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2. Seznam zkratek 

Zkratka anglicky česky 

5-FU 5-fluorouracil 5-fluorouracil 

ABC ABC transporter ABC transportér 

ALPPS associating liver partition and portal 

vein ligation for staged hepatectomy 

 

APC antigen presenting cells antigen prezentující buňky 

ASR age standardised rate věkově standardizovaná icidence 

ASCO American Society of Clinical Oncology Americká společnost klinických 

onkologů 

BCR B-cell receptor receptor B lymfocytů 

B-RAF B-raf murine sarcoma viral oncogene B raf virový onkogen sarkomu 

hlodavců 

CA carbohydrate antigen karbohydrátový antigen 

CAM cell adhession molecule buněčná adhezivní molekula 

CASH chemotherapy-associated 

steatohepatitis 

chemoterapií vyvolaná 

steatohepatitida 

CCL C-C motiv ligand ligand C-C motivu 

CCR chemokine receptor receptor chemokinu 

CD cluster of differentiation diferenciační antigen 

CEA carcinoembryonic antigen karcinoembrionální antigen 

CEUS contrast-enhanced ultrasound ultrasonografie s použitím kontrastní 

látky 

CHT chemotherapy chemoterapie 

CLM colorectal liver metastases metastázy kolorektálního karcinomu 

do jater 

CRC colorectal cancer kolorektální karcinom 

Crohn - like Crohn – like lymphocytic infiltration Crohn - like infiltrace lymfocyty 

CSCs cancer stem cells nádorové kmenové buňky 

CT computed tomography výpočetní tomografie 

CTCs circulating tumour cells cirkulující nádorové buňky 

CVP central venous pressure centrální žilní tlak 
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CRTH2 prostaglandin D receptor receptor prostaglandinu D2 

CTLA-4 cytotoxic T lymphocyte antigen 4 antigen 4 cytotoxického T lymfocytu 

DAMPs damage - associated molecular paterns molekuly na povrchu buněk 

spouštějící imunitní reakci 

DCs dendritic cells dendritické buňky 

DFI disease free interval bezpříznakové přežití 

DNA deoxyribonucleic acid deoxyribonukleová kyselina 

EGFs epidermal growth factor epidermální růstový faktor 

EGFR epidermal growth factor receptor receptor epidermálního růstového 

faktoru 

ERCP endoscopic retrograde cholangio-

pancreatography 

endoskopická retrográdní 

cholangiopankreatografie 

ESCs embryonic stem cells embryonální kmenové buňky 

Fas cell surface death receptor receptor buněčné smrti 

FasL Fas ligand Fas ligand 

18FDG 18-fluorodeoxyglucose 18-fluordeoxyglukóza 

Foxp3 forkhead box P3 marker T regulačních lymfocytů   

FLRV future liver remnant volume předpokládaný zbytkový jaterní objem 

G-CSF granulocyte colony stimulating factor granulocytární kolonie stimulující 

faktor 

GIT gastrointestinal tract gastrointestinální trakt 

GM-CSF granulocyte macrophage colony-

stimulating factor 

kolonie granulocytů a makrofágů 

stimulující faktor 

HABR hepatic arterial buffer response nárazníkový efekt jaterní tepny 

HCC hepatocelular carcinoma hepatocelulární karcinom 

HGF hepatocyte growth factor růstový faktor hepatocytů 

HLA human leukocyte antigen lidský leukocytární antigen (též MHC) 

HPF high power microscopical fields zorné pole pod největším (400x) 

zvětšením 

HSCs hematopoietic stem cells hematopoetické kmenové buňky 

HU Hounsfield unit Hounsfieldova jednotka 

ICG indocyanine green test test indocyaninovou zelení 

IFN interferon interferon 
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Ig immunoglobulin imunoglobulin 

IGF inzulin like growth factor  inzulinu podobný růstový faktor 

IL interleukin interleukin 

IOUS intraoperative ultrasound peroperační ultrasonografie 

ISL intrastromal lymphocytic infiltration intrastromální infiltrace lymfocyty 

ITL intratumoral lymphocytic infiltration intratumorální infiltrace lymfocyty 

KIR killer cell immunoglobin - like receptor imunoglobulinu podobný receptor 

přirozených zabíječů 

KLR killer lectin-like receptor lektinu C podobný receptor 

přirozených zabíječů 

K-RAS Kirsten rat sarcoma viral oncogene 

homolog 

Kirstenův onkogen krysího sarkomu 

MAB monoclonal antibody monoklonální protilátka 

MAP mitogen activated protein kinase mitogenem aktivovaná proteinkináza 

MHC major histocompatibility complex hlavní histokompatibilní komplex (též 

HLA) 

MMPs methaloproteinases metaloproteinázy 

MR magnetic resonance magnetická rezonance 

MRCP magnetic resonance 

cholangiopancreatography 

magnetickou rezonancí provedená 

cholangiopankreatografie 

MSCs mesenchymal stem cells mesenchymální kmenové buňky 

NADPH nicotinamide adenine dinucleotide 

phosphate 

nikotinamid adenin dinukleotid fosfát 

NFAT nuclear factor of activated T cells nukleární faktor aktivovaných T buněk 

NKs naturall killers přirození zabíječi 

NKG2 naturall killer group 2 receptor inhibiční lektinový receptor 

přirozených zabíječů skupina 2 

NKTs naturall killer T cells přirozený zabíječ T lymfocyty 

NLR neutrphil / leukocyte ratio poměr neurofilů a leukocytů 

OCs oval cells oválné buňky 

OS overall survival celkové přežití 

PDR plasma disappearance rate míra eliminace z plazmy 
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PET positron emmision tomography pozitronová emisní tomografie 

PET/CT positron emmision tomography / 

computed tomography 

pozitronová emisní tomografie / 

výpočetní tomografie 

PET/MR positron emmision tomography / 

magnetic resonance 

pozitronová emisní tomografie / 

magnetická rezonance 

PDGF platelet derived growth factor růstový faktor z destiček 

PTEN phosphatase and tensin homolog homolog fosfatázy a tensinu 

PTL peritumoral lymphocytic infiltration peritumorální infiltrace lymfocyty 

PVE embolization of right branch of portal 

vein 

embolizace pravé větve portální žíly 

PVL ligation of right branch of portal vein ligace pravé větve portální žíly 

R15 ICG retention rate after 15 minutes míra retence ICG po 15 minutách 

RFA radiofrequency ablation radiofrekvenční ablace 

RORγ retinoic acid receptor related orphan 

receptor γ 

marker Th17 lymfocytů 

SCs stem cells kmenové buňky 

SDF stromal derived factor faktor ze stromálních buněk 

SOS sinusoidal obstruction syndrom sinusoidální obstrukční syndrom 

STAT signal transducer and activator of 

transcription 

intracelulární posel a aktivátor 

transkripce 

T reg regulatory Th lymphocytes regulační Th lymfocyty 

TACE transarterial chemoembolization transarteriální chemoembolizace 

TAM tumor associated macrophages s tumorem asociované makrofágy 

TAN tumor associated neutrophils s tumorem asociované neutrofily 

Tc cytotoxic lymphocytes (CD8+) cytotoxické lymfocyty (CD8+) 

Tc-GSA technecium - galactosyl serum albumin techneciem značený lidský sérový 

albumin 

Tc-HIDA technecium - hepatobiliary 

iminodiacetic a+cid 

techneciem značené deriváty kyseliny 

imidooctové 

TCR T-cell receptor imunoglubulinový receptor 

T lymfocytů 

TGF-α transforming growth factor - α transformující růstový faktor - α 

TGF-β transforming growth factor - β transformující růstový faktor - β 
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Th T helper lymphocytes (CD4+) T pomocný lymfocyt (CD4+) 

TIDCs tumor infiltrating dendritic cells tumor infiltrující dendritické buňky 

TILs tumor infiltrating lymphocytes tumor infiltrující lymfocyty 

TK tymidinkinase tymidinkináza 

TLR toll like receptor receptor rozeznávající cizí antigeny  

TLV total liver volume celkový objem jater 

TNF-α tumor necrosis factor - α tumor nekrotizující faktor α 

TNM TNM classification of malignant tumors TNM klasifikace maligních nádorů 

TPA tissue polypeptide antigen tkáňový polypeptidový antigen 

TPS tissue polypeptide specific antigen specifický tkáňový polypeptidový 

antigen 

UICC union for international cancer control mezinárodní organizace pro léčbu 

karcinomů 

USG ultrasonography ultrasonografie 

VCAM vascullar cell adhesion molecule vaskulární adhezivní molekula 

VEGF vascular endotelial growth factor vaskulární endoteliální růstový faktor 

VELIPI vascular, lymfatic and perineural CRC 

microinfiltration 

endovaskulární, lymfatická 

a perineurální invaze 

mikrometastázami CRC 

VLM volume of CLM objem CLM 
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3. Úvod 

Kolorektální karcinom (Colorectal Cancer, CRC) je ve vyspělém světě velmi časté 

onemocnění [1]. U téměř 20 % pacientů se v době diagnózy CRC vyskytují jaterní 

metastázy (Colorectal Liver Metastases, CLM) a až u 50 % pacientů se v průběhu 

pooperační dispenzarizace CLM objeví [2, 3]. Léčba onemocnění je řízena na podkladě 

stádia podle mezinárodní organizace pro léčbu karcinomů (Union for International Cancer 

Control, UICC) [4]. Chirurgická léčba je stále jediný způsob jak dosáhnout radikálního 

odstranění tumoru [5].  

Díky technickému vývoji a moderním postupům dosáhla chirurgická léčba CLM 

významného posunu. I přes tyto pokroky zde stále existují faktory, které rozsah 

chirurgického výkonu limitují. Zásadní je zbytkový jaterní objem (Future Liver Remnant 

Volume, FLRV). Nízký FLRV vystavuje pacienta riziku akutního jaterního selhání 

v pooperačním období [6]. Nízký FLRV podpořil vývoj augmentačních metod typu 

embolizace (portal vein embolization, PVE) nebo ligace (portal vein ligation, PVL) portální 

žíly (obvykle pravé větve) nebo ALPPS (Associating Liver Partition and Portal vein Ligation 

for Staged hepatectomy) [7, 8, 9]. V případě PVE však u řady pacientů dochází k selhání 

nárůstu FLRV a až 40 % pacientů ve výsledku nemůže podstoupit radikální resekční výkon 

[10, 11]. Nový směr, kterým lze podpořit nárůst FLRV je intraportální aplikace kmenových 

buněk (Stem Cells, SCs) do neokludované větvě portální žíly. Většina studií byla prozatím 

provedena na heterogenních souborech pacientů s různými typy maligního onemocnění 

jater [12, 13]. Naše pracoviště se zaměřilo jen na pacienty s CLM a má tak homogenní 

soubor pacientů, u kterých tuto metodu zkoumá. Nevyjasněný je především vztah 

aplikace SCs a progrese maligního onemocnění. 

V posledních letech je velmi diskutován význam tumor infiltrujících lymfocytů (Tumor 

Infiltrating Lymphcytes, TILs) a jejich vztah k malignímu onemocnění. Jedná se především 

o situace, kdy u pacientů s příznivým histopatologickým nálezem došlo k recidívě 

onemocnění po radikální chirurgické léčbě. Samotná přítomnost nebo i lokalizace TILs 

mohou napomoci vytipovat rizikové pacienty, u kterých je vhodné podat adjuvantní 

onkologickou léčbu, nebo zkrátit intervaly mezi vyšetřovacími metodami v rámci 

dispenzarizace [14]. U CRC je již popsána řada studií s TILs a TILs se pomalu začínají 

dostávat do klinické praxe. V případě CLM bylo publikováno výrazně méně studií [15, 16, 

17] a u pacientů s PVE nebyl ještě vztah TILs a CLM vůbec popsán.  
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4. Přehled dosavadních znalostí 

4.1 Metastazující kolorektální karcinom 

4.1.1 Epidemiologie 

Výskyt kolorektálního karcinomu (Colorectal Cancer, CRC) je celosvětově vysoký a po 

karcinomu plic a prsu je celosvětově třetím nejčastějším karcinomem. V roce 2012 byla 

odhadnuta světová incidence (počet nově vzniklých případů) na 1 360 602 nově 

diagnostikovaného CRC a téměř 694 000 pacientů v souvislosti s touto diagnózou zemřelo 

[18]. Celosvětová odhadovaná prevalence do 5 let od diagnózy (počet žijících pacientů s 

CRC) za rok 2012 byla 3 543 582 (68,2 na 100 000 osob) [1]. 

Ve výskytu CRC převažují rozvinuté země oproti rozvojovým zemím. Státy západní a 

střední Evropy mají dlouhodobě nejvyšší zátěž CRC. Age - Standardised Rate incidence 

(ASR = statistická úprava věku, která dovoluje porovnání pacientů i přes rozdílný věk) CRC 

u evropských států byla v roce 2012 udávaná jako 29,5 případu na 100 000 obyvatel. 

V evropské populaci je u mužů CRC třetím nejčastějším typem malignity s ASR incidencí 

37,3 případů na 100 000 obyvatel, u žen je pak ASR incidence 23,6 na 100 000 obyvatel 

(nejsou započítány nádory kůže). V roce 2012 v Evropě v důsledku CRC zemřelo 113 246 

mužů a 101 620 žen. Prevalence pro Evropu byla v roce 2012 1 203 943 pacientů [1, 19]. 

Incidence nádorů trávicího traktu je v České republice obecně velice častá a je 

příčinou vysoké nemocnosti i úmrtnosti obyvatelstva a velkou měrou se na ní podílí právě 

CRC [20 s. 26]. Ročně je v České republice diagnostikováno kolem 8 000 pacientů s tímto 

onemocněním a téměř 4 000 pacientů ročně na CRC umírá [21]. V celosvětovém a 

evropském měřítku je Česká republika na 4., respektive na 3. místě v incidenci CRC u 

mužů a na 16., respektive 10. místě v incidenci CRC u žen. V České republice je CRC 

druhým nejčastějším typem malignity u mužů, a to jak v incidenci (ASR 81,0 na 100 000 

obyvatel), tak i v počtu úmrtí (35,4 pacientů na 100 000 obyvatel). U žen je pak CRC na 

druhém místě v incidenci (ASR 40,5 na 100 000 obyvatel) a na třetím místě v počtu úmrtí 

za rok (ASR 15,8 na 100 000 obyvatel) [19]. 

Pětiletá prevalence CRC v České republice byla dle GLOBOCAN 2015 pro muže 12 258 

a pro ženy 8 057. Můžeme zde sledovat trend, kdy je stabilizovaný stav mortality a 
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setrvale rostoucí incidence. To je důvodem, proč v České republice stále stoupá 

prevalence [21]. 

Prognóza pacienta je určena především pokročilostí nádorového onemocnění. 

V České republice stále přetrvává vysoké procento pacientů zastižených ve III. nebo IV. 

stádiu se vzdálenými metastázami. Jaterní metastázy kolorektálního karcinomu 

(Colorectal Liver Metastases, CLM) se vyskytují u 15-20 % pacientů jako synchronní a u 15-

50 % pacientů s CRC jsou diagnostikovány metachronní metastázy [2, 3]. 

4.1.2 Dispenzarizace pacientů s kolorektálním karcinomem 

4.1.2.1 Strategie dispenzarizační péče 

Pacienti po resekci CRC jsou zařazeni do klinického stádia onemocnění podle UICC 

klasifikace na podkladě histologického a radiologického zhodnocení tumoru, zhodnocení 

postižení regionálních uzlin a vzdálených metastáz, které jsou shrnuté v TNM hodnocení. 

Na jeho podkladě je pak onkologem nebo především u IV. stádia onemocnění 

multioborovým týmem (onkolog, chirurg, radiolog, gastroenterolog) stanoven průběh 

další léčby. Všichni pacienti s odoperovaným CRC spadají do dispenzární péče obvykle 

řízené onkologem nebo gastroenterologem. Cílem dispenzarizace je včasný záchyt 

metastáz a lokální recidivy, zlepšení dlouhodobého přežívání a zvýšení kvality života. CRC 

nejčastěji metastazuje do jater, plic a po peritoneu. Další lokalizace metastazování jsou 

lymfatické uzliny a ovaria. Méně častý je rozvoj mozkových nebo kostních metastáz [22]. 

Vzhledem k rozdílné lokalizaci možné recidivy nelze užít jeden diagnostický nástroj, ale je 

potřeba kombinace různých vyšetřovacích metod (zobrazovací, endoskopické, 

laboratorní). Doporučené postupy dispenzarizace vycházejí z faktu, že riziko relapsu je 

nejvyšší v prvních 2 až 2,5 letech od resekce CRC, kdy se objeví 80 % rekurencí. Současně 

se 95 % rekurencí v podobě metachronních metastáz objeví v období do 5 let od resekce 

primárního tumoru [20 s. 79, 23]. American Society of Clinical Oncology (ASCO) 

doporučuje pravidelné kontroly a odběr anamnézy každé 3 měsíce. Sérová hladina 

karcinoembryonálního antigenu (CarcinoEmbryonic Antigen, CEA) je stanovena 

opakovaně po 3 - 6 měsících, a to po dobu 5 let. U pacientů s vyšším rizikem rekurence je 

doporučeno stanovovat CEA v časnějších intervalech. Z grafických metod je prováděna 

počítačová tomografie (Computed Tomography, CT) hrudníku a břicha 1x ročně po dobu 
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prvních 3 let od resekčního výkonu na tlustém střevě a konečníku. U pacientů po resekci 

rekta se k prováděnému CT snímku hrudníku a břicha doplňuje i CT pánve. V případě 

pacientů s vyšším rizikem lze interval u CT vyšetření zkrátit i na 6 měsíců. Pozitronová 

Emisní Tomografie (Positron Emmision Tomography/ Computed Tomography, PET/CT) 

není v rámci dispenzarizace rutinně využívána a je vyhrazena až k diagnostice nejasných 

nálezů a určení rozsahu případné diseminace. Kontrolní kolonoskopie je dle ASCO 

doporučena 3 roky po operaci a v případě normálního nálezu je opakována pravidelně po 

5 letech [23]. Na našem pracovišti je kontrolní kolonoskopie provedena 1. rok po operaci 

CRC a následně každé 2 roky, pokud bylo kolonoskopické vyšetření negativní.  

4.1.2.2 Prognostické faktory recidivy CRC 

Prognostické faktory jsou parametry, které napomáhají odhadnout přežití pacientů a 

riziko progrese nádorového onemocnění. Prognostické faktory u CRC lze rozdělit do 3 

skupin, které se ve výsledku vzájemně prolínají [20 s. 120-121, 24]: 

a. Faktory biologického chování nádoru 

b. Faktory pacientovy odpovědi na nádorové onemocnění 

c. Faktory ve vztahu k léčbě  

 

Faktory biologického chování 

Mezi faktory popisující chování nádoru patří TNM klasifikace, stádium onemocnění, 

sérové hladiny vybraných onkomarkerů a nově i molekulárně biologické parametry K-RAS 

a B-RAF. Z nově se formujících prediktivních faktorů to jsou cirkulující nádorové buňky a 

tzv. tumor budding [20 s 120-121]. 

 

TNM klasifikace 

TNM (obr. 1.) je základní způsob deskripce patologického, operačního a 

radiologického nálezu. U tumoru (T) se posuzuje hloubka prorůstání nádoru skrze 

jednotlivé vrstvy v lumen kolon a rekta. Popis postižení uzlin (N) slouží k popisu infiltrace 

uzlin mezokola nebo mezorekta nádorovými buňkami. Je nezbytné vyšetření veškerých 

uzlin v závěsu resekátu. V ideálním případě je vyšetřeno minimálně 12 lymfatických uzlin. 

Vyšetření menšího počtu lymfatických uzlin přináší riziko podstážování onemocnění. 
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K popisu vzdálených metastáz (M) jsou využívána jak dostupná radiologická vyšetření, tak 

excize ze vzdálených ložisek (např. excize nebo biopsie z jater při resekci tlustého střeva). 

Na podkladě TNM hodnocení je pacient zařazen do příslušného stádia onemocnění (obr. 

2). 

 
Obr.  1 :  TNM kl a s i fi ka c e  [4 ] 

 

 
Obr.  2 :  rozdě l e n í CRC  do s t á d ií  na  podkladě TNM kl a s ifi kace  a  UICC 2 0 0 2 . Tl ust ou  č á rou  j s ou ozna č e na  s t á d i a  
s  poope ra č ně  i nd i kova nou onkol ogi c kou  l é č bou  [4 ] 

 

Onkomarkery 

Karcinoembryonální antigen (CarcinoEmbryonic Antigen, CEA) je v dnešní době jeden 

z nejpoužívanějších onkomarkerů. Jedná se o glykoprotein, který nacházíme 

v embryonální tkáni, ale i v epiteliální tkáni gastrointestinálního traktu (GastroIntestinal 

Tract, GIT), bronchů nebo prsní žlázy. U CRC je využíván ke stanovení individuální 
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prognózy, detekci rekurence onemocnění po radikální resekci a monitoringu všech stádií 

CRC [25]. Elevace CEA v předoperačním období koreluje se stádiem onemocnění. 

Neklesající hladina CEA v časném pooperačním období je obvykle známkou rezidua nebo 

vzdálených metastáz nádorového onemocnění [20 s. 120-121]. U III. stádia CRC mají 

pacienti s předoperační hladinou CEA pod 27 ug/l lepší bezpříznakové období (Disease 

Free Interval, DFI) i celkové přežití (Overall Survival, OS).  

Další onkomarkery, které jsou stanovovány u pacientů s CRC a CLM, jsou 

karbohydrátový antigen 19-9 (Cancer Antigen 19-9, CA 19-9), tkáňový polypeptidický 

antigen (Tissue Polypeptide Antigen, TPA), tkáňový specifický polypetidický antigen 

(Tissue Polypeptide Specific antigen, TPS), thymidin kináza (Thymidine Kinase, TK). Tyto 

markery jsou využívány spíše při pooperačním sledování a dispenzarizaci pacientů než 

jako diagnostické faktory.  

CA 19-9 je glykoproteinový antigen, který je u dospělých v malém množství obsažen v 

epitelu dýchacích cest a GIT. Asi 10 % nemocných tento onkomarker neprodukuje (krevní 

skupina Lewisa-a- a Lewis-b-) z důvodu deficitu flukonyl-transferázy [26]. Zde je možné 

použití dalšího nádorového markeru, a to např. CA 242 [27]. CA 19-9 je pozorován ve 

vysokých hodnotách především u karcinomu slinivky, ale výrazný nárůst lze pozorovat i při 

rozvoji vzdálených metastáz. CA 19-9 je stanovován v kombinaci s CEA jako onkomarker 

druhé volby, a to v situacích, kdy CEA může být nespecificky zvýšený při benigních 

onemocněních GIT nebo u kuřáků. Hladiny CA 19-9 a CEA u pacientů léčených 

Bevacizumabem mohou mít i prediktivní význam ve vztahu k DFI a OS [28]. 

TPA a TPS jsou onkomarkery ze skupiny cytokeratinů. Jedná se o směs fragmentů 

filamentózních proteinů tvořících skelet buňky. Cytokeratiny vznikají při rychlém 

buněčném růstu nádorových buněk. Vypovídají tak o buněčné aktivitě a dělení buněk. 

Stoupající hladiny TPA a TPS v plazmě jsou známkou proliferace a růstu nádorových 

buněk. TPA a TPS jsou využívány v diferenciální diagnostice primárních tumorů jater, 

kdy TPA je zvýšen u cholangiogenního karcinomu a u HCC není detekován. TPA a TPS se 

využívají k včasné diagnostice relapsu CRC a ke kontrole paliativní onkologické 

terapie [26]. 

TK je katalytický enzym ovlivňující přeměnu thymidinu na thymidinmonofosfát. Ten 

je využit v alternativních cestách syntézy DNA, do které je zapojen. Syntéza TK je zvýšena 
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ve fetálním období a po narození klesá. S elevací sérových hladin TK se setkáváme v 

případě rychlé proliferace tkání především GIT nebo u hematologických malignit. Hladiny 

TK mohou být ovlivněny při podávání některých chemoterapeutických preparátů, které 

blokují běžnou syntézu DNA. V důsledku toho dochází k aktivaci alternativních drah 

syntézy DNA, kde se TK uplatňuje (v případě CRC např. 5- fluorouracil (5-FU)). Stanovení 

TK by tak mělo být prováděno v období, kdy není onkologická léčba podávaná. 

Předejdeme tak falešně pozitivním výsledkům. U pacientů s CRC je TK využívána při 

monitorování efektu paliativní léčby [26]. 

 

Mutace K-RAS a B-RAF 

V rámci molekulárně genetických vyšetření jsou stanovovány a sledovány mutace v K-RAS 

a B-RAF genech kódující příslušné proteiny. Proteiny K-RAS (Kirsten rat sarcoma viral 

oncogene homolog) a B-RAF (B-raf murine sarcoma viral oncogene) jsou důležité složky 

v kaskádě signalizační dráhy Ras/Raf/MAP/MEK/ERK a PTEN/PI3K/Akt aktivované 

příslušným receptorem pro epidermální růstové faktory (Epidermal Growt Factor 

Receptor, EGFR). Tyto dráhy jsou zodpovědné za regulaci buněčného cyklu, genové 

transkripce, buněčného dělení a apoptózy. V případě mutací K-RAS a B-RAF proteinů se 

spouštějí alternativní efektorové dráhy podporující proliferaci, migraci a metastazování 

nádorových buněk. 

Stanovení mutací K-RAS a B-RAF z tkáňových vzorků je nutné provést pro správnou 

indikaci k léčbě monoklonálními protilátkami (Monoclonal AntiBody, MAB) proti EGFR 

(Cetuximab - Erbitux, Panitumumab – Vectibix), a to především u pokročilých nálezů CRC 

[29, 30]. V případě mutací K-RAS a B-RAF jsou tyto mutace brané jako negativní 

prediktivní faktor cílené léčby projevující se rezistencí na cetuximab a panitumumab. 

Přínos mutací K-RAS a B-RAF jako prognostického faktoru je stále diskutován, a to 

především ve vazbě k mutacím na konkrétním kodónu (např. kodón 12 a 13 u K-RAS). Ze 

studií zatím vyplývá, že v případě mutací K-RAS i B-RAF mají pacienti s metastazujícím CRC 

kratší DFI a OS oproti stejné skupině pacientům s nemutovaným K-RAS a B-RAF proteinem 

[29, 31]. Tento fakt, ale úzce souvisí s podanou onkologickou léčbou a je nezbytné 

vyhodnocení dalších studií. Fiala uvádí, že pacienti s CLM a mutací typu G12V/A K-RAS 

měli při léčbě Bevacizumabem horší DFI a OS oproti pacientům s nemutovanou formou 
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KRAS. Uzavírá, že mutace G12V a G12A K-RAS může být užitečným prognostickým 

biomarkerem [32]. 

Cirkulující nádorové buňky 

Cirkulující nádorové buňky (Circulating Tumor Cells, CTCs) jsou nádorové buňky 

uvolněné z primárního tumoru. Nádorové buňky jsou schopné přestupu do vaskulárního 

řečitě v důsledku intra- a extravazace. Díky tomu mohou být získány minimálně 

invazivním přístupem a následně stanoveny. Jsou tak nadějným nástrojem s využitím 

v rámci diagnostiky, stanovení prognózy a eventuální identifikace lékové rezistence. 

V případě, že jsou v krvi pacientů detekovány CTCs, koreluje tento nález se stádiem 

onemocnění i s kratším OS a DFI [33, 34]. Jako pozitivní prognostický faktor byl navržen 

nález N0 a kompletní vymizení CTCs v krvi po resekčním výkonu [35]. V budoucnu tak 

stanovení CTCs může být významným faktorem, který rozhodne o podání adjuvantní 

onkologické léčby [33]. 

 

Tumor budding 

Tumor budding je histologický nález u karcinomů, kdy nádorové buňky nebo jejich 

shluky migrují do okolního stromatu a oddělují se od samotného tumoru. V důsledku této 

dediferenciace se mění fenotyp epiteliálních buněk a ty získávají schopnost agresivnější 

invaze a progrese nádoru. Nález tumor buddingu je známkou agresivního fenotypu 

nezávisle na stádiu onemocnění a je tak významným negativním faktorem spojeným 

s časnou rekurencí a kratším OS. Sledování tumor buddingu u CRC má význam především 

v I. a II. stádiu, kde většinou není indikována adjuvantní chemoterapie. V případě, že je u 

těchto pacientů nález tumor buddingu, mohou být uznáni jako rizikoví z časné rekurence 

a mohou podstoupit adjuvantní onkologickou léčbu [20 s. 120-121, 36]. 

 

Faktory pacientovy odpovědi na nádorové onemocnění 

Na progresi nádorového onemocnění se podílí řada mechanismů. Jedná se např. o 

mechanismy vedoucí k mutacím buněčných cyklů, mutacím v apoptotických drahách a 

mechanismům invazivního růstu a metastazování tumoru. Vedle toho je dalším důležitým 

mechanismem i únik buněk karcinomu z dosahu imunitního systému [37]. Imunitní 

systém a nádorové onemocnění se vzájemně neustále ovlivňují. Nádorové buňky 

16 

 



rozpoznávají a jako první na ně reagují přirození zabíječi (Naturall Killers, NKs), antigen 

prezentující buňky (Antigen Presenting Fells, APC) a makrofágy. Usmrcené nádorové 

buňky jsou fagocytovány dendritickými buňkami a v lymfatických uzlinách prezentovány T 

buňkám (Th lymfocyty- CD4+ tzv. helperské lymfocyty – zahajují a regulují imunitní 

odpověď v reakci na předložený antigen a Tc lymfocyty CD8+ tzv. cytotoxické lymfocyty, 

které způsobují destrukci cílových buněk). Aktivované CD4+ buňky svými humorálními 

působky aktivují efektorové CD8+ lymfocyty, které pak putují zpět do nádorové tkáně a 

destruují nádorové buňky s příslušnými antigeny. Soudí se však, že některé podskupiny 

CD4+ lymfocytů tzv. regulátoři mohou mít opačný efekt a vést k přežití a progresi 

maligních buněk [37]. 

Způsoby, jak spolu imunitní systém a nádorové buňky interagují, jsou v dnešní době 

rozsáhle studovány a lze je shrnout pod název nádorová imunoeditace. V rámci této 

teorie je možné rozdělit vývoj národorvého onemocnění a imunitní reakce proti němu do 

tří fází, a to eliminace, rovnováha a únik. Ve fázi eliminace je imunitní systém schopen 

udržet dohled nad vyvíjejícími se nádorovými buňkami. Jedná se o zapojení externích 

obranných mechanismů daného organismu poté, co selhaly vnitřní faktory ochrany 

v jednotlivých buňkách. Nádorové buňky v časných fázích vývoje tumoru vyplavují 

cytokiny, které aktivují dendritické buňky (Dendritic Cells, DCs) a následně i buňky 

specifické imunity. Druhý mechanismus, který se v této fázi uplatňuje, je tvorba tzv. 

DAMPs (Damage-Associated Molecular Paterns) molekul. Tyto molekuly se objevují na 

povrchu umírajících nádorových buněk (např. v důsledku hypoxie) nebo na povrchu buněk 

poškozených tkání. DAMPs molekuly jsou pak rozpoznány imunokompetentními buňkami 

a dané buňky jsou zničeny. Třetím mechanismem je exprese stresových ligandů, které 

jsou spouštěčem pro NKG2D (aktivační receptor přirozených zabíječů). Při aktivaci tohoto 

receptoru pak dochází ke spuštění zánětlivé odpovědi a vyplavení imunomodulačních 

cytokinů vyvolávajících aktivaci protinádorové imunity. Podstatou eliminační fáze je 

přesná souhra nespecifické a specifické imunity s prezentací nádorových antigenů 

efektorovým Th a Tc lymfocytům. Některé nádorové buňky jsou však schopné odolat 

imunologické odpovědi organismu a vstupují do fáze rovnováhy. Tyto buňky obvykle 

prošly mutacemi, které buňky imunitního systému nejsou schopné rozpoznat. V této fázi 

je imunitní systém schopen ještě zabránit rozšiřování tumoru, ale už není schopen nádor 
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zcela eliminovat. Nádorové buňky se zde nacházejí v dormantním (spícím) stavu. Na něm 

se z velké části podílejí Th a Tc lymfocyty, které produkjí interleukiny (InterLeukin, IL), 

především IL-12 a Interferon gama (InterFeroN gamma, IFN-γ). Ty zabraňují šíření 

nádorových buněk, ale buňky nezničí. Fáze rovnováhy je nejdelší fáze a může být také 

konečným stádiem nádorového imunoeditingu. V takovém případě je imunitní systém 

schopen držet nádorové buňky v dormantním stádiu i po zbytek života daného jedince. Na 

druhou stranu jsou nádorové buňky schopné uniknout z obranných mechanismů čtyřmi 

způsoby. Prvním je změna povrchových antigenů jako důsledek dalších mutací (např. se 

sníží hustota povrchových antigenů nebo pomocí sialylace maskují povrchové nádorové 

antigeny). Za druhé se nádorové buňky mohou stát rezistentní na signály vysílané 

imunokompetentními buňkami. Třetí možností, jak mohou nádorové buňky uniknout, je 

jejich imunosupresní status s ovlivňováním mikroprostředí ve svém okolí. Mohou tak 

např. blokovat správnou funkci T lymfocytů a vyvolávat tak imunosupresní účinek nebo 

apoptózu lymfocytů. Čtvrtá možnost pak zahrnuje aktivaci anti-apoptotických 

mechanismů u nádorových buněk a setrvalou aktivaci proonkogenních faktroů s 

pokračujícím růstem tumoru. Tyto čtyři základní kroky tak mohou nádorovým buňkám 

pomoci přestoupit z fáze rovnováhy do fáze úniku, kdy imunokompetentní buňky už 

nejsou schopné ovlivnit další růst nádorových buněk [38, 39]. Bližší vazby a vztahy 

jednotlivých imunokompetentních buněk jsou popsány dále v kapitole 4.4. 

Vazby mezi imunitním systémem a nádorovou buňkou jsou ovlivňovány i vnějšími 

faktory, jako jsou rozsah chirurgického traumatu, diskutovaný je počet krevních transfuzí 

podaných v perioperačním období a onkologická léčba. Tyto faktory mají na jedné straně 

imunosupresní efekt, ale na druhé straně v organismu stimulují vyplavení působků 

zodpovědných za zánětlivou reakci. Vyplavené růstové faktory, chemokiny a angiogenní 

faktory následně mohou stimulovat růst mikrometastatického postižení. V dnešní době je 

tedy kladen důraz na miniinvazivní chirurgický přístup, který snižuje velikost ranné plochy 

a s tím i spojené méně časté použití krevních derivátů. Při onkologické léčbě je využíván 

metronomický přístup, kdy je chemoterapeutikum podáváno v menších dávkách po delší 

časový úsek [20 s. 56-58]. 
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Faktory ve vztahu k léčbě 

Radikalita chirurgického výkonu 

Základním předpokladem úspěšné léčby je radikální R0 resekce s odstraněním 

veškeré nádorové tkáně. Nemožnost zanechání negativních resekčních ploch přináší horší 

prognózu a přežití pacienta [5]. Za R0 resekci lze považovat pouze ten výkon, kde jsou 

odstraněna veškerá a to i vzdálená metastatická ložiska. Na R0 resekci jsou tak navázány 

další prognostické faktory jako TNM klasifikace, stádium onemocnění, hladiny CEA apod. 

[20 s. 121]. V rámci kolorektální chirurgie je důležité ponechání dostatečných vzdáleností 

resekčních okrajů od tumoru a provedení totální resekce mesokolon nebo mesorekta. 

Délka ponechaných resekčních okrajů je dlouhodobě diskutována. V minulosti byly 

ponechané 5cm okraje považovány za dostačující. Toto doporučení vycházelo z faktu, že 

pacienti s okraji minimálně 5 cm od tumoru měli nižší riziko rekurence v anastomóze. Po 

zařazení totální mesokolické/mesorektální excize a vysokého podvazu magistrálních cév 

pro danou oblast do běžné chirurgické praxe bylo doporučeno ponechat resekční okraje 

střeva mezi 8 až 10 cm. Při tomto rozsahu je odstraněno větší množství lymfatických uzlin, 

které danou oblast drénují [40]. Kromě větší šance odstranit veškeré lymfatické uzliny 

postižené metastatickým procesem se tak snižuje i riziko podstážování onemocnění, které 

můžeme vidět při vyšetření nedostatečného počtu lymfatických uzlin. 

 

Výživa pacientů s maligním onemocněním 

Stav výživy je důležitým faktorem podílejícím se na úspěšnosti léčby onkologicky 

nemocných pacientů. Pacienti s maligním onemocněním jsou obecně rizikovou skupinou k 

rozvoji malnutrice. S malnutricí u CRC se můžeme setkat až u 60 % pacientů a pokles na 

váze o 10 % v předoperačním období je pozorován až u 45 % pacientů hospitalizovaných 

pro nádorové onemocnění. Rychlejší úbytek na váze svědčí o nepříznivé biologické 

aktivitě tumoru. Proteino - energetická malnutrice je u onkologických pacientů 

indikátorem špatné prognózy. Snížení hladiny makro i mikronutrientů v organismu pak 

vede ke zhoršené imunitní odpovědi organismu a zhoršenému hojení ran a tím vyššímu 

riziku pooperačních komplikací [41, 42]. 
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Pooperační komplikace 

Významným faktorem, který ovlivňuje pooperační morbiditu, mortalitu a dlouhodobé 

přežití, jsou pooperační komplikace. Jako nejzávažnější jsou považovány komplikace při 

leaku střevních anastomóz [43, 44] a nejobávanější jsou pak pelvické sepse po resekcích 

rekta [20 s. 121]. Incidence insuficience anastomóz se zvyšuje aborálním směrem. 

V závislosti na anatomické lokalizaci se incidence insuficience spojky pohybuje mezi 1 % až 

39 %. Dehiscence anastomózy prodlužuje hospitalizaci, zvyšuje morbiditu, výrazně 

ovlivňuje kvalitu života a je často spojena s nutností založení stomie. S prodlužováním 

chirurgické léčby se odkládá i zahájení onkologické léčby, a tím se zvyšuje riziko lokální a 

systémové recidivy tumoru a zkracuje se DFI a OS [45, 46]. 

 

Chemoterapeutická léčba 

Součástí komplexní léčby pacientů s onkologickým onemocněním je podání 

chemoterapie. Chemoterapeutickou léčbu lze rozdělit na chemoterapii neoadjuvantní, 

adjuvantní a paliativní. Neoadjuvantní režimy jsou podávány před radikální chirurgickou 

léčbou nádoru za účelem jeho downsizingu. Adjuvantní režim slouží k zajištění pacientů 

po chirurgickém výkonu. Tato terapie je zaměřena na mikrometastatické postižení, které 

v danou chvíli není makroskopicky detekovatelné na zobrazovacích metodách nebo není 

patrné při operačním výkonu. Paliativní režimy slouží ke zpomalení růstu chirurgicky 

neřešitelných nálezů. V rámci konvenčních chemoterapeutických cyklů jsou u CRC 

využívány preparáty 5-FU (blokuje tvorbu RNA), Irinotecanu (blokádou topoizomeráz 

blokuje tvorbu DNA) a Oxaliplatiny (interkalačními vazbami blokuje replikaci a reparační 

pochody). I přes významný pokrok, který tyto základní chemoterapeutické látky přinesly, 

stoupá u nádorových buněk rezistence vůči těmto látkám. Selhání této léčby pak vede ke 

zkrácení DFI a OS pacientů [20 s. 123-130, 47]. 

Mechanismy rezistence lze rozdělit na buněčné a nebuněčné. Mezi nebuněčné 

faktory patří extracelulární faktory, omezená vaskularizace a mikroprostředí tumoru. 

Buněčné mechanismy pak zahrunují enzymy a transportní mechanismy uvnitř buněk, 

které brání dostatečné expozici chemoterapeutika v buňce. Proces se děje efluxem přes 

membránové transportéry, které snižují hladiny jak fyziologických substancí (cholesterol, 

mastné kyseliny, hormony apod.), tak i xenobiotik v buňkách. Tyto transportéry 
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rozdělujeme do dvou základních skupin, a to solute carrier transportéry (SLC) a ATP-

binding cassette transportéry (ABC). V současné době je známo čtyřicet osm humánních 

transportérů. Na podkladě sekvencí jejich aminokyselin se rozdělují do sedmi skupin ABC 

A – G. Každá z těchto skupin je ještě dělena do podtypů označených čísly. Tyto 

transportéry přenášejí chemoterapeutické látky z buněk do extracelulární matrix a 

zásadním způsobem tak přispívají k rezistenci buněk CRC, karcinomu slinivky nebo 

karcinomu prsu k chemoterapii. Zvýšená exprese ABC trasnporterů byla popsána i u CRC 

už v době stanovení diagnózy. Samotné podání chemoterapie pak indukuje zvýšenou 

expresi těchto transportérů. Naše pracoviště mělo možnost spolupracovat na studiích, 

které porovnávaly zastoupení ABC transportérů v buňkách CRC a zdravých tkání a 

současně hledaly vztah ABC trasportérů k onkologické léčbě. V první studii byl stanoven a 

porovnán transkripční profil ABC transportérů ve vzorcích CRC a zdravé sliznice 

resekovaných pacientů. Informace o up nebo down regulaci pak byly porovnány 

s klinickými daty. V této práci se podařilo prokázat korelace transkripčních hladin 

intraturmorálního ABCC10 s gradingem tumoru. Intratumorální transkripční hladiny 

ABCC11 byly u pacientů s paliativní chemoterapií  statisticky významně spojeny s 

odpovědí na paliativné léčbu. DFI bylo významně kratší u pacientů s adjuvantní 

chemoterapií, pokud byly transkripční hladiny ABCC11 nízké [48]. V druhé navazující studii 

bylo cílem prověřit prognostický význam proteinové exprese ABCC10 a ABCC11 u pacientů 

s CRC. Nízké hladiny proteinu ABCC10 třikrát zvyšovaly riziko úmrtí pacientů proti 

vysokým hladinám proteinu ABCC10. Nízké zastoupení proteinu ABCC11 čtyřikrát 

zvyšovalo riziko rekurence. Pacienti, kteří byli léčeni deriváty 5-FU a měli nízké zastoupení 

ABCC11 v tumoru, měli kratší DFI oproti pacientům s vysokou hustotou ABCC11 [49]. 
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4.2 Diagnostika a léčba jaterních metastáz kolorektálního karcinomu 

4.2.1 Diagnostika jaterních metastáz kolorektálního karcinomu 

Mezi zobrazovací vyšetření využívané k diagnostice onemocnění jater a posouzení 

diseminace onemocnění patří ultrasonografie (UltraSonoGraphy, USG), výpočetní 

tomografie (Computed Tomography, CT) jater, magnetická rezonance (Magnetic 

Resonance imaging, MR) jater a pozitronová emisní tomografie (Positron Emission 

Tomography, PET)v kombinaci s CT (PET/CT) nebo MR (PET/MR). Základním úkolem 

těchto metod je diagnostikovat a odlišit od sebe benigní a maligní léze. V případě nutnosti 

chirurgické léčby jsou nástrojem k posouzení operability.  

4.2.1.1 Transabdominální ultrasonografie 

Pro vyšetření jater je USG metoda první volby díky své dostupnosti, minimální zátěži 

a nízké ceně. USG je neinvazivní metoda, která k zobrazení využívá ultrazvukové vlny a 

jejich odrazy na rozhraní tkání. V rozmezí využívaných frekvencí nemá nežádoucí 

biologické účinky. Pro USG jater se využívají sondy o frekvencích od 2 do 4 MHz [50 s.31-

40]. USG jater se provádí v dvojrozměrném černobílém zobrazení. Při systematickém 

zobrazení jednotlivých laloků a segmentů se hodnotí velikost orgánu, echogenita, textura 

parenchymu, cévní a žlučové cesty. Dále se sledují ložiskové léze a jejich vztah k velkým 

cévám a žlučovodům. Pro lepší zobrazení cévních struktur využíváme dopplerometrické 

zobrazení [50 s. 31-40]. Největší přínos USG je v diagnostice ložiskových lézí, kde dosahuje 

senzitivity kolem 76 % [20 s. 84]. Sekundární jaterní ložiska se obvykle zobrazují jako 

hypoechoegenní nebo terčovité léze. Léze jsou často mnohočetné až mapovitě splývající. 

V případě, že se jaterní léze zobrazí jako hyperechogenní, pak metastatické léze mají ve 

své periferii hypoechogenní haló. Hyperechogenní léze je nezbytné odlišit od 

hemangiomů. 

USG je zobrazovací metoda určená k primárnímu záchytu jaterních lézí a v druhé 

době je obvykle doplněno CT nebo MR jater [50 s. 31-44, 51]. Nevýhodou USG je špatná 

reprodukovatelnost, která je ovlivněna i subjektivitou a erudicí sonografisty. Na straně 

pacienta mohou vyšetření negativně ovlivnit habitus pacienta, obezita, jaterní steatóza a 

přítomnost plynu mezi sondou a játry (např. plyn v tračníku, podkožní emfyzém).  
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USG lze využít i k provedení intervenčních výkonů jako je biopsie z jater nebo 

radiofrekvenční ablace (RadioFrequency Ablation, RFA). V posledních letech je však 

vytlačováno CT zobrazením nebo USG bývá použito jako doplněk CT navigace [52]. 

4.2.1.2 Ultrasonografie s podáním kontrastní látky 

USG s podáním kontrastní látky (Contrast - Enhanced Ultrasound, CEUS) je relativně 

novou možností, jak zpřesnit diferenciální diagnostiku jaterních lézí. Využití kontrastní 

látky v rámci USG vyšetření vedlo ke zvýšení sensitivity v diagnostice metastatického 

postižení jater [53]. Pro detekci jaterních metastáz se využívá kontrastní látky na principu 

mikrobublin (např. Sonovue obsahující fluorid sírový stabilizovaný fosfolipidovou 

membránou). Bubliny v krevním řečišti fungují jako odrážeč ultrazvukového vlnění a 

zvyšují tak echogenitu tkání [50 s. 31-40]. Kontrastní látka je vydýchána plícemi a 

nealteruje tak ledvinné funkce jako kontrastní látky u CT a MR vyšetření [54]. Diagnostika 

v rámci CEUS je založena na vyhodnocení sycení ložisek v jednotlivých fázích. Kontrastní 

látka je podána jako i.v. bolus. Po podání nejprve pozorujeme arteriální plnění přibližně 

do 20-35 sekund po aplikaci, portální (venózní) 30 - 120 sekund po aplikaci a pozdní fázi 

po 120 sekundách. Pro detekci jaterních metastáz jsou nejdůležitější fáze portální a 

pozdní. Hypovaskulární metastázy (např. metastázy adenokarcinomů – CRC, karcinomu 

pankreatu nebo žaludku) se v arteriální fázi buď nesytí kontrastní látkou, nebo se 

zvýrazňuje jejich periferní lem. Hypervaskulární metastázy (např. metastázy melanomu 

nebo neuroendokrinních tumorů) se díky rychlému arteriálnímu průtoku zobrazí jako 

nehomogenní zesílení signálu v arteriální fázi. V portální a pozdní fázi se jak 

hypovaskulární, tak i hypervaskulární metastázy zobrazují jako tmavé defekty, zatímco 

normální parenchym má stále zesílený signál. Pro jaterní metastázy je tedy typické rychlé 

vymytí kontrastní látky a pokles echogenity ložisek v případě hypervaskulárních metastáz 

[53] nebo v případě hypovaskulárních metastáz se ve všech fázích zobrazí jako 

hypoechogenní ložisko s eventuálně se vymývajícím lemem ložiska v průběhu pozdní fáze. 

CEUS je jako definitivní diagnostická metoda využíván u benigních lézí s typickým 

kontrastním obrazem (hemangiomy, fokální nodulární hyperplazie, fokální steatóza). 

V případě podezření na malignitu je stále nezbytné doplnění MR nebo CT vyšetření [50 
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s. 31-40], i když některé studie již ukazují sensitivitu i specificitu CEUS srovnatelnou s CT 

nebo MR. 

4.2.1.3 Peroperační ultrasonografie jater 

Peroperační USG jater (IntraOperative UltraSound, IOUS) je v současné jaterní 

chirurgii standardním vyšetřením, které vedle klasické aspekce a palpace využíváme jako 

základní zobrazovací metodu při operační exploraci jater. K IOUS je využívána speciálně 

tvarovaná sonda o vyšší frekvenci (4 – 10MHz), která se přikládá přímo k jaternímu 

povrchu. Úlohou IOUS je zhodnocení lézí, které byly zjištěny na předoperačním 

zobrazovacím vyšetření. Posuzuje se velikost a počet ložisek a jejich vztah k cévním a 

žlučovým strukturám, eventuálně jejich invaze do cév s tvorbou intravaskulárních trombů. 

Druhým úkolem IOUS je zhodnocení ponechávaného jaterního parenchymu. IOUS se také 

využívá ke kontrole zaváděných sond při otevřených RFA. IOUS pomáhá odhalit i ložiska, 

která nebyla na předoperačním zobrazovacím vyšetření patrna. Jak uvedla studie na 

Klinice zobrazovacích metod FN Plzeň, byla pomocí IOUS odhalena i ložiska, která nebyla 

patrna na předoperačním vyšetření. V případě CT a PET/CT nebylo odhaleno až 18 % 

ložisek, v případě MR nebylo odhaleno 10 % ložisek [55]. IOUS je tak zásadní pro 

peroperační zhodnocení resekability jaterních ložisek. IOUS je metoda, která má do 

budoucna vysoký potenciál v rámci plánování USG navigovaných jaterních resekcí. 

4.2.1.4 Vyšetření jater výpočetní tomografií 

CT břicha a jater je standardním vyšetřením u pacientů s diagnostikovaným CRC. Na 

jeho podkladě je možné vyjádřit podezření na infiltraci spádových lymfatických uzlin a 

případné metastatické postižení jater. Současně je i klíčovým vyšetřením jater před 

plánovaným operačním výkonem. Díky němu získáváme přehled o anatomii cévního 

zásobení a biliárního stromu, zjišťujeme množství a uložení ložiskových lézí a jejich vztah 

k cévním a žlučovým strukturám. U rozsáhlých resekcí počítáme z CT scanů předpokládaný 

objem pooperačně ponechané jaterní tkáně. Každou ložiskovou lézi je nezbytné 

individuálně posoudit, protože vedle sebe mohou koexistovat benigní i maligní léze. Jejich 

chybná interpretace pak nese i riziko chybně zvolené léčby [56 s. 266-271]. 
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V pooperačním follow up je CT jater spolu s USG základní vyšetřovací metodou včasné 

detekce rekurence onemocnění. 

Jaterní parenchym se na CT scanech zobrazuje jako hyperdenzní orgán (vůči ostatním 

orgánům dutiny břišní) o hodnotách kolem 50 Hounsfieldových jednotek (Hounsfield Unit, 

HU). V případě nativního vyšetření jater můžeme zachytit jen metastatická ložiska, která 

jsou velká a mají dostatečný denzní rozdíl oproti jaternímu parenchymu. Takové optimální 

podmínky však nacházíme zřídka [20 s. 89]. Vyšetření s podáním kontrastní látky je tak 

nezbytností. 

K vyšetření jater nejčastěji využíváme multidetektorové CT, které je schopné 

současně zaznamenat více datových stop, a tím umožní získat velmi tenké řezy a také 

dokonalou prostorovou orientaci v libovolné rovině. Pomocí technik DSCT (dual – source 

CT) a DECT (CT zobrazení duální energií) je možné získat mapu distribuce kontrastní látky 

a podrobněji tak zobrazit perfúzi jater a vaskularizaci ložisek [50 s. 64-66]. 

Rozvoj perfúzních CT můžeme zaznamenat po roce 2000 a jeho přínos je v posunu 

diagnostiky z morfologického popisu do funkční roviny. Játra mají unikátní anatomii 

cévního zásobení, kdy krev do jater přitéká jak arteriální cestou (20-25 % krevního 

průtoku), tak i cestou v. portae (75-80 % krevního průtoku). Oba systémy se pak potkávají 

v jaterních sinusoidách. V případě patologických změn dochází ke změně rezistence v 

jaterních sinusoidách (např. cirhoza jater), a tím i ke změně parametrů průtoku krve játry. 

U nádorových ložisek jsou změny v perfúzi jater dané v důsledku novotvořené 

angiogeneze. Perfúzní CT jater neudává jen celkový průtok krve v játrech, ale pomáhá 

odlišit i arteriální a portální perfúzi. K měření se využívá first pass efektu intravenózně 

podané jódové kontrastní látky přes jaterní parenchym. Na podkladě koncentrace 

kontrastní látky a změny denzit cév (a. hepatica propria, aorty, portální žíly), parenchymu 

jater a sleziny vypočítává software perfúzní parametry. Pro játra získáváme kromě 

obecných dat z perfúzního CT i data o arteriální a portální perfúzi a tzv. perfúzní jaterní 

index, který v procentech udává podíl arteriální perfúze na celkové perfúzi jater [57, 58]. 

Limitaci u CT vyšetření můžeme najít u ložisek menších než 1 cm, kdy klesá senzitivita CT 

vyšetření o více jak polovinu [59]. Některé práce však uvádějí, že perfúzní CT je schopné 

detekovat i mikrometastatické postižení jater. Toto je umožněno především faktem, že 

nádorové léze od velikosti 2-3 mm potřebují cévy pro svoji další výživu a růst. Ze studie 
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provedené na Klinice zobrazovacích metod FN Plzeň vedlo využití perfúzního CT jater ke 

zvýšení senzitivity v diagnostice CLM z 86 na 97,3 % [57]. 

Na podkladě cévního zásobení jater vycházejí i jednotlivé fáze, které jsou na CT po 

podání kontrastní látky snímány. První fází je fáze arteriální nastupující cca 20s po aplikaci 

kontrastní látky do žíly. Arteriální fázi dělíme na fázi časnou a pozdní. Časná fáze 

umožňuje odhalit variety v tepenné anatomii jater, pozdní arteriální fáze je užitečná 

k detekci hypervaskularizovaných ložisek. Druhou fází je fáze portální, která začíná kolem 

40 s a vrcholu dosahuje kolem 65s po aplikaci kontrastní látky. V portální fázi je dosaženo 

největšího kontrastu mezi jaterními lézemi a okolním parenchymem. Jsou zde i nejlépe 

vykresleny cévy portálního stromu a jaterních žil. Portální fáze je využívána k rutinním 

vyšetřením jater. V případě, že předpokládáme přítomnost maligních ložisek, je nezbytné 

provedení i fáze arteriální [56 s. 266-271]. Třetí fází je fáze ekvilibria (též venózní fáze), 

kdy se vytváří rovnovážný stav v parenchymu jater a homogenně se vysycuje 

extracelulární prostor. Této fáze je dosaženo po 3 minutách od aplikace kontrasní látky. 

Jako pozdní fáze je označován stav, kdy se z ložiskových lézí pomalu vyplavuje kontrastní 

látka, a zřetelný pokles denzity můžeme zaznamenat zhruba po 10 minutách [50 s. 64-66]. 

Při CT diagnostice patologických ložisek jater se hodnotí jejich denzita a charakter 

sycení kontrastní látkou. U sekundárních nádorů je důležité, jakou cestou byly metastázy 

do jater zaneseny. CRC metastazuje do jater cestou portální žíly. Tyto metastázy většinou 

nejsou vaskularizované z arteriálního řečiště. Proto se i na CT v arteriální i portální fázi 

zobrazují jako hypodenzní léze, které mohou mít hyperdenzní lem v portální fázi. V pozdní 

fázi jsou vzhledem k pomalému vymývání kontrastní látky hyperdenzní. Karcinomy 

konečníku však mohou metastazovat i cestou systémového oběhu. Zde se tedy můžeme 

setkat i s hypervaskularizací, a tudíž i hyperdenzitou již při arteriální fázi [50 s. 64-66]. Na 

perfúzním CT se u hypervaskularizovaných metastáz můžeme setkat s obdobným nálezem 

jako u hepatocelulárního karcinomu, kdy se zvyšuje arteriální perfúze spolu s jaterním 

perfúzním indexem a na druhou stranu se snižuje portální perfúze spolu s tranzitním 

časem a snížením permeability [51]. 
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Význam zbytkového jaterního objemu  

Pacienti, u kterých je zvažována velká resekce jater (3 a více jaterních segmentů), 

jsou ohroženi jaterním selháním v pooperačním období v závislosti na stavu jaterního 

parenchymu. Jako prevence pooperačního akutního jaterního selhání je ponechání 

dostatečného objemu zbytkového jaterního parenchymu (Future Liver Remnant Volume, 

FLRV) [6]. FLRV je předpokládaný objem jaterní tkáně, který je pacientovi ponechán po 

resekčním výkonu. Velikost FLRV pomáhá odhadnout minimální funkční rezervu jater. 

Součástí plánování rozsáhlých resekčních výkonů na játrech je tedy i předoperační CT 

vyšetření jater, při kterém jsou stanoveny objemy jednotlivých jaterních laloků, celkový 

objem jater (Total Liver Volume, TLV) a objem nádorových ložisek - v našem případě 

metastáz (Volume of Liver Metastases, VLM). FLRV je pak převeden na procenta jako 

poměr FLRV/TLV*100. Stanovení FLRV musí být provedeno individuálně u každého 

pacienta s přihlédnutím k rozsahu plánovaného výkonu. CT volumetrii lze provést jak 

z nativního CT, tak i z CT s podáním kontrastní látky. U vícefázového CT se k provedení CT 

volumetrie využívá venózní fáze, protože se zde nejlépe zobrazují i hranice nádorových 

ložisek [60]. 

Ke stanovení jaterních objemů využíváme buď manuální, nebo semiautomatickou CT 

volumetrii [61]. Zatímco manuální volumetrie má vysoké nároky na čas a erudici 

radiologa, semiautomatické metody jsou oproti manuální volumetrii uživatelsky 

jednodušší, rychlejší, ale jsou i stejně přesné [62]. Novým trendem CT volumetrií jsou i 3D 

vizualizace jater, plánování vedení resekčních linií na játrech a ozřejmení pefúzních 

parametrů na mikrostrukturální úrovni cévního řečiště jater [63, 64]. 

4.2.1.5 Magnetická rezonance jater 

MR využívá efektu magnetického pole, které excituje protonová jádra. Po vybuzení se 

jádra postupně dostávají zpět do klidového a rovnovážného stavu. Tyto relaxační časy 

jsou u každé tkáně jiné a lze je snímat a následně vyhodnotit. V porovnání s CT jater, MR 

dobře zobrazuje měkké tkáně především v jejich nativním obraze. Proti CT nebo USG jater 

však MR nepatří mezi rutinní vyšetření. V MR jater obvykle využíváme difúzí vážených 

obrazů a vyšetření pomocí hepatotropních kontrastních látek. U difúzí vážených obrazů je 

měřena schopnost molekul vody difundovat do tkání a zvyšovat tak jejich celulární 
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denzitu. V případě metastatického postižení jater je difúze vody omezena, což napomáhá 

zpřesnit diagnostiku metastáz oproti běžně používaným T1 a T2 váženým obrazům 

[50 s. 74, 65]. Další faktor, který výrazně pomáhá zpřesnit diagnostiku metastatického 

postižení jater, je použití pro hepatocyty specifických kontrastních látek. Z kontrastních 

látek se nejčastěji používají látky s gadoliniem, pro hepatocyty ideálně ve vazbě na 

cheláty. Dále se využívají preparáty s příměsí manganu nebo kyselina gadoxetová. Tyto 

hepatospecifické látky jsou vychytávány v hepatocytech a nejvyšší koncentrace dosahují 

přibližně 20 minut po jejich i.v. aplikaci. Léze, které neobsahují hepatocyty (např. CLM), se 

tak jeví jako hypointenzivní oproti zbylému parenchymu.  

MR jater je využívána především v případě, kdy není možné provedení CT nebo v 

případě diagnostických rozpaků na USG nebo CT jater, protože difúzí vážené obrazy dobře 

odliší jaterní cysty a hemangiomy od CLM. Barral ve svém shrnutí uvádí sensitivitu 86 % a 

specificitu až 94 % v diagnostice CLM. V rámci diagnostiky jaterních lézí také doporučuje 

při MR vyšetření kombinovat difúzí vážené obrazy a T1 vážené obrazy [66]. 

V rámci MR vyšetření lze provést MR cholangiopankreatografii (Magnetic Resonance 

CholangioPancreatography, MRCP) a zobrazit biliární a pankreatické cesty. 

4.2.1.6 Pozitronová emisní tomografie 

Hybridní metody využívající PET v kombinaci s některou z konvenčních zobrazovacích 

metod (CT nebo MR) jsou nezastupitelné při stagingu onkologických pacientů. PET je 

metoda využívající aplikaci radiofarmaka a jeho akumulaci ve tkáních na podkladě 

fyziologických a patofyziologických pochodů. Po i.v. aplikaci radiofarmaka dochází k jeho 

distribuci do orgánů. Radiofarmaka emitují pozitronové částice ze svého jádra. Následně 

interaguje s nejbližším elektronem ve svém obalu za vzniku dvou fotonů, které jsou 

emitovány ze tkání. Tyto fotony jsou v celém těle snímány gama kamerou. Nejvíce 

rozšířeným radiofarmakem, které je při PET používáno, je značená 18-fluordeoxyglukóza 

(18-FluoroDeoxyGlucose, 18FDG). Tento analog glukózy vstupuje do buněk stejnou cestou 

jako glukóza. V buňce je fosforylován hexokinázou na 18FDG-6-fosfát, který již buňky dále 

nezpracovávají, a radiofarmakum se tak v buňce akumuluje. Tkáně s vysokým 

metabolickým obratem akumulují větší množství této látky. Jedná se především o 

nádorová a zánětlivá ložiska. Díky rychlému růstu buněk v nádorových tkáních, a tím i 
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vysoké potřebě glukózy jsou nádorové léze zobrazeny vysokým kontrastem oproti méně 

metabolicky aktivním tkáním. Samotné PET však má špatné prostorové rozlišení, a proto 

je prováděno jako hybridní metoda nejčastěji v kombinaci s CT nebo MR. V onkologii mají 

tyto hybridní metody význam především k vyloučení vzdálených a neočekávaných ložisek. 

[50 s. 76-77, 56 s. 234-240]. 

PET/MR je zcela nová metoda nabízející kombinaci vysokého rozlišení měkkých tkání 

v kombinaci s jejich metabolickou aktivitou. Jak shrnuje Karaosmanoglu v porovnání 

s PET/CT má PET/MR větší senzitivitu v detekci CLM , má velký přínos při hodnocení 

efektu jak systémové, tak i lokoregionální léčby [67]. 

4.2.2 Chirurgická léčba jaterních metastáz kolorektálního karcinomu 

Chirurgická léčba jaterních metastáz je základním kamenem léčebné strategie. Jako 

jediná metoda nabízí pacientovi šanci na kompletní odstranění nádorových ložisek. 

V kombinaci s onkologickou léčbou cílenou na mikrometastatické postižení tak lze 

dosáhnout i kurativní léčby a celkové remise pacienta [68]. CLM se vytvoří až u 50 % 

pacientů léčených pro kolorektální karcinom [3], ale bohužel jen 20 - 25 % těchto pacientů 

je primárně resekabilních [69, 70]. U pacientů s primárně neresekabilními CLM je možné 

volit mezi několika přístupy. V prvé řadě je nezbytné zvážit postupy, které pacientovi 

mohou nabídnout radikální chirurgický výkon. Sem patří využití neoadjuvantní 

chemoterapie s downsizingem CLM a následnou jaterní resekcí. Další možností je 

provedení etapového výkonu nebo využití augmentačních metod, např. embolizace větve 

portální žíly (Portal Vein Embolization, PVE) - typicky u bilobárních lézí [8]. 

K dalším metodám patří paliativní postupy. Zde bychom na prvním místě měli uvést 

destrukční metody, jako jsou RFA – otevřená nebo pod CT přístupem, mikrovlnná nebo 

laserová ablace a kryoablace. Dále je možné využití radiointervenčních výkonů v podobě 

transarteriální chemoembolizace (TransArterial ChemoEmbolization, TACE) 

(transarteriální chemoembolizace) nebo transarteriální radioembolizace [50 s. 173-191]. 

Jako poslední modalita pak zůstává samotná paliativní chemoterapie.  

4.2.2.1 Indikace pacientů k jaterním resekcím 

Díky pokroku v resekčních technikách, technickému zázemí operačních sálů, 

perioperační a pooperační péči a zlepšování diagnostických a zobrazovacích metod došlo 
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k významnému navýšení počtu pacientů, kteří jsou schopni podstoupit resekční výkon. 

Mezi významné faktory, které v minulosti kontraindikovaly resekční výkony, patřila 

nevhodná lokalizace metastáz (bilobární uložení metastáz), vysoký počet (více než 3) a 

velikost metastáz, mimo jaterní šíření CRC a postižení lymfatických uzlin jaterních pediklů 

[20 s. 168, 71]. Fong ve své studii uvádí celkem 7 negativních faktorů, které zhoršují 

prognózu pacientů s CLM. Jsou to pozitivní resekční linie, extrahepatální postižení, 

infiltrace lymfatických uzlin u primárního nádoru, doba mezi odstraněním primárního 

ložiska a rozvojem metastáz kratší než 12 měsíců, počet CLM větší než 1, velikost CLM 

větší než 5 cm a předoperační hladina CEA vyšší než 200ng/ml [72]. Tyto faktory jsou 

v dnešní době považovány za prognosticky nepříznivé, ale jako takové nekontraindikují 

chirurgický výkon. 

4.2.2.2 Posouzení resekability 

Při posuzování resekability CLM nejprve zvažujeme samotnou technickou 

proveditelnost tak, abychom dosáhli R0 resekce. Resekabilita je ve většině případů dána 

uložením CLM a jejich vztahem eventuálně i invazí k portálním strukturám a jaterním 

žilám. Pokud to anatomické poměry dovolí, snažíme se provést resekční výkon s 

uchováním co největšího objemu jaterního parenchymu. Toto platí i v případě bilobárních 

nebo víceložiskových lézí, kde preferujeme menší neanatomické resekce nebo 

metastazektomie. U anatomicky nevhodně uložených bilobárních lézí je v dnešní době 

možné využít i etapové postupy, které budou zmíněny níže.  

V případě extrahepatálních metastáz je nutné posoudit resekabilitu i těchto ložisek 

(nejčastěji intraabdominální lymfatické uzliny a plicní metastázy). Dostupná data 

nasvědčují, že operační výkony na játrech jsou přínosné i v případě limitovaného 

extrahepatálního postižení nebo extrahepatálního postižení, u kterého je předpoklad 

dlouhodobého přežití při podání onkologické léčby [73]. Např. v případě plicních ložisek 

následují metastazektomie nebo plicní resekce v druhé době po operaci jater s relativně 

uspokojivými výsledky. Na naší klinice byl u těchto pacientů medián OS 83 měsíců [74]. 

