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Abstrakt 
Kolorektální karcinom je jedním z nejvíce rozšířených typů maligních 

onemocnění. V jeho biologii a léčbě je stále velké množství otazníků a v této 

práci jsme se pokusili identifikovat nové prognostické znaky, které by mohly 

podat nové informace o vývoji tohoto nádoru a pomoci rozpoznat pacienty 

s těžším průběhem nemoci. 

V první části práce jsme se zaměřili na imunohistochemické značení dvou 

proteinů spojovaných s nádorovými kmenovými buňkami na vzorcích nádoru 

tlustého střeva a jeho jaterních metastáz. Cílem bylo vyhodnotit vztah mezi 

hladinou sledovaných proteinů CD44 a CD133 a celkovým a bezpříznakovým 

přežitím u studovaného souboru pacientů. Pozorovali jsme korelaci mezi 

zvýšeným množstvím CD133 pozitivních nádorových žlázek a prodloužením 

bezpříznakového přežití. Tento výsledek je v rozporu s obecným názorem 

ohledně vlivu CD133 na vývoj nádoru. Možným vysvětlením je použití vysoce 

specifikovaného souboru pacientů a odlišný metodický přístup, kdy jsme 

sledovali poměr CD133 pozitivních žlázek ke všem nádorovým žlázkám 

v zorném poli, nikoli absolutní intenzitu značení.  

Následně jsme se zaměřili na studium intenzity transkripce vybraného setu 

genů v zamražených vzorcích od pacientů s kolorektálním karcinomem. 

Hlavním cílem bylo detekovat rozdílnou hladinu odpovídajících mRNA mezi 

zdravou a nádorovou tkání a vliv změny exprese na celkové i bezpříznakové 

přežití pacientů. Ve studii jsme u 53 pacientů detekovali rozdílné hladiny mRNA 

u deseti genů. Pro část analýz byl soubor rozdělen na dvě části dle přítomnosti 

či nepřítomnosti vzdálené metastázy v čase primární operace. Statisticky 

významně byla s přežíváním pacientů spojena vyšší hladina VSNL1 v nádorové 

tkáni, která indikovala prodloužení celkového přežití. U části souboru bez 

vzdálené metastázy byl popsán vztah mezi vyšší hladinou SLC26A2 

a prodloužením celkového přežití. Prodloužení bezpříznakového přežití bylo 

spojeno s nižší hladinou VSNL1 ve zdravé tkáni a vyšší hladinou SLC26A2 

v tkáni nádorové. Porovnání změny úrovně exprese mezi zdravou a nádorovou 

tkání po statistické analýze ukázalo spojení mezi snížením hladiny CLDN23 

a zkrácením celkového přežití u kompletního souboru pacientů. U části pacientů 
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bez vzdálené metastázy bylo prokázána vazba mezi výrazným snížením 

hladiny SLC26A2 a ACSL5 a výrazným zvýšením hladiny LGR5 a prodloužením 

bezpříznakového přežití. 

Jak ukazují výsledky spojené s CD133 proteinem v první a LGR5 mRNA 

ve druhé studii, je nutné zkoumat vlastnosti a chování i u znaků, které se již 

zdají jednoznačné z pohledu jejich efektu na vývoj nádorové tkáně. Pro 

správnou interpretaci výsledků bude v tomto případě zapotřebí získat více 

informací o vlastnostech obou proteinů, protože jejich přesná funkce ve 

fyziologii i patologii buňky není známa.  

Studie transkripce vybraných genů u kolorektálního karcinomu ukázala nové 

znaky s potenciálem upřesnit prognózu pacientů. Tyto znaky by mohly pomoci 

s výběrem pacientů pro onkologickou léčbu a rovněž přinášejí zprostředkované 

informace o biologii kolorektálního karcinomu. 
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Abstract 
Colorectal cancer is one of the most common type of malignity. Despite of the 

existence of numerous studies focused on this carcinoma, there are still many 

unknown features regarding its diagnosis, treatment or prognosis. In the thesis 

we focused on the identification of novel prognostics markers that could be 

useful for the stratification of patients based on the disease outcomes. 

In the first study we immunohistochemically assessed expression of two 

proteins associated with cancer stem cells in the samples of primary colorectal 

cancer and matched liver metastasis. Goal of the study was to evaluate relation 

among expression of CD44 and CD133 and overall survival and disease free 

interval in our set of patients. We observed that increased ratio of CD133 

positive compared to CD133 negative tumor glands resulted in longer disease 

free interval, finding which is opposite to the general view on the CD133 role in 

the cancer development. Our hypothesis is that we analyzed confined group 

of patients and followed a bit different goal, where we measured ratio between 

positive and negative glands in the view-field and not the intensity of staining as 

the previous studies did. 

Our second study was focused on the transcriptional analysis of the selected 

set of twelve genes using frozen samples from colorectal cancer patients. Main 

goal was to detect differentially expressed genes between healthy and tumor 

tissue and relate experimental data to overall survival and disease free interval. 

In this study we analyzed samples from 53 patients and identified ten genes 

with altered expression. For portion of analysis we divided patients into two 

groups based on presence or absence of distant metastasis at the time 

of primary surgery. Statistically significant associations between gene 

expression level and clinical data were found. Higher level of VSNL1 in tumor 

tissue correlated with longer overall survival. In the group without metastasis we 

found relation between higher level of SLC26A2 and longer overall survival, 

longer disease free survival was related to lower level of VSNL1 expression in 

healthy tissue and higher level of SLC26A2 in tumor tissue. Expression change 

between healthy and tumor tissue showed that downregulation of CLDN23 

in tumor tissue correlated with shorter overall survival in the complete group 
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of patients, in the group without distant metastasis we found that 

downregulation of SLC26A2 and ACSL5 and upregulation of LGR5 related to 

longer disease free interval. 

Our data points out the need to study even markers, whose role in the tumor 

development seems clear at this moment. To understand our results regarding 

CD133 protein and LGR5 mRNA it is necessary to learn more about function 

of these proteins in biology and pathology of the cell. In the transcription study 

we showed new markers with the potential to specify prognosis in colorectal 

cancer patients. These markers could help with the selection of patients for the 

oncology treatment and could give us indirect insights regarding the tumor 

biology. 
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1 Seznam zkratek 
5-FU 5-fluorouracil 

a.l. délka amplikonu 

ACSL5 acyl-CoA synthetase long-chain family member 5 

AKT v-akt murine thymoma viral oncogene homolog 3 

ALDH1 aldehyde dehydrogenase 1 

APC  adenomatous polyposis coli 

BAX BCL2-associated X protein 

BRAF v-raf murine sarcoma viral oncogene homolog B 

C18 zhoubný novotvar tlustého střeva 

C19 zhoubný novotvar rektosigmoideálního spojení 

C20 zhoubný novotvar konečníku - rekta 

C21 zhoubný novotvar řiti a řitního kanálu 

CA19-9 nádorový antigen 19-9 

CAPN10 calpain 10 

CD133 cluster of differentiation 113 

cDNA komplementární DNA 

CEA karcinoembryonální antigen 

CIMP CpG islang methylator phenotype 

CIN chromozomální nestabilita 

CLDN23 claudin 23 

CNB cirkulující nádorová buňka 

CpG cytosin-fosfát-guanin 

CRYSTAL 
Cetuximab Combined with Irinotecan in First-line Therapy for 

Metastatic Colorectal Cancer 

CSC nádorové kmenové buňky 

CT počítačová tomografie 

CTHRC1 collagen triple helix repeat containing 1 

CTNNB1 catenin (cadherin-associated protein), beta 1, 88kDa 

DCC deleted in colorectal carcinoma 

DFI bezpříznakové přežití 

DNA deoxyribonukleová kyselina 



   10 

DPYD dihydropyrimidin dehydrogenáza 

DSTN destrin (actin depolymerizing factor) 

EGFR receptor epidermálního růstového faktoru 

EpCAM epithelial cell adhesion molecule 

ERCC1  excision repair cross-complementation group 1 

ERCC2 excision repair cross-complementation group 2 

FANCG Fanconi anemia, complementation group G 

FAP familiární adenomatózní polypóza 

FGFR fibroblast growth factor receptor 

FOBT Fecal Occult Blood Test 

FOS FBJ murine osteosarcoma viral oncogene homolog 

GAPDH glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase 

GTP guanosin-5‘-trifosfát 

HD-CTC High-Definition Circulating Tumor Cell 

HNPCC hereditární nepolypózní kolorektální karcinom 

IBD Intestinal Bowel Disease 

Jak2 Janus kinase 2  

KIF11 kinesin family member 11 

KRAS Kirsten rat sarcoma viral oncogene homolog 

KRCa kolorektální karcinom 

LGR5 leucine-rich repeat-containing G protein-coupled receptor 5 

MAPK1 mitogen-activated protein kinase 1/ERK 

MET MET proto-oncogene, receptor tyrosine kinase 

MIER3 mesoderm induction early response 1, family member 3 

mKRCa metastazující kolorektální karcinom 

MLH1 mutL homolog 1 

moAb  monoklonální protilátka 

mRNA messenger RNA 

MSH2 mutS homolog 2 

MSH6 mutS homolog 6 

MSI mikrosatelitní nestabilita 

MTHFR metylentetrahydrofolát reduktáza 

MYH mutY homolog 
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n.t. nádorová tkáň 

NCBI National Center for Biotechnology Information 

NOTCH notch 1 

NRAS neuroblastoma RAS viral (v-ras) oncogene homolog 

OPUS 
Oxaliplatin and Cetuximab in First-line Treatment of Metastatic 

Colorectal cancer 

OS celkové přežití 

PCR polymerázová řetězová reakce 

PDGFR-β platelet-derived growth factor receptor, beta polypeptide 

PI3K phosphatidylinositol-4,5-bisphosphate 3-kinase 

PIK3CA 
phosphatidylinositol-4,5-bisphosphate 3-kinase, catalytic 

subunit alpha 

PlGF placentální růstový faktor 

PMS2 PMS2 postmeiotic segregation increased 2 

POLR2A polymerase (RNA) II (DNA directed) polypeptide A 

PRIME 
the Panitumumab Randomized Trial in Combination with 

Chemotherapy for Metastatic Colorectal Cancer to Determine 

the Efficacy 

PTEN phosphatase and tensin homolog 

PTPRC protein tyrosine  phosphatase, receptor type, C 

qPCR kvantitativní polymerázová řetězová reakce 

RNA ribonukleová kyselina 

S100 S100 calcium binding protein 

SAMD3 sterile alpha motif domain containing 3 

SLC26A2 solute carrier family 26 (sulfate transporter), member 2 

SMAD2 SMAD family member 2 

SMAD4 SMAD family member 4 

Stat3 
signal transducer and activator of transcription 3 (acute-phase 

response factor) 

TGFβRII transforming growth factor, beta receptor II 

TIE-2 TEK tyrosine kinase, endothelial 

TKI  tyrosin kinázový inhibitor 

tm teplota nasedání oligonukleotidů 
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TNM Tumor-lymph Node-Metastasis 

TOKS test okultního krvácení do stolice 

TP53 tumor protein p53 

UGT1A1 uridin difosfát glukuronosyl transferáza 1A1 

UICC Union for International Cancer Control 

VCAN versican 

VEGF-A vaskulární-endoteliální růstový faktor A 

VEGF-B vaskulární-endoteliální růstový faktor B 

VEGFR 
kinase insert domain receptor (a type III receptor tyrosine 

kinase) 

VSNL1 visinin-like 1 

XRCC1 
X-ray repair complementing defective repair in Chinese 

hamster cells 1 

z.t. zdravá tkáň 

ZN zhoubný novotvar 

 
 
  



   13 

2 Teoretický úvod 

2.1 Epidemiologie kolorektálního karcinomu 
Kolorektální karcinom (KRCa) je celosvětově jedním z nejčastějších maligních 

onemocnění. V incidenci je u celkové populace na třetím místě za nádory plic 

a prsu s více než 1,2 milionem případů ročně (téměř 10% všech nádorových 

onemocnění), z pohledu mortality je KRCa na čtvrté pozici po nádorech plic, 

žaludku a jater s celkovým počtem 600 tisíc úmrtí (8,1% s nádory spojených 

úmrtí). Mezi muži jde o třetí nejčastější nádorové onemocnění po nádorech plic 

a prostaty, u žen jde po nádoru prsu o druhou nejčastější malignitu. Mortalita 

spojená s KRCa je u mužů obdobná jako v celkové populaci, zatímco u žen je 

na třetí pozici po nádorech prsu a plic. Celkově je incidence zvýšená v mužské 

části populace v poměru 1,4:1 oproti ženám (Ferlay et al., 2010). Celoživotní 

riziko vzniku kolorektálního karcinomu se odhaduje na 5-6% (Grady, 2003a). 

Incidence i mortalita KRCa je obecně vyšší ve vyspělých zemích než v zemích 

třetího světa.  

V České republice je incidence i mortalita spojená s KRCa jednou z celosvětově 

nejvyšších (Zavoral, 2009) (obrázek 1). V absolutních hodnotách se v roce 

2010 jednalo o 8265 nově diagnostikovaných případů KRCa a 3991 úmrtí 

s KRCa spojených.  

V posledních letech se v České republice incidence všech diagnóz spadajících 

pod souhrnné označení kolorektální karcinom (C18 – zhoubný novotvar (ZN) 

tlustého střeva; C19 – ZN rektosigmoideálního spojení; C20 – ZN konečníku – 

rekta; C21 – ZN řiti a řitního kanálu) i přes vysoká absolutní čísla ustálila 

a mortalita mírně poklesla (obrázek 2). Tato statistika zahrnuje i diagnózu ZN řiti 

a řitního kanálu, která je již ektodermálního, nikoliv entodermálního původu. 

Celkový podíl jednotlivých diagnóz z hlediska nově diagnostikovaných případů 

KRCa a z hlediska mortality v roce 2010 je shrnut v Tabulce 1. V příštích letech 

se očekává růst incidence i mortality spojené s KRCa, především v souvislosti 

s celkovým stárnutím populace. Výše uvedené statistické informace pocházejí 

z Národního onkologického registru na internetové adrese www.svod.cz.  
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Obrázek 1 - Graf incidence a mortality KRCa dle dat projektu GLOBOCAN 

2012. Česká republika je na sedmém místě z hlediska incidence a šestém 

z pohledu mortality. Zdroj http://globocan.iarc.fr/. Data normalizovaná na 100 

tisíc obyvatel. 

 

 
Obrázek 2 - Vývoj incidence a mortality KRCa v České republice mezi lety 1977 

až 2010. V posledních letech došlo k ustálení incidence a k poklesu mortality 

díky nově zavedeným postupům v léčbě. Zdroj http://www.svod.cz. 
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Tabulka 1 - Přehled podílu jednotlivých diagnóz spadajících pod označení 
kolorektální karcinom na incidenci a mortalitě spojené s KRCa v 
absolutních počtech případů a v procentech dle dat z roku 2010. 

diagnóza incidence mortalita 
absolutní hodnoty % absolutní hodnoty % 

C18 4908 59,4% 2245 56,3% 
C19 981 11,9% 549 13,8% 
C20 2247 27,2% 1140 28,6% 
C21 129 1,6% 57 1,4% 

 

2.2 Vývoj a dělení kolorektálního karcinomu 
KRCa je dle původu možné rozdělit na dědičné a sporadické. Dědičné formy 

jsou zodpovědné za přibližně 20-30% případů KRCa. U většiny dědičných 

případů KRCa je zatím konkrétní mutace neznámá, dobře definované syndromy 

tvoří 5% všech případů KRCa (Grady, 2003b). Mezi popsané dědičné typy 

KRCa patří například Lynchův syndrom (též nazývaný hereditární nepolypózní 

kolorektální karcinom), familiární adenomatózní polypóza, s mutací v genu MYH 

(mutY homolog) spojená MYH-asociovanou polypóza a syndrom hyperplastické 

polypózy (Cunningham et al., 2010; Kalady et al., 2011). Nejvyšší četnosti 

dosahuje Lynchův syndrom a familiární adenomatózní polypóza, výskyt dalších 

syndromů je minimální.  

Druhou skupinu tvoří sporadické formy KRCa, které jsou zodpovědné za 

zbývajících 70-80% případů (Lichtenstein et al., 2000; Migliore et al., 2011) a na 

jejichž vývoji se podílí kombinace environmentálních faktorů a somatických 

mutací. 

 

2.2.1 Lynchův syndrom 
Nejčastější hereditární typ KRCa se vyskytuje přibližně u 1-3% pacientů 

s KRCa (Hampel et al., 2008). Lynchův syndrom se často označuje jako 

hereditární nepolypózní kolorektální karcinom (HNPCC). Celoživotní riziko 

vzniku KRCa u pacientů s Lynchovým syndromem dosahuje 80%. Navíc je toto 

onemocnění spojeno s dalšími typy nádorů, nejčastěji s nádorem endometria, 

dále pak například s nádory vaječníků, žaludku, tenkého střeva, slinivky 

a v podobě Turcotova syndromu s nádory mozku nebo Muir-Torre syndromu 
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jako kombinace kožního a viscerálního nádoru (Lynch et al., 2009; 

Shellenberger et al., 2008). Genetickou příčinou Lynchova syndromu jsou 

zárodečné mutace v genech zodpovědných za opravu DNA, nejčastěji mutace 

MLH1 (mutL homolog 1) a MSH2 (mutS homolog 2). Výsledkem těchto mutací 

pak nejčastěji bývá nádor s typickou mikrosatelitní nestabilitou (viz část 2.4).  

Diagnostika Lynchova syndromu probíhá podle Amsterodamských kritérií I a II 

(Tabulka 2) či podle revidovaných kritérií z Bethesdy (Tabulka 3). Správná 

identifikace tohoto syndromu je podstatná pro pacienta samotného i jeho 

rodinu, jelikož je možné u rizikových osob včasně zahájit preventivní prohlídky 

a umožnit tak detekci nádoru v raném stádiu.  

 

Tabulka 2 - Diagnostika Lynchova syndromu podle amsterodamských kritérií 
(Plevová et al., 2009). 

Amsterodamská kritéria I 

1. V rodině jsou alespoň tři pacienti s karcinomem tlustého střeva, jeden z 
nich je příbuzný prvního stupně ostatních dvou. 

2. Jsou postiženy alespoň dvě generace. 
3. Alespoň jeden nemocný byl mladší 50 let v době diagnózy. 
4. Nádor byl ověřen patologem. 
5. Je vyloučena familiární adenomatózní polypóza. 

Amsterodamská kritéria II 

1. 

V rodině jsou alespoň tři příbuzní s karcinomem sdruženým s HNPCC 
(kolorektální karcinom, karcinom endometria, tenkého střeva, ureteru a 
ledvinové pánvičky), jeden z nich je příbuzný prvního stupně ostatních 
dvou. 

2. Jsou postiženy alespoň dvě generace. 
3. Alespoň jeden nemocný byl mladší 50 let v době diagnózy. 
4. Nádor byl ověřen patologem. 
5. Je vyloučena familiární adenomatózní polypóza. 
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Tabulka 3 - Diagnostika Lynchova syndromu podle revidovaných  kritérií 
z Bethesdy (Plevová et al., 2009). 

Revidovaná kritéria z Bethesdy 
1. Kolorektální karcinom diagnostikovaný u pacienta mladšího 50 let. 

