatni vyuZiti chiroptickych technik spektroskopie ECD a ROA, jeZ vykazuji inherentni
citlivost k trojrozmérné struktufe a konformacnim zménam chirdlnich biomolekul. Studie
krevnich vzorkii byla doplnéna o analyzy pomoci metod absorpcni infracervené a Ramanovy
spektroskopie. Vyhodou téchto metod byla moZnost vySetfit plazmu jako celek s naslednym
porovnanim spektralni odpovédi zdravych jedinct a pacientli s kolorektalnim karcinomem a
urcit tak klicové typy molekul, kterych se tyto konformacni zmény tykaji. Mohlo by se jednat
o pritomnost abnormalnich molekul nebo patologické zmény mnoZstvi nebo struktury
fyziologicky se vyskytujicich biomolekul. Pfi porovnani spekter jednotlivych skupin byly
patrné zmény v intenzité zejména v oblastech, které odrazZeji sekundéarni strukturu proteind.
Vybrana spektralni data byla dale zpracovana vicerozmérnymi statistickymi metodami, které
umoznily nalézt specifické spektralni rozdily mezi vzorky krevni plazmy pacienti a
kontrolnich jedinci. U kaZzdé metody jsme vyhodnotili schopnost spravné rozdélit pacienty a

zdravé kontrolni jedince do dvou nezavislych skupin.

Podle naSich dat miZeme konstatovat, Ze kazda jednotlivd spektroskopickd metoda
predstavuje potencidlni moznost komplementarni analyzy v klinické diagnostice. NejlepSich
statistickych vysledkli dosahla individualné technika ECD s 81 % spravnosti zaclenéni
vzorkd. Pomoci statistického vyhodnoceni vybranych nejvyznamnéjSich spekter z kombinace
vSech 4 vySe uvedenych spektroskopickych metod bylo dosaZzeno 100 % presnosti rozdéleni
skupin pacientii a kontrolnich jedinct, po kfiZové validaci jsme doséahli 90 % sensitivity a 75

% specificity.

Pozitivnim faktem je, Ze mezi pacienty s kolorektalnim karcinomem byly zafazeni i jedinci
(1/3 skupiny), kterym byla nemoc diagnostikovana v ¢asném stadiu, tzn. jen s postiZzenim v
rozsahu primarniho tumoru bez regiondlni lymfadenopatie nebo vzdalené generalizace

(stadium I-11).

Znamena to tedy, Ze spektrdlni diagnostika nadoru tlustého stfeva mutzZe byt prospésna
pro klinickou praxi jeSté pred jeho samotnym lymfogennim nebo hematogennim Sifenim.
Pacienti v inicialnim stddiu kolorektalniho karcinomu maji téméf vidy zcela normalni
fyzikalni nalez a laboratorni vysetfeni, vCetné hladin solubilnich nadorovych markeri CEA a
CA 19-9, které se ve screeningu ani v primarni diagnostice této malignity neuplatnily.
Spektroskopickymi metodami tak miiZeme detekovat Casné objektivni zmény v lidské plazmé
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reflektujici nddorové onemocnéni, které neni mozné odhalit Zadnou jinou dostupnou metodou.
MiiZeme tedy konstatovat, Ze kombinace spektroskopickych metod je schopna diagnostikovat

solidni tumor ze vzorku periferni krve.

Uspé&sné bylo i statistické rozdéleni pacientfi dle klinickych stadif (I+1I) a (III+IV) v souladu
s konvencnimi diagnostickymi metodami, coZz by mohlo v budoucnu poskytovat cennou a
zejména rychlou informaci o rozsahu nemoci pfi zvaZovani dalSiho vySetfovaciho nebo
terapeutického postupu, pri kterém se velmi Casto hraje o Cas. NaSe vysledky dale prokazaly,
Ze pomoci spektralni diagnostiky mtizeme celkem spravné predikovat nddorovou remisi a tato

metoda se tedy nabizi jako dalSi nastroj onkologické dispenzarizace.

Velkou vyhodou diagnostiky patologie z krevni plazmy je minimalni invazivita, pacienti casto
odmitaji a vyhybaji se kolonoskopickému vySetfeni, které pro né predstavuje diskomfort, at’
jiZ pro narocnou pripravu nebo pro bolestivost ¢i komplikace béhem samotné procedury.
Mnohdy neni mozné zrtznych dGvodi toto vySetieni provést. Kolonoskopie, jak i
histopatologické vySetfeni, je mnohdy subjektivni a jeho kvalita zavisi od zkuSenosti a
znalosti vySetfujiciho odbornika. MoZnost provadéni neinvazivniho screeningu solidnich
malignich tumorti prostfednictvim vzork periferni krve by mohla pfinést revoluci

v onkologii.

