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ANOTACE

Prace je zaméfena ve své tivodni ¢asti na zékladni anatomické déleni zaludku a zde
probihajici fyziologické mechanismy.

Dale se zabyva karcinomem zaludku, konkrétné jeho epidemiologii, klinickymi
ptiznaky, pfi¢inami, diagnostikou a 1écbou. Blize popsany jsou také duilezité biomarkery
tohoto onemocnéni, a to pepsinogeny A a C. Zminéna je jejich fyziologickd funkce,
klinicky vyznam a diagnostické vyuziti pii onemocnénich gastrointestinalniho traktu.

V neposledni fad¢ se prace zabyva moznostmi laboratorniho stanoveni pepsinogenu A a C.

KLICOVA SLOVA

Zaludek, karcinom Zaludku, pepsinogen A, pepsinogen

ANNOTATION

Introductory section of this bachelor thesis is focused on basic anatomical division
of stomach and associated physiological mechanisms.

It also deals with gastric cancer, especially its epidemiology, clinical symptoms,
causes, diagnosis and treatment. Important biomarkers of this disease, pepsinogen A and C,
are described in more detail. Their physiological function, clinical significance and
diagnostic application in diseases of the gastrointestinal tract are mentioned. Finally, the

thesis discusses possibilities of pepsinogen A and C laboratory determination.
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Stomach, gastric cancer, pepsinogen A, pepsinogen C
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Seznam zKratek

AFP ap-fetoprotein

AChE acetylcholinesteraza

ALP alkalicka fosfatdza

APC adematdzni polypdza tlustého stieva
CA karbohydratovy antigen

cAMP cyklicky adenosin monofosfat

CEA karcinoembryonalni antigen

CT pocitatova tomografie

Da dalton

DAB 3,3-diaminobenzidin

DBA 3,4-diaminobenzoova kyselina

DCC gen deletovany pii kolorektalnim karcinomu
EC enterochromafinni bunky

EIA enzymova imunoanalyza

ELISA enzymova imunosorbentni analyza
FcOH ferrocenemethanol

Fc ferrocene

GCC guanylyl cyklaza C

GICA antigen gastrointestinalniho karcinomu
GIP gastrointestinalni inhibi¢ni peptid
GIT gastrointestinalni trakt

GOX glukozaoxidaza

hCG lidsky choriovy gonadotropin

HCI kyselina chlorovodikova

HRP kfenova peroxidaza

H,0, peroxid vodiku

LD laktatdehydrogenaza

IgA imunoglobulin A

IgG imunoglobulin G

IL-8 interleukin 8

IMAC afinitni chromatografie s imobilizovanymi kovovymi ionty
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kDa

NBI
NMR
OPD

PET

PG

PGA, PGI
PGC, PGII
PSA

RIA
RP-HPLC
RTG
SCEM
SMP
STM
TAG 72
Tg

TMB
UICC
VIP

kilodalton

uzké zobrazovaci pasmo

nuklearni magneticka rezonance
o-fenylendiamin

pozitronova emisni tomografie

pepsinogen

pepsinogen A popt. I

pepsinogen C popf. 1T

prostaticky specificky antigen
radioimunoanalyza

vysokouc¢inna kapalinovéa chromatografie na reverzni fazi
rentgenove vysetieni

skenovaci elektrochemickd mikroskopie
zpomalena protedza

skenovaci tunelova mikroskopie

s tumorem asociovany glykoprotein
thyreoglobulin

tetramethylbenzidin

vybor pro nddorovou nomenklaturu a statistiku

vasoaktivni intestinalni peptid
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Uvod

Karcinom zaludku je jedno z nejéastéjdich malignich onemocnéni v Ceské
republice, coz bylo divodem, pro¢ mé¢ dana problematika zaujala a zvolila jsem si toto
téma pro zpracovani.

Praci jsem rozd¢lila do tii ¢asti, které na sebe vzajemné navazuji. V prvni casti je
podrobné popsana anatomie a fyziologii zaludku. Zminéna je predevsim stavba Zaludeéni
stény a funkce Zalude¢nich zlazek v rtiznych jeho oblastech. Tato Cast je dulezitd hlavné
pro pochopeni dalSich navazujicich ¢asti prace.

V druhé c¢asti se zabyvam problematikou maligniho onemocnéni zaludku.
Karcinom zaludku je Casté onemocnéni predevsim starSich vékovych skupin. Na jeho
vznik ma vliv fada vnégjSich, ale i vnitinich faktord. Podstatou je pravé zména struktury
a funkce zaludku. Abychom mohli toto maligni onemocnéni 1épe uréit, stanovujeme rtizné
biomarkery, které koreluji se stavem zaludku. Nedilnou soucasti diagnostickych postupti je
endoskopické vysetieni spojené s odbérem biopsii. Tyto diagnostické postupy jsou
provazeny zobrazovacimi metodami jako je napi. PET/CT. Spravnd diagnostika je
zakladem vhodné zvolené 1éCby a terapie, které jsou nesmirné dulezita na psychicky stav
nemocného.

Posledni ¢ast mé prace je vénovana pepsinogenu A a pepsinogenu C, enzymove
neaktivnim  bilkovinam, které jsou typickymi biomarkery stanovovanymi pfi
onemocnénich gastrointestinalniho traktu. Popsany jsou jejich funkce, klinicky vyznam
a vliv na vznik karcinomu zaludku pfipadné jinych onemocnéni. Samostatna kapitola je
pak vénovana laboratornim metodam jako je ELISA a SECM pouZivanym pro stanoveni
mnozstvi pepsinogenu A/C v séru.

Pro zpracovani této problematiky jsem pouZila pfedevSim lékafsky zamétrené

odborné ¢lanky v odbornych casopisech, periodikach a riznych zpravach z konferenci.
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1 Zaludek

1.1 Anatomie

Zaludek (ventriculus, gaster) je svalovy organ vakovitého tvaru, ktery je soucasti

travici soustavy a spojuje konec jicnu a pocatecni usek stfev. Funguje jako zasobnik piijaté

potravy, kterou ptedbézn¢ mechanicky a chemicky zpracovava a po ¢astech transportuje do

tenkého stieva (intestinum tenue). Ulozeni Zaludku se nachazi v levé horni ¢asti dutiny

biisni. Cést Zaludku leZi pod levym lalokem jater a brani¢ni klenbou. Zaludek miZeme

rozdélit dle anatomickych oblasti na [1,2]:

Ceslo (kardia verticuli) - je mistem vstupu jicnu do zaludku pii malé kurvatuie
(curvatura minor), nebo-li malém zakfiveni okrajové Casti zaludku, obracené
konkavitou doprava a nahoru.

klenbou. Obvykle byva naplnén bublinami vzduchu z polykané potravy.

Télo zaludku (corpus gastricum) - je nejvEétsi stfedni Cast, a slouzi jako
rezervoar potravy.

Pyloricka cast (pars pylorica) - je nejuzsi koncovy usek zaludku. Zahrnuje
pocatecni tsek antrum pyloricum pies canalis pyloricus az uzaviratelné ¢asti

vratniku (pylorus) [1,3].

Dale mtzeme Zaludek rozlisit na piedni sténu Zaludku (paries anterior) a zadni

sténu zaludku (paries posterior). Tvar a velikost zaludku se li$i podle mnozstvi naplné

a polohy tela. Velikost prazdného zaludku €ini piiblizn€ 25 cm a po naplni mize objem

dosahovat 1 - 1,5 litru [1,2]. RozliSujeme dva zéakladni typy tvaru zaludku:

Hakovity Zaludek je ve tvaru pismene J, charakteristicky dlouhou sestupnou
¢asti a kratSi vzestupnou ¢asti. Tento typ zaludku se Castéji vyskytuje u osob ve
stoje a po naplnéni Zaludku potravou.

Zaludek tvaru by¢iho rohu je typicky svym Sikmym ulozenim, plynulym
zuZenim a pozvolnym zakiivenim. Tento typ se Castéji vyskytuje u atletickych

0sob, 0sob s prazdnym zaludkem a také u osob v poloze vieze [1,2].

v

O tvaru a poloze Zaludku nam podava piesnéjSi informace rentgenové vysetieni, NMR

a CT, o kterych se budu zminovat v nasledujici kapitole.
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Obr. 1: Jednotlivé casti Zaludku (prevzato z [4])

1.1.1 Stavba stény Zaludku

Zaludeéni sténa se sklada ze Ctyt vrstev sliznice zaludku, podslizni¢niho vaziva,

svaloviny a ser6zniho povlaku:

a) Sliznice zaludku (tunica mucosa) je slozena z podélné fasy rizové az nacervenalé
barvy. Povrch sliznice kryje jednovrstevny cylindricky epitel, ve kterém jsou
vytvofeny zaludeéni jamky (foveolae gastricae). Na dné jamek vytst'uji zalude¢ni
zlazky, které miizeme rozdélit podle mista vzniku v zaludku a jejich funkce [1,2]:

- Zlazky vznikajici v oblasti kardie (glandulae cardiacae) se vyskytuji na kardii
Vv prstencitém okrsku. Tyto Zlazky jsou rozvétvené tubuldzné. Jejich hlavni
funkci je tvofit ochranny hlen ¢i povlak sliznice.