2. 

Přítomnost synchronních nebo metachronních karcinomů střeva nebo 
jiných nádorů sdružených s HNPCC (karcinom kolorekta, endometria, 
žaludku, tenkého střeva, ovaria, pankreatu, ureteru a pánvičky, biliárního 
traktu, mozku – glioblastom, kůže – adenomy sebaceozních žláz a 
keratoakanthomy), bez ohledu na věk. 

3. 

Kolorektální karcinom s histologií odpovídající vysokému stupni 
mikrosatelitní nestability, diagnostikovaný u pacienta mladšího 60 let 
(přítomnost tumor-infiltrujících lymfocytů, lymfocytární reakce podobná 
Crohnově chorobě, mucinózní charakter, medulární růst, prstencové 
buňky v nádoru). 

4. 
Kolorektální karcinom diagnostikovaný u jednoho nebo více příbuzných 
prvního stupně s nádorem charakteristickým pro HNPCC, jeden z nádorů 
je diagnostikován před 50. rokem věku. 

5. 
 Kolorektální karcinom diagnostikovaný u dvou nebo více příbuzných 
prvního nebo druhého stupně s nádory sdruženými s HNPCC, bez ohledu 
na věk. 

 

2.2.2 Familiární adenomatózní polypóza 
Zárodečná mutace v genu APC (adenomatous polyposis coli) je příčinou méně 

než jednoho procenta kolorektálních karcinomů (Patel and Ahnen, 2012). 

Klinickým projevem je přítomnost vysokého množství polypů v tlustém střevě při 

nízkém věku pacienta, obvykle do 35 let. Benigní polypy je možné považovat za 

prekancerózní stádia a riziko vzniku KRCa u neléčených pacientů s familiární 

adenomatózní polypózou (FAP) ve věku 50 let dosahuje 95% (Jasperson et al., 

2010). Stejně jako v případě Lynchova syndromu, i u FAP se vyskytují nádory 

mimo oblast tlustého střeva – nejčastěji karcinomy tenkého střeva a papilární 

karcinom štítné žlázy (Anaya et al., 2008).  

Kromě plně rozvinuté formy FAP rozeznáváme i atenuovanou formu FAP, která 

se projevuje menším množstvím adenomů v tlustém střevě a nástupem 

v pozdějším věku (Jasperson et al., 2010).  
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2.2.3 Sporadický kolorektální karcinom 
Sporadické případy tvoří většinu KRCa a jejich vznik není vysvětlitelný 

přítomností některé ze v současnosti popsaných zárodečných mutací. V 

etiologii sporadického KRCa hraje roli velké množství faktorů, od genetického 

pozadí přes somatické mutace a epigenetické regulace až po vliv vnějšího 

prostředí, přičemž na vzniku KRCa se většinou podílí kombinace několika 

faktorů. 

V současnosti uznávanou teorií vzniku a vývoje kolorektálního karcinomu je 

model vícestupňové kancerogeneze, také nazývaný Vogelsteinův model 

kancerogeneze. Podle něj dochází postupným hromaděním mutací k přeměně 

zdravého střevního epitelu na dysplastické léze, které se dále vyvíjejí přes 

časný a pozdní adenom až do stádia karcinomu (Fearon and Vogelstein, 1990).  

Vývoj směrem ke kolorektálnímu karcinomu je potencován vznikem konkrétních 

somatických mutací. První a zásadní je mutace v genu APC (podobně jako 

u familiární adenomatózní polypózy), která je detekovatelná již v dysplastických 

lézích (Powell et al., 1992). Dalším krokem při vývoji adenomu je mutace 

v genu KRAS (Kirsten rat sarcoma viral oncogene homolog), který patří do 

rodiny malých GTP (guanosin-5‘-trifosfát) vazebných proteinů a hraje roli 

v přenosu signálů od receptorů pro růstové faktory. Tato mutace je dle 

některých studií přítomna ve více než 50% KRCa (Haigis et al., 2008) a její 

přítomnost pravděpodobně dává maligním buňkám růstovou výhodu, především 

v kombinaci s mutací v genu APC (Haigis et al., 2008). Během vývoje adenomu 

z časného k pokročilému se objevuje delece na dlouhém raménku chromozomu 

18, která zasahuje kondicionální tumor supresor/proto-onkogen DCC (deleted in 

colorectal carcinoma) (Lea et al., 2009). Posledním krokem při přechodu od 

adenomu ke karcinomu je mutace v tumor supresorovém genu TP53 (tumor 

protein p53), která se vyskytuje u 75% KRCa, s nižším výskytem u nádorů 

proximální části tlustého střeva a u Lynchova syndromu. Mutace v TP53 se jen 

velmi zřídka vyskytují v adenomech, zdá se tedy, že jsou klíčové pro vznik 

karcinomu. Pokud mutace vedou k vyřazení funkce proteinu p53, 

způsobují akumulaci dalších mutací a zablokování p53-mediované apoptózy 

(Houlston, 2001). Kromě mutace v TP53 může být přechod z adenomu na 
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karcinom provázen i mutacemi DNA (deoxyribonukleová kyselina) opravných 

genů MLH1 a MSH2, podobně jako u Lynchova syndromu (Houlston, 2001). 

Sekvence typických mutací při vývoji KRCa je shrnuta v obrázku 3. 

 

 

Obrázek 3 - Vývoj sporadického kolorektálního karcinomu. Zelené šipky 

znázorňují inaktivaci nádorových supresorů, červené naopak změny v proto-

onkogenech a celkové genetické změny v nádorových buňkách. Převzato 

z (Pitule et al., 2013). 

 

Odlišným genetickým pozadím a především rozdílnou morfologií se 

postupnému vývoji nádoru sekvencí adenom-karcinom vymyká část 

sporadických KRCa vzniklých takzvanou pilovitou cestou kancerogeneze, které 

tvoří celkově 10% KRCa. Rozlišujeme čtyři typy pilovitých lézí – sesilní 

(přisedlé) pilovité polypy, sesilní pilovité adenomy, tradiční pilovité adenomy 

a hyperplastické polypy, které jsou předchozím typům podobné morfologicky, 

ale mají velmi nízký maligní potenciál (Yamane et al., 2014). Významnou roli 

v této dráze hraje zvýšená metylace CpG (cytosin-fosfát-guanin) oblastí 
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v genomu a mikrosatelitní nestabilita doprovázená mutacemi v BRAF (v-raf 

murine sarcoma viral oncogene homolog B) proto-onkogenu (Guarinos et al., 

2012). 

Kromě geneticky podmíněných rizikových faktorů hrají významnou roli v etiologii 

sporadického karcinomu i environmentální a další negenetické faktory. Za 

nejvýznamnější lze považovat vyšší věk, protože většina případů KRCa se 

vyskytuje u osob starších 50 let (92% případů), respektive 60 let (72% případů). 

Dále byly jako rizikové faktory popsány nízká fyzická aktivita, nízká konzumace 

ovoce a zeleniny, nízký příjem vlákniny a dieta bohatá na tuky, vysoká 

hmotnost až obezita, kouření a nadměrná konzumace alkoholu (Benito et al., 

1991; Wu et al., 1987).  

 

2.2.4 Kolorektální karcinom a zánětlivá střevní onemocnění 
Zvýšené riziko výskytu kolorektálního karcinomu bylo dle některých studií 

pozorováno u osob se zánětlivými střevními onemocněními (IBD, Intestinal 

Bowel Disease) jako jsou Crohnova choroba či ulcerózní kolitida, které se 

vyskytují u zhruba 2% pacientů s KRCa (Triantafillidis et al., 2009). Kolorektální 

karcinomy vzniklé na pozadí zánětu mají podobné procento chromozomálních 

a mikrosatelitních nestabilit jako čistě sporadické KRCa (Cunningham et al., 

2010), ale vyskytují se v mladším věku (Rhodes and Campbell, 2002). Mezi 

rizikové faktory vzniku KRCa na pozadí IBD patří chronický zánět, při kterém 

dochází ke dráždění střevní sliznice, což zvyšuje pravděpodobnost vzniku 

nádorových buněk, dále délka trvání onemocnění či věk pacientů při propuknutí 

zánětlivých střevních onemocnění (Andersen and Jess, 2013). 

I přes rizikové faktory není vliv střevních zánětlivých onemocnění na riziko 

výskytu KRCa zcela jednoznačný – pacientům s IBD je totiž věnována vyšší 

péče spojená s pravidelnými kolonoskopiemi od časného věku, jedním 

z důležitých léčebných zákroků jsou částečné kolektomie a léčba podávaná 

pacientům s IBD může mít protektivní efekt při vzniku pokročilých neoplázií či 

KRCa. Protektivní role je přiřazována například thiopurinům, i když nedávná 

meta-analýza jejich vliv na riziko vzniku KRCa neprokázala (Jess et al., 2014; 

van Schaik et al., 2012). Přestože některé práce odhalily zvýšené riziko vzniku 
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KRCa u pacientů s IBD (Herrinton et al., 2012), další studie z posledních let 

provedené na odlišné populaci nárůst incidence KRCa u této skupiny pacientů 

neprokazují (Jess et al., 2012, 2013). 

 

2.2.5 Nádorové kmenové buňky u kolorektálního karcinomu 
V současnosti byla u většiny solidních i hematologických nádorů identifikována 

minoritní buněčná populace nazvaná nádorové kmenové buňky (CSC, cancer 

stem cells). Tyto buňky jsou na začátku hierarchického uspořádání nádorové 

tkáně, která byla poprvé pozorována u akutní myeloidní leukemie v roce 1997 

(Bonnet and Dick, 1997). Později byly podobné populace nalezeny například 

i u karcinomu prsu (Al-Hajj et al., 2003), prostaty (Collins et al., 2005), tlustého 

střeva (O’Brien et al., 2007; Ricci-Vitiani et al., 2007) či slinivky (Li et al., 2007).  

Nádorové kmenové buňky sdílejí velké množství svých znaků s fyziologickými 

kmenovými buňkami. Oba typy se dělí asymetricky, jsou schopny sebeobnovy, 

diferenciace v další buňky dané tkáně či nádoru, dlouhého přežívání i za 

nepříznivých podmínek a mají relativně dlouhý buněčný cyklus (Aguilar-

Gallardo and Simón, 2013). Další podobností je zvýšená odolnost proti chemo- 

a radioterapii, což z nich činí velice obtížné cíle pro běžné léčebné režimy. 

Tímto jsou CSC potenciálními zdroji pozdějších recidiv onemocnění či půdou 

pro selekci rezistentních klonů pomocí suboptimálních dávek onkologických 

terapeutik (Ishii et al., 2008). S rozvojem poznání o CSC se vytvářejí i speciální 

terapie založené na prvotní indukci diferenciace CSC a následnému použití 

chemoterapie či cílené biologické léčby k usmrcení kompletní masy nádorových 

buněk (Friedman et al., 2013).  

Pro identifikaci CSC byly využity různé, většinou povrchové znaky. 

U kolorektálního karcinomu byla jako první použita pozitivita značení protilátkou 

proti proteinu CD133 (cluster of differentiation 133), kdy CD133 pozitivní buňky 

vykazovaly vyšší schopnost tvořit nádory než buňky CD133 negativní (O’Brien 

et al., 2007; Ricci-Vitiani et al., 2007). V dalších studiích byly mezi znaky 

přidány například CD44 a CD166 (Dalerba et al., 2007), CD29, CD24 a LGR5 

(leucine-rich repeat-containing G protein-coupled receptor 5) (Vermeulen et al., 

2008) či ALDH1 (aldehyde dehydrogenase 1) (Huang et al., 2009). Řada těchto 
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znaků se ale nachází i na normálních kmenových buňkách tlustého střeva, což 

komplikuje oddělení těchto populací, navíc ani jeden z těchto znaků neurčuje 

CSC s absolutní jistotou – například i mezi CD133 negativními buňkami existují 

kmenové buňky schopné tvořit nádory se stejnou frekvencí jako buňky CD133 

pozitivní (Shmelkov et al., 2008).  

Spojení mezi fyziologickými a nádorovými kmenovými buňkami je pro vývoj 

nádoru podstatné. Jelikož většina střevních epiteliálních buněk má rychlý 

životní cyklus a k nahromadění dostatečného počtu mutací je zapotřebí déle 

žijících buněk, jsou cílem mutací pravděpodobně fyziologické kmenové buňky 

střevního epitelu, ze kterých se nádorové kmenové buňky vyvíjejí a dále 

zajišťují zachování a růst nádoru (Vermeulen and Snippert, 2014). Na základě 

studia nádorových kmenových buněk by bylo možné připravit efektivnější 

léčebná schémata s cílem eliminovat vývoj KRCa.  

 

2.3 Diagnostika kolorektálního karcinomu 
Úspěšnost léčby pacientů s KRCa je vysoká, pokud je nemoc diagnostikována 

v časném stádiu. Rozdíl v pětiletém přežití mezi stádii I a II a stádii III a IV dle 

starší klasifikace UICC 2002 (Union for International Cancer Control) je enormní 

- 93,2% a 82,5% pro stádia I a II, 59,5% a 8,1% pro stádia III a IV (O’Connell et 

al., 2004). Přesnost a spolehlivost diagnostických metod je zásadní pro 

zachycení KRCa v raném stádiu a tedy pro umožnění léčby s maximální 

efektivitou. 

 

2.3.1 Klasifikace kolorektálního karcinomu 
Pro správné nasazení léčby a odhad vývoje KRCa je potřebné provést přesnou 

klasifikaci nádoru a staging na základě některého z používaných klasifikačních 

systémů – v současnosti se využívá TNM systém (tumor - lymph node - 

metastasis), Dukův systém a číselný staging. Dalším kategorizačním způsobem 

je rozdělení KRCa na základě určení dediferenciace nádoru dle grading 

systému.  



   23 

TNM klasifikaci je možné rozdělit na klinickou (předoperační) a patologickou (na 

základě patologického vyšetření operačního nálezu). V současnosti se používá 

nejčastěji 6. verze (UICC 2002) a 7. verze (UICC 2009) klasifikace. Část T 

charakterizuje primární nádor a jeho vlastnosti, část N popisuje přítomnost 

nádorových buněk v místních lymfatických uzlinách a část M poté přítomnost 

vzdálených metastáz (podrobný popis 7. verze viz Tabulka 4). Dukův a číselný 

staging systém rozdělují nádory do několika kategorií dle jejich pokročilosti 

(Tabulka 5 a 6). Převodní vztahy mezi jednotlivými systémy jsou shrnuty 

v Tabulce 7. Jednotlivé kategorie grading systému dle patologického vyšetření 

shrnuje Tabulka 8.  

 

Tabulka 4 - Jednotlivé hodnoty parametrů TNM klasifikace a jejich význam. 

TNM staging 
hodnota popis stavu 

Tx primární nádor nemůže být ohodnocen 
T0 zdravá tkáň bez přítomnosti nádoru 

Tis karcinom in situ - nádor neopustil epitel či invaze jen do lamina 
propria 

T1 nádor invaduje do podslizničního vaziva 
T2 nádor invaduje do slizniční svaloviny 
T3 nádor invaduje skrze slizniční svalovinu do okolních tkání 

T4a nádor penetruje viscerální peritoneum 
T4b nádor penetruje či přisedá k dalším orgánům 
Nx lymfatické uzliny nemohou být hodnoceny 
N0 bez metastáz v místních lymfatických uzlinách 

N1 1-3 metastázy v místních lymfatických uzlinách   
(podkategorie N1a-c) 

N2 4 a více metastáz v místních lymfatických uzlinách  
(podkategorie N2a-b) 

M0 bez vzdálených metastáz 
M1 přítomnost vzdálených metastáz 

M1a vzdálené metastázy jen v jednom orgánu 
M1b metastázy ve více orgánech či peritoneu 
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Tabulka 5 - Hodnoty Dukova systému a jejich význam. 

Dukův systém 

hodnota	
   popis stavu 
A	
   nádor prorostl ke svalové vrstvě stěny střeva 

B	
   nádor invaduje skrze celou stěnu střeva, bez metastáz v 
lymfatických uzlinách 

C	
   detekována metastáza v místních lymfatických uzlinách 
D	
   detekována vzdálená metastáza 

 
 
 
Tabulka 6 - Hodnoty číselného stagingu a jejich význam na základě 7. vydání 

UICC klasifikace. 
Číselný staging 

hodnota popis stavu 
0 karcinom in situ 
I nádor prorostl ke svalové vrstvě stěny střeva 

IIa nádor invaduje skrze celou stěnu střeva, bez metastáz v 
lymfatických uzlinách 

IIb nádor invaduje okolní tkáně, ale nedetekovány metastázy v 
lymfatických uzlinách 

IIIa nádor prorostl maximálně ke svalové vrstvě stěny střeva, ale 
byly detekovány 1-3 metastázy v lymfatických uzlinách 

IIIb nádor invaduje skrze celou stěnu střeva či do okolních tkání, a 
byly detekovány 1-3 metastázy v lymfatických uzlinách 

IIIc nádor má jakoukoliv velikost, ale byly detekovány 4 a více 
metastázy v lymfatických uzlinách a žádná vzdálená metastáza 

IVa nádor jakékoliv velikosti, ale s detekovanou vzdálenou 
metastázou 

IVb nádor jakékoliv velikosti, ale s detekovanou vzdálenou 
metastázou ve více orgánech 
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Tabulka 7 - Převodní tabulka mezi jednotlivými typy staging 
systémů na základě 7. vydání UICC klasifikace. 

číselný 
staging 

Dukův 
systém T N M 

0 - Tis N0 M0 

I A T1 N0 M0 
A T2 N0 M0 

IIa B T3 N0 M0 
IIb B T4 N0 M0 

IIIa C T1-2 N1 M0 
C T1 N2a M0 

IIIb 
C T3-4a N1 M0 
C T2-3 N2a M0 
C T1-2 N2b M0 

IIIc 
C T4a N2a M0 
C T3-T4a N2b M0 
C T4b N1-2 M0 

IVa D jakékoli T jakékoli N M1a 
IVb D jakékoli T jakékoli N M1b 

 
 

Tabulka 8 - Kategorie grading systému a jejich význam. 

Grading 

hodnota popis stavu 

1 nádorové buňky podobné fyziologickým buňkám střeva (dobře 
diferencované) 

2 nádorové buňky vizuálně abnormální, rychlejší buněčné dělení 

3 nádorové buňky s vysoce změněnou morfologií, rychlý buněčný 
cyklus, potenciál k šíření nádoru (nediferencované buňky) 

 
2.3.2 Zavedené screeningové a diagnostické metody 
Vývoj KRCa dle klasického modelu od zdravé sliznice přes adenom po 

karcinom (Fearon and Vogelstein, 1990) probíhá obvykle velmi pomalu, 

v průměru se uvádí 7-10 let (Miller and Steele, 2012). Takto dlouhý časový 

horizont umožňuje použití preventivních screeningových testů, které mohou 

vést k časnému zachycení onemocnění. Přesto bylo v letech 2006 až 2010 

v České republice diagnostikováno s časným stádiem KRCa (stádium I a II) jen 

45% pacientů, s pokročilým KRCa (stádium III a IV) 47% pacientů a u zbylých 

8% pacientů bylo stádium neznámé (www.svod.cz). 
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Plošný screening kolorektálního karcinomu v běžné populaci se v České 

republice provádí od roku 2000. V roce 2009 byla zavedena nová pravidla, 

která zvýšila pokrytí populace. Od roku 2013 se zavádí systém adresného zvaní 

na preventivní prohlídku s cílem přiblížit pokrytí populace k hodnotám typickým 

u západoevropských států, tedy 50% cílové populace (Kral and Seifert, 2013; 

Zavoral et al., 2014). 

