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Klasická TNM klasifikace rozdûluje pacienty do nûkolika sku-
pin na základû statutu primárního nádoru, lymfatick˘ch uzlin
a vzdálen˘ch metastáz. V rámci tûchto skupin lze pro kaÏdé-
ho jednotlivého pacienta stanovit míru rizika vzniku metasta-
tického loÏiska, pfiípadnû relapsu nemoci po odstranûní pri-
márního nádoru. Nicménû, jedná se pouze o statistické
vyjádfiení pravdûpodobnosti zaloÏené na v˘sledcích rozsáh-
l˘ch studií. Adjuvantní terapii proto mohou obdrÏet i pacien-
ti, u kter˘ch nemá Ïádn˘ dodateãn˘ léãebn˘ úãinek. Na dru-
hou stranu, u pacientÛ, ktefií adjuvantní terapii z dÛvodu
zafiazení do niÏ‰ího stadia TNM klasifikace neobdrÏí, mÛÏe
dojít k relapsu nádorového onemocnûní. Pro lep‰í rozli‰ení
tûchto dvou skupin je proto dÛleÏité individualizovat moÏná
rizika a na základû tûchto faktorÛ rozhodnout o vhodnosti dal-
‰í léãby.
Jedním z moÏn˘ch pfiístupÛ je co nejãasnûj‰í zachycení dise-
minace nádorov˘ch bunûk. První zmínka o voln˘ch nádoro-
v˘ch buÀkách (VNB) pochází z roku 1869. Asworth (1) popsal
pfiípad rakoviny, kdy je‰tû po smrti pacienta byly v jeho krvi
objeveny buÀky pfiipomínající nádorové. Tyto buÀky se po
uvolnûní z nádoru ‰ífií jak krevní, tak i lymfatickou cestou a po
jejich extravazaci do cílového orgánu mÛÏe dojít ke vzniku
mikrometastáz (MMTS) a následnû tvorbû makroskopick˘ch
metastáz. Jak VNB, tak také MMTS (z dÛvodu malé velikos-

ti a nepfiítomnosti vaskularizace) pfiedstavují velice vhodn˘ cíl
pro protinádorovou terapii. Dostateãnû citlivé metody pro
detekci tûchto bunûk v‰ak byly vyvinuty aÏ v posledních pfii-
bliÏnû 20 letech (imunohistochemie, flowcytometrie, PCR).
V této dobû bylo otestováno mnoho markerÛ pro rozli‰ení
bunûk nádorového pÛvodu (VNB a MMTS) od bunûk okolní
tkánû (viz. kapitola 2). Tento ãlánek podává struãn˘ pfiehled
o metodách, které mohou slouÏit k detekci VNB a MMTS,
hlavnû se v‰ak zamûfiuje na vyuÏití polymerázové fietûzové
reakce a konkrétnû na pouÏití cytokeratinov˘ch markerÛ
u nádoru prsu a kolorektálního karcinomu.

1. Metody umoÏÀující detekci voln˘ch nádorov˘ch bunûk
a mikrometastáz
1.1. Histologie a imunohistochemie. Velkou pozornost vyvo-
lala v polovinû 50. let moÏnost detekce VNB pomocí histolo-
gick˘ch metod (2). Mezi lety 1955-65 bylo vy‰etfieno na pfií-
tomnost VNB asi 5.000 pacientÛ s rakovinou (3). VNB byly
detekovány témûfi ve 100% pfiípadÛ. Velmi brzy se v‰ak uká-
zalo, Ïe ãasto docházelo k zámûnû hematopoetick˘ch bunûk
(zvlá‰tû megakaryocytÛ) s nádorov˘mi buÀkami (3). Znovu-
oÏivení v oblasti mikroskopick˘ch technik detekce VNB
a MMTS pfiinesl aÏ v 80. letech objev imunohistochemie (IHC).
PouÏití této metody umoÏÀuje detekci 1 nádorové buÀky mezi
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10 000 – 100 000 mononukleáry za pomoci obarvení prepará-
tu monoklonálními protilátkami proti antigenÛm specifick˘m
pro nádorové buÀky. Nev˘hodou je v‰ak omezen˘ poãet hod-
nocen˘ch bunûk. Navíc i pfies vyuÏití automatizovaného zpra-
cování obrazu metoda zdaleka nedosahuje cytlivosti polyme-
rázové fietûzové reakce. Nev˘hodou je také moÏnost kfiíÏové
reakce protilátky s epitopy pfiíbuzn˘ch proteinÛ.

1.2. PrÛtoková cytometrie je zaloÏena na vytvofiení proudu
suspenzních bunûk, které jsou obklopeny izotonick˘m rozto-
kem vytváfiejícím laminární proudûní a které prochází indivi-
duálnû prÛtokovou komorou. V prÛtokové komofie jsou buÀ-
ky ozafiovány monochromatick˘m svûtlem, vût‰inou
emitovan˘m laserem. Svûtlo vyzafiované buÀkami je násled-
nû vedeno pfies sérii filtrÛ a dichroick˘ch zrcadel, které izolu-
jí jednotlivá spektra. Fotony jednotliv˘ch vlnov˘ch délek jsou
poté detekovány fotonásobiãi a namûfiené hodnoty jsou poãí-
taãovû zpracovány (4). âasto se vyuÏívá mûfiení obsahu jader-
né DNA za pouÏití fluorescenãních barviv interkalujících do
struktury DNA helixu, jako je napfiíklad propidium jodid. Ane-
uploidie nádorÛ je obecnû spojena s malignitou a hor‰í pro-
gnózou (5), av‰ak mÛÏe se vyskytovat i u benigních onemoc-
nûní (6). Jako marker urãující stupeÀ proliferace se ãasto uÏívá
procentuální pomûr bunûk v S-fázi (7). PrÛtoková cytometrie
umoÏÀuje také stanovovat mnoÏství jak povrchov˘ch, tak
i vnitrobunûãn˘ch proteinÛ s vyuÏitím ‰irokého spektra monok-
lonálních protilátek konjugovan˘ch s fluorescenãním barvi-
vem. Tento zpÛsob je pouÏiteln˘ pro stanovování VNB
a MMTS. Hlavní v˘hoda oproti IHC spoãívá ve schopnosti
vyhodnotit velké mnoÏství bunûk a také v objektivitû hodno-
cení. Velkého uplatnûní se prÛtoková cytometrie doãkala hlav-

nû v hematologii a hematoonkologii (shrnuto v ref. 4). V bio-
logii solidních nádorÛ jsou v‰ak v˘sledky mnohem více pro-
tichÛdné. Existuje mnoÏství studií potvrzujících moÏnost pou-
Ïití prÛtokové cytometrie v praxi (7-10), av‰ak také práce, kde
nebyla nalezena Ïádná asociace mezi zkouman˘mi parametry
a klinick˘m v˘stupem (11-14).

