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Abstrakt  

 

Disertační práce pojednává o rozdílných metodických přístupech detekce různých 

genetických alterací u tří typů solidních nádorů: štítné žlázy, kolorekta a slinivky břišní. 

Moderní onkologický výzkum se na znalosti somatických genetických alterací 

v nádorovém ložisku zakládá. Tato znalost, krom toho, že vědcům poskytuje představu o 

příčině vzniku nádorů, má největší přínos v tom, že může významně ovlivnit léčbu 

konkrétního nádoru, respektive pacienta. Specifické genetické alterace dokážou totiž 

předpovědět prognózu pacienta nebo umožňují využít k terapii molekulárně cílenou léčbu, 

tzv. biologickou léčbu, nejčastěji ve formě inhibitorů onkoproteinů vzniklých 

expresí mutovaných genů.   

Další úrovní je pak využití konkrétních genetických alterací pro detekci tzv. volné 

nádorové DNA (ctDNA, z angl. circulating tumor DNA), která se vyskytuje v krvi 

onkologických pacientů. Analýza ctDNA v periferní krvi pacientů, označovaná také jako 

„tekutá biopsie“, je aktuálně velmi atraktivním přístupem, který umožňuje neinvazivní 

sledování průběhu léčby pomocí stoupajících či klesajících hladin ctDNA, a to prakticky 

kdykoliv je potřeba.  

V této práci se zaměřuji pouze na nejdůležitější poznatky a výsledky získané během 

svého působení v onkologickém výzkumu solidních nádorů, které dokládám příslušnými 

publikacemi.   

V rámci charakterizace souboru pediatrických pacientů s papilárním karcinomem 

štítné žlázy byla díky drobnému vylepšení stávající metodiky detekce fúzních genů 

nalezena nová atypická fúze genů RET a CCDC6, která byla pojmenována RET/PTC1ex9. 

Tato fúze byla zřejmě příčinou agresivního projevu papilárního karcinomu štítné žlázy u 

osmiletého pacienta.  

Při výzkumu kolorektálních karcinomů bylo zásadních objevů dosaženo během 

studia ctDNA. Nejprve byla zavedena rutinní citlivá metodika detekce ctDNA a následně 

bylo více než 10 let studováno její uplatnění v různých klinických situacích. Nejvíce se 

ctDNA osvědčila při dlouhodobém monitorování pacientů. Ukázalo se, že ctDNA může být 

citlivějším markerem než běžně využívané proteinové tumorové markery a že dokáže 

odhalit návrat nádorového onemocnění (recidivu) dříve než tyto tumorové markery nebo 

zobrazovací metody. Dále je důležitým ukazatelem při hodnocení radikality provedeného 

chirurgického odstranění tumorového ložiska.  



Abstrakt                                                                                                                                

Zcela jiným metodickým přístupem rovněž při studiu kolorektálních karcinomů 

bylo studium intratumorové mutační heterogenity prekancerózních kolorektálních lézí. S 

cílem co nejpodrobněji lokalizovat a kvantifikovat zastoupení různých mutačních klonů 

v rámci adenomu, byly prekancerózní léze rozděleny do miniaturních vzorků o objemu cca 

5 mm3. Každý ze vzorků se následně analyzoval separátně. Krom představy o přesném 

prostorovém umístění a množství jednotlivých mutací v prekancerózních lézích se ukázalo, 

že přítomnost mutace v 7. exonu genu TP53 je potenciálním prediktorem brzké recidivy 

onemocnění v podobě vzniku nových metachronních lézí. 

Při studiu karcinomu slinivky břišní došlo k významnému pokroku v metodice 

detekce mutací genu KRAS, které jsou hlavním předmětem mého výzkumu. Ukázalo se, že 

nejvhodnějším materiálem pro vyšetření mutací je bioptický materiál získaný při 

diagnostice karcinomu pankreatu natřený na cytologické sklíčko. Díky tomu, že patolog při 

cytologickém vyšetření označí na sklíčku oblast výskytu tumorových buněk a díky izolaci 

DNA pouze z této oblasti je možné eliminovat falešně negativní výsledky a získat skutečně 

relevantní záchyt KRAS mutací. Zásadním poznatkem pak bylo zjištění, že jednotlivé typy 

KRAS mutací u karcinomu pankreatu nejsou rovnocenné a mohou ovlivňovat prognózu 

pacientů. Toho lze využít při racionálním plánování způsobu léčby zejména s ohledem na 

kvalitu života a zátěž pacienta. 



                                                                                                                                         

Abstract 

Abstract 

 

The dissertation discusses different methodological approaches for detection of 

various genetic alterations in three types of solid tumors: thyroid, colorectal and pancreatic. 

Modern oncological research is based on the knowledge of somatic genetic alterations in 

tumor. This knowledge, besides providing scientists with an idea of the cause of the 

formation of tumors, has the greatest benefit in that it can significantly influence the 

treatment of a particular tumor or patient. Specific genetic alterations can predict the 

prognosis of a patient or enable the use of molecularly targeted treatment, so-called 

biological treatment, most often in the form of inhibitors of oncoproteins produced by 

expression of mutated genes. 

 The next level is the use of specific genetic alterations to monitor the so-called 

circulating tumor DNA (ctDNA) that occurs in the blood of oncological patients. The 

investigation of genetic alterations from the blood, also referred to as "liquid biopsy", is 

currently a very attractive approach that allows non-invasive monitoring of the course of 

treatment using rising or falling levels of present genetic alteration, virtually whenever 

needed. 

In this work, I focus only on the most important findings and results obtained during 

my work in oncological research of solid tumors, which I illustrate with relevant 

publications. 

During the characterization of a cohort of paediatric patients with papillary thyroid 

cancer, a new atypical fusion of RET and CCDC6 genes, named RET/PTC1ex9, was found 

thanks to a minor improvement in the existing methodology for detection of fusion genes. 

This fusion was apparently the cause of aggressive manifestation of papillary thyroid 

cancer in an eight-year-old patient. 

In colorectal cancer research, major discoveries were made during the study of 

ctDNA. First, a routine sensitive methodology for the detection of ctDNA was introduced 

and then its application in various clinical situations was studied for more than 10 years. 

CtDNA has proven most effective in long-term monitoring of patients. It has been shown 

that ctDNA can be a more sensitive marker than commonly used protein tumor markers 

and that it can detect cancer recurrence earlier than these tumor markers or imaging 

methods. Furthermore, it is an important indicator in assessing the radicality of surgical 

removal of tumor lesions.  



                                                                                                                                         

Abstract 

A completely different methodological approach was also used in the research of 

colorectal carcinomas to study intratumor mutational heterogeneity of precancerous 

colorectal lesions. In order to locate and quantify different mutant clones within the 

adenoma in as much detail as possible, precancerous lesions were divided into miniature 

samples with a volume of approximately 5 mm3. Each of the samples was subsequently 

analyzed separately. In addition to the idea of the precise spatial location and quantification 

of individual mutations in precancerous lesions, it was shown that the presence of a 

mutation in the 7th exon of the TP53 gene is a predictor of early disease recurrence in the 

form of new metachronous lesions. 

During the research of pancreatic cancer, significant progress was made in the 

methodology of detecting KRAS gene mutations, which are the main subject of my 

research. It turned out that the most suitable material for the examination of mutations is 

the biopsy material obtained during the diagnosis of pancreatic cancer smeared on a 

cytological slide. Thanks to the fact that the pathologist during the cytological examination 

marks on the slide the tumor cell area and thanks to the isolation of DNA only from this 

area it is possible to eliminate false negative results and obtain a truly relevant detection of 

KRAS mutations. The key finding was that the individual types of KRAS mutations in 

pancreatic cancer are not equivalent and may affect the prognosis of patients. This can be 

used in rational planning of treatment, especially with regard to the quality of life and 

burden of the patient. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  



Seznam použitých zkratek a symbolů 

Sezam použitých zkratek a symbolů 

 

Zkratka Anglicky Česky 

ALK Anaplastic Lymphoma Kinase gen pro kinázu anaplastického 

lymfomu 

APC Adenomatous Polyposis Coli  gen familiární adenomatózní polypózy 

ARTN Artemin artemin 

BRAF V-raf murine sarcoma viral 

oncogene homolog B1 

virový protoonkogen v-raf myšího 

sarkomu, homolog B1 

CA19-9 Cancer antigen 19–9  tumorový antigen 19–9 

cDNA Complementary DNA komplementární DNA 

CEA Carcinoembryonic antigen  karcinoembryonální antigen 

cfDNA   Circulating cell–free DNA cirkulující „volná“  DNA 

CIMP CpG island methylator phenotype  Fenotyp s hypermetylovanými CpG 

ostrůvky 

CIN Chromosomal instability chromozomální nestabilita 

CRC Colorectal cancer kolorektální karcinom 

CT Computed tomography výpočetní tomografie 

ctDNA Circulating tumor DNA cirkulující nádorová DNA 

DCC Deleted in colorectal cancer, (tumor 

suppressor gene) 

nepřítomen u kolorektálního 

karcinomu, tumor supresorový gen  

DNA Deoxyriboucleic acid  deoxyribonukleová kyselina  

dPCR Digital PCR digitální PCR 

EGFR Epidermal growth factor receptor gen pro receptor epidermálního 

růstového faktoru 

ERK Extracellular signal-regulated 

Kinase 

gen pro kinázu regulovanou 

extracelulárním signálem 

EUS  endoscopic ultrasonography endoskopická ultrasonografie 

EUS – 

FN(A)B 

endoscopic ultrasonography – fine 

needle (aspiration) biopsy 

endoskopickou ultrasonografiií 

naváděná biopsie tenkou jehlou 

FFPE Formalin fixed parrafin embedded (tkáň) fixovaná formalínem, zalitá do 

parafinu 

FN(A) B Fine-needle (aspiration) biopsy (aspirační) biopsie tenkou jehlou 

GDN Glial Cell Line-Derived 

Neurotrophic Factor 

neurotrofický faktor odvozený z 

gliové buněčné linie 

KRAS Kirsten rat sarcoma viral oncogene 

homolog 

homolog virového protoonkogenu 

Kirsten krysího sarkomu  

LOD Limit of detection limit detekce 

LOH Loss of heterozygozyty ztráta heterozygozity 

MAPK  Mitogen-activated protein kinase proteinkináza aktivovaná mitogeny 

MEK Mitogen-activated 

protein kinase kinase 1 

MAPKK 1, mitogen aktivující 

proteinkináza kináza 1 

MLH1 Tumor suppressor gene encoding 

DNA mismatch repair protein Mlh1 

tumor supresorový gen kódující 

protein Mlh1 pro opravu chybného 

párování DNA 

MRI Magnetic resonance imaging magnetická rezonance 

MSI Microsatellite instability mikrosatelitová nestabilita 

NGS Next generation sequencing sekvenování nové generace  

NRTN Neurturin neurturin 



Seznam použitých zkratek a symbolů 

NTRK Neurotrophic tyrosine receptor 

kinase 

gen pro neurotrofní tyrozinovou 

receptorovou kinázu 

OS Overall survival celkové přežití  

PanIN Pancreatic intraepithelial neoplasia pankreatická intraepiteliální neoplázie 

PCR Polymerase chain reaction polymerázová řetězová reakce  

PDAC Pancreatic ductal adenocarcinoma duktální adenokarcinom pankreatu 

PSPN Persephin persefin 

PET/CT Positron emission tomography/ 

computed tomography 

pozitronová emisní 

tomografie/výpočetní tomografie 

PIK3CA Phosphatidylinositol 3-kinase Gen pro fosfatidylinositol 3-kinázu 

PTC Papillary thyroid cancer papilární karcinom štítné žlázy 

qPCR Quantitative PCR kvantitativní PCR v reálném čase 

RAS Ras sarcoma virus gene gen kódující protein p21 

RET Rearranged during transfection protoonkogen, „přeskupený během 

transfekce“ 

RET/PTC RET/PTC fusion gene fúzní gen vzniklý spojením RET genu 

s jiným genem (u PTC) 

RNA Ribonucleic acid ribonukleová kyselina  

TP53  Tumor protein 53 gen pro tumorový protein 53 

TRK Tropomyosin Receptor Kinase gen pro tropomyosinový receptor s 

kinázovou aktivitou 

VEGF Vascular endothelial growth factor gen pro vaskulární endoteliální 

růstový faktor 
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1 Úvod 
 

Část disertační práce věnující se karcinomům štítné žlázy byla vypracována na 

Oddělení molekulární endokrinologie Endokrinologického ústavu v Praze. Výsledky této 

části práce jsou obsaženy v následujícícm článku publikovaném v impaktovaném 

zahraničním periodiku, který je uveden v kapitole 3 Výsledky jako Publikace 1.: 

 

1.  Halkova T, Dvorakova S, Vaclavikova E, Sykorova V, Vcelak J, Sykorova P, 

Vlcek P, Reboun M, Katra R, Kodetova D, Schrumpf M, van Wezel T, Morreau H, 

Bendlova B. A novel RET/PTC variant detected in a pediatric patient with papillary 

thyroid cancer without ionization history. Hum Pathol. 2015; 46: 1962-1969. IF = 

2.7 

 

Výzkum týkající se kolorektálních karcinomů a karcinomů pankreatu byl proveden 

v Centru aplikované genomiky solidních nádorů Výzkumného ústavu Genomac v Praze. 

Výsledky této části práci jsou shrnuty ve 3 publikacích zveřejněných v impaktovaných 

zahraničních periodicích, který jsou uvedeny v kapitole 3 Výsledky jako Publikace 2-4:  

 

2. Benešová L, Hálková T, Ptáčková R, Semyakina A, Menclová K, Pudil J, Ryska 

M, Levý M, Šimša J, Pazdírek F, Hoch J, Blaha M, Minárik M. Significance of 

postoperative follow-up of patients with metastatic colorectal cancer using 

circulating tumor DNA. World J Gastroenterol. 2019; 25: 6939-6948. IF = 4.3 

 

3. Hálková T, Ptáčková R, Semyakina A, Suchánek Š, Traboulsi E, Ngo O, 

Hejcmanová K, Májek O, Bureš J, Zavoral M, Minárik M, Benešová L. Somatic 

Mutations in Exon 7 of the TP53 Gene in Index Colorectal Lesions Are Associated 

with the Early Occurrence of Metachronous Adenoma. Cancers 2022; 14: 2823. IF 

= 5.2 

 

4. Hálková T, Bunganič B, Traboulsi E, Minárik M, Zavoral M, Benešová L. 

Prognostic Role of Specific KRAS Mutations Detected in Aspiration and Liquid 

Biopsies from Patients with Pancreatic Cancer. Genes 2024; 15: 1302. IF = 2.8 
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1.1 Nádorová onemocnění 

 

Nádorová onemocnění jsou po kardiovaskulárních onemocněních celosvětově druhou 

nejčastější příčinou úmrtí. Jednotlivá nádorová onemocnění jsou velice heterogenní a 

mohou postihnout prakticky jakoukoliv tkáň. Všechna nádorová onemocnění jsou 

geneticky podmíněná, protože příčinou maligní transformace buněk je vždy genetická 

alterace, nejčastěji mutace v DNA.  

Nádory mohou být hereditární (familiární, dědičné), a to pokud je dispozice k 

jejich vzniku (mutace odpovědného genu) zděděna ze zárodečných buněk rodiče. Jedná se 

o tzv. germinální (zárodečné, vrozené) mutace, které jsou pak přítomny ve všech 

buňkách organismu a mohou být dále předávány potomkům (Foretová et al. 2022). 

Typicky se jedná o mutace tumor supresorových genů (viz odstavec 1.2), které mají 

recesivní charakter a k rozvoji nádorového onemocnění tedy dochází až po mutaci druhé 

alely genu v somatické buňce příslušné tkáně. Tato práce se však zaměřuje pouze na 

sporadické formy nádorových onemocnění, kterých je naprostá většina. Sporadické 

nádory vznikají vlivem somatických mutací zdravých somatických buněk a jejich 

následnou transformací v buňky nádorové. Nádorové buňky se vymykají kontrolním 

mechanismům buněčné proliferace. To vede v konečném důsledku k jejich 

nekontrolovanému množení a vzniku nádorové tkáně (Liggett a DeGregori 2017). Pokud 

zmnožením transformovaných buněk vznikne pevný útvar, nazýváme ho solidním 

nádorem. Druhou skupinou nádorových onemocnění jsou malignity krvetvorných buněk 

(leukémie) a lymfoidní malignity (lymfomy), o těch však tato práce nepojednává.  

