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Abstrakt 
Rakovina hrubého čreva (KRK) je hlavným problémom verejného zdravia na celom svete a je jedným 

z najčastejších typov rakoviny v rozvinutých krajinách. Najnovšie štatistiky stále naznačujú, že Česká 

republika má na celom svete vysoký podiel výskytu KRK, a to najmä u mužov. KRK je ochorenie, na 

ktorom sa okrem genetických a chromozomálnych abnormalít podieľajú aj epigenetické zmeny, 

z ktorých najznámejším je práve DNA metylácia. Zmeny v DNA metylácii sú najvýraznejšími 

mechanizmami, ktoré menia expresiu génov. Strata génovej funkcie epigenetickým umlčaním 

kritických génov môže hrať kľúčovú úlohu pri vývoji a progresii sporadických ľudských nádorov, 

vrátane KRK. 

KRK sa zvyčajne vyvíja z prekanceróznych lézii, známych ako adenóm. Málo je však známe o presnom 

načasovaní DNA metylačných zmien pri prechode zo zdravého hrubého čreva, cez adenóm až do 

zhubného stavu. Cieľom tejto bakalárskej práce je podrobne zhrnúť aberantné zmeny v DNA metylácií 

u ľudí s adenómom a u pacientov s KRK a zároveň zhrnúť aktuálne používané metódy detekcie DNA 

metylácie.  

 

Kľúčové slová: rakovina hrubého čreva, DNA metylácia, adenóm, metylačný fenotyp CpG 

ostrovčekov, hypermetylácia, hypometylácia  

 

Abstract 
Colorectal cancer (CRC) is a major public health problem worldwide and is one of the most common 

types of cancer in advanced countries. Recent statistics still present that the Czech Republic has a high 

incidence of CRC worldwide, especially in Czech men. CRC is known to be a disease that is caused not 

only by genetic and chromosomal abnormalities but also by epigenetic changes with the best-known 

DNA methylation. Changes in DNA methylation are the most prominent mechanisms that alter gene 

expression. Loss of gene function by epigenetic silencing of critical genes plays a key role in the 

development and progression of sporadic human tumors, including CRC. 

CRC usually develops from a harmless protrusion, known as an adenoma. However, little is known 

about the exact timing of DNA methylation changes in the transition from a healthy colon, through an 

adenoma to a malignant state. This bachelor thesis aims to summarize in detail the aberrant changes in 

DNA methylation in people with adenoma and in patients with CRC and at the same time to summarize 

the currently used methods of DNA methylation detection. 

 

Keywords: colorectal cancer, DNA methylation, adenoma, CpG island methylation phenotype, 

hypermethylation, hypomethylation   



 
 

Zoznam použitých skratiek  
5mC - 5 metyl-cytozín 

A - adenóm 

ACF - „aberrant crypt foci“ 

aFAP - atenuovaná familiárna adenomotatózna 

AQAMA- absolútna kvantitatívna analýza metylovaných alel 

BSP - bisulfitové sekvenovanie 

CGI - CpG ostrovčeky  

CIMP-  metylačný fenotyp CpG ostrovčekov 

CIMP-H - CIMP „high“ 

CIMP-L - CIMP „low“ 

CIN - chromozómová nestabilita  

CMS - konvenčné molekulárne podtypy  

COBRA- kombinovaná bisulfitová restrikčná analýza 

CpG - Cytosin-fosfát-Guanin 

CT - počítačová tomografia 

EMT - epiteliálne-mezenchymálna tranzícia 

FAP - familiárna adenomotózna polypóza 

FS - flexibilná sigmoidoskopia 

gTOKS - test okultného krvácania do stolice 

HDAC - históndeacetylázy 

HNPCC - Lynchov syndróm  

HP - hyperplastické polypy 

iTOKS - imunochemický test okultného krvácania do stolice 

JPS - juvenilný polypózny syndróm 

KRK - rakovina hrubého čreva 

MAP - MUTYH- asociovaná polypóza 

MBD - metyl-CpG-väzbová doména 

MeDIP - imunoprecipitácia metylovanej DNA 

MMR - mismatch opravná dráha 

MS- HRM - metylačne špecifická high resolution melting metóda 

MS-MLPA - metylačne špecifická multiplexná amplifikácia prób závislá́ od ligácie 

MSI -  mikrosatelitová nestabilita 

MSI-H -  mikrosatelitová nestabilita „high“ 

MSI-L - mikrosatelitová nestabilita „low“  

MSP - metylačne-špecifická PCR 



 
 

MSS - mikrosatelitne stabilné 

MT-sDNA - viac-cieľový DNA test stolice 

PCR - polymerázová reťazová reakcia 

PHTS - PTEN syndróm hamartomov a nádorov 

PJS - Peutz-Jeghersov syndróm 

PPAP - Polymerase proofreading-asociovaná polypóza 

qMSP- kvantitatívna metylačne-špecifická PCR 

RK - rakovina konečníku 

SCNA - zmena počtu somatických kópií 

SSA - sesislné serátne polypy 

TSA- tradičné serátne polypy 
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1. Úvod  
 

Rakovina hrubého čreva (KRK) je jedným z najčastejších nádorových ochorení vo vyspelých 

štátoch, vrátane Českej a Slovenskej republiky. KRK sa zvyčajne vyvíja z nezhubných zmien črevného 

epitelu lokalizovaných na črevnej sliznici, známych ako adenómy. Počiatočné štádia KRK sú často 

bezpríznakové a pacienti sú diagnostikovaní až vo vyššom štádiu, kde je šanca na ich prežívanie omnoho 

nižšia. 

Metylácia, jedna z najštudovanejších epigenetických modifikácií, je proces, pri ktorom dochádza k 

prenosu -CH3 skupiny z molekuly donoru, S-adenosyl-L-metionínu, na 5´C cytozínu pomocou DNA 

metyltransferáz. Je všeobecne známe, že výskyt aberantne metylovanej DNA prispieva k rozvoju 

nádorového ochorenia. Pokiaľ sú metylované promotory jednotlivých génov, dochádza k zníženiu alebo 

k úplnej strate expresie. Genóm rakovinových buniek synchrónne vykazuje globálnu hypometyláciu, 

ako aj promótorovú hypermetyláciu. Preto identifikácia hypo- a hyper- metylovaných génov ako 

u črevných adenómov tak i u KRK môže prispieť k definovaniu nových procesov, ktoré sú rozhodujúce 

pre vznik a progresiu KRK. Súčasťou práce je predovšetkým  zhrnutie vedeckých prác venovaných sa 

výskytu aberantnej DNA metylácie ako u adenómov tak aj u KRK. 

Táto bakalárska práca podáva ucelený pohľad na problematiku črevných adenómov a KRK s 

možnosťami ich detekcie a liečby. Na etiológiu KRK okrem genetických faktorov zohrávajú dôležitú 

úlohu aj epigenetické zmeny, predovšetkým DNA metylácie. Náplňou tejto práce je predstaviť 

všeobecný pohľad na úlohu DNA metylácie a jej funkcie v regulácii transkripcie u osôb 

s prekanceróznymi léziami - adenómami a rakovinou hrubého čreva. Nedávno bola prítomnosť DNA 

metylácie v nádore zahrnutá i do klasifikácie molekulárnych podtypov KRK a poukázalo sa tak na ich 

prognostický význam. Časť tejto práce sa preto venuje aj klasifikácii KRK podľa molekulárnych 

podtypov.  
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2. Rakovina hrubého čreva 
 

2.1 Epidemiológia KRK  
 

Rakovina hrubého čreva (KRK) patrí medzi najčastejšie diagnostikované rakoviny a miera jej 

výskytu v rozvinutých krajinách neustále rastie. KRK je podľa výskumu z roku 2020 tretím najčastejším 

typom rakoviny (10%) s druhou najvyššou úmrtnosťou (9,4%) na svete (Graf č. 1 a 2), (GLOBOCAN  

2020). Vyskytuje sa častejšie u mužov (55%) než u žien (45%) a u ľudí starších ako 50 rokov (90%). 

V Českej republike je druhým najčastejším typom rakoviny (13%) s druhou najvyššou úmrtnosťou 

(12,5%). Každý rok je diagnostikovaných približne 8 000 nových pacientov a zaznamenaných takmer  

4 000 úmrtí. V roku 2020 sa Česká republika umiestnila na 17. mieste v počte pacientov na svete 

(štandardizácia podľa veku na 100 000 ľudí) (GLOBOCAN 2020). Podľa lokalizácie môžeme KRK 

rozlišovať na rakovinu hrubého čreva a konečníka. Kvôli ich podobným vlastnostiam sú často študované 

spoločne (Phipps et al. 2013).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

                                      
        

Graf č. 1: Incidencia a mortalita KRK vo svete, Globocan, 2020 
ASR (W) = Age standarized rate – vyjadruje počet prípadov na 100 000 obyvateľov 
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Graf č. 2: Výskyt nádorového ochorenia v Českej Republike, Globocan, 2020 

 

2.2 Rizikové faktory vzniku rakoviny hrubého čreva 
 

K najväčším rizikovým faktorom KRK sa radí vek: riziko vzniku KRK sa priamo úmerne zvyšuje 

s narastajúcim vekom; s najčastejším výskytom po 50 roku života. Iné neovplyvniteľné faktory sú 

pohlavie, rasa, vrodené syndrómy a výskyt mutácii v DNA (Geneve et al. 2019, Murphy et al. 2019). 