Primární screeningovou metodou je test okultního krvácení ve stolici (TOKS, 

v anglické literatuře Fecal Occult Blood Test, FOBT), kde jsou původní testy 

využívající guajakovou pryskyřici postupně nahrazovány testy 

imunohistochemickými, které mají vyšší senzitivitu i specificitu (Zhu et al., 

2010). Tento test mohou zdarma absolvovat v ročním intervalu osoby ve věku 

50-54 let. Při dovršení 55 let je možné pokračovat v TOKS s dvouletým 

intervalem, či podstoupit primární screeningovou kolonoskopii, kde v případě 

negativního výsledku dojde na dobu deseti let k přerušení screeningu - zde se 

využívá pomalého vývoje KRCa (Kral and Seifert, 2013).  

Výhodou neinvazivních testů je vyšší účast pacientů a tedy kvalitnější pokrytí 

populace. Kromě již zavedených testů je ve vývoji široké spektrum nových 

diagnostických metod, které by mohly senzitivitou, specificitou či určením 

konkrétních informací o daném nádoru překonat současný standard v podobě 

testů okultního krvácení do stolice. Nevýhodou těchto testů je vyšší cena 

a často i nároky na personál a vybavení laboratoří. 

Mezi další metodiky, které je možné použít v diagnostice KRCa patří flexibilní 

sigmoideoskopie a radiologické testy, především irigografie a CT kolonografie 

(CT, počítačová tomografie) (Levin et al., 2008). Ani jeden z těchto postupů ale 

nedosahuje dostatečné spolehlivosti, a proto je v současnosti nejvýhodnější 

použít TOKS kombinovaný v případě pozitivního nálezu s kompletní 

kolonoskopií. Použití kolonoskopie umožňuje i odběr bioptického vzorku 

z případné léze a získání podstatných informací o nádoru. 
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2.3.3 Nové metodiky využitelné pro diagnostiku a screening KRCa 
 

Volná DNA ve stolici 

Zajímavou alternativou ke guajakovému i imunohistochemickému TOKS je 

testování DNA (deoxyribonukleová kyselina) extrahované ze stolice. Detekce je 

založená na genetických a epigenetických změnách v nádorové tkáni (Ahlquist, 

2010). DNA uvolněná z epiteliálních buněk trávicího traktu představuje jen 

minimální množství celkových nukleových kyselin ve stolici, které z více než 

99,9% tvoří DNA bakterií střevní mikroflóry (Klaassen et al., 2003). Díky 

existenci vysoce senzitivních metod pro detekci mutací je přesto možné zachytit 

změny v onkogenech, které mohou být spojeny s přítomností nádoru v trávicí 

soustavě (Deng et al. 2012; Li et al. 2012; Zou et al. 2009). Kromě mutací je 

možné analyzovat i metylační profil DNA, který je v případě nádorů rovněž 

odlišný od běžného střevního epitelu. Poslední generace testů DNA ve stolici 

pracují s upravenými panely sledovaných znaků, které zvyšují specificitu 

a senzitivitu především pro detekci adenomů a časných stádií karcinomu 

kolorekta (Ahlquist et al., 2012). Při správném nastavení panelu sledovaných 

znaků je možné zachytit nádory nejen v oblasti tlustého střeva a konečníku, ale 

i nádory v dalších částech trávicí soustavy (slinivka, tenké střevo či žaludek), 

u nichž jsou testy na detekci krve ve stolici nepoužitelné (Ahlquist, 2009; Kisiel 

et al., 2012). Zásadní nevýhodou testu DNA ve stolici je jeho vyšší cena 

a přísnější nároky na kvalitu vzorku.  

 

Cirkulující nádorové buňky 

Buňky uvolněné z nádorové masy karcinomů je možné detekovat v periferní krvi 

pacientů vzhledem k jejich odlišným vlastnostem od běžných krevních buněk. 

První popis cirkulující nádorové buňky pochází již z roku 1869 od australského 

lékaře Thomase Ashwortha (Sleijfer et al., 2007). V posledních letech se začíná 

využívat cirkulujících nádorových buněk (CNB) pro diagnostiku a především 

prognózu onemocnění (nejprve byl tento test do klinické praxe zaveden 

u metastatického nádoru prsu, později i u metastatického karcinomu prostaty 
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a kolorektálního karcinomu), s výhledem pro možné využití CNB i pro další typy 

malignit (Liberko et al., 2013). 

Největší komplikací při stanovení CNB je jejich malé množství v poměru 

k fyziologickým buňkám krve. Ve většině detekčních postupů je proto prvním 

krokem obohacení studovaného vzorku o populaci buněk, ve které se budou 

s nejvyšší pravděpodobností CNB vyskytovat. V této části postupu se využívá 

odlišného fenotypu buněk uvolněných z epiteliálního nádoru oproti buňkám 

krve. V současnosti jediný systém schválený pro klinické použití – CellSearch – 

používá tři kroky pro identifikaci CNB: obohacení vzorku pomocí protilátky proti 

EpCAM (epithelial cell adhesion molecule; povrchový znak epiteliálních buněk), 

následné označení protilátkami proti cytokeratinům pro identifikaci buněk 

epiteliálního původu a protilátkou proti CD45 neboli PTPRC (protein tyrosine  

phosphatase, receptor type, C) pro identifikaci buněk hematopoetického původu 

(Riethdorf et al., 2007). Posledním krokem je kvantifikace buněk splňujících 

parametry CNB. 

Kromě systému CellSearch existuje řada dalších metod izolace, identifikace 

a kvantifikace CNB. Například systém AdnaTest funguje na základě detekce 

několika epiteliálních znaků pomocí kvantitativní polymerázové řetězové reakce 

(qPCR) u buněk předem izolovaných protilátkou proti EpCAM (Andreopoulou et 

al., 2012).  

Značná část výzkumu je věnována mikrofluidním zařízením, které jsou na 

základě různých afinitních metod schopné zachytit velké množství potenciálních 

nádorových buněk, které je následně možné analyzovat. Existují metodiky 

založené na průtokové cytometrii, ty se ale potýkají s nízkým množstvím CNB 

v krvi. Na počátku výzkumu CNB byla pro jejich izolaci využita i odlišná velikost 

oproti leukocytům, kdy leukocyty jsou obvykle mnohem menší než uvolněné 

epiteliální buňky. Nicméně CNB mohou nabývat poměrně široké škály rozměrů, 

což komplikuje zisk definované populace buněk (Park et al., 2012).  

Zajímavý postup používá pro detekci CNB mikroskopická metoda zvaná       

HD-CTC (High-Definition Circulating Tumor Cell), která je schopna analyzovat 

všechny jaderné krevní buňky, čímž není limitována jako další metody prací 

s určitou subpopulací buněk (Marrinucci et al., 2012). Díky tomu je možné 
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zachytit i odlišné populace cirkulujících buněk v krvi, například cirkulující 

endotelové buňky (Bethel et al., 2014), a teoreticky i CNB, které ztratily svoje 

epiteliální charakteristiky například cestou epitelo-mesenchymální tranzice. Tato 

buněčná populace, pravděpodobně velmi podstatná pro vznik sekundárních 

nádorů, není pomocí klasických testů zachycena kvůli ztrátě povrchových 

epiteliálních molekul, pomocí kterých dochází k počáteční selekci buněk pro 

následnou charakterizaci. 

 

Volné cirkulující nukleové kyseliny 

Do tělních tekutin se kromě intaktních nádorových buněk uvolňují i nukleové 

kyseliny pocházející z odumřelých buněk tumoru, které je tak možné využít 

k diagnostice i sledování průběhu onemocnění. Nejčastěji se v této souvislosti 

studují volné cirkulující krátké RNA (ribonukleová kyselina) a volná cirkulující 

DNA v plasmě či séru. Obě tyto nukleové kyseliny je možné použít pro 

neinvazivní diagnostiku KRCa. U DNA je navíc možnost identifikovat mutační či 

metylační stav sledovaných genů. 

Krátké RNA, označované jako microRNA, jsou obvykle 20 až 24 nukleotidů 

dlouhé, protein ne-kódující RNA s regulační funkcí (Jansson and Lund, 2012). 

V posledních letech se testuje využití detekce jednotlivých microRNA i 

komplexních panelů v séru pro diagnostiku KRCa a prognózu onemocnění. 

Z diagnostického pohledu dokázala rozdělit pacienty s KRCa od zdravých 

kontrol hladina miR-378 v plasmě (Zanutto et al., 2014) či dva komplexní 

panely, první s devíti microRNA (Luo et al., 2013) a druhý s použitím změření 

sérové hladiny šesti microRNA (Wang et al., 2014). Roli v prognóze KRCa 

ukázala například i miR-29c, jejíž zvýšená hladina v séru korelovala s časným 

relapsem onemocnění (Yang et al., 2013), nebo miR-21, u níž byla snížená 

hladina v séru spojena se zvýšeným rizikem lokální recidivy a zvýšenou 

mortalitou pacientů (Menéndez et al., 2013). 

V případě DNA může být k diagnostice použito množství DNA cirkulující v krvi, 

kde pacienti s KRCa mají vyšší koncentraci volné DNA oproti zdravým 

kontrolám (Schwarzenbach et al., 2008). Cirkulující DNA lze testovat i na 
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přítomnost mutací typických pro KRCa, například změny v genech KRAS 

a BRAF (Spindler et al., 2013; Thierry et al., 2014).  

 

Metabolomický přístup 

Nádorová tkáň je typická změněným metabolismem, který vede k produkci 

metabolitů odlišných od tkáně zdravé. Tento rozdíl lze využít v diagnostice 

nádorových chorob. Metodicky se používá například plynová chromatografie 

kombinovaná s hmotnostní spektrometrií (Ikeda et al., 2012), kdy vstupním 

vzorkem může být krevní sérum, moč, exkrementy či dech. Díky tomu je 

metabolomický přístup velice vhodný, protože není invazivní a pro pacienta 

nepřináší žádná rizika (Di Lena et al., 2013).  

U kolorektálního karcinomu proběhly v posledních letech metabolomické studie 

využívající dech a sérum pacientů (Altomare et al., 2013; Nishiumi et al., 2012). 

Při diagnostice onemocnění ze séra bylo pomocí modelu založeného na čtyřech 

metabolitech dosaženo senzitivity 83,1%, specificity 81% a přesnosti 82%, 

navíc s výraznou schopností odlišit pacienty s nízkým stádiem KRCa od 

pacientů zdravých (Nishiumi et al., 2012). Studie založená na odlišných 

metabolitech v dechu identifikovala 15 metabolitů, jejichž použitím bylo 

dosaženo senzitivity 86%, specificity 83% a přesnosti 85%. U validační skupiny 

tento systém dosáhl přesnosti 76% (Altomare et al., 2013). 

Metabolomika skýtá potenciál pro detekci nádorových onemocnění, navíc 

s možností diagnózy přesného typu nádoru, protože ty se mezi sebou 

pravděpodobně liší rozdílným profilem metabolitů. V současnosti již tento 

přístup proniká do i diagnostiky a sledování odpovědi na léčbu u nenádorových 

chorob jako laktózové intolerance či cystické fibrózy (Colombo et al., 2011; 

Marton et al., 2012) a větší rozšíření do nádorové biologie je jen otázkou času. 

 

2.4 Molekulární podtypy kolorektálního karcinomu 
Z molekulárního hlediska je kolorektální karcinom vysoce heterogenní 

onemocnění. V současnosti rozeznáváme tři hlavní podtypy kolorektálního 

karcinomu, které se kromě mechanizmů vývoje liší i klinickým průběhem 
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a odpovědí na určité typy léčby. Z genetického pohledu odlišujeme KRCa 

s chromozomální nestabilitou (CIN), s mikrosatelitní nestabilitou (MSI) 

a posledním typem jsou epigeneticky definované KRCa s vysoce metylovanými 

CpG ostrůvky (tzv. CpG island methylator phenotype, CIMP) (Bogaert and 

Prenen, 2014; Markowitz and Bertagnolli, 2009). Procentuální poměry mezi 

jednotlivými podtypy jsou znázorněny na obrázku 4.  

 

Obrázek 4 - Procentuální zastoupení jednotlivých genetických a epigenetických 

subtypů KRCa. Chromosomální nestabilitu (CIN positivní) vykazuje 58% KRCa, 

mikrosatelitní nestabilitu (MSI high) 18% případů KRCa, metylaci CpG (CIMP 

high) ostrůvků 20% KRCa a negativitu ve všech třech znacích 27% KRCa. 

Převzato z (Pitule et al., 2011).  

 

KRCa s chromosomální nestabilitou 

Chromosomální nestabilita stojí za vývojem největší části sporadických KRCa, 

u 80-85% případů je možné detekovat přestavby chromozomů na různé úrovni 

od malých změn na úrovni jednobázových mutací přes změny v počtu 

chromosomů (aneuploidie) a přestavby chromosomů až ke genové amplifikaci 

(Grady and Carethers, 2008). S chromosomální nestabilitou jsou spojeny 

i ztráty heterozygosity v určitých oblastech genomu, což je velice efektivní 
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mechanizmus fyzického odstranění oblastí často spojených s tumor 

supresorovými geny.  

Byly popsány různé molekulární mechanizmy, které mohou vést k CIN, 

například špatná funkce mitotického kontrolního bodu vedoucí k poruchám 

segregace chromozomů (Pino and Chung, 2010; Wang, 2004), centrosomální 

abnormality (Ganem et al., 2009; Lassmann et al., 2009) či nestability telomer 

a rozdílná aktivita telomerázy (Bertorelle et al., 2014).  

Společně s významnými karyotypovými změnami nalézáme u CIN typů KRCa 

typické mutace, ale v současnosti není zcela jasné, zda hromadění těchto 

mutací je výsledkem CIN či naopak (Pino and Chung, 2010). Jednotlivé mutace 

velmi často zasahují dráhy podstatné pro vývoj kolorektálního karcinomu. 

Nejčastěji mutovanými nádorovými supresory jsou APC a TP53 a geny na 

dlouhém raménku chromozomu 18 - SMAD2 (SMAD family member 2), SMAD4 

(SMAD family member 4) a DCC, které jsou často postiženy i zmíněnou ztrátou 

heterozygosity, která se v této oblasti vyskytuje u více než 70% případů KRCa 

(Fearon and Vogelstein, 1990). Mezi mutované proto-onkogeny patří gen 

CTNNB1 (catenin (cadherin-associated protein), beta 1, 88kDa) kódující          

β-katenin, který hraje podstatnou roli při vývoji KRCa a buněčné proliferaci 

(White et al., 2012), a geny KRAS a PIK3CA (phosphatidylinositol-4,5-

bisphosphate 3-kinase, catalytic subunit alpha), které hrají roli v přežívání 

a rovněž potencují proliferaci buněk (Samuels and Waldman, 2010). Komplex 

typických mutací na pozadí chromozomální nestability se nazývá 

chromosomálně nestabilní dráha vývoje KRCa (Tejpar and Van Cutsem, 2002). 

Z hlediska klinického pohledu jsou CIN pozitivní KRCa spojeny s horší 

prognózou než v případě KRCa s mikrosatelitní nestabilitou (Popat et al., 2005; 

Walther et al., 2008). Popis drah vedoucích k vývoji CIN je podstatný z hlediska 

možnosti jejich zablokování, což by mohlo hrát roli při léčbě pacientů s tímto 

typem KRCa. V současnosti se testuje interference s některými proteiny s rolí 

v jednotlivých drahách vývoje CIN pomocí nízkomolekulárních inhibitorů, 

například zablokování Aurora kinázy či proteinu KIF11 (kinesin family member 

11), mitotického kinesinu spojeného se segregací chromozomů (Nakai et al., 
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2009; Palani et al., 2013) (data o klinických studiích jsou k dispozici na serveru 

www.clinicaltrials.gov). 

 

KRCa s mikrosatelitní nestabilitou 

Mikrosatelitní nestabilita stojí za vznikem a vývojem 15% případů sporadického 

kolorektálního karcinomu. Mikrosatelity jsou opakující se 1 až 6 bázové 

sekvence, také označované jako krátké tandemové repetice. Jednotlivé alely 

genů s mikrosatelitními oblastmi se od sebe mohou lišit počtem opakování dané 

krátké oligonukleotidové sekvence. U sporadického kolorektálního karcinomu je 

vznik MSI spojen s inaktivací DNA opravných mechanismů mutací nebo snížení 

exprese klíčových genů pomocí hypermetylace jejich promotorů (Söreide et al., 

2006). Nejčastěji změněnými geny jsou MLH1, PMS2 (PMS2 postmeiotic 

segregation increased 2), MSH2 a MSH6 (mutS homolog 6) (Yim, 2012). 

Zárodečné mutace v těchto genech jsou spojeny s dědičným Lynchovým 

syndromem. Nejběžnějším způsobem vzniku MSI pozitivních sporadických 

KRCa je mutace MLH1 nebo MSH2 a epigenetická inaktivace MLH1 promotoru 

(Wheeler et al., 1999), které jsou dohromady zodpovědné za více než 90% MSI 

pozitivních sporadických KRCa (Gryfe et al., 2000). Výsledkem těchto změn je 

hromadění somatických mutací v mikrosatelitních oblastech ovlivňujících 

především jejich délku. Pokud se repetice vyskytnou v kódujících oblastech 

genů, dochází k posunu čtecího rámce a tvorbě zkrácených či nefunkčních 

proteinů. Tímto mechanismem jsou u kolorektálního karcinomu inaktivovány 

například geny PTEN (phosphatase and tensin homolog), BAX (BCL2-

associated X protein) či TGFβRII (transforming growth factor, beta receptor II) 

(Iacopetta et al., 2010). 

Zatímco určení hlavních typů rozvinuté chromozomální nestability je metodicky 

spolehlivé, u MSI záleží na stanovovaném panelu znaků. Původní panel 

obsahoval 5 sledovaných oblastí pokrývající dvě jednonukleotidové a tři 

dvounukleotidové repetice (Boland et al., 1998), nicméně specificita panelu 

nebyla dostatečná a v řadě případů docházelo ke špatné klasifikaci jednotlivých 

nádorů (Murphy et al., 2006). V posledních letech se prosazují nové kombinace 
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znaků v panelu, především analýza pěti oblastí s jednonukleotidovými 

repeticemi (Suraweera et al., 2002). 

