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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 jedinci, 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 zakladé analyzy plazmy i samotné

tkaneé tlustého streva.
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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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1 UVOD

S incidenci priblizné 1,8 milion pfipadt za rok a ro¢ni mortalitou témér 861 000 obyvatel
predstavuje kolorektalni karcinom (KRK) celosvétové vyznamny problém. Dle nejnovéjSich
dat jde o tfeti nejCastéjsi pric¢inu timrti na malignitu a ¢tvrtou nejcastéjsi diagn6zu malignity
ve svété (Rawla P. et al, 2019). Lze predpokladat, Ze absolutni pocCet novych pfipadi se
v pribéhu pristich dvou desetileti jesté zvysi v diisledku postupného starnuti obyvatelstva
a dalSi expanze celosvétové populace.

V Ceské republice (CR) kazdoroéné onemocni zhoubnym novotvarem vice nez 96 500 lidi
(data za rok 2017), nadorova onemocnéni jsou druhou nejcastéjsi pricinou umrtnosti. Rocné
na né umira vice nez 27 tisic osob, coZ predstavuje 23 % z celkové umrtnosti, zaroven jsou
druhou nejzavaznéjSi pricinou nemocnosti ekonomicky aktivni casti obyvatelstva.
Kolorektalni karcinom je v CR nejcetn&jsim nadorem, vezmeme-li incidenci bez ohledu
na pohlavi, mizeme konstatovat, Ze se za poslednich 40 let pocCet novych pripadu témér
zdvojnasobil. Umrtnost se ale mirné sniZuje a tento pozitivni trend je pravdépodobné
zptisoben zahdjenim screeningovych programt (www.SVOD.cz; data ziskana 8.5.2020).
Rozhodujicim faktorem pro lécebny vysledek je ¢asny zachyt onemocnéni. Velmi zdvaZnou
skute¢nosti v epidemiologii kolorektdlniho karcinomu v Ceské republice je dlouhodobé
nepriznivy pomér stadii onemocnéni u nové diagnostikovanych pacientti. Za poslednich 30 let
bohuZel nepozorujeme zasadni zménu v podilu Casnych stadii v dobé diagndzy. Nadale trva
pomérné vyrazné procento diagnostiky kolorektalniho karcinomu v pokrocilejSim stadiu,
charakterizované pritomnosti regionalni lymfadenopatie (stadium III) nebo vzdalenych
metastaz (stadium IV), které se blizi k 50 %. Tento fakt vyznamné zhorSuje celkovou
prognézu pacientti a dosazitelné vysledky 1écby.

1.1 Charakteristika kolorektalniho karcinomu

Kolorektalni karcinom predstavuje histopatologicky zdanlivé uniformni onemocnéni. Teprve
poznatky z oblasti molekuldrni genetiky ukazuji, Ze se jedna o skupinu nadort, které se lisi
svou lokalizaci a odpovédi na 1écbu, a tim i prognézou. Profily genové exprese karcinomi
lokalizovanych v konecniku a v tlustém stfevé jsou rozdilné.

Presna pricina vzniku této nemoci zistava vétSinou nezndmad, naprosta majorita nadorti ale
vznika jako dasledek komplexniho ptisobeni mezi faktory genetickymi a ovlivnitelnymi vlivy
zZivotniho stylu. Vznik nadorového onemocnéni je komplexni, multifaktorialni 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 disledku téchto zmén dojde k naruSeni regulace proliferace, diferenciace, apoptézy a
signalnich drah v burice, které se projevi jeji nadorovou transformaci (Hanahan D., Weinberg
R.A., 2000).

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 nadorti, vznika nasledkem akumulace Skodlivych mutaci a
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epigenetickych zmén, které nakonec vedou k nekontrolovatelné proliferaci malignich bunék
(Vogelstein B. et al, 2013).

Vyznamné jsou hereditarni faktory, vyssi riziko je v pfipadé vyskytu kolorektalniho
karcinomu v pokrevnim pfibuzenstvu 1. stupné, tedy u rodicd, sourozencli nebo déti. Na
sporadickém vyskytu v rodinach se miiZze podilet i expozice stejnym rizikovym faktorim
zZivotniho 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 pacientl s kolorektalnim
karcinomem nalezneme zarodecné patogenni mutace u 10 % pacientd.

VétSinu prednadorovych 1ézi lze endoskopicky odstranit, nicméné nékteré 1éze 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
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 pritomnost 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.

1.2 Diagnostika kolorektalniho karcinomu

Velka cCast pacienti s kolorektalnim karcinomem je asymptomaticka, coZ je spojeno s uskalim
Casné diagnostiky a potfeby provadéni pravidelnych vySetfeni se zaméfenim na rizikovou
populaci (Hamilton W. et al, 2005).

Diagnostika  kolorektdlniho karcinomu u asymptomatickych jedinci je soucasti
screeningového programu. Kolorektdlni karcinom predstavuje nadorové onemocnéni,
kterému lze v&as predejit pomoci metod primarni a sekundérni prevence. Casnd diagnéza
bezpfiznakového onemocnéni umoZiuje 1écit lokalizované onemocnéni a vyznamné tak
pozitivné ovliviiuje uispéSnost 1éCby a prognozu (Winawer S.J. et al, 1997).

Hlavni metodou sekundarni prevence je screening. Pod timto pojmem rozumime pravidelné
preventivni vysetfeni obyvatel z dané cilové skupiny, u nichZ nepozorujeme Zadné ptiznaky
daného onemocnéni a ktefi ani nemaji zvySenou predispozici pro jeho vznik. Cilem
screeningu KRK je zvySeni Cetnosti zachytu zhoubnych nadort kolorekta a prednadorovych
1ézi, tzv. prekancer6z. Mezi tyto prekancerézy patii zejména zminéné adenomy, které mtizou
mit tubularni nebo vilézni charakter polypu s pritomnosti, nebo bez pritomnosti
dysplastickych zmén. Dilezitym zamérem screeningu je zvySeni podilu ¢asnych stadii KRK
na ukor stadii pokrocilych (Li D., 2018).

Vzhledem k dlouhé dobé vyvoje sporadického KRK z adenomovych 1ézi (prfiblizné 7-10 let)
predstavuje screening kolorektalniho karcinomu nevyhodnéjsi nastroj k pozitivhimu ovlivnéni
incidence a mortality na toto onemocnéni. Vliv screeningu v Ceské republice Ize 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).

Soucasny screening kolorektalniho karcinomu v Ceské republice je urcen nadéle
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 pripadé negativniho testu
opakuje u jedincti ve véku 50-54 let 1x rocné, u jedinct ve véku 55 let a vice jednou za 2
roky.

Laboratorni diagnostikou mtiZeme zachytit pokles hemoglobinu pfi typicky ztratové anémii.
VySetfeni krevniho obrazu a zakladnich biochemickych parametrG dopliiuje vySetfeni
solubilnich nadorovych markerd CEA a CA 19-9. DtileZité je zminit, Ze nadorové markery
slouZi jen jako dopliikova diagnosticka metoda, jejich analyza je pouZitelna pfi podezreni na
kolorektalni karcinom, musi ale byt podporena dalSimi testy. Nadorové markery maji nizkou
specificitu i senzitivitu, k jejich elevaci casto dochazi z nenddorovych pricin. Na druhou
stranu zUstavaji negativni u velké Casti pacientti s kolorektalnim karcinomem, zejména
v Casnych stadiich. V ramci screeningu kolorektalniho karcinomu nemaji Zadny pfinos. Jako
klinicti onkologové sledujeme zejména jejich dynamiku, kterd muze reflektovat tispéSnost
onkologické terapie (Reiter W. et al, 2000). Markery je nutné vySetfit pred resekci nadoru,
predoperacni stanoveni CEA ma prognosticky vyznam. Pfetrvavajici elevace markerd mésic
po operaci je suspektni z perzistujictho nadorového onemocnéni (Reiter W. et al, 2000). V
soucasné dobé je vyzkum zaméfen predevsim na hledani novych specifickych markerd, jejich
detekci a nasledné vyuZiti v klinické diagnostice a 1é¢bé nadorového onemocnéni.

V diagnostice kolorektalniho karcinomu pouzivame celou paletu riznych zobrazovacich
vySetfovacich metod. Jejich kombinace je volena individualné. 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, pfipadné polypy, které je nutné odstranit. Kromé biopsie
suspektnich ttvarti je mozné provadét také vykony terapeutické mnohych pocinajicich zmén
Nevyhodou kolonoskopie jsou moZné komplikace pfi vykonu, zvlasté ve spojeni
s polypektomii, dalSim faktorem ovliviiujicim vytéZnost kolonoskopie je zkuSenost
endoskopisty (Kaminski M.F. et al, 2010).