- Zlazky vznikajici v oblasti fundu a téla zaludku (glandulae gastricae propriae).
Tvoti dlouh¢ tubuldézni mirn€ rozvétvené zlazky. Obsahuji fadu bunék, které
maji vyznamnou funkci. Mezi tyto buniky se fadi: hlavni buiiky produkujici
pepsinogen a lipadzu, kryci buiiky (parientdlni) odpovédné za tvorbu HCI
a vnitiniho faktoru, hlenové bunky kr¢ki produkujici hlen bohaty na
glykosaminoglykany a lysozym, hlenové bunky isthmu produkujici neutralni

hlen, nediferencované bunky schopné diferenciace v jakykoliv jiny epitel

13



zalude¢ni vystelky a endokrinni buiiky (G, D, EC a jiné) vylucujici hormony do
krve. G-bunky produkuji hormon gastrin, ktery zvysuje sekreci zalude¢ni $tavy,
tvorbu HCI a pepsinu. D-bunky produkuji hormon somatostatin, ktery je
inhibitorem sekrece Zalude¢ni $tavy. EC-buriky produkuji hormon serotonin,
jenz ma hlavni tlohu fizeni motility.

Zlazky vznikajici v pylorické oblasti (glandulae pyloricae) se vyskytuji
v pylorické ¢asti Zaludku. Maji podobné slozeni jako zlazy hlenové, které
obsahuji velké mnozstvi enzymu lysozymu. Ale také obsahuji endokrinni bunky

typu G produkujici hormon gastrin [1,3].

b) Podslizni¢ni vazivo (tela submucosa) piipojuje sliznici ke svaloving. Jednad se

d)

o velmi silnou vrstvu fidkého kolagenniho vaziva s elastickymi vldkny. Tato vrstva

obsahuje krevni a mizni cévy a nervové pletené. Hlavni funkci podslizniéniho

vaziva je posouvani sliznice pti zméné naplné zaludku [2].

Svalovina zaludku (tunica muscularis) je slozena ze tii vrstev:

zevni (podélna, stratum longitudinale) - je zesilena v obou ¢astech kurvatur.
stfedni (cirkularni, stratum circulare) - nejmohutnéj$i svalovina Vv oblasti
pyrolu, ktery tvofi vratnikovy svéra¢ (musculus sphincter pyloricus)

vnitini (8ikma, fibrae oblique) - ptiléha zejména v kardii a ¢astecné i ve fundu.
Snopce, které vedou Sikmo k velké kurvatufe (curvatura major). Velké

zakiiveni Zaludku sméfujici konvexitou nalevo doli.

Posledni ¢asti stény zaludku je serdzni povlak neboli pobfisnice (peritoneum). Je to

hladka, tenkd vazivova blanka, ktera obaluje zaludek. Je srostla s vrstvou

svaloviny, pfechazi z velké a malé kurvatury do velké a malé piedstéry (omentum

minus a omentum major) [1,2].
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Obr. 2: Zaludecni sténa (prevzato z [5])

1.1.2 Cévni a nervové zasobeni

Tepny zaludku se dé€li na tii hlavni tepny zaludeni, jaterni a slezinna (arteria
gastrica sinistra, arteria hepatica communis a arteria splenica), které jsou vedeny z biisni
aorty. Ty pak obklopuji malou a velkou kurvaturu. V oblasti malé kurvatury ¢asto dochazi
ke vzniku viedl, z nedostatecného prokrveni. Proto je diilezitd Zalude¢ni mikrocirkulace.

Zily zaludku nésleduji tepny v obou kurvaturach. Prava a leva Zaludeéni Zila (vena
gastrica dextra et sinistra) na malé kurvatufe a prava, leva zila pfedstéry zaludku (vena
gastroomentalis dextra et sinistra) na velké kurvatufe, které vyustuji do vratnicové Zzily
(vena portae). Spolecné tvoii cévni pletené, které se vyskytuji ve sténé zaludku, konkrétné
se jedna 0 vrstvu submukdzni, svalovou a subserdzni.

Inervaci Zaludku zajiStuje parasympatickd a sympaticka nervova vlakna. Hlavnim
parasympatickym nervem je bloudivy nerv (nervus vagus), ktery se tcastni motorickych
a sekrec¢nich funkci. Sympaticka a parasympaticka vldkna vytvareji ve sténé Zaludku,
pfimo v podslizni¢nim vazivu pletené. Sympatikus pracuje opacné€ nez parasympatikus

a slouzi pfedevsim k ochrané Zzaludeéni sliznice [1,3].
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1.2 Fyziologie

Potrava pftijata ze zevniho prostiedi obsahuje anorganické 1 organické latky, které
jsou dilezité pro udrzeni zivotnich funkci. Travici systém ma tyto hlavni funkce: traveni
(mechanické a chemické zpracovani potravy), vstiebavani (prestup latek do krve),

pfeména, skladovani a vylucovani zivin [6].

1.2.1 Zaludek

V zaludku dochazi ke skladovani, mechanickému a chemickému zpracovani
potravy, kterd se sem dostava z jicnu. Pfijata potrava se po ¢astech uklada v téle zaludku
(corpus gastricum). Pfiblizné po hodiné klidu se zvySuje tonus a zacind zaludeéni
peristaltika. Vznik depolariza¢nich vIin vyvold peristaltické stahy, které rozméliuji
a posouvaji propulzi potravu smérem k pyloru, kde dojde k drceni potravy [6]. Retropulzi
je obsah potravy dokonale promichan s Zaludeéni §t'avou. Vznikla travenina neboli chymus
je dale po &astech posouvana do tenkého stieva. Zaludedni peristaltika je fizena humoralng
[7]. ZvySenu motilitu Zaludku zplsobuje hormon gastrin a naopak sniZzeni ovliviuji
somatostatin, VIP, GIP a sekretin.

Denné se vytvofi 2 - 3 litry Zaludec¢ni §t'avy, kterd ovliviiuje pH zaludku. Je tvofena
zalude¢nimi zlazkami ze sliznice Zaludku. Sliznice je pokryta cylindrickym epitelem
produkujicim hlen mucin, ktery chrani sliznici Zaludku. Zaludeéni zlazky obsahuji
parietalni buniky a hlavni buiky, které jsou uloZeny v horni tfetiné oblasti zaludku.
Parietalni bunky produkuji HCI a vnitini faktor (intrinsic factor), ktery je potifebny pro
vstiebavani vitaminu B, v terminalnim ileu. Po pfijmu potravy se zvySuje sekrece HCI
z parietalnich bunék. HCI ma antibakterialni ti¢inky, brani rozkladu nékterych vitaminu By,
B,, C a usnadnuje rozklad bilkovin tim, Ze zplsobuje bobtnani vaziva a nasledné
rozvolnéni svaloviny na jednotlivd vldkna. Dale udrzuje Zaludek v kyselém prostiedi
a umoznuje vstiebavani zeleza a vapniku ve stievé [6,7,8,9].

Hlavni buniky vylu€uji neaktivni pepsinogen, ktery se pfemeéni v kyselém prostiedi
na aktivni pepsin. Na jeho aktivaci ma velky vliv pravé produkce HCI. Pepsin (proteésa)
zahajuje $tépeni bilkovin na polypeptidy. Sekreci pepsinogenu ovlivituje neurotransmiter

acetylcholin, histamin a hormon gastrin:
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Gastrin - je produkovany v G-bunkach antru zaludku, v duodenu, &-bunikach
pankreatu, stimuluje zalude¢ni sekreci a motilitu Zaludku v zavislosti na pfijaté
potrave.

Acetylcholin - neurotransmiter, aktivuje sekreci HCI.

Histamin - stimulator sekrece HCI, pusobenim histaminu na H, receptory
parietalnich bunék, které aktivuji adenylcyklazu. Zvysi se tak hladina cAMP,

ktery stimuluje proteinkinazu fosforylujici protein regulujici sekreci HCI [7].

Zaludeéni sekrece je ¥izena humoralné a nervové - bloudivym nervem (nervus vagus). Déli

se na 3 faze:
1. Nervova faze - je fizena na zékladé podminénych (zrakové podnéty, mysleni na
jidlo) a nepodminénych reflexii (chut'ové a ¢ichové podnéty).
2. Zaludetni faze - pusobeni mechanoreceptori a chemoreceptori na Zzaludedni
sliznici. Tyto receptory ovliviyji sekreci hormonu gastrinu.
3. Intestinalni faze - fizena humoralné¢ hormonem sekretinem, cholecystokininem

a neurotransmiterem histaminem:

Sekretin - uvoliiuje se pisobenim kyselého chymu do duodena a zvySuje obsah
vody a bikarbonatu.

Histamin - uvoliiuje se z zirnych bunék sliznice zaludku a difuzi se dostava
k parietalnim bunikdm. Nejdalezitéjsi stimulator H*, o kterém byla jiz zminka
Vv pfedeslém odstaveci.

Cholecystokinin - uvoliiuje se z duodena a ptisobi na traveni bilkovin a tuki,
stimuluje sekreci enzymu z pankreatu a vyprazdnovani Zlu¢niku a zaludku

[6,7,8,9].

