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 2. Seznam použitých zkratek 

 

Zkratka anglicky česky 

5-FU 5-fluorouracil 5-fluorouracil 

ADCC antibody dependent celular 

cytotoxity 

na protilátkách závislá buněčná 

cytotoxicita 

AIDS acquired imunodeficiency syndrome získaný syndrom imunodeficience 

APC antigen presenting cells antigen prezentující buňky 

ASCO American Society of Clinical 

Oncology 

 

BAX B cell lymphoma asociated X protein X protein asociovaný 

s B lymfomem 

BCL 10 onkogen B cell lymphoma 10 onkogen BCL 10 

BCR B-cell receptor receptor B lymfocytů 

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

hlodavců 

CA carbohydrate antigen karbohydrátový antigen 

CAM cell adhession molecule buněčná adhezivní molekula 

CCL (C-C motiv ligand) ligand C-C motivu 

CCR chemokine receptor receptor chemokinu 

CD cluster of differentiation diferenciační antigen 

CDX2 homeobox transcription factor homeoboxový transkripční faktor 

CEA carcinoembryonic antigen karcinoembrionální antigen 

c-erb erb-b2 receptor tyrosine kinase 2 erb-b2 receptor tyrosinázové 

kinázy 

CHT chemotherapy chemoterapie 

CIMP CpG island methylator phenotype fenotyp methylátoru CpG ostrůvků 

CIN chromozomal instability chromozomální nestabilita 

CO2 carbon dioxide oxid uhličitý 

CRP C-reactive protein C reaktivní protein 

CRTH2 prostaglandin D receptor receptor prostaglandinu D2 

CT computed tomography výpočetní tomografie 
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CTL cytotoxic T lymphocyte cytotoxické T lymfocyt 

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

lymfocytu 

DC dendritic cells   dendritické buňky 

DCC deleted in colorectal cancer Onkogen dráhy kancerogeneze 

KRCa 

DCC/SMAD4 deleted in colorectal cancer / small 

mother against decapentaplegic 4 

onkogeny dráhy kancerogeneze 

KRCa 

DFI disease free interval bezpříznakové přežití 

DNA deoxyribonucleic acid deoxyribonukleová kyselina 

EGF epidermal growth factor epidermální růstový faktor 

EGFR epidermal growth factor receptor receptor epidermálního růstového 

faktoru 

EORTC European Organisation for Research 

and Treatment of Cancer 

 

ERCC1 excision repair cross - 

complementation Group 1 

Gen DNA opravného proteinu  

EUS endoscopic ultrasonography endoskopická ultrasonografie 

Fas cell surface death receptor receptor buněčné smrti 

Fas-L Fas ligand Fas ligand 

FGF fibroblast growth factor fibroblastový růstový faktor 

Foxp3 forkhead box P3 marker T regulačních lymfocytů   

G-CSF granulocyte colony stimulating factor granulocytární kolonie stimulující 

faktor 

GIT gastrointestinal tract gastrointestinální trakt 

GM-CSF granulocyte macrophage colony-

stimulating factor 

granulocytární a makrofágový 

kolonie stimulující faktor 

GTP guanosinetriphosphate guanozintrifosfát 

Gy Gray Gray (jednotka absorbované dávky 

záření) 

HIPEC hypertermic intraperitoneal 

chemotheraphy 

hypertermická intraperitoneální 

chemoterapie 
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HLA human leukocyte antigen lidský leukocytární antigen 

(též MHC) 

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

zvětšením 

hMLH1 human mutatet L homolog 1 lidský mutovaný L homolog 1 

HNPCC hereditary nonpolyposis coli 

carcinoma 

hereditární nepolypózní karcinom 

kolon 

HR hazard ratio relativní riziko 

IDO indoleamine 2,3-dioxygenase indoleamin 2,3-dioxygenáza 

IFN interferon interferon 

Ig immunoglobulin imunoglobulin 

IGF2R insulin like growth factor 2 receptor receptor 2 inzulinu podobného 

růstového faktoru 

IL interleukin interleukin 

IM invasive margin invazivní okraj 

KIR killer cell immunoglobin - like 

receptor 

imunoglobulinu podobný  receptor 

přirozených zabíječů 

K-RAS Kirsten rat sarcoma viral oncogene 

homolog 

Kirstenův onkogen krysího 

sarkomu 

KRCa colorectal carcinoma kolorektální karcinom 

LARS low anterior resection syndrom syndrom nízké resekce rekta 

LFA 1 integrin integrin 

LI lymphatic invasion lymfatická invaze 

LINE long interspresed nuclear elements dlouhé prokládané nukleární 

elementy 

MAIT mucosa associated invariant T cells invariantní s mukózou asociované 

T lymfocyty 

MAP mitogen activated protein kinase mitogenem aktivovaná 

proteinkináza 

MCP-1 chemoattractant protein (CCL2) chemoatrahující protein (CCL2) 
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MHC major histocompatibility complex hlavní histokompatibilní komplex 

(též HLA) 

MICA MHC class I chain - related A  

molecules 

Antigen rozpoznávaný 

γδT lymfocyty 

MIP1-β macrophage inflammatory protein 1 makrofágový zánětlivý protein 

MMR mis-match repair DNA opravné proteiny 

moAb monoclonal antibody monoklonální protilátka 

MPR manose-6-phosphate receptor rerceptor manóza-6-fosfátu 

MR magnetic resonance magnetická rezonance 

MSH2, MSH6 MutS protein homolog  

MSI microsatellite instability mikrosatelitní nestabilita 

MUC1 mucin 1 mucin 1 

Myc myelocytomatosis oncogene onkogen myelocytomatózy 

NADPH nicotinamide adenine dinucleotide 

phosphate 

nikotinamid adenin dinukleotid 

fosfát 

NaNO2  dusitan sodný 

Neu5Gc N-Glycolylneuraminic acid  N-glykolylneuraminová kyselina 

NF-ҡB nuclear factor-ҡB nukleární faktor -ҡB 

NK cells natural killer cells přirozený zabíječ 

NKT naturall killer T cells přirozený zabíječ T lymfocyty 

NO  oxid dusnatý 

NRAS neuroblastoma RAS viral (v-ras) 

oncogene homolog                 

neuroblastomový onkogen krysího 

sarkomu 

NSABP National Surgical Adjuvant Breast 

and Bowel Project 

 

OS overall survival celkové přežití 

PD-1 (L) programmed death 1 (ligand) gen buněčně řízené smrti (ligand) 

PET positron emmision tomography pozitronová emisní tomografie 

PET/CT positron emmision tomography / 

computed tomography 

pozitronová emisní tomografie / 

výpočetní tomografie 

PFS progression free survival období bez progrese onemocnění 

PGE2 prostaglandin E2 prostaglandin E2 
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PI perineural invasion perineurální invaze 

PI3K phosphatidylinositol-4,5-

bisphosphate 3-kinase 

fosfatidilinositol-4,5-bisfosfát-3-

kináza 

PIDD P53 induced death domain protein1 doména 1 buněčné smrti 

indukovaná proteinem P53 

PMS2 mismatch repair endonuclease endonukleáza systému DNA 

opravných proteinů 

PTEN phosphatase and tensin homolog homolog fosfatázy a tensinu 

RECIST response evaluation criteria in solid 

tumors 

kritéria hodnocení léčebné 

odpovědi u solidních nádorů 

RFA radiofrequency ablation radiofrekvenční ablace 

RORγ retinoic acid receptor related orphan 

receptor γ 

marker Th17 lymfocytů 

RTG X ray rentgen 

SPEN1, 

SPEN2, 

SPEN31 

spen family transcriptional repressors rodina genů transkripčních 

supresorových faktorů 

SAR survival after recidivy přežití od recidivy 

T reg regulatory T cells regulační T lymfocyty 

TAA tumor associated antigens s tumorem asociované antigeny 

TBX21 T-bet X21 transcriptional factor T-bet transkripční faktor 

TC tumor center centrum tumoru 

TCF4 T cell factor 4 faktor 4 T lymfocytů 

TCR T-cell receptor imunoglubulinový receptor 

T lymfocytů 

TEM transanal endoscopic microsurgery transanální endoskopická 

mikrochirurgie 

TGF transforming growth factor transformující růstový faktor 

TGFβRII transforming growth factor β 

receptor II 

receptor II transformujícího 

růstového faktoru 

Th T helper lymfocyt T pomocný lymfocyt 

TIL tumor infiltrating lymphocytes tumor infiltrující lymfocyty 
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TIM -3 T-cell immunoglobulin domain and 

mucin domain 3 

receptor T lymfocytů pro hepatitidu 

A 

TK tymidinkinase tymidinkináza 

TLR toll like receptor receptor rozeznávající cizí antigeny  

TME total mesorectal excision totální mezorektální excize 

TNF tumor necrosis factor tumor nekrotizující faktor 

TPA tissue polypeptide antigen tkáňový polypeptidový antigen 

TPS tissue polypeptide specific antigen specifický tkáňový polypeptidový 

antigen 

TRAIL tumor necrosis factor-alpha-

related apoptosis-inducing ligand 

TNFα příbuzný ligand indukující 

apoptózu 

UICC Union Internationale Contre le 

Cancer 

 

USG ultrasonography ultrasonografie 

VCAM vascullar cell adhesion molecule vaskulární adhezivní molekula 

VEGF-A vascular endotelial growth factor–A vaskulární endoteliální růstový 

faktor-A 

VEGFR vascular endothelial growth factor 

receptor 

receptor pro VEGF 

VELIPI vascular, lymfatic and  perineural 

KRCa infiltration 

endovaskulární, lymfatická 

a perineurální invaze 

mikrometastázami KRCa 

VE vascular infiltration endovaskulární infiltrace KRCa 

WHO World Health Organization  

XCL lymphotactin lymfotaktin 
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3. Úvod 

 

Kolorektální karcinom (KRCa) je jednou z nejčastějších malignit v ČR 

a představuje medicínský a společenský problém i pro vysokou mortalitu onemocnění. 

Populace ČR se také pravidelně umisťuje na předních místech v incidenci KRCa ve světě 

[1]. 

Zlepšení prognózy tak závažného onemocnění, jako je KRC, umožňuje 

prohlubování znalostí o podstatě onemocnění a jeho interakci s organismem pacienta. Tyto 

znalosti se promítají do všech linií léčby, od prevence a časné diagnostiky přes chirurgický 

výkon až po onkologickou terapii a dispenzarizaci. Léčba pacientů se řídí stadiem 

onemocnění dle Union Internationale Contre le Cancer (UICC) [2], která vychází z TNM 

stagingu a z dalších rizikových faktorů, jako jsou neznámé resekční okraje, obstrukce, 

perforace střeva, špatná diferenciace nádoru, mucinózní složka, nedostatečný počet 

vyšetřených lymfatických uzlin, lymfatická a/nebo vaskulární a/nebo perineuronální invaze 

[3]. 

V klinické praxi se setkáváme s pacienty, kteří i přes příznivou prognózu v rámci 

současných klinických a histopatologických parametrů recidivují po radikální chirurgické 

operaci a lze u nich očekávat prospěch z indikace adjuvantní onkologické léčby. Zmíněné 

klinické a histopatologické parametry, na jejichž základě je rozhodováno o pooperačním 

přístupu k léčbě ve smyslu indikace adjuvantní chemoterapie a provedení zobrazovacích 

metod k odhalení recidivy KRCa, dosud nezohledňují imunitní interakci mezi tumorem 

a organismem pacienta. Tuto interakci odráží tumor infiltrující lymfocyty (TIL) a jejich 

prostá přítomnost, pozice vůči invazivnímu okraji nádoru [4], ale i jejich typ 

diferencovatelný podle imunohistochemických markerů [5, 6]. Publikované práce 

prokázaly přítomnost TIL jako prognostický faktor KRCa [7], dosud však není 

prostudováno, zdali tumor infiltrující lymfocyty ovlivňují metastazování KRCa do 

regionálních lymfatických uzlin. Nabízí se proto otázka, jaký je imunohistochemický a 

morfologický profil TIL u pacientů s KRCa, kteří se liší v metastatickém postižení 

lymfatických uzlin. 

Zahrnutí TIL do algoritmu rozhodování o přístupu k pacientovi po radikálním 

chirurgickém výkonu by také naplňovalo snahu o individualizaci léčby KRCa. 
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4. Kolorektální karcinom 

 

4.1 Epidemiologie kolorektálního karcinomu v České republice 

 

KRCa je jednou z nejčastějších diagnostikovaných malignit v České republice. 

V mezinárodním měřítku se Česko umístilo v incidenci KRCa na šestém místě. Podle 

výsledků databáze GLOBOCAN z roku 2012 se česká populace mužů umístila 

v evropském přehledu na třetím místě za Slovenskem a Maďarskem, u žen obsazuje česká 

populace desátou nejvyšší pozici v Evropě [1]. 

Celkem bylo za rok 2011 hlášeno 8176 nových případů KRCa, což je mírné snížení 

počtu oproti minulým letům. Jedná se o 4755 případů u mužů (92,3 pacientů na 100 000 

obyvatel) a 3421 u žen (64 pacientek na 100 000 obyvatel). KRCa zaujímá druhé místo 

v četnosti nově diagnostikovaných malignit v České republice, u mužů je na druhém místě 

za rakovinou prostaty a u žen na témže místě za rakovinou prsu. 

80 % nově diagnostikovaných pacientů je starší než 60 let, průměrný věk v době 

diagnózy je vyšší u žen než u mužů. Nejvíce nových případů se vyskytuje mezi 

65-69letými muži a mezi 80-84letými ženami [8]. J. Gregor uvádí: „Populační zátěž je 

skutečně vysoká, ročně je v České republice nově diagnostikováno kolem 8000 pacientů s 

tímto karcinomem a zhruba 4000 pacientů na něj zemře“ [9]. Budeme-li sledovat 

dlouhodobý trend, pak mortalita kolorektálního karcinomu v České republice za rok 2011 

mírně klesla oproti předchozím rokům. 

V roce 2011 dosáhla prevalence KRCa v České republice hodnoty 51 833 osob, což 

znamená nárůst ve srovnání s rokem 2001 (32 486 osob). Uvedená data vycházejí 

z ročenky Národního onkologického registru pro rok 2011 [9]. Aktuální epidemiologická 

data jsou k dispozici z roku 2013 na www.svod.cz. V uvedeném roce bylo hlášeno celkem 

7929 nových případů KRCa pro populaci České republiky (4753 karcinomu kolon, 957 

karcinomu rektosigmoideálního spojení a 2239 karcinomů rekta). Celková mortalita činila 

3658 pacientů. Současný trend onemocnění je takový, že incidence stoupá a mortalita 

stagnuje (tab. 1), což přirozeně vede ke zvyšování prevalence v populaci České republiky. 

Zastoupení klinických stadii v České republice v době diagnózy je 25,6 % pro UICC I, 

25,1 % pro UICC II, 27,6 % pro UICC III a 19,4 % pro UICC IV. Relativně vysoké počty 

stadia III a IV představují výzvu pro screeningový program určený k časnému záchytu 

onemocnění. 
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Tab. 1. Vývoj standardizované incidence a úmrtnosti na KRCa u mužů a žen (na 100 000 

mužů/žen, evropský standard) za rok 2011 

 

Maximum pacientů je u karcinomu rekta i kolon diagnostikováno v České republice 

ve věku 70 až 74 let. Zdroj: on-line aplikace www.svod.cz. Pětileté přežití je dle stadia 

choroby u symptomatických jedinců s KRCa uvedeno níže (tab 2) [10]. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Tab. 2. Pětileté přežití britských pacientů v letech 2002–2006 

 

Z výše uvedeného vyplývá, že KRCa je onemocnění, které představuje závažný 

medicínský a sociální problém. 

  

Klinické stadium Pětileté přežití  

UICC  I 93,2% 

UICC  II 77,0% 

UICC III 47,7% 

UICC IV 6,6% 

Všechna stadia 50,7% 
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4.2 Etiologie kolorektálního karcinomu 

 

4.2.1 Endogenní faktory 

 

Endogenní faktory se uplatňují hlavně u familiární formy. Familiární formy 

s vyjádřenou dědičností však tvoří pouze 5 % všech případů kolorektálního karcinomu 

[11]. Jedná se o pacienty s Lynchovým syndromem (hereditárním nepolypózním 

kolorektálním karcinomem), familiární adenomatózní polypózou, Gardnerovým a 

Turcotovým syndromem. Dále do této skupiny dědičných polypóz patří Peutzův-Jughersův 

syndrom a juvenilní polypóza [12 s. 150]. 
K endokrinním faktorům navyšujícím riziko vzniku KRCa patří diabetes mellitus, 

což se dá vysvětlit tím, že inzulin je růstovým faktorem pro střevní sliznici. 

Z hormonálních vlivů se uplatňuje i dlouhodobá androgenní deprivace. Rizikovým 

činitelem je též obezita [13 s.16]. 
Dizertační práce se dále bude zabývat výhradně sporadickou formou KRCa. 

Predispozicí ke vzniku KRCa jsou non-familiární mnohočetná adenomatóza, 

hyperplastická polypóza a inflamatorní polypóza. Inflamatorní typ polypózy je spjat 

s chronickým zánětlivým procesem střev např. u ulcerózní kolitidy, Crohnovy choroby 

a vzácně s amebiázou a schistosomózou [14 s. 48-52]. 
 

4.2.2 Exogenní faktory 

 

U sporadické formy jsou jako rizikové faktory vzniku uváděny vysoký příjem 

živočišných tuků a bílkovin a nedostatečný přísun fermentabilní vlákniny. Nedostatek 

vápníku je rizikovým faktorem z důvodu snížené schopnosti detoxikace žlučových kyselin. 

Nedostatek selenu a vitaminů A, C, E se podílí na snížené ochraně před volnými 

kyslíkovými radikály, čímž přispívá ke zvýšené pravděpodobnosti vzniku KRCa [14 s. 19]. 

Dále se jedná o nevhodnou tepelnou úpravu stravy, kam patří např. uzení masa, které 

obsahuje karcinogenní nitrosaminy. Tyto látky mohou vznikat i při výrobě sladu, jejich 

hladiny jsou proto stanovovány. Dle webového informačního centra ministerstva 

zemědělství pro bezpečnost potravin stanovuje česká vyhláška 305/2004 o kontaminantech 

limit pro celkový obsah nitrosaminů v pivu 1,5 μg/kg. Vyhláška 304/2004 o aditivech 

reguluje vznik nitrosaminů omezením přídavku dusitanů do masných a dalších výrobků a 

stanovením jejich zbytkového množství (50 až 250 mg/kg jako NaNO2) [15]. Alkohol patří 
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též mezi exogenní faktory kolorektálního karcinomu obecně. Pivo však vychází z 

provedených studií jako nejrizikovější alkoholický nápoj [16]. Význam konzumace 

červeného masa v karcinogenezi KRCa je dosud kontroverzní [17]. Zvažovaných 

mechanismů je více. Železo v hemu, který je obsažený v mase, může indukovat oxidaci 

lipidů s tvorbou volných radikálů. Ty vedou k cytotoxicitě a kompenzatorní proliferaci 

enterocytů. Uvedené zjištění bylo prokázano v experimentu na krysách [18]. Hem může 

také katalyzovat tvorbu nitrosaminů [19]. Dalším komponentem červeného masa, který 

může hrát roli v chronickém zánětu střeva a karcinogenezi, je N-glycolylneuraminová 

kyselina (Neu5Gc), která je inkorporovaná do stěny enterocytu a může vyvolat autoimunní 

reakci. Již byly nalezeny cirkulující protilátky anti-Neu5Gc [20]. K významným 

prokázaným rizikovým faktorům pro KRCa patří též kouření cigaret [21 s. 171]. Jako 

projektivní faktor byla studována probiotika, byl prokázán protektivní vliv lactobacilu ve 

střevní mikroflóře na růst karcinomu kolon na myším experimentálním modelu. 

Pravděpodobný mechanismus účinku je změna poměru produkce imunoglubulinu ve 

prospěch k IgA oproti IgG, neboť IgA nemá schopnost aktivovat komplement a 

nestimuluje chronický zánět, který přispívá ke kancerogenezi [22]. 
 

4.3 Karcinogeneze 

 

Geny, které mají klíčové úlohy v karcinogenezi, se nazývají protoonkogeny 

a tumorsupresorové geny. Při karcinogenezi KRCa se jedná o akumulaci genetických 

a epigenetických změn. Za fyziologických okolností tumorsupresorové geny inhibují 

buněčné dělení. Tato inhibice je porušena po ztrátě funkce obou alel v důsledku mutace či 

epigenetických změn. Jedná se o hypotézu tzv. dvojitého zásahu [23]. Na druhou stranu 

proonkogeny zajišťují buněčnou proliferaci. Karcinogeneze je spojena s mutací, která vede 

ke zvýšené expresi těchto genů. U KRCa byly dosud nalezeny tři sekvence genetických 

změn vedoucí ke karcinomu. Jedná se o chromozomální nestabilitu (chromozomal 

instability CIN), mikrosatelitní nestabilitu (microsatellite instability MSI) a fenotyp 

methylátoru CpG ostrůvků (CpG island methylator phenotype CIMP) [24]. 
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4.3.1 Chromozomální nestabilita 

 

U přibližně poloviny populace se během života vyvine KRCa, přičemž u 3 % se 

z adenomu vyvine karcinom [25]. Z tohoto zjištění vychází obecně přijímaná sekvence 

adenom - karcinom [26], která je též označována jako dráha chromozomální nestability, 

neboť ji charakterizují alelické ztráty na chromozomech 5 gen adematous polyposis coli 

(APC) 7 gen p53 a 18 gen Deleted in colorectal cancer/ small mother against 

decapentaplegic (DCC/SMAD4). Ve fázi tvorby polypů dochází k mutaci genu APC, 

během adenomatózy se připojuje mutace genů rat sarcoma oncogene (Ras), při malignizaci 

polypů se objevuje mutace genů pro protein p53 a delece chromozomu18q [27]. 
APC mutace je přítomna v 60 % u karcinomu kolon a u 82 % karcinomu rekta [28]. 

Gen APC stimuluje destrukci β-cateninu v proteazomech. V případě ztráty funkce APC se 

β-catenin akumuluje a aktivuje transkripci genů podporující proliferaci genů jako Myc a 

cyclin D [29]. 
Dalším známým krokem v karcinogenezi typu chromozomální nestability je mutace 

tumorsupresorového genu pro protein p53. Jedná se o transkripční faktor indukující 

transkripci inhibitoru cyklin dependentní kinázy, proapoptotických genů a genů pro 

signální dráhy buněčné smrti (CD95/Fas, tumor necrosis factor α, TRAIL – 

Tumor Necrosis Factor-Alpha-Related Apoptosis-Inducing Ligand, PIDD – P53 induced 

death domain protein1). Uvedená sekvence je také označována jako chromozomální 

nestabilita [30 s. 272-280]. 
Významným krokem v karcinogenezi je mutace protoonkogenů z rodiny RAS. Pro 

KRCa je významný gen K-RAS (Kirsten - RAS) a N-RAS (Neuroblastoma - RAS) [31]. 

K-RAS kóduje 21 - kDa GTP-binding protein. Tato GTPáza umožňuje převod 

extracelulárního signálu k proliferaci. Mutovaný gen K-RAS vede ke stimulaci proliferace 

a útlumu apoptózy bez ohledu na extracelulární signály, jako je např. přítomnost růstových 

genů (EGF – epidermal growth factor). Mutace K-RAS je přítomná ve stejném zastoupení 

v adenomech i karcinomech, ovšem s vyšší frekvencí u velkých adenomů, což naznačuje, 

že se jedná o pozdní událost v sekvenci adenom - karcinom [32]. Přítomnost mutace K-

RAS a N-RAS má zásadní vliv i na predikci biologické terapie zaměřené proti EGFR 

receptorům, při mutaci RAS genů je tato léčba neúčinná [33]. 
Mutace genu DCC je přítomna v 60 až 70 % případů KRCa. Dle dostupné literatury 

není zcela známo, jakým způsobem je funkčně spojen s kancerogenezí. Wild typ DCC 
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aktivuje pochody vedoucí k apoptóze. Exprese DCC též indukuje zastavení buněčného 

cyklu ve G2/M fázi buněčného cyklu v některých buněčných liniích [11]. 
 

4.3.2 Mikrosatelitní nestabilita 

 

Jako mikrosatelity jsou označovány krátké sekvence repetitivní DNA. Tyto 

sekvence jsou velmi zranitelné při replikaci a jejich proměnná délka značí ztrátu funkce 

mismatch repair genů (MMR, opravných genů). Vrozená dědičná porucha MMR genů se 

vyskytuje u Lynchova syndromu. U sporadické formy, která reprezentuje cca 15 % KRCa, 

dochází k vyřazení funkce MMR. Obvykle se jedná o methylaci promotorového úseku 

genu hMLH1 [30 s. 71]. Biomarkerem pro tuto epigenetickou změnu je právě vysoká 

mikrosatelitní nestabilita (MSI High). Selhání MMR genů vede k mutacím v dalších 

genech (TGFβRII – transforming growth factor β recptor II, BAX – B cell lymphoma 

asociated X protein, IGF2R – insulin like growth factor 2 receptor, kaspáza 5, TCF4 T cell 

factor 4, axin, CDX2 homeobox transcription factor a BCL 10 – B cell lymphoma 10). 

Popsaný sled mutací epigenetických změn je typický pro serrated adenom. Tumory tohoto 

typu se častěji vyskytují v proximálním tlustém střevě a s vyšší incidencí u žen, mají vyšší 

grade s mucinózním fenotypem, dobře ohraničený invazivní okraj a vykazují zvýšenou 

imunitní reakci ve smyslu přítomnosti TIL [34]. 
Geny, které se užívají v diagnostice Lynchova syndromu též označovaného jako 

HNPCC (hereditary nonpolyposis coli carcinoma) a MSI-High sporadické formy jsou 

MLH1 - MutL homolog 1, MSH2 - MutS protein homolog, MSH6 a PMS2 Mismatch 

repair endonuclease) Odhalení Lynchova syndromu má význam pro dispenzarizaci 

příbuzných pacienta. Uvedená vyšetření mají vliv na indikaci chemoterapie, neboť pacienti 

klinického stadia UICC II s defektem MMR (dMMR, tedy MSI-high) nemají prospěch 

z adjuvantní chemoterapie na bázi 5 - fluorouracil [3]. 
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4.3.3 Fenotyp methylátoru CpG ostrůvků 
 

U této sekvence karcinogeneze nacházíme silnou DNA methylaci CpG ostrůvků 

v promotorových oblastech genů, které blokují transkripci tumorsupresorových genů. 

Jedná se o tzv. CpG island methylator phenotye (CIMP) [35]. Jako markery pro CIMP je 

ve většině studií užíván panel genů hMLH1, p16, SPEN1, SPEN2 a SPEN31 [24]. CIMP 

se může vyskytovat u tumorů s mikrosatelitní nestabilitou i stabilitou. Je prokázána 

pozitivní korelace s lokalizací na pravé straně kolon, mucinózním fenotypem a BRAF 

mutací nezávisle na statutu mikrosatelitní stability. 

Tumory s CIMP často vykazují mutaci genu BRAF [36]. Protein BRAF je členem 

rodiny RAF kináz, které fungují jako signální proteinkinázy regulující např. dráhu 

mitogenem aktivovaný protein kinázy (MAP) se zásadním významem pro proliferaci 

buňky. Tumory s BRAF mutací produkují více mucinu (žaludeční MUC5AC a intestinální 

MUC2)[27]. 

 

4.4 Morfologie a histologie 

 

4.4.1 Histologie adenomů kolorekta 

 

Adenomy kolorekta se dle morfologie a potenciálu malignizace dělí na 

hyperplastické polypy s nejnižším rizikem kancerogeneze, "serrated"  polypy a adenomy. 

Adenomy se dále dělí na vilózní, tubulární a tubulovilózní. 