Strategie 1éCby lze stanovit aZ po dokonceném stagingu. U nadort tracniku zjiStujeme rozsah
velikosti primarniho nadoru, regiondlni lymfadenopatie i vzdaleného postiZeni nejcastéji
s vyuZitim predoperacniho CT vySetfeni bficha (idealné trupu). Jako nejsenzitivnéjsi metody
pro hodnoceni lokoregiondlniho postiZeni se u pacientti s nadory rekta jevi magneticka
rezonance panve nebo transrektalni ultrasonografie (Kekelidze M. et al, 2013). Vzhledem
ke komplexnosti diagnostiky a 1écby karcinomt rekta je nejlépe stanovit 1éCebny postup
v prostiedi multidisciplindrniho tymu, jehoZ cleny jsou minimalné chirurg, onkolog,
radioterapeut, radiodiagnostik a gastroenterolog.

Histopatologické vySetfeni je zdkladem presné stanovené onkologické diagnozy, Casto je
nezbytnou podminkou stanoveni diagndzy také vysetfeni molekularné genetické. Patologicka
verifikace malignity neni nutnd jen vzacné. Predpokladem kvalitniho vySetfeni je dobie
provedeny odbér materidlu a jeho adekvatni fixace. Odebrana tkan musi byt dostatecné
reprezentativni s vitalnimi nadorovymi burikami v dostatecném objemu. Makroskopicky mtize
mit kolorektdlni karcinom formu polypoidni, ulcer6zni nebo difuzni (skirhus).
V mikroskopickém obraze se v pripadé kolorektalniho karcinomu dle histologické stavby
samotného nadoru jedna predevS§im o adenokarcinom (pfes 90 % pripadil) vychazejici
z epitelialnich bunék sliznice tlustého stieva (Leopoldo S. et al, 2008). Konvencni
adenokarcinom je charakterizovan formovanim Zlaz, které je zakladem pro rozliSeni stupné



diferenciace tumoru. VétSina kolorektalnich adenokarcinomt (~70 %) jsou morfologicky dle
stupné diferenciace klasifikovany jako stiedné diferencované (Fleming M. et al, 2012).

Molekularni testovani u kolorektalniho karcinomu se stava stale komplexnéjsSim. Zakladni
oblasti je problematika testovani signalni drahy zacinajici receptorem EGFR, ktera je zasadni
s ohledem na dostupnou cilenou 1écbu (Douillard J.Y. et al, 2013).

1.3 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 molekularni urovni.

Podle pouZitého typu interagujiciho zareni jsou spektroskopické metody klasifikovany
na metody pracujici s nepolarizovanym ¢i polarizovanym zafenim. Z nepolarizovanych metod
se jedna napriklad o infracervenou nebo Ramanovu spektroskopii. Obé tyto metody umoziuji
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 zafeni a umoziuji sledovat
projevy optické aktivity chiralnich molekul.

1.3.1 Infracervena spektroskopie

Infracervena spektroskopie patfi do skupiny metod vibra¢ni 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 skute¢nosti
ji predurcuji jako vynikajici experimentalni techniku, ktera kromé kvantitativni a kvalitativni
analyzy hraje dtleZitou roli pfi 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 vlnoct priblizné 14 300 az 10 cm™ a vinovych délek
700 nm az 10 mm (Buijs, H., 2006). Principem metody je absorpce infracerveného zareni
pfi prichodu vzorkem. Podminkou této absorpce je nenulova zména dip6lového momentu
pri prechodu do vyssiho vibracniho stavu. Energie fotond infracerveného zéreni (1-60 kJ/mol)
nestaci na excitaci elektront, ale dochazi pri ni ke zménam rotacné vibracnich energetickych
stavii molekuly v zavislosti na zménach dip6lového momentu molekuly, tzn. ke zvétSeni
amplitudy vibrace nebo zrychleni rotace molekuly. Analytickym vystupem je infraCervené
spektrum, ve kterém se jednotlivé chemické vazby projevi charakteristickou vibraci.
Infracervené spektrum predstavuje grafické zobrazeni funkcni zavislosti energie na vinové
délce dopadajiciho zatreni (Kania P., 2007).

Infracervena spektroskopie je aplikovana predevSim jako zobrazovaci metoda, stejné jako
Ramanova spektroskopie. Nejbéznéji vyuZivanymi technikami jsou zminéna infraCervena
spektroskopie s Fourierovou transformaci (FTIR) a spektroskopie v blizké infracervené
oblasti (NIR).
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1.3.2 Ramanova spektroskopie

Ramanova spektroskopie 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
vzorkd. Informace poskytnuté Ramanovym spektroskopem jsou vysledkem rozptylu svétla,
zatimco infraCervend spektroskopie spoléhd 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 méni polarizovatelnost, maji pasy v Ramanovych spektrech a
vibrace, které méni dipél 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).

Ramanova spektroskopie ale vyuziva tzv. Ramantv rozptyl (Ramantiv jev), coZ je neelasticky
rozptyl monochromatického zareni dopadajiciho na vzorek, ktery je doprovazen zménou
energie zareni. PTi interakci mezi fotony dopadajiciho svétla s vibra¢nimi a rotacnimi stavy
atomt nebo molekul vzorku dochazi k vyméné energie, kdy rozptylené zéareni ma jinou
vinovou délku (energii foton) nezZ dopadajici zareni (Wilson E. et al, 1955; Crawford A. et
al).

ProtoZe se jedna o nedestruktivni analytickou metodu, jeji vyuZiti je velmi Siroké. Pro svou
jednoduchost pri pripravé vzorku, rychlost a presnost meéfeni je uplatiovana ve
farmaceutickém, biologickém a chemickém vyzkumu, v lékafstvi a forenznich védach.
Biochemicky vyznamné molekuldrni vibrace se nachazi v oblasti 2000-400 cm™. Tyto
informace mohou byt pouzity v riznych biomedicinskych aplikacich, jako je analyza
chemického slozeni (DNA, RNA, proteiny, lipidy atd.), ktera miZe prispivat k diagnostice a
charakterizaci nemoci vCetné nadorovych onemocnéni (Fenn N.B. et al, 2011).

Meéfeni spekter se muze provadét in vitro, ex vivo a in vivo, kdy nedochéazi k Zadnému
naruSeni bunécného prostredi 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 I., Huser T.R., 2013).

1.3.3 Chiropticka spektroskopie

Chiropticka spektroskopie predstavuje fadu metod, které maji vyznam ve strukturni analyze
chiralnich 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 pravotociveé kruhové polarizovanym zarenim 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).
Zatimco ECD umozZiuje studium konformace chirdlnich molekul, ROA se zaméfuje
na konkrétni vazby jednotlivych funk¢nich skupin a strukturni detaily.

Metoda ECD miiZe byt vyuzita ke studii struktury a konformace proteinti a peptidi. 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). Pravé tyto
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spektralni oblasti odrazi zakladni typy sekundarnich struktur, které zahrnuje pravotociva a-
helikalni struktura a -konformace.

ROA je metodou chiroptické spektroskopie, u které je po interakci vzorku s dopadajicim
zarenim a nasledném vzniku Ramanova rozptyleného zareni méfen rozdil pro pravotocivé a
levotocivé kruhové polarizované zareni (Baumruk V.). Jako vysledek je ziskano zdrojové
Ramanovo spektrum a vlastni ROA spektrum. Principem ROA jsou prechody mezi
vibra¢nimi hladinami v ramci zakladniho elektronového stavu (Barron L. D et al, 2004).
Na rozdil 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.

1.3.4 Statisticka analyza spektralnich dat

Vysledky jednotlivych spektralnich analyz tvofi vicerozmérné sady dat. K provedeni
spravného vyhodnoceni a nasledné detekci rozdilti mezi jednotlivymi skupinami je potieba
provézt rozbor pomoci sofistikovanych metod. Vicerozmeérné statistické metody, jako je
Analyza hlavnich komponent (Principal Component Analysis, PCA) a Linearni diskriminacni
analyza (LDA) jsou obecné akceptovany pri vyuZiti v klasifikaci Ramanovych spekter
(Notingher 1. et al, 2005).

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
nejcastéjsi malignity v Ceské republice v€etné kolorektalniho karcinomu.