Analyza tkané tlustého stfeva Ramanovou spektroskopii za vybranych podminek byla
zatiZzena variabilitou dat pri heterogenité intra-tkafiové a inter-pacientské. V zavislosti na
jednotlivych Ramanovych spektrech s riiznou excitacni vinovou délkou bylo dosaZeno jen
CasteCné separace normalnich a patologicky zménénych tkani tlustého stfeva. VyuZitim
statistickych metod, konkrétné PCA kombinované databaze obsahujici normalizované
intenzity vybranych charakteristickych Ramanovych past, bylo dosazeno mnohem
efektivnéjSi diskriminace normalnich a patologickych tkanovych vzorki. Kombinace ndmi
vyuZzitych excitaCnich vlnovych délek nabizi uspokojivé moZnosti detekce abnormalit

zpusobenych kolorektalnim karcinomem.

Na zédkladé vSech ziskanych vysledkti mtizeme tvrdit, Ze spektra vzorki krevni plazmy a
nadorové tkané tlustého stfeva u pacientli zfetelné odrdzi pritomnost kolorektalniho
karcinomu, kdy bylo u vzork krevni plazmy zejména vyuzitim kombinace spektralnich
metod, nékdy i metod samotnych, dosazeno vyznamné shody vysledki ze spektroskopickych

analyz s vysledky z konvencnich klinickych vySetfeni.
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Vysledky této prace budou v budoucnu déle rozsiteny o dalsi spektra vzorki pro ovéreni zde

uvedenych zavéri a predikcni schopnost naseho modelu bude déle verifikovana.

Pokracovani vyzkumnych projektii

Vyzkum zminény v diserta¢ni praci stale pokracuje ve spolupraci s Ustavem analytické
chemie VSCHT.

Ocekavame hodnoceni a analyzu pripravenych vzorki krevni plazmy od 102 pacienti
s kolorektalnim karcinomem, ktefi byli odebrani pred primérni 1écbou v riiznych stadiich
onemocnéni. Cast z nich je nadale sledovédna na Onkologické klinice VFN a 1. LF UK,
v planu mame tedy v ramci provadéné dispenzarizace pravidelnou kontrolu remise i cestou

spektroskopického vySetteni krevnich vzorkd.

Momentalné aktivné funguje grantovy projekt v ramci vyvoje in vivo Ramanovy spektralni
analyzy tkané tlustého stfeva ve spolupraci s IV. Interni klinikou VFN a 1. LF UK s cilem
Casné diagnostiky adenomat6znich polypt a prevenci kolorektdlniho karcinomu. Projekt je

zaloZeny na nékolika cilovych aktivitach:

i. zatazeni 300 pacientt, ktefi podstupuji preventivni nebo diagnostickou kolonoskopii

ii. kategorizace pacientii podle typu lézi a vysledki histopatologického vySetfeni, v pripadé
verifikace kolorektalniho karcinomu doplnéni stagingovych a laboratornich vySetieni

iii. vyroba a testovani Ramanovy sondy s optickym vlaknem k in vivo méfeni Ramanovych
spekter tkané tlustého stfeva, ktera by méla byt kompatibilni s kolonoskopem, s nastavenim
vhodnych vlastnosti k vedeni Ramanova signalu; sonda by méla slouZit k visualnimu
vySetieni stfevni sliznice, detekci polypt nebo karcinomu, neméla by branit biopsii nebo

odstranéni polypt

iv. nashromazdéni spektroskopickych dat ziskanych in vivo méfenim Ramanovou sondou
v.ex vivo analyza bioptovanych nebo exstirpovanych vzorkidl tkédné tlustého stfeva
Ramanovou spektroskopii, jeji schopnost cilit laserovy paprsek na velmi malou plochu

dovoluje analyzu malych vzork(; ex vivo analyza tkané tlustého stfeva dovoluje monitoraci

spravného fungovani Ramanovy sondy; vysledky obou metod budou srovnavéany

vi. hledani spektroskopickych markert k diskriminaci normalni a patologicky zménéné tkané;
analyza vysledki Ramanovy spektroskopie ve vztahu mezi strukturou a konformaci

biomolekularnich komponent tkani béhem patogeneze
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vii. vyhodnoceni diagnostickych moZnosti a schopnosti spektroskopickych metod pro in vivo

analyzu.

VSechny zminéné aktivity maji potencial prispét ke zjednoduSeni casné diagnostiky a
nasledné urychleni intervence v terapii kolorektalniho karcinomu, ktera je podminkou pro

zlepSeni stale neutéSenych vysledki 1é¢by nemocnych v nasSem oboru.
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