Pro klinickou praxi je stanovení MSI podstatné z prognostického pohledu, 

jelikož řada prací ukázala na lepší přežívání pacientů s MSI pozitivními KRCa 

ve stadiu II a III oproti pacientům s CIN pozitivními či mikrosatelitně stabilními 

nádory (Popat et al., 2005). Prognostický efekt mikrosatelitní stability může být 

dále potencován kombinací s určitými mutacemi, například MSI negativita 

spojená s mutací v BRAF se ukazuje jako vysoce negativní prognostický znak 

pro délku přežívání pacientů (Pai et al., 2012). KRCa s mikrosatelitní 

nestabilitou vznikají převážně v proximální oblasti tlustého střeva a vyznačují se 

nižší diferenciací a vysokým počtem tumor infiltrujících lymfocytů (Boland and 

Goel, 2010). Mikrosatelitní status je možné využít i jako prediktivní znak pro 

léčbu založenou na 5-FU (5-fluorouracil), jelikož část působení 5-FU vyžaduje 

funkční mechanizmus opravy DNA, který je u pacientů s MSI pozitivními nádory 

narušen. Některé studie ukazují nepřítomnost benefitu při adjuvantní léčbě      

5-FU u MSI pozitivních pacientů či dokonce zhoršení stavu pacientů (Sargent et 

al., 2010), zatímco jiné tento závěr nepotvrdily (Hemminki et al., 2000; Hutchins 

et al., 2011). 

 

Kolorektální karcinom s aberantní metylací CpG ostrůvků 

Třetí hlavní podtyp KRCa je spojen s aberantní metylací CpG ostrůvků v DNA 

(Issa, 2004; Toyota et al., 1999), což jsou úseky bohaté na cytosin a guanin 

lokalizované v oblastech promotorů a prvního exonu u zhruba 70% lidských 

genů (Saxonov et al., 2006). V základním stavu jsou tyto oblasti většinou bez 

metylových skupin, aby mohla probíhat transkripce jimi kódovaných genů. 

Opačná situace je u CpG ostrůvků mimo promotorové oblasti, které jsou 

většinou opatřeny metylovou skupinou. Ve fyziologické situaci jsou metylovány 

například promotorové CpG oblasti u imprintovaných genů či u genů na 

inaktivovaném X chromosomu (Cotton et al., 2011; Reik and Lewis, 2005). 

Během vývoje kolorektálního karcinomu dojde ke změně promotorové metylace 

u více než 5% genů (Schuebel et al., 2007), což je větší množství, než kolik je 

jich v tomto onemocnění ovlivněno mutacemi (Wood et al., 2007).  
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Určení CIMP statutu u kolorektálního karcinomu komplikuje neexistence 

standardizovaných panelů pro určení hladiny metylace. V současnosti se 

používají dva panely založené na pěti studovaných oblastech (Chan et al., 

2002; Weisenberger et al., 2006) a jeden zkoumající osm oblastí (Ogino and 

Goel, 2008), přičemž data získaná jednotlivými panely nelze mezi sebou 

jednoznačně srovnávat z důvodu odlišné senzitivity i specificity. Jednotlivé testy 

i odlišně interpretují získaná data. KRCa je tak možné dělit na dvě skupiny – 

CIMP pozitivní a CIMP negativní (Weisenberger et al., 2006); na tři skupiny – 

CIMP-high, CIMP-low a CIMP negativní (Shen et al., 2007); respektive skupiny 

čtyři – CIMP high, CIMP-low a dvě skupiny CIMP negativní dle mutačního stavu 

genu TP53 (Hinoue et al., 2012).  

CIMP je ve vývoji KRCa často spojen s mikrosatelitní nestabilitou z důvodu 

metylace promotorové oblasti u MLH1. Z tohoto pohledu je pak možné dle 

CIMP a MSI stavu rozdělit KRCa na čtyři až šest skupin s odlišným klinickým 

chováním. Například CIMP-high/MSI-pozitivní nádory jsou typické lokalizací 

v proximální oblasti střeva, častějším výskytem u žen, vyšším věkem pacientů 

a lepší prognózou. Naopak velice negativní prognózu mají pacienti s KRCa se 

znaky CIMP-high/MSI-negativní v kombinaci s mutací genu BRAF.  

 

Nové způsoby typizace kolorektálního karcinomu 

S rozvojem metodik schopných analyzovat tisíce znaků v jednom běhu, jako 

jsou například různé typy mikročipů pro analýzu genové exprese, se otevírá 

nový způsob klasifikace KRCa. Tři podstatné práce z minulých let rozdělily 

KRCa do tří, čtyř a šesti podtypů (Perez-Villamil et al., 2012; Sadanandam et 

al., 2013; De Sousa E Melo et al., 2013). 

V první studii byly identifikovány tři typy KRCa dle expresních profilů, z nichž se 

dva výrazně překrývaly s klasickými CIN a MSI subtypy, poslední typ pak 

vykazoval vysokou stabilitu mikrosatelitů, vyšší metylaci CpG ostrůvků, a dle 

svého profilu byl příbuzný s přisedlým pilovitým adenomem. Tento podtyp byl 

spojen s negativní prognózou a častou rezistencí k léčbě protilátkami proti 

EGFR (receptor epidermálního růstového faktoru) a jeho identifikace je tedy 

z klinického pohledu velmi podstatná (De Sousa E Melo et al., 2013).  
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Přidanou hodnotou studie rozdělující KRCa do šesti skupin bylo spojení těchto 

podtypů s typem léčby, který by mohl být pro dané nádory nejvhodnější. Tři 

podtypy byly spojeny s výrazně prodlouženým bezpříznakovým přežitím (DFI) 

po chirurgickém zákroku, a tito pacienti by tedy v případě lokalizovaného 

nádoru mohli být ušetřeni následné zatěžující chemoterapie či biologické léčby. 

Dva podtypy s negativní prognózou byly spojeny s dobrou odpovědí na 

adjuvantní léčbu režimem FOLFIRI, a u posledního podtypu, rezistentního na 

léčbu anti-EGFR protilátkami, byla odhalena potenciální možnost a účinnost 

léčby inhibitory kinázy MET (MET proto-oncogene, receptor tyrosine kinase) 

(Sadanandam et al., 2013). 

Na základě charakteristických expresních profilů se podařilo KRCa rozdělit i do 

čtyř odlišných podtypů, které se nacházely napříč nádory od stádia I do stádia 

IV. Autoři použili dělení na nádory s nízkým a vysokým procentem stromální 

komponenty, s imunoglobulinem spojené nádory a mucinózní nádory. Rozdílné 

expresní profily byly vztaženy k odlišným drahám aktivujícím karcinogenezi 

a mohou pomoci k indikaci odlišné léčby u jednotlivých nádorových podtypů 

(Perez-Villamil et al., 2012). 

 

2.5 Léčba kolorektálního karcinomu 
Terapie kolorektálního karcinomu sestává z kombinace chirurgické léčby, 

radioterapie, chemoterapie a cílené biologické léčby. Jedinou metodou 

zaručující kompletní eliminaci nádoru je radikální chirurgický zákrok, který je 

možný především v případě lokalizovaného KRCa. Právě častý přechod 

lokalizovaného KRCa do metastatické nemoci představuje pro pacienty výrazné 

riziko – synchronní či metachronní metastáza se vyskytuje až u 50% z nich 

(Kindler and Shulman, 2001). Výskyt metastatické nemoci znamená výrazné 

zkrácení pětiletého přežití. I přes značné pokroky související se zavedením 

nových typů léčby je dlouhodobé přežívání těchto pacientů stále velmi nízké 

(Manfredi et al., 2006).  

Základním postupem při léčbě lokalizovaného KRCa je chirurgické odstranění 

nádoru, ať už v podobě radikální operace, při které dojde k odstranění 

kompletní nádorové tkáně, či v podobě paliativního zákroku, který může obnovit 
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průchodnost střeva či sloužit jako příprava pro další typy léčby (Halámková et 

al., 2013). Kromě nejběžnější otevřené operace jsou v posledních letech častěji 

zaváděny i laparoskopické operační postupy, které kladou menší nároky na 

pacienty a jejichž úspěšnost a procento komplikací či relapsů onemocnění je 

v současnosti srovnatelné s klasickým přístupem (Biondi et al., 2013). Operační 

zákrok je možné doplnit celou řadou léčebných schémat založených na 

radioterapii, chemoterapii i cílené biologické léčbě. Základní léčebné schéma 

lokalizovaného i metastazujícího KRCa (mKRCa) je shrnuto na obrázku 5. 

 

2.5.1 Radioterapeutická léčba 
Radioterapie se indikuje u karcinomu rekta, zatímco u karcinomu tlustého 

střeva se v současnosti nevyužívá. U nádoru rekta je používána nejčastěji jako 

předoperační radioterapie či v kombinaci s chemoterapeutickými režimy jako 

neoadjuvantní chemoradioterapie. Hlavním cílem je zmenšení nádoru rekta 

a následné zvýšení operability, spojené často se snahou nepoškodit anální 

svěrače a poskytnout tak pacientovi vyšší kvalitu života (Damin and Lazzaron, 

2014).  

V současné době je aktivní celá řada klinických studií, které stanovují účinnost 

jednotlivých chemoradioterapeutických postupů, které mohou nejen usnadnit 

následnou operaci, ale v některých případech mohou vést až k makroskopické 

remisi nádoru (Glynne-Jones et al., 2013).  

V řadě případů má předoperační radioterapie minimální vliv na prodloužení 

celkového přežití (OS), ale výrazně zvyšuje kvalitu života pacientů zmenšením 

rizika lokální recidivy a nutnosti opakovat operační zákrok (Glimelius, 2013; 

Rahbari et al., 2013). Recentní studie ukázala, že pacienti, kteří podstoupili 

neo-adjuvantní nebo adjuvantní radioterapii, dosahují vyššího procenta 

desetiletého přežití oproti pacientům bez radioterapie (Peng et al., 2014). 
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Obrázek 5 - Základní schéma rozhodování o léčbě u pacientů s KRCa. 

Převzato z http://www.kolorektum.cz/index.php?pg=pro-odborniky--diagnostika-

a-lecba-kolorektalniho-karcinomu. 
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2.5.2 Onkologická léčba 
Chemoterapie je nejčastějším způsobem léčby pacientů s KRCa hned po 

chirurgické intervenci. Mezi základní chemoterapeutika patří 5-fluorouracil, 

oxaliplatina a irinotecan. Chemoterapii lze použít jako adjuvantní (zajišťovací) 

chemoterapii po kompletním chirurgickém odstranění nádoru (obrázek 6) 

a paliativní chemoterapii, která je použita u pacientů s neresekabilními 

primárními či sekundárními nádory, či u pacientů, u nichž nebylo možné provést 

radikální operační zákrok (obrázek 7 a 8). Při použití jako neoadjuvantní 

chemoterapie je jejím cílem zmenšení nádorové hmoty do stavu, ve kterém by 

bylo možné tumor odstranit chirurgickým zákrokem (nejčastěji používána 

u primárně inoperabilních jaterních metastáz nebo s cílem zmenšení velikosti či 

snížení stagingu nádoru) (Ćwiertka, 2008; Leonard et al., 2005).  

Nejstarším používaným chemoterapeutikem je pyrimidinový analog                  

5-fluorouracil. 5-FU patří mezi antimetabolity a jeho hlavním mechanismem 

působení je inhibice thymidylát syntázy, enzymu nezbytného pro syntézu 

thymidinu (Wilson et al., 2014). Efekt mají i metabolity 5-FU - fluorodeoxyuridin 

trifosfát se může přímo inkorporovat do DNA, kde blokuje její reparaci, 

a fluorouridin trifosfát do syntetizované RNA, čímž blokuje její další zpracování 

(Longley et al., 2003). 5-FU je často používán v kombinaci s leukovorinem, 

derivátem kyseliny listové, který potencuje účinnost léčby 5-FU (Advanced 

Colorectal Cancer Meta-Analysis Project, 1992). Na 5-FU je založen i lék 

kapecitabin. Tento prekurzor 5-FU má výhodu v možnosti orálního podání, 

vyšší odpovědi na léčbu a nižšímu procentu komplikací oproti infuznímu podání 

u 5-FU (Twelves, 2002).  

5-FU i kapecitabin se úspěšně používají s chemoterapeutiky nové generace 

v různých kombinačních režimech (základní režimy jsou shrnuty v Tabulce 9).  

 

Oxaliplatina je derivát platiny, který se při léčbě KRCa používá pouze 

v kombinaci s dalšími chemoterapeutiky, nejčastěji 5-FU. Spolu s karboplatinou 

a cisplatinou patří do rodiny léků založených na platině, i když mechanismus 

působení jednotlivých medikamentů se liší (Rixe et al., 1996). U kolorektálního 

karcinomu dosahuje oxaliplatina vyšší efektivity, nižší toxicity a menší úrovně 
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rezistence než cisplatina (Virag et al., 2012). Přesto je dlouhodobější použití 

oxaliplatiny spojeno s chronickou neuropatií i se vznikem rezistence (Misset, 

1998; Seetharam et al., 2009). Mechanizmem fungování oxaliplatiny je tvorba 

adduktů platiny s DNA, které interferují s replikací a transkripcí a vedou 

k aktivaci DNA opravných mechanizmů či spuštění apoptózy. Oxaliplatina je 

kromě toho schopna aktivovat expresi řady buněčných genů, včetně těch s rolí 

v drahách podstatných pro vývoj nádoru jako FOS (FBJ murine osteosarcoma 

viral oncogene homolog) a NOTCH1 (notch 1), ale její celkové působení na 

nádorové buňky stále není dostatečně podrobně popsáno (Alian et al., 2012).  

 

Irinotecan je dalším z běžně používaných chemoterapeutik pro léčbu 

kolorektálního karcinomu. Používá se většinou v kombinaci s dalšími látkami ve 

všech liniích léčby KRCa. Mechanizmus jeho působení je založen na inhibici 

topoizomerázy I aktivním metabolitem irinotecanu SN-38 (Pommier et al., 

2010). Topoizomeráza I je enzym zodpovědný za rozbalení DNA během její 

replikace či transkripce a jeho zablokování efektivně zastaví oba tyto procesy 

(Pommier, 2013). Nevýhodou irinotecanu je jeho poměrně vysoká toxicita, která 

se projevuje především průjmem a neutropenií (Paulík et al., 2012). 

 

Tabulka 9 - Kombinační léčebné režimy u KRCa. Vypsána je pouze 
kombinace léčiv, nikoliv dávkování. Zdroj - Modrá kniha České onkologické 

společnosti, 18. vydání. 
režim	
   kombinace	
  léčiv	
  

FU/FA	
  (DeGramont)	
  

5-­‐fluorouracil,	
  leukovorin	
  
FU/FA	
  (Mayo)	
  
Machover	
  

AIO	
  
FOLFOX	
   oxaliplatina,	
  leukovorin,	
  5-­‐fluorouracil	
  
FLOX	
  
FOLFIRI	
   irinotekan,	
  leukovorin,	
  5-­‐fluorouracil	
  
XELIRI	
   kapecitabin,	
  irinotecan	
  
XELOX	
   kapecitabin,	
  oxaliplatina	
  

FOLFOXIRI	
   oxaliplatina,	
  irinotecan,	
  leukovorin,	
  5-­‐fluorouracil	
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2.5.3 Biologická léčba 
Nejnovější látky v terapii především metastatického KRCa jsou monoklonální 

protilátky (moAb) používané pro cílenou biologickou léčbu. Jako první byl pro 

použití schválen bevacizumab, protilátka proti vaskulárnímu-endoteliálnímu 

růstovému faktoru A (VEGF-A), následovaly protilátky proti EGFR cetuximab a 

panitumumab. Zařazení cílených léčiv do léčebných režimů může stát za 

prodloužením OS a DFI pacientů s metastatickým KRCa během posledních let 

(Messori et al., 2014). 

Bevacizumab je humanizovaná monoklonální protilátka, která je schopná 

vazbou na VEGF-A blokovat angiogenezi, která je nezbytná pro růst nádoru. 

Díky tvorbě nových cév v nádoru může nádor dále růst bez rizika přílišné 

nekrózy v centru tumoru. Blokování pro-angiogenních signálů je tedy cestou ke 

zmenšení objemu nádorové tkáně (Kubota, 2012). Přínos bevacizumabu byl 

nejprve pozorován při přidání k první linii léčby chemoterapeutickými 

kombinacemi 5-FU s leukovorinem a ironotecanu s 5-FU a leukovorinem, kde 

přinesl prodloužení přežití i času do progrese a zvýšení odpovědi na léčbu 

(Marshall, 2005). Následně byl jeho pozitivní efekt prokázán i pro další režimy 

včetně použití v dalších liniích léčby (Pavlidis and Pavlidis, 2013). Přes pozitivní 

efekt u paliativní léčby nebyl pozorován žádný přínos přidání bevacizumabu do 

adjuvantní léčby pacientů po operaci pokročilého kolorektálního karcinomu bez 

metastatické nemoci (Van Cutsem et al., 2011). 

Cetuximab je chimerická protilátka (kombinace myší a lidské části) proti EGFR. 

Mechanizmus působení je blokace signalizace přes EGFR, která při normálním 

průběhu aktivuje dělení nádorových buněk a přispívá k jejich přežívání 

(Ciardiello and Tortora, 2001). Cetuximab byl nejprve testován v monoterapii 

i jako součást kombinační léčby s irinotecanem jako další linie léčby 

u irinotecan – rezistentních pacientů a prokázal určitý benefit především 

v podobě zvýšené odpovědi na léčbu (Cunningham et al., 2004). V současnosti 

je při správné selekci pacientů možné použít cetuximab v kombinaci s řadou 

chemoterapeutik, kde pomáhá zvýšit jejich účinnost či obejít mechanizmy 

resistence (Gerber and Choy, 2010), či za určitých podmínek i jako monoterapie 

prodlužující přežití pacientů (Mekata et al., 2013). Cetuximab je rovněž možné 



   42 

použít v neo-adjuvantním režimu kvůli jeho efektu na zmenšení nádorů a 

zvýšení jejich resekability u nádoru rekta či u metastatického KRCa (Folprecht 

et al., 2010; Gomez et al., 2013). 

Panitumumab je plně humanizovaná protilátka proti EGFR. Výhodou oproti 

cetuximabu je menší množství komplikací při jeho administraci a možnost 

aplikovat panitumumab bez nutnosti premedikace (Saif and Cohenuram, 2006). 

Stejně jako v případě cetuximabu je důležitá správná selekce pacientů, kteří 

mohou profitovat z přidání anti-EGFR protilátek do léčebného schématu. 

Panitumumab se při dodržení těchto pravidel při použití v první linii léčby ukázal 

jako látka prodlužující čas do progrese onemocnění i odpověď na léčbu ve 

studii PRIME (the Panitumumab Randomized Trial in Combination with 

Chemotherapy for Metastatic Colorectal Cancer to Determine the Efficacy) 

(Douillard et al., 2010). Panitumumab přinesl benefit i při použití ve druhé a třetí 

linii léčby (Hocking and Price, 2014). Přidání panitumumabu do kombinace 

s chemoterapií a bevacizumabem naopak znamenala zhoršení stavu pacientů 

a pro léčbu se nedoporučuje (Hecht et al., 2008).  

 
2.5.4 Další používané a perspektivní látky pro léčbu KRCa 
Kromě zmíněných látek jsou v současnosti v různých fázích použití i klinického 

výzkumu další látky využitelné pro léčbu KRCa. Výzkum jde především směrem 

k cílené léčbě. Mezi anti-angiogenní látky schválené pro léčbu patří například 

zif-aflibercept a regorafenib. Zif-aflibercept je rekombinantní protein s vysokou 

afinitou k VEGF-A, VEGF-B (vaskulární-endoteliální růstový faktor B) 

a placentálnímu růstovému faktoru (PlGF). Vazbou na tyto proteiny zabrání 

jejich navázání na buněčné receptory a tím efektivně zablokuje signalizaci 

(Wang and Lockhart, 2012). Zif-aflibercept je možné použít v kombinaci 

s režimem FOLFIRI v druhé linii léčby KRCa, kde zlepšuje celkové přežití i čas 

do progrese onemocnění (Van Cutsem et al., 2012).  