Maligní transformace je postupný proces a dochází při ní k mnoha histologickým, 

morfologickým a genetickým změnám (Zhang et al. 2024). Krom již zmíněné 

nekontrolované proliferace se nádorové buňky odlišují od zdravých somatických buněk 

také ztrátou kontaktní inhibice, to znamená, že po kontaktu s jinou buňkou nezastaví svůj 

růst, mohou prorůstat přes sebe, vytvářet vrstvy nebo shlukovité útvary. Nádorové buňky se 

navíc množí po neomezený počet generací a jsou tak prakticky nesmrtelné. Nádorové 

buňky nepotřebují k růstu stimulaci růstovými faktory. Dochází u nich také ke změně 

povrchových antigenů, čímž se vymykají kontrole imunitního systému (Gonzalez et al. 

2018, Hanahan a Weinberg 2000). 
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1.2 Onkogenetika 

 

Pro maligní transformaci jsou zásadní mutace v protoonkogenech a tumor 

supresorových genech, což jsou geny kódující proteiny, jejichž nadměrná aktivace 

(protoonkogeny) nebo naopak ztráta funkce (tumor supresory) způsobí růstovou výhodu 

buňky a vede k její nekontrolované proliferaci (Hanahan a Weinberg 2000, Shen et al. 

2024). Protoonkogeny kódují proteiny, které pozitivně regulují buněčnou proliferaci a 

diferenciaci a inhibují apoptózu. Patří mezi ně např. růstové faktory, receptory pro růstové 

faktory, proteiny signálních drah, buněčného cyklu (cykliny, cyklin-dependentní kinasy), 

transkripční faktory a inhibitory apoptózy. Mutace v protoonkogenech nastávají většinou v 

tzv. hotspotech (kodony příp. exony s častým výskytem mutací). Nejčastěji se jedná o 

bodové mutace, méně často delece, genové přestavby, nebo genové amplifikace. Je-li 

protoonkogen aktivován mutací, stává se z něj onkogen. K tomu stačí mutace na jedné alele 

protoonkogenu – jde o tzv. dominantní mutace (Anderson et al. 1992). Typickými 

představiteli protoonkogenů jsou RET, KRAS, BRAF a PIK3CA. 

Tumor supresorové geny negativně regulují (tlumí) buněčnou proliferaci. Často jsou 

to geny kódující inhibitory v signálních drahách, negativní transkripční faktory, aktivátory 

apoptózy a DNA reparační proteiny. K inaktivaci tumor supresorového genu je potřeba tzv. 

dvojího zásahu – tedy jde o inaktivaci tzv. recesivními mutacemi, které inaktivují obě 

alely tumor supresoru. Nejčastěji se jedná o bodovou mutaci jako první zásah na jedné alele 

a následně bodovou mutaci na druhé alele nebo její úplnou ztrátu (LOH – z angl. losss of 

heterozygosity, ztráta heterozygozity), nebo epigenetické umlčení hypermethylací CpG 

ostrůvků v promotorové oblasti genu (Lipsick 2020, Chen et al. 2020). Bodové mutace v 

tumor supresorových genech nemívají hotspoty výskytu, mohou nastat prakticky v 

kterémkoliv exonu, ačkoliv v některých exonech se vyskytují častěji - např. v 15. exonu 

genu APC nebo v 5. - 8. exonu genu TP53.  V roce 1990 byly tumor supresorové geny 

uznány za stejně klíčové pro rozvoj rakoviny jako protoonkogeny (Lipsick 2020). 

Maligní transformace může začít mutací jen v jediné somatické buňce (tzv. 

iniciovaná buňka) a jejím klonálním zmnožením (klonální expanzí) pak vzniká nádorové 

ložisko. Během karcinogeneze se pak většinou hromadí v jednotlivých klonech iniciované 

buňky další genetické alterace (viz také kapitola 1.5.3 a obr. 8; kapitola 1.5.4 a obr. 9), 

takže ve výsledné nádorové mase může být přítomno mnoho klonů různě mutovaných 
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buněk. Tento jev se nazývá intratumorová mutační heterogenita, ITH. Podrobněji o ITH 

pojednává kapitola 1.5.4. 

 

1.3 Charakter vzorků pro onkogenetické vyšetření 

 

Při studiu solidních nádorů je možné pracovat s několika druhy vzorků. Nejčastěji se 

jedná o zmrazenou nádorovou tkáň získanou peroperativně nebo o bioptickou tkáň 

získanou např. z tlustého střeva při kolonoskopii nebo během ultraosonografického 

vyšetření při diagnostice karcinomu pankreatu. Výtežky i kvalita DNA izolované z těchto 

vzorků tzv. čerstvé zmrazené nádorové tkáně (angl. fresh frozen tissue) bývají v řádech 

desítek až stovek ng/µl a tedy zcela dostačující pro následné analýzy. Vzhledem však 

k tomu, že tyto vzorky nejsou před zmražením podrobeny histologickému či cytologickému 

zhodnocení, je potřeba počítat s tím, že zastoupení sledovaných genetických mutací může 

být nižší než je tomu u jiných druhů vzorků (viz dále). Důvodem je to, že nádorové ložisko 

je směsí nádorových i nenádorových buněk a nemutovaná DNA z nenádorových buněk pak 

snižuje záchyt genetických mutací. To může být problém zejména u bioptických vzorků, 

kde bývají nádorové buňky zastoupeny minoritně nebo ve vzorku mohou chybět úplně. 

Dále je potřeba počítat s ITH (viz kapitola 1.2 a 1.5.4). Přítomnost nádorových buněk s 

různými mutacemi totiž také snižuje jejich záchyt a ztěžuje interpretaci výsledků, protože 

nikdy není jasné, zda je přítomen jeden klon buněk s více mutacemi nebo více klonů s 

různými mutacemi. Z uvedených důvodů je třeba u těchto vzorků počítat také s falešnou 

negativitou. 

Přesnější charakterizace vzorků je možná u preparátů ve formě parafinových bloků, 

tzv. FFPE bloků (z angl. formalin fixed parrafin embedded), nebo bioptických 

cytologických nátěrů na mikroskopiském sklíčku, které bývají rutinně histologicky 

respektive cytologicky zhodnoceny patologem a pak teprve poskytnuty pro izolaci a 

analýzu DNA. Patolog tak může vyznačit na preparátu konkrétní oblast s výskytem 

nádorových buněk, ze které je pak izolována DNA. Odpadá tím komplikace s příměsí 

nenádorových buněk, zůstává však problém s ITH. Výhodou těchto archivovaných 

preparátů je možnost uskladnění při pokojové teplotě, nevýhodou je obtížnější izolace 

DNA pouze z omezeného množství materiálu. Dále bývá DNA z parafínových bloků 

vlivem fixace tkáně ve formaldehydu fragmentovaná a chemicky modifikovaná, což může 

vést k negativnímu ovlivnění PCR reakce.  
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Další moderní variantou je detekce DNA mutací z cirkulující nádorové DNA (ctDNA 

z angl. circulating tumor DNA). Prvním krokem je odběr krve pacienta a následná separace 

plazmy od krevních buněk centrifugací. V dalším kroku je izolována celková volná 

(cirkulující) DNA z plazmy (cfDNA z angl. cell free DNA), jejíž frakcí je i ctDNA. 

V tomto případě je analýza DNA zatížena stejnými komplikacemi jako analýza čerstvé 

nádorové tkáně, protože se opět jedná o analýzu směsi nádorové i nenádorové DNA. Navíc 

analýza ctDNA vyžaduje vysoce citlivou metodiku. Podrobněji o ctDNA pojednává 

kapitola 1.5.5.  
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1.4 Karcinomy štítné žlázy 

 

Karcinomy štítné žlázy jsou poměrně vzácné, tvoří přibližně 1 až 1,5 % všech nově 

diagnostikovaných karcinomů, nicméně jsou nejčastější malignitou endokrinního systému 

(cca 90 %). Manifestují se ve všech věkových skupinách, přičemž výrazně převažuje 

výskyt u žen v poměru 1 : 0,4 oproti mužům. Jejich incidence celosvětově od konce 20. 

století stále narůstá. V České republice bylo v roce 1984 diagnostikováno 239 případů, 

v roce 2021 bylo registrováno už 1148 případů (ÚZIS 2021). Nárůst incidence můžeme 

částečně vysvětlit zlepšenou diagnostikou pomocí ultrasonografií naváděné biopsie tenkou 

jehlou (EUS - FNAB z angl. endoscopic ultrasonography - fine needle aspiration biopsy). 

Díky ultrazvukovému vyšetření je v současnosti možné detekovat i karcinomy menší než 1 

cm, tzv. mikrokarcinomy, které byly v minulosti detekovatelné obtížně (Russell et al. 

2023). Rostoucí trend incidence je dále přisuzován zvýšené informovanosti pacientů či 

zpřísnění diagnostických kritérií. Je však zřejmé, že existují i další faktory, které mohou za 

rostoucí počet karcinomů štítné žlázy, zejména environmentální polutanty, obezita a změna 

mikrobioty, či nadměrné využívání rentgenového vyšetření ve stomatologii (Memon et al. 

2019, Kim et al. 2020, Kitahara a Schneider 2022).  

 

1.4.1 Anatomie štítné žlázy 

 

Štítná žláza (latinsky glandula thyroidea) je endokrinní žláza uložená v přední části 

krku v oblasti hrtanu pod štítnou chrupavkou. Štítná žláza je vysoce cévně zásobená, má 

tmavě červenou barvu, hladký povrch a je pokryta vazivovým pouzdrem (Mohebati a 

Shaha 2012). Skládá se ze dvou laloků, které jsou ve spodní části spojeny můstkem 

(isthmus). Na zadní straně štítné žlázy jsou obvykle umístěny dva páry příštítných tělísek. Z 

isthmu může směrem k hlavě vyrůstat pyramidální lalok (lobus pyramidalis) jakožto 

pozůstatek sestupu štítné žlázy během ontogeneze. Vzácně může docházet k absenci isthmu 

a žláza pak existuje jako dva samostatné laloky (Mohebati a Shaha 2012, Khatawkar a 

Awati 2015).  

Štítná žláza je tedy tvarově poměrně variabilní – někdy připomíná tvar písmene U, 

jindy písmene H. Nejčastěji je však přirovnávána k obrazu motýla (viz obr. 1). Díky značné 

velikosti obou laloků (obvykle cca 5 x 2 x 3 cm) se štítná žláza řadí mezi jednu z největších 
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endokrinních žláz o váze přibližně 20 g u dospělých (Pankow et al. 1985, Khatawkar a 

Awati 2015). 

 

 

Obr. 1 Anatomie štítné žlázy – žláza při pohledu zepředu. 

Převzato a upraveno dle knihy Moini J et al. Epidemiology of Endocrine Tumors, Chapter 1 - Endocrine 

Glands. Dostupné z webové stránky https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/thyroid-

gland  

 

Mikroskopicky je štítná žláza tvořena z folikulů, dutých kulovitých měchýřků 

ohraničených jednou vrstvou folikulárních buněk (obr. 2 A, B). Folikulární buňky secernují 

dovnitř folikulu koloid obsahující tyreoglobulin, který je prekurzorem hormonů 3,5,3´,5´-

tetrajodthyroninu (thyroxinu, T4) a 3,5,3´-trijodothyroninu (T3). Mezi folikulárními 

buňkami jsou roztroušeny parafolikulární buňky (C-buňky) produkující hormon kalcitonin 

(obr. 2 B). 

 

Obr. 2 Folikuly štítné žlázy A) pohled elektronovým mikroskopem, B) pohled mikroskopem při 

cytologickém vyšetření. 
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1.4.2 Papilární karcinom štítné žlázy – diagnostika a léčba 

 

Karcinomy štítné žlázy rozdělujeme podle původu a stupně diferenciace. Klasifikace 

nádorů štítné žlázy je na základě nových klinicko-patologických a molekulárních poznatků 

neustále zpřesňována a aktualizována (Baloch et al. 2022, Juhlin et al. 2022, Rossi a Baloch 

2023).  

Majoritní skupinou jsou karcinomy odvozené od folikulárního epitelu, které zahrnují 

papilární karcinom (PTC), invazivní opouzdřenou folikulární variantu papilárního 

karcinomu, folikulární karcinom, onkocytární karcinom, high-grade neanaplastický 

karcinom a anaplastický karcinom (Baloch et al. 2022). Z parafolikulárních C-buněk 

vychází medulární karcinom s prevalencí 2 % (Lim et al. 2017). 

Nejběžnějším typem je papilární karcinom (PTC), který představuje 84 % malignit 

štítné žlázy (Lim et al. 2017), a který byl předmětem mého výzkumu. 

PTC je diagnostikován většinou po náhodném nahmatání bulky na krku pacientem 

nebo lékařem. Základním vyšetřením je ultrasonografie, která je neinvazivní a pro pacienta 

nezatěžující metodou. PTC se při ultrasonografii projevuje jako hypoechogenní útvar se 

špatně definovanými okraji. Ke stanovení konečné diagnózy však vede až cytologické 

vyšetření bioptického materiálu odebraného pomocí EUS - FNAB. Při potvrzení diagnózy 

PTC je pacient indikován k operaci. V České republice je preferován radikální výkon, 

totální thyreoidektomie, jehož výhodou je zejména nízký výskyt recidiv v porovnání s 

méně radikálními zákroky (hemithyreidektomie). Nevýhodou je nutnost trvalé 

suplementace pacienta tyroxinem (Yang et al. 2024). V současné době je mezi odbornou 

veřejností vedena diskuse o méně radikálním přístupu k léčbě, kdy se názory různí, ale 

zejména odborníci z USA podporují spíše hemithyreoidektomii. V hodnocení agresivity 

nádoru a doporučeného rozsahu operace pomáhají molekulární markery. 

K charakterizaci resekovaného PTC patologem se využívá TNM systém klasifikace, 

kde T je charakteristikou primárního nádorového ložiska, N je charakteristikou 

metastáz do přilehlých lymfatických uzlin a M je charakteristikou vzdálených 

metastáz (viz tabulka 1). Na základě TNM klasifikace se následně stanovuje pokročilost 

(stádium) PTC (viz tabulka 2). TNM systém klasifikace PTC byl nedávno revidován a 

aktuálně je platná jeho 8. edice (Brierley et al. 2017). Mladší pacienti mívají obecně 

příznivější prognózu, proto se u nich určují pouze stadia I nebo II, a to na základě absence 

či přítomnosti distálních metastáz. Největší změnou v 8. edici TNM klasifikace je posun 
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cut-off věku z původních 45 let na 55 let, což umožňuje zpřesnit odhad rizika agresivity 

nádoru (Nam et al. 2018, Gholami et al. 2024).  

 

Tab. 1 TNM klasifikace PTC (8. edice)  

Charakteristika 

primárního nádoru 

 

TX nelze hodnotit 

T0 není přítomen 

T1 omezen na štítnou žlázu ≤ 2 cm 

T2 omezen na štítnou žlázu > 2 cm a ≤ 4 cm 

T3a omezen na štítnou žlázu > 4 cm   

T3b 
makroskopická extratyreoidální extenze zasahující 

do příčně pruhované svaloviny, jakákoliv velikost  

 
T4a postihuje podkoží, hrtan, tracheu, jícen, nebo  

zvratný nerv 

 
T4b postihuje prevertebrální fascii, cévy mediastina 

nebo krční tepnu 

 

Přítomnost metastáz 

v regionálních mízních 

uzlinách 

NX nelze hodnotit 

N0 nejsou přítomny 

N1a metastázy uzlin v centrálním kompartmentu  

 N1b metastázy uzlin v laterálním kompartmentu  

 

Přítomnost vzdálených 

metastáz 

MX nelze hodnotit 

M0 nejsou přítomny 

M1 jsou přítomnony 

 

 

Tab. 2 Určování stádia PTC podle TNM klasifikace (8. edice) 

PTC, věk < 55 let 

Stadium I jakékoliv T jakékoliv N M0 

Stadium II jakékoliv T jakékoliv N M1 

PTC, věk ≥ 55 let 

Stadium I T1a, T1b N0 M0 

Stadium II T2 N0 M0 

Stadium III T3 N0 M0 

 
 T1, T2, T3 N1a M0 

Stadium IVa T1, T2, T3 N1b M0 

 
 T4a jakékoliv N M0 



Úvod 

10 

 

Stadium IVb T4b jakékoliv N M0 

Stadium IVc jakékoliv T jakékoliv N M1 

 

Jako pooperační terapie se pacientovi podává radiojod 131I. Cílem je eliminovat 

zbytky tkáně a případné metastázy. Radiojod 131I se podává perorálně (ve formě kapsle) s 

aktivitou 3,7 GBq, pokud jsou přítomny lokální či vzdálené metastázy, jsou aktivity vyšší 

(4,4 – 7,4 GBq) (Vlček 2006). Pacienti jsou dále celoživotně sledováni. V rámci 

dispenzarizace podstupují pravidelné ultrasonografické vyšetření a měření hladiny 

tyreoglobulinu v krvi (slouží jako marker recidivy onemocnění), jednou za 5 – 10 let 

podstupují také celotělovou scintigrafii radiojódem. Při zvýšení hladiny tyreoglobulinu, 

nebo při pozitivní scintigrafii je indikována terapie radiojodem.  

