
Univerzita Karlova 

1. lékařská fakulta

Studijní program: Doktorské studium v oblasti biomedicíny

Studijní obor: Biochemie a patobiochemie

MUDr. Veronika Veškrňová

Diagnostické a prognostické markery v éře cílené léčby CRC

Diagnostic and prognostic markers in the era of targeted treatment of CRC 

Disertační práce

Vedoucí závěrečné práce/Školitel: Doc. MUDr. Tomáš Büchler, Ph.D.

Praha, 9.11.2020

1



Prohlášení:

Prohlašuji,  že  jsem  závěrečnou  práci  zpracovala  samostatně  a  že  jsem  řádně  uvedla  a 

citovala všechny použité prameny a literaturu. Současně prohlašuji, že práce nebyla využita  

k získání jiného nebo stejného titulu. 

Souhlasím  s trvalým  uložením  elektronické  verze  mé  práce  v databázi  systému 

meziuniverzitního  projektu  Theses.cz  za  účelem  soustavné  kontroly  podobnosti 

kvalifikačních prací.

V Praze, 9.11.2020 VERONIKA VEŠKRŇOVÁ

Podpis: 

2



Identifikační záznam:

Pro tvorbu identifikačního záznamu jsem se řídila normami ČSN ISO 690 a ČSN ISO 690-2.
VEŠKRŇOVÁ, Veronika. Diagnostické a prognostické markery v éře cílené léčby CRC. [Diagnostic and 
prognostic markers in the era of targeted treatment of CRC]. Praha, 2020. Počet stran 41, počet příloh 
1. Disertační práce. Univerzita Karlova, 1. lékařská fakulta, Ústav Biochemie a patobiochemie. 
Vedoucí závěrečné práce Doc. MUDr. Tomáš Büchler, Ph.D.

3



Abstrakt

Východiska: Kolorektální karcinom (CRC) je nejčastějším zhoubným nádorem v součtu u obou pohlaví 

v ČR. Prognostické faktory můžeme rozdělit na klinické (stadium v době diagnózy, histologický typ 

nádoru), genetické (RAS, BRAF), imunologické (Immunoscore) a biochemické (CEA, CA 19-9, 

mikroRNA).  MikroRNA (miRNA) regulují expresi onkogenů a nádorových supresorů. Regulační funkce 

miRNA je významně ovlivňována polymorfismy (single nucleotide polymorphisms, SNP) cílových míst 

vážících miRNA (miRSNP). 

Cíle: Vyhodnotit v současnosti používané prognostické faktory pro CRC v kontextu cílené léčby a 

posoudit roli nových faktorů, včetně miRNA.

Metody: Vlastní výsledky a soubor publikovaných prací je rozdělěn do 4 okruhů: klinické práce 

zaměřené na cílenou léčbu kolorektálního karcinomu, původní práce zaměřené na roli miRNA 

v patogenezi kolorektálního karcinomu a zejména jako prognostického a prediktivního markeru, 

práce zaměřené na funkční polymorfismy genů opravujících chyby DNA ve vztahu ke CRC a 

přehledový článek shrnující biochemické faktory ovlivňující efekt cytostatik ze skupiny 

fluoropyrimidinů v léčbě CRC. 

Výsledky: V pracích a publikacích jsme identifikovali miRNA z klastru miR-17/92, které představují 

neinvazivní biomarker pro predikci prognózy po léčbě u pacientů s nádory rekta s vyšším rizikem 

relapsu. U polymorfismu ve vazebném místu miRSNPs rs8679 byla nalezena asociace s rizikem CRC a 

přežíváním pacientů. Vybrané polymorfismy v genech opravující DNA (REV3L, POLQ a NEIL3) byly 

identifikovány jako prediktivní faktory pro přežití pacientů. 

Závěr: Výzkum miRNA jako biomarkeru pro vznik a průběh CRC je slibnou cestou k rozšíření a 

zpřesnění určování prognózy pacientů s CRC a k výběru optimální léčebné strategie. 

Klíčová slova: kolorektální karcinom, mikroRNA, markery přežití. 
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Abstract 

Introduction: Colorectal cancer (CRC) is the most common malignant tumor in both sexes in the 

Czech Republic. Prognostic factors in CRC can be classified as clinical (stage at the time of diagnosis, 

histological type of tumor), genetic (RAS, BRAF), immunological (Immunoscore)and biochemical (CEA, 

CA 19-9, miRNA). MicroRNAs (miRNAs) regulate the expression of oncogenes and tumor suppressors. 

The regulatory function of miRNAs is influenced by single nucleotide polymorphisms (SNPs) of target 

miRNA binding sites (miRSNPs). 

Aims: To evaluate the currently available prognostic factors for CRC patients treated using targeted 

therapies and assess the role of novel ones, including miRNA. 

Methods: The thesis includes clinical works focused on targeted treatment of colorectal cancer, 

original work focused on the role of miRNA in colorectal cancer pathogenesis and especially as a 

prognostic and predictive marker, work focused on functional polymorphisms of DNA repair genes 

and a review article summarizing biochemical factors influencing the effect of fluoropyrimidine 

cytostatics in the treatment of colorectal cancer. 

Results: We have identified miR-17/92 as a non-invasive biomarker for predicting post-treatment 

prognosis in patients with a higher risk of relapse, as well as miRSNPs rs8679 polymorphisms as a 

predictor of CRC risk and patient survival. Polymorphisms in DNA repair genes (REV3L, POLQ and 

NEIL3) were identified as predictive factors for patient survival. 

Conclusion: MiRNAs are promising prognostic biomarkers for CRC and have the potential to be used 

for the planning of optimal treatment strategies. 

Key words: colorectal carcinoma, microRNA, survival markers
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Úvod

Cílem práce je prezentovat přehled problematiky a vlastní výsledky v oblasti výzkumu mikroRNA 

(miRNA) genů v patogenezi kolorektálního karcinomu. 

V úvodu se věnuji epidemiologii, prognóze a léčbě kolorektálního karcinomu, prognostickým 

faktorům (klinickým, genetickým a biochemickým). Pak jsem se zaměřila na shrnutí poznatků o 

nekódujících RNA a miRNA u kolorektálního karcinomu. 

Prezentované vlastní výsledky shrnuji jako komentovaný soubor sedmi článků týkajících se 

prognostických a prediktivních faktorů u nemocných s kolorektálním karcinomem a zejména využití 

miRNA ve vztahu k odhadu prognózy pacientů. Jedná se o multidisciplinární problematiku, kde je 

nutná kombinace konvenčních klinických prognostických parametrů s novými potenciálními markery, 

mezi ně patří také miRNA. 

Problematika miRNA je nutně interdisciplinární a integruje poznatky z biochemie, molekulární 

biologie a genetiky a nově také farmakologie. K miRNA lze přistupovat jako k solubilnímu markeru 

nádorů v periferní krvi, který predikuje prognózu nádorového onemocnění a odpověď na systémovou 

léčbu, a také jako k regulátoru klíčových dějů karcinogeneze. V této práci jsme zkoumali všechny 

uvedené aspekty u kolorektálního karcinomu.  
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Přehled epidemiologie, diagnostiky a léčby kolorektálního karcinomu

Epidemiologie kolorektálního karcinomu

Kolorektální karcinom je zhoubný nádor vycházející z buněk sliznice tračníku a konečníku. 

Histologicky se v 98 % případech jedná o adenokarcinom. 

Kolorektální karcinom (CRC) patří mezi hlavní příčiny úmrtí souvisejících s nádorovými onemocněními 

na celém světě (Siegel et al., 2019). CRC je jednou z hlavních příčin morbidity a mortality s přibližně 

1,8 milionu nových případů na celém světě v roce 2018. CRC je nejčastější druhou příčinou úmrtnosti 

na nádorová onemocnění, která v roce 2018 odpovídá za 880 000 úmrtí. Mortalita v posledních 

několika letech v rozvinutých zemích mírně klesá (Bray et al., 2018). 

Česká republika se ve výskytu tohoto typu onkologického onemocnění řadí na 7. místo na světě (Bray 

et al., 2018; Dušek et al., 2005). CRC je nejčastějším zhoubným nádorem v součtu u obou pohlaví 

v ČR. U mužů je v incidenci na druhém místě po karcinomu prostaty a u žen je na druhém místě po 

karcinomu prsu. 

Podle nejnovějších dostupných údajů z Národního onkologického registru v roce 2016 byl počet nově 

hlášených novotvarů CRC (C 18 – ZN tlustého střeva) v absolutních číslech u obou pohlaví 4681 a 

mortalita 2179 pacientů. V roce 2017 byla incidence 4464 případů a mortalita 2129 osob 

(www.svod.cz).

Od roku 2014, kdy dosáhla incidence vrcholu (5042 případů) má nyní tendenci k mírnému poklesu, 

současně klésá mírně i mortalita (Dušek et al., 2005).