Serrated adenomy pojmenované po „zoubkovaném” uspořádání epitelu krypt lze 

rozdělit na tři podtypy – tradiční serrated adenom, sessilní serrated adenom a smíšený typ 

[37]. Pro morfologické typy adenomů lze přiřadit specifickou sérii genetických mutací, 

které vedou ke vzniku karcinomu. Pro vilózní a serrated adenomy je příznačná 

karcinogeneze, v níž hraje význam DNA methylace. Pro serrated adenomy je též typická 

přítomnost mikrosatelitní nestability. Představené změny ve fenotypu a genotypu tumorů 

tlustého střeva jsou pouze zjednodušené a ukazují korelaci mezi morfologickými nálezy a 

genetickými a epigenetickými změnami. Pro přehlednost je uvedeno schéma (obr. 1). 
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Obr. 1. Vztahy mezi morfologickými nálezy a genetickými a epigenetickými změnami [11] 

 

4.4.2 Histologie KRCa 
  

Maligní nádory tlustého střeva a rekta lze rozlišovat podle histogeneze 

a biologického chování na adenokarcinom, neuroendokrinní karcinom, maligní lymfomy 

a sarkom. K hraničně maligním neopláziím patří neuroendokrinní neoplázie 

a gastrointestinální stromální tumor [38]. Dizertační práce se bude dále zabývat pouze 

adenokarcinomem. 
KRCa se makroskopicky dělí na exofytické (polypózní), vyhloubené 

(exulcerované) a ploché (infiltrující). Mikroskopický nález určuje grade tumoru. Od dobře 

diferencovaných s gradem 1 až po zcela dediferencované grade 4. WHO klasifikace 

rozlišuje tyto typy karcinomu: tubulární, medulární, mucinózní, z prstenčitých buněk, 

skvamózní, adenoskvamózní, dediferencovaný, malobuněčný a ostatní (např. papilární) 

[14 s. 33]. 
Tubulární karcinom je tvořen glandulárními strukturami tubulárních 

a tubulovilózních tvarů. Mucinózní karcinom je více než z poloviny tvořen hlenem, který je 

secernován do lumina žláz. Disekce vrstev střevní stěny mucinem vede k rychlému šíření 

tumoru. V histologickém preparátu je možné spatřit volné trsy nádorových buněk 

v hlenových jezírkách. Karcinom z prstenčitých buněk je tvořen více než z poloviny 
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buňkami tvaru pečetního prstenu. Zmíněný tvar je tvořen vakuolou mucinu. 

Adenoskvamózní karcinom má zastoupenou i dlaždicovou složku. Častěji se vyskytuje 

v rektu. Medulární karcinom je tvořen solidními ložisky větších buněk s výraznými jádry 

a prominujícími jadérky. Ve stromatu je přítomný lymfoidní infiltrát. I přes značnou 

dediferenciaci má medulární karcinom relativně dobrou prognózu. Prognosticky nepříznivé 

jsou karcinomy z prstenčitých buněk, dediferencované a mucinózní karcinomy 

[39, 12 s. 164]. 
 

4.5 Progrese KRCa 

 

4.5.1 Metastazování 

 

Metastatické postižení můžeme rozdělit podle časové konsekvence vzhledem 

k diagnóze kolorektálního karcinomu na synchronní a metachronní. V době diagnózy 

kolorektálního karcinomu se vzdálené metastázy podaří prokázat u 20 % [40] pacientů u 

25–30 % postižených se metastázy objeví jako metachronní [41]. KRCa má vysoký 

metastatický potenciál a zakládá dceřiná ložiska v přilehlých lymfatických uzlinách a ve 

vzdálených orgánech. Nejčastěji KRCa metastazuje do jater a do plic. Do prvních dvou let 

po radikální operaci jsou nejčastějším místem metastáz játra, po pěti letech převládá 

postižení plic. Ostatní orgány bývají postiženy výjimečně, většinou se jedná o metastázy na 

mozku [14 s. 25]. K metastazování dochází hematogenně, lymfogenně a rozsevem po 

dutinách (v lumen tlustého střeva, ve volné dutině břišní či hrudní). Metastazující buňka 

musí produkovat cytokiny a růstové faktory, které jí umožní vybudovat stroma a zajistí 

angiogenezi [14 s. 25]. 
V první fázi metastazování probíhá invaze do okolí, kdy dojde k prorůstání 

nádorových buněk přes bazální membránu sliznice. Zásadní roli zde hrají matrix 

metaloproteinázy, které působí proteolyticky na bazální membránu a okolní mezibuněčné 

pojivo, čímž se usnadňuje i angiogeneze [42]. V další fázi dochází k transportu nádorových 

buněk lymfatickou a krevní cestou. K tvorbě metastáz však vede až nidace nádorových 

buněk a jejich průnik do tkáně vzdálených orgánů. Než dojde k nidaci, je ovšem drtivá 

většina nádorových buněk zničena imunitním systémem nebo zanikne mechanickým 

postižením a na základě tzv. kyslíkového efektu v arteriální krvi. K nidaci jsou nutné 

adhezivní molekuly (CAM – cells adhession molecules), kdy dojde k adhezi trombů 
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obsahujících nádorové buňky. Po přesunu buněk z cévního řečiště do tkáně se proliferační 

aktivita odvíjí od přítomnosti mnoha faktorů. Může se jednat o autokrinní stimulaci faktory 

jako fibroblast growth factor (FGF), TGFα, epidermal growth factor (EGF). Stěžejní 

onkogeny v této fázi jsou c-myc, c-erb [43]. Předpokladem pro růst metastázy i primárního 

tumoru je neoangiogeneze a tvorba stromatu [14 s. 25]. 
 

4.5.2 Další způsoby metastazování KRCa 

 

V případě šíření po peritoneální dutině se uplatňuje adheze a implantace 

v bezprostředním okolí tumoru. Pokud se ale v peritoneální dutině nachází tekutina, 

dochází k ustálenému vzorci distribuce implantačních metastáz do tzv. peritoneálních 

kompartementů, kde se karcinomové buňky nidují v recesech mezi stacionárními povrchy 

nebo v kolekcích tekutiny vytvořených vlivem gravitace. Tento způsob šíření je typický 

pro mucinózní karcinom, jehož implantační metastázy se proto objevují nejčastěji 

v pravém subfreniu, parakolicky vlevo kaudálně a v Douglasově prostoru. Dalšími místy 

progrese peritoneální metastázy jsou lymfoidní struktury (milky spots) na velkém a malém 

omentu, peritoneu na adnexech a děloze a na mezenteriální straně tenkého střeva. 

Implantační metastázy mají tendenci nidovat na traumatizovaném peritoneu. Nádorové 

buňky se mohou šířit též intraluminálně spolu se střevním obsahem a implantovat se do 

místa anastomózy nebo do staplerové linie v průběhu operace [44 s. 374]. 
 

4.6 Diagnostika KRCa 

 

4.6.1 Klinické projevy a fyzikální vyšetření 

 

Klinické projevy onemocnění závisí v největší míře na lokalizaci nádoru a jeho 

pokročilosti. Přibližně 50 % všech nádorů se nachází v rektu, 25 % v sigmatu a zbylých  

25 % v ostatních částech kolon [45 s. 307]. Společnými příznaky je anemizace, váhový 

úbytek a únava. Chronická anemizace se může projevit dušností a kolapsovými stavy. 

Nádory v pravé polovině tračníku mohou dosáhnout značné velikosti, než se projeví 

poruchami pasáže vzhledem k relativně většímu průměru střeva a řidší konzistenci stolice. 

K příznakům tumoru v pravé polovině tračníku může patřit bolest břicha v pravém 

hypogastriu a mezogastriu s hmatnou rezistencí. U karcinomu kolon descendens, sigmatu 
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a rekta je příznačný dřívější nástup obtíží s vyprazdňováním, může se objevit obstrukce 

s rozvojem mechanického ileu či paradoxní průjmy. K tomuto projevu přispívá i fakt, že se 

v těchto lokalizacích častěji objevuje cirkulární růst po obvodu stěny, který vede časně ke 

stenóze [12 s. 168]. Karcinom rekta se také může projevit ténezmy a stužkovitou stolicí 

[45 s. 365]. 

Anamnéza a pečlivé fyzikální vyšetření jsou podmínkou pro efektivní směřování 

dalšího vyšetřovacího postupu, který vede k rychlému stanovení správné diagnózy. 

Vzhledem k tomu, že přibližně 50 % tumorů rekta je hmatných při indagaci, je 

neopominutelné vyšetření per rectum [46 s. 303]. 

 

4.6.2 Endoskopické vyšetřovací metody 

 

Kolonoskopie 

 

Zásadní význam pro diagnostiku kolorektálního karcinomu má kolonoskopie, jedná 

se o vyšetření konečníku a tlustého střeva flexibilním endoskopem. Ve většině případů je 

možno provést tzv. totální kolonoskopii, kdy je možno přehlédnout i část terminálního ilea. 

Výtěžnost vyšetření je limitována dobrou přípravou střeva a průchodností střeva pro 

endoskop, ať už z důvodu stenózy či ohybů tlustého střeva např. při srůstech. Endoskop 

neslouží jen jako pomůcka pro vizualizaci lumen tlustého střeva, ale i jako nástroj pro 

odebírání bioptických vzorků a k provádění polypektomií. Endoskopicky lze provádět 

i onkochirurgicky radikální výkon rozsahu submukózní excize. Uvedenou terapii je však 

možno použít pouze do stadia T1, kontrola okrajů excidované tkáně patologem z důvodů 

nádorové infiltrace je samozřejmostí. Kolonoskopie je též využívána k označení léze tuší. 

Označení se provádí u malých lézí, které nelze peroperačně palpovat, či pro usnadnění 

laparoskopické operace. Označení tuší je nutné i v případě, kdy je endoskopicky provedena 

polypektomie, která se po histologickém vyšetření ukáže jako neradikální, a je proto nutné 

doplnit resekční chirurgický výkon. Technickým zlepšením, které však přispívá spíše ke 

snazšímu odhalení malých polypů než k diagnóze kolorektálního karcinomu, je 

chromodiagnostika s použitím zvětšovacích endoskopů. K barvení se používá obvykle 

methylenová modř a indigokarmín. Nejedná se však o rutinní metodu. Pokud není 

z technických důvodů možno dokončit totální kolonoskopii, je možno indikovat CT 

kolografii. Důvodem pro nedokončení vyšetření může být nepropustná stenóza, ostrý 
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záhyb střeva či nespolupráce pacienta při bolestivosti vyšetření a nedostatečná příprava 

tračníku [47]. 
 

Anoskopie a rektoskopie 

 

Jedná se o vyšetření rigidním rektoskopem do vzdálenosti cca 14 cm, vzácně až do 

25 cm od linea dentata. Vyšetření provádíme po přípravě mikroklysmatem. Při zavádění 

tubusu je možno insuflovat vzduch. Výkon může být diagnostický i terapeutický, jako 

např. polypektomie či koagulace tumoru. V případě nálezu tumoru je třeba doplnit totální 

kolonoskopii k vyloučení nádorové duplicity na tlustém střevě. 

 

4.6.3 Konvenční radiodiagnostika 

 

RTG vyšetření 

 

Nativní snímek břicha vestoje patří k základním vyšetřovacím metodám užitým při 

vyšetřování poruch pasáže. RTG snímek plic je součástí předoperačních vyšetření 

k vyloučení plicních metastáz. 
 

Irigoskopie 

 

Jedná se o vyšetření metodou dvojího kontrastu (po aplikaci kontrastní látky do 

konečníku se insufluje vzduch dvojcestnou rourkou). Pacienta vyšetřujeme a polohujeme 

tak, že nejvýše položená část střeva ukáže tenký film kontrastní látky s plynem a může 

zobrazit i velmi drobné léze. Snímky vleže na levém a pravém boku na konci vyšetření 

zobrazí i drobné polypy. Uvedená metoda je dnes však vytlačena ostatními zobrazovacími 

vyšetřeními a endoskopií [14 s. 79-83]. 
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4.6.4 Ultrasonografické vyšetření 

 

Ultrasonografické (USG) vyšetření má význam hlavně pro diagnostiku 

metastatického postižení jater. Diagnostika kolorektálního karcinomu je omezená pro plyn 

ve střevě. Nelze také odlišit nádor od zánětlivého infiltrátu. USG jater má pro svoji 

dostupnost a absenci radiační zátěže pro pacienta své nezastupitelné místo v dispenzarizaci 

pacientů po operaci kolorektálního karcinomu. U nejasných nálezů lze doplnit kontrastní 

USG vyšetření jater [48]. 
 

4.6.5 Výpočetní tomografie 
 

Výpočetní tomografie (CT) je vysoce přínosná při diagnostice nádorů v břišní 

dutině, přináší neocenitelnou informaci o rozsahu a infiltraci okolí tumoru. CT má 

schopnost zachytit hlavně růst nádoru mimo stěnu střeva a infiltraci přilehlé tukové tkáně. 

Stěžejní role CT proto spočívá v posouzení postižení uzlin, infiltraci okolních orgánů 

a přítomnosti vzdálených metastáz. CT může odhalit infiltraci do močového měchýře, 

vnitřního genitálu a do svalů pánevního dna a přispívá tak ke zhodnocení operability 

nádoru. 

Vyšetřovací protokol CT se liší dle indikace. V případě vyšetřování náhlé příhody 

břišní, kdy u kolorektálního karcinomu připadá nejčastěji v úvahu ileus, je provedeno 

vyšetření bez přípravy nemocného s aplikací intravenózní kontrastní látky. U plánovaného 

vyšetření za účelem zjištění stagingu se provádí vyšetření s podáním kontrastní látky 

intravenózně a vzduchu nebo CO2 per rectum. Tumor se na CT vyšetření obvykle projeví 

jako kratší stenóza se zesílenou stěnou střeva a okraje mohou být navalité. Před zúžením se 

často vyskytuje prestenotická dilatace střeva. Lymfatické uzliny infiltrované metastatickým 

procesem jsou obvykle zvětšené, mají obvykle kulovitý tvar a hypodenzní okrsky nekrózy. 

Karcinózu peritonea lze předpokládat při infiltraci velkého omenta, nodulárním zesílením 

peritonea a ascitu. Implantační metastázy jsou patrné zejména na povrchu 

parenchymatózních orgánů, metastázy menší než 5 mm se nemusí prokázat, záleží ovšem 

na technické úrovni zařízení [49]. 
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4.6.6 Virtuální endoskopie 

 

V případě pacientů, u kterých nelze provést validní kolonoskopii, je možné použít 

tzv. CT kolonografii neboli virtuální endoskopii. Tato metoda zobrazuje vnitřní povrch 

kterékoli části trávicí trubice. Vyšetření musí být prováděno u pacienta s vyprázdněným 

střevem a před výkonem se insufluje konečníkem plyn (většinou 2 l vzduchu či CO2). 

Výhodou virtuální kolonoskopie je možnost opakované tvorby rekonstrukcí s pohledem na 

léze z více stran. Některé drobné léze mohou být skryty například za haustrem nebo 

v ostrých ohybech střeva, proto musí být proveden tzv. průlet oběma směry. Senzitivita 

a specificita u polypů nad 5 mm je uváděna kolem 85 %, pro polypy nad 1 cm je senzitivita 

93 % a specificita 97 % a u stenozujícího karcinomu je senzitivita a specificita téměř 

stoprocentní [49]. Mezi hlavní limity patří nemožnost odebrání histologických vzorků a 

neschopnost zachytit barvu sliznice [50]. 
 

4.6.7 Pozitronová emisní tomografie / výpočetní tomografie 

 

Vyšetření pozitronovou emisní tomografií (PET) v kombinaci s CT je indikováno 

v dispenzarizaci pacientů po léčbě a nenáleží k základním vyšetřením KRCa. Při vyšetření 

dochází ke sloučení metabolické aktivity s morfologickým zobrazením. Nejčastěji 

používaným radionuklidem je 
18

F vázaný ve fluorodeoxyglukóze. Pro vyšetření je 

příznačná vysoká senzitivita, ale nízká specificita. Může být proto obtížně rozlišit např. 

zánětlivé změny od lokální recidivy malignity. PET/CT vyšetření může odlišit reaktivní 

lymfadenopatii od metastáz a může též odhalit peritoneální diseminaci karcinomu či 

vzdálené metastázy [51]. 

 

4.6.8 Endosonografie  

 

Tato metoda spadá mezi standardní vyšetřovací metody pro diagnostiku a určení 

pokročilosti karcinomu rekta. K výhodám vyšetření patří absence radiační zátěže 

a senzitivita 95 % při specificitě 89 %. Endosonografie je též schopna zobrazit uzliny 

v periproktální oblasti do velikosti 3 mm. V posouzení metastatického postižení uzlin je 

však shoda s nálezem patologa nízká, cca 70 %. Doplerometrický mód vyšetření ukáže 

vaskularizaci tumoru. Podmínkou validity vyšetření je zkušenost vyšetřujícího a dobré 
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vyprázdnění střeva nemocného. Zdravé střevo v oblasti rekta má rozlišitelné dvě 

hypoechogenní linie (tuncia mucosa a lamina muscularis propria) a tři hyperechogenní 

vrstvy s patrným homogenním zevním svěračem a puborektální kličkou. Orientačními 

strukturami jsou prostata u mužů a děloha u žen. 

V rámci rozlišení jednotlivých stadií je endosonografie citlivější než MR v rozlišení 

mezi stadii T1 a T2, což má dopad na indikaci transanální mikrochirurgické excize (TME). 

Problematické může být rozlišení mezi stadiem T0 a T1, v obou případech se jedná 

o hypoechogenní, hladce ohraničené léze [52]. U hraničních nálezů USG vyšetření spíše 

nadhodnocuje stadium. T4 stadium však lze s určitostí vyloučit nálezem vrstvy tuku mezi 

tumorem a přiléhajícími strukturami [14 s. 99]. 

 

4.6.9 Magnetická rezonance 

 

Spolu s endosonografickým vyšetřením je magnetická rezonance (MR) pánve 

užívaná pro stanovení rozsahu primárního tumoru rekta. Toto dříve doplňkové vyšetření se 

v dnešní době stalo dostupnějším a patří mezi standardní vyšetření před plánovanou 

operací pro karcinom rekta. 

Před vyšetřením rekta je pacient připraven vyprázdněním konečníku a podáním 

spasmopanu k potlačení motility střeva. Polohou k vyšetření na pracovišti naší nemocnice 

je poloha na břiše, kdy se plyn nahromadí v ampule rekta. Nejprve se vyšetřuje nativně 

v T1 váženém obraze a poté v T2 váženém obraze. Dále vyšetření pokračuje 

s gadoliniovým paramagnetickým kontrastem podaným intravenózně. Sekvence 

s potlačením tuku se užívá k lepšímu zobrazení lymfatických uzlin. K výhodám MR patří 

absence ionizujícího záření a přínos v pooperační dispenzarizaci k rozlišení jizvy od 

lokální recidivy, ačkoli i zde může dojít k nejasnostem při zánětlivé reakci. Falešně 

negativní nález může vzniknout na podkladě desmoplastického růstu tumoru. V těchto 

případech může pomoci sledování dynamiky nádorových markerů. Omezením této metody 

je přítomnost feromagnetických materiálů v těle pacienta, délka vyšetření (u rekta cca 

jedna hod) a klaustrofobie u vyšetřovaného [49]. 

MR má výbornou senzitivitu k detekci infiltrace mezorektální fascie. Je-li tato 

vzdálenost menší než 1 mm, je zvýšené riziko inkompletní chirurgické resekce (po 

neoadjuvanci je možné, že se vzdálenost zvětší) [48, 53]. MR i endosonografie poskytuje 

informaci o vztahu tumoru ke svěračům, což ovlivňuje rozhodnutí o indikaci výkonu 
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zachovávajícím svěrače. S výhodou lze použít MR po amputaci rekta, kdy je použití 

endosonografie vyloučeno. MR se uplatňuje nejen pro zobrazení pánve, ale je využívána 

jako MR jater v dispenzarizaci k odhalení vzdálených metastáz v případě, že je CT 

vyšetření kontraindikováno například pro alergii na jodovou kontrastní látku. MR vyšetření 

může také pomoci v diferenciální diagnostice ložiskového procesu již nalezeného na CT 

vyšetření, kdy má MR přínos v rozlišení benigních lézí [49]. 

 

4.6.10 Nádorové markery 

 

Analýza nádorových markerů není užívaná k diagnostice KRCa, ale ke sledování 

odpovědi na léčbu a k časnému záchytu recidivy. Onkomarkery jsou obecně řečeno látky 

tvořené buňkami nádoru nebo organismem jako odpověď na tumor. Jedná se proto 

o doplňkovou diagnostickou metodu, vyhodnocení výsledků je třeba provádět ve 

spolupráci laboratoře s klinikem. Spíše než absolutní hodnoty je pro interpretaci důležitá 

dynamika hladiny nádorového markeru. 
U KRCa je hlavním stanovovaným onkomarkerem karcinoembryonální antigen 

(CEA) v kombinaci s CA 19-9 [54, 55]. V souvislosti s kolorektálním karcinomem byly 

studovány CA 72-4, CA 242 a proliferační markery TPA a TPS [14 s. 66-70]. 
 

4.7 Screening 

 

Diagnóza KRCa na základě klinických příznaků bývá často již ve vyšších stadiích 

onemocnění. Z těchto důvodů a vzhledem k vysoké incidenci onemocnění byl v ČR zřízen 

v roce 2000 screeningový program pro časnou diagnostiku KRCa. Aktualizace z roku 2013 

zahrnuje systém adresného zvaní a možnost primární screeningové kolonoskopie [56]. 

Screeningový program se liší u pacientů bez predispozic ke vzniku KRCa a u pacientů se 

zvýšeným rizikem. 
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4.7.1 Screening obyvatel bez predispozice ke KRCa 

 

Pacienti mezi 50 a 54 lety podstoupí test na okultní krvácení v režii praktického 

lékaře či gynekologa. Screeningové testy se týkají pouze asymptomatických pacientů. 

Testy na okultní krvácení vycházejí z faktu, že adenomy a kolorektální karcinomy krvácejí, 

což je detekovatelné chemickými metodami [14 s. 57]. Vzhledem k nízké specificitě 

guajakových testů na okultní krvácení se přechází na testy na imunochemickém principu. 

Při negativním výsledku se test na okultní krvácení opakuje po roce, při pozitivním 

výsledku je provedena kolonoskopie. Pokud je kolonoskopie negativní, opakuje se test na 

okultní krvácení za 10 let. U pacientů 55letých a starších lze začít screeningovou 

kolonoskopií či testem na okultní krvácení. Při negativním nálezu na okultním krvácení se 

vyšetření opakuje za dva roky. Při negativním kolonoskopickém nálezu se opakuje test na 

okultní krvácení za 10 let [14 s. 57]. 

 

4.7.2 Screening vysokorizikových skupin obyvatel 

 

U pacientů se střevní polypózou (Familiární adenomatózní polypóza, Gardenerův 

syndrom, Turcotův syndrom) je indikován genetický screening a kolonoskopie ve věku 

10 až 12 let s flexibilní sigmoideoskopií jednou za 2 až 3 roky. 

Pacienti s Lynchovým syndromem by měli podstoupit od 20 let totální kolonoskopii 

každé 2 až 3 roky, doplněnou o každoroční test na okultní krvácení. 

Pacienti s pozitivní rodinnou anamnézou s incidencí KRCa u příbuzných 1. stupně 

jsou indikováni ke screeningu od 35 let. U výskytu karcinomu u příbuzného před 

55. rokem života nebo při výskytu u dvou příbuzných je doporučena kolonoskopie každých 

3 až 5 let. Každoročně je indikován test na okultní krvácení. Při výskytu dvou KRCa 

v rodině je doporučen u příbuzných 1. stupně test na okultní krvácení každý rok 

s kolonoskopií jednou za dva roky. 

Pacienti s adenomy jsou indikováni k profylaktické polypektomii, u příbuzných 

těchto pacientů je doporučen screening od 35 let věku. 

Do části populace s vysokým rizikem patří pacienti s nespecifickými střevními 

záněty. U těchto pacientů se doporučuje zahájit totální kolonoskopie 8 let od počátku 

pankolitidy a u kolitidy levé části tračníku. Při nálezu neurčitých dysplastických změn je 

indikována totální kolonoskopie každý rok. V případě dysplazii nízkého stupně se provádí 
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každých šest měsíců, při makroskopických změnách a dysplázii vysokého stupně je 

indikován chirurgický výkon. 

Kolonoskopie v rámci dispenzarizace je prováděna po dobu 5–6 let po kurativní 

operaci. Pokud nebyla před operací provedena totální kolonoskopie, je nutné ji doplnit do 

půl roku k vyloučení synchronní duplicity. 

Pacienti po operaci karcinomu prsu, dělohy, ovárií a po ureteroileostomii 

podstupují test na okultní krvácení každý rok od operačního výkonu. Test u zmíněných 

malignit je indikován k vyloučení duplicity, u ureteroileostomie je vyšší riziko vzniku 

KRCa [14 s. 58]. 

 

4.8 Léčba KRCa 

 

Léčbu KRCa můžeme rozdělit dle kurability onemocnění na radikální a paliativní. 

Šanci na kurativní léčbu poskytuje pouze radikální chirurgický výkon doplněný 

v indikovaných případech o neoadjuvantní či adjuvantní onkologickou léčbu [58 s. 541]. 

 

4.8.1 Onkologicky radikální chirurgická léčba 

 

Obecné principy chirurgické léčby 

 

Rozsah a typ chirurgického výkonu je daný lokalizací a pokročilostí tumoru spolu 

s jeho lymfatickou drenáží. Pro dosažení R0 resekce, která představuje podmínku pro 

radikalitu výkonu, je nutné zajistit resekční linie bez makroskopické i mikroskopické 

nádorové infiltrace. U resekátu se sleduje distální a proximální okraj, do kterého 

zahrnujeme i cévní stopku resekátu [59 s. 212], v případě karcinomu rekta je též nezbytné 

sledovat postižení cirkumferenciálního okraje resekátu, což je nezávislý faktor lokální 

rekurence [60]. R0 resekce je podmíněna vzdáleností nádorové infiltrace do 1 mm od 

cirkumferenčního okraje. Cirkumferenční radiální okraj je u R0 resekce definován 

vzdáleností větší než 1 mm. Dalším podstatným parametrem je kompletnost mezorekta, 

která je hodnocena tzv. Quirkeho protokolem [61]. 

Cíle kurativního chirurgického zákroku jsou zajištění průchodnosti trávicího traktu 

a kompletní odstranění nádoru spolu s lymfatickými uzlinami mezokola či mezorekta. 

Resekce mezokola až k odstupu vyživujících arterií též zvýší šanci na nalezení 
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dostatečného množství lymfatických uzlin. Podle UICC je třeba vyšetřit alespoň 12 

lymfatických uzlin, aby nedošlo k podstážování tumoru. Při nálezu suspektní uzliny mimo 

resekát bychom ji měli odebrat k histologickému vyšetření, pokud to ovšem dovolují 

anatomické poměry [59 s. 212]. 

Onkochirurgie kolon a rekta se řídí následujícími zásadami pro operační techniku. 

Vždy se snažíme o resekci "en block", tedy v celku. Dalším pravidlem je "no touch" 

technika, při které operatér manipuluje s nádorem až po podvazu cév. S nádorem 

manipulujeme co nejméně a netraumatizujeme jej, čímž omezujeme možnost perforace 

tumoru, rozsevu nádorových buněk po peritoneu a jeho intraluminální šíření pomocí 

implantace uvolněných nádorových buněk [62]. Jakákoliv anastomóza musí být 

konstruována s ohledem na zachování perfúze resekčních okrajů. Tuto podmínku můžeme 

splnit, pouze pokud není anastomóza pod tahem při dostatečné mobilizaci střeva. Pro 

zachování dostatečného prokrvení anastomózy je též nutné zachování cévního zásobení. 