1.3. Polymerázová fietûzová reakce (PCR) byla poprvé popsá-
na roku 1985 Karry B. Mullisem (15), kter˘ za ni roku 1993
obdrÏel Nobelovu cenu. Jedná se o jednoduchou a rychlou
metodu umoÏÀující detekci vybrané sekvence DNA její mno-
honásobnou amplifikací za pouÏití sekvenãnû specifick˘ch oli-
gonukleotidÛ (primerÛ) a DNA polymerázy. Typick˘ prÛbûh
PCR zahrnuje 35 – 40 cyklÛ, pfiiãemÏ kaÏd˘ cyklus sestává
z následujících krokÛ (obr. 1a): (a) dvoufietûzcová DNA je
separována tepelnou denaturací; (b) následnû po ochlazení
dochází k nasednutí primerÛ (annealing); (c) po ohfiátí na tep-
lotu optimální pro funkci DNA polymerázy je syntetizován
komplementární fietûzec. Vzniklé fragmenty DNA jsou poté
detekovány elektroforeticky. Citlivost PCR je podstatnû vy‰-
‰í neÏ citlivost tradiãních histologick˘ch a imunohistoche-
mick˘ch metod. Zpûtná polymerázová fietûzová reakce (RT-
PCR), poprvé pouÏitá v roce 1987 (16), je modifikací
dovolující detekci úseku mRNA, která je nejprve enzymem
reverzní transkriptázou pfiepsána do komplementární DNA
(cDNA). PouÏitím více sad primerÛ (nested PCR) je moÏné
stanovit dokonce pouze 1 nádorovou buÀku v 1 ml periferní
krve (17). Jedním z faktorÛ komplikujících klasickou PCR je
moÏnost amplifikace nespecifick˘ch sekvencí - pfii málo strin-
gentních (málo pfiísn˘ch) podmínkách mohou primery nase-
dat na místa pouze ãásteãnû homologní s cílovou sekvencí a tak
mÛÏe dojít i k amplifikaci jin˘ch cástí genomu. Tomuto pro-
blému se dá zãásti vyhnout v˘bûrem vhodn˘ch primerÛ a pou-
Ïíváním vysoce stringentních podmínek. Hlavní nev˘hodou
klasické PCR je v‰ak nemoÏnost pfiesnû kvantifikovat mnoÏ-
ství templátové DNA ve vzorku. Je to zpÛsobeno povahou této
metody – v závûreãné fázi reakce není uÏ pro mnoÏství vzni-
kajícího produktu limitující poãet templátov˘ch molekul DNA,
ale kompetice o DNA polymerázu, primery a nukleotidy.

1.4. Základy kvantitativní PCR v reálném ãase (qPCR) byly
poloÏeny jiÏ na poãátku 90. let (18, 19). Jednou z moÏností je
vyuÏití fluorescenãního barviva interkalujícího mezi báze
DNA (ethidium bromid, SYBR Green) a detekce takto vznik-
lé fluorescence (19). Tento pfiístup bohuÏel neodstraÀuje pro-
blémy spojené s nespecifickou amplifikací, protoÏe deteko-
vána je kaÏdá dvoufietûzcová DNA. V souãasné dobû je asi
nejvíce roz‰ífiena tzv. 5’-nukleázová reakce vyuÏívajíci
TaqMan sond. První vyuÏití 5’-exonukleázové aktivity DNA
polymerázy pro úãely pfiesné kvantifikace DNA se sice datu-
je do roku 1991, kdy Holland a kol. popsali kvantifikaci DNA
za pouÏití terminálnû radioaktivnû znaãené sondy (18), ale prv-

ní prakticky pouÏitelné systémy (zalo-
Ïené na fluorescenãnû znaãen˘ch son-
dách) se objevily aÏ v druhé polovinû
90. let (20-22). Hlavní zmûnou proti kla-
sické PCR je pouÏití oligonukleotidu
(TaqMan sonda), kter˘ se specificky
váÏe na sekvenci mezi oba primery (obr.
1b). Na 5’-konci je sonda naznaãena
kovalentnû navázan˘m fluorescenãním
barvivem (reporter, „R“), jehoÏ emisní
spektrum je zhá‰eno druh˘m fluores-
cenãním barvivem navázan˘m na 3’-
konci sondy (zhá‰edlo, quencher, „Q“).
Dále je sonda na 3’-konci modifiková-
na fosfátem, kter˘ zabraÀuje extenzi
sondy bûhem amplifikace. Pfii polyme-
rizaci z primeru dojde pÛsobením 5’-
exonukleázové aktivity DNA polyme-

Obr. 1: Princip (a) klasické PCR, (b) kvantitativní PCR v reálném ãase.
Q – zhá‰edlo (quencher), R – fluorescenãní barvivo (reporter)

Obr. 1b: Intron-exonová organizace genÛ pro lidsk˘ cytokeratin 19 a 20. Obdélníky pfiedstavují exo-
ny, introny jsou reprezentovány horizontálními liniemi. Vyznaãeny jsou pozice iniciaãních a termi-
naãních kodonÛ. Gen pro cytokeratin 20 se skládá z 8 exonÛ o délce 38 – 518 bp, zaujímá 9,29 kb na
chromozomu 17q21.2. Gen pro cytokeratin 19 se skládá z 6 exonÛ o délce 83 – 473 bp a zaujímá 4,69
kb na chromozomu 17q21.2.
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rázy k od‰tûpení reportérového barviva a tím k jeho uvolnûní
z blízkosti zhá‰edla, coÏ vede ke vzrÛstu fluorescence. Cyklus,
ve kterém dojde k nárÛstu fluorescence na detekovatelnou úro-
veÀ, je naz˘ván Ct (treshold cycle) a je nepfiímo úmûrn˘ kon-
centraci cílové DNA. âím vût‰í je mnoÏství templátové DNA,
tím men‰í mnoÏství cyklÛ je zapotfiebí k dosaÏení Ct (pro pfie-
hled (23, 24).