Regorafenib je multimodální kinázový inhibitor, který blokuje angiogenezi skrze 

inhibici VEGFR (kinase insert domain receptor (a type III receptor tyrosine 

kinase)) a TIE-2 (TEK tyrosine kinase, endothelial), ovlivňuje nádorové stroma 

blokováním PDGFR-β (platelet-derived growth factor receptor, beta 
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polypeptide) a FGFR (fibroblast growth factor receptor) a intracelulární pro-

onkogenní dráhy blokováním funkce BRAF (Khan et al., 2014). Použití 

regorafenibu přináší benefit v podobě delšího celkového přežití u pacientů 

s metastastickým KRCa, u nichž selhaly všechny dostupné režimy léčby 

(Grothey et al., 2013).  

Přestože blokace EGFR protilátkami přináší prospěch pro část pacientů, 

podobný efekt nebyl pozorován u malých tyrosin kinázových inhibitorů (TKI), 

jako jsou erlotinib a gefitinib. Obě tyto látky byly zkoumány u metastatického 

KRCa v mono i kombinační terapii bez pozorovatelného efektu (Mahipal et al., 

2014). Poslední studie ale ukazují možnost využití těchto inhibitorů v nových 

režimech, například jako kombinace erlotinibu s bevacizumabem v podobě 

udržovací léčby (Muñoz et al., 2014). 
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Obrázek 6 - Možnosti adjuvantní léčby nádoru tlustého střeva v závislosti na 

diagnóze. Zdroj Modrá kniha pro Zhoubný novotvar kolorekta - 

http://www.linkos.cz/informace-pro-praxi/modra-kniha/5-zhoubny-novotvar-

kolorekta-c18-20/. 
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Obrázek 7 - Možnosti paliativní léčby s první linií založenou na oxaliplatině. 

Zdroj Modrá kniha pro Zhoubný novotvar kolorekta - 

http://www.linkos.cz/informace-pro-praxi/modra-kniha/5-zhoubny-novotvar-

kolorekta-c18-20/. 
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Obrázek 8 - Možnosti paliativní léčby s první linií založenou na irinotecanu. 

Zdroj Modrá kniha pro Zhoubný novotvar kolorekta - 

http://www.linkos.cz/informace-pro-praxi/modra-kniha/5-zhoubny-novotvar-

kolorekta-c18-20/. 
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2.6 Prognostické a prediktivní znaky KRCa 
U kolorektálního karcinomu podobně jako u dalších malignit a nemocí obecně 

nalézáme znaky, které nás mohou informovat o průběhu nemoci či efektivitě 

použité léčby. První kategorii nazýváme prognostické znaky – ty napovídají 

o dalším průběhu choroby, její agresivitě a o rizicích pro pacienta. Prediktivní 

znaky pak dokáží předpovědět efektivitu léčby daným přípravkem. Obě 

kategorie jsou důležité pro klinickou praxi, jelikož prognostické znaky mohou 

napovědět o nutnosti léčby a prediktivní o jejím typu, což v kombinaci přináší 

benefit pro pacienta, který může být ušetřen organismus zatěžující 

a potenciálně nefunkční léčby. Některé znaky mohou nést prognostickou 

i prediktivní funkci zároveň. Informace k prognostickému a prediktivnímu efektu 

jednotlivých klasických genetických a epigenetických subtypů KRCa byly 

shrnuty v jednotlivých odpovídajících kapitolách, v následujících odstavcích se 

budeme věnovat změnám na úrovni jednotlivých genů. 

 

2.6.1 Prediktivní a prognostické znaky pro anti-angiogenní léčbu 
V současnosti neexistují žádné prognostické nebo prediktivní znaky pro anti-

angiogenní léčbu, například pro použití bevacizumabu. Výsledky získané na 

preklinických modelech se ve studiích s pacienty nepodařilo ověřit (Luo and Xu, 

2014).  

 

2.6.2 Prediktivní znaky pro léčbu protilátkami proti receptoru 
epidermálního růstového faktoru 
V současné době jsou v cílené léčbě KRCa zaměřené proti receptoru 

epidermálního růstového faktoru používané protilátky erbitux a panitumumab. 

Pro obě z nich lze do značné míry využít stejné prediktivní znaky. 

 

EGFR 

EGFR je receptor tyrosinová kináza patřící do rodiny receptorů epidermálních 

růstových faktorů (Warren and Landgraf, 2006). Jedná se o transmembránový 

glykoprotein, který po aktivaci specifickými ligandy vytváří dimer (homodimer či 
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heterodimer s dalšími členy své proteinové rodiny). Dimerizace vede k aktivaci 

intracelulární kinázové domény, která fosforyluje další vnitrobuněčné signální 

proteiny, z nichž majoritní je protein KRAS. Mezi signální kaskády aktivované 

EGFR patří mitogen-aktivovaná protein kinázová dráha, PI3K (phosphatidyl-

inositol-3-kináza) a AKT (v-akt murine thymoma viral oncogene homolog 3) 

dráha nebo Jak2/Stat3 (Janus kinase 2 / signal transducer and activator of 

transcription 3 (acute-phase response factor)) dráha, které všechny hrají 

významnou roli v udržení homeostázy uvnitř buňky (Lurje and Lenz, 2009; 

Yarden and Sliwkowski, 2001) (obrázek 9). Deregulací těchto signalizačních 

drah může dojít k aberantní proliferaci buněk se všemi jejími důsledky (Spano 

et al., 2005). Role EGFR ve vývoji KRCa se zdá být zásadní, přestože 

fyziologická funkce EGFR v intestinálním epitelu není příliš jasná. Podle 

současných informací by mohl hrát významnou úlohu při udržování populace 

intestinálních kmenových buněk a v obnově a ochraně střevního epitelu 

(Nautiyal et al., 2012; Xu et al., 2011).  

Exprese EGFR na nádorových buňkách byla při zavedení protilátek proti EGFR 

do klinické praxe nezbytným znakem pro jejich využití v léčbě. Exprese byla 

stanovována imunohistochemicky na vzorcích primárních a částečně 

i sekundárních KRCa (Siena et al., 2009). Další výzkumy ukázaly, že exprese 

EGFR nekoreluje s odpovědí na léčbu anti-EGFR protilátkami (Rodríguez et al., 

2010; Saltz et al., 2004) a že i pacienti s nádory negativními na EGFR mohou 

mít benefit z léčby těmito protilátkami (Chung et al., 2005). S nutností lépe 

stratifikovat pacienty, kteří by měli benefit z anti-EGFR léčby, byly hledány nové 

prediktivní faktory, a jako podstatné se ukázaly mutace v genu KRAS (Lièvre et 

al., 2006). 

Z pohledu dalších možných změn EGFR samotného jsou jeho mutace 

u kolorektálního karcinomu vzácné a jejich přítomnost nenese prediktivní roli 

pro léčbu anti-EGFR protilátkami (Tsuchihashi et al., 2005). U KRCa naopak 

dochází s vysokou frekvencí ke zmnožení genu pro EGFR, které bylo spojeno 

s lepší objektivní odpovědí na léčbu anti-EGFR protilátkami a celkově lepší 

prognózou pro pacienty (Jiang et al., 2013). 
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Obrázek 9 - Základní dělení dráhy od receptoru pro epidermální růstový faktor. 

Převzato z (Pitule et al., 2013). Ukázka místa účinku léčby tyrosin kinázovými 

inhibitory a monoklonálními protilátkami.  

 

KRAS 

KRAS mutace se vyskytuje u 40% pacientů (Amado et al., 2008) 

a nejzásadnější pro KRCa jsou mutace v kodónech 12 a 13 druhého exonu. 

Změny v tomto exonu narušují vnitřní GTPázovou aktivitu, nedochází tak 

k degradaci vázaného guanosintrifosfátu na guanosindifosfát a protein zůstává 

permanentně v aktivovaném stavu. Role KRAS mutace byla zpočátku 

pozorována v menších retrospektivních studiích (Lièvre et al., 2008; De Roock 

et al., 2008), poté byla potvrzena ve velkých prospektivních studií jako 

CRYSTAL (Cetuximab Combined with Irinotecan in First-line Therapy for 

Metastatic Colorectal Cancer) (Van Cutsem et al., 2009), OPUS (Oxaliplatin 
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and Cetuximab in First-line Treatment of Metastatic Colorectal cancer) 

(Bokemeyer et al., 2009) a PRIME (Douillard et al., 2010) – dle závěrů těchto 

prací vyplývá, že benefit z použití monoklonálních protilátek v léčbě mKRCa 

mají pouze pacienti s nemutovanou verzí proteinu KRAS. Tento závěr je velice 

podstatný, protože umožňuje stratifikovat pacienty dle přítomnosti či 

nepřítomnosti mutace a nenasazovat tak u pacientů s mutovanou verzí KRAS 

léčbu, která by nepřinášela užitek. Další  práce naznačily, že je podstatné určit i 

konkrétní typ mutace – pacienti se změnou KRAS v 13. kodónu (p.G13D) 

vykazovali částečnou odpověď na léčbu cetuximabem na rozdíl od pacientů 

s KRAS mutovaným v jiných pozicích (De Roock et al., 2010a; Tejpar et al., 

2012). 

Ani skupina pacientů s nemutovaným KRAS neodpovídá na léčbu moAb 

homogenně a i po vyřazení pacientů s mutovaným KRAS proteinem byla 

pozitivní reakce na léčbu pozorována jen u 20 – 40 % z nich (Vecchione et al., 

2011). Studiem členů signalizačních drah spojených s EGFR byly odhaleny 

další molekulárně biologické změny, které jsou příčinou rezistence nádorů 

k anti-EGFR moAb. Nejdůležitější z těchto změn jsou mutace v genech BRAF 

a PIK3CA, zastavení exprese proteinu PTEN, hlavního negativního regulátoru 

PI3K dráhy, a rovněž mutace v genu NRAS (neuroblastoma RAS viral (v-ras) 

oncogene homolog), který patří do stejné rodiny jako gen KRAS (Grossmann 

and Samowitz, 2011). NRAS je mutován v méně než 3% KRCa a prvotní 

výsledky ukazují, že by jeho mutace mohla rovněž být jednou z příčin 

rezistence KRCa k použití cetuximabu (De Roock et al., 2010b). 

 

BRAF 

BRAF je jednou z kináz v takzvané mitogen-aktivované protein kinázové dráze 

(Chong et al., 2003). Protein kódovaný BRAF genem je u 10-15% KRCa 

postižen bodovou mutací V600E, která zapříčiní konstitutivní aktivitu jeho 

kinázové domény (Davies et al., 2002; Samowitz et al., 2005). Podobně jako 

u KRAS mutace je změněná varianta proteinu BRAF spojována s rezistencí 

nádorů na léčbu moAb proti EGFR (Loupakis et al., 2009; Di Nicolantonio et al., 

2008). Analýzy velkých randomizovaných studií OPUS a CRYSTAL nepřinesly 
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jednoznačné závěry o prediktivní hodnotě BRAF mutace pro léčbu moAb, 

konkrétně cetuximabem (Bokemeyer et al., 2012). Ukázaly ale prognostický 

efekt mutace V600E, jelikož pacienti s nádory nesoucími tuto změnu měli kratší 

celkové přežívání než pacienti s nádory s nemutovaným BRAF (Bokemeyer et 

al., 2012; Roth et al., 2010; Yokota et al., 2011). Vzhledem k tomu, že KRAS 

a BRAF proteiny jsou členy jedné signalizační dráhy, stačí k aktivaci 

nádorového programu v buňce pouze jedna změna v dané signalizační dráze. 

Nádory s mutací v KRAS i BRAF zároveň se nacházejí velice vzácně (Sahin et 

al., 2013). 

 

PIK3CA a PTEN 

Druhou zásadní drahou vedoucí od EGFR je signální kaskáda, na jejímž 

začátku stojí PI3K. Signalizace touto drahou vedoucí přes její základní uzel, 

kinázu AKT, zajišťuje v buňce široké spektrum funkcí – regulaci glukózového 

metabolismu, antiapoptotické děje nebo regulaci genové exprese (Vivanco and 

Sawyers, 2002). Z celkového pohledu jde o dráhu regulující přežívání a 

metabolismus buněk. S KRCa jsou spojeny dvě změny v této signální kaskádě, 

a to mutace v katalytické jednotce PI3K a změna exprese negativního 

regulátoru dráhy, proteinu PTEN. Mutace PIK3CA genu, který kóduje p100α 

katalytickou podjednotku PI3K, se vyskytují u 15 – 25% (De Roock et al., 

2010b; Samuels et al., 2005) případů KRCa a jsou rozděleny mezi exony 9 a 20 

(dle studií přibližně 70% mutací v exonu 9, 30% v exonu 20). Závěry několika 

prací zaměřených na prediktivní hodnotu PIK3CA mutace ve vztahu k odpovědi 

na léčbu moAb proti EGFR jsou nejednoznačné (Perrone et al., 2009; Prenen et 

al., 2009; Sartore-Bianchi et al., 2009) a ukazuje se, že prediktivní funkce závisí 

na přítomnosti dalších mutací (především v genech KRAS a BRAF), a že 

podobně jako u genu KRAS i zde budou mít jednotlivé mutace odlišný 

biologický efekt (Mao et al., 2012; De Roock et al., 2010b).  

U proteinu PTEN je problém s absencí standardizovaných metod, a proto různé 

studie docházejí k mírně odlišným výsledkům, přesto je pozorováno spojení 

mezi ztrátou exprese PTEN a rezistencí k EGFR cíleným léčivům (Colakoglu et 

al., 2008; Sawai et al., 2008; Sood et al., 2012). U PI3KCA i PTEN je nutné 
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ověřit skutečný efekt jejich mutací nebo exprese pro predikci odpovědi na léčbu 

cetuximabem v rozsáhlejší randomizované studii. Z prognostického pohledu je 

role PIK3CA mutací rovněž neznámá. Nedávná práce objevila potenciálně horší 

chování nádorů s mutací v obou sledovaných kodonech genu PIK3CA (Liao et 

al., 2012). 

 

2.6.3 Prediktivní znaky pro léčbu fluoridovanými pyrimidiny 
Základním prediktivním znakem pro léčbu 5-FU či kapecitabinem je thymidylát 

syntáza, enzym, přes jehož inhibici je zprostředkován hlavní účinek těchto léčiv. 

Prediktivní hodnotu má zvýšená hladina thymidylát syntázy, které je docíleno 

například genovou amplifikací či zmnožením zesilovacích oblastí v promotoru 

tohoto genu (Gibson, 2006; Marsh and McLeod, 2001; Wang et al., 2004a). 

Vyšší množství thymidylát syntázy má za následek nižší odpověď na léčbu      

5-FU, a je tedy považováno za negativní prediktivní faktor (Kornmann et al., 

2012).  

Dalším ze znaků s vlivem na léčbu 5-FU je dihydropyrimidin dehydrogenáza 

kódovaná genem DPYD. Tento enzym je z 80% zodpovědný za katabolismus   

5-FU. Alelické varianty genu DPYD mohou způsobovat zvýšené riziko toxicity  

5-FU, především alela označovaná jako DPYD*2A, která vede k vynechání 

jednoho exonu a následné syntéze proteinu se sníženou aktivitou (Wei et al., 

1996).  

Dalšími studovanými prediktivními znaky léčby 5-FU jsou thymidin fosforyláza 

a metylentetrahydrofolát reduktáza (MTHFR), u které jsou ale výsledky studií 

jednotlivých polymorfismů nejednotné. MTHFR tak není v současnosti 

využitelná jako znak vhodný k predikci účinku léčby (van Huis-Tanja et al., 

2013). Thymidin fosforyláza je poslední enzym v kaskádě přeměny 

kapecitabinu na 5-FU. Její vyšší hladina je spojena s lepší odpovědí na léčbu 

kapecitabinem například u metastatického nádoru prsu (Andreetta et al., 2009). 

U kolorektálního karcinomu je pozorovatelné podobné spojení mezi hladinou 

thymidin fosforylázy a účinnosti kapecitabinu (Petrioli et al., 2010). 

Prediktivním znakem pro léčbu 5-FU je i stabilita mikrosatelitních oblastí DNA. 

V případě pozitivity na mikrosatelitní nestabilitu způsobenou chybějícími DNA 
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opravnými proteiny jako MLH1, nemají pacienti žádný nebo pouze minimální 

benefit z léčby. K účinné funkci 5-FU je totiž potřebný fungující DNA opravný 

systém, který pak dokáže zastavit buněčné dělení v případě detekce vysokého 

množství DNA poškození (Ribic et al., 2003). 

 

2.6.4 Prediktivní znaky pro léčbu oxaliplatinou 
Prediktivní znaky pro použití oxaliplatiny jsou studovány ze dvou pohledů – 

vzhledem k její toxicitě predikují účinnost a vedlejší účinky léčby změny 

v genech spojených s buněčnou detoxifikací, vzhledem k jejímu mechanismu 

fungování jsou pak jako predikční faktory studované především geny spojené 

s opravou DNA poškození. 

Zástupcem první skupiny je glutathion-S-transferáza P1, jeden z hlavních 

detoxifikačních enzymů, kde je polymorfizmus I105V spojen se zvýšeným 

rizikem oxaliplatinou-indukované neuropatie (Lecomte et al., 2006). 

Vztah k léčbě oxaliplatinou byl nalezen u polymorfizmů ERCC1 a ERCC2 

(excision repair cross-complementation group 1 a 2), genů s rolí v nukleotidové 

excizní opravě DNA. Polymorfizmy mají rozdílný efekt v závislosti na populaci, 

u asijské populace se ukázala prediktivní hodnota ERCC1 C118T, kde T alela 

byla spojena se sníženou odpovědí na léčbu, kratším obdobím do progrese 

a celkovým přežitím. U evropské populace byl stejný efekt popsán pro G alelu 

u ERCC2 T751G (Yin et al., 2011). 

Prediktivní hodnota byla spojena i s polymorfizmem genu XRCC1 (X-ray repair 

complementing defective repair in Chinese hamster cells 1), který kóduje 

protein podstatný pro bázovou excizní reparaci. Změna R399Q byla popsána 

jako signifikantní negativní faktor pro odpověď na léčbu režimem FOLFOX (Suh 

et al., 2006), přestože její skutečný efekt bude pravděpodobně jako v případě 

ERCC1 a 2 limitován typem studované populace (Huang et al., 2011).  

Prediktivní hodnotu pro léčbu oxaliplatinou může mít i mutace v genu KRAS. 

Pokusy na buněčných liniích ukázaly změnu senzitivity na oxaliplatinu 

v závislosti na KRAS mutaci, která ovlivňuje expresní hladinu ERCC1 (Lin et al., 

2012). 
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2.6.5 Prediktivní znaky pro léčbu irinotecanem 
Podobně jako u fluorouracilu i v případě irinotecanu jsou hlavními prediktivními 

faktory polymorfizmy v genech spojených s metabolismem tohoto léčiva. Hlavní 

vliv na predikci mají alely uridin difosfát glukuronosyl transferázy 1A1 

(UGT1A1). Alela UGT1A1*28 je spojena se zvýšeným rizikem neutropenie a její 

stanovení je doporučeno u pacientů s plánovaným nasazením irinotecanu do 

léčby (Hoskins et al., 2007). U asijské populace má podobný efekt i alela 

UGT1A1*6 (Jada et al., 2007).  