Jednim z klicovych vyzkumnych programi Onkologické kliniky je identifikace novych
diagnostickych, prognostickych a prediktivnich nadorovych markeri wu pacientt
s kolorektalnim karcinomem. Cilem této snahy je zlepSeni casné diagnostiky, stratifikace
rizika progrese a rekurence u pacienti s kolorektdlnimi nadory a individualizace
protinadorové 1écby.

V ramci spoluprace s Ustavem analytické chemie VSCHT je objektem naSeho spole¢ného
zameéreni 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).
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Vychazeli jsme z novych poznatki, kdy onkologickd onemocnéni vedou ke ztraté biofyzikalni
ucinnosti nékterych biomolekul, kterd se fyzikalné prezentuje ztratou aktivni prostorové
struktury ¢i jinymi strukturalnimi 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.

Na$i snahou bylo predikovat specifické spektrdlni markery kolorektalniho karcinomu,
na jejichz zakladé by bylo mozné diagnostikovat toto onemocnéni v Casném 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 soustiedili na:

1) vyvoj a otestovani metodiky méfeni vzorki krevni plazmy pacienti a kontrol
metodami vibracni a chiroptické spektroskopie (v tomto ohledu jsou naSe vysledky
unikatni, nebot se analyzou biotekutin chiroptickymi metodami doposud nikdo
nezabyva).

2) nalezeni podminek pro in vivo a ex vivo méfeni 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.

3) vyvoj algoritmi statistického zpracovani spektralnich dat vibracni a chiroptické
spektroskopie vCetné aplikace vicerozmeérnych statistickych metod (predevSim linearni
diskriminacni analyzy) k diskriminaci pacient a zdravych kontrol s cilem klasifikovat
vzorky na zadkladé jejich spektralni odpovédi vcetné diferenciace dle stadia
onemocnéni.

4) 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.

3 MATERIAL A METODY

3.1 Analyza plazmy

K analyze plazmy bylo vybrano 30 pacientl s kolorektalnim karcinomem (primérny 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 ptipadé, Ze byli pacienti indikovani k provedeni
chirurgického vykonu, odbér krevniho vzorku byl proveden pred jeho provedenim. Nasledné
byl doplnén patologicky staging po probéhnuti definitivnhiho histopatologického vySetreni
primarniho tumoru a exstirpovanych spadovych lymfatickych uzlin.

Dle rozsahu rozsahu nadorového postizeni byla provedena jeSté separace pacienti
s kolorektalnim karcinomem na 2 skupiny, které byly srovnavany mezi sebou a zaroven se
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zdravymi kontrolami. Do 1. skupiny byli zafazeni pacienti ¢asného klinického stadia I+II
(n=11), kterou reprezentuji pacienti jen s pritomnosti primarniho tumoru bez regionalni
lymfadenopatie nebo vzdalenych metastaz. Druhou skupiny tvorili pacienti v pokrocilejSim
klinickém stadiu (stadium III+IV; n=19), u kterych bylo zjiSténo metastazovani do
regionalnich lymfatickych uzlin, nebo systémova generalizace.

Skupinu ,zdravych kontrol“ tvofili jedinci, ktefi podstoupili preventivni screeningovou
kolonoskopii s negativhim vysledkem, kromé toho méli negativni osobni anamnézu stran
komorbidit, fyzikalni vySetfeni bez patologického nalezu a laboratorni vySetfeni
bez abnormalit. Vék kontrolni skupiny byl srovnatelny s vékem pacientt.

Ze skupiny pacientd bylo vybrano 5 z nich, ktefi podstoupili kurativni terapii (chirurgicky
vykon +/- adjuvantni chemoterapii) a po této 1écbé 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.

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 markeri CEA a CA 19-9. Hladiny vSech parametrti byly vic
patologické v pfipadé pacientti s kolorektalnim karcinomem, dominovala hypalbuminémie a
hypoproteinémie.

Odbéry periferni venézni krve (9 ml) byly provedeny nalacno (od predchozi ptilnoci), pred
uzitim ranni medikace, a to do zkumavek s modifikovanym vnitfnim 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
buiiky 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 do Laboratofe medicinalni diagnostiky Ustavu analytické chemie
VSCHT v Praze. Spektroskopické méfeni vzork(i krevni plazmy bylo provedeno &tyfmi
metodami, kterymi jsou absorpéni IC spektroskopie, Ramanova spektroskopie, Ramanova
opticka aktivita (ROA) a elektronovy cirkularni dichroismus (ECD).

3.2 Analyza tkané

Efektivita Ramanovy spektroskopie v detekci karcinomu byla prokazana v pilotnich studiich
nekolikrat, a to cestou méreni 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
diraz a aktivita byla kladena na vyuZziti Ramanovy spektroskopie v histopatologickych
aplikacich, kde se potvrdilo, Ze tato metoda miize byt vyuZivana k presné diferenciaci mezi
patologickou a zdravou tkani pri diagnostice kolorektalniho karcinomu (Jenkins C.A. et al,
2016).

NaSe prace se zaméfila na studium potencialu Ramanovy spektroskopie v diagnostice
kolorektalniho karcinomu z méteni tkanovych vzorki. Snazili jsme se zhodnotit, zdali je tato
metoda schopna detektovat spektralni rozdily mezi normalni a patologickou tkani tlustého
stfeva a ktera excitacni vinova délka A, je optimalni pro tyto ucely.

14



Analyza tkané ex vivo:

Méfeni tkané ex vivo bylo provadéno na vzorcich od 14 pacienti s kolorektalnim
karcinomem. Diagnoza 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 predem Zadnou onkologickou
1écbu, chirurgicky vykon byla jejich primarni terapie. VSem pacientim byl kolorektalni
karcinom diagnostikovan ve III. klinickém stadiu, tzn. s regionalni lymfadenopatii.

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 Laboratofe medicinalni
diagnostiky na Ustavu analytické chemie VSCHT v Praze. Nasledné bylo analyzovéno 10-20
nezavisle vybranych mist odebrané tkané.

Analyza tkané in vivo:

V poslednich mésicich jsme rozsifili naS vyzkum o diagnostiku a analyzu tkané tlustého
stteva in vivo cestou provadéného kolonoskopického vySetieni (preventivniho nebo
diagnostického) s cilem diskriminovat zdravou tkan od prekanceréznich 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 prekanceréz (zejména
adenomového polypu), ktera 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 vySetfeni ma navic i své
casové nevyhody. VyuZiti technologicky pokroc¢ilych Ramanovych spektroskopickych
technik se sondou s optickym vlaknem dovoluje vySetfeni sliznice tlustého stfeva in vivo a
ziskani vysledkli v redlném case. Nabizi se jako objektivni pfistup, ktery mtzZe prispét
k identifikaci hyperplastickych, prekancer6znich nebo kancerdznich polypt.

Do experimentalni skupiny pacientti zafazujeme jedince obou pohlavi starSi nez 18 let,
bez horniho vékového limitu, ktefi nemaji v osobni anamnéze diagnostikovan zhoubny nador,
ani jinou zavaznou komorbiditu. Podstupuji kolonoskopické vySetfeni v ramci klasického
screeningu kolorektalniho karcinomu, nebo pro podezieni na toto onemocnéni. Cast z nich
tvori pacienti s hereditarnim nadorovym syndromem, nebo s pozitivni rodinnou anamnézou c¢i
jinou predispozici, u kterych je riziko onemocnéni kolorektalnim karcinomem vyznamné
zvysSené, a proto je u nich provadéno toto vySetfeni v pravidelnych a kratSich casovych
intervalech. Tito pacienti trpi Casto rtznymi prekancerosnimi zménami, dominantné
adenomatosnimi polypy, které je nutné odstranit, aby se zabranilo jejich maligni transformaci.

4 VYSLEDKY A DISKUZE

4.1 Analyza plazmy

Analyza plazmy byla provedena celkem na 63 vzorcich, pricemz dle klinické diagnozy
se jednalo o 30 vzorkd pacienti s kolorektalnim karcinomem a 33 vzorki zdravych
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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
regionalnich lymfatickych uzlin nebo systémovou generalizaci.

4.1.1 Absorp¢ni IC spektroskopie

V IC spektrech dominuji svou intenzitou dva pasy. Oba tyto pasy souvisi se sekundarni
strukturou proteind 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=0O peptidové vazby. Druhy
vysoce intenzivni pas v IC spektru mad maximum u ~1547 cm™. V tomto pfipadé se jedna o
péas 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™. V IC
spektrech mtiZeme jasné pozorovat, Ze pasy amidu I a IT vykazuji pro vzorky pacientd vyrazné
nizsi intenzitu nez pro kontrolni vzorky. Pasy pacientt v klinickém stadiu I+II a ITI+IV jsou
srovnatelné.

