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Souhrn 
 
Incidence a mortalita nádorů gastrointestinálního traktu jsou na úrovni, která představuje 

závažný problém. Tyto nádory mají nespecifické klinické příznaky, a proto často dochází 

k pozdní diagnóze. V posledních letech byl zaznamenán výrazný pokrok v oblasti 

vyhledávání a sledování molekulárních ukazatelů nádorových změn v diagnostice, prognóze 

a léčbě těchto onemocnění. Klinická onkologie se však stále potýká s nedostatkem 

takovýchto biomarkerů. Cílem této práce bylo najít nové biomarkery pro nádory 

gastrointestinálního traktu, které by korelovaly zejména s prognostickými ukazateli 

a prediktory léčebné odpovědi či chemorezistence. 

 Dizertační práce je založena na 5 studiích věnujících se duktálnímu adenokarcinomu 

pankreatu, kolorektálnímu karcinomu a hepatocelulárnímu karcinomu s použitím 

imunohistochemických a molekulárních metod. Všechny studie byly provedeny 

na archivních parafínových blocích. K hlavním výsledkům patří imunohistochemicky 

prokázaná proteinová exprese transportérů MRP2, SLC22A3 a SUR1/ABCC8 a její 

významná souvislost s prognózou adenokarcinomu pankreatu. Bylo zjištěno, že pacienti 

bez exprese proteinu SLC22A3 v apikální membráně mají signifikantně kratší přežití 

bez nemoci i celkové přežití. U pacientů s pozitivní membránovou expresí MRP2 

i SLC22A3 jsme nalezli delší přežití bez nemoci a u kombinace pozitivní exprese MRP2 

a negativní exprese SLC22A3 pak kratší celkové přežití. Pacienti se střední či vysokou 

expresí SUR1/ABCC8 v cytoplazmě měli 3,5krát vyšší riziko progrese onemocnění 

ve srovnání s pacienty se slabou expresí. Další studie ukázala, že přítomnost T a B lymfocytů 

ve vnitřním invazivním okraji hepatocelulárního karcinomu po resekci souvisí s příznivou 

prognózou pacientů. U stejného onemocnění výskyt mutací v CTNNB1, polymorfismu TERT 

a hustota CD8+ lymfocytů významně souvisí s delší dobou do opakovaného výskytu 

onemocnění. V poslední předkládané práci ukazujeme význam sekvenování exomu 

pro charakterizaci molekulárního profilu metastazujícího kolorektálního karcinomu. 

V párových vzorcích primárního onemocnění a synchronních jaterních metastáz byla 

potvrzena vysoká četnost somatických variant v genech APC, TP53 a KRAS a podobnost 

mutačních profilů ve vzorcích z obou typů nádorových ložisek. 

 V rámci této doktorské práce bylo navrženo několik nových přístupů využití 

archivních vzorků nádorových tkání gastrointestinálních karcinomů a identifikována řada 

nových biomarkerů pro stanovení prognózy pacientů. K potvrzení našich závěrů a zavedení 

těchto biomarkerů do klinické praxe jsou nezbytné další nezávislé studie na větších 

souborech pacientů.  



 
 

Summary 
 
The incidence and mortality of gastrointestinal cancers are at a level that represents a serious 

problem. These tumours have non-specific clinical symptoms, which often results in late 

diagnosis. In recent years, there have been significant advances in the identification and 

monitoring of molecular markers of tumour changes in the diagnosis, prognosis and 

treatment of these diseases. However, clinical oncology still faces a shortage of such 

biomarkers. The aim of this study was to find new biomarkers that correlate especially with 

prognostic indicators and predictors of treatment response or chemoresistance 

in gastrointestinal tract cancers. 

 This thesis is based on 5 studies addressing ductal adenocarcinoma of the pancreas, 

colorectal cancer and hepatocellular carcinoma using IHC and molecular methods. All 

studies were performed using archival formalin-fixed paraffin-embedded samples. The main 

results include immunohistochemical evidence of protein expression of MRP2, SLC22A3 

and SUR1/ABCC8 transporters and its significant association with the prognosis 

of pancreatic adenocarcinoma. Patients without SLC22A3 protein expression in the apical 

membrane were found to have significantly shorter disease-free and overall survival. We 

found longer disease-free survival in patients with positive membrane expression of both 

MRP2 and SLC22A3, and shorter overall survival in the combination of positive MRP2 and 

negative SLC22A3 expression. Patients with moderate or high expression of SUR1/ABCC8 

in the cytoplasm had a 3.5-fold higher risk of disease progression compared to patients with 

low expression. Another study showed that the presence of T and B lymphocytes in the inner 

invasive margin of hepatocellular carcinoma after resection was associated with a favourable 

prognosis for the patients. In the same disease, the presence of mutations in CTNNB1, TERT 

polymorphism and CD8+ lymphocyte density were significantly associated with longer time 

to recurrence. In the last submitted study, we show the importance of exome sequencing 

for characterizing the molecular profile of metastatic colorectal cancer. We confirmed the 

high frequency of somatic variants in APC, TP53 and KRAS genes in paired samples 

of primary lesions and synchronous liver metastases and the similarity of mutational profiles 

in samples from both tumour types. 

 In the framework of this PhD thesis, several new approaches for the use of archival 

samples of gastrointestinal cancer tissues have been proposed and a number of new 

biomarkers have been identified to determine the prognosis of patients. Further independent 

studies in larger patient cohorts are needed to confirm our findings and to introduce these 

biomarkers into clinical practice.  
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Seznam použitých zkratek 
 
ABC  ATP vážící (transportér) (z angl. ATP binding cassette) 
ABCD4 ATP binding cassette subfamily D member 4 
AEC aminoethylocarbazol 
ALK anaplastic lymphoma kinase protein 
ATP adenosintrifosfát (z angl. adenosine triphosphate) 
BCRP  breast cancer resistance protein 
BER systém vyštěpování bází (z angl. base excision repair) 
BRAF Serine/threonine-protein kinase B-raf 
CA 19-9 tumorový antigen 19-9 (z angl. carbohydrate antigen 19-9) 
cDNA komplementární DNA (z angl. complementary deoxyribonucleic acid) 
CDX2 caudal type homeobox 2 
CFTR modulátor transmembránového regulátoru vodivosti (z angl. cystic fibrosis 

transmembrane conductance regulator) 
CIMP metylace CpG ostrůvků (z angl. CpG island methylator phenotype) 
CIN chromozomální nestabilita (z angl. chromosomal instability) 
CNV variabilita počtu kopií (z angl. copy-number variation) 
COSMIC Catalogue Of Somatic Mutations In Cancer 
CRC kolorektální karcinom (z angl. colorectal cancer) 
CTLA4 Cytotoxický protein asociovaný s T-lymfocyty 4 (z angl. Cytotoxic T-

lymphocyte associated protein 4) 
DAB diaminobenzidin 
DCs dendritické buňky (z angl. dendritic cells) 
ddNTP dideoxynukleotid trifosfát (z angl. dideoxynucleotide triphosphate) 
DFS přežití bez nemoci (z angl. disease free survival) 
DNA deoxyribonukleová kyselina (z angl. deoxyribonucleic acid) 
EGFR receptor epidermálního růstového faktoru (z angl. epidermal growth 

factor receptor) 
FFPE formalínem fixované a parafínovou technikou zpracované (z angl. 

formalin-fixed paraffin-embedded) 
FLAGS FrequentLy mutAted GeneS 
GIST gastrointestinální stromální tumor (z angl. gastrointestinal stromal 

tumor) 
GIT gastrointestinální trakt 
HCC hepatocelulární karcinom (z angl. hepatocellular carcinoma) 
Hep Par 1 hepatocyte paraffin 1  
HER2 humánní epidermální receptor 2 
HRP křenová peroxidáza (z angl. horseradish peroxidase) 
HUGO Human Genome Organisation 
IHC imunohistochemie (z angl. Immunohistochemistry) 
Ki-67 proliferační marker protein Ki-67 
MAPK mitogenem aktivovaná proteinová kináza (z angl. mitogen-activated 

protein kinase) 
miRNA mikroRNA (z angl. microRNA) 



 
 

MLH1 MutL protein homolog 1 
MMR systém opravy nesprávného párování bází DNA (z angl. DNA 

mismatch repair) 
mRNA mediátorová RNA (z angl. messenger RNA) 
MRP1  multidrug resistance-associated protein 1 
MRP2 multidrug resistance-associated protein 2 
MSH2 MutS protein homolog 2 
MSH6 MutS protein homolog 6 
MSI nestabilita mikrosatelitů (z angl. microsatellite instability) 
MSI-H vysoká nestabilita mikrosatelitů (z angl. high microsatellite 

instability) 
MSI-L nízká nestabilita mikrosatelitů (z angl. low microsatellite instability) 
NCI National Cancer Institute 
NCI-MATCH  National Cancer Institute - Molecular Analysis for Therapy Choice 
NER systém vyštěpování nukleotidů (z angl. nucleotide excision repair) 
NGS sekvenování nové generace (z angl. next generation sequencing) 
NHGRI National Human Genome Research Institute 
OS doba do úmrtí (z angl. overall survival) 
PARP poly adenosine diphosphate ribose polymerase 
PCR polymerázová řetězová reakce (z angl. polymerase chain reaction) 
PD-1 membránový protein programované buněčné smrti (z angl. 

programed cell death 1) 
PDAC duktální adenokarcinom pankreatu (z angl. pancreatic ductal 

adenocarcinoma) 
PD-L1 ligand membránového proteinu programované buněčné smrti (z 

angl. programmed cell death ligand 1) 
PMS2 PMS1 protein homolog 2 
qPCR kvantitativní PCR (z angl. quantitative polymerase chain reaction) 
RFS přežití bez relapsu (z angl. relapse-free survival) 
RNA ribonukleová kyselina (z angl. ribonucleic acid) 
ROS1 receptor tyrosine kinase 1 
RTK-RAS receptor tyrosine kinase -Ras 
SBS substituce jedné báze (z angl. single base substitution) 
SLC solute carrier 
SLC22A3 solute carrier family 22 member 3 
SUR1 sulfonylurea receptor 1 
TAP1 antigen peptide transporter 1 
TCGA  The Cancer Genome Atlas 
TCGA COAD-READ The Cancer Genome Atlas Rectum Adenocarcinoma Collection 
TCGA MC3 TCGA Multi-Center Mutation Calling in Multiple Cancers 
TERT telomerázová reverzní transkriptáza (z angl. telomerase reverse 

transcriptase) 
TGFβ  transformující růstový faktor-β (z angl. transforming growth factor-β) 
TILs tumor infiltrující lymfocyty (z angl. tumor-infiltrating lymphocytes) 
TMB nádorová mutační zátěž (z angl. tumor mutation burden) 



 
 

TNM primární tumor, regionální lymfatické uzliny, vzdálené metastázy 
(z angl. primary tumor,regional lymph nodes, distant metastasis) 

TRAIL tumor necrosis factor-related apoptosis-inducing ligand 
TTR doba do recidivy (z angl. time to recurrence) 
VEGF vaskulární endotelový růstový faktor (z angl. vascular endothelial 

growth factor) 
WES celoexomové sekvenování (z angl. whole exome sequencing) 
WGS celogenomové sekvenování (z angl. whole genome sequencing) 
WHO Světová zdravotnická organizace (z angl. World Health Organization) 
WNT  Wingless/Int-1 

 

  



 
 

Seznam genů 
 
ABCB1  ATP binding cassette subfamily B member 1 

ABCC1  ATP binding cassette subfamily C member 1 

ABCC2 ATP binding cassette subfamily C member 2 

ABCG2 ATP binding cassette subfamily G member 2 (Junior blood group) 

APC APC regulator of WNT signaling pathway 

ATM  ATM serine/threonine kinase 

BRAF  B-Raf proto-oncogene, serine/threonine kinase 

BRAF  B-Raf proto-oncogene, serine/threonine kinase 

BRCA1  BRCA1 DNA repair associated 

BRCA2  BRCA2 DNA repair associated 

CDKN2A  cyclin dependent kinase inhibitor 2A 

CTNNB1  catenin beta 1 

DNAH11  dynein axonemal heavy chain 11 

FAM186A  family with sequence similarity 186 member A 

FAT4  FAT atypical cadherin 4 

KIT KIT proto-oncogene, receptor tyrosine kinase 

KRAS KRAS proto-oncogene, GTPase 

MLH1 mutL homolog 1 

MSH2 mutS homolog 2 

MSH6 mutS homolog 6 

MUC3A  mucin 3A, cell surface associated 

MUC5AC mucin 5AC, oligomeric mucus/gel-forming 

NRAS NRAS proto-oncogene, GTPase 

PMS2 PMS1 homolog 2, mismatch repair system component 

RB1 RB transcriptional corepressor 1 

SLC22A3  solute carrier family 22 member 3 

SMAD4  SMAD family member 4 

TERT telomerase reverse transcriptase 

TP53 tumor protein p53 

TRIP11 thyroid hormone receptor interactor 11 
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1 Teoretický úvod 

1.1 Nádory gastrointestinálního traktu 

 

1.1.1 Základní charakteristika nádorů, kancerogeneze 

 

Nádor je tkáň tvořená transformovanými buňkami, které jsou schopné nadměrného, 

nekoordinovaného a autonomního růstu. Vznik a rozvoj nádorového onemocnění je 

dlouhodobý, komplexní a mnohostupňový proces tvořený genetickými i epigenetickými 

změnami. 

 K maligní transformaci dochází prostřednictvím mutací v genech řídících buněčný 

cyklus. Tyto geny můžeme rozdělit do dvou skupin: Protoonkogeny, které se mutací změní 

na onkogeny a jsou zodpovědné za nadměrnou proliferaci buněk a nádorové supresorové 

geny, které jsou mutacemi inaktivovány a ztrácí svou antiproliferační funkci. Proces vzniku 

a růstu nádoru lze rozdělit do 3 fází:  

• Iniciace – indukce mutací, během které dochází k jednoduchým záměnám bází 

a  malým delecím v deoxyribonukleové kyselině (DNA), zejména 

v protoonkogenech. 

• Promoce – fáze transformace, během které se mění fenotyp buňky a vzniká 

nádorový klon, dochází zejména ke změnám genové exprese v důsledku 

epigenetických změn. 

• Progrese – akumulace dalších mutací, zejména velké změny genomu v důsledku 

chromozomálních aberací. 

 V roce 2000 Weinberg a Hanahan definovali šest a v roce 2011 doplnili o další čtyři 

získané znaky definující nádor1, schematicky znázorněno na obrázku 1: 

1. Nezávislost na růstových faktorech: Nádorová buňka získá schopnost 

autonomního a neregulovatelného růstu prostřednictvím mutací protoonkogenů 

pro růstové faktory, membránové receptory pro růstové faktory, cytoplasmatické 

proteiny signální transdukce, jaderné transkripční faktory a proteiny regulující 

buněčný cyklus. 

2. Poškozená regulace buněčného cyklu: V nádorové buňce dochází k vyřazení 

exprese tumor supresorových genů TP53, RB genu, genů dráhy transformujícího 
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růstového faktoru-β (TGFβ) a signální dráhy WNT (Wingless/Int-1)/β-catenin 

s následnou ztrátou schopnosti reagovat na signály inhibující růst. 

 

 

 

3. Poškození apoptózy: Nádorová buňka je schopna vyhnout se jak vnější dráze 

prostřednictvím mutací v genech pro receptory smrti, tak vnitřní dráze zejména 

mutacemi ovlivňujícími funkci nádorového supresoru TP53. 

4. Neomezený replikační potenciál: Nádorová buňka získá tuto schopnost 

prostřednictvím zvýšené exprese telomerázy. 

5. Indukce angiogeneze: Nádorové buňky získávají tuto schopnost v průběhu 

vývoje nádoru v důsledku hypoxie prostřednictvím přepnutí (angiogenní switch) 

z klidového stavu angiogeneze. 

6. Invazivní růst a metastazování: Nádorové buňky se změnami exprese a funkce 

proteinů zajišťujících vazby mezi buňkami i buňkami a extracelulární matrix 

podstupují metastatickou kaskádu. 

7. Deregulace buněčné energetiky: Nádorové buňky mají schopnost 

přeprogramovat energetický metabolismus, využívají mechanismů aerobní 

glykolýzy, která je rychlá, pokrývá nároky na stavební materiál buňky 

a spoluvytváří proonkogenní prostředí. 

8. Únik před imunitním systémem: Schopnost uniknout imunitnímu dozoru 

nádorové buňky mohou získat například ztrátou exprese nádorových antigenů 

nebo mohou exprimovat inhibiční molekuly indukující apoptózu T lymfocytů. 

Obrázek 1: Získané znaky definující nádor, upravené dle Weinberga a Hanahana (Hanahan 
D, Weinberg RA, 2011) 
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9. Genomová nestabilita – porucha opravy DNA: K hlavním mechanismům, 

které mohou být inaktivovány, patří systém opravy nesprávného párování bází 

DNA (MMR), systém vyštěpování nukleotidů (NER) či bází (BER) a systém 

opravy zlomů řetězců (homologní rekombinace a nehomologní spojování 

konců). 

10. Zánět podporující nádorový růst: Chronický zánět způsobuje poškození tkáně 

s následnou regenerací, což zvyšuje proliferaci buněk a zvyšuje riziko kumulace 

mutací. Zánětlivé buňky uvolňují reaktivní formy kyslíku a aktivně ovlivňují 

nádorové mikroprostředí, což také vede k buněčné proliferaci. 

 

1.1.2 Morfologická stavba solidních nádorů 

 

Histologická stavba nádoru neodpovídá žádné dospělé ani embryonální tkáni. Uspořádání 

nádorové tkáně je atypické. Nádory jsou tvořeny vlastní nádorově transformovanou 

a proliferující složkou – nádorovým parenchymem a stromatem, které je tvořeno 

podpůrnou mezenchymální tkání s cévami. 

 Nádorové buňky mají charakteristické morfologické znaky, jako jsou velké jádro 

s nepravidelným tvarem a velikostí, prominující jadérko a bazofilie cytoplasmy. Buňky mají 

různou velikost a tvar. Jsou přítomné atypické mitózy. Tyto změny reflektují nádorový 

metabolismus buněk2.  