V poslednej dobe sa zvýšil počet diagnostikovaných pacientov v mladšom veku (<50 let). Nádory 

vzniknuté v mladom veku sa odlišujú od nádorov vzniknutých v staršom veku v ich klinických i 

patologických vlastnostiach, molekulárnych profiloch a potenciálnej reakcií na liečbu (Venugopal et al. 

2019). KRK u mladších pacientov sa častejšie vyskytuje na distálnej strane čreva a v konečníku, 

diagnostikovaná je v neskorších štádiách, je spojená s horším celkovým prežívaním a s horšími 

prognózami (Georgiou et al. 2019; Pilozzi et al. 2015). 

 

Na vzniku KRK sa okrem dedičných faktorov podieľa aj životné prostredie a životný štýl. Ku vzniku 

KRK prispieva nízka fyzická aktivita, fajčenie, stres, nadváha a obezita, vysoká konzumácia alkoholu, 

strava bohatá na tuk, červené mäso a údeniny, sedavé zamestnanie (He et al. 2018; Simon 2016). 

Upravenie vyššie zmienených faktorov môže znížiť šancu na vznik KRK o približne 13% (Danaei et al. 

2005). K rizikovým faktorom KRK ďalej patria aj zápalové ochorenia čriev ako sú: Crohnova choroba, 

ulcerózna kolitída, atď. (Amersi et al. 2005). Okrem zápalových ochorení sa sem radia aj iné ochorenia 

ako je diabetes mellitus druhého typu, ktorý väčšinou súvisí s obezitou a nízkou fyzickou aktivitou 

(Peeters et al. 2015). 

 

Iné typy 
rakoviny 

39%

Rakovina kože
4%Žlčník

4%
Obličky

5%

Pľuca
10%

Prsia
11%

Hrubé črevo a 
konečník 

13%
Prostata

14%

Celkovo: 67 003 

Výskyt rakoviny v roku 2020, Česká republika

 



4 
 

2.3 Prekancerózne lézie KRK 

 
KRK sa zvyčajne vyvíja z prekanceróznej lézie známej ako adenóm. Adenómy sú nezhubné nádory 

lokalizované na črevnej sliznici, ktoré vyčnievajú do črevného lúmen. Za vznik adenómov v črevnom 

epiteli sa považuje znížená schopnosť aktivácie apoptózy alebo zvýšená proliferácia buniek v črevnom 

epiteli (Fearon et. al. 1990; Mäkinen 2007). Proces vývinu rakoviny z adenómu trvá zvyčajne niekoľko 

rokov až desaťročí. Výskyt adenómov v hrubom čreve je však relatívne bežný, a riziko rozvoja rakoviny 

v týchto léziách je zvyčajne nízka. Desaťročné riziko transformácie na KRK z vysoko rizikového 

adenómu je 2,7% (Atkin et al. 2017). Pokiaľ bol jedincovi pri kolonoskopickom vyšetrení nájdený 

adenóm v čreve, adenóm je následne  chirurgicky odstránený a nie je nutná ďalšia liečebná stratégia. 

Avšak pacienti, ktorým boli odstránené adenómy zvyčajne vykazujú vyššie riziko opätovného výskytu 

adenómu alebo KRK, a preto im je odporúčané častejšie kolonoskopické vyšetrenie (Atkin et al. 2002). 

Odporúčané intervaly medzi kolonoskopickými vyšetreniami sú uvedené v tabuľke č.1. 

 

Adenómy sa rozdeľujú podľa vzhľadu tkaniva na tubulárne, vilózne  a tubulo-vilózne. 

Tubulárne adenómy sú väčšinou menšie ako 1cm, sú tvorené tubulmi (trubičkami), tvoria približne      

75-85% všetkých adenómov so šancou na malígnu transformáciu menšou ako 5%.  

Vilózne adenómy zvyčajne sú väčšie ako 1cm, sú tvorené vlasovitými výrastkami, tvoria približne          

5-10% všetkých adenómov a vykazujú 20-25% šancu na malígnu transformáciu.  

Tubulo-vilózne adenómy sú kombináciou rastúcich z oboch vzorov. Tvoria približne 10-15% všetkých 

adenómov s 35-40% šancou na malígnu transformáciu (Amersi et al. 2005).  

Veľkosť adenómov je tiež priamo spojená s malígnym  rizikom: malé (<1cm) adenómy majú šancu 

na malígnu transformáciu menej ako 1%, zatiaľ čo u adenómov väčších ako 2 cm je toto riziko približne 

50% (Conteduca et al. 2013). Adenómy sa ďalej klasifikujú podľa Viedenskej klasifikácie kde rastúce 

číslo tejto klasifikácie určuje stupeň malignity. Číslo 1. predstavuje negatívny nález a 5 naopak 

predstavuje invazívny karcinóm (Schlemper et al. 2000). 

Približne 10-15% sporadických KRK vzniká zo serátnych lézií (Conteduca et al. 2013). Serátne lézie 

sa z histologického hľadiska delia na hyperplastické polypy (HP), sesilné serátne adenómy (SSA) 

a tradičné serátne adenómy (TSA) (Crockett et al. 2019). K prekancenceróznym léziám sa radia len SSA 

a TSA.  

SSA tvoria 10-15% polypov a sú prekurzorom väčšiny KRK, ktoré vznikajú serátnou dráhou. 

Zvyknú byť ploché s bledšou sliznicou než bežné adenómy, bývajú pokryté hlienom a častejšie sa 

vyskytujú v proximálnej časti čreva. Vďaka týmto znakom bývajú SSA ťažko detekovateľné a ich úplne 

odstránenie býva obťažnejšie (Obuch et al. 2015). TSA tvoria menej ako 1% polypov a prevažne sa 

vyskytujú v distálnej časti čreva. Väčšinou sú väčšie ako 5mm a majú tubulo-vilóznu architektúru 

(IJspeert et al. 2015).  
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Hyperplastické polypy tvoria 20-30% (Crockett et al. 2019).  Podľa viacerých štúdií nie sú významne 

spojené so zvýšeným rizikom pre KRK, pri ich pozitívnom náleze sú odporúčané intervaly skríningu 

ako pri priemernom riziku vzniku KRK. (Tabuľka č.1) (Burt et al. 2003). 

 

Tabuľka č.1 Odporúčané intervaly medzi jednotlivými kolonoskopickými vyšetreniami                
v závislosti od nálezu (Lieberman et al. 2012) 

 

Nález 
Odporúčaný interval medzi 

kolonoskopickými vyšetreniami                
(rok) 

Bez polypov 10 
Malé hyperplastické polypy 10 
1-2 malé (<1cm) tubulárne adenómy s nízkym 
stupňom dysplázie 

5-10 

3-10 tubulárnych adenómov 
1 alebo viac vilóznych adenómov 
1 alebo viac tubulárnych adenómov (≥10mm) 
adenómy s vysokým stupňom dysplázie 

3 

>10 adenómov <3 
Sesislné serátne adenómy (<10mm), bez dysplázie 5 
Sesisilné serátne adenómy (≥10mm)  
Sesislné serátne adenómy s dyspláziou 
tradičné serátne adenómy 

3 

Syndróm serátnej polypózy 1 
 

2.4 Formy rakoviny hrubého čreva  
 

Približne 75% všetkých prípadov KRK je sporadických bez rodinnej histórie a zjavného výskytu 

vrodených mutácií. Táto forma vzniká postupným hromadením získaných genetických a epigenetických 

zmien, ktoré môžu viesť k tvorbe a vzniku benígneho adenómu až k vzniku karcinómu (De Palma et al. 

2019). Vznik KRK je preto možné chápať ako mnohostupňový proces. V ďalších kapitolách budú 

jednotlivé cesty vzniku nádoru detailnejšie popísané. 

Zvyšných 25-30% tvoria familiárne KRK. Pacienti s týmto typom KRK majú rodinnú históriu 

spojenú s KRK čo naznačuje spoločné predispozície, spoločné rizikové faktory medzi členmi rodiny, 

alebo kombináciu oboch týchto faktorov. Podskupinou familiárnych KRK sú dedičné KRK, tvoriace 

5%, ku ktorým dochádza v dôsledku mutácií v niektorých konkrétnych génoch, napríklad génu MLH1 

(Kanth et al. 2017). Dedičné KRK majú identifikovateľné genetické mutácie a sú tradične klasifikované 

ako nepolypózne a polypózne syndrómy. Medzi najbežnejšie dedičné syndrómy patria hereditárna 

nepolypózna KRK (HNPCC, Lynchov syndróm), familiárna adenomotatózna polypóza (FAP), 

atenuovaná familiárna adenomotatózna polypóza (aFAP), MUTYH- asociovaná polypóza (MAP), 

juvenilný polypózny syndróm (JPS), Peutz-Jeghersov syndróm (PJS), Polymerase proofreading-

asociovaná polypóza (PPAP), PTEN syndróm hamartomov a nádorov (PHTS), Cowdenov syndróm, 

familiárna KRK typu X (Kastrinos et al. 2011; Rawla et al. 2019; Siskova et al. 2020). 
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2.5 Skríning 

KRK sa dá predchádzať pravidelným preventívnym skríningom. Ten je veľmi dôležitý, pretože ak 

je KRK detegovaná včas, je veľmi dobre liečiteľná. Skríning dokáže detegovať prekancerózne štádiá, 

ktoré sú následne chirurgicky odstránené. Skoré štádia KRK zvyčajne nevykazujú žiadne príznaky, ako 

sú napríklad: zápcha, kŕče, bolesti v bruchu alebo krvácanie, ktoré môže byť viditeľné v stolici. Tie sa 

zvyčajne objavia až v pokročilejších štádiách (Simon 2016; Maida et al. 2017).  

