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Abstrakt 
Kolorektální karcinom (KRK) je závažné nádorové onemocnění, v ČR je diagnostikován ročně  

u okolo osmi tisíc pacientů, a přes tři a půl tisíce na toto onemocnění umírá. Mnozí jsou stále 
diagnostikována v pokročilém stadiu onemocnění (stadium IV – 20,1 %; stadium III – 24,5 % v roce 
2017), což znamená horší celkovou prognózu. Screeningový program si klade za cíl identifikovat 
pacienty v časném stadiu KRK (stadium 0, I a II) kteří mají lepší prognózou. Doposud chybí markery 
časné diagnózy a predikci účinnosti léčby či časné recidivy nádoru. 

Prvním cílem naší práce bylo zhodnotit klinicko-patologickou charakteristiku pacientů s KRK 
diagnostikovaných screeningem v porovnání se symptomatickými pacienty a ověřit efektivitu 
screeningového programu v ČR. Provedli jsme multicentrickou prospektivní observační studii s cílem 
lépe charakterizovat jednotlivé parametry pacientů s KRK. Screening byl definován jako primární 
screeningová koloskopie, nebo koloskopie po pozitivním testu na okultní krvácení. Zařadili jsme celkem 
265 pacientů (screening 73 pacientů, kontrola 192 pacientů). Výsledky potvrdily přínos screeningu: ve 
screeningové skupině v porovnání s kontrolní skupinou převládala časná stadia (stadium 0–II; 63 % vs. 
43,3 %, p <0,001) oproti pokročilým stadiím (stadium III a IV; 26,1 % vs. 44,3 %, p <0,001). Rovněž výskyt 
lokálních (N1 a N2; 28,8 % vs. 45,3 %, p <0,001) tak i vzdálených metastáz (M1; 0 % vs. 18,2 %,  
p <0,001) v době diagnózy byl výrazně příznivější pro screeningovou skupinu. V obou skupinách 
pacienti vykazovali dominantně postižení levého tračníku oproti ostatním částem tlustého střeva 
(screening 91,9 %; kontrola 74,9 %). 

Druhým cílem naší práce bylo vyhodnotit expresní profil doposud známých microRNA (miRNA) 
u KRK, v porovnání se zdravou tkání, se zaměřením na rektální formu tumoru a následnou identifikaci 
možných markerů časného záchytu KRK a odpovědi na léčbu. Otestovali jsme 2 555 miRNA na 20 
párech rektální formy KRK a zdravé tkáně pomocí 3D-Gene Toray microarray. Následně jsme kandidátní 
miRNA validovali na nezávislé kohortě 100 párů KRK rekta, zdravé tkáně a plazmy pacientů s KRK; 
miRNA s nejvyšší expresí jsme dále testovali na buněčných kulturách. Podařilo se nám identifikovat 
specifické miRNA, které korelovaly s odpovědí pacientů na adjuvantní chemoterapii (cluster miR-
17/92). Zvýšená exprese miRNA 17, 18a, 18b, 19a, 19b, 20a, 20b a 106a byla spojena s vyšším rizikem 
relapsu onemocnění. Exprese miRNA v plazmatických exosomech se lišila mezi nádorovou tkání  
a zdravou kontrolou a byla spojena s odpovědí na léčbu. Cluster miR-17/92 by se mohl stát 
neinvazivním biomarkerem predikujícím prognózu pacientů po léčbě s rektální formou KRK. 

Třetím cílem naší práce bylo zhodnotit jednonukleotidové polymorfismy (SNPs) u ABC 
transportéru fungující jako lokus kvantitativního znaku (QTL) v souvislosti s rizikem vzniku KRK  
a odpovědi na léčbu. V projektu jsme identifikovali 14 SNPs v 11 genech pro ABC transportér, tyto SNP 
byly vyšetřeny u celkem 1098 pacientů s KRK a 1442 kontrol. Neprokázali jsme signifikantní spojitost 
mezi SNP a rizikem vzniku KRK. SNP rs3819720 v genu ABCB3/TAP2 byl asociován s kratším celkovým 
přežíváním v dominantním a kodominantním modelu. Prokázali jsme, že rs3819720 reguluje expresi 
dalších 36 genů. Screening QTL polymorfismů v genech, jako například pro ABC transportéry, může 
vést k identifikaci genů spojených s odpovědí pacientů na léčbu. 
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Abstract 
Colorectal cancer is a serious malignant disease, there are about 8 000 patients diagnosed with 

CRC in the CR each year, and about half of them present with an advanced disease. Screening program 
identifies patients in the early stages of CRC resulting in overall better prognosis and survival. There is 
also a lack of biomarkers of early CRC detection and of response to treatment.  

The first aim of our project was to conduct a national multicentre prospective to evaluate the 
impact of CRC screening within the framework of a Czech population screening programme. A total of 
265 patients were enrolled. Patients were divided into screening and control groups and compared for 
pathology status and clinical characteristics. Screening was defined as a primary screening colonoscopy 
or a colonoscopy after a positive FOBT. The distribution of CRC stages was significantly favourable in 
the screening group (stages 0–II, 63% versus 43.3%; p <0.001). The presence of distant (M1) and local 
metastases (N1 and N2) was significantly less prevalent in the screening group (0%, 28.8%) than in the 
control group (18.2%, 45.3%) (p <0.001). In both groups, patients had tumour localized in left colon 
(screening 91.9%; control 74.9%). CRC diagnosed by screening disclosed less advanced clinical-
pathological characteristics in patients with higher probability of radical surgery (R0) than diagnoses 
established based on symptoms.  

The second aim of our project was to evaluate microRNA (miRNA) as a promising source of 
cancer-related biomarkers. Yet the miRNA potential has not satisfactorily been explored in rectal 
cancer (RC). The aim of the study was to identify the specific miRNA signature with clinical and 
therapeutical relevance for RC. Expression of 2 555 miRNAs were examined in 20 pairs of rectal 
tumours and matched non-malignant tissues by 3D-Gene Toray microarray. Candidate miRNAs were 
validated in an independent cohort of 100 paired rectal tissues and in whole plasma and exosomes  
of 100 RC patients. We identified RC specific miRNA signature that distinguishes responders from non-
responders to adjuvant chemotherapy. A predominant part of identified miRNAs was represented by 
members of miR-17/92 cluster. Upregulation of miRNAs 17, 18a, 18b, 19a, 19b, 20a, 20b and 106a  
in the tumour was associated with higher risk of tumour relapse and their overexpression in RC cell 
lines stimulated cellular proliferation. Examination of these miRNAs in plasma exosomes showed that 
their levels differed between RC patients and healthy controls and correlated with patients' treatment 
response. MiR-17/92 cluster miRNAs represent a non-invasive biomarker to predict post-treatment 
prognosis in RC patients. 

The third aim of our project was to evaluate expression of quantitative trait loci (eQTL) variants 
in ABC transporters and their possible role in CRC development or treatment response. We have 
identified 14 single nucleotide polymorphisms (SNPs) in 11 ABC transporter genes acting as eQTL. We 
enrolled 1098 CRC patients and 1442 healthy controls. We did not find any significant association 
between SNPs and risk of CRC. The SNP rs3819720 was significantly associated with shorter overall 
survival. The allele rs3819720 affected the expression of 36 downstream genes. Screening for eQTL 
polymorphisms could help to elucidate the genetic background of individual response to treatment. 
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1. Úvod 
Kolorektální karcinom (KRK) je závažné nádorové onemocnění tlustého střeva. Jedná se o třetí 

nejčastější nádorové onemocnění u mužů a druhé nejčastější u žen celosvětově (Bray et al. 2018). 
V roce 2018 bylo ve světě diagnostikováno více než 1,8 milionu nových případů KRK. Celkově KRK 
zaujímá čtvrté místo s incidencí 19,7 na 100 000 obyvatel (age-standardized rates/ASR). V pořadí před 
KRK jsou nádory prsu (incidence 46,3/100 000 obyvatel za rok), prostaty (incidence 29,3/100 000 
obyvatel za rok) a plic (incidence 22,5/100 000 obyvatel za rok). Z hlediska mortality je KRK na třetím 
místě (8,9/100 000 obyvatel za rok), na prvním místě je karcinom plic (18,6/100 000 obyvatel za rok) 
(Bray et al. 2018). 