 

2.6.6 Prognostické znaky u KRCa 
Znaky pro prognózu onemocnění jsou podstatné především pro ty pacienty, 

u kterých je obtížné zhodnotit benefit terapie (chemoterapie i biologické léčby) 

oproti zhoršení kvality života a případným komplikacím (například toxicitě 

léčby). U KRCa se jedná především o indikaci adjuvantní chemoterapie u 

pacientů s nádorem ve stadiu UICC II (Gray et al., 2007).  

Vztah k prognóze byl studován u genů typicky mutovaných u kolorektálního 

karcinomu, například TP53, u kterého je vliv na prognózu prokazatelný jen 

u pokročilých stádií onemocnění (Iacopetta et al., 2006). Podobným případem 

jsou i další typické změny u KRCa, mutace genu APC a ztráta části 

chromozomu 18, kde je jejich prognostický efekt nejistý. Z prognostického 

hlediska byly zkoumány i mutace genů podstatných pro predikci odpovědi 

na léčbu monoklonálními protilátkami, ale v případě nadměrné exprese EGFR 

ani mutace genu KRAS nebyl pozorován výrazný vztah k prognóze (Walther et 

al., 2009). 

S prognózou onemocnění mohou být spojovány i celé podtypy KRCa, kde lepší 

prognózu pozorujeme u pacientů s vysokým stupněm mikrosatelitní nestability 

(Popat et al., 2005). Pokud se u pacientů vyskytne kombinace mikrosatelitní 

nestability a mutace genu BRAF vedoucí k záměně aminokyseliny V600E, 

znamená to pro pacienta vysoce negativní prognózu onemocnění (French et al., 

2008). Podobně pacienti s přítomností CIMP jakékoli úrovně vykazují zkrácení 

OS (Juo et al., 2014). 
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Průběh onemocnění se v klinické praxi může sledovat pomocí hladin 

nádorových znaků CEA (karcinoembryonální antigen) a CA19-9 (nádorový 

antigen 19-9), které jsou stanovovány ze séra či plazmy. Vypovídací hodnota 

těchto znaků není příliš vysoká, ale v hrubých rysech může informovat o rozvoji 

onemocnění či ztrátě odpovědi na používanou léčbu (Byström et al., 2012; 

Duffy et al., 2014). 

K prognóze onemocnění lze použít i kombinace znaků, které mohou dohromady 

přinést vyšší senzitivitu i specificitu testu a lépe stratifikovat pacienty. 

V současnosti existují testy MammaPrint a OncoTypeDX založené na genové 

expresi pro lepší stratifikaci pacientek po operaci nádoru prsu. Podobné snahy 

existují i v případě kolorektálního karcinomu (Jorissen et al., 2009; O’Connell et 

al., 2010; Wang et al., 2004b; Yothers et al., 2013), ale z navržených panelů se 

zatím žádný v klinické praxi rutinně nepoužívá. Příkladem komerčně 

dostupných panelů mohou být OncoPrint a OncoTypeDX Colorectal Cancer 

(Kelley and Venook, 2011). 

Z prognostického pohledu jsou sledovány i imunitní buňky infiltrující nádorovou 

tkáň. Jejich detekce se obvykle provádí imunohistochemicky a studované 

leukocyty jsou identifikovány podle přítomnosti typických, nejčastěji 

povrchových znaků. Například infiltrace nádoru CD57 a CD68 pozitivními 

buňkami je pro pacienta pozitivní informace (Chaput et al., 2013). 

U metastatického KRCa byla popsána lepší prognóza u pacientů s vysokou 

infiltrací CD45RO pozitivními buňkami (Lee et al., 2013). V naší předchozí studii 

jsme jako pozitivní prognostický faktor popsali i infiltraci nádoru CD57 a S100 

(S100 calcium binding protein) pozitivními imunitními buňkami (Liska et al., 

2012). 

U kolorektálního karcinomu se studuje řada dalších znaků s potenciálem přispět 

k prognóze onemocnění. Z recentní literatury se jedná například o expresi 

CD26 proteinu, jehož zvýšená hladina detekovaná imunohistochemicky 

v nádorové tkáni je spojena se zhoršenou prognózou (Lam et al., 2014), či 

zvýšené množství inhibitoru buněčné smrti survivinu, které je spojeno se 

zhoršenou prognózou a metastatickým fenotypem (Krieg et al., 2013). Celou 
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skupinu prognostických znaků tvoří microRNA, z nichž některé studované byly 

zmíněny v kapitole 2.3.3.  
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3 Cíle a hypotézy dizertační práce 
Základním cílem předkládané dizertační práce bylo získat nové poznatky 

o biologickém chování kolorektálního karcinomu, jednoho z nejčastějších typů 

nádorových onemocnění. Především se jednalo o identifikaci znaků, které mají 

potenciál přinést nové informace k prognóze pacientů v různých stádiích vývoje 

KRCa. 

V této práci jsou soustředěny výsledky dvou projektů, které přistupovaly 

k identifikaci prognostických znaků odlišným a částečně komplementárním 

přístupem. Experimentálně získaná data byla vztažena ke klinickým 

a patologickým údajům a statisticky analyzována. 

Cílem první studie bylo využití rutinně dostupné metodiky, jakou je 

imunohistochemické vyšetření nádorové tkáně, ke studiu vztahu přítomnosti 

znaků nádorových kmenových buněk a prognózy pacientů s metastazujícím 

kolorektálním karcinomem. Imunohistochemie jako hlavní metodika byla 

vybrána z důvodu její dostupnosti v patologických laboratořích, v případě 

pozitivních výsledků by tedy jejímu uplatnění v klinické praxi nebránila 

dostupnost specializovaných přístrojů.  

Druhá studie jako hlavní metodický princip využívala kvantitativní 

polymerázovou řetězovou reakci pro detekci rozdílné expresní hladiny 

studované skupiny genů mezi vzorkem zdravé a nádorové tkáně u pacientů 

s KRCa. Díky tomuto přístupu bylo možné sledovat více znaků během jednoho 

experimentu. Nevýhodou tohoto přístupu je specializovaná příprava 

a zpracování vzorku, proto tato práce spíše než na rychlé zavedení výstupů ke 

klinické praxi směřovala k získání nových informací o nádorové biologii, o které 

bychom se mohli opřít v dalších navazujících studiích.  

 

Hypotézy: 

I. Při imunohistochemickém stanovení přítomnosti CD44 a CD133 proteinu 

v nádorové tkáni budou identifikovány vztahy mezi expresní hladinou 

v primárním a sekundárním nádoru z téhož pacienta. 
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II. Intenzita značení proteinů CD44 a CD133 bude souviset s celkovým 

a bezpříznakovým přežitím pacienta – na základě převažujících 

literárních údajů předpokládáme snížení obou ukazatelů se vzrůstající 

intenzitou značení. 

III. Analýza relativní expresní hladiny u genů zařazených do druhé studie 

ukáže rozdíly mezi zdravou a nádorovou tkání. 

IV. Expresní hladina studovaných genů bude korelovat se sledovanými 

klinickými parametry a expresní rozdíl bude použitelný pro stanovení 

prognózy u pacientů s KRCa. 

  



   59 

4 Materiál a metody 
 

4.1 Imunohistochemická detekce CD44 a CD133  

4.1.1 Soubor pacientů 
Do studie byli zařazeni pacienti operovaní mezi lety 1996 až 2010 pro primární 

kolorektální karcinom a následně metastázu kolorektálního karcinomu do jater. 

Parafínové bločky byly získány z archivu Šiklova patologického ústavu 

Lékařské fakulty UK v Plzni a Fakultní nemocnice v Plzni. Podstatné bylo, aby 

u pacientů zařazených do studie byly k dispozici kompletní klinické údaje, které 

byly získány z informačního systému Fakultní nemocnice v Plzni. Z podstatných 

údajů byly sledovány především parametry TNM klasifikace a grading nádoru, 

datum obou operačních zákroků, pohlaví pacientů a věk v době diagnózy. 

Všechna data byla před dalším zpracováním anonymizována. Popis 

studovaného souboru v čase diagnózy KRCa je k dispozici v Tabulce 10.  

 
4.1.2 Imunohistochemické zpracování vzorků 
Parafínové bločky byly připraveny podle standardního protokolu fixací 8% 

formaldehydem a následným zalitím do parafínu. Tloušťka použitých řezů byla 

5 µm a jako přehledné barvení preparátů byla zvolena kombinace hematoxylinu 

a eozinu.  

Pro imunohistochemickou analýzu byly použity protilátky CD44 (DF1485, 1:100, 

Dako, Glostrup, Dánsko) a CD133/1 (AC133, 1:100, Miltenyi Biotech, Bergisch 

Gladbach, Německo). Vzorky nebyly vystaveny žádné speciální aktivaci 

antigenů. Primární protilátky byly vizualizovány pomocí senzitivního komplexu 

streptavidin – biotin – peroxidáza (Biogenex, San Ramon, Kalifornie, USA). 

Specificita barvení byla ověřena potřebnými pozitivními a negativními 

kontrolami.  
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Tabulka 10 - Popis souboru pacientů vstupujících do studie. 
parametr počet 

celkový počet 94 
pohlaví (muži / ženy) 57/37 

věk v čase primární operace (roky)   
medián 61,9 

mezikvartilový rozsah 12,4 
věk v čase operace jater (roky)   

medián 63,2 
mezikvartilový rozsah 11,9 

Velikost tumoru (T)   
T1 3 
T2 3 
T3 73 
T4 9 

neznámá 6 
Lymfatické uzliny (N)   

N0 27 
N1 37 
N2 16 

neznámé 14 
Vzdálená metastáza (M)   

M0 45 
M1 49 

Grading (G)   
G1 19 
G2 53 
G3 13 

neznámý 9 

 

4.1.3 Semikvantitativní analýza preparátů 
Pro hodnocení intenzity obarvení byla použita metodika na základě naší 

předchozí studie (Liska et al., 2012). Všechny obarvené preparáty byly 

nezávisle hodnoceny třemi výzkumníky. Intenzita značení CD44 protilátkou byla 

stanovena v oblasti nádorové tkáně pomocí 10x objektivu na škále 0 (negativní) 

až 3 (silně pozitivní). Semikvantitativní měřítko bylo založeno na intenzitě 

signálu pozorovatelného v buňkách nádoru, nikoli v nádorovém stromatu. Byla 

hodnocena pozitivita značení na cytoplazmatické membráně, kde by měl být 

CD44 protein lokalizován. Pro hodnocení CD133 byl 40x objektivem lokalizován 

nádor a v pěti mikroskopických polích bylo spočítáno množství pozitivních 



   61 

nádorových žlázek a množství všech nádorových žlázek v daném poli. CD133 

protein se vyskytuje na apikální straně nádorových buněk, signál byl tedy 

detekován pouze na části buněk směřujících do lumen nádorových žlázek. 

U vzorků jaterních metastáz bylo použito pozitivní značení žlučovodů jako 

interní kontrola a preparáty s negativními žlučovody byly z další analýzy 

vyloučeny. Příklady hodnocení intenzity značení jsou na obrázcích 10 a 11.  

 

 
Obrázek 10 – Značení tkáně protilátkou proti CD133. Nádor negativní na 

přítomnost CD133 (A,B) a nádor pozitivní na přítomnost CD133 proteinu (C,D). 

Zvětšení 200x (A,C), detaily ve zvětšení 400x (B,D). 

 

A 

C 

B 

D 
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Obrázek 11 - Značení tkáně protilátkou proti CD44. Na zvolené 

semikvantitativní škále od nuly (negativní) do tří (nejvíce pozitivní) jsou zde 

ukázky intensity 0 (A), intensita 1 (B), intensita 2 (C) a intenzita 3 (D). Všechny 

příklady jsou ve zvětšení 400x. 

 

4.1.4 Statistická analýza 
Data pro CD44 a CD133 značení (v případě CD44 celková pozitivita preparátu, 

u CD133 poměr pozitivních/negativních žlázek) od třech výzkumníků byla 

zprůměrována pro každý sledovaný preparát a v případě nadměrného rozptylu 

odečtených hodnot došlo k opětovnému prozkoumání konkrétních preparátů. 

Výsledné hodnoty se pohybovaly v rozmezí od 0 do 3 v případě CD44 a od 0 do 

1 v případě CD133 (průměrná hodnota poměru CD133 pozitivních žláz ku všem 

žlázám ve sledovaných oblastech vzorku).  

Celkové přežití bylo u každého pacienta stanoveno dvakrát, jednou pro dobu od 

primární operace a podruhé jako doba od operace jaterní metastázy. DFI bylo 

stanoveno jako doba od operace metastázy do další recidivy onemocnění.  

A 

C 

B 

D 
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Skupiny pacientů pro porovnání byly definovány nezávisle pro každou 

hodnocenou proměnou rozdělením souboru dle mediánu této proměnné. 

Analýzy přežití byly provedeny pomocí Kaplan-Meier křivek s Cox-Mantel 

testem. Pozitivní výsledky (p < 0,05) byly dále validovány Coxovým modelem 

proporcionálních rizik s následným chí-kvadrát testem. Vztahy mezi kategoriemi 

TNM či gradingu tumoru a CD44 či CD133 pozitivitou byly hodnoceny Mann-

Whitney U testem. Korelace mezi intenzitou značení oběma protilátkami 

v KRCa a jaterní metastáze byly testovány pomoci Spearmanova koeficientu 

pořadové korelace. Všechny statistické analýzy byly provedeny v softwaru 

STATISTICA (StatSoft, Tulsa, OK, USA).   

 

4.2 Expresní profil vybraných genů u kolorektálního karcinomu 
4.2.1 Výběr kandidátních genů 
Geny pro studii byly vybrány na základě prací věnovaných kolorektálnímu 

karcinomu a využívajících mikročipové metodiky k určení rozdílné abundance 

mRNA (messenger RNA) ve sledovaných vzorcích (Kleivi et al., 2007; Kwong et 

al., 2005). Cílem bylo získat set genů, u kterých byla pozorována expresní 

změna pomocí těchto postupů, ale tato změna nebyla potvrzena dalšími 

metodikami a ověřena na definovaném setu pacientů. Získaný set genů byl 

následně podroben studiu literatury, kdy došlo k vyřazení většiny dobře 

prozkoumaných genů. Do experimentální části byly zařazeny geny, které byly 

shledány potenciálně podstatnými nejen dle literárních informací a chování 

v jiných typech malignit, ale i díky jejich funkci či interakčním partnerům. 

Seznam genů vstupujících do studie shrnuje Tabulka 11. 

Z celkových 12 vybraných genů byly MAPK1 a LGR5 (vysvětlení zkratek viz 

Tabulka 11) do studie zařazeny jako kontrolní s již známou expresní změnou 

pozorovanou u kolorektálního karcinomu, s cílem pokusit se identifikovat vztah 

mezi expresní změnou a klinickými údaji. 

Referenční geny GAPDH (glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase) 

a POLR2A (polymerase (RNA) II (DNA directed) polypeptide A) byly vybrány na 

základě dat získaných ve společném projektu s našimi spolupracovníky 

(Hlavata et al., 2012) a na základě vlastních výsledků. 
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Tabulka 11 - Seznam genů vstupujících do studie. GeneID je unikátní 
identifikátor genu z databáze NCBI (National Center for Biotechnology 

Information), stejně jako mRNA kód. 
GeneID zkratka název genu mRNA kód 

7447 VSNL1 visinin-like 1 NM_003385.4 
11132 CAPN10 calpain 10 NM_023083.3 
1462 VCAN versican NM_004385.4 

137075 CLDN23 claudin 23 NM_194284.2 

11034 DSTN destrin (actin depolymerizing 
factor) NM_006870.3 

154075 SAMD3 sterile alpha motif domain 
containing 3 NM_001017373.2 

5594 MAPK1 mitogen-activated protein kinase 
1/ERK NM_002745.4 

115908 CTHRC1 collagen triple helix repeat 
containing 1 NM_138455.2 

166968 MIER3 mesoderm induction early 
response 1, family member 3 NM_152622.3 

51703 ACSL5 acyl-CoA synthetase long-chain 
family member 5 NM_016234.3 

1836 SLC26A2 solute carrier family 26 (sulfate 
transporter), member 2 NM_000112.3 

8549 LGR5 leucine-rich repeat-containing G 
protein-coupled receptor 5 NM_003667.2 

 

4.2.2 Soubor pacientů 
Do studie bylo zařazeno 53 pacientů, kteří byli operováni na Chirurgické klinice 

Fakultní nemocnice v Plzni mezi lety 2008 až 2010. Pacienti byli operováni pro 

kolorektální karcinom a jednalo se o pacienty bez předchozí chemoterapeutické 

léčby. Soubor byl rozdělen do dvou skupin na pacienty paliativně operované, 

u kterých se v době primární operace nacházela vzdálená metastáza nejčastěji 

v játrech (N=25), a radikálně operované, u kterých nebylo patrné metastatické 

ložisko ve vzdálených orgánech (N=28) a u nichž po operačním zákroku 

následovala adjuvantní onkologická léčba. Obě skupiny se mezi sebou nelišily 

ve skladbě pohlaví, ve věku, v T a N stádiu TNM klasifikace, ani v gradingu 

onemocnění. Rozdíly byly pozorovány v M kategorii a i v lokalizaci nádoru, kde 

většina radikální skupiny měla nádor lokalizovaný v tlustém střevě, zatímco 

u pacientů paliativní skupiny převažovala lokalizace v rektosigmoideu či rektu. 

Celková data jsou shrnuta v Tabulce 12.  
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Odběr vzorků probíhal přímo během operace. Od každého pacienta byly 

odebrány vzorky tkáně z nádoru a ze zdravé střevní sliznice. Od každého typu 

tkáně byly odebírány tři vzorky o maximální velikosti 1 cm3 pro rychlé 

zamražení a minimalizaci destrukce tkáně. Za zdravou tkáň byla považována 

makroskopicky zdravá střevní sliznice na okraji resekátu (obvykle ve 

vzdálenosti 15 cm od nádorového ložiska). Vzorky byly uchovávány 

v kryozkumavkách v hlubokomrazícím boxu při teplotě -80°C. 

Klinická data byla získána ze záznamů se zaměřením především na 

patologické informace o nádoru (TNM, grading a histologická examinace 

nádoru) a na informace o pacientech – pohlaví, věk, datum diagnózy, datum 

operačního zákroku, datum poslední kontroly pacienta, případná recidiva 

a úmrtí. Všechna data byla získána zdravotnickým personálem a před předáním 

výzkumníkům a statistikům byla anonymizována. 

Studie byla schválena Etickou komisí Lékařské fakulty a Fakultní nemocnice 

v Plzni a pacienti s odběrem materiálu předem vyjádřili svůj písemný souhlas. 