 Stroma nádoru neboli nádorové mikroprostředí je komplexní médium tvořené 

nemaligními buňkami, extracelulární matrix a zánětlivými mediátory. V nemaligní tkáni 

jsou parenchym a extracelulární matrix odděleny bazální membránou, v nádorové tkáni je 

bazální membrána obvykle nekompletní a rozlišení hranice mezi nádorovým parenchymem 

a stromatem je často špatně definovatelné. Nekompletní bazální membrána umožňuje úzkou 

interakci nádorového mikroprostředí s nádorovými buňkami. Tyto dynamické interakce 

umožňují růst tumoru, metastazování a chemorezistenci. Buňky stromatu jsou krevní 

a lymfatické endotelie, buňky imunitního systému, s nádorem asociované fibroblasty, 

mezenchymální zárodečné buňky a pericyty3. Imunitní buňky rozdělujeme na buňky 

přispívající k potlačení nádoru (cytotoxické T lymfocyty, NK buňky, dendritické buňky 

(DCs), M1 makrofágy a N1 neutrofily), buňky umožňující progresi nádoru (regulační 

T lymfocyty, M2 makrofágy a myeloidní supresorové buňky) a B lymfocyty s kontroverzní 

úlohou4,5. Množství stromatu je pro jednotlivé nádory obvykle typické, hepatocelulární 

karcinom (HCC) je tvořen nádorovým parenchymem s velmi malým množstvím stromatu, 
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na rozdíl od duktálního adenokarcinomu pankreatu (PDAC), kde je typické velmi bohaté 

stroma.  

 

1.1.3 Imunologie nádorů 

 

Schopnost imunitního systému rozpoznat a eliminovat nádorové buňky často selhává 

z důvodu přílišné podobnosti buňkám normálním. Interakce nádoru a imunitního systému je 

označována teorií 3E: „elimination“, kdy jsou nádorové buňky rozpoznány a zlikvidovány, 

„equilibrium“, kdy imunitní systém dokáže nádorový růst kontrolovat, ale ne zcela 

eliminovat a „escape“, imunitní dozor selhává a dochází k rozvoji nádorového onemocnění. 

Odolnost nádorů vůči imunitnímu systému je způsobena zejména variabilitou nádorových 

buněk a inhibicí T lymfocytů a dalších imunitních buněk. V protinádorové imunitě se 

uplatňují jak vrozené (NK buňky, neutrofily, makrofágy a komplement), tak adaptivní 

mechanismy (antigen specifické T a B lymfocyty)5,6. 

 

 

Obrázek 2: Imunitní cyklus: 1) Uvolnění nádorových 
antigenů, 2) Prezentace antigenu DCs, 3) Aktivace 
T lymfocytů, 4) Přesun aktivovaných efektorových 
T lymfocytů, 5) Infiltrace nádoru, 6) Rozpoznání a navázání 
T lymfocytů na nádorové buňky, 7) Usmrcení nádorových 
buněk (Chen DS, 2013) 
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 Rozpoznání a likvidaci nádorových buněk imunitním systémem označujeme jako 

imunitní cyklus. Nádorové antigeny jsou pohlceny DCs a v lymfatických uzlinách jsou tyto 

antigeny prezentovány prostřednictvím DCs T lymfocytům. Aktivace T lymfocytů je 

regulována prostřednictvím kontrolních bodů membránového proteinu programované 

buněčné smrti (PD-1) a cytotoxického proteinu asociovaného s T-lymfocyty 4 (CTLA4). 

Aktivované T lymfocyty jsou transportovány krevním oběhem zpět do nádoru, nádorové 

buňky jsou rozpoznány a likvidovány. Uvolněním nádorových antigenů imunitní cyklus 

pokračuje6,7. Schématické znázornění imunitního cyklu je na obrázku 2.  

 

1.1.4 Klasifikace nádorů 

 

Pro správnou léčbu, sledování pacientů a studium vzniku nádorových onemocnění je 

nezbytná přesná klasifikace nádorů. Ke klasifikaci nádorů můžeme přistupovat různými 

způsoby. Standardně, historicky je klasifikace nádorů založena na primární anatomické 

lokalizaci a histologickém fenotypu. V současnosti však nemůže samotná histopatologie 

zodpovědět všechny otázky ohledně prognózy a odpovědi na léčbu, a proto bývá diagnóza 

v určitých případech doplněná molekulárním a imunitním profilem nádoru. Různé přístupy 

ke klasifikaci jsou uvedeny v tabulce 1. 

 

1.1.5 Molekulární klasifikace nádorů 

 

V současné době probíhá vývoj vysoce výkonných molekulárních metod pro klasifikaci 

nádorů a dochází ke stratifikaci pacientů podle prognostických a prediktivních biomarkerů, 

což umožnuje zpřesnit prognózu a optimalizovat léčbu pacientů. KRAS, BRAF a NRAS jsou 

důležité prognostické indikátory u kolorektálního karcinomu (CRC) a využívají se 

k predikci odpovědi na cílenou terapii proti receptoru epidermálního růstového faktoru 

(EGFR)8. 

 Tak jako informace o lidském genomu, které byly zkoumány v Projektu lidského 

genomu (The Human Genome Project – HUGO – HUman Genome Organisation), tak 

pro nádorové tkáně je k dispozici veřejně dostupná molekulární charakterizace (genomická, 

epigenomická, transkriptomická a proteomická data) 33 nejrozšířenějších nádorů v The 

Cancer Genome Atlas. Při ukončení studie v roce 2018 NCI (National Cancer Institute) 

a NHGRI (National Human Genome Research Institute) publikovali tato molekulární data 

v Pan Cancer Atlas9. 
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Tabulka 1: Kategorizace nádorů 

Metoda kategorizace nádorů Příklady kategorií 

Biologické chování 
benigní - nezhoubné 

maligní - zhoubné 

Buňky, ze kterých nádor vznikl 

mezenchymové 

epitelové 

neuroektodermové 

smíšené 

Věk v době diagnózy 

pediatrické 

dospělé 

menopauzální 

Pořadí výskytu 
primární 

sekundární 

Genetické faktory 

geny s vysokou penetrací 

familiární 

sporadické 

Vliv prostředí 

radiace 

komplikace po předchozí léčbě 

karcinogeny 

Histopatologie 
typ 

grade 

Molekulární patologie 

DNA profil 

RNA profil 

proteinový profil 

Cíle molekulární léčby 
somatické mutace 

signální dráhy (pathways) 

Lymfocytární infiltrace 

se zánětlivou infiltrací 

s infiltrací na periferii nádoru 

bez zánětlivé infiltrace 
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1.1.6 Mezinárodní systém klasifikace nádorů – WHO klasifikace nádorů 

 

Světová zdravotnická organizace (WHO) pravidelně vydává klasifikace nádorů 

pro jednotlivé orgánové soustavy. Páté vydání WHO klasifikace Nádorů trávicího traktu 

z roku 2019 je členěno na oddíly dle anatomické lokalizace (jícen, žaludek, tenké a tlusté 

střevo atd.), rozděleno do kategorií (epitelové, mezenchymové, hemolymfoidní atd.) 

a do tříd (benigní léze a prekancerózy, maligní léze). Klasifikace je mezinárodním 

standardem jak pro péči o pacienty, tak pro výzkum nádorových onemocnění, obsahuje 

informace ke stanovení histopatologické diagnózy (typ nádoru) i v oblasti molekulární 

patologie. 

 Nejpočetnější skupinou nádorů gastrointestinálního traktu jsou nádory epitelové. 

Nejčastějšími maligními nádory jícnu jsou dlaždicobuněčný karcinom a adenokarcinom. 

V žaludku je převažujícím typem adenokarcinom. Nejčastějším nádorem střeva je 

kolorektální karcinom. V oblasti tenkého střeva jsou nádory málo časté, v anální oblasti 

převažují adenokarcinomy z různých oblastí/tkání a s lidským papilomavirem asociovaný 

dlaždicobuněčný karcinom. V apendixu se vyskytují jak adenokarcinomy, tak 

neuroendokrinní nádory. V játrech se vyskytují nejčastěji metastázy, primární nádory 

můžeme rozdělit na hepatocelulární a cholangiocelulární. Převažujícím nádorem 

exokrinního pankreatu je PDAC, v endokrinním pankreatu jsou to neuroendokrinní 

nádory10. Tato dizertační práce je založena na studiích PDAC, CRC a HCC tyto nádory jsou 

detailně popsány dále v textu. 

 Neuroendokrinní nádory jsou vzácné, pomalu rostoucí nádory z difúzního 

systému neuroendokrinních buněk. Většina (55 %) vzniká v gastrointestinálním traktu. 

Diagnostikovány jsou na základě obsahu chromograninu A, synaptofyzinu a neuron 

specifické enolázy11.  

 Nejčastějším sarkomem v gastrointestinálním traktu je gastrointestinální stromální 

tumor (GIST)12-14, který se nejčastěji lokalizuje v žaludku a tenkém střevě14. Ostatní 

primární sarkomy jsou vzácné. Časté jsou benigní léze jako lipomy, leiomyomy a vaskulární 

léze15.  

 Hematologické nádory se v gastrointestinálním traktu vyskytují s různou frekvencí 

jako primární onemocnění nebo jako součást systémového onemocnění. 30 – 40 % všech 

extranodálních lymfomů se vyskytuje v gastrointestinálním traktu16. Nejčastěji je postižený 

žaludek (50 – 60 %), tenké střevo (30 %) a tlusté střevo (10 %)17,18.  
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 Orgán s nejčastěji diagnostikovanými metastázami v gastrointestinálním traktu jsou 

játra, další orgány, kde se mohou vyskytovat metastázy19,20 jsou uvedené v tabulce 215.  

 

Tabulka 2: Metastázy v gastrointestinálním traktu; zdroj WHO klasifikace nádorů 

Lokalizace 

Relativní 

frekvence 

výskytu 

Nejčastější primární lokalizace 

Jícen do 3 % mléčná žláza, plíce, kožní melanom 

Žaludek do 3 % mléčná žláza, plíce, jícen, kožní melanom 

Tenké střevo 70 % kožní melanom, plíce, mléčná žláza, vaječník, varlata 

Kolorektum 5-10 % žaludek, mléčná žláza, krček děložní, plíce 

Játra 70-97 % kolorektum, mléčná žláza, žaludek, slinivka, melanom 

Slinivka 4 % ledviny, kožní melanom, kolorektum, mléčná žláza, sarkomy 

 

1.1.7 Diagnostika nádorů 

 

Nádorové onemocnění lze diagnostikovat prostřednictvím zobrazovacích metod, 

biochemických onkomarkerů a onkopatologicky tkáňovou diagnostikou nádorů. 

V patologii se běžně pro diagnostiku nádorů využívají metody cytologie, histologie, 

imunohistochemie, in situ hybridizace a molekulární patologie. 

  

Tabulka 3: Obecný princip stanovení grade; zdroj WHO klasifikace nádorů 

Grading 

grade 1 dobře diferencovaný maligní nádor 

grade 2 středně diferencovaný maligní nádor 

grade 3 nízce diferencovaný (nediferencovaný, anaplastický) nádor 

  

 Typing, grading a staging nádorů je základem stanovení diagnózy nádorového 

onemocnění: Typ nádoru určuje patolog na základě histopatologického a molekulárně 

biologického vyšetření. Jednotlivé typy nádorů jsou popsané ve WHO Classification of 

Tumours21. Pro každý konkrétní typ nádoru je vypracován „gradingový“ systém, podle 

kterého patolog určí stupeň malignity neboli „grade“. Tento systém je obvykle třístupňový 
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a je založen na charakteru růstu nádoru, stupni diferenciace buněk, mitotickém/proliferačním 

indexu a dalších znacích. Obecný princip stanovení grade je uvedený v tabulce 3. 

 Nejčastěji používaným systémem k určení rozsahu nádorového onemocnění, čili 

„stage“, je systém založený na popisu rozsahu primárního nádoru (T), oblasti spádových 

mízních uzlin (N) a vzdáleného metastatického postižení (M) tzv. TNM systém, využívající 

klasifikační příručku TNM Classification of Malignant Tumours vydávaný Union for 

International Cancer Control22. Tento systém je vyvinut pro predikci klinického chování 

malignit, stanovení optimální terapie a usnadnění výměny přesných informací mezi lékaři. 

Klinické TNM stádium (cTNM) je stanoveno na základě klinických vyšetření (fyzikální, 

laboratorní, zobrazovací), patologické TNM stádium (pTNM) je stanoveno po chirurgickém 

zákroku a histologickém vyšetření tkáně nádoru. Klasifikace patologem po neoadjuvantní 

léčbě se označuje ypTNM. Obecný princip TNM klasifikace a „stagingu“ je uvedený 

v tabulkách 4 a 5. 

 

Tabulka 4: Obecný princip TNM klasifikace; zdroj WHO klasifikace nádorů 

TNM klasifikace 

T tumor velikost tumoru a lokální růst 

N node rozsah metastáz v mízních uzlinách 

M metastasis výskyt vzdálených metastáz 

 

Tabulka 5: Principy stanovení stage; zdroj WHO klasifikace nádorů 

Principy stanovení stage 

T 
is carcinoma in situ 

1 - 4 velikost, lokální invaze, vztah k okolním strukturám 

N 

X nelze hodnotit 

0 bez metastáz 

1 - 3 počet, topografie 

M 

X nelze hodnotit 

0 bez metastáz 

1 přítomnost metastáz 

 

 V současné době je u CRC do TNM systému začleněno hodnocení imunitní 

odpovědi přímo v nádoru jako TNM – I (TNM – Immune) = imunoskóre. V některých 
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případech má imunoskóre větší prognostický význam než TNM klasifikace. Toto hodnocení 

je založeno na počtu, typu a lokalizaci imunitních buněk v nádoru. Oblasti zájmu jsou 

centrum a invazivní okraj nádoru, vyšetřovanými buňkami jsou CD3+ a CD8+ T lymfocyty. 

Očekává se, že hodnocení imunoskóre bude začleněno do klasifikace i u dalších typů 

nádorů23,24. 

Předpokládá se, že v budoucnosti budou do TNM systému začleněny i výsledky 

genomického a proteomického profilování nádorů25. V České republice zástupci 

Všeobecné zdravotní pojišťovny ČR, České onkologické společnosti a Společnosti českých 

patologů vydali společné stanovisko k prediktivnímu testování solidních nádorů. Pro nádory 

gastrointestinálního traktu je doporučeno testování mutací KRAS, NRAS a BRAF 

u kolorektálního karcinomu, vyšetření poruchy systému MMR proteinů 

imunohistochemicky u různých typů solidních nádorů na základě indikace onkologa 

a testování mutací BRCA1 a BRCA2 pomocí sekvenování nové generace (NGS) u PDAC 

v referenčních laboratořích (https://www.linkos.cz/files/pro_odborniky/o-

cos/zapisy/2020/2020-03-10-Spolecne-stanovisko_prediktivni-testovani-solidnich-

nadoru_05032020.pdf). 

 

1.1.8 Epidemiologie nádorů 

 

Nádory gastrointestinálního traktu (GIT) tvoří asi čtvrtinu všech nově diagnostikovaných 

nádorových onemocnění (5 026 243 případů v roce 2020) a více než třetinu úmrtí 

na nádorová onemocnění (3 544 225 úmrtí v roce 2020)26 a představují celosvětový problém 

v souvislosti s lidským zdravím. Celosvětová incidence a mortalita gastrointestinálních 

nádorů je znázorněna na obrázku 3 a 4. Změny ve výskytu nádorů GIT souvisí se změnami 

v expozici rizikovým faktorům, které jsou pro tyto nádory společné. Jsou to zejména 

konzumace alkoholu, kouření tabáku, obezita a některá infekční onemocnění. Z důvodu 

pozdní diagnózy má většina nádorů GIT špatnou prognózu, kromě CRC v důsledku pokroku 

v diagnostice a léčbě27.  

 Výskyt GIT nádorů lze ovlivnit primární a sekundární prevencí omezením spotřeby 

alkoholu a tabáku, úpravou životního stylu, imunizací proti hepatitidě B a skríningem 

CRC27. 

 

https://www.linkos.cz/files/pro_odborniky/o-cos/zapisy/2020/2020-03-10-Spolecne-stanovisko_prediktivni-testovani-solidnich-nadoru_05032020.pdf
https://www.linkos.cz/files/pro_odborniky/o-cos/zapisy/2020/2020-03-10-Spolecne-stanovisko_prediktivni-testovani-solidnich-nadoru_05032020.pdf
https://www.linkos.cz/files/pro_odborniky/o-cos/zapisy/2020/2020-03-10-Spolecne-stanovisko_prediktivni-testovani-solidnich-nadoru_05032020.pdf
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Obrázek 3: Odhadovaný počet celosvětové incidence u nádorů gastrointestinálního traktu 
(GIT) v roce 2020, obě pohlaví, všechny věkové kategorie; zdroj GLOBOCAN 2020 

Obrázek 4: Odhadovaný počet celosvětové mortality u nádorů gastrointestinálního traktu 
(GIT) v roce 2020, obě pohlaví, všechny věkové kategorie; zdroj GLOBOCAN 2020 
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1.1.9 Léčba nádorových onemocnění  

 

Dle očekávaného výsledku můžeme protinádorovou léčbu rozdělit na kurativní, 

potenciálně kurativní s nejistým výsledkem a paliativní u pacientů s nevyléčitelným 

nádorovým onemocněním. Základní možnosti protinádorové léčby jsou chirurgická léčba, 

radioterapie a systémová léčba.  

 Tyto metody jsou velmi často kombinovány, např. chirurgický výkon a systémová 

léčba chemoterapeutiky, případně radioterapie. Podle načasování kombinace léčby je 

podávána adjuvantní onkologická léčba (chemoterapie, radioterapie, cílená nebo 

hormonální léčba) navazující na radikální chirurgickou léčbu nebo radioterapii. Adjuvantní 

léčba doplňuje nebo zvyšuje účinnost léčby s cílem snížení rizika recidivy a eradikace 

mikrometastáz. Neoadjuvantní onkologická léčba předchází chirurgickému výkonu 

případně radioterapii28 a jejím cílem je zmenšení nádoru a časná eradikace mikrometastáz 

použitím chemoterapie, radioterapie či cílené léčby. 

 Paliativní léčba pokročilých nádorových onemocnění se používá ke zvýšení kvality 

života a pokud možno i k jeho prodloužení u pacientů s nevyléčitelným nádorovým 

onemocněním. Působí zmenšení, zastavení růstu a šíření nádoru. K paliativní léčbě můžeme 

využít paliativní chirurgický výkon, radioterapii nebo systémovou paliativní léčbu podle 

typu nádoru např. léčba inhibitory tyrozinkináz, monoklonálními protilátkami 

a imunoterapie29. 