Vysoký věk pacienta není kontraindikací resekčního výkonu, pokud je biologický věk 

pacienta nižší a pokud operační výkon pacientovi poskytne delší OS a dostatečnou kvalitu 

života v pooperačním období [75]. 
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Mezi faktory určujícími operabilitu pacientů patří i celkový stav pacienta. Je nutné, 

aby interní komorbidity nelimitovaly operační výkon, a to především po stránce kardiální, 

respirační, renální a endokrinní. Pacienty, kteří jsou zvažováni k operačnímu výkonu, je 

nezbytné posoudit i z hlediska možnosti rozvoje akutního jaterního selhání v pooperačním 

období, a to především u rozsáhlých jaterních resekcí (více jak tří segmentů) [76]. 

K posouzení  rizika rozvoje jaterního selhání nám slouží anamnéza a dokumentace o 

podaných chemoterapeutických cyklech a odezva onemocnění na jejich podání. Dále 

využíváme CT volumetrie se stanovením FLRV a eventuálním posouzením difúzního 

jaterního onemocnění, pokud je na CT rozlišitelné. Další možností je doplnění funkčního 

vyšetření jater. Kontraindikací výkonu je difúzní onemocnění jater, které by při podání 

onkologické léčby mohlo progredovat do jaterního selhání. Relativní kontraindikací 

výkonu jsou nádorová onemocnění jater, která nereagují na podanou neoadjuvantní 

onkologickou léčbu, a to jak v kombinaci s biologickou léčbou, tak i po změně 

chemoterapeutického režimu. 

Předoperační vyšetření krve zahrnující stanovení bilirubinu, alkalické fosfatázy, 

gamaglutamyltransferázy, alaninaminotransferázy, aspartátaminotransferázy, albuminu a 

hemokogulační vyšetření, je základním screeningem, který nám dává prvotní informaci o 

stavu jaterního parenchymu. Součástí odběrů krve je i stanovení onkologických markerů, 

především CEA, CA19-9 a alfa fetoproteinu. Hladiny biochemických markerů jsou pak 

využity v rámci skórovacích systémů, které pacienty rozdělují do skupin podle závažnosti 

jejich jaterního postižení. Nejznámější je Child-Pughova klasifikace. Tato klasifikace je 

využívána hlavně u pacientů s difúzním jaterním postižením, především cirhózou. Pacienti 

jsou rozděleni do tří skupin na základě biochemických a klinických parametrů tak, jak 

shrnuje obr. 3. Pacienti ze třídy A jsou hodnoceni jako málo rizikoví pacienti, naopak 

skupina C jako vysoce rizikoví pacienti. Pacienti ze třídy A a B ještě mohou být indikováni 

k resekčním výkonům. Třída C je kontraindikací jaterních resekcí [76]. 

K posouzení funkce jater u pacientů s CLM využíváme na naší klinice retenční test s 

indocyaninovou zelení (IndoCyanin Green, ICG). Tento test hodnotí jaterní clearence ICG a 

jaterní exkreční funkci. ICG je látka rozpustná ve vodě, která je z cirkulace eliminována 

v játrech a následně vyloučena do žlučových cest. V rámci testu se hodnotí míra eliminace 

ICG z plazmy (Plasma Disappearance Rate, PDR) a míra retence ICG po 15 minutách 
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(Retention rate at 15 minutes, R15). Normální hodnoty pro PDR jsou 18-25 %/min u R15 

0-10 %. Na základě R15 je vyjádřen i vztah k rozsahu jaterní resekce, jak ukazuje obr. 4 

[77]. 

K ozřejmení funkčního stavu jater je možné využít i radionuklidové vyšetření, při 

kterém je využíván techneciem značený lidský sérový albumin (Tc - Galactosyl Serum 

Albumin, Tc-GSA) nebo techneciem značené deriváty kyseliny imidooctové (Tc - 

Hepatobiliary IminoDiacetic Acid, Tc-HIDA). Tc-GSA je vychytáváno specifickými receptory 

na sinusoidálních membránách hepatocytů. V případě chronického jaterního postižení se 

snižuje množství těchto receptorů, což se projeví i při vyšetření na dynamické scintigrafii 

zaměřené na játra a srdce, kde je měřena akumulace v krvi. Maximální akumulace 

radiofarmaka v játrech je při normální funkci dosaženo po 30 minutách.  

 

 

Obr.  3 :  Ch i l d -P ughova  kl a s i fi ka c e  j a t e rn í c h  funkc í  [7 7 ] 

 

 

Obr.  4 :  R1 5  a  j e ho  vzt a h  k rozs a hu  j a t e rn í  re s e kc e  [7 7 ] 
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Tento test se využívá především u pacientů s primárním tumorem jater a je využíván 

především v Japonsku. V USA a v Evropě dostupný není [56 s. 35]. Zde je pak využíván test 

pomocí Tc-HIDA. Tato látka je taktéž vychytána hepatocyty a exprimována do žluči. Po 

jejím nahromadění ve žlučníku je evakuována po i.v. podání cholecystokininu do duodena. 

Celý proces je opět snímán scintigrafickou kamerou. Clearence Tc-HIDA je tedy 

ovlivňována jak funkcí hepatocytů, tak i zpomalením pasáže žlučovými cestami. 

Z nasnímaných akumulací farmaka v játrech a srdci lze matematickými modely stanovit 

jaterní exkreční frakci, která vyjadřuje množství vychytané HIDA při jednom průtoku jater. 

Normální hodnoty jsou 90-100 %, u závažných poruch jsou jen 10 % [77]. 

4.2.2.3 Chirurgické výkony na játrech 

Chirurgická anatomie jater 

Chirurgické výkony na játrech vycházejí z anatomického uspořádání jater. Místo 

klasické anatomie však využíváme tzv. funkční anatomii jater a rozdělení jater dle 

Couinauda. To je určeno na podkladě cévního zásobení jater z portální žíly a následně i 

jaterních žil. Do jater je krev přiváděna portální žilou a vlastní jaterní tepnou. Z jater pak 

vycházejí pravá, střední a levá jaterní žíla. Portální žíla rozděluje játra na pravý a levý lalok, 

zatímco jaterní žíly rozdělují játra na čtyři sektory. Tento proces je někdy nazýván jako 

interdigitace, protože rozdělení připomíná prsty ruky. Pro přehlednější orientaci je 

přiložen i obr. 5,6,7,8. Pravý jaterní lalok je rozdělen pravou jaterní žílou na dorzální a 

ventrální (anteriorní) sektor, levý jaterní lalok je rozdělen levou jaterní žílou na laterální a 

mediální sektor. Střední jaterní žíla odděluje mediální a ventrální sektor. Jak je zmíněno 

výše, na podkladě zásobení jater z vena portae jsou játra rozdělena na pravý a levý lalok. 

V případě podvazu jedné z hlavních větví portální žily se tato linii demarkuje jako Rex-

Cantlie linie, která probíhá od fundu žlučníku k vyústění v. hepatica media. Pravá větev v. 

portae se následně větví pro ventrální a dorzální sektor. Pro ventrální sektor pak vydává 

terminální větve pro segment V a VIII a v dorzálním sektoru terminální větve pro segment 

VI a VII. Levá větev v. portae se dělí na větve pro laterální sektor a mediální sektor. 

V laterálním sektoru se dělí na terminální větve pro II. a III. segment. V mediálním sektoru 

se nacházejí terminální větve pro segment IVa a IVb. Samostatnou jednotkou je SI (lobus 

caudatus), který se nachází mezi dolní dutou žílou a větvením portální žíly. SI má 
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samostatné cévní zásobení z obou větví portální žíly (a stejně tak i z jaterní tepny) a je 

drenován řadou drobných spojek do dolní duté žíly. Dle Couinauda tedy rozlišujeme 8 

jaterních segmentů. Levý jaterní lalok je tvořen segmenty II, III a IV (tzv. lobus quadratus, 

který je dělen na segment IVa a IVb). V pravém laloku, který je větší a tvoří cca 60 % 

jaterní tkáně, pak rozlišujeme SV, SVI, SVII a SVIII. Pro lepší orientaci jsou přiloženy obr. 7 

a 8. Jednotlivé segmenty mají i příslušné větve jdoucí z a. hepatica propria a jsou 

drenovány do odpovídajících žlučových kanálků, které odpovídají větvení v. portae [20 

s. 144-154, 50 s. 11-26, 78]. 

  

Obr.  5  a  6 :  rozdě l e ní  j a te r  na  s e kt ory v  zá vi s l osti  na  j a t e rn í c h  ži l á c h  R - pra vá  j a t e rn í  ží l a ,  M s t ře dn í  j a t e rn í  
ží l a ,  L  l e vá  j a t e rn í  ží l a  [7 8 ] 

 

  

Obr.  7  a  8 :  rozdě l e ní  j a te rn í c h  s e gme nt ů  na  podkl a dě  vě t ve n í  j a t e rn í c h  ži l  a  port á l n í  ží l y .  L  - l e vá  vě t e v v.  
port a e ,  R - pra vá  vě t e v v.  port a e ,  j e dnot l i vá  č í s l a  ozna č u j í  da né  j a t e rn í  s e gme nt y[7 8 ] 

 

Základy jaterních resekcí 

Jaterní resekce lze rozdělit na resekce neanatomické a anatomické. Neanatomické 

resekce jsou resekce, které nerespektují jaterní segmenty. Obvykle se jedná o menší 

výkony v podobě excizí, metastazektomií nebo klínovitých resekcí. Zásadou je odstranit 
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metastázu s  ponechaným lemem zdravého jaterního parenchymu. Mikroskopicky by 

měla být resekční linie vzdálená 1mm od CLM [79]. Anatomické resekce jsou takové 

resekce jaterního parenchymu, které respektují jejich segmenty, a tudíž i cévní zásobení. 

U jaterních resekcí existuje několik názvosloví, které tyto výkony popisují. V dizertační 

práci je používána Brisbain klasifikace z roku 2000. V případě odstranění jednoho 

segmentu hovoříme o segmentektomii. Při odstranění 2 segmentů o bisegmentektomii. 

V případě resekce SV, SVI, SVII a SVIII udáváme, že jde o pravostrannou hepatektomii. U 

rekce SIV, SII a SIII mluvíme o levostranné hepatektomii. Pokud tyto výkony doplníme o 

resekci dalšího segmentu, mluvíme o rozšířené (extendované) jaterní hepatektomii. Jako 

mesohepatektomii nebo centrální resekci jater označujeme výkon, kde resekujeme SI, SIV, 

SV a SVIII [20 s 165-169, 50 s 121-122, 79]. Trendem v dnešní době je preferovat 

parenchym šetřící výkony, jejichž dlouhodobé výsledky jsou stejné v porovnání s velkými 

anatomickými resekcemi. Tyto postupy navíc šetří jaterní parenchym i z hlediska 

opakovaných jaterních resekcí při recidivě CLM [79, 80]. 

Základem chirurgické léčby je dosažení R0 resekce, a tedy maximální možné 

radikality výkonu. V případě resekcí CLM prošla kritéria na radikalitu resekcí významným 

vývojem. V minulosti byl za R0 resekci považován výkon s ponecháním minimálně 1 cm 

zdravé tkáně. Jako R1 resekce pak byl označován výkon, který ponechal lem zdravé tkáně 

v rozmezí od 1 do 9 mm. Za R2 resekce byl považován výkon, kde byla resekční linie 

v kontaktu s CLM [81]. Tato kritéria byla vytvořena v důsledku obavy, že ponechání 

menšího množství než 1 cm zdravé tkáně snižuje OS pacientů a zvyšuje riziko rekurence 

v důsledku mikrometastatického postižení v okolí CLM [81, 82]. Pod tíhou dalších studií 

však byly tyto limity postupně snižovány [83. Dnes je uznávaný jako R0 jaterní resekce 

jakýkoliv výkon, kde resekční linie mikroskopicky ani makroskopicky nezasahuje do CLM. 

Resekční výkon, kde resekční linie mikroskopicky zasahuje do CLM je označován jako R1. 

R2 jsou výkony, kde je makroskopicky patrný kontakt resekční linie a CLM [82, 94].  

4.2.2.4 Etapové resekce 

Až u 50 % pacientů léčených pro CRC se vytvoří CLM [3]. Bohužel jen čtvrtina těchto 

pacientů je primárně resekabilních [69, 70, 85]. Hlavní příčinou primární neresekability 

CLM je nedostatečný FLRV, který by měl být u zdravého jaterního parenchymu větší než 
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30% a u poškozeného parenchymu (např. prolongované chemoterapie, steatohepatitídy 

apod.) více než 40 % [6]. FLRV můžeme zvětšit některými z augmentačních metod, mezi 

které řadíme ligaci větve portální žíly (Portal Vein Ligation, PVL), PVE a tzv. Associating 

Liver Partition and Portal vein Ligation for Staged hepatectomy (ALPPS). 

 

Ligace větve portální žíly 

V roce 1920 Rous jako první provedl experiment s PVL na králících a psech, u kterých 

pozoroval, jak jaterní parenchym s ligovaným portálním řečištěm atrofuje a neokludovaný 

jaterní parenchym hypertrofuje [86]. V sedmdesátých letech 20. století pak tuto myšlenku 

využil Honjo, který PVL využil u 22 pacientů s inoperabilními primárními tumory jater. 

Metoda byla dobře snášena a měla minimum komplikací [7].  

Při PVL je během operačního výkonu provedena izolace a podvaz větve portální žíly 

na straně jaterního nádoru. Bezprostřední efekt PVL lze ověřit jednak pohledem při 

demarkaci Rex-Cantileho linie, ale také je možné provést USG s dopplerometrickou 

kontrolou krvního toku [87]. 

 

Embolizace větve portální žíly  

PVE je dnes již dobře etablovaná metoda, jak předoperačně navýšit nedostatečný 

FLRV [88]. První klinické použití PVE je přisuzováno Makuuchimu a Takayasuovi, kteří 

od roku 1982 využívali PVE u pacientů s Klatskinovým tumorem [89,90]. Od té doby vyšla 

již řada studií, které potvrdily bezpečnost této metody, a v současné době patří PVE ke 

standardnímu způsobu, jak navýšit FLRV. 

PVE je obdobně jako PVL metoda, při které je uzavřena část portálního řečiště a tok 

portální krve je tak přesměrován do neokludovaného řečiště. Okluze se provádí na straně 

plánované operace. V důsledku tohoto výkonu dochází ke kompenzatorní hypertrofii 

jaterního parenchymu neokludovaného portálního řečiště. Naopak na straně jaterního 

parenchymu s tumorem a okludovaným portálním řečištěm dochází k atrofii jaterního 

parenchymu, viz obr. 9a-9c. 
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Obr.  9 a -9 c :  me c ha ni smus e fekt u e mbol i za c e /l i ga c e  pra vé  vě t ve  port á l n í  ží l y .  9 a :  t umor  pra vé ho j a t e rn í ho  
l a l oku  ře š i t e l ný rozs á h l ou  j a t e rn í  re s e kc í ,  a l e  s ouč a s ně  n í zkým FL RV.  9 b :  prove de ní  P VE.  9 c :  proc e s  
kompe nza torní  hype rt rofi e  FL RV a  a t rofi e  j a t e rn í ho  pa re nc hymu s  okl udova ným port á l n í m ře č i š t ě m.  1 .  v .  
port a e ,  2 .  pra vý j a te rn í  l a l ok,  3 .  l e vý j a t e rn í  l a l ok  s  ne dos t a č u j í c í m FL RV,  4 .  t umor. ,  5 .  e mbol i za c e /l i ga c e  
pra vé  vě t ve  v.  port a e,  6 .  a t rofi e  j a t e rn í ho  pa re nc hymu s  okl udova ným port á l n í m ře č i š t ě m,  7 .  hype rt rofi e  
FL RV.  P ouži t o  s e  s ouh l a s e m a ut ora  obrá zků  MUDr.  Ondře j e  Vyč í t a l a ,  P h .D .  

Mechanismus regenerace jater a hypertorfie jater po PVL, PVE 

Regenerační schopnost jater je dána dvěma základními mechanismy. Prvním je 

replikace samotných hepatocytů, druhým je vytvoření nových jaterních buněk 

z progenitorových buněk. V játrech jsou progenitorové buňky nazývané oválné buňky 

(Ovall Cells, OCs). Při poranění jater jsou aktivovány pochody, které vedou k replikaci 

hepatocytů. V případě těžkého jaterního inzultu, kdy je potlačena replikační schopnost 

hepatocytů, se do regeneračních pochodů zapojují oválné buňky [91]. 

Vyvolávajícím mechanismem, který stimuluje regeneraci jater, je u obou zmíněných 

situací změna hemodynamických poměrů v portálním řečišti. Po PVL a PVE stoupá průtok 

krve v ponechaném nebo neokludovaném portálním řečišti. Vysoký intraportální tlak 

způsobuje stresovou reakci endoteliálních buněk, hvězdicovitých buněk a Kuppferových 

buněk v oblasti jaterních sinusoid. Ty začnou vyplavovat řadu působků, které aktivují 

replikační procesy v játrech [88]. 

Celý proces dělení hepatocytů lze rozdělit do tří fází – priming hepatocytů, fáze 

vlastního dělení hepatocytů a terminální fáze. V každé fázi se uplatňují jiné působky. 

Ty nejpodstatnější shrnuje obr. 10. Priming hepatocytů je proces, kdy se hepatocyty, 

které se nacházejí v G0 klidové fázi buněčného cyklu, přepnou do fáze G1. V této fázi se 

uplatňují především tumor nekrotizující faktor alfa (Tumor Necrosis Factor alpha, TNF-α) a 

IL-6, které jsou uvolňovány především z Kupfferových buněk. Po reakci s příslušnými 

receptory na povrchu hepatocytů se aktivují kaskády vnitřních poslů, které v jádrech 

hepatocytů spouštějí pochody zakončené replikací DNA, a hepatocyt tak vstupuje do G1 

fáze buněčného cyklu.  

37 



 

Obr.  1 0 :  c yt oki ny,  i n t e r l uki ny a  růs t ové  fa kt ory ovl i vňu j í c í  buně č ný c ykl us  he pa t oc yt ů  [9 2 ] 

 

Dále je buněčný cyklus ovlivňován růstovými faktory. Prvním z faktorů, který 

ovlivňuje hepatocyt mezi fázemi G1 a S, je inzulin a inzulinu podobný růstový faktor 

(Inzuline like Growth Factor, IGF) [92]. Díky portálnímu řečišti jsou játra orgánem, přes 

který prochází veškerá produkce inzulinu secernovaná pankreatem. V experimentálních 

modelech vedlo snížení přísunu inzulinu do jater k atrofii jater, která byla reverzibilní po 

opětovném podání inzulinu. Ve studiích s kulturami hepatocytů byla prokázána snížená 

odpověď na stimulaci mitogeny v případě absence inzulinu. Inzulin je tak důležitým 

regulačním faktorem v udržení homeostázy hepatocytů, ale nejedná se o přímý mitogen. 

Faktory, které provedou hepatocyt prakticky celým buněčným cyklem, jsou především 

hepytocytární růstový faktor (Hepatocyte Growth Factor, HGF) a rodina epidermálních 

růstových faktorů (Epidermal Growth Factors, EGFs). HGF je produkován 

z neparenchymových buněk jater a na játra tak má parakrinní a endokrinní efekt. Část 

HGF je ukládána v jaterní extracelulární matrix. Odtud je HGF uvolněn tkáňovým 

aktivátorem plasminogenu, který je exprimován endoteliálními buňkami v případě zvýšení 

proudění v portální žíle [93]. Vysoké hladiny HGF jsou tak přítomny od samotného začátku 

buněčného cyklu hepatocytů a patří mezi zásadní mitogenní faktory. Rodina EGFs 

zahrnuje celou řadu růstových faktorů, kde nejvýznamnější úloha je přisuzována 

transformujícímu růstovému faktoru alfa (Transforming Growth Factor alpha, TGF-α). 

Tento faktor je produkován samotnými hepatocyty a má tak autokrinní efekt. EGFs po 

vazbě na příslušný receptor spouští pochody zakončené replikací DNA a dělením 

hepatocytů [92]. Terminální fáze buněčného cyklu hepatocytů vede k opětovnému 
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přepnutí hepatocytů do klidového stádia G0. V této fázi buněčného cyklu hepatocytů je 

úloha ukončení regenerace přisuzována transformujícímu růstovému faktoru beta 

(Transforming Growth Factor beta, TGF-β) a Activinu. Oba faktory patří mezi silné 

mitoinhibitory epiteliálních buněk. TGF-β je produkován především v mesenchymálních 

buňkách. Jeho produkce je regulována hladinou EGFs a především HGF. Na druhou stranu 

TGF-β působí jako supresor pro HGF. Současně i stimuluje hvězdicovité buňky k tvorbě 

extracelulární matrix a vytváření jaterních sinusoid. Extracelulární matrix vyvazuje HGF do 

svých struktur a po vyrovnání hladin HGF a TGF-β jsou tak hepatocyty usazeny v klidovém 

stádiu do svých typických histologických struktur [93]. 

V případě rozsáhlého jaterního postižení, kdy je narušena replikace hepatocytů, jsou 

do regeneračních pochodů zapojeny i oválné buňky (OCs). Tyto buňky jsou jaterními 

progenitorovými buňkami, které se nacházejí v Heringových kanálcích (terminální část 

žlučových cest), a jsou schopné se diferencovat jak do hepatocytů, tak i do cholangiocytů. 

K jejich aktivaci dochází po 2-3 dnech od inzultu [93]. 

Odpověď OCs na inzult lze rozdělit do několika kroků, kterými jsou: aktivace, 

proliferace, migrace a diferenciace OCs vedoucí ke vzniku nového hepatocytu nebo 

cholangiocytu (obr. 11). Jako faktor, který OCs aktivuje a vyvolá jejich proliferaci, je 

udáván IL-6 [94, 95]. OCs následně migrují a kolem 7. dne po inzultu se dostávají 

k poškozenému místu v játrech. Migrace OCs je ovlivňována řadou faktorů, a to 

především HGF, rodinou EGFs a od stromatu odvozeného růstového faktoru (Stromal 

Derived Factor, SDF) [91]. Fáze migrace trvá zhruba dalších 7 dní [96]. V momentě, kdy 

migrující OCs dosáhnou svého cíle, začíná diferenciace do finální somatické buňky. Během 

regenerace jater navozené OCs se kolem OCs kumulují makrofágy a myofibroblasty, které 

vytvářejí niché potřebnou pro expanzi OCs. Na podkladě signálů z této niché se v OCs 

aktivuje příslušná kaskáda vnitřních poslů. V případě diferenciace do hepatocytu se 

aktivuje Wnt kaskáda, v případě diferenciace do cholangiocytu se aktivuje tzv. Notch 

kaskáda [96, 97]. 
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Obr.  1 1 :  pře h l e d  j e dnot l i výc h  fá zí  vývo j e  OCs  a  fa kt orů ,  kt e ré  vývo j  s t i mul u j í  [1 0 5 ] 

 

Postupnou replikací hepatocytů a proliferací a diferenciací OC jsou játra schopná se 

zrestaurovat do původního objemu tkáně. Na konci regenerace se v játrech vyskytuje 

větší procento hepatocytů než byl původní počet. Sakamoto popsal, že hepatocyty na 

konci regenerace prochází apoptotickou vlnou, která finálně upraví jejich počet [98]. Ve 

studiích na psech, kde byla provedena transplantace velkých jater do malého zvířete a 

naopak, bylo možné pozorovat, jak se váha a velikost jater upravila v závislosti na velikosti 

zvířete. Michalopoulos ve svém shrnutí nazývá tento finální krok regenerace jater 

„hepatostat control system“ [93]. Finální tvar jater po dokončení regeneračního procesu 

nemá stejnou anatomickou strukturu, ale jedná se o proces kompenzatorní hypertofie za 

ztracenou tkáň [99]. 

 

Provedení PVE 

PVE se provádí perkutánním transhepatálním přístupem obvykle na straně jaterního 

laloku, kde je PVE plánována [100]. Při PVE je nejprve provedena portografie a po 

ozřejmení anatomie portálního stromu je provedena samotná embolizace [101, 102]. 

Mezi nejčastěji používané embolizační materiály patří želatinové pěny, coiling, 

kyanoakrylát, polyvinyl alkohol, fibrin nebo lipiodol.Velmi spolehlivým embolizačním 

materiálem jsou deriváty kyanoakrylátu. Samotný kyanoakrylát je cytotoxický a může 

vyvolat jaterní nekrózu. Nejčastěji je používán derivát n-butyl kyanoakrylát ve směsi 
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s jodizovaným olejem, např. jako preparát Histoacryl. Tento materiál je schopen vydržet 

více než 4 týdny od PVE bez rekanalizace v. portae. Kyanoakrylát snadno proniká do větví 

portální žíly druhého a třetího řádu a kompletně tak vyplní povodí dané větve portální 

žíly. Tím lze omezit i případné snížení efektu PVE možnými mezilalokovými kolaterálami. 

Rizikem však je i snadný únik kyanoakrylátu do FLRV a tím i snížení efektu PVE. 

Kyanoakrylát také nese riziko vzniku nekróz a fibrózní reakce kolem portální triády a tím i 

ztížení následujícího operačního výkonu [103, 104, 105]. 

Posouzení FLRV je nejčastějším faktorem, na jehož základě indikujeme PVE. Podle 

dostupných studií pacienti se zdravým jaterním parenchymem potřebují ponechání FLRV 

minimálně 25 % [106]. Ferrero ve své studii uvádí FLRV 26,5 % [107], aby u pacientů 

nedošlo k pooperační jaterní insuficienci. Jsou však i doporučení, která udávají, že u 

zdravých jater je dostačující i FLRV 20 % [73]. Obecně přijímaný fakt je, že u pacientů se 

zdravým jaterním parenchymem ponecháváme FLRV v rozmezí 25-30 % [108]. Avšak 

s touto situací se v klinické praxi setkáváme velmi málo. 

Pacienti s CLM obvykle podstupují onkologickou léčbu, která ovlivňuje morfologické a 

fyziologické poměry v játrech [109], a zvyšuje tak i riziko pooperačních komplikací. 

V případě resekčních výkonů jsou tito pacienti zatíženi vyšším rizikem jaterního selhání. 

Proto je u nich nutné ponechání i vyššího FLRV. V případě standardních 

chemoterapeutických režimů (tzn. při neoadjuvantní chemoterapii před resekcí jater 

v rámci down sizingu 6 cyklů a v případě adjuvantní chemoterapie po resekci primárního 

tumoru 12 cyklů) je doporučeno ponechat 30-35 % FLRV. K PVE tak indikujeme pacienty, 

kteří mají FLRV menší než 30 %. V případě prolongované chemoterapie (12 cyklů a více), 

nebo primárního poškození jaterní tkáně (např. cirhózou) je vhodné počítat s FLRV 

minimálně 40 % [6, 109, 110]. U menších objemů tak opět indikujeme PVE. Kromě 

prolongované chemoterapie, která může vyvolat sinusoidální obstrukční syndrom 

(Sinusoidal Obstruction Syndrom, SOS) nebo chemoterapií vyvolanou steatohepatitidu 

(Chemotherapy - Associated Steatohepatitis, CASH) a tím negativně ovlivnit regenerační 

kapacitu jater, je jako další negativní faktor jaterní regenerace udáván diabetes mellitus. 

Deficit inzulinu vyvolává steatózu a při kombinaci s chemoterapií i steatohepatitidu, která 

opět narušuje regenerační potenciál jater. Význam inzulinu a IGF byl již zmíněn výše. U 

pacientů s diabetem je tedy nutné předpokládat, že mohou mít sníženou regenerační 
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schopnost jater. I k tomuto faktu můžeme přihlédnout v případě zvažování indikace k PVE, 

a to především v situacích, kdy jsou výše zmíněná indikační kritéria hraniční.  

Nárůst FLRV je sledován pravidelnými CT kontrolami v intervalu 2-4 týdnů od 

provedení PVE. V případě, že v tomto období nedojde k nárůstu požadovaného FLRV, 

opakuje se další CT s odstupem 1 měsíce od posledního CT [6]. Obvyklá doba nárůstu 

FLRV, tzn. doba mezi PVE a resekčním výkonem, je 14 - 42 dní (2 – 6 týdnů), v průměru 25 

dní (3,5 týdne) [111]. Rychlost nárůstu FLRV je závislá na jeho výchozím objemu. Bylo 

prokázáno, že játra s menším vstupním FLRV mají rozsáhlejší následnou hypertrofii [6, 

112, 113]. 

Průběh nárůstu FLRV může být, mimo výše zmíněnou chemoterapii a diabetes 

mellitus, negativně ovlivněn i dalšími faktory. Patří mezi ně biliární obstrukce, abusus 

alkoholu, stav výživy, mužské pohlaví, věk a infekce [114]. Zvýšené sérové hladiny 

bilirubiny v den prováděné PVE zhoršují růst neembolizovaného jaterního laloku [115] a 

negativní vliv na regeneraci jater byl popsán i ve zvířecím modelu na krysách 

s cholestatickým postižením jater [116]. 

 

Kontraindikace PVE 

Kontraindikace PVE jsou relativní a lze je rozdělit na kontraindikace ve vztahu 

k základnímu onemocnění a na obecné kontraindikace invazivních výkonů.  

Ve vztahu k základnímu onemocnění je PVE kontraindikována u neodstranitelných 

extrahepatálních metastáz, protože nejsme schopni dosáhnout chirurgické radikality. 

V případě mimojaterního postižení (typicky u plicních metastáz), kdy lze předpokládat, že 

bude možné provést resekční výkon v druhé době, je indikace k PVE na zvážení v rámci 

individuálního přístupu k pacientovi a po diskuzi v multioborovém týmu chirurga, 

onkologa, radiologa a gastroenterologa. 

Bilobární postižení již není kontraindikací výkonu. Je však nezbytné v prvé době 

provést chirurgický výkon, kterým sanujeme CLM v neembolizovaném jaterním laloku. 

Druhým krokem pak je provedení PVE a následně i jaterní resekce po dosažení 

adekvátního FLRV.  

Do skupiny kontraindikací ve vztahu k tumoru lze ještě uvést infiltraci portální žíly 

tumorem a útlak žlučových cest tumorem vedoucí k obstrukčnímu ikteru. Biliární 
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obstrukce je jeden z faktorů, který limituje jaterní regeneraci. PVE lze u těchto pacientů 

zvažovat v momentě, kdy provedeme zevní nebo vnitřní drenáž žlučových cest a vymizí 

ikterus s hyperbilirubinémií. Kontraindikací PVE jsou také koagulopatie, abscesy jater, 

portální hypertenze a renální selhání vyžadující hemodialýzu [20 s. 175]. 

 

Rizika spojená s embolizací větve portální žíly 

Mezi rizika PVE, která ovlivňují vyhlídky pacienta na kurativní resekci po PVE je 

nedostačující nárůst FLRV a progrese základního onemocnění. 

Posuzování selhání PVE lze sledovat dvěma pohledy. Jedním je hodnocení samotného 

růstu a finální hodnota FLRV. Druhým pohledem je dovedení pacienta po PVE ke zdárné 

radikální operaci. Údaje o selhání růstu FLRV se různí podle autorů. V případě CLM je 

úspěšnost PVE a provedení resekčního výkonu možná u 60 % - 75  % pacientů. Tzn. 25-

40 % pacientů se nedaří po PVE radikálně odoperovat [10, 11, 117]. Příčinou, proč 

nedovedeme pacienty s CLM k úspěšné resekci, je nepoměr mezi rychlostí nárůstu FLRV a 

progresí samotných CLM po provedené PVE. Druhým problémem neúspěchu PVE je 

samotná rychlá progrese CLM po PVE. Řada prací potvrdila progresi CLM po PVE, a to jak 

v embolizovaném, tak i neembolizovaném laloku [118, 119, 120, 121]. Pamecha ve své 

studii uvádí progresi CLM u pacientů s PVE oproti kontrolní skupině s provedenou jaterní 

resekcí. Progrese byla patrná jak v objemu CLM, tak i v rychlosti růstu. Autorka pozorovala 

i vyšší mitotický index a signifikantní zvýšení Ki67 v CLM u pacientů po PVE [118]. 

Obdobných výsledků dosáhla i Hoekstra, která udává rychlejší růst CLM, ale popisuje i 

vznik nových CLM až u 25 % pacientů, kteří podstoupili PVE. Uzavírá, že tříleté OS 

pacientů bylo lepší u pacientů, kteří nemuseli podstoupit PVE [119]. Simoneau ve své 

práci pozorovala, že progrese CLM po PVE byla patrná u 66 % pacientů a 17 % pacientů 

vytvořilo nové CLM. Zároveň uzavírá, že progrese CLM po PVE nemusí nutně ovlivňovat 

OS pacientů, ačkoliv u pacientů s progresí CLM po PVE častěji pozorovali časnou rekurenci 

[121]. Vzhledem k evidentní progresi CLM po PVE je nezbytné před provedením PVE 

provést sanaci neembolizovaného jaterního laloku a zbavit ho tak všech makroskopicky a 

na zobrazovacích metodách patrných CLM. 

Mechanismy, jakými je ovlivněna progrese CLM, se v dnešní době udávají tři: vliv 

cytokinů a růstových faktorů, hepatic arterial buffer response a lokální odpověď vyvolaná 
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embolizací jaterního laloku [122]. Růstové faktory a cytokiny, které ovlivňují regeneraci 

hepatocytů, se vyskytují ve zvýšených hladinách i v embolizovaných jaterních lalocích. Ve 

studiích bylo prokázáno, že tyto faktory stimulují růst kultur tvořených buňkami CRC [123, 

124]. Kromě lokálního zvýšení těchto faktorů může růst CLM stimulovat i samotné zvýšení 

těchto faktorů v krvi, které jsou do krve uvolněny z neembolizovaného laloku [122]. 

Po provedení PVE můžeme v embolizovaném jaterním laloku pozorovat zvýšení 

průtoku arteriální krve skrz embolizovaný jaterní lalok. Vzhledem k tomu, že arteriální 

systém není PVE zasažen, snaží se zvýšením svého průtoku kompenzovat snížený průtok 

krve portálním systémem. Tento děj se nazývá nárazníkový efekt jaterní tepny (Hepatic 

Arterial Buffer Response, HABR) [114]. Díky tomuto efektu jsou jaterní sinusoidy po PVE 

promývány pouze arteriální krví. V případě vytvořené vaskularizace tumorů jsou tumory 

živeny právě touto arteriální krví, která tak může podpořit růst CLM.  

Posledním mechanismem, který se na stimulaci růstu CLM může podílet, je lokální 

odpověď na provedenou PVE. Reakcí na provedenou PVE je zvýšení genové exprese pro 

heat shock proteiny, oxygenázy nebo inhibitor aktivátoru plasminogenu. Tyto faktory 

podporují angiogenesi v CLM a tím i jejich růst [122]. 

Možnosti, jak zmírnit progresi CLM, jsou v podobě TACE nebo podáním systémové 

chemoterapie. V případě TACE je využit efekt chemoterapie vázané na částice, které se 

umístí do tepen vyživujících tumor. Díky chemoterapii, lokální ischemii a zánětu je 

indukována nekróza daného ložiska. V případě, že kombinujeme PVE s TACE, lze 

dosáhnout velmi dobrého efektu především u pacientů s HCC. Možný je i postup 

prvotního provedení TACE a následně s odstupem provedení PVE [101]. U CLM je TACE 

v kombinaci s PVE využíváno velmi zřídka, a to především proto, že CLM jsou často 

uloženy na více místech v daném jaterním laloku. Rizikem kombinace TACE a PVE je 

kompletní nekróza jaterního laloku s rozvojem septickým komplikací a jaterního 

selhávání. 

Stále diskutovaným tématem je vztah chemoterapie, regenerace jater a indikace 

podání onkologické léčby před samotnou resekcí jater. Druhou otázkou je, jak podaná 

chemoterapie ovlivní regeneraci jater po PVE. V chemoterapeutických cyklech, které jsou 

standardně využívány k léčbě CRC a CLM, je zastoupen 5-FU, leucovorin, oxaliplatina a 

irinotecan. Tyto látky mohou vyvolat toxická postižení jater. V případě oxaliplatiny dochází 
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k postižení na úrovni sinusoid, kdy jsou sinusoidy dilatované, tvoří se zde drobné tromby a 

vyvolávají tak tzv. sinusoidální obstrukční syndrom (SOS). Makroskopicky se játra zdají 

namodralá. Tento stav se nazývá blue liver syndrom [109]. SOS způsobuje zvýšení 

intraportálního tlaku, a tím negativně ovlivňuje růst hypertrofie po PVE [88]. 

Podání chemoterapie v režimech FOLFOX nebo FOLFIRI vyvolává rozvoj středně až 

těžce závažné steatózy až u 18,3 % pacientů [125]. Pokud se do terénu steatózy začlení i 

zvýšení oxidačního stresu, kterým chemoterapie je, dochází k aktivaci zánětlivé odpovědi 

v okolí hepatocytů a CASH [125]. V důsledku akumulace vakuol tuku se játra 

makroskopicky zdají nažloutlá. Tento stav se označuje jako syndrom žlutých jater a přináší 

riziko progrese do fibrózy a cirhózy, která vyústí v jaterní selhání [109]. V dříve 

publikovaných studiích bylo prokázáno, že prolongovaná chemoterapie podaná ještě před 

provedením PVE, vede ke zhoršení regeneračních schopností jater po provedené PVE 

[126]. Na druhé straně Fong udává, že PVE je možností, jak pomoci zlepšit regeneraci 

hepatocytů [127]. V případě předpokládaného chemoterapeutického postižení je však 

nezbytné s tímto faktem počítat a přizpůsobit tomu i objem FLRV. 

V rámci využití onkologické léčby u pacientů s CLM bylo zkoumáno i využití 

chemoterapie v mezidobí mezi provedenou PVE a resekčním výkonem. Běžným postupem 

bylo přerušení onkologické léčby 1 měsíc před provedením PVE. Goéré ve své studii 

neprokázala vliv chemoterapie podané po PVE na růst FLRV. Udává, že počty provedených 

resekcí a množství pooperačních komplikací byly shodné mezi skupinami s podanou 

chemoterapií po PVE (před resekcí) a bez podané chemoterapie [128]. Obdobných 

výsledků dosáhl i Fischer, který udává i snížení progrese CLM po PVE s podanou 

onkologickou léčbou. Onkologická léčba podaná v mezidobí mezi PVE a jaterní resekcí 

může být slibnou modalitou, která brání progresi CLM vyvolanou právě PVE [129]. Na 

druhou stranu Beal uvádí, že pacienti s podanou chemoterapií po PVE měli pomalejší 

nárůst FLRV a doporučuje tak opatrnou indikaci užití onkologické léčby po PVE, a to 

především u pacientů s FLRV menším než 20 % [130]. U pacientů s předpokládaným 

chemoterapeutickým postižením jater bychom se měli podání této léčby vyvarovat. 
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Komplikace po embolizaci portální žíly  

Komplikace vyskytující se po PVE při perkutánní transhepatálním přístupu jsou 

subkapsulární hematomy jater, hemobilie, infekce, arteriovenózní píštěle a arteriální 

pseudoaneuryzmata. Rizikem samotné embolizace je i únik embolizačního materiálu a 

trombóza portální žíly pro FLRV. V případě otevřeného přístupu přes ileokolické řečiště se 

ke spektru komplikací přidává i riziko střevní neprůchodnosti [20 s. 179-181] Nicméně 

úspěšnost provedení PVE je až 98 % [131]. Procento komplikací po provedené PVE se 

pohybuje kolem 3,9 % [132]. Mortalita po resekčním výkonu u pacientů s PVE se pohybuje 

kolem 6-7 %, což je porovnatelná hodnota s resekčními výkony bez provedené PVE [133, 

134], a procento komplikací po resekčních výkonech u pacientů s PVE se pohybuje mezi 

25 - 39 % [132, 134]. Lindner udává i nulovou úmrtnost po rozšířených resekcích jater u 

pacientů s provedenou PVE a zkrácení doby hospitalizace po resekčním výkonu oproti 

pacientům s rozšířenou pravostrannou hepatektomií bez provedené PVE [135]. 

 

Associating Liver Partition and Portal vein Ligation for Staged hepatectomy 

Associating Liver Partition and Portal vein Ligation for Staged hepatectomy (ALPPS) je 

nejmladší metodou, která je využívána v rámci etapových resekcí při nutnosti augmentace 

FLRV. Výkon se opět týká pacientů, u kterých je nezbytné provedení pravostranné nebo 

rozšířené pravostranné hepatektomie s nízkým vstupním FLRV. ALPPS lze použít jak u 

primárních, tak i u sekundárních jaterních lézí. Provedení ALPPS je rozděleno do dvou 

etap. Při první etapě je provedena chirurgická explorace břišní dutiny a jater. Po exploraci 

následuje provedení PVL a kompletní přerušení jaterního parenchymu při pravé hraně 

falciformního ligamenta. Žlučové cesty, arteriální zásobení a jaterní žíly jsou ponechány. 

Následně je výkon ukončen a pacient je kontrolován pravidelnými CT volumetriemi, kde je 

sledován nárůst FLRV. Po dosažení adekvátního FLRV pacient podstupuje druhý výkon, 

kdy je dokončena resekce jaterního parenchymu s přerušením jaterní tepny a žlučových 

cest a jaterní parenchym s CLM je zresekován a odstraněn [9]. Podle dostupných studií 

dochází při použití ALPPS k rapidnímu nárůstu FLRV [9, 136]. Schnitzbauer udává 

dostatečný nárůst FLRV po 9 dnech. Takto rychlý nárůst mohou způsobit 2 faktory. Prvním 

je přerušení mezilalokových porto – portálních kolaterál. Druhým je transsekce jaterního 

parenchymu, do které je zahrnut i SIV jater. Tyto 2 aspekty uvádí Schnitzbauer jako 
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klíčové k promptní akceleraci FLRV [9]. Adekvátní nárůst lze dosáhnout mezi 5. - 28. 

dnem. V porovnání s PVE dosahuje ALPPS lepších výsledků, a to jak ve výsledném nárůstu 

FLRV, tak i v jeho rychlosti, která je u ALPPS až 11x větší [137]. Problematickou částí ALPPS 

však je výrazně vyšší procento perioperační mortality, které dosahuje až 12 %, a 

pooperačních komplikací, které sahají až k 68 % [9]. Eshmuminov ve své metaanlaýze 

uvádí procento komplikací po ALPPS dosahující až 70 % a uzavírá, že ALPPS je metoda 

s lepším růstem FLRV, ale za cenu vysoké morbidity a mortality [134]. 
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4.3 Kmenové buňky 

4.3.1 Definice 

Kmenové buňky (SCs) jsou základní primární nediferencované buňky, které se mohou 

diferencovat do jiných buněčných typů. Základními prvky, díky kterým můžeme kmenové 

buňky nazvat kmenovými, jsou schopnost sebeobnovy a multipotence. Sebeobnova je 

důležitou vlastností SCs, díky které mohou SCs udržovat počty své populace. Během 

mitózy SCs podstupují asymetrické dělení za vzniku jedné dceřiné kmenové buňky a jedné 

dceřiné buňky. Dceřiná kmenová buňka zůstává v kompartmentu SCs a dceřiná buňka 

tento kompartment opouští a dává vzniknout progenitorovým buňkám, které se dále 

diferencují a proliferují do konkrétní buněčné linie a tkáně. SCS jsou schopné i 

symetrického dělení, kdy vznikají dvě identické dceřiné SCs. Toto dělení je využíváno 

v případě, kdy je potřeba doplnit redukovaný kompartment SCs. Multipotence je 

schopnost SCs proliferovat a diferenciovat se do zralých tkáňově specifických buněk 

[138 s. 17]. 

4.3.2 Hierarchie, základní dělení a vlastnosti kmenových buněk 

SCs mají jasně dané hierarchické uspořádání. Toto uspořádání je určeno potencí SCs, 

nebo-li do  kolika buněčných linií jsou dané SCs schopné se diferencovat. Čím větší počet 

linií jsou dané SCs schopné doplňovat, tím výše se v hierarchickém žebříku nacházejí. Na 

základě potence lze buňky rozdělit na totipotentní, pluripotentní, multipotentní, 

unipotentní a tkáňově specifické. Ratajczak ve své publikaci popisuje schopnost potence 

na základě začlenění a diferenciace buněk už od samotného embryonálního vývoje (obr. 

12) [139]. Totipotentní buňky jsou schopné se diferencovat a měnit v jakékoliv buněčné 

typy. Totipotentní buňky jsou nejvíce primitivní buňky, nacházející se v prvních buňkách 

blastomery a v morule. Tvoří tak základní pool SCs pro vývoj embrya i placenty. 

Pluripotentní buňky jsou dceřinými buňkami totipotentních buněk. Do této skupiny buněk 

patří embryonální kmenové buňky (ESCs). ESCs se nacházejí ve vnitřní buněčné vrstvě 

blastocyst a dávají tak vzniknout embryu. Oproti totipotentním buňkám ztrácejí 

schopnost vytvářet placentu (trofoblast), a proto se v hierarchii SCs nacházejí o stupeň 

níže oproti totipotentním buňkám. Z pluripotentních buněk se dále diferencují buňky 

epiblastu, které jsou základem pro 3 zárodečné linie, a to mesoderm, ektoderm a 
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endoderm. V rámci diferenciace v zárodečných liniích se postupně vytrácí pluripotence a 

vznikají multipotentní SCs, které jsou již specifické tím, že dávají vzniknout konkrétním 

řadám buněk. Do mesodermální linie jsou začleněny i hematopoetické kmenové buňky 

(HSCs), ze kterých vznikají buňky krevní řady nebo mesenchymální kmenové buňky 

(MSCs). V těchto konkrétních liniích vznikají z multipotentních SCs buňky uni- nebo 

monopotentní, které jsou již charakteristické pro konkrétní orgán. Sem řadíme např. OCs 

v Heringových kanálcích nebo intestinální SCs v kryptách tenkého střeva. Tyto buňky lze 

také nazývat jako progenitorové buňky. Progenitorové buňky nejsou schopné 

sebeobnovy, ale zároveň jsou nezralé, a proto i schopné diferenciace ve zralou buňku 

příslušného orgánu [139]. 

 

Obr.  1 2 :  h i e ra rc h i e  SCs .  [1 4 0 ]  
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V naší studii jsme pracovali s adultní SCs. Adultní SCs jsou nediferencované buňky 

přítomné v už vyvinutých tkáních. Obvykle se jedná o multipotentní buňky. Jako příklad 

vyvinuté tkáně můžeme uvést kostní dřeň a jako adultní SCs např. HSCs nebo MSCs [141]. 

Tyto SCs jsou také nejčastěji zmiňovány a využívány v rámci regenerace jater. 

Prostředí, ve kterém se SCs nacházejí a vyvíjejí, se označuje jako niché. Zde jsou 

přítomné veškeré podpůrné buňky, které jsou nezbytné pro vytváření mikroprostředí 

zabezpečující správnou funkci SCs. Nejčastěji se jedná o fibroblasty. Mezibuněčné 

prostředí se nazývá stroma. Na základě mezibuněčné komunikace a komunikace buněk a 

okolní matrix jsou produkovány faktory, které ovlivňují vývoj a chování SCs [142]. 

V případě potřeby jsou z niché uvolňovány dceřiné SCs, které v podobě progenitorů 

proliferují a vyzrávají do zralých specifických tkáňových buněk. Z kostní dřeně však mohou 

být uvolněny i samotné SCs, které pak jako cirkulující SCs cestují do hostitelské tkáně. 

V hostitelské tkáni se podílejí na vytvoření tkáně, která za normálních okolností není ve 

standardním poolu buněk, které obnovuje. V dané tkáni vytváří progenitorovou buňku. To 

se děje buď fúzí se zralou tkáňově specifickou buňkou, nebo transdiferenciací. Při fúzi SCs 

poskytují svoji jadernou výbavu zralé buňce za vzniku progenitorové buňky. Při 

transdiferenciaci se cirkulující SCs vlivem stimulace z okolního prostředí postupně 

diferencují do progenitorových buněk daného orgánu. Z těchto progenitorových buněk se 

proliferací vytvářejí zralé buňky dané tkáně. Schopnost buněk vytvořit zralé buňky 

původně jiné buněčné linie se označuje jako plasticita. Největší potenciál v tomto směru 

nabízejí HSCs a MSCs [138 s. 18-21]. 

4.3.3 Etické aspekty využití kmenových buněk v humánní medicíně 

Použití SCs v humánní medicíně vzbuzuje řadu kontroverzí a nevyjasněných otázek. 

Míra kontroverze je dána především způsobem, jak jsou SCs pro vědecký účel získány. 

Právě proto je nejvíce kontroverzní využití ESCs. ESCs se získávají z blastocyst na 

samotném začátku vývoje embrya (4. – 5. den vývoje), které je tak zničeno. Zacházení a 

manipulaci s embryi shrnují 3 přístupy, které se zde střetávají. První postoj říká, že lidské 

embryo není osobou, a nepřiznává tak embryím základní lidská práva, tudíž je možné je 

využívat pro vědecké účely. Druhý postoj je zcela opačný. Ten považuje embryo jako 

jednu z etap lidského života a uznává embryo jako lidskou osobu se všemi právy, která jí 

náleží, a proto se nesmí do embrya nijak zasahovat. Třetí přístup považuje sice embrya za 
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lidské osoby, ale zároveň připouští, že výhody, které poskytuje výzkum ESCs, je natolik 

podstatný, že vyžaduje určité oběti. Druhým typem SCs, které jsou méně kontroverzní, 

jsou SCs získané ze zárodečných buněk plodu. Tyto buňky je možné získat při potratech. 

Kontroverzi zde přináší zisk těchto buněk z potratů na přání pacientky. Při spontánních 

potratech tato kontroverze odpadá. Nejmenší kontroverzi z pohledu zisku přinášejí 

adultní SCs, které se získávají ze tkání dospělých jedinců po jejich předchozím souhlasu. 

Určité řešení jak se vyhnout kontroverznímu zisku SCs, a to především ESCs, mohou 

přinést tzv. indukované pluripotentní SCs, kdy přidáním příslušných genů do 

diferencované buňky je možný zisk buňky s pluripotentními vlastnostmi [143]. Je otázkou 

do budoucna, jestli obdobným krokem bude možné získat i ESCs, aniž bychom poškozovali 

embryo [144]. Dalším možným zdrojem zisku embryií pro vědecké účely jsou nadbytečná 

embrya, která jsou skladována ve tkáňových bankách fertilizačních center a rodiče už o ně 

nemají zájem. Česká legislativa podle zákona č. 227/2006 sb. umožňuje výzkum na ESCs 

získaných právě z nadbytečných embryí po předchozím povolení Ministerstvem 

zdravotnictví. Zákon nepovoluje reprodukční klonování embryí. 

V případě adultních SCs, které byly použity i v naší studii, odpadají etické aspekty ze 

zisku příslušných SCs. Pacient je autonomní osobou, která je schopná se sama nezávisle 

rozhodnout. Před samotným odběrem a použitím adultních SCs je samozřejmě nezbytné 

pečlivé vysvětlení celé léčebné procedury, vysvětlení našich očekávaných cílů a 

samozřejmě i příslušných rizik. V případě, že pacient souhlasí s provedením, je nezbytný 

jeho podpis informovaného souhlasu. Samozřejmostí je ponechání dostatečné doby na 

rozmyšlenou a případné prodiskutování celého procesu s jeho blízkými.  

Kontroverzním bodem využití SCs v humánní medicíně a léčbě je i riziko rozvoje 

nádorového onemocnění. V současné době stále není jasné, jestli se SCs samotné mohou 

zvrhnout v maligní nádorové onemocnění anebo jestli toto onemocnění mohou 

stimulovat ještě ve fázi, kdy je toto onemocnění skryté, nebo toto onemocnění podpořit u 

pacientů s již známým onkologickým onemocněním.  

V současné době je pro pacienta s CLM jedinou šancí k vyléčení kombinace 

chirurgické a onkologické léčby. V naší studii byli k využití SCs indikování pacienti, kteří by 

s pomocí běžných léčebných postupů neměli šanci dosáhnout radikálního chirurgického 

výkonu. SCs nesloužily jako léčebný prvek, ale posloužily jako prostředek, díky kterému 
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jsme schopni pacientovi chirurgickou léčbu přiblížit, a tak mu nabídnout možnost delšího 

přežití. Všichni pacienti byli informováni o možných rizicích, která tato metoda přináší. 

Jedním z rizik je i možná progrese nádorového onemocnění.  

V současné době je využití kmenových buněk v humánní medicíně pouze otázkou 

klinických studií. Jediný obor, kde lze již mluvit o léčebném prostředku, je 

hematoonkologie, kde se kostní dřeň a kmenové buňky využívají k obnově krevních 

elementů. V rámci klinických studií je v současné době největší potenciál využití SCs u 

pacientů s kritickou končetinovou ischemií, kde SCs napomáhají odvrátit amputační 

výkony [145]. Je však nutné mít na paměti, že prozatím je léčba pomocí SCs ve fázi 

klinického výzkumu a je tedy nutné pacienty na tyto aspekty upozornit a prodiskutovat 

s nimi veškeré používané postupy a jejich rizika. 

4.3.4 Využití hematopoetických kmenových buněk v regeneraci jater 

SCs, které se mohou podílet na regeneraci jater, lze rozdělit na SCs intrahepatální a 

extrahepatální. V případě intrahepatálních SCs se jedná o OCs, které byly zmíněny výše. 

Z extrahepatálních SCs jsou v regeneraci jater nejčastěji zmiňovány adultní SCs z kostní 

dřeně, a to především HSCs a MSCs. Tyto buňky díky své plasticitě mohou přispět 

k regeneraci jater. To se podařilo prokázat v experimentálních modelech, kdy u krys 

s transplantovanými buňkami kostní dřeně bylo možné pozorovat hepatocyty odvozené 

z těchto buněk. U pacientů s transplantovanou kostní dření, kde dárce byl opačného 

pohlaví, bylo možné pozorovat jaterní epitelové buňky odvozené od dárcovské kostní 

dřeně [94]. V rámci regenerace jater je studován efekt mnoha typů SCs. V naší studii jsme 

se zaměřili na využití HSCs. HSCs jsou v rámci regenerace jater nejvíce studované 

kmenové buňky. Již od 60. let 20. století je znám jejich efekt na obnovení 

hematopoetického systému (obr. 13). HSC můžeme podle délky a doby jejich sebeobnovy 

rozdělit na 3 skupiny. Na HSCs obnovující se pomalu a dlouhou dobu, HSCs obnovující se 

rychle v krátkém časovém úseku a na multipotentní progenitorové HSCs bez schopnosti 

sebeobnovy, ale s vysokou mitotickou aktivitou. Zatímco HSCs s dlouhou dobou 

sebeobnovy tvoří základ pro zralé hematopoetické buňky, HSCs s krátkou dobou 

sebeobnovy a multipotentní progenitory jsou aktivovány v případě inzultů a u myší jsou 

schopné obnovit buňky hematopoetické řady během 8 týdnů od ozáření [146].  
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Obr.  1 3 :  HSCs  a  j e j i c h  e fe kt  na  he matopoé zu CL P  – buňky l ymfo i dn í  řa dy (pre kurzory T a  B l ymfoc yt ů  a  NK s ),  
CMP  – buňky mye l o i dn í  řa dy,  GMP  – pre kurzory monoc yt ů  a  ma krofá gů ,  MEP  pre kurzory me ga ka ryoc yt ů  a  
e ryt roc yt ů  [1 4 6 ] 

 

Lidské HSCs na svém povrchu exprimují znaky CD133+ a CD34+, na jejichž podkladě je 

možná i jejich detekce. Výhodou těchto buněk je, že je lze získat v hojném počtu a 

relativně jednoduchou cestou. HSCs získáváme buď z přímo odebrané kostní dřeně, 

z periferní krve po předchozí stimulaci příslušnými cytokiny a růstovými faktory, nebo 

z pupečníkové krve. HSCs z kostní dřeně získáváme aspirací kostí dřeně z lopaty kosti 

kyčelní. Výkon je prováděn v celkové anestezii a za sterilních kautel. Maximální množství 

kostní dřeně, které je možné aspirovat, je 20ml/kg. V klinických studiích regenerace jater 

postačují odběry mezi 200-300ml. Získaná dřeň je následně zpracována v centrifuze nebo 

ve speciálním centrifugačním zařízení. Podstatou je na základě hmotnostních gradientů 

separovat jednotlivé buněčné složky přítomné v kostní dřeni. Tím se oddělí monocelulární 

buňky, mezi kterými je vysoké zastoupení CD133+ a CD34+ buněk. V případě zisku HSCs 

z periferní krve je nezbytné nejprve stimulovat vyplavení HSCs z kostní dřeně. Pacientovi 
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je po dobu 4 dní aplikován faktor stimulující kolonie granulocytů (G-CSF) v dávce 5-

15μg/kg/den. Po 4 dnech stimulace pacient podstupuje leukaferézu, kde je opět získána 

frakce monocelulárních buněk s vysokým obsahem CD133+ a CD34+ buněk. 

Nejjednodušeji se získávají HSCs z pupečníkové krve, ale je nutné počítat s relativně 

malým ziskem HSCs. Přes kanylovanou žílu v pupečníku je obvykle nasbíráno 80-160ml 

pupečníkové krve [147]. Díky snadnému a málo invazivnímu způsobu získání a relativně 

jednoduché izolaci jsou HSCs ideální pro studium buněčné terapie [96, 148].  

Játra a hematopoetické buňky mají k sobě úzký vztah, a to především v prenatálním 

období, kdy se játra na hematopoéze přímo podílejí. V postnatálním období, kdy se již 

játra za fyziologických podmínek na hematopoéze nepodílejí, však některé buňky 

s hematopoetickými schopnostmi v játrech přetrvávají a aktivují se v případě některých 

hematologických onemocnění. Jedná se především o CD34+ buňky, které se podílejí i na 

regeneraci jater [138 s. 25]. Vysoký regenerační potenciál HSCs byl prokázán 

v experimentálních modelech, kde HSCs indukovaly kompletní repopulaci jater s defektní 

fumaryl acetoacetát hydrolázou včetně úpravy fenotypu onemocnění. Z experimentálních 

studií také vyplynulo, že největší regenerační potenciál mají HSCs získané z pupečníkové 

krve, následované HSCs získanými z kostní dřeně. HSCs získané z periferní krve měly 

nejmenší regenerační potenciál [148]. 

HSCs byly již využity i v klinických studiích. Nevýhodou těchto studií je, že byly 

provedeny na malých skupinách pacientů, často bez porovnání s kontrolní skupinou a bez 

detailního prozkoumání mechanismu účinku. Khan ve své studii zkoumá efekt CD34+ 

buněk získaných z kostní dřeně u pacientů s chronickým jaterním selháním a vyjádřenou 

cirhózou. Získané CD34+ buňky byly podány cestou a. hepatica. Pacienti byli sledováni po 

dobu 6 měsíců od aplikace. Aplikace nevyvolala žádné vedlejší účinky a po dobu sledování 

nevedla k narušení funkce žádného z orgánů. U většiny pacientů pozoroval zvýšení 

sérových hladin albuminu, snížení sérových hladin bilirubinu a transamináz [149]. Gaia ve 

své práci popisuje pozitivní efekt mobilizovaných CD34+ buněk u pacientů s cirhózou. Po 

dobu 8 měsíců přežívali všichni pacienti. U žádného z pacientů se za tuto dobu neobjevil 

HCC a autorka pozorovala zlepšení v Child Pugh skóre u většiny pacientů [150]. Studie, 

které se zabývaly vyplavení CD133+ a CD34+ buněk po resekcích jater, potvrdily mobilizaci 
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těchto buněk do periferní krve [151, 152]. Hladiny CD133+ buněk korelovaly s rozsahem 

jaterní resekce [152].  

V současné době již proběhlo několik studií, které zkoumaly efekt CD133+ nebo 

CD34+ buněk na růst FLRV po PVE. Všechny studie byly provedeny na heterogenním 

souboru pacientů s jaterní malignitou (převážně primární tumory jater, menší počty 

pacientů se sekundárními tumory jater různé etiologie) a vstupní FLRV byl menší než 30 

%. Dvě studie využily CD133+ buňky získané z kostní dřeně a aplikované intraportálně do 

neokludovaného portálního řečiště. Obě studie prokázaly pozitivní efekt na nárůst FLRV, 

který byl signifikantně vyšší oproti samotné PVE. Průměrný nárůst FLRV byl 9,5 – 9,9 

ml/den. Počet komplikací po resekčních výkonech byl bez signifikantních rozdílů [12, 13] 

Další dvě studie využily mobilizace CD34+ buněk pomocí G-CSF. Mobilizované CD34+ byly 

po PVE opět intraportálně aplikovány. Han tuto metodu využil u pacientů s HCC a FLRV 

menším než 25 %. Porovnával pacienty s PVE a aplikací CD34+ buněk, pacienty s PVE a 

aplikací monocelulárních buněk a pacienty s PVE a aplikací fyziologického roztoku u 

kontrolní skupiny. Nejlepší efekt v nárůstu FLRV pozoroval u skupiny s aplikovanými CD34+ 

buňkami. Zde byl průměrný nárůst 4,9ml jaterní tkáně /den oproti 2,5ml/den u skupiny 

s podanými monocelulárními buňkami a 1,1 ml/den u kontrolní skupiny. Také pozoroval 

vzestup sérových hladin albuminu a pokles jaterních testů a INR. Kromě poklesu bilirubinu 

byly rozdíly mezi skupinami nesignifikantní [153]. Canepa uvádí zlepšení v nárůstu objemů 

po PVE [154]. Jak je patrné z dostupných studií, podání HSCs se jeví jako slibný způsob 

stimulace jaterního růst a regenerace. U studií, kde jsou HSCs využity po provedení PVE, 

jde obvykle o pacienty s různými maligními diagnózami nebo o soubory pacientů s HCC. 

Proto se na našem pracovišti zabýváme využitím těchto metod u pacientů s CLM [117, 

155]. 

Během studia efektu SCs na regeneraci jater byly popsány tři způsoby, kterými 

mohou SCs regeneraci jater ovlivnit. Jedná se o fúzi, transdiferenciaci a efekt parakrinní 

stimulace hepatocytů pomocí SCs. Fúze a transdiferenciace jsou prvky využívající plasticity 

buněk. 

Při fúzi dochází ke splynutí SC s poškozenou jaterní buňkou za vzniku 

mnohojaderného regenerujícího hepatocytu. Na myších modelech s tyrosinemií bylo 

zjištěno, že podané HSCs fúzovaly s poškozenými hepatocyty a vytvářely s nimi 
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regenerační uzle. Další studie se spíše přiklánějí k tomu, že transplantované SCs se 

v játrech za specifických podmínek transdiferencují do hepatocytů, a tím nahradí toxicky 

postižené hepatocyty. Proces transdiferenciace může probíhat i přes OCs, které mohou 

být doplněny z poolu SCs získaných z kostní dřeně. Je možné, že procesy fúze a 

transdiferenciace mohou probíhat současně. Na druhé straně Dahlke na podkladě 

dostupných studií ve svém shrnutí zmiňuje, že proces transdiferenciace je raritní a pro 

tělo nefyziologický. Nicméně toto téma je stále široce diskutováno [138 s. 29, 156]. 

Poslední teorií je efekt parakrinní stimulace hepatocytů pomocí SCs. SCs zde svojí 

přítomností a uvolňováním růstových faktorů a cytokinů vytváří mikroprostředí, ve 

kterém je stimulována regenerace, inhibována apoptóza a podporována angiogeneze 

[157]. Ve studii provedené na našem pracovišti bylo na prasečím modelu možné 

pozorovat akceleraci růstu FLRV po PVL a intraportální aplikaci autologních MSCs 

značených pomocí 5 – bromo – 2 - deoxyuridinu. I přes patrné urychlení růstu v prvním 

týdnu po provedeném výkonu, bylo v odebraných tkáňových vzorcích možné detekovat 

jen minimální množství značených MSc [158]. Tento fakt spíše ukazuje na tzv. „bystander“ 

efekt SCs. Otázkou zůstává, zdali SCs a jejich aplikace do portální žíly mohou svoji 

přítomností vyvolat stimulaci nádoru [159]. 

4.3.5 Podpora růstu malignity kmenovými buňkami 

Prozatím nejasnou a velmi diskutovanou otázkou terapie pomocí SCs je riziko 

vytvoření nebo stimulace růstu maligního onemocnění. Při terapii SCs je nutné si 

uvědomit, že se nejedná o jednorázový efekt podání, jako je tomu u běžných léků, ale jde 

o dlouhodobý stav, kdy je pravděpodobné, že SCs v organismu přetrvávají po delší dobu. 

Jaký však je dlouhodobý účinek SCs, není prozatím jasné. Efekt adultních SCs při tvorbě 

tumoru můžeme rozdělit na nepřímý a přímý. Nepřímý efekt je tumor modulační, přímý je 

maligní transformace SCs. 

Tumor modulační efekt SCs na nádor se může realizovat několika způsoby. První je 

parakrinní stimulace, která ve své podstatě odpovídá teorii tzv. bystander efektu, který je 

popsán výše. Přítomnost chemokinů, cytokinů a růstových faktorů může stimulovat 

kromě hepatocytů, u kterých je v našem případě tento efekt žádán, i nádorové buňky. 

Další faktory, které se mohou podílet na podpoře progrese maligního onemocnění, jsou 

inhibice apoptózy v nádorových buňkách nebo imunosupresní efekt SCs. Tento efekt byl 
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popsán především u MSCs. Zatímco imunosupresní efekt může být žádaný u pacientů 

s autoimunitním onemocněním, může v dlouhodobém horizontu případná imunosuprese 

vést i k potlačení protinádorové odpovědi. Všechna výše uvedená fakta pak mohou 

přispět k progresi a metastazování nádorového onemocnění [160]. Jak rozdílné chování 

mohou vykazovat adultní SCs (v tomto případě MSCs) v in vitro a in vivo studiích, ukázala 

experimentální studie Ramasamy. V in vitro studiích jsou MSCs schopné blokovat růst 

nádorových buněk zablokováním buněčného cyklu v G1 fázi. Na druhou stranu, pokud 

byly použity v in vivo studiích, byl růst nádorových buněk naopak urychlen. MSCs jsou 

známé tím, že v kostní dřeni se podílejí na tvorbě mezibuněčného stromatu. Je možné, že 

stejným způsobem podpořily růst nádorových buněk tím, že vytvořily stroma, které 

potencovalo růst těchto buněk, a to především podporou angiogeneze [161]. 