Česká republika (ČR) zaujímala v roce 2012 páté místo ve výskytu KRK v Evropě,  
v současné době zaujímá místo patnácté s incidencí 32,7/100 000 obyvatel (ASR, 2018) (Bray et al. 
2018). Je otazné, nakolik se na tomto výsledku podílel screeningový program (Aleksandrova et al. 
2014). Na předních příčkách výskytu KRK se již mnoho let drží Maďarsko a Slovensko (Bray et al. 2018; 
Ferlay J 2013). Každým rokem je v ČR KRK diagnostikován téměř 8 000 pacientům a okolo 3 600 
nemocných na následky onemocnění umírá. V poslední době lze v ČR sledovat postupně klesající trend 
mortality (Dušek L et al. 2015). 

Screeningová vyšetření mají za cíl diagnostikovat pacienty s prekancerózními lézemi nebo KRK 
v časných stadiích (stadium 0, I a II), která mají lepší celkovou prognózu, oproti pokročilým stadiím  
(III a IV) (Pande et al. 2013). Jedná se o efektivní metodu, vedoucí ke snížení morbidity i mortality 
(Brenner et al. 2016; Kubisch et al. 2016; Pox et al. 2012).  

Rozlišujeme několik typů screeningových metod, a to testování stolice, vyšetření krve, 
endoskopické vyšetření a radiodiagnostické vyšetření. 

KRK dělíme na sporadický (90–95 % KRK) a hereditární (5–10 % KRK). Sporadický KRK vzniká 
v důsledku postupné akumulace mutací. Proces, kdy dochází postupně k progresi z normálního 
střevního epitelu do dysplastického epitelu a následně do karcinomu trvá zpravidla 10–15 let a je 
nejčastěji znám jako tzv. sekvence adenom-karcinom (Obr. 1.). Další sekvence, které mohou vést ke 
vzniku sporadického nádoru, jsou tzv. de novo, nebo v zánětlivě změněné střevní sliznici, například  
u pacientů s idiopatickým střevním zánětem (Bettington et al. 2013; Gala et al. 2014). 

Hereditární formy vznikají na podkladě zděděné mutace (Bogaert and Prenen 2014). Zahrnují 
familiární adenomatózní polypózu (FAP), atenuovanou formu FAP (aFAP), hereditární nepolypózní 
formu kolorektálního karcinomu (HNPCC), MYH asociovanou polypózu a polypózní syndromy (Rustgi 
2007).  

KRK vzniká postupnou akumulací genetických mutací a epigenetických změn, které vedou 
k přeměně zdravé sliznice tlustého střeva v nádorovou tkáň. Nejčastější molekulární a genetické změny 
vedoucí ke vzniku nádoru jsou strukturální a numerické změny chromozomů označované jako 
chromozomální instabilita (CIN), dále pak zvyšování počtu kopií opakujících se sekvencí DNA 
(tzv. mikrosatelity) způsobené defektní opravou špatně párovaných bází, označované jako 
mikrosatelitní instabilita (MSI) a nakonec aberantní hypermetylace promotorových oblastí genů, CpG 
island methylator phenotype (CIMP) (Al-Sohaily et al. 2012; Armaghany et al. 2012; Nguyen et al. 
2020; Strimpakos et al. 2009).  
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Obr 1. Adenom-karcinom sekvence upraveno podle (Feldman et al. 2016) 
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2. Hypotézy 
1. KRK diagnostikovaný screeningem má příznivější klinicko-patologický profil oproti KRK 

diagnostikovaného v důsledku symptomů. 
2. Expresní profil microRNA u rektální formy KRK se liší od expresního profilu nádoru ostatních částí 

tlustého střeva a nenádorové tkáně. 
3. Exprese lokusu kvantitativního znaku ABC transportéru má vliv na odpověď na léčbu  

a přežívání u pacientů s KRK. 
 

3. Cíle práce 
1. Prospektivně zhodnotit klinicko-patologickou charakteristiku KRK diagnostikovaného pomocí 

screeningu a u symptomatických pacientů. Ověřit výhody screeningového programu v ČR.   
2. Objasnit expresní profil doposud známých microRNA u rektální formy KRK v porovnání s nádorem 

v jiné části tlustého střeva a nenádorovou tkání. Porovnat expresní profil microRNA u různých 
lokalizací KRK. Zhodnotit možné využití microRNA jako markeru odpovědi na léčbu KRK. 

3. Objasnit, zda polymorfismy v genech pro ABC transportéry ovlivňují individuální odpověď na léčbu 
a přežívání pacientů s KRK. 
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4. KRK diagnostikovaný screeningem má lepší klinicko-patologický profil oproti KRK 
diagnostikovaného u symptomatického pacienta 

4.1. Metodika 
Provedli jsme prospektivní multicentrickou observační studii ve 12 centrech v České republice 

(ČR) v období od roku 2013 do roku 2015. Pacienty jsme rozdělili do dvou skupin: 1. screeningová 
skupina (73); 2. kontrolní skupina (192). Kritériem vstupu do studie byl nově diagnostikovaný KRK. 
Studie byla schválena etickou komisí a všichni pacienti podepsali informovaný souhlas se studií.  

Pacienti ve screeningové skupině byli definováni jako asymptomatičtí pacienti s nově 
diagnostikovaným a histologicky verifikovaným KRK, a to primární screeningovou koloskopií, popř. 
koloskopií po pozitivním TOKS, bez pozitivní rodinné anamnézy. Pacienti zařazení do kontrolní skupiny 
byli definovaní jako pacienti s diagnostikovaným a histologicky verifikovaným KRK, kteří  
se prezentovali symptomy.  

 
4.2. Výsledky 

Do studie jsme prospektivně zařadili celkem 276 pacientů, a následně jsme statisticky 
vyhodnotili 265 pacientů (95,9 %). Pokročilost KRK (stadium 0, I, II vs. III, IV) byla statisticky významně 
příznivější ve skupině KRK diagnostikovaným screeningem, kde převažovala stadia 0, I a II, než v 
kontrolní skupině (p <0,001). Rovněž výskyt lokálních metastáz (N1, N2) v době diagnózy byl výrazně 
příznivější pro skupinu screening než pro kontrolní skupinu (p <0,001). Pacienti ve skupině screening 
neměli přítomny vzdálené metastázy (M1) na rozdíl od pacientů ve kontrolní skupině, kde v době 
diagnózy bylo přítomno již 35 pacientů se vzdálenými metastázami (p <0,001). Grading KRK v našem 
souboru nevykazoval rozdíly mezi oběma skupinami. V obou skupinách dominoval dobře 
diferencovaný KRK (72,6 % vs. 62,5 %) (Tabulka 1). 

V obou skupinách převládalo postižení levého tračníku v porovnání s ostatními částmi tlustého 
střeva (screening 91,8 %; kontrola 75 %). Postižení rektosigmoidea dominuje nad postižením ostatních 
částí tračníku. Celkem 58 pacientů (79,5 %) ve skupině screening a 155 pacientů (80,8 %) ve kontrolní 
skupině podstoupilo chirurgické řešení. R0 resekce byla provedena v 65,8 % v případě screeningové 
skupiny. Ve kontrolní skupině byla provedena R0 v 46,4 % případů (p =0,015). R1 a R2 resekce byla 
provedena pouze v minimálním počtu případů v obou skupinách (1,4 % vs. 5,3 %). Devět pacientů ve 
skupině screening (12,3 %) a osm pacientů ve kontrolní skupině (4,2 %) bylo léčeno endoskopicky  
(p =0,032), a to radikální polypektomií. Medián doby od stanovení diagnózy po chirurgické řešení byl 
30 dní pro screeningovou skupinu a 21,5 dne pro pacienty ve kontrolní skupině (p =0,022).  

Pacientů léčených systémovou paliativní terapií bylo významně více ve kontrolní skupině  
než ve skupině kontrola (p =0,018). Rozdíl mezi počtem pacientů léčených adjuvantní či neoadjuvantní 
terapií nebyl statisticky významný.  
 