 
2.5.1 Metódy skríningu 

K štandardnému postupu pri skríningu patrí pravidelný test založený na prítomnosti okultnej krvi 

v stolici (gTOKS) po 50. roku, pokiaľ je test pozitívny je následne podstúpená kolonoskopia (Segnan et 

al. 2010). 
Existuje niekoľko ďalších skríningových metód, ktoré sa uplatňujú menej  ako sú flexibilná 

sigmoidoskopia (FS), počítačová tomografia (CT), imunochemický test (iTOKS) a viac-cieľový DNA 

test v stolici multitarget-stool DNA test (MT-sDNA) (Tabuľka č.1). Rozdeľujú sa na invazívne 

a neinvazívne. Invazívne zahŕňajú kolonoskopiu a FS, ktoré umožňujú priamu vizualizáciu a detekciu 

črevného adenómu s výhodou získania patologickej vzorky a odstránenia adenómu (Issa et al. 2017). 

Bolo dokázané, že použitie týchto metód znižuje ako výskyt KRK tak s ním spojenú úmrtnosť v prípade 

kolonoskopie výskyt o 53-72%  a úmrtnosť o 31%, v prípade sigmoideoskopie výskyt a úmrtnosť o 60% 

v distálnej časti čreva (Simon, 2016). Neinvazívne metódy zahŕňajú testy gTOKS, iTOKS a MT-sDNA. 

K rádiologickým neinvazívnym metódam sa radí CT, pomocou ktorej je možná vizualizácia hrubého 

čreva (Issa et al. 2017). 

 

Tabuľka č.2 Citlivosť a špecificita skríningových metód (Simon 2016; Imperiale et al. 2014;  
Colorectal Cancer Alliance 2019; Levin et al. 2003; National Cancer Institute 2010) 

*platí pri distálnej KRK. CT- počítačová tomografia, gTOKS- test okultného krvácania do stolice                
iTOKS - imunochemický test okultného krvácania do stolice, MT-sDNA - viac-cieľový DNA test v stolici 
 

 
 
 
 

Test  Citlivosť 
KRK 

Citlivosť adenómu 
pokročilý 

Citlivosť adenómu 
skorý 

Špecificita 

Kolonoskopia 95% 88-98% 76-80% 86% 
Sigmoidoskopia 95%* 75-95%* 75-76% 87%* 
CT  84-90% 78-90% 60% 88% 
gTOKS 33-75% 11-25%  2-10% 92-99% 
iTOKS 60-85% 24-29% 8% 94-97% 
MT-sDNA 92% 42-69% 17% 87-90% 
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2.6 Liečba rakoviny hrubého čreva  
 

Liečba KRK je závislá na jednak na jeho štádiu a jednak na lokalizácii nádoru.                                     

Štádium KRK je rozdelené na základe troch kľúčových informácií: veľkosti tumoru (T), rozšírenia do 

regionálnych lymfatických uzlín (N), a rozšírenia do vzdialených metastáz (M) (Liu et al. 2018). 

Prežívanie aj liečba KRK sú silne ovplyvnené štádiom KRK: čím má štádium vyššie číslo, tým klesá 

percento prežívania. U pacientov v I štádiu je 5-ročné prežívanie viac než 90%, v II. 60-85%, v III. 38-

65% a v IV. 5-10% u oboch pohlaví (Lombardi et al. 2009; CancerResearch UK 2019). 

Základným liečebným postupom u KRK je chirurgické odstránenie nádoru, s prípadnou následnou 

neo-adjuvantnou alebo advadjuvantnou rádioterapiou alebo chemoterapiou ( Colon Cancer Treatment 

2002; Vodenkova et al. 2020). Na zmenšenie nádoru pred chirurgickým zákrokom je aplikovaná neo-

adjuvantná liečba, ktorá je využívaná predovšetkým u rakoviny konečníka (neo-adjuvantná 

chemorádioterapia) (Grass et al. 2018). Cieľom adjuvantnej liečby je odstránenie zvyškových 

nádorových buniek, ktoré neboli odstránené pri chirurgickom zákroku a taktiež znížiť tak riziko návratu 

ochorenia (Jalaeikhoo et al. 2019). Pri pokročilých nádoroch, predovšetkým v štvrtom štádiu je 

uplatňovaná paliatívna liečba. Táto liečba má za cieľ predĺžiť dĺžku pacientovho života a zároveň zvýšiť 

jeho kvalitu (Osagiede et al. 2019).  
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3. Mechanizmy vzniku rakoviny hrubého čreva 
 

Vznik KRK je charakterizovaný sledom  genetických a epigenetických udalostí, počas ktorých sa 

normálny epitel hrubého čreva postupne vyvíja v adenóm a postupne sa transformuje do malígneho 

tkaniva (Testa et al. 2018). Fearon a Vogelstein v roku 1990 prvýkrát navrhli viacstupňový model 

prechodu „adenóm-karcinóm“ (Obrázok č.1), ktorý sa vyznačuje genomickými zmenami, ktorých 

akumulácia vedie k chromozomálnym zmenám, chromozomálnym translokáciam a aberáciám 

a následnej chromozomálnej instabilite, preto sa označujú ako kanonicky model patogenézy KRK 

(Fearon et al. 1990)  

 

Obrázok č.1 Sekvencia vývoju adenóm-karcinóm (Fearon et al. 1990; Gonzalez et al. 2017; De Palma 

et al. 2019) 

Genomová nestabilita sa vzťahuje na stav so zvýšenou frekvenciou výskytu mutácií a epimutacií 

v rámci nádorového genómu. Tieto mutácie zahŕňajú nesynonymné zmeny v sekvenciách DNA, 

chromozómovú reorganizáciu alebo zmeny v počte chromozómov. Tieto mutácie vedú k následným 

modifikáciám genómu nádorových buniek, alebo k ďalším zmenám v molekule DNA, klonálnej evolúcií 

či heterogenite nádoru (Wei et al. 2016). 

Genómová a epi-genomická nestabilita sú dôležitým znakom vývoja rakoviny hrubého čreva. 

Mechanizmy, vedúce k jej vzniku, rozdeľujeme do troch odlišných dráh: chromozómová nestabilita 

(CIN), mikrosatelitová nestabilita (MSI) a metylačný fenotyp CpG ostrovčekov (CIMP) (Mármol et al. 

2017). Všetky tieto dráhy sa môžu navzájom prekrývať a zodpovedajú za vznik genómovej nestability 

v adenóme čo môže viesť k jeho malígnej transformácií (Siskova et al. 2020). 
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3.1 Chromozómová nestabilita (CIN) 
 

CIN dráha chromozómovej instability je najbežnejším typom vedúcim ku genómovej instabilite, 

vyskytuje sa približne u 70-85% všetkým sporadických foriem KRK (Dunican et al. 2002; Siskova et 

al. 2020). Chromozómová nestabilita je spôsobená hlavne poruchami v mitotickom procese alebo 

mitotickom aparáte, ktoré zabezpečujú presnú segregáciu chromozómov (Rao et al. 2013;). 

V KRK boli najčastejšie pozorované straty chromozomálnych ramienok 1p, 4q, 5q, 8p, 17p, 18p, 

18q, 20p a 22q, a chromozomálne zisky na chromozóme 7, a chromozomálnych ramienkach 1q, 

8q,12q,13q 19q a 20q (Alonso et al. 2017; Conconi et al. 2016; Dyrsø et al. 2011; Muzny et al. 2012; 

Thiagalingam et al. 2001). 

 

3.2 Mikrosatelitová nestabilita (MSI) 
 

Mikrosatelitová instabilita (MSI) patrí u KRK k najdlhšie a najlepšie známym aberáciám, ktorá sa 

uplatňuje v patogenéze KRK; definuje klinický priebeh ochorenia a jej detekcia sa už stala štandardnou 

súčasťou klinické praxi.  