Adultní SCs mohou přispět k progresi maligního onemocnění i pomocí jejich 

transformace do maligních buněk. Při buněčné terapii, kde jsou využívány právě adultní 

SCs, jsou tři možné způsoby, kdy se tyto SCs mohou trasnformovat. První je během in vitro 

expanze, která nabízí zajímavou možnost navýšení počtu SCs, které jsou následně využity 

v buněčné terapii. V případě, že jsou adultní SCs vystaveny dlouhodobému in vitro dělení, 

může docházet v jejich jádrech k chromosomálním nestabilitám následovaných maligním 

zvratem. Druhou možností je transformace SCs v nádorové buňky při jejich vycestování do 

nádoru. Zde pak v důsledku lokální interakce se stromatem tumoru může dojít 

k diferenciaci SCs do nádorové buňky. Třetí možností je genetická manipulace s SCs, která 

může tyto buňky změnit na nádorové [160]. 

4.3.6 Teorie nádorové kmenové buňky 

Klasický koncept tumorigeneze předpokládá postupnou přeměnu zdravých buněk do 

buněk nádorových v několikastupňovém procesu. V této přeměně dochází postupně 

k nahromadění mutací, které nejprve mění genotyp buňky. Následně dochází k 

epigenetickým změnám, které jsou následovány změnami fenotypu buňky. Vznikají tak 

heterogenní nádorové buňky, které ztrácí autoregulační schopnosti a zvyšuje se jejich 

proliferační kapacita. Všechny tyto buňky pak mohou extenzivně proliferovat a vytvářet 

nové tumory. Tato teorie však nevysvětluje, jak mohou buňky s krátkou životností rychle 

získat schopnost sebeobnovy [162]. Tuto otázku by mohla zodpovědět právě teorie 

nádorové kmenové buňky (Cancer Stem Cells, CSCs).  
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CSCs má obdobně jako běžná SCs rozsáhlou proliferační schopnost, která jí umožní 

založit novou, v tomto případě abnormální nádorovou tkáň. CSCs proliferují do 

heterogenní kombinace buněk s rozdílným fenotypem. Na jedné straně tak vznikají 

nádorové buňky, které mají malou nebo omezenou proliferační kapacitu, ale tvoří 

samotnou solidní složku tumoru. Na druhé straně je přítomna buňka, která má extensivní 

proliferační kapacitu a tyto nádorové buňky neustále doplňuje. Právě tyto buňky jsou pak 

považovány za tumorigenní a nazývají se CSCs. Je zde tedy určitá paralela ke klasickými 

SCs, které ze své niché obnovují zralé tkáňové buňky. Ovšem i mezi buňkami tvořícími 

samotnou masu tumoru jsou buňky s rozdílnou proliferační aktivitou. Ačkoliv má většina 

těchto buněk proliferační aktivitu omezenou a nemohou se chovat jako CSCs, jsou zde 

přítomny i skupiny buněk, které mají schopnost rychlé proliferace a schopnost dál tvořit 

tumor. Tím lze i vysvětlit, proč u některých pacientů nejsme schopni podchytit růst a 

metastazování. Co však způsobí mutaci a vznik CSCs, není doposud jasné. CSCs může 

vznikout jak na úrovni buněk kostní dřeně, tak i na úrovni jednotlivých progenitorových 

buněk [146].  

Jedním ze způsobů, jak mohou SCs kostní dřeně přispět k rozvoji karcinomu, je 

chronický zánět. V případě karcinomu plic je spouštěčem chronického zánětu např. 

kouření. V jeho důsledku jsou v plicích aktivovány zánětlivé a reparační pochody. 

V momentně, kdy samotná plicní tkáň není schopná tyto opravy provést, vyplavují se SCs 

z kostní dřeně. Ty se spolu se specifickými progenitorovými buňkami v rámci reparačních 

pochodů podílejí na opravě epiteliálních buněk. V důsledku dlouhodobých inzultů, 

pokračování v kouření a vystavení SCs a progenitorových buněk karcinogennním faktorům 

dochází ke vzniku mutací i v těchto SCs, které se tak mění na CSCs a svoji proliferační 

aktivitou vedou ke vzniku karcinomu plic. Alternativou může být fúze SCs s aberantnímy 

epitelovými buňkami plic [163]. 

Paralelou k výše popsanému zvratu SCs u karcinomu plic může být i popis vzniku HCC 

za přispění adultních buněk kostní dřeně. V případě regenerace jater byl v minulosti 

popsán úzký vztah HSCs a jaterních buněk, a to především díky značné podobnosti 

povrchových znaků na OCs , které byly nalezeny i na HSCs. HSCs jsou tak 

pravděpodobným zdrojem, který OCs v játrech doplňuje. Jak bylo již zmíněno výše, OCs 

jsou aktivovány v situaci, kdy hepatocyty nejsou schopné už sami zvládnout regenerační 
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procesy. To nastává v situacích, kdy jsou játra vystavena opakovaným inzultům. V 

důsledku chronické zánětlivé odpovědi a hypoxii hepatocytů dochází jednak k rozvoji 

cirhózy, ale také je stimulována kostní dřeň k vyplavování adultních SCs. Tyto převážně 

HSC doplňují OCs a podporují tak jaterní regeneraci. V důsledku pokračujících inzultů a 

chronického zánětu opět může dojít k mutacím u těchto buněk a následnému vzniku CSC, 

které vytvářejí HCC [159].  

Přijetí této teorie je pak nezbytné reflektovat i do přístupu v léčbě onkologických 

pacientů. V současné době je onkologická léčba cílena na zničení veškerých nádorových 

buněk, protože se přepokládá jejich neomezená proliferační aktivita. To ovšem neplatí u 

CSCs, které navíc mohou být odolné vůči konvenčním chemoterapeutickým prostředkům. 

V případě CSCs je nezbytné onkologickou léčbou zničit především CSCs a nádorové buňky 

s vysokou proliferační kapacitou nádorů. Jen tak lze zamezit obnově buněk karicnomu. 
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4.4 Imunitní systém a jeho interakce s  kolorektálním karcinomem 

4.4.1 Definice imunitního systému a vznik imunocytů 

Imunitní systém v organismu zajišťuje ochranu organismu před zevními i vnitřními 

antigenními strukturami. Díky zajištění obranyschopnosti (rozpoznání pro organismus 

škodlivých antigenů a jejich zneškodnění), autotolerance (rozpoznání vlastních tkání 

organismu a tolerance vůči nim) a imunitního dohledu (odstranění deficientních buněk 

z organismu) tak přispívá k udržení základní homeostázy organismu [38 s. 23].Na 

podkladě rozpoznání škodlivých antigenů imunitní systém spouští humorální 

(protilátkové) a buněčné mechanismy nespecifické a specifické imunity. V rámci 

buněčných mechanismů jsou k obraně organismu využívány tzv. imunocyty. Imunocyty 

jsou buňky imunitního systému, které vznikají z HSCs kostní dřeně (obr. 13). Ke vzniku a 

vývoji imunocytů dochází v tzv. primárních lymfatických orgánech kostní dřeně a brzlíku. 

Z HSCs se diferencují buňky myeloidní a lymfoidní řady. V myeloidní řadě se prekurzory 

dále diferencují v monocyty (sem patří makrofágy a dendritické buňky (Dendritic Cells, 

DCs)) nebo granulocyty (mezi ně patří neutrofily, eosinofily a bazofily, které se po 

vycestování do tkání mění v mastocyty). V lymfoidní linii pak vznikají přirození zabíječi 

(Natural NKs) a prekurzory T a B lymfocytů. Z prekurzorů pro T lymfocyty se dále vyvíjejí 

cytotoxické (T cytotoxic lymphocytes, Tc lymfocyty nebo také CD8+) a pomocné T 

lymfocyty (T helpers lymphocytes, Th lymfocyty nebo také CD4+). Po setkání s antigenem 

z nich vznikají příslušné efektorové buňky. Z prekurzorů pro B lymfocyty vznikají B 

lymfocyty, které svůj vývoj dokončují v sekundárních lymfatických orgánech (slezina, 

lymfatické uzliny, slizniční lymfatická tkáň) po setkání s příslušným antigenem. Vzniká tak 

plazmocyt, který produkuje protilátky. Část T a B lymfocytů se po setkání s antigenem 

zachovává jako tzv. paměťové buňky, které se aktivují při opakovaném setkání 

s příslušným antigenem. Veškeré buňky myeloidní řady jsou zodpovědné za nespecifickou 

část imunitní reakce. Z lymfoidní linie se v nespecifické imunitní reakci uplatňují NKs 

[38 s. 24-29]. V této studii sledujeme efekt buněčných složek imunitního systému proti 

CLM. Dále se tedy zaměřujeme na popis pouze buněčné složky imunitního systému. 
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4.4.2 Nespecifická imunitní reakce 

Nespecifická (nebo také neadaptivní) imunitní reakce je soubor vrozených obranných 

mechanismů, které jsou v organismu předem připraveny a které jsou schopné reagovat 

do několika minut po rozpoznání antigenu. Rozpoznání antigenu se obvykle děje 

rozlišením chemických struktur na povrchu např. mikroorganismů. Na podkladě této 

stimulace dochází k aktivaci humorálních a buněčných složek nespecifické imunity. 

Mezi humorální složky nespecifické imunity patří proteolytické enzymy 

komplementu, IFN-γ, lektiny a sérové proteiny. Jejich úkolem je označení patogenních 

struktur, které mají být zničeny. V případě komplementu dochází i k tvorbě lytických 

komplexů, které narušují membrány patogenních struktur a tím je ničí. Další úlohou 

humorální složky je i chemotaxe dalších imunokompetentních buněk [38 s. 24-31]. 

Buněčná složka nespecifické imunity zahrnuje buňky myeloidní řady, patří sem tedy 

jak monocytární složka, tak i granulocyty a z lymfoidní linie NKs. Úlohou nespecifické 

buněčné imunity je fagocytóza patogenních struktur a mikroorganismů, jejich rozštěpení 

a likvidace. Část buněk nespecifické imunity je zodpovědná i za prezentaci antigenů 

buňkám specifické imunity [38 s. 24-31]. 

4.4.2.1 Monocyty a makrofágy 

Monocyt je největší krevní buňka a u zdravého člověka je v krevním oběhu 

zastoupena mezi 5 - 10 %. Monocyty adherují na povrchu endoteliálních buněk pomocí 

vaskulárních adhezních molekul (VCAM). V případě cestování do místa zánětu je efekt 

zesílen přítomností dalších adhezních molekul např. intracelulárními adhezními 

molekulami (Intracelular Adhesion Molecul, ICAM). Monocyt mezi endoteliálními 

buňkami přestupuje do tkání tzv. diapedézou neboli extravazací. Ve tkáních se mění 

v makrofágy. Úlohou makrofágů je fagocytóza degradovaných buněk ve tkáních. Při 

zánětu nebo kontaktu s patogeny se aktivují přes Toll Like Recepotry (TLR). Aktivace TLR 

podporuje jednak tvorbu cytokinů a prozánětlivých faktorů, které se následně podílejí na 

interakci s buňkami specifické imunity. Aktivované monocyty cestují do místa zánětu na 

podkladě chemotaxe a gradientu vyvolaného např. složkami komplementu, IL-8, 

chemotaktického faktoru pro monocyty, tzv. MIP-1β, nebo peptidy pocházející 

z bakteriálních proteinů, které se vážou na příslušný receptor na povrchu monocytů. Po 
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vstupu do tkání se makrofágy pomocí hydrolytických enzymů a adhezivních struktur na 

svém povrchu posunují buněčným stromatem do místa zánětu. K samotné fagocytóze 

makrofágy využívají několik mechanismů. Prvním jsou lektinové receptory na povrchu 

makrofágů. Tyto receptory se váží na sacharidy nebo glykoproteiny na bakteriálním 

povrchu. Druhým mechanismem je rozpoznání opsoninů. Opsonizace je zde způsobena 

složkami komplementu, proteiny akutní fáze např. C-reaktivní protein, fibrinogen, amyloid 

P nebo imunoglobuliny, které se váží na Fc receptory makrofágů. Třetím mechanismem je 

aktivace přes scavengerové receptory, které váží fosfolipidy přítomné na povrchu 

apoptoticky změněných buněk. Po navázání patogenu na povrch makrofágu dochází 

k obestoupení patogenu pseudopodiemi, které ho zcela obepnou. Vzniká nová vakuola, 

tzv. fagozom, který splývá s lysozomy. Zde jsou přítomny hydrolytické enzymy, které 

pohlcené patogeny štěpí. V případě aktivace Fc receptorů a komplementových receptorů 

dochází k tvorbě kyslíkových radikálů cestou NADPH oxidázy. Kyslíkové radikály ničí 

struktury DNA a buněčné membrány mikroorganismů. Pod účinkem cytokinů se 

v makrofázích aktivuje NO syntáza, která produkuje oxid dusnatý, který zabíjí parazity 

makrofágů. Působky a baktericidní látky, které se uplatňují uvnitř fagocytů, mohou unikat 

i mimo fagocyty. Pak způsobují destrukci okolní tkáně a podporují tak chronický zánět, 

který můžeme vidět např. u aterosklerózy. Kyslíkové radikály navíc mohou mít 

imunosupresivní efekt a tím mohou podpořit rozvoj kancerogeneze v místě chronického 

zánětu [38 s. 29-42]. 

 

Vztah makrofágů a kolorektálního karcinomu 

Makrofágy přítomné v mikroprostředí tumoru (Tumor Associated Macrophages, 

TAM) tvoří až 50 % nádorové masy. Makrofágy lze rozdělit na 2 podtypy a to M1 a M2 

(obr. 14). M1 makrofágy jsou aktivované tzv. klasickou cestou např. složkami přítomnými 

na povrchu mikrobů, IFN-γ, IL-12 a IL-23 nebo jako odpověď na stimulaci T lymfocyty. 

Úkolem M1 makrofágů je obrana organismu proti bakteriím a virům, likvidace nádorových 

buněk a stimulace další imunitní odpovědi. M2 makrofágy jsou aktivované tzv. alternativní 

cestou přes stimulaci IL-4 a IL-13, komplexy TLR/ligand nebo IL-10 a glukokortikoidy. 
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Obr.  1 4 . :  podt ypy ma krofá gů  a  j e j i c h  funkc e  [1 6 4 ] 

 

 

Obr.  1 5 :  v l i v  M1  a  M2  ma krofá gů  na  vzn i k s pora d i c ké ho CRC [1 6 6 ] 

 

Úlohou M2 makrofágů jsou změny v metabolických drahách, regulují a snižují funkci 

M1 makrofágů, podporují angiogenesi a jsou zodpovědné za obnovu a odstranění 

poškozených tkání. M2 makrofágy jsou zastoupeny v TAM, ale přisuzuje se jim i podpora 

nádorového růstu. Důvod, proč právě fenotyp M2 makrofágů je v TAM přítomen, není 

jasný. Buňky karcinomů produkují chemokiny (např. CCL-2,5,7, CXCL8 a 12), které přitahují 

monocyty/makrofágy do nádorové tkáně, a ty ji celou prostupují. V nádoru dochází 

k polarizaci makrofágů do typu M2. V oblasti tumoru pak produkují působky, 
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které podporují růst tumorózních buněk a podporují tvorbu cév. TAM jsou v nádoru 

přitahovány především do hypoxických nekrotických oblastí (především skupinou HIF – 

hypoxií indukovaných faktorů). Pod jejich vlivem pak TAM uvolňují VEGF, PDGF, TGF-β, 

které podporují neoangiogenezi. Další látky, které TAM produkují, jsou metaloproteinázy 

(MMPS). Upregulace MMPS vede k narušení mezibuněčných spojů a rozvolnění 

extracelulární matrix. Díky tomu TAM mohou podpořit metastazování a diseminaci 

nádorových buněk [164]. TAM se mohou podílet i na odolnosti buněk karcinomů vůči 

onkologické léčbě [165]. Soudí se, že M2 makrofágy podporují růst nádoru, zatímco M1 

makrofágy hrají důležitou roli v kancerogenezi. Jejich proonkogenní efekt je nejspíše 

způsoben prolongovanou sekrecí prozánětlivých faktorů. Za fyziologického stavu převažují 

ve tkáni tlustého střeva M2 makrofágy. V momentě, kdy se v tlustém střevě začínají 

vytvářet adenomy, vyrovnává se poměr mezi M1 a M2 makrofágy a v případě pozdních 

forem adenomů tyto M1 makrofágy začnou převažovat. Ve stádiu, kdy je už vyvinut 

karcinom, opět převládají M2 makrofágy. Předpokládá se, že buňky karcinomu stimulují 

přeměnu fenotypu M1 makrofágů na M2 makrofágy, které jim napomáhají v dalším šíření 

a metastazování (obr. 15) [166]. 

Engström ve své in-vitro studii popsal efekt M1 makrofágů na inhibici růstu linie 

buněk CRC. U M2 makrofágů, tento efekt nepozoroval [167]. Patras ve svých in vitro 

studiích sledoval vliv TAM na růst linie buněk CRC (buňky C26) spolu s 5-FU. Pozoroval, že 

přítomnost makrofágů podpořila efekt 5-FU na tyto buňky. Usuzuje, že TAM mohou 

pomoci blokovat únik nádorových buněk z cytotoxického účinku [165].  

V klinických studiích není zatím vyjasněn přínos TAM. Můžeme najít studie, které 

prokázaly, že vysoké množství TAM je v korelaci s delším OS [168]. Na druhé straně však 

jsou studie, které udávají, že masivní zastoupení makrofágů u CRC vede k progresi a vyšší 

agresivitě onemocnění. Tento rozdílný efekt lze nejspíše vysvětlit lokalizací TAM v nádoru- 

invazivní část tumoru versus stroma nádoru. Případný protinádorový účinek je v tuto 

chvíli přisuzován především M1 makrofágům v časných fázích onemocnění [169]. 

Giakoustidis ve svém shrnutí uvádí, že není podsatné celkové množství TAM, ale poměr 

M1 a M2 typů. Vyšší zastoupení M2 je spojené s vyšší invazivitou a vznikem CLM [170]. 

64 

 



4.4.2.2 Dendritické buňky 

DCs jsou druhou skupinou buněk, která se diferencuje z monocytů. Jsou schopné 

fagocytózy a jedná se o nejvýznamnější antigen prezentující buňky (Antigen Presenting 

Cells, APCs). DCs lze rozdělit na DCs klasické – konvenční nebo plazmocytoidní. Podle 

vývoje můžeme DCs rozdělit na nezralé a zralé. Nezralé DCs jsou přítomné na sliznicích, 

včetně sliznice střeva, a tvoří až 2 % z celkového počtu buněk. Nezralé DCs jsou 

rozmístěné mezi epiteliemi, kde svými výběžky kontrolují antigeny v okolním prostředí. V 

případě střeva tak provádí kontrolu antigenů v potravě. Dalším úkolem nezralých DCs je 

likvidace odumřelých buněk organismu. Fagocytované buňky jsou následně rozštěpeny a 

jejich jednotlivé části jsou v lymfatických uzlinách vystaveny na povrchu DCs spolu 

s komplexy MHC. Takto komunikují s T lymfocyty, kterým předávají informaci o tělu 

vlastních antigenech. Z T lymfocytů se stávají regulační lymfocyty, které pak tlumí 

imunitní reakci proti tělu vlastním antigenům. V případě, že nezralé DCs rozpoznají tělu 

cizí antigen, je zahájen proces jejich maturace ve zralé DCs. Rozpoznání antigenů je 

především cestou TLR. Zralé DCs již nemají schopnost fagocytózy, mění se v APCs a putují 

do lymfatických uzlin. Na svém povrchu pak exprimují vysoké počty MHC a tzv. 

kostimulačních molekul CD80, CD86 a uvolňují cytokiny a interleukiny. Tím aktivují 

prekurzory T lymfocytů, které se následně přemění do efektorových buněk. Maturace DCs 

trvá zhruba 48 hodin. Následně DCs přežívají 2-3 dny a posléze podlehnou apoptóze. Tyto 

mechanismy jsou typické především pro klasické DCs. Plasmocytoidní DCs se uplatňují 

především při virových infekcích. Na svém povrchu exprimují především TLR7 a TLR9 a 

produkují IFN-γ, který aktivuje NKs a T lymfocyty. Obdobně jako konvenční DCs i 

plasmocytoidní DCs maturují po aktivaci cizorodými antigeny [38 s. 43-45]. 

 

Vztah dendritických buněk a kolorektálního karcinomu 

Tumor infiltrující DCs (TIDCs) jsou nejčastěji detekovány imunohistochemickým 

barvením na základě přítomnosti povrchových znaků S100+, CD83, CD86 a CD163. 

Nakayama ve své studii uvádí, že pacienti, kteří měli v okrajových částech tumoru vyšší 

zastoupení S100+ TIDCs, měli signifikantně lepší prognózu s nižším počtem rekurencí CRC. 

Nízké zastoupení S100+ buněk bylo detekováno u pacientů s klinickým stádiem III a IV 

[171]. Studie Gulubové prokázala, že pacienti s vyšším zastoupením S100+ ve stromatu 
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mají lepší 5 leté OS. Studie provedená na našem pracovišti neprokázala vliv S100+ buněk 

v okrajích tumoru na OS ani na DFI [172]. Při detekci CD83+ TIDCs Gulubova prokázala, že 

vysoké zastoupení CD83+ buněk v okrajích tumoru i ve stromatu významně koreluje se 

stádiem onemocnění. Pacienti s nízkou infiltrací okrajů tumoru CD83+ buňkami měli 

častěji vzdálené metastázy a horší prognózu po chirurgické léčbě. U těchto pacientů 

pozorovala i nízké zastoupení CD1a+ TIDCs [173]. Schwaab detekoval CD83+/CD86+ 

v okrajích tumoru a při jejich vysokém zastoupení pozoroval trend lepšího OS [174]. Kito u 

pacientů s CLM prokázal, že pacienti s CLM infiltrovanými CD83+ buňkami spolu s CD8+ 

buňkami (T lymfocyty) mají prodloužené období, za které CLM zdvojnásobí svoji velikost 

[175]. V současné době se vysoká přítomnost TIDCs zdá jako prognosticky faktor delšího 

OS pacientů s CRC. Jedním ze zvažovaných mechanismů tohoto efektu je přítomnost 

vyzrálých forem DCs, které slouží jako APCs a mohou tak stimulovat T-lymfocyty a NK 

buňky. Tato teze však v současné době není potvrzena [176]. 

4.4.2.3 Granulocyty 

Mezi granulocyty řadíme neutrofily, eozinofily, bazofily, žírné buňky a mastocyty. 

Zatímco neutrofily a eozinofily se podílejí na fagocytóze, basofily a jejich tkáňové a 

pojivové formy mastocyty se podílejí na sekreci fyziologicky účinných látek. Granulocyty 

obvykle neslouží jako APCs, i když eozinofily toto pravidlo zcela nerespektují [177]. 

Eosinofily, basofily a mastocyty se uplatňují především v eliminaci parazitů. Neutrofily 

jsou v krvi nejvíce zastoupený typ bílých krvinek a tvoří 60-70 % leukocytů a obsahují řadu 

proteáz – elastázy, kolagenázy, katepsin G. Na svůj povrch jsou navíc schopni vystavovat 

úseky DNA s navázanými proteiny, které mohou vychytávat patogenní struktury 

[38 s. 27, 178]. Podobně jako makrofágy mohou neutrofily uvolnit obsah svých granul do 

okolí a tím se podílet na setrvalé zánětlivé odpovědi. Vztah neutrofilů a protinádorové 

imunity je dvojznačný. V minulosti byl již popsán efekt s tumorem asociovaných neutrofilů 

(TAN) na inhibici růstu např. melanomu. Efektu bylo dosaženo, jen pokud byl 

intratumorálně podán IL-1. Intramuskulární aplikace IL-1 zvýšila počet neutorfilů 

v cirkulaci, ale nevedla k navýšení TAN [179]. Na druhou stranu se soudí, že může 

podporovat růst tumoru uvolňováním stimulačních molekul, matrix degradujících proteáz 

a mediátorů podporujících angiogenesi. Obdobně jako u makrofágů bylo navrženo 
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rozdělení neutrofillů na N1 (protinádorové) a N2 (pronádorové) neutrofily. Jejich 

polarizace je dána složením cytokinů v nádorovém prostředí. Diferenciace do N2 je dána 

přítomností TGF-β, naopak přítomnot IFN-β je spojena s protinádorovým efektem (obr. 

16.) [178]. 
 

 

Obr.  1 6 :  po l a r i za c e  TAN  [1 7 8 ] 

 

Vztah neutrofilů a kolorektálního karcinomu 

Vlivem neutrofilů na rozvoj CRC se zabýval McLean, který pozoroval vysoké 

zastoupení neutrofilů v adenomech, a připouští tak, že neutrofily produkující 

metaloproteinázy mohou fungovat jako kancerogenní faktory [180]. Rao ve své studii 

využil imunohistochemického barvení CD66b+ k průkazu TAN. Prokázal, že vysoká 

intratumorální infltrace neutrofily korelovala s velikostí tumoru, přítomností metastáz, a 

tedy i s klinickým stádiem. Tato skupina pacientů měla i nižší OS. Rao také uvádí, že 

intratumorální zastoupení neutrofily vypovídá i o prognóze pacientů ve 2. a 3. stádiu 

onemocnění. Vysoká intratumorální hladina TAN je nezávislý faktor špatné prognózy u 

pacientů s CRC [181]. Na druhou stranu studie detekující neutrofily na základě přítomnosti 

myeloperoxidázy, která je přítomna v granulech neutrofilů, prokázala, že vysoká infiltrace 

tumoru tímto typem buněk vykazovala signifikantně lepší prognózu a přežívání pacientů 

[182]. Před zahájením léčby CRC byl z krve stanovován poměr mezi neutrofily a leukocyty 

(Neutrphil / Leukocyte Ratio, NLR). Vysoké hodnoty NLR vycházely jako negativní 

prognostické faktory. Tsai ve své metaanalýze uvádí hranici NLR 5. Pokud byla hodnota 

NLR před zahájením léčby vyšší než 5 (vysoké zastoupení neutrofilů vůči nízkému 

67 

 



zastoupení lymfocytů), bylo zaznamenáno signifikantně nižší OS i DFI. Pacienti s NLR pod 5 

častěji dosáhli 5 letého OS [183]. Vysoké intratumorální zastoupení eozinofilů bylo 

prokázáno jako nezávislý faktor dobré prognózy u pacientů s CRC [184]. Vysoké 

zastoupení eozinofilů jak v peritumorální, tak i intratumorální lokalizaci bylo spojeno 

s menší velikostí tumoru a nižším počtem postižených lymfatických uzlin. Jako 

prognosticky významné bylo hodnoceno jen vysoké peritumorální zastoupení eozinofilů 

[185]. 

4.4.2.4 Natural killers 

NKs jsou jediné buňky lymfoidní linie, které se podílejí na nespecifické imunitě. NKs 

z morfologického hlediska vypadají jako lymfocyty a na svém povrchu exprimují i řadu 

struktur odpovídajících lymfocytárním znakům. Co však NKs zásadně odlišuje od 

lymfocytů, je nepřítomnost specifických receptrorů pro APCs. Hlavním mechanismem, 

kterým rozpoznávají patogenní struktury, je množství molekul MHC glykoproteinu I 

(Major Histocompatibility Complex glycoprotein I, MHC gp I) exprimovaných na povrchu 

buněk a patogenů. V případě nízkého zastoupení MHC gp I dochází k aktivaci NKs. NKs se 

zapojují do nespecifické imunitní reakce časnou odpovědí a destrukcí viry napadených 

buněk a také se podílejí na protinádorové imunitní reakci [186]. Efekt NKs je dán přímým 

cytotoxickým účinkem. Z cytotoxických granulí v NKs jsou po stimulaci aktivační dráhy 

vypouštěny především perforin a granzymy. Perforin narušuje buněčnou stěnu a může tak 

vyvolat osmotickou lýzu buněk. Druhou možností destrukce buňky je průnik granzymů do 

buněk skrze otvory vytvořené perforiny. Granzymy pak v buňce cestou kaspáz vyvolají 

apoptózu [38 s. 151-152]. Dalším efektem, kterým se NKs podílejí na imunitní odpovědi, je 

produkce řady působků, především IFN-γ, ale i např. TNF-α, IL-3, IL-8, IL-10, G-CSF a 

chemokinů (např. CCL 2-5, XCL1). Sekrece těchto látek je obvykle spuštěna aktivací TLRs. 

Díky nim pomáhají v chemotaxi DCs, makrofágů, neutrofilů a zároveň se podílejí na 

provázání nespecifické imunitní reakce se specifickou přes regulaci APCs s T a B lymfocyty, 

které na ně reagují [186]. 

Na povrchu NKs můžeme rozpoznat 2 základní typy receptorů- aktivační a inhibiční. 

Na základě začlenění jednotlivých aktivačních a inhibičních receptorů a jejich vzájemné 

kooperaci pak převáží i výsledná reakce NKs. Při převážení efektu aktivačních receptorů se 
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spouští cytotoxická reakce. Mezi aktivační receptory patří struktury na povrchu NKs, které 

rozpoznávají proteiny virů, proteiny na povrchu virem napadených buněk nebo proteiny, 

které exprimují buňky při infekci nebo nádorové transformaci. Další složkou, která může 

aktivovat NKs, jsou solubilní ligandy - především různé typy cytokinů. Zde jsou zapojeny 

např. receptory pro IL-2, IL-15,IL-21. Tyto receptory jsou obvykle spojené s konečnou 

maturací a efektorovou reakcí NKs. NKs jsou schopné reagovat i na struktury 

opsonizované protilátkami IgG. Ty se vážou na receptor CD16, což je vazebné místo pro Fc 

část imunoglobulinu (tento Fc receptor je označován jako FcγRIIIA) a následně spouští tzv. 

cytotoxikou reakci závislou na protilátkách (Antibody Dependent Celulular Cytotoxicity, 

ADCC). Vyšší zastoupení tohoto receptoru zprostředkuje účinnější ADCC. Dané 

protilátkové receptory se označují jako killer cell imunoglobulin-like receptors (KIR). Další 

skupinou receptorů, které se nacházejí na povrchu NKs, je skupina C-lektinových 

receptorů, která je pojmenována jako killer lectin-like receptors (KLR). Mezi cytotoxické 

receptory řadíme např. NKp46/NCR1, NKp44/NCR2, NKp30/NCR3. Jako poslední zde 

zmíním aktivační receptor označený jako NKG2D (Naturall Killer group 2 member D). 

Tento receptor je mimo NKs exprimován i na CD8+ buňkách a malé populaci CD4+ buněk. 

Jeho úlohou je rozpoznávat tzv. neklasické MHC glykoproteiny, které jsou exprimovány na 

povrchu buněk virem infikovaných nebo stresu vystavených buněk. Tento mechanismus 

aktivace se označuje jako MIC (MHC class I Chain-related). Aktivační receptory jsou na 

vnitřní straně cytoplazmatické membrány napojeny na systém ITAMs (immunoreceptors 

tyrosine - based activation motifs), který spouští intracelulární kaskádu reakcí zakončenou 

cytotoxickým účinkem NKs. Vždy však záleží na kooperaci s inhibiční složkou NKs 

[38 s. 154-156, 186]. 

Inhibiční receptory fungují na podkladě rozeznání MHC gp I. V případě, že NKs na 

povrchu buňky detektují tyto struktury v odpovídajícím množství, spouští se inhibiční 

reakce, která zablokuje spuštěnou aktivační dráhu [38 s. 154-156]. Mezi inhibiční 

receptory řadíme jak imnuglobulinové receptory z rodiny KIR, tak i receptory ze skupiny 

KLR, kam patří i NKG2A, který hraje význam v maturaci NKs. Inhibiční receptory jsou na 

vnitřní straně cytoplazmatické membrány napojeny na inhibiční systém nazývaný 

imunoreceptor tyrosine-based inhibition motifs (ITIMs), který blokuje cytotoxický účinek 

NKs [38 s. 154-156, 187].  
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NKs můžeme na základě povrchových znaků CD56 a CD16 rozdělit do jednotlivých 

subpopulací. Další znak, který se vyskytuje na povrchu NKs a je použit i v rámci této 

studie, je CD57. 

CD56 je izoforma adhezních molekul lidských neuronů (NCAM – Neural cells adhesion 

moleculs), ale zároveň byla nalezena na povrchu NKs. Užívá se jako základní marker pro 

stanovení NKs a rozděluje je na CD56-, CD56dim, CD56bright. CD16 je již výše zmiňovaný Fc 

receptor NKs pro imunoglobuliny. V periferní krvi je nejvíce zastoupena subpopulace 

CD56dim CD16 bright, která tvoří kolem 90 % NKs a je nejúčinnější cytotoxická jednotka. V 

periferní krvi je možné nalézt i subpopulace CD56dim-CD16-, které vznikají po aktivaci 

cytotoxické formy. Na opačné straně cytotoxických buněk pak stojí subpopulace 

CD56brightCD16dim/-, která je nejvíce zastoupena v lymfatických uzlinách. CD56brightCD16dim/- 

jsou ještě považované za nevyzrálé a slouží jako zdroj cytokinů i jako prekurzor pro 

CD56dim CD16 bright [188]. Maturace do cytotoxické formy se děje v několika krocích a 

souvisí se snížením inhibičních lektinových receptorů NKG2A a získáním receptorů skupiny 

KIRs. Během této maturace NKs na svém povrchu začínají exprimovat i receptory 

vypovídající o jejich zralosti, a to především CD57 [189]. 

 

CD57 

CD57 (galactosylgalactosylxylosylprotein 3-beta-glucuronosyltransferáza 1, 

v minulosti také označovaný jako LEU 7 nebo HNK-1(Human Natural Killer)) je marker 

diferenciace buněk a jejich stárnutí. V případě NKs nebyl tento znak prokázán u fetálních 

NKs, ale jeho zastoupení stoupá s věkem a je znakem diferenciace NKs [190]. Expresi 

CD57 detailně studoval Lopez-Vergés. Udává, že z 98 % je CD57 exprimován na 

CD56dimCD16+ buňkách, které reprezentují maturované NKs. Lopez-Vergés považuje 

CD56dimCD16+CD57+ NKs za konečné stádium maturace, kdy CD56dimCD57+ vznikají z 

CD56dimCD57- po stimulaci IL-2 a stimulačních buněk produkujících IL-15. Takto vyspělé 

NKs vykazují nižší proliferační kapacitu, mají sníženou odpověď na stimulaci IL-12 a 18 a 

nižší produkci IFN-γ než CD57- NKs. CD57+ buňky vyrovnají produkci IFN-γ po stimulaci 

CD16 [191]. CD57 je tak užitečným markerem k detekci zralých cytotoxických forem NKs 

[192]. CD57 nebyl popsán jen u NKs, ale nachází se i na povrchu T lymfocytů nebo jako 

adhezní molekula u neuronů. Jak u NKs, tak i u T lymfocytů koreluje zastoupení CD57+ 
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s expresí granzymů A i B a perforinů. Proto se usuzuje, že buňky s expresí CD57 vykazují 

vysoký cytolytický potenciál. Lopéz-Vergés však tento fakt neprokázal. Na druhou stranu 

referuje, že buňky CD57+ lépe reagují na aktivaci CD16 a jejich cytotoxicita je tak navozena 

právě touto cestou [191]. 

 

Vztah natural killers a kolorektálního karcinomu 

V minulosti byl již prokázán velmi silný protinádorový efekt NKs, a to především u 

hematoonkologických malignit [193]. V případě CRC Menon prokázal, že přítomnost 

CD57+ buněk při nádorových okrajích je nezávislý prognostický faktor delšího DFI [194]. 

Chaput prezentoval výsledky pacientů chirurgicky léčených pro druhé a třetí stádium CRC. 

Vyšší zastoupení NKs bylo spojeno s lepším OS a delší dobou do relapsu [195]. Obdobně i 

studie z našeho pracoviště udává infiltraci CD57+ buňkami jako prognostický faktor 

lepšího OS a DFI [172]. Vyčítal ve své dizertační práci udává vysokou hodnotu CD57+ 

buněk u pacientů s CRC (UICC II a UICC III) jako silný nezávislý pozitivní prognostický faktor 

pro DFI a OS. Pacienti s vysokým zastoupením CD57+ buněk měli nižší výskyt 

metastatického postižení lymfatických uzlin. Může tak být faktorem, který ovlivní 

rozhodnutí o podání adjuvantní onkologické léčby [196]. Protichůdné výsledky udává 

Sconocchi, který v jedné studii prokázal, že infiltrace tumoru NKs (CD56+ a CD57+ buňky) a 

T lymfocyty je spojena s delším přežíváním pacientů [197]. V datech, která však publikoval 

dříve, neprokázal signifikantní infilitraci NKs v CRC. Uvádí, že populace CD16+ je nejvíce 

zastoupená v rámci nespecifické imunitní reakce proti CRC a zlepšuje OS pacientů. Tyto 

CD16+ buňky zastupují především makrofágy, ale ne NKs [198]. Obdobně Sandel udává 

malé zastoupení NKs v rámci infiltrace CRC [199]. Gulubova studovala infiltraci TILs u 

pacientů s CLM a jaterními metastázami karcinomu žaludku. V této studii popisuje nízkou 

infiltraci NKs v okolí těchto metastáz v porovnání s pacienty bez metastatického postižení. 

Také ale pozorovala pozitivní korelaci mezi zastoupením NKs a CD8+ lymfocytů. Pro NKs 

tak v tomto případě přisuzuje regulační funkci a uzavírá, že neefektivní nespecifická 

imunita a konkrétně snížení počtů NKs, které jsou v jaterní tkáni za normální situace hojně 

zastoupeny, může stát za progresí onemocnění [200]. Tím tak potvrzuje data a závěry, 

které ve své studii již dříve publikoval Kasper [201]. Důvodem progrese onemocnění může 

být snížená funkce NKs proti nádorovým buňkám, a to cestou snížení exprese receptoru 
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NKG2D. Snížená exprese byla popsána jak na povrchu NKs infiltrujících tumor [202], tak i 

na povrchu cirkulujících NKs u pacientů s generalizovaným CRC, kde je exprese tohoto 

receptoru snížena v porovnání se zdravými kontrolami [203]. Pod vlivem TGF-β 

produkovaného v nádorových buňkách klesá u NKs exprese NKG2D a následně i lytický 

efekt těchto buněk. Snížená exprese NKG2D je způsob, jakým jsou nádorové buňky 

schopné uniknout cytolytickému efektu NKs [204]. 

4.4.3 Specifická imunitní reakce 

Specifická imunitní reakce je cílená reakce imunokompetentních buněk vůči 

konkrétní struktuře - antigenu. Buňky nespecifické imunity jsou spouštěčem specifické 

imunitní reakce přes APC. Proto je nezbytná přesná kooperace těchto dvou systémů. Po 

aktivaci se specifická imunitní reakce rozvine během dní až týdnů. Hlavní složkou 

specifické imunitní reakce jsou B a T lymfocyty. Každá z těchto buněk se mírně liší 

strukturou svých vazebných míst. Díky velkému množství, ve kterém se v organismu 

vyskytují (dosahuje hodnot desítek milionů), se vždy najde buňka, která je schopná vázat 

daný antigen. Tzn., že imunitní systém je schopen předvídat (anticipovat), s jakými 

antigeny se setká. Následně se daná buňka začne diferencovat a dělit. Vytvoří tak klony 

buněk, které jsou schopné specificky destruovat konkrétní antigen. Doba mezi aktivací 

specifického systému a výsledným efektem může být několik dní až týdnů. V rámci 

specifické imunity jsou příslušné buňky schopné si daný antigen zapamatovat a při 

následujícím kontaktu vyvolat rychlejší reakci proti danému antigenu [38 s. 25-30]. 

Rozpoznání antigenů se děje pomocí antigenně specifických lymfocytárních 

receptorů: B – cell receptor (BCR) nebo T cell receptor (TCR). Na úrovni genů jsou 

konkrétní receptory a řetězce imunoglobulinů vždy složeny z konstantní (C) a variabilní 

(segmenty označované jako V, D, J) složky. Variabilní složky jsou pak pomocí rekombináz 

vystříhávány a kombinovány, respektive přeskupovány, do řady typů a variant. Takto 

vystříhané, kombinované a zakončené geny jsou základem pro fenotypovou diverzitu. 

Mechanismus, který může diverzitu dále rozšířit, je tzv. spojovací variabilita. Při ní nejsou 

úseky daného genu po vystříhání a přeskupení zakončeny a při napojení nového řetězce 

tak může vzniknout nový typ receptoru. Dalším mechanismem, který variabilitu dále 

zvyšuje, je prodlužování odstřižených konců o náhodné sekvence pomocí terminální 

transferázy, kdy opět vzniká celá škála receptorů. U imunoglobulinů se uplatňuje 
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izotypový přesmyk. Při něm jsou z imunoglobulinů vyštěpovány konstantní úseky, a tím 

dochází ke změnám v těžkých řetězcích imunoglobulinů. Díky těmto přesmykům jsou B-

buňky schopné paralelně produkovat více typů imunoglobulinů. Poslední mechanismus, 

který může ovlivnit množství variant imunoglubulinů, jsou somatické mutace 

přeskupených genů, které kódují jak těžké, tak i lehké řetězce imunoglobulinů [38 s. 25-

30]. Vzhledem k zaměření této práce budeme dále popisovat buněčnou složku specifické 

imunity, tedy T lymfocyty. 

4.4.3.1 T lymfocyty a jejich dělení 

T lymfocyty jsou základním kamenem antigenně specifické imunity. Jejich cílem je být 

konečnou efektorovou buňkou likvidující daný antigen. Zároveň však slouží i jako buňky 

regulující vývoj B buněk. T lymfocyty jsou charakteristické přítomností TCR na svém 

povrchu, které lze rozdělit podle typů řetězců na αβ a γδ. Nejčastějším typem jsou TCR 

αβ, které rozeznávají MHC gp. Vývoj těchto T lymfocytů začíná v kostní dřeni a pokračuje 

v brzlíku, kam prekurzory vzniklé v kostní dřeni vcestují a dokončují vývoj do prekurzorů 

pomocných a cytotoxických T lymfocytů. Oproti tomu TCR γδ jsou v organismu 

zastoupeny málo, jsou schopné se vyvíjet mimo thymus a k rozpoznání antigenu 

nepotřebují MHC gp, protože jako antigeny rozpoznávají jednoduché organické látky 

přítomné např. v potravě nebo produkované mikroorganismy. 

TCR αβ se dále dělí podle přítomnosti znaků na CD4 a CD8. Molekula CD4 je 

koreceptorem MHC glykoproteinu II (Major Histocompatibility Complex glycoprotein II, 

MHC gp II) a je typická pro prekurzory pomocných T lymfocytů, tzv. helperů (Th). Jak 

napovídá jejich název, tyto buňky pomáhají stimulovat B lymfocyty k tvorbě protilátek, 

podporovat funkci buněk nespecifické imunity a produkcí cytokinů regulovat imunitní 

reakci. Na podkladě signálů z okolí se naivní formy Th lymfocytů mohou diferencovat ve 

čtyři podtypy buněk: Th1, Th2, Th17 a T regulační (T reg) lymfocyty (obr 17). Molekula 

CD8 je koreceptorem pro MHC gp I a je typická především pro cytotoxické formy T 

lymfocytů, tzv. (Tc). Díky produkci celé škály biogenních působků se mohou podílet i na 

regulačních pochodech [38 s. 139-141]. 
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Th1 lymfocyty 

Th1 lymfocyty vznikají z naivních CD4+ buněk po stimulaci IFN-γ a IL-12, který je 

produkovaný především APC. Th1 jsou zodpovědné za reakci proti intracelulárním 

virovým i bakteriálním patogenům např. mykobakteriím. Svojí regulační funkcí mohou 

přispět i k rozvoji autoimunitních onemocnění. 

 

Obr.  1 7 :  vývo j  a  c ha ra kt e r i za c e  j e dnot l i výc h  Th  l ymfoc yt ů  [2 0 6 ] 

 

Th1 mají ve svém jádře přítomny transkripční faktory T-bet a STAT4 (Signal 

Transducer and Activator of Transcription, STAT). Th1 lymfocyty lze detektovat pomocí 

povrchových markerů CD4+, CXCR3+. Hlavní působky jejich produkce jsou IL-2 a IFN-γ. 

Prvotní kontakt s antigenem obvykle zprostředkovávají dendritické buňky, které naivní Th 

lymfocyty aktivují. Při této aktivaci jsou na povrchu vystaveny antigeny společně s MHC gp 

II a současně jsou vyplaveny i IFN-γ a IL – 12. Pro správný průběh reakce je důležitá role 

kostimulačních molekul CD40 (na povrchu APC) a CD40L (na povrchu lymfocytu) a CD28 

(receptor na povrchu lymfocytů pro protein CD80 a CD86 na povrchu APC). Aktivace 

pomocí této tzv. imunologické synapse vede k diferenciaci naivních Th lymfocytů do Th1 

lymfocytů. Th1 lymfocyty produkují IL-2 a IFN-γ. IL-2 slouží jako autokrinní stimulant 

podporující dělení Th1 lymfocytů. Vyprodukovaný IFN-γ jednak poskytuje zpětnou vazbu 

pro Th1, které tím zvyšují produkci T-bet a následně i IFN-γ, ale také je zodpovědný za 

stimulaci fagocytů, zejména aktivuje makrofágy, kde zvyšuje jejich fagocytární aktivitu. 

Makrofágy fungují jako APC a jsou i určitou zpětnou vazbou, protože předkládáním 

naštípaných antigenů podporují další aktivitu Th1 lymfocytů, ale také cytotoxických CD8+. 

Vznik efektorových CD8+ buněk je podpořen i samotnými Th1 lymfocyty. To je dáno 
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jednak produkcí IL-2, která stimuluje diferenciaci CD8+, a pak také nepřímo přes APC 

buňku po kontaktu příslušných CD40 a CD40L struktur.  

Th1 tímto kontaktem kostimulačních molekul aktivuje APC, která opět stimuluje 

vyzrávání CD8+ buněk. Jak je zřejmé, úlohou Th1 je udržení lokální zánětlivé odpovědi. 

Díky sekreci IL-2 a IFN-γ se podílejí na vytváření paměťových buněk, a to jak typu Th1, tak i 

CD8+ paměťových buněk [38 s. 141-144, 205,206 

 

Th2 lymfocyty 

Th2 lymfocyty jsou zapojeny do imunitních pochodů proti extracelulárním parazitům 

včetně helmintů. Současně mohou být zodpovědné za perzistující asthma bronchiale a 

alergické reakce. Th2 lymfocyty se diferencují z naivních Th lymfocytů pod stimulací IL-2 a 

IL-4 secernovaných okolními basofily, žírnými buňkami a NKs. V prvním kroku se opět 

musí naivní Th lymfocyt setkat s APC. Ta mu předloží antigen spolu s MHC gp II. Jako 

kostimulační proteiny se zde uplatňují CD80 a CD89 na APC a TCR, CD28 (receptor na Th 

lymfocytu pro protein CD 80 a CD86). Následně z naivního Th lymfocytu vzniká efektorová 

buňka Th2 lymfocytu. Identifikačním markerem na povrchu Th2 lymfocytů jsou znaky 

CD4+, CCR4+ a CRTH2+. Ve svém jádře jsou bohaté na transkripční faktory GATA-3 a STAT3. 

Th2 lymfocyty produkují a uvolňují IL-4, IL-5, Il-9, IL-10, IL-13, IL-25 a amphiregulin. IL-4 

působí zpětnovazebně, když stimuluje Th2 lymfocyty k diferenciaci, ale také ovlivňuje i B 

lymfocyty k produkci IgE. IgE následně stimulují basofily a žírné buňky, které vyplavují 

histamin a serotonin a podílejí se tak na alergických reakcích. Dalším faktor, který je 

zapojen u alergických reakcí, je IL-9, protože stimuluje tvorbu mucinu z epiteliálních 

buněk především v dýchacích cestách. Do antiparazitární imunity je zapojen IL 13 a 

především IL-9, který aktivuje eosinofily, žírné buňky a lymfocyty. Naopak IL-10 je 

supresní faktor, který omezuje proliferaci Th1 lymfocytů a funkci APC s vlivem především 

na dendritické buňky [38 s. 144-145, 205, 206].  

 

Th17 lymfocyty 

V roce 2003 byla popsána nová efektorová skupina Th lymfocytů, která byla 

charakterizována vysokou produkcí IL-17 a cytokinů, které neprodukují Th1 ani Th2 

lymfocyty. Th17 lymfocyty se diferencují z naivních Th lymfocytů pod vlivem TGF-β, IL-6, 
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Il-21 a IL-23. V jádře produkují transkripční faktory STAT3 a hlavní transkripční faktor Th17 

lymfocytů, tzv. RORƳt. Ten může být použit k jejich detekci. K té lze také využít expresi 

povrchových znaků CD4+ a CCR6. Th17 lymfocyty produkují celou škálu interleukinů a 

cytokinů. IL-21 zpětnovazebně stimuluje diferenciaci Th17 lymfocytů. IL-21 také ovlivňuje 

funkci CD8+ buněk, B lymfocytů, NKs a dendritických buněk. Dalším vysoce secernovaným 

interleukinem je IL-17a a IL-17f, které v mesenchymálních i epiteliálních buňkách 

podporují vyplavení IL-6 a IL-8 a tím podporují rozvoj zánětlivé reakce. IL-17 stimuluje 

neutrofily, které zvyšují svoji imunitní odpověď proti extracelulárním bakteriím a houbám. 

Vyplavení IL-22 podporuje rozvoj kožní zánětlivé reakce a řídí imunitní odpověď proti 

patogenům, jako je Klebsiella pneumonie nebo Citrobacter rodentium. Na druhou stranu 

v játrech slouží jako ochranný faktor hepatocytů při akutním jaterním selhání [38 s. 145, 

205, 206]. 

 

Regulační Th lymfocyty 

Th regulační lymfocyty (T reg) hrají zásadní roli v imunosupresi, protože chrání 

organismus před autodestrukcí vlastním imunitním systémem. Defekty v T reg tak mají 

vliv na rozvoj autoimunitních reakcí. V současné době rozeznáváme tři základní podtypy 

Th buněk spadajících do obecného pojmenování T reg. Jsou to naivní T reg (nT reg), 

indukované T reg (iT reg) a cytotoxické T reg (cT reg). Pod iT reg je počítána i populace Th3 

lymfocytů a Tr1 lymfocytů. Toto označení bylo používáno před nálezem a charakterizací T 

reg tak, jak je známe v dnešní době. Především Th3 byl přisuzován podíl na slizniční 

imunitě. T reg se diferencují z naivních Th lymfocytů díky působení TGF-β a IL-2, kdy IL-2 

spolu se stimulací MHC gp II jsou silným signálem, který vede k rozvoji T reg. Kromě TCR 

na svém povrchu exprimují znaky označované jako CD25, GITR (glucocorticoid-induced 

tumor necrosis factor receptor- related protein), OX40 (CD134), CD62L a CTLA-4 

(cytotoxic T lymphocyte-associated antigen 4). Ve svém jádře produkují především 

transkripční faktory Foxp3 a STAT5. Pro jejich detekci jsou využívány povrchové znaky 

CD4+, CD25+ a transkripční faktor Foxp3 [38 s. 148-150, 205, 207]. 

Povrchová struktura CD25 byla využita i v této studii. Jedná se o α řetězec 

membránového receptoru pro IL-2. Tento receptor však není začleněn do 

transmembránového přenosu, protože jeho cytoplazmatická část je příliš krátká. Jeho 
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význam je především ve schopnosti vazby IL-2, ke kterému je vysoce afinní. Tento 

receptor ovlivňuje efektorovou funkci lymfocytů. Povrchové receptory CD4+ a CD25+ 

ovlivňují tvorbu transkripčního faktoru Foxp3. Na myších modelech byl popsán vyšší 

výskyt závažných autoimunitních onemocnění v případě deplece CD25. CD25+ lze 

detekovat na T buňkách, B buňkách, thymocytech a oligodendrocytech [208]. 

Foxp3 (Forkhead box P3) je další faktor, který byl využit v této studii. Foxp3 je 

transkripční faktor selektivně produkovaný v T reg. Přesný mechanismus účinku Foxp3 

není zcela jasný. Usuzuje se, že přes tzv. NFAT (Nuclear Factor of Activated T cells) 

ovlivňuje transkripci genů. Jejich přesné složení není doposud známé, ale pravděpodobně 

jde o geny ovlivňující expresi imunosupresních receptorů na povrchu buňky a dále o geny 

zodpovědné za tvorbu cytokinů, které ovlivňují efektorové T buňky ve svém okolí a 

utlumují tak jejich činnost. Foxp3 není nezbytný pro přežití T reg prekurzorů, ale je zcela 

nezbytný pro správnou supresní funkci T reg. Tento Foxp3 protein je kódován příslušným 

Foxp3 genem na X chromozómu. Mutace v tomto genu způsobí závažné multiorgánové 

autoimunitní onemocnění nazývané IPEX (Imunodysregulace, Polyendokrinopatie, 

Enteropatie a dědičné syndromy vázané na X chromozóm) [207, 209, 210]. 

T reg jsou schopné navodit supresní účinek dvěma způsoby. Prvním je přímý buněčný 

kontakt a druhým je uvolnování cytokinů. Přímý buněčný kontakt a následná suprese je 

dána receptory GITR a především CTLA-4. CTLA-4 se přímo váže na kostimulační receptory 

CD80/CD86 na efektorových T buňkách, ale i na APCs - především DCs. Na T lymfocyty tak 

vyšle přímý inhibiční signál. U DCs dochází k aktivaci indolamin 2,3 dioxygenázy, 

která snižuje koncentraci tryptofanu v okolí buněk. Snížená koncentrace tryptofanu byla 

popsána jako faktor snižující aktivaci T buněk. Tento typ imunosuprese je typický 

především pro nT reg. Druhým způsobem, kterým T reg ovlivňují funkci 

imunokompetentních buněk, je cytokinová cesta, která je využívána především iT reg. 

Supresního efektu je dosaženo především sekrecí TGF-β a IL-10. TGF-β podporuje 

vyzrávání iT reg z naivních Th buněk. Deficience TGF-β byla popsána např. u diabetu. IL-10 

je faktor, který omezuje maturaci DCs a ty se stávají více tolerantní k antigenům ve svém 

okolí. Produkce IL-10 byla např. popsána jako preventivní faktor zánětlivého postižení 

střev. Poslední efekt, který byl u T reg popsán, je produkce granzymu A a perforinu. Tyto 
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produkty můžeme pozorovat především u efektorových CD8+ buněk. T reg tím získávají 

schopnost ničit aktivované CD4+ a CD8+ buňky [38 s. 148-150, 207]. 

 

Tc lymfocyty 

Tyto buňky jsou základní destrukční jednotkou lidského organismu. Tc lymfocyty 

rozpoznávají buňky napadené intracelulárními patogeny včetně virů. Jsou schopné 

rozpoznat i abnormální buňky včetně těch nádorových. APCs (nejčastěji DCs nebo 

makrofágy) předkládají na svém povrchu MHC gp I spolu s daným antigenem. Naivní Tc 

lymfocyty na svém povrchu exprimují CD8+ receptor, který tyto signály rozpoznává, a po 

této aktivaci se diferencují v efektorové Tc buňky. Tento proces se nazývá cross 

prezentace [211]. Pro správnou interakci APCs s Tc lymfocyty je opět nezbytná přítomnost 

kostimulačních molekul CD80, CD86 a CD28L. Celému procesu diferenciace napomáhají i 

Th1 lymfocyty, které produkují IL-2 a jsou tak silným stimulačním faktorem. Mimoto je 

přítomnost Th1 důležitá i pro DCs, protože před samotnou cross prezentací je potřeba, 

aby tyto buňky byly Th1 aktivovány cestou CD40 (receptor na povrchu DCs) a CD40L 

(molekula na povrchu Th1). Tato aktivace DCs vede ke zvýšení exprese CD80 a CD86 na 

povrchu DCs a sekreci IL-1 a IL-12 - faktorů účastnících se cross prezentace. DCs se tedy po 

setkání s Th1 stává plně funkční a vyzrálou APCs. Cross prezentace probíhá v lymfatických 

uzlinách. Z lymfatických uzlin se pak zralé efektorové Tc lymfocyty rozšíří do organismu 

hematogenní cestou. Tyto zralé buňky jsou pak v místě působení schopné okamžité 

reakce po aktivaci přes TCR (již není potřeba kostimulačních procesů) [38 s. 150-153]. 

Obdobně jako bylo popsáno u NKs i Tc lymfocyty na svém povrchu exprimují 

receptory ze skupiny KIRs, KLR, tak i NKG2D. Před jejich aktivací je však nutná aktivace 

TCR. Základním rozpoznávacím prvkem Tc buněk, který je používán i k jejich detekci, je 

receptor CD8. Z dalších povrchových struktur můžeme uvést již zmiňovaný CTLA-4 , T cell 

imunoglobulin and mucindomain 3, lymphocyte aktivity gene 3 nebo Fas lignad (FasL), 

který se svojí strukturou podobá TNF. Aktivované Tc buňky produkují celou řadu 

chemokinů a cytokynů, jako jsou IFN-γ, TNF-α,IL-10, IL17-a, IL17f, IL-21 a IL 22 [212]. 

Dalším produktem Tc lymfocytů jsou perforiny a granzymy, které slouží jako jeden 

z celkových tří mechanismů, kterými Tc lymfocyty usmrcují okolní buňky. Perforiny i 

granzymy jsou přítomny v cytoplazmě  jako cytotoxická granula. Po aktivaci TCR se tato 
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granula přesouvají k místu setkání obou buněk a degranulují se do štěrbiny mezi obě 

buňky. Perforin do cílové buňky vytváří otvory a póry, kterými do buňky vstupují 

granzymy. Granzymy v cytoplazmě buněk aktivují kaspázy, na jejichž podkladě dojde ke 

spuštění apoptotických kaskád a následně apoptóze buňky. Druhým mechanismem, který 

vyvolá destrukci cílové buňky, je aktivace cestou FasL. Tento ligand se váže na apoptotický 

receptor Fas (CD95), který se nachází na povrchu řady buněk lidského organizmu. 

Aktivace Fas receptoru opět aktivuje apoptotickou kaskádu, která v buňce vyvolá 

apoptózu. Tento mechanismus se uplatňuje i u Tc buněk. Díky tomu je funkce Tc 

lymfocytů limitována a regulována. Oba dva výše popsané cytolytické mechanismy 

vyžadují kontakt zúčastněných buněk. Třetí mechanismus cytolýzy je vyvolán solubilními 

složkami vypouštěnými z Tc buněk. Jedná se o lymfotoxin (LT, TNF-β), který je taktéž 

schopen aktivovat FasL s následnou apoptózou buňky [38 s. 151-153]. 

4.4.3.2 Vztah T lymfocytů ke kolorektálnímu karcinomu 

Již od 80. let 20. století je známý příznivý efekt infiltrace lymfocytů v okolí CRC [213, 

214]. Galón ve své studii prokázal lepší prognózu pacientů, kteří měli CRC infiltrovány T 

buňkami (CD3+) [215]. Díky odhalování povrchových znaků, transkripčních faktorů a 

secernovaných cytokinů, kterými lze T lymfocyty stanovit, bylo postupně možné studovat 

i jednotlivé podskupiny T lymfocytů. 

 

Th lymfocyty 

Nakayama prokázal sníženou přítomnost Th1 lymfocytů u pacientů s CRC ,a to jak 

v periferní krvi, tak i ve spádových lymfatických uzlinách. Udává, že rozvoj CRC souvisí 

s disbalancí Th1/Th2 lymfocytů [216]. Evans ve vzorcích periferní žilní krve pacientů s CRC 

pozoroval nižší zastoupení cytokinů produkovaných Th1 lymfocyty oproti zdravým 

kontrolám. U zdravých kontrol také pozoroval vyšší poměr v zastoupení Th1/Th2 

lymfocytů [217]. Cui ve své práci shrnul, že zvýšená sekrece cytokinů Th2 lymfocyty a 

sníženená produkce cytokinů Th1 lymfocyty v periferní krvi souvisí s progresí onemocnění 

z adenomu do CRC. Udává, že změny a hladiny cytokinů souvisí se stádiem onemocnění a 

mohou se normalizovat po resekčním výkonu. Také popisuje, že lokalizace Th1 lymfocytů 

je u adenomů v subepiteliální oblasti stromatu, zatímco u CRC jsou Th1 difúzně 
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rozmístěny ve stromatu tumoru [218]. Tosolini prokázal, že Th1 lymfocyty jsou díky své 

humorální aktivitě a produkci IFN-γ silným stimulátorem Tc buněk. Pacienti po resekci pro 

CRC s vysokou expresí genů pro Th1 lymfocyty a cytotoxické lymfocyty měli delší DFI 

[219]. Pagés ve svém shrnutí udává důležitost posouzení VELIPI, tzn. zhodnocení 

přítomnosti embolů v nádorových cévách (Vascular Embolisation, VE), invazi nádorových 

buněk do lymfatických struktur (Lymphatic Invasion, LI) a perineurální infiltraci (Perineural 

Invasion, PI). Negativní VELIPI přináší delší DFI a OS. Současně bylo zjištěno, že pacienti 

s negativním VELIPI mají v tumoru vysoké zastoupení Th1 lymfocytů a efektorových CD8 

buněk. Negativní VELIPI nekorelovalo s přítomností Th2 lymfocytů [220]. Hou 

v experimentu na myších prokázal, že vystavení myší stresové situaci vedlo ke snížení 

aktivace Th1 lymfocytů a zvýšené aktivaci Th2 lymfocytů. U těchto myší také pozoroval 

rychlejší progresi CRC [221]. Osawa ve své experimentální studii na myších prokázal efekt 

Th2 lymfocytů na progresi karcinomu [222]. Tosolini nepotvrdil význam Th2 lymfocytů na 

prognózu pacientů [219]. Cui hojně detekoval cytokiny produkované Th2 lymfocyty 

v epitelu maligních buněk CRC. Udává, že Th2 mohou být faktorem, který inhibuje Th1 

lymfocyty a vede k progresi CRC [218]. Figueiredo propojuje dietní návyky s rozvojem CRC. 

Ve své genové analýze vzorků CRC zjistil upregulaci GATA3 u pacientů konzumujících 

maso. Tento transkripční faktor je spojen s diferenciací Th2 lymfocytů. Upregulace GATA3 

byla zjištěna u pacientů s ulcerózní kolitidou, která přináší i zvýšené riziko vzniku CRC. 

Konzumace masa nejspíše vyvolá protumorigenní zánětlivou odpověď, která vyústí ke 

kumulaci Th2 lymfocytů a následnému zvýšení hladiny GATA3. Přesný mechanismus 

deregulace GATA3 a případného vzniku CRC však není doposud objasněn [223]. 

Th17 lymfocyty byly už v minulosti spojeny s progresí maligního onemocnění. Výše 

hladiny IL-17 korelovala s agresivitou např. karcinomu žaludku nebo ovária. Obdobné 

výsledky byly popsány i u CRC. V Tosoliniho studii měli pacienti s nízkým zastoupením 

Th17 lymfocytů lepší DFI. Zastoupení a odpověď Th17 lymfocytů stoupala s progresí 

tumoru [219]. Yoshida prokázal význam stanovení poměru RORγT/CD3+. Vysoký 

RORγT/CD3+ koreloval s metastatickým postižením lymfatických uzlin a považuje ho za 

silný negativní prognostický faktor s krátkým přežitím pacientů. Th17 tak mají úzký vztah 

k metastatickému šíření buněk CRC. Tento proces je pravděpodobně způsoben složením 

cytokinů, které Th17 produkují. Tím ovlivňují indukci genů v buňkách karcinomů a 
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podporují jejich metastatický potenciál. Ve stejné studii nebyl prokázán význam Th1 a Th2 

lymfocytů na prognózu onemocnění, ačkoliv shrnuje, že přítomnost Th1 lymfocytů 

obvykle koreluje s dobrou prognózou, zatímco vysoké zastoupení Th2 je spojenou se 

špatnou prognózou [224]. Sharp udává, že Th17 a hladina IL-17a je signifikantně zvýšena 

ve vzorcích CRC u pacientů s pokročilým stádiem onemocnění. Systémové hladiny 

cytokinů produkované Th17 lymfocyty byly signifikantně zvýšené u metastazujícího CRC. 

Sharp v diskuzi uvádí i efekt IL-17 na remodelaci extracelulární matrix, která je důležitým 

krokem v metastazování CRC [225]. 

 

Regulační Th lymfocyty 

T reg díky svým imunosupresním vlastnostem a díky imunotoleranci vůči tělu 

vlastním buňkám přinášejí i riziko potlačení imunitních reakcí proti nádorovým buňkám. 

Tento efekt byl např. popsán u non-Hodgkinských lymfomů. U pacientů s karcinomem 

jícnu nebo žaludku přináší vysoké zastoupení T reg v TILs vyšší riziko úmrtí a zkracuje DFI 

[207]. Ling porovnával vzorky periferní krve a nádorové tkáně zdravých pacientů a 

pacientů s CRC. Nalezl zvýšené množství T reg jak v periferní krvi, tak i v rámci TILs u 

pacientů s časnou i pokročilou formou CRC. Tyto T reg lymfocyty byly Foxp3+ a 

suprimovaly CD4+CD25- buňky. Nevyjadřuje se však k přežití pacientů [226]. Salama došel 

k  závěru, že CD45R0+, CD8+ a překvapivě i Foxp3+ buňky a jejich vysoké zastoupení 

v turmorózní tkáni korelují s dobrou prognózou pacientů ve stádiu II a III [227]. Nosho 

sledoval vliv CD3+, CD8+, CD45R0+ a Foxp3+ buněk na prognózu pacientů s mikrosatelitní 

nestabilitou CRC. V univariační analýze byl Foxp3 spojen s dlouhým OS. V multivariační 

analýze však vyšla pouze denzita CD45R0+ buňek jako významná k OS [228]. Vzhledem 

k diskrepanci ve výsledcích jednotlivých studií provedl deLeeuw metaanalýzu, kam 

zahrnul 10 studií s CRC, kde 4 práce uvádějí T reg jako pozitivní prognostický faktor a 6 

prací, které neprokázaly vliv T reg na prognózu onemocnění [229]. Svensonová naopak 

uvádí, že vysoké zastoupení T reg ve tkáni CRC je spojeno se snížením počtu Th1 

lymfocytů. Tento stav pak imunitnímu systému znemožňuje účinnou reakci proti 

nádorovým buňkám. Potlačení T reg vidí jako možnou cestu v imunoterapii pro 

kolorektální karcinom [230]. Pernot pak udává, že rozdílnost výsledků je dána 

heterogenitou metod, které jsou ke stanovení T reg používány. Udává, že 
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v experimentálních modelech na myších a in vitro studiích T buněk z krve pacientů s CRC 

vedla deplece T reg lymfocytů ke zlepšení odpovědi CD4+ a CD8+ buněk vůči tumorózním 

antigenům. Domnívá se, že akumulace T reg lymfocytů v tumoru je dána hladinami 

cytokinů, které jsou tumorem produkované (např. TGF-β, VEGF). Tyto faktory vedou ke 

konverzi CD4+ buněk do T reg lymfocytů, které pak zvyšují riziko rekurence a kratšího OS 

[231].  