 Konvenční protinádorová chemoterapie je základní léčebnou metodou využívající 

cytostatik, jejichž mechanismus účinku inhibuje syntézu nukleových kyselin (antifolika, 

purinová a pyrimidinová analoga, inhibitory ribonukleotidreduktázy), poškozuje strukturu 

a funkci nukleových kyselin (alkylační látky, interkalační látky, inhibitory topoizomeráz, 

látky s radiomimetickým účinkem), alteruje mikrotubulární mechanismus (inhibice 

polymerizace a depolymerizace) a narušuje syntézu proteinů. Možný je i kombinovaný 

účinek. Chemoterapie působí nespecificky a většinou postihuje i nemaligní buňky6. 

 Cílená léčba, na rozdíl od konvenční chemoterapie, která nerozlišuje nádorové 

a zdravé buňky, ovlivňuje specifické pochody v procesu karcinogeneze a metastazování. 

Cílené léky se vybírají na základě prediktivních biomarkerů a účinkují přímo proti 

nádorovým buňkám (inhibice proliferace, indukce apoptózy) nebo proti faktorům 

mikroprostředí (inhibice neovaskularizace, invazivity a metastazování či regulace 

protinádorové imunity). Jedná se o monoklonální protilátky proti specifickým 

extracelulárním strukturám (například protilátky proti receptorům růstových faktorů či proti 
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růstovým faktorům) a o nízkomolekulární kinázové inhibittory (například 

nízkomolekulární inhibitory EGFR a humánního epidermálního receptoru 2 

(HER2/ERBB2), které blokují intracelulární kinázové domény a tím i celou signální 

dráhu6,30. 

 Tumoragnostická léčba je cílená léčba založená na využití molekulárního profilu 

nádoru k identifikaci léčebných cílů. Tímto oborem se zabývá precizní onkologie za použití 

molekulárního testování, zejména NGS a cílem je zlepšit výsledky léčby pro větší počet 

pacientů. Je doporučeno účastnit se klinických studií a sdílet soubory molekulárních 

a klinických dat pacientů s nádorovými onemocněními31. V rámci precizní onkologie 

celosvětově probíhají klinické studie, např. NCI-MATCH Trial (National Cancer Institute - 

Molecular Analysis for Therapy Choice)32, která má za cíl léčbu založenou na specifických 

genetických změnách účinnou bez ohledu na typ nádorového onemocnění. 

 Hormonální terapie prostřednictvím hormonů (pohlavní hormony, 

glukokortikoidy) se u gastrointestinálních nádorů běžně nevyužívá. 

 Imunoterapie využívá imunitních mechanismů k terapii a prevenci nádorových 

onemocnění s cílem podpořit vlastní imunitu. Léčbu lze rozdělit na pasivní a aktivní 

imunoterapii, a dále na specifickou (proti konkrétnímu antigenu) či nespecifickou 

imunoterapii. Pro blokování růstových faktorů a indukci apoptózy se používají 

monoklonální protilátky, ty lze též konjugovat s cytostatikem nebo radioizotopem 

a specificky je dopravit do nádorové buňky. V současné době je nejvýznamnější možností 

imunoterapie terapie inhibitory kontrolních bodů využívající monoklonálních protilátek 

pro inhibici receptoru CTLA-4 a PD-1 a jeho ligandu (PD-L1). Dalšími možnostmi jsou 

využití cytokinů s cytostatickým efektem (interferon α) a pro aktivaci T-lymfocytů 

(interleukin 2); in vitro modifikace a kultivace pacientských T-lymfocytů a navrácení zpět 

do organismu a protinádorové vakcíny6,33. 

 Podpůrná léčba je využívána k omezení nežádoucích účinků léčby. 

Účinnost onkologické léčby se hodnotí na základě trvání efektu léčby a odpovědi 

nádoru pomocí jasně definovaných pojmů6 uvedených v tabulce 6 a 7.  

 

1.1.10 Transportéry zprostředkovaná léková rezistence 

 

V současnosti často dochází v průběhu protinádorové léčby k selhání chemoterapie 

z důvodu rezistence k protinádorovým lékům. Léky, které jsou během primární léčby velmi 
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účinné, postupně ztrácí účinnost v důsledku lékové rezistence34,35. Během progrese léčby se 

riziko lékové rezistence zvyšuje36.  

 

Tabulka 6: Nejčastější pojmy pro hodnocení doby přežití pacientů; zdroj Linkos.cz 

Doba přežití 

OS 

(overall survival) 
celkové přežití doba do úmrtí (bez ohledu na příčinu) 

DFS 

(disease-free survival) 
přežití bez nemoci 

doba, po kterou pacient je pacient živ a 

nemá známky choroby (je bez relapsu) 

po předchozí úspěšné léčbě 

primárního nádoru (operace, u 

některých nádorů radioterapie) 

PFS 

(progression-free 

survival) 

přežití bez progrese 

doba, po kterou je pacient živ a nemá 

známky progrese nádoru, užívá se u 

pacientů s neoperovaným a/nebo 

metastatickým onemocnění 

TTP 

(time to progression) 
doba do progrese 

hodnotí se podobně jako PFS, avšak 

bez započítání pacientů, kteří zemřou 

z jiných příčin bez progrese nádoru 

TTF 

(time to treatment 

failure) 

doba do selhání léčby 

doba do (předčasného) ukončení léčby 

z jakéhokoli důvodu (toxicita, progrese 

nemoci, úmrtí) 

EFS 

(event-free survival) 

přežití bez příhody 

(události) 

doba, po kterou je pacient živ a 

nenastala jiná definovaná příhoda 

TTR 

(time to recurrence ) 
doba do recidivy 

doba od resekce nádoru do 

recidivy/progrese onemocnění 

 

 Léková rezistence je schopnost nádorových buněk odolávat účinkům protinádorové 

chemoterapie. Přirozená (primární) rezistence je v nádoru přítomná již před léčbou, kdežto 

získaná (sekundární) rezistence vzniká v průběhu léčby. Zkřížená rezistence se vyskytuje 

u strukturálně podobných chemoterapeutik, naopak mnohočetná léková rezistence je 

zkřížená rezistence mezi chemoterapeutiky s rozdílnou strukturou a mechanismem účinku37. 
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Léková rezistence obvykle vzniká komplexním působením a změnami ve více 

mechanismech současně38. 

 

Tabulka 7: Nejčastější pojmy pro hodnocení odpovědi nádoru; zdroj Linkos.cz 

Odpověď nádoru 

CR 

(complete response) 

úplná (kompletní) 

odpověď (remise) 

úplné vymizení všech detekovatelných 

ložisek 

PR 

(partial response) 

částečná (parciální) 

odpověď 

částečné přesně definované zmenšení 

součtu velikosti všech ložisek nádoru, 

ne však úplné vymizení 

PD 

(progressive disease) 

progrese (zhoršení) 

nemoci 

přesně definované zvětšení součtu 

velikosti všech ložisek nádoru 

NC/SD 

(no change / stable 

disease) 

stabilizace nemoci 

minimální změny velikosti nedosahující 

parametru PR nebo PD, onemocnění se 

tedy ani nezhoršuje ani nezlepšuje. 

 

Účinek léčiva je závislý na jeho koncentraci v cílovém místě a závisí na schopnosti 

léčiva přestupovat přes biologické membrány, které jsou přirozenou bariérou. Přestup léčiva 

je podmíněn jeho chemickou podstatou a možnostmi přestupu jsou pasivní difúze, transport 

zprostředkovaný přenašeči, vezikulární transport a filtrace. Transport zprostředkovaný 

přenašeči je buď pasivní (usnadněná difúze) nebo aktivní, závislý na energii. Transportéry 

jsou influxní a efluxní39. 

Klíčovou roli ve zvýšeném vylučování léku z buňky hrají adenosintrifosfát (ATP) 

vážící (ABC) transportéry, a to zejména P-glykoprotein kódovaný ABCB1 genem, MRP1 

(multidrug resistance-associated protein 1) kódovaný ABCC1 genem a BCRP (breast cancer 

resistance protein) kódovaný ABCG2 genem38,40. Zvýšená exprese těchto tří proteinů vede 

ke zvýšenému vylučování léků z nádorových buněk a tím i ke snížení jejich intracelulární 

koncentrace a účinnosti41-43. Přehled nejdůležitějších substrátů transportovaných 

prostřednictvím ABC transportérů44 je uvedený v tabulce 8. V souvislosti s ABC 

transportéry má vliv i množství ATP v intracelulárním i extracelulárním prostředí nádoru. 

Nádorové buňky produkují velké množství ATP (Warburgův efekt) prostřednictvím aerobní 

glykolýzy45 a tím je ovlivněna exprese ABC transportérů a podpora rezistence vůči 

protinádorovým lékům46,47. ABC transportéry jsou všudypřítomné v membránách buněk 
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živých organismů. V eukaryotních buňkách aktivně, za spotřeby ATP, exportují různé 

substráty ven z buněk. ABC transportéry pro xenobiotika (P-glykoprotein, MRP2 (multidrug 

resistance-associated protein 2) a BCRP) jsou lokalizovány zejména v apikální membráně 

polarizovaných buněk48. Dle struktury a funkce jsou ABC transportéry rozdělené do 7 

podrodin A až G, které obsahují celkem 48 protein-kódujících genů49.  

 

Tabulka 8: Substráty pro ABC transportéry (Choi CH, 2005) 

ABC transportér Gen Exogenní cytotoxické substráty 

P-glykoprotein  ABCB1 
Antracykliny, kolchicin, podofylotoxin, metotrexát, 

mitomycin C, taxany, vinca-alkaloidy 

MRP1 ABCC1 
Antracykliny, kolchicin, etoposid, těžké kovy, vinca-alkaloidy, 

paklitaxel 

MRP2 ABCC2 
Cisplatina, irinotekan, doxorubicin, etoposid, metotrexát, SN-

38, vinca-alkaloidy 

BCRP ABCG2 
Antracykliny, bisantren, kampothecin, epirubicin, flavopiridol, 

mitoxantron, S-38, topotekan 

 

Ve sníženém vstřebávání léků buňkami se uplatňují SLC (solute carrier) 

transportéry. Ke snížení vstřebávání dochází snížením vazby na transportér nebo snížením 

počtu transportérů. SLC transportéry tvoří skupinu více než 400 transmembránových 

transportérů rozdělených do 52 rodin dle funkce a struktury zajišťující fyziologické procesy 

od příjmu živin po absorpci léků a dalších cizorodých látek. Jsou popsány transportéry pouze 

pro endogenní substráty, transport převážně xenobiotik, či transportéry pro endogenní 

i cizorodé látky. Obvykle se jedná o multispecifické transportéry. Primárně transportují malé 

molekuly do buňky, ale mnoho SLC transportérů má importní i exportní funkci v závislosti 

na gradientu substrátu. SLC transportéry zprostředkovávají vstup léčiva do buňky a jsou 

lokalizovány jak v bazolaterální, tak v apikální membráně. Transportují prostřednictvím 

usnadněné difúze (uniport) a sekundárním aktivním transportem (antiport, symport)48,50,51. 

Obecná farmakokinetika léčiv ve vztahu k membránovým transportérům52 je 

znázorněná na obrázku 5.  
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1.2 Kolorektální karcinom 

 

Epidemiologie: Vývoj incidence a mortality v České republice ukazuje graf na obrázku 6. 

Ve srovnání incidence CRC s ostatními zeměmi světa je Česká republika na pátém místě. 

Incidence CRC je nejvyšší u věkových kategorií 65 až 80 let53. Incidence je vyšší u mužů, 

jedná se u druhé nejčastější nádorové onemocnění, u mužů po nádorech prostaty a u žen 

po nádorech prsu54.  

 

 

Obrázek 5: Transport léčiv prostřednictvím SLC a ABC transportérů; zdroj  
https://basicmedicalkey.com/drug-transporters/ 

Obrázek 6: Vývoj incidence a mortality CRC v České republice; zdroj SVOD.cz 
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Etiologie: Není známá přesná příčina onemocnění, ale je známo mnoho rizikových 

faktorů přispívajících ke vzniku onemocnění. Se vznikem nádoru je spojováno zejména 

složení potravy a životní styl54. Strava s vysokým obsahem tuku může přispívat 

k nerovnováze střevního mikrobiomu a podporovat tak rozvoj CRC55. Rizikovým faktorem 

je také přítomnost polypů střevní sliznice. Odhadem 6 až 10 % CRC označovaných jako 

dědičné syndromy je způsobeno specifickými mutacemi, obvykle u nemocných mladých 

dospělých osob. Tyto nádory bývají agresivnější a s horší prognózou56. Ke zvýšení rizika 

rozvoje CRC dochází u Crohnovy choroby a ulcerózní kolitidy57. 

Symptomatologie: Z počátku bývá onemocnění bez příznaků. Později bývají 

neurčité příznaky, neurčité bolesti, únava, anemie z okultního krvácení u pravostranných 

nádorů; střídání zácpy a průjmů, ileus u levostranných nádorů. U nádorů v oblasti rekta 

dochází ke krvácení, nucení na stolici a tenesmům54.  

Diagnostika: Klíčovým nástrojem k včasné diagnostice CRC je skríning. Lze použít 

test okultního krvácení ve stolici nebo kolonoskopii. Kolonoskopie slouží k detekci 

a případnému odstranění preneoplastických polypů. V současné době se testují nové 

skríningové metody například kolonografie s pomocí počítačové tomografie či magnetické 

rezonance, endoskopie kapslí a molekulární testy stolice a krve58. Před chirurgickým 

výkonem je nutno doplnit vyšetření břicha počítačovou tomografií. Pro vyloučení metastáz 

se provádí sonografické vyšetření břicha a rentgenové vyšetření hrudníku. 

Patologie: CRC je maligní epiteliální nádor vznikající v tlustém střevě s glandulární 

nebo mucinózní diferenciací. Většina CRC vzniká z prekurzorových lézí (adenomy, 

polypy)59. Dle lokalizace výskytu dělíme CRC na pravostranné (caecum, colon ascendes 

a colon transversum), levostranné (colon descendens, sigma, rectosigma) a rektální; 

základní charakteristika60 je uvedena v tabulce 9. Většina CRC je levostranná a rektální61. 

Lokalizace nádoru částečně koreluje i s molekulárním profilem nádoru. 

 Makroskopický vzhled je variabilní, může se jednat o exofytické intraluminální 

masy, ulcerované endofytické nádory nebo nádory infiltrující cirkumferenciálně stěnu střeva 

s následnou stenózou. CRC metastazuje lymfogenní cestou do spádových mízních uzlin, 

hematogenní metastázy vznikají v játrech, následně v plicích a mozku10. 

 Histopatologicky se v 90 % jedná o adenokarcinomy, většina z nich je popsána jako 

blíže nespecifikovaný adenokarcinom, ale je popsáno několik histopatologických subtypů se 

specifickou klinickou a molekulární charakteristikou (např. mucinózní, serrated, 

mikropapilární atd.). V rámci stanovení histopatologické diagnózy se popisuje histologický 

subtyp, grade, hloubka invaze, lymfangioinvaze, angioinvaze, perineurální šíření, resekční 
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okraje, velikost nádoru, lokalizace, případně počet vyšetřených a pozitivních (s metastázou) 

mízních uzlin, přítomnost odpovědi na léčbu, budding, imunitní odpověď a kvalita 

odebraného vzorku15. Mikroskopický vzhled CRC je na obrázku 7. 

 

Tabulka 9: Charakteristika levostranných a pravostranných CRC (Baran B, 2018) 

Rozdíly mezi levostranným a pravostranným CRC 

Pravostranný CRC Levostranný CRC 

Mucinózní adenokarcinom,  

sesilní serrated adenokarcinom 
Tubulární, vilózní adenokarcinom 

Vysoká frekvence nestability mikrosatelitů, 

deficit MMR 
Chromozomální nestabilita 

Vysoce imunogenní, vysoká infiltrace  

T-lymfocyty 
Málo imunogenní 

Metastazuje do peritoneální oblasti Metastazuje do jater a plic 

Výskyt ve vyšším věku Výskyt v nižším věku 

Převážně u žen Převážně u mužů 

Lepší prognóza u raných stádií (I a II) 
Lepší prognóza u pokročilých stádií  

(III a IV) 

Dobrá odpověď na imunoterapii 
Dobrá odpověď na adjuvantní 

chemoterapii 

 

 Molekulární profil: Kolorektální karcinom je heterogenní onemocnění a každý 

jednotlivý nádor má specifické spektrum genetických a epigenetických změn souvisejících 

s chováním nádoru a terapeutickou odpovědí. Sekvenováním byl opakovaně identifikován 

velký počet genových mutací, změn chromozomů a signálních drah týkajících se progrese 

CRC62. K modifikaci funkce genů dochází v důsledku mutací, translokací, delecí, 

amplifikací či inzercí, tzv. copy number variation/gene amplificatioon nebo epigenetickými 

změnami.   

Třemi základní molekulární typy jsou CRC s chromozomální nestabilitou (CIN), 

CRC s nestabilitou mikrosatelitů (MSI) a CRC s metylací CpG ostrůvků (CIMP). 

Chromozomální nestabilita je charakterizována změnami v počtu a struktuře chromozomů 

s kumulací mutací v APC, TP53, KRAS a BRAF genech a změnami WNT signální dráhy 

a dráhy mitogenem aktivované proteinové kinázy (MAPK). CIN se vyskytuje v 75 až 85 % 
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případů CRC. Generalizovaná mikrosatelitová nestabilita je důsledkem mutace MMR 

genů (MLH1, MSH2, MSH6 nebo PMS2) nebo hypermetylace a umlčení promotoru MLH1, 

četnost MSI je 15 %. Zárodečné mutace MMR genů vede ke vzniku Lynchova syndromu. 

Nádory můžeme rozdělit na stabilní (MSS), s nízkou frekvencí nestability mikrosatelitů 

(MSI-L) a s vysokou frekvencí nestability mikrosatelitů (MSI-H). Metylace CpG ostrůvků 

vede k epigenetické inaktivaci nádorových supresorových genů, vyskytuje se v 17 % 

případů CRC. CIMP se vyskytuje u „serrated“ nádorů10,59,63. 

 

 

 

Velké množství onkogenů a tumor supresorových genů je změněno prostřednictvím 

CIN, MSI a CIMP v každém CRC. Pouze některé z nich jsou však řídící geny (oncodrivers) 

v nádorové progresi. V karcinogenezi CRC jsou deregulovány jako hlavní signální dráhy 

APC/WNT, PI3K, TGF-β, MAPK a p53 signální dráhy64.  