U zhoubných novotvarů rektosigmoideálního spojení (C19) je vývoj mortality a incidence obdobný, 

v posledních letech počty hlášených nových případů i úmrtí mírně klesají. V roce 2016 byl počet 

hlášených případů v absolutním počtu 846 případů a mortalita 399 osob. 

U karcinomu rekta (C20) bylo v roce 2016 hlášeno 2138 nových případů a mortalita dosáhla 1109 

případů. Incidence klesá od roku 2011 (2311 případů) a mortalita klesá od roku 2004 (1315 úmrtí). 

Bohužel se příliš nemění zastoupení klinických stádií při diagnóze u karcinomu tlustého střeva (C18), 

v roce 2016 bylo nejvíce onemocnění hlášeno ve stadiu II (25,9 %), poté stadium I (23,4 %), stadium 
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III (21,6 %), stadium IV (20%). Pořád je přes 40 % pacientů diagnostikováno ve stadiu III nebo IV, kde 

5-leté přežití rychle klesá. U karcinomu rekta (C20) je dokonce nejvíce pacientů 31,2% 

diagnostikováno ve stadiu III, tedy s postižením lymfatických uzlin (Dušek et al., 2005). 

Přežití pacientů s CRC do značné míry závisí na stádiu onemocnění při diagnóze: 5leté přežití ve 

stadiu I je 93,6%, zatímco u pacientů ve stadiu IV dramaticky klesá na 8,1%  (Siegel et al., 2017). 

Se zvýšeným rizikem CRC je spojeno několik environmentálních a dědičných faktorů. Mezi hlavní 

rizikové faktory patří věk, kouření, obezita, vysoká spotřeba zpracovaného masa a nedostatek fyzické 

aktivity (Lauby-Secretan et al., 2018; Morris et al., 2018). Familiární genetické syndromy jsou 

zodpovědné až za 10% případů kolorektálního karcinomu. Toto procento se zvyšuje v důsledku 

lepšícího se přístupu ke genetickému testování (Yurgelun et al., 2017). Mezi nejčastější genetické 

syndromy spojené s CRC patří adenomatózní polypóza coli a nedostatek opravných enzymů pro 

opravu chyb párování (mismatch) DNA (Lynchův syndrom). Pro včasnou detekci CRC se doporučuje 

skríning celé populace pomocí testů na okultní krvácení do stolice a kolonoskopie. Bylo prokázáno, že 

tento skríning snižuje specifickou úmrtnost na kolorektální karcinom (Lauby-Secretan et al., 2018).

Patologie kolorektálního karcinomu

U mnoha pacientů vzniká adenokarcinom z polypů tlustého střeva, model kolorektálního karcinomu, 

rostoucí na základě sekvenčně se vyskytujících mutací, byl poprvé navržen Vogelsteinem a 

spolupracovníky před více než 30 lety (Vogelstein et al., 1988). Pokusy strukturovat data expresní 

analýzy vedly k několika molekulárním klasifikacím kolorektálního adenokarcinomu (“Comprehensive 

molecular characterization of human colon and rectal cancer,”; Jass, 2007). Poslední, a zdá se obecně 

přijímaná, klasifikace molekulárních subtypů (Consensual Molecular Subtypes, CMS) rozlišuje čtyři 

odlišné podtypy kolorektálních nádorů na základě jejich molekulárních vlastností: CMS1 (zahrnující 

přibližně 14% případů) charakterizovaný nestabilitou mikrosatelitů, mutací BRAF a významnou 

infiltrací imunitními buňkami, CMS2 (37%) s aktivovanými dráhami WNT a MYC, CMS3 (13%) s 

variabilním stavem nestability mikrosatelitu, nízkou metylací ostrůvků CpG a mutacemi KRAS a CMS4 

(23%) s vysokými změnami počtu somatických kopií, aktivací transformace růstového faktoru β a 

vysoce aktivní angiogenezí. Přibližně 13% nádorů zůstává nezařaditelných (Guinney et al., 2015).
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Symptomatologie kolorektálního karcinomu

 V počátečních stádiích  bývá CRC zpravidla  asymptomatický.  Symptomatologie záleží  na lokalizaci 

nádoru.  Nádory  proximálně  od  lienální  flexury  způsobují  sideropenickou  anémii  z  chronických 

krevních ztrát, která se může projevit celkovou slabostí a zvýšenou únavností, dále se můžeme setkat 

s  abdominálním  dyskomfortem  a  obtížně  lokalizovatelnými  bolestmi  břicha.  Nádory  kolon 

descendens a sigmoidea se projevují střídáním obstipace a průjmů, stolicí s příměsí krve a často také 

kolikovitými  bolestmi  břicha.  Při  výraznějším  zúžení  lumen  střeva  může  dojít  k  rozvoji  střevní 

obstrukce. Nádory rekta způsobují tenezmy, nucení na stolici a hematochezii (Fiala & Buchler, 2017).  

Pro snížení mortality na KRC je důležitá především včasná diagnóza. V diagnostice KRC se uplatňuje 

v současné době především kolonoskopické vyšetření, které je však invazivní a finančně i časově 

náročné. Test stolice na okultní krvácení, nejrozšířenější neinvazivní skríningové vyšetření, je omezen 

nízkou citlivostí. U DNA testů stolice brání většímu rozšíření technická náročnost a vysoké náklady.

V ČR je zaveden program skríningu kolorektálního karcinomu za účelem včasné diagnostiky (záchytu 

časných stadií), který je prováděn u asymptomatických pacientů následujícím způsobem:

Od 50 do 54 let test na okultní krvácení 1× ročně (při pozitivitě následuje kolonoskopie).

Od  55  let test  na  okultní  krvácení  1×  za  2  roky  (při  pozitivitě  následuje  kolonoskopie)  nebo 

skríningová kolonoskopie 1× za 10 let (Lajbl Večeřová, 2019).

Tabulka 1. Stádia kolorektálního karcinomu podle klasifikace TNM, 8. vydání (Brierley et al., 2018).

Tis karcinom in situ: invaze do lamina propria mucosae
T1 submukóza
T2 tunica muscularis propria
T3 subseróza nebo šíření do neperitonealizované perikolické/perirektální tkáně
T4 prorůstání na viscerální peritoneum nebo postižení okolních struktur

 T4a prorůstání na viscerální peritoneum 
 T4b postižení okolních struktur

N1 1-3 uzliny
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 N1a 1 uzlina
 N1b 2-3 uzliny
 N1c satelitní ložisko v subseróze nebo neperitonealizované perikolické/perirektální tkáni

N2 4 a více uzlin

 N2a 4-6 uzlin
 N2b 7 a více uzlin

M1 vzdálené metastázy

 M1a metastázy  omezené  na  1  orgán  (játra,  plíce,  vaječník,  neregionální  uzlina(y),  bez 
peritoneálních metastáz)

 M1b metastázy ve více než 1 orgánu nebo na peritoneu
 M1c metastázy na peritoneu s nebo bez postižení dalších orgánů

 
Stadium 0 Tis N0 M0
Stadium I T1, T2 N0 M0
Stadium II T3, T4 N0 M0
Stadium IIA T3 N0 M0
Stadium IIB T4a N0 M0 
Stadium IIC T4b N0 M0 
Stadium III jakékoliv T N1, N2 M0
Stadium IIIA T1, T2 N1 M0

T1 N2a M0
Stadium IIIB T1, T2 N2b M0

T2, T3 N2a M0

T3, T4a N1 M0
Stadium IIIC T3, T4a N2b M0

T4a N2a M0

T4b N1, N2 M0
Stadium IVA jakékoliv T jakékoliv N M1a
Stadium IVB jakékoliv T jakékoliv N M1b
Stadium IVC jakékoliv T jakékoliv N M1c
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Léčba kolorektálního karcinomu

Ve stadiu 0 a I je léčba pouze chirurgická a adjuvantní terapie není indikována. 

Ve stadiu II je na prvním místě chirurgické odstranění nádoru. U pT3, N0, M0 bez rizikových faktorů 

adjuvantní chemoterapie není indikována a pacienti jsou pouze dispenzarizováni. 

Při infiltraci jiných orgánů nebo perforaci viscerálního peritonea (pT4, N0, M0) je indikována 

adjuvantní chemoterapie, stejně jako u pacientů ve stádiu pT3, N0, M0 s rizikovými faktory, mezi něž 

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, vaskulární a/nebo 

perineurální invaze. 

Pokud je indikována adjuvantní chemoterapie na bázi fluoropyrimidinů v klinickém stadiu II, je nutné 

molekulární vyšetření mikrosatelitové instability (MSI), resp. MMR (mismatch repair) v nádorové 

tkáni. Pacienti stadia II s defektem MMR (dMMR, tedy MSI-high) nemají prospěch z adjuvantní 

chemoterapie na bázi 5-fluorouracilu. Tato léčba naopak u těchto pacientů zvyšuje celkovou 

mortalitu.