 

Tc lymfocyty 

Tc jsou hlavní efektorové buňky TILs zapojené do protinádorové imunity. Naito v roce 

1998 popsal proliferační aktivitu těchto CD8+ buněk jak v okrajích tumoru, tak i ve 

stromatu a uvnitř nádorové tkáně. Udává, že v multivariační analýze bylo zastoupení CD8+ 

buněk v samotném tumoru jako pozitivní prognostický faktor pro OS. Nižší zastoupení 

CD8+ pozoroval od III. stádia onemocnění [15]. Pagés popisuje, že pacienti bez 

metastatického postižení lymfatických uzlin měli vyšší zastoupení TILs v preparátech 

s vyšším zastoupením mRNA pro Th1 lymfocyty a efektorové Tc buňky. U 

nemetastazujícího karcinomu pozoroval také vyšší zastoupení paměťových Tc lymfocytů 

s pozitivním vlivem na OS [232]. Také Mlecnik ve své studii popisuje, že pacienti 

s metastatickým postižením lymfatických uzlin měli nižší zastoupení TILs v tumoru. Vysoké 

zastoupení Tc lymfocytů bylo pozorováno v časném stádiu tumoru Tis a T1 a to až u 60 % 

pacientů s tímto stádiem. U těchto pacientů pak bylo nízké riziko relapsu. Na druhou 

stranu u relapsu onemocnění bylo nízké zastoupení Tc lymfocytů nezávisle na stádiu 

onemocnění. Nízké zastoupení Tc lymfocytů bylo spojeno s krátkým DFI a OS. Článek tak 

uzavírá, že hodnocení Tc lymfocytů je užitečným kritériem, jak predikovat rekurenci 

onemocnění a OS pacientů. Toto stanovení Tc lymfocytů v rámci imunoskóre jak v centru 

tumoru, tak i v invazivních okrajích pak může být lepším prediktorem rekurence než 

samotná TNM klasifikace [233]. Hagland u pacientů s CRC bez CLM sledoval korelaci T 

lymfocytů v krvi se zastoupením T lymfocytů v bioptickém vzorku. Ve studii nalezl korelaci 

mezi přítomností CD3+ buněk v předoperačním vzorku krve se zastoupením CD3+ jak 

v invazivním okraji tumoru, tak i v centru tumoru. Silná korelace pak byla pozorována 

mezi přítomností CD4+ buněk v krvi a přítomností CD8+ buněk v invazivní části tumoru. 

Nevyjadřuje se sice k prognóze pacientů, ale studii uzavírá, že stanovení CD3+ buněk v krvi 
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může být určitým biomarkerem imunitní odpovědi jak v tumoru, tak i v jeho invazivní části 

[234]. 

4.4.3.3 Vztah T lymfocytů k metastázám kolorektálního karcinomu 

Wagner porovnával zastoupení CD4+ a CD8+ buněk u pacientů s CLM se vzorky zdravé 

tkáně. U pacintů s CLM pozoroval vyšší aktivitu CD8+ buněk. Také detekoval pozitivní 

korelaci mezi hladinami Th buněk (CD4+) a cytotoxickou aktivitou tumor infiltrujících 

lymfocytů. Studii uzavírá s tvrzením, že Th buňky podporují cytotoxickou reakci proti 

tumoru [235]. Katz porovnával zastoupení T lymfocytů v souboru pacientů, kteří zemřeli 

do 2 let od resekce jater pro CLM, s pacienty, kteří po jaterní resekci přežívali více jak 10 

let. Vysoké zastoupení CD8+ buněk a nízké zastoupení CD4+ buněk v resekátech korelovalo 

s dlouhodobým přežitím, které bylo delší 10 let. V této skupině pacientů mělo 31 % 

pacientů vysoké zastoupení CD8+ buňkami oproti 2 % pacientům, kteří se nedožili 2 let. 69 

% pacientů, kteří zemřeli do 2 let, mělo vysoké zastoupení CD4+ buněk v CLM oproti 22 % 

pacientů přeživších více jak 10 let. CD4+ a CD8+ tak byly silné prediktory pro OS. Autor s 

odkazem na experimentální studie udává, že přítomnost CD4+ buněk může svědčit o 

přítomnosti Th2 lymfocytů, které produkují imunosupresní cytokiny. Vysoké množství 

CD4+ buněk pak může zamezit efektivní obraně proti CLM [16]. V druhé své práci se tento 

autor zaměřil na stanovení CD3+ buněk, CD4+ buněk, CD8+ buněk a T reg buněk (Foxp3) u 

pacientů s CLM. Udává, že 40 % pacientů se dožilo 5 let a 25 % pacientů 10 let od operace. 

Vysoké zastoupení CD8+ buněk v poměru vůči celkovému počtu T lymfocytů (CD8+/CD3+) 

bylo hodnoceno jako nezávislý prediktor pro OS. Dalším prediktivním faktorem pro OS 

bylo stanovení poměrů FoxP3/CD4+ a FoxP3/CD8+. Jejich vysoké hodnoty měly negativní 

dopad na OS. Na druhou stranu vysoké hladiny samotných T reg nevyšly vůči OS 

signifikantně. Tento výsledek se přiklání spíše k imunosupresnímu účinku T reg na ostatní 

Th a Tc buňky. Oproti předchozí studii referované výše tak v této studii množství CD4+ 

buněk korelovalo s OS. Udává, že odlišný výsledek je dán rozdílnou skladbou pacientů a 

také faktem, že byly použity moderní terapeutické postupy při neoadjuvantní léčbě před 

resekcí CLM (Oxaliplatina i Irinotecan zvyšují hladiny CD4+ buněk v rámci TILs). Na závěr 

uvádí, že stanovení poměrů mezi jednotlivými skupinami T lymfocytů přináší lepší 

informaci o imunitních interakcích v rámci TILs [17]. 
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Halama se zaměřil na denzitu imunokompetentních buněk v invazivním okraji CLM ve 

vztahu k podávané chemoterapii. Pacienti s vysokou denzitou T buněk v okraji CLM (CD3+ 

> 600 buněk/mm2, CD8+ > 200 buněk/mm2 a granzym B > 25 buněk/mm2) měli lepší 

odpověď na chemoterapii. Vysvětlením může být použití 5-FU, který je součástí všech 

chemoterapeutických režimů. Tato látka inhibuje supresorové buňky myeloidní řady, a tak 

se může uplatnit efekt Tc lymfocytů [236]. V další studii tento autor neprokázal podstatné 

zastoupení Th1, Th2 ani Th17 lymfocytů v invazivních okrajích CLM, ale prokázal zde 

působky typické pro myeloidní řadu buněk, které atrahují T lymfocyty. Ty pak přes 

produkci chemokinu CCL5 mohou podporavat růst tumoru. Avšak blokáda příslušného 

recptoru pro CCL5 vedla nejen ke smrti buněk CLM, ale také přispěla ke změně 

mikroprostředí, kde došlo k repolarizaci makrofágů. Ty prošly fenotypovou přeměnou 

z M2 podtypu na podtyp M1. Tento podtyp pak byl schopný stimulovat T buňky 

k protinádorové odpovědi [237]. 

Berthel se zaměřil na stanovení denzity T lymfocytů u CLM v závisloti na vzdálenosti 

od invazivní hrany tumoru do jeho centra. Tumor ve vzdálenosti 100 μm od invazivní 

hrany rozdělil do zón po 10 μm. Zjistil, že ve vzdálenosti 20-30 μm od hrany CLM se 

nachází menší množství CD3+ buněk oproti samotnému okraji a vzdálenější lokalizaci. Další 

analýzou zjistil, že v dané oblasti se nachází i menší množství CD8+ buněk, stejně tak je zde 

pokles i v jejich cytotoxické substanci Granzymu B. V daném úseku však prokázal vyšší 

zastoupení makrofágů (CD163+). Ty zde tvořily určitou bariéru, přes kterou mohly projít 

jen specifické typy T buněk. Pacienti, u kterých je však v prvních 10 μm vysoká denzita jak 

CD3+, tak i CD8+ buněk, mají lepší přežívání oproti nízkým denzitám T lymfocytů v dané 

oblasti. Stejně tak nízké zastoupení CD3+ buněk v zóně mezi 20 – 30 μm bylo spojeno 

s lepším přežíváním pacientů. Tento efekt vysvětluje s odkazem na studii publikované 

Halamou, kde fenotypový přesmyk makrofágů do forem M1 mohl mít stimulační efekt na 

CD8+ buňky [238]. 

4.4.3.4 Zvláštní typy lymfocytů 

Do této skupiny lymfocytů můžeme zařadit T lymfocyty tvořené γδ řetezci (γδ-T 

Lymfocyty) a invariantní Natural Killer T lymfocyty (NKTs). 
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Označení γδ-T Lymfocyty je dáno podle γδ řetezců tvořících TCR. Jedná se o 

menšinovou skupinu lymfocytů, která je schopna se vyvíjet mimo thymus a rozeznávat 

alternativní nativní antigení struktury, než jsou klasické MHC gp. Jsou však schopné 

rozpoznat i ligandypro NKG2D. Svým chováním jsou někdy podobné klasickým NKs. Jsou 

aktivované při poranění buněk, uplatňují se v imunitě slizničních epitelií a v obraně proti 

mykobakteriím. V obraně proti CRC se jeví jako silný cytotoxický efektor. Stimulace těchto 

buněk tak může být jednou z cest protinádorové imunoterapie [38 s. 139-140, 239, 240]. 

NKTs na svém povrchu vykazují znaky, které můžeme pozorovat u T lymfocytů (TCR), 

ale také exprimují aktivační i inhibiční receptory typické pro NKs. Pomocí těchto receptorů 

rozeznávají lipidové struktury v buněčných memebránách (např. bakteriální glykolipidy a 

fosfolipidy). Jednotlivé antigenní struktury jsou obvykle prezentovány DCs na molekule 

CD1d (struktura podobná MHC gp I). V případě, že jsou NKTs stimulovány přes TCR 

receptor, prakticky okamžitě vyplavují celou řadu působků (IL-4, IL-10, IL-13, IFN-γ), 

kterými se podílejí na imunoregulaci, a jsou pojítkem mezi nespecifickou a specifickou 

imunitní reakcí.  

NKTs jsou velmi heterogenní populace lymfocytů. Na základě rozdílnosti v α řetězci 

TCR, přítomnosti povrchového markeru NK 1.1 a závislosti na CD1d lze NKTs dělit na typ 

NKTs I a NKTs II [38 s. 140, 241, 242]. NKTs I se prozatím jeví jako buňky s hojnou 

intratumorální akumulací. U pacientů s CRC jsou spojeny i s lepší prognózou onemocnění. 

Jejich efekt je daný navozením apoptózy cílových buněk cestou FasL, aktivací perforinů a 

granzymů a produkcí IFN-γ [241]. Význam NKTs II je v současnosti nejvíce prostudován na 

myších modelech. NKTs II mají imunomodulační efekt na NKTs I, způsobují vyšší toleranci 

DCs, inhibují efektorové T buňky, aktivují B lymfocyty a jejich diferenciaci 

do plazmatických buňek. Ve střevech myší i lidí se projevují jako proinflamatorní 

elementy. V rámci tumorigeneze působí na zvířecích modelech jako imunosupresní a 

napomáhají k progresi nádorového onemocnění [243]. 

4.4.3.5 Granzymy 

Granzymy jsou cytolytické enzymy, které imunitní buňky využívají k likvidaci 

postižených buněk. Granzymy jsou serinové proteázy. Nejvíce jsou zastoupeny v Tc 

lymfocytech a NKs, ale granzym B byl objeven také v DCs, mastocytech nebo basofilech. 
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Sporné jsou nálezy granzymů v neutrofilech. Granzymy mohou být přítomné také v jiných 

somatických buňkách (trofoblast, ovariální buňky, spermatocyty, chondrocyty, neurony 

apod.). U člověka se vyskytuje pět typů granzymů - A,B,H,K,M z celkových 12 typů 

granzymů. Tvorba granzymů je stimulována při aktivaci  T buněk přes TCR současně za 

účasti cytokinů. Z cytokinů se uplatňují např. IL-2, IL-6, IL-15, IL-21, IL-27. Tyto cytokiny 

pak spouštějí transkripční pochody. Např. pro granzym B, který je nejvíce prozkoumaný, 

se uplatňují transkripční faktory STAT1, T-bet nebo Eomesodermin. Vytvořené signální 

peptidy jsou skladovány v endoplasmatickém retikulu. Odtud jsou uvolněny do Golgiho 

aparátu, kde po vazbě s manosa-6-fosfátem je proenzym přesunut do lysozomů. 

Lysozomy jsou skladovány v cytotoxických granulech, kde jsou N-terminální části štěpeny 

katepsinem C na dipeptidy. Aby se zamezilo vysoké proteolytické aktivitě, jsou granzymy 

v granulech uchovávány ve vazbě na serglycin v kyselém prostředí. Po aktivaci příslušných 

povrchových receptorů se cytolytická granula přiblíží k okraji imunokompetentní buňky. 

Granzymy jsou uvolněny ze serglycerinu a po splynutí cytolytických granul s 

cytolazmatickou membránou jsou uvolněny do tzv. imunologické synapse mezi 

imunokompetentní buňkou a cílovou buňkou. Na cílovou buňku se granzymy vážou 

elektrostatickou interakcí spolu s vazbou na specifický receptor. Díky pórům v buněčných 

membránách způsobených perforinem proniknou granzymy do cytosolu nebo jádra buněk 

a vyvolávají apoptózu. Granzym A vyvolává apoptózu zásahy do DNA a je nezávislý na 

blokádě kaspázy. Granzym B vyvolává apoptózu buněk rozštěpením kaspázy 3 a jejích 

substrátů. Granzym M aktivuje autofagii. Kromě cytotoxického účinku se granzymy 

podílejí i na aktivaci lokální zánětlivé odpovědi, podporují proteolýzu extracelulární matrix 

a omezují migraci nádorových buněk [244, 245, 246]. Pagés i Salama ve svých studiích 

prokázali, že granzym B a jeho nízká exprese jsou spojeny s časným metastazováním CRC 

[232, 247]. Vyšší zastoupení CD8+ a Granzymu B v CRC je spojeno s nižším stádiem 

onemocnění a také s lepším OS [248]. 

4.4.3.6 Serpiny 

Imunokompententní buňky, které uvolňují granzymy, jsou proti jejich účinku 

chráněny specifickými inhibitory, tzv. serpiny (inhibitor serinové proteázy), které blokují 

především granzym B. Blokáda je způsobena nevratnou kovalentní vazbou. Tento 
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inhibitor se nachází u lymfocytů, DCs, ale i v endoteliích nebo mesoteliálních buňkách. 

Zvýšená exprese serpinů je indukována estrogeny a hypoxií. Efekt hypoxie na expresi 

serpinů byl popsán i v tumorech. Zvýšená přítomnost serpinů pak může být příčinou 

sníženého efektu granzymů a důvodem nádorové rezistence vůči imunokompetentním 

buňkám [244]. Trend vyšší exprese serpinu A3 ve tkáňových vzorcích byl pozorován u 

pacientů s diseminovaným onemocněním. Sérové hladiny serpinu A3 korelovaly se 

systémovou zánětlivou odpovědí, ale nezávisle na tíži nádorového postižení [249]. Long ve 

své metaanalýze neprokázal rozdíly v zastoupení serpinu A3 mezi jednotlivými stádii CRC. 

Ve své expresní studii však prokázal významnou downregulaci genové exprese pro serpin 

A3 u agresivních linií CRC. Publikaci uzavírá s tím, že je nezbytné další studium chování 

serpinu A3, protože může být potenciálním prognostickým a diagnostickým markerem 

[250]. 

4.4.4 Význam stannovení tumor infiltrujících lymfocytů a imunoscore 

V současné době je tumor a jeho šíření klasifikován TNM systémem a na jeho 

podkladě stanoveno stádium onemocnění, které určuje další směřování především 

onkologické léčby. Řada pacientů ve stejném stádiu onemocnění vykazuje rozdílné 

biologické chování CRC. Určitým omezenímTNM klasifikace je, že velmi málo predikuje 

odpověď na léčbu a současně podává omezenou informaci o prognóze pacienta. 

Sledováním imunitní reakce organismu proti nádoru se může tento stav změnit [14]. 

Z tohoto důvodu byla vytvořena metoda tzv. imunoskóre, která má za cíl kvantifikovat a 

detekovat typy imunokompetentních buněk, jejich hustotu a lokalizaci. V řadě studií již byl 

popsán význam jednotlivých složek imunitního systému na prognózu a přežití pacientů 

s CRC. V rámci histologického vyšetření je možné hodnotit počet, typ a lokalizaci TILs 

[215]. Klasické barvení hematoxylinem a eosinem umožňuje rozlišení lymfocytů od 

granulocytů. Dalšími specifickými barveními a imunohistochemickým stanovením pak lze 

detekovat zastoupení jednotlivých leukocytárních linií. Důležitá je i lokalizace TILs ve 

vztahu k tumoru. U TILs můžeme sledovat jejich zastoupení v samotném tumoru tzv. – 

intratumoralní lymfocyty, dále pak intrastromální lymfocyty nebo lymfocty přítomné 

v invazivní části tumoru. Také můžeme pozorovat tzv. Crohn-like reakci lymfocytů [251]. 

Při Crohn like reakci dochází k agregaci lymfocytů uvnitř stěny střeva v muscularis propria 
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nebo v perikolické tukové a vazivové tkáni proti invazivní linii CRC. Harisson např. 

prokázal, že Crohn like reakce byla spojena s lepším 5 letým OS pacientů s CRC [252]. 

V rámci imunoskóre je hodnoceno zastoupení TILs na stupnici od 0 (nízká) do 4 

(vysoká), a to jak v centru tumoru, tak i v jeho invazivních okrajích. V současné době se 

nejvíce validní jeví sledování zastoupení CD3/CD45R0, CD3/CD8 a CD8/CD45R0. Galon 

udává, že u pacientů s CRC ve stadiu I až III přináší imunoskóre informaci o jejich 

prognóze, protože je velmi významně spojen s DFI a OS pacientů. Vypovídá tak lépe o 

případné rekurenci nádorového onemocnění než samotná TNM klasifikace [14]. Před 

samotným zavedením imunoskóre do běžné klinické praxe je nutné prokázat 

reprodukovatelnost a proveditelnost tohoto vyšetření (v současné době se zkoumají 

možnosti počítačového odečtu CD3+ a CD8+ buněk), dále přesně stanovit prognostický 

dopad u pacientů s CRC a vyselektovat pacienty ve II. klinickém stádiu CRC, kteří mají 

vysoké riziko rekurence [14, 253].  
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5. Cíle  

Cílem dizertační práce je: 

1. Ověřit efekt aplikace SCs po PVE ve vztahu k nárůstu FLRV, nárůstu objemu CLM 

v období mezi PVE a resekčním výkonem, dosažení resekability CLM a u 

resekovaných pacientů vztah k DFI a OS. 

2. Stanovení tumor infiltrujících lymfocytů u pacientů po resekci jater pro CLM, u 

pacientů po PVE a pacientů po PVE s aplikací SCs ve vztahu k prognóze 

onemocnění, DFI, OS a výši rizika recidivy onemocnění 

3. Stanovení transportérů ABCC10 a ABCC11 u pacientů po resekci jater pro CLM ve 

skupinách primárně operabilních pacientů, pacientů po PVE a PVE s aplikací SCs a 

jejich vztah k DFI a OS. 
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6. Metodika 

V rámci retrospektivní studie jsme hledali prognostické faktory PVE a PVE s aplikací 

SCs. Vzhledem k několika cílům této práce rozdělujeme metodiku podle jednotlivých cílů. 

6.1 Studie sledování efektu PVE a PVE s aplikací SCs na FLRV a CLM 

6.1.1. Pacienti a metoda 

Do studie byli zahrnuti pacienti s primárně inoperabilními CLM za období od 1.1.2004 

do 31.12.2015, kteří byli na Chirurgické klinice FN Plzeň indikování k PVE (v období 2004 - 

2015) nebo PVE s aplikací SCs (PVE SCs) (období 2010-2015).  

Výše uvedené výkony byly v uvedených datech provedeny celkem u 63 pacientů. 

Před zařazením do studie pacienti podepsali informovaný souhlas. Studie byla schválena 

Etickou komisí FN Plzeň a Lékařské fakulty v Plzni, Univerzity Karlovy. Do skupiny 

s provedenou PVE bylo zařazeno 43 pacientů, ve skupině PVE SCs bylo zařazeno 20 

pacientů. Z daných skupin jsme ještě vyčlenili pacienty, kteří měli vstupní FLRV menší než 

30 %. Získali jsme tak skupinu PVE 30, kam bylo zařazeno 25 pacientů a skupinu PVE SCs 

30, která obsahovala 8 pacientů (tab. 1). Věkový rozdíl mezi skupinami PVE a PVE SCs byl 

bez statisticky signifikantního rozdílu (Mann-Whitney U test, p= 0,8535) (obr. 18.), stejně 

tak i mezi skupinami PVE 30 a PVE SCs 30 (Mann-Whitney U test, p=0,7848) (obr. 19). 

Vstupní FLRV byl mezi sledovanými skupinami bez statisticky signifikantních rozdílů jak 

pro porovnání PVE a PVE SCs tak i pro PVE 30 a PVE SCs (Mann-Whitney U test, p= 0,5303 

a p= 0,2312) (obr. 20 a 21). Průměrný vstupní FLRV byl u PVE 29,2 % (15,1 % – 47,3 %, 

medián 28,6 %), u PVE SCs 30,2 % (15,3 – 45,6 %, medián 30,7 %). Ve skupině PVE 30 byl 

průměrný vstupní FLRV 25,2 % (15,2 % - 29,9 %, medián 26,1 %) a průměrný vstupní FLRV 

ve skupině PVE SCs 30 byl 22,8 % (15,3 % - 29,5 %, medián 21,7 %). 
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Ta b.1 :c ha ra kt e r i s t i ka  s ouboru  pa c i e nt ů  s e  s t a nove n í m FL RV  

 

 

Obr.  1 8 :  rozl ože n í  pa c i e nt ů  d l e  vě ku  me zi  s kup i na mi  P VE a  P VE SCs  (Ma nn -Whi t ne y U t e s t ,  p=0 , 8 5 3 5 )  

 

 

Obr.  1 9 :  rozl ože n í  pa ci entů  pod l e vě ku  me zi  s kup inami  P VE 3 0  a  P VE SCs  3 0  (Ma nn -Whi t ne y U t e s t ,  p= 0 , 7 8 4 8) 

Tabulka č. 1 
PVE PVE SCs 

PVE 30 PVE SCs 30 

Celkem 
43 20 

25 8 

Muži 
34 17 

20 6 

Ženy 
9 3 

5 2 

Průměrný věk (min–

max) 

(roky) 

61,9 (33–79) 62,8 (50–75) 

62,9 (46–79) 64,4 (51–75) 
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Obr.  2 0 :  vs t upn í  FL RV me zi  s kup i na mi  P VE a  P VE SCs  v  proc e nt e c h  (Ma nn -Whi t ne y U t e s t ,  p= 0 , 5 3 0 3 ) 

 

 

 

Obr.  2 1 :  vs t upn í FL RV me zi  s kup i na mi  P VE 3 0  a  P VE SCs  3 0  v  proc e nt e c h  (Ma nn -Whi t ne y U t e s t ,  p= 0 , 2 3 1 2 ) 

 

6.1.2 Indikace k PVE a PVE SCs 

K PVE, resp. PVE SCs byli indikováni primárně inoperabilní pacienti, kteří podepsali 

informovaný souhlas s navrhovanopu metodou léčby. Příčinou inoperability bylo buď 

nízké vstupní FLRV (méně než 30 %), nebo se jednalo o pacienty, u kterých jsme se obávali 

pooperačního selhání v důsledku prolongované onkologické léčby před jaterní resekcí. 

Embolizační výkony byly prováděny u pacientů bez extrahepatálního metastatického 

rozsevu.  

6.1.3 Provedení PVE  

Všichni pacienti podstoupili PVE perkutánní transhepatální cestou. Pro samotnou 

embolizaci byla použita směs Histoacrylu (BBraun, Tutlingen, Německo) a Lipiodolu 
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Guerbert, Rennes, Francie) v poměru 1:10.  U pacientů ve skupině PVE SCs byl s odstupem 

24 hodin po PVE intraportálně podán derivát s kmenovými buňkami. 

6.1.4 Zisk, zpracování a aplikace kmenových buněk 

Kmenové buňky byly získány dvěma způsoby. Prvním byl odběr HSC z periferní krve. 

Druhým způsobem byl zisk HSC z kostní dřeně. Ze získaných derivátů bylo změřeno 

zastoupení CD133+ a CD34+ buněk 

6.1.4.1 Odběr kmenových buněk z periferní krve  

Odběr byl proveden celkem u 10 pacientů. Po dobu 4 dnů před PVE pacienti 

podstoupili stimulaci uvolnění SCs z kostní dřeně pomocí faktoru stimulující kolonie 

granulocytů (preparát Neupogen, Filgrastim, Amgen Europe B.V., Breda, Nizozemsko) 

v dávce 10ug/kg/den. Pátý den byla provedena aferéza a separace SCs na přístroji Cobe 

Spectra (BCT, Lakewood, CO, USA) a uchovány v citrátovém antikoagulans (ACD-A, Baxter, 

Deerfield, IL USA).  Aplikace získaných SCs byla provedena v celkové anestezii 24 hodin po 

PVE. 

6.1.4.2 Odběr kmenových buněk z kostní dřeně 

Tento odběr byl proveden taktéž u 10 pacientů. Odběr probíhal 24 hodin po 

provedení PVE. Pacientům byla v celkové anestezii odebrána kostní dřeň z lopat kostí 

kyčelních. Kostní dřeň byla následně zpracována centrifugací v přístroji SynGenX™ Stem 

Cell Processing System (Thermo Fischer Scientific, Waltham, Messsachusetts, USA) na 

základě hmotnostních gradientů buněk. Produkt s SCs byl pacientům intraportálně 

aplikován ihned po zpracování v centrifugačním systému. 

6.1.4.3 Aplikace kmenových buněk 

Aplikace produktu s SCs probíhala v celkové anestezii. U paceintů s odběrem kostní 

dřeně byla aplikace provedena ve stejné celkové anestezii jako odběr kostní dřeně. 

Postup aplikace byl u obou typů produktů shodný. U pacienta byl zjednán přístup do 

dutiny břišní střídavým řezem v pravém podbřišku. V ileocékální oblasti jsme 

vypreparovali žilní arkádu, přes kterou intervenční radiolog provedl katetrizaci 

neokludovaného portálního řečiště. Přes katetr jsme aplikovali produkty s SCs do 

93 

 



neokludovaného portáního řečiště. Žilní arkáda byla ošetřena opichovou ligaturou a 

dutinu břišní jsme uzavřeli po jednotlivých vrstvách. 

6.1.5 Volumetrie jater a výpočetní tomografie 

Efekt PVE a PVE s aplikací SCs byl hodnocen pomocí opakované CT volumetrie jater, 

kde byly vypočítány celkový objem jater (Total Liver Volume, TLV), FLRV a objem metastáz 

(Volume of Liver Metastasis, VLM). CT volumetrie byly provedeny na přístroji Somatom 

Definition Flash (Siemens, Mnichov, Německo) a Somatom Sensation (Siemens, Mnichov, 

Německo) před PVE, a to v období nejdéle 1 měsíc před PVE. Další měření bylo provedeno 

3 týdny po provedení PVE. CT volumetrie vyhodnocoval stejný tým radiologů 

semiautomatickým softwarem Syngo, Via Liver Analysis (Siemens, Mnichov, Německo).  

6.1.6 Sledování pacientů 

U 5 pacientů (11,6 %) ze skupiny PVE bylo od chirurgického výkonu ustoupeno 

z důvodu jasné progrese maligního onemocnění na CT vyšetření (nárůst bilobárních 

jaterních metastáz, nově zjištěné metastázy plic a peritonea). Ostatní pacienti byli 

indikováni k operačnímu výkonu. Získaná data z CT volumetrií byla porovnána mezi 

skupinami PVE a PVE SCs. Spolu s těmito daty jsme získali i data z pravidelných kontrol při 

dispenzarizaci pacientů v pooperačním období. Obě sledované skupiny byly vzájemně 

porovnány ve vztahu k OS, DFI, rozvoje extrahepatálních metastáz a dosažení resekčního 

výkonu. Sledovaná data byla samostatně vyhodnocena i u skupin PVE 30 a PVE SCs 30. 
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6.2 Stanovení tumor infiltrujících lymfocytů 

V této práci byla při stanovení TILs využita metodika provedená v rámci studií Nováka 

a Vyčítala. Autoři se v těchto studích zabývali stanovením TILs u pacientů s primárním CRC 

[196, 251]. 

6.2.1 Pacienti a metoda 

V rámci studie bylo stanoveno zastoupení TILs u pacientů po rozsáhlé (více než 3 

segmenty) jaterní resekci pro CLM). Hodnoceny byly resekáty ze tří skupin pacientů: 1. 

primárně operabilní, 2. resekabilní po předchozí PVE a 3. resekabilní po předchozí PVE 

s aplikací SCs. Celkem byly hodnoceny vzorky od 101 pacientů (PVE 26 pacientů, PVE SCs 

13 pacientů a primární resekce jater u 62 pacientů) (tab. 2). Exkluzivním kritériem byla 

duplicitní malignita v anamnéze. U 3 pacientů byl v době výkonu nález plicních metastáz, 

které však byly indikované k resekčnímu výkonu v druhé době. Pooperační sledování bylo 

prováděno v rámci běžné dispenzarizace pacientů. 
 

Tabulka č. 2 PVE PVE SCs 
Primárně 

resekabilní 

Celkem 26 13 62 

Muži 21 11 37 

Ženy 5 2 25 

Průměrný věk 60,6 63,0 63,1 
 

Ta b.2 :  c ha ra kt e r i s t i ka  s ouboru  pa c i e nt ů  s e  s t a nove n í m TIL s  

 

6.2.2 Histopatologické vyšetření vzorků 

Histopatologická vyšetření byla provedena na Šiklově patologicko-anatomickém 

ústavu Fakultní nemocnice a Lékařské fakulty v Plzni, Univerzity Karlovy. K vyšetření byly 

použity tkáně jaterních resekátů, které byly fixované ve 4 % formaldehydu a následně 

zality do parafínových bloků. Z těchto vzorků byly vytvořeny preparáty pro mikroskopické 

vyšetření a to nařezáním na 5μm řezy s následným obarvením v hematoxilinu – eosinu. 

V těchto preparátech bylo hodnoceno zastoupení lymfocytů. Kvalitativní hodnocení bylo 

využito při stanovení lokalizace lymfocytů – infiltrace intratumorální ITL, intrastromální 
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(ISL), peritumorální (PTL) a Crohn like (Crohn – like). V rámci semikvantitativního 

hodnocení se hodnotila síla infiltrace v dané lokalizaci pomocí čtyřstupňové systému: 0 = 

žádná infiltrace, 1 = mírná infiltrace, 2 = střední infiltrace, 3 = závažná infiltrace. 

6.2.3 Imunohistochemická vyšetření vzorků 

Pozitivní i negativní kontroly byly provedeny pomocí tkáně z palatinální lymfatické 

uzliny. Míra infiltrace lymfocytů byla hodnocena v pěti zorných polích v high power 

microscopical fields (HPF). Pro hodnocení byl opět použit semikvantitativní čtyřstupňový 

systém: 0 = žádná infiltrace, 1 = mírná infiltrace, 2 = střední infiltrace, 3 = závažná 

infiltrace. Značení primární protilátkou bylo provedeno supersenzitivním streptavidin-

biotin peroxidázovým komplexem (Biogenex, San Ramon, Kalifornie, USA).  

Ke stanovení TILs bylo využito barvení s protilátkami na CD4 (klon SP35, dále 

neředěno, Ventana, Rocklin, Kalifornie, USA) a CD8 (klon C8/144B, 1.50, Dako, Glostrup, 

Dánsko). K detekci T reg lymfocytů bylo využito barvení s protilátkami proti FoxP3 (klon 

mAbcam 450, 1:20, Abcam, Cambridge, Velká Británie) a CD25 (klon 4C9, dále neředěno, 

Ventana, Rocklin, Kalifornie USA). Z preparátů byly odečítány pozitivní lymfocyty. 

Ke stanovení NKs bylo využito imunohistochemické barvení na CD57 (klon NK-1, dále 

neředěno, Ventana, Kalifornie, USA) s odečty pozitivních nenádorových buněk. 

Cytotoxická odpověď imunokompetentních buněk vůči nádorovým buňkám byla 

sledována barvením proti Granzymu B (klon 11F1, 1:30, Leica Biosystems, USA). V rámci 

tohoto barvení byla sledována pozitivita nenádorových buněk. Efekt inhibitorů granzymů 

byl u nádorových buněk sledován pomocí protilátek proti Serpinu B (klon P19-17, 1:100, 

Abcam, Cambridge, Velká Británie). Stimulační aktivita APC buněk byla sledována pomocí 

protilátek proti CD86 (klon EP1158Y, dále neředěno, Abcam, Cambridge, Velká Británie).  

6.2.4 Sledování pacientů 

Zastoupení TILs u jednotlivých skupin bylo statisticky vyhodnoceno s daty získanými 

v rámci dispenzarizace pacientů, a to ve vztahu k DFI a OS. Byl sledován prognostický 

význam jednotlivých TILs u pacientů resekovaných pro CLM, včetně vztahu k použití PVE a 

PVE s apliakcí SCs před resekčním výkonem.  

96 

 



6.3 Stanovení ABCC10 a ABCC11 

K imunohistochemickému stanovení ABC transportérů byla využita metodika 

provedená v rámci studie Křížkové [49], která sledovala zastoupení ABCC10 a ABCC11 

transportérů u pacientů s CRC. Z předchozích prací vyplynulo, že právě tyto transportéry 

jsou u pacientů s CRC spojeny s rizikem rekurence onemocnění a úmrtím pacientů [48,49]. 

Na základě výsledků těchto prací jsme se rozhodli zhodnotit ABCC10 a ABCC11 i u 

pacientů s CLM. 

6.3.1 Pacienti a metoda 

Ke stanovení ABCC10 a ABCC11 byly použity vzorky od pacientů s CLM, kteří 

podstoupili rozsáhlou (více než 3 segmenty) jaterní resekci. Vzorky byly opět hodnoceny 

v rámci tří skupin. 1. primárně resekabilní, 2. resekabilní po předchozí PVE, 3. resekabilní 

po předchozí PVE s aplikací SCs. Celkem byly zhodnoceny vzorky od 86 pacientů (primárně 

operabilní 54 pacientů, PVE 23 pacientů, PVE SCs 9 pacientů) (tab. 3). Skupiny vycházejí ze 

souboru pacientů použitého pro hodnocení TILs. V důsledku horší kvality preparátů však 

nebylo možné provedení odečtů u většího počtu pacientů.  
 

Tabulka č. 3 PVE PVE SCs 
Primárně 

resekabilní 

Celkem 23 9 54 

Muži 19 7 32 

Ženy 4 2 22 

Průměrný věk 60,8 61,4 63,3 

 

Ta b.3 :  c ha ra kt e r i s t i ka  s ouboru  pa c i e nt ů  s e  s t a nove n í m ABCC1 0  a  ABCC1 1  

 

6.3.2 Histopatologické vyšetřené vzorků 

Stanovení ABCC10 a ABCC11 bylo provedeno na Ústavu histologie a embryologie 

Lékařské fakulty v Plzni, Univerzity Karlovy v Praze. K vyšetření byly využity vzorky CLM 

fixované ve 4 % formaldehydu zalité do parafínových bločků. Následně byly 5 μm řezy 

získány vzorky k obarvení v heamtoxilinu – eosinu. Na těchto vzorcích bylo provedeno 
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imunohistochemické barvení pomocí protilátek proti ABCC10 (M7I-3, 1:10, Abcam, 

Cambridge, Velká Británie) a ABCC11 (M8I-74, 1:10, Abcam, Cambridge, Velká Británie). 

K mikroskopickému vyšetření byl využit objektiv se 40 násobným zvětšením. Od 

každého pacienta byl vyšetřen 1 mikroskopický vzorek v 8 zorných polích. Kvatnifikace 

ABCC10 a ABCC11 byla provedena pomocí stereologických metod softwarem Ellipse 

(ViDiTo, Košice, Slovenská republika). Tato metoda počítá průsečíky mezi sledovanými 

body na stereologické mřížce, která je náhodně umístěna na mikroskopickém obrázku 

[254]. Ve sledovaných oblastech bylo průměrně stanoveno 243 průsečíků pro ABCC10 a 

260 průsečíků pro ABCC11.  

6.3.3 Sledování pacientů 

Míra zastoupení ABCC10 a ABCC1 u jednotlivých skupin byla statisticky vyhodnocena 

s daty získanými v rámci dispenzarizace pacientů, a to ve vztahu k DFI a OS. Byl sledován 

prognostický význam ABCC10 a ABCC11 u pacientů resekovaných pro CLM, včetně vztahu 

k pofužití PVE a PVE s apliakcí SCs a vztahu k onkologické léčbě. 
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6.4 Statistická metoda  

Statistické metody použité pro jednotlivé analýzy jsou konkrétně popsány 

v následujících podkapitolách. Všechny analýzy byly provedeny v programu Statistica 

(StatSoft, Inc. 2013. Verze 12 Cz. www.statsoft.com.). Všechny uváděné p-hodnoty jsou 

oboustranné a hladina statististické významnosti byla stanovena na α = 0.05.  

6.4.1 Analýza vlivu aplikace SCs při PVE 

V rámci této analýzy byly zkoumány následující ukazatele objemových poměrů v 

játrech a jejich změn: 

• TLV před PVE (ml) 

• FLRV před PVE (ml) 

• Podíl FLRV před PVE ( %) = 100  % * FLVR před PVE / TLV před PVE 

• VLM před PVE (ml) 

• TLV po PVE (ml) 

• FLRV po PVE (ml) 

• Podíl FLRV po PVE ( %) = 100  % * FLVR po PVE / TLV po PVE 

• VLM před PVE (ml) 

• Nárůst TLV (ml) – rozdíl TLV (po-před) 

• Nárůst FLRV (ml) – rozdíl FLRV (po-před) 

• Nárůst podílu FLRV (proc. bod) = Podíl FLRV po PVE ( %) - Podíl FLRV před PVE ( %) 

(o kolik procentních bodů se změnil podíl FLRV) 

• Nárůst VLM (ml) – rozdíl VLM (po-před) 

• Rychlost růstu TLV (ml/den) = Nárůst TLV / trvání PVE 

• Rychlost růstu FLRV (ml/den) = Nárůst FLRV / trvání PVE 

• Rychlost růstu podílu FLRV (proc. bod / týden) = Nárůst podílu FLRV / trvání PVE 

• Rychlost růstu VLM (ml/den) = Nárůst VLM / trvání PVE 

 

Rozdíly těchto ukazatelů mezi skupinami PVE a PVE SCs (případně mezi PVE 30 a PVE 

SCs 30) byly testovány pomoci Mannova-Whitneyho U testu. Korelace byly testovány 

pomocí Spearmanovy pořadové korelace. U resekovaných pacientů byl stanoven disease-

free interval (DFI, stanoven od data výkonu do data recidivy, úmrtí pacienta nebylo 
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považováno za recidivu) a celkové přežití (OS). Statistická významnost rozdílů v OS a DFI 

mezi skupinami PVE a PVE SCs (případně mezi PVE 30 a PVE SCS 30) byla testována 

Gehanovým-Wilcoxonovým testem. Bodové odhady časů a kvantilů přežití byly vypočteny 

z Kaplanových-Meierových odhadů funkce přežití lineární interpolací mezi ukončenými 

pozorováními. Odhad mediánu follow-up byl stanoven pomocí inverzní Kaplanovy-

Meierovy metody [255]. Rozdíly v pozorovaných relativních četnostech (incidence 

extrahepatálních metastáz, četnost explorativních laparotomií) byly testovány 

Fischerovým přesným testem. 

6.4.2 Analýza TILs, ABCC10 a ABCC11 

Jako primární popis klinických výstupů léčby byly opět zvoleny ukazatele přežití: DFI a 

OS. Souvislost DFI a OS s intezitou a charakterem TILs infiltrace byla zkoumána v závislosti 

na charakteru nezávislé proměnné následujícím způsobem: 

1. Ukazatele měřené kvantitativně (vyjádřené jako x/HPF). Vliv těchto 

kvantitativních veličin byl zkoumán dvojím způsobem. Spojitá souvislost (úměrnost) mezi 

hodnotou indikátoru a ukazateli přežití byla nejprve testována jednorozměrným Coxovým 

modelem proporcionálních rizik. U nálezů statisticky významných (nebo blízkých 

statistické významnosti) byly pacienti následně stratifikování dle mediánu příslušného 

ukazatele pozorovaného v celém souboru a dvě takto vzniklé skupiny byly následně 

porovnány (Kaplanova-Meierova analýza, Gehanův-Wilcoxonův test, stanovení poměru 

rizika mezi skupinami pomocí jednorozměrného Coxova modelu proporcionálních rizik). 

2. Ukazatele semikvantitativní (na škále 0-3). Tyto veličiny byly zkoumány jak 

pomocí jednorozměrného Coxova modelu proporcionálních rizik (který je bere jako škálu), 

tak pomocí vícevýběrového testování (které jednotlivé úrovně bere jako skupiny bez 

zřetele na jejich pořadí – Kaplanova-Meierova analýza a vícevýběrové rozšíření Gehanova-

Wilcoxonova testu). 

3. Poměry kvantitativně měřených ukazatelů byly vyhodnoceny stejně jako samotné 

kvantitativní ukazatele popsané v bodě 1 s tím rozdílem, že před analýzou Coxovým 

modelem byly hodnoty poměrů logaritmicky transformovány (zlogaritmovány se 

základem 2). Tím bylo dosaženo jednak symetričtější distribuce veličiny a jednak faktické 

ekvivalence výsledku analýzy pro daný poměr a poměr převrácený. Poměry s opačným 
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pořadím proto nebylo potřeba testovat zvlášť. S problematickými hodnotami bylo 

naloženo takto: 

• Pokud pro daného pacienta hodnota jednoho nebo obou porovnávaných TIL 

chyběla, byla výsledkem opět chybějící hodnota. 

• Pro poměr 0/0 byla výsledkem chybějící hodnota. 

• Hodnoty logaritmu menší než -5 (tedy poměr 1/32), případně větší než 5 (tedy 

poměr 32/1) byly nahrazeny hodnotami -5 a 5 (v tomto pořadí). 

• Za logaritmy poměrů 0/x, případně x/0 (x≠0) byly opět dosazeny hodnoty -5 a 5 (v 

tomto pořadí) 

Bodové odhady časů a kvantilů přežití byly vypočteny z Kaplanových-Meierových 

odhadů funkce přežití lineární interpolací mezi ukončenými pozorováními. Odhad 

mediánu follow-up byl stanoven pomocí inverzní Kaplanovy-Meierovy metody [255]. 

Rozdíly ukazatelů TIL mezi dvěma skupinami byly testovány pomoci Mannova-

Whitneyho U testu, mezi třemi skupinami pak pomocí Kruskalovy-Wallisovy ANOVY. 

Rozdíly v zastoupení kategorií mezi skupinami byly testovány pomocí chí-kvadrát testu. 

Korelace byly testovány pomocí Spearmanovy pořadové korelace. 

Rozdíly v plošném zastoupení ABCC10 a ABCC11 v závislosti na podání 5-FU byly 

testovány pomocí Mannova-Whitneyho U testu a dvoufaktorové analýzy rozptylu 

s interakcí. 
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7. Výsledky 

7.1 Efekt PVE a PVE s aplikací SCs na růst FLRV a CLM 

7.1.1 Růst FLRV 

Hodnocení nárůstu FLRV bylo provedeno po uplynutí 3 týdnů od provedené PVE. 

Porovnání skupin PVE a PVE SCs bylo bez statisticky signifikantních rozdílů. Průměrný 

FLRV byl u PVE 36,4 % (18,9 % - 53,3 %, medián 35,8 %) a u PVE SCs 39,6 % (28,3 % – 51,8 

%, medián 41,8 %) (Mann-Whitney U test, p= 0,1348) (obr. 22). Při vyjádření v mililitrech 

byl u PVE průměrný objem FLRV 666,5 ml (316 ml až 1385 ml, medián 650 ml) a u skupiny 

PVE SCs 651 ml (421 ml až 900 ml, medián 636 ml) (Mann-Whitney U test, p= 0,7977) 

(obr. 23).  

 

 
Obr.  2 2 :  FL RV po  3  t ýdne c h  od  P VE,  porovná n í  s kup i n  P VE a  P VE SCs  v  proc e nt e c h  (Ma nn -Whi t ne y U t e s t ,  
p= 0 , 1 3 4 8 ) 

 

 

Obr.  2 3 :  FL RV po  3  t ýdne c h  od  P VE,  porovná n í  s kup i n  P VE a  P VE SCs  v  mi l i l i t re c h  (Ma nn -Whi t ne y U t e s t ,  p= 
0 , 7 7 9 7 )  
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Statisticky nevýznamné byly i rozdíly v nárůstu FLRV mezi skupinami PVE 30 a PVE SCs 

30. U skupiny PVE 30 byl po 3 týdnech průměrný FLRV 34,9 % (18,9 % – 53,3 %, medián 

34,7 %) a u PVE SCs 30 hodnoty 36,3 % (28,3 % – 43,1 %, medián 37,0 %) (Mann-Whitney 

U test, p= 0,4447) (obr. 24). Vyjádřením v mililitrech jsme u PVE 30 získali hodnoty 

průměrného FLRV 635,5 ml (316 ml – 927 ml, medián 624 ml). U PVE SCs 30 jsme dosáhli 

průměrného FLRV 583,5 ml (421,0 – 710 ml, medián 600,5 ml) (Mann-Whitney U test, p= 

0,4958) (obr. 25). 
 

 
Obr.  2 4 :  FL RV po  3  t ýdne c h  od  P VE,  porovná n í  s kup i n  P VE 3 0  a  P VE SCs  3 0  v  proc e nt e c h  (Ma nn -Whi t ne y U 
t e s t ,  p= 0 , 4 4 4 7 )  

 

 

 
Obr.  2 5 :  FL RV po  3  t ýdne c h  od  P VE,  porovná ní  s kup in  P VE 3 0  a  P VE SCs  3 0  v  mi l i l i trec h (Ma nn-Whit ne y U t e s t ,  
p= 0 , 4 9 5 8 ) 
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Po dobu 3 týdnů od provedení PVE byl průměrný nárůst FLRV u skupiny PVE o 7,2 

procentích bodů (-7,0 – 24,7, medián 6,0 procentních bodů) a u PVE SCs o 9,4 procentních 

bodů (-5,8 – 22,4, medián 10,7 procentních bodů) (Mann-Whitney U test, p=0,2548) (obr. 

26.). Vyjádříme-li průměrný nárůst FLRV v mililitrech, pak u PVE jsme dosáhli průměrné 

hodnoty nárůstu o 121,2 ml (-173 ml – 480 ml, medián 122 ml) a u PVE SCs 157,4 ml (-35 

ml – 340 ml, medián 181 ml) (Mann-Whitney U test, p= 0,1830) (obr. 27). Denní přírůstek 

FLRV byl u PVE v průměru 2,9 ml/den (-6,4 ml/den – 14,3 ml/den, medián 2,4 ml/den) a u 

PVE SCs a o 3,4 ml/den (-1,3 ml/den - 13,1 ml/den, medián 2,7 ml/den) (Mann-Whitney U 

test, p= 0,6764) (obr. 28). Výsledky nedosahují statistické významnosti. 
 

 

 
Obr.  2 6 :  ná růs t  FL RV  v  průbě hu 3  t ýdnů,  porovná n í  s kup i n  P VE a  P VE SCs  v  proc e nt n í c h  bode c h  (Ma nn -
Whi t ne y U t e s t ,  p= 0 , 2 5 4 8 ) 

 

 

 

Obr.  2 7 :  ná růs t FL RV  v  průbě hu 3  t ýdnů,  porovnán í s kupi n P VE a  P VE SCs  v  mi l i l i tre c h  (Ma nn -Whi t ne y U t e s t ,  
p= 0 , 1 8 3 0 ) 
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Obr.  2 8 :  de nn í  ná růs t  FL RV,  porovná n í  s kup i n  P VE a  P VE SCs  v  mi l i l i t re c h/de n  (Ma nn -Whi t ne y U t e s t ,  
p= 0 , 6 7 6 4 ) 

 

Průměrný nárůst FLRV v průběhu 3 týdnů od PVE byl u skupiny PVE 30 9,3 

procentních bodů (-2,2 % – 24,7, medián 8,4 procentních bodů) a u PVE SCs 30 13,5 

procentních bodů (2,3 – 22,4, medián 12,7 procentních bodů) (Mann-Whitney U test, p= 

0,1499) (obr. 29). V mililitrech získáme u skupiny PVE 30 hodnoty průměrného nárůstu 

167 ml (-173 ml – 480 ml, medián 164 ml) a u skupiny PVE SCs 30 byly hodnoty 

průměrného nárůstu 218 ml (83 ml – 340 ml, medián 235 ml) (Mann-Whitney U test, p= 

0,1897) (obr. 30). Nárůst FLRV za den byl u PVE 30 v průměru 4,2 ml/den (-6,4 ml/den - 

11,7 ml/den, medián 4,1ml/den), u PVE SCs 30 v průměru 5,0 ml/den (1,7 ml/den - 13,1 

ml/den, medián 3,3) (Mann-Whitney U test, p= 0,7890) (obr. 31). Výsledky nevycházejí 

statisticky signifikantní.  
 

 
Obr.  2 9 :  ná růs t FL RV  v  průbě hu 3  t ýdnů,  porovnán í s kupi n P VE 3 0  a  P VE SCs  3 0  v  proc e nt n í c h  bode c h  (Ma nn -
Whi t ne y U t e s t ,  p= 0 , 1 4 9 9 ) 

 

 

105 

 



 
Obr.  3 0 :  ná růs t FL RV  v  průbě hu 3  t ýdnů,  porovnán í s kupi n P VE 3 0  a  P VE SCs  3 0  v  mi l i l i t re ch  (Ma nn -Whi t ne y U 
t e s t ,  p= 0 , 1 8 9 7 ) 

 

 

 
Obr.  3 1 :  de nn í  ná růst FL RV,  porovnán í  s kup i n  P VE 3 0  a  P VE SCs  3 0  v  mi l i l i t re c h/de n  (Ma nn -Whi t ne y U t e s t ,  
p= 0 , 7 8 9 0 ) 

 

7.1.2 Růst jaterních metastáz a dopad na operabilitu nemocných 

 

Statistická analýza vstupních VLM neprokázala signifikantní rozdíly mezi sledovanými 

skupinami. Průměrný vstupní VLM byl u PVE 170,6 ml (5 – 2232ml, medián 50ml) a u PVE 

SCs 66,4ml (3,4 – 465ml, medián 31,5 ml) (Mann-Whitney U test, p= 0,0598) (obr. 32), u 

skupiny PVE 30 140,0 ml (5,0 – 1043,0 ml, medián 57 ml) a PVE SCs 30 37,6 ml (3,4 – 97,0 

ml, medián 31,5 ml) (Mann-Whitney U test, p= 0,0891) (obr. 33). 

 

 

106 

 



 
Obr.  3 2 :  vs t upn í  VL M,  porovná n í  s kup i n  P VE a  P VE SCs  v  mi l i l i t re c h  (Ma nn -Whi t ne y U t e s t ,  p= 0 , 0 5 9 8 ) 

 

 

 

Obr.  3 3 :  vs t upn í VL M,  porovnání  s kupi n P VE 3 0  a  P VE SCs  3 0  v  mi l i l i t re c h  (Ma nn -Whi t ne y U t e s t ,  p= 0 , 0 8 9 1 ) 

 

Průměrný VLM 3 týdny po PVE byl u PVE 261,1 ml (7ml – 2500ml, medián 91,5ml) a u 

PVE SCs 108 ml (5ml – 832,0 ml, medián 64,5ml) (Mann-Whitney U test, p= 0,0651) (obr. 

34). Ve skupinách jsme tak v průběhu 3 týdnů mohli pozorovat nárůst VLM u PVE 

v průměru o 81,1ml (-29,0 – 800,0 ml, medián 30,6) a u PVE SCs 41,5 ml (-28,0 – 367,0 ml, 

medián 12,5) (Mann-Whitney U test, p= 0,5180) (obr. 35). V přepočtu na dny jsme 

sledovali přírůstek v průměru o 2,0 ml/den (-0,5 ml/den – 20,5 ml/den, medián 0,8 

ml/den) u PVE a u skupiny PVE SCs 0,9 ml/den (-0,8 – 8,2 ml/den, medián 0,4 ml/den) 

(Mann-Whitney U test, p= 0,2714) (obr. 36). V nárůstu VLM nebyl mezi sledovanými 

skupinami statisticky signifikantní rozdíl. 
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Obr.  3 4 :  VL M po  3  t ýdne c h  od  prove dené P VE,  porovná ní  s kupi n P VE a  P VE SCs  v  mi l i l i trec h  (Ma nn -Whi t ne y U 
t e s t ,  p= 0 , 0 6 5 1 ) 

 

 

 
Obr.  3 5 :  ná růs t  VL M v  p růbě hu 3  t ýdnů  po  prove de né  P VE,  prorovná n í  s kup i n  P VE a  P VE SCs  v  mi l i l i t re c h  
(Ma nn -Whi t ne y U t e s t ,  p= 0 , 5 1 8 0 ) 

 

 

 
Obr.  3 6 :  ná růs t  VL M za  de n,  porovná n í  s kup i n  P VE a  P VE SCs  v  mi l i l i t re c h/de n  (Ma nn -Whi t ne y U t e s t ,  
p= 0 , 2 7 1 4 ) 
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Ve skupinách se vstupním FLRV do 30 % bylo po 3 týdnech od provedené PVE 

dosaženo VLM 252,7 ml (18 ml – 1843 ml medián 141 ml) u skupiny PVE 30 a u PVE SCs 30 

pak 60 ml (5ml – 110 ml, medián 64 ml) (Mann-Whitney U test, p= 0,0563) (obr. 37). 

Nárůst VLM v průběhu 3 týdnů od provedené PVE byl v průměru o 99,6 ml (-13ml - 800 

ml, medián 46 ml) u PVE 30 a u PVE SCs 30 byl průměrný nárůst o 23 ml (0 ml – 78 ml, 

medián 11,5 ml) (Mann-Whitney U test, p= 0,2563) (obr. 38). V přepočtu na dny jsme 

sledovali přírůstek u PVE 30 v průměru o 2,4 ml/den (-0,4 - 20,5 ml/den, medián 0,9 

ml/den) a u PVE SCs 30 byl průměrný růst VLM o 0,4 ml/den (0 ml/den – 1,2 ml/den, 

medián 0,3 ml/den) (Mann-Whitney U test, p= 0,1555) (obr. 39). Ani zde nebyl pozorován 

statisticky signifikantní rozdíl mezi sledovanými skupinami.  
 

 
Obr.  3 7 :  VL M po  3  t ýdne c h  od prove de né  P VE,  porovná n í  s kup i n  P VE 3 0  a  P VE SCs  3 0  v  mi l i l i t re c h  (Ma nn -
Whi t ne y U t e s t ,  p= 0 , 0 5 6 3 ) 

 

 

 
Obr.  3 8 :  ná růs t VL M v  průbě hu 3  t ýdnů  po  prove de né  P VE,  porovnán í s kup in  P VE 3 0  a  P VE SCs  3 0  v  mi l i l i t re c h  
(Ma nn -Whi t ne y U t e s t ,  p= 0 , 2 5 6 3 ) 
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Obr.  3 9 :  ná růs t VL M za  de n,  porovnán í s kup i n P VE 3 0  a  P VE SCs  3 0  v  mi l i l i t re ch/den (Ma nn -Whit ney U t e s t ,  p= 
0 , 1 5 5 5 ) 

 

Explorativní laparotomie byla u pacientů po PVE s podanými SCs provedena u 3 

pacientů z celkového počtu 20 pacientů (15 %) a u samotné PVE u 17 pacientů 

z celkového počtu 43 pacientů (39,5 %). Statisticky je však tento výsledek nesignifikantní 

(Fischerův přesný test, p= 0,080) (obr. 40). Statisticky významným faktorem ovlivňující 

odstoupení od resekčního výkonu byla progrese metastáz (Mann-Whitney U test, p= 

0,0445) (obr. 41). Výskyt extrahepatálních metastáz v pooperačním období byl statisticky 

signifikantně vyšší u skupiny PVE (Mann-Whitney U test, p= 0,0210) (obr. 42).  
 

 

Obr.  4 0 :  e xp l orat ivní  l a pa rot omi e ,  porovná n í  s kup i n  P VE a  P VE SCs  v   % (Fi s c he rův pře s ný t e s t ,  p= 0 , 0 8 0 0 )  
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Obr  4 1 :  progre s e me tas táz ve  vzt a hu  k re s e kč ní m a  e xp l ora č n í m výkonům  (Ma nn -Whi t ne y U t e s t ,  p=0 , 0 4 4 5 ) 

 

 

 

Obr.  4 2 :  vyj á dře ní  poč tu  e xt rahe pat áln í ch  me ta stáz,  porovná n í  s kup i n  P VE a  P VE SCs  (Ma nn -Whi t ne y U t e s t ,  
p=0 , 0 2 1 0 ) 

 

7.1.3 DFI a OS po resekčních výkonech u pacientů s provedenou PVE a 

PVE s aplikací SCs 

DFI u resekovaných pacientů bylo mezi skupinami PVE a PVE SCs bez statisticky 

signifikantního rozdílu (Gehan-Wilcoxon test, p= 1,0). Ve skupině PVE bylo DFI 1. rok 25,6 

%, 3. rok 2,0 %, 5. rok 0 %. Medián DFI u PVE byl 0,445 roku. U skupiny PVE SCs bylo DFI 1. 

rok 23,2  %, 3. rok 5,8-10,5 % (odhadované DFI), 5. rok 0,9-10,5 % (odhadované DFI). 

Medián DFI u PVE SC byl 0,367 roku (obr. 43). 
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Obr.  4 3 :  DFI ,  porovná n í  s kup i n  P VE a  P VE SCs  (Ge ha n -Wi l c oxon  t e s t ,  p=1 , 0 ) 

 

OS u pacientů po resekci bylo mezi skupinami PVE a PVE SCs bez statisticky 

signifikantního rozdílu. U skupiny PVE byl medián OS 3,3 roku. Pro skupinu PVE bylo OS 1. 

rok 84,5 %, 3. rok 59,4 %, 5. rok 6,7-14,7 % (odhadované OS). U PVE SCs byl medián pro 

OS 1,4 roku. U PVE SCs bylo OS 1. rok 81,3 %, 3. rok 29,9 % - 49,9 % (odhadované OS), 5. 

rok 4,7-49,9 % (odhadované OS) (Gehan-Wilcoxon test, p= 0,7180) (obr. 44). 

S přihlédnutím ke klinickým údajům můžeme konstatovat, že ze 40 pacientů u skupiny 

PVE přežívalo více jak 3 roky pouze 6 pacientů (1 pacient 3 roky, 3 pacienti 4 roky, 1 

pacient 5 let a 1 pacient 6 let). Ve skupině PVE SCs ze 20 pacientů přežívali déle než 3 roky 

2 pacienti (1 pacient 4 roky a 1 pacient 6 let. Tento pacient je stále naživu bez prokázané 

recidivy). 
 

 

Obr.  4 4 :  OS,  porovná n í  s kup i n  P VE a  P VE SCs  (Ge ha n -Wi l c oxon  t e s t ,  p= 0 , 7 1 8 0 ) 
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Mezi skupinami PVE 30 a PVE SCs 30 bylo DFI bez statisticky signifikantních rozdílů. 

Ve skupině PVE 30 bylo DFI 1. rok 19,7 %. Pro 3. a 5. rok nebylo možné DFI pro cenzory 

definovat. Medián DFI u PVE 30 byl 0,23 roku. U PVE SCs 30 bylo DFI 1. rok 23,8 %, 3. rok 

12,3 - 22,5 % (odhadované DFI), 5. rok 1,9 – 22,5 % (odhadované DFI). Medián byl u 

skupiny PVE SCs 30 0,21 roku (Gehan-Wilcoxon test, p= 0,5880) (obr. 45).  

Obr  4 5 :  DFI ,  porovná n í  s kup i n  P VE 3 0  a  P VE HSC 3 0  (Ge ha n -Wi l c oxon  t e s t ,  p= 0 , 5 8 8 0 ) 

OS bylo mezi skupinami PVE 30 a PVE SCs 30 bez statisticky signifikantních rozdílů. OS 

u skupiny PVE 30 bylo 1. rok 74,5 %, 3. rok 35,5 %, 5. rok nebylo možné pro cenzory 

definovat. Medián OS u PVE 30 činil 2,4 roky. U skupiny PVE SCs 30 bylo OS 1. rok 63,5 %, 

3. rok 21,4 - 35,7 % (odhadované OS), 5. rok 3,3- 35,7 % (odhadované OS). Medián u OS

byl u PVE SCs 30 1,3 roku (Gehan-Wilcoxon test, p= 0,7670) (obr. 46) 

Obr.  4 6 :  OS,  porovná n í  s kup i n  P VE 3 0  a  P VE SCs  3 0 (Ge ha n -Wi l c oxon  t e s t ,  p= 0 , 7 6 7 0 ) 
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Významně rychlejší recidiva je prokazatelná u pacientů bez podané adjuvantní 

chemoterapie (Gehan-Wilcoxon test, p= 0,0086) (obr. 47). Signifikantní výsledek jsme 

pozorovali i u skupiny PVE (Gehan-Wilcoxon test, p= 0,042), ale u skupiny PVE SCs nebyl 

tento výsledek signifikantní pro malý počet pacientů. 

 

Obr.  4 7 :  porovná ní  DFI  me zi  pa c ie nt y s  pooperač ně  podanou  a  ne podanou  c hemoterap ií  (Ge han -Wilc oxon t e st  
p= 0 , 0 0 8 6 ;  pomě r  r i zi ka  me zi  s l e dova nými  s kup i na mi  0 , 2 3 7 9 ) 

7.1.4 OS, DFI a vztah k onkologické léčbě s 5-FU u pacientů 

s provedenými resekčními výkony 

V této části výsledků jsme porovnávali skupiny PVE SCs, PVE a primárně resekabilních 

pacientů. Mezi sledovanými skupinami byl prokázán statisticky signifikantní rozdíl v DFI 

(Gehan-Wilcoxon test, p= 0,0087 a p= 0,0314). Pacienti s provedenou PVE (skupina PVE 

SCs a PVE dohromady) měli kratší DFI oproti pacientům s primárně provedenou resekcí. 

DFI pro pacienty s provedenou PVE bylo 1. rok 33,2 %, 3. rok 6,3 %, 5. rok nedefinováno. 

U pacientů s primárně provedenou resekcí bylo DFI 1. rok 60,1 %, 3. rok 28,6 %, 5. rok 

nedefinováno (obr. 48 a 49). 

 

Obr.  4 8 :  DFI  porovná n í  s kup i n  P VE SCs  a  P VE (dohroma dy) ve rs us  pr i má rně  re s e ka b i l n í  pa c i e nt i  (Ge ha n -
Wi l c oxon  t e s t ,  p= 0 , 0 0 8 7 ;  pomě r  r i zi ka  me zi  s l e dova nými  s kup i na mi  0 , 4 5 2 4 ) 
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Obr.  4 9 :  porovná ní  DFI  me zi  s kup inami P VE SCs ,  P VE a  pr i má rně re sekab il ní ch  pa c ientů  (Ge han -Wil coxon  t e s t ,  
p=0 , 0 3 1 4 ;  pomě r  r i zi ka  me zi  s l e odva nými  s kup i na mi  0 , 4 5 2 4 ) 

 

Statistická analýza neprokázala signifikantní rozdíl v OS mezi sledovanými skupinami 

(Gehan-Wilcoxon test, p= 0,2128 a p= 0,4551). U pacientů s provedenou PVE a PVE SCs 

bylo OS 1. rok 87,3 %, 3. rok 60,9 %, 5. rok nedefinováno. U primárně resekabilních pak 

bylo OS 1. rok 88,0 %, 3. rok 76,8 % a 5. rok 58,9 % (obr. 50 a 51) 

 

 

Obr.  5 0 :  porovná ní  OS  me zi  s kup i nami  P VE SCs  a  P VE ve rs us  pr i márně  re s e ka b i l n í  pa c i e nt i  (Ge ha n -Wi l c oxon  
t e s t ,  p= 0 , 2 1 2 8 ) 
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Obr.  5 1 :  porovná ní  OS me zi  s kup i nami  P VE SC,  P VE a  pr i má rně re s ekabi ln íc h pa ci e nt ů  (Ge ha n -Wi l c oxon  t e s t ,  
p= 0 , 4 5 5 1 ) 

 

Statistická analýza prokázala, že pacienti (hodnoceno u všech pacientů) s provedenou 

resekcí CLM měli lepší DFI, pokud měli po resekci primárního CRC podanou adjuvantní 

chemoterapii s 5-FU (Gehan-Wilcoxon test, p= 0,0228) (obr. 52). Data pro OS byla 

statisticky nevýznamná (Gehan-Wilcoxon test, p= 0,0506) (obr. 53). 

 

 

Obr.  5 2 :  porovná ní  DFI  u  pa c i e nt ů  po  re s ekc i j a t er  v  zá vi s l os t i  na  podá n í  a d j uva nt n í  l é č by s  5 -FU po  re s e kc i  
pr i má rn í ho  CRC  (Ge ha n -Wi l c oxon  t e s t ,  p=0 , 0 2 2 8 ,  pomě r  r i zi ka  me zi  s l e dova nými  s kup i na mi  1 , 6 1 8 7 )  
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Obr.  5 3 :  porovná ní  OS  u pa c i e nt ů po  re s ekci  j a te r  v  zá vi s l os t i  na  podá n í  a d j uva nt n í  l é č by s  5 -FU po  re s e kc i  
pr i má rn í ho  CRC (Ge ha n -Wi l c oxon  t e s t ,  p= 0 , 0 5 0 6 ) 

 

Podání 5-FU v rámci onkologické léčby po resekci CLM bylo statisticky nevýznamné 
pro DFI (Gehan-Wilcoxon test, p= 0,9126) (obr. 54), ale bylo spojeno s delším OS (Gehan-
Wilcoxon test, p= 0,0116) (obr. 55). 