Ke kone¢nému traveni a vstfebavani potravy pak dochdzi v tenkém stfevé, nejvice

V duodenu. Pfijata potrava ze zaludku se zde rozklada na nejjednodussi latky, které jsou

transportovany do krve a lymfy.
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Obr. 3 - Burniky zaludecni sliznice (prevzato z [9])

2 Karcinom zaludku

wewv

Karcinom zaludku piedstavuje po karcinomu plic druhé nejéastéjsi maligni
onemocnéni V celosvétovém méfitku. Prestoze incidence tohoto typu karcinomu klesa,
umrtnost onemocnéni je dosti vysoka (viz Obr. 4). V Tab. 1 je mozné vidét, Ze nejveétsi
vyskyt onemocnéni karcinomem Zzaludku je zaznamenan V asijskych zemich. Na pokles
incidence ma zejména vliv zména Zivotniho stylu vcetné jidelnicku. NejvySsi mortalita
zhoubného nadoru je pozorovana ve star§im véku populace, coz mizeme vidét na Obr. 5
a také je mnohem vy3$8i u muzd neZ u Zen. Nejvétsi zastoupeni klinickych stadii je asi
43 % neznamé stadium, 28 % IV. stadium, 12 % Ill. stadium, 10 % Il. a 8 % I. stadium.
Dle téchto udaju je zfetelné, Ze onemocnéni je diagnostikovano zejména V pokroc¢ilém

stadiu.
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Obr. 4 - Casovy vyvoj incidence a mortality zhoubnych nadorii Zaludku v CR (pievzato z

[101)
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Obr. 5 - Vékova struktura populace pacientit a zemrelych na zhoubné nadory Zaludku

(prevzato z [10])
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Tab. 1 - Srovnani incidence a mortality ve svété, prepocet na 100 000 0sob (prrevzato z

[101)
Zemég incidence mortalita
Japonsko 80,2 39,4
Jizni Korea 56,3 21,2
Bélorusko 36,4 31
Cina 34,5 26,2
Rusko 28,7 25,5
Ekvador 22,4 20
Némecko 18,6 12,9
Slovensko 17,2 12,9
Ceska republika 15,1 11,5
Recko 13,3 12
Brazilie 10,7 8,8
Australie 9,3 5,6
Mexiko 7,2 6,2
Spojené staty americké 6,9 3,5
Pakistan 4 3,7
Jihoafricka republika 2,2 2,1
Botswana 0,2 0,2

Zaludeéni karcinom se vyviji se sloZzitym mnohastupfiovym procesem s nékolika
zfetelnymi histologickymi a patofyziologickymi fazemi. Cely vyvoj je ovlivilovan
komplexem interakci mezi bakteriemi, prostfedim, genetickymi dispozicemi hostitele
a molekularnimu mechanismy. Zavazné maligni onemocnéni postihuje predevsim
zaludec¢ni sténu a regionalni uzliny. Postupné metastazuje do dutiny biiSni a do ostatnich
organi. Onemocnéni byva casto diagnostikovano v pokrocilém stadiu s pfitomnosti
metastazi pronikajicich do lymfatického systému [11].

Zalude¢ni karcinom tvoii z 90 — 95 % adenokarcinomy, vychazejici z Zalude&ni
mukozy, 4 % jsou lymfomy, 3 % hormonaln¢ aktivni tumory a 2 % buiky ze zalude¢ni

stény [19].
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2.1

Rizikové faktory

Vznik karcinomu Zaludku neni pfesné objasnén. Na jeho vznik ma ale vliv cela fada

vng&jSich i vnitinich rizikovych faktort napt. [9,12,13,14,15,47]:

Strava - obsahujici karcinogeny (aflatoxin, nitrdty a nitrity), nedostateCna
konzumace ovoce a zeleniny (nedostatek vitaminu A, C a vlakniny), nadmérné
mnozstvi alkoholu, soli, cukru a tuku.

Koufeni - t¢inky koufeni zpiisobuji fadu patologickych zmén a to i u lidi pouze se
vyskytujicich v zakoufeném prostiedi. Zplodiny koufe maji karcinogenni vliv
zejména na vznik rakoviny plic, koronarni aterosklerozy, ale také na rozvoj
atrofické gastritidy a intestindlni metaplazie.

Pracovni prostfedi - zejména vyskyt radioaktivity a ionizujiciho zéafeni. lonizujici
zateni je d¢j, pfi kterém dochazi k uvolnéni elektront z vyssi energetické hladiny
na nizsi energetickou hladinu. Radioaktivita je samovolny rozpad jader atomii na
mensi jadra, pii kterém je do okoli emitovdno radioaktivni zafeni a to ve formé
elektromagnetického zareni.

Genetické vlivy - konkrétni mutace v genetické vybavé spojovana s karcinomem
zaludku neni pfesné zjiSténa, ale existuji urcité typy mutaci, které se vyskytuji
u tohoto typu onemocnéni ve vys$§i mife napt. mutace genu p53 (chromozom 17p)
byla nalezena u 60 % pacientti, mutace genu APC (chromozom 5q) byla nalezena
u 60 % a mutace genu DCC (chromozom 18q). N¢které formy karcinomti jsou tak
dédi¢né, u jinych je jen 2-3 krat zvySena pravdépodobnost rozvoje rakoviny
u ptibuznych nemocného, ktery uz tuto rakovinu ma. Karcinom zaludku se dale
Casto vyskytuje u Lynchova syndromu.

Infekce Helicobacter pylori - Helicobacter pylori byl oznafen Svétovou
organizaci International Agency for Research on Cancer v roce 1994 za karcinogen
I. tiidy. Jde o spiralovitou gramnegativni bakterii, ktera je schopna zit v kyselém
prostiedi a kolonizuje sliznici zaludku. Pisobi v zaludku chronicky zanét
(gastritidu), jenz uzce souvisi se zaludecnimi (peptickymi) viedy. Snizuje sekreci
HCI v zaludku. Zpusobuje helicobacterovou gastritidu a muze vést ke vzniku
atrofické gastritidy s intestinalni metapalzii. Pritomnost Helicobacter pylori souvisi
také se vznikem karcinomu zaludku. V patogenezi onemocnéni se uplatituje rizné

faktory virulence této bakterie, které mohou zplsobit morfologickou proménu
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epiteli zaludku a indukovat produkci prozanétlivych modulatorti. Pokud infekce
trva od détstvi riziko vzniku karcinomu se zvysuje.

e Stres, vék, aj.

2.2 Klinické priznaky

Karcinom zaludku je nebezpeény piedevsim tim, zZe se na n¢j vétSinou piichazi
pozd€, nebot’ neplsobi n&jaké vyrazn€jsi typické obtize. Klinické ptiznaky karcinomu
zaludku v ¢asném stadiu jsou dosti nespecifické aZ negativni a Casto nepiivedou pacienta
k 1ékafi nebo je v nékterych piipadech podceni dokonce sam lékaf. Jeho ptechod pozdni
formu muze trvat i fasu let. Bohuzel az potom se objevuji opravdové obtize, které pacienta
nuti hledat 1ékare [15].

V pribéhu nemoci se mohou objevit ptiznaky jako je nauzea, nepiijemné bolesti
bficha, zvysena télni teplota, slabost, inava. V dal§im prib&hu nemoci mohou nastat dalsi
piiznaky jako paleni zahy, ubytek na vaze (anorexie), inava, dysfagie (potiZe s polykanim)
a okultni krvaceni. Tyto pfiznaky se mohou objevit i pfi jinych nenddorovych (napf.
zalude¢ni viedy) ¢i zdvaznych onemocnénich, které je potfeba od sebe vcas rozliSit

[12,16].

2.3 Klasifikace karcinomu

Vybor pro nddorovou nomenklaturu a statistiku (UICC) ustanovil obecna pravidla
klasifikace rozsahu zhoubnych nadort a jejich stadii. Pro rozvoj klasifika¢niho systému je
nutné spolupracovat v nejuz§im méfitku v ramci mezinarodnich i narodnich vyboru.
7. vydani Klasifikace zhoubnych nadord vyslo v ¢eské verzi v roce 2011 [17].

Tzv. TNM Kklasifikace nadort zaludku (viz Tab.2) poskytuje informace o rozsahu
tumoru, umoziuje rozd€leni do jednotlivych stadii (tzv. staging) viz Tab. 2, 3, hodnoti
1é¢ebné vysledky pro volbu terapeutické 1€€by a usnadiiuje vyménu informaci mezi
riznymi lé¢ebnymi centry. Oznaceni TNM znamena: T (tumor) hodnoti rozsah primarniho
nadoru, N (lymfatické uzliny) - vyjadifuje pfitomnost ¢i nepifitomnost metastaz v
regiondlnich miznich uzlindich, M (metastdza) - vyjadiuje pfitomnost ¢i nepiitomnost

vzdalenych metastaz. Dale rozliSujeme dva typy klasifikace [17]:
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Klinicka klasifikace (cTNM) - ziskané nalezy pied 1é¢bou.

patologicka klasifikace (pTNM) - ziskané nalezy pfti chirurgickém zékroku.