MSI dráha sa vyskytuje u približne 15% všetkých KRK a je spôsobená hypermutabilným fenotypom 

kvôli strate funkčnosti DNA opravného mechanizmu, konkrétne opráv chybného párovania, tzv. 

mismatch reparačnej dráhy (MMR) (Dunican et al. 2002). Schopnosť opravy krátkych DNA reťazcov 

alebo tandemových repetícii je u nádorov s MSI znížená, preto dochádza k hromadeniu mutácií v týchto 

oblastiach. Inaktivácia MMR génov môže byť spôsobená spontánnymi udalosťami, najčastejšie 

hypermetyláciou promótora génu MLH1 (12%),  alebo zárodočnými mutáciami aké sa vyskytujú 

v HNPCC (3%) (Mármol et al. 2017; Boland et al. 2010)  

 

3.3 Metylačný fenotyp CpG ostrovčekov (CIMP) 
 

Tretia podskupina KRK, CIMP, vzniká cestou epigenetickej nestability a vyznačuje sa rozsiahlou 

hypermetyláciou promótorových CpG  miest (CpG = Cytosin-fosfát-Guanin), čo má za následok 

inaktiváciu tumor supresorových génov (Toyota et al. 1999). Táto zmena sa radí k reverzibilným práve 

kvôli prítomnej metylácií v CpG miestach. Tieto miesta, známe ako CpG ostrovčeky (CGI), sú krátke 

(asi 1kb) CpG bohaté regióny, ktoré sa nachádzajú u viac ako polovice génov stavovcov (Jones, 2012). 

CIMP fenotyp môže byť rozdelený na CIMP „high“ (CIMP-H) a CIMP „low“ (CIMP-L) podľa úrovne 

metylácie. CIMP-H je spojená s  hypermetyláciou promótora génu MLH1, BRAF mutáciou, vysokou 

frekvenciou metylácie v genóme, MSI, mucinóznym typom KRK, umiestnením na pravej strane čreva, 

nízkym počtom mutácií génu TP53, vyšším výskytom u žien a starších pacientov (Weisenberger et al. 

2015; Hawkins et al. 2002; Issa 2004). CIMP-L je spojený s mutáciami v géne  KRAS, častejším 

výskytom u mužov a nezávislosťou na MSI (Ogino et al. 2006). CIMP fenotyp sa určuje na základe 

prítomnosti metylácie v génoch, ktoré sa radia k markerom CIMP fenotypu. 
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Bolo navrhnutých niekoľko panelov na jeho určenie.     

- Toyota(1999) navrhol nasledovné gény: MINT2, MINT12, MINT17, MINT25, MINT27, 
MINT31  

- Samowitz (2005) navrhol MINT1, p16INK4 MINT2, MINT31 a MLH1 

- Weisenberger (2006) identifikoval kandidátov: CACNA1G, IGF2, NEUROG1, RUNX3,     SOCS1 

- Ogino (2007) rozšíril panel: RUNX3, CACNA1G, IGF2, MLH1, NEUROG1, CRABP1, 

SOCS,1 p16INK4. 

Najnovšie dva panely bývajú najčastejšie používané k meraniu CIMP (Advani et al. 2019). Avšak 

na sledovanie zmien DNA metylácie v celom genóme sú čím ďalej viac využívané mikročipy, ktoré 

dokážu presnejšie identifikovať CIMP nádory (Hinoue et al. 2012). 

4. Molekulárne podtypy KRK                                                                             
KRK je vysoko heterogénne ochorenie. Každý pacient má jedinečné genetické a epigenetické 

pozadie a kvôli tejto heterogenite sa úmrtnosť a odpoveď na liečbu líšia. K dosiahnutiu lepších 

liečebných výsledkov bola v súčasnosti KRK klasifikovaná podľa tzv. molekulárnych podtypov. V roku 

2015, skupina okolo Dr.Guinney a kolektív (Guinney et al. 2015) publikovala štúdiu s novým prístupom 

stanovenia molekulárnych podtypov KRK.  

 
Tabuľka č.3  Klasifikácia podľa konvenčných molekulárnych podtypov (CMS) (Guinney et al. 2015; 

Hong 2018) 
 

 
 

 
CMS1 (imunitný, 

MSI) 

 
CMS2 (kanonické) 

 
CMS3 
(metabolické) 

 
CMS4 

(mezenchymálne) 
% všetkých 

KRK 
14 37 13 23 

Mutačný profil BRAF, TGFBR2 APC, TP53, CIN KRAS, APC - 
SCNA Nízka Vysoký Stredný Vysoký 
CIMP Vysoký/Nízky Negatívny Nízky Negatívny 

MSI status MSI - H MSS/MSI nízky MSS/MSI - L MSS/MSI - L 
Signalizačná 

dráha 
JAK/STAT, dráha 

kaspázy 
WNT a MYC 

aktivácia; dráha 
bunkového cyklu 

Metabolická 
deregulácia, 

Epiteliálny profil 

TGF-β aktivácia, 
Stromálna invázia, 

EMT aktivácia, 
prestavba 

extracelulárneho 
matrix, angiogenéza 

Klinická 
charakteristika 

Starší ľudia, ženy - - - 

Miesto Proximálna časť 
čreva 

Distálna časť čreva 
a konečník 

Proximálna, distálna 
časť čreva a konečník 

Proximálna časť čreva 
a konečník 

Štádium - - - Pokročilé štádium (III 
a IV) 

Prognózy Horšie prežívanie 
po recidíve 

Lepšie prežívanie 
po recidíve 

 
- 

Horšie celkové 
prežívanie 

SCNA - Zmena počtu somatických kópií, MSI - mikrosatelitová nestabilita, CIMP -  metylačný fenotyp CpG 
ostrovčekov, MSS - mikrosatelitne stabilné EMT- epiteliálne-mezenchymálna tranzícia 
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5. Metylácia DNA  
 

Epigenetické modifikácie predstavujú zmeny v regulácií génovej expresie. Na rozdiel od 

genetických modifikácií u nich nedochádza k zmenám poradia nukletiodov v DNA sekvencií 

(Waterland 2006). Primárne sa k epigenetickým modifikáciám radia: metylácia DNA, post-translačné 

modifikácie histónov a  nekódujúce RNA (Jia et. al. 2013). Zmeny v metylácii DNA, regulujú expresiu 

génov čím ovplyvňujú replikáciu, rekombináciu a opravné DNA mechanizmy alebo zostrih 

heterogénnej nukleárnej RNA (Holčáková 2018). Metylácia DNA je taktiež nevyhnutná na zachovanie 

genómovej stability, umlčanie transponovateľných a retrovirových elementov, reguláciu tkanivovo 

špecifickej génovej expresie, genomového impritingu a deaktiváciu X chromozómu (Moore et al. 2013; 

Buck-Koehntop et al. 2013; Jones et al. 2001). 

DNA metylácia je všeobecne definovaná ako biochemický proces, pri ktorom je -CH3 skupina 

kovalentne spojená s bázou DNA. Zvyčajne sa tento proces odohráva na piatej pozícií cytozínu za tvorby 

5-metyl-cytozínu. 5mC sa vyskytuje takmer výhradne v kontexte dinukleotidu CpG (CpG = Cytosin-

fosfát-Guanin) (Robertson 2001). Približne 90% cytozínov je v ľudských somatických bunkách 

metylovaných práve v CpG oblastiach. Percento metylovaných cytozínov sa líši v rámci tkanív, 

patologickej kondície a s vekom ich počet klesá (Vymetalkova et al. 2019). V ľudských genómoch 

dochádza k vymiznutiu CpG miest kvôli vysokej mutabilite 5mC, ktorý je často spontánne deaminovaný 

na tymín (Bird 1980). A preto v metylovaných CpG miestach dochádza k výmene bázy za vzniku TpG 

(CpA v komplementárnom reťazci). Táto výmena má za následok nízku frekvenciu výskytu CpG miest 

a vysokú frekvenciu TpG a CpA dinukleoidov v genóme stavovcov (Sun et al. 2020). Napriek tomu sa 

však v genóme nachádzajú miesta s vysokým výskytom CpG miest. Až 70% génov, ktoré kódujú 

proteín, obsahuje CGI v promótorovej oblasti a metylačný profil CGI promótora všeobecne nepriamo 

koreluje s transkripciou génu (Saxonov et al. 2006). Pokiaľ je CGI miesto nemetylované, je chromatín 

dostupný transkripčným faktorom a môže byť transkribovaný. Pokiaľ je CGI miesto metylované, 

tak transkripcia neprebieha. Epigenetické umlčanie génu závislé na prítomnosti aberantnej metylácie 

promótorovej časti DNA spojené s transkripčnou represiou je dôležitým mechanizmom straty génovej 

funkcie pri procese karcinogenézy (Vymetalkova et al. 2019). 

Metylácia DNA môže ovplyvniť transkripciu génov dvoma spôsobmi. Po prvé, metylácia samotnej 

DNA môže fyzicky brániť väzbe transkripčných proteínov na gén a po druhé, metylovaná DNA sa môže 

viazať s proteínmi známymi ako proteíny viažuce sa na doménu metyl-CpG (MBD). Všeobecne sa 

metylácia považuje za iniciačný krok pri inaktivácií chromatínu. Metylácia je nasledovaná hromadením 

MBD, na ktoré sa následne viažu históndeacetylázy, (HDAC)-represívne epigenetické modifikačné 

enzýmy. V dôsledku toho sa chromatín kondenzuje a dochádza k umlčaniu génovej expresie (Buck-

Koehntop et al. 2013; Kulis et al. 2010). 