4.1.2 Ramanova spektroskopie

Ve vyslednych Ramanovych spektrech dominuji tfi vyrazné pasy, které jsou dany pritomnosti
karotenoidti (Saleem M.et al, 2013). Pds ~1517 cm™ odpovidd valen¢ni vibraci C=C,
nejintenzivnéjsi pas ~1156 cm™ predstavuje valen¢ni vibraci C—C a v pfipadé pasu ~1006 cm™
se na jeho intenzité miize podilet kromé karotenoidi také valencni symetrickd prstencova
dychaci vibrace C—C ndlezici fenylalaninu (Synytsya A. et al, 2013). Ve vétSiné zminénych
past sledujeme v naSem méreni rozdily ve prospéch vyssi intenzity u zdravych kontrol, které
reflektuji odlisSny metabolicky status pacientl s kolorektalnim karcinomem. Nejvétsi rozdil
mezi klinickymi stadii I+II a III+IV byl pozorovan u pasu 1657 cm™, ktery odrazi

s~

biomolekuly proteinti, pas klinickych stadii I+II se bliZi k pasu kontrolnich jedinct.

4.1.3 Ramanova opticka aktivita

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=0O 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™.
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). Spektra pacienti s kolorektdlnim karcinomem vykazuji v oblasti zminénych past
vyrazné niz$i intenzitu. Pozorované zmény téchto pasi mezi jednotlivymi méfenymi
skupinami demonstruji naruSeni struktury plazmatickych bilkovin béhem karcinogeneze a
metastazovani.

4.1.4 Elektronovy cirkularni dichroismus

Pfi méteni spekter ECD 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 pomeér intenzit téchto past
charakteristicky odrazi sekundérni strukturu proteinii v krevni plazmé. Tyto pasy odpovidaji
konkrétné o-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
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celkové bilkoviny) a zastupuje kolem 60 % vSech bilkovin pfitomnych v krevni plazmé
(Murray R.K. et al., 2003). Tento protein vykazuje vysoké zastoupeni pravé o-helikalni
konformace.

Na zékladé srovnani intenzit zminénych past 222 a 209 nm a kladného pasu 192 nm je
zfejmé, Ze doSlo k oddéleni jednotlivych mérenych 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
konvencniho biochemického vySetfeni) a ztratou jeho prostorové konformace u maligniho
onemocneéni.

4.1.5 Statistické hodnoceni

K odhaleni vSech rozdila napfic spektry, zejména téch, které nebylo mozné snadno pozorovat
pouhym okem, byly ziskané sady spektralnich dat zpracovany pomoci statistického
hodnoceni, a to pomoci metody LDA.

Hlavnim cilem LDA bylo diferencovat pacienty s kolorektalnim karcinomem od zdravych
kontrol pomoci spektralniho vzorce a zaroven 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 jedincli 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 zdkladniho onkologického onemocnéni. Ovéfovali jsme, jestli jsou jejich spektra
v této fazi nemoci srovnatelné s vysledky kontrolnich jedincti a zdali je mozZné spektralni
diagnostiku vyuZit v onkologické dispenzarizaci k ovéfeni naddorové remise, pripadné
odhaleni rekurence.

ProtoZe vysoce strukturalné-sensitivni chiropticka 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
vzorkd byly vysledky LDA vyneseny do grafu pomoci druhych mocnin Mahalanobisovych
vzdalenosti (Maesschalck R. et al, 2000).

Nejvyssi senzitivitu (77 %) a specificitu (85 %) vykazovala spektroskopie ECD, zatimco
nejnizsi senzitivita byla pozorovana u ROA a Ramanovy spektroskopie (70 %). NejniZsi
specificitu (73 %) vidime opét u Ramanovy spektroskopie, zatimco u ROA dosahla 79 %.
Statistické vyhodnoceni ECD dat potvrdilo, Ze dosahly po kfiZzové validaci nejvySsi presnost
(81 %), nejnizsi presnosti (71 %) bylo dosaZzeno Ramanovou spektroskopii.

Spole¢nym vyhodnocenim vSech spektroskopickych metod doSlo k signifikantnimu zlepSeni
ziskanych vysledkti. Kombinovany statisticky model vede k vyznamné presnéjsi klasifikaci
ve srovnani s individudlnimi technikami. Po vyhodnoceni LDA z kombinace vSech
spektralnich dat (ECD, Raman, ROA a FT-IR) doSlo k velmi dobré separaci obou mérenych
skupin. Diskriminac¢ni schopnost naSeho modelu dosahla v tomto pfipadé 100 %. Pro soubor
63 vzorkli (30 pacientli a 33 zdravych kontrol) bylo po kfiZové validaci metodou LDA
dosaZzeno 90 % senzitivity, 75 % specificity a spravnosti 83 %.
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DalSim krokem v statistické analyze spektralnich dat bylo dosahnout a zhodnotit pfesnost
rozdéleni pacientti s kolorektalnim karcinomem podle klinickych stadiich. Po kiiZové validaci
metodou LDA z kombinace spektralnich dat bylo dosaZeno celkové presnosti 82 % pro
spravné rozliSeni stadii I+11, 64 % pro rozliSeni stadii III+IV a 75 % pro spravné zarazeni do
kontrolni skupiny.

4.1.6 Interpretace dat — shrnuti

Na prvni pohled je zjevny rozdil v intenzité past charakteristickych pro a-helix. S progresi
nemoci tak ziejmé klesa v krevni plazmé koncentrace proteini, 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
napriklad ke zménam torznich thlG peptidové vazby, coZ se projevuje rozdily v rotac¢nich
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). Pfedpoklada se, Ze k tomuto faktu dochazi na podkladé
odlisSnych mechanismt, nap¥. apopt6zou, nekrézou tumoru a aktivniho uvoliiovani bunék. Na
druhé strané, velka multicentrickd randomizovana studie, ktera hodnotila a srovnavala vzorky
pacienti sriznym 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 potencialni detekci karcinomu
v krevnich vzorcich (Madhuri S. et al, 2003). Tyto experimenty ukazaly, Ze rozdily mezi
rameny s karcinomem a bez karcinomu mtiZou nartstat na zakladé modifikace fluorofori
metabolity, které jsou s tumorem asociovany. K rozdilim v kompozici proteini a k zménam
prostredi fluoroforti dochazi na zakladé alterace jejich fyzikalné-chemickych vlastnosti.

4.2 Analyza tkané

Ramanova spektra vzorkli normdlni a patologické tkané tlustého stfeva ziskané od
operovanych pacientti s kolorektdlnim karcinomem byla analyzovéana za rtiznych excitacnich
vlnovych délek z jednotlivych nezavislych mist.

Vyssi variabilita spekter mezi misty reflektuje strukturalni a biochemickou heterogenitu tkané
tlustého stieva. Variabilita Ramanovych markerti mezi pacienty dokazuje jejich individualitu.
Pro patologické odchylky v tkafiové homeostaze byla variabilita signifikantné wvySsi
u patologicky zménéné tkané tlustého stieva nez u zdravych vzorkid. Hodnota excitacnich linii
signifikantné ovliviiovala vztah mezi Ramanovymi spektralni pasy rznych tkarnovych
biomolekul. Pasy hlavnich biochemickych komponent (proteind, lipidt, nukleovych kyselin,
aj.) prevladaji v NIR-FT-Raman (A 1064 nm) a NIR-Vis-Ramanovych spektrech (A.x 785nm),
zatimco kvili rezonancnimu zesileni prevazuji 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

18



v dtsledku poskozeni vzorkl 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 streva, 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.

5 ZAVER

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 aplika¢nich moZnosti a potencidlu
spektroskopickych metod — vibracni a chiroptické spektroskopie v klinické diagnostice
karcinomu tlustého stieva, a to na zakladé analyzy vzorkid krevni plazmy a stievni tkané
za podminek ex vivo a in vivo.

Pfi rozboru a méfeni vzorki krevni plazmy byla naSe pozornost zamérena predevSim
na unikatni vyuZiti chiroptickych technik spektroskopie ECD a ROA, jeZ vykazuji inherentni
citlivost k trojrozmérné struktufe a konformac¢nim zménam chirdlnich biomolekul. Studie
krevnich vzorki byla doplnéna o analyzy pomoci metod absorpc¢ni infracervené a Ramanovy
spektroskopie. Vyhodou téchto metod byla moZnost vySettit 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 jedincii. U kaZzdé metody jsme vyhodnotili schopnost spravné rozdélit pacienty a
zdravé kontrolni jedince do dvou nezavislych skupin.