Podle histologicko-epidemiologického hlediska délime nadory na dva zakladni
typy, tj.- klasifikace podle Lauréna [12,14,18]:

Intestinalni typ - vznikd intestindlni metaplasii nebo v souvislosti s vyskytem
Helicobacter pylori. Je charakteristicky Zlazovou strukturou a §ifi se do hlubsi
vrstvy stény. Nachazi se u osob star§iho véku.

Difuzni typ - se sklada z malych bun¢k, které se Siti diskontinualngé. VétSinou se
nachdzi u osob mladsiho véku a vyssi pravdépodobnost vyskytu je u osob s krevni

skupinou A.

Tab. 2 - TNM klinicka klasifikace nadoru zaludku (prevzato z [11])

T - primarni nador

X Primarni nador nelze hodnotit

TO Bez znamek primarniho nadoru

Tis Karcinom in situ

T1 Postizeni lamina propria nebo submuko6zy

T2 Postizeni muscularis propria nebo subser6zy

T3 Nédor proniké na serdzu, bez invaze do okolnich struktur
T4 Nador se $ifi do okolnich struktur

N - regionalni mizni uzliny

NX Regionalni mizni uzliny nelze hodnotit

NO V regionalnich miznich uzlinach nejsou metastazy
N1 Metastazy v 1 az 6 regionalnich miznich uzlinach
N2 Metastazy v 7 az 15 regionalnich miznich uzlinach
N3 Metastazy ve vice nez 15 regionalnich miznich uzlinach

M - vzdalené metastizy

MX Vzdalené metastazy nelze hodnotit
MO Nejsou vzdalené metastazy
M1 Vzdalené metastazy jsou pfitomny
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Tab. 3 - Stadia karcinomu zaludku - tzv. staging (prevzato z [18])

TNM
Stadia
0 Tis, NO, MO
1A T1, NO, MO
T1, N1, MO
IB
T2, NO, MO
T1, N2, MO
1 T2, N1, MO
T3, NO, MO
T2, N2, MO
IHIA
T3, N1, MO
1B T4, NO, MO
T4, N2, MO
v
Jakékoliv T, N M1

2.4 Diagnostika

Pfi podezieni na karcinom zaludku se provadi jako prvni zékladni vySetfeni
anamnéza, fyzikalni vySetfeni a laboratorni vySetfeni krve. Podle odchylky ve vysledcich,
lékat urci dalsi specifické vySetieni. Jako prvni specifické vySetfeni se vétSinou provadi
endoskopie s odbérem biopsie pro histologické vySetieni. Senzitivita tohoto vySetieni je
95 % s autofluorescenci se pak zvySuje zvlasté u Casnych nadorovych onemocnéni
[11,19]. Technika endoskopie se neustale zlepSuje, setkat se miZeme napf.
s chromoendoskopii (pouzivajici vitalnich barviv tj. metylénova modf, nebo metodami
zvétSovani obrazu a rozliSovaci schopnosti obrazu (NBI). Endoskopie v kombinace s NBI
umozni detailni posouzeni povrchu sliznice. Dal§i metody jako je autofluorescencéni
endoskopie a koherentni tomografie ¢eka dalsi klinické testovani [20].

Pokud je pravdépodobnost pritomnosti karcinomu zaludku, je potfeba provést tzv.
staging technikami jako je napf. PET/CT. Tyto zobrazovaci metody mohou ukazat
vzdalené metastazy a zvétSeni uzlin v okoli Zaludku. Pokud je vcasné karcinom

diagnostikovan je zde nadéje na uplné uzdraveni [19].
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2.4.1 Anamnéza

Anamnéza predstavuje zdkladni vySetfeni pro dalsi diagnostické postupy.
Charakteristickym rysem anamnézy je objasnit vznik nemoci, urcit pfi¢iny vzniku
a piiznaki nemoci. Probiha na zakladé rozhovoru lékafe s pacientem. Lékai klade cilené
otazky na pacientliv zdravotni stav. Snaha Iékafe je vystihnout, co nejpresnéji podstatné
obtiZze pacienta. Anamnézu muzeme rozdélit do 4 ¢asti. Prvni Cast anamnézy se oznacuje
nynéjsi. Lékar se tdze na aktudlni stav nemocného. Nésleduje osobni anamnéza, ktera nas
informuje o stavu pacienta béhem Zzivota. Otazky jsou kladené na pozivani alkoholu,
omamnych a psychotropnich latek ¢i koufeni. Dale se nesmi opomenout zaznam
o uzivani 1€kt a naslednych alergickych reakci. Pracovni a socidlni anamnéza
charakterizuje, v jakém prostiedi pacient zije. A posledni ¢asti je rodinna anamnéza, jenz
nam poskytuje informace o blizké rodiné pacienta. Tato ¢ast je velmi dalezita a neméla by
se zanedbavat, muze odhalit pacientiv geneticky piedpoklad ke vzniku daného

onemocnéni [21].

2.4.2 Fyzikalni vySetieni

Objektivni vySetieni provadi 1ékai na zékladé jeho smysli, a to pohledem
(aspekce), pohmatem (palpace), poklepem (perkuze) a poslechem (auskultace). Takto by
mél 1ékat u kazdého pacienta, alesponi orientaéné a systematicky vySetfit jednotlivé
organové systémy a zaznamenat tak pozorované ptiznaky. Dale se hodnoti celkovy vzhled

pacienta, t€lesna hmotnost, teplota a krevni tlak [22].

2.4.3 Laboratorni vySetieni

Laboratorni vySetfeni se fadi mezi zékladni metody pouzivané pii diagnostice
nejriznéjSich onemocnéni. Cilem téchto stanoveni byvaji specifické biomarkery spojované
S danym typem onemocnéni.

Pii podezieni na maligni tumor u pacienta vySetieni tumorovych markerd.
Stanoveni hladiny téchto markerid slouzi nejen pro stanoveni diagnoézy, ale také pro

prognézu a kontrolu prub&hu 1ééby onemocnéni [23]. Tzv. nadorové markery (tumor
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makers) jsou laboratorné prokazatelné makromolekularni latky, které se mohou vyskytovat
Vv séru, ale i jinych télnich tekutinach v souvislosti s nadorovymi onemocnénimi. Jedna se
0 riznorodé¢ latky vétSinou bilkovinné povahy, jejich pfitomnost svéd¢i o vzniku maligniho
procesu a poskytuji nam informace o vlastnostech a chovani nadoru. Mohou se vyskytovat
v nddorovych buiikach nebo na jejich povrchu, popt. volné v télnich tekutinach.
Stanovujeme je proto piimo v tkani nadoru (tj. bunééné nadorové markery) nebo jsou
nadorem produkovany (tj. s nadorem asociované antigeny) nebo jsou produkovany
hostitelem jako odpovéd’ na ptitomnost nadoru (tj. indukované nadorové markery) [23,24].

Mezi markery produkované¢ nadorem se fadi onkofetalni antigeny produkované
fyziologicky ptredevsim béhem vyvoje lidského zarodku napi. o-fetoprotein (AFP). Patii
se také specifické antigeny, které se nachazeji i ve zdravé tkani ¢i organu napf. prostaticky
specificky antigen (PSA), thyreoglobulin (Tg), karbohydratovy antigen (CA). Dale se do
této skupiny ¢leni proliferatni a onkoplacentarni antigeny, napf. ruzné enzymy jako je
laktat dehydrogenaza (LD), lidsky hormon choriovy gonadotropin (hCG) a dalsi.

Markery asociované s nadorem jsou zastoupeny uréitymi proteiny v plazmé (napf.
ferritin) a receptory. Vyznamnym steroidnim receptorem je napf. marker rakoviny prsu,
dalsi vyznamny receptor je GCC, ktery se nachazi ve stfevni sliznici.

Mezi nejnovéjsi rakovinné markery patii i detekce genovych mutaci tzv. tumor-
asociovanych genu [23].

Stanoveni tumorovych markeri by mélo mit 100% specifitu pii co nejvyssi
senzitivité. Vyhodou stanovitelnosti tumorovych markert je relativné nizky prah. Proto je
mozné odhalit pfitomnost maligniho onemocnéni. Stanoveni tumorovych markert se
vétSinou provadi imunoanalytickymi metodami napt. RIA, IRMA a ELISA. V posledni
dobé se Casto vyuziva fluorescen¢ni ¢i chemiluminiscenéni znaceni [23,24]. Pozitivni
hodnoty tumorového markeru vypovidaji o vysoké specifiCnosti a citlivosti. Vysokeé
hodnoty svéd¢i o pokrocilém stadiu onemocnéni [25]. Mezi biomarkery stanovené pii
nadorovém onemocnéni zaludku patfi:

e CEA (karcinoembryonalni antigen) - glykoprotein, ve fetalnim obdobi
tvofeny buiikami sliznice stfeva. V dospélosti je syntetizovan builkami
sttevni sliznice, zaludku a bronchi. Obsahuje vysoky obsah sacharida
a jeho molekulova hmotnost je 180-200 kDa.