Genómy rakovinových buniek súčasne vykazujú globálnu hypometyláciu a promótorovu 

hypermetyláciu. Preto identifikácia génov, ktoré sú špecificky hypermetylované (čo vedie k umlčaniu 
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génov) alebo hypometylované, môže viesť k objaveniu nových faktorov, ktoré sú dôležité pre iniciáciu 

a progresiu nádoru. (Cervena et al. 2020) 

V KRK aberantná metylácia CGI miest bola pozorovaná aj v takzvaných aberrant crypt foci (ACF) 

- skorých prekanceróznych léziách. Aberantná metylácia bola pozorovaná aj v adenómoch aj keď menej 

často ako v nádoroch. Avšak množstvo metylácie v CGI miestach sa s progresiou skorého adenómu k 

pokročilému adenómu zvyšuje (Themes 2016). Javí sa tak, že k procesu aberantnej metylácie dochádza 

už na začiatku sekvencie od adenómu ku karcinómu a pravdepodobne ovplyvňuje gény, ktoré sa 

podieľajú na iniciácií aj progresií KRK. U týchto génov (MGMT, MLH1, p16INK4A,p14ARF) je frekvencia 

metylácie rôzna a je špecifická pre daný gén (Kim et al. 2006). Z týchto dôvodov môžeme považovať 

zmeny v DNA metylácii za potenciálne biomarkery rizika vzniku rakoviny alebo detekcie skorých štádií 

rakoviny.  

 

5.1. Spôsoby detekcie DNA metylácie u KRK 
 

Analýza DNA metylácia môže poskytnúť cenný pohľad na reguláciu génov a identifikovať 

potencionálne biomarkery. Rozdielne techniky poskytujú informácie o DNA metylácií na rôznych 

úrovniach od celogenómovej metylácie až po metyláciu jednotlivých častí DNA v špecifických génoch.  

V súčasnosti je dostupných niekoľko metód detekcie zmeny v DNA metylácií na konkrétnych úsekoch 

DNA. K bežne používaným metódam detekcie DNA metylácie u KRK patria metódy metylačne 

špecifická polymerázová reťazová́ reakcia (MSP), MethyLight, metylačne špecifická multiplexná 

amplifikácia prób závislá́ od ligácie (MS-MLPA), metylačne špecifická high resolution melting (MS-

HRM), mikročipy, pyrosekvenovanie a imunoprecipitačné metódy.  

 Prvým krokom pri takmer všetkých metódach detekcie DNA metylácie, je bisulfitická konverzia. 

Je považovaná za „zlatý štandard“ v metylačných štúdiách. Táto metóda je založená na premene 

nemetylovaného cytozínu na uracil za pomoci hydrogensiričitanu sodného (Obrázok č. 2). Metylované 

cytozíny pritom zostávajú nekonvertované. Vďaka tomu je možné určiť DNA metyláciu na úrovni 

jednotlivých nukleotidov. 

 

 

Obrázok č.2 Bisulfitová konverzia (Kristensen et al. 2009)  
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5.1.1 Metylačne špecifická PCR (MSP)  
MSP je kvalitatívna  vysoko citlivá a relatívne lacná metóda. Prvýkrát bola popísaná Hermanom 

a kol. (Herman et al. 1996). MSP deteguje metylačný profil definovaných CpG miest prostredníctvom 

selektívnej amplifikácie metylovaných a nemetylovaných alel. Sú využívané 2 sady rôznych primerov: 

jedna sada sa špecificky viaže na metylovanú sekvenciu a druhá na  nemetylovanú Za jej nevýhody sú 

považované nízka špecifita a možnosť falošne pozitívnych výsledkov (Deharvengt et al. 2018; Kulis et 

al. 2010). 

5.1.2 MethyLight 

Methylight je citlivá, špecifická  kvantitatívna florescenčná metóda s PCR prebiehajúca v 

reálnom čase. Fluorescenčná detekcia výrazne zvyšuje citlivosť a umožňuje presné kvantitatívne 

hodnotenie metylácie DNA, a to aj pri veľmi nízkych frekvenciách. Spôsob kvantifikácie produktov 

MethyLight spočíva v zaznamenávaní počtu cyklov, keď florescenčný signál prekročí prahovú hodnotu 

(trash-hold) počas exponenciálnej fázy amplifikácie PCR (Eads et al. 2000). Vďaka vysokej citlivosti a 

špecificite je MethyLight mimoriadne vhodný na detekciu nízkofrekvenčných metylačných 

biomarkerov (Laird 2003). Táto metóda je aj mimoriadne rýchla a nepotrebuje iné metódy než PCR 

v reálnom čase. Nevýhodou je, že nedokáže detegovať heterogénnu DNA metyláciu vo vzorke, pretože 

primery a sondy bežne používané v MethyLight sú určené na meranie špecifického metylačného profilu 

(úplne metylovaného) (Eads et al. 2000; Hernández et al. 2013). 

5.1.3 Metylačne špecifická multiplexná amplifikácia prób závislá́ od ligácie         
(MS-MLPA) 

Je semikvantitatívna metóda používaná na detekciu metylačných zmien DNA. Je variantov 

metódy MLPA, kombinovaná s použitím reštrikčných metyláčne špecifických endonukleáz, pomocou 

ktorých sú rozlíšené metylované a nemetylované vlákna. DNA je na začiatku amplifkovaná 

a hybridizovaná s MS-MLPA próbami. Próba pre MS-MLPA je podobá bežnej MLPA próbe s 

tým rozdielom, že obsahuje rozpoznávaciu sekvenciu pre HpaII alebo HhaI. V ďalšom kroku za pomoci 

ligázy sú DNA a MS-MLPA próby spojené do jedného komplexu. Súčasne sú pridávané metylačne 

špecifické endonukleázy, ktoré štiepia nemetylovanú DNA, zatiaľ čo metylovaná DNA zostáva 

neštepená. Následne sú metylované DNA fragmenty amplifikované a signál je detekovateľný (Nygren 

2005).   

 

 

 

 



14 
 

5.1.4 Metylačne špecifická high resolution melting (MS-HRM) 

MS-HRM ja citlivá špecifiká kvantitatívna metóda založená na PCR v reálnom čase a  cenovo 

dostupná metóda  na detekciu DNA metylácií. 

PCR produkty sú priamo analyzované z disočiačnej krivky a z  uvoľneného interkalačného 

fluorescenčného farbiva počas topenia. Pôsobením hydrogensiričitanu dochádza v nemetylovanej DNA 

ku konverzií cytozínu na uracily, čím sa zmení aj teplota topenia molekuly DNA. V nasledujúcej PCR 

reakcii majú nemetylované DNA nižšiu teplotu topenie než produkty pochádzajúce z metylovanej DNA. 

Výhodami sú uzavretý systém detekcie so zníženou šancou kontaminácie a možnosť analýzy CpG 

ostrovčekov v celom amplikóne. (Wojdacz et al. 2007; Reed et al. 2007). 

5.1.5 Pyrosekvenovanie  

Metóda pyrosekvenovaním je založená na detekcii aktivity DNA polymerázy s iným 

chemoluminiscenčným enzýmom, ktorá umožňuje rýchlu a presnú kvantifikáciu zmien v DNA 

sekvenciách (Uhlen 1989).  

Jedná sa o veľmi senzitívnu metódu, ktorá býva využitá aj k kvantifikácii sekvenčných zmien. 

Pyrosekvenovanie deteguje a kvantifikuje i malé zmeny v DNA metylácii. Emitované svetlo je 

detegované behom syntézy komplementárneho vlákna exonukleázovo-deficientnou DNA polymerázou. 

Metóda pyrosekvenovania je využívaná na stanovenie korelácie DNA metylácie nádorových buniek a 

génovej expresie, k stanoveniu bunkovej odpovede na liečbu látkami, ktoré zabraňujú vzniku DNA 

metylácii, k posúdeniu zmien v DNA metylácii pri vzniku nádorov a genetickom imprintingu (Dejeux 

et al. 2009) 

5.1.6 Mikročipy 

Mikročipy sú využívané na celogenómové metylačné štúdie, zmeny génovej expresie alebo 

genotypizáciu (Bumgarner 2013). Sú založené na paralelnej hybridizácií značených nukleotidov zo 

vzorky so špecifickými oligonukleotidovými próbami, ktoré sú prichytené na pevnom podklade - čipe. 