Ve III.stadiu by měla být chirurgická léčba následována adjuvantní chemoterapií kontinuálně 

podávaným 5-fluorouracilem (v kombinaci s leukovorinem), kapecitabinem nebo režimy FOLFOX či 

CAPOX.

U karcinomu rekta (C20) je léčba odlišná. Při stagingu je nutné provedení rektoskopie, endosonografi-

e rekta a ideálně i MRI pánve. U časných karcinomů (cT1-2, příznivé cT3 N0) je možná samostatná 

chirurgická léčba. U středně pokročilých karcinomů (cT3 s vyšším rizikem, cT4a, N+) je standardním 

postupem neoadjuvantní radioterapie s konkomitantní chemoterapií (kontinuální 

5-fluorouracil nebo kapecitabin), a poté s odstupem 5-7 týdnů chirurgická léčba. 

Léčba CRC bez ohledu na lokalizaci primárního nádoru v kolon nebo rektu je ve stadiu IV obdobná. U 

vzdálených metastáz je indikovaná primární systémová onkologická léčba, u oligometastatického 

onemocnění a resekabilních metastáz je indikovaná systémová léčba a včasný restaging ke zvážení 

resekce primárního tumoru i metastáz. Postup by měl vždy stanovovat multidisciplinární tým 
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(chirurg, onkolog, radiodiagnostik, gastroenterolog, patolog) (Glynne-Jones et al., 2017; Labianca et 

al., 2013; E Van Cutsem et al., 2016). 

Obrázek 1. Schéma léčby kolorektálního karcinomu  (Vodicka et al., 2019)

Základním nositelem protinádorového účinku v časných liniích léčby je chemoterapie, cílená léčba 

tento účinek zvyšuje. Je možné použít režimy s cílenými léky bevacizumab (Avastin), cetuximab 

(Erbitux), panitumumab (Vectibix), aflibercept (Zaltrap) nebo ramucirumab (Cyramza) (Fiala & 

Buchler, 2017; E Van Cutsem et al., 2016). 

Bevacizumab je antiangiogenním lékem, monoklonální protilátkou proti vaskulárnímu endotelovému 

růstovému faktoru (VEGF). Brání vazbě VEGF na receptory na endoteliích, což vede k regresi 

nádorové cévní sítě, normalizuje přetrvávající cévní síť a brání vzniku nových nádorových cév, a tím 

inhibuje růst nádoru.
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Cetuximab je chimerická monoklonální IgG1 protilátka cílená na extracelulární část receptoru pro 

epidermální růstový faktor (EGFR). U nádorových buněk kolorektálního karcinomu inhibuje proliferaci 

a indukuje apoptózu nádorových buněk, inhibuje angiogenezi a snižuje nádorovou neovaskularizaci a 

metastatický potenciál. 

Panitumumab se váže na ligand-vázající extracelulární doménu EGFR a inhibuje autofosforylaci 

receptoru indukovanou všemi známými ligandy EGFR. Vazba panitumumabu na EGFR vede k 

internalizaci receptoru, inhibici buněčného růstu, indukci apoptózy a snížené produkci interleukinu 8 

a vaskulárního endoteliálního růstového faktoru (Chu, 2012). Vazbou panitumumabu na nádorovou 

buňku se rovněž aktivuje imunitní reakce (na protilátkách závislá buněčná cytotoxicita ADCC) která 

vede k usmrcení nádorové buňky (Fiala & Buchler, 2017; E Van Cutsem et al., 2016). 

Aflibercept je uměle vytvořený protein. Jeho základem je lidská protilátka, na kterou jsou přidány 

vazebné části receptorů VEGFR (receptorů z povrchu cévních endotelových buněk). Aflibercept 

"vychytává" VEGF (růstový faktor cévního endotelu)  a PlGF (placentární růstový faktor), váže je na 

sebe a brání tak jejich účinkům na endotelové cévní buňky (bývá označován jako VEGF trap [= past]), 

což vede k regresi nádorové cévní sítě, normalizuje přetrvávající cévní síť a brání vzniku nových 

nádorových cév, a tím inhibuje růst nádoru (Fiala & Buchler, 2017; E Van Cutsem et al., 2016; Eric Van 

Cutsem et al., 2012). 

Ramucirumab se váže na VEGFR-2 na endotelových buňkách, brání vazbě VEGF na VEGFR-2, což vede 

k regresi nádorové cévní sítě, normalizuje přetrvávající cévní síť a brání vzniku nových nádorových 

cév, a tím inhibuje růst nádoru (Fiala & Buchler, 2017; E Van Cutsem et al., 2016). 

U pacientů, kteří byli dříve léčeni standardními režimy chemoterapie, anti-VEGF a anti-EGFR léčbou, 

případně u pacientů, kteří nejsou pro tuto terapii vhodnými kandidáty, lze použít regorafenib 

(Stivarga) nebo trifluridin/tipiracil (Lonsurf). Regorafenib a trifluridin/tipiracil mohou být použity 

sekvenčně, přičemž jejich optimální pořadí není určeno (Fiala & Buchler, 2017; E Van Cutsem et al., 

2016). 

Regorafenib inhibuje signální proteiny zahrnuté do onkogeneze, jako je BRAF a RAF1, dále 

tyrosinkinázy zahrnuté do angiogeneze, kam náleží receptor VEGF (VEGFR) 1, 2 a 3 a klíčový regulátor 

angiogeneze – tyrosinkináza s homologní doménou 2 pro imunoglobulinový a epidermální růstový 

faktor (TIE-2). V neposlední řadě regorafenib inhibuje stromální kinázy ovlivňující nádorové 

mikroprostředí, kam řadíme receptor pro destičkový růstový faktor (platelet-derived growth factor 
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receptor, PDGFR-β) a receptor pro fibroblastový růstový faktor (fibroblast growth factor receptor, 

FGFR) (Wilhelm et al., 2011).

Pro kvalifikované rozhodnutí o typu cílené léčby pokročilého metastatického kolorektálního 

karcinomu je nutné znát mutační stav onkogenů rodiny RAS (KRAS, NRAS) a BRAF. Onkogeny RAS 

představují negativní prediktivní marker pro použití cílené anti-EGFR léčby, kterou lze podat pouze 

v případě nemutovaného stavu onkogenů RAS (wild type). Účinnost inhibitorů EGFR cetuximabu a 

panitumumabu v léčbě metastatického kolorektálního karcinomu je obdobná. V případě progrese na 

jednom inhibitoru EGFR není indikováno podání druhého. Pro léčbu bevacizumabem, afliberceptem, 

ramucirumabem, regorafenibem a lékem trifluridin/tipiracil prediktivní parametr v praxi zaveden 

není.

Prognosticky mimořádně nepříznivou podskupinou jsou nádory s prokázanou BRAF mutací, kde je 

účinnost léčby inhibitory EGFR nízká a u pacientů (PS 0) je upřednostňována jako úvodní léčba triplet 

FOLFOXIRI plus antiVEGF terapie (Loupakis et al., 2014). Úplnou novinkou je použití kombinace 

specificky zaměřených cílených léků encorafenib, binimetinib a cetuximab u pacientů s mutací BRAF 

(Kopetz et al., 2019).

Vhodné (v současné době nepovinné) je vyšetřovat u pacientů ve IV. klinickém stadiu také 

mikrosatelitovou instabilitu (MSI), resp. MMR (mismatch repair) v nádorové tkáni. Nádory dMMR 

(MSI-high) mohou dobře odpovídat na léčbu inhibitory PD-1/PD-L1 osy (Le et al., 2015, 2017).
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Prognostické a prediktivní faktory kolorektálního karcinomu

Tabulka 2. Typy nádorových biomarkerů a jejich příklady u kolorektálního karcinomu podle Tanaky 

a spolupracovníků (Tanaka et al., 2010)

Typ markeru Podtyp Příklad 
Genetické mutace genu mutace genů KRAS, NRAS

amplifikace genu amplifikace HER2
mikrosatelitová instabilita mikrosatelitová instabilita

Epigenetické metylace dna metylace promotoru MTHFR
Nekódující RNA miRNA miR-192, miR-215 
Proteiny a peptidy solubilní CEA, CA19-9

imunohistochemické intracelulární hlenotvorba

cytokeratiny 7 a 20
Imunologické hodnocení charakteru infiltrace 

lymfocyty

Immunoscore

Klinické prognostické faktory

Přežití pacientů s CRC do značné míry závisí na stadiu onemocnění při diagnóze: 5leté přežití ve 

stadiu I je 93,6%, zatímco u pacientů ve stadiu IV dramaticky klesá na 8,1% (Siegel et al., 2017). 

Zdá se, že primární umístění nádoru působí jako velmi důležitý prognostický faktor. Pacienti s 

pravostranným CRC jsou častěji ženy a starší pacienti s mikrosatelitovou nestabilitou, mutovaným 

BRAF, fenotypem CPG ostrovního methylátoru (CpG Island Methylator Phenotype, CIMP), špatně 

diferencovanými tumory ve srovnání s levostrannými CRC (Gallois et al., 2018).