V 5 - 15 % případů jsou ložiska karcinomu štítné žlázy refrakterní (necitlivá) k léčbě 

radiojódem (Worden 2014). V takovém případě, stejně jako v případě neresekovatelného 

nebo rekurentního karcinomu štítné žlázy, může být pacient indikován k biologické léčbě 

tyrozinkinázovými inhibitory na základě mutace detekované v nádorové tkáni (Zhang et al. 

2022, Cortas a Charalambous 2023). Konkrétní nejčastější mutace jsou uvedeny v 

následující kapitole. Chemoterapie a radioterapie bývá obecně indikována vzácně, většinou 

až po vyčerpání všech ostatních léčebných modalit. 

Prognóza pacientů s PTC je velmi příznivá, což úzce souvisí s včasnou diagnostikou, 

kdy většina PTC je diagnostikována ve stádiu I. Pětileté přežití léčených pacientů v ČR v 

období 2015 – 2019 dosahovalo hodnoty 98,8 % (ÚZIS 2021). 

 

1.4.3 Onkogenetika PTC  

 

V současné době jsou dobře známy klíčové somatické příčiny vzniku PTC. Zahrnují 

v cca 50 % mutaci v BRAF genu (Val600Glu), v cca 15 % mutace v RAS genech (nejčastěji 

NRAS, méně často HRAS a KRAS) a v 15 % vznik fúzních genů receptorových tyrozinkináz 

(nejčastěji RET, méně často NTRK a ALK protoonkogeny) s jinými běžně exprimovanými 

geny (např. Nikiforov a Nikiforova 2011, Fagin et al. 2023, Landa a Cabanillas 2024). 

Všechny tyto geny kódují signální proteiny MAPK (angl. Mitogen-Activated Protein 

Kinase, proteinkinása aktivovaná mitogeny) dráhy (obr. 3), která hraje klíčovou roli 

v buněčné proliferaci, diferenciaci a apoptóze (Bahar et al. 2013, Roberts a Der 2024). 

Mutace zmíněných genů pak způsobují aktivaci MAPK dráhy. U 11 % PTC se vyskytují 
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mutace v promotoru genu TERT, který kóduje katalytickou podjednotku telomerázy. Tyto 

mutace jsou spojeny s agresivním chováním nádoru (Liu et al. 2024).  

 

 

 

Obr. 3 Schematické znázornění MAPK signální dráhy včetně umístění nejčastějších genetických změn 

vedoucích k rozvoji PTC. 

 

Uvedené somatické změny se málokdy vyskytují v tomtéž karcinomu a jsou 

nalézány s různou frekvencí v různých věkových skupinách pacientů. Například fúzní geny 

RET protoonkogenu jsou přítomny ve větší míře u dětí než u dospělých, zatímco BRAF 

mutace se častěji vyskytuje v dospělé populaci (Alzahrani et al. 2020). Celkově, bez ohledu 

na věk, lze říci, že některá ze zmíněných somatických alterací je přítomna asi v 70 % PTC 

tkání (Nikiforov a Nikiforova 2011). Ve zbývajících 30 % případů zůstává genetická 

příčina vzniku PTC neznámá, díky rozvoji vysoce citlivých technik molekulární biologie v 

posledních dvou desetiletích, zejména díky sekvenování nové generace (NGS), jsou však 

nalézány další somatické změny, které zapřičiňují vznik PTC i ostatních karcinomů štítné 

žlázy (Sykorova et al. 2015, Pekova et al. 2020, Bulanova Pekova et al. 2023). Nalezení 

dalších genetických markerů je důležité zejména kvůli přesné molekulární diagnostice a 

predikci chování nádoru (Ahmadi a Landa a Cabanillas 2024). Výskyt určité mutace může 
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být totiž charakteristický pro určitý fenotypový projev onemocnění. Např. koincidence 

mutace BRAF s mutacemi TERT genu je spojena s obrovským synergickým efektem na 

agresivitu nádoru, projevující se vyšší recidivou a mortalitou než mutace samotné (Liu et 

al. 2014, Liu et al. 2024). Nejnověji se ukazuje, že agresivní charakteristiky vykazují také 

nádory s přítomným RET/PTC přeskupením, kdy 75 % případů je spojeno s 

metastazováním do přilehlých lymfatických uzlin a 19 % s přítomností vzdálených 

metastáz (Bulanova Pekova et al. 2023). 

  

Během výzkumu PTC jsem se zaměřovala zejména na detekci RET/PTC 

přeskupení. 

  

1.4.3.1 RET/PTC přeskupení 

 

RET je protoonkogen, který kóduje transmembránovou receptorovou tyrozinkinázu (viz 

Obr 3). Je lokalizován na dlouhém raménku 10. chromozomu (10q11.2) a obsahuje 21 

exonů, které kódují extracelulární (exony 1 - 11), transmembránovou (exon 12) a 

intracelulární (exon 13 - 21) tyrozinkinázovou doménu RET proteinu (Hansford a Mulligan 

2000, De Groot et al. 2006).  

RET protein je aktivován komplexem ligandu a koreceptoru, který stimuluje jeho 

dimerizaci, což je kritický krok pro získání tyrosinkinázové aktivity. V současné době jsou 

známy 4 ligandy RET receptoru: neurotrofický faktor odvozený z gliové buněčné linie 

(GDN), neurturin (NRTN), artimin (ARTN) a persefin (PSPN). Jejich koreceptory patří do 

rodiny tzv. GDNF-family receptor α (GFRα) a jsou také 4, přičemž každý ligand GDNF, 

NTN, ART a PSP má svůj specifický koreceptor GFRα 1-4 (Santoro et al. 2004, Arighi et 

al. 2005).  

Gen pro RET receptor je běžně exprimován v parafolikulárních buňkách štítné žlázy 

a jeho aktivující mutace vedou ke vzniku medulárního karcinomu štítné žlázy. Ve 

folikulárních buňkách štítné žlázy je exprese RET naopak velmi omezená, přesto však 

může být u PTC aktivován, a to pomocí tzv. RET/PTC přeskupení (angl. 

rearrangement). RET/PTC vzniká fúzí intracelulární tyrozinkinázové domény RET genu (3’ 

konec vzniklé fúze) a jiného genu (5’ konec vzniklé fúze), který je ve folikulárních 

buňkách štítné žlázy normálně exprimován a tím poskytuje RET protoonkogenu promotor 

(Nikiforov 2002). Fúzní partneři protonkogenu RET navíc umožňují homodimerizaci 
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fúzních proteinů RET/PTC. Výsledkem je, že produkty genových přeskupení RET/PTC 

jsou v buňkách štítné žlázy konstitutivně aktivovány bez potřeby vazby ligandu. Tím 

vzniká stále aktivní chimérická forma receptoru, která postrádá extracelulární a 

transmembránovou doménu a je proto lokalizovaná v cytoplazmě. 

RET/PTC přeskupení vznikají v důsledku DNA zlomů mechnismem paracentrické 

inverze (viz obr. 4) dlouhého raménka chromozomu 10 (intrachromozomální translokace), 

nebo méně často jako reciproční translokace mezi 10q a jinými chromozomy 

(interchromozomální translokace) (Pierotti et al. 1996).  

 

 

 
Obr. 4 Schematické znázornění paracentrické inverze, nejčastějšího mechanismu vedoucího ke vzniku 

RET/PTC přeskuení.  

Upraveno podle U. S. National Library of Medicine, dostupné z: 

https://medlineplus.gov/genetics/understanding/mutationsanddisorders/structuralchanges 

 

Vzhledem k tomu, že ke zlomu v DNA RET protoonkogenu dochází v 11. intronu, 

ale konkrétní pozice se liší, je nutné stanovovat přítomnost RET/PTC přeskupení z cDNA 

(komplementární DNA neobsahující introny vzniklá reverní transkripcí z mRNA), viz obr. 

5. 

 
 

Obr. 5 Schematické znázornění formace RET/PTC1. Intracelulární doména RET genu (12.-20. exon) je 

připojena za promotorovou oblast (1. exon) genu CCDC6 se zlomy v 11. intronu RET a 1. intronu CCDC6. 
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RET/PTC přeskupení je častější u nádorů postihujících děti a mladé dospělé a u 

PTC spojených s radiační expozicí (Nikiforov 2002, Romei a Elisei 2012). V současné 

době je známo nejméně 50 různých druhů RET/PTC přeskupení a jejich počet s využitím 

NGS rychle stoupá (Iyama et al. 2017, Bulanova Pekova et al. 2023). 

Nejběžnějším typem je RET/PTC1 (viz obr. 5) dané fúzí s genem CCDC6 (dříve 

H4), které představuje 60 – 70 % všech RET/PTC přeskupení, dále RET/PTC3 dané fúzí s 

genem ELE1, které čítá 20 – 30 % všech přeskupení a RET/PTC2 detekované v < 10 % 

případů všech přeskupení (Bongarzone et al. 1998, Nikiforova et al. 2002). Ostatní formy 

RET/PTC byly detekovány většinou jen v jediném případě.  

Nedávno byly publikovány studie provedené na velké kohortě českých dětských a 

dospělých pacientů s nádory štítné žlázy (Pekova et al. 2020, Bulanova Pekova et al. 

2023). Bylo detekováno celkem 20 různých typů RET fúzí. Tyto fúzní geny byly nalezeny 

pouze u PTC (11,4 % pacientů s PTC), přičemž třikrát častěji u dětských a adolescentních 

pacientů (29,8 %) než u dospělých (8,7 %). (Bulanova Pekova et al. 2023). 

 

1.4.3.2 Metodika detekce exprese RET/PTC genů 

 

Při detekci exprese fúzních genů  RET/PTC1 a RET/PTC3 v PTC tkáni se využívá 

cDNA, jak již bylo řečeno v předchozí kapitole. Primery použité pro PCR bývají navrženy 

tak, aby amplifikovaly místo fúze. V případě RET/PTC1 tedy v 1. exonu  CCDC6 a 12. 

exonu RET a v případě RET/PTC3 v 1. exonu ELE1 a 12. exonu RET. Zároveň je sledována 

i exprese kontrolního ubikvitárně exprimovaného genu, např. GAPDH nebo ß-aktinu, aby 

se ověřilo, že reverzní transkripce RNA na cDNA byla úspěšná a cDNA je kvalitní. Při 

každé analýze bývá navíc zařazena pozitivní a negativní kontrola – tedy vzorek exprimující 

a neexprimující hledaný fúzní gen. Vzorky by se měly analyzovat, pokud možno v 

duplikátech či triplikátech. 

  Historicky se exprese fúzních genů prokazovala elektroforeticky, detekcí 

odpovídajícího PCR produktu na agarózovém gelu obarveném ethidium bromidem. Tuto 

metodu nahradila rychlejší real-time PCR, která je dnes používána zejména pro detekci 

známých genových fúzí. V posledních letech se k analýze fúzních genů využívají také 

vysokokapacitní přístupy, jako je cílené RNA sekvenování pomocí NGS (Pekova et al. 

2020, Pokorná et al. 2022, Bulanova Pekova et al. 2023). Výhodou tohoto přístupu je 
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možnost analýzy různých typů fúzních genů najednou a také možnost identifikace nových 

typů fúzí. 

 

Při své práci jsme k detekci RET/PTC využívala real-time PCR. Ve výsledkové 

části disertační práce popisuji, jak jsem díky drobné změně v metodice – přidáním analýzy 

křivek tání PCR produktů po skončení real-time PCR – nalezla nové atypické přeskupení 

RET/PTC1ex9. Popis toho přeskupení je in extenso uveden v článku, který je nazván 

Publikace 1 v kapitole 3 Výsledky. 
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1.5 Kolorektální karcinomy 

 

Pojem kolorektální karcinomy (CRC, colorectal cancer) zahrnuje nádory tlustého 

střeva (intestinum crassum) a konečníku (rectum). Tyto nádory patří mezi nejčastější – 

k 31. 12. 2021 žilo v České republice 60 395 osob s tímto onemocněním, tj. 575,1 případů 

na 100 000 osob. Incidence CRC v ČR do roku 2002 setrvale výrazně stoupala, po tomto 

roce je patrná stabilizace a od roku 2013 dokonce mírný každoroční pokles. I tak bylo ale v 

roce 2021 v ČR diagnostikováno 6901 nových případů CRC s převahou výskytu u mužů 

(1,5 : 1 oproti ženám), nejčastěji ve věku nad 60 let (ÚZIS 2021). Pokles incidence je 

přičítán zejména dlouhotrvajícímu (více než 20 let) organizovanému celostátnímu 

screeningovému programu. Klesající trend je patrný rovněž u mortality, i zde zřejmě 

zásluhou screeningových vyšetření, protože zhruba 50 % CRC bývá diagnostikováno 

v raných stádiích (I a II). I tak je však pětileté přežití pacientů jen cca 67 % (ÚZIS 2021).  

 

1.5.1 Anatomie tlustého střeva a konečníku  

 

Tlusté střevo je poslední částí trávicí trubice, kam přichází kašovitá strava z tenkého 

střeva, aby se zde dále zahustila. Je asi 1,5 m dlouhé a 6 - 8 cm široké. Tlusté střevo začíná 

slepým střevem (intestinum caecum), které je uloženo v pravé kyčelní jámě. Na jeho konci 

je červovitý přívěsek (appendix vermiformis). Na slepé střevo navazuje hlavní část tlustého 

střeva - tračník (colon). Kolmo vzhůru po pravé straně dutiny břišní stoupá vzestupný 

tračník (colon ascedens) až pod játra, kde přechází v jaterní ohbí (flexura hepatica, 

hepatální flexura) a odtud napříč do levé poloviny břicha jako příčný tračník (colon 

transversum) ke slezinnému ohbí (flexura lienalis, lienální flexura).  Pod slezinou tlusté 

střevo dále pokračuje kolmo dolů podél levé strany dutiny břišní až do levé jámy kyčelní 

jako sestupný tračník (colon descendens). Na něj navazuje esovitá klička (colon 

sigmoideum, esovitý tračník) a konečník (rectum). Vyústěním tlustého střeva je řiť (anus) 

(Kahai et al. 2023). 
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Obr. 6 Anatomie tlustého střeva a konečníku 

Převzato z učebních textů 1. LF UK MUDr. Jiřího Štefánka dostupných z: https://www.stefajir.cz/tluste-

strevo-obecne-informace#google_vignette 

 

Mikroskopicky je stěna tlustého střeva tvořena čtyřmi vrstvami: sliznicí (mukózou), 

podslizničním vazivem (submukózou), svalovinou tlustého střeva a serózou (obr. 7 na str. 

20, kruhová výseč vpravo nahoře). Míra invazivity primárního nádoru do/přes stěnu 

tlustého střeva je jedním z ukazatelů při hodnocení pokročilosti (stádia) onemocnění. 

 

1.5.2 CRC  –  diagnostika a léčba 

 

Základním předpokladem pro úspěšnou léčbu CRC je, stejně jako u ostatních 

nádorových onemocnění, včasná diagnóza umožňující kompletní chirurgické odstranění 

nádoru a v případě již léčeného onemocnění včasná identifikace jeho progrese. K 

monitoringu CRC je v současné době využíváno několik postupů, které ovšem mají své 

limity a v praxi se proto většinou kombinují. 