Podle naSich dat miZeme Kkonstatovat, Ze kazda jednotlivd spektroskopicka metoda
predstavuje potencialni moZnost komplementarni analyzy v klinické diagnostice. NejlepSich
statistickych vysledki 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 pacienti 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 diagnostikovdna v ¢asném stadiu, tzn. jen s postiZenim v
rozsahu primarniho tumoru bez regionalni lymfadenopatie nebo vzdalené generalizace
(stadium I-11).
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Znamena to tedy, Ze spektralni diagnostika nadoru tlustého stfeva muzZe byt prospésna
pro klinickou praxi jeSté pred jeho samotnym lymfogennim nebo hematogennim Sifenim.
Pacienti v inicialnim stadiu kolorektalniho karcinomu maji témér 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 mtiZeme detekovat Casné objektivni zmény v lidské plazmé
reflektujici nddorové onemocnéni, které neni mozné odhalit Zadnou jinou dostupnou metodou.
MiiZzeme tedy konstatovat, Ze kombinace spektroskopickych metod je schopna diagnostikovat
solidni tumor ze vzorku periferni krve.

Uspésné bylo i statistické rozdéleni pacientti dle klinickych stadii (I+1I) a (ITI+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 nadorovou 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 naroc¢nou 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 prostiednictvim vzorki periferni krve by mohla pfinést revoluci
v onkologii.

Analyza tkané tlustého stfeva Ramanovou spektroskopii za vybranych podminek byla
zatiZena variabilitou dat pfi heterogenité intra-tkanové 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 pasti, bylo dosaZzeno mnohem
efektivnéjsi diskriminace normalnich a patologickych tkanovych vzorki. Kombinace nami
vyuZzitych excitaCnich vlnovych délek nabizi uspokojivé moZnosti detekce abnormalit
zpusobenych kolorektalnim karcinomem.

Na zakladé vSech ziskanych vysledki mizeme tvrdit, Ze spektra vzorkd krevni plazmy a
nadorové tkané tlustého stieva u pacientti zfetelné odrazi 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 vyS3etfeni.

Vysledky této prace budou v budoucnu déle rozsifeny o dalsi spektra vzorkt pro ovéreni zde
uvedenych zavéri a predikcni schopnost nasSeho 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 primarni lécbou v riiznych stadiich
onemocnéni. Cast z nich je nadale sledovana na Onkologické klinice VFN a 1. LF UK,
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v planu mame tedy v ramci provadéné dispenzarizace pravidelnou kontrolu remise i cestou
spektroskopického vySetieni krevnich vzorkd.

Momentalné aktivné funguje grantovy projekt v rdmci 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. zarazeni 300 pacientt, ktefi podstupuji preventivni nebo diagnostickou kolonoskopii

ii. kategorizace pacientii podle typu 1ézi 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 meéla slouZit k visualnimu
vySetieni stfevni sliznice, detekci polypi 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 vzorkd tkané 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 srovnavany

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

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 naSem oboru.

6 LITERATURA

Aleksandrova K. et al. Obesity and colorectal cancer. Front Biosci (Elite Ed) 2013; 5:61-77.

Al-Karadaghi S. et al. A decade of progress in understanding the structural basis of protein
synthesis. Prog Biophys Mol Biol 2000; 73(2-4):167-193.

Aune D. et al. Dietary fibre, whole grains, and risk of colorectal cancer: systematic review
and dose-response meta-analysis of prospective studies. BMJ 2011; 343:d6617.

Balakrishnama S., Ganapathiraju S. Linear discriminant analysis-a brief tutorial. Department
of Electrical and Computer Engineering, Mississippi State University [online]. 1998.
Dostupné z:
http://www.music.mcgill.ca/~ich/classes/mumt611_07/classifiers/lda_theory.pdf

Barron L.D. et al. Raman optical activity: an incisive probe of molecular chirality and
biomolecular structure. J Mol Struct 2007; 834:7-16.

Barron L.D. et al. Raman optical activity comes of age. Mol Phys 2004; 102(8):731-744.

Barron L.D. et al. Solution structure and dynamics of biomolecules from Raman optical
activity. Prog Biophys Mol Biol 2000; 73(1):1-49.

Barth A. Infrared spectroscopy of proteins. Biochimica et Biophysica Acta (BBA) —
Bioenergetics 2007; 1767 (9): 1073-1101.

21


http://www.music.mcgill.ca/~ich/classes/mumt611_07/classifiers/lda_theory.pdf

Baumruk V. Ramanova opticka aktivita — pro€ a na¢.Praha: Univerzita Karlova v Praze,
Matematicko-fyzikalni fakulta, Fyzikalni tstav UK [online]. Dostupné z:
http://fu.mff.cuni.cz/biomolecules/media/img/problems/roa.pdf

Bergholt M.S. et al. Fiberoptic confocal raman spectroscopy for real-time in vivo diagnosis of
dysplasia in Barrett's esophagus. Gastroenterology 2014;146(1):27-32.

Bergholt M.S. et al. Simultaneous fingerprint and high-wavenumber fiber-optic Raman
spectroscopy enhances real-time in vivo diagnosis of adenomatous polyps during
colonoscopy. J Biophotonics 2016; 9(4):333-342.

Berova N. et al. Circular dichroism. Principles and Applications. Wiley-VCH, New York
2000.

Bisgaard M.L. et al. Familial adenomatous polyposis (FAP): frequency, penetrance, and
mutation rate. Hum Mutat 1994; 3(2):121-125.

Bos A., et al. Treatment and Outcome of Synchronous Colorectal Carcinomas: A Nationwide
Study. Ann Surg Oncol 2008; 25(2):414-421.

Bosetti C. et al. Oral contraceptives and colorectal cancer risk: a systematic review and meta-
analysis. Hum Reprod Update 2009; 15(5):489-498.

Buijs, H. Infrared Spectroscopy. In Springer Handbook of Atomic, Molecular, and Optical
Physics, 2006, pp. 607-613.

Bumbrah G.S., Sharma R.M., Raman spectroscopy — Basic principle, instrumentation and
selected applications for the characterization of drugs of abuse. Egyptian Journal of
Forensic Sciences 2016; 6 (3):209-215.

Burt R.W. et al. Genetics of colon cancer: impact of inheritance on colon cancer risk. Annu
Rev Med 1995; 46:371-379.

Butterworth A.S. et al. Relative and absolute risk of colorectal cancer for individuals with a
family history: a meta-analysis. Eur J Cancer 2006; 42(2):216-227.

Campion A., Kambhampati P. Surface-enhanced Raman scattering. Chem. Soc Rev 1998;
27(4):241-250.

Chen K. et al. Diagnosis of colorectal cancer using Raman spectroscopy of laser-trapped
single living epithelial cells. Opt Lett 2006; 31(13):2015-2017.

Choo-Smith L.P et al. Investigating microbial (micro)colony heterogeneity by vibrational
spectroscopy. Appl Environ Microbiol 2001; 67(4):1461-1469.

Chowdary M.V. et al. Biochemical correlation of Raman spectra of normal, benign and
malignant breast tissues: a spectral deconvolution study. Biopolymers 2009; 91(7):539-
546.

Crawford A. et al. Raman Spectroscopy: A Comprehensive Review. TMS Raman Report
Group 2017; 7:1-34. Dostupné z
https://www.academia.edu/1131363/Raman_Spectroscopy_A_Comprehensive_ Review.

Clupek M. et al. Noise reduction in Raman spectra: finite impulse response filtration versus
Savitzky-Golay smoothing. J Raman Spectrosc 2007; 38(9):1174-1179.

Daidone I. et al. On the origin of IR spectral changes upon protein folding. Chem Phys Lett
2010; 488: 213-218.

Das G. et al. Attomole (amol) myoglobin Raman detection from plasmonic nanostructures.
Microelectron Eng 2008; 85:1282-1285.

Derks S. et al. Promoter Methylation Precedes Chromosomal Alterations in Colorectal Cancer
Development. Cell Oncol 2006; 28(5-6):247-257.

Douillard J.Y. et al. Panitumumab-FOLFOX4 treatment and RAS mutations in colorectal
cancer. N Engl J Med 2013; 369(11):1023-1034.