Tabulka 1. Stadia, metastázy, grading KRK 

 Screening (N = 73) Kontrola (N = 192)  
 N % N %  
Stadia     P 
0 (Tis N0 M0) 10 13,7 % 9 4,7 % <0,05 
I (T1-2 N0 M0) 21 28,8 % 32 16,7 % <0,05 
II (T3-4 N0 M0) 15 20,5 % 42 21,9 %  
III (T1-4 N1-2 M0) 18 24,7 % 51 26,6 %  
IV (T1-4 N1-2 M1) 1 1,4 % 34 17,7 % <0,05 
Chybějící data 8 10,9 % 24 12,4 %  
Metastázy      
MX 8 11,0 % 31 16,1 %  
M0 55 75,3 % 104 54,2 % <0,05 
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4.3. Diskuse 

Multicentrická observační prospektivní studie, kterou jsme provedli ve 12 centrech ČR, 
ukázala, že KRK diagnostikovaný screeningem se liší z klinicko-patologického hlediska od 
symptomatického KRK. Studie ukázala, že KRK diagnostikovaný screeningem má celkově příznivější 
klinicko-patologické vlastnosti, a to především v časných stadiích onemocnění, tedy ve stadiu 0, I a II. 
Výsledky se shodují se studiemi publikovanými v nedávné době, které se také zabývaly problematikou 
screeningu KRK. Například v multicentrické studii Brennera a spol. byla porovnávána prognóza stejně 
rozdělených dvou skupin pacientů jako v naší práci, a to pacientů, kde byl KRK diagnostikován 
screeningem s pacienty, kde byl KRK diagnostikován pro symptomy. Do studie bylo zařazeno  
a vyhodnoceno celkem 2450 pacientů s KRK. První skupina pacientů s KRK diagnostikovaný pomocí 
screeningu vykazovala 68 % nemocných ve stadiích I a II, zatímco druhá skupina pacientů se symptomy 
měla diagnostikovaná stadia I a II pouze v polovině případů, tedy v 50 % (Brenner et al. 2016).  
Zorzi a spol. také srovnávali charakteristiku KRK diagnostikovaného pomocí screeningu vs. pro 
symptomy. Bylo vyhodnoceno celkem 23 668 pacientů ve věku 50 až 69 let, 2806 bylo diagnostikováno 
screeningem. Pacienti s KRK diagnostikovaní pomocí screeningu měli opět celkově příznivější klinicko-
patologickou charakteristiku KRK. Stadium I bylo zastiženo ve 42,8 % pacientů diagnostikovaných 
pomocí screeningu ve srovnání s 16,2 % pacienty diagnostikovaných pro symptomy. Pro stadium IV byl 
procentuální rozdíl skupin 6,2 % vs. 19,8 % (Zorzi et al. 2015). Amri a spol. dospěli k obdobným 
výsledkům, kde bylo retrospektivně vyhodnoceno celkem 1071 pacientů a 217 z nich bylo 
diagnostikováno screeningem. Pacienti s KRK diagnostikovaní pro symptomy měli celkově vyšší 
zastoupení pokročilejších stadií KRK oproti pacientům diagnostikovaných screeningem (≥ T3 74,5 % vs. 
37,8 %, RR = 1,96, p <0,001). Rovněž míra rekurence KRK byla vyšší ve kontrolní skupině oproti 
pacientům ve skupině screening (13,1 % vs. 6,0 %, p = 0,004) (Amri et al. 2013). 
 Výskyt metastatického postižení a využití systémové paliativní terapie byl v naší studii 
významně vyšší u kontrolní skupiny oproti screeningové skupině. Naše výsledky jsou v úzké korelaci se 
studií od Kubische a spol. V jejich retrospektivní analýze 524 953 koloskopií bylo diagnostikováno 
celkem 6065 pacientů s KRK, kdy 1750 z nich bylo diagnostikováno screeningem. M1 metastázy byly 
častěji identifikovány v symptomatické skupině než ve skupině screening (18,37 % vs. 10,48 %) (Kubisch 
et al. 2016). V našem souboru pacientů nebyl nižší grading tumoru spjat s nižším celkovým stadiem 
onemocnění. To mohlo být způsobeno malým počtem zařazených pacientů. Výsledky jsou v kontrastu 
se studií od Zorziho a spol., kde bylo zařazeno 23 668 pacientů a kde byl nižší grading (OR pro špatně 
diferencovaný KRK byl 0,86, 95 % CI: 0,75-1,00) spojen s nižším stadiem onemocnění (Zorzi et al. 2015).  
 Rozdílná lokalizace KRK v tračníku má několik možných příčin, a to od odlišné patogeneze KRK, 
embryonálního původu jednotlivých částí tlustého střeva, odlišného cévního zásobení jednotlivých 
částí či odlišného složení mikrobiomu v rozdílných částech střeva (Al-Sohaily et al. 2012; Brackmann et 
al. 2009; Lee et al. 2015; Phipps et al. 2013; Xi et al. 2019). Většina KRK v naší studii byla lokalizována 

M1 0 0.0 % 35 18,2 % <0,05 
Chybějící data 10 13,4 % 22 11,5 %  
Regionální postižení uzlin      
NX 3 4,1 % 13 6,8 %  
N0 41 56,2 % 71 37,0 %  
N1 18 24,7 % 48 25,0 % <0,05 
N2 3 4,1 % 39 20,3 %  
Grading       
GX (nelze hodnotit) 6 8,2 % 29 15,1 %  
G1 (dobře dif.) 11 15,1 % 24 12,5 %  
G2 (středně dif.) 42 57,5 % 96 50,0 %  
G3 (špatně dif.) 6 8,2 % 16 8,3 %  
G4 (dediferencovaný) 3 4,1 % 2 1,0 %  
Chybějící data 5 6,8 % 25 13,2 %  
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v levém tračníku. Obdobné výsledky můžeme také pozorovat v retrospektivní studii od Vasila a spol. 
Zařazeno bylo celkem 302 pacientů s KRK, kde 41,8 % KRK bylo lokalizováno v levém tračníku a 34,3 % 
bylo lokalizováno v rektu (Vasile et al. 2012). Další studie od Wraye a spol., kde bylo analyzováno 
celkem 82 926 pacientů KRK, došla k obdobným výsledkům, kde 42 % případů KRK bylo situováno 
v levém tračníku a 48 % v pravém tračníku (cékum, vzestupní tračník, hepatální ohbí). Recentně 
publikovaná multicentrická studie od Lu a spol. se zaměřila na výskyt KRK u pacientů mladších 50 let. 
Bylo zhodnoceno více jak 1,3 milionů pacientů s KRK ve věku nad 50 let a 117 686 pacientů s KRK pod 
50 let. Celkem 74,4 % KRK u pacientů pod 50 let a 56,1 % KRK u pacientů nad 50 let bylo lokalizováno 
v levém tračníku (P. Lu et al. 2019). Zbylých 10 % bylo lokalizováno v příčném tračníku (Wray et al. 
2009).  

Endoskopická léčba KRK je považována za kurativní v případě, že se jedná o časný tumor (dobře 
diferencovaný, bez přítomnosti hluboké invaze – sm3, bez lymfovaskulární infiltrace), který byl 
radikálně odstraněn. Takový tumor má nízké riziko metastatického postižení a endoskopická léčba 
s adekvátním následným sledováním je možná. V našem souboru takových pacientů s neinvazivním 
tumorem bylo významně více ve skupině screening než ve kontrolní skupině. Obdobné výsledky 
ukázala studie Mounzera a spol., kde bylo analyzováno 10 403 pacientů s maligním polypem. 
Endoskopickou léčbu podstoupilo celkem 2688 pacientů (26 %) a 7715 (74 %) podstoupilo chirurgické 
řešení. Pacienti léčeni endoskopicky byli nejčastěji ti, kteří měli stadium 0, kde endoskopická léčba má 
dlouhodobě příznivé výsledky (T. Chen et al. 2018; Mounzer et al. 2015).  

V naší studii byl medián doby od stanovení diagnózy po chirurgické řešení 30 dní  
u screeningové skupiny a 21 dní u kontrolní skupiny. Rozdíl mediánu by mohl mít příčinu v časnější 
předoperační přípravě symptomatických pacientů oproti těm, kteří byli diagnostikovaní screeningem. 
Téměř 11 % pacientů ve kontrolní skupině bylo akutně hospitalizováno pro ileus, krvácení nebo 
perforaci. Retrospektivní studie od Gillise a spol. ukázala, že delší doba čekání na chirurgické řešení 
KRK může být způsobena nutností podrobného vyšetření pacientů zahrnující počítačovou tomografii, 
magnetickou rezonanci, echokardiografii či specializovaná konzilia, a to obzvlášť u pacientů 
s komorbiditami (Gillis et al. 2014). 

Naše prospektivní multicentrická studie potvrdila efektivitu screeningového programu, který 
jasně ukazuje celkově lepší klinicko-patologický profil KRK oproti pacientům diagnostikovaným pro 
symptomy. Naše studie podporuje fakt, že screeningový program by měl být implementován 
celosvětově. 

5. MicroRNA expresní profil u rektální formy KRK se liší od expresního profilu nádoru tlustého střeva 
a nenádorové tkáně. 