Pro stanovení strategie léčby u pokročilých stádií se vyšetřuje stav MSI/MMR, 

aktivační mutace KRAS, NRAS, BRAF a případně HER265. 

Terapie: Nádory tlustého střeva ve stádiu 0 (carcinoma in situ) a ve stádiu I jsou 

indikovány k chirurgické léčbě; onemocnění ve stádiu II je indikováno k chirurgické léčbě 

a v pokročilých případech bez deficience MMR k adjuvantní chemoterapii. Nádory tlustého 

Obrázek 7: Kolorektální karcinom, barvení hematoxylin a eozin, zvětšení 10x, měřítko 
200 µm; vlastní zpracování 
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střeva ve stádiu III jsou indikovány k chirurgické léčbě a následné chemoterapii. Nádory 

rekta jsou indikovány k operační léčbě (např. transanální endoskopická mikrochirurgie, 

resekce rekta) a radioterapii prostřednictvím multidisciplinárního týmu na pracovišti, kde je 

rutinně komplexní léčba nádorů rekta prováděna, následně může být podána chemoterapie. 

V některých případech je vhodné indikovat neoadjuvantní chemoterapii65.  

Prognóza: Prognóza závisí na rozsahu nádorového onemocnění – stanovení stádia 

(stage). U stádia I je pětileté přežití asi 90 %, u stádia II asi 66 % a při generalizaci 

onemocnění jen 10 %54.  

 

1.3 Hepatocelulární karcinom 

 

Epidemiologie: Vývoj incidence a mortality v České republice ukazuje graf na obrázku 8. 

Ve srovnání incidence HCC s ostatními zeměmi světa je Česká republika na 106 místě. 

Incidence HCC je nejvyšší u věkových kategorií 65 až 80 let53. 

 

 
 

Etiologie: Na vzniku nádoru se podílí chronické jaterní onemocnění v důsledku 

hepatitidy B66 a C67,68, alkoholické nebo metabolické steatitidy69,70, vrozených onemocnění 

jater a v důsledku působení aflatoxinu B171. V 80 % případů vzniká v cirhotických játrech. 

Tak jako u CRC strava s vysokým obsahem tuku může přispívat k nerovnováze střevního 

mikrobiomu s následným onemocněním jater (zánět, fibróza, cirhóza) a přispívat k rozvoji 

HCC72.  

Obrázek 8: Vývoj incidence a mortality HCC v České republice; zdroj SVOD.cz 
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Symptomatologie: Příznaky onemocnění jsou nespecifické, u časných stádií dochází 

k náhodným nálezům nádorů. U pokročilého onemocnění dochází k únavě, bolestem břicha, 

ztrátě hmotnosti, ikteru a známkám portální hypertenze54.  

Diagnostika: Pacienti s cirhózou a hepatitidou B jsou sledováni, nejčastěji 

používanými kontrolními testy jsou stanovení hladiny sérového α-fetoproteinu a sonografie 

jater . Diagnózu HCC lze stanovit na základě zobrazovacích metod (počítačová tomografie, 

magnetická rezonance), pouze v případě nejasného nálezu je nutností odebrat jaterní biopsii 

k histologickému vyšetření. Součástí diagnostiky je i vyšetření funkčního stavu jater58. 

Patologie: HCC je primární epiteliální maligní nádor s hepatocelulární diferenciací 

který se může lokalizovat kdekoliv v játrech. 

 Makroskopicky se jedná o zelený, žlutý až světle hnědý nádor často 

s (pseudo)kapsulou. V játrech se HCC vyskytuje ve čtyřech formách: jako jeden solidní 

nádor, jeden dominantní nádor s mnohočetnými malými satelitními nádory v blízkém 

okolí, mnohočetné drobné noduly podobné cirhotickým nodulům a mnohočetné nezávislé 

primární nádory. Nádor se šíří lymfatickými cévami i vénami. Nejčastěji se HCC šíří 

intrahepatálně prostřednictvím vény portae. U pokročilých stádií se nádor šíří extrahepatálně 

do plic, mízních uzlin, kostí a nadledvin15. 

 Histopatologicky se HCC diagnostikuje na základě morfologické hepatocelulární 

diferenciace, případně s doplněním specifického imunohistochemického (IHC) vyšetření. 

Jsou popsány čtyři morfologické vzory (trabekulární, solidní, pseudoglandulární 

a makrotrabekulární), avšak u 50 % resekovaných HCC je přítomen smíšený morfologický 

vzor15. Mikroskopický vzhled HCC je na obrázku 9. 

Molekulární profil: V buňkách HCC se může vyskytovat 5 až 121 mutací v jednom 

nádoru73. Mutace promotoru telomerázové reverzní transkriptázy (TERT) je nejčastější 

a velmi brzkou mutací73-75. Na základě rozsáhlých studií genové exprese u různých populací 

pacientů lze HCC rozdělit do dvou hlavních molekulárních podtříd, které korelují 

s histopatologií i klinickými rysy nádoru. Agresivnější skupina větších a méně 

diferencovaných nádorů s vyšším rizikem výskytu recidivy a horší prognózou je 

charakterizována inaktivací nádorového supresoru TP53 a aktivací proonkogenních 

signálních drah. Méně agresivní skupina menších a diferencovanějších nádorů s lepší 

prognózou je charakterizovaná mutací CTNNB1 a nadměrnou expresí složek jaterní signální 

dráhy WNT 76,77.  
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Terapie: Léčba HCC se indikuje na základě rozsahu a lokalizace nádoru, funkčního 

stavu jaterního parenchymu a celkového stavu pacienta. Potenciálně kurativní je pouze 

chirurgická léčba (resekce a transplantace jater), která se indikuje u časného a středního 

rozsahu onemocnění. Další možností léčby jsou transarteriální chemoembolizace 

a radiofrekvenční ablace nádorových ložisek. U pokročilých stavů je indikována systémová 

cílená léčba zejména anti PD-L1 či léčba proti vaskulárnímu endotelovému růstovému 

faktoru (VEGF) a léčba inhibitory proteinových kináz65. 

Prognóza: Prognóza závisí zejména na velikosti nádoru a jeho diferenciaci. Lepší 

prognóza je u resekabilních nádorů, bohužel většina nádorů je diagnostikována jako 

neresekabilní, což závisí i na stavu jaterního parenchymu. U pacientů po resekci se udává 

pětileté přežití asi 20 %54.  

 

1.4 Duktální adenokarcinom pankreatu 

 

Epidemiologie: Vývoj incidence a mortality v České republice ukazuje graf na obrázku 10. 

Ve srovnání incidence PDAC s ostatními zeměmi světa je Česká republika na druhém místě. 

Incidence PDAC je nejvyšší u věkových kategorií 65 až 80 let53. Onemocnění se častěji 

vyskytuje u mužů54.  

Obrázek 9: Hepatocelulární karcinom, barvení hematoxylin a eozin, zvětšení 10x, měřítko 
200 µm; vlastní zpracování 
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Etiologie: Příčinami vzniku jsou kouření tabáku72,78,79, nezdravý (západní) styl 

života80-84 a nadměrný příjem alkoholu85. Cigaretový kouř má přímý karcinogenní vliv86,87, 

v patogenezi má vliv i chronická pankreatitida88. I když pankreas není v přímém kontaktu se 

střevním obsahem, může dieta s vysokým obsahem tuku a následné změny mikrobiomu 

ovlivnit vznik PDAC72. Až 10 % PDAC tvoří familiární formy s mutacemi v BRCA2, 

CDKN2A a ATM genech89.  

 PDAC vzniká z neinvazivních prekancerózních lézí (pankreatická intraepitelová 

neoplazie, intraduktální papilární mucinózní neoplazie a mucinózní cystická neoplazie), tyto 

léze jsou časté a jejich výskyt se zvyšuje s věkem, ale většina těchto lézí neprogreduje 

do PDAC90-92.  

Symptomatologie: V počátečních stádiích jsou příznaky nespecifické, připomínající 

funkční dyspeptické syndromy. Klinické příznaky jako bolesti, nechutenství a hubnutí je 

spojeno s pokročilými, většinou metastatickými stádii. U nádorů lokalizovaných v hlavě 

pankreatu bývá častým příznakem obstrukční ikterus54. 

Diagnostika: Klinické příznaky PDAC jsou nespecifické a přítomné až v pokročilém 

stádiu onemocnění, proto bývá detekován pozdě. Běžně používaný sérový biomarker je 

tumorový antigen 19-9 (CA 19-9), ze zobrazovacích metod je vhodná počítačová 

tomografie. Pro potvrzení diagnózy lze využít endoskopickou biopsii90. Skríning 

onemocnění není proveditelný z důvodu nízké incidence PDAC, ale doporučuje se sledovat 

Obrázek 10: Vývoj incidence a mortality PDAC v České republice; zdroj SVOD.cz 
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vysoce rizikové pacienty (rodinná anamnéza PDAC, cystické léze pankreatu, mutace 

ve specifických genech)93. 

Patologie: PDAC je invazivní epiteliální nádor s glandulární (duktální) diferenciací, 

obvykle s produkcí mucinu. Dvě třetiny nádorů vznikají v hlavě pankreatu, zbytek v těle 

nebo ocase. Většinou se jedná solitární lézi, může však být i multifokální. 

 Makroskopicky se jedná o tvrdý, neostře ohraničený, žlutobílý nádor, občas 

s mikrocystickými či makrocystickými oblastmi. Často je přítomná infiltrace okolních tkání 

nádorem. U pokročilých stádií dochází ke karcinóze peritonea, lymfogenním metastázám 

do mízních uzlin a hematogenním metastázám do jater, méně často do plic, kostí 

a nadledvin10,15.  

  

 
 

 Histopatologicky se obvykle jedná o dobře až středně diferencovaný nádor s tvorbou 

glandulárních a tubulům podobných struktur s výraznou desmoplastickou reakcí. Obvyklé 

cesty šíření jsou perineurální invaze, venózní invaze a kancerizace duktů15. Mikroskopický 

vzhled PDAC je na obrázku 11. 

Molekulární profil: Nejčastějšími genetickými alteracemi v buňkách PDAC jsou 

onkogenní mutace KRAS a inaktivace nádorových supresorů TP53, SMAD4 a CDKN2A. 

Ztráta exprese SMAD4 je specifická pro PDAC a může být využita v IHC diagnostice15,90,94. 

Obrázek 11: Duktální adenokarcinom pankreatu, barvení hematoxylin a eozin, zvětšení 20x, 
měřítko 200 µm; vlastní zpracování 
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Terapie: Radikální resekce tumoru v centru specializovaném na operativu nádorů 

pankreatu je jedinou potenciální kurativní metodou, avšak resekabilních onemocnění v době 

diagnózy je pouze 10 až 20 %. Po operaci následuje chemoterapie. U hraničně resekabilních 

pacientů je možné podat neoadjuvantní chemoterapii. U pokročilého stádia je doporučena 

paliativní chemoterapie. U metastatického onemocnění lze při detekci MSI-H zvážit léčbu 

inhibitory PD-1, při detekci mutací genů BRCA1/2 použít chemoterapii na bázi platiny65. 

Prognóza: PDAC je fatální ve většině případů. Lepší prognóza je u resekabilních 

nádorů, kterých je však v době diagnózy méně než 20 %. Pětileté přežití i u kompletně 

resekovaných nádorů nepřesahuje 5 %. Většina pacientů umírá do jednoho roku54. 

 

1.5 Molekulární metody v onkologii 

 

Pro diagnostiku, prognózu i cílenou léčbu lze využít molekulární metody. Z tkáně fixované 

zamražením, etanolem nebo pufrovaným formalínem lze izolovat nukleové kyseliny 

a následně prokázat germinální nebo somatické mutace. Změny na úrovni genomu 

prokazujeme z DNA a aktivitu buněk odráží ribonukleová kyselina (RNA) a protein. 

K izolaci nukleových kyselin lze využít fenol-chloroformovou extrakci, komerční kity nebo 

automatické izolátory. Před izolací nukleových kyselin je nutné tkáň histologicky vyšetřit, 

po izolaci nukleových kyselin je prováděna kontrola integrity nukleových kyselin 

polymerázovou řetězovou reakcí (PCR) amplifikace kontrolních genů a kontrola kvantity 

získané DNA nebo komplementární DNA (cDNA) (spektrofotometricky, fluorometricky). 

 V klinické onkologii lze molekulárních metod využít pro diagnostiku hereditárních 

onkologických syndromů (např. Lynchův syndrom); vyhledávání nosičů mutací 

s predispozicí k nádorovému onemocnění; pro stanovení prognózy; pro personalizovaný 

výběr léků (např. inhibitory EGFR, BRAF (Serine/threonine-protein kinase B-raf), ALK 

(anaplastic lymphoma kinase protein), ROS1 (receptor tyrosine kinase 1) a PARP (poly 

adenosine diphosphate ribose polymerase)), tekutou biopsii pro neinvazivní monitorování 

onemocnění a pro diagnostiku nádorů neznámého původu95.  

 

1.5.1 Izolace DNA z formalínem fixované a parafínovou technikou zpracované 

tkáně 

 

S rozvojem NGS se archivní formalínem fixované a parafínovou technikou zpracované 

(FFPE) tkáně stávají největším dostupným zdrojem biologického materiálu s velkým 
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potenciálem jako zdroj molekulárních informací. Ačkoliv je fixace formalínem a následné 

zpracování parafínovou technikou zlatým standardem pro patologii, v molekulární biologii 

je zdrojem chemické modifikace a degradace nukleových kyselin96-98.  

 Formalín interaguje s proteiny a nukleovými kyselinami v tkáni, v důsledku toho 

vznikají příčné vazby (crosslinks) histon-DNA, DNA-protein, DNA-DNA, formaldehyd-

DNA adukty; dochází k deaminaci cytosinu a 5-methyl cytosinu s následným vznikem 

„sekvenčních“ artefaktů96. Četnost výskytu mutací, zejména záměn C>T, je díky tomu 

v FFPE tkáních vyšší než v odpovídajících zmražených vzorcích99. Nepříznivý efekt 

formalínu během fixace je způsobený vysokou teplotou, nízkým pH, nízkou koncentrací solí 

a přítomností kyseliny mravenčí ve formalínu100. Tento efekt lze příznivě ovlivnit 

používáním pufrovaného formalínu a skladováním v chladu a tmě. 

 Během extrakce DNA dochází k fragmentaci DNA v důsledku silných kovalentních 

vazeb vzniklých během fixace. Vhodným přístupem je proto rozbití křížových vazeb ještě 

před extrakcí DNA97, využívá se metod běžně používaných pro odhalení antigenních epitopů 

v imunohistochemii, například kombinace vysoké teploty a vysokého pH101 nebo metody 

využívající mikrovln97. 

 

1.5.2 Polymerázová řetězová reakce  

 

V průběhu PCR dochází ke zmnožení/replikaci primery definované části DNA nebo cDNA 

in vitro. Během kvantitativní PCR (qPCR) je průběh reakce a množství nově vzniklé DNA 

monitorováno v reálném čase prostřednictvím flouorescenčních či interkalačních sond. 

 PCR je v rutinní diagnostice využívána k průkazu fúzních genů, určení klonality 

onemocnění (nádorové klony B a T lymfocytů), průkazu známých mutací, namnožení úseků 

DNA (cDNA) pro následné analýzy (sekvenování), průkazu hladiny exprese mediátorové 

RNA (mRNA) a mikroRNA (miRNA) a detekci minimální diseminované/reziduální 

nemoci10. Jedná se o vysoce citlivou metodu pro detekci nízkého počtu nádorových buněk, 

což využívají mnohé klinické studie k sledování změn genů (mutace, delece, translokace 

a amplifikace), přítomnosti onkogenních virů a exprese genů specifických pro tkáň, nádor či 

metastázy102. 
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1.5.3 Sekvenace nukleových kyselin 

 

Prostřednictvím sekvenace je určováno pořadí jednotlivých nukleotidových bází v molekule 

nukleové kyseliny. 

Sangerova metoda sekvenování 

Sangerovo sekvenování je založeno na procesu replikace DNA jako u PCR, ale v reakční 

směsi jsou fluorochromem značené dideoxynukleotidy, které přeruší proces replikace. 

Vzniklá směs různě dlouhých molekul DNA ukončených označeným dideoxynukleotidem 

je elektroforeticky rozdělena podle velikosti. Kombinací velikosti úseků DNA a detekce 

značených dideoxynukleotidů (ddNTP) lze odečíst pozice jednotlivých nukleotidů. Lze 

sekvenovat pouze krátké úseky DNA, cca 1 000 párů bazí. Analytická citlivost je pouze 15 

až 25 %, lze tedy spolehlivě zachytit změny DNA, pokud je přítomná u 15 – 25 % kopií 

DNA10. Sangerovo sekvenování  se využívá k detekci jednotlivých mutací (např. BRAF, 

BRCA1 a 2, c-KIT, EGFR a KRAS) a ověření specifity PCR reakce10. 

 

Sekvenování nové generace 

 

NGS je metoda masivně paralelního sekvenování DNA. NGS je založeno na stejném 

principu jako Sangerovo sekvenování, dochází k navázání fluorescenčně značených ddNTP 

a tím zastavení replikace, následuje přečtení signálu a odštěpení ddNTP, následuje 

pokračování replikace. Na rozdíl od Sangerova sekvenování se DNA klonuje 

v bezbuněčných systémech, pro přípravu sekvenačních knihoven není třeba bakterií; 

sekvenování probíhá masivně a paralelně a k detekci jednotlivých sekvencí dochází přímo, 

bez potřeby elektroforézy.  

 Masivní rozvoj NGS v letech 2004 až 2006 a dramatický nárůst sekvenačních dat 

změnil biomedicínský výzkum103. Technologie NGS můžeme rozdělit na technologie 

pro krátké čtení (druhé generace) a technologie s dlouhým čtením (třetí generace). Pracovní 

postup technologie s krátkým čtením (250 až 800 bp) zahrnuje přípravu knihoven, 

sekvenování a analýzu dat. Nejrozšířenějšími technologiemi jsou Illumina a Ion Torrent. 