Pro techniku konstrukce anastomózy je nutné invertovat okraje k zajištění kontaktu serozy 

podél celého obvodu anstomózy. U kolon nebyly prokázány rozdíly v množství insufiencí 

u ručně konstruovaných a staplerových anastomóz [59 s. 213]. Doporučuje se zhotovit 

anastomózu end to end, neboť side to side anastomóza může vést ke stagnaci stolice ve 

vzniklých slepých vacích a k následné insuficienci anastomózy. Těsnost anastomózy 

provádíme vzduchovou zkouškou insuflací vzduchu rektálním drenem do tlustého střeva 

pod hladinou vody. Při prokázané netěsnosti přistupujeme k resutuře anastomózy. 

Otázka indikace k založení pojistné ileostomie není dosud jednoznačně vyřešena. 

U elektivní nekomplikované operace kolon s dobrou přípravou střeva, pacienta bez 

rizikových faktorů insuficience anastomózy je doporučena  jednodobá operace bez 

založení pojistné ileostomie [63]. U karcinomu rekta je otázka založení protektivní 

ileostomie u elektivních výkonů ještě komplikovanější. Na našem pracovišti protektivní 

ileostomii u elektivní přední nízké resekce rekta zakládáme vzácně v individuálních 

případech. M. Schaffzin zakládá ileostomii u všech pacientů po neadjuvantní radioterapii a 

u koloanální anastomózy [59 s. 221]. Dle retrospektivní studie autorů z Fakultní nemocnice 

v Ostravě nemá pojistná ileostomie u plánované laparoskopické přední nízké resekce rekta 

celkový benefit ve smyslu snížení množství pooperačních komplikací. Snížení počtu 

symptomatických insuficiencí anastomózy u pacientů s ileostomií bylo převáženo 

množstvím komplikací ileostomie vyžadující chirurgickou intervenci [64]. Naproti tomu 

holandská a rakouská studie prokázaly signifikantně nižší počet reoperací po plánované 
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přední nízké resekci rekta se zavedenou ileostomií [65, 66]. Uvedená rakouská 

multicentrická prospektivní studie doporučuje u nízké přední resekce rekta provést 

protektivní ileostomii u všech pacientů s anastomózou níže než 6 cm od anu, zvláště u 

mužů [66]. Z dosavadních publikací vyplývá, že indikace provedení pojistné ileostomie se 

řídí u nekomplikovaných plánovaných resekcí rekta zvyklostmi na jednotlivých 

pracovištích. 

 

Chirurgická léčba karcinomu kolon 

 

Při lokalizaci tumoru v céku či vzestupného tračníku je indikována pravostranná 

hemikolektomie s ligací a. ileocolica a colica dextra při odstupu od kmene a. mesenterica 

superior s následnou ileotransversoanastomozou. Při pravostranné hemikolektomii je 

resekováno terminální ileum, cékum, vzestupný tračník a hepatální flexura a část příčného 

tračníku se zachováním kmene a. colica media [45 s. 314-316, 46 s. 289-291]. 

Při tumoru hepatální flexury volíme rozšířenou pravostrannou hemikolektomii, 

která spočívá v resekci terminální ilea, céka, vzestupného tračníku, hepatální flexury 

a příčného tračníku s ligací a přerušením kmene a. colica media. Kontinuitu obnovujeme 

pomocí ileotransversoanastomózy [45 s. 314-316, 46 s. 289-291]. 

Při tumoru příčného tračníku resekujeme terminální ileum, cékum, vzestupný 

tračník, hepatální flexuru a celý příčný tračník s lienální flexurou. Ligujeme u kmene 

všechny větve pro kolon vycházející z a. mezenterica superior. Kontinuitu obnovujeme 

pomocí ileodescendentoanastomózy. Při sutuře anastomózy mezi ileem a kolon se musíme 

vyrovnat s nepoměrem obvodů tenkého a tlustého střeva. Uvedený nepoměr řešíme 

šikmým řezem ilea, který ustupuje orálně k resekčnímu okraji na antimezenteriální straně. 

Opačně vedený řez by vedl k ischemii resekčního okraje ilea 

[45 s. 314˗316, 46 s. 289˗291]. 

U nádorů lienální flexury a sestupného tračníku volíme levostrannou 

hemikolektomii. Jedná se o resekci tlustého střeva zásobeného krví a. colica sinistra 

a levou větví a. colica media (část příčného tračníku a sestupný tračník). Anastomózu 

konstruujeme mezi příčným tračníkem a sigmatem. Alternativu představuje resekce střeva 

a sigmatu s anastomózou mezi příčným tračníkem a horním rektem s podvazem a. 

mezenterica inferior u aorty [59 s. 214]. 
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V případě postižení sigmatu resekujeme sigma s podvazem a. sigmoidea či arteria 

mezenterica inferior u odstupu od aorty a šijeme descendentorektoanastomózu. 

U všech výše uvedených výkonů provádíme totální excizi mezokolon ve spádové 

oblasti lymfatické drenáže bez porušení viscerální fascie [45 s. 314˗316, 46 s. 289˗291]. 

KRCa může vést ke stavům, které nutí k akutní operaci, jako je ileus či peritonitida. 

I tak je možné pokusit se o radikální výkon. K těmto operacím patří totální či subtotální 

kolektomie při ileu celého kolonu či Hartmannova resekce sigmatu se založením 

terminální kolostomie [67]. 

 

Chirurgická léčba karcinomu rekta 

 

U karcinomu rekta je stěžejní jeho vztah ke svěračům. Při postižení svěračů je 

nutné provést amputaci rekta s terminální kolostomií, v opačném případě je možné provést 

nízkou přední resekci rekta. Distální resekční linie by měla být 2 cm od tumoru, což může 

být problém u nízko uložených, objemných a cirkulárně rostoucích nádorů. Minimální 

akceptovatelná vzdálenost je 1 cm u ultranízké intersfinkterické resekce [44 s. 308]. 

Vzhledem k tomu, že bylo prokázáno šíření tumoru v lymfatických uzlinách mezorekta až 

na vzdálenost 4 cm distálně u cca 25 %, je doporučený distální okraj u resekce při tumoru 

horního rekta 5 cm [68]. Distální okraj u resekce i amputace je spíše otázkou lymfatických 

a krevních cév, samotná délka orální části resekátu nebývá problematická. V tomto případě 

přetrvává kontroverze ohledně výšky ligace arterie, zda provést ligaci už od odstupu arteria 

mesenterica inferior od aorty s paraaortální lymfadenektomií, nebo provést podvaz ve výši 

arteria rectalis superior [69]. Dle prof. Hocha: „Nebylo prokázáno, že se s rozšířením 

rozsahu excize mezorekta do výše odstupu dolní mezenterické tepny zvýší radikalita, ale při 

resekci tento přístup umožní lépe mobilizovat levou polovinu tračníku a založit kolorektální 

anastomózu“ [58 s. 554]. V článku Chin-Chiena je vysoká ligatura doporučena u stadií T3 

a T4 [70]. 

 Radikalita operace je zajištěna totální mezorektální excizí (TME) bez nádorové 

infiltrace mezorektální fascie (fascia propria), která by měla zůstat intaktní. Podmínky 

takto provedené operace jsou přesný staging, který vede k indikaci dostatečně radikálního 

výkonu, a přesná preparace chirurgem. Přístup k ošetření laterálního šíření karcinomu rekta 

se liší dle kontinentů. Asijská (japonská) chirurgická škola, na rozdíl od evropské 

a americké, preferuje lymfadenektomii v laterálních pánevních kompartmentech. Západní 
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přístup je konzervativní vzhledem k minimálnímu vlivu na lokální recidivu a k vysokému 

riziku komplikací včetně funkčních poruch [44 s. 313]. 

Funkčními poruchami po operaci rekta rozumíme poruchy kontinence, sexuálních 

funkcí a mikce. Soubor symptomů specifických pro funční poruchy po nízké přední resekci 

rekta je označován v anglofonní literatuře LARS (Low anterior resection syndrom). 

K hodnocení tíže tohoto syndromu se užívá tzv. LARS skóre (0–42 bodů) hodnotící 

následující příznaky: inkontinenci pro plyny, inkontinenci pro tekutou stolici, frekvenci 

stolice, fragmentaci stolice a urgenci. Za obtíže typu LARS lze označit skóre 21 a vyšší. 

Do 29 bodů je syndrom označován jako minor LARS, vyšší hodnoty jsou označovány jako 

major LARS [71]. Etiologie syndromu je multifaktoriální. Jedná se o vysoký 

endoluminální tlak v důsledku snížené kapacity a distenzibility neorekta, snížení klidového 

tonu svěračového komplexu s vymizením rektoanálního inhibičního reflexu, porucha 

senzorické funkce, narovnání anorektálního úhlu. Tyto příčiny se umocňují při 

komplikovaném hojení anastomózy či neoadjuvantní a adjuvantí onkologickou 

léčbou [72]. Dle provedených studií postihuje LARS 25–80 % pacientů po nízké přední 

resekci rekta [71, 73]. U mužů se k sexuálním dysfunkcím, které se objevují po nízké 

přední resekci, řadí poruchy erekce a ejakulace, u žen se jedná o dyspareunii a neschopnost 

lubrikace. Obě pohlaví může postihnout porucha libida a prožívání orgasmu. 

Z urologických obtíží se nejčastěji projevuje paradoxní a stresová inkontinence [74]. 

Další metodou určenou pro low grade tumory T1 a T2 je transanální endoskopická 

mikrochirurgie (TEM). TEM je upotřebitelná u lézí, které nepřesahují 2/3 obvodu a nejsou 

dále než 18 cm od anu [75]. Praktické zkušenosti na našem pracovišti však tuto hranici 

snižují na 15 cm a maximální postižení poloviny obvodu rekta. 

 

Radikální chirurgická léčba pokročilých stadií karcinomu rekta 

 

U karcinomu rekta, kde není možná resekce či amputace rekta ani po neoadjuvantní 

léčbě, přichází v úvahu ještě extenzivnější chirurgické výkony. U pokročilých tumorů 

v dolní třetině připadá v úvahu cylindrická extralevátorová exstirpace rekta, při které se 

oproti abdominoperineální amputaci rekta resekuje ještě kostrč a m. levator ani. Ventrálně 

je hranicí amputace úroveň m. transversus abdominis. Defekt na perineu je kryt kožně 

svalovým lalokem z m. rectus abdominis nebo lalokem z m. gluteus maximus či 



34 
 

m. gracilis. Alternativou ke svalovým lalokům je syntetický materiál a decelularizovaná 

fascie [44 s. 351]. 

U T4 karcinomů rekta s infiltrací okolních orgánů je jediným radikálním 

a kurativním řešením pelvická exenterace s odstraněním postižených orgánů. Lze tak 

rozlišit exenteraci totální a kompozitní, u žen ještě rozlišujeme exenteraci přední a zadní. 

Totální exenterace pánve je en block resekce rekta a močového měchýře, u mužů 

s prostatektomií a u žen s hysterektomií, adnexektomií a případně i s kolpektomií. 

V indikovaných případech je prováděna i resekce pánevního dna. Při zadní exenteraci se 

neprovádí cystektomie a u předních resekcí je součástí hysterektomie, adnexektomie 

s cystektomií. Kompozitní exenterace jsou spojeny s resekcemi částí pánevního skeletu. 

Vzhledem k mutilujícímu charakteru těchto extenzivních operací a jejich relativně vysoké 

pooperační morbiditě je nezbytná uvážená indikace. Ke kontraindikacím patří lokální 

neresekabilta ve smyslu invaze do laterálních pánevních kostí, angioinvaze do ilických cév 

a infiltrace nervových kořenů. Další kontraindikací jsou neresekabilní vzdálené metastázy 

a extrapelvický neresekabilní rozsev karcinomu [58 s. 557-558 ]. 

 

Chirurgická léčba jaterních metastáz 

 

Terapeutický plán metastatické nemoci KRCa je proveden v rámci 

multidisciplinárního semináře a odvíjí se od resekability tumoru. Kurabilitu můžeme 

očekávat pouze u R0 resekce všech metastatických ložisek. U synchronních metastáz, ať 

už plicních či jaterních, je možné trojí načasování chirurgického zákroku. Nejprve 

odoperovat origo a metastázy odstranit až v druhé době. Dále je možné nejprve operovat 

játra, jedná se o přístup tzv. liver first surgery. Výkony v jedné době jsou pro vysoké riziko 

komplikací vzácné. Uspěšný radikální výkon zajistí pětileté přežití v rozsahu 25–45 %. 

Radikální odstranění metastáz je možné pouze u cca 20 % postižených s metastatickým 

KRCa [78, 79]. K navýšení počtu pacientů, kteří jsou schopni podstoupit radikální 

odstranění metastáz, napomáhá např. embolizace portální žíly v rámci víceetapového 

výkonu, parenchym šetřící výkony, jako je radiofrekvenční ablace, zvýšení citlivosti 

diagnostických metod a zařazení nových neoadjuvantních režimů [79]. Mezi základní 

resekční výkony na játrech patří pravostranná a levostranná hemihepatektomie, 

segmentektomie a metastazektomie [79]. 
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Chirurgická léčba plicních metastáz 

 

U plic je nejčastějším výkonem metastazektomie v rozsahu atypické nebo klínovité 

resekce s lemem zdravé plicní tkáně. Rozsáhlejší výkony jako lobektomie 

a pneumonektomie jsou velmi vzácné a provádějí se jen za předpokladu, že velikost nádoru 

a jeho umístění vzhledem k bronchovaskulárním strukturám nedovolují menší výkon. Na 

některých pracovištích se provádí i lymfadenektomie. Před operací je nutné spirometrické 

vyšetření. Je možné též provést laserovou metastazektomii. K lokalizaci metastáz slouží 

předoperační CT a samotné vyhledání je nejcitlivější pomocí hmatu během operace. 

Přístup k operaci je možný z thorakotomie, sternotomie či videothorakoskopicky. 

Miniinvazivní přístup usnadňuje další metastazektomie s odstupem, pokud se objeví nová 

ložiska [80, 44 s. 387-389]. 

 

Chirurgická léčba peritoneální karcinózy 

 

Kombinací chirurgické a onkologické léčby je peritonektomie s hypertermickou 

intraperitoneální chemoterapií (HIPEC). Prováděná léčba spočívá v radikálním 

chirurgickém výkonu např. resekcí rekta či pravostranné hemikolektomii s následnou 

omentektomií a peritonektomií. Výkon je završen uzavřenou či otevřenou HIPEC. Po 

cytoreduktivním výkonu je uzavřená peritoneální dutina proplachována po dobu jedné 

hodiny zahřátým chemoterapeutikem. Po dimisi pacienti podstupují systémovou 

chemoterapii. Přínosem léčby je prodloužené přežití, u kolorektálního karcinomu je 

pětileté přežití po kompletním cytoreduktivním výkonu a HIPEC 30–40 %, což i přes 

relativně vyšší pooperační morbiditu (34 %) představuje přínos pro prognózu pacientů, 

kteří by jinak mohli podstoupit pouze paliativní systémovou léčbu [81, 82]. Dosažené 

výsledky jsou podmíněny resekabilním nálezem, dobrým celkovým stavem pacienta 

(Karnovsky Index vyšší než 75 %), žádným nebo minimálním postižením tenkého střeva 

a absencí mimobřišních metastáz. Peritonektomii a HIPEC je také možné indikovat jako 

paliativní proceduru k zastavení tvorby ascitu. HIPEC je však metodou, která má nejširší 

užití u gynekologických malignit a pacienti s KRCa podstoupivší HIPEC tvoří menšinu 

[83]. 
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4.8.2 Paliativní léčebné výkony 

 

Paliativní výkony pro KRCa provádíme z důvodu poruch pasáže, z důvodů 

krvácení či perforace střeva, kdy z lokálních či celkových důvodů není možná 

onkochirurgicky radikální operace. Může se jednat o operace elektivní i akutní. Paliativní 

operace lze rozdělit na paliativní (malé) resekce, provedení střevního bypassu a na založení 

derivační stomie. Další možnost, jak zachovat průchodnost GIT při tumoru rekta, je 

zavedení stentů. 

Stomie: Dle lokalizace se dělí na ileostomie, transversostomie a sigmoideostomie. 

Zakládají se orálně od tumoru jako odlehčovací. Stomie můžeme dále rozdělit dle 

provedení na terminální a axiální. V paliaci se nejčastěji užívají axiální stomie, kdy 

nedochází ke vzniku uzavřeného prostoru ve střevě a odvodné raménko funguje jako 

mukózní píštěl. U ileostomie je dále nutno zajistit, aby její okraj prominoval nad kůži, jen 

tak je možné zabránit poleptání kůže obsahem ilea. Další možností, byť dnes již 

neužívanou, je cékostomie [45 s. 317, 46 s. 292]. 

Střevní bypassy: Jedná se o obejití tumoru vytvořením side to side anastomózy. Při 

neodstranitelném obturujícím tumoru na pravém tračníku provádíme 

ileotranversoanastomózu, v případě lokalizace v levém tračníku provádíme 

transversosigmoideoanastomózu [46]. 

Zavedení stentu do rekta a rektosigmatu je indikováno jako paliativní výkon při 

neresekabilním tumoru rekta a rektosigmatu u pacientů, u kterých by bylo založení stomie 

v celkové anestezii vysoce rizikové. Stent lze s výhodou použít i u pacientů s poruchou 

pasáže a těch, kteří by profitovali z neoadjuvantní onkologické léčby. Další možností 

indikace k založení stentu je odmítnutí stomie pacientem nebo technické překážky k jejímu 

vyvedení a následné péči o ni. Stent lze zavést nejvýše do rektosigmatu a nejníže nad linea 

dentata. Při vysoké poloze by došlo k dislokaci stentu a možnému poranění střeva, při 

nízké poloze pod linea dentata by pacient trpěl bolestmi a inkontinencí. K publikovaným 

komplikacím patří perforace rekta, dislokace a obstrukce stentu. Alternativou ke stentáži je 

metoda laserové fotokoagulace, koagulace argonovou plasmou a bipolární koagulace. 

Nevýhodou těchto metod je jejich krátkodobý účinek [84, 85]. 
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4.8.3 Onkologická léčba 

 

Onkologickou léčbu kolorektálního karcinomu můžeme rozdělit dle načasování 

a terapeutického cíle na neoadjuvantní, adjuvantní a paliativní. 

Neoadjuvantní terapie má za úkol umožnit radikální chirurgický výkon po 

restagingu nebo umožnit v případě karcinomu rekta sfinkter šetřící výkon (NSABP R03 

studie, [86]). U karcinomu rekta byl u neoadjuvantní radioterapie prokázán přínos pro 

prodloužení doby do lokální recidivy onemocnění (Swedish Rectal Cancer Trial, EORTC), 

vliv na prodloužení celkového přežití nebyl prokázán ve shodě napříč provedenými 

studiemi [87]. 

Adjuvantní terapie je onkologická léčba po radikálním chirurgickém zákroku za 

účelem snížení rizika recidivy. Předpokládaným efektem léčby je eliminace 

mikrometastáz. 

Paliativní terapie se podává již bez očekávání kurabilního účinku, jejím účelem je 

zlepšení kvality života a prodloužení celkové doby přežití. 

Dle modality terapie lze rozlišit onkologickou léčbu na radioterapii, chemoterapii a 

biologickou léčbu. 

 

Chemoterapeutika 

 

Nejčastěji používaná chemoterapeutika v léčbě KRCa jsou 5-fluorouracil a jeho 

perorálně podávaný prekurzor Capecitabin, dále Irinotekan a Oxaliplatina. Tato 

chemoterapeutika jsou podávána v monoterapii či v kombinaci a v různých režimech, a to 

v bolusu či kontinuálně. 

5-fluorouracil je nejdéle používané chemoterapeutikum, jedná se o analog citidinu. 

Metabolizuje se v játrech. Vzhledem ke krátkému biologickému poločasu (10–25 min) má 

vyšší účinnost kontinuální podání. Účinnost léčby lze zvýšit podáním leukovorinu 

(kyseliny listové). K nežádoucím účinkům 5-fluorouracilu patří zvracení, trombopenie, 

kardiotoxicita, stomatitida a průjmy [88 s. 550-551]. 

Capecitabin (Xeloda) je perorální forma fungující jako prekurzor 5-fluorouracilu. 

Capecitabin je metabolizován v játrech. Výhodou je kromě perorální aplikace i nižší 

hematologická toxicita [88 s. 550-551]. 
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Irinotecan (Campto) účinkuje inhibicí topoizomerázy I. Je synergický 

s 5˗fluorouracilem a cisplatinou. Tento přípravek nepodléhá mnohočetné rezistenci. Mezi 

nežádoucí účinky patří průjmy a myelotoxicita [88 s. 554]. 

Oxalilplatina (Eloxatin) je interkalační chemoterapeutikum působící synergicky 

s 5­fluorouracilem. Nežádoucí účinky jsou průjem a neuropatie [88 s. 554]. 

Raltitrexed (Tomudex) je inhibitorem thymidilátsyntázy. K nežádoucím účinkům 

patří febrilní neutropenie. Tento přípravek je v ČR registrován pro léčbu v monoterapii [3]. 

 

Biologická léčba 

 

K relativně nové modalitě léčby malignit patří tzv. biologická léčba. Jedná se 

většinou o monoklonální protilátky proti molekulám, které jsou specifické pro nádorové 

buňky. Biologická léčba se pro léčbu KRCa užívá v paliaci [3, 88 s. 554]. Kromě 

regorafenibu v monoterapii jsou monoklonální protilátky aplikovány s chemoterapeutiky. 

Dalšími zástupci biologické léčby jsou Bevacizumab, Cetuximab, Panitumumab, 

Ramucirumab a Aflibercept. 

Cetuximab (Erbitux) je lékem druhé volby pro léčbu kolorektálního karcinomu, 

jedná se o monoklonální protilátku, která se kompetitivně váže na receptor epidermálního 

růstového faktoru. Léčba je neúčinná u pacientů s přítomností mutovaného K-RAS. 

K negativním prediktivním faktorům patří i mutace PI3K (přítomna v 10–30 % KRCa). 

K nežádoucím účinkům patří kožní reakce a alergická reakce [13 s. 169]. 

Bevacizumab (Avastin) je monoklonální protilátka, účinkuje na základě inhibice 

neoangiogeneze blokováním endoteliálního růstového faktoru. K nežádoucím účinkům 

patří nejčastěji tromboembolie, hypertenze, proteinurie a krvácení [13 s. 169]. 

Ramucirumab (Cyramza) je rekombinantní protilátka proti 

vascular endotelial growth factor receptor 2 (VEGFR-2), účinnost byla prokázána ve studii 

RAISE III, kde byly srovnávány kohorty pacientů s metastatickým KRCa. U všech 

pacientů bylo podáváno FOLFIRI, u experimentální kohorty též Ramucirumab [89]. Mezi 

nežádoucími účinky jsou neutropenie, hypertenze a trombocytopenie [13 s. 171]. 

Aflibercept (Zaltrap) je fúzní protein receptoru proti epidermal growth factor 

receptor (EGFR) a  Fc fragment IgG1. Jeho účinnost se prokázala ve III. fázi studie 

VELOUR [90], kde v aplikaci v druhé linii spolu s FOLFIRI signifikantně prodloužila 
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celkové přežití u experimentální kohorty. Nežádoucí účinky jsou podobné jako u 

Bevacizumabu [13 s. 170]. 

Ve stádiu klinických studií je protilátka proti PD-1 Pembrolizumab s prokázaným 

účinkem u pacientů s MSI-H KRCa [13 s. 172]. 

 

Radioterapie 

 

Terapie ionizačním zářením je součástí komplexní léčby rekta a rektosigmatu. Vyšší 

etáže nejsou indikovány k ozáření vzhledem k mobilitě a riziku ozáření tenkého střeva. 

Dalším důvodem pro ozáření rekta a rektosigmatu je snížení rizika výskytu lokální 

recidivy. V neoadjuvantním režimu má radioterapie za cíl umožnit resekabilitu či zajistit 

podmínky pro svěrač zachovávající výkon. K nevýhodám předoperačního ozáření patří 

zpoždění chirurgického kurativního zákroku. Z nevýhod je uváděno pomalejší hojení 

operační rány. Z tohoto důvodu je operace načasována 4–6 týdnů po ukončení radioterapie. 

U pooperační radioterapie je nevýhodou vyšší toxicita, svoji roli hraje i vyšší riziko ozáření 

tenkého střeva, jehož kličky se i přes peritonealizaci rány mohou dostat do malé pánve. 

U neoadjuvantního ozáření po dobu 4,5–5 týdnů do dávky 45 Gy. V akcelerovaném režimu 

je aplikována dávka 25 Gy v 5 dnech s operačním výkonem do 72 hodin. U pooperační 

terapie se aplikuje pouze standardní frakcionace v celkové dávce 46–50 Gy v průběhu pěti 

týdnů [91]. 

 

4.8.4 Terapeutická schémata 

 

Indikační kritéria pro onkologickou léčbu jsou uvedena pro klinická stadia dle 

UICC. Tato stadia vycházejí z TNM klasifikace. V roce 2016 je platné 7. vydání TNM 

klasifikace pro KRC z roku 2009 [2]. Tato klasifikace také může poskytnout údaje o 

prognóze, napomáhá sledovat a srovnávat výsledky léčby mezi léčebnými centry. Pro 

KRCa je TNM klasifikace uvedena v tab. 3. 
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T - primární nádor 

TX - primární nádor nelze hodnotit 

T0 - bez zn. primárního tumoru 

Tis - karcinom in situ 

T1 - nádor postihuje submukózu 

T2 - nádor postihuje tunica muscularis propria 

T3 - nádor postihuje subserózu nebo neperitonealizované perikolické či perirektální 

tkáně 

T4 - nádor prorůstá peritoneum nebo postihuje jiné orgány 

T4a - nádor prorůstá na viscerální peritoneum 

T4b - nádor přímo postihuje jiné struktury 

Poznámka: U vícečetných nádorů se k jakémukoliv T doplňuje označení (m) 

 

N - regionální mízní uzliny 

NX - regionální mízní uzliny nelze hodnotit 

N0 - regionální mízní uzliny bez metastáz 

N1 - metastázy v 1-3 regionálních mízních uzlinách  

N1a - postižení 1 uzliny 

N1b - postižení 2-3 uzlin 

N1c - přítomnost ložiska tzv. satelitu v subserózní nebo neperitonealizované 

perikolické či perirektální tkáni bez metastázy regionálních uzlin   

N2 - metastázy ve více než 3 regionálních mízních uzlinách 

N2a - metastázy ve 4-6 regionálních mízních uzlinách 

N2b - metastázy v 7 a více regionálních mízních uzlinách 

 

M - vzdálené metastázy 

MX - vzdálené metastázy nelze hodnotit 

M0 - bez vzdálených metastáz 

M1 - vzdálené metastázy 

M1a - metastázy omezené na jeden orgán 

M1b - metastázy ve více než jednom orgánu 

 

Tab. 3. TNM klasifikace KRCa [3] 
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Indikace chemoterapie a radioterapie u karcinomu kolon a rekta se řídí klinickým 

stadiem a únosností onkologické léčby pro pacienta. 

 

Stadium UICC 0 (Tis, N0, M0) pouze lokální excize nebo polypektomie do zdravé 

tkáně bez adjuvantní chemoterapie. 

Stadium UICC I (T1-2, N0, M0) radikální chirurgický výkon bez adjuvantní 

chemoterapie. 

Stadium UICC IIa (T3, N0, M0) U karcinomu kolon bez dalších negativních 

prognostických faktorů pouze radikální operace bez adjuvantní chemoterapie. U karcinomu 

rekta je na základě endorektální ultrasonografie nebo magnetické rezonance pánve 

indikována neoadjuvantní chemoterapie s bolusovým nebo kontinuálním podáním 

5-fluorouracilu nebo Capecitabinem s konkomitantním ozářením pánve s cílem zvýšení 

šance na sfinkter šetřící výkon. 

Stadium UICC IIb (T3, N0, M0 s negativními prognostickými faktory a T4, N0, 

M0) po radikálním chirurgickém výkonu následuje adjuvantní chemoterapie a radioterapie. 