Nejrozšířenější metodou pro screening kolorektálního karcinomu je průkaz 

okultního krvácení ve stolici (FOBT, z angl. fecal occult blood test). Jedná se o 

neinvazivní, jednoduchý a levný test, který je však náchylný k produkci falešně pozitivních 

i falešně negativních výsledků (Rosman a Korsten 2010). Další metodou pro screening i 

diagnostiku CRC je kolonoskopie. Je vysoce senzitivní a v případě potřeby zároveň 
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umožňuje provedení menších terapeutických výkonů či odběr bioptického vzorku pro 

verifikaci nálezu. Jedná se však o metodu invazivní, která vyžaduje náročnou přípravu 

pacienta a zkušený personál. V České republice je v rámci aktuálně platného 

screeningového programu nabízen pacientům ve věku 50-54 let každý rok test na okultní 

krvácení do stolice s následnou kolonoskopií v případě pozitivního výsledku nebo přímá 

screeningová kolonoskopie v desetiletých intervalech (Grega et al. 2024, Suchánek et al. 

2024). Od 55 let věku pak probíhá testování okultního krvácení do stolice ve dvouletém 

intervalu. V České republice je ročně provedeno přibližně 250 000 kolonoskopických 

vyšetření a zhruba čtvrtina z nich je spojena s odstraněním prekancerózních kolorektálních 

polypů. 

Pomocnou metodou pro detekci CRC je stanovení tumorových markerů, 

nejčastěji CEA (carcinoembryonic antigen) a CA-19 (carbohydrate antigen 19-9) v séru 

pacientů (Fernandes et al. 2005). Tumorové markery bývají využívány také v rámci 

pooperačního sledování pacientů spolu se zobrazovacími technikami, jako jsou výpočetní 

tomografie (CT), pozitronová emisní tomografie (PET/CT), magnetická rezonance (MRI) 

či rentgen (RTG). Další, velmi atraktivní možnost monitoringu CRC představuje detekce 

cirkulující nádorové DNA (ctDNA) v plazmě pacienta. Problematice ctDNA je věnovaná 

kapitola 1.5.5. 

Při stanovení pokročilosti (stádia) CRC se podobně jako u PTC či karcinomu 

pankreatu (viz dále) využívá TNM systém hodnocení uvedený v tabulkách 3 a 4.  

 

Tab. 3 TNM klasifikace CRC (8. edice) 

Charakteristika 

primárního nádoru 

 

TX nelze hodnotit 

T0 není přítomen 

Tis karcinom in situ, invaze do lamina propria mucosae  

T1 invaze do submukózy 

T2 invaze do muskuláris propria 

T3 invaze přes muskuláris propria 

T4a nádor prorůstá na viscerální peritoneum 

T4b nádor prorůstá do okolních orgánů 

Přítomnost metastáz 

v regionálních 

mízních uzlinách 

NX nelze hodnotit 

N0 nejsou přítomny 

N1a postižení 1 regionální lymfatické uzliny 

N1b postižení 2-3 uzlin 



Úvod 

19 

 

N1c satelity v subseróze, bez postižení regionálních uzlin 

N2a postižení 4-6 uzlin 

N2b postižení 7 a více uzlin 

Přítomnost 

vzdálených metastáz 

MX nelze hodnotit 

M0 nejsou přítomny 

M1a metastázy 1 orgánu (játra, plíce, vaječník, neregionální 

lymfatická uzlina(y)), bez peritoneálních metastáz 

M1b metastázy > 1 orgánu, bez peritoneálních metastáz 

  M1c metastázy na peritoneu s nebo bez postižení dalších 

gánů   orgánů 

 

Tab. 4 Určování stádia CRC podle TNM klasifikace (8. edice) 

CRC 

Stadium 0 Tis N0 M0 

Stadium I T1/T2 N0 M0 

Stadium IIa T3 N0 M0 

 Stadium IIb T4a N0 M0 

 Stadium IIc T4b  N0 M0 

 Stadium IIIa 

 

T1/T2 N1 M0 

 T1 N2a M0 

Stadium IIIb T3/T4a N1 M0 

  T2/T3 N2a M0 

 T1/T2 N2b M0 

Stadium IIIc 

 

T4a N2a M0 

 T3/T4a N2b M0 

 T4b N1/N2 M0 

Stadium IVa jakékoliv T jakékoliv N M1a 

Stadium IVb jakékoliv T jakékoliv N M1b 

Stadium IVc jakékoliv T jakékoliv N M1c 
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Obr. 7 Znázornění různých stádii CRC a normální stěny tlustého střeva 

Převzato a upraveno podle webu Facing Our Risk of Cancer Empowered. 

https://www.facingourrisk.org/info/risk-management-and-treatment/cancer-treatment/by-cancer-

type/colorectal/stages-and-subtypes 

 

Pro úspěšnou léčbu CRC je stěžejní chirurgické odstranění všech karcinomových 

ložisek, co nejdřívě je to možné. Typ a rozsah chirurgického zákroku je indikován 

s ohledem na stádium onemocnění a v případě výskytu více ložisek s ohledem na jejich 

počet, velikost a umístění. Přibližně pětina pacientů má při počáteční diagnóze již přítomné 

vzdálené metastázy. Metastatickým rozesevem jsou nejčastěji postiženy játra, na druhém 

místě pak plíce (Mitry et al. 2010, Vatandoust et al. 2015, He et al. 2023). Bohužel jak 

plicní, tak i jaterní metastázy jsou mnohdy inoperabilní, což má negativní dopad na 

prognózu pacientů (He et al. 2023). Mezi další místa, kam může CRC metastazovat, patří 

peritoneum (pobřišnice), centrální nervová soustava a kosti. Jsou známé i případy metastáz 

v nadledvinách a slezině (Vatandoust et al. 2015).  

Prognóza pacientů souvisí také s radikalitou chirurgického odstranění tumorových 

ložišek (primárního karcinomu a/nebo metastáz CRC), kterou stanovuje patolog na základě 

vyšetření okrajů resekovaných vzorků. Kompletní resekce bez makroskopických nebo 

mikroskopických reziduí tumoru jsou ozačovány jako R0. Mikroskopicky nekompletní 

resekce s přítomností nádorových buněk v okraji excize jsou označovány jako R1. 

Makroskopicky nekompletní resekce pak jako R2 a jsou dále klasifikovány jako R2a 

(makroskopická přítomnost rezidua primárního tumoru), R2b (makroskopická přítomnost 
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distálních metastáz), R2c (makroskopická přítomnost jakéhokoli zbytku/zbytků primárního 

nádoru i distálních metastáz) (Wittekind et al. 2009).  

U pacientů s neresekabilním CRC je cílem maximální zmenšení nádoru a potlačení 

jeho dalšího růstu a šíření. Hlavními léčebnými strategiemi u těchto pacientů jsou 

radioterapie a chemoterapie. Ty mohou být v některých případech aplikovány i před nebo 

po operaci jako neoadjuvantní nebo adjuvantní léčba k maximální redukci a stabilizaci 

nádoru (Labianca et al. 2013, Van Cutsem et al. 2014, Messersmith  2019, Brown et al. 

2019).  

Cílená biologická léčba zatím neprokázala dostatečný benefit v léčbě 

lokalizovaného CRC, proto je vyhrazena pro léčbu metastatického CRC. U metastatického 

onemocnění bývá cílená léčba indikována hned v 1. linii, a to buď samostatně, nebo v 

kombinaci s chemoterapií. První cílené preparáty byly schváleny k léčbě metastatického 

CRC v roce 2004. Jedná se o monoklonální protilátku Cetuximab (Erbitux®) cílící na 

receptor pro epidermální růstový faktor EGFR (z angl. epidermal growth factor receptor) a 

monoklonální protilátku Bevacizumab (Avastin®) proti vaskulárnímu endoteliálnímu 

růstovému faktoru VEGF (z angl. vascular endothelial growth factor). V roce 2006 přibyl 

další cílený anti-EGFR lék Panitumumab (Vectibix®), postupně však narůstá množství 

dalších schválených cílených preparátů a mnoho dalších se testuje (Xie et al. 2020).  

VEGF stimuluje růst endoteliálních cév a je nejdůležitějším pro-angiogenním 

faktorem ve vývoji nádoru (Mabeta a Steenkamp 2022, Ji et al. 2024). Angiogeneze je 

spuštěna interakcí VEGF s tyrozinkinázovými receptory VEGFR 1 a VEGFR 2 na povrchu 

endoteliálních buněk. Bevacizumab se váže na VEGF, čímž zabraňuje interakci s VEGF 

receptory a nedochází tak k angiogenezi potřebné pro růst a cévní zásobení nádoru 

(Gerriets a Kasi 2023, Ji et al. 2024). Benefit z léčby Bevacizumabem není vázán na 

mutační stav protoonkogenů RAS (u CRC typicky KRAS, méně často NRAS) ani RAF (u 

CRC BRAF) na rozdíl od anti-EGFR léčiv, které jsou doporučeny jen pro pacienty 

exprimující v nádorové tkáni nemutované formy protoonkogenů RAS a RAF. EGFR je 

receptorová tyrosinkináza (podobně jako RET, viz kapitoly 1.4.3. a 1.4.3.1) a RAS a RAF 

jsou efektory v signální dráze, která převádí signál z EGFR do jádra. Jsou-li protoonkogeny 

KRAS, NRAS nebo BRAF aktivovány mutací, je nádor rezistentní vůči blokaci EGFR 

protilátkami (Markman et al. 2010). 
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V České republice se při léčbě metastatického onemocnění nejčastěji využívají 4 

cílené preparáty, krom tří již jmenovaných ještě multikinázový infibitor Regorafenib 

(Stivarga®), který bývá indikován v pozdějších liniích léčby (John 2020, Pacas a Lukáč 

2023, Kiss a Tomášek 2023) a který byl k léčbě metastatického CRC schválen v roce 2012 

(Xie et al. 2020). Stanovení mutačního stavu minimálně u protoonkogenů KRAS a BRAF je 

dnes již běžnou rutinou při volbě léčby metastatického CRC a s přibývajícími cílenými 

preparáty se i molekulárně-genetické testování neustále rozšiřuje (Redakce BOD 2024). 

 

1.5.3 Onkogenetika CRC 

 

Obecně lze říci, že onemocnění začíná tvorbou benigního adenomu, který může 

postupnou pomalou transformací přejít v invazivní karcinom. Tento proces, známý také 

jako sekvence adenom–karcinom, může trvat až 15 let (Winawer  et al. 1993), poprvé byl 

popsán v roce 1990 pány Fearonem a Vogelsteinem (Fearon a Vogelstein 1990) a byl po 

nich nazván Fearon-Vogelsteinův model kolorektální karcinogeneze. Je široce 

akceptován dodnes a bývá prezentován jako vícestupňový proces, při kterém se hromadí 

mutační inaktivace tumor supresorových genů a aktivace protoonkogenů (Vogelstein et al. 

988, Fearon a Vogelstein 1990, Markowitz a Bertagnolli 2009, Morán et al. 2010, De Rosa 

et al. 2016). Klíčové genetické alterace provázející Fearon-Vogelsteinův vývoj CRC jsou 

znázorněny na obrázku 8. V časné fázi kolorektální karcinogeneze je to především mutace 

v genu APC, následována mutací v genu KRAS. Dále dochází k mutacím a následně 

rozsáhlým delecím v genu DCC a nakonec, ve fázi pokročilého karcinomu, lze detekovat 

inaktivační mutace a genové delece v tumor supresorovém genu TP53 (Fearon a Vogelstein 

1990). Jako poslední se pak přidávají mutace v genech souvisejících se schopností 

metastazovat (na obrázku není znázorněno) – např. geny účastnící se procesu epiteliálně-

mezenchymální tranzice, buněčné adheze a angiogeneze (De Rosa et al. 2016). 
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Obr. 8 Fearon-Vogelsteinův model kolorektální karcinogeneze zobrazující postupnou akumulaci 

zásadních mutací.  

Převzato a upraveno podle disertační práce Wielenga MCB. Between cancer and therapy: Studies of 

the colon. Universiteit van Amsterdam, Nizozemsko, 2016, str 19.   

 

S rozvojem NGS a objevem dalších kauzáních genetických alterací však vyšlo 

najevo, že k akumulaci mutací dochází v důsledku chromosomální nestability - CIN (z 

angl. chromosomal instability) a že existují ještě další dvě možné molekulární dráhy vzniku 

CRC. Jsou to mikrosatelitová nestabilita - MSI (z angl. microsatellite instability) a 

hypermethylace CpG ostrůvků promotorů tumor supresorových genů - CIMP (z angl. 

CpG Island Methylator phenotype) (Minarikova 2016, De Rosa et al. 2016, Nojadeh et al. 

2018).  

Většina (asi 70 %) CRC vzniká cestou CIN, která je charakterická přítomností 

jednonukleotidových mutací (substituce, inzerce, delece), alelických ztrát v tumor 

supresorových genech a dále změnami počtu chromozomů (Pino a Chung 2010). Typ CIN 

tedy odpovídá klasickému Fearon-Vogelsteinovu modelu kolorektální karcinogeneze 

(Morán et al. 2010). Nejčastějšími mutacemi charakteristickými pro tento typ CRC jsou 

mutace protoonkogenů KRAS (34 % CRC), PIK3CA (15 %) a BRAF (10 %) a tumor 

supresorových genů APC (52 %) a TP53 (47 %) (COSMIC 2024). Ve svém výzkumu jsem 

se zaměřovala na detekci všech těchto mutací a to v DNA izolovné z různých typů vzorků 

(primární tumory, jaterní, plicní a peritoneální metastázy, ve formě čerstvých zmražených 

tkání nebo parafinových bloků, nebo jejich detekce v ctDNA). 
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CRC vzniklé MSI cestou se vyznačují tím, že různé buňky v kolorektální tkáni 

nesou různý počet opakování krátkých repetitivních sekvencí DNA (tzv. mikrosatelitů, 

proto mikrosatelitová nestabilita). MSI je projeven nefunkčního MMR opravného systému 

(z angl. Mismatch Repair), který zajišťuje opravy DNA při replikaci. K jeho nefunkčnosti 

dochází vlivem inaktivace tzv. mutátorových genů, MMR genů (např. MLH1, MSH2, 

MSH6, PMS1, PMS2) prostřednictvím somatických delecí, bodových mutací nebo 

epigenetického umlčení (Ionov et al. 1993, Thibodeau et al. 1993). Častou příčinou MSI je 

methylace promotoru genu MLH1 (Boland a Goel 2010, Minarikova et al. 2016). MSI 

fenotyp se vyskytuje přibližně u 15 - 20 % pacientů (Shaikh et al. 2024, Wang et al. 2024). 

Poslední zmíněná dráha vzniku CRC, CIMP, je charakteristická methylací 

promotorových oblastí tumor supresorových genů vedoucí k inhibici jejich transkripce 

(Curtin et al. 2011). Nejnověji se zdá, fenotyp CIMP predisponuje k výskytu synchronního 

CRC, tedy výskytu více než jednoho ložiska CRC (Weng a Huang 2024). CIMP je typický 

pro CRC vznikající tzv. serátní dráhou. Serátní dráha začíná lézemi histopatologicky 

klasifikovanými jako hyperplastické polypy, které mohou přejít v serátní léze a dále 

v serátní ademony mající histologicky typický pilovitý vzhled až nakonec v CRC (Patai et 

al. 2013, De Palma et al. 2019, Sano et al. 2020, Booth et al. 2021). Předpokládá se, že 

touto alternativní cestou může vzniknout ≥ 15 % CRC (IJspeert et al. 2015). Typickou 

DNA mutací spojenou se serátní dráhou je mutace v protoonkogenu BRAF a v části 

serátních adenomů také mutace v protoonkogenu KRAS (Patai et al. 2013, De Palma et al. 

2019, Sano et al. 2020). 

Kromě rozdělení genetických a epigenetických příčin vzniku CRC do těchto tří 

hlavních fenotypových skupin byly formulovány další teorie a navrženy další modely při 

studiu ITH (viz dále). 