2. MoÏné zpÛsoby detekce voln˘ch nádorov˘ch bunûk
a mikrometastáz pomocí PCR
2.1. Detekce chromozomálních aberací a mutací specifick˘ch
pro dan˘ nádor. Pfies rozsáhl˘ v˘zkum nebyla dodnes nale-
zena Ïádná mutace nebo chromozomální aberace specifická
pro nádorové buÀky vût‰iny solidních nádorÛ. Naproti tomu
chromozomální aberace asociované s urãit˘m typem vykazu-
jí leukémie (napfi. reciproká translokace t(15;17) zpÛsobující
tvorbu fúzního genu PLM/RARα je specifická pro akutní pro-
myelocytární leukémii).Tento rozdíl je zpÛsoben na jedné stra-
nû difuzní povahou hematologick˘ch malignit a na stranû dru-
hé vysokou heterogenitou solidních nádorÛ. Pokud se jedná
o mutace, je situace velice podobná. Pravdûpodobnû nejãastû-
ji mutovan˘m genem v nádorech je gen pro nádorov˘ supre-
sor p53, kter˘ se úãastní mnoha bunûãn˘ch procesÛ, vãetnû
transkripce, opravy DNA, udrÏování stability genomu, stár-
nutí buÀky, kontroly bunûãného cyklu a apoptózy (25). Jeho
mutace proto mohou mít dalekosáhlé dÛsledky v regulaci
bunûãn˘ch pochodÛ. VyuÏití stanovení p53 v primárním nádo-
ru pro prognostické úãely se potenciálnû jeví jako velice zají-
mavé (25, 26). I kdyÏ je p53 asi nejvíce mutovan˘m genem
v lidsk˘ch nádorech, jeho mutace se vyskytují jen v necelé
polovinû v‰ech nádorÛ (27). Dal‰ím problémem je ‰iroké spekt-
rum mutací (25), které znemoÏÀuje vytvofiení univerzálních
primerÛ schopn˘ch detekovat tento mutovan˘ gen. Mutace
genu p53 navíc pravdûpodobnû nejsou potfiebné pro ãasnou
diseminaci nádorov˘ch bunûk (27). Tím se pouÏití p53 pro
detekci VNB stává velice diskutabilní (28). Podobné v˘hrady
platí i pro dal‰í markery této skupiny, napfi. Ras (25). 

2.2. Detekce tkáÀovû specifick˘ch markerÛ. Jedná se o mar-
kery (mRNA, proteiny), které musí splÀovat nûkolik základ-
ních kritérií. Za prvé musí b˘t b˘t exprimovány v tkáni, odkud
nádor pochází. Jejich v˘skyt by se v prÛbûhu karcinogeneze
nemûl pokud moÏno v˘raznûji mûnit. Za druhé nesmí b˘t expri-
movány (nebo alespoÀ ve v˘znamném mnoÏství) v místû
detekce, tj. periferní krvi, kostní dfieni nebo lymfatick˘ch uzli-
nách. Tento jednoduch˘ poÏadavek je ãasto komplikován nele-
gitimní transkripcí v místû detekce (viz. dále). V souãasné dobû
je asi nejintenzivnûji studována skupina cytoskeletárních pro-
teinÛ – cytokeratinÛ, na které je tento ãlánek zamûfien. 

2.3. Jiné moÏné markery. Dal‰ím ãasto studovan˘m marke-
rem je karcinoembryonální antigen (CEA). Za normálních pod-
mínek není exprimován v buÀkách tkání dospûlého ãlovûka,
pfii v˘voji nádoru se v‰ak jeho hladina zvy‰uje s pokraãující
dediferenciací bunûk. Ve vût‰inû studií v‰ak vykazuje hor‰í
v˘sledky neÏ cytokeratiny. Tvorba nádoru je doprovázena zv˘-
‰enou genomovou nestabilitou a nádorové buÀky vykazují roz-
sáhlé chromozomové pfiestavby vãetnû amplifikací, duplika-
cí, delecí a translokací. Nûkteré z tûchto zmûn mohou b˘t
detekovány pomocí alel-specifick˘ch markerÛ, jako napfi. mik-
rosatelitÛ. Mikrosatelity jsou malé repetitivní sekvence roz-
pt˘lené v genomu, které vykazují vysok˘ polymorfismus
v populaci. Takto lze detekovat napfiíklad ztrátu heterozygo-
zity (loss of heterozygosity, LOH), která mÛÏe zpÛsobit vyfia-
zení funkãní alely genu. Tato metoda se v‰ak v praxi pot˘ká
s mnoha problémy: v˘bûr mikrosatelitních markerÛ; nutnost
mikrodisekce nádorové tkánû, neboÈ pfiítomnost nepo‰kozené
DNA z okolní tkánû mÛÏe zpÛsobit ztrátu signálu; nutnost stan-
dardizace mnoÏství vstupní DNA nebo napfi. chyby polyme-
rázy zpÛsobující 3’netemplátovou extenzi (28). Potenciál vyu-

Ïití anal˘zy mikrosatelitÛ by v‰ak mohl spoãívat v ovûfiení
nádorového pÛvodu bunûk detekovan˘ch za pomoci histolo-
gie nebo imunohistochemicky (28).

3. Lesk a bída PCR
Citlivost PCR reakce je o nûkolik fiádÛ vy‰‰í neÏ citlivost mik-
roskopick˘ch technik. DokáÏe spolehlivû zachytit nepatrné
mnoÏství bunûk, které je hluboko pod detekãním limitem
histologick˘ch metod. Dal‰í v˘hodou je fakt, Ïe vyhodnoco-
vání v˘sledkÛ PCR, a obzvlá‰tû kvantitativní PCR v reálném
ãase, není tak v˘raznû zatíÏeno rozdílnou zku‰eností pracov-
níkÛ jako v pfiípadû histologie nebo imunohistochemie. Nic-
ménû také PCR má mnoho úskalí, kter˘m je nutné se vyhnout
a na nûÏ povaÏujeme za nezbytné upozornit. Nûkteré z tûch-
to pfiíãin jsou uvedeny v tab. 1 a podrobnûji popsány v dal‰ím
textu.