Pokud je zvažována adjuvantní chemoterapie FUFA (5-FU+leukovorin) v UICC II stadiu, 

je vhodné molekulární vyšetření mikrosatelitní nestability, resp. MMR v nádorové tkáni. 

Indikace neoadjuvance u karcinomu rekta se řídí stejnými pravidly jako u stadia UICC IIa. 

Mezi negativní prognostické faktory definující skupinu high risk pacientů k indikaci 

adjuvantní chemoterapie patří neznámé resekční okraje, obstrukce, perforace střeva 

nádorem, špatná diferenciace nádoru, mucinózní složka, nedostatečný počet vyšetřených 

lymfatických uzlin (podmínkou pro přesný patologický staging je vyšetření nejméně 12 

lymfatických uzlin). Lymfatická nebo vaskulární nebo perineurální invaze [3]. 

Stadium UICC III (T1-4, N1-2, M0) Po radikálním chirurgickém výkonu 

následuje adjuvantní chemoterapie, u rekta doplněná radioterapií. U karcinomu rekta je na 

základě endorektální ultrasonografie nebo magnetické rezonance pánve indikována 

neoadjuvantní chemoterapie s bolusovým nebo kontinuálním podáním 5-fluorouracilu 

nebo Capecitabinem s konkomitantním ozářením pánve s cílem zvýšení šance na sfinkter 

šetřící výkon. Schéma pooperačního sledování je zobrazeno v tab. 4. 
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Tab. 4. Tabulka shrnující adjuvantní systémovou léčbu karcinomu kolon [3] 

 

UICC IV (jakékoliv TN a M1) Strategie léčby pacientů se synchronními 

metastázemi kolorektálního karcinomu se odvíjí od resekability vzdálených metastáz a 

primárního tumoru. 

U primárně operabilního nálezu je možné v jedné době operovat origo i metastázy. 

Nebo nejdříve odoperovat primární tumor a v druhé době metastázy. Je možný též přístup 

tzv. liver first [92]. Pokud je zvolen dvoudobý výkon, je v mezidobí podávána systémová 

chemoterapie, přičemž po operaci metastáz následují další série onkologické léčby [48]. 

U neresakabilního nálezu ve stadiu UICC IV je indikovaná systémová paliativní 

chemoterapie, po které následuje restaging ke zhodnocení resekability. Paliativní léčbu, 

která vede k resekabilitě tumoru, označujeme jako konverzní [93]. 

V paliativní chemoterapii se užívá monoterapie či kombinace chemoterapeutik. 

Odpověď na léčbu se hodnotí po 2–3 měsících na základě (response evaluation criteria in 
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solid tumors) RECIST kritérií. RECIST kritéria hodnotí součet průměrů lézí na CT (max. 

5 lézí na orgán, celkově max. 10 lézí). O kompletní remisi hovoříme, pokud dojde k zániku 

lézí v průběhu onemocnění. Za parciální regresi je označováno zmenšení sledovaných lézí 

o 30 % s potvrzením stavu po měsíci. Progrese nemoci je definována nárůstem o 20 % 

nebo vznikem nových metastáz. Stav stabilní nemoci se pohybuje mezi parciální regresí 

a progresí [94]. Pokud onemocnění neprogreduje, je možné pokračovat v první linii léčby. 

 

4.8.4 Dispenzarizace 

 

Pooperační dlouhodobé sledování má za cíl časně odhalit recidivu po radikální 

operaci, protože až 80 % recidiv je diagnostikováno v prvních dvou letech po ukončení 

léčby [58 s. 561-562]. První dva roky po operaci je po třech měsících prováděno klinické 

vyšetření a stanovení nádorových markerů CEA, C 19-9, v dalších třech letech se interval 

prodlužuje na šest měsíců. CT vyšetření hrudníku, břicha a pánve je prováděno jednou 

ročně první tři roky. Kolonoskopie je provedena jeden rok po operaci a pak v intervalu tři 

až pět let [58 s. 561-562]. 
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5. Imunitní interakce KRCa 

 

5.1 Imunobiologie KRCa 

 

První, kdo popsal vztah mezi nádorem a zánětlivou odpovědí, byl v r. 1863 

Virchow, který zaznamenal lymforetikulární infiltráty v nádorech a vyslovil hypotézu, že 

chronický zánět může přispívat k rozvoji nádoru [44 s. 59]. Roli imunity v obraně proti 

nádorovému onemocnění zmiňuje i Ehrlich [95]. Úlohu zánětu v karcinogenezi prokazují 

studie, které nalezly korelaci mezi užíváním nesteroidních antiflogistik a nižší incidencí 

malignit [96, 97]. Tu část imunitní odpovědi, která vede k potlačení vzniku malignity, 

popsal Burnet v teorii, v níž tvrdil: „Fyziologickou funkcí imunitního systému je schopnost 

rozpoznat a následně zlikvidovat pro organismus nebezpečné buňky, mezi takové patří 

samozřejmě buňky podílející se na vzniku malignit“ [98]. Uvedenou teorii potvrzují 

experimenty na imunodeficientních myších [99] a např. vznik Kaposiho sarkomu u 

pacientů s AIDS a transplantovaných pacientů s imunosupresivní léčbou [100]. Z 

uvedeného vyplývá, že role imunitní odpovědi na malignitu a její vznik není jednoznačná. 

Imunitní odpověď může zcela zničit transformovanou buňku a může také pozastavit růst 

tumoru. V některých případech ale imunitní reakce také podporuje progresi malignity. 

Z těchto důvodů byla Burnetova hypotéza doplněna a přeformulována jako imunoeditační 

teorie. 

Progresi nádorového onemocnění z hlediska intervence imunitního systému lze 

shrnout do tří kroků. Jedná se o eliminaci, rovnováhu a únik (Elemination, Equilibrium, 

Escape) [101]. Ve fázi eliminace, která přibližně odpovídá původní Burnetově hypotéze, je 

plně funkční imunitní dohled (imunosurveillance) nad nádorovými buňkami. Fáze 

rovnováhy je obdobím, kdy se nádor vyrovnává s imunitní odpovědí a kdy dochází ke 

změně imunofenotypu nádorových buňek a imunomodulaci ve smyslu potlačení 

cytotoxické reakce zprostředované Th1 lymfocyty. Uvedené změny vedou k poslední fázi, 

k úniku. V tomto stupni dochází k progresi onemocnění [102 s. 3]. 
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Eliminace 

 

Během raných fází maligní transformace dochází k neregulované proliferaci, která 

vede k uvolňování prozánětlivých citokinů (interleukin IL-2, IL-12, IL-15, interferon 

gamma - IFNγ), což vede k aktivaci buněk vrozené imunity. IFNγ a IL-12 aktivují Th1 

(T pomocné „ helpers“ lymfocyty) imunitní odpověď. Odpověď nespecifické imunity 

zajišťují přirození zabíječi (NK – natural killers) a makrofágy. Nádorové buňky jsou 

zabíjeny NK buňkami a fagocytovány makrofágy. Reakce imunity navazuje fagocytózou 

mrtvých nádorových buněk dendritickými buňkami (Dendritic cells – DC), které po 

maturaci migrují do lymfatických uzlin. V lymfatických uzlinách DC prezentují nádorové 

antigeny na major histocompatibility complex (MHC) molekulách I. třídy cytotoxickým 

lymfocytům a navozují tak specifickou imunitní odpověď. 

Aby mohl imunitní systém reagovat na nádor, musí ho nejprve rozpoznat na 

základě fenotypu buňky, který se mění během tzv. buněčné transformace. Během 

transformace dochází ke změnám genové exprese a metabolických drah [103]. Mezi 

důležité změny fenotypu patří snížená tvorba MHC I molekul [104] či tvorba aberantních 

sacharidů nebo tumor specifických antigenů (tumor specific antigens – TSA) a antigenů 

spojených s tumorem (tumor asociated antigens – TAA). Imunitní odpověď může také 

vyvolat exprese stresových proteinů (např. CEA, MHC E či MUC1) [44 s. 58]. 

 

Rovnováha 

 

Tzv. eqilibrium se týká již vytvořeného nádoru, kdy nedochází k progresi a invazi. 

Jedná se například o stavy po radikální operaci, kdy předpokládáme existenci minimální 

reziduální nemoci s nádorovými buňkami v tzv. dormantním stavu. V této fázi jsou klíčové 

IFNγ sensitivní buňky [105]. Rovnovážný stav také nastává v případě, že imunogenicita 

tumoru a imunitní odpověď je vyrovnávána s proliferační aktivitou nádorových buněk 

[106, s. 34]. Přibližně 30 % pacientů s KRCa UICC I a II (bez postižení lymfatických 

uzlin) recidivuje a zůstává otázkou, co je příčinou a jak tyto pacienty identifikovat [107]. 

Faktorem, který může hrát roli v recidivě, je imunitní odpověď. Galon prokázal, že typ, 

denzita a lokalizace imunitních buněk vzhledem k tumoru má signifikantní vliv na 

prognózu pacientů s KRCa [7]. 
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Únik 

 

K časným histologickým známkam úniku nádorových buněk z imunitního dozoru 

patří mikroembolizace nádorovými buňkami (venous emboli – VE), invaze v lymfatických 

cévách (lymphatic invasion – LI a perineurální infitrace – PI). Uvedené histopatologické 

parametry korelují s kratším bezpříznakovým přežitím (DFI – desease free survival) a 

dobou celkového přežití (OS – overall survival) [102 s. 4]. Na základě provedených studií 

lze postulovat, že koordinovaná imunitní reakce zahrnující například cytotoxické 

lymfocyty zabraňuje úniku metastatických buněk krevními a lymfatickými cévami 

[102 s. 4]. 

Expanze nádoru vyvolává tlak na okolní tkáň a účinkuje parakrinně pomocí 

cytokinů a růstových faktorů na lokální homeostázu [44 s. 58]. V tomto mikroprostředí se 

vyskytují i imunokompetentní buňky, jejichž modulovaná činnost může paradoxně 

podpořit progresi nádoru [44 s. 59]. Prostředí chronického zánětu může kromě podpory 

proliferace nádorových buněk též inhibovat funkci efektorových cytotoxických 

T lymfocytů. V tomto konkrétním příkladu je to zprostředkováno parakrinním působením 

IL-23 [108]. Růstové faktory a cytokiny aktivované v solidních tumorech mohou působit 

jako negativní prognostické faktory. Jedná se o TNFα (tumor necrosis factor alpha), IL-6 a 

TGFβ (transformimh growth factor β), IL-17, IL-23, FGF (fibroblast growth factor) 

[102 s. 25]. 

Stěžejní trio parakrinních působků pro udržení mikroprostředí chronického zánětu 

s imunitní reakcí typu Th2 je TNFα, IL-6 a TGFβ [102 s. 25]. Popsaný proces, při kterém 

dojde ke snížené imunogenicitě tumoru a podpoře nádorového růstu imunitní odpovědí, se 

nazývá imunoediting [7]. 
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5.2 Nespecifická imunita 

 

Nespecifická neboli neadaptivní imunita představuje soubor mechanismů buněčné 

a humorální imunitní odpovědi, která je založená na rozpoznání společných, 

nespecifických, chemických struktur cizorodých mikroorganismů. Jedná se o evolučně 

starší typ imunity, který vyniká vysokou rychlostí odpovědi. Odpověď není ovlivněná 

předchozím setkáním s patogenem. Nespecifická imunita má složku humorální 

a buněčnou. Některé buňky nespecifického imunitního systému mají schopnost 

fagocytovat a prezentovat antigeny lymfocytům. Tvoří tak podmínku funkce adaptivní 

imunity [109 s 24-25]. 

Do humorální složky patří komplementový systém, interferony lektiny a jiné sérové 

proteiny. Detailní rozbor humorální složky nespecifické imunity není součástí dizertační 

práce. Do celulární složky patří buňky s původem v myeloidní řadě hematopoetických 

buněk kostní dřeně, jedná se o monocyty a granulocyty. Monocyty přecházejí z cirkulace 

do tkání, kde se z nich stávají makrofágy nebo DC. Granulocyty se dělí do tří linií: 

neutrofily, eozinofily a bazofily. Formou bazofilních granulocytů v tkáních jsou mastocyty. 

Buňky z lymfoidní řady zahrnuté do nespecifické imunity jsou přirození 

zabíječi˗NK buňky [109 s. 47, 110]. 

 

5.2.1 Přirození zabíječi 

 

Přirození zabíječi mají nezastupitelnou úlohu ve vrozené, ale i ve specifické 

imunitě [111]. Vynikají schopností rozlišit a zničit infikovanou buňku či buňku maligně 

transformovanou. NK buňky nepotřebují k lýze postižených buněk předchozí stimulaci 

[112]. Jejich další úlohou je podpora diferenciace B a T lymfocytů a maturace DC [111]. 

V lymfatických uzlinách představují 1–5 % mononukleárů a ve slezině tvoří 7–50 % 

mononukleárů. Fenotyp NK buněk (CD56
dim

, CD16
+
) ve slezině a v krvi je totožný, což 

ukazuje na jejich cirkulaci červenou pulpou sleziny. V krvi představují NK buňky do 2 % 

ze všech lymfocytů [113]. 

NK buňky vznikají pod vlivem DC a stromálních buněk v sekundárních 

lymfatických tkáních. Prekurzory NK buněk pocházejí z kostní dřeně [114]. Populací 

hematopoetických buněk, která dává vznik NK, je CD34
+
 CD45RA

+
 skupina buněk v 

sekundární lymfatické tkáni [115, 116]. Diferenciaci v kostní dřeni se nepodařilo prokázat 
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[112]. Nejprve vznikají tzv. pro-NK buňky, které jsou definovány jako CD34
+
 CD45RA

+
 

CD117
-
 CD94

-
 CD122

-
 [117]. Tyto buňky jsou inertní k IL-15. Dalším stadiem vývoje NK 

buněk je forma s CD 122
+
 (IL2/15Rβ) a CD117 (c-Kit) označovaná jako pre-NK buňky, 

které již reagují na IL-15. Tento interelukin je pro funkci NK klíčový. Následnou stimulací 

IL-2 a IL-15 dojde k diferenciaci v tzv. nezralé NK [118]. Zralá NK buňka je 

charakterizovaná expresí receptoru CD94 (NKG2A) a přítomností CD56 a CD16 a absencí 

TCR [119]. Dalším markerem, který se vyskytuje na povrchu NK buněk, je CD57. 

Molekuly CD56 a CD57 jsou součástí metodiky této práce, a proto bude uvedena 

v následujícím textu jejich charakteristika. 

Schéma vývoje NK buněk je představeno v obr. 2. Ačkoli zralé NK buňky jsou 

v sekundárních lymfocytech ze všech svých vývojových stadií zastoupeny v 90 %, 

v cirkulaci převládají nezralá stadia a maturované NK jsou ve výrazné menšině (cca 10 %). 

Předpokládá se, že tyto zralé NK buňky jsou hlavním producentem IFNγ. Zralé buňky jsou 

schopné usmrtit buňku pomocí perforinů a granzymu B [109 s. 156]. 

 

Molekula CD56 

 

CD56 neboli NCAM (Neural cells adhesion molecules) je membránový 

glykoprotein, který plní funkci adhezivní molekuly. Existuje mnoho izoform v závislosti na 

alternativním splicingu a posttranslačních modifikacích. CD56 je exprimován kromě 

zralých NK buněk hlavně na neuronech, astrocytech a oligodendrocytech [120]. Dále je 

exprimován v četných tkáních během embryonálního vývoje a na buňkách karcinomu rekta 

[121]. Zralé NK buňky jsou sice pozitivní na CD56, avšak na základě průtokové 

cytometrie se podle míry pozitivity dají semikvantitativně rozdělit na subpopulace (bright, 

mid, dim, negative). V imunologii je na základě imunohistochemického značení CD56 a 

CD16 (FcγRIIIA – receptor pro Fc fragment imunoglobulinu) rozlišeno v periferní krvi 5 

skupin NK buněk: CD56
bright

 CD16
-
, CD56

bright
 CD16

dim
, CD56

dim 
CD16

-
, CD56

dim 

CD16
bright

, CD56
dim 

CD16
bright

, CD 56
- 
CD16

bright
.  Míra CD16 pozitivity odráží schopnost 

protilátkami zprostředkované imunitní odpovědi. U NK buněk nacházíme na základě 

semikvantitativního hodnocení CD56 pozitivity dvě hlavní skupiny – CD 56
bright  

a
 
CD 56 

mid
. Vztah mezi těmito dvěma skupinami NK buněk není přesně znám. Předpokládá se, že 

CD56 
bright 

 by mohl být prekurzorem CD56
dim 

[122]. 
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Obě skupiny exprimují jiné spektrum adhezivních molekul a receptorů na 

chemokiny, což ovlivňuje jejich migrační preference. CD56
bright 

NK buňky cestují do 

sekundárních lymfatických orgánů, zatímco CD56
dim

 NK buňky migrují do místa akutní 

zánětlivé odpovědi [123]. CD56
bright 

NK buňky produkují oproti CD56
dim

 větší množství 

cytokinů. Týká se to hlavně IFNγ, u něhož je tento rozdíl 20–30krát větší [124]. CD56
dim 

NK buňky mají větší cytotoxickou aktivitu, což potvrzuje vyšší obsah cytolytických 

granulí, gramzymu a perforinů [125]. CD56
dim 

NK buňky na rozdíl od CD56
bright

 exprimují 

CD57 [123]. Schéma vývoje NK buněk je zpracováno na obr. 2. CD56 je exprimován na 

povrchu buněk karcinomu rekta, je také asociován s vyšším výskytem lokální rekurence a 

perineurální invazí [121]. 

 

 

 

Obr 2. Vznik a maturace NK buněk [112] 
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Molekula CD57 

 

Jedná se o galaktozylgalaktozylxylozylprotein 3 beta glukuronozyltransferázu 1 

nazývaný též Human natural killer 1 (HNK1) nebo LEU7. Bylo prokázáno, že CD57 je 

exprimován u maturovaných NK. Na CD 8
+
 lymfocytech a na buňkách pocházejících 

z neurální rýhy. Na neuronech má funkci adhezivní molekuly. U T lymfocytů se objevuje 

po dlouhodobé antigenní stimulaci přechod z fenotypu CD28
+
 CD57

-
 na CD28

-
 CD57

+ 
. 

Jedná se o lymfocyty s nízkým proliferačním potenciálem a vysokou cytotoxickou 

aktivitou. Tyto lymfocyty exprimují inhibiční receptory typické pro NK. Přítomnost CD57 

u CD8
+
 T lymfocytů je znakem vysoce diferencované oligoklonální subpopulace v rámci 

chronické antigenní stimulace [126]. V případě NK buněk se jedná o marker maturace. 

Jedná se o NK buňky s vysokým cytotoxickým potenciálem, avšak se sníženou citlivostí k 

cytokinům a redukovanou možností proliferace. CD57
+
 NK vznikají irreverzibilně z 

CD56
dim 

CD57
- 
buněk. Tato maturace je spojena s fenotypickými změnami. Mají nižší 

proliferační odpověď na stimulaci IL-2 a IL-15 a produkují také méně IFNγ [127]. Exprese 

CD57 představuje u NK buňky krok k vyšší cytotoxické aktivitě, větší citlivost ke spuštění 

protilátkami zprostředkované, ale i nespecifické cytotoxické reakci [128]. Souhrně lze říct, 

že CD57 pozitivita u buněk imunitního systému je markerem vysokého cytotoxického 

potenciálu. 

 

Aktivace NK buňky a její funkce v protinádorové imunitě 

 

Aktivace NK buněk je zajištěna několika mechanismy. Můžeme je rozdělit na 

protilátkách závislou (antibody dependent celular cytotoxity – ADCC) a na nespecifickou, 

na protilátkách nezávislou cytotoxicitu [109 s. 155-156]. Do nespecifické (vrozené) části 

imunitní reakce patří aktivace na základě snížení exprese MHC I na povrchu 

transformovaných buněk. Schopnost rozeznání buněk se sníženou expresí MHC I je dána 

inhibičními receptory NK buněk, jejichž ligandem je MHC I. Do této skupiny patří killer 

cell immunoglobulin-like receptors (KIRs) a CD94/NKG2A [111, 129]. Další možností 

aktivace NK buněk bez potřeby protilátek je detekce známek buněčného stresu, což je 

zajištěno receptorem NKG2D. Do stejné skupiny patří receptor NKp30, který reaguje na 

zvýšenou expresi ligandu B7-H6. Tato molekula je ve zvýšené míře exprimována při 
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poškození DNA [129]. NK buňky jsou také schopny bez označení imunoglubulinem 

rozeznat a napadnout virem infikované buňky [130]. 

NK buňka dokáže účinkovat cytotoxicky i na základě protilátkami zprostředkované 

imunitní reakce. ADCC je zajištěna aktivací NK buňky pomocí FcγRIIIA (CD16) 

receptoru při opsonizaci cílové buňky protilátkami IgG typu. Ligandem pro FcγRIIIA je Fc 

fragment imunoglobulinu [131, 132]. Soubor aktivačních receptorů NK buněk u lidí i myší 

je označen na obr. 3. 

NK buňky produkují mnoho prozánětlivých i protizánětlivých cytokinů, jako IFNγ, 

TNFα, IL-3, IL-10, a růstových faktorů, jako granulocyte macrophage colony-stimulating 

factor (GM-CSF) a granulocyte colony stimulating factor (G-CSF). NK buňky také 

produkují mnoho chemokinů včetně CCL2, CCL3, CCL4, CCL5, XCL1 (lymfotaktin) a 

CXCL8 (IL-8) [133]. Uvedené chemokiny přitahují DC do místa probíhajícího zánětu. NK 

buňky přímo stimulují naivní T lymfocyty v lymfatických uzlinách produkcí IFNγ a 

nepřímo přes dendritické antigen prezentující buňky [131]. 

Smrt cílové buňky je zajištěna dvěma cestami. Jedná se o smrt zprostředkovanou 

aktivací receptorů buněčné smrti a zabití granzymy a perforiny v granulích NK buňky. 

Receptory, které donutí buňku k apoptóze, jsou Fas a TRAIL receptory [134]. Použití 

lytických enzymů v granulích je typické pro ničení buněk infikovaných nebo maligně 

transformovaných [135]. Publikované studie navrhují roli NK buněk v rozeznávání a 

usmrcení nádorových kmenových buněk, konkrétně u glioblastomu [136] a melanomu 

[137]. Nádorové kmenové buňky představují malou populaci buněk v nádorové mase. Tyto 

buňky jsou zodpovědné za recidivu tumoru po cytoreduktivní terapii [138]. 
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Obr. 3. Přehled aktivačních a inhibičních receptorů spolu s receptory pro cytokiny 

a chemotaktickými adhezivními receptory na NK buňce [131] 

 

Mechanismy rezistence tumoru k NK buňkám 

 

Nádorové buňky mohou vyvinout různé únikové mechanismy, jak se vyhnout zabití 

NK buňkami. Duležitou roli má ligandem indukovaná down regulace. Ligand může být 

vypuštěn z povrchu nádorové buňky či předán trogocytózou [139, 140]. K těmto 

inhibičním molekulám patří HLA-G na povrchu nádorové buňky. Za fyziologických 

podmínek je přítomná HLA-G na buňkách imunoprivilegovaných tkání jako je placenta 

[141]. Metastázy KRCa, jejichž origo má vysokou denzitu HLA-G, jsou paradoxně bez 

exprese HLA-G [142]. 

Dalším mechanismem snížení aktivity NK buněk je chronická aktivace receptorů 

NKG2, která vede k jeho down regulaci. TGFβ a prostaglandin E2 (PGE2) tvořené 

v nádorovém stromatu snižují expresi NKp30, NKp44 a NKG2D u NK buněk, což vede 

ke snížení cytotoxicity a produkce cytokinů NK buňkou [136, 143]. U melanomu byla 

prokázána zvýšená exprese genu pro indolamin 2,3 dioxygenázu, která přispívá k navození 
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imunotolerance NK buňkami [144]. Dalším faktorem snižujícím účinnost funkce NK 

buněk je hypoxie v tumoru, která signifikantně oslabuje jejich nespecifickou cytotoxicitu. 

Zachovává však jejich schopnost usmrtit imunoglobuliny označenou buňku v rámci 

protilátkami zprostředkované cytotoxicity, hypoxie totiž neovlivňuje expresi FcgRIII NK 

buněk [138]. Na účinnost NK buněk může ukázat i jejich pozice vůči tumoru. NK buňky, 

které se nacházejí ve stromatu a nejsou v kontaktu s nádorovými buňkami, jsou anergní 

[145, 146]. 

 

Vztah NK buněk ke KRCa 

 

Pozitivní vliv na prognózu pacientů s KRCa byl u NK poprvé prokázán ve 

španělské studii Cocou [147], kdy množství CD57
+ 

buněk v nádorové tkáni pozitivně 

korelovalo s celkovým přežitím u pacientů po radikální operaci pro karcinom kolon bez 

adjuvantní terapie. Ve studii Menona byl prokázán pozitivní vliv na bezpříznakové přežití u 

KRCa s přítomností CD56
+
 a CD57

+
 NK buněk [5]. Italská studie z roku 2015 neprokázala 

vliv NK (CD57
+
, CD56

+
) na prognózu pacientů s KRCa [148]. Odhalila však jako 

pozitivní prognostický faktor společnou infiltraci T lymfocytů CD8
+ 

a NK buněk. Tato 

kombinace měla signifikantně největší vliv na celkové přežití oproti tumorům, které byly 

infiltrovány buď samotnými CD8
+
 lymfocyty, nebo NK buňkami bez CD8

+
 lymfocytů. 

Marechal studoval počty CD56
+
 buněk v KRCa pacientů ve stadiu IV UICC s postižením 

lymfatických uzlin. Tito pacienti podstoupili chemoterapii s cetuximabem nebo bez 

cetuximabu. NK buňky se ukázaly jako pozitivní prognostický faktor celkového přežití. 

Ze skupiny léčené cetuximabem pozitivně koreloval počet NK buněk v KRCa s časem do 

progrese onemocnění [149]. V práci Golubové bylo prokázáno, že NK buňky se vyskytují 

v menších počtech v parenchymu jater postižených metastázemi oproti játrům bez metastáz 

[150]. Fenotypová analýza aktivačních receptorů u NK buněk z periferní krve u pacientů 

s KRCa ukázala, že exprese těchto receptorů byla snížena oproti zdravým kontrolám. 

Dalším zjištěním bylo, že snížený podíl NK buněk s přítomným NKG2D a s perforinem je 

asociován s vysokým gradem tumoru [151]. Gharogozloo prokázal, že pacienti 

s generalizovaným KRCa mají v periferní krvi signifikantně nižší množství NKG2D
+
 NK 

buněk, stejně tak byla snížená i exprese NKG2D mRNA v jaderných buňkách periferní 

krve [152]. Ve studiích Sandela a Halami, do kterých bylo zahrnuto 88 a 122 pacientů, se 

infiltrace tumoru NK buňkami neukázala jako prognostický faktor KRCa [145, 153]. 



54 
 

Existuje však řada studií s opačnýnm vyzněním. Liška publikoval práci, kde byla infiltrace 

CD57
+ 

 nezávislým pozitivním prognostickým faktorem pro DFI i OS po radikální 

chirurgické léčbě KRCa [154]. Obdobně i Chaput prokázal, že infiltrace KRCa CD57
+
 

buňkami je pozitivní prognostický faktor pro celkové přežití po radikální operaci KRCa u 

pacientů ve stadiu UICC II a III [155]. Uvedené výsledky neukazují jednoznačnou roli NK 

buněk u KRCa. Zcela určitě není jejich vliv determinován pouze jejich přítomností 

v tumoru, ale i jejich funkčním stavem, pozicí vůči nádorové tkáni a schopností kooperovat 

s ostatními složkami imunity. 