V roce 2002 dále vyšla najevo klinickopatologická heterogenita kolorektálního 

karcinomu v závislosti na jeho lokalizaci v pravé části tračníku (proximální), v levé části 

tračníku (distální) nebo v konečníku (Iacopetta 2002). Za tu může být zodpovědný 

například odlišný embryonální původ proximálního tračníku od distálního tračníku a rekta, 

jejich různé fyziologické funkce (Minoo et al. 2010), nebo skutečnost, že v pravém a levém 

tračníku je odlišnou měrou exprimováno více než 1000 genů (Glebov et al. 2003). CRC 

v pravém tračníku, levém tračníku a rektu má odlišné klinické projevy, histologické 

charakteristiky, je spojen s různou odpovědí na terapii i celkovou prognózou, což bylo 

jednoznačně potvrzeno ve studii s téměř 58 tisíci pacienty (Yang et al. 2016). 
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1.5.4 Intratumorová mutační heterogenita -  ITH 

 

Jak je patrné z předchozího odstavce, CRC je velice heterogenní onemocnění 

vyznačující se postupnou akumulací různých mutací (viz obr. 9 na další straně). Nicméně 

přesný mechanismus maligní transformace adenomů na karcinomy ani význam ITH v 

tomto procesu stále nejsou zcela objasněny. ITH premaligních kolorektálních lézí je proto 

aktuálně velmi slibnou oblastí výzkumu, který má jednak umožnit vědcům lépe pochopit 

vznik a vývoj CRC, a jednak pomoci lékařům usnadit či optimalizovat jeho diagnostiku 

a/nebo terapii. Základní představa je taková, že vlivem rychlého dělení nádorových buněk 

dochází v různých buňkách k výskytu náhodných mutací, které se hromadí a přenášejí na 

dceřinné buňky, což má za následek vznik více subklonů s různými genotypy (Hu et al. 

2019). 

ITH lze rozdělit na dva typy: intraprimární nádorovou heterogenitu IPTH a 

intraindividuální nádorovou heterogenitu IITH. První se týká přítomnosti různých 

mutačních klonů v primárním nádoru a druhý poskytuje informace o rozdílech v klonálním 

složení primárního nádoru a všech metastatických ložisek (Zheng et al. 2020). Oba typy 

ITH jsou znázorněny na obr. 9. 

 

Obr. 9 Znázornění intratumorové mutační heterogenity.  

V nádorové tkáni primárního tumoru může být přítomno mnoho klonů různě mutovaných buněk (IPTH). 

Jednotlivé klony mohu být navíc rozdílně zastoupeny v jednotlivých nádorových ložiscích. Tedy např. 

metastáza 2 může být tvořena klonem, který je v primárním nádoru zastoupen jen minoritně apod (IITH). 

Převzato a upraveno podle Caldas et al. 2012. 
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V současnosti existují dvě základní teorie o tom, jak k ITH dochází. První je 

klasická teorie postupné akumulace genetických změn v protoonkogenech a tumor 

supresorových genech v souladu s Fearon-Vogelsteinovým modelem (Fearon  a Vogelstein 

1990). Druhá je tzv. teorie velkého třesku navržená v roce 2015, která předpokládá, že 

ITH se prakticky kompletně vyvine už ve velmi raném stádiu kolorektální neoplazie, v 

průběhu několika počátečních dělení buňky. Dochází k časnému smíchání subklonů a 

buňky se pak mohou rozptýlit v různých, i vzdálených, oblastech nádoru, a proto 

prostorové vztahy mezi jednotlivými buněčnými klony nemusí zdánlivě souviset. V 

průběhu růstu nádoru má šanci se prosadit (přetrvat) pouze časná změna. Objevují se i 

pozdější alterace (pozdně vytvořené klony), které však nestihnou expandovat a zaujímají 

proto menší prostor. Takže nejvíce detekovatelná ITH a vlastně i maligní potenciál nádoru 

je dán již od samého počátku léze (Sottoriva et al. 2015). 

Kromě těchto dvou klíčových teorií vzniku ITH existuje neméně zajímavá studie z 

roku 2005, která na základě srovnání mutačních profilů ukazuje, že časná stadia CRC 

vykazují větší ITH než pokročilá stadia (Losi et al. 2005). Zdá se tedy, že k rozvoji 

karcinomu dochází pravděpodobně pouze z několika subklonů přítomných v adenomu, 

jejichž genetický profil zaručuje nejpříznivější podmínky pro další růst, přežití a obranu 

proti imunitnímu systému. Jiná teorie předpokládá tzv. model paralelního vývoje 

synchronního adenomu a karcinomu. Byl navržen v roce 2015 na základě výsledků 

celoexomové sekvenační analýzy 8 kolorektálních lézí, které obsahovaly složku adenomu a 

karcinomu. Autoři předpokládají, že synchronní adenom a karcinom mohou mít stejný 

klonální původ, ale pak se vyvíjejí nezávisle na sobě (Kim et al. 2015). 

Kromě ITH jsou prekancerózní léze také histologicky heterogenní. Histologicky se 

dělí na adenomy tubulární, tubulovilózní a vilózní. V tomto pořadí se také zvyšuje riziko 

jejich maligního zvratu. Podle stupně dysplastických změn můžeme kolorektální adenomy 

dále dělit na adenomy s nízkou, střední a těžkou dysplazií (Zavoral et al. 2013).  

Samostatnou skupinou jsou pak adenomy mající histologicky pilovitý vzhled, tzv. 

pilovité neboli serátní adenomy vznikající alterantivní serátní dráhou, která byla 

popsána v kapitole 1.5.3. 
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1.5.4.1 Metodika detekce ITH kolorektálních prekancerózních lézí 

 

Pro ucelenou představu o rozmístění a množství jednotlivých mutačních klonů 

v adenomu je zásadní rozdělit vzorek na co nejmenší části. Důležitá je při tom také 

dokumentace (např. fotografická) původního adenomu a důkladné označení všech jeho 

částí, aby bylo možné ho po ukončení analýz opět virtuálně remodelovat do původní 

podoby. Z každé části adenomu je samostatně izolována DNA, ve které jsou následně 

stanoveny somatické mutace typické pro kolorektální adenomy/karcinomy. 

 

Svoje dosavadní zkušenosti získané studiem ITH různých histologických typů 

kolorektálních lézí shrnuji v článku, který je uveden v kapitole 3 Výsledky jako Publikace 

3. Zároveň tato publikace demonstruje, že přítomnost mutace v 7. exonu genu TP53 je 

prediktorem brzkého vzniku nových metachronních lézí. 

 

1.5.5 ctDNA 
 

Pojmem cirkulující nádorová DNA (ctDNA) se rozumí DNA pocházející z buněk 

nádoru (primárního ložiska či metastázy), která je ve formě fragmentů přítomna v krevním 

řečišti. S použitím dostatečně citlivých metod je tedy možné v plazmě detekovat somatické 

genetické změny. Využití ctDNA jako tumorového markeru nabízí širokou škálu uplatnění 

a je výhodné zejména proto, že vzorky krve jsou snadno dostupné a odběr krve pacienta 

výrazně nezatěžuje. Proto se uvažuje o využití ctDNA především v případech, kdy není 

možné provést biopsii tumoru (často je nádor na těžko přístupném místě, což se týká např. 

karcinomu slinivky - viz dále - nebo plicních či jaterních metastáz CRC) nebo tehdy, kdy je 

potřeba biopsii provádět opakovaně (Perkins et al. 2012). Z toho důvodu se o ctDNA 

začalo hovořit jako o „tekuté biopsii“ (angl. liquid biopsy) (Diaz et al. 2012, Bettegowda 

et al. 2014, Chi 2016). 

Doposud nebyl ustanoven konsensus ohledně mechanismu, kterým je ctDNA do 

krve uvolňována, i když existuje několik pravděpodobných hypotéz, jako jsou pasivní 

uvolňování apoptickými a nekrotickými nádorovými buňkami, aktivní uvolňování živými 

nádorovými buňkami skrze membránové váčky (exosomy) a lipoproteonukleotidové 

komplexy (virtosomy), fagocytóza a exocytóza (Stroun et al. 2000, Jahr et al. 2001, 

Thierry et al. 2016, Tivey et al. 2022). Často akceptována je také teorie formulovaná 

Diehlem a kol., podle které ctDNA pochází z nekrotických nádorových buněk, které jsou 
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pohlceny makrofágem a makrofág uvolňuje fragmenty tumorové DNA do krevního oběhu 

(Diehl et al. 2005).  

ctDNA je detekovatelná u většiny typů nádorů a je tedy biomarkerem, který lze 

univerzálně využívat v managementu nádorových onemocnění. Obecně lze říci, že hladina 

ctDNA roste s pokročilostí onemocnění (s tumorovou masou, angl. též tumor burden) a 

největší záchyt je pozorován u pacientů ve 4. stádiu onemocnění. Zatímco tradiční biopsie 

poskytuje informace jen o té části karcinomu, ze které byla odebrána, ctDNA odráží 

celkovou genetickou ITH, protože v plazmě kolují fragmenty DNA pocházející z různých 

částí tumoru, případně i z metastatických ložisek.  

1.5.5.1 Metodiky detekce ctDNA 

 

Využití ctDNA v praxi má ve srovnání s tradiční tkáňovou biopsií samozřejmě také 

nevýhody. Tou zásadní je, že ctDNA je součástí veškeré volně cirkulující cfDNA (viz obr. 

10) a vyskytuje se tedy ve velmi nízkých koncentracích. Frakce ctDNA v periferní krvi 

onkologických pacientů se pohybuje od desítek do setin procent celkové cfDNA (Diehl et 

al. 2008). Pro analýzu ctDNA jsou proto potřeba velmi citlivé metody. V dnešní době je 

metodika založena převážně na dvou přístupech: digitální PCR (dPCR) a NGS.  

 

 

 

Obr. 10 Schematické znázornění původu ctDNA a cfDNA.  

Převzato a upraveno podle Lauer 2022. 
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Při dPCR se rozděluje analyzovaný vzorek do tisíců až milionů reakčních segmentů, 

což mohou být mikrojamky na čipech nebo mikrokapky olejové emulze (droplet digital 

PCR, ddPCR). V každém z reakčních segmentů jsou molekuly DNA individuálně 

amplifikovány klasickou PCR. Pokud je v daném segmentu přítomna cílová DNA, dojde k 

amplifikaci a je detekován fluorescenční signál. Pokud v daném segmentu molekula cílové 

DNA není, k amplifikaci nedojde a fluorescenční signál je nulový. Množství segmentů s 

detekovanou fluorescencí pak odpovídá počtu molekul cílové DNA ve směsi (Taly et al. 

2013). Obdobně lze využít dPCR pro kvantifikaci somatických mutací, pokud se do reakční 

směsi přidají fluorescenční sondy specifické pro danou mutaci. Aplikací dPCR je například 

i metoda BEAMing (z angl. beads, emulsion, amplification and magnetics), která lze 

zjednodušeně popsat jako zachycení DNA na magnetické kuličky a její následná analýza 

pomocí dPCR (Diehl et al. 2005). Limit detekce mutace (LOD, z angl. limit of detection) 

pomocí klasické dPCR je 0,01–0,10 % (Zhang et al. 2015,  Zonta et al. 2016, Rapisuwon et 

al. 2016). LOD metody BEAMing je 0,01 % (Diehl et al. 2008; Taniguchi et al. 2011). 

Srovnatelně citlivé jsou i metody založené na principu NGS. Např. metoda CAPP–Seq (z 

angl. CAncer Personalized Profiling by deep Sequencing) má limit detekce 0,02 % 

(Newman et al. 2014), metoda Safe–SeqS (Safe–Sequencing System) pro identifikaci 

vzácných mutací má citlivost 0,01–0,5 % (Belic et al. 2015).  

Digital PCR i NGS mají však také nevýhody. Tou zásadní je náročnost na množství 

a kvalitu vzorku DNA. Např. z cytologických preparátů získáváme v naší laboratoři 

průměrně 10 ng DNA a v tomto množství ani jedna z těchto analýz není reálná. Další 

nevýhodou je, že obě metodiky je možné provádět jen na specializovaných molekulárně-

genetických pracovištích, protože nemocniční laboratoře běžně nedisponují sekvenátory 

nové generace a dPCR cyklery. Další nevýhodou je stále ještě vysoká cena těchto analýz. 

 

1.5.5.2 Dostupná metoda pro rutinní detekci ctDNA 

 

Existují dva možné přístupy analýzy ctDNA. Prvním z nich je panelová analýza 

nejčastějších mutací charakteristických pro dané nádorové onemocnění přímo z cfDNA. 

V současné době je však častěji využíván druhý přístup, kdy je v plazmě stanovována 

tumor-specifická DNA mutace. Tento přístup tedy vyžaduje dostupnost vzorku nádorové 

tkáně, v ní je nalezena somatická mutace a ta je pak sledována v plazmě. Pro tento účel 
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byla v naší laboratoři vyvinuta dostatečně citlivá metoda založená na klasické PCR s 

následnou tvorbou heterodulexů (Levý et al. 2012).  

Princip metody spočívá v separaci heteroduplexů, neboli nekomplementárních 

bází mezi dvěma řetězci DNA, které se liší v jednom nukleotidu (zdravá vs mutovaná 

DNA) pomocí denaturační kapilární elektroforézy (obr. 11 na další straně). K separaci 

dochází vlivem rozdílné denaturační teploty, přičemž nejdříve denaturují fragmenty 

obsahující heteroduplexy. Nejprve se dvouřetězcové fragmenty rozevírají v místě 

heteroduplexu a dále postupně ve zbytku DNA fragmentu, což způsobuje zpoždění 

heteroduplexů za homoduplexy během kapilární elektroforézy. U vzorku obsahujícího 

somatickou mutaci (zdravou i mutovanou DNA) jsou na výsledném elektroferogramu 

patrné 4 píky (homoduplex nemutované DNA, homoduplex mutované DNA a 2 fragmenty 

s heteroduplexy). U vzorku zdravé tkáně je výsledkem pouze 1 pík. Aby během separace 

nedošlo vlivem denaturace k úplnému oddělení obou řetězců DNA, bývá jeden z primerů 

prodloužený o tzv. GC clamp (GC svorku) složený ze 40 G a C nukleotidů. Ty díky své 

vysoké denaturační teplotě zajišťují permanentní dvouřetězcové spojení obou vláken DNA 

fragmentu v místě této svorky. 

Nevýhodou metody je nemožnost přímé identifikace neznámé mutace a poměrně 

malá analyzovaná oblast (PCR produkty o velikosti 100 – 200 bp). 

 

Obrázek 11: Znázornění A - tvorby heteroduplexů a B - separace heteroduplexů při kapilární 

elektroforéze. Het1, Het2 – heteroduplexy, Hom1, Hom2 – homoduplexy.  

Převzato z Benešová, 2007. 
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Tato metoda může být použita pro detekci somatických muatcí v nádorové tkáni, ale 

díky své vysoké citlivosti také v ctDNA. LOD závisí na konkrétním typu mutace a typicky 

se pohybuje od 0,03 do 1 %. V případě KRAS mutace dosahujeme LOD 0,03 % (Benešová 

et al. 2022). Kromě citlivosti je velkou výhodou také možnost vypočítat frekvenci 

(procentuální zastoupení) mutantních alel na základě ploch píků homo a heteroduplexů.  

Tato metoda může být rutinně používána k monitorování úspěšnosti léčby nebo 

sledování recidivy již známého onemocnění. Ve srovnání s NGS a dPCR je tato metodika 

levnější, stačí malé množství vorku DNA (jednotky ng) a není potřeba složité 

instrumentální vybavení. Proto je potenciálně využitelná v běžné klinické praxi. 

 

V kapitole 3 Výsledky této práce je uvedena Publikace 2 popisující největší 

benefity využití ctDNA při monitorování souboru pacientů s metastatickým CRC. Tato 

publikace popisuje také podrobněji metodiku detekce ctDNA, stejně jako Publikace 4 

zabývající se karcinomem pankreatu (viz dále). 
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1.6 Karcinom Pankreatu 

 

Duktální adenokarcinom pankreatu (PDAC) je obávaným onkologickým 

onemocněním, které je notoricky známé pro svou špatnou prognózu. Incidence PDAC 

v dlouhodobém horizontu (od r. 1977 do r. 2021) neustále vzrůstá s občasnými nepatrnými 

meziročními poklesy. K 31. 12. 2021 žilo v ČR 3 455 osob s tímto onemocněním, tj. 32,9 

případů na 100 000 osob. PDAC se vyskytuje u mužů i u žen srovnatelně často (1:1) s 

typickým nástupem v pozdním věku, v období 2017 – 2021 byl v ČR střední věk nově 

nemocných 71 let (ÚZIS 2021). Vzhledem k absenci nebo nespecifitě příznaků bývá více 

než polovina onemocnění (55 %) diagnostikována až v pozdním, inoperabilním stádiu 

(klinické stadium III a IV), což úzce souvisí s jeho nepříznivou prognózou. PDAC mívá 

velice rychlý a fatální průběh, incidence se prakticky rovná mortalitě, přičemž většina 

pacientů umírá už v prvním roce od stanovení diagnózy. Pětileté přežití léčených pacientů 

v letech 2015–2019 dosahovalo hodnoty pouze 12,6 %. Oproti období 2005–2009 přitom 

došlo k nárůstu o necelých 7 % (ÚZIS 2021). 