 

Obr.  5 4 :  DFI  u  pa c i e ntů  s  poda nou  a djuvantn í onkol ogi ckou  l é čbou  po  re s e kc i  CL M (Ge ha n -Wi l c oxon  t e s t ,  p= 
0 , 9 1 2 6 ) 

 

Obr.  5 5 :OS u  pa c i e nt ů s  podanou a dj uvant ní  onko l ogi c kou  l é č bou  po  re s e kc i  CL M (Ge ha n -Wi l c oxon  t e s t ,  p= 
0 , 0 1 1 6 ;  pomě r  r i zi ka  me zi  s l e dova nými  s kup i na mi  0 , 5 4 1 8 )  
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7.3 Výsledky stanovení TILs 

7.3.1 Zastoupení jednotlivých TILs mezi sledovanými skupinami 

Při stanovení infiltrace CD4+ lymfocytů u pacientů s resekcí pro CLM byl mezi 

skupinami pozorován významný rozdíl ve všech sledovaných parametrech - v počtu CD4+ 

buněk v HPF (Mann-Whitney U test, p= 0,0126 a Kruskal-Wallis ANOVA, p < 0,0001) (obr. 

56 a 57), ITL (Chí kvadrát test, p= 0,0132 a Kruskal-Wallis ANOVA, p= 0,0001) (obr. 58 a 

59), ISL (Chí kvadrát test, p= 0,0016 a Kruskal-Wallis ANOVA, p< 0,0001) (obr. 60 a 61), PTL 

(Chí kvadrát test, p= 0,009 a Kruskal-Wallis ANOVA, p=0,0059) (obr. 62 a 63) a Crohn like 

infiltraci (Chí kvadrát test, p= 0,0087 a Kruskal-Wallis ANOVA, p= 0,0002) (obr. 64 a 65). 

Jak dokazují přiložené grafy, je infiltrace CD4+lymfocyty významně nižší u skupiny PVE SCs. 

V případě PTL jsou patrné statisticky významně nižší hodnoty CD4+ lymfocytů u skupiny 

PVE SCs a PVE. 

  

Obr.  5 6  a  5 7 :  za s t oupe ní  CD4 +buněk  v  HP F me zi  s kup i na mi  P VE SCs ,  P VE a  pr i má rně  re s e ka b i l n í c h  pa c i e nt ů  
(Ma nn -Whi t ne y U t e s t ,  p= 0 , 0 1 2 6  a  K rus ka l -Wa l l i s  ANOVA p< 0 , 0 0 0 1 ) 

 

  

Obr.  5 8  a  5 9 :  za s t oupe ní  CD4 + buně k  I TL  me zi  s kup i na mi  P VE SCs ,  P VE a  pr i má rně  re s e ka b i l n í c h  pa c i e nt ů  
(Ma nn -Whi t ne y U t e s t ,  p= 0 , 0 1 3 2  a  K rus ka l -Wa l l i s  ANOVA,  p= 0 , 0 0 0 1 )  
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Obr.  6 0  a  6 1 :  za s t oupe ní  CD4 + buně k v ISL  me zi  s kup i na mi  P VE SCs ,  P VE a  pr i má rně  re s e ka b i l n í c h  pa c i e nt ů  
(Chí  kva drá t  t e s t ,  p= 0 , 0 0 1 6  a  K rus ka l -Wa l l i s  ANOVA,  < 0 , 0 0 0 1 ) 

 

 

  

Obr.  6 2  a  6 3 :  za s t oupe ní  CD4 + buně k v P TL  me zi  s kup i na mi  P VE SCs ,  P VE a  pr i má rně  re s e ka b i l n í c h  pa c i e nt ů  
(Chí  kva drá t  t e s t ,  p= 0 , 0 0 9 0  a  K rus ka l -Wa l l i s  ANOVA,  p=0 , 0 0 5 9 ) 

 

 

  

Obr.  6 4  a  6 5 :  za s t oupe ní  CD4 + buně k  v  Crohn  l i ke  i n fi l t ra c i  me zi  s kup i na mi  P VE SCs ,  P VE a  pr i má rně  
re s e ka b i l n í c h  pa c i e nt ů  (Chí  kva drá t  t e s t ,  p= 0 , 0 0 8 7  a  K rus ka l -Wa l l i s  ANOVA,  p= 0 , 0 0 0 2 ) 
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Při statistické analýze infiltrace CLM CD8+ lymfocyty byl pozorován statisticky 

signifikantní výsledek pouze u počtu CD8+ v HPF (Mann-Whitney U test, p= 0,0001 a 

Kruskal-Wallis ANOVA, p=0,0046) (obr. 66 a 67). Ostatní výsledky nebyly statisticky 

signifikantní. Vyšší infiltrace CD8+ lymfocyty byla pozorována u pacientů primárně 

operabilních. Semikvantitativní hodnocení infiltace CLM CD8+ lymfocyty vyšlo bez 

statisticky signifikantních výsledků. Grafy nesignifikantních výsledků nejsou zobrazeny. 

  

Obr.  6 6  a  6 7 :  za s t oupe ní  CD8 + buně k v  HP F me zi  s kup i na mi  P VE SCs ,  P VE a  pr i má rně  re s e ka b i l n í c h  pa c i e nt ů  
(Ma nn -Whi t ne y U t e s t ,  p= 0 , 0 0 0 1  a  K rus ka l -Wa l l i s  ANOVA,  p=0 , 0 0 4 6 ) 

Statistická analýza prokázala významně nižší zastoupení T reg ve skupině primárně 

resekabilních pacientů, a to v celkovém počtu CD25+ lymfocytů na HPF (Mann-Whitney U 

test, p= 0,0019 a Kruskal-Wallis ANOVA, p=0,0080) (obr. 68 a 69) a počtu FoxP3+ 

lymfocytů na HPF (Mann-Whitney U test, p= 0,014 a Kruskal-Wallis ANOVA, p=0,0468) 

(obr. 70 a 71). Semikvantitativní hodnocení infiltrace CLM T reg neprokázalo statisticky 

signifikantní výsledky. Grafy nesignifikantních výsledků nejsou zobrazeny. 

  

Obr.  6 8  a  6 9 :  za s t oupe ní  CD2 5+ buně k v  HP F me zi  s kup i nami P VE SCs ,  P VE a  pr i má rně  re s e ka b i l n í c h  pa c i e nt ů  
(Ma nn -Whi t ne y U t e s t ,  p= 0 , 0 0 1 9  a  K rus ka l -Wa l l i s  ANOVA,  p=0 , 0 0 8 0 )  
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Obr.  7 0  a  7 1 :  za s t oupe ní  FoxP 3+ buně k  v  HP F me zi  s kup i nami P VE SCs ,  P VE a  pr i má rně re sekab i l n í c h  pa c i e nt ů  
(Ma nn -Whi t ne y U t e s t ,  p= 0 , 0 1 4  a  K rus ka l -Wa l l i s  ANOVA,  p=0 , 0 4 6 8 ) 

 

Infiltrace CLM NKs (buňky CD57+) byla nízká u všech skupin a byla bez statisticky 

signifikantních rozdílů (obr. 72 a 73) (Mann-Whitney U test, p= 0,0866 a Kruskal-Wallis 

ANOVA, p=0,1838). Bez statisticky signifikantních rozdílů byla i infiltrace DCs (buňky 

CD86+) (Mann-Whitney U test, p= 0,097 a Kruskal-Wallis ANOVA, p=0,2052) (obr. 74 a 75). 

Taktéž stanovení granzymu B (Mann-Whitney U test, p= 0,704)a serpinů (Mann-Whitney 

U test, p= 0,439) neprokázalo statisticky signifikantní rozdíli mezi sledovanýmu skupinami. 
 

  

Obr.  7 2  a  7 3 :  za s t oupe ní  CD5 7+ buně k v  HP F me zi  s kup i nami P VE SCs ,  P VE a  pr i má rně re se ka b i l n í c h  pa c i e nt ů  
(Ma nn -Whi t ne y U t e s t ,  p= 0 , 0 8 6 6  a  K rus ka l -Wa l l i s  ANOVA,  p=0 , 1 8 3 8 ) 
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Obr.  7 4  a  7 5 :  za s t oupe ní  CD8 6+ buně k v  HP F me zi  s kup i nami P VE SCs ,  P VE a  pr i má rně  re s e ka b i l n í c h  pa c i e nt ů  
(Ma nn -Whi t ne y U t e s t ,  p= 0 , 0 9 7  a  K rus ka l -Wa l l i s  ANOVA,  p=0 , 2 0 5 2 ) 

 

Při stanovení poměrů jednotlivých skupin TILs mezi skupinami PVE SCs, PVE a 

primárně resekovanými pacienty prokázala statistická analýza významný rozdíl u poměru 

buněk FoxP3+/CD4+ (Mann-Whitney U test, p< 0,0001 a Kruskal-Wallis ANOVA, p< 0,0001) 

(obr. 76 a 77), FoxP3+/CD8+ (Mann-Whitney U test, p< 0,0001 a Kruskal-Wallis ANOVA, p= 

0,0001) (obr. 78 a 79), CD8+/CD25+ (Mann-Whitney U test, p= 0,0001 a Kruskal-Wallis 

ANOVA, p< 0,0001) (obr. 80 a 81), CD4+/CD25+ (Mann-Whitney U test, p= 0,0001 a 

Kruskal-Wallis ANOVA, p= 0,0001) (obr. 82 a 83), FoxP3+/CD25+ (Mann-Whitney U test, 

p= 0,0120 a Kruskal-Wallis ANOVA, p= 0,0359) (obr. 84 a 85). U CD8+/CD4+ byl 

signifikantní rozdíl pozorován až při porovnání PVE SCs proti PVE a primárně resekovaným 

pacientům (Mann-Whitney U test, p = 0,8161 a Kruskal-Wallis ANOVA, p< 0,0001) (obr. 86 

a 87). Z následujících grafů je patrné, že u skupin s PVE a především u skupiny PVE SCs 

převažuje vyšší zastoupení T reg. 

  

Obr.  7 6  a  7 7 :  pomě r  buně k FoxP 3 +/CD4+ u j e dnot l ivých  s l edovaných  s kup in  (Ma nn -Whi t ne y U t e s t ,  p< 0 , 0 0 0 1  
a  K rus ka l -Wa l l i s  ANOVA,  p< 0 , 0 0 0 1 ) 
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Obr.  7 8  a  7 9 :  pomě r  buně k FoxP 3 +/CD8+ u j e dnot l ivých  s l edovaných  s kup in  (Ma nn -Whi t ne y U t e s t ,  p< 0 , 0 0 0 1  
a  K rus ka l -Wa l l i s  ANOVA,  p< 0 , 0 0 0 1 ) 

 

 

  

Obr.  8 0  a  8 1 :  pomě r  buně k CD8 +/CD2 5+ u j e dnot l ivých  s l edovaných  s kup in  (Ma nn -Whi tney U t e s t ,  p= 0 , 0 0 0 1  a  
K rus ka l -Wa l l i s  ANOVA,  p< 0 , 0 0 0 1 ) 

 

 

  

Obr.  8 2  a  8 3 :  pomě r  buně k  CD4 +/CD2 5+ u j e dnot l ivých  s l edovaných  s kup in  (Ma nn -Whi tney U t e s t ,  p= 0 , 0 0 0 1  a  
K rus ka l -Wa l l i s  ANOVA,  p= 0 , 0 0 0 1 ) 
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Obr.  8 4  a  8 5 :  pomě r  buně k FoxP 3 +/CD25 + u j e dnot livýc h s le dovanýc h s kup in  (Ma nn -Whit ney U t e s t ,  p= 0 , 0 1 2 0  
a  K rus ka l -Wa l l i s  ANOVA,  p= 0 , 0 3 5 9 )  

 

 

  

Obr.  8 6  a  8 7 :  pomě r  buně k CD8 +/CD4 + u j e dnot li výc h s le dovanýc h  s kupi n  (Ma nn -Whi t ne y U t e s t ,  p= 0 , 8 1 6 1  a  
K rus ka l -Wa l l i s  ANOVA,  p=< 0 , 0 0 0 1 ) 

7.3.2 Vztah TILs k DFI a OS 

Nejprve byl zkoumán vztah TILs k DFI a OS společně u všech skupin - pacienti po 

operačním výkonu pro CLM ve skupinách PVE SCs, PVE a primárně resekabilních 

dohromady. Statisticky signifikantní rozdíl byl pozorován u poměru buněk FoxP3+/CD25+ 

(Coxův model, p= 0,0234) pro DFI a na hranici statistické významnosti jsme pozorovali 

poměr buněk CD8+/CD25+ (Coxův model, p= 0,0499) pro DFI. Pro OS nevyšel žádný 

výsledek statisticky signifikantně. U poměrů buněk FoxP3+/CD25+ a CD8+/CD25+ byl 

statistickou analýzou stanoven poměr rizika recidivy. Při zdvojnásobení hodnoty poměru 

buněk FoxP3+/CD25+ klesá riziko recidivy na 87,5 % (Coxův model, p=0,0234) (obr. 88). U 

poměru buněk CD8+/CD25+ klesá riziko recidivy na 85,9 % při zdvojnásobení hodnoty 

poměru (Coxův model, p=0,0499) (obr. 89). Vícevýběrový test prokázal statisticky 
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signifikantní výsledek vztahu CD4+ buněk ISL infiltrace a DFI (Gehan-Wilcoxon test, p= 

0,0179) (obr. 90). 

 

Obr.  8 8 :  vzt a h  pomě ru  buně k FoxP 3 +/CD2 5 + k DFI  (Ge ha n -Wi l c oxon  t e s t  p= 0 , 0 4 1 2 ;  pomě r  r i zi ka  me zi  
s kup i na mi  0 , 5 0 7 5 ) 

 

 

Obr.8 9 :  vzt a h  pomě ru buněk CD8 +/CD2 5+ k DFI  (Ge ha n -Wi lc oxon t es t p= 0 , 2 1 40  poměr  r i zi ka  me zi  s kup i na mi  
0 , 6 0 5 1 ) 

 

 

Obr.9 0 :  vzt a h  CD4 +buňek u  I SL  i n fi l t rac e k  DFI  př i  s po l e č né m hodnoc e n í  vš e c h  s l e dova nýc h  s kup i n  (Ge ha n -
Wi l c oxon  t e s t ,  p= 0 , 0 1 7 9 )  
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U skupiny pacientů primárně resekovaných pro CLM jsme ve vztahu k DFI pozorovali 

statisticky signifikantní rozdíl u poměru buněk FoxP3+/CD8+ (Coxův model, p= 0,0255) 

a CD8+/CD4+ (Coxův model, p= 0,0043). Ve vztahu k OS nebyl získán signifikantní výsledek. 

Dále byly stanoveny poměry rizika recidivy pro poměry buněk FoxP3+/CD8+ a CD8+/CD4+. 

U poměru buněk FoxP3+/CD8+ klesá riziko recidivy o 27,9 % na 72,1 % při zdvojnásobení 

hodnoty poměru (Coxův model, p=0,022) (obr. 91). Pro poměr buněk CD8+/CD4+ platí, že 

při zdvojnásobení hodnoty poměru stoupá riziko recidivy 2,6x (Coxův model, p= 0,0043) 

(obr. 92). Zajímavým výsledkem je poměr buněk FoxP3+/CD25+, který těsně nedosáhl 

statistické významnosti (Coxův model, p=0,0557) (obr. 93). Zde jej uvádíme, protože při 

analýze daného poměru u všech operovaných pacientů vyšel tento vzah jako statisticky 

signifikantní (viz str. 122 a 123). 
 

 

Obr.  9 1 :  vzt a h  pomě ru  buněk FoxP 3 +/CD8 + k  DFI  u pa c i e nt ů pr imárně  re se kovanýc h pro  CL M (Ge ha n -Wi l c oxon  
t e s t  p= 0 , 1 5 3 1 ;  pomě r  r i zi ka  me zi  s kup i na mi  0 , 6 4 8 3 ) 

 

 

Obr.  9 2 :  vzt a h  pomě ru  buněk  CD8 +/CD4+ k  DFI  u pa c i e ntů  pr i má rně  re s e kova nýc h  pro  CL M (Ge ha n -Wi l c oxon  
t e s t  p= 0 , 0 4 3 9 ;  pomě r  r i zi ka  me zi  s kup i na mi  2 , 3 4 7 2 )  
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Obr.  9 3 :  vzt a h  pomě ru  buně k  FoxP 3 +/CD2 5 + k  DFI  u pa c i e nt ů  pr i má rně  re s e kova nýc h  (Ge ha n -Wi l c oxon  
t e s t , p=0 , 0 1 5 4 ) 

 

Další analyzovanou skupinou byla skupina pacientů, kteří podstoupili resekci CLM po 

předchozí PVE. Zde statistická analýza prokázala signifikantní vztah k DFI u počtu CD4+ 

buněk v HPF (Coxův model, p= 0,0163) a u ISL infiltrace CD4+ buňkami (Coxův model, p= 

0,0335). Ve vztahu k OS nebyl prokázán statisticky signifikantní výsledek. U signifikantních 

výsledků byl opět stanoven poměr rizika recidivy onemocnění. Při zvýšení CD4+ buněk o 1 

bod v HPF stoupá riziko recidivy o 1,2 % (Coxův model, p= 0,0163) (obr. 94). Při zvýšeni ISL 

infiltrace CD4+ buňkami o jeden stupeň semikvantativního hodnocení stoupá riziko 

recidivy téměř na dvojnásobek (Coxův model, p= 0,0335) (obr. 95).  
 

 

Obr.  9 4 :  vzt a h  poč t u  CD4 + buně k v HP F  k  DFI  u  pa c i e ntů  re se kovanýc h  pro  CL M po  P VE (Ge ha n -Wi l c oxon  t e s t  
p= 0 , 0 3 9 8 ;  pomě r  r i zi ka  me zi  s l e dova nými  s kup i na mi  1 , 7 2 3 ) 
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Obr.  9 5 :  vzt a h  ISL  i n fi l t rac e CD4+ buňka mi  k DFI  u  pa c i e nt ů  re s e kova nýc h  pro  CL M po  P VE (Ge ha n -Wi l c oxon  
t e s t  p= 0 , 1 2 8 8 ) 

 

Statistická analýza DFI a OS u skupiny pacientů, kteří podstoupili resekci jater po 

předchozí PVE s aplikací SCs prokázala významný vztah CD86+ buněk k OS (p= 0,0230). 

Poměr rizika byl u CD86+ buněk stanoven na 17 % při zvýšeni CD86+ buněk o jeden bod 

semikvantitativního hodnocení. Při vícevýběrovém hodnocení však nebylo možné provést 

bližší stanovení z důvodu malého počtu pacientů a získaný výsledek tak nelze považovat 

za validní.  
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7.4 Stanovení ABCC10 a ABCC11  

Porovnání plošných podílů ABCC10 a ABCC11 neprokázalo statisticky signifikantní 

rozdíl mezi sledovanými skupinami (obr.96 a obr.97) (Kruskal-Wallis ANOVA, p=0,1829 a 

p= 0,1856). 
 

  

Obr.  9 6  a  9 7 :  za s t oupe ní  ABCC1 0  (K rus ka l -Wa l l i s  ANOVA,  p=0 , 1 8 2 9 ) a  ABCC 1 1  (K rus ka l -Wa l l i s  ANOVA,  p= 
0 , 1 8 5 6 ) me zi  s l e dova nými  s kup i na mi .  

 

Mezi pacienty zařazenými do studie nebyl pozorován statisticky signifikantní výsledek 

ve vztahu ABCC10 a ABCC11 k DFI a OS. Mezi jednotlivými skupinami bylo možné 

pozorovat významný vztah ABCC11 k OS u skupiny PVE SCs (Coxův model, p= 0,0304). Při 

bližším statistickém vyhodnocení vztahu ABCC11 a OS pomocí dvouvýběrového testu 

nevychází výsledek u skupiny PVE SCs jako statisticky významný (Gehan-Wilcoxon test, p= 

0,1309). Důvodem je malý počet pacientů v dané skupině a výsledek tak může být falešně 

pozitivní (obr. 98). 
 

 

Obr.  9 8 :  Vzt a h  ABCC1 1  k  OS u  s kup i ny P VE SCs  (Ge ha n -Wi l c oxon  t e s t ,  p= 0 , 1 3 0 9 )  
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Ve studii byl zkoumán i vliv podaného 5-FU na plošný podíl ABCC10 a ABCC11. Podíl 

ABCC10 u pacientů po resekci CLM (hodnoceny všechny skupiny dohromady) byl vyšší u 

těch pacientů, kteří neměli po resekci primárního CRC do léčby zařazen 5-FU (Mann-

Whitney U test, p= 0,0217) (obr. 99). U ABCC11 byl výsledek za hranicí statistické 

významnosti (Mann-Whitney U test, p= 0,1123) (obr. 100). 
 

  

Obr.  9 9  a  1 0 0 :  vzt a h  p l oš né ho pod í l u  ABCC1 0  (Ma nn -Whi t ne y U t e s t ,  p= 0 , 0 2 1 ) a  ABCC1 1 (Ma nn -Whi t ne y U 
t e s t ,  p=0 , 1 1 2 3 ) k  l é č bě  5 -FU.  

 

 

Při bližším porovnání pomocí vícefaktorové analýzy rozptylu jsou výsledky jak u 

ABCC10 (obr. 101) tak i u ABCC11 (obr. 102) těsně za hranicí statistické významnosti 

(vícefaktorová ANOVA, p= 0,0542 a p=0,0540). 
 

 

  

Obr.  1 0 1  a  1 0 2 :  vzt a h  p l oš né ho pod í l u  ABCC1 0  (ví c e fa kt orová  ANOVA,  p= 0 , 0 5 4 2 ) a  ABCC1 1  (ví c e fa kt orová  
ANOVA,  p=0 , 0 5 4 0 ) k  l é č bě  5 -FU ve  ví c e fa kt orové  a na l ýze  rozpt yl u  
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8. Diskuze 

Cílem této práce je přispět k poznatkům na v současné době diskutovaná témata, 

jako jsou růst FLRV a progrese nádorového onemocnění po PVE s i bez aplikace SCs, vztah 

imunitního systému a maligního onemocnění u pacientů podstupujících resekce pro CLM 

a vztah ABCC10 a ABCC11 ve tkáni CLM k onkologické léčbě pomocí 5-FU. Naší snahou 

bylo ze získaných dat navrhnout vhodné prediktivní a prognostické faktory. 

8.1. Diskuze k efektu PVE a PVE s aplikací SCs na růst FLRV a CLM 

FLRV je zásadní faktor, který ovlivňuje resekabilitu CLM. V případě nízkého FLRV je 

pacient vystaven riziku akutního jaterního selhání. Jednou z možností, jak urychlit růst 

FLRV po PVE, je využití SCs aplikovaných do neokludovaného kmene portální žíly. Rizikem 

však je možné podpoření růstu maligního onemocnění [256]. V naší studii jsme sledovali 

efekt aplikace SCs po PVE na růst FLRV , růst VLM, výskyt extrahepatálního postižení, 

vztah k dosažení resekčního výkonu a vztah k DFI a OS. Porovnávané soubory pacientů 

byly shodné vzhledem k věku, vstupnímu FLRV i VLM. Před PVE byli pacienti bez mimo 

jaterního postižení. 

 

8.1.1 Diskuze k růstu zbytkového jaterního objemu 

V naší studii byl nárůst FLRV mezi sledovanými skupinami bez statisticky 

signifikantních rozdílů. Z grafů i výsledných dat však můžeme sledovat trend většího růstu 

FLRV u skupiny pacientů s aplikovanými SCs. Tento trend je umocněn především u skupiny 

PVE SCs 30. V grafu vstupního FLRV je patrné, že skupina měla oproti PVE 30 nižší FLRV, 

ale FLRV po 3 týdnech je vyšší. Tento fakt potvrzuje i průměrný nárůst FLRV, kde vidíme o 

v průměru 4 % vyšší růst FLRV u skupiny PVE SCs 30 oproti PVE 30. Rychlejší nárůst FLRV 

byl popsán v dříve publikovaných studiích, které využily SCs ke stimulaci růstu FLRV [12, 

13, 153, 154]. Tyto studie však byly provedeny na heterogenním souboru pacientů. V naší 

studii byli k PVE s aplikací SCs indikováni i pacienti po prolongovaném podávání 

onkologické léčby. I tato prolongovaná onkologická léčba může mít negativní vliv na 

jaterní regeneraci a přispívá tak i k pomalejšímu růstu FLRV [126, 257]. To může být i 

jedním z důvodů, proč jsme v naší studii statisticky signifikantního růstu FLRV nedosáhli. 
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Druhým limitem této studie je malý počet pacientů, kteří byli do studie zařazeni. PVE 

s aplikací SCs je metoda vhodná jen pro malou skupinu pacientů s nízkým vstupním FLRV 

nebo kombinací nízkého FLRV a prolongovaného podávání onkologické léčby. Studie zcela 

jistě potřebuje vyhodnocení na větších skupinách pacientů. 

 

8.1.2 Diskuze k progresi maligního onemocnění a dopadu na 

operabilitu nemocných po PVE a PVE s aplikací SCs 

Prozatím žádná z výše citovaných studií [12, 13, 153, 154] se nezmiňuje o progresi 

maligního onemocnění po PVE a aplikaci SCs. V této studii je na provedených CT scanech a 

volumetriích metastáz patrná progrese metastáz u všech sledovaných skupin. Růst však 

nebyl mezi porovnávanými skupinami statisticky signifikantí. V našem souboru pacientů 

tak aplikace SCs nevedla k rychlejší progresi metastáz oproti prosté PVE. Kombinace 

pomalé progrese růstu metastáz a urychleného FLRV je pak pro pacienty zcela klíčová, 

protože jim dává větší šanci podstoupit radikální resekční výkon a snižuje procento 

explorativních výkonů [155]. Toto je vidět i v našem souboru pacientů, kde bylo procento 

explorativních laparotomií výrazně nižší u pacientů s aplikovanými SCs. Pozoruhodný je i 

fakt signifikantní progrese extrahepatálních metastáz u skupiny s prostou PVE. Využití SCs 

v léčbě maligního onemocnění nese určité riziko diseminace nádorového onemocnění 

nejen do jater, ale i dalších orgánů, např. plic [256]. V naší studii jsme však toto 

neprokázali, naopak extrahepatální diseminace byla častější u skupiny s prostou PVE, a to 

statisticky významně. V současné chvíli nejsme schopni tento efekt blíže vysvětlit. Malé 

soubory pacientů mohou být jedním z důvodů, ale daný fakt bude cílem našeho dalšího 

výzkumu se zaměřením na eventuální protektivní efekt SCs. 

 

8.1.3 Diskuze k DFI, OS a vztahu k onkologické léčbě po resekčních 

výkonech u pacientů po PVE, po PVE s aplikací SCs a pacientů 

primárně resekabilních 

Hodnocení DFI a OS je v našem malém souboru pacientů po PVE a PVE s aplikací 

SCs  obtížné vzhledem k velkému počtu statistických cenzorů. Jen malé množství pacientů 

jsme byli schopni odsledovat po dobu delší než 3 roky. Proto v některých případech 

musíme uvádět pouze odhadované DFI a OS, nebo nejsme schopni DFI a OS definovat. Při 
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porovnání pouze pacientů ze skupin PVE a PVE SCs jsme nepozorovali statisticky 

signifikantní rozdíly jak v DFI, tak i v OS. Většina pacientů měla brzkou recidivu. Uvedená 

data svědčí pro velmi špatnou prognózu pacientů, kteří byli do studie zařazeni. Z naší 

studie vyplývá i zcela nezpochybnitelný efekt onkologické léčby po resekčním výkonu. Při 

porovnání dat mezi skupinami s provedenou PVE a primárně resekabilními pacienty je 

významný rozdíl u DFI. Je diskutabilní, jestli krátká doba DFI u pacientů po PVE je dána 

pokročilejčí fází maligního onemocnění. V řadě případů jsou k PVE indikování pacienti 

s bilobárním postižením nebo víceložiskovým postižením jater. Samotná tato postižení 

jsou významným negativním prognostickým faktorem, ale zároveň nejsou v dnešní době 

považována za kontraindikace chirurgických výkonů [71, 72]. Časná progrese onemocnění 

je pak závislá především na dodržení R0 resekce. Dalším důvodem časné recidivy je i 

mikrometastatické postižení, které není v době operace patrné [3]. Využití neoadjuvantní 

chemoterapie prodlužuje dobu do progrese onemocnění po resekci CLM a snižuje i výskyt 

mikrometastatického postižení [258]. U pacientů s PVE je však v době přípravy pacienta 

k resekčnímu výkonu, která může trvat i několik měsíců, riziko vzniku 

mikrometastatického postižení, které následně může zkrátit DFI po resekci CLM. Tím se 

opět potvrzuje pravidlo nezbytné kombinace chirurgické a onkologické léčby a především 

její správné načasování ve smyslu neoadjuvantní terapie, resekce a pooperační 

chemoterapie. 

V případě, že pacienti podstoupí resekci jater pro CLM po předchozí přípravě s PVE 

nebo PVE s aplikací SCs dosahují stejných hodnot OS. Porovnání skupin s  PVE a PVE SCs 

neprokázalo statisicky signifikantní rozdíl v OS. Oproti významnému rozdílu v DFI jsme 

v této studii neprokázali statistický významný rozdíl v OS mezi pacienty, kteří podstoupili 

PVE, a pacienty, kteří byli primárně resekabilní. Díky dnešním možnostem paliativní léčby 

jsme schopni nabídnout i pacientům s časnou recidivou CLM alternativní možnosti jak 

prodloužit OS. U pacientů s recidivou v prvé době zvažujeme reoperaci s resekčním 

výkonem. U pacientů po rozsáhlých resekcích na játrech jsme obvykle omezeni malým 

FLRV. U těchto pacientů se pak snažíme využívat destrukce CLM pomocí RFA (především 

perkutánních CT navigovaných výkonů), TACE a samozřejmě paliativní chemoterapií 

[50 s. 185, 259]. I v naší studii jsme prokázali, že podání 5-FU po resekci jak primárního 

CRC, tak i CLM mělo významný vztah k DFI a OS. 

133 

 



Provedení PVE nabízí pacientům s dříve inoperabilním postižením jater možnost 

dosáhnout operabilního stádia a následně i OS, které je srovnatelné s pacienty primárně 

resekabilními. Aplikace SCs v naší studii přispěla k vyššímu procentu dosažených 

resekčních výkonů a měla nižší výskyt extrahepatální progrese onemocnění. 
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8.2 Diskuze k tumor infiltrujícím lymfocytů 

K predikci prognózy u pacientů s maligním onemocněním nám vsoučasné době slouží 

TNM klasifikace. U CRC však na jejím podkladě může dojít k podstážování pacientů, které 

má za následek nepodání adjuvantní onkologické léčby s následnou recidivou 

onemocnění. Proto jsou intenzivně zkoumány nové faktory, které by tyto, do daného 

stádia obtížně zařaditelné pacienty, odhalily. Jednou z možností je i imunoediting se 

stanovením TILs. U pacientů s CRC je již uvěřejněna řada studií, ale u pacientů s CLM je 

prozatím provedeno malé množství studií, které by ozřejmili vztahy mezi imunitním 

systémem a CLM. V naší studii nás zajímalo i to, zdali je provedení PVE a PVE s aplikací SCs 

schopné zastoupení TILs ovlivnit (např. použitím embolizačního materiálu a případně i vliv 

aplikovaných SCs). 

8.2.1 Diskuze k zastoupení jednotlivých TILs mezi sledovanými 

skupinami 

Předešlé studie provedené na vzorcích CLM prokázaly CD8+  buňky jako prognosticky 

příznivý faktor ve vztahu k OS. Naopak CD4+ buňky a T reg jsou spojovány s kratším OS. 

Katz doporučuje stanovení poměrů jednotlivých typů lymfocytů, protože lépe vystihují 

biologické interakce mezi TILs [16].  

CD8+ lymfocyty 

Při porovnání zastoupení TILs mezi jednotlivými skupinami je patrné, že u pacientů 

po PVE s aplikací SCs a u pacientů po samotné PVE byl pozorován nižší počet CD8+ buněk v 

HPF oproti pacientům primárně operabilním. Semikvantitativní hodnocení pak vyšlo bez 

statisticky signifikantních rozdílů. 

Zvýšení CD8+ buněk jako přímých cytotoxických efektorů je obecně spojováno 

s prognostickým benefitem [260]. U našich sledovaných skupin je patrné, že primárně 

operabilní pacienti mají vyšší zastoupení CD8+ buněk oproti pacientům s provedenou PVE. 

Předpokládáme, že tento stav je dán pokročilostí nádorového onemocnění. Pacienti, kteří 

byli indikováni k PVE, mají pokročilejší nález CLM. Vyšší zastoupení CD8+ buněk u 

primárně operabilních pacientů tak může svědčit o schopnosti organismu ještě vyvolat 

cytotoxickou reakci proti CLM, zatím co pacienti indikovaní k PVE již danou schopnost 
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ztratili. Tuto myšlenku podporují i výsledky Gulubové, která ve své studii pozorovala nižší 

zastoupení TILs a tedy i CD8+ lymfocytů u pacientů s vícečetnými CLM [200]. Samotná 

přítomnost CD8+ lymfocytů však ještě nemusí znamenat cytotoxický efekt. Nejprve je 

nutná tumor specifická aktivace CD8+ buněk. Tato aktivace je dána kooperací CD8+ 

lymfocytů s CD4+ lymfocyty migrujícími do tumorózní tkáně. U CRC je vysoká aktivace 

CD8+ buněk přítomna u nízkých stádií CRC a nízká aktivace u vysokých stádií onemocnění 

[261]. U CLM je tento efekt prozatím neověřen. Lze předpokládat, že tento efekt nastává i 

v případě CLM, kdy s pokročilostí onemocnění klesá aktivace, a tedy i cytotoxický efekt 

CD8+ lymfocytů. V našem případě pro nízkou aktivaci CD8+ lymfocytů svědčí i nízká 

hodnota u zastoupení Granzymu B, která se navíc nelišila mezi sledovanými skupinami. 

Vzhledem k tomu, že zastoupení CD8+ lymfocytů bylo významně nižší jak u skupiny 

PVE, tak i u skupiny PVE SCs oproti primárně resekabilním pacientům, nepředpokládáme, 

že by tento stav byl způsoben podáním SCs. Na rozdíl od jiných studií jsme neprokázali 

odlišné zastoupení CD8+ bunek ve vztahu k infiltraci konkrétní části tumorózní tkáně. 

Brunner udává význam PTL CD8+ ve stromatu blízko tumoru a ve fibrotické kapsule kolem 

tumoru [262]. Berthel ve své analýze udává, že k prodloužení OS přispívají především 

CD8+ lymfocyty lokalizované ve vzdálenosti 20-30 μm od hranice metastázy [238]. 

V této studii jsme neprokázali statisticky signifikantní vztah CD8+ lymfocytů k DFI a OS 

u žádné ze sledovaných skupin. Zde je naše studie v kontrastu s dříve publikovanými 

výsledky jiných autorů. Tyto studie však byly provedeny na větším vzorku pacientů, které 

byly až dvojnásobné při porovnání s naším souborem [15, 16, 17]. O tom může svědčit 

např. vztah CD8+ k DFI u pacientů primárně resekovaných, které vyšlo těsně za hranicí 

statistické významnosti. Je pravděpodobné, že při vyšším počtu pacientů bychom již získali 

statisticky signifikantní výsledek. Jako další faktor, který mohl negativně ovlivnit vztah 

CD8+ k DFI a OS, je již výše diskutovaná nízká aktiavace CD8+ lymfocytů.  

CD4+ lymfocyty  

V naší studii jsme u CD4+ buněk pozorovali významně nižší zastoupení v jejich 

celkovém počtu na HPF u všech pacientů s provedenou PVE (skupina PVE a PVE SCs 

dohromady) oproti pacientům s primární resekcí. Obdobné rozdíly jsme mohli pozorovat i 

u semikvantitativního hodnocení, kde byly významné rozíly v zastoupení CD4+ buněk v ITL, 
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ISL, PTL a Crohn-like infiltraci. Při bližším rozboru je však patrné, že tyto rozdíly byly dány 

především nízkým zastoupením CD4+ lymfocytů v HPF, ITL, ISL a Crohn like infiltraci ve 

skupině pacientů s podanými SCs po PVE. Pouze u PTL byly hodnoty CD4+ nízké jak u 

skupiny PVE SCs, tak i u skupiny PVE v porovnání se skupinou primárně operabilních 

pacientů. V současné době, není jasné, jaké chování SCs vykazují po jejich aplikaci a 

průchodu jaterním cévním řečištěm a jaterní tkání. Jednou z možností je i průchod 

systémovým řečištěm. Zde pak cestou a.hepatica dextra mohou projít jaterním 

parenchymem s okludovanou větví portální žíly a ovlivnit i buňky přítomné v tomto laloku. 

SCs mají díky tvorbě velké škály cytokinů a růstových faktorů potenciál ovlivnit CD4+ 

buňky. To potvrzují i experimentální studie provedené na myších, kde SCs z kostní dřeně 

(především MSCs) byly schopné potlačit aktivaci CD4+ lymfocytů a vedly k navýšení a 

diferenciaci T lymfocytů v T reg [263]. V humánní medicíně tento efekt SCs stojí za 

zmírněním projevů reakce štěpu proti hostiteli [264]. V korelaci s naší studií lze tímto 

dějem vysvětlit nízké zastoupení CD4+ buněk a vyšší zastoupení T reg u pacientů 

s podanými SCs po PVE. V případě nízkého zastoupení CD4+ buněk u pacientů s 

provedenou PVE je nutné zmínit i možnost ovlivnění tohoto stavu onkologickou léčbou. 

Correale popisuje, že u pacientů s pokročilým  CRC podstupujících chemoterapii nebo 

chemoimunoterapii pozoroval vyšší zastoupení T reg (FoxP3+) buněk [265]. Jednou 

skupinou pacientů, kteří byli indikováni k PVE, byli i pacienti s prolongovanou 

chemoterapií. V tomto případě nemůžeme vyloučit ani efekt podané onkologické léčby, 

která mohla stimulovat diferenciaci CD4+ lymfocytů do FoxP3+ buněk. 

Vyšší zastoupení CD4+ lymfocytů ve skupinách s PVE a primárně resekabilních 

pacientů podporuje naši hypotézu o snaze organismu vyvolat stimulací CD8+ buněk 

cytotoxickou reakci vůči tumoru. CD4+ buňky lze rozdělit na Th1, Th2 a T reg. V případě 

Th1 a Th2 lymfocytů byl popsán rozdílný účinek těchto dvou podskupin na CRC. Zvýšené 

počty Th1 lymfocytů a jejich cytokinů byly stanoveny jako prognosticky příznivé faktory 

z hlediska progrese onemocnění z adenomu do CRC, ale i ve vztahu k lepšímu DFI [217]. 

Progresi onemocnění naopak podporují Th2 lymfocyty a jejich působky [216]. Tento efekt 

je dán stimulačním efektem Th1 lymfocytů na CD8+ lymfocyty a podporou jejich 

cytotoxické reakce [219]. V naší studii jsme prokázali významný negativní vztah CD4+ 

lymfocytů k DFI u skupiny pacientů s provedenou PVE. CD4+ buňky se zde projevily jako 
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negativní prognostický faktor, protože jejich přítomnost zvyšovala riziko recidivy. Katz 

udává, že pacienti, kteří měli vysoké zastoupení CD4+ buněk, dosáhli kratšího OS. Tyto 

závěry svědčí spíše pro přítomnost Th2 lymfocytů, které mohou mít protumorigenní 

potenciál [16]. Prozatím není jasné, jaký mechanismus rozhoduje o aktivaci 

protumorigenní nebo již výše zmiňované cytotoxické reakce. Vybrané nádorové buňky se 

mohou adaptovat na přítomnost CD4+ buněk a využít jejich prostimulační potenciál [16]. 

Uvažuje se, že samotné mikroprostředí tumoru atrahuje CD4+ buňky, které následně 

působí jako akcelerátor nádorového růstu [218]. 

T regulační lymfocyty 

Ve výsledcích naší studie je patrné, že u pacientů s provedenou PVE (a to jak prostou 

PVE, tak i PVE s aplikací SCs) bylo vyšší zastoupení T reg (CD25+ a Foxp3+ buněk) v HPF. 

Semikvantitativní rozdělení bylo bez statisticky významných rozdílů. Z grafů vyplývá, že 

zvýšení jak FoxP3+, tak i CD25+ buněk v HPF bylo u všech pacientů s provedenou PVE bez 

statisticky signifikantního rozdílu mezi PVE a PVE SCs.  

T reg jsou podskupinou CD4+ buněk vykazující vysoký supresní potenciál na okolní 

buňky. Tento supresní efekt je dán konkrétním typem produkovaného cytokinu nebo 

růstového faktoru. Jedná se např. o IL 10 nebo TGF-β [207]. T reg produkující TGF-β 

potlačují funkci jak Th1 tak i Th2 lymfocytů. TGF-β však má i významný vliv na regeneraci 

hepatocytů. Zde je důležitým mitoinhibitorem, který ukončuje dělení hepatocytů a je 

schopen navodit apoptózu hepatocytů [93, 266]. Zvýšené hladiny T reg ve skupinách PVE 

a PVE SCs si vysvětlujeme jako důsledek provedení PVE. T reg produkující TGF-β podporují 

vyvolání apoptózy hepatocytů. Apoptóza je důležitým dějem u pacientů podstupujících 

PVE, kdy postupně dochází k atrofii laloku s okludovaným portálním řečištěm. Míra atrofie 

pak indukuje i míru kompenzatorní hypertrofie kontralaterálního jaterního laloku a 

podporuje růst FLRV. 

Velmi diskutovaný je efekt T reg na progresi nádorového onemocnění. 

Imunosupresní efekt T reg je v prvé řadě cílen jako mechanismus imunotolerance 

organismu [205, 208]. V případě maligního nádorového onemocnění se tento efekt 

imunotolerance projeví jako negativní faktor, který snižuje antitumorózní imunitní reakci 

a tím zkracuje OS a DFI [207]. V případě prognostického významu T reg se publikované 
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studie jak pro CRC, tak i pro CLM rozcházejí [229]. Katz publikoval studii, kde bylo vysoké 

zastoupení T reg negativní prognostický faktor pro OS a DFI [17]. Na druhou stranu 

Nakagawa udává, že peritumorální přítomnost T reg buněk zlepšuje přežití u pacientů po 

resekcích jater pro CLM. Domnívá se, že přítomné T reg se orientují na snižení zánětlivé 

odpovědi v okolí tumoru a neovlivňují cytotoxickou reakci vyvolanou CD8+ lymfocyty[267]. 

Naše studie neprokázala statisticky signifikantní vztah samostatně stanovených T reg k OS 

a DFI ani u jedné ze sledovaných skupin. 

Poměry zastoupení TILs 

TILs jsou známé svoji kooperací mezi jednotlivými skupinami lymfocytů. Důležitá je 

spolupráce především T reg a CD4+ buněk s CD8+ buňkami. Stanovení poměrů slouží k 

ozřejmení těchto vztahů. Katz udává, že poměry TILs mají větší prediktivní hodnotu než 

individuální stanovení TILs. Poměry jsou schopné lépe zhodnotit funkční dopad 

jednotlivých typů lymfocytů a v klinické praxi mohou mít více relevatní hodnotu [17]. 

I v této studii jsme využili poměrů, abychom si ověřili předpokládané vztahy jednotlivých 

TILs, které již byly zmíněny v diskuzi výše. 

V naší studii byl mezi sledovanými skupinami patrný statisticky signifikantní rozdíl u 

poměrů buněk FoxP3+/CD4+, FoxP3+/CD8+, CD8+/CD25+, CD4+/CD25+, FoxP3+/CD25+ a 

CD8+/CD4+. Ve vztahu k DFI byl zazanamenán signifikantní vztah poměru buněk 

FoxP3+/CD25+ u celého souboru pacientů. U pacientů primárně resekabilních pak byl 

významný vztah poměru buněk CD8+/CD4+ k DFI. Ve vztahu k OS jsme v naší studii 

nepozorovali žádný staticky signifikantní výsledek.  

Z výsledků je patrné, že T reg byly zvýšené oproti CD4+ a CD8+ buňkám, a to u skupin 

PVE a PVE SCs. Tento vztah tak opět může svědčit o aktivaci proapoptotické složky 

v jaterním parenchymu s provedenou PVE. U porovnání T reg s CD4+ buňkami je také 

patrné, že CD4+ buňky byly významně snížené a FoxP3+ buňky naopak zvýšené u pacientů 

s PVE SCs. Lze spekulovat, zdali tento nález vypovídá o možném přispění SCs při rozvoji 

apoptózy jaterních buněk a následné atrofii daného jaterního laloku jako důsledek 

konverze CD4+ do T reg [231]. Při porovnání T reg s CD8+ lymfocyty je patrný trend 

aktivace cytotoxické složky u primárně resekabilních pacientů s CLM. U pacientů primárně 

resekabilních jsme pozorovali i statisticky signifikantní vztah poměru buňek FoxP3+/CD8+ 
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vůči DFI. Pokud tento poměr stoupá, snižuje se riziko recidivy. Tento výsledek je však 

v kontrastu s Katzovou studií, kde byly vyšší hodnoty poměrů buněk FoxP3+/CD4+ a 

FoxP3+/CD8+ spojeny s horším celkovým přežitím [17]. Jinou studii, která by tento vztah u 

pacientů s CLM studovala, se nám nepodařilo dohledat. Infiltrace tumoru FoxP3+ 

lymfocyty jsou u řady karcinomů (ovaria, plic, ledvin, žaludku, jater) popisovány jako 

negativní prognostické faktory. U CRC je však situace odlišná. Na jedné straně stojí studie 

např. Sinicropeho nebo Suzukiho, kteří uvádí vztah poměru buněk CD3+/FoxP3+ respektive 

CD8+/FoxP3+ jako prognosticky významný pro DFI a OS [268]. Sinicrope také udává, že 

nízký poměr buněk CD3+/FoxP3+ a nízké zastoupení samotných CD3+ buněk ovlivňují 

mikrometastazování. Tato situace platí pro intraepiteliální zastoupení TILs. Autor také 

upozorňuje, že u stromální infiltrace může být vztah už jiný [269]. Na druhé straně řada 

studií potvrdila, že intratumorální přítomost FoxP3+ buněk u CRC zlepšuje 

prognózu [227, 270]. Correale studoval zastoupení FoxP3+ lymfocytů u pacientů 

s pokročilým CRC, kteří podstupovali chemoimunoterapii. U těchto pacientů pozoroval, že 

vysoké zastoupení FoxP3+ lymfocytů bylo významným prognostickým faktorem s lepší 

odpovědí na léčbu [265]. Pacienti s CLM často podstupují onkologickou léčbu před 

samotnou resekcí jater, např. podání 6 cyklů onkologické léčby před chirurgickým 

výkonem. V případě skupiny PVE SCs byly pacienti často předléčeni prolongovanou 

onkologickou léčbou. I tento faktor může hrát významnou roli, proč byli v naší studii 

FoxP3+ lymfocyty vysoce zastoupené u pacientů s PVE SCs a proč vycházejí jako pozitvní 

fakor pro DFI u primárně resekabilních pacientů ve vztahu k CD8+ a CD4+ buňkám [265]. 

Zajímavý výsledek přináší porovnání CD8+ s CD4+ buňkami. Je z něj patrné, že nejnižší 

hodnoty poměru dosahují pacienti ve skupině PVE. U pacientů primárně resekovaných je 

již poměr výšší ve prospěch CD8+ buněk a je tak v souladu s naším předpokladem vyšší 

aktivace cytotoxické složky u této skupiny pacientů. Překvapující je však poměr buněk 

CD8+/CD4+ u skupiny PVE SCs, kde je patrné vysoké zastoupení CD8+ buněk a nízké 

zastoupení CD4+ buněk. Nepředpokládáme, že by tento stav byl způsoben vyšší aktivací 

cytotoxické složky. Ve vztahu k ostatním výsledkům se přikláníme k názoru, že snížení 

CD4+ (a jejich diferenciace v T reg) v důsledku podání SCs nebo v důsledku předoperační 

onkologické léčby bylo natolik výrazné, že ovlivnilo tento poměr ve prospěch CD8+. 

V rámci rekurence onemocnění byl pozorován statisticky signifikantní vztah poměru 
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buněk CD8+/CD4+ k DFI u pacientů primárně resekabilních. Ve skupině PVE byl tento vztah 

k DFI těsně za hranicí statistické významnosti. V případě primárně resekabilních pacientů 

byl vzestup poměru spojen se vzestupem rizika rekurence. Katz ve své studii využil poměr 

buněk CD4+/CD8+ a udává, že vysoká hodnota tohoto poměru byla v korelaci s lepším OS a 

DFI [17]. Pro vyvolání cytotoxické reakce cestou CD8+ buněk je nezbytná jejich předchozí 

aktivace pomocí CD4+ buněk [261]. Poměr mezi buňkami CD8+ a CD4+ tak vypovídá o 

tomto vztahu. Zvýšení CD4+ buněk, které je v případě těchto poměrů spojeno s lepším OS, 

nebo DFI může svědčit o vyšší aktivaci cytotoxické složky [17]. 

Dalším zajímavým výsledkem je poměr buněk FoxP3+/CD25+. Oba použité markery 

(FoxP3 i CD25) jsou markery T reg. Ve studii jsme pozorovali, že je tento poměr zvýšen u 

pacientů primárně resekabilních oproti pacientům ve skupinách PVE a PVE SCs. Také jsme 

pozorovali signifikantní vztah tohoto poměru k DFI u všech pacientů dohromady. 

Z poměru rizika recidivy vyplývá, že v případě, kdy se výsledné číslo poměru zvyšuje, 

snižuje se riziko vzniku recidivy. CD25 je povrchový receptor pro IL-2. Jeho aktivace je 

nezbytná k následné aktivaci FoxP3 [208]. Předpokládá se tedy, že existují různě vyzrálé 

populace T reg. Poměr buněk FoxP3+/CD25+ vypovídá o míře aktivace a procesu maturace 

T reg. Vyšší hodnoty poměru by tak ukazovaly na aktivaci vyzrálejších forem T reg. Z naší 

studie vyplývá, že vyšší zastoupení vyzrálých forem T reg je pozitivním faktorem vzhledem 

k riziku rozvoje recidivy u pacientů, kteří podstupují jakoukoliv resekci jater pro CLM. 

Dendritické buňky, Natural Killers, granzym B a serpin B9 

V naší studii jsme neprokázali významné rozdíly v zastoupení DCs, NKs, granzymu B a 

serpinu B9 mezi skupinami PVE SCs, PVE a skupinou primárně resekabilních pacientů. 

DCs (CD86+ buňky) jsou hlavní složkou APCs. V minulosti byl popsán jejich vztah 

k CRC. Nízké zastoupení DCs u pacientů s CRC mělo vztah k metastazování do lymfatických 

uzlin [171, 173, 174]. V případě CLM byla popsána vazba mezi DCs a CD8+buněk. V případě 

vysoké infiltrace tumoru těmito imunocyty se snižuje růst CLM [175]. Na druhou stranu 

DCs jsou negativně ovlivňovány mikroprostředím tumoru, které v důsledku cytokinů 

snižuje denzitu DCs ve tkáni tumoru. U metastáz je zastoupení DCs až 6x nižší oproti tkáni 

CRC. Tím se snižuje i stimulace buněk specifické imunity, především efektorových CD8+ 
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buněk [271]. Předpokládáme, že nízké zastoupení APCs mohlo být jednou z příčin, která 

se podílela na nízké cytotoxické reakci organismu proti CLM v našem souboru pacientů.  

Také NKs jsou spojované s prodloužením OS a DFI u pacientů s CRC [172, 195, 196]. U 

pacientů s CLM je obvykle pozorované malé zastoupení NKs v okolí metastáz. Pokud jsou 

však přítomny, pak je to obvykle v korelaci s CD8+ buňkami [200]. Důvodem, proč jsou NKs 

v CLM neefektivní, jsou vysoké hladiny TGF-β1, obvykle ze zvýšené produkce nádorovými 

buňkami. Tento růstový faktor zvyšuje apoptózu, narušuje funkci perforinů, Fas a snižuje 

expresi NKG2D receptorů [204]. TGF-β je hlavním produktem T reg, které byly ve zvýšené 

míře pozorované i u našich pacientů s PVE a PVE SCs. Mimo samotného mikroprostředí 

tumoru tak T reg mohou snižovat zastoupení a efekt NKS, tak jak jsme pozorovali i u 

našich skupin pacientů. Faktor, který také ovlivňuje efektivitu NKs a CD8+ buněk, jsou 

serpiny. Serpiny způsobují blokádu perforinů a granzymů uvolněných do extracelulárního 

prostředí (v našem případě serpinu B9 a granzymu B) [272]. V naší studii jsme u žádné 

skupiny nezazanamenali vysoké hodnoty serpinu B9. Na tomto faktu se mohlo podílet i 

nízké zastoupení Granzymu B, který tak nevyvolal protireakci v podobě uvolňování 

serpinu B9 z okolních buněk. 
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8.3 Diskuze k ABC transportétům 

Onkologická léčba je nedílnou součástí komplexní péče o onkologicky nemocné. U 

řady pacientů však dochází k progresi onemocnění i přes podanou onkologickou léčbu. U 

řady tumorů (karcinom prsu, slinivky, ovaria) byl již popsán význam ABC transportérů 

v rámci rezistence k onkologické léčbě [273, 274, 275, 276]. Při terapii CRC jsou nejvíce 

využívány režimy na základě Oxaliplatiny a 5-FU. U pacientů s CRC nereagujících na 

onkologickou léčbu byla popsána souvislost s ABCC10 a ABCC11. V pracích, na kterých se 

podílelo i naše pracoviště, byl popsán vztah nízkých hladin ABCC11 a špatné odpovědi na 

paliativní léčbu. U pacientů s adjuvantní léčbou byl pozorován kratší DFI při nízkých 

transkripčních hladinách ABCC11 a stejně tak i nízká proteinová exprese ABCC11 

zvyšovala riziko rekurence. Nízká transkripční hladina ABCC10 korelovala s gradingem 

tumoru a nízká proteinová exprese tohoto transportéru zvyšovala riziko úmrtí [48,49]. 

V naší studii jsme porovnávali zastoupení ABCC10 a ABCC11 mezi sledovanými skupinami 

a jejich vztah k DFI a OS. Mezi sledovanými skupinami jsme rozdíl v zastoupení 

jednotlivých transportérů neprokázali. Stejně tak nebyl prokázán vztah ABCC10 a ABCC11 

k DFI a OS u žádné ze sledovaných skupin. Získané hodnoty ABCC transportérů u 

sledovaných skupin jsme neporovnávali se zdravou jaterní tkání, což je nedostatkem 

tohoto stanovení. V současné době je jen minimum studií, které se zabývají ABC 

transportéry u pacientů s CLM. Nanashima ve své studii nepozoroval korelaci mezi tzv. 

MRP (Multidtrug Resistence Proteins – dřívejší označení ABCC) a klinickopatologickými 

daty mezi pacienty s CRC a pacienty s CLM. Jednotlivé transportéry blíže nespecifikuje 

[277]. V naší studii jsme vyšli z předchozí zkušenosti s ABC transportéry u pacientů s CRC. 

Naše výsledky nevylučují, že se na rezistenci k onkologické léčbě nemohou podílet jiné 

typy ABC transportérů. Yamauchi udává vztah nízké hladiny ABCB1 u pacientů s časnou 

recidivou oproti pacientům bez rekurence [278]. ABCB1 je transportér obecně 

zodpovědný za lékové rezistence u jater [279]. U HCC je popisován vztah 

dediferencovaných tumorů a vaskulární mikroinvaze v případě nízkého zastoupení ABCB1. 

Exprese transportéru je také ovlivnitelná podanou chemoterapií, kdy při podání 

onkologické léčby stoupají zastoupení tohoto receptoru oproti pacientům s HCC bez 

podané onkologické léčby [280]. Trend ve změně  povrchové exprese ABCC10 jsme 

pozorovali i u našeho souboru pacientů. Vzhledem k tomu, že výsledek vyšel těsně za 

143 

 



hranicí statistické významnosti, hovoříme o trendu, kdy pacienti, kteří měli po operaci 

primárního CRC podán 5-FU, vykazovali v resekovaných CLM nižší zastoupení ABCC10. Je 

zde patné, že ABCC10 a 5-FU se vzájemně ovliňují, nicméně v našem případě tento vztah 

neměl korelaci k DFI ani OS. Tento vztah by se mohl projevit v případě většího souboru 

pacientů zavzatých do studie. V rodině ABCC transportérů byly u primárních tumorů 

popsané změny exprese v ABCC1,ABCC2,ABCC3, ABCC4 [279]. Např. zvýšené exprese 

ABCC1 byly pozorovány u poloviny pacientů s dediferencovaným HCC a mikrovaskulární 

expanzí. Zvýšená exprese byla popsána i u CHCC, ale bez korelace s klinickopatologickými 

daty [279]. Rodina ABCC transportérů spolu s ABCB1 mohou být zajímavým cílem dalšího 

výzkumu lékové rezistence u pacientů s tumory jater. Danou skupinu transportérů lze 

doplnit ještě o ABCG2, který také vykazoval změny ve své expresi u pacientů s HCC 

v závisloti na podání onkologické léčby [281]. 
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9. Závěr 

Tato studie neprokázala statisticky signifikantní rozdíl v nárůstu FLRV u pacientů po 

PVE s aplikací SCs oproti pacientům s prostou PVE. Trend nejrychlejšího nárůstu FLRV 

jsme mohli pozorovat u pacientů s PVE a aplikací SCs se vstupním FLRV menším než 30 %. 

Aplikace SCs neakcelerovala růst CLM po provedení PVE. Pacienti po provedené PVE a 

aplikaci SCs měli nižší procento explorativních laparotomií a statisticky signifikantně nižší 

výskyt extrahepatálních metastáz v poresekčním období. Tento fakt bude jistě zajímavým 

tématem dalšího výzkumu. Pacienti po provedené PVE a aplikaci SCs dosahovali shodného 

DFI a OS jako pacienti s provedenou prostou PVE. Obě tyto skupiny pacientů pak vykazují 

kratší DFI oproti pacientům primárně operabilním, ale ve vztahu k OS jsme nezaznamenali 

statisticky signifikantní rozdíly. Studie tak vypovídá o přínosu PVE a PVE s aplikací SCs, kdy 

je možné i u pacientů s pokročilým metastatickým postižením jater dosáhnout shodného 

OS jako u pacientů primárně operabilních. Prokazatelný je přínos podané adjuvantní 

onkologické léčby k OS. 

V rámci stanovení TILs jsme nepozorovali aktivaci cytotoxické složky specifické 

imunity u sledovaných skupin. I přes vyšší počty CD8+ buněk u pacientů s primárně 

operabilními CLM jsme nepozorovali jejich korelaci s DFI a OS. Ve studii jsme prokázali 

význam T reg u skupin PVE a především u skupiny PVE SCs, kde T reg mohly výrazně 

přispět k atrofii okludovaných jaterních laloků. Samotné stanovení T reg se neprojevilo 

jako významný prognostický faktor ve vztahu k DFI nebo OS. Vysoké zastoupení T reg 

především u skupiny PVE SCs bylo pravděpodobnou příčinou nízkého zastoupení CD4+ 

buněk. Vliv SCs na případnou diferenciaci CD4+ buněk do T reg a následné ovlivnění 

atrofie jaterních laloků může být směrem, kam výsledky této studie dále rozvíjet.  

U skupiny PVE vyšlo stanovení CD4+ buněk v HPF a v ISL jako negativní prognostický 

faktor zkracující DFI. Z důvodu malého počtu pacientů nevyšel pro PVE SCs žádný ze 

sledovaných parametrů, jako prognosticky významný. NKs a DCs byly u pacientů 

zahrutých do naší studie přítomny jen v malých počtech a neměly prognostický význam.  

Pro lepší porozumění ve vztazích mezi jednotlivými TILs byly použity poměry 

jednodnotlivých imunocytů. Prokázali jsme signifikantní vztah poměru buněk 

FoxP3+/CD25+ k DFI, kdy vyšší hodnoty snižovali riziko rekurence u všech pacientů 

zařazených do studie. Tento poměr také nasvědčuje, že za snížením rizika rekurence stojí 
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především vyzrálé formy FoxP3+ lymfocytů. Růst poměru buněk CD8+/CD4+ se u primárně 

operabilních pacientů projevil jako negativní prognostický faktor. Nález svědčí pro 

neúspěšnou aktivaci cytotoxické reakce. 

V poslední části práce bylo sledováno zastoupení ABC trasnportérů. Zastoupení 

ABCC10 a ABCC11 bylo bez signifikantních rozdílů mezi sledovanými skupinami. Ve studii 

je však patrný vztah v minulosti podaného 5-FU na expresi ABCC10. Pozorovali jsme trend 

ve změně exprese těchto transportérů u pacientů v minulosti léčených 5-FU, kteří 

následně měli nižší zastoupení ABCC10 v CLM. Ve studii jsme neprokázali vztah ABCC10 a 

ABCC11 transportérů k DFI a OS.  

 

Tato práce prokazuje vztah T reg k CLM, a to především u pacientů podstupujícíh PVE 

a PVE s aplikací SCs. Studium T reg může přispět k objasnění vztahů mezi PVE, atrofií 

jaterního parenchymu s okludovaným portálním řečištěm a kontralaterální 

kompenzatorní hypertrofií FLRV. Tyto vazby pak lze využít k navyšování počtu primárně 

inoperabilních pacientů, kteří jsou nakonec dovedeni k radikálnímu resekčnímu výkonu.  
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11. Souhrn 

V dizertační práci Význam tumor infiltrujících lymfocytů jako prognostických faktorů u 
pacientů po embolizaci portální žíly (PVE) a po PVE s aplikací autologních kmenových buněk autor 
popisuje tuto problematiku: 
1. V literárním přehledu charakterizuje: epidemiologii a dispenzarizaci pacientů 
s kolorektálním karcinomem (CRC), diagnostické a terapeutické postupy u pacientů s metastázami 
kolorektálního karcinomu do jater (CLM), význam zbytkového jaterního objemu (FLRV) a 
etapových jaterních resekcí. Dále shrnuje poznatky o kmenových buňkách (SCs), významu imunitní 
odpovědi v rámci protinádorové reakce a význam ABCC transportérů u buněk CRC. 

2. V metodice je prezentováno: efekt SCs na růst FLRV po PVE byl zkoumán na souboru 63 
pacientů (43 pacientů s PVE a 20 pacientů s PVE a aplikací SCs). Z CT vyšetření byly stanoveny 
FLRV, objemy CLM. Byl sledován jejich růst, vztah k operabilitě, bezpříznakovému období (DFI) a 
celkovému přežití (OS). Na souboru 101 pacientů, kteří podstoupili resekci jater pro CLM bylo 
hodnoceno zastoupení tumor infiltrujícíh lymfocytů (TILs) (PVE 26 pacientů, PVE SCs 13 pacientů, 
primárně resekabilních 62 pacientů). Byla sledována míra zastoupení a lokalizace TILs – 
peritumorální (PTL), intratumorální (ITL), intrastromální (ISL), a Crohn like. Imunohistochemicky 
byly stanoveny CD4+,CD8+,CD25+ a FoxP3+ lymfocyty, dále CD57+ a CD86+ buňky a granzym B. U 
nádorových buněk pak byl stanoven serpin B. Byly sledovány i poměry jednotlivých TILs. 
Histopatologické vyšetření a mikroskopické zhodnocení transportérů ABCC10 a ABCC11 bylo 
provedeno a u 86 pacientů (23 pacientů u PVE, 9 u PVE a SCs a 54 u primárně resekabilních). 

3. Ve výsledkové části autor uvádí: studie neprokázala efekt SCs na růst FLRV. Trend 
rychlejšího růstu byl pozorován u pacientů se vstupním FLRV do 30 %. Růst CLM nebyl aplikací SCs 
ovlivněn. Pacienti po PVE s SCs měli nižší procento explorativních laparotomií a extrahepatálních 
metastáz v pooperačním sledování. DFI a OS bylo shodné s pacienty primárně operabilními. Při 
stanovení TILs jsme neprokázali efekt cytotoxické složky. Pacienti s provedenou PVE měli vyšší 
počet T regulačních lymfocytů (CD25+ a FoxP3+) (T reg). U skupiny s PVE SCs bylo nižší zastoupení 
CD4+. Rozdíly byly pozorovány i v případě ITL, ISL, a Crohn like infiltrace. U PTL byl pokles u všech 
pacientů s provedenou PVE. U pacientů s provedenou PVE bylo vysoké zastoupení CD4+ a ISL 
infiltrace spojeno s časnější recidivou onemocnění. Stanovení poměrů TILs prokázalo vysoké 
zastoupení vyzrálých foremT reg u všech pacientů s provedenou PVE. Vysoký poměr FoxP3/CD25 
snižoval riziko rekurence u všech resekovaných pacientů. CD8/CD4 byl negativním prognostickým 
faktorem u primárně operabilních pacientů, kdy jeho zvýšení snížilo DFI. Stanovení ABCC10 a 
ABCC11 neprokázalo rozdíly mezi sledovanými skupinami. 

4. Závěr: PVE přináší jasný benefit primárně inoperabilním pacientům s CLM. Pacienti 
s intraportální aplikací SCs dosáhli vyšší resekability a měli nižší výskyt extrahepatálních metastáz. 
Příčina tohoto jevu je vhodným cílem další studie. Studie neprokázala aktivaci cytotoxické imunity 
u CLM. T reg mohou být faktorem podporujícím atrofii jaterního laloku s okludovanou větví 
portální žíly. Zvýšený poměr podskupin T reg (FoxP3/CD25) se u resekovaných pacientů projevil 
jako prognostický faktor snižující riziko recidivy. U pacientů s PVE byla negativním prognostickým 
faktorem vysoká infiltrace CD4+ a CD4+ ISL infiltrace. 

5. Literární seznam: obsahuje 281 citací a přehled publikací autora 

6. Klíčová slova: kolorektální karcinom, metastázy jater, embolizace portální žíly, future liver 
remnant volume, kmenové buňky, tumor infiltrující lymfocyty, ABCC transportéry  
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12. Summary 
In this thesis Relevance of tumor infiltrating lymphocytes as a prognostic factors at patients 

with portal vein embolisation (PVE) and patients with PVE and administration of autologous stem 
cells the author deals with following issues: 

1. In the literature overview: the author characterizes the epidemiology and 
dispenzarization of the patients with colorectal cancer (CRC), diagnostics and treatement of 
colorectal liver metastases (CLM), importance of future liver remnant volume (FLRV) and two step 
liver surgery. The author summarizes general knowledges about stem cells (SCs), response of the 
immune system against cancer and relevance of ABCC transporters at CRC cells. 