3.1. MoÏné pfiíãiny fale‰nû pozitivních v˘sledkÛ
3.1.1. Kontaminace epiteliálními buÀkami. Pokud se pfii
detekci VNB u pacientÛ se solidními nádory vyuÏívá marke-
rÛ specifick˘ch pro epiteliální buÀky, je nezbytnû nutné vûno-
vat maximální pozornost eliminaci pfiíãin moÏné kontamina-
ce vzorku tûmito buÀkami. Jedním ze zdrojÛ jsou buÀky kÛÏe
(napfi. Merkelovy buÀky exprimující cytokeratin 20 (29), kte-
ré se mohou dostat do vzorku periferní krve pfii odbûru. Proto
je zapotfiebí pro úãely stanovení VNB odebírat nûkolik frakcí
krve a vyhnout se anal˘ze první frakce následující bezpro-
stfiednû po vpichu. Pfii operaci dochází k uvolnûní jak nádoro-
v˘ch, tak i normálních epiteliálních bunûk zdravé tkánû (30,
31), které mohou zpÛsobit fale‰nou pozitivitu, pokud je vzo-
rek odebrán pfii operaãním zákroku nebo bezprostfiednû po
nûm. Periferní krev pro anal˘zu by proto mûla b˘t odebírána
vÏdy aÏ nûkolik dnÛ po operaci. Dal‰ím moÏn˘m zpÛsobem,
jak se mohou do vzorku dostat epiteliální buÀky, je z rukou
laboratorních pracovníkÛ. Proto je dÛleÏité dodrÏovat maxi-
mální opatrnost a pracovat zásadnû v rukavicích.

3.1.2. Kontaminace genomovou DNA. Detekce VNB je ve
vût‰inû pfiípadÛ závislá na stanovení tkáÀovû specifické mRNA
metodou RT-PCR. Je proto dÛleÏité, aby vzorek nebyl konta-
minován genomovou DNA, coÏ by vedlo k fale‰nû pozitivním
v˘sledkÛm. ProtoÏe v‰ak není moÏné vyizolovat zcela ãistou
RNA, bylo vyvinuto nûkolik postupÛ, které fie‰í tuto situaci.
Jednou z moÏností je pouÏití enzymu DNázy I, kter˘ nespeci-
ficky ‰tûpí DNA. Dále lze pfii návrhování primerÛ vyuÏít fak-
tu, Ïe mnoho genÛ je sloÏeno z exonÛ a intronÛ, a navrhnout
primery nacházející se na rÛzn˘ch exonech. Amplikony zís-
kané PCR z cDNA jsou v dÛsledku nepfiítomnosti intronÛ
v mRNA elektroforeticky rozli‰itelné na základû velikosti od
amplikonÛ obdrÏen˘ch z genomové DNA, které introny zahr-
nují. Lze také navrhnout primer (TaqMan sondu) tak, aby zahr-
noval sekvenci ze dvou vedle sebe se nacházejících exonÛ.
PCR potom probûhne pouze tehdy, je-li mezilehl˘ intron vy‰-
tûpen a dojde tak ke spojení obou exonÛ. Tento zpÛsob bohu-
Ïel nelze uplatnit, vyskytuje-li se u daného genu alternativní
sestfiih.

3.1.3. KfiíÏová kontaminace. Dal‰í ãastou komplikací je kon-
taminace PCR produkty z pfiedchozích amplifikací provádû-
n˘ch ve stejné laboratofii. ¤e‰ením je fyzické oddûlení prostor

Fale‰ná pozitivita Fale‰ná negativita

Kontaminace epiteliálními buÀkami ·patná kvalita RNA/DNA
Kontaminace genomovou DNA Inhibice reakce
KfiíÏová kontaminace Jiné faktory
Pfiítomnost pseudogenÛ
Nelegitimní transkripce

Tab. 1: MoÏné pfiíãiny fale‰né pozitivity a negativity.
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slouÏících k pfiípravû a anal˘ze vzorkÛ, coÏ není bohuÏel vÏdy
proveditelné. Dal‰í moÏností je pouÏití dUTP (deoxyuridinu)
místo dTTP (deoxytymidinu) v PCR reakci. MoÏné kontami-
nující produkty dfiívûj‰ích reakcí jsou na zaãátku nové PCR
reakce rozloÏeny enzymem deoxyuracil-N-glykosylázou
(UNG). Templátová DNA v‰ak zÛstane intaktní, neboÈ pfií-
rodní DNA uracil neobsahuje.

3.1.4. Nelegitimní transkripce. Obecnû je pfiijímán ne zcela
správn˘ názor, Ïe buÀka exprimuje dvû skupiny genÛ – tzv.
provozní („housekeeping“) geny kódující proteiny základní-
ho bunûãného metabolismu, které jsou nutné pro fungování
bunûk v‰ech typÛ, a tkáÀovû specifické geny, jejichÏ exprese
je omezena pouze na úzce vymezenou skupinu bunûk. V roce
1988 v‰ak Chelly a kolektiv zjistili expresi genu pro lidsk˘
dystrofin také v nûkolika jin˘ch tkáních (32). Tento jev byl
potvrzen také u jin˘ch tkáÀovû specifick˘ch genÛ – genu pro
MIH (hormon polaãující v˘voj Mıllerov˘ch v˘vodÛ), β-glo-
bin, aldolázu A a faktor VIIIc v buÀkách lidsk˘ch tkání, pro
které není exprese tûchto genÛ specifická (33). Fenomén ekto-
pické exprese mRNA byl nazván nelegitimní transkripce. Frek-
vence transkriptÛ byla vypoãítána jako 1 molekula mRNA na
100 aÏ 1000 bunûk, coÏ znamená mnohem ménû neÏ jednu
kopii na buÀku (34). Naproti tomu v‰ak byla detekována expre-
se 26 rÛzn˘ch mRNA, povaÏovan˘ch za tkáÀovû specifické,
v jednom lymfocytu, spermii nebo nádorové buÀce (35). Tato
hladina transkriptÛ je sice naprosto nedostateãná pro tvorbu
funkãnû relevantního mnoÏství proteinu, nicménû mÛÏe zna-
menat velmi váÏnou komplikaci pro detekci MMTS v klinic-
k˘ch vzorcích, kde jsou normální buÀky ve velkém nadbytku
nad buÀkami nádorov˘mi. V pfiípadû klasické RT-PCR mÛÏe
b˘t nelegitimní transkripce témûfi nepfiekonateln˘m problé-
mem, neboÈ ektopická exprese mRNA v nenádorov˘ch tká-
ních mÛÏe b˘t zdrojem fale‰nû pozitivních v˘sledkÛ. S nástu-
pem kvantitativních technik (komparativní nebo kompetitivní
end-point PCR, ale hlavnû kvantitativní PCR v reálném ãase)
se zaãíná stále více vyuÏívat moÏnosti stanovit na základû zna-
losti pfiesného mnoÏství transkriptu hranici rozdûlující nor-
mální a patologickou (zpÛsobenou pfiítomností VNB a MMTS)
hladinu mRNA.