DNA je na začiatku rozdelená na krátke jednovláknové fragmenty a pripojená na adaptéry. DNA je 

následne  označená fluorescenčnými látkami, denaturovaná a hybridizivovaná so próbami na povrchu 

mikročipov. Po excitacií je možné detegovať emitované fluorescenčné žiarenie v miestach, kde došlo 

k hybridizácií. Získané dáta sú následne spracované pomocou bioinformatických metód (Kaliyappan 

2012; Genome.Gov 2020). Ku komerčne používaných mikročipom patria Affymetrix, Agilent a Roche 

NimbleGen, a predovšetkým Illumina (Huang et al. 2010)  
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5.1.7 Imunoprecipitačné metódy 

Sú metódy založené na extrakcii metylovanej DNA čím uľahčujú jej následnú analýzu. DNA je 

na rozdelená na fragmenty, denaturovaná a inkubovaná s monoklonálnou protilátkou. Následne je 

použitá jedna z imunoprecipitačných metód. Buď sú DNA fragmenty izolované pomocou 5mC viažucej 

sa pomocou špecifickej monoklonálnej protilátky alebo s využitím rekombinatného proteínu viažuceho 

MBD. Protilátky sú odstránené proteinkinázou K a zostáva tak neporušená iba metylovaná DNA (Thu 

et al. 2009). Vyčistená DNA môže byť následne detegovaná pomocou vyššie spomenutých metód. 

6. Hypermetylácia DNA 
 

6.1 Charakteristika hypermetylácie DNA 
 

Hypermetylácia DNA sa vyskytuje predovšetkým v promótoroch bohatých na CpG miesta. 

Prítomnosť DNA hypermetylácie vedie k umlčaniu tumor-supresorových génov čo je spojené s rastovou 

výhodou buniek. U KRK môže byť až niekoľko stoviek CGI miest abnormálne hypermetylovaných. 

K vzniku nádorov môže primárne dochádzať pokiaľ sú umlčané gény, ktoré sú súčasťou funkčných dráh 

charakteristických pre vznik rakoviny (Pfeifer 2018). Nie je pochýb, že táto epigenetická modifikácia 

zohráva rozhodujúcu úlohu vo vzniku nádoru a je charakteristickým znakom takmer všetkých typov 

rakoviny u ľudí (Esteller 2008).  

 
6.2 Hypermetylácia DNA u KRK a prekanceróznych štádií 
 

Prehľad génov hypermetylovaných v KRK je uvedený v Tabuľke č 4. Gény hypermetylované 

u KRK sú často súčasťou dôležitých bunkových regulačných dráh. Príkladom sú tumor-supresorové 

gény zapojené do bunkového cyklu (p16INK4a, p14ARF), gény  zapojené do DNA opravných dráh 

(MLH1, NEIL1, NEIL3, NHEJ1), do apoptózy (DAPK1), do bunkovej adhézie (CDH1) a pri 

odstraňovaní mutagénnych a cytotoxických aduktov (MGMT) (Lee et al. 2004; Farkas et al. 2014). 

Ako je vidieť v Tabuľke č.4, hypermetylácia promótora u väčšiny génov viedla k zníženiu alebo 

k úplnej strate ich expresie. K najčastejšie hypermetylovaným génom v KRK sa radia gény MLH1, 

MGMT, p14ARF, APC a SFRP (Lee et al. 2004; Suzuki et al. 2004). U týchto génov bola pozorovaná ich 

znížená génová expresia. (Sugai et al. 2017; Svrcek et al. 2010; Galamb et al. 2016). Metylácia génov 

MLH1 a p14ARF bola často spojená s výskytom BRAF mutácie. Metylácia génov MGMT, APC a p14ARF 

bola spojená s výskytom KRAS mutácie (Tanaka et al. 2010). Metylácia génov MLH1, p14ARF, APC, 

MGMT bola tiež častejšia pozorovaná u nádorov vykazujúcich MSI fenotyp (Savio et al. 2016; Kim et 

al. 2010; Shen et al. 2005). Výskyt metylácie génov APC a p14ARF bol spojený s celkovo horším 

prežívaním u pacientov (Nilsson et al. 2012). Zároveň, hypermetylácia génu MGMT bola identifikovaná 

aj v nepostihnutej sliznici hrubého čreva u pacientov s KRK. Dalo by sa teda predpokladať, že metylácia 
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génu MGMT je počiatočná udalosť pri vzniku KRK. To z neho robí užitočný diagnostický biomarker 

pre skorú detekciu a zistenie rizika pri sporadických formách KRK (Shen et al. 2005). 

Hypermetylácia génov MLH1, MGMT, p14ARF, APC a SFRP bola tiež pozorovaná aj v črevných 

adenómoch a taktiež u nich bola pozorovaná znížená génová expresia (Tabuľka č.5) (Kim et al. 2006; 

Suzuki et al. 2004). U génov MGMT, MLH1 a p14 bolo pozorované zvyšovanie výskytu metylácie 

v sekvencii adenóm-KRK (Kim et al. 2006). 

Ako už bolo spomenuté vyššie, najčastejším študovaným hypermetylovaným génom u KRK je 

gén MLH1. Metylácia génu MLH1 je zároveň úzko spätá s výskytom mutácie v géne BRAF. Je 

pozoruhodné, že MSI nádory vykazujú oveľa vyššiu frekvenciu V600E mutácie v géne BRAF. V 

skutočnosti mutácia génu BRAF všeobecne predchádza hypermetylácii génu MLH1, ako dokazuje 

pozorovanie, že táto mutácia BRAF (V600E) sa často vyskytuje u SSA, ktoré sú považované za 

prekurzory MSI karcinómov, kde sa hypermetylácia génu MLH1 vyskytuje zriedka (Muto et al. 2014). 

Nedávno sa ukázalo, že mutácia BRAF V600F zvyšuje mieru aberantnej metylácie CGI v myších 

modeloch (Bond et al. 2018).  
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Tabuľka č.4 Zoznam identifikovaných hypermetylovaných génov u KRK   
 

Autor Pacienti 
s KRK 

Kontrolná 
skupina 

Použitá metóda Gény Poznámka 

(Esteller et al. 2000) 110 - MSP p14ARF    génová expresia 
 

(Esteller et al. 2000) 235  

 

- MSP MGMT Metylácia spojená s TP53 mutáciou 
Hypermetylácia MGMT spojená s G:C->A:T tranzíciou 
v géne TP53 

(Moinova et al. 2002) 61  
 

78 MSP HLTF Častejšia lokalizácia v proximálnej časti 
Spojené s  CIMP-H  
   génová expresia 
 

(Lee et al. 2004) 149  24 
 
 

MSP APC, COX-2, DAPK, GSTP1, MLH1, 
p16INKA, RASSF1A, THBS1, TIMP3, 
p14ARF ,*MGMT,*CDH1 

APC metylácia pozorovaná aj v okolnej črevnej mukóze 
COX-2, DAPK, CDH1, hMLH1 a p14 boli častejšie 
metylované v pravej časti KRK.        
*   génová expresia 

                                                             
(Goel et al. 2004) 273  - MSP PTEN Hypermetylácia promótora spojená s MSI-H statusom.  

   génová expresia 
 

(Suzuki et al. 2004) 164  

 

- MSP SFRP1, SFRP2, SFRP4, SFRP5 Spojené s APC mutáciou 
   génová expresia 
 

(Ebert et al. 2005) 47  21 Methylight TPEF/HPP1 Častejšie metylované v proximálnej časti KRK 

(Chen et al. 2005) 126  46 MSP VIM Hypermetylovaný exon-1 

(Murai et al. 2005) 111  
 

 COBRA BNIP3 
 

   génová expresia 
 

 
(Shen et al. 2005) 

95  95 COBRA/MSP MGMT Hypermetylovaný aj v okolnej črevnej mukóze 
Častejšie metylovaný u ženského pohlavia  
Spojený s KRAS mutáciou 
   génová expresia 
 

(Aguilera et al. 2006) 54 - BSP DKK1 Hypermetylovaný prevažne v neskorších KRK štádiách 
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(Lind et al. 2006) 53 22 MSP ADAMTS1, CRABP1, NR3C1 Častejšia lokalizácia v pravej časti KRK 
 Častejšie metylované u žien 
NR3C1a CRABP1 častejšie hypermetylované v MSI nádoroch 
   génová expresia 

(Jacinto et al. 2007) 52  10 MSP RASGRF2, HOXD1, PLK2, SCNN1B    génová expresia 
 

(Park et al. 2007) 432  - MSP RASSF2A  Prítomnosť metylácie spojená s KRAS/BRAF mutáciou 
Častejšie metylovaný v MSS a v distálnej časti 
   génová expresia 

(Melotte et al. 2009) 75 75 qMSP NDRG4 
 

   génová expresia 
 

(Hellebrekers et al. 2009) 153  230 MSP GATA4, GATA5    génová expresia 
 

(Liu et al. 2010) 63  40 MSP NGX6    génová expresia 
 

(Svrcek et al. 2010) 81 - MSP MGMT Strata expresie častejšie v MSI než v MSS 

(Tanaka et al. 2010) 861 - MethyLight CACNA1G, p16INKA, CHFR, CRABP1, 
HIC, IGFBP3, MGMT, MINT-1, 
MINT-31, MLH1, NEUROG1, p14ARF 
RUNX3, SOCS1, WRN  

 

Prítomnosť metylácie spojená s  BRAF mutáciou  (okrem 
MGMT génu)                                                                                    
WRN, IGFBP3, MINT-1 a p14ARFspojené s KRAS mutáciou  
Prítomnosť metylácie génu MLH1 spojená s nemutovaným 
KRAS genotypom                                                          
CACNA1G, MGMT, MINT-1 v prítomnosti BRAF mutácie 
spojené s CIMP fenotypom                                            
CACNA1G, p14ARF, p16INKA,CHFR ,CRABP1, HIC1, MINT-1 
MINT-31, NEUROG1, RUNX3, SOCS1, WRN v prítomnosti 
KRAS mutácie spojené s CIMP 