 

5.2.2 Makrofágy 

 

Charakteristika makrofágů 

 

Makrofágy jsou tkáňovou formou monocytů. Monocyty obíhají v krvi a do 

infikovaných či poškozených tkání se dostávají poté, co se zachytí na povrchu 

endoteliálních buněk a projdou diapedézou přes endotel do mezibuněčného prostoru. 

V tkáni se aktivně pohybují proti koncentračnímu gradientu chemokinů k místu zánětu. 

Adheze monocytů na endotel je zprostředkována interakcí dvou molekul. Na cévní stěně se 

jedná o vascullar cell adhesion molecule (VCAM) a na monocytech jsou to β1 integriny. 

Chemokiny atrahující monocyty jsou macrophage infalmatory protein 1 a 2 (MIP-1α, 

MIP˗1β), CCL2 a CCL5, fragmenty C3a a C5a komplementu, leukotrien B4 (LTB4), 

platelet activated factor a některé chemotaktické peptidy pocházející z bakteriálních 

proteinů. Pohyb v mezibuněčném prostoru je zajištěn sekrecí hydrolytických enzymů.  

K rozeznání patogenu slouží lektinové receptory, které se vážou na bakteriální 

glykoproteiny a polysacharidy. Nejdůležitějšími jsou mannozový a galaktózový receptor. 

K dalším receptorům, které se vážou na evolučně konzervativní struktury patogenů, patří 

TLR (toll like receptor). Makrofágy jsou schopné rozeznat apoptotickou buňku pomocí 

scavengerových receptorů, které rozeznávají anionické fosfolipidy. Makrofágy také reagují 

na částice opsonizované imunoglobuliny za pomoci Fc receptorů. K opsoninům patří 

kromě imunoglobulinů také lektiny vázající fibronektin, fibrinogen a proteiny ze skupiny 

tzv. pentraxinu – C-reaktivní protein a sérový amyloid P. Pohlcené částice jsou umístěné ve 

fagozomech uvnitř makrofágu. Fagozomy splynou s lysozomy obsahujícími defenziny 

a hydrolytické enzymy, které spolu s nízkým pH destruují obsah fagozomů. Aktivace 
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NADPH – oxidázy vede k tvorbě kyslíkových radikálů, které mají destruktivní účinek na 

biopolymery. Další baktericidní látkou produkovanou makrofágy je oxid dusnatý (NO). 

Baktericidní látky produkované makrofágy a ostatními fagocyty (neutrofilní a eozinofilní 

granulocyty, monocyty) se nemusejí selektivně uplatnit pouze na infikovanou buňku či cizí 

patogen. V takovém případě dojde k poškození okolní tkáně. Imunosupresivní účinek 

kyslíkových radikálů částečně vysvětluje, proč je chronický zánět včetně Crohnovy 

choroby či ulcerózní kolitidy prekancerózou. Makrofágy působí také jako antigen 

prezentující buňky, což určuje jejich vztah ke specifické imunitní odpovědi [109 s. 39-43]. 

 

Vztah makrofágů ke KRCa 

 

Studie publikovaná roku 2000 postulovala hypotézu, že produkce zánětlivých 

cytokinů makrofágy v invazivním okraji KRCa způsobuje vyšší produkci angiogeninu 

nádorovými buňkami. Angiogenin stimuluje neoangiogenezi a umožňuje progresi nádoru. 

Pozitivní korelace mezi počty makrofágů a expresí angiogeninu nádorovými buňkami tuto 

hypotézu podpořila. Exprese angiogeninu pozitivně korelovala s vývojem kapilár, 

s uzlinovými a jaterními metastázemi a s pokročilostí nádoru [156]. Práce z roku 2002 tyto 

závěry nepotvrdila, neboť množství makrofágů ve stromatu tumoru či v invazivním okraji 

nekorelovalo s hustotou kapilár [157]. Práce z roku 2005 prokázala korelaci mezi 

makrofágy a mastocyty infiltrujícími tumor a delším celkovým přežitím u pacientů s KRCa 

[158]. Pozitivní vliv makrofágů v invazivním okraji na bezpříznakové přežití po radikální 

operaci pro KRCa prokázal Imano, zde byl též prokázán negativní vliv osteponinu v centru 

tumoru na výskyt metachronních jaterních metastáz [159]. Ve studii zaměřené na pacienty 

s KRCa po radikální operaci s metastatickým postižením regionálních lymfatických uzlin 

se prokázal pozitivní efekt makrofágů na prognózu [160]. Rozdělení makrofágů 

v invazivním okraji dle fenotypu na M1 a M2 neukázalo rozdíl v jejich vlivu na prognózu 

KRCa. M1 jsou značené na syntázu oxidu dusnatého a M2 makrofágy jsou značené na 

scavenger receptor CD163. Oba dva typy měly pozitivní vliv na prognózu po radikální 

léčbě KRCa. Jednalo se o dosti robustní studii se 452 pacienty s definovaným MSI a CIMP 

statutem. Množství tumor asociovaných makrofágů nekorelovalo s genetickým podkladem 

onemocnění [161]. V rozporu s uvedenými výsledky byl prokázán negativní vliv M2 

makrofágů na prognózu KRCa ve studii Herrery [162]. Použití poměru tumor 

asociovaných makrofágů dle barvení na CD68 a na CLEVER-1/Stabilin-1 ukázalo, že ve 
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stadiu KRCa UICC IV vyšší množství regulačních M2 makrofágů peritumorálně a 

intratumorálně pozitivně korelovalo s delším OS. Vysoký poměr CD68/CLEVER 1 

pozitivně koreloval s delším bezpříznakovým přežitím po radikální chirurgické léčbě. 

CD68 je považovaný za univerzální marker makrofágů, CLEVER-1/Stabilin-1 je 

markerem regulačních makrofágů [163]. Jako pozitivní prognostický faktor KRCa se 

CD68
+ 

tumor asociované makrofágy potvrdily i v dalších publikacích 

[155, 164, 165, 166, 167]. V roce 2013 bylo publikováno zjištění, že přítomnost CD169 

(sialoadhesin) pozitivních makrofágů v regionálních uzlinách po resekci střeva pro KRCa 

pozitivně koreluje s prognózou KRCa. Byl též prokázán kontakt makrofágů s CD8 

lymfocyty v lymfatických uzlinách [168]. 

 

5.2.3 Granulocyty 

 

Typy granulocytů a jejich charakteristika 

 

Granulocyty se svým původem a funkcí řadí k fagocytům a dále se rozlišují na 

neutrofily, eozinofily, bazofily a mastocyty. Neutrofily se liší od makrofágů a DC tím, že 

neexprimují MHC II, a nemohou proto fungovat jako antigen prezentující buňky 

[109 s. 33-47]. Za fyziologických podmínek se většina granulocytů zdržuje v cirkulaci a 

kostní dřeni a až v průběhu zánětu tyto imunocyty vycestovávají k místu probíhající 

inflamace. V periferní krvi představují neutrofily 60–70 %. 

Funkce eozinofilů spočívá v obraně proti mnohobuněčným parazitům. Eozinofily 

tvoří 1–3 % jaderných buněk v periferní krvi. 

Bazofily jsou nejméně početně zastoupenou skupinou, která tvoří méně než 2 % 

z imunocytů v periferní krvi. Jsou považovány za cirkulující formu mastocytů – žírných 

buněk. Zůstavá však otázkou, jestli jsou jejich prekurzorem. Bazofilní granula obsahují 

histamin a serotonin a podílejí se na protiparazitární obraně. 

Mastocyty patří morfologicky mezi granulocyty. Podílejí se produkcí biogenních 

aminů (serotonin, histamin) na vypuzení parazitů. V případě systémového účinku 

mastocyty vyplavených látek se jedná o anafylaxi v rámci alergické reakce. Recentní studie 

ukázaly, že mastocyty mohou fungovat i jako antigen prezentující buňky a hrají 

nezastupitelnou roli ve fyziologii sliznic a pojiva [109 s. 45]. 
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Vztah granulocytů ke KRCa 

 

Neutrofily se objevily ve studii navrhující skórovací prognostický systém 

u inoperabilního KRCa, kde figurovaly mezi dalšími faktory doby OS. Vysoká hodnota 

zlomku neutrofily/lymfocyty v periferní krvi byla prokázána jako negativní prognostický 

faktor [169, 170, 171]. 

Eozinofyly peritumorálně a intratumorálně byly prokázany jako pozitivní 

prognostický faktor DFI a OS u KRCa [172]. Počet neutrofilů infiltrující tumor značené na 

myeloperoxidázu se též ukázaly asociované s nízkými klinickými stadii (UICC I a II) a 

také jako pozitivní prognostický faktor DFI a OS u KRCa [173]. Mastocyty byly na myším 

experimentálním modelu odhaleny jako buňky podporující progresi karcinomu kolon 

[174]. 

  

5.2.4 Dendritické buňky 

 

Dendritické buňky jsou nejvýkonnější antigen prezentující buňky a představují 

most mezi nespecifickou a specifickou imunitou. Recentní imunologické práce zaobírající 

se DC rozlišují dvě subpopulace; jedná se o myelodní a plazocytoidní DC. 

 

Myeloidní DC 

 

V cirkulaci a tkáních nacházíme zralé a nezralé DC, uvedený stav má podstatný 

vliv na funkci buňky. DC se vyvíjejí z monocytů, které přechází z cirkulace do tkání. 

Nezralé buňky se v těle typicky nacházejí na rozhraní organismu a vnějšího prostředí. 

V kůži, respiračním epitelu a mukóze GIT tvoří 1–2 % celkového počtu buněk. Jak už 

napovídá název buněk, DC mají výběžky. Ve sliznici je též aktivně nastavují do lumen 

skrze mezibuněčné prostory a vychytávají antigeny z potravy. Cestování nezralých DC do 

sekundárních lymfatických orgánů je řízeno chemokiny (CCL-19, CCL-21). Zralé DC jsou 

vybaveny chemokinovým receptorem CCR7. Nematurované DC fagocytují fragmenty 

odumřelých buněk a molekuly rozpuštěné v extracelulární tekutině cestou do lymfatických 

uzlin. Části tohoto materiálu vystavují na MHC na svém povrchu, čímž naplňují svoji 

funkci antigen prezentujících buněk. Pokud se DC nesetká se signály prozrazujícími 

patogen či nekrózu okolních buněk, přetrvává v nematurovaném stavu. V případě setkání 
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nezralé DC s antigenně specifickým naivním T lymfocytem se T lymfocyt inaktivuje či 

diferencuje v regulační T lymfocyt. Maturované DC exprimují zvýšené množství MHC 

a kostimulačních molekul CD80 a CD86. Tyto zralé buňky také produkují kombinaci 

interleukinů a faktorů, které stimulují k proliferaci a k diferenciaci efektorové T lymfocyty 

(jedná se o IL-1, IL-6, IL-12 a TNFα). Bez maturovaných DC nelze aktivovat naivní 

T lymfocyty. Život maturované DC trvá cca 2 až 3 dny, další přísun DC do místa zánětu je 

zajištěn z prekurzorů z kostní dřeně [109 s. 43-44]. 

 

Plazmocytoidní DC 

 

Plazmocytoidní DC jsou diferencovatelné na základě experese receptoru pro IL-3 

(CD123). Plazmocytoidní DC exprimují TLR 7 a 9, které reagují na přítomnost virových 

RNA a DNA. Tyto buňky po stimulaci přes TLR produkují IFNγ, aktivují kromě T 

lymfocytů i NK a NKT (Naturall killer T cells) lymfocyty [109 s. 43-44]. 

 

Vztah DC ke KRCa 

 

V KRCa jsou maturované DC distribuovány kromě okolní tkáně také v invazivním 

okraji společně s T lymfocyty. Bylo prokázáno, že absence buněk pozitivních na barvení 

MHC II je asociována s kratším celkovým přežitím. Je ovšem otázkou, zda se jednalo 

o zralé DC [175]. Kito potvrdil, že množství CD83
+ 

metastázu
 
infiltrujících buněk 

negativně koreluje s délkou tzv. doubling time u jaterních metastáz KRCa (doubling time – 

čas, za který se dvakrát zvětší velikost metastázy) [176]. Liškova práce z roku 2012 

nepotvrdila význam tumor infiltrujících DC jako prognostického faktoru po radikální 

operaci KRCa [154]. Kocián prokázal, že mutace kodonu 13 v genu K-RAS je asociována 

s infiltrací tumoru nezralými DC (CD1a
+
) a skupinou pacientů, kteří po dobu sledování 

neprodělali recidivu [177]. Práce Golubové ukázala dendritické buňky jako pozitivní 

prognostický faktor KRCa [178], stejně jako studie Vayrynenova [179]. 
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5.2.5 Serinové proteázy cytolytických granul a inhibitory proteáz 

 

Granzym B a jeho funkce 

 

Granzym je člen serinových proteáz, které jsou uskladněny v cytotoxických 

granulích. U člověka známe pět typů granzymů, A, B, H, K a M. Nejprostudovanějším je 

granzym B, který byl objeven v polovině osmdesátých let dvacáteho století. Jedná se 

o serinovou proteázu velikosti 32kDa, která se podobá enzymu chemotripsinu. Granzym 

lyzuje protein v místě aminokyselinového řetězce připojeného k aspartátu [180]. 

Původně se předpokládalo, že granzym B je produkován pouze NK buňkami a 

T lymfocyty. Za určitých podmínek provázejících zánět může být granzym B exprimován u 

CD4
+ 

lymfocytů, mastocytů, makrofágů, neutronů, bazofilů, DC a regulačních lymfocytů. 

Z neimunitních buněk mohou produkovat granzym B buňky hladkého svalstva, 

chondrocyty, keratinocyty, pneumocyty II. typu, Sertoliho buňky, primární spermatocyty, 

buňky granulózy a syncitiální buňky trofoblastu [181]. Exprese granzymu je regulována na 

transkripční i translační úrovni mnoha faktory, z nichž mnohé jsou zároveň aktivačními 

faktory buněk produkujících granzym B. U NKT buněk a T lymfocytů se jedná o prostředí 

bohaté na určité cytokiny spolu s přítomností CD4
+
 helperů a regulačních lymfocytů [182]. 

Ke zvýšení produkce granzymu B dochází i u aktivovaných DC [183]. Posttranskripční 

regulace granzymu B se skládá z několika mechanismů. Mezi takové patří syntéza 

granzymu B v Golgiho aparátu jako pro-enzymu, který je aktivován další proteolýzou. 

Tento produkt je označem receptorem manóza 6 fosfát (MPR) a je transportován do granul. 

Již uskladněný enzym v granulích je aktivován proteolýzou s odštěpením N terminálního 

dipeptidu cathepsinem C. Aktivovaný granzym B je umístěn na serglicinu, což je 

chondroitin sulfátový proteoglykan. Vazba na serglicinu a nízké pH v granulích zajišťuje 

nízkou aktivitu granzymu [182]. Aktivované granzymy jsou dopravené k cílové buňce 

pomocí imunologické synapse po rychlé depolarizaci lytických granulí. Synapse slouží 

jako vývod pro transport lytických granul do cytoplazmy cílové buňky [184]. Pohyb granul 

je daný cytoskeletonem z mikrotubul a probíhá směrem k cílové buňce. K proniknutí 

granzymu přes cytoplazmatickou membránu cílové buňky slouží perforin [185]. 

Perforin je enzym strukturou podobný komplementu C9. Recentní modely funkce 

tohoto proteinu ukazují, že zajišťuje ve vazbě na MPR indukci endocytózy komplexu 

perforin – MPR - granzym [186]. Perforin také zajišťuje uvolnění granzymu z endosomu 
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cílové buňky do cytoplasmy, kde proteolytická aktivita granzymu vede ke fragmentaci 

DNA a k apoptóze. Specifickým inhibitorem granzymu B je serpin B9 [180]. 

 

Inhibitor granzymu B serpin B9 

 

Serpin B9 je jediný známý humánní endogenní inhibitor granzymu B. Jeho 

fyziologická funkce je ochrana proti vylití obsahu lytických granulí. Dosud je prokázaná 

jeho produkce u endoteliálních buněk, buněk hladké svaloviny cév a u hepatocytů. Dále 

byla zaznamenána zvýšená produkce v imunoprivilegovaných buňkách, jako v trofoblastu, 

Sertoliho buňkách, v buňkách granulózy a v oční čočce. Zde je jeho předpokládaná funkce 

obrana proti cytotoxické imunitě [134]. 

 

5.3 Specifická imunitní reakce 

 

Hlavní funkcí specifické neboli adaptivní imunity je rozpoznání nejrůznějších 

antigenních struktur. Tuto schopnost umožňují antigenně specifické TCR (T-cell receptor) 

a BCR (B-cell receptor) na lymfocytech. T lymfocyty zajišťují cytotoxickou odpověď a 

B lymfocyty humorální část imunity neboli tvorbu protilátek. Obrovské množství variant 

(řádově 10
11

) zmíněných receptorů je dáno rekombinací genových segmentů V, D, J pro 

variabilní část řetězce imunoglobulinu. Dalším mechanismem diverzity je nepřesné spojení 

přeskupených genů za účasti terminální transferázy. Rozšířenou variabilitu imunoglobulinů 

IgM a IgD o IgG, IgA a IgE zajišťuje izotypový přesmyk v konstantní části težkých řetězců 

imunoglobulinu. K diverzitě přispívá též indukce somatických mutací pro těžké i lehké 

řetězce [109 s. 65]. Adaptivní imunitní odpověď je schopná reagovat na nový cizorodý 

antigen a zapamatovat si ho, přičemž budoucí imunitní odpověď je obvykle mnohem 

silnější [187]. 
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5.4 Buněčné elementy adaptivní imunity 

 

5.4.1 T lymfocyty – jejich klasifikace a vývoj 

 

T lymfocyty lze rozdělit dle několika kritérií. Podle typu TCR, který je složený 

z řetězců αβ nebo γδ, a podle exprese CD4 a CD8. Nejpočetnějším typem jsou T lymfocyty 

s TCR složeným z řetězců αβ. Tyto lymfocyty lze dále rozdělit na hlavní skupiny podle 

exprese koreceptorů CD4 a CD8. CD4 molekula je koreceptorem MHC II, CD8 je 

koreceptorem MHC I. Většina CD8
+
 lymfocytů jsou prekurzory cytotoxických lymfocytů 

nebo paměťových buněk. U CD4
+
 buněk se většinou jedná o prekurzory pomocných 

T lymfocytů (helpers T cells). Pomocné lymfocyty lze rozdělit dle spektra produkovaných 

cytokinů na dvě hlavní skupiny: Th1 a Th2. Th1 produkují hlavně IFNγ a IL-2 a tím 

podporují cytotoxickou reakci. Th2 prudukují hlavně IL-4, IL-5, IL-6 a IL-10, čímž 

stimulují B lymfocyty. Dalšími skupinami pomocných lymfocytů jsou Th0, Th3 a Th17. 

Toto dělení je však dosti zjednodušené a vychází hlavně ze studia myší adaptivní imunity 

[109 s. 139-152]. K CD4
+
 lymfocytům patří tvz. přirozené regulační nebo také supresorové 

T lymfocyty (T reg), které exprimují též CD25 a Forkhead box P3 (FoxP3). Za 

fyziologických podmínek potlačují autoimunitní reakci. Kromě T reg se vyskytují 

v periferních tkáních i tzv. indukované supresorové T lymfocyty. Zvláštním typem jsou 

intraepiteliální lymfocyty (Mucosa associated invariant T cell), které obsahují γδ TCR. 

T lymfocyty ve svém názvu evokují, že pocházejí z thymu. Jejich prekurzory zvané 

pro-thymocyty se do thymu dostávají z kostní dřeně. U dalšího vývojového stupně, 

tzv. časných thymocytů, se objevuje preTCR složený z β řetězce a CD3 komplexu. Buňky 

v brzlíku, které mají na svém povrchu definitivní TCR složený z CD3 a řetězců α a β, jsou 

označovány jako thymocyty. Tyto buňky jsou též vybaveny CD4 a CD8 koreceptory. V této 

fázi je eliminována skupina buněk s reaktivitou k tělu vlastním antigenům (negativní 

selekce). Dochází též k vyřazení nefunkčních thymocytů, které nedokážou rozeznat MHC 

(pozitivní selekce). Zralé lymfocyty putují do sekundárních lymfatických orgánů. Některé 

autoreaktivní thymocyty nepodléhají negativní selekci a jsou směřovány k vývoji 

v tzv. přirozené regulační T lymfocyty (nTreg) [109 s. 148-150]. 
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5.4.2 Efektorové a paměťové CD8
+
T lymfocyty 

 

Cytotoxické (efektorové) CD8
+
 T lymfocyty rozeznávají a ničí buňky infikované 

virem nebo stresem poškozené buňky. Jsou schopny rozeznat a usmrtit i nádorové buňky. 

Aktivace cytotoxického účinku je závislá na fyzickém mezibuněčném kontaktu TCR 

lymfocytu se specifickým antigenem na MHC I antigen prezentujících buňkách. 

Podmínkou je další přítomnost adhezivních a kostimulačních molekul (CD80, CD86, 

CD28L). Jako antigen prezentující buňky vystupují hlavně DC a makrofágy. Pokud by 

došlo pouze k vazbě mezi CD8 a MHC se specifickým antigenem bez kostimulace, 

T lymfocyt by to utlumilo. V opačném případě dochází ke stimulaci proliferace a vzniku 

klonu zralých efektorových cytotoxických T lymfocytů. K této aktivaci většinou dochází 

v lymfatických uzlinách [109 s. 136]. Uvedený proces je podporován Th1 lymfocyty, které 

stimulují prolyferaci klonu CD8
+ 

 lymfocytů pomocí IL-2. Funkce Th1 lymfocytů je 

zřejmě klíčová, protože se podílejí i na aktivaci DC na plně funkční antigen prezentující 

buňku, což je kromě produkce cytokinů zajištěno i kontaktem CD40L na Th lymfocytu s 

CD40 na povrchu DC. Po aktivaci CD40 dochází u DC k expresi kostimulačních molekul 

CD80 a CD86 a k sekreci IL-1 a IL-12. Uvedené cytokiny stimulují CD8
+
 cytotoxické 

buňky. Zralé CD8
+ 

buňky jsou unášeny z lymfatických uzlin do tkání, kde mohou působit 

ihned po kontaktu se specifickým anatigenem bez nutnosti dalšího kostimulačního signálu 

[109 s. 136]. 

 

Cytotoxické efektorové T lymfocyty využívají k ničení buněk tři mechanismy (obr. 4): 

 

1. Cytotoxická granula obsahující granzymy a perforiny. 

 

2. Stimulace CD95 (Fas receptor) pomocí Fas ligandu na efektorových T lymfocytech. 

Vazba Fas/Fas ligand vede k apoptóze. Tato interakce ovšem probíhá i opačně, neboť 

T lymfocyty exprimují Fas a buňky tkání Fas ligand. Tento "sebevražedný" proces je 

součástí regulace zánětlivé cytotoxické opovědi. 

 

3. Produkce lymfotoxinu TNFβ, který působí bez nutnosti přímého buněčného kontaktu 

a indukuje apoptózu prostřednictvím receptorů buněčné smrti. Působení lymfotoxinu není 
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ovšem tak cílené a při masivní aktivaci efektorových T lymfocytů může dojít ke škodám na 

zdravých buňkách okolní tkáně [109 s. 150-153]. 

 

 

Obr. 4. Mechanismy cytotoxického účinku efektorového T lymfocytu [109 s. 152] 

 

Paměťové T lymfocyty jsou částí populace diferencované po setkání s antigenem. 

Jejich úloha spočívá v sekundární (anamnestické odpovědi), která je mnohem rychlejší 

a efektivnější než primární imunitní odpověď. Tato imunitní paměť může trvat i mnoho let 

[109 s. 28]. V několika studiích byl opakovaně prokázán jejich vliv na prodloužené 

bezpříznakové přežití, což podporuje hypotézu o jejich funkci v potlačení rekurence KRCa 

po radikálním výkonu. Marker použitý pro paměťové T lymfocyty je CD45RO 

[7, 107, 188]. 

 

Mechanismy rezistence nádorů vůči cytotoxickým T lymfocytům 

 

Mechanismy rezistence tumorů vůči cytotoxické imunitě se dají rozdělit na tři typy: 

 

redukce imunogenicity nádorových buněk, 

exprese inhibičních molekul, 

imunosuprese zprostředkovaná mikroprostředím nádoru [189]. 

 

Redukce imunogenicity se odehrává na podkladě snížení exprese MHC I. K tomuto 

jevu dochází po mutaci genu B2M, který kóduje jednu podjednotku v heterodimeru 
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molekuly MHC I [190]. Ztráta MHC ovšem vede k aktivaci NK buněk. Některé studie 

týkající se jiných typů malignit než KRCa (karcinom prsu a melanom) ukázaly, že tumor 

infiltrující NK buňky mají sníženou cytotoxicitu oproti NK buňkám ve zdravé tkáni v okolí 

tumoru [144, 191]. 

K molekulám produkovaným tumorem s inhibičním účinkem na cytotoxické 

lymfocyty patří Programmed Death 1 (PD-1 ligand), který je produkován nádorovými 

buňkami. PD-1 je inhibiční receptor produkovaný více typy imunocytů včetně T lymfocytů 

[192]. K dalším solubilním působkům s imunosupresivním účinkem, které jsou 

proukovány nádorovými buňkami, patří TGFβ, IL-10, Galectin-1, PGE2 a vascular 

endotelial growth factor – A (VEGF-A) [189]. Dalšími inhibičními molekulami jsou Fas 

ligand, který se váže na Fas receptor lymfocytů. Vazba Fas ligandu na receptor vede 

k apoptóze T lymfocytu. Tento způsob vyžaduje přímý mezibuněčný kontakt [193]. 

Uvedený mechanismus byl prokázán i u KRCa, kde vyšší exprese mRNA Fas ligandu 

v nádoru korelovala s nižšími počty TIL [194]. KRCa je též schopen produkovat 

metionin ˗ enkefalin, u kterého byla prokázána imunosupresní funkce na T lymfocytech 

[195]. K imunosupresorovým látkám patří také B7H3, jedná se o protein produkovaný 

buňkami KRCa [196]. 

Do imunosuprese zprostředkované mikroprostředím nádoru lze zahrnout vliv 

hypoxie, interakci T lymfocytů s dalšími imunocyty, s fibroblasty a s extracelulární matrix. 

Imunocyty, které ovlivňují reaktivitu cytotoxických lymfocytů, jsou v první řadě 

DC a makrofágy jako antigen prezentující buňky a některé subpopulace B lymfocytů 

[189]. Kontakt s nedospělou DC a T lymfocytem vede k vytvoření imunotolerance 

k nádorovým buňkám. 

Hypoxie je obecně spjata s imunosupresí, přímo inhibuje odpověď T lymfocytů. 

Bylo prokázáno, že hypoxie inhibuje produkci IL-2 a IFNγ po aktivaci TCR T lymfocytu. 

Na myším modelu bylo ukázáno, jak exprese VEGF – A indukovaná hypoxií zvyšuje 

expresi molekul důležitých pro inhibici T lymfocytů (PD-L1, TIM-3, CTLA-4) [197]. 

K indukci apoptózy TIL během hypoxie je způsobena molekulou 

Endothelial monocyte activating polypeptide II, jak bylo prokázáno na in vitro modelu 

buněčné kultury KRCa s lymfocyty [198]. 

Fibroblasty ovlivňují imunitní odpověď T lymfocytů produkcí extracelulární 

matrix, která zabraňuje přesunu T lymfocytů z peritumorální oblasti a do centra tumoru 

[199]. V experimentu s transgenními myšmi bylo prokázano, že fibroblasty inhibují TNFα 
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a IFNγ zprostředkovanou imunitní odpověď [200]. Fibroblasty se podílejí i na inhibici 

maturace DC a produkují inhibiční ligand PD-L1 [201]. 