3.1.5. Pfiítomnost pseudogenÛ. Dal‰ím zdrojem fale‰nû pozi-
tivních v˘sledkÛ pfii detekci markerové mRNA mÛÏe b˘t pfií-
tomnost pseudogenÛ a genov˘ch fragmentÛ v genomu. Jedná
se o sekvence blízce pfiíbuzné funkãním genÛm a aÏ na v˘jim-
ky transkripãnû inaktivní z dÛvodu nepfiítomnosti promotoro-
vé oblasti. Mechanismus jejich vzniku je dvojí: (a) genová
duplikace a (b) reverzní transkripce mRNA a následné zaãle-
nûní zpût do genomu. Genová duplikace je mechanismus podí-
lející se mimo jiné na vzniku nov˘ch genÛ zdvojením pÛvod-
ního genu. Duplikovaná sekvence si zachovává svou
exon-intronovou strukturu, av‰ak u pseudogenÛ duplikace
nezahrnuje regulaãní oblasti a proto nejsou schopny pfiepisu
do funkãní mRNA. Upravené pseudogeny (processed pseu-
dogenes) vzniklé pfiepisem z mRNA kromû regulaãních oblas-
tí navíc ve srovnání s pseudogeny vznikl˘mi duplikací postrá-
dají introny. V dÛsledku sníÏeného selekãního tlaku na oblasti
DNA neobsahující geny potfiebné pro funkci buÀky, dochází
v pseudogenech k podstatnû rychlej‰ím mutaãním zmûnám neÏ
v pÛvodním genu (shrnuto v ref. 36). Pfii navrhování primerÛ
je proto nutné vyuÏívat rozdílÛ v sekvencích funkãního genu
a pseudogenu.

3.2. MoÏné pfiíãiny fale‰nû negativních v˘sledkÛ
3.2.1. ·patná kvalita RNA/cDNA. RNA je velice citlivá mole-
kula. RNázy jsou hojnû pfiítomné v okolním prostfiedí a vyso-
ce stabilní. Velmi proto záleÏí na zvoleném zpÛsobu manipu-
lace se vzorkem (vzorek je nutné dostateãnû rychle zpracovat,
nebo zamrazit na teplotu minimálnû –70 °C) a na pouÏité meto-
dû izolace RNA. Chadderton a kol. napfiíklad porovnávali tfii

reagencie pouÏívané k izolaci RNA a shledali Trizol-LS vhod-
nûj‰í pro izolaci dostateãného mnoÏství ãisté RNA neÏ RNA-
STAT-50 a Ultraspec-3 (37).

3.2.2. Inhibice reakce. PÛvod klinick˘ch vzorkÛ zpracováva-
n˘ch metodou PCR mÛÏe b˘t velmi rÛzn˘ – nejãastûji se jed-
ná o vzorky periferní krve, punkce kostní dfienû, biopsie nádo-
rÛ nebo lymfatické uzliny. Rozdílné jsou i postupy pouÏívané
pfii uchování a zpracování vzorkÛ – nûkteré z tûchto technik
mohou vyuÏívat chemikálie inhibující prÛbûh PCR nebo
reverzní transkripce (RT). Heparin, hojnû vyuÏívan˘ jako anti-
koagulant pro uchování vzorkÛ krve, inhibuje DNA polyme-
rázu (38). ¤e‰ením je o‰etfiení vzorku heparinázou (39), nebo
pouÏití jiného antikoagulantu, jako napfiíklad EDTA nebo cit-
rátu (40). PrÛbûh reakce mÛÏe b˘t ovlivnûn i dal‰ími látkami
pouÏívan˘mi k purifikaci DNA (SDS, fenol, etanol, izopro-
panol, acetát sodn˘, NaCl) nebo k jejímu uchovávání (EDTA
v TE pufru) (41, 42). Jiné inhibitory mohou b˘t obsaÏeny pfií-
mo ve vzorku – napfiíklad hemová sloÏka hemoglobinu (41).
Proto je velice dÛleÏité vûnovat pozornost látkám s moÏn˘m
inhibiãním efektem pouÏívan˘m pfii zpracování vzorku nebo
v nûm pfiímo obsaÏen˘ch.

3.2.3. Jiné faktory. Dal‰í moÏné vlivy mohou zahrnovat kon-
taminaci velk˘m mnoÏstvím DNA, která mÛÏe kompetovat
s cDNA o primery a sniÏovat tak citlivost RT-PCR. V˘bûr ‰pat-
n˘ch housekeepingov˘ch genÛ pro normalizaci mÛÏe také zpÛ-
sobit fale‰nou negativitu. Pokud je referenãní gen exprimován
v buÀkách ve velkém mnoÏství, mÛÏe b˘t detekován i pfii ‰pat-
né kvalitû cDNA, kdy jiÏ není zachycena mRNA markeru
s expresí o nûkolik fiádÛ niÏ‰í (43). Samozfiejmû nemohou b˘t
vylouãeny ani lidské chyby.

3.3. Dal‰í stinné stránky PCR
PCR je sice metoda podstatnû citlivûj‰í neÏ histopatologie,
imunohistochemie nebo prÛtoková cytometrie, jde v‰ak o tech-
niku do znaãné míry destruktivní. Po provedení anal˘zy jiÏ
není moÏné zpûtné ovûfiení morfologické povahy bunûk, ani
jejich mnoÏství. V posledním bodû mÛÏe b˘t velice uÏiteãná
kvantitativní PCR, nicménû vzhledem k moÏnosti zmûny
exprese genÛ v nádorové tkáni nemÛÏe v tomto bodû nahradit
tradiãní metody. V pfiípadû RT-PCR je nev˘hodou oproti histo-
logii a IHC podstatnû sníÏená moÏnost provádûní retrospek-
tivních studií. Materiál b˘vá vût‰inou konzervován formalde-
hydem a parafínem a vzhledem k velice nízké kvalitû RNA se
nehodí pro zpracování touto metodou.