Technologie s dlouhým čtením (˃ 10 kb) překonává problémy krátkého čtení 

sekvenováním přímo z nativní DNA a lze ji využít i pro detekci repetic v celém genomu 

a detekci strukturálních variant. Nejčastějšími technologiemi jsou Pacific Biosciences 

a Oxford Nanopore Technology104. 
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 NGS má mnoho výhod (sekvenace všech mutací pro velký počet genů, rychlost, 

citlivost a relativně nízká cena), proto se uplatňuje v diagnostice nových mutací, detekci 

známých mutací, detekci variant počtu kopií, detekci hereditárních syndromů 

a pro určení prognózy a terapeutických cílů105. 

 Ke studiu nádorových buněk můžeme použít několik různých přístupů, případně 

jejich kombinaci. Výhodou sekvenování celého genomu (WGS) je možnost identifikace 

strukturálních variant, včetně delecí, amplifikací, chromozomálních translokací 

a uniparietálních disomií. Omezením WGS jsou vysoké náklady a složitá analýza velkého 

množství získaných dat. Prostřednictvím selektivního sekvenování exomu (WES) můžeme 

identifikovat kódující geny, miRNA a nekódující RNA. Po hybridizaci se sondami dojde 

k „zachycení“ cca 200 000 exonů, které tvoří 1 až 2 % genomu. Výhodami je poměrně 

hluboké pokrytí a nižší náklady, na druhou stranu nelze zjistit mutace v nekódujících 

oblastech a většinu strukturálních variant106. Na druhou stranu je 85 % známých genetických 

změn obsaženo v exomu107, což činí tuto variantu velmi efektivní. Nutností je znát hranice 

jednotlivých kódujících oblastí DNA. Transkriptomové sekvenování slouží k identifikaci 

všech transkribovaných genů včetně kódujících a nekódujících RNA. Výhodou je získání 

informací o hladinách genové exprese, detekce postranskripčních změn (alternativní sestřih) 

a detekce fúzních transkriptů v důsledku chromozomálních změn. Nelze detekovat 

nekódující oblasti a mutace se ztrátou genu. Další možností je detekce epigenetických 

modifikací (metylace DNA, metylace a acetylace histonů)106.  

 Sekvenováním získáváme velké množství dat, které je třeba bioinformaticky 

zpracovat a následně interpretovat. Pro analýzu získaných dat lze použít velké množství 

volně dostupných nástrojů a databází. Díky existenci 3 až 4 miliónů dědičných 

polymorfismů je většina nalezených sekvenčních variant ve vzorku nádoru právě těmito 

polymorfismy a získané mutace s řídícím efektem (driver mutations) je třeba odlišit 

srovnáním nádorového genomu se vzorkem krve nebo nemaligní tkáně obsahující zárodečný 

genom106. 

 

1.6 Imunohistochemické metody v onkologii 

 

IHC je metoda založená na přirozené schopnosti protilátek vázat se na specifické antigeny 

in vitro. Nekovalentní vazba použité protilátky s antigenem v tkáni je zprostředkovaná 

hydrofobními vazbami, vodíkovými můstky, van der Walsovými silami a interakcí iontů. 
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 Výhodou IHC vyšetření je jeho vysoká specifita a senzitivita s informací o přesné 

lokalizaci antigenu v tkáni. Další výhodou pro výzkum je možnost provádění vyšetření 

na archivních FFPE tkáních.  

 

1.6.1 Postup IHC detekce  

 

IHC vyšetření se skládá z několika po sobě jdoucích kroků108: 

1) Odhalení antigenních epitopů, které byly skryty během fixace a zahřátí v parafínu. 

Lze použít enzym nebo teplem zprostředkované demaskování. Tento krok je 

specifický jak pro každou primární protilátku, tak pro jednotlivé laboratoře z důvodů 

použití různých postupů fixace a zpracování do parafínových bloků. Běžně 

používané metody: 

1. Tepelně indukované odhalení epitopu s citrátovým pufrem pH 6 

2. Tepelně indukované odhalení epitopu s EDTA pufrem pH 9 

3. Krátké (4 min) natrávení proteázou (např. Proteináza K) 

2) Blokování endogenních enzymů. Aby nedocházelo k falešně pozitivní reakci, je 

nutné v tkáni zablokovat endogenní enzymy, které mají shodný substrát s následně 

použitým detekčním systémem. V případě křenové peroxidázy, která je nejčastěji 

používaným enzymem, se nadbytkem substrátu blokuje endogenní peroxidáza. 

V případě použití avidin biotinové metody se blokuje endogenní avidin-biotinová 

aktivita. 

3) Blokování pozadí. Z důvodu zabránění nespecifických vazeb protilátky na antigen 

ve vyšetřované tkáni se blokují nespecifická vazebná místa. Lze použít různé 

blokovací pufry, které soutěží s protilátkou o nespecifická vazebná místa: 

1. Normální sérum zvířete, ze kterého pochází sekundární protilátka 

v koncentraci 1 až 5 %. 

2. Hovězí sérový albumin, želatina, odtučněné sušené mléko v koncentraci 

1 až 5 %. 

3. Předem připravené komerční pufry 

4) Inkubace s primární protilátkou. Protilátky jsou glykoproteiny definované 

afinitou (síla vazby protilátky s jednou antigenní determinantou), aviditou (síla 

vazby několika vazebných determinant antigenu a protilátky), specifitou (selektivní 

vazba k antigenu bez zkřížených reakcí) a sensitivitou (relativní množství antigenu, 

které je schopné detekovat). Rozlišujeme polyklonální protilátky připravované 
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imunizací zvířat a monoklonální protilátky produkované tkáňovými kulturami. Jejich 

srovnání je uvedeno v tabulce 10. 

 

Tabulka 10: Srovnání vlastností polyklonálních a monoklonálních protilátek 

Vlastnost 
Polyklonální 

protilátka 

Monoklonální 

protilátka 

Specifita ++ +++ 

Afinita +++ ++ 

Avidita +++ ++ 

Reprodukovatelnost ne ano 

Množství připravené protilátky omezené neomezené 

Počáteční náklady nízké vysoké 

Počet epitopů rozeznaných protilátkou 2 a více 1 

Zkřížená reakce ano ne 

Reprodukovatelnost výsledků ++ +++ 

Citlivost  +++ ++ 

 

5) Vizualizace imunoenzymatickou reakcí se skládá z několika stupňů reakce dle 

použité metody. Nejčastěji používanými enzymy jsou křenová peroxidáza (HRP) 

s následně použitým chromogenem diaminobenzidinem (DAB) nebo 

aminoethylocarbazolem (AEC) a alkalická fosfatáza používaná s chromogeny Fast 

Red a Fast Blue.  

1. Přímá metoda: Antigen je detekován enzymem značenou primární 

protilátkou s navázaným chromogenem. 

2. Nejčastěji používaná nepřímá dvoustupňová metoda: Na antigen je 

navázána neoznačená primární protilátka, dalším krokem je navázání 

enzymem značené sekundární protilátky a následná detekce 

chromogenem. 

3. Avidin biotinová metoda pro amplifikaci signálu: Na antigen je 

navázána neoznačená primární protilátka, následným krokem je 

navázání biotinylované sekundární protilátky a amplifikace enzymem 

označeným biotinem a následná detekce chromogenem.  
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4. Dvoustupňová polymerová metoda pro amplifikaci signálu: Na 

antigen je navázána neoznačená primární protilátka, následně je 

navázán polymer sekundární protilátky a enzymu, následuje detekce 

chromogenem. Často používaný univerzální imuno-peroxidázový 

polymer je N-Histofine Simple Stain MAX PO (MULTI). Tento 

způsob detekce je běžný v detekčních kitech pro zpracování v IHC 

automatech. 

 Schéma běžně používaných imunoenzymatických reakcí je na obrázku 12. 

 

 
 

6) Dobarvení jader hematoxylinem  

 

1.6.2 Vliv preanalytické fáze na kvalitu IHC vyšetření 

 

Preanalytická fáze má významný vliv na výslednou kvalitu IHC vyšetření:  

 Ischémie je redukována rychlým vložením vzorků do standardního fixativa. 

V důsledku prodlevy ve fixaci tkáně dochází k nevratným změnám způsobeným 

autolýzou109 a tím k falešně negativním výsledkům.  

 Ideální fixace tkáně s rovnováhou mezi dobrou morfologií a dobrou antigenicitou108. 

Standardním fixativem je 10% neutrální pufrovaný formalín. Pokud se používají jiná 

Obrázek 12: Schéma IHC reakce: A) přímá metoda; B) nepřímá dvoustupňová metoda; C) 
avidin biotinová metoda; D) dvoustupňová polymerová metoda; vlastní zpracování  
(BioRender) 
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fixativa, musí dojít k validaci IHC protokolů. Reakce formaldehydu s makromolekulami 

v tkáni jsou početné a komplexní. Dochází k interakci s proteiny, nukleovými kyselinami 

a nenasycenými lipidy, nereaguje se sacharidy108. Nejvýznamnější změnou je tvorba 

příčných vazeb mezi proteiny nebo proteiny a nukleovými kyselinami s následnou změnou 

terciární struktury proteinů, sekundární struktura proteinů je zachovaná110. V případě 

nedostatečné fixace tkáně může procesem demaskování antigenů dojít k destrukci cílového 

proteinu a falešně negativním výsledkům. V případě přefixování tkáně může být standardní 

demaskování antigenů nedostatečné a důsledkem je falešně negativní výsledek 

 

1.6.3 Automatické inkubační metody 

 

Výhodou automatizace je standardizace metody a úspora práce. Nevýhodou je potřeba 

údržby a možnost poruchy automatu. Automatizace má také negativní vliv na znalosti 

laborantů a může být frustrující z důvodu nedostatečné kontroly nebo povědomí o procesech 

probíhajících během automatického procesu.  

 Jsou dostupné otevřené a uzavřené automatické systémy. Otevřené systémy jsou 

flexibilní, podobně jako manuální metody a jsou preferovány výzkumnými laboratořemi. 

Lze v nich upravit jednotlivé protokoly, časy a teploty inkubace a je možné použít jakékoliv 

reagencie. Uzavřené systémy jsou vysoce standardizované a jsou preferované v klinických 

diagnostických provozech. Do protokolů nelze zasahovat a lze použít pouze reagencie 

dodávané výrobcem přístroje109. Přehled tří nejčastěji používaných IHC automatů je 

uvedený v tabulce 11, kde je uveden i plně automatizovaný BOND RXm (Leica 

Biosystems), určený pro výzkum, na kterém byly provedeny některé z analýz této práce. 

 

1.6.4 Využití IHC metod 

 

IHC vyšetření se používá v diagnostice nádorového typu (tkáňově specifické markery), 

stanovení prognózy onemocnění (prognostické markery) a indikaci k cílené terapii 

(prediktivní markery). 

 Pro diagnostické účely se u HCC využívají markery hepatocelulární diferenciace 

Hep Par 1 (hepatocyte paraffin 1) a Argináza 1 a markery maligních hepatocytů Glypican 3, 

Protein teplotního šoku 70 a Gluthamin syntetáza109,111.  

 V diagnostice CRC jsou využívány cytokeratiny: cytokeratin 7 negativní 

a cytokeratin 20+ exprese je typický stav jak pro nenádorovou sliznici tlustého střeva, tak 
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pro buňky CRC; CDX2 (caudal type homeobox 2) je exprimován v enterocytech 

a v nádorových buňkách CRC (mimo těch, co vykazují MSI)112.  

 

Tabulka 11: Přehled IHC automatů; přepracováno a doplněno dle Handbook of Practical 
Immunohistochemistry (Lin F, 2022) 
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  IHC ztráta exprese v proteinech MMR má diagnostický, prognostický i terapeutický 

význam: může indikovat potencionální Lynchův syndrom (barvení proteinů MLH1 (MutL 

protein homolog 1), PMS2 (PMS1 protein homolog 2), MSH2 (MutS protein homolog 2) 

a MSH6 (MutS protein homolog 6))113-115. CRC s MMR defekty mají obecně lepší 

prognózu; neodpovídají na léčbu 5-fluorouracilem, ale odpovídají na léčbu PD-1 

inhibitory116. Nádorové buňky exprimující PD-L1 mohou být cílem pro léčbu PD-L1 

inhibitory u dlaždicobuněčného karcinomu jícnu, adenokarcinomu žaludku a CRC116. HER2 

abnormality u méně než 5 % CRC a 18 % adenokarcinomů jícnu a žaludku by mohly 

identifikovat případy vhodné k cílené léčbě117,118.  

 Proliferační marker protein Ki-67 (Ki67) se využívá jako prognostický marker 

pro určení grade u neuroendokrinních nádorů119. Molekulární abnormality u PDAC jsou 

dobře charakterizovány, ale nebyly zatím úspěšně využity jako IHC markery116. 

 

1.6.5 Interpretace IHC 

 

Pro správnou interpretaci IHC je nutností používat adekvátní pozitivní a negativní kontrolu. 

Pozitivní kontrola je potřebná k vyloučení falešně negativního výsledku a negativní 

kontrola k vyloučení falešně pozitivního výsledku. Jako pozitivní kontrola se používají 

tkáně, u kterých je jistá pozitivní exprese antigenu. Výhodou je, pokud předpokládáme 

pozitivní buňky přímo ve vyšetřované tkáni (např. endotel) a můžeme je využít jako vnitřní 

pozitivní kontrolu. Pro negativní kontrolu se používá testovaná tkáň inkubovaná 

bez primární protilátky (s ředícím roztokem primární protilátky)108,109. 

Hodnocení vizualizace antigenu120: 

1) Přítomnost nebo nepřítomnost signálu 

2) Mikroanatomická distribuce signálu (extracelulární prostor, typ buněk) 

3) Subcelulární lokalizace signálu: 

a. Membránová, u epitelových buněk lze navíc rozlišit apikální a bazolaterální 

lokalizaci signálu 

b. Jaderná 

c. Cytoplasmatická  

i. Granulární (organely) 

ii. Fibrilární (cytoskelet) 

iii. Homogenní 

 Příklady subcelulární lokalizace IHC signálu jsou znázorněny na obrázku 13. 
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 Může být hodnocena také abnormální nebo abnormálně lokalizovaná pozitivita 

v důsledku patologického procesu, např. u mutace genu TP53120,121. V některých případech 

se uvádí procentuální zastoupení nádorové populace exprimující stanovovaný antigen, např. 

proliferační marker Ki67. 

 Přesná kvantifikace intenzity reakce je obtížná a neexistuje žádný univerzální 

skórovací systém109, proto se používají různá semikvantitativní hodnocení např. slabá, 

střední či silná intenzita signálu. 

  

Obrázek 13: Příklady apikální membránové pozitivity: protein ABCD4 u PDAC (A), jaderné 
pozitivity: protein Ki67 u neuroendokrinního nádoru pankreatu (B), cytoplasmatické 
pozitivity: pancytokeratin u PDAC (C) a membránové pozitivity CD20 v blízkosti HCC (D); 
zvětšení 40x, měřítko 20 µm; vlastní zpracování 
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2 Cíle a hypotézy 
 

Dizertační práce je založena na 5 studiích věnujících se PDAC, CRC a HCC. Základním 

cílem bylo získat nové poznatky v oblasti biomarkerů pro nádory GIT pomocí korelací 

s prognostickými ukazateli a prediktory léčebné odpovědi nebo chemorezistence. Definovali 

jsme tyto výzkumné otázky: 

 

1) Souvisí exprese a lokalizace proteinů MRP2/ABCC2, SLC22A3, TAP1/ABCB2, 

CFTR /ABCC7, SUR1/ABCC8 a ABCD4 v nádorových buňkách PDAC s klinickými daty 

a přežíváním pacientů? 

 

2) Má exprese proteinů MRP2/ABCC2, SLC22A3, TAP1/ABCB2, CFTR/ABCC7, 

SUR1/ABCC8 a ABCD4 v nádorových buňkách PDAC prokázaná imunohistochemicky 

stejnou prognostickou váhu jako hladiny jejich transkriptů v předchozích studiích? 

 

3) Mají distribuce a počet T a B lymfocytů prognostický význam u pacientů s resekovaným 

HCC? 

 

4) Má součinnost genetických (mutace TERTp a CTNNB1) a imunitních (cytotoxické 

CD8+ T lymfocyty) faktorů prognostickou hodnotu pro pacienty s HCC? 

 

5) Má sekvence exomu (tj. kompletní kódující sekvence genomu) u párových vzorků 

primárního CRC nádoru a synchronních jaterních metastáz význam pro stanovená prognózy 

a predikci terapie? 

 

6) Mají primární nádory a synchronní jaterní metastázy CRC stejný mutační profil? 
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4 Metody, výsledky a diskuze 

 

4.1 Publikace č. 1: Proteinová exprese MRP2 a SLC22A3 souvisí s prognózou 

adenokarcinomu pankreatu 

 

4.1.1 Metody 

 

Pacienti: Studie byla provedena na souboru archivních parafínových bloků Šiklova 

patologického ústavu Fakultní nemocnice Plzeň z let 2002 až 2016. Jednalo se o 65 biopsií 

resekovaných nádorů s potvrzenou diagnózou PDAC a dostupným klinickým sledováním. 

Studie byla schválena příslušnou etickou komisí. 

 IHC: Bločky byly nakrájeny na 5 mikrometrů tlusté řezy a barveny hematoxylin–

eosinem pro posouzení morfologie a podrobeny imunohistochemické analýze exprese 

proteinů MRP2/ABCC2 a SLC22A3 (solute carrier family 22 member 3) podle manuálního 

protokolu uvedeného v tabulce 12. 

Jako pozitivní kontrolní tkáně byly použity játra pro MRP2/ABCC2 a ledvina pro SLC22A3, 

jako negativní kontrola byla použita nádorová tkáň PDAC inkubovaná bez primární 

protilátky. Vzorky s nejednoznačným výsledkem barvení byly vyloučeny. Hodnocena byla 

převládající cytoplasmatická lokalizace a přítomnost či nepřítomnost apikálního 

membránového barvení. 

 Analýza dat: Pro statistické analýzy byl použit software IBM® SPSS® Statistics 

verze 16.0. Pro zjištění rozdílů mezi skupinami pacientů rozdělených dle klinických dat byla 

použita analýza rozptylu ANOVA (ANalysis Of VAriance) a Pearsonův χ-kvadrát test. 

Pro odhad funkce přežití pacientů byla použita Kaplanova-Meierova metoda, Log-rank 

a Breslow test s analýzou poměrů rizik Coxovou regresí. 