Dusek L. et. al. Epidemiologie zhoubnych nadort v Ceské republice [online]. 2017. Dostupné
z: http://www.svod.cz

22


http://www.svod.cz/
https://link.springer.com/referencework/10.1007/978-0-387-26308-3
https://link.springer.com/referencework/10.1007/978-0-387-26308-3
http://fu.mff.cuni.cz/biomolecules/media/img/problems/roa.pdf

Efremov E.V. et al. Achievements in resonance Raman spectroscopy review of a technique
with a distinct analytical chemistry potential. Anal Chim Acta 2008; 606(2):119-134.

Efremov E.V. et al. Fluorescence rejection in resonance Raman spectroscopy using a
picosecond-gated intensified charge-coupled device camera. Applied Spectroscopy 2007;
61(6):571-578.

Esmonde-White F. W. L., Morris M. D. Emerging Raman Applications and Techniques in
Biomedical and Pharmaceutical Fields. Berlin: Springer 2010. ISBN 978-3-642-02649-2.

Fearon E.R., Vogelstein B. A genetic model for colorectal tumorigenesis. Cell 1990; 61:759-
767.

Fenn M. B. et al. Raman Spectroscopy for Clinical Onkology. Advances in Optical
Technologies 2011; 20.

Fleming M. et al. Colorectal carcinoma: Pathologic aspects. J Gastrointest Oncol 2012;
3(3):153-173.

Flonta S.E. et al. Expression and functional regulation of myoglobin in epithelial cancers. Am
J Pathol 2009; 175(1):201-206.

Freudiger C.W. et al. Label-free biomedical imaging with high sensitivity by stimulated
Raman scattering microscopy. Science 2008; 322(5909):1857-1861.

Gasior-Gtogowska M. et al. FT-Raman spectroscopic study of human skin subjected to
uniaxial stress. J Mech Behav Biomed Mater 2013; 18:240-252.

Guarrotxena N., Bazan G. C.: Antibody-functionalized SERS tags with improved sensitivity.
Chem Commun 2011; 47:8784-8786.

Gillessen S. et al. Risk of colorectal cancer in men on long-term androgen deprivation therapy
for prostate cancer. J Natl Cancer Inst 2010; 102(23):1760-1770.

Gormally E. et al. Amount of DNA in plasma and cancer risk: a prospective study. Int J
Cancer 2004; 111(5):746-749.

Green M. et al. SERS platforms for high density DNA arrays. Faraday Discuss 2006;
132:269-280.

Grodstein F. et al. Postmenopausal hormone therapy and the risk of colorectal cancer: a
review and meta-analysis. Am J Med 1999; 106(5):574-582.

Hamilton W. et al. Clinical features of colorectal cancer before diagnosis: a population-based
case-control study. Br J Cancer 2005; 93(4):399-405.

Hanahan D., Weinberg R.A. The hallmarks of cancer. Cell 2000; 100(1):57-70.

Hands J.R. et al. Brain tumour differentiation: rapid stratified serum diagnostics via attenuated
total reflection Fourier-transform infrared spectroscopy. J Neurooncol 2016; 127(3):463-
472.

Huang C.S. et al. Hyperplastic polyps, serrated adenomas, and the serrated polyp neoplasia
pathway. Am J Gastroenterol 2004; 99:2242-2255.

Huang Y.Y. et al. Micro-Raman spectroscopy of algae: composition analysis and fluorescence
background behavior. Biotechnol Bioeng 2010; 105(5):889-898.

Huang Z. et al. Integrated Raman spectroscopy and trimodal wide-field imaging techniquwes
for real-time in vivo tissue Raman measurements at endoscopy. Opt. Lett 2009;
34(6):758-760.

Iconomidou V.A. et al. Secondary structure of chorion proteins of the teleostean fish Dentex
dentex by ATR FT-IR and FT-Raman spectroscopy. J Struct Biol 2000; 132(2):112-122.

International Agency for Research on Cancer. GLOBOCAN 2017: Estimated Cancer
Incidence, Mortality, and Prevalence 144 Worldwide in 2017. Lyon, France: IARC;
2017. http://globocan. iarc.fr/Default.aspx

Jasperson K.W. et al. Hereditary and familial colon cancer. Gastroenterology 2010; 138:
2044-2058.

23



Jenkins M.A. et al. Cancer risks for mismatch repair gene mutation carriers: a population-
based early onset case-family study. Clin Gastroenterol Hepatol 2006; 4(4):489-498.
Jenkins C.A. et al. Role of Raman spectroscopy and surface enhanced Raman spectroscopy in

colorectal cancer. World J Gastrointest Oncol 2016; 8(5):427-438.

Jolligge I.A., Cadima J. Principal component analysis: a review and recent developments. Phil
Trans R Soc A 2016; 374:20150202.

Kaminski M.F. et al. Quality indicators for colonoscopy and the risk of interval cancer. N
Engl J Med 2010; 362:1795-1803.

Kania, P. Infracervena spektrometrie. Praha: VSCHT Praha [online]. 2007. Dostupné z:
https://www.vscht.cz/files/uzel/0005766/Infra%C4%8Derven
%C3%A 1+spektrometrie.pdf?redirected

Kassouf E. et al. Anti-EGFR Therapy for Metastatic Colorectal Cancer in the Era of Extended
RAS Gene Mutational Analysis. BioDrugs 2016; 30(2):95-104.

Kather J. et al. Multi-class texture analysis in colorectal cancer histology. Sci Rep
2016; 6: 27988.

Khalife K.H. et al. Reduction of hypervalent states of myoglobin and hemoglobin to their
ferrous forms by thymoquinone: The role of GSH, NADH and NADPH. Biochim Biophys
Acta 2008; 1780(4):627-637.

Kekelidze M. et al. Colorectal cancer: current imaging methods and future perspectives for
the diagnosis, staging and therapeutic response evaluation. World J Gastroenterol 2013;
19(46):8502-8514.

Kim D.D. et al. Failure of 3 different methods and biopsy sites to diagnose a patient with
invasive colorectal cancer: A case report. Medicine (Baltimore) 2019; 98(19):e15656.

Kim M.S., Park Y.J. Detection and treatment of synchronous lesions in colorectal cancer: the
clinical implication of perioperative colonoscopy. World J Gastroenterol 2007;13(30):
4108-4111.

Kocna P., Zima T. Stanovisko ke stanoveni hemoglobinu ve stolici kvantitativni analyzou.
Klin Biochem Metab 2015; 23 (44):78-81.

Kopecky V., Baumruk V. Kam krac¢i Ramanova opticka aktivita aneb ohlédnuti za
uplynulymi 40 lety. Chem Listy 2011; 105:162-169.

Knorr F. et al. Development of a time-gated systém for Raman spectroscopy of biological
samples. Opt Express 2010; 18:20049-20058.

Lee J.K. et al. Accuracy of fecal immunochemical tests for colorectal cancer: systematic
review and meta-analysis. Ann Intern Med 2014; 160(3):171.

Lee V., Le D.T. Efficacy of PD-1 blockade in tumors with MMR deficiency. Immunotherapy
2016; 8(1):1-3.

Leggett B, Whitehall V. Role of the serrated pathway in colorectal cancer pathogenesis.
Gastroenterology 2010; 138:2088-2100.

Leopoldo S. et al. Two subtypes of mucinous adenocarcinoma of the colorectum:
clinicopathological and genetic features. Ann Surg Oncol 2008; 15(5):1429-1439.

Lewis P.D. et al. Evaluation of FTIR spesctroscopy as a diagnostic tool for lung cancer using
sputum. BMC Cancer 2010; 10:640.

Li D. Recent advances in colorectal cancer screening. Chronic Dis Transl Med 2018;
4(3):139-147.

Lieber C.A., Kabeer M.H. Characterization of pediatric Wilms” tumor using Raman and
fluorescence spectroscopies. J Pediatr Surg 2010; 45(3):549-554.

Lin K. et al. Real-time In vivo Diagnosis of Nasopharyngeal Carcinoma Using Rapid Fiber-
Optic Raman Spectroscopy. Theranostics 2017; 7(14):3517-3526.

Lin K. et al. Optical diagnosis of laryngeal cancer using high wavenumber Raman
spectroscopy. Biosens Bioelectron 2012; 35(1):213-217.

24


https://www.vscht.cz/files/uzel/0005766/Infra%C4%8Derven%C3%A1+spektrometrie.pdf?redirected
https://www.vscht.cz/files/uzel/0005766/Infra%C4%8Derven%C3%A1+spektrometrie.pdf?redirected

LoConte N.K. et al. Alcohol and Cancer: A Statement of the American Society of Clinical
Oncology. J Clin Oncol 2018; 36(1):83-93.