2. The methodological section characterizes the following: intraportal administration of SCs 
after PVE and their effect was explored in a group of 63 patients (43 patients with PVE alone, 20 in 
the group PVE with SCs). FLRV and volume of CLM were assessed from CT scans. Their growth was 
observed also in relation with resectability, disease free interval (DFI) and overal survival (OS). The 
cohort of 101 patients was used for assessement of tumor infiltrating llymphocytes (TILs) (PVE 26 
patients, PVE and SCs 13 patients, 62 patients with primarilly resectable CLM). We assessed 
numbers and localization of TILs – peritumoral (PTL), intratumoral (ITL), intrastromal (ISL) and 
Crohn like infiltration were assessed. Imunohistological staining for CD4+,CD8+,CD25+ and FoxP3+ 
lymphocytes (TILs) and for CD57+ and CD86+ cells and Granzym B was used. Serpin B was assessed 
in the cancer cells. The ratio between TILs was also focused. Histological examination and 
microscopical evaluation for ABCC10 and ABCC11 transporters were performed in 86 patients (23 
with PVE, 13 with PVE and SCs and 54 with primarily resectable) 

3. In the final section the author demonstrates that: study did not prove significant 
acceleration of FLRV growth after SCs administration. The fastest growth was observed in patients 
with initial FLRV lower than 30 %. Growth of VLM was not accelerated. Patients with administered 
SCs had lower number of explorative laparotomies and extrahepatal metastases during follow up. 
OS after resection was comparable to patients with PVE and primarily resected. The TILs 
assessement did not prove activation of cytotoxic reaction. Patients with PVE had higher levels of 
regulatory T cells lymphocytes (CD25+, FoxP3+) (T reg). We observed lower levels of CD4+ in the 
patients with PVE and SCs administration. The diferences were also observed in ITL, ISL and Crohn 
like infiltration. CD4+ PTL infiltration was lower in all patients with PVE. High infiltration of CD4+ 
and ISL infiltration were connected with early recurrency of the disease in all patients withPVE. 
TILs ratio showed higher infiltration of maturated T reg in all patients with PVE. Higher ratio 
FoxP3/CD25 decreased risk of recurrency in all resected patients. CD8/CD4 was a negative 
prognostic factor of the primarily resectable patients, because increasing ratio decreased DFI. 
Assessement of ABCC10 and ABCC11 did not prove significant diferences between observed 
groups. 

4. Conclusion: PVE is still beneficial for patients with primarily unresectable CLM. Patients 
with intraportal administration of SCs had lower number of exploratory laparotomies and 
extrahepatal metastases during follow up. The cause of this situation would be the object of 
further research. Study did not prove activation of cytotoxic immunity at CLM. T reg could be a 
supporting factor factor for liver atrophy in the liver lobe, where the occlusion of the portal vein 
was performed. Higher ratio FoxP3/CD25 was a positive prognostic factor that increased DFI in 
patients with liver resection for CLM. 

5. The thesis provides an overview  of literature which includs 281 sources of references 
and a list of author‘s publication. 

6. Key words: colorectal cancer, liver metastases, portal vein embolization, future liver 
remnant volume, stem cells, tumor infiltrating lymphocytes, ABCC transporters  
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The association of miR-126-3p, miR-126-
5p and miR-664-3p expression profiles 
with outcomes of patients with metastatic 
colorectal cancer treated with bevacizumab
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Abstract
MicroRNAs regulate the expression of genes involved in several important cancer-related processes including cell 
adhesion, proliferation, and tumour angiogenesis. Bevacizumab is routinely used in the treatment of patients with 
metastatic colorectal cancer, but, so far, no reliable biomarker predicting response to bevacizumab has been established. 
The aim of our retrospective study was to evaluate the association of miR-126-3p, miR-126-5p and miR-664-3p tumour 
expression levels with outcomes of patients with metastatic colorectal cancer treated with bevacizumab. The study 
included 63 patients. For the assessment of microRNA expression, gene-specific TaqMan assays were used. The 
median progression-free survival and overall survival for patients with low tumour expression of miR-126-3p were 
8.8 and 20.6 months versus 13.5 months and median overall survival was not reached for patients with high expression 
(p = 0.0064  and p = 0.0027), respectively. The median progression-free survival and overall survival for patients with 
low tumour expression of miR-126-5p were 9.0 and 22.2 months versus 12.0 and 23.4 months for patients with high 
expression (p = 0.2113 and 0.6858), respectively. The median progression-free survival and overall survival for patients 
with low tumour expression of miR-664-3p were 9.1 and 22.5 months versus 8.8 and 23.4 months for patients with 
high expression (p = 0.2542  and p = 0.1922), respectively. The multivariable Cox proportional hazards model revealed 
that miR-126-3p expression was significantly associated with progression-free survival (hazard ratio = 0.28, p = 0.0053) 
and also with overall survival (hazard ratio = 0.18, p = 0.0046). In conclusion, the results of this study suggest that the 
expression of miR-126-3p in the tumour tissue was associated with outcome of metastatic colorectal cancer patients 
treated with bevacizumab.
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Introduction

Colorectal cancer (CRC) is one of the most common can-
cer-related causes of morbidity and mortality in developed 
countries.1,2 The introduction of targeted agents based on 
monoclonal antibodies against vascular endothelial growth 
factor (VEGF) or epidermal growth factor receptor 
(EGFR) significantly improved survival of patients with 
metastatic CRC (mCRC). The mechanism of action of 
bevacizumab is based on blockade of angiogenesis by 
inhibition of the most important angiogenic growth factor, 
VEGF. The efficacy and safety of bevacizumab in the 
treatment of patients with mCRC have been proved in ran-
domized phase III clinical trials as well as observational 
studies previously,3–7 but, so far, no reliable biomarker pre-
dicting response to bevacizumab has been established. 
Several candidate predictive biomarkers, including angi-
opoietin-2, soluble VEGFR-1 and intramural expression 
of VEGFR-2, circulating levels of short VEGF-A isoforms, 
specific KRAS mutation types or serum carcinoembryonic 
antigen (CEA), have been studied but not sufficiently vali-
dated for routine clinical use.8–12

MicroRNAs (miRs) are small noncoding RNAs (con-
taining approximately 22 nucleotides) emerging as new 
players in epigenetic regulation of gene expression at post-
transcriptional level. MiRs regulate the expression of 
genes involved in several important cancer-related pro-
cesses including cell adhesion, proliferation, and tumour 
angiogenesis.13 During recent years, many efforts were 
made to explore the association between various miRs and 
cancer diagnostics, prognosis, and treatment response in 
order to find potential biomarkers to be used in clinical 
practice.14–16

The aim of our retrospective study was to evaluate the 
association of miR-126-3p, miR-126-5p and miR-664-3p 
expression levels with outcomes of patients with mCRC 
treated with bevacizumab.
MiR-126-3p has multiple functions with important 

roles in angiogenesis, tumour growth and invasion and 
vascular inflammation. It is encoded by intron 7 of the epi-
dermal growth factor (EGF)-like domain 7 (Egfl7) gene, 
and its expression appears to be highly enriched in 
endothelial cells.17–19 Because of this endothelial-specific 
expression, miR-126-3p is one of the commonly studied 
miRs in angiogenesis, and it is considered essential to the 
regulation of blood vessel integrity.18,19 The VEGF-A mes-
senger RNA (mRNA) is a miR-126-3p target and previous 
studies have suggested its role in regulation of VEGF-A-
mediated signal transduction.18–21 MiR-126 is downregu-
lated in several malignant tumours and is often referred to 
as a tumour suppressor.22–25 MiR-126-5p plays roles that 
are relevant to cancer progression like promotion of 
endothelial proliferation or regulation of leukocyte adhe-
sion and transmigration.26,27 MiR-664-3p has been shown 
to be involved in several aspects of carcinogenesis 

including angiogenesis. Among its most important targets 
is neuroligin 1, which plays an important role in regulation 
of angiogenesis. Recently, neuroligin and its binding part-
ner neurexin have been shown to be widely expressed in 
the vascular system and involved in angiogenesis.28,29

Patients and methods

Patients and treatment

We retrospectively analysed clinical data of 63 adult 
patients with histologically confirmed mCRC treated with 
bevacizumab-based therapy between years 2009 and 2015 
at Department of Oncology and Radiotherapeutics, Faculty 
of Medicine and University Hospital in Pilsen, Czech 
Republic. Bevacizumab (Avastin; F. Hoffmann-La Roche 
Ltd., Basel, Switzerland) was administered in combination 
with chemotherapy or as a single agent in a standard 
approved doses (5.0 mg/kg every 14 days or 7.5 mg every 
21 days). The chemotherapy consisted of following sched-
ules: fluorouracil and leucovorin in combination with 
oxaliplatin (FOLFOX) or irinotecan (FOLFIRI) or alone 
(FUFA), capecitabine alone, oxaliplatin alone and irinote-
can alone. None of the patients had previously received 
antiangiogenic therapies. The protocol of our study was 
approved by the independent ethics committee of the 
Faculty of Medicine and University Hospital in Pilsen and 
complied with the International Ethical Guidelines for 
Biomedical Research Involving Human Subjects, Good 
Clinical Practice Guidelines, the Declaration of Helsinki 
and local laws. The patients signed informed consent with 
the inclusion and subsequent analysis of their data.

Clinical monitoring

Clinical data were obtained retrospectively from the hospi-
tal information system. Physical examination and routine 
laboratory tests were performed every 2 weeks; computed 
tomography (CT) or positron emission tomography (PET; 
PET/CT) was performed every 3 months of the treatment. 
The objective tumour response was assessed by the attend-
ing physician using Response Evaluation Criteria in Solid 
Tumors (RECIST).30

Assessment of miR-126-3p, miR-126-5p and 
miR-664-3p expression

Matched samples of tumour and macroscopically healthy 
mucosa from the same resected part of colon (sampled as 
far from the tumour site as possible) underwent total RNA 
isolation by TRI Reagent® RT (MRC, Cincinnati, OH, 
USA) using manufacturer’s protocol. Total RNA concen-
tration was measured by Qubit RNA HS Assay Kit 
(Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA) and the 
samples were diluted to 2 ng/µL for reverse transcription.
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For the assessment of miR expression, gene-specific 
TaqMan assays (Thermo Fisher Scientific) were used. 
Targets for the analysis were hsa-miR-126-3p (assay ID 
002228), hsa-miR-126-5p (000451), hsa-miR-664-3p 
(002897), hsa-miR-16 (000391) and hsa-miR-345 
(002186), with the last two miRs used as reference genes 
based on the previously published data31 and analysis of 
expression stability using our data and combination of 
four algorithms (BestKeeper, NormFinder, Genorm and 
Comparative Delta Ct method).32–35 Reverse transcrip-
tion was done separately for each miR using the target-
specific primers from individual TaqMan Assays in 
combination with TaqMan® MicroRNA Reverse 
Transcription Kit (Thermo Fisher Scientific). Relative 
expression of miRs was measured in triplicates in 10 µL 
reactions on the CFX96 real-time polymerase chain 
reaction (PCR) system (Bio-Rad, Hercules, CA, USA) 
with TaqMan® Universal Master Mix II, with UNG 
(Thermo Fisher Scientific). All reactions were tested for 
nonspecific signals.

Statistical analysis

Standard frequency tables and descriptive statistics were 
used to characterize sample data set. Changes of miR-
126-3p, miR-126-5p and miR-664-3p expression in 
tumour tissue (relative to healthy tissue) were tested for 
statistical significance using Wilcoxon signed-rank test. 
Correlations between relative miR expressions were 
assessed by means of Spearman’s correlation coefficient. 
Progression-free survival (PFS) and overall survival (OS) 
were estimated using the Kaplan–Meier method, and all 
point estimates were accompanied by 95% confidence 
intervals. PFS was determined from the date of bevaci-
zumab initiation until the date of first documented progres-
sion or death. OS was determined from the date of 
bevacizumab initiation until the date of death, regardless 
of its cause. Patients who had not progressed or had not 
died were censored at the date of last follow-up with 
respect to their PFS or OS, respectively. Point estimates of 
observed survival times (or survival quantiles) were calcu-
lated from the Kaplan-Meier estimates of the survival 
functions using linear interpolation between the complete 
observations to the required time (or proportion surviv-
ing). Estimates of median follow-up were calculated using 
the inverse Kaplan–Meier method.36 Statistical signifi-
cance of the differences in Kaplan–Meier estimates 
according to miR-126-3p, miR-126-5p and miR-664-3p 
expression was assessed using the log-rank test. 
Multivariable Cox proportional hazards model was then 
used to evaluate the effect of miR-126-3p, miR-126-5p 
and miR-664-3p expression in the context of other poten-
tial prognostic factors of PFS and OS. All reported p val-
ues are two-tailed and the level of statistical significance 
was set at α = 0.05. Statistical processing and testing were 

performed using STATISTICA data analysis software sys-
tem (Version 12; StatSoft, Inc, 2013; www.statsoft.com).

Results

Patient characteristics

The study included 63 patients. The median age was 62.5 
(range = 39.1–78.7) years. Of them, 43 (68.3%) patients 
were male, 36 (57.1%) had a primary tumour localized in 
the colon, 41 (65.1%) had metastatic disease at diagnosis, 
and 48 (76.2%) received the bevacizumab-containing regi-
men in the first line. The baseline patient characteristics 
are summarized in Table 1. The median PFS of the whole 
cohort was 9.1 months (95% CI = 7.9–10.8), and the 
median OS was 23.4 months (95% CI = 18.6–31.0). In the 
whole sample, 55 complete and 8 censored observations 
were present with respect to PFS, and 47 terminated and 
17 censored observations concerning OS. Median follow-
up with respect to OS was 47.6 months.

Expression of miR-126-3p, miR-126-5p and 
miR-664-3p in the tumour tissue

Low tumour expression of miR-126-3p and miR-126-5p in 
comparison with healthy tissue was assessed in 51 (80.9%) 
and 53 (84.1%) patients, respectively (p < 0.0001  and 
p < 0.0001). Low tumour expression of miR-664-3p in 
comparison with healthy tissue was assessed in 23 (36.5%) 
patients (p = 0.0132). The expression of assessed miRs is 
shown in Figure 1. Relative tumour expressions of miR-
126-3p and miR-126-5p were significantly and strongly 
correlated (Spearman’s rs = 0.711, p < 0.0001),  while only 
weak correlation was observed between miR-664-3p and 
miR-126-3p (rs = 0.274, p = 0.0297), and no significant 
correlation between miR-664-3p and miR-126-5p 
(rs = 0.107, p = 0.4058). The results of correlation analysis 
are shown in Figure 2.

Association of miR-126-3p, miR-126-5p and 
miR-664-3p expression with survival

The median PFS for patients with low tumour expression of 
miR-126-3p was 8.8 months compared to 13.5 months for 
patients with high expression (p = 0.0064;  Figure 3(a)). The 
median OS for patients with low tumour expression of 
miR-126 was 20.6 months, while the median OS was not 
reached for patients with high expression (p = 0.0027; 
Figure 3(d)). The median PFS and OS for patients with low 
tumour expression of miR-126-5p were 9.0 and 22.2 months 
compared to 12.0 and 23.4 months for patients with high 
expression (p = 0.2113 and p = 0.6858,  respectively; Figure 
3(b) and (e), respectively). The median PFS and OS for 
patients with low tumour expression of miR-664-3p were 
9.1 and 22.5 months compared to 8.8 and 23.4 months for 

www.statsoft.com
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patients with high expression (p = 0.2542  and p = 0.1922, 
respectively; Figure 3(c) and (f), respectively). The PFS 
and OS data are summarized in Tables 2–4.
Baseline clinical parameters were assessed together 

with miR-126-3p, miR-126-5p and miR-664-3p expres-
sion in multivariable model. The multivariable Cox 

proportional hazards model revealed that miR-126-3p 
expression was significantly associated with PFS (hazards 
ratio (HR) = 0.28, p = 0.0053) and also with OS (HR = 0.18, 
p = 0.0046;  Table  5).

Discussion

MiRs have emerged as important endogenous regulators 
of tumourigenesis, disease progression and metastasis in 
various cancers, including CRC.37 They function as inhibi-
tors of target genes activity by binding to their mRNAs and 
hindering their translation.38 Each miR achieves functional 
specificity by targeting a core network of genes and has 
potential effects on multiple signalling pathways.39 
Increasing evidence suggests that aberrant miR expression 
is clearly associated with the initiation and progression of 
certain cancers, and miRs may act as oncogenes and/or 
tumour suppressor genes via regulation of expression of 
genes involved in crucial cancer-related processes including 
cell adhesion, proliferation, and also tumour angiogenesis.13 
In the present retrospective study, we focused on the asso-
ciation of miR-126-3p, miR-126-5p and miR-664-3p 
expression levels with outcomes of patients with mCRC 
treated with bevacizumab.
Even though, the prognostic role of miR-126-3p expres-

sion in patients with CRC has been recently suggested, lit-
tle is known about its possible predictive role in patients 
with mCRC treated with antiangiogenic therapies, includ-
ing bevacizumab.40,41 In our study, we observed a signifi-
cantly shorter PFS and also OS for patients with low 
expression of miR-126-3p in the tumour tissue compared 
to those with high expression (p = 0.0064  and p = 0.0027, 
respectively). The multivariable Cox proportional hazards 
model revealed that miR-126-3p expression was signifi-
cantly associated with PFS (HR = 0.28, p = 0.0053)  and 
also with OS (HR = 0.18, p = 0.0046), being evaluated as 
the most significant prognostic factor with respect to both 
survival indicators. Similar results have been recently pub-
lished by Hansen et al.,42 who reported significantly shorter 
PFS for patients with low tumour expression of miR-
126-3p in a translational analysis performed on previously 
untreated mCRC patients enrolled in a phase III Nordic 
ACT trial. Based on our results, together with those 
reported by Hansen et al., we suggest that the aberrant acti-
vation of angiogenesis mainly mediated by VEGF in 
tumours with high miR-126-3p expression could promote 
high sensitivity to VEGF-targeted agents represented by 
bevacizumab.
Compared to the miR-126-3p, very little is known 

about the miR-126-5p, which is processed from the same 
precursor. To our knowledge, there is no relevant study of 
miR-126-5p effect on the CRC progression, and in our set 
of patients, we did not observe any differences among 
patients with opposite change of miR-126-5p relative 
expression. High correlation of miR-126-3p and 

Table 1. Baseline characteristics of patients.

Characteristic Category n (%)

Gender Female 20 (31.7)

 Male 43 (68.3)

Age <70 years 48 (76.2)

 ≥70 years 15 (23.8)

Localization of 
primary tumour

Rectum 26 (41.3)

Colon 36 (57.1)

 Sigma 1 (1.6)

Line of therapy 1 48 (76.2)

 2 9 (14.3)

 3 1 (1.6)

 4 2 (3.2)

 Missing data 3 (4.8)

Resectability Non-resectable 32 (50.8)

 Potentially resectable 11 (17.5)

 Missing data 20 (31.7)

Objective response 
rate 

PR 23 (36.5)

CR 7 (11.1)

 SD (at least 6 weeks) 14 (22.2)

 PD 11 (17.5)

 Not assessed or missing data 8 (12.7)

KRAS mutation status Non-mutated (WT-KRAS) 17 (27.0)

 Mutated (MT-KRAS) 21 (33.3)

 Not assessed or missing data 25 (39.7)

PR: partial response; CR: complete response; SD: stable disease;  
PD: progressive disease.

Figure 1. Expression of miR-126-3p, miR-126-5p and miR-
664-3p in the tumour tissue.
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miR-126-5p expression but different relation to clinical 
parameters may show the specific effects of miR-126-3p 
on OS and PFS, although this implication is somewhat 
limited by the size of our cohort.
Very little data have been published also about miR-

664-3p in the field of CRC. In our study, we did not observe 
any difference in PFS nor OS in association with miR-
664-3p expression. The results of our study did not con-
firm the data published by Boisen et al.,43 who reported 
improved outcome of CAPEOX plus bevacizumab in 
patients with high tumour expression of miR-664 in a ret-
rospective study.
The principal limitations of this study are the retrospec-

tive nature and limited number of patients with resulting 
heterogeneity, especially regarding chemotherapy backbone 
regimens. This study also did not include a control group 

not treated with bevacizumab, and therefore, it cannot be 
concluded with certainty whether the expression change of 
miR-126-3p in tumour tissue is a predictive factor exclu-
sively for bevacizumab-based therapy or a prognostic factor 
associated with mCRC in general. This question should be 
answered in prospective randomized trials in the future. 
Nevertheless, it is the first study focusing on the role of 
miR-126-3p, miR-126-5p and miR-664-3p, all related to 
regulation of angiogenesis, in patients with mCRC treated 
with bevacizumab. In conclusion, the results of the present 
retrospective study suggest that the expression of miR-
126-3p in the tumour tissue was significantly associated 
with survival of mCRC patients treated with bevacizumab-
based therapy. We have not demonstrated association of 
expression of miR-126-5p or miR-664-3p in the tumour tis-
sue with patients’ outcome. Prospective studies on the 

Figure 2. Correlation analysis of the expression of miR-126-3p and miR-126-5p (a), miR-126-3p and miR-664-3p (b), and miR-664-
3p and miR-126-5p (c). Grey lines correspond to an expression ratio of 1, that is, no expression change between the tumour tissue 
and healthy tissue. Dashed line represents identity of expression ratios on both axes (y = x).
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Figure 3. Progression-free survival (PFS) and overall survival (OS) according to (a and d) miR-126-3p, (b and e) miR-126-5p and  
(c and f) miR-664-3p expression.

Table 2. Progression-free survival (PFS) and overall survival (OS) according to miR-126-3p expression.

Expression of miR-126-3p in tumour p value (log-rank test)

 < Healthy tissue (n = 51) ≥ Healthy tissue (n = 12)

Median PFS (95% CI) 8.8 months  (7.1–10.0) 13.5 months  (3.4–38.2) 0.0064

3-month PFS (95% CI) 79.8% (68.8–90.8) 78.7% (44.7–96.1)

6-month PFS (95% CI) 65.5% (52.4–78.6) 65.8% (39.0–92.6)

12-month PFS (95% CI) 24.0% (12.0–36.1) 58.1% (30.2–86.0)

Median OS (95% CI) 20.9 months  (17.8–27.2) Not reached 0.0027

12-month OS (95% CI) 81.0% (70.2–91.8) 75.5% (51.2–99.8)

24-month OS (95% CI) 40.1% (25.8–54.5) 66.1% (39.3–92.9)

36-month OS (95% CI) 24.9% (11.8–38.0) 57.6% (29.1–86.2)

CI: confidence interval.

Table 3. Progression-free survival (PFS) and overall survival (OS) according to miR-126-5p expression.

Expression of miR-126-5p in tumour p value (log-rank test)

 < Healthy tissue (n = 53) ≥ Healthy tissue (n = 10)

Median PFS (95% CI) 9.0 months  (7.9–10.4) 12.0 months  (2.9–15.4) 0.2113

3-month PFS (95% CI) 80.5% (69.9–91.2) 74.5% (47.7–100)

6-month PFS (95% CI) 66.8% (54.1–79.5) 58.9% (28.5–89.4)

12-month PFS (95% CI) 27.1% (14.8–39.3) 49.7% (18.8–80.7)

Median OS (95% CI) 22.2 months  (18.1–29.7) 23.4 months  (6.9–36.8) 0.6858

12-month OS (95% CI) 81.7% (71.3–92.2) 70.6% (42.5–98.8)

24-month OS (95% CI) 44.9% (30.8–59.1) 49.4% (18.4–80.5)

36-month OS (95% CI) 31.5% (17.9–41.1) 37.7% (6.3–69.2)

CI: confidence interval.
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predictive role of miR expression profile should be per-
formed to confirm these results.
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Abstract

Objectives This study aimed to evaluate the progress of

future liver remnant volume (FLRV) in patients with liver

metastases after portal vein embolization (PVE) with the

application of hematopoietic stem cells (HSCs) and com-

pare it with a patients control group after PVE only.

Methods Twenty patients (group 1) underwent PVE with

contralateral HSC application. Subsequently, CT volume-

try with the determination of FLRV was performed at

weekly intervals, in total three weeks. A sample of twenty

patients (group 2) who underwent PVE without HSC

application was used as a control group.

Results The mean of FLRV increased by 173.2 mL during

three weeks after the PVE/HSC procedure, whereas by

98.9 mL after PVE only (p = 0.015). Furthermore, the

mean daily growth of FLRV by 7.6 mL in group 1 was

significantly higher in comparison with 4.1 mL in group 2

(p = 0.007).

Conclusions PVE with the application of HSC signifi-

cantly facilitates growth of FLRV in comparison with PVE

only. This method could be one of the new suitable ap-

proaches to increase the resectability of liver tumours.

Keywords Future liver remnant volume � Portal vein
embolization � Hematopoietic stem cells � CT liver

volumetry � Liver resection

Introduction

At present, several options are available for the treatment

of liver metastases. Surgical treatment involving radical

resection of the affected part of the liver is still virtually the

only procedure with potentially curative effects [1, 2].

Unfortunately, liver metastases cannot be removed by

primary surgery in about 70–80% of patients [3]. The main

cause of non-resectability of hepatic metastases is insuffi-

cient future liver remnant volume (FLRV), i.e. the expec-

ted liver residue after the resection. For nearly three

decades, PVE has been a widely used technique, one that

causes a compensatory enlargement of the contralateral

liver lobe [4, 5]. In our experience, however, up to one-

third of patients after PVE fail to achieve a sufficient

increase in FLRV over an acceptable time period to permit

radical surgery [6]. For this reason, there is a need to

explore new ways for more progressive increase of FLRV

before the resection. Based on several previous laboratory

and clinical studies, the use of autologous hematopoietic

stem cells (HSCs) may support the effect of PVE on the

growth of the liver tissue [7–9]. At present, stem cells are

being tested in various medical fields in more or less suc-

cessful tissue regeneration experiments. The support of

liver regeneration might be a promising indication.
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Materials and Methods

Study Design and Patient Selection

A prospectively conducted study was performed in

2009–2015 and included patients with primarily unre-

sectable liver metastases of colorectal cancer (CRC), who

were referred for PVE. Based on our previous experience

with liver resections, we considered insufficient FLRV if

\30% of the total liver size in the healthy liver tissue and

FLRV\40% of the total liver size in patients with liver

parenchyma damaged by previous chemotherapy or

molecularly targeted therapy. In addition to FLRV, liver

function was also evaluated by both laboratory and indo-

cyanine green retention tests. Patients were randomly

selected for PVE with HSC application (group 1) or stan-

dard PVE without HSC application (group 2). A baseline

CT volumetry of the liver was performed on average

26 days before the procedure. Next, CT examinations of

the liver were obtained during a period of three weeks after

PVE with HSC application. The mean interval between the

PVE/HSC application and the last follow-up CT was

23 days. With sufficient growth in FLRV, a right-sided

hepatectomy or extended right-sided hepatectomy is indi-

cated in patients.

Sixteen patients from group 1 (PVE with HSC) and 14

patients from group 2 were administered by systemic

chemotherapy before the procedure. Systemic adjuvant

chemotherapy with targeted therapy by FOLFOX 6 ? be-

vacizumab was given after PVE (or PVE with HSC) and

liver surgery. The symptomatic therapy was used in

extensive metastatic involvement.

The study was approved by the local ethics committee.

Each patient was informed in detail about the proposed

therapeutic procedure and about the potential risks of the

procedure, in particular in terms of the risk of cancer

progression. All patients participating in the study signed

the informed consent form.

PVE and Stem Cell Application

Based on the literature and our previous experiments, we

used the administration of HSC after contralateral PVE in

an attempt to support the growth in patients with insuffi-

cient FLRV as part of staged procedures on the liver [6, 7].

The first step was portal vein embolization of the right

liver lobe by the transhepatic way, using a mixture of

Histoacryl (Braun, Melsungen AG, Germany) and Lipiodol

(Cedex, Liege, France) at a 1:10 ratio (Fig. 1A, B). Stem

cells expressing surface receptors CD133? and CD34?

were obtained from peripheral blood after the administra-

tion of G-CSF (filgrastim, Neupogen, Amgen Europe BV,

Breda, the Netherlands), which was administered subcu-

taneously in a dose of 10 lg/kg/day for five days prior to

apheresis. On the day before the administration of HSC,

leukapheresis was performed through a dialysis catheter in

the femoral vein. In the cell therapy laboratory, a product

with the following pre-set parameters was prepared:

sterility, volume, total leucocyte count, platelet count and

RBC count, and in particular, the number and viability of

the CD133? CD34? cells. The minimum allowable

number of CD34? cells in 200 mL of the product is 10^7.

The product should be stored in the refrigerator at 2–8 �C
one day before administration. The second option for HSC

acquisition was the direct collection of about 300 mL of

bone marrow from the hip bones, followed by processing in

a centrifuge (Legend XT, Thermo Scientific, USA) directly

in the operating room. This option of HSC acquisition is

less time-consuming because the collection and the

administration of HSC can be performed during the same

operation and general anaesthesia. In one or two days after

PVE, HSCs were administered through an endovascular

catheter into the left branch of the portal vein using an open

access through the ileocolic vein in the right hypogastrium

(Fig. 1C, D).

CT Examination and FLRV Calculation

The baseline CT scan to determine the total volume of the

liver and the FLRV value was performed prior to PVE. The

prediction of FLRV and an accurate position of the virtual

resection line were created in collaboration with surgeons

before measuring the baseline CT. The virtual resection

line was managed in healthy liver parenchyma out of

tumour margin. Over three weeks after the PVE/HSC

procedure, changes in FLRV, in total liver volume and in

the size and number of tumour foci, were monitored at

weekly intervals using CT volumetry with manual seg-

mentation (Syngo Volume, Siemens, Erlangen, Germany).

All measurements were taken by one board-certified radi-

ologist in a blinded fashion. Control analysis was also

performed blindly by one board-certified radiologist. The

inter-rater agreement was analysed in the MedCalc statis-

tical software (version 12.7.8).

Statistical Evaluation

The IBM SPSS statistical software (version 22.0) was used

for the statistical evaluation of the results. Methods of

descriptive statistics (means with standard deviation), the

nonparametric Mann–Whitney test, were used for the

description of the study population. A p value of B0.05 was

chosen to assess the statistical significance.
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Results

A total of 20 patients were included in group 1 (17 men, 3

women, mean age 62.9 years, age range 50–75 years). The

control group (group 2) consisted of 20 patients, who

underwent PVE without stem cell administration using the

same indication criteria as in the first group. The baseline

characteristics are presented in Table 1, and no significant

difference in the most important values of liver function

was proved. Indocyanine green retention test also did not

show any unsatisfactory liver condition in all the patients.

FLRV grew up mean by 173.2 ± 102.1 mL in group 1

three to four weeks after PVE ? HSC administration,

whereas by 98.9 ± 77.6 mL during the same period after

PVE only in group 2 (15 men, 5 women, mean age

63.5 years, age range 37–79 years) (Fig. 2). The mean

daily growth of FLRV was 7.6 ± 4.4 mL in group 1 and

4.1 ± 3.5 mL in group 2. There are statistically significant

differences between these two groups in total and also in

daily growth of FLRV (p = 0.015 and p = 0.007,

respectively). Table 2 summarizes results for both

groups—initial and final FLRV after three weeks and mean

daily and total growth of FLRV.

A statistically significant higher growth of total FLRV

was found in a subset of patients in group 1 with HSC from

peripheral blood (226.7 ± 105.7 mL, n = 10) compared to

a subset of patients with HSC from bone marrow

(119.7 ± 67 mL, n = 10) (p = 0.009) (Fig. 3).

There was a significant increase of the total volume of

liver metastases in the majority of patients in both groups

(n = 18 (90%) in group 1, n = 15 (75%) in group 2)

during the monitored period, an increase by mean

41.5 ± 82.8 mL in group 1 as compared with

62.5 ± 75.3 mL. However, no significant differences have

been proven between the groups neither in total

(p = 0.588) nor in daily (p = 0.550) growth of liver

metastases (Fig. 4).

The weighted kappa of inter-rater agreement was

0.921—that is the highest level of the concordance

strength.

No serious complications appeared after PVE with HSC

administration or after PVE only. All patients in group 1

had sufficient FLRV and were allowed to undergo the liver

resection; however, only exploration was possible in three

cases—once due to very fragile liver parenchyma with the

danger of exsanguination and considerable volume

Fig. 1 Transhepatic PVE (portal vein embolization) to the right liver

lobe (A, B) with subsequent contralateral portal catheterization via

ileocolic vein by open access in right hypogastrium and the

application of hematopoietic stem cells (HSCs) to the non-embolized

left liver lobe (C, D)
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increase of liver metastases in two cases. The other patients

underwent a right-sided (RH, N = 11) or extended right-

sided (ERH, N = 6) hepatectomy. Two patients from

group 2 were not allowed to undergo the liver resection

because of insufficient FLRV, and exploration only was

performed in seven patients for extensive progression of

liver metastases. The other patients from this group

underwent 59 RH and 69 ERH.

Table 1 Baseline characteristics

Variables Group 1 (PVE ? HSC) n = 20 Group 2 (PVE only) n = 20 p value

Female, n (%) 3 (15) 5 (25)

Male, n (%) 17 (85) 15 (75)

Age, years, median (range) 65.3 (50–75) 64.1 (37–79) 0.843

Total blood protein, mean, g/L (range) 74.5 (71–78) 70.02 (56.1–81.4) 0.579

Albumin, mean, g/L (range) 41.5 (36–47) 45.5 (45–46) 0.297

Total blood bilirubin, mean, mmol/L (range) 10.8 (6–20) 10.75 (5–17) 0.966

INR, mean (range) 1.12 (0.9–1.3) 1.11 (1–1.4) 0.712

Volume of liver metastasis, mL (range) 66.4 (3–465) 153.6 (7–652) 0.054

Localization of primary tumour (colorectal cancer) 99 colon sigmoideum 109 colon sigmoideum

59 rectum 39 rectum

29 colon caecum 29 colon caecum

29 colon transversum 29 colon transversum

19 colon ascendens 29 colon ascendens

19 colon descendens 29 hepatal flexure

Fig. 2 Two examples of the left liver lobe growth three weeks after the PVE/HSC procedure. Coronal plane, CT examination of the liver before

the procedure (A); coronal plane, CT examination of the liver 3 weeks after the procedure (B)

Table 2 Results of FLRV

(future liver remnant volume)

evaluation

Group I (PVE ? HSC) Group II (PVE) p values

Initial FLRV (mL) 509 ± 149.6 510.2 ± 199.8 0.841

Initial FLRV (%) 30.9 ± 7 27.3 ± 7 –

Final FLRV (mL) 682.2 ± 139.3 609.1 ± 198.9 0.201

Final FLRV (%) 41.1 ± 5.6 35.5 ± 10.3 –

Daily growth of FLRV (mL) 7.6 ± 4.4 4.1 ± 3.5 0.007

Total growth of FLRV (mL) 173.2 ± 102.1 98.9 ± 77.6 0.015

The summary of mean values of the significant data with standard deviations in both groups

PVE portal vein embolization, HSC hematopoietic stem cells
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Discussion

Cellular Background of Liver Regeneration

Liver regeneration and growth are stimulated following a

liver injury as well as surgical interventions on the liver.

Multiple mechanisms are involved in this process. Prolif-

eration of hepatocytes following a liver insult (e.g. partial

hepatectomy) is conditional on the interactions between

many cellular receptors [10, 11]. The regenerative potential

of the liver tissue could be impaired by various agents,

such as chemotherapy. The main cause of reduced

replicative activity of hepatocytes in these circumstances is

a ‘‘replicative senescence’’ [12]. If liver regeneration

through mature hepatocytes is impaired, oval cells become

A

B

C

Fig. 3 Boxplots demonstrating a significantly higher mean total

(p = 0.015) (A) and daily (p = 0.007) (B) increase of FLRV (future

liver remnant volume) in group 1 (PVE/HSC) compared to group 2

(PVE). Boxplot showing a statistically significant higher increase of

total FLRV in a subset of patients in group 1 with HSC from

peripheral blood compared to a subset of patients with HSC from

bone marrow (p = 0.009) (C)

A

B

Fig. 4 There was a conspicuous increase of the total volume of liver

metastases in the vast majority of patients in both groups during the

monitored period. However, no significant differences have been

proven between the studied groups neither in total (p = 0.588)

(A) nor in daily increase (0.550) (B)
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increasingly important [10]. These are bipotential stem

cells that can develop into both hepatocytes and cholan-

giocytes. They are activated due to the action of a wide

range of cytokines and growth factors [13]. At present,

discussed issues include not only the role of oval cells in

liver regeneration, but also their importance in stimulating

carcinogenesis in primary and secondary liver malignan-

cies [14].

HSC in Liver Regeneration

So far, little is known about the effects of hematopoietic

stem cell transplants in the regeneration of altered liver

tissue. These cells show differentiation plasticity, enabling

the development into various cell types in the body. To

date, there has been little general consensus on the question

of the mutual relationships between hepatocytes, oval cells

and HSC. It is certain that they interact with a great number

of cytokines and growth factors. HSCs likely have an effect

on liver regeneration by supporting generation and acti-

vation of oval cells, from which hepatocytes themselves are

subsequently formed [10, 15]. A question that remains

unclear is the mechanism of transformation of multipotent

stem cells into mature hepatocytes. There may be either a

transdifferentiation, which transforms stem cells in a suit-

able microenvironment to a completely different tissue cell

line. Another alternative is the mechanism of transforma-

tion via cell fusion, in which combining a ‘‘normal’’ HSC

and hepatocytes should result in the formation of a func-

tional polynuclear hepatocyte.

In the past, several experimental studies on animal

models have examined with varying success of the effects

of stem cell transplantation to regenerate damaged liver

tissue. In his work, Jang et al. [16] show a rapid

improvement of liver function and reduced fibrosis in acute

liver failure in rats after the administration of HSC into the

liver via portal circulation. Conversely, some other works

are not as optimistic. Cantz et al. [17] demonstrated little or

no effect of intrasplenic bone marrow transplants using

G-CSF-mobilized HSC on the regeneration of the liver

damaged by CCl4. Equally discouraging results were

achieved in the work of Kanazawa and Verma [18]. Pre-

vious experimental studies demonstrated the good effect of

multipotent mesenchymal cell administration into the

portal vein of the opposite liver lobe after previous ligation

of the right-sided branches of the portal vein [7].

Despite some contradictory results in preclinical

experiments, a substantial number of variously modified

clinical trials were conducted in which BMSCs (bone

marrow stem cells) were administered via the portal and

systemic venous system or via the hepatic artery in patients

with liver cirrhosis [19–21]. The results of this work have

provided promising conclusions about the effects of stem

cells, but have also raised a number of questions.

A similar procedure to our study was also used with

encouraging results by Esch et al. [8] and Canepa et al. [9].

Both studies characterized by a small number of respon-

dents show a significantly greater daily gain and an overall

increase in FLRV in the group of patients after PVE and

HSC compared to the control PVE group. In some sub-

steps, the procedure used by these authors differed from

our method. In contrast to our study, HSCs were obtained

only by the direct collection of bone marrow from the bone

[8]. However, the results of their work do not differ greatly

from those of our studies that show a significantly greater

daily and overall increase in FLRV in the group of patients

after PVE and HSC compared to the control PVE group.

For reasons that are unclear, within patients who

received stem cells we found a significantly greater

increase in FLRV in the subgroup that received HSCs

contained in the product separated from peripheral blood. It

could be induced by a hitherto unknown factor or obscure

specific properties of HSC from peripheral blood. Another

unclear question is the relationship of the administered

stem cells to the progression of tumour growth. An increase

in the total volume of metastases after PVE with con-

tralateral administration of HSC was found in nearly all

patients. However, the progression of metastases was not

statistically significant compared to the control group of

patients after PVE who received no HSC. Tumour pro-

gression is more likely caused by arterial buffer response, a

phenomenon often occurring after PVE, which was per-

formed in both groups of patients. This is an increase in

arterial blood flow in the liver after partial closure of the

portal vasculature.

We did not notice any serious side effects—only tem-

porary concerns after the administration of HSC or PVE. In

group 1 there was one patient with temporary hypokalemia,

one with temporary paresis of the right upper limb and two

patients with inflammatory complications, such as pneu-

monia and catheter infection, that required antibiotic ther-

apy. In group 2 there was temporary elevation of liver

markers in the blood in two patients and one patient

vomited after the procedure.

Alternative Ways for FLRV Growth

At present, administration of stem cells is not the only way to

support liver regeneration for increasing the resectability of

liver tumours. In 2012, the first experience with APPLS

(associated partition liver and portal vein ligation for staged

hepatectomy) was published [22]. During this method,

ligation of the right branch of the portal vein and in situ

splitting of the anatomical left lobe and right side of the liver

are performed in the first stage. Within seven to ten days, a
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sharp increase in FLRV will occur, permitting an extended

right-sided hepatectomy. This method has its supporters and

persistent opponents, who point especially to the high mor-

bidity and mortality of this procedure [23]. Only after gain-

ing sufficient experience with these innovative techniques

will it be possible to determine whether and to what extent

these techniques will be applicable in routine clinical prac-

tice and what will be the use of stem cells.

Limitations

Several limiting factors also occurred in our work. The

most important of these factors are various time intervals

between baseline CT and PVE in the two groups. The

average time period (26 days) was the same in the both

groups. In an extreme case, the interval of the baseline CT

and subsequent PVE was 134 days in the control group and

75 days in the HSC group. This may affect the calculations

of the daily and total volume of metastases. Other limita-

tions are the relatively small number of patients in the

group and the relatively short duration of the study.

Conclusions

It can be concluded that the combination of PVE and

contralateral administration of hematopoietic stem cells

facilitate an increase of FLRV compared to the control

group of patients who only underwent PVE. CT volumetry

plays a key role in the verification of volume changes. This

method has the potential to become a future commonly

used approach for increasing the resectability of primarily

inoperable liver tumours.
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Conclusions The present study shows for the first time that 
the protein expression of ABCC10 significantly associates 
with overall survival and the expression of ABCC11 with 
disease-free interval of colorectal cancer patients and pro-
vides strong impulse for further validation of their prognos-
tic value in colorectal cancer.

Keywords Colorectal cancer · Immunohistochemistry · 
Protein · Prognosis

Introduction

Colorectal cancer (C18-21, OMIM: 114500) is the third 
most often diagnosed malignancy and the fourth leading 
cause of death in the adult population globally, with one of 
the highest incidence recorded in Central Europe [1].

There are many obstacles to the treatment of this serious 
disease. One of the most important causes is the resistance 
of tumor cells to chemotherapy modulated, among other 
reasons, also by overexpression of ATP-binding cassette 
(ABC) transporters [2].

The family of human ABC transporters comprises 48 
proteins divided into seven subfamilies (ABCA to G) and 
transports a variety of physiological substrates and xeno-
biotics including anticancer drugs [3]. ABCB1/p-glyco-
protein (OMIM: 171050) [4], ABCC1/multidrug resist-
ance protein 1 (OMIM: 158343) [5], and ABCG2 (OMIM: 
603756) [6] are the most studied mediators of resistance to 
anticancer drugs from this family. These transporters per-
form efflux of anticancer drugs from cancer cells across 
the membrane into the extracellular space, and thus they 
reduce the cytotoxic effect and confer drug resistance [3].

Current knowledge suggests that other ABC transport-
ers are important for cancer biology (colorectal cancer [7]; 

Abstract 
Purpose This study investigated the prognostic importance 
of protein expression of ATP-binding cassette (ABC) trans-
porters ABCC10 and ABCC11 in colorectal cancer.
Methods Protein content of ABCC10 and ABCC11 was 
assessed in tumor tissue blocks of 140 colorectal cancer 
patients and associated with survival of patients with regard 
to 5-fluorouracil-based therapy.
Results Low ABCC10 protein content in tumors increased 
hazard ratio of patient’s death more than three times in com-
parison with high ABCC10-expressing tumors (P = 0.004). 
In contrast, the low ABCC11 content increased the hazard 
ratio of cancer recurrence in patients almost four times 
(P = 0.016). Analysis of patients treated with regimens 
based on 5-fluorouracil revealed that patients with low 
ABCC11 content in their tumors had shorter disease-free 
interval than those with higher content (P = 0.024).
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pancreatic cancer [8]; breast cancer [9]). Except drug trans-
port, physiological roles, e.g., transport of cholesterol, fatty 
acids, and hormones, contribute to the mechanism of action 
of these transporters in cancer development and progres-
sion. Currently, the role of such transporters in tumorigen-
esis and tumor cell response to anticancer treatment needs 
precise elucidation with potential implication for the design 
of effective targeted therapies.

In the previous small-scale pilot study, we have found 
that intratumoral transcript levels of ABCC11 (OMIM: 
607040) significantly associated with the response of colo-
rectal cancer patients to palliative chemotherapy and with a 
disease-free interval (DFI) of patients treated by adjuvant 
chemotherapy [7]. Moreover, ABCC10 (OMIM: 612509) 
expression also associated with the grade of colorectal 
tumors.

The main goal of the present study was to validate on 
the protein level the previously suggested putative prog-
nostic role of both ABC transporters for colorectal cancer 
patients. Thus, we determined the protein content of these 
markers in a larger cohort of colorectal cancer patients 
and compared it with the patient’s DFI and overall sur-
vival (OS). The observed associations suggest the need for 
further functional studies on revealing the mechanism of 
action of these new targets.

Materials and methods

Patients

In total, archival formalin-fixed, paraffin-embedded sam-
ples from 140 patients with histologically confirmed diag-
nosis of colorectal carcinoma were retrospectively included 
in the study and clinical follow-up. All patients underwent 
surgery and oncological treatment at the Department of 
Surgery and Oncology, Faculty Hospital in Pilsen, between 
the years 2008 and 2011.

The following data on patients were retrieved from med-
ical records: age, sex, date of diagnosis, date of surgery, 
tumor size, lymph node metastasis, clinical stage, histologi-
cal type and grade, treatment regimen, and survival. Clini-
cal characteristics of patients are described in Table 1. In 
patients treated with adjuvant therapy after radical surgi-
cal resection R0, the DFI served as a measure of the treat-
ment outcome. Therefore, for the DFI analysis, just patients 
without distant metastases, i.e., those with complete tumor 
removal during surgery entered the analysis. The DFI was 
defined as the time elapsed between radical surgical R0 
resection and disease recurrence or death. The OS was 
defined as the time elapsed between radical surgical R0 
resection or start of palliative therapy and death from any 
cause.

The study protocol was approved by the Ethical Com-
mission of the Faculty of Medicine and Faculty Hospital in 
Pilsen, Czech Republic.

Immunochemical staining

Tissue for light microscopy was fixed in 4 % formalde-
hyde and embedded in paraffin using routine procedures. 
Five-micrometer-thick sections were cut from the tis-
sue blocks and stained with hematoxylin and eosin. The 
immunohistochemical study was performed using Ventana 
Benchmark XT automated staining system (Ventana Medi-
cal System, Inc., Tucson, AZ) with the following primary 
antibodies: ABCC10 (M7I-3, 1:10, Abcam, Cambridge, 
UK) and ABCC11 (M8I-74, 1:10, Abcam, Cambridge, 

Table 1  Clinical data of CRC patients included in this study

Characteristics N = 140

Age (median ± SD) 67 ± 10

Gender

 Female 42

 Male 98

UICC stage

 Stage 2 82

 Stage 3 32

 Stage 4 26

Tumor size

 pT2 6

 pT3 116

 pT4 18

Lymph node metastasis

 pN0 86

 pN1 33

 pN2 19

 Not available 2

Distant metastasis

 cM0 114

 cM1 26

Grade

 G1 21

 G2 101

 G3 16

 Not available 2

Localization

 Colon 74

 Rectosigmoideum 25

 Rectum 41

Chemotherapy based on 5-fluorouracil

 Yes 76

 No 64
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UK). Heat-induced epitope retrieval was performed, and 
buffer Dako Target Retrieval Solution pH 9.0 (Dako Den-
mark A/S, Glostrup, Denmark) was used. Appropriate posi-
tive and negative control slides were employed. Quantita-
tive estimates were done using stereological methods and 
the Ellipse software (ViDiTo, Košice, Slovakia) as previ-
ously established and described [10]. The detailed descrip-
tion of sampling of histological sections and microscopic 
image fields for the estimation of quantitative param-
eters (ABCC10 and ABCC11) of each tumor specimen 
(n = 140) in comparison with matched adjacent non-tumor 
tissues in subset of patients (n = 30) is presented in Sup-
plementary Table S1.

Data analysis

All statistical analyses were performed using SPSS ver-
sion 16.0 software (SPSS Inc., Chicago, IL). Differences 
in protein content between groups of patients stratified by 
clinical data were assessed by the ANOVA and the Pear-
son tests. Receiver operator curve (ROC) analysis was 
performed for evaluation of the power of ABCC10 and 

ABCC11 to discriminate the patients with different clini-
cal features. For DFI analysis, protein content was divided 
by median and by the cutoff calculated using ROC analy-
sis by the help of Cutoff Finder version 2.1 [11]. DFI was 
evaluated by the Kaplan–Meier method with the log-rank 
test used for comparison of subgroups of patients. Stage- 
and chemotherapy-adjusted analysis was performed by the 
Cox regression. All P values were calculated from two-
sided tests. P values lower than 0.05 were considered sta-
tistically significant.

Results

Protein content (resp. area per area, dimensionless ratio) of 
ABCC10 and ABCC11 was assessed in formalin-fixed par-
affin-embedded sections of 140 colorectal cancer patients 
(clinical data in Table 1). The representative results of the 
protein content assessment of both proteins in the analyzed 
samples are on Fig. 1.

The percentage of protein content in tumor components 
was 35.5 ± 10.6 % for ABCC10 and 36.7 ± 11.4 % for 

Fig. 1  Quantitative histopathology—immunohistochemistry of the 
ABCC transporters. The area fraction AA of the ABCC10 and ABCC11 
(separately) detected components was estimated by the method based 
on counting intersections of ABCC10 and ABCC11. Positive struc-
tures with stereological grids randomly superposed on the micrographs, 
counting points hitting the highlighted profiles are demonstrated as yel-
low crosses (non-hitting points green crosses). Points hitting the men-
tioned positive profiles (yellow) were counted. Their sum was then 

multiplied by the area corresponding to each point. The reference area 
(total area sampled in each specimen) was determined in the same way. 
The relation between the area of ABCC positive structures and refer-
ence area was calculated. The figure demonstrates counting intersection 
of ABCC10 positive structures with stereological grid within the intes-
tinal wall in colorectal cancer and its stroma (a) and in adjacent non-
tumor tissues (b) and the same for ABCC11 (c—colorectal cancer and 
its stroma and d—adjacent non-tumor tissues). Scale bar 50 µm
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ABCC11 (mean ± S.D., see Supplementary Figure S1 for
value distribution). The percentage of protein content in a sub-
set of matched adjacent non-tumor tissues was 6.4 ± 2.6 for
ABCC10 and 6.2 ± 2.9 for ABCC11 (n = 30). Associations
between clinical data and ABCC10 and ABCC11 content 
have been evaluated: no significant associations of ABCC10 
or ABCC11 protein content with gender and age of the 
patients, tumor size (pT), presence of local (pN) and distant 
(cM) metastasis, tumor grade, and stage have been observed 
(P > 0.05). Suggestive association between the ABCC11 con-
tent and localization of the tumor (P = 0.042, higher content

in colon or sigma compared with rectum) was found. Such 
association was not observed for ABCC10 (P = 0.229).

For each clinical feature ROC curve analysis was also 
performed. The area under the curve (AUC) for prediction 
of poor prognosis factors (pT4, pN1, cM1, grade 3 or rectal 
tumor localization) together with ROC curves are in Sup-
plementary Figure S2.

We then divided the patients into two groups accord-
ing to the median of ABCC10 and ABCC11 content in sec-
tions for the survival analysis. Six patients lost to follow-up 
were excluded from the OS analysis. The analysis of the 

Fig. 2  Associations between ABCC10 and ABCC11 protein content 
and the survival of colorectal cancer patients. Kaplan–Meier survival 
curves were plotted for the OS (n = 134) or the DFI (n = 108) of
patients divided into two groups by the median of the intratumoral 
protein content of ABCC10 or ABCC11. Dashed line represents the 
group with lower protein content, solid line the group with higher 
protein content than the median. a Shows the results of analysis of 

ABCC10 versus the OS and plot b that for ABCC11. c Shows the 
results of analysis of ABCC10 versus the DFI and plot d that for 
ABCC11. Differences between groups were compared using the 
log-rank test. HR hazard ratio and 95 % CI 95 % confidence inter-
vals were calculated using the Cox regression adjusted for stage and 
chemotherapy
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whole set (n = 134) has shown a significant association of 
the ABCC10 content with the OS of the patients (P = 0.004, 
Fig. 2a). On the other hand, the ABCC11 content did not 
associate with the OS (P = 0.251, Fig. 2b). Stage- and chem-
otherapy-adjusted analysis has confirmed these results (haz-
ard ratios, 95 % confidence intervals, and P values are pre-
sented in the respective figures). Patients with lower than the 
median protein content of ABCC10 in their tumors had more 
than three times increased hazard ratio of death compared 
with high ABCC10-expressing ones (P = 0.020). The asso-
ciation of ABCC11 with the OS was suggestive, but nonsig-
nificant (P = 0.075). The ABCC10 content did not associate 

with the DFI (n = 108, P = 0.075, Fig. 2c). In contrast, the 
ABCC11 content significantly associated with the DFI of the 
patients (P = 0.016, Fig. 2d). The stage- and chemotherapy-
adjusted DFI analysis confirmed this trend (P = 0.065 for 
ABCC10 and P = 0.023 for ABCC11). Patients with lower 
than the median protein content of ABCC11 in their tumors 
had almost four times increased hazard ratio of recurrence 
compared with high ABCC11-expressing ones.

Additionally to the median cutoff method, we applied 
ROC curve analysis to set optimal cutoff values consid-
ering the best sensitivity and specificity of both markers 
to discriminate prognosis of the patients based on their 

Fig. 3  ROC curves plotted for survival of patients using immunohis-
tochemical protein expression of ABCC10 and ABCC11. ROC curves 
are plotted for the OS, according to ABCC10 (a) or ABCC11 (b) 

expression and for the DFI according to ABCC10 (c) or ABCC11 (d) 
expression. AUC area under the curve. Crosses indicate the optimal 
cutoff point used for survival analysis
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survival (Fig. 3). The analysis of the whole set has shown 
a significant association of the ABCC10 content with the 
OS of the patients (ABCC10, P = 0.003, Fig. 4a), but a 
lack of significance for ABCC11 (P = 0.072, Fig. 4b). In 
DFI analyses (n = 108), both the ABCC10 and ABCC11 
content significantly associated with the DFI (P = 0.012, 
Fig. 4c for ABCC10 and P = 0.005, Fig. 4d for ABCC11). 
The stage- and chemotherapy-adjusted survival analy-
sis confirmed these trends except association of ABCC11 
expression with the OS (P = 0.022, Fig. 4b).

Stratified analyses of patients treated with regimens 
based on 5-fluorouracil have not revealed significant 

associations of ABCC10 or ABCC11 content with the 
OS (n = 78, P = 0.106 and P = 0.059, respectively) and 
ABCC10 with the DFI (n = 50, P = 0.143). However, the 
association of ABCC11 content with the DFI was significant 
(P = 0.024). Patients with low ABCC11 content had poorer 
DFI than those with higher content. The ROC analysis (Sup-
plementary Figure S3) suggested, that ABCC10 (P = 0.021, 
Fig. 5a), but not ABCC11 expression significantly associate 
with the OS (P = 0.059, Fig. 5b). On the other hand, both 
ABCC10 and ABCC11 content significantly associated with 
the DFI of 5-fluorouracil-treated patients (P = 0.010 and 
P = 0.005, respectively, Fig. 5c, d).

Fig. 4  Associations between ABCC10 and ABCC11 protein content 
and the survival of colorectal cancer patients based on ROC analysis. 
Kaplan–Meier survival curves were plotted for patients divided into 
two groups by the cutoff showed in Fig. 3. Dashed line represents 
the group with lower protein content, solid line the group with higher 
protein content than the cutoff. OS analysis is presented for ABCC10 

(a) and ABCC11 (b). DFI analysis is presented for ABCC10 (c) and 
ABCC11 (d). Differences between groups were compared using the 
log-rank test. HR hazard ratio and 95 % CI 95 % confidence inter-
vals were calculated using the Cox regression adjusted for stage and 
chemotherapy
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Discussion

Based on the previously observed associations of transcript 
levels of two less often studied ABC transporters with clini-
cal factors of colorectal cancer [7], we analyzed the prog-
nostic significance of their protein content in a larger study. 
Our data clearly show that protein expression of ABCC10 
and ABCC11 associates with survival of colorectal cancer 
patients.

The association of low ABCC10 protein content with 
shorter OS of colorectal cancer patients observed in the 
present study suggests that the low ABCC10 expression 

presents a poor prognosis factor. ABCC10 discovered 
15 years ago [12] is upregulated in pancreatic adenocarci-
noma and its transcript level is significantly lower in tumors 
with angioinvasion (i.e., with worse prognosis) compared to 
those without it [8]. Prognostic power of ABCC10 transcript 
expression (together with that of ABCB6 and ABCC3) for 
prostatic cancer progression was recently demonstrated 
[13]. ABCC10 protein modulates tumor resistance to taxa-
nes, e.g., docetaxel [14], and nucleoside analogs such as 
gemcitabine [15]. The present study brings discrepant 
data about the role of 5-fluorouracil-based treatment in the 
prognostic meaning of ABCC10. ABCC10 protein level 

Fig. 5  Associations between ABCC10 and ABCC11 protein con-
tent and the survival of 5-fluorouracil-treated subgroups of colorec-
tal cancer patients based on ROC analysis. Kaplan–Meier survival 
curves were plotted for the OS (n = 76) or DFI (n = 50) of patients
divided into two groups divided into two groups by the cutoff (ROC 
analysis in Supplementary Figure S3). Dashed line represents the 

group with lower protein content, solid line the group with higher 
protein content than the cutoff. OS analysis is presented for ABCC10 
(a) and ABCC11 (b). DFI analysis is presented for ABCC10 (c) and 
ABCC11 (d). Differences between groups were compared using the 
log-rank test. Adjusted analysis was not performed due to the low 
numbers of patients in the compared groups



602 Cancer Chemother Pharmacol (2016) 78:595–603

1 3

significantly associated with both OS and DFI when evalu-
ated using the cutoff set by ROC analysis, but remained 
insignificant in analyses by the median expression levels. 
This controversy could be due to the sample size effect.

ABCC11 expression did not associate with the OS, but 
with the DFI in analysis based on both ROC cutoff and 
median levels. ABCC11 (first reported by Bera et al. [16]) 
is able to efflux nucleoside analogs [17] and confers resist-
ance to 5-fluorouracil in vitro [18]. Immunohistochemi-
cally detected protein overexpression of ABCC11 demon-
strated in the most aggressive HER2+ and triple-negative 
tumor subtypes of breast cancer was significantly associ-
ated with worse disease-free survival of patients [19]. A 
novel functional ABCC11 allele (c.1637C > T; T546M), 
previously associated with 5-fluorouracil toxicity [20] was 
recently identified in silico and confirmed in vitro. This 
alteration is frequent among European and American popu-
lations with major allele frequency exceeding 10 % [21]. 
The present association between ABCC11 protein expres-
sion and the DFI of colorectal cancer patients thus brings 
another interesting evidence for the putative prognostic role 
of this transporter.

Despite both transporters are known to perform outward 
transport of nucleoside analogs used for the treatment of 
colorectal cancer, their associations with survival observed 
in the present study were not affected by the adjustment to 
stage and chemotherapy. The DFI of 5-fluorouracil-treated 
patients was significantly modified by the ABCC11 (and by 
ABCC10 only in ROC analysis) protein expression. How-
ever, the direction of the association had opposite trend, 
i.e., low expression and presumably lower efflux was found 
in patients with poor DFI suggesting that this interaction is 
likely not functional in terms of 5-fluorouracil treatment. 
The present study is the first one addressing this point in 
colorectal cancer patients. Although protein expression 
of both transporters was not predictive for 5-fluorouracil-
based treatment here, follow-up studies in larger patient 
cohorts shall decisively answer this question.

We are aware of some limitations of our study. First, the 
sample size may be seen as one of the study limitations. 
Second, we cannot offer precise mechanistic explanation 
for the observed complex prognostic role of both transport-
ers in colorectal cancer tissue. Third, our quantification 
used two-dimensional sections only. It is necessary to con-
duct next studies to confirm present results.

Taken together, our results present the first indication 
about the prognostic role of ABCC10 and ABCC11 trans-
porters in colorectal cancer that needs further validation 
and functional analysis.
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Abstract. Background: Insufficient future liver remnant
volume (FLRV) is the main cause of low resectability of liver
metastases from colorectal cancer (CLMs). One option for
enhancing FLVR growth is the use of portal vein embolisation
(PVE) with the application of autologous haematopoietic stem
cells (HSCs). Patients and Methods: PVE with the application
of HSCs was used in 11 patients (group 1) with primarily non-
resectable CLMs due to insufficient FLRV without signs of
extrahepatic metastases. The control group (group 2) consisted
of 14 patients in whom only PVE was performed. We evaluated
the product quality, FLRV growth, CLM volume, median
survival and progression-free survival (PFS). Results: Product
quality was achieved in all collections. In all group-I patients,
sufficient FLRV growth occurred within three weeks. In the
first and second weeks, FLRV increased optimally in most
patients (p<0.006). In 13 out of the 14 group-2 patients,
optimum FLVR growth was observed within three weeks
following PVE (p<0.002). More rapid FLVR growth was
observed in group 1 patients (p<0.01). CLM volume was
significantly increased in both the group-2 (p<0.0005) and
group-1 (p<0.008) patients at the time of liver resection. There
was no significant difference in the growth of the CLM volume
between the groups (p<0.18). The median survival was 7.3
and 6.8 months for group 1 and 2 patients, respectively, and
the two-year PFS was 28% and 22% (p<0.18), respectively.
Conclusion: PVE with HSC application is a promising method
for effectively stimulating FLRV growth in patients with
primarily non-resectable CLMs. 

Tissue regeneration using stem cells has become a recent trend in
medicine and is currently used as a therapy employed by a wide
range of clinical specialties (1, 2). Stem cells acquired from the
bone marrow or stimulated peripheral blood are considered an
appropriate source of cells for regenerative medicine given their
relatively easy availability in sufficient amounts (3).

Colorectal liver metastases (CLMs) are quite frequent in
the setting of colon carcinoma. Approximately 25% of
patients with colorectal carcinoma have synchronous CLMs
at the time of diagnosis, and 60% exhibit metachronous
CLMs. CLMs develop over varying periods after surgery for
the primary tumor. Multimodal treatment procedures, the
basis of which is the surgical resection of CLMs, offer a 5-
year survival rate of between 25% and 74%. Nevertheless,
only 15-20% of patients have primarily resectable CLMs. The
remaining patients have no chance of successful radical
resection for various reasons; insufficient future liver remnant
volume (FLRV) plays a crucial role in this condition (4, 5).

One of the possibilities for increasing the FLRV volume
is portal vein embolisation (PVE). Once the volume of the
contralateral liver lobe increases, curative liver resection can
be performed. Nevertheless, in some patients, the increase in
FLRV is very low and only lasts for four to eight weeks;
therefore, there is a risk of further progression of the
malignity in the liver parenchyma or associated lymph nodes.
A specific possibility for increasing the regeneration rate of
the liver parenchyma is the use of the regenerative and
differentiation capacity of stem cells combined with PVE.
The aim of our report is to present the first data on the use of
PVE with the application of haematopoietic stem cells
(HSCs) in patients with primarily non-resectable CLMs. 

Patients and Methods

We used the PVE method with the application of HSCs for the first
time in September 2010 after approval by the Ethics Committee of the
University Hospital in Pilsen (No. 25/2010). By March 2014, we had
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performed the procedure in 11 patients with primarily non-resectable
CLMs (group 1). The patients included nine men and two women with
an average age of 62.1 (range=51-75) years. The study included
patients with primarily non-resectable CLMs due to insufficient FLRV
and no evidence of extrahepatic spreading of the tumor based on
ultrasonography (USG), computed tomography (CT), positron-
emission CT (PET-CT), or magnetic resonance imaging (MRI).

We determined that an insufficient FLRV was a volume less than
30% of the total volume of the healthy hepatic tissue. For patients
whose liver parenchyma was damaged by the primary disease (e.g.
steatosis and cirrhosis), or who underwent chemotherapy/biological
treatment, we considered an insufficient FLRV to be a volume less
than 40% of the total liver volume. We performed liver volumetry at
study entry for the determination of FLRV (Somatom Definition;
Siemens, Munich, Germany). The average baseline FLRV was
30.5% (range=21.4-38.6%). We evaluated the function of the liver
parenchyma according to clinical and laboratory parameters and
using an indocyanine green retention test (Limon; Pulsion Medical
Systems AG, Eschborn, Germany). All patients were thoroughly
informed about the proposed treatment procedure with warnings
about any potential risks (in particular, progression of the tumour)
and provided their written informed consent. The indication for the
operation was determined by a multi-disciplinary team.

Briefly, the procedure methodology was as follows. HSCs were
obtained via the apheresis method from peripheral blood. We achieved
the stimulation of the HSCs in the bone marrow and their release into
the peripheral blood using granulocyte-colony stimulating factor
(filgrastim; Neupogen, Amgen Europe B.V., Breda, the Netherlands)
at a dosage of 10 μg/kg/day applied subcutaneously in one daily dose
for four days. From day 4 after the application of filgrastim, the stem
cells circulating in the peripheral blood were monitored [detected with
flow cytometry as cluster of differentiation 34+ (CD34+) cells. On day
5 after the mobilisation, leukapheresis was performed using a dialysis
catheter introduced into the femoral vein and connected to a Cobe
Spectra continuous blood cell separator (Termo BCT, Lakewood, CO,
USA) using a programme that was specific for mononuclear
leukocytes (The MNC Programme, software version 6.1, Retain
International, London, UK). Approximately two volumes of the
patient’s blood were processed, and an anti-coagulant solution based
on citrate and citric acid (ACD-A; Baxter, Deerfield, IL, USA) was
used at a ratio of 1:12-1:14 to whole blood. For the prevention of
citrate toxicity, all patients underwent calcium supplementation to
ensure that the calcium levels were within normal limits (in fractions
for a total dose of 10-20 ml CaCl2). The obtained product was
analysed in the laboratory, and the basic quality parameters were
specified: volume; concentration and absolute white blood cell count,
CD34+ and CD 133+ cell counts; erythrocyte and thrombocyte counts;
viability of CD34+ and CD 133+ cells; and sterility. The minimum
requirement for the number of stem cells in the product was ≥1×107

CD34+ in the total volume of 200 ml of the product. Samples for the
determination of all tests were taken within a closed system. Before
the mobilisation, all patients were also examined to eliminate blood-
borne diseases (e.g. Acquired Immune Deficiency Syndrome, hepatitis
B and C, and syphilis). The product was not further handled, and it
was stored until the next day at 2-8˚C with continuous monitoring of
the storage conditions. The following day, the product was transported
from the laboratory to the operating room for use in the procedure.