Prognóza pacientů s CRC závisí na stadiu v době diagnózy, poté na lokalizaci nádoru a jeho histologii. 

Dále přežití samozřejmě závisí na celkovém stavu pacienta a přidružených onemocněních. 
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Proteiny a peptidy

U přibližně 20% chirurgicky léčených pacientů s CRC dojde k recidivě onemocnění během pěti let po 

operaci. Pro včasné zjištění recidivy musí být upřednostňované vyšetření minimálně invazivní a 

opakovatelné v čase. Nejvhodnějším biologickým materiálem je proto periferní žilní krev. 

Karcinoembryonální antigen (CEA) je pro tento účel dobře zavedený marker, doporučený jak 

Americkou společností klinické onkologie (ASCO), tak Evropskou skupinou pro markery nádorů 

(EGTM). Existují dobré důkazy o tom, že rutinní monitorování CEA během následného sledování 

detekuje metastatické onemocnění. Senzitivita tohoto markeru se však nepovažuje za dostatečnou. 

Existují pacienti s CRC se špatně diferencovanými tumory s CEA přítomnými pouze v nízkých dokonce 

nedetekovatelných koncentracích (Das et al., 2017).

Existuje snaha zlepšit citlivost a specificitu použitím dalších nádorových markerů, jako je nádorový 

antigen 19-9 (CA19-9), ale také s použitím biomarkerů odrážejících další charakteristiky nádorových 

buněk. Právě taková skupina molekul s novými a slibnými vlastnostmi jsou miRNA (Kulda et al., 2010; 

Pesta et al., 2019). 

Imunohistochemie má klíčový význam při diagnostice nádoru, zejména určení jeho typu a 

orgánového původu. Její prognostický význam zatím není v praxi tak významný. Možný prognostický 

význam u CRC mají cytokeratiny CK7, CK20 a survivin, které lze stanovit jak v nádoru, tak na 

cirkulujících nádorových buňkách (Ning et al., 2015). Tato metoda zatím nebyla validována pro 

klinické využití. 

Genetické prognostické biomarkery

Desetiletí studií ukázaly, že některé geny a cesty, jako jsou KRAS, BRAF, PIK3CA, SMAD7, PARP1, TP53 

a geny oprav chybného párování, jsou důležité v procesech iniciaci a progrese CRC (Normanno et al., 

2015; Vodenkova et al., 2019; Vodicka et al., 2019). Mutační status KRAS je prediktivním markerem 

odpovědi na zavedené inhibitory receptoru epidermálního růstového faktoru (EGFR) používané pro 

léčbu pokročilého CRC. Ve skutečnosti jsou mutace v KRAS spojeny s rezistencí na léčbu anti-EGFR 

monoklonální protilátky (mAb) cetuximabem nebo panitumumabem. Nepříznivý prognostický dopad 

mutací BRAF byl také dokumentován (Farina-Sarasqueta et al., 2010; Rowland et al., 2015; Yokota et 

al., 2011), zatímco mutace PIK3CA na přežití byla omezena na pacienty s nemutovaným genem BRAF 

(Rosty et al., 2013).
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Genetická variabilita je důležitým faktorem pro vznik onemocnění a také reakce na léčbu a toxicitu 

léčby. Například zděděné změny v genech pro opravu DNA byly indikovány jako užitečné nástroje pro 

identifikaci pacientů s rizikem aberantních farmakokinetických nebo farmakodynamických účinků 

(Bhushan et al., 2009). Studie asociované v celém genomu identifikovaly rostoucí počet polymorfizmů 

s jedním nukleotidem (SNP), které vykazují pevné asociace s rizikem CRC, které byly také replikovány 

v nezávislých kohortách (Fernandez-Rozadilla et al., 2013; Smith et al., 2015). Metaanalýzy však 

naznačují, že tyto SNP dosud představují pouze malou část rizika CRC (Whiffin et al., 2014).

Imunologické prognostické markery

Imunitní odpověď hostitele proti nádoru je předmětem rozsáhlého výzkumu. Byl prokázán 

prognostický význam infiltrátu imunitních buněk v nádoru. Pro kvantifikaci imunitního infiltrátu in 

situ byla definována metodika nazvaná Immunoscore. Parafinové řezy nádoru tlustého střeva a 

invazivní okraj se zpracuje imunohistochemicky a pomocí digitální patologie se kvantifikuje hustota 

CD3+ a cytotoxických CD8+ T lymfocytů v nádoru a jeho invazivním okraji. Immunoscore poskytuje 

odhad rizika recidivy u pacientů s CRC nezávisle na stádiu TNM (Galon et al., 2014; Pages et al., 2018).

Nekódující RNA

Syntéza a role nekódující RNA 

Nekódující ribonukleová kyselina (noncoding RNA, ncRNA) jsou molekuly RNA, které nenesou 

informace pro syntézu proteinů. Podílí se významným způsobem na udržování integrity genomu a 

regulačních pochodech v buňce. NcRNA jiné než ribosomální RNA a transferová RNA, jsou obvykle 

kategorizovány na základě jejich délky a dále členěny podle funkce a/nebo role (tabulka 3). 

Zájem o mechanismy posttranskripční regulace genové exprese zprostředkované miRNA v posledních 

letech vzrostl, kromě jiného také díky relativně jednoduché detekci a kvantifikaci těchto molekul.
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Tabulka 3. Hlavní třídy nekódující RNA (ncRNA) řazeny podle délky dané počtem nukleotidů (nt) 

(Gulia et al., 2017).

Jméno Zkratka Délka (nt) Poznámky

Dlouhé nekódující RNA lncRNA >200 Transkripty nekódující proteiny; heterogenní 

třída RNA. Podíl na epigenetické, transkripční a 

post-transkripční regulaci genové exprese

Přepisovaná 

ultrakonzervovaná oblast

T-UCR ≈50–570 Často se nachází na fragilních místech a 

genomických oblastech souvisejících s nádory; 

možná regulované miR

Cirkulární RNA circRNA ≈100-1600 Kovalentně uzavřené RNA kruhy; některé mají 

kódovací funkce; potenciální regulátory genů a 

miR pasti

Malé interferující RNA siRNA 20–25 Dvouvláknové RNA podobné miR, fungující 

cestou RNA interference (RNAi); podporují 

degradaci mRNA

Y RNA Y RNA 21–24 Replikace DNA prostřednictvím interakcí s 

chromatinem a iniciačními proteiny; cíl 

autoimunitních protilátek

Mikro-RNA miRNA; 

miR

21–24 Funkce při umlčování RNA a posttranskripční 

regulaci genové exprese; může mít 

extracelulární lokalizaci

Piwi-interagující RNA piRNA 26–31 Epigenetická a posttranskripční inhibice 

(silencing) retrotranspozonů a dalších 

genetických prvků v buňkách 

Malé nukleolární RNA snoRNAs 60–300 Průvodce chemickými modifikacemi jiných RNA

(rRNA, tRNA, snRNA)

Malé nukleové RNA snRNA; U-

RNA

≈150 Funkce při zpracování pre-messenger RNA 

(hnRNA) v jádru; pomoc při regulaci 

transkripčních faktorů; údržba telomér
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MiRNA jako regulační molekuly v procesu karcinogeneze

Regulace zprostředkovaná miRNA má zásadní vliv na buněčnou integritu. Řídí základní biologické 

procesy, jako je apoptóza, buněčné proliferace, diferenciace, angiogeneze a invaze (Kral et al., 2018; 

Mendell & Olson, 2012). V této souvislosti jsou miRNA rozsáhle studovány ve vztahu k nádorům a 

jejich specifické profily exprese byly spojené s různými typy malignit, včetně CRC (Bonfrate et al., 

2013; Davis-Dusenbery & Hata, 2010; Lin & Gregory, 2015; Slaby et al., 2009). 

Syntéza a funkce miRNA jsou schématicky znázorněné na obrázku 2.