 

1.6.1 Anatomie slinivky břišní 

 

Slinivka břišní neboli pankreas (lat. panceras) je orgán, který je součástí trávicí 

soustavy. Pankreas slouží zejména k výrobě pankreatické šťávy, která obsahuje trávicí 

enzymy zajišťující štěpení potravy (tzv. exokrinní funkce pankreatu).  V exokrinní tkáni 

je dále roztroušen asi milion Langerhansových ostrůvků – souborů epiteliálních buněk 

zajišťujících sekreci pankreatických hormonů insulinu, glukagonu a somatostatinu (tzv. 

endokrinní funkce pankreatu).  

Pankreas je uložen v epigastriu (mezi žeberními oblouky) za žaludkem na zadní 

stěně břišní a sahá od duodena (dvanáctníku) ke slezině. U dospělého člověka měří asi 12–

18 cm a má hmotnost 60 – 90 g (Trna et al. 2021). Pankreas je tedy uložen na velmi těžko 

přístupném místě, což komplikuje diagnostiku karcinomu pankreatu, jeho bioptické 

vyšetření i případnou chirurgickou léčbu. 

Makroskopicky se pankreas dělí na 3 části: hlavu (caput) tělo (corpus) a ocas 

(cauda), přičemž karcinomy se nejčastěji vyskytují v oblasti hlavy pankreatu (Ryska et al. 

2007), jak je znázorněno na obr. 11 na další straně. 
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Obr. 11 Uložení pankreatu v lidském těle včetně znázornění karcinomu umístěného v hlavě pankreatu.  

Převzato a upraveno podle Kleef et al 2016. 

 

1.6.2 Karcinom pankreatu – diagnostika a léčba 

 

Z histologického hlediska se karcinomy pankreatu dělí na duktální 

adenokarcinomy (PDAC, z angl. pancreatic ductal adenocarcinoma), které tvoří asi 90 % 

všech karcinomů pankreatu, druhou nejpočetnější skupinou jsou neuroendokrinní 

karcinomy, dále cystické karcinomy, lymfomy a metastázy nádorů jiných lokalizací 

(Hlavsa et al. 2008, Kleef et al. 2016). Ve svém výzkumu jsem se zaměřovala převážně na 

PDAC. 

Diagnostika PDAC je velmi obtížná a v současné době neexistují spolehlivé 

nástroje, které by odhalily toto onemocnění v časných stádiích, protože ta jsou většinou 

asymptomatická. První příznaky bývají nespecifické, například únava, hubnutí či 

nechutenství, a proto bývají pacienty podceňovány. V době závažnějších příznaků, jako je 

bolest břicha, zad, či žloutenka způsobená útlakem dvanáctníku, bývá onemocnění již v 

pokročilém stádiu.  

Základními metodami pro stanovení diagnózy jsou zobrazovací metody – CT, MRI 

nebo EUS. Při CT podezření na karcinom pankreatu je první otázkou posouzení jeho 

resekability (přítomnost vzdálených metastáz, věk pacienta, vztah nádoru k okolním 

velkým cévám). Následně se přistupuje k potvrzení diagnózy pomocí EUS-FNB 

suspektního místa pankreatu (Hlavsa et al. 2008, Nelsen et al. 2015, Cazacu et al. 2021). 

EUS-FNB pankreatu je velmi náročná – pankreas je dostupný pouze přes stěnu žaludku či 
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duodena (záleží na lokalizaci suspektního místa) a vyžaduje proto přítomnost zkušeného 

endoskopisty. Navíc má PDAC tkáň tzv. desmoplastický chrakter, tedy je v ní přítomno 

malé množství nádorových buněk na pozadí velkého množství vaziva.  

Diagnostický význam laboratorních vyšetření je u PDAC omezený, u pacientů se 

může objevit zvýšená hladina bilirubinu, alkalické fosfatázy a sedimentace erytrocytů, u 

třetiny nemocných patologická glykemická křivka a v případě prorůstajícího nádoru 

anémie. Z nádorových markerů se nejčastěji vyšetřují mucinové antigeny CA 19-9, CA 

242, CA 50 a CA 72-4, ale vzhledem k jejich poměrně nízké specificitě i senzitivitě mají 

význam spíše při sledování progrese onemocnění než při diagnostice (Jiang et al. 2004, 

Rückert et al. 2010). 

Jedinou léčebnou metodou, která je v současné době potencionálně kurabilní a 

může prodloužit život nemocného, je chirurgická resekce karcinomu následovaná v 

některých případech adjuvatní chemoterapií gemcitabinem. Ten je podáván i v pokročilých 

stádiích, případně v kombinaci s radioterapií nebo cílenou biologickou léčbou erlotinibem 

(Burris et al. 2023). Kromě chirurgické léčby mají však ostatní léčebné modality 

(chemoterapie, radioterapie, biologická léčba) pouze paliativní charakter (Havlík et al. 

2010). Pokud je PDAC umístěn v hlavě pankreatu, bývá radikální chirurgickou resekcí 

proximální pankreatoduodenektomie. Jedná se o náročnou, několikahodinovou, rozsáhlou 

operaci (D'Cruz et al. 2024), která bývá spojena s poměrně vysokou mortalitou v časném 

pooperačním období (8 %) a s pooperačními komplikacemi, které mívá 23,5 % nemocných, 

přičemž zhruba u poloviny z nich je potřeba provést chirurgickou revizi (Ryska et al. 

2007). Navíc, chirurgicky resekabilních je asi jen 20 % pacientů z celkového počtu 

diagnostikovaných (Jemal et al. 2008) a u zhruba 80 % operovaných pacientů se i tak 

objeví časná lokální recidiva či generalizace onemocnění (Ryska et al. 2007, Kleef et al. 

2016).  

Pro stanovení závažnosti onemocnění se i u PDAC využívá TNM systém hodnocení 

a následné stanovení stádia na základě TNM charakteristik (tabulky 5 a 6). Po úspěšné 

chirurgické resekci je tříleté přežití pacientů v I. stádiu onemocnění 60 %, ve II. stádiu 29,5 

%, ve III. stádiu 39,5 %, ve stádiu IVa 15,6 % a ve stádiu IVb pouze 10,5 % (Ryska et al. 

2007).  

Z uvedených důvodů je při volbě terapie u tohoto onemocnění často zvažován 

reálný přínos léčby zejména s ohledem na kvalitu života pacienta. Ve svém výzkumu jsem 

se proto primárně soustředila na hledání molekuárních markerů, které by umožnily zpřesnit 
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prognózu pacientů nebo predikovaly jejich odpověď na léčbu a pomohly tak klinikům při 

volbě adekvátní terapie pro daného pacienta. 

 
Tab. 5 TNM klasifikace PDAC (8. edice)  

Charakteristika 

primárního nádoru 

T0 není přítomen 

Tis karcinom in situ 

TX nelze hodnotit 

T1a nádor ≤ 0,5 cm v největším rozměru 

T1b nádor > 0,5 ≤ 1 cm v největším rozměru 

T1c nádor > 1 ≤ 2 cm v největším rozměru 

T2 nádor > 2 ≤ 4 cm v největším rozměru 

T3 nádor větší než 4 cm v největším rozměru 

T4 

zasahuje do truncus coeliacus nebo a. meseterica 

superior a/nebo společnou jaterní tepnu (a. hepatica 

communis) 

Přítomnost metastáz 

v regionálních mízních 

uzlinách 

N0 nejsou přítomnys 

NX nelze hodnotit 

N1 metastázy v 1-3 regionálních mízních uzlinách 

 N2 metastázy ve 4 a více regionálních mízních uzlinách 

Přítomnost vzdálených 

metastáz 

M0 nejsou přítomny 

MX nelze hodnotit 

M1 přítomnost 

 

Tab. 6 Určování stádia PDAC podle TNM klasifikace (8. edice) 

PDAC    

Stadium 0 Tis N0 M0 

Stadium IA T1 N0 M0 

Stadium IB T2 N0 M0 

    

Stadium IIA T3 N0 M0 

Stadium IIB T1, T2, T3 N1 M0 

Stadium III T1, T2, T3 N2 M0 

 T4 jakékoliv N M0 

Stadium IV jakékoliv T jakékoliv N M1 
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1.6.3 Onkogenetika karcinomu pankreatu 

 

Podobně jako v případě kolorektálního karcinomu, také pro karcinom pankreatu byl 

navržen model popisující postupnou akumulaci genetických a cytologických změn. Na 

rozdíl od CRC zde premaligní stádia neoznačujeme jako adenomy, ale jako neoplázii a 

postupná přeměna zdravých pankreatických buněk v buňky nádorové je proto označována 

jako model pankreatické intraepiteliální neoplázie, neboli PanIN (Hruban et al. 2000). 

Na základě postupných změn epiteliálních buněk pankreatu rozlišujeme 4 stupně neoplázie: 

PanIN-1A a PanIN-1B představují jen lehkou atypii buněk, PanIN-2 značí mírnou atypii 

s tvorbou vícejaderných buněk a PanIN-3 těžkou atypii a invazivitu tkáně slinivky (obr. 

11).  

 

 
 
Obr. 12 PanIN model vývoje karcinomu pankreatu.  

Převzato a upraveno podle Hruban et al. 2000. 

 

V souvislosti s PanIN jsou nejčastěji uváděny mutace v prototonkogenu KRAS, 

tumor supresorových genech TP53 a CDKN2A (kódujícím protein p16) a delece tumor 

supresorového genu SMAD4 lokalizovaného na chormozomu 18q (např. Talar – 

Wojnarowska a Malecka-Panas 2006, Salek et al. 2009, Zavoral et al. 2011, Wood et al. 

2022). K mutacím KRAS dochází hned v počátečních fázích PanIN-1A a 1B, proto se 

mutace KRAS vyskytují prakticky ve všech PDAC tkáních a jejich přítomnost je pro PDAC 

charakteristická (Luo 2021).  

Výskyt mutací v genech KRAS, TP53, CDKN2A a delecí SMAD4 byl u PDAC 

popsán už v 80. – 90. letech minulého století (Almoguera et al. 1988, Scarpa et al. 1993, 

Caldas et al. 1994, Hahn et al. 1996) a následně při první celoexomové sekvenační studii 
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24 PDAC tkání byl potvrzen jejich stěžejní význam (Jones et al. 2008). Současně bylo 

objeveno, že PDAC tkáň obsahuje v průměru 63 genetických alterací, většinou (76 %, 

48/63) somatických mutací (Jones et al. 2008). 

 

1.6.4 Charakter PDAC vzorků pro genetická vyšetření 

 

Ke studiu molekulárních markerů se v současné době využívají hlavně resekáty 

PDAC získané peroperačně. Jak ale vyplývá z kapitoly 1.6.2, resekáty reprezentují pouze 

asi 20 % PDAC, protože jen 20 procentům pacientů je diagnostikováno lokalizované 

onemocnění s možností kurativní resekce. Zbylá většina pacientů operaci nepodstupuje a je 

odkázána pouze na paliativní terapii. Molekulární analýza resekátů tedy není pro běžnou 

klinickou praxi příliš vhodná. Spíše je potřeba soustředit se na prospektivní analýzy a 

využívat k hledání molekulárních markerů vzorky tumorové tkáně všech pacientů, včetně 

pacientů s lokálně pokročilým či metastatickým onemocněním. Takovými vzorky jsou 

EUS-FNAB, které se odebírají ze suspektní pankreatické tkáně při diagnostice PDAC a 

jsou následně cytologicky hodnoceny (Nelsen et al. 2015, Bhatia a Varadarajulu 2017). 

Analýza bioptického vzorku je z molekulárního hlediska náročnější než analýza resekátu, 

protože EUS-FNAB vzorek bývá malý, silně prokrvácený, kontaminovaný nenádorovou 

tkání, často málo buněčný a buňky bývají fragmentovány. To je pravděpodobně důvod, 

proč využívání EUS-FNAB vzorků PDAC ke studiu molekulárních markerů není běžné.  

Pracoviště, která s EUS-FNAB pracují, je využívají nejčastěji v nativní formě -

tedy část bioptického vzorku je využita pro genetickou analýzu a další část vzorku je 

natřena na sklíčko k cytologickému stanovení diagnózy (např. Wang et al. 2011, Ogura et 

al. 2012, Ginestà et al. 2013, Cazacu et al. 2021). Nejčastěji jsou nativní aspiráty 

používány k průkazu mutace KRAS ve vzorku pro zpřesnění diagnostiky PDAC, respektive 

odlišení od chronické pankreatitidy (Salek et al. 2007). Vzorek nativní tkáně je z hlediska 

extrakce genetického materiálu nejkvalitnější, ale slabinou je, že buněčný materiál natřený 

na cytologickém sklíčku a zhodnocený patologem, nemusí být tentýž jako v nativním 

vzorku a tudíž u něj není známo procentuální zastoupení nádorových buněk (pokud vůbec 

nějaké přítomny jsou), takže detekce KRAS mutací (i ostatní genetické analýzy) v těchto 

vzorcích může vést k falešně negativním výsledkům.  

Vhodnější variantou je proto využít ke genetické analýze tentýž aspirát natřený 

na sklíčko, který hodnotil cytolog. Pak je možné izolovat genetický materiál pouze 

z oblasti výskytu tumorových buněk, kterou vyznačí cytolog během svého hodnocení. Tato 
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metoda se na našem pracovišti velmi osvědčila a díky ní detekujeme KRAS mutace v 90 % 

bioptických vzorků (Benešová et al. 2019). 

 

Detekce KRAS mutací z cytologických sklíček byla využita také v 

recentní publikaci, která je pod označením Publikace 4 uvedena v kapitole 3 Výsledky. 

Pojednává o rozdílné prognostické roli různých typů KRAS mutací u pacientů s PDAC.
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2 Cíle disertační práce 
 

Cílem práce bylo studium genetického pozadí solidních tumorů a hledání 

molekulárních markerů, které by byly využitelné v klinické praxi při zpřesňování 

diagnostiky a prognózy onemocnění. 

Konkrétní cíle disertační práce: 

1. Detekce RET/PTC1 a RET/PTC3 přeskupení v souboru čítajícím 47 dětských pacientů 

s papilárním karcinomem štítné žlázy 

2. Optimalizace metodiky detekce cirkulující nádorové DNA a demonstrace jejího využití 

v klinické praxi u pacientů s pokročilým karcinomem kolorekta 

3. Studium intratumorové mutační heterogenity prekancerózních kolorektálních lézí a 

možností jejího využití v klinické praxi 

4. Stanovení prognostické role KRAS mutací u pacientů s karcinomem pankreatu; porovnání 

výsledků při detekci KRAS mutací z cytologického materiálu a z ctDNA. 
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3 Výsledky  

3.1 Publikace 1 

 

 

Nová varianta RET/PTC1 přeskupení detekovaná u chlapce 

s papilárním karcinomem štítné žlázy bez historie ionizujícího 

ozáření 

 

Hálková T., Dvořáková Š., Václavíková E., Sýkorová V., Včelák J., Sýkorová P., Vlček P., 

Řeboun M., Katra R., Kodetová D., Schrumpf M., van Wezel T., Morreau H., Bendlová B. 

 

Úvod: Genetickou příčinou PTC je v pětině případů vznik chimérního fúzního genu, tzv. 

RET/PTC. Vzniká, pokud je oblast RET protoonkogenu, která kóduje intracelulární 

katalyticky aktivní doménu, připojena k jinému genu poskytujícímu promotor a 

umožňujícímu dimerizaci a tím aktivaci RET receptoru. Nejběžnější z těchto přeskupení je 

RET/PTC1, kde 12. exon RET genu je připojen k 1. exonu genu CCDC6 se zlomy v 11. 

intronu RET a 1. intronu CCDC6. 