Klinicky vyznam: Asi 100% vyskyt CEA ve tkéani se nachazi pii kolorektal -
nim karcinomu. Daéle je pozitivni u medularniho thyroidealniho karcinomu,

karcinomu plic, prsu a pankreatu.
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Nevyhodou CEA je zvyseni také u nekterych nemalignich onemocnéni

[24]. CEA proto nelze vyuzit pro screening a diagnostiku maligniho tumoru,

ale pouze ke sledovani pribéhu onemocnéni. Biologicky polo¢as toho

nadorového markeru v séru je 14 dnti. Hodnota cut off je pfiblizné 5 pg/l.

Hodnota vyss$i nez 10 pg/l znamend progresi maligniho onemocnéni.

Senzitivita karcinomu zaludku je asi 50 % [26].

Komplexni glykokonjugaty - jde o0 glykoproteiny produkované bunkami

plodu, které fadime mezi onkofetalni antigeny. Tyto antigeny jsou znaéeny

pismeny CA (carbohydrate antigen) a v kombinaci s ¢islem, které oznacuje

o jakou bunéénou linii produkujici pfislusnou protilatku se jedna [25].

Priklady téchto glykokonjugatt jsou:

CA 72-4 - glykoproteinovy antigen je definovan jako epitop
reagujici s monoklonalnimi protildtkami B 72-3 pfipravenymi
imunizaci tkani S metastazami karcinomu prsu. Pii zpétné analyze
bylo zjisténo, ze tato protilatka reaguje s glykoproteinovym
vysokomolekularnim komplexem mucinového charakteru o relativni
molekulové hmotnosti pfes 1 milion, ktery se nazyval téz tumor
associated glycoprotein -TAG 72 [24,27]..

Klinicky vyznam: Vyuzivd se ke sledovani prib¢hu maligniho
onemocnéni horniho GITu. Biologicky polocas tohoto nadorového
markeru v séru je 3-7 dnd. Hodnota cut off je 7 kU/L.

Piepocet 1 U/l = 0,8 pg/l. Pii specifité 95 % je senzitivita 40 - 45 %
pro karcinom Zzaludku. Dal$i vyznam ma také pro kolorektalni

karcinom, karcinom pankreatu a ovarialni karcinom [24].

CA 19-9 - taktéz nazyvany GICA. Glykolipid, ktery je obsazen ve
tkani nebo se vyskytuje jako vysokomolekularni mucin v séru. CA
19-9 je derivat krevni skupiny Lewis (a). Kyselina sialova
(neuraminova) je soucasti CA 19-9 antigenni determinanty, jenz
plsobeni neuraminiddzy muaze narusit stanoveni CA 19-9. Je to

antigen o relativni molekulové hmotnosti 36 000.
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Klinicky vyznam: CA 19-9 ma hlavni vyznam pro diagnostiku
pacientl s gastrointestinalnim nadorem. Urcity problém by mohli
predstavovat lidé Lewis-a/-b negativni (3 az 7 % populace), u
kterych nemizeme predpokladat zvySeni CA 19-9 v prubéhu nemoci
[24,27]. Biologicky polocas tohoto nadorového ~ markeru v séru je
5 dnt. Hodnota cut off: ptiblizn¢ 40 kU/I. Prepocet 1 U/l = 0,8 pg/l.
Hodnota vyssi nez 104 kU/I znamena vyskyt vzdalenych metastaz.
Zvysena hodnota CA 19-9 v séru muze znaCit  zéanétliva i
benigni onemocnéni zaludku. Senzitivita karcinomu zaludku je
zaznamenana Ve 25 - 60 % piipadd [26].  Stanoveni CA 19-9 ma
také vyznam pii karcinomu pankreatu, kolorektalnim karcinomu,

karcinomu zlu¢ovych cest a mucinéznim karcinomu ovaria [24].

Mezi nové markery onemocnéni gastrointestinalniho traktu se fadi i pepsinogen |
a pepsinogen Il vypovidajici o stavu Zalude¢ni sliznice, jejichZz stanovenim se budu

zabyvat v celé nasledujici kapitole.

2.4.4 Rentgenové vySetieni

Rentgenové vySetfeni je nejstarSi zobrazovaci metoda v 1€kafstvi, jejiz historie sahd
do roku 1895, kdy Wilhelm Condrad Rontgen objevil rentgenové paprsky. Vysetteni je
velmi levné, bézné, dostupné a bezbolestné Nevyhodou této metody jsou Skodlivé
rentgenové paprsky. Proto se tato metoda vyuZziva jen pro nezbytné nutné situace.

Skigrafické vySetteni (RTG) je vyuzitelné pro vSechny organy v téle. Dava nam
souhrnnou informaci o stavu pacienta [28]. V ptipadé RTG vySetieni zaludku je nutné
podat kontrastni latku v podob¢ kase, kterou pacient nebo pacientka sni. Divodem je fakt,
Ze trdvici trubice neni sama o sob€ pro rentgenové paprsky dobie viditelnd, proto se
pouziva suspenze siranu barnatého. Poté se zhotovi nékolik snimkli, na kterych je
zobrazen tvar zaludku a jicnu. Pfi vySetfeni sleduje 1ékat prichod latky na obrazovce
rentgenového piistroje. Lékatr mizZe vidét ziZeni a rozsiteni trubice, vychlipky a polypy ¢i
pohyb svaloviny, tzv. peristaltiku. Aby se 1épe zobrazila sliznice, pouziva se metoda

dvojiho kontrastu. Jednim kontrastem je malé mnozstvi baryové suspenze, druhym
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kontrastem je plyn, ktery dostane do trubic bud’ polknutim malého mnoZzstvi granulatu

uvolnujiciho CO; nebo na opacném konci insuflaci rektalni rourkou [29].

2.4.5 Endoskopie

Nejpiesnéjsi a nejpouzivanéj§i metoda pii vySetieni karcinomu zaludku je
endoskopie. Tato vizualni metoda umoziuje nahlédnuti do dutiny bfisni, ale také odebrani
vzorku k histologickému vySetfeni. Ohebny pfistroj s vlaknovou optikou (fibroskop) se
zavadi oralni cestou po znecitlivéni kofene jazyka do travici trubice. Endoskopické
vySetfeni umoziluje zjistit pfi¢inu obtizi a v€asné¢ odhaluje karcinomy, které se zatim
neprojevily zadnymi ptiznaky (viz Obr. 6). Tento typ endoskopie pfi vySetiovani zaludku
se nazyva gastroskopie [22]. Z hlediska pacienta to nejsou vySetieni pfijemna, zato jsou ale

velmi uzitecnd, protoze mohou dokonce i 1é€it a nahradit operaci.

Obr. 6 - Pokrocily karcinom zaludku s exulcerovanym povrchem (prevzato z [30])

2.4.6 Sonografie

Sonografie nebo-li ultrazvuk funguje na principu elektromagnetickych vin, které

zavisi na zpétném odrazu. Tyto viny pronikaji do tkani a organt. Odrazy vin jsou
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zachyceny ultrazvukovou sondou a zobrazeny. Sonografie je vyuzivana Castéji nez RTG,
protoze neobsahuje skodlivé paprsky. Pravé proto se tato zobrazovaci metoda netadi mezi
agresivni metody [22], navic se pro svoji dostupnost a nizké naklady pfi relativné velké
,vytéznosti“ vySplhala vysoko v Zebficku popularity mezi 1€kafi 1 pacienti. Piestoze je
prichod ultrazvuku omezen stfevnim plynem, d4 se probadat i sténa zaludku a tenkého

a tlustého stieva. Vidime jejich pohyb a daji se posoudit i tkané v okoli [29].

247 PETICT

Kombinace pozitronové emisni tomografie (PET) a pocitacové tomografie (CT) se
dnes fadi k nejmodernéjsim metodam. Vyhodou této metody je vysoka senzitivita, specifita
a Casova uspora. CT zobrazuje riizné organy téla a jejich chorobné zmény pomoci
pocitacového zobrazovani rentgenového obrazu. Pfi tomto vySetfeni je Casto nutné podat
kontrastni latku do Zily nebo pacient takovouto latku musi vypit. Nejprve je provedeno CT
vySetfeni po podani radiofarmak a poté ihned navazuje PET vySetfeni. PET metoda
zobrazuje detekované tkdn¢ po podani pfislusnych radiofarmak. V mistech nadort se
hromadi radioaktivni latka. Anatomicko-morfologicky obraz na CT skenech tak Iépe odlisi

zobrazené tkan¢€, coz umozni upiesnit a urychlit postupy pro terapeutickou 1écbu [31].