 

Vztah T lymfocytů ke KRCa 

 

Tumor infiltrující lymfocyty jsou rozeznatelné jako malé kulovité buňky pomocí 

barvení Hematoxilinem-Eosinem a patolog je schopen je odlišit od ostatních imunocytů 

jako neutrofily, eozinofily makrofágy či mastocyty. Jass prokázal, že infiltrace podél 

invazivního okraje nádoru je nezávislý prognostický faktor KRCa [202]. Ukázalo se, že 

kromě počtu TIL je podstatná i jejich lokalizace. Ropponen tento koncept potvrdil 

zjištěním, že semikvantitativní určení počtu TIL podél invazivního okraje negativně 

koreluje s klinickým stadiem KRCa a je pozitivní prognostický faktor pro OS a DFI [203]. 

Tyto výsledky byly doplněny o tzv. Crohn-like reakci, což je přítomnost lymfoidních 

agregátů naproti invazivnímu okraji. Crohn-like reakce se ukázala jako pozitivní nezávislý 

prognostický faktor [204]. Na základě pozorování CD8
+
 T lymfocytů u karcinomu žaludku 

asociovaným s Ebstein-Barrové virem byla provedena  imunohistochemická analýza TIL u 

KRCa [205]. Rozbory lokalizace a množství CD4
+
 a CD8

+
 ukázaly, že TIL v invazivním 

okraji jsou většinou CD4 a CD8 lymfocyty. Intraepiteliální lymfocyty jsou však hlavně 

CD8
+
 a představují nejsilnější pozitivní prognostický faktor celkového přežití. Naproti 

tomu CD8
+
 lymfocyty ve stromatu neprokázaly svoji prognostickou váhu [4, 5, 206, 207]. 

Měření provedené pomocí průtokové cytometrie, které nezohledňovalo lokalizaci TIL, 

prokázalo jako pozitivní prognostický faktor vysokou hodnotu poměru CD8/CD4 u TIL 

[208]. 

V práci Galona a Pagese z roku 2006 byly u 415 pacientů po radikální operaci 

KRCa imunohistochemicky značeny cytotoxické T lymfocyty na CD3, CD8 spolu 

s barvením na granzym B. U tumorů téže skupiny pacientů proběhlo označení 

T paměťových lymfocytů (CD45 RO). V potaz byly vzaty dvě lokalizace tumor 

infiltrujících lymfocytů: invazivní okraj a centrum nádoru [7]. 

Galon prokázal, že v rámci jednoho klinického stadia KRCa je signifikantním 

pozitivním prognostickým parametrem pro OS a DFI přítomnost tumor infiltrujících 

T cytotoxických a paměťových T lymfocytů. V kohortě 415 pacientů ve stadiu UICC I, II 

a III byly prokázány jako nezávislé nejsilnější prognostické faktory s nejvyšším rizikem 

recidivy T (invazivita nádoru), N (postižení lymfatických uzlin metastázemi KRCa) 
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a semikvantitativně určené počty buněk CD3
+ 

 v tumoru – TC
hi

/IM
hi

 vs TC
lo

/IM
lo                

(TC – tumor center, IM – invasive margin). Studie byla doplněna kvantifikací mRNA 

v 75 tumorech KRCa, v nichž bylo prokázáno, že zvýšená exprese genů Th1 imunitní 

odpovědi (geny kódující T-box transkripční faktor 21, interferon regulační faktor 1, IFNγ, 

CD3, CD8, granulysin a granzym B) pozitivně koreluje s lepší prognózou KRCa. V této 

studii bylo také prokázáno, že endovaskulární (VE) lymfatická (LI) a perineurální (PI) 

invaze mikrometastázemi (tzv. VELIPI) KRCa je negativním prognostickým faktorem. 

Bylo též prokázáno, že počet CD8
+
 zralých TIL negativně koreluje s VELIPI. Tyto 

výsledky vedli k zařazení tzv. immunoscore do klasifikačních chémat KRCa[7, 13 s. 174]. 

Kochova studie sledovala status aktivace TIL na základě jejich tří parametrů: 

CD8/CD4 poměr u TIL, známky cytotoxické aktivity a proliferační aktivitu CD8
+
 TIL. 

Imunohistochemické barvení odhalilo vyšší počty CD4
+
 Th lymfocytů v tumoru oproti 

zdravé sliznici a snížení poměru CD8/CD4 v tumoru oproti zdravé sliznici. Ve stejné studii 

bylo použito barvení na CD107a jako marker degranulace lymfocytu a bylo prokázáno, že 

v nádorové tkáni je pozitivita na barvení na tento marker signifikantně častější. Dále byla 

měřena proliferační aktivita T lymfocytů pomocí CD69. Navíc se ukázalo, že pacienti, 

u kterých byly detekovány v periferní krvi a v kostní dřeni T lymfocyty reagující zvýšenou 

expresí IFNγ na aktivaci tumor specifickými antigeny (např. MUC1), mají signifikantně 

zvýšené alepsoň dva ze tří sledovaných parametrů TIL (CD8/CD4, CD107a, CD69). Status 

aktivace TIL negativně koreloval s UICC stadiem KRCa [209].  

Hojo prokázal, že zvýšená exprese chemokinu CXCL 16, který atrahuje TIL, je 

asociována s lepší prognózou KRCa [210]. V práci obsahující 587 pacientů bylo zjištěno, 

že absence CD8
+ 

lymfocytů, zvýšená exprese uPA (ureaplasma plasminogen activator) a 

jeho receptoru v tumoru jsou nezávislými negativními prognostickými znaky KRCa [211]. 

Byl také prokázán pozitivní vliv přítomnosti TIL na odpověď k chemoterapii založené na 

5-FU [212]. Laghi prokázal na vzorcích KRCA 286 pacientů ve stadiu UICC III a IV, že 

přítomnost CD3
+
 lymfocytů v invazivním okraji je spojena s menším rizikem recidivy 

v podobě metachronních metastáz [213]. Ogino prokázal na obsáhlé studii, do níž bylo 

zařazeno 843 pacientů ve všech stadiích KRCa, že TIL (semikvantitativně hodnoceno) je 

pozitivní prognostický faktor celkového přežití bez ohledu na následující faktory: 

mikrosatelitní stabilita, CIMP, LINE˗1 hypermethylace, BRAF mutace a mutace P53. 

Ve studii byla hodnocena lokalizace TIL a pro statistickou analýzu byl vzat v potaz součet 

semikvantitativních hodnocení jednotlivých lokalizací [214]. 
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 Podobné výsledky publikovala Dahlin, v jejíž studii množství TIL pozitivně 

korelovalo s OS bez ohledu na status mikrosatelitů a CIMP. Zajímavé je, že se neprokázal 

rozdíl v TIL mezi pacienty s karcinomem rekta s neoadjuvantní radioterapií a bez ní [215]. 

Suzuki prokázal jako pozitivní prognostický faktor pro DFI i OS u KRCa poměr 

intratumorálních CD8/FoxP3 lymfocytů [216]. Belgická studie prokázala jako pozitvní 

prognostický faktor intraepiteliální infiltraci CD3
+
 a CD8

 +
 lymfocyty a stromální CD3

+ 

lymfocyty pro celkové přežití u pacientů s karcinomem kolon. Většina pacientů byla v 

klinickém stadiu UICC II a III. Imunohistochemické značení granzymu B se nepotvrdilo 

jako prognostický faktor OS nebo DFI [217].  

Při studiu s tumorem asociovaných lymfoidních nodulů u karcinomu rekta bylo 

prokázáno, že infiltrace těchto foliklů CD3
+
 lymfocyty je spojena s delším celkovým 

přežitím bez ohledu na klinické stadium karcinomu [218]. Simpson prokázal na studii 

zahrnující 462 pacientů, že intratumorální infiltrace T lymfocyty a exprese MHC I a 

STAT1 tumorem je pozitivní prognostický faktor KRCa [219]. Lee v jihokorejské studii 

provedl výzkum u pacientů ve stadiu UICC II a prokázal, že množství intraepiteliálních 

TIL značených na CD3
+
, CD45RO

+
, CD25

+
 a FOXP3

+
 pozitivně korelovalo s DFI. 

Signifikantním prognostickým faktorem pro OS i DFI byly vysoké hodnoty CD45RO+ ve 

stromatu [188]. Yasuda prokázal, že CD8
+
 TIL jsou pozitivním prediktivním faktorem pro 

chemoradioterapii karcinomu rekta [220]. Correale prokázal, že u pacientů s UICC IV je 

infiltrace primárního nádoru CD8
+ 

T lymfocyty s vysokou expresí chemokinového 

receptoru CCR7 pozitivním prognostickým faktorem celkového přežití [221].  

Metaanalýza, kterou v roce 2014 provedl Mei, zahrnovala třicet studií zaobírajících 

se TIL a KRCa. Šest z nich se zabývalo CD8
+ 

a shodně prokázalo pozitivní vliv na OS, 

pokud jsou tyto lymfocyty přítomny ve stromatu KRCa [5, 206, 207, 216, 217, 222]. Tato 

metaanalýza také ukázala, že sedm prací zabývajících se CD3
+
 se shodně vyjádřilo 

k pozitivnímu prognostickému vlivu CD3
+
 v invazivním okraji na OS a DFI [6].  

V roce 2015 byla publikována práce, v níž autoři skenovali imunofluorescenčně 

bezprostředně po resekci celé sety povrchových antigenů. Jednalo se o skupiny 

povrchových markerů KRCa (CD13, CD24, CD26, CD49d, CD138, CD166, CA125, 

CA19-9, EGFR, Galektin-4 a HLA-DR) a antigenů na povrchu T lymfocytů (CD10, 

CD11b, CD11c, CD25, CD31, CD95, CD151, CD181, Galektin-4, CA19-9 a 

trombospodin-1). Pokud se objevilo pozitivní barvení v rizikových kombinacích markerů, 

bylo možno se 79,2% pravděpodobností očekávat relaps onemocnění po radikální 
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chirurgické léčbě [223]. Studie z roku 2016 neprokázala korelaci mezi vysokým body mass 

indexem a množstvím TIL u KRCa [224]. 

 

5.4.3 Th Lymfocyty 

 

Jedná se o CD4
+ 

lymfocyty. Dosavadní studie v humánní medicíně zabývající se 

imunitní protinádorovou odpovědí identifikovaly Th1, Th2 a Th17 pomocné lymfocyty 

[225]. Za subpopulaci T pomocných lymfocytů lze považovat i T regulační lymfocyty, ty 

však jsou zpracovány zvlášť. O tom, zda se bude imunitní reakce ubírat směrem 

k cytotoxické reakci (Th1 zprostředkovaná reakce) nebo k pomoci B lymfocytům (Th2 

zprostředkovaná reakce), rozhodují koncentrace určitých interleukinů v okolí naivních 

prekurzorových CD4
+ 

T lymfocytů. IL-12 produkovaný makrofágy podporuje 

cytotoxickou rakci a IL-4 produkovaný mastocyty, basofily a infikovanými DC stimuluje 

proliferaci naivních T lymfocytů a jejich diferenciaci v Th2 lymfocyty. Na stimulaci Th2 

podporované reakce ve střevě se může podílet thymic stromal lymphopoetin produkovaný 

v mukóze, který směřuje DC k stimulaci Th2 reakce [109 s. 140-147]. Příklon k reakci 

orientované na Th2 lymfocyty byla např. pozorována v transformaci z intraepiteliální 

neoplázie v invazivní karcinom děložního čípku [226]. 

 

Molekula CD4 

 

Molekula CD4 je koreceptor TCR (CD3), který umožňuje vazbu TCR na antigen 

prezentovaný na MHC II. CD4 přímo interaguje s molekulou MHC II. 

CD4 je strukturně glykoprotein a nachází se nejvíce na Th lymfocytech, dále na 

přirozených (natural) regulačních T lymfocytech nT reg, monocytech, makrofázích a DC. 

Intracelulární doména CD4 amplifikuje signál vyslaný TCR [227]. 
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Th1 lymfocyty 

 

Pomocné Th1 lymfocyty udržují v chodu imunitní cytotoxickou reakci, která je 

kromě protinádorové reakce zaměřená hlavně na intracelulární parazity. Proto je základní 

úloha Th1 lymfocytů interakce s makrofágy a jejich aktivace. Pro aktivaci makrofágů jsou 

nezbytné cytokiny produkované Th1 lymfocyty. Navíc zde působí pozitivní zpětná vazba, 

neboť naivní T lymfocyt potřebuje parakrinní stimulaci aktivovanými makrofágy. 

Makrofág vystavuje na MHC II hydrolyzované fragmenty pohlcené nádorové buňky nebo 

intracelulárního parazita. Makrofág takto funguje jako APC. Th1 lymfocyt se specificky 

naváže na MHC II svojí TCR spolu s dalšími adhezivními molekulami. Například 

molekula ICAM na makrofágu se váže na integrin LFA-1, CD86 na makrofágu se váže na 

CD28 T lymfocytu (CD28 je též markerem zralosti T lymfocytu). Th1 lymfocyt je také 

stimulován parakrinně IL-12. Th1 lymfocyt, který rozezná makrofág prezentující 

specifický antigen, tak přijme soubor signálů k proliferaci a diferenciaci v efektorové Th1 

lymfocyty. Tímto způsobem dojde k vytvoření buněčného klonu Th1 lymfocytů, které 

reagují na stejný antigen. Aktivované Th1 lymfocyty produkují IFNγ, který zpětně 

stimuluje makrofágy k přechodu na aktivovanou formu. Efektorové Th1 lymfocyty také 

produkují IL-2, který působí jako autokrinní růstový faktor. Obecně lze říci, že Th1 

lymfocyty udržují lokální zánět po antigenně specifické aktivaci, a to hlavně produkcí 

IFNγ. Jak je zmíněno v kapitole o cytotoxických T lymfocytech, Th1 lymfocyty stimulují i 

DC a CD8
+ 

cytotoxické lymfocyty [109 s. 141-145]. K identifikaci Th1 lymfocytů se 

používá detekce exprese chemokinových receptorů CXCR3 a CCR5, které se nevyskytují 

na Th2 a Th17 lymfocytech. Dalším hojně používaným markerem je transkripční faktor 

TBX21, ten se však může vyskytovat i u Th17. Funkční charakteristikou, která ovšem pro 

Th1 lymfocyty není zcela specifická, je exprese IFNγ [228, 229, 230]. 

 

Th2 lymfocyty 

 

Základní úlohou Th2 buněk je antigenně specifická stimulace B lymfocytů 

v produkci protilátek. Th2 lymfocyt stimuluje B lymfocyt pomocí produkce IL-4, IL-5, 

IL˗6 a buněčným kontaktem za účasti adhezivních a stimulačních povrchových molekul 

Th2 lymfocytu (LFA-1, CD40L). Aby se Th2 lymfocyt stal efektorovou buňkou, je třeba, 

aby její prekurzor byl aktivován kontaktem s antigen prezentující buňkou, která vystavuje 
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na MHC II specifický antigen za účasti dalších kostimulačních signálů pomocí molekul 

CD80 a CD86 na povrchu antigen prezentující buňky (tou bývá DC). Takto aktivované 

prekurzory se klonálně dělí a diferencují v efektrové buňky. Imunitní reakce podporovaná 

interleukiny produkovanými Th2 směřuje hlavně proti extracelulárním parazitům a 

nepředpokládá se, že by byla účinná v protinádorové imunitě. Změna reakce z cytotoxické 

na podporu B lymfocytů může být součástí ztráty schopnosti účinně eliminovat nádorové 

buňky [109 s. 144-147]. 

Th2 lymfocyty mohou být v periferní krvi identifikovány na základě produkce IL-4, 

IL-5 a IL-13 po stimulaci. Jako marker povrchových receptorů je také používán CRTH2, 

CCR3 nebo CCR4. Populace definované expresí interleukinů a povrchových receptorů 

však nejsou totožné [228, 229, 230]. 

. 

Th17 lymfocyty 

 

Subpopulace Th17 je známá ve spojitosti s autoimunitními chorobami a má funkci 

v ochraně proti mykotickým infekcím. K identifikaci Th17 slouží CCR6
 
a CCR4. Dalším 

markerem je transkripční faktor RORγT a translační produkt RORγ (related orphan 

receptor γT). K identifikaci Th17 lymfocytů lze použít i značení na TCR, IL-17 a CD8 

negativitu [228, 229, 230]. 

 

Vztah Th lymfocytů ke KRCa 

 

Tosoliny prokázal, že Th1 lymfocyt jako TIL jsou pozitivním prognostickým 

faktorem, Th17 negativním prognostickým faktorem a Th2 nemají jednoznačnou roli 

v prognóze KRCa [231]. V japonské studii bylo u 199 pacientů zkoumáno absolutní 

množství a typ Th (Th1, Th2 a Th 17) a Treg lymfocytů bez ohledu na lokalizaci v KRCa. 

Do studie byli zařazeni pacienti ve stadiích II a III dle Japanese Classification of Colorectal 

Carcinoma. (Rozdíl oproti UICC je v podskupinách III. stadia, viz tab. 5.) Dále byl 

zkoumán poměr jednotlivých typů Th lymfocytů k celkovému počtu
 
TIL. Jediným 

prognosticky signifikantním parametrem byl vysoký poměr RORγ / TCR, který byl 

asociován s kratším celkovým přežitím a metastatickým postižením lymfatických uzlin 

[225]. 
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Li prokázal, že čím vyšší je klinické stadium KRCa, tím jsou vyšší počty Th17 

lymfocytů intratumorálně i peritumorálně. Vyšší stadia KRCa též korelovala s vyššími 

hladinami IL-6 v krvi [232]. U Th 17 lymfocytů se navíc ukázalo, že jsou atrahovány 

působky produkovanými KRCa a fibroblasty nádorového stromatu. Oním působkem byl 

chemokin (C-C motif) ligand 5 monocyte chemoatractant protein-1 [233]. Th lymfocyty 

byly též zahrnuty v mnoha studiích, kde figurují jako subpopulace CD4
+
 T lymfocytů, tyto 

studie jsou zmíněny v kapitole cytotoxické T lymfocyty a KRCa [208, 209]. 

 

 

Tab. 5. Rozdíly mezi UICC a Japanese classification of Coloretal Carcinoma týkající se III. 

stadia [234] 

 

5.4.4 Regulační T lymfocyty 

 

Jedná se o skupinu lymfocytů s imunosupresivním účinkem. V periferní krvi 

nejpočetněji zastoupenými a nejprostudovanějšími jsou tzv. přirozené T regulátorové či 

supresorové lymfocyty (nTreg). 

Uvedené nT reg představují 5–10 % CD4
+
 T lymfocytů v periferní krvi. Za 

fyziologických okolností udržují imunotoleranci vůči tělu vlastním buňkám. Také se 

podílejí na inhibici imunitní odpovědi proti komenzálním organismům. Jak již bylo 

uvedeno výše, existují dva typy Treg rozlišitelné dle svého původu. Dále existují 

indukované Treg (induced iTreg), které mají původ v Th lymfocytech. Ke změně fenotypu 
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těchto naivních Th lymfocytů je nezbytný TGFβ. K této indukci může dojít i po kontaktu 

s nezralými DC [102 s. 115]. Definice nTreg na základě antigenní výbavy T lymfocytů se 

postupem času měnila. Nejprve byl nTreg popisován jako CD4
+
 CD25

+
 lymfocyt. Tato 

populace však obsahovala také aktivované T lymfocyty [235]. Ukázalo se ale, že TCR
+
, 

CD4
+
, Foxp3

+
, CD127

lo 
(IL-7 receptor), CD25

-
 lymfocyty plní též úlohu Treg lymfocytů 

[236]. Miyara prokázal, že CD4
+
 T lymfocyty se supresorovou funkcí mají dva hlavní 

fenotypy: CD45RA
+ 

 Fox3p 
lo

 klidové (rasting) rTreg a aktivované (activated) aTreg 

CD45RA
- 
 Foxp3 

high
 lymfocyty. rTreg rychle proliferují a mění se v aTreg, které mají 

velmi krátkou životnost [237]. Aktuální definice Treg v krvi je TCR
+
CD4

+ 
Foxp3

+
CD127

lo 

[238]. Mezi další supresorové CD4 lymfocyty, které byly v minulosti objeveny, patří Th3 a 

Tr1 T lymfocyty. Th3 lymfocyty mají svoji úlohu ve střevní sliznici, kde tlumí imunitní 

reakci proti cizím antigenům ze stravy. Th3 lymfocyty produkují IL-10 a a TGFβ. Vznik 

lidských Tr1 lymfocytů byl prokázán in vitro, kdy z naivních CD4 T lymfocytů 

v přítomnosti CD45 a IL-27vznikly buňky s imunosupresorovou funkcí, jiné protokoly 

pracují s IL 10. Tr1 buňky neexprimují FoxP3 a dosud pro ně nebyl nalezen společný 

obecně přijatý marker [238]. Další populace T lymfocytů s imunosupresorovou funkcí 

nebyla odhalena v periferní krvi, ale v mikroprostředí malignity. Jedná se o CD8
+ 

regulační 

TIL. V práci Filaciho byla imunofluorescenčně prokázána infiltrace různých typů solidních 

tumorů včetně KRCa buňkami se schopností imunosuprese, které byly definovány jako 

CD8
+ 

CD28
-
 [239, 240]. Frisulo prokázal přítomnost CD8

+
 CD25

+
 FoxP3

+
 lymfocytů 

v periferní lidské krvi [241]. Chaput prokázal přítomnost imunosupresivních 

CD8
+ 

FoxP3
+ 

TIL u KRCa [242]. 

Inhibiční účinek Treg byl prokázán in vivo i in vitro na diferencované CD4
+ 

 

a CD 8
+
T

 
lymfocyty, NK buňky, NKT lymfocyty, makrofágy, DC a osteoklasty [243]. 

Imunosuprese je navozena třemi havními mechanismy: cytokiny a jinými solubilními 

působky, přímým mezibuněčným kontaktem a cytolýzou [244]. 

Mezi imunosupresivní cytokiny a faktory produkované T reg patří TGFβ, IL-10 

a IL-35 (člen rodiny IL-12) [245]. Treg lymfocyty produkují také adenosin a cyklický 

adenosin monofosfát. Adenosin je produkován při degradaci extracelulárního nukleotidu 

dvěma enzymy na povrchu Treg. Jedná se o CD39 a CD73, které jsou na povrchu 80 % 

Foxp3
+
 Treg buněk [246]. K imunosupresi přímým buněčným kontaktem Treg využívají 

povrchové molekuly jako CTLA-4, lymfocyte activation gen 3 (LAG-3) a Nrp–1. Např. 

LAG-3 je CD4 homolog, který po vazbě na MHC II na DC vede k potlačení její maturace a 
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omezení její imunostimulační kapacity. Dalším příkladem je interakce mezi již zmíněnou 

CTLA-4, CD80 a CD86 na povrchu DC, což vede u DC k produkci indoleamin 

2,3˗dioxygenázy (IDO). IDO reguluje metabolismus tryptofanu na tvorbu 

proapoptotických metabolitů, které vedou k supresi T efektorových lymfocytů [247]. 

V experimentu bylo také prokázáno, že Treg lymfocyty snižují expresi kostimulačních 

molekul CD80 a CD 86 u DC. Dosud není známo, zda tyto mechanismy hrají roli i při 

navození imunosuprese při nádorovém růstu. Třetí cesta imunomodulačního účinku je 

cytolýza, tato cesta je studována hlavně ma myších [102 s. 68]. U člověka bylo prokázano, 

že nTreg exprimují granzym A. Buněčná smrt cílové buňky je zprostředkována granyzmem 

A, perforinem a adhezí CD18 [246]. 

 

Molekula CD 25 

 

CD25 je α řetězec receptoru pro IL-2, tento receptor je transmembránový protein, 

který se vyskytuje na aktivovaných T lymfocytech, na Treg, aktivovaných B lymfocytech 

a na některých thymocytech a myelodoidních prekurzorech. Na oligodendrocytech se 

vyskytuje v heterodimeru jako vysokoafinní receptor pro IL-2. Podstatná část paměťových 

T lymfocytů také exprimuje CD25 [5, 248]. 

 

Molekula Forkhead box P3 (Foxp3) 

 

FoxP3 neboli scurfin je člen FOX proteinů. Jedná se o transkripční faktor, který 

se vyskytuje na přirozených a indukovaných Treg. Lidský FOXP3 gen je lokalizován na 

X chromozomu. Jeho mutace se u lidí projevuje jako X vázaná autoimunitní deregulace, 

polyendokrinopatie a enteropatie. Spontánní mutace tohoto genu u myší, která vede ke 

kožním změnám a u samců k časnému úmrtí, umožnila odhalení funkce tohoto genu. 

Protein Foxp3 je nezbytný pro funkci a fenotyp Treg. Foxp3 se používá jako marker Treg 

neboť je 90% shoda mezi přítomností CD4
+
, CD25

+
, CD127

lo 
 a expresí 

 
FoxP3 [249]. Na 

Tr1 se FoxP3 nevyskytuje a je přítomný pouze na některých Th3. U CD8
+ 

28
-
 Treg existují 

obě možnosti s i bez Foxp3 [250]. 
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Vztah Treg k progresi KRCa 

 

Předpokládá se, že zvýšené množství Treg (myšleno FoxP3 pozitivních buněk) 

znemožňuje efektivní odpověď proti nádorovým buňkám [251]. Samotné nádorové buňky 

KRCa produkují CCL5 (chemokinin s C-C motivem 5), kterým přitahují Treg pomocí 

vazby CCL5/CCR5 (CCR5 – receptor chemokininu) [252]. Ukázalo se, že suprese T 

lymfocyty je založena na specifické aktivaci Treg nádorovými antigeny. Ling prokázal, že 

u pacientů s KRCa je v periferní krvi a v nádorové tkáni signifikantně vyšší počet FoxP3 T 

lymfocytů oproti zdravým kontrolám (krev zdravého člověka a zdravá autologní sliznice 

kolon). Množství FoxP3 lymfocytů bylo vyšší v krvi i v tumoru u pacientů s vyšším 

stadiem KRCa dle UICC [253]. Terme prokázal, že zvýšené počty peritumorálních FoxP3 

pozitivních buněk byly spojeny s vyšším klinickým stadiem KRCa a kratším celkovým 

přežitím [254]. Dále bylo zjištěno, že u pacientů s KRCa je v periferní krvi vyšší množství 

FoxP3 lymfocytů oproti zdravým kontrolám. Počty nTreg se po operaci normalizují. Ve 

stejné studii byla zjišťována reaktivita CD4 lymfocytů na nádor specifické antigeny před 

operací CEA a BT4. Snížená reaktivita CC4 lymfocytů signifikantně pozitivně korelovala 

s recidivou do 12 měsíců [255]. Výsledky některých studií jsou však v rozporu a infiltrace 

nádoru FoxP3 lymfocyty u KRCA je u nich pozitivním prognostickým markerem. V roce 

2012 byla provedena metaanalýza zahrnující deset prací, z nichž šest neprokázalo vliv na 

prognózu, zatímco u zbývajících čtyř prací byl prokázán pozitivní prognostický vliv [256]. 

Novější práce z roku 2016, v níž studoval poměr FopP3 pozitivních buněk k CD3
+
 

pozitivním TIL, neprokázala vliv na prognózu KRCa a počty FoxP3 pozitivních TIL 

nekorelovaly s jiným klinickým či histopatologickým faktorem kromě vyššího výskytu 

tumoru v kolon oproti rektu [225]. Podobné stanovení úrovně imunitní odpovědi bylo 

zvoleno i ve studi Linga, kde byl prokázán pozitivní vliv na prognózu KRCA u pacientů s 

vysokým poměrem intratumorálních CD8
+
/FoxP3

+ 
[257]. 
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5.4.5 T lymfocyty s γδ řetězci 

 

Tyto lymfocyty rozeznávají jednoduché organické molekuly, např. aminy. 

T lymfocyty s γδ řetězci mají některé společné prvky s NK buňkami, jejich význam je 

nejspíše v imunitní reakci proti mykobakteriím [109 s. 139]. Subpopulací těchto lymfocytů 

jsou intraepiteliální lymfocyty MAIT, které disponují omezeným repertoárem TCR 

zaměřených na evolučně konzervativní, široce rozšířené antigeny. Dosud byla jejich 

přítomnost popsána v tumorech ledvin, mozku a kolorekta. Ve studii Corvaisera bylo 

ukázáno, že T lymfocyty s γδ řetězci TCR (T cell receptor) mají in vitro silnou 

cytotoxickou aktivitu proti buňkám KRCa [258, 259]. 