4. Cytokeratiny
4.1. Cytoskelet
Cytoplazma není jen beztvarou polotekutou hmotou, ale vyso-
ce organizovanou strukturou. Její kostru tvofií cytoskelet – jed-
ná se o komplexní síÈ vláken, jejichÏ úkolem je udrÏovat dyna-
mickou morfologii buÀky v neustále se mûnícím prostfiedí.
Hlavními funkcemi je poskytovat buÀce oporu a udrÏovat její
integritu, zakotvení vnitfiních organel k cytoplazmatické mem-
bránû, cytoskelet se dále podílí na mitóze, pfienosu signálÛ
apod. Cytoskelet vy‰‰ích eukaryot se skládá ze tfií hlavních
komponent: (a) mikrotubulÛ, které jsou tvofieny α a β tubuli-
nem uspofiádan˘m do dut˘ch vláken o prÛmûru 25 aÏ 28 nm;
(b) mikrofilament o prÛmûru 6-8 nm a (c) stfiedních (interme-
diárních) filament o prÛmûru 8-11 nm. Tyto tfii hlavní sloÏky
cytoskeletu je nutné posuzovat v celku – teprve ve vzájemné
interakci a v kombinaci s dal‰ími proteiny jsou schopny zaji-
stit tvorbu vysoce dynamické cytoarchitektury specifické pro
jednotlivé bunûãné typy (44). Mikrotubuly se podílí na tvorbû
mitotického vfieténka pfii rozdûlování chromozomÛ do jedno-
tliv˘ch dcefiinn˘ch jader pfii bunûãném dûlení, hrají dÛleÏitou
roli pfii udrÏování tvaru buÀky, podílí se také na pohybu orga-
nel i cel˘ch bunûk apod. Mikrofilamenta jsou tvofiena aktino-
v˘mi proteiny a v buÀce zaji‰Èují hlavnû pohybové funkce –
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udrÏování a zmûnu tvaru buÀky, proudûní cytoplazmy, jsou
souãástí dûlícího vfieténka atd.

4.2. Intermediární filamenta
Intermediární filamenta (IF) ve spojení s mikrotubuly a mik-
rofilamenty stabilizují strukturu buÀky a její tvar (svou vyso-
kou stabilitou a elasticitou) a pfiedstavují tak velice dÛleÏitou
souãást nitrobunûãné kostry. Zatímco aktiny a tubuliny jsou
vysoce konzervativní globulární proteiny schopné vázat a hyd-
rolyzovat nukleotidtrifosfáty, IF jsou tvofiena vláknit˘mi pro-
teiny bez známé enzymatické aktivity. Jsou charakterizovány
v˘skytem α-helikální tyãinkovité („rod“) domény tvofiené svi-
nut˘m helixem, která má sice velmi konzervovanou struktu-
ru, nicménû se mÛÏe podstatnû li‰it v primární sekvenci.
IF lze rozdûlit na základû biochemick˘ch a imunologick˘ch
kritérií do minimálnû pûti tfiíd (45): (a) keratinová filamenta
nacházející se v epiteliálních buÀkách a buÀkách epiteliálního
pÛvodu; (b) desminová filamenta pfieváÏnû bunûk hladkého,
kosterního a srdeãního svalstva; (c) vimentinová filamenta
vyskytující se v buÀkách mezenchymálních a mezenchymál-
ního pÛvodu; (d) neurofilamenta nacházející se v neuronech;
(e) gliová filamenta typická pro v‰echny typy gliov˘ch bunûk.
Dal‰í moÏné rozdûlení vychází ze sekvenãní homologie pro-
teinÛ IF a dûlí je do pûti genov˘ch rodin (44). Ty zahrnují kera-
tiny, které reprezentují skupiny homologie I a II kódované více
neÏ 20 geny a dal‰ích 15 genÛ pro trichocytární keratiny („hair“
keratiny); proteiny typu III – desmin, vimentin, GFAP a perip-
herin; skupinu IV zahrnující α-internexin, syncoilin, nestin,
synemin a neurofibrilární proteiny NF-L, -M a –H. Nukleární
laminy A/C, B1 a B2 tvofií typ V; proteiny oãní ãoãky phaki-
nin a filensin jsou zaãlenûny do zvlá‰tní skupiny.

4.3. Cytokeratiny 
V nedávné dobû byla publikována studie, ve kte-
ré se Hesse a kol. (46) pokusili urãit poãet genÛ
pro IF s vyuÏitím databází NCBI a Celera Geno-
mics. Do‰li k ãíslu 65, coÏ fiadí IF mezi 100 nej-
vût‰ích genov˘ch rodin v genomu ãlovûka. 49
genÛ z tohoto mnoÏství tvofií geny pro keratiny.
Ty se dûlí do dvou podskupin, na trichocytární
(„hair“) keratiny tvofiící hlavní ãást vlasÛ a jin˘ch
koÏních derivátÛ, a na tzv. cytokeratiny, které jsou
hlavními strukturními proteiny epiteliálních
bunûk. ProtoÏe pro dal‰í v˘klad je relevantní pou-
ze poslednû jmenovaná skupina, bude v dal‰ím
textu uvaÏována jiÏ jen tato. Nûkteré z uveden˘ch
principÛ jsou v‰ak platné i pro rodinu „hair“ kera-
tinÛ. 
Cytokeratiny (CK) lze rozdûlit na základû jejich
molekulové hmotnosti a izoelektrického bodu, kte-
ré se pohybují v rozsahu 40-68 kDa, resp. pH 5-8,
do dvou skupin: na men‰í kyselé polypeptidy typu
I (CK9 – CK23) a vût‰í bazické nebo neutrální pro-
teiny typu II (CK1 - CK8) (47, 48). Do dne‰ního
dne bylo zatím identifikováno 16 genÛ pro kerati-
ny typu I a 18 genÛ typu II (46). Zajímav˘m rysem
této skupiny proteinÛ IF je také fakt, Ïe v‰echny
geny typu I (s v˘jimkou CK18 nacházejícího se na
chromozomu 12 (49) jsou lokalizovány na chro-
mozomu 17q21 a geny typu II na chromozomu
12q13 (50). Pfiíãinou tohoto stavu je pravdûpo-
dobnû vznik nov˘ch genÛ genovou duplikací.
V lidském genomu bylo také nalezeno 106 pseu-
dogenÛ a 47 genov˘ch fragmentÛ pro cytokerati-
ny (46), coÏ mÛÏe znaãnû komplikovat nalezení
vhodn˘ch primerÛ pro PCR.
Biologická aktivita cytokeratinÛ mÛÏe b˘t regu-
lována buì interakcí se sebou sam˘mi (48) nebo
rÛzn˘mi postranslaãními modifikacemi – fosfo-
rylací, glykosylací, transglutaminací, ubikvitina-

Tab. 2: Pfiehled studií detekujících VNB a MMTS u nádorÛ prsu za pomoci CK19.
Pacienti, kontrolní vzorky: poãet pozitivních vzorkÛ/celkov˘ poãet; pÛvod vzorku: BM,
kostní dfieÀ; PB, periferní krev; LN, lymfatické uzliny; LP, leukoferéza; prognostick˘
v˘znam: a, ano; n, ne; n.u. neurãeno.