2.5 Lécba

2.5.1 Chirurgicka lé¢ba

Chirurgicka lécba je hlavni kurativni terapie pro léCbu karcinomu zaludku.
Progndza zavisi na stadiu onemocnéni. Uspéch chirurgické 16¢by také zavisi na Gasné
diagnoze [11]. Lécba cCasnych karcinomd se fe$i miniinvazivnimi technikami a to
endoskopii a chirurgickou resekci. Mezi casnymi nadory se jedna o takové, které zasahuji
mukozu a eventualné submukozu. Urlujicim faktorem pro miniinvazivni postupy je
postizeni lymfatickych uzlin, které je u tumori mukoézy 1-3 %, zatimco pii zasaZeni
submukozy se zvySuje az na 20 %. Riziko postiZzeni uzlin submuké6znich tumort nartsta
s velikosti nadoru. [32]. Cilem chirurgické 1écby je bezpecné odstranéni nadoru nebo

celého Zaludku. Nador miZe byt odstranén chirurgicky a to laparoskopicky ¢i klasicky
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[32]. Klasicka chirurgie se provadi resekénimi vykony v oblasti distalni ¢asti zaludku
a kardii. Tato metoda je velmi Gcelna pro vSechny vékové skupiny. Totalni laparoskopicka
gastrektomie je bezpeéné proveditelna i pro pokro¢ily karcinom. Tato metoda neni v CR
tolik rozsifena, vyzaduje potiebné znalosti a zkuSenosti. Usp&snost chirurgické 16¢by je
nepfimo umérna pokrocilost onemocnéni. Proto véasna diagnostika a radikalita operace

rozhoduje o dalsi progndze nemocnych [19,32,33].

2.5.2 Chemoterapie

Pii chemoterapii jsou pouzivany k 1é¢bé nadoru l1éky cytostatika, coz jsou chemické
latky, které ni¢i nddorové buiiky. Podédvaji se nemocnému nitroziln€ nebo ve formé tablet.
Dnes se Casto pouziva kombinace cytostatik s tzv. targetovymi léky (tj. monoklondlni
protilatky, antiangiogenezové preparaty a mnohé jiné). Tento zpilisob je nejperspektivngjsi
ke zvyseni efektivity terapie pro svou mensi toxicitu pro pacienta. [34]. Chemoterapii lze
indikovat jako adjuvantni, neadjuvantni a v pokrocilych stadiich paliativni [éEbu.
Adjuvantni nebo-li podptrna chemoterapie se provadi po chirurgické 1é¢bé. Cytostatika se
podavaji po operaci, aby se nerozsifila primarni loziska. Kdezto neadjuvantni se provadi
pfed operaci kvili zmenSeni nadoru ¢i usnadnéni operace. Cilem paliativni 1écby neni
vylécit, ale zlepsit kvalitu zivota a prodlouzit jej [35]. Chemoterapie je aplikovana Casto
v kombinaci s radioterapii [36]. Tato 1éEba byva spojena s néjakymi nezadoucimi ucinky
napt. nachylnost k infekcim, poruchy srdzeni krve, nevolnost, zvraceni, vypadavani vlast,

ztrata chuti K jidlu a dalsi [37].

2.5.3 Radioterapie

Ozatovani vyuziva schopnosti elektromagnetického zateni (tj. gama zafeni ¢i
rentgenové zafeni) ke zni¢eni nddorovych bunék. Je to velmi pfesnd metoda, paprsky jsou
cileny na pfesné vybranou oblast t€la. Ozatfovani pacienta se provadi ve form¢ teleterapie
(j. ve vzdalenosti asi 100cm) ¢i brachyradioterapie (tj. v tésné blizkosti loziska). Pacient
na ozafovani chodi kazdy den po dobu 5 az 6 tydnti. Nezddouci ucinky jsou piedev§im

nevolnost, zvraceni, unava, postizeni kize a sliznice [37].
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3 Pepsinogen

Pepsinogen (PG) je proenzym aktivniho pepsinu, jenz je vyznamnym travicim
enzymem V zaludku. Je vyluCovan hlavnimi buiitkami Zaludec¢ni sliznice a Brunnerovymi
butkami duodena. Pepsinogen je pfeménovan autokatalyticky, tzn. Plsobenim diive
vzniklych molekul pepsinu na aktivni pepsin (viz Obr. 7). Tento d¢j probiha v kyselém
prostiedi a zahajuje, tak traveni proteini na smés riznych peptidi o nizké molekulové
hmotnosti. Tvorba pepsinogenu je ovliviiovana fadou latek podilejicich se na zaludecni
sekreci. Mezi tyto latky zvySujici sekreci pepsinogenu patii gastrin, acetylcholin,
pentagastrin a histamin. Atropin a H, receptory jsou naopak ptimo zodpovédné za snizeni

tvorby pepsinogenu [3].

Chiot coll

Enteroendocrine
cell

Obr. 7 - Premeéna pepsinogenu produkovaného hlavnimi bunikami Zaludecni sliznice na

pepsin puisobenim HCI z parientdlnich bunék (prevzato z [38])

Pepsinogen se d¢li na tfi biochemicky a imunologicky odlisné typy, a to na
pepsinogen A (PGA, PGI), pepsinogen C (PGC, PGII) a katepsin E (SMP). Pomoci
elektroforézy miizeme na agardzovém gelu rozliSit 8 protedz Zzaludecni sliznice,
pepsinogeny PG1 - PG5 tvoii skupinu imunologicky identickych proteind - pepsinogen I,
pepsinogeny PG6 a PG7 tvoifi skupiny pepsinogenu II a posledni protein odpovida
katepsinu E. Hladina pepsinogenti v krevnim séru poukazuje na funkéni a morfologicky

stav zalude¢ni sliznice a ma proto v diagnostice onemocnéni zaludku [39,40].
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3.1 Pepsinogen A

Pepsinogen A (viz Obr. 8) je vyluCovan hlavnimi bunkami téla zaludku. Je
autokatalyticky pfeménovan na aktivni pepsin A (EC 3.4.23.1) v kyselém prostiedi.
Pepsinogen A je mozné elektroforeticky rozliSit na frakci PGl - PGS, jenz zahrnuji
spole¢né antigenni determinanty. Vyskytuje se nejen v krvi, ale také v moci [41].
Molekulova hmotnost pepsinogenu A je 42 500 Da a referen¢ni hodnoty 30 - 120 ug/l
Vv séru [42,43].

Pepsinogen A je spojovan siadou zalude¢nich onemocnéni od zanétu az po
karcinom. Pepsinogen A je marker slizni¢ni atrofie, subklinicky marker viedové choroby
duodena, snizen je u achlorhydrie [27]. Nizka hladina pepsinogenu A se nachazi u pacientl
se stfevni metaplasii, perniciéozni anémii, atrofickou gastritidou, polypy a karcinomem
zaludku [41]. Atroficka gastritida byva ¢asto predchidcem karcinomu Zaludku. Z vySena
hladina pepsinogenu A Vv séru je u duodenalniho viedu, méné Casto nez u zalude¢niho
viedu a syndromu Zollinger-Ellison [27]. Nejnovéjsi studie prokazuje vyznamné snizeni
pepsinogenu-I a soucasné zvySeni hladiny IgA protilatek Helicobacter pylori u karcinomu

zaludku.

Obr. 8 - Tercidrni struktura pepsinogenu A (prevzato z [44])

3.2 Pepsinogen C

Pepsinogen C (viz Obr. 9) je asparagova proteaza zaludecni sliznice. Neaktivni
pepsinogen je preménovan na aktivni pepsin C (EC 3.4.23.3), jenz zahajuje traveni
proteinti. Tento d& probihd v kyselém prostiedi. Trividlni nazev pepsinogenu C je

gastricsin. Je vylu¢ovan bunkami z zalude¢ni kardie, zaludecniho antra a z proximalniho
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dvanactniku [41]. Jako PG6 - PGZ7 jsou oznaceny antigenni determinanty pepsinogenu C,
které se rozliSuji pomoci elektroforézy na agar6zovém gelu. Molekulovd hmotnost
pepsinogenu C je 31 000 Da a referenéni hodnoty 4 - 22 pg/l v séru.

Pepsinogen C je spojovan nejen s infekci Helicobacter pylori, ale také ma znaény
vyznam pii karcinomu prsu a vaje¢nikt. Hladina pepsinogenu C se umérné zvysuje podle
zavaznosti zanétu Zaludku v oblasti antra ¢i korpusu. Pokud se snizi hladina pepsinogenu
A, zanét je lokalizovan pouze v korpusu.

Pepsinogen C mize poskytnout dostatecné informace pii diagndéze o ovaridlnim
karcinomu. Pti hodnoté tumorového markeru CA 125 niz§i nez 35U/ml muZeme

zaznamenavat pepsinogen C [27,40,45].

Obr. 9 - Tercidlni struktura pepsinogenu C (prevzato z [46])

3.3 Klinicky vyznam pepsinogenu A/C

Pfi podezieni na karcinom zaludku provadime stanoveni pepsinogenu | a Il, ale
také stanoveni jejich poméru pepsinogenu I/II a dale stanoveni tumorovych markera jako
jsou napt. CAE, CA 19-9, CA 72-4. Pro potvrzeni vysledku se provadéji i jina vySetieni
jako je napf. pentagastrinovy test. Pentagastrinovy test vySetfuje Zaludeéni sekreci
predev§im produkci HCl. Dal$im vySetfenim mizeme prokazat infekci Helicobacter
pylori, jenz v zaludecni sliznici zpisobuje viedové onemocnéni.