 

4.1.2 Výsledky – hlavní zjištění 

 
Bazální lokalizace proteinu MRP2/ABCC2 a SLC22A3 v cytoplasmě byla zjištěna u 49 % 

pacientů a 45 % pacientů. Apikální membrána se pozitivně barvila v 45 % u proteinu 

MRP2/ABCC2 a v 29 % u SLC22A3. Přehled výsledků je uvedený v tabulce 13.  
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Tabulka 12: Manuální IHC protokoly pro detekci MRP2/ABCC2 a SLC22A3 proteinů 

  MRP2/ABCC2 SLC22A3   

Odhalení 

antigenních 

epitopů 

NovocastraTM Epitope 

Retrieval Solution pH 6 

(citrate-based buffer 

containing surfactant) 

NovocastraTM Epitope 

Retrieval Solution pH 9 

(Tris/EDTA-based buffer 

containing surfactant) 

20 min 

96°C + 

20 min 

chladnutí 

Oplach Destilovaná voda   

Blokování 

endogenní 

peroxidázy 

Dako REAL Peroxidase-Blocking Solution S2023 10 min 

Oplach Destilovaná voda   

Blokování pozadí Bez blokování 5% normální kozí sérum 30 min 

Inkubace s 

primární 

protilátkou 

Anti-MRP2 antibody (M2 III-

6), mouse monoclonal, 

abcam ab3373, ředění 1:100 

Anti SLC22A3 antibody 

(EPR6630), rabbit 

monoclonal, abcam 

ab124826, ředění 1:100 

přes noc, 

4°C 

Oplach Pufr   

Inkubace s 

polymerem 

sekundární 

protilátky a 

enzymu 

Universal Immuno-peroxidase Polymer, Anti-Mouse and –

Rabbit Histofine Simple Stain MAX PO (MULTI) 
30 min 

Oplach Pufr   

Chromogen DAB 5 min 

Oplach Destilovaná voda   

Dobarvení jader Mayerův hematoxylin 5 min 

Modrání Tekoucí voda 5 min 

 

 Bylo zjištěno, že pacienti bez exprese proteinu SLC22A3 v apikální membráně 

mají signifikantně kratší přežití bez nemoci (DFS) i dobu do úmrtí (OS) než pacienti 

s pozitivní expresí. Analýzou kombinace exprese obou proteinů v apikální membráně bylo 

zjištěno, že u pozitivní exprese MRP2/ABCC2 i SLC22A3 je delší DFS a u kombinace 
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pozitivní exprese MRP2/ABCC2 a negativní SLC22A3 je kratší OS. U skupiny pacientů 

léčených gemcitabinem a 5-fluorouracilem bylo prokázáno, že absence exprese SLC22A3 

v apikálním lemu souvisí s horším DFS i OS. Neprokázali jsme souvislost lokalizace obou 

proteinů v cytoplazmě s klinickými daty a přežíváním pacientů. Přehled barvení 

a nejdůležitějších výsledků je znázorněn na obrázku 14. 

 

Tabulka 13: Přehled výsledků IHC barvení 

ABC transportér Lokalizace IHC exprese  Počet 

MRP2/ABCC2  

cytoplasma 
bazální 32 

apikální 33 

membrána 
negativní 36 

pozitivní 29 

SLC22A3  

cytoplasma 
bazální 30 

apikální 36 

membrána 
negativní 47 

pozitivní 19 

 

4.1.3 Diskuze 

 

Na základě předchozí transkriptomické studie122-124 membránových transportérů (všechny 

ABC a vybrané SLC transportující cytostatika), která zjistila prognostickou hodnotu 

MRP2/ABCC2 a SLC22A3, jsme analyzovali souvislost jejich proteinové exprese v buňkách 

PDAC s prognózou. Prokázali jsme, že exprese proteinu SLC22A3 souvisí s prognózou 

pacientů s PDAC.  

 Tato studie se jako první zabývá proteinovou expresí SLC22A3 v nádorových 

buňkách PDAC. Pacienti s proteinovou expresí SLC22A3 v apikální membráně nádorových 

buněk mají významně delší OS i DFS. SLC22A3 je exprimován v plasmatické membráně 

buněk mnoha tkání, kde transportuje vysoký počet substrátů, včetně protinádorových léčiv, 

čímž se může přímo podílet na účinnosti protinádorové léčby. Genová exprese SLC22A3 je 

regulována geneticky i epigeneticky125. 

 Předchozí studie zabývající se CRC, karcinomem prostaty126-128, HCC129 

a karcinomem jícnu130,131 ukazují, že genetická, epigenetická nebo fenotypová povaha 
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SLC22A3 má prediktivní či prognostický potenciál u nádorových onemocnění GIT. Naše 

studie na PDAC tyto údaje a jejich význam potvrzuje. 

 

 
  

 SLC22A3 se jako transportér léčiv může podílet na účinnosti protinádorové léčby: 

Odpověď pacientů s CRC na chemoterapii kombinací 5-fluorouracilu, kyseliny folinové 

a oxaliplatiny132, pacientů s karcinomem hlavy a krku na terapii cisplatinou133 naznačuje 

prediktivní charakter exprese proteinu. SLC22A3 hraje roli v léčbě jako transportér 

pro příjem metforminu134-136. 

 Výsledky této i předchozích studií naznačují možnost použití SLC22A3 po validaci 

a funkční studii jako prognostický a prediktivní marker u PDAC a dalších 

gastrointestinálních nádorů. Pozitivní předpoklad pro zavedení SLC22A3 jako 

imunohistochemického markeru je rutinní použití IHC ve všech patologických laboratořích. 

 Na rozdíl od dříve publikovaných studií s prokázanou souvislostí mezi 

MRP2/ABCC2 a prognózou a léčebnou odpovědí u PDAC pacientů137,138 a in-vitro studii 

na pankreatické buněčné linii139 nebyla v této studii prokázána souvislost mezi samotnou 

expresí proteinu MRP2/ABCC2 a přežíváním pacientů. 

Obrázek 14: Souhrnný grafický abstrakt: Nejdůležitější výsledky, ukázky výsledku IHC 
barvení (apikální membrána) a základní funkční souvislosti; vlastní zpracování 
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 Kombinace exprese proteinů MRP2/ABCC2 a SLC22A3 a jejich prognostický 

význam je zcela novou oblastí. Vzhledem k funkci těchto transportérů jsme předpokládali, 

že negativní exprese u MRP2/ABCC2 (eflux) a pozitivní exprese SLC22A3 (influx) bude 

souviset s delším přežíváním pacientů a naopak. Prokázali jsme však, že kombinace 

pozitivní exprese MRP2/ABCC2 a pozitivní exprese SLC22A3 souvisí s nejdelším 

bezpříznakovým i celkovým přežíváním pacientů, což naznačuje vliv celkové dysregulace 

exprese těchto proteinů na prognózu pacientů. 

 Omezením studie je nízký počet vzorků, což souvisí s nízkým počtem resekabilních 

nádorů v době diagnózy a omezenou dostupností sledování pacientů z důvodů vysoké 

úmrtnosti. Na druhou stranu se jedná o homogenní skupinu pacientů léčených a sledovaných 

v jednom velkém regionálním centru. Tyto výsledky je třeba ověřit nezávislými studiemi 

na dalších pacientech s PDAC i dalšími nádorovými onemocněními. 
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4.2 Publikace č. 2: Proteinová exprese a lokalizace ABC transportérů u duktálního 

karcinomu pankreatu: prognostická role SUR1/ABCC8 
 

4.2.1 Metody 

 

Pacienti: Studie byla provedena na archivních parafínových blocích z let 2002 až 2016, 

získaných z Šiklova patologického ústavu Fakultní nemocnice Plzeň. Bylo použito 65 

biopsií resekovaných nádorů s potvrzenou diagnózou PDAC, které měly dostupné klinické 

sledování. Studie byla schválena příslušnou etickou komisí. 

 IHC: Řezy tlusté 5 µm byly nabarveny hematoxylinem-eozinem a posouzeny 

ohledně morfologie. Další vybrané řezy byly barveny v plně automatizovaném IHC 

barvícím automatu s použitím primárních protilátek uvedených v tabulce 14. Byly použity 

pozitivní a negativní kontroly IHC barvení. Vzorky s nejednoznačným nálezem byly 

vyloučeny. 

Tabulka 14: Primární protilátky a pozitivní kontroly použité pro IHC detekci   

IHC barvící automat:  Imunostainer BenchMark ULTRA IHC/ISH (Roche Diagnostics) 

Detekční kit: UltraView Universal DAB 

Primární protilátka 
Katalogové číslo, 

dodavatel 
Ředění Pozitivní kontrola 

Anti-ABCD4 antibody 

produced in rabbit 
HPA003396, Sigma-Aldrich 1:500 Ledvina medula 

Anti-CFTR antibody 

produced in rabbit 
HPA021939, Sigma-Aldrich 1:250 Exokrinní pankreas 

Anti-SUR1 antibody 

produced in rabbit 
PA5-50836, Invitrogen 1:30 

Langerhansovy 

ostrůvky pankreatu 

Anti-TAP1 antibody 

produced in rabbit 
11114-1-AP, Proteintech 1:200 Karcinom plic 

 

 Lokalizace proteinu byla hodnocena jako negativní nebo pozitivní v cytoplasmě 

a v plasmatické membráně. Následně byla u vzorků s pozitivní cytoplasmatickou expresí 

hodnocena intenzita IHC exprese jako slabá, střední či silná v porovnání s pozitivní 

kontrolou. 
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 Analýza dat: Pro statistické analýzy byl použit software IBM® SPSS® Statistics 

verze 16.0. Analýza rozptylu ANOVA (ANalysis Of VAriance) a Pearsonův χ-kvadrát test 

byly použity pro hodnocení rozdílů mezi skupinami pacientů stratifikovanými podle 

klinických dat. Pro odhad funkce přežití pacientů byla použita Kaplanova-Meierova metoda, 

Log-rank a Breslow test s analýzou poměrů rizik Coxovou regresí. 

 

4.2.2 Výsledky – hlavní zjištění 

 

Byla detekována slabá až střední intenzita cytoplasmatického barvení TAP1/ABCB2 

(antigen peptide transporter 1) v nádorových buňkách, membránové barvení nebylo 

detekováno.  

 Exprese modulátoru transmembránového regulátoru vodivosti (CFTR/ABCC7) 

nebyla v nádorových buňkách detekována, ačkoli apikální membrána nemaligních 

pankreatických duktů se barvila se silnou intenzitou. 

 U všech vzorků byla detekována pozitivní cytoplasmatická exprese SUR1/ABCC8 

(sulfonylurea receptor 1) v nádorových buňkách se slabou až silnou intenzitou barvení. U 9 

vzorků bylo detekováno pozitivní barvení apikální membrány nádorových buněk. 

Ve stromatu některých vzorků v blízkém okolí nádorových tubulů se vyskytovaly jednotlivé 

silně se barvící SUR1+ buňky.  

 Exprese proteinu ABCD4 (ATP binding cassette subfamily D member 4) 

v nádorových buňkách byla velmi variabilní. Ve většině případů se barvila jak cytoplasma, 

tak membrána. U některých vzorků s pozitivním barvením membrány byla nalezena výrazná 

pozitivita pouze apikální membrány nebo apikální a bazální membrány nádorových buněk.  

 Porovnání exprese proteinů a klinických dat pacientů: U buněk nádorů stádia III 

nebo IV častěji chyběla exprese proteinu ABCD4 v membráně (33 %) ve srovnání s méně 

pokročilými stádii I a II (2 %). Většina nádorů stádia III nebo IV měla ojedinělé nebo středně 

početné SUR1/ABCC8 pozitivní buňky ve stromatu kolem nádorových tubulů. Exprese 

proteinů TAP1/ABCB2, CFTR/ABCC7 nesouvisela s žádnými klinickými daty pacientů. 

Přehled IHC výsledků je uvedený v tabulce 15. 

 Analýzou funkcí přežití bylo zjištěno, že pacienti se střední nebo silnou intenzitou 

cytoplazmatického barvení SUR1/ABCC8 měli významně kratší PFS než pacienti se slabou 

intenzitou. Exprese proteinů TAP1/ABCB2, CFTR /ABCC7 a ABCD4 nesouvisela s přežitím 

pacientů. Přehled barvení a nejdůležitějších výsledků je znázorněn na obrázku 15. 
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Tabulka 15: Přehled výsledků IHC barvení ABC transportérů 

ABC transportér Lokalizace IHC exprese  Počet 

TAP1/ABCB2 
cytoplasma 

negativní 15 

slabá 23 

střední 18 

silná  4 

membrána negativní 60 

CFTR/ABCC7 
cytoplasma negativní 61 

membrána negativní 61 

SUR1/ABCC8 

cytoplasma 

slabá 28 

střední 25 

silná  3 

membrána 
negativní 48 

slabá apikální 9 

pozitivní buňky ve 

stromatu 

žádné 26 

ojedinělé 18 

středně početné 12 

ABCD4 

cytoplasma 
negativní 8 

slabá 51 

membrána 

negativní 4 

pozitivní 56 

pouze silná apikální 24 

pouze silná apikální a bazální 5 

 

4.2.3 Diskuze 

 

Ve studii jsme se pokusili ověřit proteinovou expresi méně často studovaných ABC 

transportérů TAP1/ABCB2, CFTR/ABCC7, SUR1/ABCC8 a ABCD4 v nádorových buňkách 

PDAC na základě dříve popsaných hladin transkriptů122,140 a jejich prognostického 

významu. 
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 Výsledky cytoplasmatického barvení SUR1/ABCC8 poprvé naznačují, že pacienti se 

středně nebo silně se barvícími nádorovými buňkami PDAC mají 3,5krát vyšší riziko 

progrese onemocnění, než pacienti se slabou intenzitou. Souvislost mezi SUR1/ABCC8 

a prognózou pacientů je podpořena i výskytem SUR1/ABCC8 pozitivních buněk ve stromatu 

kolem nádorových tubulů u pokročilých stádií. Hypotéza, že SUR1/ABCC8 může souviset 

s progresí onemocnění je podpořena předchozím nálezem ukazujícím, že nádorové buňky 

exprimující SUR1/ABCC8 mohou indukovat transformaci fibroblastů v mikroprostředí 

nádoru a podporovat progresi nemalobuněčných plicních karcinomů141. 

 SUR1/ABCC8 se vyskytuje, spolu s dalšími draslíkovými kanály, v mnoha tkáních 

a podílí se na regulaci mnoha fyziologických funkcí142. V této studii zjištěná lokalizace 

proteinu odpovídá údajům uvedeným v databázi Human Protein Atlas 

(www.proteinatlas.org). Draslíkové kanály se uplatňují zejména v β-buňkách endokrinního 

pankreatu143 a SUR1/ABCC8 je spojen s diabetem144, ale jeho exprese nebo změny genu 

nebyly spojeny s výsledkem terapie a prognózou PDAC. Gen ABCC8 je součástí 

prognostického skórovacího modelu u serózního karcinomu ovaria145 a je spojován 

Obrázek 15: Souhrnný grafický abstrakt: Nejdůležitější výsledky a ukázky výsledku IHC 
barvení; vlastní zpracování 

http://www.proteinatlas.org/
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s prognózou a chemosenzitivitou u gliomu146 a karcinomu prsu147. Naše současná studie 

obohacuje poznání o prognostický význam SUR1/ABCC8 u PDAC. 

 Tato studie, na základě souvislosti negativní exprese ABCD4 v membráně 

nádorových buněk a pokročilým stádiem PDAC, naznačuje možný vztah se špatnou 

prognózou, ale analýza přežití pacientů tento předpoklad nepotvrdila. Dřívější studie uvádějí 

souvislost ABCD4 transportéru s prognózou pacientů s CRC148 a PDAC140 a rezistencí 

na cisplatinu u nemalobuněčného karcinomu plic in vitro149, přesto naše výsledky 

prognostický význam ABCD4 u PDAC nepotvrzují. 

 Exprese TAP1/ABCB2 neměla žádnou prognostickou hodnotu pro pacienty s PDAC. 

TAP1 transportér hraje roli v prezentaci antigenů a je diskutována jeho role 

v imunoterapii150, proto může být tento protein užitečný pro predikci výsledků imunoterapie, 

která však zatím u PDAC využití nenalezla. 

 Absence proteinu CFTR/ABCC7 byla prokázána jak v cytoplasmě, tak v membráně 

u všech vzorků. Toto pozorování je jedinečné a je třeba dalších studií k odhalení 

mechanismu umlčování CFTR a jejího významu pro nádorové bujení. 

 Omezením této studie je malý soubor vzorků z důvodu nízké resekability 

a nepříznivé prognózy PDAC. Z důvodu vysoké heterogenity barvení a absence systému 

hodnocení proteinové exprese ABC transportérů v nádorových buňkách jsme zvolili 

kombinaci kvalitativního a kvantitativního hodnocení v jednotlivých kompartmentech 

buňky. Výhodou studie je stejnorodost skupiny pacientů, kteří byli přijati, ošetřeni 

a sledováni jedním centrem jednotným stylem. 
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4.3 Publikace č. 3: T a B lymfocyty ve vnitřním invazivním okraji hepatocelulárního 

karcinomu po resekci souvisí s příznivou prognózou 

 

4.3.1 Metody 

 

Pacienti: Studie byla provedena na souboru archivních parafínových bloků Šiklova 

patologického ústavu Fakultní nemocnice Plzeň z let 1997 až 2019. Byly vyšetřeny biopsie 

ze 70 pacientů. Jednalo se o resekované nádory s potvrzenou diagnózou HCC stádia I až IV 

a dostupným klinickým sledováním. Studie byla schválena příslušnou etickou komisí. 

 IHC: 2 až 4 bloky z každého nádoru obsahující centrum nádoru, okraj nádoru 

a jaterní tkáň bez nádoru byly nakrájeny na 4 mikrometry silné řezy a barveny hematoxylin–

eozinem a Massonovým trichromem pro posouzení morfologie. Dále byly podrobeny IHC 

detekci CD3+ T lymfocytů, CD8+ T lymfocytů a CD20+ B lymfocytů s použitím 

automatického systému BOND RXm; specifikace IHC detekce je na obrázku 16 a v tabulce 

14. Jako pozitivní kontrola byla použita tkáň tonzily, jako negativní kontrola byla použita 

nádorová tkáň HCC inkubovaná bez primární protilátky.  