Kontrolní PÛvod Prognostick˘
Pacienti

vzorky
Reference

vzorku v˘znam

Imunohistochemie
199/552 (36%) 2/191 (1%) Braun (60) BM a

3/117 (2,6%) Ikeda (61) BM a

10/23 (43%) Slade (62) BM a

10/59 (17%) PB a

222/751 (29,6%) 2/191 (1%)

RT-PCR
4/27 (14,8%) 1/39 (2,56%) Datta (63) PB a

6/8 (75%) BM a

67/145 (46%) 14/51 (27,5%) Grunewald (56) PB n

7/72 (9,72%) 3/30 (10%) Hu (64) PB a

40/117 (34,2%) 0/12 (0%) Ikeda (61) BM a

23/33 (70%) López-Guerrero (65) LP a

29/141 (20,6%) Shammas (66) BM n.u.

22/45 (49%) 5/25 (20%) Silva (67) plazma a

23/60 (38%) 0/45 (0%) Slade (62) PB a

14/23 (61%) 0/30 (0%) BM a

19/51 (27,5%) 0/26 (0%) Stathopoulou (68) PB a

44/148 (29,7%) 6/82 (7,3%) Stathopoulou (69) PB a

51/73 (70%) BM a

16/33 (48%) Vanucchi (70) BM a

14/33 (42,4%) 5/26 (19%) Wong (71) PB a

24/33 (72%) 5/26 (19%) Wong (72) PB a

70/115 (40,87%) 0/8 (0%) Zhong (73) BM a

0/96 (0%) PB a

7/29 (24,13%) LP a

18/26 (69,2%) 0/8 (0%) Zhong (74) BM a

0/117 (0%) PB a

498/1212 (41,1%) 39/621 (6,3%)

cí, proteolytick˘m ‰tûpením, asociací s jin˘mi cytoplazmatic-
k˘mi nebo cytoskeletárními proteiny (51, 52). Jedním z nej-
dÛleÏitûj‰ích principÛ pfii tvorbû cytokeratinov˘ch filament je
v‰ak heteropolymerizace (44, 48). Na rozdíl od zbyl˘ch tfiíd
proteinÛ IF vyÏadují cytokeratiny partnera z odpovídající sku-
piny. Tento obligatorní heteropolymerizaãní proces se ode-
hrává na úrovni dimerÛ a vÏdy vyÏaduje úãast cytokeratinÛ
z obou skupin I a II (napfi. CK8 a CK18). Cytokeratiny v‰ak
nepolymerizují s ostatními skupinami IF (44). Místa zpro-
stfiedkovávající heterodimerizaci cytokeratinÛ tvorbou svinu-
t˘ch helixÛ se nachází v centrální („rod“) doménû (48). Dvo-
jice cytokeratinÛ, které spoleãnû tvofií filamenta, jsou pomûrnû
rigidní, nicménû v organismu existuje urãitá funkãní redun-
dance – napfi. CK19 je schopen zastoupit CK18 (53).
Zajímavou a pro oblast detekce MMTS v onkologii velice dÛle-
Ïitou vlastností cytokeratinÛ je jejich v˘skyt v epiteliálních
tkáních. Cytokeratiny se vyskytují vût‰inou ve víceménû ome-
zené skupinû epiteliálních tkání. Velmi v˘znamn˘ je fakt, Ïe
pfii vzniku nádoru z tûchto tkání nedochází ke zmûnû spektra
exprimovan˘ch cytokeratinÛ, i kdyÏ mÛÏe dojít ke zmûnû
mnoÏství exprimované mRNA (54). Byl dokonce sestaven
urãit˘ „katalog lidsk˘ch cytokeratinÛ“ (47).

4.3.1. Cytokeratin 19 je cytoskeletární protein o velikosti 40
kDa. Jeho gen je lokalizován na chromozomu 17q21.2 (obr.2).
Exprese byla prokázána v ‰irokém spektru normálních i nádo-
rov˘ch tkání vãetnû tkánû prsu, tlustého stfieva a odpovídají-
cích nádorÛ (47). Pfiítomnost CK19 byla prokázána v primár-
ních nádorech prsu u 10/10 pfiípadÛ (100%), 44/46 (96%)
a 44/45 (98%) u stádií I, resp. II a III (55) a u 40/40 (100%)
pacientÛ s invazivní rakovinou prsu (56). MoÏné vyuÏití CK19
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níku a prostatû. Exprese je obecnû udrÏována v pri-
márních i metastatick˘ch kolorektálních karcino-
mech i odvozen˘ch bunûãn˘ch kulturách (29).
Exprese CK20 v kolorektálním karcinomu byla
potrzena i v dal‰ích studiích. Moll a kol. deteko-
vali expresi v 89/93 (75) a 50/52 pfiípadÛ (76), Chu
a kol. u 20/20 pacientÛ (77). Chu a kol. uvádí v pfie-
hledu literatury pozitivitu CK20 pro rÛzné karci-
nomy – pro kolorektální adenokarcinom je to 401
pozitivních pfiípadÛ z celkového poãtu 426, tj. 94%
(77). Tot v podobném pfiehledu uvádí pozitivitu
177/194 (91%) pro primární a 217/233 (93%) pro
metastatické adenokarcinomy tlustého stfieva (78).
Pravdûpodobnû v‰ak dochází ke sníÏení exprese
cytokeratinÛ v neoplastické tkáni (54, 79). Z dÛvo-
du exprese omezené na gastrointestinální, v men-
‰í mífie i urogenitální soustavu, a hlavnû nepfií-
tomnosti v krevních buÀkách, kostní dfieni,
lymfatick˘ch uzlinách a neexistenci pseudogenÛ
se CK20 jevil jako naprosto ideální marker pro
detekci VNB a MMTS v tûchto tkáních. Pozdûji
v‰ak byla detekována exprese CK20 v granulo-
cytech (80, 81). Tato ektopická transkripce by
mohla vysvûtlovat pomûrnû velké mnoÏství fale‰-
nû pozitivních v˘sledkÛ. Bylo provedeno mnoÏ-
ství studií, které se pokou‰ely detekovat VNB
a MMTS v rÛzn˘ch tkáních. V˘sledky nûkter˘ch
z nich jsou uvedeny v tab. 3. V poslední dobû byl
v‰ak nalezen CK20 i v jin˘ch neÏ kolorektálních
primárních nádorech a pfiíslu‰n˘ch lymfatick˘ch
uzlinách. Exprimované mnoÏství bylo v‰ak vÏdy
nûkolikanásobnû niÏ‰í neÏ u kolorektálního kar-
cinomu (82).