Stanoveni sérové hladiny pepsinogeni A a C ma klinicky vyznam, ovSem za
nejvyhodné€js$i variantu serologickych markerit je dnes povazovano stanoveni poméru
hladin obou pepsinogeni (PGI/PGII). Referen¢ni hodnota poméru PGI/PGII je < 3. Pomér
PGI/PGII signifikantné klesa v zavislosti na histologickém riziku, nebo pfitomnosti vacA+

pozitivity Helicobacter pylori infekce. Stanoveni hladiny PG I, poméru PG /11, gastrinu-
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17 a protilatek Helicobacter pylori se provadi neinvazivnim testem GastroPanel pro
diagnostiku gastritidy popt. jiného onemocnéni. Pokud dojde ke snizeni poméru PGI/PGII,
snizeni PGl a soucasn¢ snizeni gastrinu-17 jednd se o subklinicky marker chronické
gastritidy. Je-li zvySena hodnota sérového PGII a snizena hodnota PGI, mize se jednat
o atrofickou gastritidu po infekci Helicobacter pylori [27,39].

Hladiny pepsinogenu I > 70 ng/ml jsou povazovany za referen¢ni hodnoty. Pokud
je hladina pepsinogenu | < 70 ng/ml a poméru pepsinogenu I/I1 < 3, jedna se ji o karcinom
zaludku ¢i atrofickou gastritidu. O siln€ pozitivni test jde v ptipad€, ze naméfené hodnoty
pepsinogenu I jsou < 30 ng/ml [45]. Senzitivita vySetfeni je 84 % a specifita 73 % [47].

Pritomnost atrofické gastritidy je navic spojovana se zvySenou hladinou gastrinu
a prozanétlivych cytokini. V sérovych vzorcich byly ve studii Sanduleana et al.
analyzovany hladiny IL-8 a pepsinogenu A/C metodou ELISA [48]. Atroficka gastritida
se projevuje jako zanétlivé onemocnéni sliznice zaludku.

Pomér pepsinogenu I/II ovlivitluje vice biochemickych markerd, které jsou
vysvétleny riznymi mechanismy napf. malabsorpci. Dusledkem atrofické gastritidy je
potlacena produkce zalude¢ni kyseliny, coZ ma za nasledek onemocnéni malabsorpci.
Dalsi onemocnénim je dyspepsie, ta je spojend se snizenym piijmem potravy a snizenim
hormonu ghrelinu. Hormon ghrelin je produkovéan buitkami P/D1, které se nachazeji v ¢asti
zaludku zvaném fundus. ZvySend hladina sekrece toho hormonu ,,hladu® je pted jidlem.
Tento hormon zvySuje motilitu Zzaludku a vyuziva se kterapeutické 1é¢bé
gastrointestinalnich zanétlivych stavii. Dale hormon ghrelin inhibuje sekreci inzulinu, coz
vede k onemocnéni diabetes mellitus, ale naopak se vyuziva pro 1é¢bu poruchy piijmu
potravy. Hladina ghrelinu koreluje s hladinou pepsinogenu I a pomérem pepsinogenu I/11.
Snizeni poméru pepsinogenu I/Il je pfiznivé pro prevenci nadvahy, i pfestoZe atroficka

gastritida je premalignim onemocnénim rakoviny zaludku [49].

3.4 Metody stanoveni pepsinogenu Aa C

Laboratorni vySetfeni je velmi dulezité, informuje nas o fyziologickych, tak
1 o patologickych zménach v lidském organismu. Podle vysledkii vySetfeni je 1ékar
schopen stanovit diagndzu a urcit naslednou 1é€bu pacienta. Provadi se zékladni, specidlni

a vysoce specializovana vysetieni.
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Neinvazivni screeningové testy jsou dilezité pro odhaleni tumoru v rané fazi.
Bohuzel v Evropé neni V ptipadé podezieni na karcinom zaludku doposud vseobecny
screeningovy test, ktery by byl dostate¢né senzitivni a specificky. Proto provadime
zakladni biochemické vySetfeni. VysSetfeni zaludku provadime endoskopicky nebo
provedeme odebrani vzorku k histologickému vySetfeni. Ke stanoveni hladiny specifickych
biomarkert 1ze pouzit rizné metody, které jsou blize popsany nize. Métfeni koncentrace
hladiny pepsinogent v séru je vétSinou provadéno bud’ radioimunoanalyzou (RIA) nebo

enzymovou imunoanalyzou (EIA) [24].

341 RIA

Radioimunoanalyza (RIA) je stale vyuzivana v klinické diagnostice, ale také
v kriminalistice a soudnim lékafstvi. Principem je imunochemicka reakce antigenu se
specifickou protilatkou. Antigen ¢i protilatka je znacend radioaktivni latkou, jenz
umoziiuje kvantifikaci stanoveni. Nejpouzivangjsi radioizotopy *H,**C,%P, *S a &I,
zavislé na charakteru uréované latky. Casto se pouziva RIA metodika s 125I-pepsinogenem
v kompetitivnim uspotradani.

Radioimunoanalyza je v kompetitivnim uspofadani, ale lze pouzit i sendvicové
uspotfadani nazyvané IRMA (imunoradiometrické stanoveni). Vyhodou této metody je
dobra cena, vysoka citlivost a nenaro¢nost. Kdezto nevyhodou je pouziti radioaktivniho

materialu a nakladné zatizeni [50,51,52].

3.4.2 EIA

Enzymova imunoanalyza (EIA) je imunologickd metoda vyuZivana piedevS§im
v klinické, 1€katské, biotechnologické a potravindiské analyze. Princip metody je zalozen
na reakci antigenu se specifickou protilatkou. Typické je pouziti enzymu, ktery je
kovalentn¢ vazan na antigen Ci protilatku. Enzymy musi spliiovat urcita kritéria, aby se
mohly vyuzit k imunoenzymatické analyze. Enzym musi mit dostatecné vysokou
molekulovou hmotnost, musi byt stabilni, schopen vazby a mél by poskytovat barevny
produkt pro lepsi detekci. Mezi tyto enzymy se fadi HRP (kfenova peroxidaza), ALP
(alkalicka  fosfataza), GOX  (glukozaoxidaza), @~ AChE (acetylcholinesteraza)
a galaktooxidaza. Aby tato reakce mohla probéhnout, musi byt pfidan substrat napt. H2O;

pro HRP. Ke zviditelnéni reakce se pak ptidava chemicka latka nazyvana chromogen.
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Chromogeny jsou latky anorganického ¢i organického charakteru jako napft.
o-fenylendiamin (OPD), tetramethylbenzidin (TMB), o-aminofenol, kyselina askorbova
a dal$i. V nedavnych studiich byly navrzeny jako substraty pro detekci tumorovych
markerti. Tyto testy chemické latky DBA (3,4-diaminobenzoova kyselina)
a DAB (3,3-diaminobenzidin). Testy s pouzitim téchto novych substrati se osvédcily,
jelikoz jsou jednoduché, levné, rychlé, reprodukovatelné a citlivé. Usnadni tak slibny
a alternativni pfistup ke klinické diagnéze. EIA obecné je ve spousté ukazateli velmi
vyhodnou metodou. Je dostatecné citliva, selektivni, rychla a mezi nezanedbatelné vyhody
patii také nizké naklady na provedeni [53].

Mezi EIA metody se fadi technika ELISA, kterd je nejvyuzivanéjsi metodou
detekce a kvantifikace v klinické praxi. Princip je opét zalozen na reakci antigenu se
specifickou protilatkou. Antigen nebo specifickd protilatka jsou Vtomto piipadée, ale
nekovalentné vazany na pevné fazi. Jako pevna faze je vyuzivana mikrotitracni desticka
(vétsinou 96 jamek) [54]. Metodu ELISA je mozné provést ve dvojim usporadani a to

kompetitivnim popf. nekompetitivnim.

3.4.3 Nekompetitivni ELISA

Nekompetitivni ELISA je oznaCovana také jako metoda ,,sendvicova“. Princip této
metody spociva v navazani stanoveného antigenu na specifickou protilatku, vazanou na
pevné fazi. Na takto vznikly imunokomplex se navaze sekundarni protilatka, tzv. konjugat,
kterd je enzymaticky znacena. Barevnou zménu zplsobenou enzymatickou pfeménou
substratu pak métime spektrofotometricky [50].

Metodou Ize stanovit titr specifickych protilatek ¢i koncentrace antigenu. V této
metodé¢ je duilezit¢é se rozhodnout mezi vyuZitim monoklondlnich protilatek c¢i
polyklonalnich sér. V piipad¢ pouZziti monoklondlnich protilatek pro stanoveni antigenu je
potfeba vybrat dvé rizné monoklonalni protilatky rozliSujici riizné epitopy antigenu, tak
aby bylo mozné vytvofit pozadovany ,,sendvi¢“. Jedna monoklondlni protilatka je pak
vazéna na pevné fazi a druha by méla byt znacena enzymem a slouZzit jako konjugat.
Polyklonalni séra rozliSuji vice epitopti téhoz antigenu [55,56].