Metodika: Osmiletý chlapec s PTC (T3m N1b M1, opakovaná recidiva), bez historie 

ionizujícího ozáření, podstoupil totální thyroidektomii. Z nádorové tkáňe byla izolována 

RNA spolu s DNA pomocí komerčního izolačního kitu AllPrep DNA/RNA/Protein Mini 

Kit (Qiagen, Venlo, Nizozemsko). RNA byla reverzní transkripcí převedena do cDNA. 

Detekce RET/PTC1 přeskupení byla provedena metodou real-time PCR s následnou 

analýzou křivky tání. Purifikovaný PCR produkt byl sekvenován.  

Výsledky: Na základě křivky tání odlišné od RET/PTC1 pozitivní kontroly, byla nalezena 

nová, delší varianta RET/PTC1 přeskupení. Sekvenace cDNA odhalila fúzi 1. exonu 

CCDC6 s 9. exonem RET kódujícím část jeho extracelulární domény. Za 9. exonem 

následuje hned 12. exon RET, exony 10 a 11 přítomny nejsou.  

Závěr: Byla nalezena nová, atypická forma RET/PTC1 přeskupení. Překvapivá je zejména 

přítomnost části extracelulární domény RET genu (exon 9), která se v žádném doposud 

popsaném RET/PTC přeskupení nevyskytuje. Možným vysvětlením by mohl být nesprávný 

sestřih RET v důsledku somatické 32 bp dlouhé delece v RET na hranici exon-intron 11. 
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Podíl disertantky na publikaci:  

1) 100% podíl na izolaci nukleových kyselin, reverzní transkripci, detekci RET/PTC 

přeskupení pomocí real-time PCR  

2) participace z cca 60 % na metodických postupech použitých k objasnění sekvence 

nového přeskupení (Sangerovo sekvenování, NGS, long range PCR) 

3) zpracování experimentálních a klinických dat (100 %) 

4) vytvoření tabulky a obrázků (100 %) 

5) sepsání celého rukopisu (100 %) 
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3.2 Publikace 2 

 

Význam pooperačního sledování pacientů s metastatickým 

kolorektálním karcinomem pomocí cirkulující nádorové DNA 

 

Benešová L., Hálková T., Ptáčková R., Semyakina A., Menclová K., Pudil J., Ryska M., 

Levý M., Šimša J., Pazdírek F., Hoch J., Blaha M., Minárik M. 

 

Úvod: Možnost sledovat ctDNA v plazmě onkologických pacientů přináší zásadní klinické 

benefity. CtDNA může být rutinně používána jako prostředek pro monitorování úspěšnosti 

léčby, nebo pro včasnou identifikaci recidivy či progrese onemocnění. V této práci je 

demonstrováno uplatnění ctDNA v dlouhodobém pooperačním sledování pacientů 

s metastatickým CRC a je zde také popsáno její možné využití pro potvrzení radikality 

provedeného chirurgického zákroku.  

Metodika: Do studie bylo zařazeno 47 pacientů indikovaných k resekci metastatického 

CRC, kteří měli předoperačně detekovanou ctDNA. Standardní pooperační sledování 

pomocí zobrazovacích technik a tumorových markerů bylo doplněno odběry krve pro 

detekci ctDNA. Analýza ctDNA byla provedena před operací, cca týden po operaci a 

následně v přibližně tříměsíčních intervalech. Přítomnost ctDNA byla korelována s 

radikalitou provedené chirurgické léčby a aktuálním klinickým stavem pacienta. 

Výsledky: Kurativní R0 resekce korelovala s pooperační negativitou ctDNA u 26/28 (93%) 

případů chirurgických výkonů. Ve zbývajících dvou případech byla u obou pacientů 

diagnostikována recidiva onemocnění po 6 měsících. U 7 pacientů, kteří podstoupili resekci 

R1, byla po operaci zjištěna 4/7 (57 %) pozitivní ctDNA spojená s potvrzenou časnou 

recidivou onemocnění (po 3 až 7 měsících). Všech 15 pacientů (15/15, 100 %) 

podstupujících R2 resekci zůstalo po celou dobu sledování konstantně ctDNA pozitivní. Ve 

22 případech recidivy byla pozitivita ctDNA zjištěna 22krát (22/22, 100 %) oproti 16/22 

(73 %) recidivám dle zobrazovacích metod a 15/22 (68 %) případům zvýšených 

tumorových markerů. 

Závěr: Cirkulující nádorová DNA se u pacientů s metastatickým CRC osvědčila jako 

vysoce specifický a citlivý nástroj pro potvrzení radikality chirurgické léčby a pro predikci 

časné recidivy onemocnění po operacích R0/R1. Ve srovnání se zobrazovacími metodami a 

nádorovými markery dokázala ctDNA dříve upozornit na recidivu onemocnění. 
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Podíl disertantky na publikaci:  

1) participace na designu studie z cca 50 % 

2) 100% dozor nad klinickou i laboratorní částí studie, zajištění jejího správného 

průběhu, komunikace se spoluautory 

3) cca 30 % podíl na laboratorní části (izolace DNA a ctDNA, PCR s tvorbou 

heteroduplexů, analýza denaturační kapilární elektroforézou) 

4) vyhodnocení a zpracování 100 % laboratorních a klinických dat  

5) vytvoření tabulek a obrázků (100 %) 

6) sepsání cca 40 % rukopisu 
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3.3 Publikace 3 

 

Přítomnost somatické mutace v 7. exonu genu TP53 v 

indexových kolorektálních lézích predikuje časný výskyt 

metachronního kolorektálního adenomu 

 

Hálková T., Ptáčková R., Semyakina A., Suchánek Š., Traboulsi E., Ngo O., Hejcmanová 

K., Májek O., Bureš J., Zavoral M., Minárik M., Benešová L. 

 

Úvod: Volba optimálního intervalu pro absolvování kontrolní kolonoskopie u pacientů s 

kolorektálními lézemi je stále aktuálním tématem. Běžnou praxí je pacienty během 

počáteční (indexové) kolonoskopie řadit buď do skupiny s vysokým nebo nízkým rizikem 

recidivy na základě charakteristik indexové léze (velikost, počet, typ, stupeň dysplázie). 

Vysoce rizikoví pacienti pak absolvují kontrolní kolonoskopii po třech letech, pacienti s 

nízkým rizikem recidivy po deseti letech. Navržené intervaly však nejsou ideální a v reálné 

klinické praxi nebývají dodržovány (ze strany pacientů i lékařů). Nejnověji se zdá, že při 

volbě vhodného intervalu pro kontrolní kolonoskopie, tedy při predikci rizika recidivy 

kolorektálních lézí, by měla být brána v potaz i intratumorová mutační heterogenita 

indexových lézí.  

Metodika: U 120 pacientů po endoskopické terapii pokročilé kolorektální neoplázie 

velikosti ≥10 mm (indexová léze) jsme sledovali výskyt časných metachronních adenomů v 

rámci kontrol po jednom nebo dvou letech od indexové kolonoskopie. Testovali jsme, zda 

nález metachronního adenomu koreluje se stupněm mutační heterogenity indexové léze, či 

s nálezem konkrétní mutace. 143 indexových lézí rozdělených do parafinových bloků bylo 

rozkrájeno do vzorků o velikosti cca 5mm3 s cílem co nejpodrobněji zachytit 

intratumorovou mutační heterogenitu. Z každého vzorku byla izolována DNA, provedena 

detekce somatických mutací v jedenácti genových lokusech a určeno procentuální 

zastoupení mutovaných alel. Z těchto údajů byl určen stupeň mutační heterogenity 

indexové léze. Dále byla provedena statistická korelace rizika výskytu časného 

metachronního adenomu se stupněm mutační heterogenity indexové léze a s jejím 

mutačním profilem. Statistická analýza byla provedena pomocí analýzy přežití s následným 

srovnáním pomocí log-rank testu a multivariátního modelu adjustovaného na pohlaví a věk.  
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Výsledky: Přítomnost mutace v exonu 7 genu TP53 v indexové lézi významně korelovala s 

časným výskytem metachronního adenomu (log-rank test p = 0,003, poměr rizik 2,73, 95% 

interval spolehlivosti 1,14-6,56). Další testované parametry nebyly statisticky významně 

spojeny s rizikem výskytu metachronních adenomů.  

Závěr: Mutační profil indexových lézí může být potenciálním ukazatelem rizika recidivy 

kolorektálních lézí. V námi testovaném souboru byla přítomnost mutace v 7. exonu genu 

TP53 v indexové lézi statisticky významným prediktorem vzniku časného metachronního 

adenomu. 

 

Podíl disertantky na publikaci:  

1) participace na designu studie z cca 60 % 

2) 50% dozor nad klinickou i laboratorní částí studie, zajištění jejího správného 

průběhu, komunikace se spoluautory 

3) cca 30% podíl na laboratorní části (izolace DNA, PCR s tvorbou heteroduplexů, 

denaturační kapilární elektroforéza) 

4) 100% podíl na vyhodnocení a zpracování laboratorních a klinických dat  

5) vytvoření tabulek a obrázků (100 %) 

6) sepsání celého rukopisu (100 %) 
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3.4 Publikace 4 

 

Prognostická role mutací KRAS detekovaných v aspirační a 

tekuté biopsii pacientů s karcinomem pankreatu 

 
Hálková T., Bunganič B., Traboulsi E., Minárik M., Zavoral M., Benešová L. 

 

 

 

Úvod: Prognóza pacientů v pokročilých stádiích duktálního adenokarcinomu pankreatu 

(PDAC) je obecně špatná, typicky se celkové přežití pacientů pohybuje v rozmezí dnů až 

měsíců od diagnózy. Existují však vzácné případy pacientů, kteří po zahájení léčby 

přežívají delší dobu. Molekulární markery, které by umožnily odhad prognózy pacientů s 

PDAC, by proto byly vítaným nástrojem pro racionální plánování terapie s ohledem na 

zachování co nejlepší kvality života pacienta. Potenciálními prognostickými markery jsou 

různé somatické mutace v protoonkogenu KRAS, které se celkově u PDAC vyskytují 

přibližně v 90 % případů.  

Metodika: Do studie bylo zahrnuto 118 pacientů s PDAC ve stádiu II-IV, u kterých byla 

diagnóza potvrzena pomocí EUS-FNAB. DNA byla izolována z cytologických preparátů 

po standardním cytologickém zhodnocení z frakce nádorových buněk označené cytologem. 

CtDNA byla detekována ve vzorcích plazmy 45 pacientů ve IV. stádiu onemocnění, kteří 

byli ochotni poskytnout vzorek krve. Jednotlivé typy mutací KRAS v exonu 12 a 13 byly 

v obou typech vzorků detekovány denaturační kapilární elektroforézou, která je schopna 

odhalit až 0,03 % mutované KRAS frakce. Pro všechny nalezené typy mutací KRAS byly 

nakonec porovnány rozdíly v přežívání pacientů pomocí Kaplan-Meierových křivek. 

Výsledky: Mutace KRAS byla detekována v 90 % vzorků tkáně (106/118) a ve 44 % 

vzorků plazmy (20/45). Všechny mutace byly lokalizovány v exonu 2, kodonu 12. 

Nejčastěji detekovanou mutací byla G12D (GGT>GAT) ve 44 % EUS-FNAB vzorků 

(47/106) a 65 % (13/20) ctDNA, následovaly další typy: G12V (GGT>GTT) v 31 % 

(33/106) EUS-FNAB a 10 % (2/20) ctDNA, G12R (GGT>CGT) v 17 % (18/106) EUS-

FNAB a 10 % (2/20) ctDNA, G12C (GGT/TGT) v 5 % (5/106) EUS-FNAB a 0 % (0/20) 

ctDNA a G12S (GGT/AGT) v 1 % (1 /106) EUS-FNAB a 5 % (1/20) ctDNA. Dva pacienti 

měli dvě mutace současně (G12V + G12S a G12D + G12S) v obou typech vzorků (2 %, 

2/106 EUS-FNAB a 10 %, 2/20 ctDNA).  
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Při detekci z tkáňových vzorků byl medián přežití pacientů s G12D méně než poloviční ve 

srovnání s ostatními pacienty (101 dnů, 95% CI: 80-600 vs. 228 dnů, 95% CI: 184-602) se 

statisticky významným celkovým rozdílem v přežití (P=0,0080, long-rank test) a ve 

srovnání s pacienty se všemi ostatními typy mutací dohromady (101 dní, 95% CI: 80-600 

vs. 210 dnů, 95% CI: 161-602, P=0,0166). Při stejné analýze z ctDNA byl medián přežití 

šestkrát nižší ve srovnání s pacienty bez mutace G12D (27 dnů, 95% CI: 8-334 vs. 161 dnů, 

95% CI: 107-536, P=0,0200).  

Pacienti s detekovanou mutací G12R v EUS-FNB přežívali téměř dvakrát déle než ostatní 

pacienti (286 dnů, 95% CI: 70-602 vs. 162 dnů, 95% CI: 122-600, P=0,0374) nebo pacienti 

s jinými mutacemi KRAS (286 dní, 95% CI: 70-602 vs. 137 dny, 95% CI: 107-600, 

P=0,0257).  

Závěr: V analyzovaném souboru pacientů s PDAC v klinickém stádiu II-IV podstupujících 

chirurgickou, adjuvantní, paliativní i symptomatickou léčbu byly identifikovány mutace 

KRAS G12D a G12R, jejichž přítomnost v nádorové tkáni nebo ctDNA má negativní 

(G12D) či pozitivní (G12R) prognostickou roli. G12D se zdá být samostatným, na léčbě 

nezávislým, negativním prognostickým markerem, zatímco pozitivní účinek G12R je 

nejzřetelnější u pacientů podstupujících kurativní operaci. Studie byla designována 

s maximálním ohledem na proveditelnost daných genetických vyšetření v reálné klinické 

praxi (dostupnost vzorku, nízké personální, přístrojové i finanční nároky). 

 

Podíl disertantky na publikaci:  

1) participace na designu studie z cca 80 % 

2) 100% dozor nad klinickou i laboratorní částí studie, zajištění jejího správného 

průběhu, komunikace se spoluautory 

3) cca 80% podíl na laboratorní části (izolace DNA, ctDNA, PCR s tvorbou 

heteroduplexů, denaturační kapilární elektroforéza) 

4) vyhodnocení a zpracování všech laboratorních a klinických dat (100 %) 

5) vytvoření tabulek a obrázků (100 %) 

6) sepsání celého rukopisu (100 %) 
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4 Diskuze  
 

Ačkoliv všechny solidní nádory vznikají díky genetickým změnám zdravé tkáně a platí 

pro ně obecné zákonitosti uvedené v kapitolách 1.1 - 1.3, je zároveň každé nádorové 

onemocnění jedinečné. U každého typu solidního nádoru se řeší specifické otázky a 

problémy. Proto je onkogenetický výzkum velmi heterogenním odvětvím, ať už z pohledu 

klinických či genetických charakteristik daného nádoru, nebo z pohledu metodiky, pomocí 

které jsou detekovány genetické alterace specifické pro daný nádor. Například, kromě 

klasických jedno či více nukleotidových mutací jsou PTC typické výskytem fúzních genů, 

u CRC se vyskytují hypermethylace CpG ostrůvků a u PDAC zase delece a ztráty 

heterozygozyty. Dále je onkogenetiký výzkum extrémně dynamické odvětví. Je 

obdivuhodné, kolik nových poznatků neustále přináší, zvláště v posledních dvou 

desetiletích, nepochybně díky rozvoji citlivých metodik, zejména NGS. 

Příkladem tohoto pokroku je genetický výzkum PTC, kde v roce 2015 bylo známo 

celkem 18 různých RET/PTC přeskupení, včetně mnou nově objeveného RET/PTC1ex9 

prezentovaného v Publikaci 1. O 10 let později je jich známo více než 50, přičemž 20 

různých typů bylo detekováno pouze v jediné studii pomocí NGS (Bulanova Pekova 2023). 