5.1. Metodika 
Provedli jsme analýzu doposud známých microRNA (2555) u rektální formy KRK za užití 3D-Gene 

Toray microrray. Kandidátní microRNA jsme následně validovali na nezávislé kohortě pacientů – tlusté 
střevo a konečník (tkáň, plazma, exosom). MicroRNA s nejvíce změněným expresním profilem jsme 
následně studovali v buněčných kulturách odvozených od primárních KRK (Obr. 2.). 
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Obr. 2. Přehled projektu, převzato z (Kral et al. 2018) 
 

Pacientům s diagnostikovaným KRK (rektální forma, kolonická forma) byla odebrána tkáň 
z tumoru, nenádorová tkáň střeva z okolí tumoru a krev. Odebrali jsme krev do EDTA zkumavky,  
a následně jsme provedli centrifugaci. Zaznamenali jsme údaje pacientů týkajících se lokalizace KRK, 
TNM klasifikace, onkologické léčby (neoadjuvantní/adjuvantní/paliativní chemoradioterapie), lokální 
či vzdálená rekurence a 5leté přežití.  

Hluboko zmražené vzorky tkání pacientů byly nejdříve homogenizovány. Po homogenizaci 
tkání byla provedena izolace celkové RNA, včetně microRNA. Následně byla změřena kvalita  
a koncentrace izolované microRNA. Exosomální microRNA byla dále izolována pomocí ExoQuick™. 
Posledním krokem byla kontrola kvality mirRNA. Dále proběhla hybridizace a promytí dle manuálu od 
Toray. Intenzita signálu jednotlivých microRNA byla analyzována pomocí 3D-Gene Scanner 3000. 

U všech RNA vzorků byla provedena reverzní transkripce (RT) za užití TaqMan MicroRNA 
Reverse Transcription Kitu a PCR cykleru. Rovněž byla u všech vzorků provedena preamplifikace. Vzorky 
byly následně validovány pro multiplex RT, preamplifikaci a kvantitativní PCR (qPCR). qPCR byla 
provedena na BioMark™ HD systému využívající pro genovou expresi 48.48 nebo 96.96 Dynamic 
Array™ IFC. Jako buněčné kultury byly využity lidské buňky rektálního karcinomu (SW1463 Sigma-
Aldrich). Buňky byly kultivovány v mediu RPMI-1640. Kultivace probíhala za teploty 20 °C a plynů 20 % 
O2 a 5 % CO2. Buňky byly dále přeneseny na destičku se šesti komůrkami. Efektivita transfekce byla 
hodnocena pomocí míry exprese microRNA v porovnání s negativními kontrolami užitím qPCR. 
 Statistická analýza byla provedena užitím GenEx qPCR data analysis software verze 6, SAS 9.3 
software a programu R verze 3.4.0. Analýzy byly provedeny separátně pro jednotlivé typy vzorků 
(rektum či kolon). Hladina významnosti byla nastavena na α=0,05. P hodnoty byly korigovány dle 
Bonferroniho.  
 
5.2. Výsledky 

V prvním kroku jsme provedli screening celkem 2 555 microRNA na 20 párech vzorků (20 rektálních 
nádorů a 20 zdravých tkání) – tzv. „Discovery set“. Vzorky v Discovery setu nebyly vystaveny neoadjuvantní 
terapii, tudíž je jednalo o naivní pacienty. V těchto vzorcích bylo identifikováno 71 deregulovaných 
microRNA. Identifikované microRNA byly deregulované v nádorové tkáni bez ohledu na TNM 
charakteristiku. Celkově bylo 57 microRNA se sníženou expresí a 14 s expresí zvýšenou. Následně jsme 
provedli validaci deregulovaných microRNA identifikovaných v Discovery setu na větším souboru pacientů 
s rektálním karcinomem.  

Prvním krokem před verifikací deregulovaných microRNA bylo testování 71 TaqMan MicroRNA 
assayí pomocí BioMark HD Systemu. Z 71 prób prošlo všemi selekčními kritérii pro kvantitativní PCR dle 
doporučení 22 prób. Těchto 22 microRNA bylo následně testováno v tzv. Rectal Validation kohortě, kde bylo 
celkem 100 párů tkání (tumor a nenádorová tkáň). V této analýze byli zahrnuti pacienti, kteří byli naivní 
z hlediska neoadjuvantní terapie, tak pacienti, kteří neoadjuvantní terapii podstoupili. Výsledky ukázaly, že 
v nádorové tkáni bylo celkově deregulováno 13 microRNA, kdy 10 z nich vykazovalo vyšší a 3 nižší exprese. 
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Tyto rozdíly byly nalezeny pouze u kohorty pacientů, kteří byli naivní z hlediska neoadjuvantní terapie.  
Ti, co podstoupili neoadjuvantní terapii, neměli tyto změny v expresním profilu přítomny. Naše výsledky 
ukazují rozdílný expresní profil microRNA u rektálního karcinomu v porovnání s nenádorovou tkání  
a potlačení těchto rozdílů v průběhu neoadjuvantní terapie. 

V našem projektu jsme si rovněž chtěli zodpovědět otázku, zda deregulované microRNA 
identifikované u rektálního karcinomu jsou pro tento nádor charakteristické. Z tohoto důvodu jsme 
otestovali námi zjištěných 22 microRNA, které prošly všemi validacemi pomocí qPCR, a otestovali jsme 
je na tzv. Colon Validation kohortě čítající celkem 102 párů tkání (tumor a zdravá tkáň). Většina 
z identifikovaných microRNA byla shodná jak pro rektální karcinom, tak pro kolonickou formu KRK. 
Pouze microRNA 744 měla vyšší expresi jen u rektálního karcinomu, nikoliv však u kolonické formy KRK. 
Na druhou stranu některé microRNA byly deregulovány pouze v kolonické formě KRK (miR-133a,  
-133b, -1, -143, -28 – snížená exprese), (miR-103 – zvýšená exprese) a nikoliv u rektálního karcinomu. 
Z dosavadních výsledků je zřejmé, že profil microRNA u rektálního karcinomu a kolonické formy KRK je 
podobný s výjimkou několika microRNA specifických buď pro rektální nebo kolonický karcinom. 

Identifikované microRNA u rektálního karcinomu byly dále korelovány s klinicko-patologickou 
charakteristikou pacientů. Jednalo se především o pokročilost nádorového onemocnění (TNM 
klasifikace), odpověď pacienta na adjuvantní terapii a 5leté přežívání pacientů od stanovaní diagnózy. 
V této analýze bylo vyhodnoceno celkem 69 pacientů, kteří absolvovali neoadjuvantní terapii. 
Identifikovali jsme microRNA, která je spojena s progresí nádorového procesu, to znamená s TNM 
klasifikací v době diagnózy. Hladina miR-21 byla signifikantně vyšší u nádorů ve stádiu IV (n = 15) než 
ve stádiu I-III (n = 50) (Obr. 3A). Několik microRNA se ukázalo být odlišně exprimováno v rektálním 
karcinomu, který pozitivně reagoval na adjuvantní terapii (bez známek recidivy tumoru po dokončení 
terapie, n = 50) oproti těm pacientům, kteří nereagovali na léčbu a měli recidivu onemocnění (lokální 
recidiva tumoru na konci léčby, n = 7) (Obr. 3B). Tyto microRNA se zdají být specifické pro rektální 
karcinom, žádná z nich nebyla spojena s odpovědí na léčbu či přežíváním u kolonické formy KRK. 
Většina těchto microRNA je organizována do clusteru mir-17/92 (Obr. 3C). 