Loupakis F. et al. , Primary tumor location as a prognostic factor in metastatic colorectal
cancer. J Natl Cancer Inst. 2015; 107(3):dju427.

Lynch H.T., de la Chapelle A. Hereditary colorectal cancer. N Engl J Med 2003; 348(10):919-
932.

Lynch H.T. et al. Genetics, natural history, tumor spectrum, and pathology of hereditary
nonpolyposis colorectal cancer: an updated review. Gastroenterology 1993; 104(5):1535-
1549.

Lyng F.M. et al. Raman spectroscopy for screening and diagnosis of cervical cancer. Anal
Bioanal Chem 2015; 407(27):8279-8289.

Madhuri S. et al. Native fluorescence spectroscopy of blood plasma in the characterization of
oral malignancy. Photochemistry and Photobiology 2003; 78(2):197-204.

Maesschalck R. et al. The Mahalanobis distance. Chemometrics Intel Lab Syst 2000; 50: 1-18.

Magalhdes B. et al. Dietary patterns and colorectal cancer: systematic review and meta-
analysis. Eur J Cancer Prev 2012; 21(1):15-23.

Marchesa P. et al. The risk of cancer and dysplasia among ulcerative colitis patients with
primary sclerosing cholangitis. Am J Gastroenterol 1997; 92(8):1285-1288.

Matousek P., Stone N. Emerging concepts in deep Raman spectroscopy of biological tissue.
Analyst 2009; 134(6):1058-1066.

Mirti¢ A, Grdadolnik J. The structure of poly-L-lysine in different solvents. Biophys Chem
2013; 175-176:47-53.

Mizuno A. et al. Near-infrared Fourier transform Raman spectroscopic study of human brain
tissues and tumours. J Raman Spectrosc 1994; 25(1):25-29.

Modest D.P. et al. Outcome according to KRAS-, NRAS- and BRAF-mutation as well as
KRAS mutation variants: pooled analysis of five randomized trials in metastatic
colorectal cancer by the AIO colorectal cancer study group. Ann Oncol 2016; 27(9):1746-
1753.

Molckovsky A. et al. Diagnostic potential of near-infrared Raman spectroscopy in the colon:
differentiating adenomatous from hyperplastic polyps. Gastrointest Endosc 2003,;
57(3):396-402.

Moreira L. et al. Identification of Lynch syndrome among patients with colorectal cancer.
JAMA 2012; 308(15):1555-1565.

Motz J. T. et al. Optical fiber probe for biomedical Raman spectroscopy. Appl Opt 2004; 43
(3):542-554.

Murray R.K. et al. Harper's Illustrated Biochemistry. New York: McGraw - Hill, 2003.

Nijssen A. et al. Towards oncological application of Raman spectroscopy. J Biophotonics
2009; 2(1-2):29-36.

Notingher I. et al. Multivariate analysis of Raman spectra for in vitro non-invasive studies of
living cells. Journal of Molecular Structure 2005; 744-747:179-185.

OECD. Survival and mortality for colorectal cancer. In: Health at a Glance [online]. B.m.:
Organisation for Economic Co-operation and Development, 2015, s. 154-155. Dostupné
z: http://www.oecd-ilibrary-org/content/chapter/health_glance-2015.55-en

Pal A. et al. Synthesis and characterization of SERS gene probe for BRCA-1 (breast cancer).
Faraday Discuss 2006; 132:293-301.

Parry S. et al. Metachronous colorectal cancer risk for mismatch repair gene mutation carriers:
the advantage of more extensive colon surgery. Gut 2011; 60(7):950-957.

Petibois C., Déléris G. Chemical mapping of tumor progression by FT-IR imaging: towards
molecular histopathology. Trends Biotechnol 2006; 24(10):455-462.

25


http://www.oecd-ilibrary-org/content/chapter/health_glance-2015.55-en

Philipsen P.A. et al. Diagnosis of malignant melanoma and basal cell carcinoma by in vivo
NIR-FT Raman spectroscopy is independent of skin pigmentation. Photochem Photobiol
Sci 2013; 12(5):770-776.

Piva J. et al. Overview of the use of theory to understand infrared and Raman spektra and
images of biomolecules: colorectal cancer as an example. Theor Chem Acc 2011; 130
(4):1261-1273.

Puppels G.J. et al. Description and Performance of a Highly Sensitive Confocal Raman
Microspectrometer, Journal of Raman Spectroscopy 1991; 22:217-225.

Puppels G. J. et al. Laser irradiation and Raman spectroscopy of single living cells and
chromosomes: sample degradation occurs with 514,5 nm but not with 660 nm laser light.
Exp. Cell Res 1991; 195(2):361-367.

Puppels G. J. et al. Studying single living cells and chromosomes by confocal Raman
microspectroscopy. Nature 1990; 347(6290):301-303.

Raponi M. et al. KRAS mutations predict response to EGFR inhibitors. Current Opinion in
Pharmacology 2008; 8(4):413-418.

Rawla P. et al. Epidemiology of colorectal cancer: incidence, mortality, survival, and risk
factors. Prz Gastroenterol 2019; 14(2):89-103.

Reiter W et al. Multivariate analysis of the prognostic value of CEA and CA 19-9 serum
levels in colorectal cancer. Anticancer Research 2000; 20(6D):5195-5198.

Rex D.K. et al. Serrated lesions of the colorectum: review and recommendations from an
expert panel. Am J Gastroenterol 2012; 107:1315-1329.

Riihimdki M. et al. Patterns of metastasis in colon and rectal cancer. Sci Rep 2016; (6): 29765.

Roth A.D. et al. Prognostic role of KRAS and BRAF in stage II and III resected colon cancer:
results of the translational study on the PETACC-3, EORTC 40993, SAKK 60-00 trial. J
Clin Oncol 2010; 28(3):466-474.

Rothwell P.M. et al. Long-term effect of aspirin on colorectal cancer incidence and mortality:
20-year follow-up of five randomised trials. Lancet 2010; 376(9754):1741-1750.

Saleem M.et al. Optical diagnosis of dengue virus infection in human blood serum using
Raman spectroscopy. Laser Phys Lett 2013; 10(3):1-5.

Sattlecker M. et al. Investigation of support vector machines and Raman spectroscopy for
lymph node diagnostics. Analyst 2010; 135(5):895-901.

Seeff L.C. et al. How many endoscopies are performed for colorectal cancer screening?
Results from CDC's survey of endoscopic capacity. Gastroenterology 2004; 127(6):1670-
1677.

Setnic¢ka V., Urbanova M. Moderni pristupy k farmaceutické analyze. Farmaceuticka fakulta
Veterinarni a farmaceutické univerzity Brno, Praha 2010.

Sha M.Y. et al. Detection of human viral RNA via a combined fluorescence and SERS
molecular beacon assay. Nanobiotechnology 2007; 3(1):23-30.

Shapiro B. et al. Determination of circulating DNA levels in patients with benign or
malignant gastrointestinal disease. Cancer 1983; 51(11):2116-2120.

Shibata D. et al. Genomic instability in repeated sequences is an early somatic event in
colorectal tumorigenesis that persists after transformation. Nat Genet 1994; 6(3):273-281.

Shie I., Huser T.R. Methods and applications of Raman microspectroscopy to single-cell
analysis. Applied Spectroscopy 2013; 67(8):813-828.

Shipp D.W. et al. Raman spectroscopy: techniques and applications in the life sciences. Adv
Opt Photonics 2017; 9(2):315-428.

Sieber O.M. et al. Multiple colorectal adenomas, classic adenomatous polyposis, and germ-
line mutations in MYH. N Engl J Med 2003; 348(9):791-799.

Smith Z.J. et al. Raman scattering in pathology. Analytical cellular pathology (Amsterdam)
2011; 35(3):145-163.

26



Smith Z.J. et al. Rejection of fluorescence background in resonance and spontaneous Raman
microspectroscopy. Journal of Visualized Experiments: Jove 2011; (51):2667-2668.
Soetkino R.M. et al. Prevalence of nonpolypoid (flat and depressed) colorectal neoplasms in

asymptomatic and symptomatic adults. JAMA 2008; 299:1027.

Steiner G., Koch E.: Trends in Fourier transform infrared spectroscopic imaging. Anal
Bioanal Chem 2009; 394 (3):671-678.

Stuart, B. H. Infrared Spectroscopy: Fundamentals and Applications. Infrared Spectroscopy:
Fundamentals and Applications. Wiley, 2005. ISBN 978-04-70854-27-3.

Surewicz W.K. et al. Determination of protein secondary structure by fourier transform
infrared spectroscopy: a critical assessment. Biochemistry 1993; 32(2):389-394.