The day before leukapheresis, we performed PVE transparietally
using a mixture of Histoacryl (Braun, Melsungen AG, Germany)
and Lipiodol (Cedex, Liege, France) at a 1:10 ratio. The day after

the leukapheresis, under general anaesthesia, we created an incision
in the right hypogastrium, introduced a catheter via the vena
ileocolica into the contralateral branch of the portal vein and applied
the obtained HSC product. We monitored growth in the contralateral
liver lobe using CT liver volumetry at weekly intervals after the
PVE HSC procedure. 

The control group comprised 14 patients who underwent PVE
only within the same time interval based on the same indication
criteria, i.e. with primarily non-resectable CLMs (group 2). This
group included 10 men and four women with an average age of 60.1
(range=46-74) years. 

Statistical analysis was performed using SW SAS 9.4 software
(SAS Institute Inc.,Cary, USA).The primary endpoint was the rate of
FLRV growth, the secondary endpoint was the CLMs volume
growth.

Results

The HSCs were extracted and applied without complications,
as planned for all 11 patients. Following leukapheresis, mild
citrate toxicity occurred in some patients; 10 lt of blood was
processed (6-12 l) with an extraction duration of 138 min
(129-154 min). The required HSC dose was achieved in 100 %
of the collections. The product quality parameters are
summarised in Table I.

PVE was performed in both groups of patients without
complications. The average total volume of liver (TLV) and
FLRV in group 1 before the procedure was 1698.8±381.0
and 533.3±186.1 cm3, respectively. The average volume of
CLMs before the procedure was 86.6±128.6 cm3. The
average TLV and FLRV in group 2 before the procedure was
1892.0±509.1 cm3 and 559.1±191.3 cm3, respectively. The
average volume of CLMs before the procedure was
112.9±150 cm3.

In all 11 (100%) patients of group 1, the required FLRV
growth was achieved within three weeks after the procedure;
however, the optimum FLRV growth was achieved in most
patients by week 1 or 2 (p<0.006) (Figure 1).

We were able to perform liver resection in 8 of the group-
1 patients (four right hepatectomies and four extended right
hepatectomies). The procedure could not be performed in
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Table I. Product quality parameters.

Product parameter Median (range)

Volume 116 (103-142) ml
WBC 300 (106-501) ×109/l
PLT 1,907 (1,404-2,459) ×109/l
CD34+ 0.27% (0.08-0.61%)
CD34+ 10.97 (2.96-23.30) ×107*
CD133+ 0.19% (0.03-0.50%)

5.83 (1.19-19.10) ×107*

WBC: White blood cells; PLT: platelets; CD: cluster of differentiation;
*In total preparation.



three patients; in two patients, CLM progression occurred,
and in one patient, despite a sufficient increase in FLRV,
resection was not possible due to the presence of severe
intra-abdominal adhesions following previous surgeries. In
these patients, adjuvant oncological treatment was continued.  

In 13 out of the group-2 patients, sufficient FLRV growth
was achieved within three weeks after PVE (p<0.002); none
of the group-2 patients had optimum growth in the first two
weeks after the procedure (Figure 2).

We performed liver resection in seven of the group-2
patients (two right hepatectomies, for extended right
hepatectomies, and one right hepatectomy combined with
radiofrequency ablation). The planned surgery was not
performed in seven patients (50%). Six patiens experienced
dissemination of their underlying disease despite sufficient
FLRV growth; in one patient, sufficient FLRV growth had
not occured even eight weeks after the procedure. 

By comparing the two groups of patients, faster FLRV growth
was observed in the group 1 patients (p<0.01) (Figures 3).

The CLM volume in groups 1 and 2 had increased
significantly at the time of the indication for hepatectomy
compared with the baseline values (p<0.0005 and (p<0.008,
respectively). A comparison of both groups of patients
revealed that there was no significant difference in the
growth of the CLM volume (p<0.18) (Figures 4, 5 and 6).

The median survival time was 7.3 and 6.8 months in group
1 and 2 patients, respectively. In addition, the two-year
progression-free survival was 28% and 22%, respectively.

Discussion

The expected incidence of colorectal carcinoma in the USA
was 42.5/100,000 inhabitants in 2013. In the same year, the
expected occurrence of new cases of this disease was
estimated to be 140,000. If we assume the occurrence of
CLMs in more than 80% of patients with colorectal
carcinoma, the total number of patients with CLMs is also
highly significant. Unfortunately, despite diagnostic and
treatment advancements, CLMs can be surgically resolved in
only approximately one-fourth of all patients (6, 7).

One of the main causes of non-resectability of CLMs is a
low FLRV. Generally, we recommend that at least 30%
healthy tissues should be preserved after resection. In
patients with primary liver disease or in patients after
previous chemotherapy or a combination of chemotherapy
with biological treatment, we require preservation of at least
40%. In these patients, it is preferable not to rely on the
determination of the residual volume of the liver alone;
functional examination of the liver should also be performed,
particularly before a large liver resection (of more than three
liver segments) (8).

Currently, there are a few ways to achieve FLRV growth,
including the so-called stage procedures that use a range of
techniques to achieve an increase in the healthy liver tissue
volume on one hand and methods for reducing CLM volume
on the other. The former methods include PVE with
subsequent liver resection and repeated resections, often in
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Figure 1. Future liver remnant volume (FLRV) growth after portal vein
embolization with hematopoietic stem cells application.

Figure 2. Rate of future liver remnant volume (FLRV) growth after
portal vein embolization.



combination with thermoablation methods and recently
developed ALLPS procedure (associating liver partition with
portal vein ligation for staged hepatectomy). Chemo-biological
oncological neoadjuvant therapy uses downsizing of the CLMs
with the option for subsequent liver resection (9-13).

Our Department has been using the PVE method for long-
term increases in FLRV. In total, we have resolved this issue
in 52 patients and were able to perform a major (more than
three liver segments) liver resection in 70% of the patients.
PVE was first implemented by Makuuchi et al. in 1982
during the successful treatment of hilar cholangiocellular
carcinoma (14). Since then, there have been several reports
(15-18) addressing the efficacy of PVE in staging procedures
for primarily non-resectable liver tumors. The principle of
PVE is based on increasing the flow-rate of portal blood in a
non-embolised liver lobe. The arterial liver blood flow is also
increased as a compensatory mechanism, creating the so-
called hepatic arterial buffer response. The complex process
of atrophy-hypertrophy develops. PVE results in increased
proliferation of hepatocytes in the contralateral lobe
supported in particular by the entire range of cytokines (19),
including growth factors, the production of which is
increased with PVE. 

The major problem with PVE is insufficient FLRV
growth, which may occur in diabetics, as a consequence of
the re-canalisation of the embolised branch of the vena
portae and in the hepatic parenchyma damaged, e.g., by

previous oncological treatment. In most cases, however, the
cause is unknown (20, 21). FLRV regeneration following
PVE occurs normally within an interval of four to eight
weeks and is associated with an increased risk of growth of
micrometastases in the liver. Kokudo et al. demonstrated an
increased proliferative activity of CLMs based on an increase
in the Ki-67 index in CLMs following PVE (22). A similar
finding was described by Hayashi et al. (23) when measuring
the growth in a primary liver tumor following PVE. They
determined a significant growth in tumor volume after PVE
compared with the condition before PVE (2.37 cm3/day
compared with 0.59 cm3/day).

Given the somewhat casuistic information in previous
publications (24-26), we decided to implement the method
in clinical practice based on our very positive experience
with the application of autologous stem cells in an
experiment with piglets (27, 28). The reason for choosing to
implement the method was extensive experience with the
collection and use of autologous stem cells in the treatment
of patients with lymphoproliferative disorders. 

Stem cells have been identified in a variety of organs and
play a critical role in tissue maintenance and repair. The
hepatic parenchyma is able to ensure its own self-
regeneration to an extent using its own hepatocytes. Adult
hepatocytes exhibit a very low level of cell turnover;
however, they possess the ability to proliferate in response
to liver damage. However, as soon as this ability is
insufficient, differentiation of the so-called hepatic
progenitor cells is warranted; these cells are localised in the
area of the canals of Hering – oval cells that are able to
differentiate into mature hepatocytes and bile duct cells (29).
Nevertheless, their regenerative capacity is not substantial,
and only 0.15% of all new hepatocytes are developed at the
time of liver regeneration (30-33). The ability for liver
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Figure 3. Rate of future remnant liver volume (FLRV) growth in both
patient groups.

Figure 4. The final FLRV in both patient groups. 



regeneration fails in some liver diseases and during injury to
the liver parenchyma by previous chemotherapy. 

Bone marrow or blood-derived stem cells are a potential
cell source that can support liver regeneration (34). The bone
marrow contains two distinct stem cell populations: HSCs and
mesenchymal (MSCs) cells. Both these types contribute to the
regeneration of hepatic tissue. Damage to the liver results in
the mobilisation of HSCs (or possibly also MSCs), which may
occur via blood flow to the liver. Their transdifferentiation into
hepatocytes is a rare event (35). Only very small numbers of
transdifferentiated cells are detected in the injured liver. If the
reparative process has already started in the liver, HSCs may
provide support for endogenous stem cell-mediated repair of
the liver. The secretion of various cytokines, suppression of
the immune reaction, increase in angiogenesis, inhibition of
apoptosis and enhancement of tissue proliferation are some of
the mechanisms of regeneration stimulation mediated by bone
marrow stem cells (36).

In our study, we verified that a combination of PVE with
HSC application is safe for patients, without any immediate
side-effects. In those patients, there was significantly faster
FLRV growth compared to the group of patients treated with
PVE only. Therefore, it was was possible to perform radical
liver resection sooner. This combined treatment most likely
also had an effect on the CLM volume growth and
occurrence of new CLMs in both the embolized and non-
embolized parts of the liver parenchyma; the CLM volume
growth was higher in patients following PVE, which required
a longer time for optimum FLRV growth. 

Within the scope of this study, the problem of an increase
in the CLM volume in the embolized part of the liver
parenchyma after both PVE and PVE with HSC application
needs to be discussed. This issue is associated with the

unresolved problem of the possible risk of the proliferation
of non-detectable micrometastases, not only in the liver but
throughout the body, related to the method used for FLRV
stimulation. As apparent in our population of patients, the
stimulation of tumor growth occurred particularly in patients
post-PVE. Therefore, some protective effect of HSCs against
the development of metastases in the liver is hypothetically
possible. Nevertheless, the progression of CLMs was also
observed in the group of patients that underwent HSC
application. The tumour tissue contains a large number of
stimulating substances (e.g., growth factors, matrix
metalloproteinases, and cytokines), which may lead to the
migration of HSCs to the tumour tissue, where they may
subsequently stimulate the growth and spread of the tumour.
The mechanism of the interaction of stem cells with tumour
cells is not yet precisely known. There is most likely
stimulation of neoangiogenesis with immunosuppression and
apoptosis inhibition (37-39). A probable mechanism that
supports the growth of metastases in the liver is the
differentiation of mesenchymal cells in the tumour into the
so-called carcinoma-associated fibroblast-like cells, which
then support tumour growth. Tumor growth may also be
supported by the regenerative mechanisms of the hepatic
tissue post-PVE when the whole range of growth factors,
matrix metalloproteinases and cytokines develops in the
liver, which may stimulate and concurrently enable
proliferation of the tumour tissue (40). Most likely, the
arterial buffer response after PVE also plays an important
role in tumour development. The possibility of the
differentiation of autologous stem cells into tumour cells
under the metastatic environment remains an unresolved
issue. The mechanism of CLM progression is unclear, and
obviously, evaluating a number of clinical and laboratory
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Figure 5. Growth of colorectal liver metastases (CLM) volume in the
embolised liver lobe in both patient groups.

Figure 6. Colorectal liver metastases (CLM) volume in both patient
groups at week 0 and at time of surgery.



parameters in a large number of patients will be necessary to
determine the risk of tumor progression after the PVE alone
and in combination with HSC application. 

We are aware that our study has several fundamental
limitations. Above all, it contains a low number of patients
and a short duration of monitoring. Another limitation is that
an optimum method for the detection of HSCs in the liver
tissue parenchyma has not yet been developed. In addition,
the above-mentioned possibility of the stimulation of
carcinogenesis in the liver parenchyma in connection with
this method remains an unresolved issue.

Nevertheless, despite the aforementioned limiting factors,
we assume that the PVE method combined with HSC
application has potential for patients with primarily non-
resectable CLMs. The mobilisation, collection and
subsequent application of HSCs are well tolerated and are
not associated with major complications. To finally confirm
the method as a treatment option, a larger population of
patients will be needed, optimally in multicentre studies, as
well as for longer monitoring durations.
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Abstract. Aim: Colorectal cancer (CRC) is one of the
most common malignant diseases. The aim of our study was
to describe the expression status of 12 selected candidate
genes, by comparing paired samples of healthy colon
mucosa and tumour tissues and to correlate obtained data
with clinical and pathological features, with the goal of
revealing associations for individual gene expressions and
tumour behaviour. Materials and Methods: Samples from
53 patients with CRC were analyzed. Patients were divided
into two groups based on the presence or absence of distant
metastases at the time of primary tumour surgery.
Expression levels were assessed by quantitative real-time
polymerase chain reaction. Results: We found changes in
the expression of 10 out of 12 analyzed genes. Four genes
were significantly up-regulated in tumour tissues: leucine-
rich repeat-containing G protein-coupled receptor 5
(LGR5; p<0.001), collagen triple helix repeat containing 1
(CTHRC1; p<0.001), visinin-like 1 (VSNL1; p<0.001) and
versican (VCAN; p=0.001). Six genes were down-regulated:
destrin (DSTN; p=0.004), mesoderm induction early
response 1, family member 3 (MIER3; p<0.001), acyl-CoA
synthetase long-chain family member 5 (ACSL5; p=0.002),
mitogen-activated protein kinase 1/ERK (MAPK1;
p<0.001), claudin 23 (CLDN23; p<0.001) and solute
carrier family 26 (sulfate transporter), member 2
(SLC26A2; p<0.001). We recorded longer overall survival
(OS) in the group of patients with higher expression of
VSNL1 (p=0.032). Patients with more pronounced down-

regulation of CLDN23 had shorter OS (p=0.045). In the
group of patients without distant metastases, longer OS and
disease-free interval (DFI) were found for patients with
higher SLC26A2 expression in tumour tissues (p=0.036 and
p=0.011, respectively). In the same group, lower expression
of VSNL1 in healthy tissue corresponded to a longer DFI
(p=0.020), smaller decrease of SLC26A2 and ACSL5 meant
longer DFI (p=0.041 and p=0.040, respectively), as did
greater increase of LGR5 expression (p=0.026).
Conclusion: We identified differences in the expression of
10 genes in colorectal cancer tissue compared to healthy
colon mucosa, and found prognostic significance for these
changes which could be used for the development of a
disease risk scoring system.

The incidence of colorectal cancer (CRC) is increasing and
globally, this malignant disease has the third highest
incidence (after breast and lung cancer) and the fourth
highest mortality rate (after lung, liver and stomach cancer)
(1). In the first stages of its development, CRC can be treated
by surgical intervention. In later stages, it has a high capacity
to form secondary tumours, mainly in the liver and lungs (2).
Therefore it is neccessary to combine surgery and
chemotherapy to achieve higher efficacy of treatment. 

The selection for optimal treatment is also complicated by
the high heterogeneity of CRC, which can be divided into
three main subtypes: type with chromosomal instability, type
with microsatellite instability and type with CpG island
methylator phenotype (3). Individual subtypes differ in
disease prognosis and prediction, and their identification is
often crucial for the effective eradication of residual disease
by oncological treatment.

Currently, there are several chemotherapeutic regimens
and the possibility of biological treatment also exists. The
most commonly used chemotherapeutics are 5-fluorouracil,
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oxaliplatin and irinotecan, usually in various combinations
(4). Biological treatment is targeted against the epidermal
growth factor receptor (EGFR) or vascular endothelial
growth factor receptor (VEGFR). Two categories of agents
acting against EGFR exist: small tyrosine kinase inhibitors
(gefitinib, erlotinib) and monoclonal antibodies
(panitumumab and cetuximab) (5). The most complicated
step in the treatment is the selection for the appropriate agent
for each patient individually. 

At present, only a few predictive and prognostic markers
are used in CRC therapy and several others are in the
phase of experimental validation. Two of these predictive
markers are related to the use of biological treatment, the
expression status of the EGFR and the mutational status of
the EGFR proximal effector, the small G-protein Kirsten
rat sarcoma viral oncogene homolog (KRAS) (6, 7). Only
patients who have tumours positive for EGFR expression
and have a wild-type allele for the KRAS gene can be
treated by anti-EGFR treatment, but there is still a
substantial proportion of patients who meet the elegibility
criteria but lack treatment benefit (8). Other markers are
being studied, namely the mutational status of other RAS
family genes, v-raf murine sarcoma viral oncogene
homolog B (BRAF) and phosphatidylinositol-4,5-
bisphosphate 3-kinase (PI3K) or the expression of
phosphatase and tensin homolog (PTEN) protein (negative
regulator of the PI3K pathway) (9, 10). Markers predicting
the efficacy of classical chemotherapy are also studied, for
example the excision repair cross-complementing rodent
repair deficiency, complementation group 1 (ERCC1)
polymorphisms in the oxaliplatin treatment (11) or DNA
topoisomerase 1 (TOP1) expression level in irinotecan
treatment (12). Markers with prognostic function are of
particular interest because on their potential to inform
about disease agressiveness and for their possible
contribution to follow-up optimization. 

Despite the number of studied genes, there is still a need
to identify for novel markers whose mutation or expression
status would provide additional information that would be
useful for more precise patient selection, with the final goal
of individualized medicine. Therefore, here, we have selected
potentially interesting candidate genes according to their
known or possible function in diverse aspects of tumour
progression, i.e. angiogenesis, metabolism or cell adhesion,
and tried to relate their altered expression with clinical
behaviour of primary CRC.

Materials and Methods

Selection of studied genes. The selection of studied genes was based
on a search through the dataset from the high-throughput studies
focused on colorectal cancer (13, 14). Our aim was to find genes
whose expression change was already identified in the large-scale
analysis, but was never confirmed by different approaches. Our
search finally narrowed down 12 candidate genes whose names and
identificators are summarised in Table I. 

Two of the genes - leucine-rich repeat-containing G protein-
coupled receptor 5 (LGR5) and mitogen-activated protein kinase
1/ERK (MAPK1) - were selected as control genes with known and
verified expression change in CRC. Selection of reference genes
glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase (GAPDH) and
polymerase (RNA) II (DNA directed) polypeptide A (POLR2A) was
based on the data from our collaborators (15) and our own
laboratory practice. 

Primer design. Quantitative real-time polymerase chain reaction
(PCR) primers for the selected genes were designed using Primer-3
software (16) with focus on having similar annealing temperatures
and lengths of the PCR product. Primer sequences are listed in Table
II. Primers were synthetised by Sigma Aldrich Company (St. Louis,
MO USA) using their custom oligo synthesis service.

Collection of tissue samples. Samples for the analysis were collected
during surgery for the colorectal tumour. Within 20 min after the
removal of the tumour tissue from the patient, small samples of
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Table I. Summary of genes selected for the study.

GeneID Symbol Full name mRNA RefSeq

7447 VSNL1 Visinin-like 1 NM_003385.4
11034 DSTN Destrin (actin-depolymerizing factor) NM_006870.3
154075 SAMD3 Sterile alpha motif domain containing 3 NM_001017373.2
8549 LGR5 Leucine-rich repeat-containing G-protein-coupled receptor 5 NM_003667.2
1462 VCAN Versican NM_004385.4
5594 MAPK1 Mitogen-activated protein kinase 1/ERK NM_002745.4
1836 SLC26A2 Solute carrier family 26 (sulfate transporter), member 2 NM_000112.3
137075 CLDN23 Claudin 23 NM_194284.2
166968 MIER3 Mesoderm induction early response 1, family member 3 NM_152622.3
11132 CAPN10 Calpain 10 NM_023083.3
51703 ACSL5 Acyl-CoA synthetase long-chain family member 5 NM_016234.3
115908 CTHRC1 Collagen triple helix repeat containing 1 NM_138455.2



tumour and healthy mucosa (anatomically the most distant tissue
which was macroscopically healthy, usually in the range of 15-20 cm
from the tumour location) were collected. Samples were immediatelly
frozen in cryotubes (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA)
and stored at –80˚C. 

Isolation of RNA and quality validation. RNA was isolated from
frozen samples using the standard protocol for the RT Trisol
Reagent (Molecular Research Center, Cincinnati, OH, USA). The
tissue was removed from the cryotube and placed in liquid nitrogen
in a mortar. The tissue was pulverized and transferred into an
Eppendorf tube with 1ml of chilled Trisol RT and total RNA was
isolated according to the manufacturer’s protocol. Total isolated
RNA was dissolved in nuclease-free water (Ambion, Carslbad, CA,
USA). RNA concentration was assessed by absorbance
measurement using the Infinite M200 (Tecan, Männedorf,
Switzerland) in the NanoQuant setting. Only samples with a 230
nm/260 nm ratio >1.7 and samples with proper bands without
degradation on agarose gel electrophoresis were used for further
analysis. Selected samples were additionally analysed by
measurement of RNA integrity number (RIN) using a 2100
Bioanalyzer (Agilent, Santa Clara, CA, USA). 

Reverse transcription (DNase, PCR control). cDNA was synthetised
using 500 ng of total RNA in 20 μl reaction by RevertAid First
Strand cDNA Synthesis Kit (Fermentas, Waltham, MA, USA)
according to the manufacturer’s protocol. Before reverse
transcription, isolated RNA was treated for 5 min at room
temperature with DNaseI (Top-Bio, Vestec, Czech Republic) to
remove potential traces of genomic DNA. For priming of reverse
trancription, we used a combination of oligo(dT)18 and random
hexamer primers each at 2.5 μM final concentration. The quality of
cDNA and possible contamination by genomic DNA was assessed
by control PCR reaction (GAPDH amplification, 40 cycles) and
agarose gel electrophoresis.

Quantitative real-time PCR. For the quantitative PCR we used
Power SYBR Green PCR master mix (Life Technologies, Carslbad,
CA, USA). cDNA was diluted to final concentration of 0.5 ng/μl
and 4 μl of cDNA were used in each reaction. Optimal cycling
parameters and annealing temperatures were assessed by the

measurement of sensitivity, specificity and efficiency of individual
quantitative PCR reactions. After this initial analysis, genes were
divided into two groups based on their ideal annealing temperature
(58˚C for CLDN23, SLC26A2, VSNL1, CAPN10, VCAN and
MAPK1; 60˚C for LGR5, DSTN, MIER3, ACSL5, CTHRC1 and
SAMD3). The instrument used for the analysis was 7500 Fast (Life
Technologies). Cycling parameters were: initial hold at 50˚C for 20
s and initial denaturation at 95˚C for 10 min followed by 42 cycles
consisting of denaturation at 95˚C for 15 s and annealing and
polymeration at 58˚C (60˚C) for one minute. Results were analysed
by the 7500 instrument software and basic statistical analysis was
carried out using the REST2009 software (Qiagen, Hildesheim,
Germany). 

Collection of clinical information. Clinical data were retrieved from
the patient’s records. We focused on the pathological examination
of the samples (pTNM classification, grading and histological type
of tumour) and on the patient’s data (gender, age, date of diagnosis
and surgical intervention and date of the last follow-up examination,
recurrence, death). All data were anonymised. 

Statistical analysis. Since the normality of the measured expression
levels is not certain, nor can it be reliably tested given the limited
sample size, non-parametric statistical methods, which do not
require any assumption regarding the distribution shape, were
preferred during the analysis.

First the differences in the candidate genes expressions between
tumorous and healthy tissue were tested for significance using the
Wilcoxon signed-rank test.

Then a series of two-sample survival analyses was performed in
order to investigate possible relations between the expression data
(healthy tissue expression level, tumorous tissue expression level
and tumorous/healthy tissue expression ratio for each candidate
gene) and patient survival (calculated from the day of surgery). The
two patient groups to be compared were formed independently for
each variable based on its median value. In cases where patients
were later removed from the analysis due to missing data or when
only a subset of patients was analyzed, the median value used to
divide patients into two groups was kept at its original value. The
relation between the expression variables and overall survival (OS)
time was analyzed for all the patients and also in the subsets of
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Table II. List of primer sequences, annealing temperatures and amplicon lengths. tm, Melting temperature; a.l., amplicon length.

Name Sequence 5’-3’ tm a.l. Name Sequence 5’-3’ tm a.l.

F_hVSNL1 agaactgttgagttttatcattttcg 59 90 F_hMAPK1 ccgtgacctcaagccttc 59 72
R_hVSNL1 caggggccagtttgctatt 60 R_hMAPK1 gccaggccaaagtcacag 60
F_hDSTN cctggcatcttggaaatcat 59 99 F_hSLC26A2 ggttggcagcactgtaacct 60 64
R_hDSTN aaagcagattacaatgtagccctaa 59 R_hSLC26A2 cacttgaaagaagcccatcg 60
F_hSAMD3 catgcaaacagaagcagctc 59 96 F_hCLDN23 ttgcatcaatataattattgggtttt 59 66
R_hSAMD3 ttttcagctggatagaaagatgg 59 R_hCLDN23 agtttgcatggcaaggagtt 59
F_hLGR5 aatcccctgcccagtctc 60 74 F_hCAPN10 tgccagagggaggatgtg 60 73
R_hLGR5 cccttgggaatgtatgtcaga 59 R_hCAPN10 gctcgtaggacccatggac 60
F_hVCAN gcacctgtgtgccaggata 60 70 F_hACSL5 ttcctgtctcttgcataaaggtt 59 95
R_hVCAN cagggattagagtgacattcatca 60 R_hACSL5 ccaattcggagatgatccac 60
F_hMIER3 ttgaggaaggaaataatgattggt 60 113 F_hCTHRC1 ccaaggggaagcaaaagg 60 74
R_hMIER3 caccaaagtaactggtcttcgtt 59 R_hCTHRC1 cccttgtaagcacattccatta 59



adjuvantly and palliatively treated patients separately. In the group
of patients treated adjuvantly, the correspondence between the
expression data and the disease-free interval (DFI) after surgery was
also investigated. The date of disease recurrence was determined as
the average of the date of the last negative and the first positive
examination if the interval between the examinations was 180 days
or less. In cases of a longer examination interval, the recurrence date
was set 90 days before the first positive examination based on
previous methodology (17). During each analysis, Kaplan-Meier
curves were plotted for the two patient groups based upon the
variable of interest and the significance of the survival (or DFI)
difference was tested by Gehan-Wilcoxon, Cox-Mantel and “log-
rank” test.

To examine the possible relation between tumour localisation and
candidate gene expression, the patients were first divided into two
groups according to tumour localization (first group with the CRC of
the colon, second group with CRC of the rectum and rectosigmoid).
The candidate gene expression levels (in both tumour and healthy
tissue) and expression ratios were then tested for significant
differences between the groups using Mann-Whitney U-test. 

Correlations of expression variables were investigated using
Spearman’s correlation coefficient with appropriate significance test.

All the analyses were performed in STATISTICA (StatSoft,
Tulsa, OK, USA).

Results
In the present study, we analysed the expression of 12 genes
in a sample set of 53 patients. Patients were divided into two
groups, palliative and adjuvant (25 and 28 patients,

respectivelly), depending on the presence or absence of
distant macrometastases at the time of surgery. Clinical and
pathological description of both groups is summarised in
Table III. Both groups differed clinically in overall survival,
with patients of the adjuvant group having longer survival
than those in the palliative group.

Different RNA expression between tumour tissue and healthy
mucosa. In the set of 12 selected genes, 10 exhibited a
difference in expression level between tumour and normal
tissue in the group of all patients. Four (LGR5, CTHRC1,
VSNL1 and VCAN) were up-regulated in tumour, six (DSTN,
MIER3, ACSL5, MAPK1, CLDN23 and SLC26A2) were
down-regulated (Figure 1). Expression differences in both
subgroups were similar to those obtained for the whole set
of patients, except for DSTN, the expression of which was
not different in the palliative group, but was down-regulated
in the adjuvant group.

Correlation between candidate gene expressions and
clinical data. Dependence of clinical characteristics on
relative expression levels of candidate genes was statistically
analyzed by the tests described above. We did not find any
significant result at a p-value of 0.05 for correlation with
age, individual parameters of TNM classification and
tumour grading. 
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Table III. Clinical and pathological description of the analysed group.

Group A (palliative) Group B (adjuvant) p-Value Test
n=25 n=28

Gender (males/females) 17/8 19/9 1 Fisher’s exact
Age at diagnosis (years) 0.485 Mann-Whitney U
Median 65 63.,5
Interquartile range 7 12
Tumour size 0.989 Pearson Chi-square
T2 1 1
T3 19 21
T4 5 6
Lymph node involvment 0.681 Pearson Chi-square
N0 7 11
N1 11 10
N2 7 7
M Classification <0.001 Fisher’s exact
M0 0 28
M1 25 0
Grade 0.101 Pearson Chi-square
G1 4 3
G2 20 18
G3 1 7
Primary tumour localization 0.025 Fisher’s exact
Colon 9 19
Rectosigmoideum or rectum 16 8



When investigating the dependence of overall survival and
disease-free survival on relative gene expression, in the
overall group of patients, we found correlation of VSNL1
expression with OS (significantly longer OS was observed
among patients with VSNL1 expression level in tumour
tissues above the median value; Cox-Mantel p=0.033 and log
rank p=0.032) (Figure 2A). 

In the adjuvant group, patients with SLC26A2 expression
above the tumour tissue median had a longer OS than those
with an expression level below the median (Cox-Mantel
p=0.036) (Figure 2B). In the case of DFI, patients with VSNL1
expression in the healthy tissue below the median had a longer
DFI than patients with higher expression (Cox-Mantel
p=0.022, log-rank p=0.020) (Figure 2C). The opposite trend
was observed for SLC26A2 (Cox-Mantel p=0.012, Wilcoxon
p=0.014 and log-rank p=0.011) (Figure 2D). 

Then we analyzed the OS and DFI of the patients with
respect to the difference in candidate gene expression
between healthy and tumour tissues. In the overall group of
patients, we found that the greater the down-regulation of
CLDN23 expression in tumour, the worst the outcome for the
patient in terms of shorter OS (Wilcoxon p=0.045) (Figure
2E). In the adjuvant group, a smaller decrease of SLC26A2
and ACSL5 expression in tumour led to a longer DFI
(Wilcoxon p=0.046, Cox-Mantel p=0.045 and log-rank
p=0.041 for SLC26A2, and Wilcoxon p=0.040 for ACSL5)
(Figure 2F and 2G) as did a greater increase of LGR5
expression (Wilcoxon p=0.046, Cox-Mantel p=0.028 and
log-rank p=0.026) (Figure 2H). 

Impact of tumour location on candidate gene expression.
Patients were divided into two groups according to the
location of the primary CRC and gene expression was
analysed using the Mann-Whitney U-test. The groups did not
exhibit any significant difference in candidate gene
expression in tumour tissue, but we found differential
expression of MAPK1 (p=0.032), LGR5 (p=0.003), MIER3
(p=0.026) and CTHRC1 (p=0.042) in healthy mucosa. All of
these genes were expressed more highly in the group of
patients with tumours localised in the colon. Regarding the
difference in expression, we found a significant difference in
VCAN expression change between patients with colon
localisation (smaller increase) and those with rectosigmoid/
rectum-localised tumours (greater increase) (p=0.031). 

Discussion

The relationship between the change of gene expression and
potential functional effects is not usually straightforward. In
the following paragraphs, we briefly summarise present
knowledge about the individual genes analyzed here and
discuss our results with respect to current literature, focusing
on possible explanations of the role of these expression
changes on the clinical behaviour of colorectal tumours.
Because of the heterogeneity of the selected genes, we
discuss individual genes separately.

VSNL1. This gene encodes neuronal calcium sensor protein
which can modulate the activity of adenylate cyclase (18) and
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Figure 1. Expression of candidate genes in tumour tissue relative to healthy tissue. Genes in dark grey were up-regulated in tumour tissue, genes in
light grey did not change in expression and genes in white were down-regulated in tumour tissue.
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has been described to be a prognostic marker in Alzheimer’s
disease (19, 20). VSNL1 is also considered to be a potentiator
of invasiveness and inhibitor of proliferation of
neuroblastoma cells (21), a tumour suppressor in non-small
cell lung carcinomas (22), and an inhibitor of epithelial-to-
mesenchymal transition in squamous carcinoma cells (23). 

In colon cancer, VSNL1 was found to be down-regulated
after selenomethionine-induced growth arrest of the colon
cancer cell line HCT116 (24) and it was described to be a
putative marker for identification of circulating tumour cells
in peripheral blood (25). We did not observe the correlation of
VSNL1 overexpression with lymph node metastasis that was
described earlier (26), but we confirmed overexpression of
VSNL1 in tumour tissue compared to healthy mucosa, and,
more importantly, we found a relation between higher
expression of VSNL1 in tumour tissue and longer survival of
patients, hence our results should support the possible function
of VSNL1 as tumour suppressor as reported for other types of
tumour (22, 27). The opposite effect of VSNL1 expression in
healthy tissue on DFI is the subject of further investigation.

VCAN. Versican protein, encoded by the VCAN gene, is one
of the major components of the extracellular matrix (ECM)
with various functions in the regulation of cell migration
(28), proliferation (29) and cell adhesion (30). VCAN was
shown to play a role in many types of cancer, including
gastric (28), pancreatic (31) and colorectal (32). 

We found an up-regulation of VCAN mRNA in tumour,
which is in agreement with previously described changes of
expression on the protein level, which was accompanied by
altered post-translation modifications (32, 33). The level of
up-regulation found here was different depending on the
tumour location (colon versus rectosigmoid/rectum).
LGR5. Leucine-rich repeat-containing G-protein-coupled

receptor 5 protein is a wingless-type MMTV integration site
family (WNT) signaling target and a marker of intestinal
(34) and liver stem cells (35). Expression of LGR5 is
increased in intestinal tumours, and can be found in cancer
cells with stem cell properties (36, 37). 

In our study, we observed an up-regulation of LGR5
expression in tumour tissue, and a greater increase of
expression in tumour tissue compared to healthy tissue
correlated significantly with a longer DFI in adjuvantly
treated patients, which is contradictory to previously
published data, where overexpression in malignant tissue was
shown to have adverse effects on disease outcome in CRC
and other types of tumours (38, 39, 40). This finding needs
to be further evaluated.

CTHRC1. CTHRC1 exhibited the highest up-regulation in
tumour tissue among the genes we analyzed. CTHRC1 gene
encodes a protein involved in vascular remodeling (41) and
an expression change has been described in many types of
solid tumours (42), including CRC (43). Recently, the
expression status of CTHRC1 was identified as being a
predictor of poor prognosis in CRC patients (44). We
confirmed the expression change, but we were not able to
significantly prove the prognostic role of CTHRC1 expression
at a p-value below 0.05. Nevertheless, we identified a trend
for shorter survival of patients with higher CTHRC1
expression levels in tumour tissues. 

SLC26A2. In mammals, there are 11 genes of the SLC26
family, which function as anion exchangers or channels. The
main role of SLC26A2 is to transport SO4

2– anions and its
altered function was related to several types of
chondrodysplasias (45). 

Lower expresion of SLC26A2 was related to enhanced
proliferation of colon cancer cells in vitro (46). A decrease
of expression was also observed in bioptic samples (47), and
we detected a severe down-regulation of SLC26A2 in tumour
tissue. Based on these data, we can conclude that SLC26A2
down-regulation is also important for tumour propagation in
vivo. The expression level of SLC26A2 was associated with
the decrease of OS and DFI in the adjuvantly treated group
of patients. A probable effect of down-regulation of
SLC26A2 is disorganisation of the ECM by improper
sulfation of ECM proteins, therefore helping tumour cells to
migrate through the tissue. 

CLDN23. This gene belongs to the claudin family of 24
genes encoding proteins with four transmembrane domains
involved in formation of tight junctions among adjacent
cells (48). CLDN23 itself was described to be down-
regulated in intestinal-type gastric cancer (49), but there are
no studies focused on this gene in a larger set of patients
with colon cancer. 
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Figure 2. Kaplan-Meier curves of statistically significant associations
between gene expression and disease-free survival (DFI)/overall
survival (OS). Relation of the gene expression in the tumour (TT) and
healthy (HT) tissue to the DFI and OS (A-D). Relation of gene
expression change to the DFI and OS (E–H). Patients were divided by
the median of the expression change. In the case of ACSL5, one group
consisted of patients with substantial decrease of ACSL5 expression and
the second group consisted of patients with slight decrease or increase
of ACSL5 expression. Similarly, for LGR5, we grouped patients with
small increase or decrease of expression and compared them with
patients with a substantial increase in LGR5 mRNA. A: Visinin-like 1
(VSNL1); B: Solute carrier family 26 (sulfate transporter), member 2
(SLC26A2); C: Visinin-like 1 (VSNL1); D: Solute carrier family 26
(sulfate transporter), member 2 (SLC26A2); E: Claudin 23 (CLDN23);
F: Solute carrier family 26 (sulfate transporter), member 2 (SLC26A2);
G: Acyl-CoA synthetase long-chain family member 5 (ACSL5); H:
Leucine-rich repeat-containing G-protein-coupled receptor 5 (LGR5).

→



In our set of patients, CLDN23 was down-regulated in
tumour tissue and we found that the level of down-regulation
correlates with the OS: a smaller difference of CLDN23
expression between tumour and normal tissue was associated
with a better prognosis. This effect can be explained by the
fact that for the migration of tumour cells, it is neccessary to
break the bonds between adjacent cells and strong down-
regulation of tight junction proteins, including CLDN23, is
one such crucial step in this proscess. Therefore, patients
with very low CLDN23 expression would be more prone to
progression of CRC. 

ACSL5. This gene encodes an enzyme implicated in lipid
biosynthesis and fatty acid degradation. ACSL5 down-
regulation was associated with small intestine carcinoma
(50), but ACSL5 was found to be up-regulated in CRC by
microarray analysis (51). In gliomas, it can be considered as
a cancer survival factor (52). The function of ACSL5 is
probably dependent on the particular splice variant, since the
full-length ACSL5 is pro-apoptotic (53). Our analysis found
ACSL5 to be down-regulated in tumour tissue, and we also
identified that the greater the decrease, the shorter the DFI
observed in the adjuvantly-treated group of patients,
assuming a protective function for ACSL5. 

DSTN, MIER3 and MAPK1. These three genes were found
to be down-regulated in tumour tissues, but in our set of
samples, we did not identify any correlation with clinical
characteristics. 

The product of the DSTN gene is the actin-binding
protein destrin, also known as actin-depolymerizing
factor, which has an important function in regulation of
actin dynamics (54). Regarding the role of DSTN in
cancer development and progression, there are several
pieces of information about its role in membrane
androgen receptor-induced apoptosis of prostate cancer
cells (55), and its positive regulation of the migration of
neuroblastoma cells (56); the down-regulation of DSTN
also blocks migration and invasive capacity of gastric
cancer (57). We found a slight down-regulation in tumour
tissue, but this change did not correlate with any clinical
parameter. 

MIER3 is a practically unresearched gene, but in 2012, it was
shown that it probably plays a role in tumourigenesis because it
was described as a candidate breast cancer susceptibility gene
(58) and also a highly mutated gene in hypermutated colorectal
tumours (59). Our data suggest down-regulation in CRC, but
without strong correlations to clinical data. 

Mitogen-activated protein kinase 1 is the final kinase in the
MAPK pathway, which has a pleiotropic role like regulation
of proliferation, differentiation and gene transcription (60). In
CRC, down-regulation of MAPK1 was shown in a previous
study (61), as well as in our set of samples. 

CAPN10 and SAMD3. The function of sterile alpha motif
domain-containing 3 is unknown; this gene was selected
because of its possible up-regulation during CRC
development (13). This gene is interesting regarding its
observed interaction with Fanconi anemia, complementation
group G (FANCG) (62), which plays a role in the
maintanence of genomic integrity (63), but we did not
observe any change of its expression. This was also the case
with CAPN10, a member of the calcium activated cystein
proteases (64). Particular single nucleotide polymorphisms
in the CAPN10 gene were shown to be associated with type
2 diabetes mellitus (65), and another was also associated
with CRC susceptibility (66). 

Conclusion

We have described significant expression changes of 10
studied genes in the CRC tissue compared to healthy
mucosa. We also identified associations between different
gene expressions and overall and disease-free survival,
which could provide with useful information for disease
prognosis and patient follow-up. We identified several
putative positive prognostic factors, such as ACSL5 and
CLDN23, in tumour tissues. Our results will serve for the
development of a disease risk scoring system based on the
expression of these selected genes. This system will be
validated and evaluated on a new group of patients with
CRC. The most promising genes (mainly up-regulation of
SLC26A2 and down-regulation of CLDN23 and ACSL5)
will be further studied individualy on a larger set of
patients.
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Worldwide, colorectal cancer (CRC) is the third most
common cancer, with the highest mortality rates occurring
in Central Europe. The use of chemotherapy to treat CRC
is limited by the inter-individual variability in drug
response and the development of cancer cell resistance.
ATP-binding cassette (ABC) transporters play a crucial
role in the development of resistance by the efflux of
anticancer agents outside of cancer cells. The aim of this
study was to explore transcript levels of all human ABCs in
tumours and non-neoplastic control tissues from CRC
patients collected before the first line of treatment by 5-
fluorouracil (5-FU)-containing regimen. The prognostic
potential of ABCs was evaluated by the correlation of
transcript levels with clinical factors. Relations between
transcript levels of ABCs in tumours and chemotherapy
efficacy were also addressed. The transcript profile of all
known human ABCs was assessed using real-time poly-
merase chain reaction with a relative standard curve. The
majority of the studied ABCs were down-regulated or
unchanged between tumours and control tissues. ABCA12,
ABCA13, ABCB6, ABCC1, ABCC2 and ABCE1 were up-
regulated in tumours versus control tissues. Transcript
levels of ABCA12, ABCC7 and ABCC8 increased in
direction from colon to rectum. Additionally, transcript
levels of ABCB9, ABCB11, ABCG5 and ABCG8 followed
the reverse significant trend, i.e. a decrease in direction
from colon to rectum. The transcript level of ABCC10 in
tumours correlated with the grade (P50.01). Transcript
levels of ABCC6, ABCC11, ABCF1 and ABCF2 were
significantly lower in non-responders to palliative chemo-
therapy in comparison with responders. The disease-free
interval of patients treated by adjuvant chemotherapy was
significantly shorter in patients with low transcript levels
of ABCA7, ABCA13, ABCB4, ABCC11 and ABCD4. In
conclusion, ABCC11 may be a promising candidate
marker for a validation study on 5-FU therapy outcome.

Introduction

Worldwide, colorectal cancer (CRC) is the third most common
cancer, with an estimated 1 233 700 newly diagnosed cases
and 608 700 deaths/year in 2008. For this type, Central Europe
has repeatedly recorded the highest mortality rates (1).
Although inherited susceptibility underlies roughly 35% of
variance in CRC risk (2), germ line mutations in genes with
high penetrance account for,6% of cases (3). There is
growing evidence that lifestyle and environmental factors
contribute to the CRC development (4).
Systemic chemotherapy is an important component of the
complex treatment of CRC, with regimens based on 5-
fluorouracil (5-FU), irinotecan and/or oxaliplatin used as
standard. These drugs are often used in combination with
biological therapy in patients with advanced disease. Gener-
ally, the use of chemotherapy to treat cancers is limited by the
inter-individual variability in drug response and the develop-
ment of cancer cell resistance. Xenobiotics, including antican-
cer drugs, are extensively metabolised in the body by Phase I
(activation enzymes, e.g. cytochromes P450) and Phase II
(conjugation enzymes as glutathioneS-transferases, GSTs, or
glucuronide transferases, UGTs) enzymes. Phase III of bio-
transformation represented by ATP-binding cassette (ABC)
transporters presents another important component of xenobi-
otic metabolism (5). ABC transporters play a crucial role in the
development of resistance by the efflux of anticancer agents
outside of cancer cells (6). In fact, the expression of ABCs may
significantly vary among individuals and thus affects the
efficacy of drug treatment (7).
The human ABC transporters are encoded by a large
transporter gene superfamily, which is composed of 49 members
grouped into seven subfamilies (A–G) according to the sequence
homology. ABC proteins facilitate translocation of heteroge-
neous substrates including metabolic products, lipids and sterols,
peptides and proteins, saccharides, amino acids, inorganic and
organic ions, metals and drugs across the cell membrane. To
transport these substrates across extracellular and intracellular
membranes against a concentration gradient, ABCs use energy
acquired by the hydrolysis of ATP (8). Genetic variation in these
genes causes a variety of genetic diseases and disorders (9). The
structure of ABC transporters consists of two types of domains:
ATP-binding domains, also known as nucleotide-binding folds
(NBFs) and transmembrane domains (TMDs). The NBFs
contain typical motifs: Walker A and Walker B and so-called
ABC-signature sequence. The TMDs are formed by 6–11 alpha
helices and provide the substrate specificity (10). Although all
share a similar NBF, their domains are organised in different
ways, with different numbers and localisations of TMDs (11).
Some of the ABCs behave as full transporters with two TMDs,
each with six transmembrane segments, and two NBFs. Others
are half transporters with only one TMD and become functional
after dimerisation or oligomerisation (12).
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The ABCA subfamily contains 12 members acting as full
transporters (13;supplementary Table IS, available atMuta-
genesisOnline). ABCA5 mRNA was detected in poorly
differentiated colon adenocarcinoma cell lines G-112 but not in
normal colon. In contrast, ABCA2 mRNA was detected in
well-differentiated colon adenocarcinoma cell lines CX-1.
Thus, induction of ABCA5 may correlate with the differenti-
ation status of human colon tumours and contribute to the
tumour development (14).
The ABCB subfamily consists of 11 members (supplemen-

tary Table IIS, available atMutagenesisOnline). Four of them
are full transporters (ABCB1, ABCB4, ABCB5 and ABCB11)
and the rest is composed of half transporters. P-glycoprotein,
a product ofABCB1gene, is localised in epithelial cells of the
small and large intestine as a part of the barrier that protects
cells against xenobiotics from diet, bacterial toxins, drugs and
other biologically active compounds (15). ABCB1 confers
MDR phenotype to cancer cells (16). ABCB1 substrates are
generally amphipathic lipid-soluble compounds including
anticancer drugs asvincaalkaloids, anthracyclines, taxanes,
epipodophyllotoxins, camptothecins or anthracenes (17).
Single-nucleotide polymorphisms (SNPs) inABCB1have been
shown to influence its phenotype (expression, protein function
and drug response) in context with numerous diseases
[(11,18,19);supplementary Table VS, available atMutagenesis
Online]. ABCB1 is highly expressed in the apical membrane of
enterocytes, where it pumps xenobiotics back into the intestinal
lumen. No relationship was seen between ABCB1 protein
expression, genotype and long-term prognosis of patients
treated by 5-FU and leucovorin (20). Hypoxia is generally
associated with chemoresistance. Dinget al.(21) suggested
that hypoxia induced the expression of hypoxia-inducible
factor, alpha subunit and ABCB1 in colon carcinoma.
Complementary DNA (cDNA) microarray analysis of cell
sublines derived from K562 leukaemia, MCF7 breast cancer
and S1-colon cancer with acquired resistance against dauno-
rubicin, doxorubicin, vincristine, etoposide and mitoxantrone
has shown that ABCB1, ABCB4 and ABCG2 were up-
regulated in several resistant sublines (22). ABCB2 and
ABCB3 expressions were significantly associated with major
histocompatibility complex class I antigen (MHCI) expression
in 336 sporadic CRC tumours examined by immunohisto-
chemistry. Thus, the expression of key components of the
antigen-processing machinery represented by ABCB2 and
ABCB3 is linked with the density of tumour-infiltrating
lymphocytes (TILs), which are positive prognostic factors in
CRCin vivo(23).
The ABCC family contains 13 members; nine of them are

the multidrug resistance-associated proteins (MRPs; ABCC1,
ABCC2, ABCC3, ABCC4, ABCC5, ABCC6, ABCC10,
ABCC11 and ABCC12,supplementary Table IIIS, available
atMutagenesis Online). In vitroABCC transporters can
collectively confer resistance to anticancer drugs and their
conjugated metabolites, platinum compounds, folate antimeta-
bolites, nucleoside and nucleotide analogues (24). ABCC1
and ABCC2 have been shown to act synergistically with
several Phase II enzymes including GSTs and UGTs and
this synergy conferred resistance to several drugs (25,26).
ABCC1 exports drug conjugates with glutathione and un-
conjugated drugs together with free glutathione (17). By
contrast, ABCC2 transports a wide range of unconjugated
organic anions, including e.g. methotrexate, irinotecan or
ampicillin (27). ABCC2 haplotype predicted variability in

pharmacokinetics of irinotecan in Japanese metastatic CRC
patients treated by FOLFIRI (regimen containing 5-FU and
irinotecan) (28). mRNA expression of ABCC2 was signifi-
cantly associated with resistance to cisplatin but not 5-FU (29).
5-FU significantly suppressed ATP7B and the organic cation
transporter SLC22A2 and increased ABCC2 mRNA expres-
sion (5.8-fold) in human cells from colon adenocarcinoma
(LS180). Overexpression of ABCC2, ABCC3 and ABCG2
was demonstrated to be beneficial for the efficacy of oxaliplatin
in Madin-Darby canine kidney II cells (MDCKII). Thus, the
authors predicted that the modulation of expression of trans-
porters of both drugs could favour the synergic action of the
FOLFOX (5-FU/leucovorin/oxaliplatin) combination (30).
ABCC5 protein confers resistance to 5-FU by the efflux of
monophosphate metabolites. The overexpression of ABCC5 in
CRC may contribute to the resistance to 5-FU (31). In cell lines,
celecoxib induced ABCC4 and ABCC5 expression at both
mRNA and protein levels, but no induction of ABCC1 and
ABCC2 was found. This observation suggested that the low
response rate observed in clinical trials using combinations of
celecoxib with 5-FU or irinotecan may reflex celecoxib-mediated
induction of efflux of drugs from cancer cells through the up-
regulation of ABCs (32). Interestingly, patients treated with
oxaliplatin- and 5-FU-based regimen for metastatic CRC (n5
40) had a significantly shorter progression-free survival in the
case where their circulating tumour cells (CTCs) expressed
alcohol dehydrogenase (ALDH) 1, survivin and ABCC5. Thus,
detection of survivinþ/ABCC5þCTCs from peripheral blood
may help in identifying metastatic CRC patients resistant to
standard oxaliplatin- and/or 5-FU-based regimen (33). ABCC11
shares the highest structural similarity with ABCC4 and ABCC5.
ABCC11 was also shown to confer resistance to 5-FU and
certain fluoropyrimidines (supplementary Table IIIS,availableat
MutagenesisOnline). The rs17822931 SNP inABCC11affects
enzyme function that determines earwax type (34).
The ABCD subfamily consists of four half transporters
localised in peroxisomes, providing thus peroxisomal transport
of long-chain fatty acids (supplementary Table IVS, available at
Mutagenesis Online). ABCE and ABCF subfamilies contain
genes that are clearly derivedfrom ABC transporters and have
ATP-binding domains but not TMDs (35,supplementary Table
IVS, available atMutagenesisOnline). There are currently no data
available on the role of ABCDand ABCF subfamilies in CRC.
The six known members of ABCG subfamily are half
transporters that have a reversed structure. N-terminus contains
NBF and TMD is at the C-terminus (supplementary Table IVS,
available atMutagenesis Online). ABCG2 is a multidrug
resistance enzyme that can export both unmodified drugs and
drug conjugates, including mitoxantrone, bisantrene, epipodo-
phyllotoxins (e.g. etoposide), camptothecins (topotecan and
irinotecan) or flavopiridol (17). Patients harbouring the
19572 to 19569delCTCA mutation inABCG2had a signif-
icantly lower relative extent of conversion of irinotecan to its
SN-38 metabolite than patients carrying the ancestral genotype
without this deletion (P5 0.019;36). Dietrichet al.(37)
examined 29 colon adenomas from 21 patients and 8 adenomas
from C57BL/6 ApcMin/þ mice. ABCG2 protein was signifi-
cantly down-regulated in both human and mice colon
adenomas. ABCG2 confers resistance to a narrower range
of anticancer agents than ABCB1 and ABCC1 or ABCC2, e.g.
anthracyclines, mitoxantrone and irinotecan. ABCG2 trans-
ports the glucuronide conjugate of SN-38, the active metabolite
of irinotecan, but with 7-fold lower affinity than unconjugated
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SN-38 (38). Dye-efflux effective side population (SP) of SW480
colon cancer cells has shown a higher resistance to 5-FU and
irinotecan, higher ABCB1 and ABCG2 expressions and
activation of the Wnt signalling pathway when compared to
non-SP containing cells. Silencing the Wnt signalling pathway
may thus present a promising strategy for targeting chemother-
apy-resistant CRC cells (39). The ABCG5 and ABCG8 form
heterodimers and overexpression of putative stem cell marker
EpCAM with ABCG5 within the buds of colorectal tumours is
frequently observed and associated with poor prognosis (40).
The current state of knowledge shows that ABCs are

functionally important for anticancer drug disposition and
efficacy. However, apart from functional data obtained using
cell and animal models, there is a limited amount of
information on the importance of ABCs for the prognosis of
individual patients and the prediction of the chemotherapy
outcome. Some of the published studies in patients suggested
that ABCs may influence not only cancer initiation but also its
progression, invasion and metastasis. The aim of our study is
to: (i) explore transcript levels of ABCs in tumour and control
tissues from CRC patients treated by substrates of ABCs, (ii)
evaluate prognostic potential of ABCs by the correlation of
transcript levels with clinical factors such as tumour size,
lymphatic node involvement and grading and (iii) elucidate
relations between transcript levels of ABCs in tumours and
chemotherapy efficacy. In our pilot study presented here, we
have addressed these points in a complex way by an
assessment of the transcript profile of all known human ABCs.
This is because some of the drugs under study are transported
by numerous and in some cases unknown transporters. The
selection and validation of candidate genetic markers identified
in the pilot study are the final goal of our current research.

Materials and methods

Materials

Phenol, chloroform, agarose and chemicals for preparation of buffers were
purchased from Sigma–Aldrich (Prague, Czech Republic). Deoxynucleotides
(dATP, dCTP, dGTP and dTTP) for polymerase chain reaction (PCR),
molecular weight standard for electrophoresisUX174DNA-HaeIII digest and
Lambda DNA EcoRIþHindIII Marker were products of New England Biolabs
Inc (Ipswich, MA, USA) and Fermentas Inc (Vilnius, Lithuania), respectively.
Taq-Purple DNA polymerase and Combi PPP Master Mix for PCR were
supplied by Top-Bio s.r.o. (Prague, Czech Republic).

Subjects

Tissue samples of primary tumour of human colorectal carcinoma and paired
distant unaffected mucosa were collected from CRC patients diagnosed and
treated at the Departments of Surgery and Oncology, at the Teaching Hospital
and Medical School in Pilsen and Charles University in Prague, both in the
Czech Republic during the period 2008–10. Native tissue samples were taken
during surgery, macrodissected, snap frozen in liquid nitrogen and stored at
80C until total RNA isolation. The control mucosa samples were taken from
the macroscopically unaffected resection margins of colon tissues. The
resection margins were microscopically evaluated and only samples free of
malignant cells were further analysed. Corresponding tumour tissue samples
were verified by the experienced pathologist. Only histologically verified
patients and their samples were included in this study. The following data on
patients were retrieved from medical records: age, gender, date of diagnosis,
pTNM stage according to Union for International Cancer Control (41),
histological type and grade of the tumour, type of chemotherapy and treatment
response.
The following eligibility criteria were applied to the recruitment of patients

into the study: (i) patients who were subject to surgery for CRC, (ii) no prior
chemotherapy before surgery (in order to eliminate its influence on transcript
levels), (iii) patients who received only first-line chemotherapy in either
palliative (Group A) or adjuvant (Group B) setting and (iv) patients who
received regimens based on 5-FU, leucovorin and/or oxaliplatin, e.g. FOLFOX.

Response to the treatment was evaluated by Response Evaluation Criteria In
Solid Tumors (RECIST) criteria (42) based on routinely used imaging
techniques for assessment of tumour mass (by computer tomography, with or
without positron emission tomography, magnetic resonance or ultrasonography).
Increase in tumour mass or the appearance of new lesions in patients with

palliative treatment (Group A) indicated progression and thus no response to
the treatment. Response to the treatment was defined as a decrease of the
number or volume of metastases or stabilisation of the disease.
In patients treated by adjuvant therapy after radical surgical resection R0

(Group B), disease-free interval (DFI) served as the treatment outcome for
analyses. DFI was defined as the time elapsed between radical surgical R0
resection and disease recurrence. CRC patients treated by 5-FU and/or
oxaliplatin were monitored for adverse symptoms of treatment and toxicity was
scored according to the National Cancer Institute Common Toxicity Criteria,
Version 2, during the whole period of treatment. Grade 3 or 4 toxicity was
followed as an important factor of toxicity of the administered regimens.
All patients were informed about the study aims, methods and potential risks

and signed consensually an informed consent form in agreement with the
requirements of the Ethical Commission of the Medical Faculty and Teaching
Hospital in Pilsen, Czech Republic.

Isolation of total RNA and cDNA preparation

Methods were published (19,43) and are presented in thesupplementary
Material, available atMutagenesisOnline.

Quantitative real-time PCR

The diluted amplified cDNA was used for quantitative real-time polymerase
chain reaction (qRTPCR) by the relative standard curve method performed in
7500 and ViiA7 Real-Time PCR System using TaqMan Gene Expression
Assays (Life Technologies). The following criteria were applied to the selection
of TaqMan Gene Expression Assays: (i) exon–exon boundaries span where
possible, in order to minimise signals from traces of contaminating DNA, (ii) as
short as possible amplicons and (iii) location near to 3#-end of the transcript to
reduce possible influence of RNA quality on qRTPCR. The list of reference
genes, genes of interest and respective assays is given insupplementary Table
VIS, available atMutagenesisOnline. Cycling parameters of qRTPCR were
initial hold at 50C for 2 min and initial denaturation at 95C for 10 min,
followed by 50 cycles consisting of denaturation at 95C for 15 sec and
annealing at 60C for 60 sec (except ABCC9, ABCG4 and ABCG5 where 90
sec and ABCB1 where 58C for 90 sec were used). Each reaction contained 2.5
ll of 20 times diluted preamplified cDNA, 5ll of TaqMan Gene Expression
Master Mix and 0.5ll of TaqMan Gene Expression Assay in a final reaction
volume of 10ll. Fluorescence was acquired after each extension step. Each
sample was assessed in duplicate and the mean value was used for further
analyses. Samples with.15% variation between duplicates were reanalysed.
The non-template control contained water instead of cDNA. Negative cDNA
synthesis controls (RNA transcribed without reverse transcriptase) were also
employed to reveal possible carry-over contamination. One sample of normal
colon mucosa was used as calibrator for preparation of standard curves for each
gene to assess reaction efficiency. For the real-time PCR reactions, preamplified
cDNA of the calibrator diluted 1:4 was used as the highest template
concentration point for construction of the standard curve. The rest of the
standard curve points were prepared by five subsequent serial five times
dilutions. The resulting standard curve was used for calculation of PCR
efficiency (E) according to the following formula:E5 101/slope 1
(supplementary Table VIS, available atMutagenesisOnline). Reference genes
were selected on the basis of our pilot study, where the TaqMan Array Plates
(Life Technologies) were used to compare the stability of 24 different potential
reference genes chosen from the literature in a set of 10 pairs of human CRC
tumours and distant unaffected mucosa samples. Stability of reference genes
was analysed by geNorm version 3.5 of March 2007 (44) and NormFinder
version 19 of June 2009 (45) software programs. According to both programs,
EIF2B1, MRPL19, PSMC4, POLR2A, PPIA and HPRT1 were selected as the
most stable genes for normalisation of transcript levels of target genes. The
qRTPCR study design adhered to the MIQE Guidelines (Minimum Information
for Publication of Quantitative Real-Time PCR Experiments;46).

Statistical analyses

Transcript levels were analysed by 7500 and ViiA7 System Software. Acquired
averageCTvalues were further processed by relative expression software tool
(REST) 2009 Software (47; Qiagen, Hildesheim, Germany). REST is routinely
used for the determination of differences between different types of sample and
control groups and considers both normalisation to numerous reference genes
and reaction efficiency. For statistical analyses of correlation of transcript levels
of all established genes with clinical data, the non-parametric tests as Mann–
Whitney, Kruskall–Wallis and Spearman rank tests were used according to the

Role of ABC transporters in CRC therapy

189

 by guest on 
February 3, 2016

http://
mutage.oxfordjournals.org/

Do
wnloaded fro

m 

http://www.mutage.oxfordjournals.org/lookup/suppl/doi:10.1093/mutage/ger075/-/DC1
http://www.mutage.oxfordjournals.org/lookup/suppl/doi:10.1093/mutage/ger075/-/DC1
http://www.mutage.oxfordjournals.org/lookup/suppl/doi:10.1093/mutage/ger075/-/DC1
http://www.mutage.oxfordjournals.org/lookup/suppl/doi:10.1093/mutage/ger075/-/DC1
http://www.mutage.oxfordjournals.org/lookup/suppl/doi:10.1093/mutage/ger075/-/DC1
http://www.mutage.oxfordjournals.org/lookup/suppl/doi:10.1093/mutage/ger075/-/DC1
http://mutage.oxfordjournals.org/


distribution of data. The mean, median, SD, variance, minimum, maximum,
quantiles, frequencies and other basic statistical measurements were computed
in the given groups and subgroups. The relations between the parameters were
computed by Spearman correlation coefficient. The DFI analyses were
performed by Kaplan–Meier Survival estimates and Cox regression hazard
model. In the first step, each of the investigated covariates were divided into
four groups using quartiles of the investigated variable. For these groups, the
Kaplan–Meier survival functions were computed. All possible cut-offs were
tested and the ‘optimal cut-off’ was defined as the highest statistical
significance in Kaplan–Meier (log-rank test). For these cut-offs, the hazard
ratios (HRs) were then computed. In order to reduce the chance of Type I and II
errors, only the cut-offs, where the DFI divided by quartiles had a similar
direction to the DFI, were used.P-values are always departures from two-sided
tests. AP-value of,0.05 was considered statistically significant. Statistical
analyses of clinical data were performed using SPSS v15.0 software (SPSS Inc,
Chicago, IL, USA).

Results

Fifty-one patients meeting the eligibility criteria were recruited
into the study (26 patients in the palliative Group A and 25
patients in the adjuvant Group B). The clinical and pathological
characteristics of the patients are listed inTable I. Patients in
both groups did not significantly differ in terms of gender, age
at diagnosis, tumour size, lymph node involvement and
grading. On the other hand, patients significantly differed in
metastatic spread of the disease (all patients in the palliative
group were M1 versus M0 in all adjuvant patients) and
subsequent treatment (the palliative group was treated pre-
dominantly by more aggressive FOLFOX regimen). Tumour
localisation also significantly differed between both groups
(rectum prevailed in the palliative group versus adjuvant group,

P50.008). The median of follow-up was 20 months. Neither
the median overall survival nor the median DFI was reached.
Therefore, the importance of transcript levels of ABCs for
overall survival was not evaluated. DFI was evaluated as
a measure of short-term survival; 72% of censors occurred in
the course of follow-up.

Differences in transcript levels of ABCs between tumour and
control tissues

A large number of ABC transcripts were down-regulated in
tumour versus control mucosa tissues (REST 2009 software,
Table II). Among these, ABCA1, ABCA4, ABCA5, ABCA6,
ABCA8, ABCA9, ABCA10, ABCB1, ABCB4, ABCB5,
ABCB11, ABCC3, ABCC5, ABCC6, ABCC7, ABCC8,
ABCC13, ABCD2, ABCD3, ABCD4, ABCG1 and ABCG2
transcripts were down-regulated at a very high level of
significance (P 0.001). Contrastingly, ABCA12, ABCA13,
ABCB6, ABCC1, ABCC2 and ABCE1 were up-regulated in
tumours versus control tissues to a high extent (Table II). The
remaining ABCs did not show significant deregulation in
compared tissues. Transcript level of ABCC12 was below the
limit of detection in all samples.

Correlations between transcript levels of ABCs in tissues and
clinical data

Relative transcript levels of ABCs were first normalised to six
reference genes. AverageCTvalue of EIF2B1, MRPL19,
PSMC4, POLR2A, PPIA and HPRT1 transcript levels was
calculated for each sample and designated as ENDO value.

Table I.Clinical characteristics of studied groups

Group A (palliative),n526 Group B (adjuvant),n525 Pa

Gender (males/females) 19/7 16/9 0.555 (Fisher’s exact test)
Age at diagnosis (years), median SD 64.5 9.7 63.0 8.5 0.676 (ANOVA)
Tumour size (T) 0.798
T2 2 2
T3 19 20
T4 5 4
Lymphnodes involvement (N) 0.856
N0 7 7
N1 11 11
N2 8 7
M classification <0.001
M0 0 25
M1 26 0
Grade 0.361
G1 4 2
G2 21 18
G3 1 5
Primary tumour localisation 0.008
Colon 8 17
Rectosigmoideum 6 6
Rectum 12 2
Chemotherapy 0.006(Fisher’s exact test)
5-FU leucovorinb 6 12
FOLFOX 20c 13
Grade 3 or 4 toxicity 1 3
Post-operative radiotherapy 3 4 0.477
Chemotherapy outcome NA
Responders/non-responders 13/13 NA
Relapse/remission NA 7/18

Footnotes:
aAnalysed by Pearson chi-square test. The use of Fisher’s exact test or analysis of variance (ANOVA) is specified in brackets; NA—not applicable.
bTen patients received deGrammonte regimen, six patients received Xeloda (capecitabin) and four patients received 5-FU and leucovorin (FUFA) combination.
cTwelve patients also received Avastin in combination. Significant differences between groups in bold.
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Then, the ratio ofCT values for ABC gene/ENDO was
calculated and used for non-parametric tests as described in
Materials and methods. Thus, the higher ABC/ENDO ratios
signify lower relative ABC transcript levels. Clinical character-
istics presented inTable Iwere correlated with transcript levels
of ABC genes in tumour tissues. A significant inverse
correlation between ABCC10 and tumour grade was found;
the higher the grade, i.e. the more aggressive the tumour, the
lower the ABCC10 transcript level (Table III). Transcript levels
of ABCA12, ABCC7 and ABCC8 in tumour tissues had the
following significant trend in tumour localisation: colon,
rectosigmoideum, rectum. Interestingly, all three of the
above listed transcripts followed exactly the same trend in
control tissues as in tumours (Table III). However, ABCB9,

ABCB11, ABCG5 and ABCG8 followed the opposite
significant trend, i.e. a decrease in transcript levels in the
direction from colon to rectum (Table III).