 
Obr. 3. MicroRNA spojené s progresí nádoru a odpovědí na léčbu. (A) Expresní hladina microRNA 21 
je spojena s diseminací rektálního karcinomu, upregulace této microRNA byla detekována u stádia 
IV oproti stádiu I-III. (B) Panel microRNA spojené s recidivou rektálního karcinomu po adjuvantní 
terapii. Většina identifikovaných microRNA patří do clusteru miR-17/92. (C) Členové clusteru miR-
17/92 obsahuje dva paralogy – miR-106a/363 a miR-106b/25. MicroRNA identifikovány v našem 
projektu jsou tučně. Členové clusteru rodiny miR-17 jsou oranžově zvýrazněni, rodina miR-18 
tyrkysově, rodina miR-92 fialově (Kral et al. 2018). 
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Z našich dosavadních výsledků plyne, že microRNA v clusteru miR-17/92 byly nejenom 

deregulované v nádorové tkáni, ale rovněž byly spjaty s odpovědí na adjuvantní chemoterapii. Dalším 
krokem našeho projektu bylo zhodnocení expresního profilu clusteru miR-17/92 v plazmě a exosomu 
v korelaci s odpovědí pacienta na léčbu. Vyšetřili jsme celkem 100 pacientů s rektálním karcinomem, 
kterým byla odebrána plazma v době diagnózy (T0), dále v době po skončení adjuvantní terapie (T1)  
a rok od stanovení diagnózy (T2). Pacienti v T2 byli pouze ti, kteří neměli známky recidivy základního 
onemocnění. Ve skupině T0 bylo vyšetřeno celkem 88 vzorků plazmy a 52 vzorků exosomu, ve skupině 
T1 bylo celkem 38 vzorků plazmy a 35 vzorků exosomu a nakonec ve skupině T2 bylo analyzováno  
27 vzorků plazmy a 22 vzorků exosomu. Pacienti s rektálním karcinomem byli porovnáni  
s 31 kontrolními osobami. Veškeré microRNA byly detekovány jak v plazmě, tak v exosomu. Expresní 
hladiny microRNA z plazmy se nelišily mezi pacienty s KRK a zdravými kontrolami. Rozdíly nebyly patrny 
napříč skupinami T0, T1 a T2. Expresní hladiny microRNA se na rozdíl od vzorků plazmy lišily u exosomu. 
V době diagnózy (T0) byly u těchto pacientů detekovány rozdílné expresní hladiny oproti zdravé 
kontrole. Těchto rozdílů v expresním profilu microRNA v exosomu naopak ubývalo s časem, respektive 
u pacientů, kde již karcinom nebyl přítomen (T2). Naše data ukazují, že exosomální profil microRNA u 
rektálního karcinomu výrazně lépe odráží průběh onemocnění.  

MicroRNA 18 (18a a 18b) a 19 (19a a 19b) byly v našem souboru spojeny s odpovědí na léčbu. 
Z tohoto důvodu jsme zhodnotili vliv těchto microRNA na proliferaci a migraci buněk s rektálním 
karcinomem. V buněčných kulturách SW1463 byla zjištěna zvýšená exprese jak microRNA 18a/18b, tak 
19a/19b. Analýza rovněž ukázala jejich schopnost vyvolat zvýšení proliferace a migrace buněčné 
kolonie. Tyto výsledky byly potvrzeny pomocí qPCR. Pozorovali jsme významně zvýšenou proliferační 
aktivitu buněk SW1463, které zvýšeně exprimovali microRNA-18b. Naše výsledky poukazují na to, že 
microRNA-18b by mohla být zvýhodňujícím faktorem pro růst nádorových buněk. Na druhou stranu 
jsme pozorovali nižší schopnost migrace buněk SW1463 při zvýšené expresi microRNA-18a a -19a. Naše 
analýza ukázala, že microRNA rodiny -18 a -19, které jsou rovněž součástí clusteru miR-17/92, má 
schopnost ovlivnit migraci a proliferaci buněk rektálního karcinomu. 

 
5.3. Diskuse 

MicroRNA hraje ústřední roli v regulaci genové exprese a v patogeneze nádorového 
onemocnění a může vystupovat jako onkogen či tumor-supresorový gen (C. Z. Chen 2005). I přes 
všechny rozdíly v léčbě a prognóze adenokarcinomu rekta a kolon jsou tyto dvě entity studovány jako 
jedna jediná choroba. Tento fakt nás vedl k zhodnocení molekulárních odlišností těchto dvou entit se 
zaměřením na rozdíly v expresním profilu microRNA a vztahu těchto microRNA k odpovědi na léčbu.  
 Provedli jsme široký screening celkem 2 555 microRNA na 20 párech vzorků (tumor  
a nenádorová tkáň), kde jsme identifikovali celkem 71 deregulovaných microRNA u rektální formy KRK. 
Většina těchto microRNA měla sníženou expresi oproti nenádorové tkáni (57 versus 14). To nás vedlo 
k závěru, že během karcinogeneze rektální formy KRK je expresní profil většiny microRNA snížený. 
Z dosavadních studií se zdá být snížená exprese microRNA v patogenezi nádorového onemocnění 
častější než její zvýšení(J. Lu et al. 2005; Williams et al. 2017). Snížené exprese microRNA v patogenezi 
nádorového procesu lze vysvětlit poruchami v syntéze microRNA, mutacemi genů pro microRNA  
či epigenetickými změnami v promotorových oblastí genů pro microRNA. Tímto dochází k poruše 
regulace genové exprese vedoucí k poruše diferenciace buňky a apoptózy, které následně vedou ke 
vzniku nádorové buňky(C. Z. Chen 2005). V poslední době bylo publikováno několik studií, které se 
zaměřily na expresní profil microRNA u rektální formy KRK (Carames et al. 2015; Carames et al. 2016; 
Drebber et al. 2011; Lopes-Ramos et al. 2014; Pelossof et al. 2016; Svoboda et al. 2008; Svoboda et al. 
2012; Yu et al. 2016). Bohužel většina těchto studií je limitována malým počtem vyšetřovaných 
pacientů, či nízkým počtem testovaných microRNA bez předchozího screeningu kandidátních 
microRNA. Další limitací studií byla odlišná metodologie uložení vzorků. Tato fakta pravděpodobně 
vedla k rozdílným výsledkům napříč studiemi, a tudíž i k obtížné interpretaci výsledků v kontextu 
dosavadní literatury. Výjimkou v těchto studiích byla studie publikovaná Gaedckem a spol., která 
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zhodnotila 57 rektálních tumorů a nenádorových tkání (Gaedcke et al. 2012). Autoři provedli screening 
celkem 2 090 microRNA, kde identifikovali 20 microRNA, které měly zvýšenou expresi a 29 microRNA 
se sníženou expresí. V porovnání s našimi daty jsme přesto nepozorovali významné překrytí výsledků, 
pouze některé microRNA se shodovaly s výsledky Gaedckeho a spol., včetně charakteru exprese.  
Ve shodě byly následující microRNA: a) miR-17, -18a, -21 měly exprese zvýšené; b) miR-195, -378,  
-143, -145, -1 pak snížené.  
 V následující fázi projektu byla provedena validace 71 microRNA na setu 100 rektálních tumorů 
a zdravé tkáně, kde jsme identifikovali celkem 13 deregulovaných microRNA. Nicméně je třeba 
podotknout, že z 71 microRNA zjištěné screeningem jich bylo k analýze využito pouze 22 microRNA,  
a to pro nesplnění kritérií zbylých microRNA pro optimální qPCR dle MIQE doporučení (Bustin et al. 
2009). Respektování těchto Guidelines mohlo vést k arteficiálnímu snížení počtu akceptovaných 
microRNA.  