 
4.2.3 Izolace RNA 
RNA byla získána ze zamražených tkání pomocí TRI REAGENT®RT (Molecular 

Research Center, Cincinnati, OH, USA) s použitím standardního protokolu 

výrobce. Ve stručnosti, tkáň byla přenesena ze zkumavky do třecí misky 

vychlazené tekutým dusíkem, kde byla rozemleta na jemný prášek. Rozemletá 

tkáň byla přenesena do zkumavky s 1 ml vychlazeného TRI REAGENT®RT 

a lyzována. Po přidání 50 µl bromoanisolu a důkladném promixování se vzniklá 

směs nechala centrifugovat, čímž se oddělily jednotlivé fáze. Vrchní čirá část 

o objemu 500 µl se smíchala se stejným objemem isopropyl alkoholu a po pěti 

minutové inkubaci následovala centrifugace a dvojí omytí získané pelety 70% 

ethanolem. Po celkovém vysušení byla peleta rozpuštěna v  čisté vodě bez 

RNáz a DNáz (Ambion, Carlsbad, CA, USA) v objemu odpovídajícím velikosti 

pelety (obvykle v rozmezí 20-120 µl). 

Množství RNA bylo stanoveno měřením absorbance na přístroji Infinite M200 

(Tecan, Männendorf, Švýcarsko). Kvalita RNA byla určena pomocí 

elektroforézy v agarózovém gelu. Pouze RNA s poměrem absorbance 
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230nm/260nm > 1,7 a bez degradace viditelné na elektroforetickém gelu byla 

použita pro další analýzu. U části vzorků bylo navíc stanoveno „RNA integrity 

number“ pomocí přístroje 2100 Bioanalyzer (Agilent, Santa Clara, CA, USA).  

 

Tabulka 12 - Klinické parametry studovaného souboru, uvedeny 
jsou vždy počty pacientů zařazených do dané kategorie. 

  Skupina A 
(paliativní) 

Skupina B 
(radikální) p test 

Pohlaví 
(muži/ženy) 17/8 19/9 1 Fisherův 

exaktní 
Věk v době diagnózy (roky) 

Medián 65 63,5 
0,485 Mann-

Whitney U Mezikvartilový 
rozsah 7 12 

Velikost tumoru (T) 
T2 1 1 

0,989 
Pearsonův 

Chi-
kvadrát 

T3 19 21 
T4 5 6 

Lymfatické uzliny (N) 
N0 7 11 

0,681 
Pearsonův 

Chi-
kvadrát 

N1 11 10 
N2 7 7 

Vzdálená metastáza (M) 
M0 0 28 <0.001 Fisherův 

exaktní M1 25 0 
Grading (G) 

G1 4 3 
0,101 

Pearsonův 
Chi-

kvadrát 
G2 20 18 
G3 1 7 

Lokalizace primárního nádoru 
Tlusté střevo 9 19 

0,025 Fisherův 
exaktní Rektosigmoideum 

nebo konečník 16 8 

 

4.2.4 Reverzní transkripce 
K syntéze komplementární DNA (cDNA) byl využit RevertAid First Strand cDNA 

Synthesis Kit (Fermentas, Waltham, MA, USA). Do každé reakce o objemu 

20 µl vstupovalo 500 ng celkové RNA. Před samotnou reverzní transkripcí byla 

RNA inkubována s DNázou I (Top-Bio, Vestec, Česká republika) po dobu 
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5 minut při pokojové teplotě kvůli odstranění potenciální kontaminace 

genomickou DNA. Pro priming reverzní transkripce byla využita směs 

oligo(dT)18 a náhodných hexamerů s finální koncentrací každého z nich 

2,5 µM. V dalších krocích se pokračovalo dle protokolu výrobce.  

Kvalita získané cDNA byla otestována pomocí PCR (polymerázová řetězová 

reakce) amplifikace genu GAPDH a výsledný produkt byl detekován 

v agarozovém gelu pomocí barvy SYBR Safe (Life Technologies, Carlsbad, CA, 

USA). Díky využití příslušných kontrol bylo možné odhalit případnou 

kontaminaci izolované RNA genomickou DNA či kontaminaci chemikálií 

externím zdrojem nukleových kyselin.  

 

4.2.5 Kvantitativní real-time PCR 
K designu oligonukleotidů pro detekci množství mRNA jednotlivých genů byl 

využit software Primer-3 s cílem navrhnout oligonukleotidy s podobnými 

nasedacími teplotami, délkou produktu a umístěním produktu na exon-exonové 

rozhraní. Navržené oligonukleotidy byly syntetizovány společností Sigma 

Aldrich (St. Louis, MO, USA). Seznam sekvencí je shrnut v Tabulce 13. 

Pro detekci produktů byl zvolen Power SYBR Green PCR master mix (Life 

Technologies, Carlsbad, CA, USA) kompatibilní s použitým přístrojem 7500 

Fast (Life Technologies, Carlsbad, CA, USA). Vzhledem k použití sekvenčně 

nespecifického barviva bylo nutné před analýzou určit optimální protokol 

a nasedací teploty pro jednotlivé dvojice oligonukleotidů, které byly stanoveny 

pomocí měření sensitivity, specificity a efektivity jednotlivých reakcí. Na základě 

této analýzy byly geny rozděleny do dvou skupin podle nasedací teploty (58°C 

pro CLDN23, SLC26A2, VSNL1, CAPN10, VCAN, MAPK1 a 60°C pro LGR5, 

DSTN, MIER3, ACSL5, CTHRC1, SAMD3).  Parametry reakcí byly následovné: 

počáteční zahřátí 50°C po 20 s, počáteční denaturace 95°C po 10 min 

a následně 42 cyklů složených z denaturace 95°C po 15 s, přisednutí 

a polymerizace při 58°C (60°C) po 1 min. Po skončení amplifikace následovalo 

stanovení křivky tání v jednotlivých jamkách s cílem určit případné kontaminace 

či nespecifické amplifikace. Výsledky byly zpracovány v softwaru dodávanému 
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k přístroji 7500 Fast a základní statistická analýza provedena softwarem 

REST2009 (Qiagen, Hildesheim, Německo).  

 

Tabulka 13 - Seznam sekvencí oligonukleotidů použitých pro 
qPCR. tm – teplota nasedání oligonukleotidů ve stupních Celsia 

vypočtená při jejich návrhu, a.l. – délka amplikonu 
syntetizovaného při použití dané dvojice oligonukleotidů. 

název sekvence 5´- 3´ tm a.l. 
F_hVSNL1 agaactgttgagttttatcattttcg 59 90 R_hVSNL1 caggggccagtttgctatt 60 
F_hDSTN cctggcatcttggaaatcat 59 99 R_hDSTN aaagcagattacaatgtagccctaa 59 

F_hSAMD3 catgcaaacagaagcagctc 59 96 R_hSAMD3 ttttcagctggatagaaagatgg 59 
F_hLGR5 aatcccctgcccagtctc 60 74 R_hLGR5 cccttgggaatgtatgtcaga 59 
F_hVCAN gcacctgtgtgccaggata 60 70 R_hVCAN cagggattagagtgacattcatca 60 
F_hMIER3 ttgaggaaggaaataatgattggt 60 113 R_hMIER3 caccaaagtaactggtcttcgtt 59 
F_hMAPK1 ccgtgacctcaagccttc 59 72 R_hMAPK1 gccaggccaaagtcacag 60 

F_hSLC26A2 ggttggcagcactgtaacct 60 64 R_hSLC26A2 cacttgaaagaagcccatcg 60 
F_hCLDN23 ttgcatcaatataattattgggtttt 59 66 R_hCLDN23 agtttgcatggcaaggagtt 59 
F_hCAPN10 tgccagagggaggatgtg 60 73 R_hCAPN10 gctcgtaggacccatggac 60 
F_hACSL5 ttcctgtctcttgcataaaggtt 59 95 R_hACSL5 ccaattcggagatgatccac 60 

F_hCTHRC1 ccaaggggaagcaaaagg 60 74 R_hCTHRC1 cccttgtaagcacattccatta 59 
 

4.2.6 Statistická analýza 
Ke všem statistickým testům byl použit software STATISTICA (StatSoft, Tulsa, 

OK, USA). Statistická významnost rozdílu mezi expresí sledovaných genů 

v nádorové a zdravé tkáni byla testována pomocí Wilcoxonova párového testu. 

Dalším krokem byla analýza přežití s cílem identifikovat vztahy mezi expresními 

daty a celkovým a bezpříznakovým přežitím. Vztah mezi expresní hladinou 

každého genu a OS byl hodnocen pro celý soubor pacientu i zvlášť pro 
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radikální a paliativní skupinu. U radikální skupiny pacientů byl navíc hodnocen 

vztah expresních dat a DFI po operaci primárního nádoru. Pro každý sledovaný 

gen byly skupiny pacientů rozděleny na základě mediánu expresních hodnot 

daného genu a následně došlo k porovnání jednotlivých vzniklých podskupin. 

Pro každou analýzu byly vytvořeny Kaplan-Meier křivky a rozdíl byl testován 

Gehan-Wilcoxon, Cox-Mantel a log-rank testem.  

Vztah lokalizace tumoru a genové exprese byl stanoven pomocí Mann-Whitney 

U testu poté, co byli pacienti rozděleni do dvou skupin dle lokalizace nádoru 

v tlustém střevě či v rektosigmoideu a rektu.  

Korelace mezi jednotlivými expresními změnami byly testovány pomocí 

Spearmanova korelačního koeficientu. 
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5 Výsledky a diskuze 
 

5.1 Imunohistochemická detekce proteinů CD44 a CD133  
 

5.1.1 Výsledky 
Celkově bylo do studie zahrnuto 94 pacientů s primárním KRCa a sekundárním 

ložiskem v jaterní tkáni. Vzorky s nízkou kvalitou obarvení byly z dalšího 

výzkumu vyřazeny. Ve sledovaném souboru dosahovalo celkové přežití v 1, 3 

a 5 roce po operaci jaterní metastázy 88%, 65% a 35%, u bezpříznakového 

přežití byl podíl pacientů ve stejných časových okamžicích 38%, 16% a 8%.  

U CD44 intenzity nebyl pozorován žádný vztah mezi OS nebo DFI ani 

u jednoho typu vzorku (Kaplan-Meier křivky pro DFI jsou znázorněny v obrázku 

12a a 12b). U CD133 značení v  KRCa bylo pozorováno delší DFI u pacientů 

s pozitivitou nad medián studovaného souboru (Cox-Mantel p = 0,0244) 

(obrázek 13a), u jaterní metastázy žádný vztah značení k OS ani DFI 

pozorován nebyl (Kaplan-Meier graf pro DFI je na obrázku 13b). CD133 

intenzita v KRCa se tak v našem souboru pacientů chovala jako pozitivní 

prognostický faktor. Toto pozorování bylo potvrzeno i Coxovým modelem 

proporcionálních rizik s použitím hodnoty CD133 pozitivity jako jediné nezávislé 

proměnné (chí-kvadrát p = 0,0137).  

Poměr CD133 pozitivních a negativních žlázek se lišil v závislosti na gradingu 

nádoru, kdy v KRCa byla nižší pozitivita u nádoru stádia G1 oproti stádiu G2 

(Mann-Whitney U test p = 0,0248) (obrázek 14a) a u CD133 v jaterní metastáze 

byla nižší pozitivita u pacientů stádia G1 v porovnání s pacienty stádia G2 nebo 

G3 (Mann-Whitney U test p = 0,0470) (obrázek 14b). Porovnání s TNM 

klasifikací ukázalo rozdíly v CD44 intenzitě, kdy vyšší intenzita byla u stádia N0 

v porovnání se stádii N1 a N2 (Mann-Whitney U test p = 0,0287) (obrázek 15a) 

a rovněž při porovnání N0 pouze se skupinou N2 (Mann-Whitney U test 

p = 0,0212) (obrázek 15b).  

Spearmanova korelace odhalila vztah mezi CD133 pozitivitou u KRCa a jaterní 

metastázy (Spearman R = 0,5466, p = 0,00068).  
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Obrázek 12 - Kaplan-Meier křivky porovnávající DFI u skupin pacientů ze 

studovaného souboru rozdělených dle mediánu intenzity značení proti CD44 

v  KRCa (12a) a v jaterní metastáze (12b). V obou případech se porovnávané 

skupiny mezi sebou signifikantně nelišily. 

a 

b 
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Obrázek 13 - Kaplan-Meier křivky porovnávající DFI u skupin pacientů ze 

studovaného souboru rozdělených dle mediánu intenzity značení proti CD133 

v  KRCa (13a) a v jaterní metastáze (13b). Vyšší procento CD133 pozitivních 

žlázek v KRCa bylo spojeno s prodloužením DFI. 

 

a 

b 
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Obrázek 14 - Korelace klinických dat s procentem CD133 pozitivních žlázek. 

(a) rozdílné hodnoty CD133 pozitivity v KRCa dle odlišného gradingu 

primárního tumoru, (b) rozdílné hodnoty CD133 pozitivity v jaterní metastáze na 

základě gradingu odpovídajícího primárního nádoru. 

 

b a 
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Obrázek 15 - Korelace klinických dat s intenzitou CD44 značení. (a) rozdílné 

hodnoty CD44 intenzity u KRCa dle odlišné invaze nádoru do lymfatických 

uzlin, (b) rozdílné hodnoty CD44 intenzity u jaterní metastázy na základě 

odlišné infiltrace uzlin odpovídajícího primárního nádoru. 

 

5.1.2 Diskuze  
Koncept nádorových kmenových buněk a jejich významu pro vývoj nádoru je 

široce přijímaný, nicméně spojení jednotlivých znaků CSC s klinickými údaji je 

stále velmi obtížné (Ren et al., 2013). U CD44 je problémem velké množství 

sestřihových variant s odlišnou funkcí a studie vlivu CD44 na klinické chování 

nádoru většinou neuspěly v nalezení vztahu k OS či DFI (Galizia et al., 2012; 

Langan et al., 2012; Li et al., 2013). Ke stejnému výsledku došla i předložená 

studie. CD44 tedy není možné použít jako jediného znaku ke zpřesnění 

prognózy pacientů. Nicméně byl v naší studii pozorován pokles intenzity 

barvení v primárním nádoru v sekvenci N0 – N1 – N2, tedy pacienti s nejvyšším 

postižením lymfatických uzlin (N2) vykazovali nejnižší pozitivitu na CD44. Tento 

b a 
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jev by mohl být vysvětlován snadnější invazí nádorových buněk díky snížení 

CD44 – dependentní vazby na extracelulární hmotu (Galizia et al., 2012).  

CD133 byl první znak používaný k identifikaci CSC u kolorektálního karcinomu 

(O’Brien et al., 2007; Ricci-Vitiani et al., 2007). Problémem při 

imunohistochemické detekci CD133 může být maskování epitopu pro protilátku 

AC133/1 posttranslační modifikací během diferenciace CSC, což může vést ke 

snížení vazby protilátky k cílové molekule (Kemper et al., 2010). Některé studie 

ukazují, že nikoliv pouhá pozitivita či negativita, ale že množství CD133 proteinu 

může odlišit buňky s odlišnou růstovou kapacitou (Liao et al., 2010). Rozsáhlá 

meta-analýza CD133 exprese v KRCa ukázala, že zvýšené množství CD133 

proteinu koreluje s některými klinicko-patologickými faktory a že je možné 

zvýšené množství CD133 považovat za negativní prognostický znak (Chen et 

al., 2013). V našem úzce vymezeném souboru pacientů byl CD133 expresi 

přiřazen opačný vliv, kdy pacienti s větším množstvím CD133 pozitivních žlázek 

měli delší bezpříznakové přežití. Již dříve byla exprese CD133 spojena spíše 

s dobře a středně diferencovanými nádory v porovnání s nediferencovanými 

KRCa, které jsou spíše CD133 negativní (Horst et al., 2008). U metastatického 

KRCa bylo zjištěno, že CD133 jsou častěji v G1/G0 fázi buněčného cyklu než 

v S či G2/M fázi (Gharagozloo et al., 2012). Na základě těchto informací 

můžeme soudit, že CD133 je produkováno především v pomaleji se dělících 

buňkách a také že je spojováno spíše s nádory s lepší prognózou. Tato data 

mohou osvětlit pozitivní prognostický efekt CD133 pozorovaný v naší studii. 

Na základě pozorované asociace mezi prodloužením DFI a CD133 v  KRCa 

a nikoliv v jaterní metastáze je možné spekulovat, že vlastnosti primárního 

nádoru mohou být pro recidivu onemocnění podstatnější než charakter jaterních 

metastáz. 
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5.2 Expresní profil vybraných genů u kolorektálního karcinomu 
 

5.2.1 Výsledky 
Z dvanácti studovaných genů vykazovalo deset rozdílnou expresní hladinu mezi 

zdravou a nádorovou tkání v celkovém souboru 53 pacientů. U čtyř genů byla 

detekována vyšší exprese v nádorové tkáni (LGR5, CTHRC1, VSNL1 a VCAN), 

u šesti genů byla exprese v nádoru snížena (DSTN, MIER3, ACSL5, MAPK1, 

CLDN23 a SLC26A2) (obrázek 16). Obě podskupiny pacientů (radikální 

a paliativní) kopírovaly expresní změny zjištěné u celého souboru s výjimkou 

genu DSTN, jehož relativní exprese byla snížena u radikální skupiny 

a v případě paliativní skupiny se mezi zdravou a nádorovou tkání nelišila.  

 

  

Obrázek 16 - Expresní změna studovaných genů při porovnání zdravé 

a nádorové tkáně. Bílé obdélníky znázorňují geny se sníženou expresí ve 

zdravé tkáni, tmavě šedé obdélníky geny se zvýšenou expresní hladinou 

v nádorové tkáni a světle šedé obdélníky geny, u nichž nebyla detekována 

statisticky významná změna expresní hladiny. 
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Ve studovaném souboru pacientů byl pozorovatelný rozdíl v celkovém přežití 

u pacientů zařazených do paliativní skupiny v porovnání s pacienty v radikální 

skupině (Cox-Mantel p = 0,016, Wilcoxon p = 0,041 a log-rank p = 0,019) 

(obrázek 17). 

 

 
Obrázek 17 – Porovnání celkového přežití mezi radikální a paliativní skupinou 

pacientů. 

 

Při korelaci relativních expresních hladin s klinickými daty nebyl u žádného 

genu prokázán vztah s věkem, parametry TNM klasifikace ani s gradingem 

tumoru.  

Celkové a bezpříznakové přežití bylo hodnoceno z pohledu exprese 

sledovaných genů v jednotlivých tkáních v porovnání s referenčními geny 

a rovněž z pohledu expresního rozdílu mezi zdravou a nádorovou tkání.  

V prvním případě byl na hladině významnosti p = 0,05 objeven vliv exprese 

VSNL1 v nádorové tkáni na OS v kompletním souboru pacientů, kdy exprese 

VNSL1 nad medián znamenala prodloužení OS (Cox-Mantel p = 0,033      

a log-rank p = 0,032) (obrázek 18). Při rozdělení pacientů do jednotlivých 
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sledovaných podskupin byl u radikální skupiny pozorován vztah mezi expresí 

SLC26A2 v nádorové tkáni nad medián souboru a delším OS (Cox-Mantel 

p = 0,036) (obrázek 19). V případě DFI bylo v radikální skupině pacientů 

pozorováno prodloužení DFI při expresi VSNL1 ve zdravé tkáni pod medián 

sledované populace (Cox-Mantel p = 0,022 a log-rank p = 0,020) (obrázek 20) 

a při expresi SLC26A2 ve zdravé tkáni nad medián sledované populace     

(Cox-Mantel p = 0,012, Wilcoxon p = 0,014 a log-rank p = 0,011) (obrázek 21).  