 
(Kim et al. 2010) 285 - Pyrosekvenovanie MLH1, MINT1, MINT2, MINT31, 

p14ARF, CACNA1G, COX2, DAPK, 
MGMT, APC, p16INK4a 

 

COX2 a DAPK asociované s CIMP-H a MSI 
APC a , p16INK4a spojené s KRAS mutáciou  
p16INK4a spojená s celkovo horším prežívaním  
MLH1, MINT1, MINT2, MINT31, p16INK4a, p14ARčastejšie 
metylované v MSI nádoroch 
 

(Nilsson et al. 2012) 146  
 
 

46 
 

Pyrosekvenovanie MGMT, p16INKA4a, RASSF1A, 
APC, p14ARF 
 

Prítomnosť metylácie génu APC a p14ARF  bola spojená 
s horším prežívaním  
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(Draht et al. 2014) 624  
 

 MSP 
Pyrosekvenovanie 

RET 

 

Horšie celkové prežívanie 
Častejšie metylovaný v proximálnej časti KRK 
Horšie prognózy v II KRK štádiu 

(Farkas et al. 2014) 12  12 IlluminaBeadChip 
450K 

NEIL1, NEIL3, NHEJ1, GTF2H5, 
DKK2, DKK3, FZD5, LRP5, TLE3, 
WNT2, WNT3A, WNT6, KIAA1804, 
MYO1B, *EDNRB1, *GPC6,*SMAD2 
 

*   génová expresia 
 

(Chen et al. 2014) 72  

 

142 MSP KISS1 Metylácia spojená s nádorovou diferenciáciou, prítomnosťou 
metastáz v lymfatických uzlinách a vzdialených metastáz 

(Silva et al. 2014) 91 6 Pyrosekvenovanie SFRP1, SFRP2, SFRP5, DKK2, WIF1 
 

Strata génovej expresie (okrem DKK2) 
Nárast výskytu metylácie s neoplastickou progresiou – od 
normálneho epitelu cez adenóm až po KRK 

 
(Tsai et al. 2015) 127  - Pyrosekvenovanie SHISA3 Horšie celkové prežívanie 

   génová expresia 
(Galamb et al. 2016) 9  - IlluminaBeadChip 

450K  
 

AXIN2, CHP1, SFRP2 ,DKK1, 

VANGL1,WNT5A,*PRICKLE1, 

*SFRP1, *PSEN1 

*   génová expresia 
 

(Savio et al. 2016) 48 47 Methylight ITF2, MLH1, APC Častejšie metylované v MSI-H KRK, spojené s metyláciou 
MLH1 v MSI-H KRK 

(Vymetalkova et al. 2016) 32 RK 32 IlluminaBeadChip 
450K 

ADHFE1, FLI1, GPR85, ITGA4, 
ITGBL1, NPY, MYBPC3, TL1 

 

 

(McInnes et al. 2017) 94 94 Illumina Infinium 
HumanMethylation 
450 K 
 
 

EYA4, TFPI2, TLX1 

 

Hypermetylované v CIMP-H 

(Sugai et al. 2017) 100 - Pyrosekvenovanie SFRP1, SFRP2, SFRP5, DKK2, DKK3,
  RASSF1A, IGFBP7, *p14ARF, *MLH1 
 

SFRP1,SFRP2,DKK2 častejšie v MSS 
MLH1,IGFBP7častejšie v MSI 
*   génová expresia 
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(Freitas et al. 2018) 214 50 qMSP APC, MGMT, SEPT9, RASSF1A 
 

MGMT častejšie metylované u žien 
APC, MGMT,  SEPT9 metylované častejšie v RK 
SEPT9 najviac metylované v IV KRK štádiu 
SEPT9, MGMT zníženie metylácie po adjuvantnej liečbe 
APC častejšie u MSI-H nádorov 
 

(Barault et al. 2018) 182 - Infinium Human 
Methylation 450 
BeadChip 
 

EYA4, GRIA4, ITGA4, MAP3K14-AS1, 
MSC 
 

Hypermetylované u pacientov s metastázami 

(Li et al. 2019) 15 - BSP HOXA5, HOXA2, HOXA6 
 

HOXA5, HOXA6 častejšie metylované u ľudí <60 rokov, 
u MSS/MSS-L, CIMP-L/0 
   génová expresia 

(Chung et al. 2019) 369 46 Infinium Human 
Methylation 450K 
BeadChips  

 

LMX1A, SOX1, ZNF177 
 

LMX1A spojené s horším celkovým prežívaním, a prežívaním 
bez ochorenia v I a II štádiu 
 

(Sun et al. 2020) 122 - MeDIP        
Illumina MiSeq 
platforma 

 

C14orf159, CADM3,CNRIP1, GRIA4, 
GSTM2, NRXN1, PRKG,  RSPO2 

CADM3, CNRIP1, GRIA4, GSTM2, NRXN1vplyv na celkové  
prežívaním u KRK pacientov 
   génová expresia 
 

PCR- polymerázová reťazová reakcia, MSP- Metylačne-špecifická PCR, BSP- bisulfitové sekvenovanie,  qMSP - Kvantitatívna metylačne-špecifická PCR,  COBRA- 
kombinovaná bisulfitová restrikčná analýza, KRK-kolorektálny karcinom, RK- rektálny karcinom, MeDIP -imunoprecipitácia metylovanej DNA 
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Tabuľka č. 5 Zoznam hypermetylovaných génov v prekanceróznych štádiách 

  Autor Pacienti 
s A 

Kontrolná 
skupina 

Použitá metóda Gény Poznámka 

(Toyooka et al. 
2002) 

19 - MSP CDH13 

 

Strata génovej expresie 

( Li et al. 2003) 29  MSP SLC5A8 Hypermetylované v 
ACF 

( Lee et al. 2004) 92 24 
 
 

MSP APC, DAPK, CDH1, MGMT,  p14ARF 

 

Spojené so vznikom 
nádoru nie však 
s progresiou (okrem 
génu APC) 
 

(Suzuki et al. 
2004) 

30 - MSP SFRP1, SFRP2, SFRP5    génová expresia 
 

(Taniguchi et al. 
2005) 

44 - MSP WIF1 

 

   génová expresia 
 

(Hesson et al. 
2005) 

8 - MSP RASSF2A 

 

Spojené s nemutovaným 
KRAS genotypom 
   génová expresia 
 

(Kim et al. 2006) 42 - MSP MGMT,  p16INK4A, MLH1, TIMP3, CDH1, p14ARF, THBS1, 
HLTF 

Zvyšovanie výskytu 
metylácie v sekvencii 
normálny črevný epitel- 
adenóm- KRK 

 
(Sato et al. 2007) 29 34 MSP DKK2, DKK3    génová expresia 

 
(Rojas et al. 
2008) 

42 15 MSP TSP1 Strata génovej expresie 
 

(Psofaki et al. 
2010) 

39 20 MSP MLH1, p16INK4A,, MGMT Zvyšovanie výskytu 
metylácie v sekvencii 
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PCR- polymerázová reťazová reakcia, MSP- Metylačne-špecifická PCR, COBRA- kombinovaná bisulfitová restrikčná analýza, A - Adenóm, ACF - aberant crypt foci,           
qMSP - Kvantitatívna metylačne-špecifická PCR 
 
 

normálny črevný epitel- 
adenóm- KRK 

 
 
(Sloane et al. 
2014) 

89 51 COBRA USP44 

 

   génová expresia 

 
(Galamb et al. 
2016) 

15  - IlluminaBeadChip 450K AXIN2, DAAM2, DKK4, SOX17, *SFRP1, 
*SFRP2,*SFRP4,*APC,*PRICKLE1, 

 

*   génová expresia 
 

(Ma et al. 2016) 88  47 COBRA ROR2 Strata génovej expresie 

(Barták et al. 
2017) 
 

15  15 
 

Methylight SFRP1, SFRP2, SDC2,  PRIMA1 

 

   génová expresia 
 

(Park et al. 2018) 190 - qMSP  
Pyrosekvenovanie  

SDC2 
 

 

(Andrew et al. 
2017) 

34 15 IlluminaInfiniumHumanMethylation 
450 BeadChip 
 

RET,GSG1L, MIR4493, NTNG1, MCIDAS, ZNF568,  RERG 
 

Spojené s BRAF 
mutáciou  

(Liu et al. 2019) 40 - Illumina HumanMethylation450 
platform 
 

SV2B, MLH1, EPM2AIP1, C16orf62, 
RCOR3, BAIAP3, OGDHL, HDHD3, ATP1B2 
 

MLH1 spojené s BRAF 
mutáciou a CIMP-H 
   génová expresia 
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7. Hypometylácia DNA 
 
7.1 Charakteristika Hypometylácie DNA  
 

Hypometylácia DNA predstavuje stratu metylovej skupiny na 5-mC nukleotide. Vyskytuje sa 

v celom genóme, zvyčajne sa však vyskytuje v repetitívnych oblastiach, ktoré tvoria približne 50% 

ľudského genómu a vedie k nadmernej expresií protoonkogénov, aktivácií génov v zárodočnej línií, 

alternatívnych promótorov, transponovateľných elementov, a ku genómovej nestabilite (Mukamel et al. 