V našem projektu bylo identifikováno celkem 8 microRNA se zvýšenou expresí, které jsou 
součástí clusteru miR-17/92. Přesto, že v patogenezi karcinomů (prso, plíce, pankreas, prostata, kolon, 
žaludek) nacházíme především microRNA s expresí sníženou, tak cluster miR-17/92 je vždy se zvýšenou 
expresí (He et al. 2005; Volinia et al. 2006). Tento cluster je zodpovědný za četné procesy v buňce jako 
je buněčná proliferace (TGF-β, SMAD), regulace buněčného cyklu (p21, E2F1) či buněčná smrt (PTEN, 
BCL2) (Mogilyansky and Rigoutsos 2013). 
 Lokálně pokročilá forma rektální formy KRK je v první fázi léčena neoadjuvantní terapií. 
Z tohoto důvodu byli ve screeningu zahrnuti pouze pacienti naivní k neoadjuvantní terapii. Na druhou 
stranu validační kohorta obsahovala jak pacienty léčené neoadjuvantní terapií, tak pacienty, kteří 
nebyli léčeni. Důvodem bylo pozorování efektu léčby na expresní profil microRNA. Svoboda a spol. 
identifikovali dvě microRNA (miR-125b a miR-137), které měly zvýšenou expresi u 6 rektálních tumorů 
před a po dvou týdnech neoadjuvantní léčby. Autoři předpokládali, že hladiny microRNA se navrátí do 
normálu poté, co dojde k dostatečnému zaléčení nádorového procesu (Svoboda et al. 2008). Snížení 
rozdílu v expresi microRNA u nádoru léčeného neoadjuvantní terapií a zdravé tkáně má dvě možné 
příčiny: i) změna exprese microRNA u tumoru reagujícího na léčbu směrem k expresnímu profilu zdravé 
tkáně; ii) poměr nádorových a stromálních buněk je posunut směrem ke stromatu, a následně ztrácí 
profil nádorové tkáně. Vyšetření takové tkáně by pomocí laserové mikrodisekce mohlo tuto otázku 
zodpovědět. 
 Porovnání expresního profilu microRNA u kolon a rekta ukazuje řadu podobností. Přesto jsme 
zaznamenali drobné rozdíly. Šest microRNA bylo specifických pro kolon, z čehož miR-744 má zvýšenou 
expresi pouze u rektální formy KRK. Na druhé straně miR-17, -18a/b, -20a/b, -21 a -106a mají expresi 
sníženu v obou lokalizacích (Motoyama et al. 2009; Slattery et al. 2016; Strubberg and Madison 2017). 
Naše data rovněž ukazují, že cluster miR-17/92 hraje důležitou roli v patogenezi KRK bez ohledu na 
lokalizaci. 
 V posledních letech byla microRNA zkoumána jako možný biomarker časného záchytu nádoru 
a odpovědi na léčbu. Z tohoto důvodu jsme vyhodnotili profil microRNA u rektálního karcinomu 
s klinickými daty včetně odpovědi pacientů na léčbu. Po vyhodnocení klinických dat s korelací 
s expresním profilem jsme identifikovali miR-21, která byla výrazně exprimována u pacientů 
s pokročilým nádorem (TNM IV). Naše výsledky jsou v souladu s publikovanými studiemi, které ukazují, 
že vyšší hladiny miR-21 jsou nacházeny u pacientů s více pokročilým KRK a celkově horší prognózou 
(Faltejskova et al. 2012; Kulda et al. 2010; Mima et al. 2016; Schetter et al. 2008). Rovněž negativní 
korelace mezi expresní miR-21 a mortalitou byla popsána jen pro rektální karcinom (Li et al. 2013; 
Slattery et al. 2016). V naší studii jsme rovněž pozorovali, že cluster miR-17/92 byl spojený s odpovědí 
pacientů na adjuvantní terapii. Hladiny miR-17, -18a/b, -19a/b, -20a/b a -106a měly zásadně zvýšenou 
expresi v nádorech, které měly následně po léčbě rekurenci oproti nádorům, které byly v remisi. 
Rovněž kromě clusteru miR-17/92 i další microRNA (miR-133a/b, -1, -143, -195) byly spjaty s odpovědí 
na léčbu. Žádné z těchto microRNA neměly vztah k odpovědi na léčbu u karcinomu tlustého střeva.  
 V projektu jsme provedli také analýzu clusteru miR-17/92 v periferní krvi. Byla analyzována 
plazma a plazmatické exosomy pacientů s rektální formou KRK. Vzorky plazmy byly odebrány v době 
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diagnózy karcinomu a následně 6 a 12 měsíců od stanovení diagnózy. Poslední vzorky byly odebírány 
u pacientů v remisi. Z výsledků můžeme konstatovat, že spíše než plazma jako taková, plazmatické 
exosomy lépe odráží průběh onemocnění. Exosomy jsou drobné lipidové částice tvořené buňkami, 
které hrají důležitou roli v mezibuněčné komunikaci. Jsou aktivně vylučovány nádorovými buňkami do 
svého okolí s cílem ovlivnit přilehlé buňky. Exosomy poskytují microRNA lepší ochranu před degradací, 
a tudíž je jejich koncentrace vyšší než v běžné plazmě. Exosomy z tohoto důvodu slouží jako zdroj 
možných biomarkerů (Matsumura et al. 2015; Ogata-Kawata et al. 2014). Zdařilo se nám prokázat, že 
jak hladina clusteru miR-17/92 v exosomech, tak i v tumoru, vykazuje spojitost s rekurencí rektálního 
nádoru. K objasnění našeho pozorování jsme simulovali zvýšení exprese miR-18a/b a miR-19a/b na 
buněčné kultuře SW1463 a pozorovali jsme buněčnou proliferaci a migraci. Post-transfekční exprese 
miR-18b byla výrazně vyšší oproti ostatním třem microRNA, a proto tento fakt mohl ovlivnit naše 
pozorování. Nicméně zvýšení exprese miR-18b bylo spjato s růstem buněk rektálního karcinomu, což 
může být důvodem, proč cluster miR-17/92 bývá běžně nadměrně exprimován v KRK. Tento fakt 
rovněž podporuje nově publikovaná práce o miR-19a, která podporuje proliferaci a migraci nádorových 
buněk kolon (Liu et al. 2017). V naší studii miR-18a a -19a mají inhibiční efekt na migraci nádorových 
buněk rekta. Tento nález je ale v rozporu se vzorky lidské tkáně, kde vysoké hladiny exprese byly 
spojeny s relapsem nádoru, a to spíše poukazuje na pozitivní efekt z hlediska migrace nádorových 
buněk. Pravděpodobným důvodem, proč cluster miR-17/92 bude mít pozitivní vliv na migraci, je 
inhibice transkripčního faktoru E2F1-3. Rovněž E2F1-3 blokuje zpětně expresi clusteru miR-17/92. 
Tento zpětnovazebný efekt mezi clusterem miR-17/92 a E2F zajišťuje mechanismus regulace 
buněčného cyklu. V případě nadměrné exprese clusteru miR-17/92 je tento zpětnovazebný 
mechanismus narušen a dochází k buněčné proliferaci (Woods et al. 2007).  

6. Exprese lokusů kvantitativního znaku u genů ABC transportérů a jejich vliv na přežívání pacientů 
s KRK léčených 5-FU 

6.1. Metodika 
 Do našeho projektu jsme zařadili 1098 pacientů s KRK a 1442 kontrol. Všichni pacienti zařazeni 
do studie podepsali informovaný souhlas, studie byla schválena etickou komisí. U všech pacientů jsme 
zaznamenali klinická data jako jsou diagnóza, lokalizace nádoru, TNM klasifikace, diferenciace nádoru, 
zahájení adjuvantní chemoterapie, přítomnost vzdálených metastáz, recidiva onemocnění a úmrtí. 
Celkem 411 pacientů s KRK obdrželo adjuvantní terapii na bázi 5-FU. U pacientů bylo kombinováno 
několik možných režimů adjuvantní chemoterapie: I) Mayo – 5-FU (425 mg/m2) a leukovorin (10 
mg/m2) po dobu 5 dnů každé 4 týdny, celkem 6 cyklů; II) DeGramont – leukovorin (200 mg/m2) na  
2 hodiny, následně bolus 5-FU (400 mg/m2) a poté kontinuální infuze 5-FU (2400-3000 mg/m2) po dobu 
46 hodin. Pacienti s metastatickým KRK podstoupili následující režim: III) FOLFOX4 – oxaliplatina (85 
mg/m2) a leukovorin (200 mg/m2) po dobu 2 hodin simultánně, následně bolus 5-FU (400 mg/m2)  
a poté opět 5-FU (600 mg/m2) první den, druhý den následně leukovorin (200 mg/m2) a poté bolus 5-
FU (400 mg/m2) a následně opět 5-FU (600 mg/m2). Tento režim byl opakován každé dva týdny. Celkem 
440 pacientům nebyla podána adjuvantní chemoterapie po chirurgické resekci nádoru.  
 Existuje 7 rodin genů pro ABC transportéry, které kódující 48 odlišných proteinů. Pro každý ABC 
gen jsme vyhledali informace o kódujících a nekódujících SNPs za využití SCAN databáze. Vybrané eQTL 
SNP byly dále selektovány dle MAF >5 % (minor allele frequency) v evropské populaci. Vybrané SNP 
jsme rovněž analyzovali jako možné tzv. master regulators of expression (geny, které regulují expresi 
další řady genů). V tomto případě master regulator of expression byl definován jako gen, který reguluje 
minimálně dalších 40 genů (Pardini et al. 2012). 
 DNA jsme izolovali z lymfocytů z periferní krve. Genotypizaci vybraných 14 ABC SNP jsme 
provedli pomocí KASPar. Z důvodu kontroly kvality jsme stejný počet vzorků od pacientů s KRK a kontrol 
rozložili náhodně na každou desku. Duplicitní vzorky jsme analyzovali pro každý SNP. Genotype call 
rate (proporce genotypů bez chybějících dat) mezi SNP se pohyboval mezi 94 a 99 %. 
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 Ke statistické analýze jsou použili χ-kvadrát test, který jsme nastavili na hladinu významnosti  
α = 0,05. Genotypy u kontrolní skupiny byly v Hardy-Weinbergově rovnováze. Ke stanovení asociace 
mezi genotypy a rizikem KRK byla použita metoda multivariantní regresní analýzy. Asociaci mezi SNP  
a rizikem vzniku KRK byla stanovena pomocí odhadnutí míry relativního rizika (Odds ratio, OR) s 95 % 
intervalem spolehlivosti. P hodnoty byly považovány za statisticky významné při hodnotě p ≤ 0,05. 
Bonferroniho korekce měla hranici významnosti nastavenou na 0,004 pro 12 studovaných SNP. 