Obrázek 2. Syntéza miRNA (autor obrázku: P. Škrobánek, Onkologická klinika 1. LF UK a 
Thomayerovy nemocnice).  Transkripci primární pri-miRNA z genu miRNA provádí RNA polymeráza 
II (Pol II). Pri-miRNA je poté v jádru buňky zpracována enzymem Drosha (RNáza III) a jeho 
kofaktorem Pasha na řetězce pre-miRNA s 60 až 110 nukleotidy. Pri-miRNA je pak exportována do 
cytoplazmy pomocí exportinu-5 přes jaderné póry. V cytoplazmě je pri-miRNA štěpena RNázovou 
aktivitou enzymu Dicer na přechodný 22-nukleotidový duplexní meziprodukt. Tento duplex se 
naváže na AGO2, endonukleolytickou složku miRISC (RNA-induced silencing complex, inhibiční 
komplex indukovaný RNA). MiRISC dopraví antisense vlákno miRNA k cílové messengerové RNA 
(mRNA). Pokud dojde k dokonalé komplementaritě s mRNA, dochází k k endonukleolytickému 
štěpení. Pokud dojde ke komplementaritě částečné, výsledkem je potlačení translace příslušné 
miRNA (Magri et al., 2018).
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Několik nedávných studií ukázalo, že miRNA mohou hrát důležitou roli v regulaci chemorezistence v 

CRC kontrolou příslušných signálních drah. Patří mezi ně buněčný cyklus, proliferace, apoptóza, 

oprava poškození DNA, metabolismus léčiv a transportní cesty (Fanale et al., 2016; Raza et al., 2014; 

Vodenkova et al., 2019; Wu et al., 2018). Kromě toho existují miRNA s přímou asociací s 

karcinogenezí, označované jako „oncomiRs“ a „anti-oncomiRs“. OncomiR působí jako onkogeny a 

inhibují expresi cílových tumor-supresorových genů, zatímco anti-oncomiRs fungují jako tumor-

supresory a vedou k inhibici exprese onkogenů. Inaktivace oncomiR a aktivace anti-oncomiR může 

představovat důležitý zásah při regulaci exprese specifických genů schopných obnovit citlivost na léky 

(Donzelli et al., 2014). Z tohoto důvodu by výzkum založený na miRNA mohl přispět k inovativním 

terapeutickým strategiím a rozvoji cílené protinádorové léčby. Dále miRNAs mohly sloužit jako 

prognostické a prediktivní biomarkery a poskytovat další důležité informace pro personalizovanou 

medicínu.

MiRNA mohou být využity jako potenciální biomarkery nádorů vzhledem k jejich jedinečným 

vlastnostem: regulují expresi onkogenů a nádorové supresory. Více než 50% genů miRNA se nachází v 

regionech pozměněných u nádorů delecí nebo amplifikací (Calin et al., 2004). 

MiRNA jsou přítomny v plazmě a stolici na detekovatelných úrovních a kvůli jejich malé velikosti a 

struktuře kmenových smyček jsou stabilnější než mediátorová RNA (mRNA). Kvůli nedokonalé 

komplementaritě s cílovými sekvencemi může jediná miRNA regulovat expresi více než stovek mRNA 

transkriptů současně a má tedy potenciálně vyšší diagnostickou hodnotu při rozlišování různých tkání 

a nádorů než mRNA. Geny miRNA jsou uspořádány v polycistronické klastry, které jsou 

koexprimovány a u nichž se předpokládá schopnost regulovat funkčně příbuzné geny (Truscott et al., 

2016). Během posledního desetiletí se objevují důkazy, že aberantní exprese miRNA hraje roli při 

iniciaci a progresi CRC (Schetter et al., 2012; Strubberg & Madison, 2017). Obecně je většina miRNA 

během karcinogeneze downregulována. Zdá se, že globální downregulace exprese miRNA je pro 

malignity typická (Lu et al., 2005).

Polymorfismy ve vazebných místech pro miRNA

Regulační funkce miRNA je ovlivňována polymorfismy (single nucleotide polymorphisms, SNP) 

cílových míst vážících miRNA (miRSNP). Schopnost miRNA lokalizovat a vázat mRNA je pro regulaci 

transkriptů a exprese proteinu rozhodující (Preskill & Weidhaas, 2013). SNP ve strukturách vážoucích 
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miRNA mohou s vysokou penetrancí vyvolat změnu fenotypu (Ryan et al., 2010, 2015). I když je 

sekvence vazebných míst miRNA pro většina genů kódujících proteiny vysoce konzervovaná (Ryan et 

al., 2010), v posledních letech řada studií ukázala na důležitost zděděných polymorfismů v cílových 

místech miRNA pro susceptibilitu  k lidským nemocem a jejich průběhu (Maxwell et al., 2015; Ryan et 

al., 2010; Sethupathy & Collins, 2008). 

V souvislosti s těmito poznatky se zkoumá také úloha SNP lokalizovaných v miRNA-vazebných 

cílových místech (miRSNP) na karcinogenezi. SNP mohou do jisté míry vysvětlit různou individuální 

susceptibilitu k nádorům. Tudíž malé rozdíly v podobě SNP v relevantních genech pro CRC mohou 

přispívat k etiopatogenezi tohoto nádoru a také modulovat přežití a odpověď na terapii u pacientů s 

CRC (Cipollini et al., 2014; Schneiderova et al., 2017). 

Naše výzkumná skupina popsala asociace mezi miRSNPs v genech čtyř relevantních drah DNA opravy 

(oprava nukleotidů, oprava excize bází [BER], oprava dvouřetězcových zlomů a oprava chyb 

v párování [mismatch repair]) a rizikem CRC a klinických výsledků (Naccarati et al., 2016; Pardini et 

al., 2013; Vymetalkova et al., 2014). SNP v cílových oblastech miRNA důležitých genů pro etiologii 

CRC (APC, ATM, BRAF, KRAS, PARP1, PIK3CA, SMAD7 a TP53) mohou také ovlivnit účinnost translace 

odpovídajících proteinů. V této studii jsme tedy předpokládali, že variace výše uvedených genů 

mohou modifikovat CRC susceptibilitu, přežití a účinnost chemoterapie prostřednictvím modulace 

signální odpovědi a udržení stability genomu.

MiRNA jako prediktory účinku léčby

Několik studií prokázalo, že miR-192 a miR-215 mohou přímo přispívat k mechanismu 

chemorezistence vůči fluoropyrimidinům a antifolátům v CRC (Song et al., 2008; Vychytilova-

Faltejskova et al., 2017; Xi et al., 2006), protože mezi jejich cílové struktury patří jak mRNA 

thymidilátsyntáza, tak dihydrofolát reduktáza. Snížení hladin thymidilátsyntázy a dihydrofolát 

reduktázy zprostředkované miR-215 vede k zastavení  buněčného cyklu v kontrolním bodu G2/M a ke 

snížení buněčné proliferace (Song et al., 2010). Někteří autoři předpokládají, že inhibice miR-21 by 

mohla představovat účinnou terapeutickou strategii pro CRC rezistentní na chemoterapii (Yu et al., 

2013). Rovněž bylo pozorováno, že nadměrná exprese miR-143 v buněčné linii HCT116 lidského CRC 

vedla k inhibici exprese onkogenů ERK5, NF-KB a Bcl- 2. Tím významně zvýšila míru apoptózy během 

léčby 5-FU (Borralho et al., 2009).
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Ras proteiny jsou malé GTPázy reagující na signalizaci proti směru toku, které následně působí jako 

spouštěč kaskády kináz Raf/MEK/MAPK. Tato dráha představuje základní cestu potřebnou pro růst a 

proliferaci buněk. Mutace v genech Ras/MAPK kaskády a její aktivace se podílí na vzniku CRC a také 

hraje roli v rezistenci na léčbu (Zhao et al., 2017). MiRNA rodina Let-7, cíl dráhy Ras, dosud obsahuje 

devět členů: let -7a, let-7b, let-7c, let-7d, let-7e, let-7f, let-7g, let-7i a miR-98. Bylo pozorováno, že 

různé miRNA z rodiny let-7 jsou deregulované ve vztahu k rezistenci vůči různým protinádorovým 

lékům používaných u CRC. Weidhaas a kol. předpokládají roli let-7 při zlepšování radiosenzitivity 

nádorových buněk ovlivněním proteinu Ras (Weidhaas et al., 2007). Zvýšená exprese let-7g byla 

významně spojena s chemorezistencí vůči terapii lékem S-1 u pacientů s CRC (Nakajima et al., 2006). 

Mizuno a kol. rovněž uvádí, že miRNA z rodiny let-7 přispívají k chemorezistenci vůči S-1 u pacientů 

s CRC (Mizuno et al., 2018). V souvislosti s těmito výsledky autoři předpokládají, že snížení hladin 

členů rodiny let-7 indukuje expresi proteinu ERCC1 zapojeného do cesty NER, což přispívá k rezistenci 

vůči cisplatině nebo 5-FU (Mizuno et al., 2018). 

Tie et al. pozorovali, že exprese let-7f-5p byla zvýšena v CRC tkáních rezistentních na chemoterapii ve 

srovnání s vzorky nádorů citlivých (Tie et al., 2018). Autoři prokázali, že chemoterapeutická rezistence 

podporovaná let-7f-5p potlačuje expresi několika proapoptotických proteinů, včetně tumor-

supresorového proteinu p53, p53-indukovaného jaderného proteinu 1, p53-indukovaného jaderného 

proteinu 2 a kaspázy - 3.

MiR-20b je další nekódující RNA s rolí v rezistenci CRC na léčbu. Fu a kol. ukázali, že miR-20b snižuje 

rezistenci buněk linie HCT116-R na 5-FU (Fu et al., 2017) . Podle této práce miR-20b snižuje rezistenci 

5-FU k indukci apoptózy in vitro potlačením exprese receptoru pro epidermální růstový faktor (EGFR) 

v buňkách CRC.