 

5.4.6 Natural Killer T buňky 

 

Natural Killer T lymfocyty (NKT) jsou jedinečnou populací buněk, která sdílí 

fenotypové rysy a některé funkce s NK buňkami a T lymfocyty. Představují spojení mezi 

nespecifickou a specifickou imunitou [260]. NKT buňky tvoří jen 0,01–2 % ze všech 

mononukleárů z periferní krve. Nejvíce se jich nachází v thymu, játrech a slezině. 

Minimum jich je však obsaženo v lymfatických uzlinách [261]. Na rozdíl od ostatních T 

lymfocytů, které rozeznávají antigen prezentovaný na MHC, jsou NKT buňky např. 

schopny rozeznat glykolipidové, fosfolipidové a nelipidové antigeny prezentované na 

CD1d (neklasická MHC-like molekula u antigen prezentujících buněk) [262]. NKT buňky 

po aktivaci časně produkují mnoho cytokinů, jako např. IFNγ, IL-4, IL-12, IL-13 a IL-17 

[263]. NKT buňky také stimulují produkci cytokinů jinými buňkami, např. produkci IL-12 

u DC. V tomto smyslu NKT buňky usměrňují imunitní odpověď cytotoxické reakce. NKT 

bunky jsou fenotypově i funkčně heterogenní skupina. Některé mají koreceptor CD4, jiné 

CD8, další nemají ani jeden z nich [109 s. 154]. Můžeme je však dle funkce rozdělit na 

NKT lymfocyty I. a II. typu [264 s. 15]). 

 

NKT I buňky 

 

NKT I buňky exprimují semivariantní TCR α řetezec -V α 24Jα18. NKT I buňky 

mají obvykle povrchové markery jako CD44, CD69 a CD161 (NK1.1). Vzhledem k tomu, 

že se tyto markery nevyskytují na všech NKT I buňkách, slouží k jejich identifikaci 
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kombinace povrchových markerů CD8αα a CD8αβ. K identifikaci je také používáno 

značení na CD1d tetramer ve vazbě na α-galactosylceramid [265], neboť 

α ˗ galactosylceramid je typický antigen rozpoznávaný NKT I buňkami. Typ antigenu hraje 

určující roli také v profilu cytokinové odpovědi NKT I buňky [266] a má vliv i na 

mechanismus imunitní odpovědi (obr. 5). Například β ˗ mannosylceramid 

a palmitoyl ˗ aleoyl-sn-glycero-3-fosfoetanolamin má potenciál indukovat protinádorovou 

cytotoxickou reakci [262]. Lyzované fosfolipidy a neglykosidované lipidy jako 

threitolceramid mohou aktivovat u NKT I buněk produkci cytokinů vedoucí k maturaci 

DC, T a B lymfocytů [267]. Maturace DC je také zajištěna přímým kontaktem přes 

interakci receptor ligand CD40/CD40L [268]. V imunitní odpovědi na mikrobiální infekci 

hraje roli aktivace NKT I buněk lipidy z Borrelie, Ehrlichie a ze Sfingomonád [269]. 

Funkce NKT I buněk spočívá ve stimulaci cytotoxické odpovědi zprostředkované CD8
+ 

lymfocyty, NK buňkami a makrofágy pomocí produkce IFNγ a IL-12. Aktivačním 

signálem je vazba mezi TCR α -V α 24Jα18 NKT I buňky a CD1d s glykosidovaným 

lipidem na antigen prezentující buňce (obr. 5) [264 s. 71]. Po aktivaci produkují NKT 

buňky kromě cytokinů i efektorové molekuly jako perforin, FASL a TRAIL [270]. 

 

 

Obr. 5. Fukce NKT I buněk v protinádorové cytotoxické reakci. Rozděleno na reakci 

indukovanou a) α-galactosylceramidem a b) β mannosylceramidem [264 s. 58]. 
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NKT II buňky 

 

Funkce NKT II buněk je imunosupresorová. Na rozdíl od NKT I neexprimují 

semivariantní TCR a nevážou se na α-galactosylceramid. Typickým antigenem, který NKT 

II buňky rozeznávají, je sulfatid. NKT II buňky jsou méně prostudované než NKT I buňky, 

ale je známo, že produkují cytokiny směřujcí k Th2 orientované imunitní reakci [271]. 

Jejich role u solidních tumorů je v humánní medicíně objasněna pouze u maligního 

melanomu [272]. Funkce NKT II buněk byla prostudována na myších, u nichž aktivace 

NKT II buněk vedla k progresi plicních metastáz karcinomu kolon [273]. Interakce mezi 

NKT I a II buňkami není dosud zcela jasná. Na myším modelu konkavalinem indukované 

hepatitidy došlo k supresi NKT I buněk navozením jejich anergie k IL-12 a k MIP2. 

O'Konek prokázala na myším modelu, že NKT II buňky snižují antigenně podmíněnou 

prolyferaci CD4
+
 T lymfocytů. [262]. NK II buňky také produkují IL-13, který stimuluje 

MDSC (myeloid derived supressor cells) k produkci protizánětlivého TGFβ [274]. 

 

Vztah NKT lymfocytů k progresi KRCa 

 

Okada publikoval zjištění, že mezi tumor infiltrujícími lymfocty v KRCa jsou 

T lymfocyty s pozitivitou na CD57 a CD56 [275]. Tyto buňky měly TCR s αβ nebo s γδ 

řetězci. O'Keeffe prokázal, že CD161
+ 

T lymfocyty jsou nejčastější buňky s pozitivitou na 

NK receptor ve střevě a že jejich množství se signifikantně neliší od okolní zdravé tkáně 

[276]. Tachibana prokázal, že zvýšené množství NKT infiltrujících KRCa je spojeno s lepší 

prognózou [261]. V této studii byla prokázána infiltrace kolorektálního karcinomu NKT 

buňkami jako nezávislý pozitivní prognostický faktor. Do studie bylo zařazeno 103 

pacientů ve všech stadiích dle UICC. Zabijak publikoval zjištění, že infiltrace nádoru 

invariantními T lymfocyty (TCR
+
CD26

+
Vα7.2

+
) je spojena se špatnou prognózou KRCa 

[277]. 
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5.5 Humorální specifická imunita 

 

Prezentovaná práce se humorální imunitní reakcí a B lymfocyty jako TIL nezaobírá. 

Z provedených studií vyplývá, že humorální imunitní odpověď podporuje progresi KRCa. 

Bylo prokázanáno, že pacienti s KRCa mají oproti zdravé populaci menší počty CD19
+
 B 

lymfocytů v periferní krvi a větší množství CD21
+ 

B lymfocytů, z nichž některé nesly 

antigeny, které se vyskytují také na nádorových buňkách [278]. 

 

5.6 TIL a genetické a morfologické typy KRCa 

 

Lze předpokládat, že genetické pozadí kancerogeneze bude mít vliv na 

imunogenicitu tumoru. Tento přepoklad se potvrdil v několika studiích. U MSI-H KRCa je 

typická přítomnost tumor infiltrujících lymfocytů [279]. Vysvětlení spočívá v chybné 

funkci missmatch repair proteinů a zvýšené frekvenci mutací, která vede i ke zvýšené 

expresi nových proteinů. Tyto produky mutovaných genů jsou na MHC molekulách 

imunogenní [280]. U MSI-H KRCa byla prokázána vyšší infiltrace 

FoxP3
+
 CD8

­ 
lymfocyty v porovnání s KRCa s mikrosatelitní stabilitou. MSI–H KRCa má 

též lepší prognózu oproti ostatním typům KRCa [281]. V kontrastu s MSI–H skupinou 

pacientů vykazuje KRCa vzniknuvší cestou CIN nízkou imunogenitu s nižším stupněm 

infiltrace TIL [106 s. 105]. CIMP KRCA jsou též asociovány s MSI–H, a mají proto větší 

množství TIL. Vzhledem k tomu, že skupiny pacientů s MS–H a CIMP se zcela neshodují, 

vychází i množství TIL a prognóza CIMP v jednotlivých studiích rozporuplně. V celkovém 

pohledu však mají pacienti se subtypem KRCa CIMP lepší prognózu oproti CIN KRCa 

[282]. U mucinózního KRCa byla prokázána nižší přítomnost peritumorální lymfatické 

infiltrace oproti ostatním KRCa [283]. 
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6. Cíle 

 

Dizertační práce je zaměřená na analýzu vztahu současně užívaných klinických 

a histopatologických faktorů a přítomnosti tumor infiltrujících lymfocytů, NK buněk, 

granzymu B a serpinu B9. Dalším cílem bylo studium vztahu uvedených faktorů k šíření 

KRCa do regionálních lymfatických uzlin, a to na základě porovnání výsledků mezi 

skupinami pacientů v klinických stadiích UICC II a UICC III. Dále se práce zabývá 

detekcí pacientů s rizikem recidivy KRCa po radikální chirurgické léčbě ve vztahu k tumor 

infiltrujícím lymfocytům. 
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7. Metodika 

 

Předmětem výzkumu vlivu klinických, histologických a imunohistochemických 

faktorů bylo stanovení těch, které mají statisticky prokazatelný vliv na recidivu 

onemocnění po radikální chirurgické léčbě KRCa. Zkoumané parametry byly hodnoceny 

v rámci retrospektivní studie. 

 

7.1 Inkluzivní a exkluzivní kritéria 

 

Do dizertační práce bylo zahrnuto 152 pacientů, kteří byli elektivně radikálně 

operováni pro sporadický KRCa na Chirurgické klinice FN Plzeň od září 2007 do června 

2012. Jednalo se o pacienty v klinických stadiích UICC II a UICC III. K exkluzivním 

kritériím patřila Crohnova choroba, ulcerózní kolitida, familiární polypóza a nádorová 

duplicita. Ze studie byli též vyčleněni pacienti, kteří podstoupili chirurgickou léčbu akutně, 

např. při krvácení z tumoru, obstrukčním ileu, perforaci GIT s peritonitidou nebo při 

iatrogenní perforací po kolonoskopickém vyšetření. K důvodům vyřazení ze studie patřil i 

nízký počet vyšetřovaných lymfatických uzlin z resekátu a riziko podstážování nádorového 

onemocnění. 

 

7.2 Pooperační sledování, sběr tkáňových vzorků a klinických dat 

 

Pacienti zařazení do studie byli sledováni v rámci standardní dispenzarizace. 

Stanovované klinické parametry byly: lokalizace tumoru (kolon/rektum), nejvyšší 

leukocytóza a sérová hladina C-reaktivního proteinu (CRP) v prvním týdnu po operaci, 

diabetes mellitus, pooperační komplikace dle Clavien-Dindo klasifikace [284], typ recidivy 

(vzdálená, lokální, implantační), podání onkologické léčby a její režim a modalita. 

 

7.3 Histologické vyšetření vzorků 

 

Histologické a imunohistochemické analýzy byly prováděny v Plzni na Šiklově 

ústavu patologie Fakultní nemocnice Lékařské fakulty Univerzity Karlovy v Praze. 

Z každého tumoru byly analyzovány řezy ze tří různých míst. Tkáňe byly fixovány 

ve 4 % formaldehydu a zality do parafinových bločků. Tkáňové bloky byly nařezány na 

5µm silné řezy a obarveny hematoxylinem-eosinem. Stadium primárního tumoru, grade 
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a metastázy lymfatických uzlin byly stanoveny dle pokynů WHO z roku 2000 [2]. Stadium 

nádorového onemocnění bylo stanoveno v souladu s pokyny UICC 2009 [2]. 

Z histopatologických parametrů byla hodnocena přítomnost a nepřítomnost 

nádorové infiltrace endovaskulární (VE), endolymfatické (LI) a perineurální (PI). 

Hodnocení bylo provedeno dichotomicky na přítomnost infiltrace (1 – ano) a její absenci 

(0 – žádná). Lymfocytární infiltrace byla hodnocena kvalitativně dle lokalizace 

a semikvantitativně. Kvalitativní hodnocení rozlišovalo infiltraci intratumorální (ITL), 

intrastromální (ISL), peritumorální (PTL) a Crohn-like reakce (Crohn-like). 

Semikvantitativní hodnocení bylo rozděleno do čtyř stupňů na žádnou (0), mírnou (1), 

střední (2) a závažnou (3) infiltraci. Dále byla stanovena infiltrace KRCa u všech 

lymfatických uzlin nalezených v resekátu. 

 

7.4 Imunohistochemické vyšetření vzorků 

 

Byla provedena negativní i pozitivní kontrola (tonzila palatina). Hustota infiltrace 

lymfocytů byla odečtena v pěti zorných polích v high power microscopical fields (HPF). 

Výsledky byly vyjádřeny jako počet imunopozitivních buněk na HPF a semikvantitativně 

do čtyř stupňů na žádnou (0), mírnou (1), střední (2) a závažnou (3) infiltraci. Dále bylo 

použito přečištění pomocí mikrovlnného generátoru. Primární protilátky byly značeny 

pomocí supersenzitivního streptavidin-biotin peroxidázového komplexu (Biogenex, San 

Ramon, CA, USA). 

Imunofenotyp tumor infiltrujících lymfocytů byl stanoven barvením CD4 (klon 

SP35, dále neředěno, Ventana, Rocklin, CA, USA) a CD8 (klon C8/144B, 1:50, Dako, 

Glostrup, Dánsko). 

K analýze přítomnosti T reg buněk bylo použito imunohistochemické barvení 

FoxP3 (klon mAbcam 450, 1:20, Abcam, United Kingdom, Cambridge) a CD25 (klon 

4C9, dále neředěno, Ventana, Rocklin, CA, USA). Odečítány byly obarvené lymfocyty. Na 

NK buňky bylo zaměřeno imunohistochemické barvení CD57 (klon NK-1, dále neředěno, 

Ventana, Rocklin, CA, USA). U CD57 byly odečítány pozitivní nenádorové buňky. Na 

aktivitu cytotoxické reakce proti nádorovým buňkám byly odečítány nenádorové buňky 

s pozitivním barvením granul na Granzym B (klon 11F1, 1:30, Leica Biosystems, USA, 

Buffalo Grove). Molekula CD 56 asociovaná s vyšším výskytem lokální rekurence 

a perineurální invazí karcinomu rekta [121] byla imunohistochemicky značena a odečítána 

u nádorových buněk (klon 11B6, 1:400, Leica Biosystems, USA, Buffalo Grove). Výskyt 
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inhibitoru proteáz u nádorových buněk byl analyzován na základě barvení SerpinB9 (klon 

PI9-17, 1:100, Abcam, United Kingdom, Cambridge). 

 

 7.5 Statistická analýza 

 

Analýza diferencí sledovaných parametrů mezi skupinami UICC II a III, kolon 

a rektum, výkon na pravém a levém tračníku a analýza vlivu IHC parametrů na VE, LI, PI 

byly provedeny pomocí Mannova-Whitneyho U testu. Výsledky tohoto testu byly 

zobrazeny pomocí krabicových grafů. Závislost mezi typem recidivy a 

imunohistochemickými parametry byla analyzována Kruskalovou-Wallisovou ANOVOU. 

 Pozorované funkce přežití DFI a OS byly vyjádřeny Kaplanovou-Meierovou 

metodou. Pro dvouvýběrové srovnání DFI a OS byl použit Gehanův-Wilcoxonův test, vliv 

ordinálních a spojitých prognostických faktorů byl analyzován pomocí jednorozměrného 

Coxova modelu proporcionálních rizik. U ITL, kde hodnoty ordinálního 

semikvantitativního hodnocení nabývaly pouze hodnot 1 a 0, byl využit 

Gehanův-Wilcoxonův test. Prognostické faktory, u nichž byla prokázána statisticky 

významná asociace s DFI a OS, byly (po eventuálním naprahování pozorovaným 

mediánem v souboru) použity spolu se základními klinickými parametry ve 

vícerozměrném Coxově modelu proporcionálních rizik s následným srovnáním sil 

jednotlivých faktorů. 

 Statistická analýza byla provedena v programu STATISTICA (verze 12 Cz; 

StatSoft, Inc. 2013, www.statsoft.com). 

 



83 
 

8 Výsledky 

 

8.1 Deskripce souboru a doby přežití 

 

Statistická analýza souboru pacientů prokázala přiměřenou distribuci základních 

statistických popisů parametrů. V celém souboru 152 pacientů se nacházelo 94 mužů 

a 58 žen. Ve skupině UICC II bylo 42 mužů a 21 žen (63 pacientů), ve skupině UICC III 

pak 52 mužů a 37 žen (89 pacientů). Průměrný věk mužů ve skupině UICC II byl 69,00 

roku (medián 70,20, min. 65,00, max. 86,56) a u žen 71,54 roku (medián 72,53, 

min. 49,59, max. 84,79). Průměrný věk byl ve skupině UICC III u mužů 65,77 roků 

(medián 65,12, min. 47,48, max. 87,70) a u žen 67,8 let (medián 68,40, min. 39,09, 

max. 84,45). Průměrný věk všech mužů v obou skupinách byl 67,27 roku (medián 66,26, 

min. 41,59, max. 87,70) a u žen 69,20 roku (medián 68,79, min. 39,09, max. 84,79). 

Ve skupině UICC II bylo 27 pacientů s karcinomem rekta a 36 pacientů s karcinomem 

kolon. Ve skupině UICC III bylo 40 pacientů s karcinomem rekta a 49 pacientů 

s karcinomem kolon. Pacienti s postižením kolon byli starší než pacienti s karcinomem 

rekta (obr. 6). 

 

. 

Obr. 6. Pacienti s karcinomem kolon byli starší než pacienti s karcinomem rekta 

(p value = 0,000369) 
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Tříleté DFI byl pro UICC II 82,14 % a pro UICC III 71,41 % (obr. 7). Pozorované 

tříleté OS bylo 90,51 % pro UICC II a 86,60 % pro UICC III. Pozorované pětileté OS bylo 

80,85 % pro UICC II a 78,45 % pro UICC III (obr. 8). Pro validní zhodnocení pětiletého 

bezpříznakového přežití soubor obsahoval příliš mnoho cenzorů po čtvrtém roce 

dispenzarizace. Mezi skupinami nebyl nalezen statisticky významný rozdíl v DFI a OS. 

 

 

Obr. 7. DFI ve skupinách UICC II a III 

 

 

 

Obr. 8. OS ve skupinách UICC II a III 
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V případě rozdělení pacientů dle lokalizace karcinomu na kolon a rektum nebyl 

prokázán signifikantní rozdíl v DFI a OS mezi skupinami UICC II a III. 

Analýza rozdílů DFI v kohortách UICC II a UICC III u pacientů s postižením kolon 

neukázala statisticky signifikantní rozdíl (obr. 9). 

 

 

Obr. 9. DFI pacientů s karcinomem kolon u stadií UICC II a III 

 

Obdobně ani rozbor rozdílů DFI v kohortách UICC II a UICC III u pacientů 

s postižením rekta neukázala statisticky signifikantní rozdíl (obr. 10). 

 

 

 

Obr. 10. DFI pacientů s karcinomem rekta u stadií UICC II a III 
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Analýza rozdílů OS ve skupinách UICC II a UICC III u pacientů s postižením 

kolon neukázala statisticky signifikantní rozdíl (obr. 11). 

 

 

Obr. 11. OS pacientů s karcinomem kolon u stadií UICC II a III 

 

Obdobně ani rozbor rozdílů OS v kohortách UICC II a UICC III u pacientů 

s postižením rekta neukázala statisticky významný rozdíl (obr. 12). 

 

 

 

Obr. 12. OS pacientů s karcinomem rekta u stadií UICC II a III 
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8.2 Porovnání mezi skupinami UICC II a UICC III 

 

Rozdíly mezi skupinami pacientů byly analyzovány pomocí Mann-Whitney U 

testu. Mezi skupinami UICC II a UICC III byl prokázán signifikantní rozdíl ve věku. 

Ve skupině UICC II byl výrazně vyšší věk pacientů (p value = 0,016345, obr. 13). 

 

 

Obr. 13. Věk pacientů v kohortách UICC II a III (p value = 0,016345) 

 

Ve skupině UICC II byl prokázán signifikantně vyšší počet CD8
+
 TIL 

v histologických řezech, kvantitativně hodnoceno. Lymfocyty byly v tomto případě 

odečítány bez ohledu na jejich lokalizaci vůči tumoru (p value ˂ 0,000001, obr. 14). 

 

 

Obr. 14. Denzity CD8
+
 TIL u skupin UICC II a III (p value ˂ 0,000001) 
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Ve skupině UICC II byl signifikantně prokázán vyšší počet CD4
+
 TIL 

v histologických řezech, počty TIL byly kvantitativně hodnoceny. Lymfocyty byly v tomto 

případě odečítány bez ohledu na jejich lokalizaci vůči tumoru 

(p value ˂ 0,000001, obr. 15). 

 

 

Obr. 15. Hustota CD4
+
 TIL v skupinách UICC II a III, kvantitativně (p value ˂ 0,000001) 

 

Prokázán byl též signifikantní rozdíl mezi skupinami UICC II a III 

v semikvantitativním hodnocení TIL dle jejich lokalizace. Konkrétně se jednalo o vyšší 

zastoupení hustoty CD4
+ 

 ITL u skupiny UICC II (p value = 0,000016, obr. 16). 

 

 

Obr. 16. Semikvantitativní hustota CD4
+
 ITL v skupinách UICC II a III 

(p value ˂ 0,000001) 
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Ve skupině UICC II byla potvrzena signifikantně vyšší semikvantitativně 

hodnocená hustota CD4
+
 ISL (p value ˂ 0,000001, obr. 17). 

 

 

Obr. 17. Semikvantitativně vyjádřená hustota CD4
+ 

 ISL v skupinách UICC II a III 

(p value ˂ 0,000001) 

 

Ve skupině UICC II byla potvrzena signifikantně vyšší semikvantitativně 

hodnocená hustota CD4
+ 

PTL oproti skupině UICC III (p value = 0,003518, obr. 18). 

 

 

Obr. 18. Semikvantitativní hustota CD4
+ 

 PTL ve skupinách UICC II a III 

(p value = 0,003518) 
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Ve skupině UICC II byla potvrzena signifikantně vyšší semikvantitativně 

hodnocená hustota CD4
+
 Crohn-like (p value ˂ 0,000001, obr. 19). 

 

 

Obr. 19. Semikvantitativní hustota CD
+
 Crohn-like v skupinách UICC II a III 

(p value ˂ 0,000001) 

 

Ve skupině UICC II se také podařilo prokázat signifikantně vyšší hustotu lymfocytů 

pozitivních na imunohistochemické značení proti granzymu B, kvantitativně hodnoceno 

(p value  = 0,047917, obr. 20). 

 

 

Obr. 20. Hustota lymfocytů pozitivních na značení granzymu B, kvantitativně hodnoceno 

(p value = 0,047917) 
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Ve skupině UICC II byly odečteny signifikantně vyšší hustoty Fox P3 lymfocytů, 

hodnoceno kvantitativně (p value = 0,005763, obr. 21). 

 

 

Obr. 21. Hustota FoxP3 v skupinách UICC II a III, kvantitativně hodnoceno 

(p value = 0,005763) 

 

V případě imunohistochemického barvení proti CD57 byly prokázány signifikantně 

zvýšené hustoty CD57 pozitivních buněk ve skupině UICC II 

(p value ˂ 0,000001, obr. 22). 

 

 

Obr. 22. Hustota CD57 v skupinách UICC II a III, kvantitativně hodnoceno 

(p value ˂ 0,000001) 
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Ve skupině UICC III byly signifikantně vyšší semikvantitativně hodnocené hustoty 

CD8
+
 ISL (p value = 0,006073, obr. 23). 

 

 

Obr. 23. Semikvantitativní hustota CD8
+ 

 ISL v skupinách UICC II a III 

(p value = 0,006073) 

 

Ve skupině UICC III byly prokázány signifikantně vyšší semikvantitativně 

hodnocené hustoty CD8
+
 PTL (p value = 0,023275, obr. 24). 

 

 

Obr. 24. Semikvantitativní hustota CD8
+
 PTL v skupinách UICC II a III 

(p value = 0,023275) 
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Ve skupině UICC III byly prokazatelně vyšší kvantitativně odečtené hodnoty 

serpin B9 pozitivních nádorových buněk (p value = 0,028638, obr. 25). 

 

 

Obr. 25. Hustota nádorových buněk pozitivních na serpin B9, hodnoceno kvantitativně 

(p value = 0,028638) 

 

U skupiny UICC III byl prokázán častější výskyt CD25 pozitivních lymfocytů 

oproti skupině UICC II (p value = 0,017952, obr. 26). 

 

 

Obr. 26. Hustota CD25
+
TIL v skupinách UICC II a III, kvantitativně hodnoceno 

(p value 0,017952) 

 

V ostatních evaluovaných parametrech nebyl prokázán rozdíl mezi skupinami 

UICC II a UICC III. Jednalo se o leukocytózu, sérovou hladinu CRP, CD56 a CD4
+ 

ITL 

a CD8
+ 

ITL. 
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Dále byl proveden rozbor za účelem nalezení rozdílů v imunohistochemických 

parametrech mezi skupinami pacientů s postižením pravého nebo levého kolon. Nebyl 

prokázán signifikantní rozdíl v žádném ze studovaných parametrů. Při srovnání 

imunohistochemických parametrů karcinomů z celého kolon s tumory rekta byly 

prokázány vyšší denzity ITL CD8 semikvantitativně u kolon 

(ITL 0˗3 vs 4, p value = 0,01706). 

 

8.3 Analýza vlivu onkologické léčby 

 

Testování vlivu adjuvantní chemoterapie na DFI a OS v celém souboru pacientů 

(obr. 27) či v kohortách UICC II a III neprokázalo signifikantní rozdíly. 

 

 

Obr. 27. DFI u všech pacientů rozdělených podle podání adjuvantní chemoterapie 
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Analýza rozdílů DFI uvnitř skupiny pacientů s klinickým stadiem UICC II 

neprokázala statisticky signifikantní vliv adjuvantní chemoterapie (obr. 28). 

 

 

 

Obr. 28. DFI v skupině UICC II s adjuvantní chemoterapií a bez ní 

 

Stejně tak nebyl prokázán statisticky významný rozdíl v DFI uvnitř skupiny 

pacientů s klinickým stadiem UICC III rozdělených do kohort podle podání adjuvantní 

chemoterapie (obr. 29). 

 

 

Obr. 29. DFI v skupině UICC III s adjuvantní chemoterapií a bez ní 
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Ve vztahu k OS nebyl prokázán vliv adjuvantní chemoterapie na OS u všech 

pacientů ve studii (obr. 30). 

 

Obr. 30. OS u všech pacientů s adjuvantní chemoterapií a bez ní 

 

Analýza rozdílů OS uvnitř skupiny pacientů s klinickým stadiem UICC II 

neprokázala statisticky signifikantní vliv adjuvantní chemoterapie (obr. 31). 

 

 

Obr. 31. OS ve skupině UICC II s adjuvantní chemoterapií a bez ní 
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Nebyl také prokázán statisticky významný rozdíl v OS uvnitř skupiny pacientů 

s klinickým stadiem UICC III rozdělených do kohort podle podání adjuvantní 

chemoterapie (obr. 32). 

 

 

Obr. 32. OS v skupině UICC III s adjuvantní chemoterapií a bez ní 

 

Dále byl testován vliv adjuvantní radioterapie na DFI a OS u pacientů 

s karcinomem rekta. Tato analýza byla provedena u celého souboru pacientů (obr. 33) i 

zvlášť po skupinách dle UICC. Nebyl prokázán signifikantní vliv adjuvantní radioterapie 

na prognózu ani u jedné ze skupin Neoadjuvantní radioterapii jsme nehodnotili, protože ji 

podstoupil pouze jediný pacient. 