Celkové přežívání pacientů (OS) s KRK jsme hodnotili pomocí data úmrtí, pro ty, kteří byli 
naživu pak ukončením studie (31. 12. 2016). Přežívání bez progrese onemocnění (PFS) jsme definovali 
jako dobu od operace nebo ukončení terapie do objevení se vzdálených metastáz, rekurence 
základního onemocnění nebo smrti. Relativní riziko rekurence či smrti jsme odhadli pomocí poměru 
rizik (hazard ratio, HR) použitím Coxovy regresní analýzy. Křivku přežití jsme vytvořili pomocí Kaplan-
Meierovy metody. Multivariantní analýza přežití byla upravena s ohledem na věk, pohlaví, TNM 
klasifikaci a chemoterapii. Statistickou analýza byla zpracována pomocí R softwaru  
(www.r-project.org).  

6.2. Výsledky 
Z celkového počtu 23 951 SNP, které jsme identifikovali ve 48 genech ABC transportérů, jsme 

vybrali ve SCAN databázi 1542 SNP z důvodu jejich pravděpodobné funkce regulátorů genové exprese 
dalších genů. Z těchto 1542 SNP jsme vybrali SNP dle dalších kritérií (MAF >5 % v evropské populaci, 
analýza vazebné nerovnováhy). Následně jsme vytvořili seznam 26 eQTL v 15 genech pro ABC 
transportéry. V dalším kroku jsme opět pomocí SCAN databáze vybrali SNP, které mají roli tzv. master 
regulators. Po aplikaci všech kritérií bylo vybráno 6 ABC SNPs jako tvz. master regulators. Výběr jsme 
následně rozšířili o SNP fungující jako eQTL regulující více jak 25 genů, ale méně jak 40. Nakonec jsme 
vybrali 6 SNP jako master regulators a 8 SNP regulující více jako 25 genů, ale méně jak 40. Assaye pro 
SNP rs3758953 v ABCC8 a rs12113924 v ABCF2 genech neprošly validací a vykazovaly pouze 
nespecifickou amplifikaci. Z tohoto důvodu byly vyloučeny z analýzy (Obr. 3.).  
V SCAN databázi byly pro SNP rs6958591, rs2188966, rs2608288, rs4148105, rs4147825 a rs480562 
přítomné alely, které signifikantně ovlivňovaly expresi 124, 72, 57, 49, 44 a 41 genů. Tyto SNP byly 
označeny v eQTL jako tzv. master regulators. Dle dat z GTEx portálu, SNPs rs2254884, rs4147825, 
rs9895649, rs11185610, rs218966, rs6958591, rs2608288, rs4148105 a rs11685669 nebyly 
signifikantně asociovány s eQTL v žádné tkáni. SNPs rs4147864 v ABCB4 měl signifikantní dopad na 
eQTL v oblasti terminálního ilea. Významný efekt cis-eQTL jsme pozorovali u SNPs rs3819720  
v genu ABCB3/TAP2 a genu HLA-DQB1 ve štítné žláze, svalové tkáni, kůži, arterii, jícnu, srdci, tukové 
tkáni, prsu a tenkém střevě. Signifikantní efekt eQTL SNP rs3819720 s HLA-DQB2 genem jsme 
pozorovali v tlustém střevě, pankreatu, plicích a arteriích. Obdobný výsledek jsme pozorovali také  
u rs3819720 s HLA-DMA, HLA-DOB, PSMB9, SKIV2L, HLA-DQA1, HLA-DQA2 a C4A geny. SNP rs480562 
v ABCB11 funguje jako eQTL pro gen G6PC2 v plicích, kůži, nervové tkáni, tuku a žaludku. Tento SNP 
má rovněž efekt na gen NOSTRIN ve varlatech. 
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Obr. 3. Přehled projektu, převzato z (Vymetalkova et al. 2020) 
 
 Tyto tzv. in silico analýzy nám ukázaly, že nejvíce exprimované geny ve střevní tkáni byly MHC 
(HLA-DQB1, HLA-BQB, atd.). Je dobře známo, že prezentace antigenů pomocí MHC glykoproteinů je 
stěžejní pro imunitní odpovědi organizmu na nádorové onemocnění (Reeves and James 2017). 

Do studie případů a kontrol jsme zařadili celkem 1098 pacientů s KRK, 708 mělo diagnostikován 
KRK tračníku a 369 KRK rekta. U 21 pacientů nebyla lokalizace KRK známa, a proto jsme je zařadili pouze 
do studie přežívání. Pacienti s KRK v porovnání s kontrolami byli starší, měli vyšší BMI, častěji pozitivní 
rodinnou anamnézu na KRK a nižší dosažené vzdělání. V kontrolní skupině bylo více mužů a aktivních 
kuřáků. 

Distribuce genotypů v kontrolní skupině byla v Hardy-Weinbergovou rovnováze pro všechny 
SNPs. Nosičství genotypu GA v rs3819720 genu ABCB3/TAP2 bylo asociováno s vyšším rizikem vzniku 
KRK oproti nosičství GG genotypu (GA vs. GG; OR = 1,30; 95 % CI = 1,03–1,65; P = 0,03). Obdobné 
výsledky jsme pozorovali v dominantním modelu. Po Bonferroniho korekci nebyly však tyto asociace 
statisticky významné.  

Do studie přežívání bylo zařazeno celkem 1098 pacientů s KRK. V univariantní analýze bylo 
několik faktorů, které byly spojeny s kratším přežíváním pacientů. Mezi ně patří mužské pohlaví, vyšší 
věk, kouření a stadium tumoru. Celkem 5 SNP bylo asociováno buď s celkovým přežíváním nebo s PFS. 
Nicméně pokud jsme pracovali s hladinou významnosti P = 0,004, tak většina těchto asociací nebyla 
statisticky významná. 

V případě všech pacientů s KRK byl SNP rs3819720 v ABCB3/TAP2 statisticky významně 
asociován s celkovým přežíváním v kodominantním a dominantním modelu, i při Bonferroniho korekci. 
Pří rozdělení dle lokalizace tumoru zůstaly výsledky statisticky významné pro všechny oblasti tlustého 
střeva. 

Ke zhodnocení vztahu mezi analyzovanými SNP a odpovědí na léčbu jsme pacienty rozdělili do 
tří skupin dle aplikované terapie: I) pacienti s KRK bez terapie, II) pacienti s KRK léčení 5-FU, III) pacienti 
s KRK léčení 5-FU v kombinaci s oxaliplatinou. Z univariantní analýzy jsme zjistili, že některé genotypy 
byly signifikantně asociovány s OS a PFS dle režimu aplikované léčby. U pacientů, kteří nebyli léčení 
chemoterapií, nebyly SNP statisticky signifikantně spojeny s délkou přežívání. Ze souboru pacientů 
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léčených pomocí 5-FU bez oxaliplatiny, vykazovali heterozygoti GA rs3819720 v genu ABCB3/TAP2 
horší celkové přežívání. Po Bonferroniho korekci nebyly asociace statisticky významné. 

6.3. Diskuse 
Varianty genů kódujících membránové ABC transportéry mohou sehrávat významnou úlohu 

při stratifikaci pacientů a stanovení rizika abnormální farmakokinetiky a farmakodynamiky  
chemoterapeutik (Hlavata et al. 2012). V klinické praxi jsou v léčbě KRK nejdůležitější dva 