5. Závûr
PfiestoÏe CK19 i CK20 mají z hlediska jejich vyu-
Ïití jako markerÛ pro detekci voln˘ch nádorov˘ch
bunûk a mikrometastáz fiadu nev˘hod, v souãas-
né dobû, kdy nejsou známy Ïádné dostateãnû
nádorovû specifické markery, se stále jeví jako
jedny z nejslibnûj‰ích. Vzhledem k pomûrnû vyso-
kému procentu pozitivity i v kontrolních skupi-
nách v‰ak bude nutné pouÏívat pfii stanovení cyto-

keratinÛ kvantitativní metody, nejlépe kvantitativní RT-PCR.
S tím souvisí také v˘bûr „housekeeping“ genÛ pouÏívan˘ch
k normalizaci v˘sledkÛ. Pravdûpodobnû bude nutné zavedení
nov˘ch standardÛ, protoÏe geny vyuÏívané v souãasné dobû
(pfiedev‰ím GAPDH) vykazují znaãnou variabilitu (103). Dal-
‰í otázkou je vlastní prognostick˘ v˘znam detekce nádorov˘ch
bunûk v krvi, resp. kostní dfieni a lymfatick˘ch uzlinách.
Metastázování je velice neúãinn˘ proces (104) a pfiítomnost
cirkulujících nádorov˘ch bunûk v krvi nemusí nutnû indiko-
vat budoucí v˘voj vzdálen˘ch metastáz. Proto je nutné v˘znam
detekce voln˘ch nádorov˘ch bunûk a mikrometastáz nepfiece-
Àovat, ale zároveÀ mít na pamûti moÏné dalekosáhlé vyuÏití
pro individualizaci léãby onkologicky nemocn˘ch pacientÛ
a tím zlep‰ení klinick˘ch v˘sledkÛ. 
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jako markeru pro detekci VNB a MMTS v‰ak komplikuje jak
nelegitimní transkripce v krevních buÀkách (57), tak také exi-
stence nûkolika pseudogenÛ a genov˘ch fragmentÛ v lidském
genomu (46, 58, 59; Hesse, osobní komunikace). Pfiesto je cyto-
keratin 19 velice ãasto vyuÏíván k detekci cirkulujících nádo-
rov˘ch bunûk u nádorÛ prsu (tab. 2) v lymfatick˘ch uzlinách,
kostní dfieni a krvi. Pomûrnû ãasto v‰ak také dochází k nálezu
mRNA i u kontrolních skupin. 

4.3.2. Cytokeratin 20 byl identifikován v roce 1990 jako pro-
tein IT, hlavní cytoskeletární polypeptid epitelu lidského stfie-
va (29). Jedná se o protein o velikosti pfiibliÏnû 46 kDa, jehoÏ
gen se nachází na chromozomu 17q21.2 (obr. 2). Imunocyto-
chemicky byl detekován jako v˘znamná sloÏka stfievního
a Ïaludeãního foveolárního epitelu, uroteliálních superficiál-
ních bunûk a Merkelov˘ch bunûk epidermis. Vzácnû byly
CK20 pozitivní buÀky nalezeny v brzlíku, prÛdu‰kách, Ïluã-

Tab. 3: Pfiehled studií detekujících VNB a MMTS u kolorektálních nádorÛ za
pomoci CK20. Pacienti, kontrolní vzorky: poãet pozitivních vzorkÛ/celkov˘ poãet;
pÛvod vzorku: BM, kostní dfieÀ; PB, periferní krev; LN, lymfatické uzliny; prognostic-
k˘ v˘znam: a, ano; n, ne; n.u. neurãeno.

Kontrolní PÛvod Prognostick˘
Pacienti

vzorky
Reference

vzorku v˘znam

Imunohistochemie
25/100 (25%) Clarke (83) LN a

14/33 (42,4%) Greenson (84) LN a

4/11 (45%) Litle (85) BM a

35/64 (54,7%) Noura (86) LN n

47/147 (32%) Oberg (87) LN n

4/41 (10%) Werther (88) BM n

0/38 (0%) PB n

32/42 (76,2%) Yasuda (89) LN a

46/53 (86,8%) Yokoyama (90) játra a

207/529 (39,1%)

RT-PCR
27/27 (100%) 21/21 (100%) Bustin (91) PB n

1/30 (3,3%) 19/64 (29,6%) Dimmler (92) BM n.u.

6/8 (75%) Funaki (17) PB a

18/28 (64%) 0/11 (0%) Funaki (93) PB a

13/18 (72%) 21/29 (72%) Champelovier (94) PB n

8/8 (100%) BM n

15/35 (42,8%) 0/22 (0%) Chausovsky (95) PB a

16/53 (30,2%) Jung (81) PB n.u.

5/14 (35%) BM n.u.

31/51 (60,8%) Rosenberg (96) LN a

44/85 (52%) Rosenberg (97) LN a

20/57 (35%) 1/16 (6,3%) Soeth (98)  BM a

9/52 (17%) Soeth (99) PB a

20/65 (31%) BM a

9/30 (30%) 10/47 (21,3%) Vlems (79) PB a

9/19 (47,3%) 4/15 (26,6%) BM a

26/41 (63,4%) Weitz (100) PB a

8/30 (26,7%) BM a

63/100 (63%) 1/70 (1,4%) Wharton (101) PB a

12/25 (48%) 1/12 (8,3%) Wyld (102) PB n

331/701 (47,2%) 107/382 (28%)
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