Synytsya A. et al. Biodistribution Assessment of a Lutetium (III) Texaphyrin Analogue in
Tumor-bearing Mice using NIR Fourier-transform Raman Spectroscopy. PhotoChem
Photobiol 2004; 79:453-460.

Synytsya A. et al. Analysis of Human Blood Plasma and Hen Egg White by Chiroptical
Spectroscopic Methods (ECD, VCD, ROA); Anal Bioanal Chem 2013; 405(16):5441-
5453.

Systém pro vizualizaci onkologicky dat. Dostupnych na www.svod.cz (8. 5. 2020).

Tarraga Lopez P.J. et al. Primary and secondary prevention of colorectal cancer. Clin Med
Insights Gastroenterol 2014; 7:33-46.

Teare M.D., Woll P.J. Genomic tests: unreliable for cancer? A focus on circulating DNA and
lung cancer. Expert Rev Mol Diagn 2007; 7(6):699-702.

Terdiman J.P. MYH-associated disease: attenuated adenomatous polyposis of the colon is
only part of the story. Gastroenterology 2009; 137(6):1883-1886.

Theophilou G. et al. ATR-FTIR spectroscopy coupled with chemometric analysis
discriminates normal, borderline and malignant ovarian tissue: classifying subtypes of
human cancer. Analyst 2016; 141:585-594.

Therkildsen C. et al. The predictive value of KRAS, NRAS, BRAF, PIK3CA and PTEN for
anti-EGFR treatment in metastatic colorectal cancer: A systematic review and meta-
analysis. Acta Oncol 2014; 53(7):852-864.

Thibodeau S.N. et al. Microsatellite instability in cancer of the proximal colon. Science 1993;
260(5109):816-819.

Tomasek J. et al. Onkologie-minimum pro praxi. 1. vyd. Praha: Axonite CZ, 2015. Asclepius.
ISBN 978-80-88046-01-1.

Tuma R. Raman spectroscopy of proteins: from peptides to large assemblies. J Raman
Spectrosc 2005; 36(4):307-319.

Urbanova M., Malon P. Circular Dichroism Spectroscopy. Weiheim: Wiley-VCH Verlag,
2012.

Van Manen H. J. et al. Single-cell Raman and Fluorescence microscopy reveal the association
of lipid bodies with phagosomes in leukocytes. Proc Natl Acad Sci 2005; 102(29):
10159-10164.

Vaughn C.P. et al. Frequency of KRAS, BRAF, and NRAS mutations in colorectal cancer.
Genes Chromosomes Cancer 2011; 50(5):307-312.

Venderbosch S. et al. Mismatch repair status and BRAF mutation status in metastatic
colorectal cancer patients: a pooled analysis of the CAIRO, CAIRO2, COIN, and FOCUS
studies. Clin Cancer Res 2014; 20(20):5322-5330.

Veprekova G. et al. Kolorektalni karcinom. Rozhl Chir 2012; 91:44-47.

Vogelstein B. et al. Cancer genome landscapes. Science 2013; 339:1546-1558.

Vojtéchova G. et al. Screening kolorektalniho karcinomu. Kardiol Rev Int Med 2014, 16(3):
235-239.

27


https://www.kardiologickarevue.cz/casopisy/kardiologicka-revue/archiv-cisel/2014-3
https://www.kardiologickarevue.cz/casopisy/kardiologicka-revue/archiv-cisel/2014-3

Wang W.C. et al. Recent advances in soft optical glass fiber and fiber lasers. Prog Mater Sci
2019; 101:90-171.

Wang Z. et al. An optical fiber-folded distributed temperature sensor based on Raman
backscattering. Opt Laser Technol 2017; 93:224-227.

Wilson E. et al. Molecular vibrations: the theory of infrared and Raman vibrational spectra.
New York: Dover Publications, 1955. ISBN 04-866-3941-X.

Winawer S.J. et al. Colorectal cancer screening: clinical guidelines and rationale.
Gastroenterology 1997; 112(2):594-642.

Winaver S.J. et al.; The National Polyp Study Workgroup. Prevention of colorectal cancer by
colonoskopic polypectomy. N Engl J Med 1993; 329:1977-1981.

Wolf A.M.D. et al. Colorectal cancer screening for average-risk adults: 2018 guideline update
from the American Cancer Society. CA Cancer J Clin 2018; 68(4):250-281.

Wood B.R. et al. Micro-Raman characterisation of the R to T state transition of haemoglobin
within a single living erythrocyte. Biophys Acta 2001; 1539:58-70.

Wood B.R., McNaughton D. Raman excitation wavelength investigation of single red blood
cells in vivo. J Ram Spectrosc 2002; 33:517-523.

Wu S. et al. Fish consumption and colorectal cancer risk in humans: a systematic review and
meta-analysis. Am J Med 2012; 125(6):551-559.

Yamamoto T. et al. The Valence and Spin State of Iron in Oxyhemoglobin as Inferred from
Resonance Raman Spectroscopy. J Biol Chem 1973; 248:5211-5213.

Yang S. et al. BRAF and KRAS Mutations in hyperplastic polyps and serrated adenomas of
the colorectum: relationship to histology and CpG island methylation status. Am J Surg
Pathol 2004; 28:1452-1459.

Zaanan A. et al. Role of Deficient DNA Mismatch Repair Status in Patients With Stage III
Colon Cancer Treated With FOLFOX Adjuvant Chemotherapy: A Pooled Analysis From
2 Randomized Clinical Trials. JAMA Oncol 2018; 4(3):379-383.

Zauber AG. The impact of screening on colorectal cancer mortality and incidence: had it
really made a difference? Dig Dis Sci 2015; 60:681-691.

Zhu F. et al. Raman optical activity: a tool for protein structure analysis. Structure 2005;
13(10):1409-1419.

Zumbusch A. et al. Three-Dimensional Vibrational Imaging by Coherent Anti-Stokes Raman
Scattering. Phys Rev Lett 1999; 82:4142.

SEZNAM PUBLIKACI:

1. Synytsya A., Judexova M., Hruby T., Tatarkovic M., Miskovicova M., Petruzelka L.,

Setnicka V. Analysis of human blood plasma and hen egg white by chiroptical spectroscopi

methods (ECD, VCD, ROA). Anal Bioanal Chem. 2013; 405(16):5441-53.

2. Synytsya A., Judexova M., Hoskovec D., Miskovicova M., Petruzelka L. Raman
spectroscopy at different excitation wavelengths (1064, 785 and 532 nm) as a tool for

diagnosis of colon cancer. Journal of Raman Spectroscopy 2014; 45(10):903-911.

3. Tatarkovi¢ M., Synytsya A., Stovickova L., Bunganic B., Miskovicova M., Petruzelka L.,

Setnicka V. The minimizing of fluorescence background in Raman optical activity and Raman

28



spectra of human blood plasma. Analytical and Bioanalytical Chemistry 2015; 407:1335-
1342.

4. Tatarkovi¢ M., Miskovicova M., Stovickova L., Synytsya A., Petruzelka L., Setnicka V.

The potential of chiroptical and vibrational spectroscopy of blood plasma for the
discrimination between colon cancer patients and the control group. Analyst 2015;

140(7):2287-2293.

5. Synytsya A., Judexova M., Hruby T., Tatarkovic M., Miskovicova M., Petruzelka L.,

Setnicka V. Analysis of human blood plasma and hen egg white by chiroptical spectroscopi

methods (ECD, VCD, ROA). Anal Bioanal Chem. 2013; 405(16): 5441-53.

6. Miskovicova M, Fryba V, Petruzelka L, Setnicka V, Synytsya A, Tatarkovic M, Ulrych J,

Vocka M. Novel spectroscopic biomarkers are applicable in non-invasive early detection and

staging classification of colorectal cancer. Neoplasma 2020; Online ahead of print.

29



	1 Úvod
	1.1 Charakteristika kolorektálního karcinomu
	1.2 Diagnostika kolorektálního karcinomu
	1.3 Spektroskopické metody
	1.3.1 Infračervená spektroskopie
	1.3.2 Ramanova spektroskopie
	1.3.3 Chiroptická spektroskopie
	1.3.4 Statistická analýza spektrálních dat


	2 Východiska a cíle práce
	3 MATERiÁL A METODy
	3.1 Analýza plazmy
	3.2 Analýza tkáně
	Analýza tkáně ex vivo:


	4 VÝSLEDKY A DISKUZE
	5 Závěr
	6 Literatura