2013; Pfeifer 2018). Jednou z prvých pozorovaných asociácií DNA hypometylácie s rakovinovým 

ochorením bola spojená s prítomnosťou aberantnej regulácie RAS onkogénnu u KRK už v roku 1983 

(Feinberg et al. 1983). Zvyčajne sa DNA hypometylácia vyskytuje v pokročilejších štádiách vývoja 

nádoru a ovplyvňuje genóm vo väčšej miere ako hypermetylácia (Chen et al. 2017).  

 

7.2. Hypometylácia DNA u KRK a prekanceróznych štádií 
 

Prehľad génov hypometylovaných v KRK je uvedený v Tabuľke č.6. Gény hypometylované u 

KRK sú zvyčajne zapojené do bunkových regulačných dráh, ako sú gény bunkového cyklu (DCLRE1C), 

gény ovplyvňujúce apoptózu (CASP8), regulátory transkripcie (IGF2, TCF7L1, HES1) a gény DNA 

opravných systémov (CCNH, DCLRE1C) (Farkas et al. 2014; Baba et al. 2010; Wu et al. 2017) 

Ako vidieť v Tabuľke č.6., hypometylácia DNA u väčšiny génov viedla k zvýšeniu ich expresie. 

K najčastejšie hypometylovaným génom v KRK patrili HES1, MYC, IGF2 a  LINE-1 element a ich 

hypometylácia bola spojená s horšími prognózami u pacientov. Hypometylácia génu HES1 bola spojená 

s horšou histologickou klasifikáciou, prítomnosťou metastáz v lymfatických uzlinách (Wu et al. 2017). 

V géne MYC a LINE-1 sa množstvo metylácie s neoplastickou progresiou - od epitelového tkaniva cez  

adenóm až po KRK znižovalo (Sharrard et al. 1992; Shademan et al. 2020).  

Najčastejšie študovaným hypometylovaným génom v KRK bol IGF2. Jeho hypometylácia 

viedla k strate génového imprintingu a k zvýšeniu jeho expresie čím sa zvýšila bunková proliferácia 

(Kasprzak et al. 2019) Hypometylácia génu IGF2 prevládala u mužského pohlavia, bola ďalej spojená 

s nižším štádiom KRK, MSI-L/MSS statusom, CIMP-L, KRAS mutáciou, horším prežívaním a vyššou 

mortalitou u pacientov. Hypometylácia génu IGF2 bola ďalej nezávisle asociovaná 

s prítomnosťou LINE-1 metylácie (Baba et al. 2010). Gény MYC a LINE-1 boli metylované aj 

v adenómoch a množstvo DNA metylácie sa znižovalo s neoplastickou progresiou (Tabuľka č.7) 

(Sharrard et al. 1992; Shademan et al. 2020). 
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Tabuľka č.6 Zoznam identifikovaných hypometylovaných génov v KRK 

Autor Pacienti s 
KRK 

Kontrolná 
skupina 

Použitá metóda Gény Poznámka 

(Sharrard et al. 1992) 9 10 Southernblots MYC Znižovanie množstva metylácia 
s neoplastickou progresiou - od normálneho 
epitelu cez adenóm až po KRK 
   génová expresia 
 

(Grunau et al. 2008) 40  - COBRA BAGE Častejšie na pravej strane  

(Ogino et al. 2008) 634 - Pyrosekvenovanie LINE1 Spojená s celkovo horším prežívaním 
a vyššou mortalitou  
 

(Baba et al. 2010) 1178  51 Pyrosekvenovanie IGF2 Spojený s celkovou vyššou úmrtnosťou , 
Hypometylácia spojená s mužským 
pohlavím, s nemutovaným BRAF a KRAS 
genotypom, MSI-L/MSS statusom a LINE 
metyláciou, CIMP-L/0 

(Farkas et al. 2014) 12  12 IlluminaBeadChip 450K TTN, SMAD2, CCNH,  TCF7L1 
CTNNB1, *CASP8, *DCLRE1C 

 

*   génová expresia 
 

(Galamb et al. 2016) 9   IlluminaBeadChip 450K CACYBP, CTNNB1, MYC    génová expresia 
 

(Vymetalkova et al. 
2016) 

32RK 32 IlluminaBeadChip 450K ADHFE1, BPIL3, CYP27, A1, 
GPR85, HBBP1 

 

(Wu et al. 2017) 65  50 MSP HES1 Spojená s horšou histologickou klasifikáciou 
s prítomnosťou metastáz v lymfatických 
uzlinách a s horšou prognózou u pacientov  
   génová expresia 
 
 

(Ansar et al. 2020) 548 548 Illumina Infinium 
HumanMethylation450 
BeadChip 

SMAD3 
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PCR- polymerázová reťazová reakcia, MSP- Metylačne-špecifická PCR, COBRA- kombinovaná bisulfitová restrikčná analýza, KRK-kolorektálny karcinom, RK- rektálny 
karcinom 
 
Tabuľka č.7 Zoznam identifikovaných hypometylovaných génov v prekanceróznych štádiách 

A - Adenóm, AQAMA- absolútna kvantitatívna analýza metylovaných alel 
 

 

 

 

 

(Hahn-Strömberg et al. 
2017) 

31 - Pyrosekvenovanie CLDN1, CLDN7, CLDN4  

(Sun et al. 2020) 122 - Infinium 
HumanMethylation450  

 CEACAM6, GRHL2, SRPRB GRHl2 spojený s horším celkovým 
prežívaním u pacientov 
   génová expresia 
 

Autor Pacienti s A Kontrolná 
skupina 

Použitá metóda Gény Poznámka 

(Sharrard et al. 1992) 8 10 Southern blots MYC     génová expresia 
 

(Galamb et al. 2016) 15 - Illumina BeadChip 450K FZD3,*CACYBP  

 

*   génová expresia 
 

(Shademan et al. 2020) 11 - AQAMA LINE-1 Znižovanie výskytu metylácie s vývojom 
adenómu 
   génová expresia 
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8. Záver 
 

KRK patrí k najčastejšie sa vyskytujúcim rakovinám na svete. Jej vznik je výsledkom 

hromadenia mutácií a epimutácií v črevných bunkách, čo vedie k abnormálnej bunkovej proliferácií 

a tvorbe metastáz. Cieľom tejto práce bolo charakterizovať úlohu DNA metylácie ako regulátora 

transkripcie v rámci vývoja KRK a u adenómov nachádzajúcich sa v hrubom čreve. Zvýšený výskyt 

DNA metylácie v rakovinových bunkách je často pozorovaný v miestach génového promótora a vedie 

k umlčaniu transkripcie a následnému zníženiu expresie týchto génov.  

V súčasnosti je využívaných niekoľko metód, ktorými je možné detegovať zmeny v DNA metylacií. Na 

základe použitej metódy je DNA metyláciu možné detegovať buď na úrovni celého genómu alebo iba 

v jednotlivých častiach génov.  

Hypermetylácia DNA promótora je zvyčajne spojená so znížením expresie,  výskytom BRAF alebo 

KRAS mutácie, MSI statusom a častejšou lokalizáciou na pravej strane čreva. Hypometylácia je často 

spojená so zvýšením expresie.  

K najčastejšie hypermetylovaným génom v KRK patria MLH1, MGMT, p14ARF, APC a SFRP. 

Obdobne, u adenómov bola tiež zaznamenaná DNA metylácia v týchto génoch. Gén MGMT bol 

hypermetylovaný aj v normálnej črevnej mukóze, čím je poukázané na jeho možné využitie ako 

potencionálneho prognostického a diagnostického biomarkeru.  

Medzi najčastejšie hypometylované gény patria IGF2, MYC, HES1 a  LINE-1.  Gény MYC a LINE-1 

boli metylované aj v adenómoch a množstvo DNA metylácie sa znižovalo s neoplastickou progresiou. 

Prítomnosť metylácie v génoch IGF2, HES1 a LINE-1 bola spojená s celkovo horšími prognózami 

u pacientov s KRK. To poukazuje na možnosť využitia týchto génov ako možných potencionálnych 

biomarkerov.  

 U adenómov bola aberantná metylácia pozorovaná menej často ako v nádoroch. Výskyt 

metylácie sa s progresiou adenómu ku karcinómu zvyšoval. To naznačuje, že k aberatnej metylácií 

dochádza už na začiatku sekvencie adenóm-karcinóm. Metylácia teda ovplyvňuje aj gény, ktoré sa 

podieľajú na iniciácií a progresií KRK. Štúdium DNA metylačných zmien predstavuje súčasné téma 

a stanovenie metylačných zmien v kaskáde adenóm-KRK by mohlo byť užitočným, a to nielen pre 

prognostiku, diagnostiku a predikciu odpovede na liečbu.  
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