Došlo tím mimo jiné i k přesnější představě o prevalenci RET/PTC, jehož přítomnost byla 

nalezena pouze v PTC tkáni, v žádném jiném typu karcinomu štítné žlázy ani v benigních 

lézích nebylo detekováno. Během svého studia pediatrického souboru 47 pacientů s PTC 

jsem pomocí real-time PCR detekovala RET/PTC přeskupení v 10 případech (21 %, 

výsledky zde nejsou prezentovány), aktuálně ve studii doktorky Bulanové Pekové jeho 

výskyt rovněž v souboru pediatrických pacientů stoupl na 30 % při použití NGS. Záchyt 

v kompletním souboru včetně vzorků dospělé populace pak byl 113/993 PTC, tedy 11.4 %.  

Dále, zatímco z dřívějších výzkumů vyplývalo, že přítomnost BRAF mutace 

predisponuje pacienta k agresivnímu projevu onemocnění (Xing et al. 2005, Oler et al. 

2009), nyní je prediktivní význam této mutace přehodnocován (Lai et al. 2024). Z pohledu 

agresivity je závažnější mutace TERT (Liu et al. 2024), ale právě i přítomnost RET/PTC 

přeskupení, která je v 75 % případů spojena s metastazováním do přilehlých lymfatických 

uzlin a v 19 % s přítomností vzdálených metastáz (Bulanova Pekova 2023). Podobné 

závěry potvrzuje další recentní studie, kdy pediatrické PTC pozitivní na fúzní geny byly 

významně asociovány s větší velikostí nádoru, extratyreoidální extenzí, přítomností 

metastáz v lymfatických uzlinách a v plicích a s horší prognózou než PTC mající mutaci 
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BRAF (Lee et al., 2021). Tím je podpořen předpoklad, který uvádím v Publikaci 1, že 

přeskupení RET/PTC1ex9 bylo zřejmě příčinou agresivního projevu onemocnění u chlapce, 

v jehož PTC tkáni bylo nalezeno (přítomnost plicních metastáz bilaterálně, opakovaná 

recidiva onemocnění). 

 

Enormní metodický rozvoj se samozřejmě týká i výzkumu kolorektálního karcinomu a 

karcinomu pankreatu. Zde však mají své nenahraditelné místo stále i tradiční robustní 

metodiky detekce genetických alterací. Zřejmě je to dáno především vyšší prevalencí CRC 

a PDAC v porovnáví s PTC, tedy i mnohem větším počtem vzorků a potřebných vyšetření. 

I proto je ve všech výzkumných projektech týkajících se CRC a PDAC, kterých jsem se 

účastnila, kladen důraz na racionalitu vyšetření a uplatnění v rutinní klinické praxi. 

 Například vyšetřování ctDNA pro monitoring recidivy pacientů s CRC může být v 

klinické praxi velmi účinnou a dokonce přesnější alternativou k tumorovým markerům a 

zobrazovacím metodám, jak ukazuje Publikace 2. Ačkoliv fenomén cirkulující DNA je 

v onkologickém výzkumu znám už řadu let (Bendich et al. 1965, Leon et al. 1977), teprve 

v posledních letech, opět díky rozvoji vysoce citlivých metod, je mu věnována patřičná 

pozornost. Možnost vyšetřovat ctDNA z krve onkologických pacientů je dnes už pevně 

zakořeněna v obecném povědomí, je atraktivní a ze strany lékařů žádaná. Ovšem plošnému 

zavedení vyšetření ctDNA do praxe brání nutnost speciáního přístrojového vybavení, s ním 

spojené nároky na vysokou kvalitu a množství vzorku, na odborné pracovníky, a také stále 

ještě vysoká cena vyšetření. Všechny tyto překážky jsou překonány při použití metodiky 

založené na detekci mutačně specifických heteroduplexů pomocí běžného kapilárního 

DNA analyzátoru, kterou popisuji v kapitole 1.5.5.2. 

V posledních letech přibyly dvě studie provedené na relevantním počtu pacientů, 

jejichž výsledky lze srovnávat s výsledky Publikace 2 (Tie et al. 2021, Bansal et al. 2024). 

Studie Tie a kol. zahrnuje 54 pacientů s metastatickým CRC indikovaných k resekci 

metastáz, z nich u 46 byla předoperačně detekována ctDNA a byly tedy vhodnými 

kandidáty pro její pooperační sledování (versus 47 pacientů v Publikaci 2). 12 pacientů 

mělo pooperačně detekovatelnou ctDNA, u většiny z nich (10/12, 83 %) došlo následně 

k recidivě. V Publikaci 2 bylo v průběhu studie provedeno celkově 50 resekcí. CtDNA byla 

pooperačně detekována 21krát a vždy (21/21, 100 %) došlo k recidivě. Dále, zatímco Tie a 

kol. pozorovali recidivu onemocnění u 30 % pacientů, kteří byli po operaci ctDNA 

negativní, v našem souboru to bylo 55 % (16/29). Nejnovější studie podobného designu 

jako Publikace 2 zahrnuje 31 pacientů a jejími autory jsou Bansal et al.  Autoři uvádí 
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pooperačně detekovanou ctDNA u 19 pacientů, z nichž všichni (19/19, 100 %) měli 

postupně recidivu. U 12 pacientů ctDNA pooperačně detekována nebyla a 58 % z nich 

(7/12) nakonec mělo recidivu. Lze tedy říct, že výsledky Publikace 2 jsou v souladu 

s aktuálními konkurenčními výsledky. Žádná ze dvou uvedených publikací se však 

nezabývá korelací radikality provedené resekce s pooperační detekcí ctDNA. V tomto 

ohledu zůstává Publikace 2 unikátní. 

 

Jak je ukázáno v Publikaci 4, ctDNA je možné využívat také v managementu karcinomu 

pankreatu, i když pro zcela odlišné účely. Publikace 4 shrnuje výsledky studie, jejímž 

smyslem bylo především najít jednoduchý prognostický marker, který by co nejvíce 

usnadnil lékařům rozhodování o tom, jaký terapeutický režim pro pacienta zvolit s ohledem 

na zachování co nejvyšší kvality života. Vzhledem k tomu, že testování mutace KRAS se 

běžně provádí ve většině molekulárně-biologických laboratoří k potvrzení diagnózy PDAC, 

nabízí se jako ideální volba studium vlivu různých typů KRAS mutací na prognózu 

pacientů. 

U PDAC není racionální využívat ctDNA k jakémukoliv dlouhodobému sledování 

pacientů, zkoumaní dynamiky KRAS mutací v ctDNA ani jejich korelaci s progresí 

onemocnění a odpovědí na terapii. Takové studie jsou reálné u kolorektálního karcinomu 

(např. Publikace 2) nebo karcinomu plic (např. Benešová et al. 2022), bohužel PDAC je 

složitější případ. Zatímco u pacientů s kolorektálním karcinomem není výjimkou tříleté 

přežití, medián celkového přežití u pacientů s PDAC je 4 měsíce. Pacienti často přicházejí 

ve špatném výkonnostním stavu a naše dosavadní zkušenosti ukazují, že opakované odběry 

krve odmítají (zejména z důvodu opakovaného dojíždění do nemocnice). Studii jsme proto 

plánovali s co největším ohledem na pacienty a ctDNA jsme vyšetřovali jen pacientům ve 

IV. stádiu, kde má největší smysl případně zavést do klinické praxe tekutou biopsii jako 

náhradu tkáňové biopsie. V naší studii 22 % (13/58) pacientů ve stádiu IV nemoci odmítlo, 

byť jen jediný odběr krve. 

Ještě komplikovaněji vnímáme sledování odpovědi na léčbu pomocí ctDNA. Např. 

v našem souboru 118 pacientů jsme nebyli schopni správně zvážit všechny léčebné 

modality. 37 % pacientů bylo léčeno chemoterapií, 9 % chirurgicky a 11 % chirurgicky s 

následnou adjuvantní chemoterapií. Chemoterapie byla až na 2 výjimky (Folfirinox, Folfox 

4) založena na Gemcitabinu. Gemcitabin byl 7x kombinován s dalším režimem, z toho 1x v 

rámci adjuvantní terapie. Chemoterapie byla snášena různě – od 1 dávky až po 7 cyklů 

Gemcitabinu. Otázkou tedy je, od kolika dávek je správné počítat chemoterapii jako 
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ukončenou. A dále, skupiny pacientů s odlišnými mutacemi KRAS, které byly předmětem 

studia, by se stratifikací podle léčby rozdělily na ještě menší skupiny s nedostatečnou 

statistickou významností. Z těchto důvodů jsme do statistických analýz jako jediný typ 

léčby zahrnuli operaci, která může nejvíce zlepšit přežití. 

Ze studie vyplynulo, stejně jako z naší předchozí studie provedené na  jiném souboru 

PDAC pacientů (Salek et al. 2009), že přítomnost či nepřítomnost mutace KRAS jako 

takové nemá žádný vliv na prognózu pacientů. Pokud ale testujeme jednotlivé typy KRAS 

mutací, je situace jiná.  KRAS mutace G12D (GGT > GAT) byla negativním prediktorem 

prognózy a pacienti mající tuto mutaci měli průměrnou dobu přežití o 127 dní kratší než 

ostatní pacienti (101 vs 228 dní). Bohužel je tato mutace u PDAC nejčastějí, v naší studii 

byla detekována u 44 % pacientů. Naopak pozitivním prognostickým markerem byla 

mutace G12R (GGT > CGT), protože pacienti s touto mutací přežívali o 124 dní déle než 

ostatní (286 vs 162 dní). Mutace G12R byla nalezena v 17 % PDAC. Stejná situace, kdy 

různé typy KRAS mutací různě ovlivňují prognózu, byla popsána také u rakoviny plic (Ihle 

et al. 2012). Zdá se tedy, že do budoucna nebude stačit rozlišovat jen je-li KRAS mutovaný 

či nemutovaný, ale bude nutná i znalost konkrétní mutace. Význam jednotlivých 

mutantních forem onkoproteinu KRAS nedávno vyšel najevo také díky obrovskému 

úspěchu farmakologického výzkumu, kdy byl po letech spíše neúspěšného úsilí nalezen 

inhibitor onkoproteinu KRAS G12C, který se exprimuje u 13,6 % všech nádorů majících 

mutovaný KRAS (Hofmann et al. 2022), bohužel u PDAC jen minimálně (u 5 % pacientů 

v naší studii). Snad je jen otázkou času, kdy budou nalezeny inhibitory i ostatních forem a 

bude možné cílená protinádorová terapeutika plně využít také v léčbě PDAC podobně, jak 

je to dnes již běžné u CRC.  

 

CRC patří k nádorovým onemocněním s nejširší nabídkou schválených cílených léčiv, 

a také k nádorovým onemocněním s nejdetailněji popsaným genetickým pozadím, o čemž 

svědčí zápis z letošního kolorektálního sympozia na Brněnských onkologických dnech 

(Redakce BOD 2024). Při tom ze studia intratumorové mutační heterogenity kolorektálních 

prekancerózních lézí v posledních letech se zdá, že kolorektální adenomy mohou být 

mutačně ještě rozmanitější než karcinomy. 

Ačkoliv je od roku 1990 akceptováno, že CRC se vyvíjí z adenomu (Fearon a 

Vogelstein 1990), byl historicky molekulárně-genetický výzkum CRC soustředěn převážně 

na karcinomy. Na adenomy se pozornost začala obracet až o 15 let později, kdy byla 

formulována myšlenka, že intratumorová mutační heterogenita zřejmě během progrese 
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CRC spíše klesá, a to vlivem selekce jen těch mutačních klonů, které zaručují nejpříznivější 

podmínky pro progresi karcinomu (Losi et al. 2005). Ukázalo se, že pochopení 

molekulárně-genetických dějů v adenomech by mohlo být klíčem k pochopení chování 

karcinomů a tím byly položeny základy pro studium ITH prekancerózních kolorektálních 

lézí. 

ITH kolorektálních lézí se dlouhodobě zabýváme i na našem pracovišti. V roce 2016 

jsme publikovali výsledky studie provedené na rozsáhlém souboru 159 velkých adenomů 

(> 1 cm), 74 raných karcinomů (stádium I a II) a 64 pokročilých karcinomů (stádium III a 

IV), která však klesající ITH s pokročilostí nádoru jednoznačně nepotvrdila. Respektive 

vždy záleželo na konkrétní mutaci ve vazbě na konkrétní lokalizaci nádoru. Například 

výskyt mutací v protoonkogenech KRAS a BRAF klesal s pokročilostí léze jen v levém 

tračníku a rektu, zatímco v pravém tračníku naopak stoupal (Minarikova et al. 2016).  

Studiu ITH prekancerózních kolorektálních lézí se v ještě větším detailu věnuje 

Publikace 3. Léze > 1 cm odstraněné při screeningové (indexové) kolonoskopii byly 

zpracovány do miniaturních vzorků, v každém z nich byly stanoveny nejčastější mutace 

typické pro CRC, a pokud byla přítomna mutace, bylo vypočítáno její množství vyjádřené 

jako procenta mutované frakce. Vznikl tak detailní obraz o kompletní ITH dané léze. 

Publikace 3 je zaměřena hlavně na možnost využití znalosti ITH indexových lézí k predikci 

rizika rekurence onemocnění. S tím úzce souvisí také volba správného intervalu následných 

kontrolních kolonoskopií. V souladu s aktuálními doporučeními Evropské společnosti pro 

gastrointestinální endoskopii (ESGE) aktualizovaných v roce 2020 (Hassan et al. 2020) 

jsou z hlediska recidivy všechny léze větší než 1 cm hodnoceny jako rizikové a doporučené 

intervaly kontrolních kolonoskopií jsou pak 3 roky. Jak ale vyplývá z Publikace 3, tento 

interval může být příliš dlouhý např. pro pacienty mající mutaci v 7. exonu tumor 

supresorového genu TP53. V našem souboru 66 pacientů byla u 8 pacientů (8/66, 12 %) 

detekována tato mutace a u všech 8 pacientů byl nalezen metachronní adenom (nebo 

adenomy) již při kolonoskopii s ročním odstupem od indexové. Ani v jednom případě se 

přitom nejednalo o recidivu v jizvě, navíc indexové léze byly odstraněny pouze tzv. en-

block resekcí, kdy léze zůstane v jednom kuse. Tento výkon je spojen s nízkým až nulovým 

rizikem lokální recidivy v jizvě. 

 Z publikace 3 vyplývá důležitost studia ITH a obecně molekulárních markerů v 

prekancerózních kolorektálních lézích. Zdá se, že podobně jako při léčbě CRC, by v 

budoucnu i při stanovení vhodných intervalů kontrolních kolonoskopií, mohly molekulární 

markery nalézt své uplatnění. 
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5 Shrnutí a závěr 
 

Onkologický výzkum je náročná komplexní disciplína kombinující znalosti mnoha 

přírodovědných oborů, zejména medicíny, biochemie, molekulární biologie a genetiky. 

Každý pokrok v onkologickém výzkumu tak přináší i pokrok pro tyto dílčí obory. Mojí 

snahou bylo, aby z předkládané práce vyplynula zejména důležitost znalosti biochemie a 

biochemických metod v onkologii, což jsem se snažila demonstrovat na čtyřech 

exemplárních publikacích. Dokládají, že znalost principů biochemických metod může 

pomoci zdokonalit stávající metodiky nebo vyvíjet metodiky nové. Díky nim jsme pak 

schopni detekovat nové genetické alterace, rychleji, s vyšší citlivostí… Znalost obecných 

biochemických principů je zase klíčem k pochopení příčin vzniku nádorového bujení, 

složitého fungování intratumorového prostředí i jeho nesmírné rozmanitosti. 

 

V průběhu mojí práce se podařilo: 

1. Detekovat nový fúzní gen RET/PTC1ex9 u papilárního karcinomu štítné žlázy. 

2. Optimalizovat metodiky detekce cirkulující nádorové DNA tak, aby mohla být 

rutinně využívána v klické praxi. 

3. Zavést na pracovišti funkční metodiku pro analýzu intratumorové mutační 

heterogenity kolorektálních prekanceroźních lézí. Identifikovat mutaci v 7. 

exonu genu TP53 jako možného prediktora vzniku časných metachronních 

kolorektálních adenomů. 

4. Zoptimalizovat metodiku izolace DNA z cytologických preparátů karcinomu 

pankreatu a snížit tak množství falešně negativních (nemutovaných) KRAS 

vzorků. Odhalit odlišný význam různých KRAS mutací pro prognózu pacientů 

s karcinomem pankreatu a navrnout možné racionální využití této skutečnosti 

v klinické praxi. 
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