Ur¢itou modifikaci postupu je pfidani komplexu avidin-biotin do reakce, coz je
mozné vidét na (Obr.10). Reakce je pak zaloZzena na tvorbé pevné vazby mezi biotinem
a avidinem. Pfidanim tohoto komplexu do reakce ma fadu vyhod jako je zvysSeni citlivosti

detekce a vyuziti minimalniho mnozstvi protilatky a antigenu [57].
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Obr. 10 - Schéma nekompetitivniho usporadani ELISA pro stanoveni antigenu

(prevzato z [58])

3.4.4 Kompetitivni ELISA

Kompetitivni metoda se provadi také s imobilizovanym antigenem ¢i protilatkou,
ale v tomto usporadani Soutézi stanovovany analyt o volna vazebna mista na protilatce
s enzymatickych zna¢enym analytem (tj. konjugatem), ktery se ptidava do reakce. Znaceny
antigen se navaze na imobilizované protilatky a pfidanim substratu vyvolad enzymatickou

reakci. Barevna zména reakce se meéfi spektrofotometricky po separaci volné a na

protilatku vazané frakce [50,59]. Kalibraéni zavislost je v tomto piipad¢ nelinearni.

5@‘“@*@'05

O*Oﬁ
£0 030

Provedeni se znacenou protilatkou Provedeni se znaenym antigenem

YT O o #

Protilatky rizné  Antigen Blokovaci Enzym
specifity protein

Obr. 11 - Kompetitivni format ELISA vilevo imobilizovany antigen, vpravo imobilizované

protilatky (prevzato z [60])
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3.4.5 Skenovaci elektrochemicka mikroskopie

Z konce 80. let je prvni zminka o technice skenovaci elektrochemicka mikroskopie
(SECM), kterou popsali dva védci Engstrom a Bard. Engstrom popsal moZznost méfeni
koncentra¢nich profilti v roztoku a stanoveni reakénich meziprodukti s kratkou Zivotnosti,
zatimco Bard vychazel ze zadkladi STM (skenovaci tunelovd mikroskopie)
a zam¢til se na interakci sondy s povrchem. Pravé Bard popsal jev zpétné vazby, ktera je
pro SECM velmi zasadni [61].

Tato technika pomoci sondy diskontinudln¢ skenuje povrch. Jako sonda je zde
pouzita mikroelektroda, kterd béhem svého pohybu méii elektrochemické vlastnosti. Timto
zpusobem dostavame informace o skenovaném povrchu a z velikosti charakteru interakci
uréujeme vlastnosti povrchu. Béhem méfeni skenovacimi technikami ziskame
trojrozmérny obraz. Mezi skenovaci metody sondou patii napt. mikroskopie atomarnich
sil, skenovaci tunelova mikroskopie nebo skenovaci opticka mikroskopie blizkého pole.

Technika SECM je velmi Siroce vyuzivand pro studium homogennich
i heterogennich reakci, dale pomoci ni mizeme studovat adsorpéni a desorpéni déje na
povrchu a diky tomuto urcovat vlastnosti latek. SECM se taktéz vyuziva pii vyvoji
a urcovani charakteru biosenzortli, zejména téch enzymatickych. Daéle tato technika slouzi
ke studiu biologickych systému a to pii pozorovani elektrochemickych dé&jii na bunécné
(fotosyntéza, redoxaktivni procesy a jiné) i nebunécné urovni (aktivita mitochondrii, DNA
a dalsi). Pomoci SECM byly také sledovany elektrochemické déje ptimo v tkénich
a dokonce in vivo v organismech [61].

Technika SECM ma Siroké uplatnéni, a navic se v posledni dobé kombinuje
I sjinymi metodami. Jedna z téchto metod je pravé ELISA. Kombinaci metody
SECM/ELISA lze detekovat molekuly antigenu v sendvi¢ovém uspofadani. Pomoci
mikroelektrody SECM, tak muize detekovat imobilizované enzymy HRP. Vysledkem
detekce je trojrozmérné zmapovani latek v séru. Zobrazeni SECM ndm umoznuje zjisténi
vhodnych biosenzori. Pomoci této kombinované metody mulizeme zjistit pomér
koncentraci PG I/Il a zjistit hladinu PG | s pouzitim mikrotitracni desticky. Pomoci
vyslednych hodnot mizeme diagnostikovat atrofickou gastritidu nebo karcinom zaludku.
Princip této metody spociva v zachyceni protilatek IgG, antiPG I a anti PG II na sklenéném
substratu. Pfidanim znacené protilatky dochazi k vytvofeni sendvicového imunokoplexu.
Protilaitka oznaCend enzymem HRP v pfitomnosti peroxidu vodiku katalyzuje

ferrocenmethanol FCOH na oxidovanou formu ferrocenu a hydroxidu, které jsou pak
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detekovany a zobrazovany technikou SECM. [62]. Ugel tohoto experimentu je, uréit v jaké
vzdalenosti substratu dojde k oxidaci FcOH po pfidani roztoku H,O; a tedy pfitomnosti

protilatek PG Ia PG Il [62].
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Obr. 12 - SECM (a): zobrazuje typickou sendvicovou strukturu. Fc + OH se objevily jako
bilé skvrny, v mistech kde dochazi k vysoké redukci proudu. V téchto mistech je vysokd
koncentrace protilatek PG I a PG 1.

(b) zobrazuje na ose y vzddlenost PG I v ruznych koncentracich, kterd je detekovina
mikroelektrodami SCEM vum a na ose x redukovany proud pA. Graf nam pojednava za
jakou vzdalenost je koncentrace PG I nejvyssi. V mistech kiivky zajistuje maximalni
Fc + OH snizeni proudu v riznych koncentracich PG I, které jsou vypsdny na Obr. 11(c).
(c) zobrazuje, ze nejvyssi proud je pri koncentraci PG I 60 ng/ml (prevzato z [62]).

3.4.6 Stanoveni miry fosforylace

Fosforylace lidskych pepsinii a pepsinogenti pravdépodobné souvisi s riznymi
zalude¢nimi onemocnénimi. Pacienti s rakovinou zaludku vykazuji vyS$i stupen
fosforylace pepsinogenu nez zdravi lidé. Pro stanoveni fosforylaci pepsinu a pepsinogenu
byly pouzity metody jako je vysokouc¢inna kapalinova chromatografie na reverzni fazi
(RP-HPLC) a afinitni chromatografie S imobilizovanymi kovovymi ionty (IMAC).

Metoda IMAC je zalozena na vazbé fosfatové skupiny nejcastéji s zelezitymi ionty,
které jsou imobilizovany na nosi¢i Sepharose 6B pies kyselinu imidodiacetatovou. IMAC

metoda slouzi ke studiu pfitomnosti a charakterizaci fosfatovych skupin pepsinu a lidského
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pepsinogenu. Tato metoda je v posledni dobé velmi rozSifena a vyzaduje také vysoké
naroky na Cistotu. Aby tento problém byl vyfesen, provadi se IMAC metoda v kombinaci s
RP-HPLC.
RP-HPLC je pouzita pro oddé€leni jednotlivych fosforylovanych proteini.

Kombinace téchto metod ma velmi dobrou reprodukovatelnost a mohla by slouzit pro

¢asnou diagnostiku rakoviny zaludku [63,64,65].
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Zavér

V této praci jsem se zabyvala vlivem pepsinogenu A a pepsinogenu C na nadorové
onemocnéni zaludku. Z dostupné literatury se mi podafilo zjistit, Ze hladina téchto proteina
V séru urCitym zpusobem koreluje s vyskytem onemocnéni a proto slouzi také jako
biomarkery stanovované v souvislosti s diagnostikou onemocnéni GIT. Pro stanoveni
koncentrace 1ze pouzit standardni metodu ELISA pfip. se vyuziva kombinace SECM
a ,,sendvicova™“ ELISA, ¢imz lze ziskat vétSi mnozstvi informaci. Tato kombinovana
metoda méa své vyhody 1 nevyhody. Mezi vyhody patii pfedevsim rychla, spolehliva
a citliva detekce. Nevyhodou je pak drahy a slozity systém.

Pomoci metody RIA a ,,sendvicové™“ ELISA je ovSem také mozné dostateéné
a citlivé detekovat pepsinogen A a pepsinogen C. Stanovend referen¢ni hodnota
pepsinogenu A je v rozmezi 30 - 120 ug/l a stanovena referen¢ni hodnota pepsinogenu C je
v rozmezi 4 - 22 pg/l. Pokud je namétena hodnota v tomto rozmezi pepsinogenu A < 70
ng/ml a pomér pepsinogentt A/C < 3, jednd se jiz o karcinom zaludku ¢i atrofickou
gastritidu. Senzitivita tohoto vySetieni je 84% a specifita 73%. Ptitomnost atrofické
gastritidy je navic spojovana se zvySenou hladinou gastrinu, kterd je v referencnim
rozmezi 5 - 115 ng/l.

V posledni dobé se také studuje souvislost miry fosforylace pepsinogent
s vyskytem karcinomu zaludku. Zjistilo se, ze v pfipadé onemocnéni zaludku je vyssi
vyskyt fosforylace, k jejiz detekci se pouzivaji predev§im metody IMAC a RP-HPLC.

Vyuziti téchto metod vykazuje velmi dobrou reprodukovatelnost.
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