 

 
 

Obrázek 16: BOND RXm IHC protokol; print screen 
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Tabulka 16: Specifikace IHC detekce T a B lymfocytů 

IHC barvící automat: Autostainer BOND RXm (Leica Biosystems) 

Barvící protokol: *IHC Protocol F 

Primární protilátka Klon Výrobce 

Katalogové 

číslo Odhalení antigenních epitopů 

30ml CD3 (LN10) 

Bond RTU Primary LN10 Leica 

Biosystems 

Newcastle 

Ltd 

PA0122 

BOND Epitope Retrieval Solution 

2, 20 minut 

7ml CD8 Bond RTU 

Primary 4B11 PA0183 

BOND Epitope Retrieval Solution 

2, 20 minut 

7ml CD20 (L26) 

Bond RTU Primary L26 PA0200 

BOND Epitope Retrieval Solution 

1, 20 minut 

   

 Vyšetřovaná tkáň byla rozdělena do oblastí zájmu na centrum nádoru, vnitřní 

a vnější invazivní okraj nádoru (500 mikrometrů od hranic nádoru dovnitř a vně), jaterní 

tkáň v blízkosti nádoru (500 mikrometrů tlustý lem přiléhající k oblasti vnějšího 

invazivního okraje) a nemaligní jaterní tkáň (oblast více jak 1 000 mikrometrů od hranice 

nádoru). Následně byly jednotlivé oblasti náhodně systematicky vzorkovány pro analýzu 

prostřednictvím stereologického software Ellipse (ViDiTo), kde byly počítány CD3+, CD8+ 

a CD20+ jaderné profily. Zobrazení vzorkování je znázorněno na obrázku 17. Hustota 

jednotlivých pozitivních buněk byla pro statistickou analýzu kategorizována na základě 

percentilových hodnot na nízkou (pod 25. percentil) vs. střední (25.–70. percentil) vs. 

vysokou (nad 70. percentil) nebo na nízkou vs. středně vysokou s hranicí na 25. percentilu. 

 Analýza dat: Pro statistické analýzy byly použity Statistica 10 (StatSoft Inc), 

GraphPad Prism 9.0 (GraphPad Software LLC) a prostředí R (v.4.1.1). Srovnání dat, jejichž 

distribuce se významně odchylovala od normálního rozdělení, bylo provedeno Mann-

Whitneyovým U-testem nebo analýzou rozptylu Friedmanovým ANOVA testem, 

následovaným párovým Wilcoxonovým testem s Bonferroniho korekcí. Spermanova 

korelace byla použita pro stanovení souvislosti mezi dvojicemi spojitých veličin. Doba 

do recidivy (TTR), DFS a OS pacientů byly vypočteny Kaplan-Meierovou metodou 

a porovnány mezi skupinami log-rank testem s následnou Coxovou regresní analýzou. 
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4.3.2 Výsledky – hlavní zjištění 

 

Distribuce imunitních buněk v jednotlivých oblastech zájmu: Hustota jaderných profilů 

CD3+ i CD8+ T lymfocytů byla významně vyšší než hustota CD20+ B lymfocytů ve všech 

oblastech zájmu. Nejvyšší hustota všech typů sledovaných buněk byla v nemaligní tkáni 

Obrázek 17: Oblasti zájmu vyšetřované tkáně: TC = centrum nádoru, IM = vnitřní invazivní 
okraj, OM = vnější invazivní okraj, PT = jaterní tkáň v blízkosti nádoru a vzorkování pro 
stereologii pomocí systematického rovnoměrného náhodného výběru. Pro vzorkování TC, 
IM a OM byl použit 20× objektiv, zatímco pro oblast PT byl použit 10× objektiv. IHC CD20+ 
lymfocytů u hepatocelulárního karcinomu; měřítka 1000 µm (A), 200 µm (B-D); převzato 
z publikace 
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přiléhající k okraji nádoru a nejnižší hustota byla v centru nádoru. Vnější část invazivního 

okraje obsahovala významně vyšší počty všech typů buněk než vnitřní část, proto byly tyto 

oblasti zájmu hodnoceny samostatně. Statisticky zpracované výsledky jsou znázorněny 

na obrázku 18. Poměry hustot T a B lymfocytů mezi vnitřním a vnějším invazivním okrajem 

nesouvisely s rozsahem opouzdření nádoru. 

 

 

Prognostický význam imunitních buněk: Po úpravě vícerozměrným Coxovým 

modelem byla nezávislá schopnost predikce prokázána u těchto parametrů: TTR byl 

spojen se střední a vysokou hustotou CD8+ buněk v centru nádoru. Vysoká hustota CD3+ 

a CD20+ buněk v centru nádoru, vysoká hustota CD3+, CD8+ a CD20+ buněk ve vnitřním 

okraji nádoru a střední hustota CD20+ buněk v jaterní tkáni v blízkosti nádoru byly 

nezávislými prediktory nízkého rizika recidivy. Vysoké poměry hustot CD3+ a CD20+ 

buněk mezi vnitřním a vnějším okrajem souvisely s delším TTR.  

 

4.3.3 Diskuze 

 

Tato práce analyzovala imunitní mikroprostředí HCC z hlediska typu, hustoty, lokalizace 

a případné interakce CD3+, CD8+ a CD20+ buněk v různých oblastech nádoru a nemaligní 

Obrázek 18: Statistika zobrazující prostorové rozložení jaderných profilů CD3+, CD8+ 
a CD20+ TILs na mm2 řezu v centru nádoru (TC), invazivním okraj nádoru (M), jaterní tkání 
v blízkosti nádoru (PT) a nemaligní jaterní tkáni (NT) (A) a ve vnitřním (inn M) a vnějším 
invazivním okraji (out M) nádoru (B). Červené čáry: medián. *: p < 0,05, **: p < 0,01, ***: 
p < 0,001; převzato z publikace 
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tkáně. Poprvé byl okraj nádoru rozdělen na vnitřní a vnější lem se statistickými rozdíly 

hustoty jednotlivých buněk. S ohledem na menší význam CD3+ T lymfocytů nebudou tyto 

buňky dále diskutovány. 

 Větší infiltrace vnějšího invazivního okraje ve srovnání s vnitřním, může být 

částečně zapříčiněna pouzdrem nádoru. Námi pozorovaná četnost opouzdření nádoru je 

v souladu s literaturou151,152, opouzdření nádoru je spojováno se sníženou invazivitou nádoru 

a delším přežíváním pacientů152-154. Poměry hustoty imunitních buněk mezi vnitřním 

a vnějším invazivním okrajem nesouvisely s opouzdřením nádoru, z čehož vyplývá, 

že samotné pouzdro není překážkou pro infiltraci nádoru lymfocyty. 

 Jednotlivé prediktivní schopnosti CD8+ T lymfocytů a CD20+ B lymfocytů se 

zvýšily, pokud byly spojeny. Pacienti se středně vysokou hustotou CD8+ i CD20+ lymfocytů 

ve vnitřním okraji nádoru měli nejdelší TTR i DFS. Podobné nálezy už byly publikovány 

u HCC155 a jaterních metastáz CRC156. CD8+ T lymfocyty jsou považovány za hlavní 

protinádorové imunitní buňky u HCC a dalších nádorových onemocnění157,158. B lymfocyty 

se mohou uplatnit jako buňky prezentující antigen, které spouštějí a modulují imunitní 

odpověď T lymfocytů159. Pozitivní korelace hustot CD8+ a CD20+ lymfocytů ve všech 

oblastech zájmu naznačuje spolupráci těchto buněk a omezení lokálního nebo systémového 

šíření nádoru160,161. 

 Větší poměry CD8+ T lymfocytů a CD20+ B lymfocytů mezi vnitřním a vnějším 

invazivním okrajem nádoru souvisely s delším TTR i DFS. Poměry hustot vnitřního 

k vnějšímu okraji nádoru korelovaly s příslušnou hustotou buněk v centru nádoru, proto 

nádory s vyšším poměrem hustot vnitřního k vnějšímu okraji nádoru lze považovat 

za nádory „horkého“ nádorového fenotypu a naopak. Proto by poměry hustoty buněk mezi 

vnitřním a vnějším okrajem mohly pomoci lépe charakterizovat nádorové imunitní 

mikroprostředí i stratifikovat rizika úniku nádorových buněk imunitní reakci. 

 Velká většina prací studujících prognostickou hodnotu tumor infiltrujících lymfocytů 

(TILs) u HCC hodnotila pouze infiltraci centra nádoru162. Souhrnné výsledky odpovídají 

zjištěním této studie a ukazují delší DFS u pacientů s vyšší hustotou CD8+ buněk v centru 

nádoru. Nesoulad s výsledky jiných studií163-166 může souviset s různými kohortami pacientů 

(cirhóza, virová hepatitida), odlišnou anotací oblastí zájmu a odlišnou metodou hodnocení 

počtu lymfocytů. Standardizace hodnocení TILs podle doporučení mezinárodního 

konsorcia167 by zlepšila konzistenci a reprodukovatelnost těchto dat. 

 Hlavním omezením této studie je malá velikost vzorku. Nízká prevalence pacientů 

s hepatitidou a cirhózou neumožňuje reprodukovat výsledky na pacienty s virovou etiologií, 
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která je mnohem běžnější u neevropských populací. Na druhou stranu tato studie poskytuje 

pohled na pacienty se steatohepatitidou. 
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4.4 Publikace č. 4: CTNNB1 mutace, TERT polymorfismus a hustota CD8+ buněk 

u resekovaného hepatocelulárního karcinomu souvisí s delší dobou do relapsu 

 

4.4.1 Metody 

 

Pacienti: Studie byla provedena na archivních parafínových blocích Šiklova patologického 

ústavu Fakultní nemocnice Plzeň z let 1997 až 2019. Jednalo se o biopsie resekovaných 

nádorů 67 pacientů s potvrzenou diagnózou HCC a dostupným klinickým sledováním. 

Studie byla schválena příslušnou etickou komisí. 

 Izolace DNA, sekvenování: Izolace DNA z parafínových bloků nádorové tkáně 

a přilehlé nemaligní tkáně byla provedena pomocí RecoverAll™ Total Nucleic Acid 

Isolation Kit pro FFPE podle protokolu výrobce. Následně byla provedena amplifikace DNA 

v úseku pro promotor genu TERT (TERTp) a exon 3 genu CTNNB1 prostřednictvím PCR 

s příslušnými primery a následně sekvenována v obou směrech Sangerovým sekvenováním. 

Chromatogramy byly hodnoceny vizuálně. 

 Genotypizace polymorfismu rs2853669 TERTp byla provedena alelickou 

diskriminací pomocí TaqMan® SNP Genotyping Assays (Applied Bioscience) na přístroji 

CFX96 Touch Deep Well Real-Time PCR Detection System (Bio-Rad). 

 IHC: 2 až 4 bločky z každého nádoru obsahující centrum nádoru, okraj nádoru 

a jaterní tkáň bez nádoru byly nakrájeny na 4 mikrometry silné řezy podrobeny 

imunohistochemické detekci CD8+ T lymfocytů v automatickém systému BOND RXm. 

Byla použita primární protilátka 7ml CD8 Bond RTU Primary (PA0183), klon 4B11, 

Leica Biosystems Newcastle Ltd. Jako pozitivní kontrola byla použita tkáň tonzila, jako 

negativní kontrola byla použita nádorová tkáň HCC inkubovaná bez primární protilátky. 

Vzorky s nádorovou tkání byly rozděleny na centrum nádoru, invazivní okraj nádoru 

a nemaligní jaterní tkáň. Invazivní okraj nádoru byl definován jako 1000 μm oblast se 

středem na hranici nádoru. Následně byly jednotlivé oblasti náhodně systematicky 

vzorkovány pro stereologickou analýzu prostřednictvím stereologického software Ellipse 

(ViDiTo), kde byly počítány CD8+ jaderné profily. Hustota jaderných profilů byla 

hodnocena jako nízká (pod 25. percentil) a středně vysoká (25. až 100. percentil). 

 Statistická analýza byla provedena v prostředí R (v.4.1.1). Spearmanova korelace 

byla použita pro hodnocení jednotlivých proměnných. Vliv proměnných na přežívání 

pacientů byl hodnocen Coxovou regresí. Analýza přežití byla provedena Kaplan-Meierovou 
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metodou. Rozdíly mezi skupinami pacientů byly hodnoceny log-rank testem. Hustoty CD8+ 

buněk byly porovnány Wilcoxonovým testem. 

 

4.4.2 Výsledky – hlavní zjištění 

 

Mutace TERTp byla detekována u 44 (75,8 %) pacientů a mutace CTNNB1 u 21 (35,6 %) 

pacientů pouze v nádorové tkáni. Všechny vzorky byly pozitivní na polymorfismus 

rs2853669 TERTp. U většiny genetických nálezů nebyla prokázána korelace s klinickými 

daty pacientů. 

 Nejvyšší hustota CD8+ buněk byla v invazivním okraji nádoru, následovala 

nemaligní jaterní tkáň a nejméně CD8+ buněk bylo v centru nádoru. 

Prognostický význam: Jedinci s mutovaným CTNNB1 měli delší TTR. Mutace 

TERTp prognostický význam neměly, avšak sledovaný polymorfismus rs2853669 v tomto 

genu ano. Homozygotní GG jedinci měli delší TTR a též delší DFS ve srovnání s nosiči 

polymorfismu v divoké (AA) nebo heterozygotní (AG) formě. Vyšší hustota CD8+ buněk 

v centru a invazivním okraji nádoru souvisela s nižším rizikem recidivy a delším DFS. 

 Přítomnost mutace CTNNB1 v kombinaci s vysokou hustotou CD8+ buněk v centru 

a invazivním okraji nádoru souvisela s nižším rizikem recidivy a delším DFS. Stejně tak 

kombinace genotypu GG pro polymorfismus rs2853669 v TERTp s vysokou hustotou CD8+ 

buněk v centru a invazivním okraji nádoru souvisela s delším TTR a DFS. 

 

4.4.3 Diskuze 

 

Jedná se o první prezentaci výsledků součinnosti genetických a imunitních faktorů a jejich 

prognostického významu u HCC. Každý z jednotlivých faktorů: GG polymorfismus 

rs2853669 v TERTp, mutace v CTNNB1 a vysoká hustota CD8+ buněk je spojen s delším 

TTR a DFS. Kombinace těchto genetických a imunitních faktorů zlepšila vzájemný 

prognostický význam s ohledem na přežívání pacientů.  

 V této studii jsme potvrdili vysokou frekvenci mutace TERTp, která je příčinou 

reaktivace telomerázy u nádorových onemocnění74. Výskyt mutace TERTp v našem souboru 

(75,8 %) je vyšší než u jiného evropského souboru nevirového HCC (56,6 %)168. Tato studie 

ukázala statisticky významnou asociaci genotypu GG rs2853669 s delším TTR a DFS, 

v souladu s prognostickými údaji pro další typy nádorových onemocnění169. 
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 CTNNB1 signální kaskády WNT/β-catenin je aktivován ve 30 až 50 % HCC170 

a jedná se o jeden z nejčastěji mutovaných genů ovlivňující HCC169. Frekvence mutací 

CTNNB1 (35,6 %) i jejich lokalizace zjištěná v této studii souhlasila s literaturou171. 

V literatuře dostupné údaje ukazují asociace mutace CTNNB1 s příznivou prognózou, 

zejména s delším celkovým přežíváním172, ale v této studii pozorujeme nižší riziko recidivy. 

Zároveň jsme nepozorovali souvislost mutace CTNNB1 s klinickými daty a patologickou 

charakteristikou nádoru, což může souviset s nevirovou etiologií HCC u souboru našich 

pacientů, na rozdíl od asijských studií převážně s virovou etiologií. 

 TILs jsou zásadní složkou imunitní odpovědi na nádor162. Úloha imunitních buněk 

u HCC byla široce prozkoumána162,173-175, buňky mohou působit pronádorově 

či protinádorově. Tyto studie ukazují, že příznivá prognóza je spojena s vysokou hustotou 

NK buněk, B-buněk, T-lymfocytů a DCs, zatímco vysoký počet monocytů, neutrofilů 

a T regulačních lymfocytů souvisí se špatnou prognózou pacientů. Vysoká hustota CD8+ 

lymfocytů je spojována s lepší prognózou pacientů164,173,176,177, což se v této studii potvrdilo. 

 V předchozích studiích byly použity buď pouze genetické, nebo imunitní 

biomarkery, ale nebyly studovány ve spojitosti. Mutace a imunitní odpověď se vzájemně 

ovlivňují a frekvence mutací může stimulovat imunitní odpověď v mikroprostředí 

nádoru178,179. Kombinace vlivu hustoty CD8+ lymfocytů a genetických změn (mutace 

CTNNB1 a genotypizace rs2853669 TERTp) zpřesnily prognostickou hodnotu výsledků. 

 Omezením této studie je malý soubor pacientů, pro zpřesnění prognostických 

nástrojů je třeba provést studii na větším počtu vzorků. 
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4.5 Publikace č. 5: Sekvenování exomu párových vzorků kolorektálního karcinomu 

a synchronních jaterních metastáz pro prognózu a předpověď terapie 

 

4.5.1 Metody 

 

Pacienti: Studie byla provedena na souboru archivních parafínových bloků Šiklova 

patologického ústavu Fakultní nemocnice Plzeň z let 2003 až 2017. Jednalo se o resekované 

nádory s potvrzenou diagnózou CRC a dostupným klinickým sledováním. Před resekcí 

primárního tumoru byly u všech pacientů mimo jednoho diagnostikovány synchronní jaterní 

metastázy, u jednoho pacienta byly jaterní metastázy diagnostikovány při první pooperační 

kontrole. K izolaci DNA byly použity vzorky 50 pacientů, po kontrole kvality a kvantity 

izolované DNA a připravených knihoven bylo ze studie vyloučeno 30 pacientů. Úspěšně 

sekvenovány a vyhodnoceny byly páry vzorků od 20 pacientů. Studie byla schválena 

příslušnou etickou komisí. 

 Izolace DNA, kvantifikace a kontrola kvality: DNA byla izolována pomocí sady 

RecoverAll™ Total Nucleic Acid Isolation Kit pro FFPE tkáně (Thermo Fisher Scientific) 

podle protokolu výrobce. DNA byla kvantifikována pomocí soupravy Agilent FFPE QC Kit 

(Agilent) nebo testu Qubit dsDNA (Thermo Fisher Scientific) v případě vysoké kvality 

vstupní DNA na základě výsledku FFPE QC kitu. Čistota DNA (poměry A260/280 

a A260/230) byla kontrolována pomocí NanoDrop Spctrophotometer 2000 (Thermo Fisher 

Scientific). 