faktory: odpověď pacienta na léčbu a léky indukovaná toxicita. Díky genetickému testování se otevírá 
možnost individualizace terapie, odhadování odpovědi na léčbu a predikce léky indukované toxicity 
(Bhushan et al. 2009). Jednou z možností zvýšení efektu terapie a redukce toxicity je vyhledání 
podskupiny pacientů s KRK, pro které bude terapie 5-FU nejvhodnější.  
 V naší studii jsme prokázali, že z 12 polymorfismů v genech kódujících ABC transportéry, které 
regulovaly genovou expresi velkého počtu genů, neprokázal ani jeden z nich spojitost s rizikem vzniku 
KRK. Nicméně rs3819720 v genu ABCB3/TAP2 byl asociován s celkovým přežíváním u obou forem KRK 
(kolon i rektum) po léčbě 5-FU. Pacienti, kteří byli GA heterozygoti a variantní homozygoti (AA) měli 
1,5x vyšší riziko úmrtí nežli ti, kteří variantu alelu neměli. Na základě funkčních studií na buněčných 
kulturách ze SCAN databáze, byl identifikován SNP rs3819720 jako regulátor 36 genů, a to především 
v hlavním MHC. ABCB3 se účastní procesu prezentace antigenu transportem MHC proteinů (MHC I. 
třídy) z cytoplazmy do endoplazmatického retikula. Snížení exprese ABCB3 je asociováno s poklesem 
HLA I. třídy v nádorových buňkách a tím možným agresivním chováním KRK (Atkins et al. 2004; Singal 
et al. 1996). Předpokládáme, že varianta rs3819720 by mohla hrát roli ve funkci ABCB3/TAP2 a tím 
regulovat expresi celé řady genů. Potvrdila by tak spojitost s přežíváním pacientů léčených 5-FU. 
 Exprese tumor-specifického antigenu hraje důležitou roli v protinádorové imunitní odpovědi 
zvýšenou produkcí specifických T-lymfocytů. Současné studie ukazují, že nádory s celou řadou nových 
antigenů jsou více imunogenní, a tak nám dávají větší prostor k efektivnější imunoterapii. MSI 
instabilita u KRK generuje 10–50x více neoantigenů než MSI stabilní KRK (Llosa et al. 2015). Vyšší 
exprese antigenů u pacientů s MSI ukazuje signifikantní nárůst infiltrace T-lymfocyty a tím lepší 
prognózu pacienta (Boissière-Michot et al. 2014).  
 Studie ukazují, že některé nádory mají sníženou expresi receptorů pro MHC I. třídy, čímž 
dochází ke snížení prezentace nádorových antigenů na povrchu buňky (Rieth and Subramanian 2018). 
Snížení exprese MHC I. třídy u pacientů s KRK je rovněž asociováno s horší prognózou (Watson et al. 
2006). Pokles exprese receptorů MHC I. třídy může vést k určité míře imunotolerance vůči nádorovým 
buňkám. Snížení počtu receptorů však plně tento jev vysvětlit nedokáže. Proces lze do určité míry 
vysvětlit působením dalších onkolytických mechanismů, jako je například působení NK buněk (Rieth 
and Subramanian 2018). 
 Jak již bylo řečeno, gen ABCB3/TAP2 hraje roli ve vzniku chemorezistence (Knox et al. 2018). 
Rezistence na 5-FU může mít mnoho příčin, jako je porucha v influxu či efluxu léčiva, inaktivace léčiva 
nebo mutace v cílových strukturách léčiva. Kasajima a spol. ukázali, že proteiny TAP1 a TAP2 jsou 
spojeny s koncentrací infiltrujících T-lymfocytů, které jsou pozitivním prognostickým markerem KRK 
(Kasajima et al. 2010). Snížená exprese TAP2 byla spojena s lepší odpovědí na neoadjuvantní 
chemoterapii u pacientek s karcinomem prsu (Litviakov et al. 2016).  
 Odlišné genové exprese napříč jedinci může být analyzována jako kvantitativní fenotyp. 
Nicméně je třeba mít na mysli, že objevené asociace byly zjištěny na lymfoblastových buněčných liniích, 
na kterých lze věrohodně interpretovat asociace u onemocnění, ale rovněž mají své limity a artefakty 
(Nica et al. 2010). Ještě do nedávna existovala omezená data popisující regulátory exprese a jejich 
asociace s rizikem vzniku nádorů, a to především díky složitosti a komplexnosti eQTL studií. Díky 
pokroku v technice, a především sekvenaci nové generace, se daří tyto limitace překonávat. 
 Je třeba brát v potaz, že většina asociací, která nám ve studii vyšla, byla statisticky signifikantní 
pouze při nominální hodnotě P nebo při Bonferroniho korekci při malém počtu testovaných hypotéz. 
Tento fakt je limitací naší studie, nicméně tato studie byla explorativní a jejím cílem bylo zhodnotit 
potenciál eQTL specifických genů. Naše výsledky musí být validovány na větší kohortě pacientů.  
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Závěrem můžeme říct, že pátrání po eQTL polymorfismech u specifických genů, které regulují 
expresi dalších genů, může být podkladem pro zhodnocení individuální odpovědi pacientů na léčbu. 

7. Závěr 
1. KRK diagnostikovaný screeningem liší z klinicko-patologického hlediska od KRK 

diagnostikovaného u symptomatického pacienta. Studie potvrdila efektivitu screeningového 
programu, který jasně ukazuje celkově lepší klinicko-patologický profil KRK v porovnání s vyšetřenými 
symptomatickými pacienty.  

2.   Expresní profil microRNA u rektální formy KRK je rozdílný od nenádorové tkáně. Rozdíly 
byly patrné také při porovnání rektální a kolonické formy KRK. Ke změnám expresního profilu vedla  
i onkologická terapie, některé microRNA přímo korelovaly s odpovědí na léčbu, jiné microRNA byly 
spojeny s vyšší pokročilostí nádorového onemocnění a kratším přežíváním pacientů.  

3. SNP v genech pro ABC transportéry ovlivňují individuální odpověď na léčbu  
a přežívání pacientů s KRK. Neprokázali jsme spojitost mezi těmito SNP a rizikem vzniku KRK. Pro SNP 
rs3819720 v ABCB3/TAP2 jsme prokázali asociaci s kratším celkovým přežíváním u specifických 
genotypů.  

8. Diskuse a budoucí perspektivy 
KRK nadále zůstává závažné nádorové onemocnění na které ročně zemře celosvětově téměř 

900 000 pacientů (Bray et al. 2018). I přes screeningový program, který byl zaveden v celé řadě zemí, 
se nadále potýkáme s nízkou účastí obyvatel na tomto programu. Studie jasně ukazují, gTOKS vedl ke 
snížení incidence i mortality KRK. Sigmoideoskopie ukázala, že si vede ještě lépe nežli gTOKS, nicméně 
pouze stran snížení incidence nikoliv mortality. Zdá se, že koloskopie vede k výraznějšímu snížení 
incidence KRK v porovnání se sigmoideoskopií, ale výsledky nejsou zcela konkluzivní (Lauby-Secretan 
et al. 2018). Doposud neexistuje screeningový model, který by byl všeobecně akceptovaný napříč 
odbornými skupinami. Ideální model je t. č. takový, který je ekonomicky v dané zemi realizovatelný  
a akceptovatelný pacienty. Budoucnost screeningového programu je především v primární prevenci 
(redukce behaviorálních rizikových faktorů a následně sekundární prevence, vedoucí ke stratifikaci rizik 
(skórovací systémy) a tím tzv. ušití screeningu na míru pro každého pacienta, což povede ke snížení 
nákladů. S tím v ruku v ruce půjde i vývoj techniky, která zlepší senzitivitu diagnostických metod, jako 
je například užití umělé inteligence v detekci neoplastických lézí tlustého střeva (Maida et al. 2017).  

V posledních dvou dekádách jsou extenzivně studovány nové biomarkery, které by mohly 
sloužit k diagnostice, predikci, či jako prognostické ukazatele. Mezi některé nové prognostické 
biomarkery, které jsou studovány patří například Insulin-like growth factor-II mRNA-binding protein  
3 (IMP3), S100A2 protein, Traf2-interacting kinase, Mutated in Colorectal Cancer (MCC), atd. Mezi 
prediktivní markery odpovědi na léčbu oxaliplatinou u stadia II a III KRK patří například ERCC – 1 a další. 
Insulin like growth factor binding protein 2 (IGFBP2) je naopak studován jako možný plazmatický 
diagnostický marker k časné detekci KRK. Existuje mnoho dalších markerů, které jsou extenzivně 
studovány (např. miRNA) (Das et al. 2017). V brzké době můžeme očekávat klinické studie zabývající 
se specificitou a senzitivitou jednotlivých markerů a jejich kombinaci s dosavadními metodami. 
S postupným průnikem těchto biomarkerů do klinické praxe můžeme očekávat individualizaci 
diagnosticky, terapie a follow-up pacienta s KRK.  

Nové technologie v analýze lidského genomu, jako je například sekvenace nové generace, se 
stále rozvíjí a umožňují nám nahlédnout do variant v genetické informaci a především odkrýt možné 
vztahy mezi jednotlivými geny a tím jejich význam v patogenezi celé škály onemocnění. Tyto metody 
budou hrát významnou roli v tzv. funkční genomice, která se v budoucnu stane nedílnou součástí 
diagnosticko-terapeutického procesu u pacienta. Díky funkční genomice budeme moci individualizovat 
nejenom terapii jako takovou, ale také predikovat odpověď na danou léčbu a odhadovat prognózu či 
rekurenci onemocnění.  
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