Hodnocení vztahu relativní exprese mezi zdravou a nádorovou tkání a OS 

a DFI přineslo celkem čtyři statisticky významné výsledky. V kompletním 

souboru pacientů znamenalo výrazné snížení expresní hladiny CLDN23 

zkrácení OS (Wilcoxon p = 0,045) (obrázek 22). Další tři výsledky se týkaly 

pouze pacientů v radikální skupině, kdy méně výrazné snížení expresní hladiny 

SLC26A2 a ACSL5 značilo delší DFI (Wilcoxon p = 0,046, Cox-Mantel p = 

0,045 a log-rank p = 0,041 pro SLC26A2, Wilcoxon p = 0,040 pro ACSL5) 

(obrázek 23 a 24). U LGR5 bylo prokázáno prodloužení DFI u pacientů 

s vyšším nárůstem expresní hladiny (Wilcoxon p = 0,046, Cox-Mantel p = 0,028 

a log-rank p = 0,026) (obrázek 25).  

U lokalizace tumoru bylo porovnání expresních hladin všech 12 studovaných 

genů pomocí Man-Whitney U testu v nádorové tkáni nesignifikantní. U zdravé 

střevní sliznice byly popsány rozdíly v hladině MAPK1 (p = 0,032), LGR5         

(p = 0,003), MIER3 (p = 0,026) a CTHRC1 (p = 0,042), kdy pacienti s tumorem 

lokalizovaným v tlustém střevě vykazovali vyšší hladinu těchto genů 

v porovnání s geny referenčními. Z pohledu relativní expresní změny byl 

pozorován rozdíl u genu VCAN, kdy pacienti s tumorem v tlustém střevě 

vykazovali menší nárůst exprese v nádorové tkáni oproti pacientů s tumorem 

v rektosigmoideu/rektu, kde byla expresní změna vyšší (p = 0,031).  



   79 

 
Obrázek 18 – Vliv VSNL1 exprese v nádorové tkáni (n.t.) na OS v kompletním 

studovaném souboru. 

 

 
Obrázek 19 – Vliv exprese SLC26A2 v nádorové tkáni na OS u radikální 

skupiny. 
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Obrázek 20 – Vliv exprese VSNL1 ve zdravé tkáni (z.t.) na DFI u radikální 

skupiny. 

 

 
Obrázek 21 – Vliv exprese SLC26A2 v nádorové tkáni na DFI u radikální 

skupiny. 
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Obrázek 22 – Vliv expresní změny CLDN23 na OS v kompletním studovaném 

souboru. 

 

 

Obrázek 23 – Vliv expresní změny SLC26A2  na DFI u radikální skupiny. 
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Obrázek 24 – Vliv expresní změny ACSL5  na DFI u radikální skupiny. 

 

 
Obrázek 25 – Vliv expresní změny LGR5  na DFI u radikální skupiny. 



   83 

5.2.2 Diskuze 
 

Vzhledem k rozmanitosti studovaných genů budou výsledky u každého z nich 

diskutovány samostatně.  

 

VSNL1 

Tento gen kóduje protein pro neuronální vápníkový kanál a jeho funkcí je 

modulace aktivity adenylát cyklázy (Braunewell et al., 1997). VSNL1 byl popsán 

jako prognostický znak u Alzheimerovy choroby (Braunewell, 2012; Tarawneh 

et al., 2011). V souvislosti s nádorovým onemocnění byl VSNL1 popsán jako 

inhibitor proliferace u buněk odvozených od neuroblastomu, zároveň zvyšoval 

jejich migrační kapacitu (Xie et al., 2007). U epiteliálních nádorů byl popsán 

jako supresor nemalobuněčného karcinomu plic (Fu et al., 2008) a inhibitor 

epitelo-mezenchymálního přechodu u buněk skvamózního karcinomu 

(Schönrath et al., 2011).  

V případě kolorektálního karcinomu vykazoval VSNL1 sníženou expresní 

hladinu u buněčné kultury HCT116 po zastavení buněčného cyklu pomocí 

selenomethioninu (Goulet et al., 2007) a byl zkoumán jako potenciální znak pro 

identifikaci cirkulujících nádorových buněk v periferní krvi (Findeisen et al., 

2008). V předchozích studiích byla popsána korelace mezi VSNL1 expresí 

a infiltrací lymfatických uzlin nádorovými buňkami (Akagi et al., 2012), v námi 

studovaném souboru pacientů vztah pozorován nebyl. Přínosem studie byl 

popis vztahu mezi vyšší expresní hladinou VSNL1 v nádorové tkáni 

a prodloužením OS, čímž by bylo možné ukázat na jeho potenciální roli jako 

nádorového supresoru i u kolorektálního karcinomu a doplnit tak data dostupná 

z jiných typů nádorů (Fu et al., 2008, 2010). Opačný efekt na zkrácení DFI 

u pacientů s vyšší expresí VSNL1 ve zdravé tkáni je otázkou k dalšímu 

výzkumu.  
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VCAN 

Protein kódovaný genem VCAN je jednou z hlavních složek extracelulární 

hmoty a hraje podstatnou roli v regulaci buněčné migrace (Zhang et al., 2012), 

proliferace (Miquel-Serra et al., 2006) a adheze (Evanko et al., 2012).  

V minulosti byl VCAN spojen s různými maligními onemocněními, například 

s karcinomem žaludku (Zhang et al., 2012), pankreatu (Skandalis et al., 2006) 

a kolorekta (Tsara et al., 2002).  

U námi zkoumaného souboru pacientů jsme prokázali zvýšení exprese genu 

VCAN v nádorové tkáni, což je v souladu se změnami na proteinové úrovni 

popsanými v literatuře (Theocharis, 2002; Tsara et al., 2002). Rozdíl ve změně 

exprese byl odlišný v závislosti na lokalizaci tumoru (rektum/sigmoideum oproti 

tlustému střevu). V naší studii změna exprese nekorelovala se žádným ze 

studovaných klinických parametrů.  

 

LGR5 

LGR5 protein je považován za jeden ze znaků fyziologických intestinálních 

a jaterních kmenových buněk (Becker et al., 2008; Huch et al., 2013). 

Předchozí studie ukazují na nárůst exprese LGR5 v nádorové tkáni spojený 

s produkcí LGR5 v takzvaných nádorových kmenových buňkách (Kleist et al., 

2011; Uchida et al., 2010).  

U souboru pacientů studovaného v předkládané studii bylo pozorováno zvýšení 

expresní hladiny v nádorové tkáni a statistická analýza ukázala na vztah mezi 

prodloužením DFI a vyšší expresí LGR5. Důvodem by mohl být vztah mezi 

expresí LGR5 a buněčnou adhezí, kdy jsou potenciální nádorové kmenové 

buňky s vysokou hladinou LGR5 pevněji vázány ve struktuře nádoru a buňky se 

sníženou produkcí LGR5 jsou více schopné migrovat (Walker et al., 2011), což 

by vysvětlovalo kratší DFI u pacientů s nižším množstvím LGR5 z důvodu 

snazšího rozsevu nádoru. Oproti tomu řada předchozích publikací popsala 

negativní efekt nárůstu exprese LGR5 u pacientů s různými typy nádorů 

(Nakata et al., 2013; Simon et al., 2012; Wu et al., 2012). Vzhledem k rozporům 
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ohledně efektu LGR5 na prognózu KRCa připravujeme ověření výsledků na 

nezávislém souboru pacientů. 

 

CTHRC1 

Tento gen kóduje protein s popsanou rolí při remodelaci cévního řečiště 

(Pyagay et al., 2005) a jeho expresní změna byla pozorována v řadě typů 

solidních nádorů včetně nádoru tlustého střeva (Palma et al., 2012; Tang et al., 

2006). Nedávno byl CTHRC1 popsán jako prediktor sníženého přežívání u 

KRCa (Tan et al., 2013). V námi studovaném souboru tento gen vykázal 

nejvyšší nárůst exprese v nádorové tkáni, ale jeho vztah k prognóze potvrzen 

nebyl, přestože byl dobře pozorovatelný trend zkrácení OS u pacientů se 

zvýšenou hladinou CTHRC1 v nádoru. 

 

SLC26A2 

Tento gen patří do rodiny aniontových výměníků a kanálů a jeho hlavní funkcí je 

přenos SO4
2- aniontů. Změna v jeho funkci je příčinou části 

chondrodysplastických poruch (Alper and Sharma, 2013).  

In vitro byla nižší exprese SLC26A2 spojena s vyšší proliferací buněčné linie 

odvozené od kolorektálního karcinomu (Yusa et al., 2010) a snížení exprese 

bylo pozorováno i u bioptických vzorků (Galamb et al., 2008). V našem souboru 

pacientů bylo detekováno výrazné snížení expresní hladiny SLC26A2 

v nádorové tkáni, které znamenalo snížení OS i DFI ve skupině radikálně 

léčených pacientů. Možnou příčinou vedoucí ke zkrácení OS i DFI může být 

nepřesné uspořádání extracelulární hmoty z důvodu aberantní sulfatace 

proteinů kvůli snížení množství SLC26A2 proteinu, což může usnadnit migraci 

nádorových buněk skrze tkáň. 

 

CLDN23 

Tento gen je členem rodiny klaudinů, která u člověka čítá 24 zástupců 

kódujících proteiny se čtyřmi transmembránovými doménami s rolí ve tvorbě 
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těsných spojů mezi sousedícími buňkami (Lal-Nag and Morin, 2009). CLDN23 

byl popsán jako gen se sníženou expresí u intestinálního typu nádoru žaludku 

(Katoh and Katoh, 2003). Naše studie odhalila snížení expresní hladiny 

i u kolorektálního karcinomu. Úroveň změny korelovala s prognózou celkového 

přežití. Pacienti s méně výrazným snížením expresní hladiny měli delší OS 

v porovnání s těmi, u nichž došlo k výraznému poklesu přepisu genu CLDN23. 

Protein CLDN23, stejně jako další členové rodiny klaudinů, hraje roli ve tvorbě 

těsných spojů mezi buňkami. Deregulace produkce klaudinů byla v poslední 

době spojena nejen s vyšší migrační schopností nádorových buněk, ale 

i s epitelo-mesenchymálním přechodem a nádorovými kmenovými buňkami, 

a jejich role v nádorové biologii je tedy pravděpodobně komplexnější, než se 

tušilo (Kwon, 2013).  

 

ACSL5 

Proteinový produkt tohoto genu je enzym s rolí v biosyntéze lipidů a degradaci 

mastných kyselin. Snížení exprese ACSL5 bylo spojeno s karcinomem tenkého 

střeva (Gassler et al., 2003). U gliomů je exprese ACSL5 považována za faktor 

zlepšující přežití pacientů (Mashima et al., 2009). Role ACSL5 proteinu 

v buněčné apoptóze je spojena s proteinem mortalinem a aktivací p53 (Klaus et 

al., 2014). V předchozí studii věnované KRCa bylo pomocí microarray dat 

zjištěno zvýšení exprese v nádorové tkáni (Yeh et al., 2006), v naší studii bylo 

množství ACSL5 mRNA nižší v nádorové tkáni oproti zdravé tkáni, navíc jsme 

pozorovali vztah mezi snížením exprese a zkrácením DFI, kdy nejkratší DFI 

měli pacienti s nejvýraznějším poklesem ACSL5. Tyto závěry ukazují 

na pravděpodobnou protektivní funkci proteinu ASCL5 u KRCa, v souladu 

s údaji dostupnými z jiných typů nádorových onemocnění. U analýzy ACSL5 

exprese a rovněž funkce jsou problematické odlišné efekty jednotlivých 

sestřihových variant, kdy například ACSL5 o plné délce má pro-apoptotickou 

funkci (Gassler et al., 2007).  
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Následující tři geny měly ve sledovaném souboru pacientů sníženou expresní 

hladinu v nádorové tkáni, ale statistická analýza neprokázala žádné signifikantní 

spojení se sledovanými klinickými parametry.  

 

DSTN 

DSTN gen kóduje aktin vazebný protein destrin, který hraje podstatnou roli 

v dynamice polymerizace aktinu jako aktin depolymerizační faktor (Bamburg 

and Wiggan, 2002). V souvislosti s nádorovým onemocněním byla role proteinu 

DSTN popsána během apoptózy indukované membránovým androgenovým 

receptorem u buněk nádoru prostaty (Papadopoulou et al., 2008) a jeho 

pozitivní efekt na migrační kapacitu neuroblastomových buněk (Lefranc et al., 

2009). Snížení exprese DSTN bylo jedním z mechanismů vedoucích 

k zablokování migrace a invazivní schopnosti nádoru žaludku (Yu et al., 2013). 

V naší studii bylo pozorováno snížení mírné expresní hladiny DSTN v nádorové 

tkáni bez vztahu ke klinickým parametrům 

 

MIER3 

MIER3 je velice málo studovaným genem, až v roce 2012 byl asociován 

s nádorovými onemocnění jako kandidátní gen u nádorů prsu (denDekker et al., 

2012) a zároveň se zařadil mezi nejčastěji mutované geny u vysoce 

mutovaných podtypů kolorektálního karcinomu (The Cancer Genome Atlas, 

2012). Naše data ukázala sníženou expresi u KRCa bez pozorování silných 

vztahů ke klinickým datům. 

 

MAPK1 

Mitogen-aktivována proteinová kináza 1 je finální kinázou MAPK dráhy, která 

má mnoho různých rolí v buněčném životě včetně regulace proliferace, 

diferenciace či genové exprese (Zassadowski et al., 2012). V kolorektálním 

karcinomu bylo pozorováno snížení exprese v nádorové tkáni v předchozích 
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studiích (Wang et al., 2000), stejně tomu bylo i v našich vzorcích, vztah ke 

klinickým parametrům pozorován nebyl. 

 

U dvou následujících genů nebyla v našem souboru pozorována změna 

v expresní hladině mezi zdravou a nádorovou tkání.  

 

SAMD3 

Funkce SAMD3 je neznámá, tento gen byl vybrán na základě možného zvýšení 

expresní hladiny během vývoje KRCa (Kleivi et al., 2007) a popsané interakci 

proteinu SAMD3 s proteinem FANCG (Fanconi anemia, complementation group 

G) (Rual et al., 2005), který hraje roli v udržování genomické integrity (Fei et al., 

2005). Tato interakce by mohla mít podstatnou roli během vývoje KRCa. Díky 

absenci expresní změny SAMD3 jsme nemohli hodnotit jeho vztah ke klinickým 

parametrům. 

 

CAPN10 

U genu CAPN10, vápníkem aktivované cysteinová proteázy (Ono and 

Sorimachi, 2012), byl dříve popsán jednonukleotidový polymorfizmus spojený 

se susceptibilitou ke vzniku KRCa (Frances et al., 2007). V naší studii jsme se 

pokusili porovnat vztah mezi hladinou transkripce a klinickými parametry 

pacientů s KRCa, změna množství jeho mRNA mezi zdravou a nádorovou tkání 

ale nebyla detekována, a proto nebylo možné tento vztah hodnotit. 
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6 Závěry práce 
V naší studii bylo prokázáno, že i často studované znaky spojované 

s nádorovými kmenovými buňkami, jako CD44 a CD133, mohou nést i jiný 

význam pro chování nádoru, než je v současnosti obecně přijímáno. Například 

u CD133 je možné pozorovat pozitivní i negativní prognostický význam. Naše 

studie byla od přechozích prací odlišná tím, že nehodnotila počet nádorových 

kmenových buněk či intenzitu značení CD133 protilátkou v jednotlivých 

buňkách, ale celkové množství CD133 pozitivních žlázek v poměru ke žlázkám 

negativním na CD133 barvení. Tento přístup, pokud by byl prognostický 

význam ověřen na validační skupině pacientů, by byl jednoduše hodnotitelný 

patology při rutinním vyšetření nádorové tkáně, což by mohlo přinést nové 

znaky podstatné pro prognózu.  

Zároveň je potřeba studovat roli jednotlivých proteinů, používaných jako znaky 

nádorových kmenových buněk, v biologii nádoru. Pochopení jejich funkce může 

pomoci s vysvětlením pozorovaných protichůdných vlastností při korelaci 

s klinickými daty, a usnadnit tak použití těchto znaků pro zpřesnění prognózy 

u pacientů s kolorektálním karcinomem.  

V části věnované expresní hladině vybraných genů byla na studovaném 

souboru pacientů identifikována expresní změna mezi zdravou a nádorovou 

tkání u 10 genů. Nejdůležitějšími výsledky práce je spojení expresní změny 

CLDN23 a celkového přežití pacientů a spojení expresních změn SLC26A2, 

ACSL5 a LGR5 s bezpříznakovým přežitím u pacientů, kteří v době primární 

operace neměli vzdálenou metastázu. I přes poměrně malý soubor 

studovaných pacientů jsou výsledky studie zajímavé, jelikož ukazují nové 

spojitosti mezi jednotlivými geny a prognózou u pacientů s kolorektálním 

karcinomem. 

Kromě role jako prognostického faktoru mohou objevené vztahy mezi expresí 

genů a DFI či OS přinést nové informace i o biologii kolorektálního karcinomu. 

Například vliv expresní změny ACSL5 svědčí o metabolické změně v nádorové 

tkáni, u SLC26A2 zase o změně v transportu iontů přes membránu, přičemž 
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o přesném mechanizmu a vlivu těchto změn na nádorové buňky je 

v současnosti možné pouze spekulovat.  

Geny, jejichž expresní změna byla spojena s klinickými parametry, budou dále 

prozkoumány na rozšířeném souboru pacientů s cílem získat robustnější sadu 

dat. Zároveň byl vliv expresních změn použit pro konstrukci matematického 

modelu, který dokáže předpovídat prognózu pacientů na základě diferenciální 

exprese čtyř ze setu dvanácti studovaných genů s vyšší přesností, než jakou 

má prognóza založená pouze na jednom genu. Tento skórovací systém je 

v současnosti podrobován další analýze na novém souboru pacientů. 

Z hlediska původních hypotéz se nám podařilo částečně potvrdit hypotézu I, 

kdy korelace mezi primárním nádorem a jeho metastázou byla nalezena 

u CD133. Hypotéza číslo II byla vyvrácena, vztah ke klinickým datům byl 

nalezen pouze u CD133 a to opačný, než bylo předpokládáno. Hypotéza číslo 

III byla potvrzena, když z dvanácti studovaných genů deset vykazovalo 

rozdílnou hladinu transkripce mezi zdravou a nádorovou tkání. I pro hypotézu 

číslo IV bylo pozorováno několik pozitivních spojení, které jsou rozebrány 

v předchozím textu. 

Identifikace nových prognostických znaků je podstatná z pohledu zpřesnění 

odhadu dalšího rozvoje KRCa u jednotlivých pacientů. Prognostické znaky mají 

potenciál pomoci s rozdělením pacientů nejen dle patologického vyšetření, ale 

i dle molekulárních znaků. Cílem je rozlišit pacienty, u kterých je nezbytné 

použití onkologické léčby od těch, jejichž prognóza by podáním této léčby 

nebyla ovlivněna. Tato práce ukazuje nové znaky využitelné v prognóze KRCa, 

které by po jejich validaci bylo možné zařadit do prospektivních klinických studií. 
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