 Příprava knihovny a sekvenování celého exomu: Z izolované DNA byly 

připraveny knihovny pomocí sady SureSelect XT Low Input for Illumina Kit se sadou sond 

Human All Exon V7 (obě Agilent) podle protokolu výrobce. Po hodnocení kvality a kvantity 

DNA knihoven byly knihovny sloučeny ekvimolárním způsobem a sekvenovány 

na platformě NovaSeq 6000 (Illumina Inc.) s využitím sekvenační soupravy S2 a nastavením 

100 cyklů párového čtení. Zamýšlené průměrné pokrytí cíle bylo 150–200x s očekávanou 

průměrnou mírou duplicit 50–60 %.  

 Zpracování hrubých dat a vlastní detekce variant: Hrubá data pocházející přímo 

ze sekvenátoru byla předzpracována a následně byla provedena identifikace somatických 

variant a krátkých inzercí a delecí (indelů). V souvislosti s velkým počtem artefaktů u FFPE 

tkání byly v analýzách použity pouze varianty, které prošly všemi filtry podle velmi přísných 

kritérií. 
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 Anotace a interpretace variant: Nalezené varianty byly anotovány pomocí nástroje 

Variant Effect Predictor v99.2 a provedena analýza mutačních podpisů typu substituce 

jedné báze (SBS) s využitím referenčních podpisů z databáze COSMIC (Catalogue Of 

Somatic Mutations In Cancer)180 a detekována instabilita mikrosatelitní DNA181. Dále byla 

provedena analýza nádorové mutační zátěže (TMB) se srovnáním s daty z projektu TCGA 

MC3 (Multi-Center Mutation Calling in Multiple Cancers )182 a analýza variability počtu 

kopií (CNV). 

 Externí validace: Validace in silico pomocí The Cancer Genome Atlas (TCGA) dat 

byla provedena na datové sadě TCGA COAD-READ (The Cancer Genome Atlas Rectum 

Adenocarcinoma Collection), včetně somatických mutací, fenotypu a údajů o přežití. 

 Analýza dat: Pro statistické analýzy byl použit program SPSS v16 (SPSS Inc.). 

Analýzy společného výskytu u všech skupin byly provedeny pomocí Fisherova exaktního 

testu. Rozdíly mezi stratifikovanými pacienty byly porovnány pomocí Pearsonova χ-kvadrát 

testu nebo Mann-Whitneyova testu. Korelace kontinuálních dat byly hodnoceny pomocí 

Spearmanova ρ-testu. Přežívání pacientů bylo zpracováno Kaplan-Meierovou metodou 

a významnost vypočtena Log-rank testem. 

 

4.5.2 Výsledky – hlavní zjištění 

 

Obecné deskriptory sekvenování celého exomu a profilování variant: Celkový počet 

somatických variant po filtraci na základě vybraných kritérií byl v průměru 206,8 ± 71,9 

u vzorků z primárních nádorů a 207,9 ± 53,1 u metastáz. U žádného vzorku nebyla 

klasifikována přítomnost vysoké mutační zátěže nebo s vysokou mikrosatelitovou 

nestabilitou (MSI-H). Jak u primárních nádorů, tak u metastáz byla nejčastější třídou variant 

záměnová (missense) mutace a nejčastějším typem jednonukleotidová varianta, následovaná 

delecí a inzercí. Nejčastější změnou nukleotidu byla varianta C˃T. Nejčastěji změněné geny 

byly APC, TP53 a TTN v obou typech vzorků. 

 Po odfiltrování změněných genů bez patogenního účinku183 dle FLAGS (FrequentLy 

mutAted GeneS) zůstaly nejčastěji změněnými geny APC, TP53, TRIP11, MUC5AC, 

MUC3A a FAM186A v primárních nádorech a APC, TP53, MUC5AC , FAT4 a KRAS 

v metastázách, znázorněno na obrázku 19. 

 Analýzou zavedených signálních drah u CRC64 bylo nalezeno ve vzorcích z metastáz 

více variant v RTK-RAS (receptor tyrosine kinase –RAS) a Hippo dráhách a více variant 

ve WNT signální dráze u primárních nádorů. Rozdíly však nebyly statisticky významné. 
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Genetický profil pacientů rozdělený podle objektivní odpovědi 

na neoadjuvantní systémovou terapii: Pacienti léčení neoadjuvantní systémovou léčbou 

byli rozděleni na dobře a špatně odpovídající na léčbu a následně porovnáni s nádorovou 

mutační zátěží, jednotlivými variantami genů a signálních drah, mutačními podpisy 

a variabilitou počtu kopií u primárních nádorů i metastáz. Primární nádory špatně 

odpovídajících pacientů nesly významně více variant v dráze TRAIL (tumor necrosis 

factor-related apoptosis-inducing ligand), v metastatických tkáních měli špatně odpovídající 

pacienti významně více variant v genu MUC3A. 

Analýza přežití: Analýzou přežití byla nalezena řada asociací s přežitím bez relapsu 

(RFS) nebo s OS pacientů, ale u většiny primárních nádorů se nepodařilo tyto vztahy 

validovat ve veřejně dostupné databázi TCGA. Pacienti s variantami MUC5AC 

v metastázách měli kratší RFS a OS, s variantami DNAH11 v metastázách měli výrazně 

kratší OS a s variantami ATM v metastázách měli kratší RFS. Jediným validovaným 

prognostickým biomarkerem byla frekvence záměnových mutací v genu KRAS, která byla 

v primárních nádorech významně vyšší u pacientů s kratším RFS. Tento vztah byl ověřen 

i na validačním externím setu TCGA (n=380). 

Obrázek 19: Onkoplot genů s nejvyšším počtem somatických variant v primárních nádorech 
a metastázách; převzato z publikace 
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4.5.3 Diskuze 

 

Cílem studie bylo poskytnout přehled genetických změn kódující části genomu v párových 

vzorcích primárních nádorů CRC a synchronních jaterních metastáz v souvislosti s odpovědí 

na léčbu a přežíváním pacientů. Primární nádory a jaterní metastázy se v celkové nádorové 

mutační zátěži výrazně nelišily.  

 Pacienti s variantami KRAS v primárních nádorech měli kratší přežívání bez relapsu 

a celkové přežívání, tento negativní prognostický význam prokázala i velká studie na 13 101 

pacientech184. Rozpor mezi dříve publikovanou četností mutací KRAS 40 %185 a četností 

v naší studii 15 % přičítáme agresivnější povaze onemocnění nádorů s KRAS mutací, horší 

prognózou a nižší pravděpodobnosti chirurgické resekce metastáz186. 

 Několik genů mutovaných v metastázách bylo významně spojeno s přežitím 

pacientů, ale z důvodu nedostatku validačních dat je posouzení klinického významu 

nemožné. 

 Na základě velkého rozdílu v počtech variant u primárních nádorů (30 %) a metastáz 

(5 %) může TRIP11 představovat nový kandidátní řídící (oncodriver) gen v metastázách 

CRC. 

 Za omezení studie může být považován malý počet pacientů, avšak párové vzorky 

primárních nádorů a metastáz je obtížné získat a předchozí studie uvádějí obdobně malé 

počty pacientů187-190. Zahrnutím metachronních metastáz do studie bychom získali populaci 

velmi heterogenních pacientů a proto jsme studii omezili pouze na pacienty se synchronními 

metastázami.  

 Dalším omezením může být použití FFPE vzorků, u kterých se zvyšuje riziko 

nadhodnocení zejména tranzice C>T99 a v současnosti neexistuje standardizovaná metoda 

jak tento jev eliminovat191. Z toho důvodu byla aplikována velice přísná filtrační kritéria 

během předzpracování dat, která harmonizovala mutační frekvence s veřejně dostupnými 

daty v TCGA. 

 Design WES neumožňuje analýzu velkých strukturálních variant a nekódující části 

genomu, které by bylo možné detekovat pomocí celogenomového sekvenování. Sekvenace 

exomu s vysokým pokrytím přesto přináší hlubší vhled do částí genomu, které jsou 

potenciálně funkční. Navíc vazby mezi nekódujícími oblastmi a nádorovým onemocněním 

jsou zatím relativně nejasné192. 
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5 Závěr 

 
Studie v této dizertační práci byly provedeny na archivních parafínových blocích. Tyto 

vzorky jsou i přes některé nevýhody významným zdrojem materiálu pro výzkum nádorových 

onemocnění. Vyšetřeny však mohou být pouze resekované nádory, což je omezení zvláště 

u onemocnění, kde je vysoké procento nádorů neresekabilních. 

 

1) Potvrdili jsme předchozí výsledky naznačující prognostický význam SLC22A3 

pro maligní nádory GIT.  

 

2) Prokázali jsme prognostickou roli exprese proteinu SUR1/ABCC8 u pacientů 

s PDAC a potvrdili jsme předpoklady získané pomocí transkriptomiky. 

 

3) Prokázali jsme prognostický význam CD8+ a CD20+ lymfocytů ve vnitřním 

a vnějším okraji HCC. 

 

4) Prokázali jsme prognostický význam kombinace mutace CTNNB1 a hustoty CD8+ 

lymfocytů v resekovaných HCC. 

 
5) Potvrdili jsme vysokou četnost somatických variant v genech APC, TP53 a KRAS 

a obecnou podobnost mutačních profilů mezi párovými vzorky primárních nádorů 

a synchronních jaterních metastáz CRC. Objevili jsme nové kandidátní geny 

s rozdíly mezi primárním nádorem a metastázou a možným prognostickým 

dopadem. 

 

 Studie prokázaly, že kombinace imunohistochemických a molekulárních metod 

a studium interakce imunitních a genetických faktorů může zpřesnit stanovení prognózy 

na rozdíl od použití jednotlivých biomarkerů pro stanovení prognózy. Dalším důležitým 

zjištěním bylo, že výsledky transkriptomických studií je potřeba ověřit stanovením exprese 

proteinů v nádorové tkáni, což výrazně zvyšuje jejich validitu pro další výzkum. 

U hodnocení infiltrace nádorů lymfocyty je klíčové stanovení jednotlivých oblastí zájmu. 
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6 Podpora: 

 
 AZV NV19-03-00097 Studium specifických podskupin u pacientů 

s adenokarcinomem pankreatu 

 AZV NV19-08-00113 Studie využitelnosti sekvenování nové generace 

pro individualizovanou léčbu pacientů se solidními nádory 

 MŠMT INTER-EXCELLENCE INTER-COST LTC19015 Identifikace 

farmakogenomických biomarkerů pomocí celoexomového sekvenování u pacientů 

s kolorektálním karcinomem 

 MŠMT UNCE/MED/006 Centrum experimentální a klinické jaterní chirurgie 

 MŠMT (EFRR) CZ.02.1.01/0.0/0.0/17_048/0007280 Aplikace moderních 

technologií v medicíně a průmyslu 

 MŠMT LO1503 Národním program udržitelnosti I (NPU I) 

 UK Cooperatio Surgical Disciplines č. 207043 

 Projekt Národní ústav pro výzkum rakoviny (Program EXCELES, ID: 

LX22NPO5102) – Financováno Evropskou unií – Next Generation EU 

 Research Executive Agency 856620 ERA Chair Position for Excellent Research in 

Oncology 

 AZV NU21-03-00506 Význam mutačního spektra nádorových buněk ve vývoji 

kolorektálního karcinomu  

 Program rozvoje vědních oblastí UK Q39 Náhrada, podpora a regenerace životně 

důležitých tkání a orgánů  

 MŠMT INTER-ACTION LTA USA 19032 Studium vztahu mezi strukturou a funkcí 

nových taxanových derivátů v boji proti rezistenci nádorových buněk 

 GAČR 21-14082S Úloha Notch signální dráhy v mechanismu působení nových 

taxanových derivátů 
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	DIZERTACE finální
	Souhrn
	Summary
	Obsah
	Seznam použitých zkratek
	Seznam genů
	1 Teoretický úvod
	1.1 Nádory gastrointestinálního traktu
	1.1.1 Základní charakteristika nádorů, kancerogeneze
	1.1.2 Morfologická stavba solidních nádorů
	1.1.3 Imunologie nádorů
	1.1.4 Klasifikace nádorů
	1.1.5 Molekulární klasifikace nádorů
	1.1.6 Mezinárodní systém klasifikace nádorů – WHO klasifikace nádorů
	1.1.7 Diagnostika nádorů
	1.1.8 Epidemiologie nádorů
	1.1.9 Léčba nádorových onemocnění
	1.1.10 Transportéry zprostředkovaná léková rezistence

	1.2 Kolorektální karcinom
	1.3 Hepatocelulární karcinom
	1.4 Duktální adenokarcinom pankreatu
	1.5 Molekulární metody v onkologii
	1.5.1 Izolace DNA z formalínem fixované a parafínovou technikou zpracované tkáně
	1.5.2 Polymerázová řetězová reakce
	1.5.3 Sekvenace nukleových kyselin

	1.6 Imunohistochemické metody v onkologii
	1.6.1 Postup IHC detekce
	1.6.2 Vliv preanalytické fáze na kvalitu IHC vyšetření
	1.6.3 Automatické inkubační metody
	1.6.4 Využití IHC metod
	1.6.5 Interpretace IHC


	2 Cíle a hypotézy
	3 Přehled publikací
	4 Metody, výsledky a diskuze
	4.1 Publikace č. 1: Proteinová exprese MRP2 a SLC22A3 souvisí s prognózou adenokarcinomu pankreatu
	4.1.1 Metody
	4.1.2 Výsledky – hlavní zjištění
	4.1.3 Diskuze

	4.2 Publikace č. 2: Proteinová exprese a lokalizace ABC transportérů u duktálního karcinomu pankreatu: prognostická role SUR1/ABCC8
	4.2.1 Metody
	4.2.2 Výsledky – hlavní zjištění
	4.2.3 Diskuze

	4.3 Publikace č. 3: T a B lymfocyty ve vnitřním invazivním okraji hepatocelulárního karcinomu po resekci souvisí s příznivou prognózou
	4.3.1 Metody
	4.3.2 Výsledky – hlavní zjištění
	4.3.3 Diskuze

	4.4 Publikace č. 4: CTNNB1 mutace, TERT polymorfismus a hustota CD8+ buněk u resekovaného hepatocelulárního karcinomu souvisí s delší dobou do relapsu
	4.4.1 Metody
	4.4.2 Výsledky – hlavní zjištění
	4.4.3 Diskuze

	4.5 Publikace č. 5: Sekvenování exomu párových vzorků kolorektálního karcinomu a synchronních jaterních metastáz pro prognózu a předpověď terapie
	4.5.1 Metody
	4.5.2 Výsledky – hlavní zjištění
	4.5.3 Diskuze


	5  Závěr
	6 Podpora:
	7 Literatura:
	8 Publikační činnost autorky
	9 Přílohy – plná znění předložených prací
	9.1 Příloha č. I: Proteinová exprese MRP2 a SLC22A3 souvisí s prognózou adenokarcinomu pankreatu
	9.2 Příloha č. II: Proteinová exprese a lokalizace ABC transportérů u duktálního karcinomu pankreatu: prognostická role SUR1/ABCC8
	9.3 Příloha č. III: T a B lymfocyty ve vnitřním invazivním okraji hepatocelulárního karcinomu po resekci souvisí s příznivou prognózou
	9.4 Příloha č. IV: CTNNB1 mutace, TERT polymorfismus a hustota CD8+ buněk u resekovaného hepatocelulárního karcinomu souvisí s delší dobou do relapsu
	9.5 Příloha č. V: Sekvenování exomu párových vzorků kolorektálního karcinomu a synchronních jaterních metastáz pro prognózu a předpověď terapie


	Třetí a nejlepší_Stránka_095
	Třetí a nejlepší_Stránka_096
	Třetí a nejlepší_Stránka_097
	Třetí a nejlepší_Stránka_098
	Třetí a nejlepší_Stránka_099
	Třetí a nejlepší_Stránka_100
	Třetí a nejlepší_Stránka_101
	Třetí a nejlepší_Stránka_102
	Třetí a nejlepší_Stránka_103
	Třetí a nejlepší_Stránka_104
	Třetí a nejlepší_Stránka_105
	Třetí a nejlepší_Stránka_106
	Třetí a nejlepší_Stránka_107
	Třetí a nejlepší_Stránka_108
	Třetí a nejlepší_Stránka_109
	Třetí a nejlepší_Stránka_110
	Třetí a nejlepší_Stránka_111
	Třetí a nejlepší_Stránka_112
	Třetí a nejlepší_Stránka_113
	Třetí a nejlepší_Stránka_114
	Třetí a nejlepší_Stránka_115
	Třetí a nejlepší_Stránka_116
	Třetí a nejlepší_Stránka_117
	Třetí a nejlepší_Stránka_118
	Třetí a nejlepší_Stránka_119
	Třetí a nejlepší_Stránka_120
	Třetí a nejlepší_Stránka_121
	Třetí a nejlepší_Stránka_122
	Třetí a nejlepší_Stránka_123
	Třetí a nejlepší_Stránka_124
	Třetí a nejlepší_Stránka_125
	Třetí a nejlepší_Stránka_126
	Třetí a nejlepší_Stránka_127
	Třetí a nejlepší_Stránka_128
	Třetí a nejlepší_Stránka_129
	Třetí a nejlepší_Stránka_130
	Třetí a nejlepší_Stránka_131
	Třetí a nejlepší_Stránka_132
	Třetí a nejlepší_Stránka_133
	Třetí a nejlepší_Stránka_134
	Třetí a nejlepší_Stránka_135
	Třetí a nejlepší_Stránka_136
	Třetí a nejlepší_Stránka_137
	Třetí a nejlepší_Stránka_138
	Třetí a nejlepší_Stránka_139
	Třetí a nejlepší_Stránka_140
	Třetí a nejlepší_Stránka_141
	Třetí a nejlepší_Stránka_142
	Třetí a nejlepší_Stránka_143
	Třetí a nejlepší_Stránka_144
	Třetí a nejlepší_Stránka_145
	Třetí a nejlepší_Stránka_146
	Třetí a nejlepší_Stránka_147
	Třetí a nejlepší_Stránka_148
	Třetí a nejlepší_Stránka_149
	Třetí a nejlepší_Stránka_150
	Třetí a nejlepší_Stránka_151
	Třetí a nejlepší_Stránka_152
	Třetí a nejlepší_Stránka_153
	Třetí a nejlepší_Stránka_154
	Třetí a nejlepší_Stránka_155