 

 

Obr. 33. Vliv adjuvantní radioterapie na DFI u všech pacientů s karcinomem rekta 
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Analýza rozdílů DFI uvnitř skupiny pacientů s karcinomem rekta s klinickým 

stadiem UICC II neprokázala statisticky signifikantní vliv adjuvantní radioterapie (obr. 34). 

 

 

Obr. 34. Vliv adjuvantní radioterapie na DFI ve skupině UICC II s karcinomem rekta 

 

Nebyl prokázán statisticky významný rozdíl v DFI uvnitř skupiny pacientů 

s karcinomem rekta v klinickém stadiu UICC III rozdělených do kohort podle podání 

adjuvantní radioterapie (obr. 35). 

 

 

Obr. 35. Vliv adjuvantní radioterapie na DFI ve skupině UICC III s karcinomem rekta 
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Analýza rozdílů OS u všech pacientů s karcinomem rekta neprokázala statisticky 

signifikantní vliv adjuvantní radioterapie (obr. 36). 

 

 

Obr. 36. Vliv adjuvantní radioterapie na OS u všech pacientů s karcinomem rekta 

 

Analýza rozdílů OS uvnitř skupiny pacientů s karcinomem rekta s klinickým 

stadiem UICC II neprokázala statisticky signifikantní vliv adjuvantní radioterapie (obr. 37). 

 

 

 

Obr. 37. Vliv adjuvantní radioterapie na OS ve skupině UICC II s karcinomem rekta 
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Nebyl také prokázán statisticky významný rozdíl v OS ve skupině pacientů 

s karcinomem rekta v klinickém stadiu UICC III rozdělených do kohort podle podání 

adjuvantní radioterapie (obr. 38). 

 

 

Obr. 38. Vliv adjuvantní radioterapie na OS ve skupině UICC III s karcinomem rekta 

 

Stejně tak jsme neprokázali vliv paliativní chemoterapie či radioterapie (hodnoceno 

dohromady) na OS. Obr. 39 znázorňuje OS od doby operace, obr. 40 ukazuje OS od doby 

recidivy. 

 

 

 

Obr. 39. Vliv paliativní onkologické léčby na OS od doby operace u všech pacientů 
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Obr. 40. Vliv paliativní onkologické léčby na OS od recidivy u všech pacientů 

 

 

8.4 Prognostické faktory 

 

V rámci analýzy vlivu studovaných parametrů byly prokázány jako statisticky 

významné následující  nezávislé prognostické faktory na OS u souboru všech pacientů bez 

ohledu na UICC a lokalizaci KRCa: 

 

Pozitivní prognostické faktory OS seřazené sestupně podle síly: 

CD57 semikvantitativně (p value = 0,000400). Při zvýšení o jednu jednotku klesá riziko 

úmrtí o 30,62 % (95% interval spolehlivosti 9,31–46,93 %). 

Granzym B semikvantivně (p value = 0,012300). Při zvýšení o jednu jednotku klesá riziko 

úmrtí o 36,20 % (95% interval spolehlivosti 5,75–61,51 %). 

CD8
+
 TIL kvantitativně (p value = 0,004900). Při zvýšení o jednu jednotku klesá riziko 

úmrtí o 1,97 % (95% interval spolehlivosti 0,34–3,57 %). 
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Negativní prognostické faktory OS seřazené sestupně podle síly: 

Leukocytóza (p value = 0,029600) Při zvýšení o jednu jednotku vzroste riziko úmrtí 

o 7,95 % (95% interval spolehlivosti 1,71–14,57 %). 

CRP kvantitativně (p value = 0,000900). Při zvýšení o 10 jednotek vzroste riziko úmrtí 

o 6,91 % (95% interval spolehlivosti 3,26–10,70 %). 

 

V rámci analýzy vlivu studovaných parametrů byly prokázány jako statisticky významné 

následující prognostické faktory na DFI u celého souboru všech pacientů bez ohledu na 

UICC stadium: 

 

Pozitivní prognostické faktory DFI seřazené sestupně podle síly: 

CD57 semikvantitativně (p value = 0,021000). Při zvýšení o jednu jednotku klesá riziko 

recidivy o 13,12 % (95% interval spolehlivosti 0,25–24,71 %). 

CD4
+
 ITL semikvantitativně (p value = 0,025000, průběh popsán Kaplan Meierovou 

funkcí (obr. 41). Při absenci ITL CD4 je riziko recidivy 2,16x vyšší (95% interval 

spolehlivosti 0,1942696–1,097584 %). 

 

U ostatních parametrů nebyl prokázán jejich vliv na OS či DFI. Jednalo se o: 

staging, status metastatického postižení lymfatických uzlin, grade, stranu výkonu, 

lokalizaci tumoru v kolon, lokalizaci tumoru v rektu, diabetes mellitus, adjuvantní 

chemoterapii, adjuvantní radioterapii, CD8
+
 ITL, CD8

+ 
ISL, CD8

+ 
PTL, CD8

+ 
Crohn-like, 

CD4 kvantitativně bez ohledu na lokalizaci, CD4
+
 ISL, CD4

+ 
PTL, CD4

+
Crohn-like, 

serpin B9, CD25, Fox P3, CD56, VE, LI a PI. 
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Obr. 41. CD4
+
 ITL byl prokázán jako pozitivní prognostický faktor DFI 

(p value = 0,025000) 

 

Analýza vlivu imunohistochemických parametrů na výskyt VE, LI, PI prokázala 

příznivý vliv zvýšené infiltrace tumoru CD8
+
 lymfocyty. Vyšší hustoty CD8

+
 TIL byly 

asociovány s nižším výskytem VE (obr. 42). U ostatních imunohistochemických parametrů 

nebyl neprokázán vliv na výskyt VE, LI ani PI. 

 

  

 

Obr. 42. Vyšší hustota CD8
+
 TIL je asociována s absencí VE u KRCa 
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9. Diskuze 

Dosavadní výsledky publikovaných prací zabývající se vlivem imunitní reakce na 

průběh KRCa nejsou ve výsledcích konzistentní a současně používané histopatologické 

parametry neumožňují určit dostatečně přesně prognózu u jednotlivých pacientů po 

radikální chirurgické léčbě. V prezentované studii byly analyzovány dvě kohorty pacientů 

po radikální operaci pro KRCa, které se lišily v nádorové infiltraci lymfatických uzlin. 

Motivací k provedené studii byla snaha o selekci pacientů, kteří by za současných 

indikačních kritérií nebyli indikováni k adjuvantní onkologické léčbě, ale kteří by z ní 

profitovali. Také nás zajímal kvalitativní a kvantitativní rozdíl v tumor infiltrujících 

lymfocytech mezi pacienty, kteří se liší v metastatickém postižení regionálních 

lymfatických uzlin, neboť se jedná o známku pokročilosti malignity. 

 

9.1 Diskuze k charakteristice kohort a k výsledkům pooperačního sledování 

 

Ve studii se nepodařilo signifikantně prokázat postižení lymfatických uzlin jako 

prognostický faktor, avšak rozdíl v délce DFI ve prospěch kohorty UICC II je patrný 

(UICC II – bez postižení lymfatických uzlin). Výsledné zjištění, že se neprokázal 

signifikantní rozdíl v délce OS mezi skupinami UICC II a UICC III, mohlo být zapříčiněno 

výrazně vyšším věkem pacientů v kohortě UICC II s nižším klinickým stadiem KRCa. 

Předpokládané delší OS u kohorty UICC II mohlo být tímto způsobem zkráceno. Výsledky 

OS v absolutních číslech pětiletého přežití u obou skupin jsou srovnatelné s výsledky 

evropských zemí, jako je Německo či Velká Británie. Pozorované pětileté OS bylo 80,85 % 

pro UICC II a 78,45 % pro UICC III ve srovnání s analýzou z Velké Británie, kde 

dosahovalo pětileté OS při stadiu UICC III 47,7 % a 77,0 % pro stadium UICC II [10]. V 

německé robustní studii (4346 pacientů) bylo pětileté přežití u pacientů s KRCa bez 

vzdálených metastáz 60,9 % [285]. 

Vyšší věk pacientů s karcinomem kolon oproti pacientům s postižením rekta je 

pravděpodobně dán distribucí pacientů do jednotlivých chirurgických pracovišť 

Plzeňského kraje, neboť v aplikaci www.svod.cz je maximum incidence u karcinomu 

kolon a rekta ve stejném věku (70–74 let). 
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9.2 Diskuze k výsledkům porovnání TIL mezi skupinami UICC II a UICC III 

 

U pacientů bez metastatického postižení uzlin byly odečteny signifikantně vyšší 

hustoty tumor infiltrujících CD4
+ 

i CD8
+ 

lymfocytů, což je ve shodě s dosud 

publikovanými výsledky, ve kterých vyšší počty tumor infiltrujících lymfocytů 

představovaly pozitivní prognostický faktor DFI a OS [6]. Zůstává diskutabilní, zda je 

přítomnost TIL protektivním faktorem proti metastazování do regionálních lymfatických 

uzlin, nebo jestli jsou TIL průvodním jevem méně invazivního kolorektálního karcinomu. 

U skupiny UICC II byly při srovnání hustot závislosti na lokalizaci tumor infiltrujících 

lymfocytů nalezeny větší semikvantitativně hodnocené počty CD4
+
 intratumorálně, 

intrastromálně, peritumorálně a i v Crohn-like agregátech, tedy ve všech rozlišovaných 

lokalitách. Toto rozložení odpovídá celkově zvýšenému počtu CD4
+ 

lymfocytů ve skupině 

UICC II. Analýza semikvantitativně určených CD8
+
 lymfocytů v závislosti na jejich 

lokalizaci působí poněkud rozporně, neboť byly určeny vyšší počty CD8
+
 lymfocytů v 

intrastromální a peritumorální pozici u skupiny UICC III, ačkoliv celkové počty CD8
+
 

lymfocytů byly v absolutních číslech vyšší u skupiny UICC II. Tento rozpor může být dán 

limity semikvantitativního hodnocení. 

Ve skupině UICC II se také podařilo prokázat signifikantně vyšší hustotu lymfocytů 

pozitivních na imunohistochemické značení proti granzymu B, což lze interpretovat jako 

zvýšenou cytotoxickou aktivitu TIL u pacientů bez metastatického postižení lymfatických 

uzlin. Tento výsledek není v rozporu se zjištěním, že zvýšená exprese granzymu B u TIL je 

pozitivním prognostickým faktorem KRCa [7]. Analýza zaměřená na zastoupení Treg ve 

skupinách UICC II a UICC III, která byla provedena imunohistochemickým barvením na 

CD25 a FoxP3, nepřinesla jednoznačné výsledky. Ve skupině UICC II bylo prokázáno 

signifikantně vyšší množství Foxp3
+
 TIL, naproti tomu ve skupině UICC III bylo 

prokázáno vyšší množství TIL CD25
+
. Důvodem může být fakt, že ne všechny Treg, které 

jsou recentně imunofenotypicky definovány CD4
+
CD25

+
CD127

lo
, mají na svém povrchu 

Foxp3 [249]. 

Rozbor diferencí v imunohistochemických parametrech pravého a levého kolon 

neprokázal signifikantní rozdíl, což je poněkud překvapivé u CD4
+
 a CD8

+
 TIL, u nichž je 

v literatuře popisován vyšší výskyt v pravém kolon oproti zbývajícím částem tlustého 

střeva [286, 287]. K uvedenému rozdílu mohlo dojít odlišnou metodikou. V naší analýze 
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nebyly zahrnuty karcinomy rekta. Tuto domněnku podporuje zjištěný signifikantně 

zvýšený výskyt ITL CD8 u karcinomu kolon oproti rektu. 

 

9.3 Diskuze k prognostickým faktorům 

 

V rámci celé studie se podařilo prokázat jako nejsilnější pozitivní prognostický 

faktor vysokou hustotu CD57
+
 buněk. Do skupiny CD57

+ 
spadají hlavně maturované 

NK buňky a vysoce diferencované oligoklonální subpopulace CD8 T lymfocytů [126]. 

CD57
+ 

pozitivní buňky se ve studii vyskytovaly s vyšší denzitou u pacientů bez 

metastatického postižení lymfatických uzlin. Také se prokázalo, že jsou pozitivním 

nezávislým prognostickým faktorem DFI a OS. Prezentované výsledky podporují 

předchozí zjištění autorů [147, 154, 155], v jejichž rámci byla prokázána infiltrace CD57
+
 

buňkami jako nezávislý prognostický faktor po radikální operaci pro KRCa. Nízká denzita 

CD57
+
 tumor infiltrujících buněk se jeví jako slibný prognostický faktor pro zvážení 

indikace adjuvantní chemoterapie u pacientů po radikálním chirurgickém výkonu pro 

KRCa. 

K dalším prokázaným pozitivním prognostickým faktorům celkového přežití patří 

zvýšené denzity nenádorových buněk pozitivních při imunohistochemickém barvení na 

granzym B. Tato serinová proteáza je využívána NK i T lymfocyty v cytotoxické reakci 

a prokázaný pozitivní vliv na prognózu je ve shodě s předchozími publikovanými pracemi 

[7] a i s dalšími výsledky v dizertační práci, neboť CD57
+
 pozitivní buňky i CD8

+
 TIL byly 

prokázány jako pozitivní prognostický faktor. U CD8
+
 TIL byl prokázán pozitivní vliv na 

OS ve shodě s předchozími pracemi [205, 208, 288]. V Ohtaniho publikaci se prokázala 

jako nejsilnější faktor intraepiteliální lokalizace TIL, která je analogem k intratumorální 

pozici TIL v dizertační práci. Tato závislost mezi intratumorálními TIL a OS nebyla nyní 

potvrzena. Protektivní vliv CD8 TIL se též projevil ve vlivu na endovaskulární infiltraci 

KRCa v histologickém vyšetření. Toto zjištění není v rozporu s dosud publikovanými 

výsledky, v nichž počet CD8
+
 zralých TIL negativně koreloval s VELIPI [7]. Ve vztahu k 

VELIPI byla pozornost zaměřena také na imunohistochemické barvení nádorových buněk 

na CD56, zde však nebyl prokázán vliv ani u pacientů s nádorem rekta, ani u pacientů s 

nádorem kolon. CD56 antigen byl vybrán na základě publikace, v níž byla prokázána 

asociace s vyšším výskytem lokální rekurence a perineurální invazí karcinomu rekta [121]. 
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Statistickou analýzu mohl ovlivnit i fakt, že k obarvení nádorových buněk došlo pouze 

sporadicky a to u šesti pacientů. 

Ke kontroverzním výsledkům patří průkaz ITL CD4 jako pozitivního 

prognostického faktoru DFI, což je v rozporu s předchozím výsledkem práce provedené na 

Chirurgické klinice Fakultní nemocnice Plzeň [288]. Rozdíl může být dán tím, že výsledky 

naší studie vycházely ze semikvantitativního hodnocení, kde byly porovnávány skupiny s 

patrnou infiltrací CD4
+ 

 a bez ní, zatímco v Novákově práci se jednalo o kvantitativní 

hodnocení s cut off denzitou 4 CD4
+
 lymfocyty na zorné pole [288]. Nutno dodat, že do 

souborů obou prací nebyl zařazen žádný společný pacient. Možným zdrojem variability 

vlivu CD4
+
 TIL je i jejich funkční heterogenita, neboť tato skupina lymfocytů může 

obsahovat například navzájem antagonistické Th1 lymfocyty i Treg lymfocyty 

[109 s. 139]. 

Analýza vlivu adjuvantní chemoterapie neprokázala signifikantní rozdíly v DFI 

ani OS. Možné důvody pro tyto výsledky se liší podle srovnávaných kohort. V analýze 

celého souboru pacientů byla většina pacientů s adjuvantní chemoterapií ve skupině 

UICC III. Ve skupině UICC III podstoupilo adjuvantní chemoterapii 44 pacientů, zatímco 

ve skupině UICC II pouze 16 pacientů. Již uvedená data ukázala, že mezi skupinami 

UICC II a UICC III nebyl rozdíl v DFI a OS signifikantní, ačkoliv byl patrný. Další 

porovnání vlivu adjuvantní chemoterapie proběhlo v rámci skupiny UICC II, kde však 

soubor pacientů, u kterých chemoterapie nebyla indikována, byl nepočetný, což mohlo 

ovlivnit reprezentativnost kohorty bez chemoterapie. Ve skupině UICC III též nebyl 

prokázán vliv adjuvantní chemoterapie, ovšem v tomto stadiu je důvodem nepodání jinak 

indikované adjuvantní chemoterapie ve velké většině špatný celkový stav pacienta, což 

může mít vliv na prognózu této skupiny nemocných. 

Při srovnání pacientů s karcinomem rekta, kteří podstoupili radioterapii 

(40 pacientů) a těch, u nichž neproběhla (27 pacientů), se neprojevil vliv adjuvantní 

aktinoterapie na OS a DFI. Efekt adjuvantní radioterapie se neprojevil ani při analýze 

v rámci jednotlivých skupin. Dosažené výsledky je dosti obtížné porovnat s publikovanými 

studiemi, protože ty srovnávají neoadjuvatní radioterapii s adjuvantním režimem 

a neoadjuvantní aktinoterapie byla provedena ve studovaném souboru pacientů pouze 

u jediného pacienta [289]. 

K prognostickým faktorům celkového přežití se zařadily parametry systémové 

zánětlivé odpovědi, pooperační sérová hladina CRP a leukocytóza. Elevace sérové hladiny 
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CRP a zvýšená leukocytóza byla prokázána jako negativní prognostický faktor celkového 

přežití. Interpretace tohoto výsledku je nejednoznačná, neboť nebyla prokázána souvislost 

s recidivou onemocnění a ani s mírou zaznamenaných pooperačních komplikací. Je možné, 

že systémová zánětlivá odpověd souvisí s celkovým stavem pacienta, který má na délku 

OS jistě vliv. 

 

9.4 Diskuze k výsledkům imunohistochemického barvení na serpin B9 

 

Zajímavým výsledkem, který vyplynul z rozboru rozdílů v imunohistochemických 

parametrech, byla signifikantně vyšší kvantitativně hodnocená denzita nádorových buněk 

pozitivních na serpin B9 u skupiny pacientů s metastatickým postižením regionálních 

lymfatických uzlin. Dle provedené rešerše nebyl dosud publikován článek týkající se 

serpinu B9 a metastázování kolorektálního karcinomu do lymfatických uzlin. Exprese 

serpinu B9 ve vzorcích kolorektálního karcinomu byla prokázána ve studii zabývající se 

více typy solidních lidských tumorů. Exprese byla prokázána u melanomu, karcinomu prsu 

a děložního čípku [290]. V téže studii byla prokázána exprese serpinu B9 u dvou ze tří 

karcinomů kolon. Byť se jedná o minimální počet vzorků, výsledek uvedené studie 

poukazuje na heterogenitu v expresi serpinu B9 u tohoto karcinomu. Recentní publikované 

studie, které se týkají exprese serpinu B9 u malobuněčného karcinomu, referují o asociaci 

vyšší exprese s vyšším gradem karcinomu [291]. Serpinem B9 se také zaobírají další práce 

ve vztahu k serpin B9 rezistentnímu mutovanému granzymu B [292]. Výsledky 

prezentované v dizertační práci podporují hypotézu, že serpin B9 produkovaný 

nádorovými buňkami KRCa podporuje metastatické šíření do lymfatických uzlin pomocí 

inhibice cytotoxické imunitní odpovědi zprostředkované granzymem B. Bylo by do 

budoucna vhodné podpořit výsledky imunohistochemického vyšetření expresní studií genu 

pro serpin B9 u KRCa na obdobném souboru pacientů. 
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10. Závěr 

 

Z výsledků provedené analýzy vyplývá, že se podařilo prokázat roli lokální 

imunitní odpovědi v kontrole progrese KRCa. Ačkoliv se TIL již používají v klinické 

praxi, existují rezervy v možnostech imunohistochemického barvení. Jako nejpřínosnější 

se na základě provedené studie jeví imunohistochemické barvení na CD57. Do skupiny 

CD57
+ 

buněk
 
spadají hlavně maturované NK buňky a vysoce diferencované oligoklonální 

subpopulace CD8
+
 T lymfocytů. Vzhledem k tomu, že se vysoké denzity CD57 v 

histologických vzorcích KRCa prokázaly jako nezávislý pozitivní prognostický faktor pro 

DFI a OS, bylo by stanovování tohoto parametru přínosem pro indentifikaci pacientů, kteří 

by profitovali z adjuvantní onkologické léčby a z intenzivní dispenzarizace. Průkaz 

pozitivního vlivu granzymu B na celkovou prognózu u pacientů po radikální operaci KRCa 

též dokazuje účinek cytotoxické imunitní odpovědi na progresi malignity. 

Porovnání imunohistochemických parametrů u skupin pacientů s rozdílným 

postižením regionálních lymfatických uzlin metastázami prokázalo asociaci vyšších hustot 

nádorových buněk značených na serpin B9 s přítomností metastáz v lymfatických uzlinách. 

Jedná se o dosud nepublikovanou souvislost, která může ukázat na mechanismus obrany 

buněk nádoru proti cytotoxické imunitní reakci. 
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12. Souhrn 

 

V dizertační práci Molekulárně biologické mechanismy progrese kolorektálního 

karcinomu ve vztahu k individualizované onkochirurgické léčbě řeší autor následující 

problematiku: 

1. V literárním přehledu charakterizuje: epidemiologii, etiologii, karcinogenezi, 

diagnostiku a léčbu kolorektálního karcinomu (KRCa). Současně uvádí obecné principy 

protinádorové imunity a charakterizuje imunitní interakci s KRCa se zaměřením na 

celulární cytotoxickou reakci, která je zprostředkována tumor infiltrujícími lymfocyty 

(TIL). 

2. V metodice jsou prezentovány: 

Soubor 152 pacientů, 63 pacientů ve skupině klasifikované do stadia II dle Union 

Internationale Contre le Cancer (UICC) a 89 pacientů ve skupině UICC III, kteří byli 

elektivně radikálně operováni pro KRCa. 

Metody stanovení lokalizace TIL na peritumorální (PTL), intratumorální (ITL), 

intrastromální (ISL) a Crohn-like. 

Metody imunohistologického stanovení TIL a jejich parametrů (CD4, CD8, CD25, 

FoxP3), CD57
+
 buněk a granzymu B. 

Metody imunohistochemického stanovení nádorových buněk (CD56 a serpin B9) 

Metody stanovení nádorové infiltrace endovaskulární (VE), lymfatickou (LI) 

a perineurální (PI). 

3. Ve výsledkové části autor prokázal následující: 
Signifikantně vyšší jsou kvantitativně hodnocené denzity CD8

+
 a CD4

+
 TIL ve 

skupině UICC II. Byly prokázány významně vyšší semikvantitativně hodnocené denzity ve 

skupině UICC II u CD4
+ 

TIL v lokalizaci ITL, ISL, PTL a Crohn-like. V téže skupině jsou 

vyšší kvantitativně hodnocené denzity CD57
+
 buněk a Fox P3

+
 a granzym B

+  
TIL. 

V kohortě UICC III byly pozorovány vyšší denzity v semikvantitativním hodnocení 

u CD8
+
 v lokalizaci ISL a PTL. Dále byly ve stejné skupině prokázány kvantitativně 

stanovované vyšší denzity CD25
+ 

TIL a denzity nádorových buněk pozitivních na serpin 

B9. 

Při srovnání imunohistochemických parametrů nádorů z celého koln s tumory rekta 

byly prokázány vyšší denzity ITL CD8 semikvantitativně v kolon. CD8 jsou též 

asociovány s nižším výskytem VE. 

CD57, granzym B a CD8 jsou nezávislé pozitivní prognostické faktory celkového 

přežití (OS). Pozitivní prognostické faktory bezpříznakového přežití (DFI) byly CD57 

a CD4
+
 ITL. Negativním prognostickým faktorem OS je pooperační elevace zánětlivých 

parametrů (C reaktivní protein a leukocytóza). 

4. Závěr: TIL jsou slibným prognostickým faktorem KRCa. Jako nejpřínosnější 

molekula k detekci pacientů, kteří by profitovali z adjuvantní onkologické léčby, se jeví 

CD57, jejíž absence signifikantně zvyšuje riziko recidivy a krátké doby přežití. Asociace 

serpinu B9 v KRCa s přítomností metastáz v lymfatických uzlinách může ukázat na nový 

mechanismus rezistence KRCa k cytotoxické imunitní reakci v rámci kontroly nádorové 

progrese. 

5. Součástí práce je literární seznam obsahující 292 citací a přehled publikovaných 

prací autora. Práce vztažené k tématu dizertace jsou doložené v kopiích. 

 

Klíčová slova: Kolorektální karcinom, metastázy lymfatických uzlin, recidiva, 

tumor infiltrující lymfocyty, natural killers, CD4, CD8, CD57, CD56, serpin B9, FoxP3, 

CD25. 
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13. Summary 

 

In this thesis Molecular biologic principles of progression of colorectal carcinoma 

and their impact on individualized oncosurgical treatment deals the author with following 

issues: 

 1. In the literature overview: The author charactherizes epidemiology, etiology, 

carcinogenesis, treatment and diagnostics of colorectal carcinoma (CRCa). Contemporary 

the author introduces to problematics of principles of anticancer immunity and 

charactherises immune interaction with CRCa. The author focuses on cellular cytotoxic 

reaction represented by tumour infiltrating lymphocytes (TIL). 

2. The methodology section characterizes following: 

Group of 152 patients, 63 patients in cohort classified in stage II according Union 

Internationale Contre le Cancer (UICC) and 89 patients in cohort UICC III (with lymph 

node metastasis). All of them were electively radicaly operated due to CRCa. 

Methods of evaluating of TIL pattern defined as peritumoral (PTL), intratumoral 

(ITL), intrastromal (ISL) and Crohn-like. 

Methods of immunohistological staining of TIL and evaluating of their parameters  

(CD4, CD8, CD25, FoxP3), CD57
+
 cells and granzyme B. 

Methods of immunohistological staining of cancer cells (CD56 and serpine B9) 

Methods of evaluating cancer endovascular (VE), lymphatic (LI) and perineural 

infiltration (PI). 

3. In the final section the author demonstrates following: 
There is significantly higher density of CD8

+
 and CD4

+
 TIL in UICC II group, 

counted quantitatively. There were significantly higher density of CD4
+  

TIL found in 

pattern ITL, ISL, PTL and Crohn-like in UICC II group. In the same cohort there were 

higher amount of CD57
+
 cells and lymphocytes stained for Fox P3 and granzyme B. 

In cohort UICC III author demonstrates higher density of ISL and PTL CD8
+ 

TIL, 

counted semiquantitatively. In the same cohort were found higher numbers of CD25
+ 

TIL 

and cancer cells stained for serpine B9. 

There were higher density of ITL CD8 in colon in comparison with rectum. ITL 

CD8 were also proved as protective factor of VE. 

CD57, granzyme B and CD8 were prooved as positive independent prognostic 

factors of overall survival (OS). There were prooved as positive independent prognostic 

factors of desease free interval (DFI) CD57 and CD4
+
 ITL. Negative independent 

prognostic factor of OS were higher postoperative leukocytosis and serum level of 

C reactive protein. 

4. Conclusion: TIL are promising prognostic factors of CRCa. CD57 seems to be 

the most helpful marker to detect patients benefiting from adjuvant treatment and intensive 

dispensarisation. Because of lack of CD57
+ 

cells
 
 increases risk of early reccurence of 

CRCa. 

Association of serpine B9 with lymph node metastasis reveals unknown possible 

principle of tumour resistence to cytotoxic immune reaction. 

5. The thesis includes the overview of relevant literature with 292 sources and list 

of authors own publications. The publications with realtion to thesis are attached in copies. 

 

Key words: Colorectal carcinoma, lymph nodes metastasis, recurrency, tumour 

infiltrating lymphocytes, natural killers, CD4, CD8, CD57, CD56, serpine B9, FoxP3, 

CD25. 
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