Relations between transcript levels of ABCs in tumours and
chemotherapy outcome

In the group of patients with metastatic CRC, the response to
the palliative chemotherapy significantly correlated with the
transcript levels of ABCC6, ABCC11, ABCF1 and ABCF2
(Table III). In the group of patients with radically R0 removed
tumours, the DFI after adjuvant chemotherapy was influenced
by transcript levels of several ABCs. Patients with a low
transcript level of ABCA7 (cut-off 1.25) had a significantly
shorter DFI (P50.033, log-rank test) and a higher HR of
progression than patients with a high transcript level (HR5
5.09, 95% HR confidence limits5 0.97–6.7;Figure 1A).
Similarly, patients with low transcript levels of ABCA13 (cut-
off 1.58), ABCB4 (cut-off 1.48), ABCC11 (cut-off
1.68) and ABCD4 (cut-off 1.19) had a shorter DFI and
a higher HR of progression (P50.011, HR55.75, 95% HR
confidence limits51.25–26.37;P50.003, HR515.83, 95%
HR confidence limits51.72–145.92;P50.016, HR58.81,
95% HR confidence limits51.05–74.16;P50.023, HR5
5.51, 95% HR confidence limits51.07–28.48, respectively,
Figure 1B–E) than patients with high transcript levels.
ABCC11 was thus a significant predictor of chemotherapy
outcome in both groups of patients.

Discussion

The efflux of endogenous substrates and also xenobiotics
including anticancer drugs out of the cells presents the
principal activity of ABCs. Thus, ABCs could be important
for both CRC onset and CRC treatment outcome. A number of
monogenic disorders have been associated with ABCs, e.g.
mutations inABCC7gene with the onset of cystic fibrosis and
thus, the analysis of mutations in ABCs is routinely used for
genetic testing (9). Although some of the studies observed
significant associations between polymorphisms in ABCs and
the cancer risk, including CRC, there has been no validated
marker among all known 49 human ABCs for CRC prognosis
and therapy outcome prediction until now. Based on the results
of our pilot study, we propose ABC10 and ABCC11 as such
markers and targets for validation studies focused on their
confirmation or rejection.
Despite numerous published studies in animals and cell
models showing the functional impact of ABCs on multidrug
resistance, no convincing evidence of a clinical utility of ABCs
as markers for the prediction of chemotherapy outcome in
cancer patients has been published to date. The majority of
published studies deal with associations of SNPs with therapy
outcome or toxicity. However, there is limited knowledge
about the association between genotype and phenotype. The
reason may be the complexity of ABCs, which are pro-
miscuous and overlap in spectra of transported substrates. The
lack of information about gene and protein expressions and
activity of ABCs in homogenous groups of patients treated by
the same spectra of drugs further complicates the evaluation of
their importance. CRC seems to be a suitable disease for the
pharmacogenomic profiling of ABCs because it is routinely
treated by prototypical substrate of certain ABCs, 5-FU.
Therefore, we have conducted a pilot study aimed at the
evaluation of transcript profiles of all human ABCs in two

Table II.Differences in transcript levels of ABCs between tumour and
control tissues

Gene All patients,n
551a

Tumour versus control

ABCA1 0.001 Down-regulation
ABCA2 NS No change
ABCA3 0.017 Down-regulation
ABCA4 0.001 Down-regulation
ABCA5 ,0.001 Down-regulation
ABCA6 ,0.001 Down-regulation
ABCA7 NS No change
ABCA8 ,0.001 Down-regulation
ABCA9 ,0.001 Down-regulation
ABCA10 ,0.001 Down-regulation
ABCA12 ,0.001 Up-regulation
ABCA13 0.002 Up-regulation
ABCB1 ,0.001 Down-regulation
ABCB2 NS No change
ABCB3 NS No change
ABCB4 ,0.001 Down-regulation
ABCB5 ,0.001 Down-regulation
ABCB6 0.004 Up-regulation
ABCB7 NS No change
ABCB8 NS No change
ABCB9 NS No change
ABCB10 0.003 Down-regulation
ABCB11 ,0.001 Down-regulation
ABCC1 ,0.001 Up-regulation
ABCC2 0.001 Up-regulation
ABCC3 ,0.001 Down-regulation
ABCC4 0.008 Down-regulation
ABCC5 ,0.001 Down-regulation
ABCC6 ,0.001 Down-regulation
ABCC7 0.001 Down-regulation
ABCC8 ,0.001 Down-regulation
ABCC9 NS No change
ABCC10 NS No change
ABCC11 NS No change
ABCC13 ,0.001 Down-regulation
ABCD1 NS No change
ABCD2 ,0.001 Down-regulation
ABCD3 ,0.001 Down-regulation
ABCD4 ,0.001 Down-regulation
ABCE1 ,0.001 Up-regulation
ABCF1 NS No change
ABCF2 NS No change
ABCF3 NS No change
ABCG1 ,0.001 Down-regulation
ABCG2 ,0.001 Down-regulation
ABCG4 NS No change
ABCG5 NS No change
ABCG8 NS No change

aSignificantly deregulated genes by REST software (P-value displayed);
NS—non significant.
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groups of CRC patients strongly differing in prognosis.
Patients who underwent the radical surgical resection of the
tumour have better prognosis than patients with the metastatic
disease. Both groups were treated by chemotherapy regimens
based on 5-FU and the short-term evaluation of response to this
treatment was available. We hypothesised that a strong effect
of potential marker(s) should be clearly visible in both groups.
As far as we are aware, this is the first complex study of the
role of ABC transporters in the tumour development and
treatment conducted on CRC patients.
The majority of the studied ABCs were down-regulated or

unchanged between tumours and non-neoplastic control tissues
in this study. ABCA12, ABCA13, ABCB6, ABCC1, ABCC2
and ABCE1 were up-regulated in tumours versus control
tissues. There are several studies on the assessment of
transcript or protein levels of the selected ABCs (usually
ABCB1, ABCG2 and members of ABCC subfamily) in the
literature of CRC. Our data comply with the previous reports
with regard to the down-regulation of ABCB1 (20) and
ABCC3 as well as the up-regulation of ABCC2 in colorectal
tumours (29). In addition, we found the up-regulation of
ABCC1 that had not been previously detected (29). Moreover,
our results confirmed the previously observed down-regulation
of ABCG2. ABCG2 mRNA showed a 6-fold decrease in
colorectal tumours in comparison with control tissues (48). A
ubiquitous expression of ABCE1 mRNA in normal and tumour
colon tissues was found. Among 21 peptides with the HLA-
A2-binding motifs, two ABCE1-derived peptides were recog-
nised by the colon cancer-reactive cytotoxic T lymphocytes in
a dose-dependent manner. The authors suggested that ABCE1
and its peptides could be target molecules in specific
immunotherapy for HLA-A2-positive CRC patients (49).
Our observation of significant up-regulation of ABCE1 in
tumour tissue of CRC patients, if confirmed by independent
study, may be relevant for targeted therapy of CRC. There are
no literature data on transcript or protein levels of other ABCs
in tumour and non-neoplastic tissues from a series of CRC
patients.

The analysis of the tumour localisation has identified highly
interesting trends. Transcript levels of certain ABCs increased
or declined in direction from colon to rectum in a significant
trend. Firstly, we noticed this effect in the tumour tissues. To
discern this effect from possible deregulation of mRNA
expression by the tumour pathophysiology, we analysed the
tissue distribution of transcripts of ABCs also in non-neoplastic
control tissues. The same ABCs as in tumours, namely
ABCA12, ABCC7 and ABCC8, were found differentially
distributed in control tissues maintaining the same trend
towards localisation (increase from colon to rectum). Addi-
tionally, ABCB9, ABCB11, ABCG5 and ABCG8 followed the
opposite significant trend, i.e. a decrease in transcript levels in
direction from colon to rectum. Significant changes in gene and
protein expression along the anterior–posterior intestinal axis
were observed for solute carrier transporters in mice (50).
Moreover, mRNA expression levels of murine Abcb2, Abcb3,
Abcb9, Abcc3, Abcc6, Abcd1, Abcg5 and Abcg8 displayed
significantly differential gene expression along the duodenum,
jejunum, ileum and colon (51). In human samples, the
expression of mRNA for ABCB1 and ABCC2 was highest in
jejunum and decreased towards more distal regions, whereas
ABCC1 was equally distributed in all intestinal regions (52).
We did not confirm the results of Gutmann et al.(53) who
found that mRNA expression of ABCG2 was maximal in the
duodenum and decreased continuously down to the rectum,
perhaps due to the fact that we had no access to samples from
duodenum. Moreover, human ABCs identified by us to be
differentially distributed in colorectal tissues have not been
studied in this regard yet. A possible relevance of the observed
gradient in expression of ABCs for efficacy of CRC
chemotherapy shall be further studied.
The majority of clinically associated ABCs were either
down-regulated or unchanged in tumours versus control
tissues. In terms of chemotherapy outcome, the induction of
mRNA levels of ABCs and subsequent enhancement of their
effect cannot be ruled out. In fact, the ABCG2 mRNA content
in hepatic metastases was found to be higher after an

Table III.Significant correlations of transcript levels of ABCs with clinical data

Grade G1 (n56)a G2 (n538)a G3 (n57)a Pb

ABCC10 1.14 0.04 1.17 0.04 1.23 0.05 0.010

Primary localisation—tumour tissue Colon
(n524)a

Rectosigmoideum
(n512)a

Rectum
(n514)a

Pb

ABCA12 1.65 0.22 1.50 0.10 1.46 0.17 0.020
ABCC7 1.14 0.18 1.07 0.10 1.02 0.04 0.017
ABCC8 1.78 0.15 1.77 0.14 1.67 0.15 0.042

Primary localisation—control tissue
ABCA12 1.76 0.14 1.64 0.10 1.59 0.10 0.001
ABCC7 1.04 0.08 1.01 0.04 0.98 0.04 0.005
ABCC8 1.52 0.08 1.50 0.05 1.44 0.04 0.002
ABCB9 1.25 0.03 1.27 0.04 1.29 0.03 0.005
ABCB11 1.29 0.11 1.32 0.05 1.37 0.05 0.004
ABCG5 1.52 0.10 1.62 0.07 1.65 0.09 ,0.001
ABCG8 1.47 0.11 1.58 0.07 1.60 0.10 ,0.001

Response in palliative group Responders
(n513)a

Non-responders
(n513)a

Pb

ABCC6 1.23 0.05 1.28 0.06 0.033
ABCC11 1.57 0.06 1.69 0.06 ,0.001
ABCF1 1.06 0.03 1.08 0.03 0.044
ABCF2 1.09 0.03 1.12 0.03 0.015

aMean SD.
bSignificant differences analysed by independent Kruskal–Wallis test.
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Fig. 1. Kaplan–Meier survival plots presenting the relation between DFI and transcript levels of ABCs. Survival curves are shown for two groups of patients divided
by cut-off (for evaluation of cut-off, see Materials and methods). Individual figures illustrate Kaplan–Meier survival plots of patients with respect to transcript levels
of ABCA7 (A, cut-off 1.25), ABCA13 (B, 1.58), ABCB4 (C, 1.48), ABCC11 (D, 1.68) and ABCD4 (E, 1.19). Dashed lines represent the group with higher
normalised values than cut-off (meaning low transcript levels of ABCs) and solid lines represent the group with lower or equal values than cut-off (high transcript
levels of ABCs).
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irinotecan-based chemotherapy than in irinotecan-naı̈ve metas-
tases (54). However, the access to post-operative liver
metastases in the studied group of patients was limited and
such analysis will be the subject of the validation study. In this
context, it seems quite interesting that, according to recent
study, synchronous or metachronous liver metastases could be
treated differently on the basis of different gene expression
signatures (55).
The transcript level of ABCC10 in tumours correlated with

the grade in our study. There are no data on ABCC10 role in
CRC in the literature. The lower ABCB1 expression was found
in poorly differentiated CRC tumours (P,0.05;20) in line
with the study on cell lines, where ABCB1 had a higher
expression in well-differentiated colon cancer cells, when
compared with the poorly differentiated ones (14). An
increasing expression of another member of ABCC subfamily,
ABCC3 with higher grade, i.e. the opposite trend to our
observation with ABCC10, was found in pancreatic tumours
(56). No further data on the association of other ABCs with
grading in CRC are currently available. Zhanget al.(57)
indicated that ABCB1 expression significantly correlated with
tumour localisation (P50.039) and gender (P50.043). The
intensity of immunohistochemical ABCG2 protein staining
was higher in tumours of CRC patients with lymph node
positive than in negative disease (30 versus 6.7%, respectively;
P,0.025). Thus, it seemed that ABCG2 expression may be
important for progression and metastasis of CRC (58). Our
pilot study, however, did not confirm any of the above
published associations.
In the group of patients treated by palliative chemotherapy,

the response was analysed using RECIST criteria. Patients
were divided into two groups (responders versus non-
responders). Transcript levels of ABCC6, ABCC11, ABCF1
and ABCF2 were significantly higher in responders in
comparison with non-responders. In the group of patients
treated by the adjuvant chemotherapy after the radical surgical
resection of tumour, the relation between transcript levels of
ABCs and DFI was evaluated. DFI was significantly shorter
and HR of progression higher in patients with low transcript
levels of ABCA7, ABCA13, ABCB4, ABCC11 and ABCD4,
suggesting that these genes play a role in the therapy outcome

of patients treated by the adjuvant chemotherapy. Thus,
ABCC11 was up-regulated in the chemotherapy-naı̈ve tumours
from patients who subsequently achieved a good response to
the chemotherapy in both palliative and adjuvant groups.
ABCC11 was shown to be a resistance factor for fluoropyr-
imidines (34). Oguriet al.(59) discovered that expression of
the ABCC11 is induced by 5-FU and that ABCC11 is directly
involved in 5-FU resistance by the efflux transport of the active
metabolite FdUMP in human small-cell lung cancer cell lines.
We hypothesise that the high ABCC11 expression in tumours
before chemotherapy observed in both groups of CRC patients
studied by us may limit further induction of ABCC11 by 5-FU
treatment. However, to confirm or reject our idea, we need to
analyse post-chemotherapy samples from the same patients or
run a larger validation study.
It is also interesting that the most studied ABCs in the area
of chemoresistance, ABCB1, ABCC1-5 and ABCG2 did not
predict 5-FU therapy outcome in our CRC patients. We cannot
add more evidence to the results of the recent study reporting
that ABCC1 in CRC tissues could predict the reduced folate
level after leucovorin administration and determine the efficacy
of treatment by leucovorin (60). Schmidtet al.(61) observed
up-regulation of ABCC6 in 5-FU-resistant colon tumour cell
lines. Quite recently, ABCC3, ABCC4 and ABCC5 were
found up-regulated in 5-FU-resistant pancreatic carcinoma
cells (62). Nevertheless, results obtained using rather uniform
cell line models cultured in the presence of a drug for a long
time may not reflect the real situation in such a heterogeneous
entity as colorectal tumour or a series of such tumours. As
regards, observation in cancer patients, a significant de-
regulation of gene expression in a number of ABCs was found
in breast cancer patients (n5 19) receiving preoperative
(neoadjuvant) chemotherapy regimens including 5-FU.
ABCA1, ABCA12, ABCB6, ABCC5, ABCC11 and ABCC13
were down-regulated in patients with complete pathological
response, in comparison with patients with residual disease. In
contrast, ABCB2, ABCC7 and ABCF2 were up-regulated in
patients with complete pathological response (63). In breast
cancer patients treated with endocrine therapy, ABCF2 protein
immunopositive tumours had a longer disease-free survival
when the tumours were oestrogen receptor negative or

Fig. 2.Proposed involvement of ABCs in CRC development, progression and treatment outcome.
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progesterone receptor negative (P 5 0.002 and 0.005,
respectively;64). Thus, the up-regulation of ABCF2 observed
by us in CRC patients corresponds to available data on breast
and cervical cancers. It seems obvious that ABCs have tumour-
specific expression profiles (65) and thus also different roles in
the mechanism of chemoresistance of the cancer cell
(summarised inFigure 2). Thus, further studies are needed to
evaluate the importance of the results obtained by this study.
The study of transcript levels rather than protein expression

may be seen as the major limitation of our study. The power of
protein analysis is obvious. However, the use of immunohis-
tochemical analysis is semi-quantitative and reflects only
protein level and not its activity. In addition, the issue of
availability, specificity and selectivity of the antibodies further
limits protein analysis. The correlations between transcript and
protein levels of human ABCs are mostly unknown and thus,
we shall consider transcript levels as independent markers. For
the assessment of transcript levels, we have used highly
sensitive methods based on real-time PCR, which is superior to
relative or semi-quantitative approaches. The small sample size
and absence of correction for multiple testing could be seen as
another limitation of our pilot study. Thus, all results should be
interpreted with caution and need to be confirmed by both
retrospective and prospective validation studies on a larger and
independent series of CRC patients.
In conclusion, our pilot study brings to light new and

interesting data. Transcript levels of all known human ABC
transporter genes were assessed in a series of tumour and
control tissue samples from well-characterised CRC patients.
Several genes were found deregulated in tumours compared
with control tissues and a gradient of transcript levels along the
superior–inferior axis of the large intestine was observed for
the first time. The comparison of outcomes of patients treated
by the 5-FU-based regimens suggested that ABCC11 may
present a promising candidate marker. The validation of
candidate genetic markers identified in the pilot study will be
the next goal of our current research.
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1. Introduction  

Sixty percent of patients with colorectal cancer (CRC) are afflicted with distant metastases 

(liver or lung metastatic process) or a local relapse of malignancy (Bird et al., 2006). The 

possibilities of surgical and oncological treatment of this disease offer us a large spectrum of 

treatments including the combination of surgical procedures and consecutive oncological 

treatments. In the case of radical surgical therapy we can consider the curative access. The 

main medical problem of CRC is the high rate of recurrences after radically performed 

surgical therapy. The operability of recurrence is only about 30% in the case of local relapse 

and 20% in the case of distant metastases (Coleman et al., 2008; Kobayashi et al., 2007). The 

second dominant problem is the early recurrence of CRC after radical surgical treatment, 

when the patients undergo a difficult and exhausting procedure with a high risk of 

perioperative complications without any significant differences in overall survival against 

modern palliative therapy (Van den Eynde & Hendlisz, 2009).  

Contemporary clinical and histopathological prognostic factors (staging, grading, etc.) used 

for the detection of patients with a high risk of relapse and a short overall survival rate and 

for the indication of adjuvant oncological treatment after radical surgery are not sufficient. 

Tumor infiltrating lymphocytes (TIL) were described as a good prognostic factor for patients 

with a high risk of relapse. They are critical indicators of efficient antitumor immunological 

response. Their number, type and morphology of TIL cells determine resulting tumor 

prognosis (Atreya & Neurath, 2008; Galon et al., 2006). They could be connected also with 

the suppression of micrometastatical disease after radical surgery (Gajewski et al., 2006; 

Pages et al., 2005). We can recognize either the type of immune cells or distinguish their 

morphological aspects (infiltration of any part of tumor or surrounding of tumor or 

tributary lymph nodes) (Talmadge et al., 2007).  
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We detail only short overview of their types and function. We recommend the readers with 

deeper interest in these problems to find comprehensive reviews in the cited papers 

(Jochems et al., 2011; Ohtani 2007). From this view we find CD8+ and CD4+ T lymphocytes 

(Fig. 1a & Fig. 1b), natural killer cells (Fig. 1c), dendritic cells (Fig. 1d), macrophages, etc. 

The exact function of these cells is under current discussion. We only know that they play 

main role in controlling tumor development and growth. CD8+ T lymphocytes within 

cancer cell nests of colorectal cancer have significant impact on the survival of patients. They 

contain the cytolytic enzyme granzyme-B. In case of increased proliferating activity of CD8+ 

T lymphocytes we observe their activated and cytotoxic phenotype that is significantly 

associated with the absence of early metastatic events (vascular emboli, lymphatic invasion 

or perineural invasion of tumor cells) and with a decreased rate of cancer recurrence (Atreya 

& Neurath, 2008, Pages et al., 2010). A high density of memory T lymphocytes within 

colorectal cancer tissue was more frequently observed in patients without early detectable 

signs of metastatic events and was associated with both improved disease free interval (DFI) 

and prolonged overall survival (OS) (Galon et al., 2006; Pages et al., 2005).  

Natural killer cells (NK cells) mediate an effective lysis of cancer cells but the mechanism of 

detection of cancer cells is different from CD8+ T lymphocytes (Cooper et al., 2009). NK cells 

are mainly involved in the innate immune response and do not recognize specific tumor 

associated antigen on the surface of cancer cells as CD8+ T lymphocytes. NK cells lyse the 

cancer cells that are opsonized by surface antibody. NK cells also respond to other signals as 

cytokines produced by antigen presenting cells, which allow them to mediate early host 

responses against pathogen (Moretta et al., 2006). Decreased preoperative number of NK 

cells was associated with increased frequency of postoperative recurrence of colorectal 

cancer (Atreya & Neurath, 2008; Cooper et al., 2001). Their crucial role in the elimination of 

haematological malignancies, primary and secondary tumors has been recognized (Lucas et 

al., 2007; Ljunggren & Malmberg, 2007, Stojanovic & Cerwenka, 2011).  In the last year there 

are some signs that NK-cells have the capacity for memory-like responses, a property that 

was previously thought to be limited to adaptive immunity, but in this view the discussion 

still continues (Cooper et al., 2009).  

Dendritic cells are considered to be most potent antigen presenting cells. They play key role 

in activation, stimulation and recruitment of T lymphocytes. They can also induce antigen-

specific unresponsiveness or immune tolerance. Immature dendritic cells enter tumor tissue, 

uptake and process its antigens. Then after they migrate to lymph nodes, undergo 

maturation and interact with T-lymphocytes that are able to recognize presented antigen 

and so T-lymphocytes play effector role of this tumor-specific immunity (Atreya & Neurath, 

2008; Pages et al., 2005; Sandel et al., 2005; Steinman et al., 2003).  

Macrophages are important producers of different factors that have function during tumor 

progression and also during tumor progression control. Their function is not fully 

understand, but it was described that the number of tumor infiltrating macrophages 

correlates with overall survival of colorectal cancer patients (Atreya & Neurath, 2008; 

Pollard, 2004; Forssell et al., 2007). It seems that several types of tumor infiltrating 

macrophages influence the balance between pro- and anti-tumor properties of immune 

system (Forssell et al., 2007).  

From the morphologic view we can observe TIL in the specific portions of tumor and so we 
detect lymphocytic infiltration intratumoral (ITL – intratumoral lymphocytes) (Fig. 
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2a),intrastromal (ISL – intrastromal lymphocytes) (Fig. 2b), peritumoral (PTL – peritumoral 
lymphocytes) (Fig. 2c) and Crohn-like reaction (Crohn-like PTL)(Fig. 2d). We can also 
describe reactive histological changes in tributary lymph nodes (LN reactions). It means 
follicular hyperplasia (LN-FH) (Fig. 3a.), sinus histiocytosis (LN-SH) (Fig. 3b.) and the 
presence of granulomas (LN-GR) (Fig. 3c) (Ogino et al, 2009; Pages et al., 2005). 
The aim of this study was to analyze the relationship of contemporary clinical and 

histopathological factors and TIL to determine patients with a high risk of poor overall 

survival and tendency to early recurrence of malignancy with shortened disease free 

interval (DFI) after radical surgery for CRC.   

 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 

Fig. 1. Examples of tumor infiltration by immune cells: a) CD8+ T lymphocytes; b) CD4+ T 
lymphocytes; c) Natural killer cell (CD 57 staining)  and d) Dendritic cells (S 100 staining). 

a 

c 
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d
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Fig. 2. Different localisation of TIL within the tumor tissue: a) intratumoral lymphocytes;  
b) intrastromal lymphocytes; c) peritumoral lymphocytes and d) Crohn-like peritumoral 
lymphocytes. All sections stained with hematoxylin-eosin. 

 
 

 

Fig. 3. Reactive histological changes in tributary lymph nodes: a) follicular hyperplasia; b) sinus 
histiocytosis  and c) presence of granulomas. All sections stained with hematoxylin-eosin. 
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2. Methods 

We analyzed 150 patients who underwent radical surgical procedure for CRC between the 
years 2004-2007 at the Department of Surgery, Medical School and Teaching Hospital in 
Pilsen, Charles University in Prague. We selected only patients who were operated on 
electively – our aim was to decrease the risk of inflammation that is often connected with the 
acute operation of CRC and does not depend on the immune reaction against a tumor but 
could be evoked by the distension of the bowel. We also excluded patients who had risk of 
understaging (for example low number of analysed lymph nodes) and patients with a 
synchronous metastatic process. The inclusion standard was also the entire follow-up of 
patients during the whole postoperative period to increase the number of patients with a 
diagnosed early recurrence of CRC. 
The following clinical parameters were statistically analysed in relation to the disease free 
interval (DFI) and the overall survival (OS): staging, grading, preoperative leukocytosis, 
type of surgical procedure (radical vs. palliative), postoperative complications and 
postoperative oncological treatment.  

2.1 Histology 
We examined three different sections of each tumor and also sections of all found lymph 
nodes. Tissue for light microscopy was fixed in 4% formaldehyde and embedded in paraffin 
using routine procedures. Five micrometer-thick sections were cut from the tissue blocks 
and stained with hematoxylin-eosin. 
The type and grade of all tumors were determined according to WHO 2000 guidelines. The 
stage of tumors was established according to UICC 2002 guidelines. We evaluated 
endovascular (VI), endolymphatic (LI) and perineural infiltration (PI) by cancer cells (0 – 
none, 1 – yes). Lymphocytic infiltration was detected as intratumoral (ITL – intratumoral 
lymphocytes), intrastromal (ISL – intrastromal lymphocytes), peritumoral (PTL – 
peritumoral lymphocytes) and Crohn-like reaction (Crohn-like PTL), and scaled as none (0), 
mild (1), moderate (2) and severe (3). Reactive histological changes in lymph nodes (LN 
reactions) were detected as follicular hyperplasia (LN-FH), sinus histiocytosis (LN-SH) and 
the presence of granulomas (LN-GR), and all these parameters were quantified in the same 
manner as lymphocytic infiltration. 

2.2 Immunohistochemistry  
For immunohistochemical investigations the following primary antibodies were used: CD4 
(clone 4B12, 1:50, Vector Laboratories, Burlingame, CA, USA) and CD8 (clone C8/144B, 1:50, 
Dako, Glostrup, Denmark). Microwave pretreatment was used in both cases. The primary 
antibodies were visualized using the supersensitive streptavidin-biotin-peroxidase complex 
(Biogenex, San Ramon, CA). Appropriate positive and negative control slides were employed. 
The density of intratumoral infiltration by lymphocytes was evaluated in five High power 
microscopical fields (HPF) and expressed as the number of immunopositive cells per HPF. 

2.3 Statistical evaluation   
Statistical analysis was processed by the statistical software Statistica 9.0. The mean, median, 
standard deviation (SD), minimum, maximum, quartiles, frequencies and other basic 
statistical measurements were computed in given groups and subgroups of patients 
corresponding to studied clinical and histopathological parameters.  
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The relationships between the variables were described by Spearman rank correlation 
coefficients.  
The analyses of Overall survival (OS) and Disease free interval (DFI) were performed by 
Kaplan-Meier´s survival functions. The influence of given covariates (clinical and 
histopathological factors) was tested by the Log-Rank test and Wilcoxon test. The Cox 
regression hazard model, hazard ratio (HR) and 95% confidence interval (CI) for HR were 
computed for the evaluation of given clinical and histopathological factors to OS or DFI. 
Multivariate analysis was performed by the use of classification and regression trees 
(CART). The Cox regression hazard model (stepwise regression) was applied to find the 
predictors in CART. 

3. Results 

The statistical analysis of the studied cohort of patients after surgical treatment for colorectal 

cancer demonstrated an acceptable distribution of basic statistical description parameters 

(gender ratio 93:57 (male vs. female)). 1, 3 and 5 years overall survival was 92.2%, 76.5% and 

70.2% and 1, 3 and 5 year DFI was 85.3%, 64.3% and 49.4%.  

The Spearman rank correlation coefficient did not prove any stronger correlation than a 

moderate correlation at endolymphatic invasion (LI) and lymph node infiltration by 

metastatic process (Spearman rank correlation coefficient 0.56, p<0,05). All the other studied 

factors were independent factors or factors with a low correlation. 

Statistical analysis proved lymph node infiltration by metastatic process as statistically 

significant for the prognosis of overall survival (p<0.05) and N2 status of lymph nodes 

increased the risk of shorter overall survival 9.3x (Fig. 4.). 

 

 

Fig. 4. Statistical analysis proved the lymph node infiltration by a metastatic process as 
statistically significant for the prognosis of overall survival (p<0.05), and the N2 status of 
lymph nodes increased the risk of a shorter overall survival 9.3x. 
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Endovascular infiltration (VI) was proved as a negative prognostic factor of shorter overall 

survival (Fig.5.). Patients with positive histopathological findings of VI have 3.1x increased 

risk for shorter overall survival. The presence of peritumoral lymphocytes (PTL) (Fig.6.) and 

of Crohn-like PTL (Fig.7.) was proved as a positive prognostic factor of OS. Patients with a 

positive histopathological finding of PTL and Crohn-like PTL have a decreased risk for 

shorter overall survival (2.3x and 2.3x respectively). Lymph node follicular hyperplasia (LN-

FH) was verified as a positive prognostic factor for longer overall survival (Fig.8.). The 

statistical significance of LN-FH increased also with the raised density of infiltration.  LN-

FH positivity decreased the risk of shorter overall survival 3.3times. 

The severity of CD8+ lymphocytic infiltration was proved by the Cox regression hazard 

model as a positive prognostic factor enlarging overall survival (cut off 30 cells/HPF). The 

severity of CD4+ lymphocytic infiltration was proved as a significant factor for the 

prognosis of overall survival (cut off 4cells/HPF) with 2.5x increased hazard ratio in 

patients over the cut off (Fig.9.). Statistical analysis did not confirm the statistical 

significance of CD8/CD4 ratio.  

 
 
 
 
 
 
 

 
 
 

Fig. 5. Endovascular infiltration by cancer cells (VI) was proved as a statistically significant 

factor for the prognosis of overall survival (p<0.05). The patients with a positive 

histopathological finding of VI have 3.1x higher risk ratio for shorter overall survival. 
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Fig. 6. Presence of peritumoral lymphocytes (PTL) was proved as a statistically significant 
positive factor for the prognosis of overall survival (p<0.05). The patients with a positive 
histopathological finding of PTL have 2.3x lower risk ratio for a shorter overall survival. 

 

 

Fig. 7. Presence of Crohn-like PTL was proved as a statistically significant positive factor for 
the prognosis of overall survival (p<0.05). The patients with a positive histopathological 
finding of PTL have 2.3x lower risk ratio for a shorter overall survival. 
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Fig. 8. Lymph node follicular hyperplasia (LN-FH) was verified as a positive prognostic 
factor for a longer overall survival (p<0.05). The statistical significance of LN-FH increased 
also with the raised density of infiltration. LN-FH positivity decreased the risk of a shorter 
overall survival 3.3x. 

 

 

Fig. 9.  Severity of CD4+ lymphocytic intratumoral infiltration was proved as a significant 
factor for the prognosis of overall survival (cut off 4cells/HPF) with a 2.5x increased hazard 
ratio in patients over the cut off (p<0.05).  
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The Multivariate Cox Regression Hazard Model proved the combination of the severity of 

lymph node infiltration by metastatic process and LN-FH as the best prognostic factors for 

the prediction of the risk of shorter overall survival. This situation is demonstrated in the 

Classification and Regression Tree (CART)(p<0.05) (Fig.10.). All other studied parameters 

were not proved as statistically significant for the prognosis of overall survival. 

 
 
 

 

Fig. 10. Multivariate Cox Regression Hazard Model proved the combination of the severity 

of lymph node infiltration by a metastatic process and LN-FH as the best prognostic factors 

for the prediction of risk of a shorter overall survival (p<0.05). This situation is 

demonstrated in the Classification and Regression Tree (CART).  

Perineural infiltration (PI) was proved as a negative prognostic factor of an earlier 

recurrence (Fig.11.). Patients with a positive histopathological finding of PI have 3.8x 

increased risk for shorter DFI. 

The severity of CD8+ lymphocytic infiltration was proved by the Cox regression hazard 

model as a positive prognostic factor enlarging DFI (cut off 30cells/HPF) (Fig.12.). Patients 

over the cut off have 2.2x increased risk of an early recurrence. The severity of CD4+ 

lymphocytic infiltration was not proved as a significant factor for the prognosis of DFI. 

Statistical analysis did not confirm the statistical significance of the CD8/CD4 ratio. 
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Fig. 11. Perineural infiltration (PI) was proved as a negative prognostic factor of an earlier 
recurrence (p<0.05). Patients with a positive histopathological finding of PI have a 3.8x 
increased risk for shorter DFI. 

Statistical analysis proved lymph node infiltration by a metastatic process as statistically 
significant for the prognosis of DFI and N2 status of lymph nodes increased the risk of 
shorter DFI 5x (Fig. 13.). 
 

 

Fig. 12.  Severity of CD8+ lymphocytic intratumoral infiltration was proved as a positive 
prognostic factor enlarging DFI (cut off 30 cells/HPF) by the Cox regression hazard model 
(p<0.05). Patients over the cut off have a 2.2x increased risk of an early recurrence. 
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Fig. 13. Statistical analysis proved lymph node infiltration by a metastatic process as 
statistically significant for the prognosis of DFI, and a N2 status of lymph nodes 5x 
increased the risk of a shorter DFI (p<0.05).  

The Multivariate Cox Regression Hazard Model proved the combination of the severity of 

the lymph node infiltration by a metastatic process and the severity of CD8 positivity of 

infiltrating lymphocytes as the best prognostic factors for the prediction of risk of early 

recurrence (p<0.05). This situation is demonstrated in the Classification and Regression Tree 

(CART) (Fig. 14). All other studied parameters were not proved as statistically significant for 

the prognosis of DFI. 

4. Discussion 

The role of the adaptive immunological response in controlling the growth and relapse of 

CRC remains controversial and contemporary studies have not answered all the questions 

about the prognosis of patients after radical surgical treatment of CRC (Galon et al., 2006; 

Ohtani, 2007; Van den Eynde & Hendlisz, 2009). We analysed our large cohort of patients of 

CRC with consideration to detect the negative and also positive prognostic factors of early 

recurrence of the disease and the poor overall survival after radical surgery. It was 

stimulated by the unsatisfactory situation and some dilemmas in the indication of surgical 

and oncological treatment, when early recurrence depreciates our effort to radical surgery 

with a high risk of complications and the long time of the decreased quality of life of our 

patients. 

In the presented clinico-pathological study we demonstrated that lymph node infiltration by 

a metastatic process, N2 status of lymph nodes, VI, and extent of CD4+ lymphocytic 

intratumoral infiltration as negative prognostic factors of OS. In contrary PTL, Crohn-like 

PTL, LN-FH, and severity of CD8+ lymphocytic intratumoral infiltration were proved as 

positive prognostic factors of the overall survival.  
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Fig. 14. Multivariate Cox Regression Hazard Model proved the combination of the severity 
of lymph node infiltration by a metastatic process and the severity of CD8 positivity as the 
best prognostic factors for the prediction of risk of an early recurrence (p<0.05). This 
situation is demonstrated in the Classification and Regression Tree (CART). 

The combination of the severity of the lymph node infiltration by a metastatic process and 

LN-FH were proved as the best prognostic factors for the prediction of risk of a shorter 

overall survival by the Multivariate Cox Regression Hazard Model.  

We also demonstrated PI, lymph node metastatic infiltration and the N2 status of lymph 

nodes as negative prognostic factors of an earlier recurrence, and the severity of CD8+ 

lymphocytic intratumoral infiltration as a positive prognostic factor enlarging DFI. The 

combination of the severity of the lymph node infiltration by a metastatic process and the 

severity of CD8+ lymphocytic intratumoral infiltration were proved as the best prognostic 

factors for the prediction of the risk of an early recurrence by the Multivariate Cox 

Regression Hazard Model.  

Our results support the hypothesis that the adaptive immunological response in tumor 

tissue and its reaction in regional lymph nodes can influence the behavior of CRC and so 

affect the prognosis of patients (Atreya & Neurath, 2008; Galon et al., 2006). CD4 and CD8 

positivity of ITL was demonstrated as a key histopathological sign of tumor-specific 

immune response that could reflect the contemporary clinical situation and a tendency to 

relapse (CD4+) or the larger overall survival (CD8+) (Chiba et al. 2004; Koch et al., 2006, 

Pages et al., 2010).  
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We assessed several types of tumor infiltrating lymphocytes and clearly identified their 
relationships to relapse and the overall survival as positive or negative prognostic factors in 
contrary to previous publications that evaluated only the infiltration of the tumor but not 
the quality and type of infiltration (Ogino et al., 2009).  
Tumor infiltration by lymphocytes seems to be a promising prognostic factor reflecting the 
risk of patients to early recurrence or poor overall survival. Future work has to be focused 
on the molecular-biological background of tumor infiltration by lymphocytes to understand 
their pathophysiological functions (Pages et al., 2005, Zbar, 2004).   

5. Conclusion 

Tumor infiltrating lymphocytes seem to be promising prognostic factors that could find 
their use in colorectal surgery and consecutive oncological treatment as an indicator of the 
type or combinations of therapies reflecting the risk of patients to early recurrence or poor 
overall survival. The TIL status corresponds to immune control of cancer progression.  
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Abstract. Background: S100+ dendritic cells and CD57+

lymphocytes are factors reflecting the immune system´s ability
to suppress the progress of tumor growth. CD57+ cells include
natural killer cells and late stages of T-effector lymphocytes.
We evaluated the relationship between the known clinical and
histological factors and tumor markers as well as the presence
of S100+ and CD57+ cells in the tissue of colorectal carcinoma
with the aim of detecting patients at high risk of short overall
survival (OS) or short disease-free interval (DFI) after radical
surgical treatment and we further analyzed whether S100+ and
CD57+ positivity could bring on new information regarding the
treatment regimen. Materials and Methods: Data of 150
patients (97 males and 53 females) that underwent an elective
radical surgical procedure for colorectal cancer were studied.
The influence on DFI and on OS of the following parameters
was evaluated: grading, staging and positivity for S100 and
CD57 by immunohistochemical staining. We also analyzed the
relation of preoperative serum levels of the tumor markers
Carcinoembryonic Antigen (CEA), Cancer Antigen 19-9
(CA19-9), Cancer Antigen 72-4 (CA72-4), Thymidine kinase
(TK), Tissue-Specific Polypeptide Antigen (TPS) and Tissue
Polypeptide Antigen (TPA) in relation to S100 and CD57
positivity/negativity for the same patients. Results: OS at 1, 3
and 5 years was 92.2%, 76.5% and 70.2%; the DFI at 1, 3 and
5 years was 85.3%, 64.3% and 49.4%. CD57 positivity in the
tumor mass was proven as a positive prognostic factor for OS.
Risk of short OS was 2.5-fold higher in patients with low tumor
infiltration by CD57+ lymphocytes. The combination of N2
stage for lymph nodes and the absence of CD57+ cells was

proven to be the strongest negative prognostic factor for OS.
No significant influence of CD57 positivity on DFI appeared.
There was no significant influence of S100 positivity on OS or
DFI; nor was there any statistical dependence of CD57 and
S100 positivity or negativity on preoperative serum levels of
CEA, CA19-9, CA72-4, TK, TPS or TPA. Both studied factors
were shown to be statistically independent factors. Conclusion:
The present study showed infiltration of colorectal cancer
tissue by CD57+ cells as being an important independent
positive prognostic factor for OS.

S100+ dendritic cells (DC) and CD57+ lymphocytes are factors
reflecting the immune system’s ability to suppress the progress
of tumor growth. Atreya and Neurath demonstrated their role
in supression of the progress of colorectal carcinoma (1). CD57
is a glycoprotein with cell adhesion function also called human
natural killer-1 or LEU7 (2). CD57+ cells include natural killer
(NK) and late stages of T-effector lymphocytes. NK cells as a
part of the cellular innate immunity are able to destroy
malignant cells (2). NK cells mediate lysis of malignant cells
but the mechanism of detection of cancer cells is different from
that of the CD8+ T-lymphocytes (3); NK cells do not recognize
specific tumor-associated antigens of cancer cells as CD8+

T-lymphocytes do. NK cells lyse cancer cells that are
opsonized by surface antibodies or after stimulation by other
signals such as cytokines, produced by antigen-presenting cells
(4). A lower preoperative number of NK cells was associated
with increased postoperative recurrence of colorectal cancer
(5). The S100 antigen protein is present in many types of cells:
cells of neural crest, chondrocytes, adipocytes, myoepithilial
cells, macrophages, Langerhans cells and dendritic cells. In
particular dendritic cells (DC) (antigen-presenting cells) play a
key role in activating naive T-lymphocytes and NK cells. DC
gather antigens in their surrounding tissues, process them and
migrate to the secondary lymphoid organs to present antigens
on major histocompatibility complexes class I or class II to
CD8+ cytotoxic lymphocytes or CD4+ helper T-lymphocytes
(2, 6). In the majority of the available studies, increased
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numbers of immune cells infiltrating the tumors correlate with
an improved prognosis for cancer patients (7), but the role of
certain lymphocytes remains unclear (8). Here we evaluated the
relationship between the known clinical, histological factors
and tumor markers that are used in standard clinical follow-up
of patients and the presence of S100+ and CD57+ cells in the
tissue of colorectal carcinoma (CRC) with the aim of detecting
patients with a high risk of short overall survival (OS) or short
disease-free interval (DFI), after radical surgical treatment and
to analyze whether S100+ and CD57+ positivity could bring
new information on the treatment regimen, independently of
standard clinical examinations.

Materials and Methods 

Data from 150 patiens (97 males and 53 females) in a patient cohort
that underwent an elective radical surgical procedure at the Department
of Surgery of the Teaching Hospital and Medical School in Pilsen
between 2004-2007. The influence on DFI and on OS of following
parameters was evaluated: grading, staging and positivity of S100 and
CD57 by immunohistochemical staining.

Histological and immunohistochemical analysis. Tissue for light
microscopy was fixed in 4% formaldehyde and was embedded in
paraffin. Five micrometer-thick sections were cut from the tissue
blocks and stained with hematoxylin-eosin. Three different sections of
each tumor were examined.

For the immunohistochemical investigations the following primary
antibodies were used: CD57 (clone NK1, ready-to-use; Ventana,
Rocklin, CA, USA), and S100 (polyclonal, 1:1000; Dako, Glostrup,
Denmark). Microwave pretreatment was used in both cases. The
primary antibodies were visualized using the supersensitive
streptavidin-biotin-peroxidase complex (Biogenex, San Ramon, CA,
USA). The appropriate positive and negative control slides were
employed. The number of DCs and NK cells was evaluated in five
high power microscopical fields and was expressed as the number of
immunopositive cells per high power microscopical field.

Oncomarkers. All the blood samples for assessment of tumor markers
were obtained under standard conditions from the cubital vein during

the morning hours. The serum for the assessment of routine tumor
markers was acquired through centrifugation and was stored at –20˚C
until laboratory analysis. Tumor markers were assessed at the
Department of Nuclear Medicine, Faculty Hospital Pilsen with
commercial laboratory kits, in accordance with the manufacturers’
recommendations. The following tumor markers were assessed: CEA
(ng/ml, Immunotech, Czech Republic), carbohydrate antigen 19-9
(CA19-9, IU/l, Shering-CIS BioInternational, France), cytokeratins:
tissue-specific polypeptide antigen (TPS, kIU/l, IDL, Sweden), tissue
polypeptide antigen (TPA, kIU/l, DiaSorin, Italy). Thymidine kinase
(TK, IU/L) was measured by radioenzyme analysis (REA) using the
Immunotech (Prague, Czech Republic) assay kits.

Statistical analysis. Statistical analysis was processed by the statistical
software Statistica 9.0 (StatSoft, CA, USA). The relationships between
the variables were described by the Spearman rank correlation
coefficients. The analyses of OS and DFI were performed by Kaplan-
Meier survival functions. The influence of given covariates (clinical
and histopathological factors or tumor markers) was tested by the log-
rank test and the Wilcoxon test. The Cox regression the hazard model,
hazard ratio (HR) and the 95% confidence interval (CI) for HR were
computed for the evaluation of given clinical and histopathological
factors and tumor markers to OS or DFI. Multivariate analysis was
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Figure 1. CD57 positivity as a statistically significant prognostic factor for OS (cut-off 1 cell, p-value=0.0350). 

Figure 2. Classification and regression tree diagram presenting the
strongest negative prognostic factor combination for OS.



performed by the use of classification and regression trees (CART).
The Cox regression hazard model (stepwise regression) was applied
in order to find the predictors in CART.

Results 

There were 93 males (mean age=65.27 years, median=65.94
years) and 57 females (mean=68.07 years median=67.72 years)
in studied patients cohort. No statistically significant
differences were proven regarding the age between males and
females. OS at 1, 3 and 5 years was 92.2%, 76.5% and 70.2%;
the resulting DFI at 1, 3 and 5 years was 85.3%, 64.3% and
49.4%. CD57 positivity of cells in the mass of tumor was a
statistically significant positive prognostic factor (cut-off 1 cell,
p-value=0.0350, Figure 1) of OS. Risk of short OS was 2.5-
fold higher in patients with low tumor infiltration by CD57+

lymphocytes. CART showed that the combination of N2 stage
of lymph node disease and the absence of CD57+ cells was the
strongest negative prognostic factor of OS (Figure 2). No

statistically significant influence of CD57 positivity on DFI
appeared (Figure 3).

There was no statistically significant influence of S100
positivity on OS nor on DFI (Figures 4 and 5). There was no
statistical dependency or correlation of CD57 and S100
positivity or negativity on preoperative serum levels of CEA,
CA19-9, CA72-4, TK, TPS or TPA. Both studied factors were
found to be statistically independent factors.

Discussion

The role of the immunological response in controlling the
growth and relapse of CRC remains controversial and
contemporary studies have not answered all the questions about
the prognosis of patients after radical surgical treatment of CRC
(9, 10, 11, 14). We analyzed a large cohort of patients with CRC
aiming at detecting the relation between these types of immune
cells and the prognosis of patients after radical CRC surgery.
This aim was stimulated by some dilemmas in the decision for

Liska et al: S100+ Dendritic Cells and CD57+ Lymphocytes in Colorectal Cancer

2131

Figure 3. CD57 positivity was not proven as being a statistically significant prognostic factor for DFI (cut-off 4 cells, p-value=0.3415).

Figure 4. S100 positivity was not proven as being a statistically significant prognostic factor for OS (cut-off 2 cells, p-value=0.5877).



surgical and oncological treatment, when early recurrence
depreciates the effort of radical surgery due to a high risk of
complications and the long duration of the decreased quality of
life of the patients (3, 12). Our results support the hypothesis
that the immunological response observed in the tumor tissue
can influence the behavior of CRC and subsequently affect the
prognosis of patients (9). Tumor infiltration by NK cells seems
to be a promising positive prognostic factor reflecting the
decreased risk of patients for poor OS. Future work should
focus on the molecular-biological background of tumor
infiltration by lymphocytes to provide understanding over their
pathophysiological functions (1). The tumor markers inform us
of the negative prognosis of patients (early recurrence (DFI) or
for the poor prognosis for long OS (13). On the other hand
CD57+ positivity was demonstrated as being a positive
prognostic factor for radically operated patients with CRC. This
information is more important for clinicians than a negative
factor would be, since it could modify their decision about
adjuvant oncological treatment or follow-up regimen. The
present study demonstrated the positive influence of tumor-
infiltrating CD57+ cells on the prognosis of CRC. The results
could lead upon intensifying the follow-up strategy for the
patients with higher risk of early CRC reccurence.
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ÚVOD

Synchronní a metachronní metastázy kolorektálního
karcinomu jsou diagnostikovány u 60–70 % nemocných.

Nejčastější jejich lokalizací jsou právě játra (ve 20 až
70 %) a plíce (v 10–20 %) – 1, 2. Radikální chirurgická
léčba jaterních i plicních metastáz kolorektálního půvo-
du je dnes nezpochybnitelnou metodou v rámci multi-
modální onkochirurgické léčby, nabízející nemocným

Původní práce

Jaterní a plicní metastázy kolorektálního karcinomu 
– zkušenosti Chirurgické kliniky FN v Plzni

V. Třeška, J. Vodička, V. Špidlen, T. Skalický, J. Fichtl, V. Šimánek, J. Šafránek, A. Sutnar, J. Brůha 

Chirurgická klinika FN a LFUK v Plzni, přednosta: Prof. MUDr. V. Třeška, DrSc.

Podpořeno Výzkumným projektem P 36 Univerzity Karlovy v Praze

Souhrn

Úvod:Jaterní a plicní metastázy kolorektálního karcinomu se vyvinou přibližně u 20–70 %, resp. u 10–22% nemocných s kolorek-
tálním karcinomem. Otázka jejich optimální léčby je stále předmětem mnoha diskuzí. Cílem práce proto bylo zhodnocení výsledků chi-
rurgické léčby v rámci multimodálního léčebného postupu. 
Materiál a metodika:V letech 2002–4/2013 jsme řešili celkem 30 nemocných s oběma typy metastáz kolorektálního karcinomu.

Průměrný věk nemocných byl 62,8 ±10,7 roku. U 19 nemocných se jednalo o metachronní a u 11 pak o synchronní metastázy. U me-
tachronních metastáz předcházely jaterní metastázy ve 14 případech plicním a plicní metastázy pak byly diagnostikovány před jaterní-
mi u 5 nemocných. U sedmi nemocných se oba typy metastáz vyskytly současně. Jaterní resekci jsme provedli u 23, radiofrekvenční
ablaci (RFA) u 7 nemocných. U 15 nemocných s plicními metastázami byla provedena laserová metastasektomie, u 14 pak plicní resek-
ce a u jednoho nemocného RFA ložisek. U 25 nemocných jaterní výkon předcházel výkonu plicnímu. 73,3 % nemocných mělo násled-
nou adjuvantní onkologickou léčbu.
Výsledky:Do 30 dní po operaci zemřel 1 nemocný (3,3 %) na aktinomykotickou sepsi komplikovanou infekcí methicillin rezistent-

ním stafylokokem. Morbidita souboru činila 10 % K recidivě metastáz v játrech došlo u 6 nemocných, u všech byla provedena RFA.
Medián celkového a bezpříznakového přežívání nemocných po primární operaci metastáz byl 6,9, resp. 1,1 roku.           
Závěr: Chirurgická léčba je jedinou alternativou v rámci multimodální léčby nemocných s jaterními a plicními metastázami kolorek-

tálního původu, která nabízí nemocným dobré dlouhodobé výsledky.
Klíčová slova:jaterní a plicní metastázy kolorektálního karcinomu – chirurgická léčba

Summary
Třeška V, Vodička J, Špidlen V, Skalický T, Fichtl J, Šimánek V, Šafránek J, Sutnar A, Brůha J. Liver
and pulmonary metastases of the colorectal carcinoma – the experience of the Department of Surgery,
University Hospital in Pilsen

Introduction: Liver and pulmonary metastases of the colorectal carcinoma develop in about 20–70%, resp. in 10–22% patients with
the colorectal carcinoma. Their treatment is still a matter of discussion. The aim of our study was to evaluate the results of surgical trea-
tment as a part of the multimodal approach.
Material and methods:30 patients with liver and pulmonary colorectal metastases were operated on between 2002 and 4/2013. The

average age was 62.8 ±10.7 years. 19 patients had metachronous and 11 synchronous metastases. The liver metastases preceded pul-
monary in 14 cases, and vice versa in 5 patients. Both types of metastases developed in seven patients simultaneously. Liver resection
was performed in 23, radiofrequency ablation (RFA) in 7 patients. Laser pulmonary metastasectomy was performed in 15, pulmonary
resection in 14 and RFA in one patient. The liver procedure preceded pulmonary in 25 patients. 73.3% patients had adjuvant oncologi-
cal treatment.
Results:30 days mortality rate was 3.3% (N=1) for the actinomycotic sepsis complicated with MRSA infection. Morbidity rate was

10%. Recurrence of liver metastases developed in 6 patients. RFA was performed in all patients. The median of overall and disease free
survival was 6.9, resp. 1.1 years.
Conclusion:Surgical treatment as a part of the multimodal treatment is the only radical treatment for patients with liver and pulmo-

nary metastases. It offers good long-term results. 
Key words:liver and pulmonary metastases of the colorectal carcinoma – surgical treatment
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kvalitní dlouhodobé přežívání. 5leté celkové přežívání
po resekci jater ve spojení s onkologickou léčbou se dnes
v řadě studií pohybuje mezi 35–58 % [3,4] a u plic pak
mezi 21–43 % [5,6]. Samotná onkologická léčba pak při-
náší minimální efekt s 5letým celkovým přežíváním jen
v 0,4–4 % nemocných. Obecné pravidlo chirurgické léč-
by u metastazujícího kolorektálního karcinomu je radi-
kální resekce všech chirurgicky řešitelných metastáz. To
platí rovněž pro jaterní a plicní metastázy, ať již diagnos-
tikované současně, nebo v různém časovém intervalu po
sobě. Nicméně stále zůstává řada otázek v oblasti léčby
nemocných s jaterními a plicními metastázami kolorek-
tálního původu nedořešených především z hlediska opti-
malizace výběru nemocných k resekční léčbě. Studie na-
vazuje na naši práci publikovanou před 3 lety [7] a snaží
se o zhodnocení dlouhodobějších výsledků onkochirur-
gických postupů při řešení jaterních a plicních metastáz
kolorektálního karcinomu. 

MATERIÁL A METODIKA

V letech 2002 až 4/2013 jsme řešili celkem 30 nemoc-
ných s jaterními (JMKRK) a plicními metastázami

(PMKRK) kolorektálního karcinomu. Jednalo se o 20
mužů a 10 žen průměrného věku 62,8 ±10,7 roku (32–75
let). Primárním nádorem byl ve 13 případech karcinom
rekta, v 9 karcinom rektosigmatu a v 8 případech se jed-
nalo o karcinom tračníku. U 19 nemocných šlo o meta-
chronní a u 11 pak o synchronní metastázy ve vztahu
k primárnímu nádoru. U metachronních metastáz před-
cházely JMKRK ve 14 případech PMKRK a PMKRK
pak byly diagnostikovány před JMKRK u 5 nemocných.
Metachronní metastázy byly diagnostikovány v interva-
lu 10 měsíců – 5,6 roku po operaci primárního nádoru.
U sedmi nemocných se JMKRK a PMKRK vyskytly
současně. U 23 nemocných byl interval mezi výskytem
obou typů metastáz 1 měsíc – 4 roky. 
Léčebná strategie u každého nemocného byla zvolena

multioborovým onkochirurgickým týmem. U současné-
ho výskytu obou typů metastáz jsme nejprve volili ope-
raci JMKRK a poté v intervalu 14–60 dní operaci plic.
Velkou jaterní resekci (> 3 jaterní segmenty) jsme pro-
vedli u 13 nemocných, malou resekci u 10 nemocných,
RFA u 7 nemocných. U 15 nemocných s PMKRK jsme
provedli laserovou metastasektomii, u 12 klínovitou re-
sekci, nebo segmentektomii, 2krát lobektomii a 1krát
RFA navigovanou výpočetní tomografií. Osm nemoc-

N = 30 (20 mužů, 10 žen)

Průměrný věk:62,8 ±10,7 let (32–75 let)

Primární nádor:13krát karcinom rekta, 9krát karcinom rektosigmatu, 8krát karcinom tračníku

Metachronní metastázy:19krát (14krát předcházely jaterní plicním metastázám), Synchronní metastázy:11krát

Současný výskyt obou typů metastáz:7krát

Interval mezi výskytem metastáz (N=23): 1 měsíc – 4 roky

Jaterní výkon:23krát resekce, 7krát radiofrekvenční ablace

Plicní výkon:15krát laserová metastasektomie, 14krát resekce, 1krát radiofrekvenční ablace

Adjuvantní onkologická léčba:22krát (73,3 %)

Tab. 1: Soubor nemocných (2002–4/2013) s jaterními a plicními metastázami kolorektálního původu
Tab. 1: Group of patients (2002–4/2013)with liver and pulmonary colorectal metastases 

Graf 1: Celkové přežívání nemocných od primární operace metastáz
Graph 1:Overall survival after the primary surgery of metastases
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Graf 2: Celkové přežívání nemocných od primární operace jater
Graph 2:Overall survival after the primary liver surgery

Graf 4: Bezpříznakové přežívání nemocných po jaterním výkonu
Graph 4: Disease free survival after the liver surgery

Graf 3: Bezpříznakové přežívání celé skupiny nemocných
Graph 3: Disease free survival of the whole patient group
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ných mělo bilobární PMKRK, kdy jsme v jedné době
nejprve provedli sanaci ložisek v jednom plicním křídle
a v intervalu 14 dní – 1 měsíce pak výkon na druhém
plicním křídle. 22 (73,3 %) nemocných mělo následnou
adjuvantní chemoterapii po posledním primárním výko-
nu pro metastatický proces (nejčastěji FOLFOX, nebo
kombinaci FOLFOX s cílenou biologickou léčbou), 8
nemocných nebylo dále onkologicky léčeno – Tab. 1. 
Statistická analýza byla provedena s užitím SW SAS

(SAS Institute Inc., USA). Pro měřené parametry v ce-
lém souboru a v jednotlivých skupinách byly počítány
základní statistické údaje jako průměr, směrodatná od-
chylka, rozptyl, medián, minimum, maximum. Analýza
celkového přežití a času do progrese byla zpracována
užitím Kaplan - Meierové analýzy přežití a Coxova re-
gresního modelu. Rozdíly v přežití mezi zkoumanými
skupinami byly testovány pomocí tzv. Log-rank testu. 

VÝSLEDKY

Do 30 dní po operaci exitoval jeden nemocný (3,3 %)
po torakotomii na aktinomykotickou sepsi komplikova-
nou infekcí methicillin rezistentním stafylokokem. U tří
nemocných došlo k pooperační komplikaci (10 %). Je-
denkrát se jednalo o výše popsanou sepsi, dvakrát o ab-
sces jater po RFA. K recidivě metastatického procesu
v jaterním parenchymu došlo u 6 nemocných v intervalu
12–27 měsíců po operaci pro JMKRK. U všech nemoc-
ných jsme provedli RFA jater jako sekundární výkon
otevřenou nebo transkutánní cestou. U jednoho nemoc-
ného jsme pro recidivu JMKRK využili RFA 4 krát po
sobě v intervalu 30 měsíců od primární operace jater.
Celkové přežívání od primární operace metastáz bez
ohledu na to, zda první byly řešeny JMKRK, nebo
PMKRK bylo 4,6 ±1,8 roku, s mediánem přežití 6,9 let
(Graf 1). Pokud byl primární operací jaterní výkon (re-
sekce, RFA) pak 1 a 3 roky po operaci přežívalo 93,1 %
a 74,8 % nemocných s průměrem přežití 3,1 ±1,8 roku
(Graf 2). Vzhledem k malému počtu nemocných (N=5),
u kterých byla primárním výkonem plicní operace a se-
kundárním jaterní, jsme celkové přežívání nehodnotili. 1
a 3leté bezpříznakové přežívání celé skupiny nemocných
opět bez ohledu na to, zda primárním výkonem byla ja-
terní nebo plicní operace, bylo 53,3, resp. 6,7 %. (Graf
3). U nemocných, kde primárním výkonem byla jaterní
operace, bylo 1 a 3leté bezpříznakové přežívání 83,3
a 39,4 % s průměrem 3,1 ±1,8 roku (Graf 4).

DISKUZE

U 50–70 % nemocných s kolorektálním karcinomem
se v různém časovém období vyvine metastatický pro-
ces. Nejčastěji dochází ke vzniku JMKRK (ve 20–70 %)
a PMKRK (v 10–22 %) – 8,9. Dnes není pochyb o tom,
že jedinou účinnou léčbou jak JMKRK, tak PMKRK je
chirurgická operace, doplněná v řadě případů termoab-

lačními, či dalšími metodami v rámci multimodálního
onkochirurgického přístupu. Pětileté přežívání nemoc-
ných s JMKRK po radikální chirurgické léčbě se v sou-
časnosti pohybuje mezi 35–58 % a u PMKRK pak mezi
21–43 % [10,11,12]. Nicméně jen 15–25 % nemocných
s JMKRK a 50 % nemocných s PMKRK je primárně
operovatelných.
Ještě donedávna převládal názor, že přítomnost me-
tastáz kolorektálního karcinomu ve více systémech v or-
ganismu je znakem generalizace nádoru a nemocní byli
léčeni onkologickou nebo v nejzazším případě jen symp-
tomatickou léčbou. V současnosti platí jednoznačné pra-
vidlo z hlediska resekability metastatického procesu. Po-
kud celkový stav nemocného umožňuje radikální chirur-
gické odstranění metastáz buď v rámci jednoho nebo
víceetapových výkonů, pak největší profit pro nemocné-
ho má jaterní resekce, event. doplněná dalšími metoda-
mi (RFA, ireverzibilní elektroporace, mikrovlnná abla-
ce). To platí i pro aktivní chirurgický postup u JMKRK
se synchronními nebo metachronními PMKRK, či pro
PMKRK, které předcházejí vzniku JMKRK. Pokud jde
o synchronní JMKRK a PMKRK pak obyčejně operuje-
me v souladu s literárními údaji [13,14] nejprve JMKRK
a v odstupu dvou a více týdnů (v závislosti na rekonva-
lescenci nemocného po první operaci) pak PMKRK. Ji-
né skupiny [15,16] pak upřednostňují z obavy o reseka-
bilitu procesu nejprve operovat pokročilejší proces.
Otázka operací obou orgánů v jedné době není stále do-
řešena a existují na ni protichůdné názory. Nicméně pře-
vládají názory o postupné, etapové operaci, tak jak ji
uvádíme výše. Simultánní resekce je považována za rizi-
kovou a dokonce vedoucí k šíření nádorového procesu
při nadměrné operační zátěži organismu, která je spoje-
na se snížením jeho imunitní odpovědi [17].
Pokud jde o chirurgicky řešitelné metastázy v obou
jaterních lalocích s nedostatečným zbytkovým obje-
mem jater po jejich odstranění (FRLV – future rem-
nant liver volume), pak je vhodné provést odstranění
PMKRK a v další etapě odstranit JMKRK z levého la-
loku s následnou embolizací pravé větve portální žíly
a s odstupem 4–6 týdnů po nárůstu levého laloku jater
dokončit pravostrannou hepatektomii. Nicméně tzv.
etapových způsobů v oblasti řešení JMKRK je více.
Jedná se o chemo-bioterapeutický downsizing s ná-
slednou resekcí a/nebo RFA, mikrovlnnou ablací jater-
ních ložisek, či využítí metody ireverzibilní elektropo-
race [18]. I když dlouhodobé přežívání těchto nemoc-
ných po tzv. „rescue“ terapii je nižší v porovnání s pri-
márně resekabilními JMKRK, pak je přesto velmi vý-
znamné (36 % versus 71 % u JMKRK a 23 % versus
72 % pro PMKRK)
Výsledky operací pro JMKRK a PMKRK závisejí
na řadě faktorů. Jedná se o celkový objem JMKRK
a PMKRK a jejich počet, nutnost užití „rescue“ tera-
pie, radikalitu resekce (R0), invazi nádoru do cévních
struktur, hladiny karcinoembryonálního antigenu, kte-
ré jsou zásadními faktory pro dlouhodobou prognózu

 www.prolekare.cz  | stazeno: 2.4.2018 | login: janbruha

Tento clanek podleha autorskemu zakonu a jeho vyuziti je mozne v souladu s pravnim prohlasenim: www.prolekare.cz/prohlaseni



492 Rozhledy v chirurgii 2013, roč. 92

nemocných. Uvádí se rovněž, že nemocní s primární-
mi PMKRK a sekundárními JMKRK mají horší dlou-
hodobou prognózu. Možným vysvětlením je faktor ja-
terního filtru nádorových buněk. Pokud se jako první
objeví PMKRK, pak to obecně znamená jakési hema-
togenní obejití jaterního filtru s možnou generalizací
do ostatních orgánů [19]. Proto metastazující karcino-
my dolního rekta mohou být spojeny s horší prognó-
zou nemocných. Nicméně výsledky radikální chirur-
gické léčby u nemocných s JMKRK a PMKRK jsou
obecně velmi kvalitní. Literární údaje uvádějí průměr-
né 5leté přežívání u 40 % nemocných [20, 21], někte-
ré pak i významně vyšší – 61 % [22], tomu odpovídají
i naše výsledky.
Otázka neoadjuvantní onkologické léčby u primárně
resekabilních JMKRK a PMKRK není zcela vyřešena
[23]. Na našem pracovišti volíme včasný radikální chi-
rurgický postup pro primární operaci metastáz a druhý
výkon se snažíme provést v co nejkratším intervalu po
prvním. Po zhojení nemocného je pak ve většině pří-
padů pod vedením onkologa dále podávána chemote-
rapie často spojená s cílenou biologickou léčbou. Otáz-
ka zařazení adjuvantní cílené biologické léčby (na zá-
kladě výsledků K-ras antigenu) je stále předmětem dis-
kuzí [24,25] a bude nepochybně nutná velká randomi-
zovaná studie k vytvoření doporučeného postupu.
Opakované operace nebo RFA při recidivě procesu
na játrech a plicích jsou jedinou možnou metodou pro-
dlužující signifikantně přežívání nemocných a pokud
je to možné, mají být provedeny. Dnes nepředstavují
větší zátěž pro nemocného v porovnání s primárními
operacemi pro metastatický proces a rovněž jejich
dlouhodobé výsledky jsou prakticky stejné jako po pri-
márních operacích. 

ZÁVĚR

Radikální chirurgický přístup v rámci multimodál-
ních onkochirurgických postupů u nemocných
s JMKRK a PMKRK je jedinou možnou léčebnou al-
ternativou, jak nemocným prodloužit kvalitní život.
Naše strategie u synchronních metastáz spočívá nejpr-
ve v operaci JMKRK a poté v operaci PMKRK. Z hle-
diska jaterních výkonů volíme, pokud je to možné,
tkáň šetřící výkony s využitím termoablačních tech-
nik. U PMKRK je výhodná laserová metastasektomie
nebo klínovité resekce. Nicméně v problematice řešení
jaterních a plicních metastáz kolorektálního původu
zůstává řada nedořešených otázek, kterými jsou přede-
vším u synchronních metastáz posloupnost výkonu na
jednotlivých orgánech, využití perioperační onkolo-
gické léčby zejména u nemocných s primárními
PMKRK, které mají obecně horší prognózu, a dále
u nemocných s metastazujícím karcinomem rekta.
V tomto smyslu budou nutné další studie, které by mě-
ly odpovědět na výše uvedené otázky.
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