V poslední době se předpokládá, že miRNA mohou ovlivňovat chemorezistenci nádorových 

kmenových buněk (cancer stem cells, CSC) (Fesler et al., 2017). Protože miRNA může cílit na mnoho 

genů najednou, je její využití potenciálně výhodné pro ovlivnění chemorezistence CSC, kde se 

uplatňuje několik různých mechanismů. Některé miRNA již prokázaly svůj potenciál regulovat CSC 

karcinomu tlustého střeva. Například miR-145 a miR-450b cílí na SOX2 a bylo zjištěno, že zvyšují 

citlivost na 5-FU a snižují vlastnosti charekteristické pro kmenové buňky (stemness) u CRC (Iliou et al., 

2014; Jin et al., 2016; Yu et al., 2015). Kromě toho intervence cílená na miR-21 vede ke snížení počtu 

CSC tlustého střeva během léčby 5-FU (Yu et al., 2015). Všechny tyto miRNA regulují důležité geny 

související s CSC a mohou být užitečné při zvyšování chemosenzitivity narušením jejich mechanismů 

rezistence.
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Dlouhé nekódující RNA

Dlouhé nekódující RNA (lncRNA) představují další třídu ncRNA. Jsou charakterizované délkou větší 

než 200 nukleotidů a omezenou nebo žádnou kapacitou kódovat protein. Některé lncRNA byly 

funkčně charakterizovány v tkáních a séru pacientů a mohou mít pronádorový nebo protinádorový 

efekt (Di Gesualdo et al., 2014). Několik studií ukázalo, že lncRNA také hrají důležitou roli v 

epigenetické, transkripční a post-transkripční regulaci genové exprese a podílí se na rezistenci vůči 

chemoterapii  (Deng et al., 2017; Yang et al., 2013). Xiong a kol. pozorovali, že úrovně exprese mnoha 

lncRNA se mění po expozici buněk CRC cytostatiku 5-FU (Xiong et al., 2015). Většina aberantně 

exprimovaných lncRNA je zapojena do signálních drah PI3K/AKT a NF-κB. Lee a kol. ukázali, že 

exprese lncRNA nazvané snaR se v buňkách rezistentních na 5-FU snižuje, což vede k zvýšené citlivosti 

na chemoterapii 5-FU (Lee et al., 2014). Tyto výsledky naznačují, že snaR může být negativním 

regulátorem růstu buněk CRC po expozici 5-FU.

Xiao et al. identifikovali lncRNA XIST jako významný diagnostický a prognostický biomarker. Zvýšená 

hladina XIST v séru korelovala se špatnou terapeutickou odpovědí a nižší mírou přežití u pacientů s 

CRC, kteří dostávali léčbu na bázi 5-FU (Xiao et al., 2017).
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Cíle práce

1.  Vyhodnotit  význam  prognostických  a  prediktivních  faktorů  u  pacientů  s metastatickým 

kolorektálním karcinomem léčených cílenou léčbou. 

2.  Vyhodnotit  prognostický  význam  miRNA  a  jejich  vazebných  míst  u pacientů  s CRC,  včetně 

možného využití neinvazivních molekulárních markerů pro časnou detekci CRC a včasné odhalení 

recidivy CRC a odhad prognózy nemocných s metastatickým nemocněním. 

3. Vyhodnotit význam polymorfismů v genech opravujících chyby DNA pro vznik a průběh CRC. 

Vlastní výsledky – soubor publikovaných prací

Vlastní výsledky výzkumu a příslušná diskuse jsou shrnuty v přiložených publikacích. Popis použitých 

experimentálních metod, včetně statistických je uveden v jednotlivých publikovaných pracích. 

Uvedený impact factor (IF) článků je podle Web of Science, přístup 19.1.2020, poslední uvedená 

hodnota pro příslušný časopis (tj. za rok 2018). 

Předkládané publikace jsou rozdělené do čtyř okruhů:

A. Původní klinické práce zaměřené na cílenou léčbu kolorektálního karcinomu

B. Původní práce zaměřené na roli miRNA v patogenezi kolorektálního karcinomu a zejména 

jako prognostického a prediktivního markeru

C. Původní práce zaměřená na funkční polymorfismy genů opravujících chyby DNA ve vztahu 

ke kolorektálnímu karcinomu

D. Přehledový článek shrnující biochemické faktory ovlivňující efekt cytostatik ze skupiny 

fluoropyrimidinů v léčbě kolorektálního karcinomu 
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Původní klinické práce zaměřené na cílenou léčbu kolorektálního karcinomu

Fiala O*, Veskrnova V*, Chloupkova R, Poprach A, Kiss I, Kopeckova K, Dusek L, Slavicek L, 

Kohoutek M, Finek J, Svoboda M, Petruzelka L, Boubliková L, Dvorak J, Melichar B, Buchler T. 

Impact of Delayed Addition of Anti-EGFR Monoclonal Antibodies on the Outcome of First-Line 

Therapy in Metastatic Colorectal Cancer Patients: a Retrospective Registry-Based Analysis. Target 

Oncol. 2018 Dec;13(6):735-743.  IF 3.683

*dva první autoři – v     publikaci je deklarovaný stejný přínos  

Přidání monoklonálních protilátek proti receptoru epidermálního růstového faktoru (anti-EGFR Abs) k 

chemoterapii metastatického kolorektálního karcinomu (mCRC) je běžně opožděno v reálné klinické 

praxi, obvykle z důvodu pozdních výsledků RAS mutace.

Cílem bylo stanovit, zda opožděné přidání anti-EGFR monoklonálních protilátek až do čtvrtého cyklu 

chemoterapie negativně ovlivnilo výsledky pacientů s metastatickým CRC léčených režimy první linie.

Klinické údaje u pacientů s histologicky ověřeným mCRC RAS-divokého typu léčených režimy první 

linie systémové terapie obsahující anti-EGFR monoklonální protilátky byly retrospektivně analyzovány 

z národní databáze. Pacienti byli rozděleni do tří skupin podle načasování přidání anti-EGFR mAbs k 

základní chemoterapii. Kohorta A (n = 401) zahrnovala pacienty, u kterých byly anti-EGFR mAb 

přidány k chemoterapii v prvním cyklu, pacienti skupiny B (n = 71) s anti-EGFR mAbs přidanými k 

chemoterapii při druhém cyklu a kohorta C (n = 101) pacienti, kteří měli anti-EGFR mAbs přidány k 

chemoterapii ve třetím nebo čtvrtém cyklu.

336 ( 58,6% ) pacientů dostalo panitumumab a 237 (41,4%) pacientů dostalo cetuximab. Střední 

přežití bez progrese (PFS) celé kohorty bylo 12,2 měsíce ( 95% confidence interval [CI] 10,9–13,5) a 

medián celkového přežití (OS) byl 33,5 měsíce (95% CI 27,6–39,4). Medián PFS a OS u pacientů 

léčených anti-EGFR mAbs přidanými k chemoterapii byl 12,9 ( 95% CI 11,5–14,3) a 30,6 měsíce (95% 

CI 25,2–36,1) pro skupinu A, 9,7 (95% CI 9,1–10,3) a nedosáhla se pro skupinu B ve srovnání s 11,5 

(95% CI 9,8–13,2) a 37,9 měsíců (95% CI 28,6–47,3) pro skupinu C. 

Závěrem práce je, že opožděné přidání anti-EGFR mAb k chemoterapii první linie nebylo spojeno s 

horším přežitím nebo odpovědí na terapii.
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Buchler T, Chloupkova R, Poprach A, Fiala O, Kiss I, Kopeckova K, Dusek L, Veskrnova V, Slavicek L, 

Kohoutek M, Finek J, Svoboda M, Petruzelka L, Melichar  B. Sequential therapy with bevacizumab 

and EGFR inhibitors for metastatic colorectal carcinoma: a national registry-based analysis. Cancer 

Manag Res. 2018  Dec 28;11:359-368. doi: 10.2147/CMAR.S183093.  IF 2.243

Ačkoli se inhibitory vaskulárního endoteliálního růstového faktoru a inhibitory receptoru 

epidermálního růstového faktoru (EGFRi) běžně používají k léčbě metastazujícího kolorektálního 

karcinomu (mCRC), v současné době není optimální sekvenování těchto látek jasné.

Národní registr cílených terapií byl použit k analýze výchozích charakteristik a výsledků pacientů se 

stavem mCRC a divokého typu KRAS exon 2, kteří dostávali bevacizumab a EGFRi (cetuximab nebo 

panitumumab) jako součást léčby první a druhé linie v obou sekvencích. 

Do kohorty bylo zařazeno 490 pacientů (181 pacientů léčených první linií EGFRi a druhé linie 

bevacizumabu a 309 pacientů léčených první linií bevacizumabu a druhé linie EGFRi). Medián 

celkového přežití (OS) od zahájení léčby první linie byl podobný u pacientů léčených jakoukoli 

sekvencí a dosáhl 31,8 (95% CI 27,5–36,1) vs 31,4 měsíců (95% CI 27,8–35,0) pro EGFRi → 

bevacizumab vs. bevacizumab → kohorta EGFRi. Doba od zahájení první linie do progrese v druhé linii  

terapie [přežití bez progrese (PFS)] byla 21,1 (95% CI 19,3-23,0) vs 19,3 měsíců (95% CI 17,3-21,3) pro 

bevacizumab → EGFRi vs. EGFRi → kohorta bevacizumabu (P = 0,016).

Tato retrospektivní analýza údajů z reálného světa u pacientů s mCRC divokého typu KRAS exon 2 

mCRC neprokázala žádné rozdíly v OS mezi kohortami léčenými bevacizumabem → EGFRi vs. reverzní 

sekvencí, zatímco kombinovaný PFS upřednostňoval sekvenci bevacizumab → EGFRi.

Původní práce zaměřené na roli miRNA v patogenezi kolorektálního karcinomu a 

zejména jako prognostického a prediktivního markeru

Kral J, Korenkova V, Novosadova V, Langerova L, Schneiderova M, Liska V, Levy M, Veskrnova V, 

Spicak J, Opattova A, Jiraskova K, Vymetalkova V, Vodicka P, Slyskova J. Expression profile of miR-

17/92 cluster is predictive of treatment response in rectal cancer. Carcinogenesis. 2018 Dec 

13;39(11):1359-1367. doi: 10.1093/carcin/bgy100. IF 4.004
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MicroRNA profily představují slibné zdroje nádorových biomarkerů. MiRNA jsou specifické pro určitý 

typ nádoru a pro podskupiny pacientů s odlišnou odpovědí na léčbu. Tento potenciál miRNA nebyl 

zatím nebyl uspokojivě prozkoumán u nádorů rekta. Cílem studie bylo najít specifické miRNA 

s klinicko-terapeutickým významem pro nádory rekta. Exprese 2555 miRNA byla zkoumána ve 20 

párech vzorků tkáně nádorů rekta a nemaligní tkáně 3D-Gene Toray microarray. Kandidátní miRNA 

byly ověřovány na nezávislé kohortě 100 párů nádorové rektální tkáně a v plasmě a exosomy u 100 

pacientů s nádorem rekta. Pro studium asociace profilu miRNA s léčebnými výsledky byly vzorky 

plazmy odebírány opakovaně po dobu 1 roku, aby se ukazála i reakce pacientů na léčbu. Nakonec 

byly nejvýznamnější miRNA zkoumány in vitro, jak ovlivňují buněčný růst. Identifikovali jsme 

specifický miRNA podpis pro karcinom rekta, který odlišuje respondenty od pacientů nereagujících na 

adjuvantní chemoterapii. Převažující část identifikovaných miRNA byla reprezentována členy klastru 

miR-17/92. Upregulace miRNA-17, -18a, -18b, -19a, -19b, -20a, -20b a -106a v nádoru byla spojena s 

vyšším rizikem relapsu tumoru a jejich nadměrná exprese v buněčných liniích karcinomu rekta 

stimulovala buněčnou proliferaci. Vyšetření těchto miRNA v plazmatických exozomech ukázalo, že se 

jejich hladiny lišily mezi pacienty s rektálním karcinomem a zdravými kontrolami a korelovaly s 

léčebnou odpovědí pacienta. MiRNA z klastru miR-17/92 představují neinvazivní biomarker pro 

predikci prognózy po léčbě u pacientů s nádory rekta.

Schneiderova M, Naccarati A, Pardini B, Rosa F, Gaetano CD, Jiraskova K, Opattova A, Levy M, 

Veskrna K, Veskrnova V, Buchler T, Landi S, Vodicka P, Vymetalkova V. MicroRNA-binding site 

polymorphisms in genes involved in colorectal cancer etiopathogenesis and their impact on disease  

prognosis. Mutagenesis. 2017 Oct 17;32(5):533-542. doi: 10.1093/mutage/gex026. IF 2.898

Podle Vogelsteinova modelu kolorektální karcinogeneze mohou být genetické variace ve vysoce 

penetrantních genech zapojeny do patogeneze kolorektálního karcinomu (CRC). Podobně často se 

vyskytují aberantní funkce a / nebo změněná exprese miRNA u CRC. V tomto kontextu mohou 

polymorfismy v miRNA-vazebných místech (miRSNP) ovlivňovat interakci miRNA v cílových genech, 

což vede k diferenciální expresi mRNA / proteinu a zvýšené náchylnosti k běžným onemocněním. Pro 

zkoumání tohoto fenoménu jsme vytěžili 3ʹ netranslatované oblasti (3ʹUTR) genů, o nichž je známo, 

že jsou často mutovány v CRC, a hledali jsme miRSNP a testovali jsme jejich souvislost s rizikem 

vzniku CRC a klinickými výsledky. Osm miRSNPs (rs1804191, rs397768, rs41116 v APC; rs1137918, 

s227091, rs4585 v ATM; rs712, rs1137282, rs4585 v ATM; rs712, rs1137282, rs61764370 v KRAS; 
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rs8674 v PARP1 a rs16950113 v SMAD7) byly testovány v souvislosti s rizikem CRC v case-contol studii 

(1111 případů a 1469 zdravých kontrol) od září 2003 do května 2012. Úloha těchto miRSNP byla také 

zkoumána ve vztahu ke klinickým výsledkům na podskupině pacientů (n=866). 

rs8679 v rámci PARP1 byl asociován s rizikem CRC a odlišným přežíváním pacientů. V dominantním 

modelu měli nosiči alespoň jedné alely C snížené riziko vzniku maligního nádoru (P = 0,05). Genotyp 

CC v rs8679 byl spojen se zvýšeným rizikem recidivy / progrese u pacientů, kteří dostávali 

chemoterapii na bázi 5-FU (log-rank test P = 0,03). Nosičství homozygotní varianty genotypuTT pro 

rs712 v genu KRAS bylo spojeno se sníženým rizikem karcinomu rekta (poměr šancí (OR) = 0,65, 95% 

intervaly spolehlivosti (CI) 0,43–1,00, P = 0,05), zatímco jedinci s karcinomem tlustého střeva s 

heterozygotním genotypem GT vykazovali delší celkové přežití (OS) (P = 0,04). Poskytujeme první 

důkaz, že variace v potenciálních cílových místech vázajících miRNA ve 3ʹ UTR genu PARP1 mohou 

ovlivňovat riziko vzniku CRC a prognózu po terapii. Další studie jsou nezbytné pro replikaci našeho 

nálezu a posouzení miRSNP jako prediktivních biomarkerů v nezávislých populacích.

Vymetalkova V, Pardini B, Rosa F, Jiraskova K, Di Gaetano C, Bendova P, Levy M, Veskrnova V, 

Buchler T, Vodickova L, Naccarati A, Vodicka P. Polymorphisms in microRNA binding sites of mucin 

genes as predictors of clinical outcome in colorectal cancer patients. Carcinogenesis. 2017 

Jan;38(1):28-39. doi: 10.1093/carcin/bgw114. IF 4.004

Polymorfismy v miRNA vazebných místech mohou ovlivnit interakci miRNA a cílového genu, což vede 

k diferenciální expresi mRNA / proteinu a citlivosti na běžné choroby. Muciny byly identifikovány jako 

markery nepříznivé prognózy. Předpokládali jsme, že genetické variace na vazebných místech miRNA 

lokalizovaných v mucinových genech mohou modulovat signální odpověď a udržovat stabilitu 

genomu, což nakonec ovlivňuje vnímavost k nádorovému bujení, účinnost chemoterapie a přežití 

pacientů. V této studii jsme analyzovali asociaci jednonukleotidových polymorfismů v 

předpokládaných cílových místech miRNA (miRSNP) mucinových genů s rizikem vzniku kolorektálního 

karcinomu (CRC) a posuzovali jsme i klinické výsledky u pacientů. Třináct miRSNP v 9 genech bylo 

hodnoceno v 1111 případech a 1469 kontrol. Pacienti nesoucí CC genotyp rs886403 v MUC21 

vykazovali kratší přežití a vyšší riziko recidivy ve srovnání s TT nosiči [celkové přežití (OS): poměr rizika 

(HR) 1,69; 95% intervaly spolehlivosti (CI) 1,13–2,46; P = 0,01 a přežití bez událostí (EFS): HR 1,99; 

95% CI 1,38–2,84; P = 0,0002, v tomto pořadí). Pozorované asociace byly výraznější po stratifikaci 
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místa nádoru (u pacientů s karcinomem tlustého střeva, OS: HR 2,63; 95% CI 1,69–4,10; P <0,0001 a 

EFS: HR 2,65; 95% CI 1,72–4,07; P <0,0001). Naproti tomu případy karcinomu rekta nesoucí genotyp 

CC rs4729655 v MUC17 vykazovaly delší přežití (OS: 0,27; 95% CI 0,14–0,54; P = 0,0002) než ty s 

nejběžnějším genotypem. Pokud je nám známo, je to první studie zkoumající miRSNP potenciálně 

ovlivňující vazbu miRNA na mucinové geny a odhalující jejich vliv na citlivost na CRC nebo na přežití 

pacienta.

Původní práce zaměřená na funkční polymorfismy genů opravujících chyby DNA ve 

vztahu ke kolorektálnímu karcinomu

Jiraskova K, Hughes DJ, Brezina S, Gumpenberger T, Veskrnova V, Buchler T, Schneiderova M, Levy 

M, Liska V, Vodenkova S, Di Gaetano C, Naccarati A, Pardini B, Vymetalkova V, Gsur A, Vodicka P. 

Functional Polymorphisms in DNA Repair Genes Are Associated with Sporadic Colorectal Cancer 

Susceptibility and Clinical Outcome. Int J Mol Sci. 2018 Dec 27;20(1). pii: E97. doi: 

10.3390/ijms20010097. IF 4.183

Procesy opravy DNA probíhají při samotném vzniku CRC, tak i při odpovědi CRC na léčbu. Změna 

v jediném nukleotidu zapříčiní záměnu aminokyseliny v proteinu a může změnit účinnost oprav DNA 

u vzniku CRC a u odpovědi na klinickou terapii. Provedli jsme výběr kandidátních genů, abychom u 

nich analyzovali spojení nesynonymních jednonukleotidových polymorfismů (nsSNPs) v genech, které 

se účastní hlavních drah při opravách DNA u při vzniku CRC a u rozdílů ve výsledcích léčby. Naše 

kandidátní polymorfismy byly vybrány podle předních genomických a funkčních predikčních databází. 

Šestnáct nsSNP ve 12 genech opravujích DNA bylo vyhodnoceno ve zkoumané kohortě pacientů 

z České republiky (1832 případů a 1172 kontrol) a v rakouské replikační kohortě (950 případů a 820 

kontrol). Pozorovali jsme několik signifikantních asociací v různých nsSNP ve spojení s přežitím a 

klinickými výsledky v Cox regresní analýze v obou kohortách. Nicméně jen některé geny (REV3L, 

POLQ a NEIL3) byly určeny jako predikční faktory v klasifikační a regresní tree analýze a ukazály se 

jako velmi významné v přežití pacientů. Závěrem jsme získali důkazy, že dokonce i velmi malé 

alterace v určitých proteinech, které se účastní drah v opravě DNA se mohou podílet na vnímavosti 

ke vzniku CRC a ovlivňovat výsledky klinické léčby. 
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Přehledový článek shrnující biochemické faktory ovlivňující efekt cytostatik ze skupiny 

fluoropyrimidinů v léčbě kolorektálního karcinomu 

Vodenkova S, Buchler T, Cervena K, Veskrnova V, Vodicka P, Vymetalkova V. 5-fluorouracil and 

other fluoropyrimidines in colorectal cancer: Past, present and future. Pharmacol Ther. 2019 Nov 

19:107447. doi: 10.1016/j.pharmthera.2019.107447. IF 9.396

5-fluorouracil (5-FU) je základní složkou systémové chemoterapie pro kolorektální karcinom (CRC) v 

paliativní i adjuvantní terapii. V posledních čtyřech desetiletích bylo vyvinuto a testováno několik 

modulačních strategií, včetně implementace kombinačních režimů na bázi 5-FU a proléčiv 5-FU, aby 

se zvýšila protinádorová aktivita 5-FU a překonala klinická rezistence. Navzdory povzbudivému 

pokroku v terapii CRC k dnešnímu dni zůstává míra odezvy pacientů na terapii stále nízká a prospěch 

pacientů z terapie založené na 5-FU je často ohrožen rozvojem chemorezistence. Interindividuální 

rozdíly v léčebné odpovědi u pacientů s CRC mohou vznikat v jedinečném genetickém a 

epigenetickém složení každého jednotlivce. Kritickým prvkem současného trendu personalizované 

medicíny je správné pochopení příčin a mechanismů přispívajících k nízké nebo nedostatečné 

citlivosti nádorové tkáně k terapii založené na 5-FU. Identifikace a validace prediktivních biomarkerů 

pro stávající a nové cílené terapie založené na 5-FU pro léčbu CRC pravděpodobně v budoucnosti 

zlepší výsledky pacientů. Zde uvádíme komplexní přehled shrnující možnosti léčby CRC a mechanismy 

působení 5-FU na molekulární úrovni, včetně anabolických i katabolických způsobů. Hlavní část 

tohoto přehledu zahrnuje v současnosti známé molekulární mechanismy, které jsou základem 

chemorezistence u pacientů s CRC. Zaměřujeme se také na různá proléčiva 5-FU vyvinutá za účelem 

zvýšení množství cirkulujících 5-FU a omezení toxicity. Nakonec navrhujeme budoucí směry 

personalizované terapie CRC podle nejnovějších publikovaných důkazů.
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Závěr a zhodnocení cílů a hypotéz práce

1.  Význam  prognostických  a  prediktivních  faktorů  u  pacientů  s metastatickým  kolorektálním 

karcinomem léčených cílenou léčbou

Význam odhadu prognózy je v následné individualizaci onkologické terapie a dispenzárních kontrol.  

Dosud  nemáme  spolehlivý  prognostický  parametr  pro  odhad  přežití  pacientů  s mCRC,  který  by 

vyplýval  z primárních vlastností nemoci.  V klinické praxi  běžně používané parametry jako stádium 

podle  TNM  nebo  rozsah  metastatického  postižení  lze  považovat  za  sekundární,  protože  jsou 

podmíněny molekulárními vlastnostmi nádoru a faktory spojenými s hostitelem. 

V práci zkoumající sekvenci cílených léků u pacientů s mCRC Coxova analýza proporcionálního rizika 

ukázala, že sekvence bevacizumabu → EGFRi by mohla být lepší, než sekvence opačná (trend hraničící 

se statistickou významností). Multivariační Coxova analýza dále ukázala, že mužské pohlaví, primární 

nádor v levé části tlustého střeva, stádium M0 v době první diagnózy nádoru a použití chemoterapie 

FOLFOX v první linii byly nezávislými příznivými prognostickými faktory pro celkové přežití (Buchler et 

al., 2019). 

V práci  hodnotící  načasování  zahájení  cílené  léčby  u  nemocných  s mCRC  multivariační  Coxův 

proporcionální rizikový model odhalil hraničně signifikantní výhodu pozdějšího zahájení cílené léčby 

anti-EGFR. Dalšími nezávislými prognostickými faktory byly výkonnostní stav hodnocený podle škály 

Eastern Cooperative Oncology Group (ECOG) a režim chemoterapie pro přežití bez progrese, zatímco 

lokalizace  primární  nádoru  (v  pravém  versus  lévém  tlustém  střevě)  a  režim  chemoterapie  byly  

významně spojeny s celkovým přežitím (Fiala et al., 2018). 

2. Prognostický význam miRNA a jejich vazebných míst u pacientů s CRC

Podařilo  se  nám  identifikovat  specifický  miRNA  podpis  pro  karcinom  rekta,  který  odlišuje 

respondenty od pacientů nereagujících na adjuvantní chemoterapii. Převažující část identifikovaných 

miRNA byla reprezentována členy klastru miR-17/92. Upregulace miRNA-17, -18a, -18b, -19a, -19b, -

20a, -20b a -106a v nádoru byla spojena s vyšším rizikem relapsu tumoru a jejich nadměrná exprese v  

buněčných  liniích  karcinomu  rekta  stimulovala  buněčnou  proliferaci.  Vyšetření  těchto  miRNA  v 

plazmatických exozomech ukázalo,  že  se  jejich  hladiny  lišily  mezi  pacienty  s karcinomem rekta  a 

zdravými  kontrolami  a  korelovaly  s  léčebnou  odpovědí  pacienta.  MiRNA  z  klastru  miR-17/92 

představují neinvazivní biomarker pro predikci prognózy po léčbě u pacientů s nádory rekta (Kral et 

al., 2018).
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V translační studii jsme publikovali první důkaz, že variace v potenciálních cílových místech vázajících  

miRNA ve 3ʹ UTR genu PARP1 mohou ovlivňovat riziko vzniku CRC a prognózu po terapii. Genotyp CC  

v  rs8679  byl  spojen  se  zvýšeným  rizikem  recidivy  nebo  progrese  u  pacientů,  kteří  dostávali  

chemoterapii  na bázi 5-FU. Nosiče homozygotní varianty genotypuTT pro rs712 v genu KRAS byly 

spojeny  se  sníženým  rizikem  karcinomu,  zatímco  u  jedinců  s  karcinomem  kolon  heterozygotní 

genotyp GT byla spojena s delším celkovým přežitím (Schneiderova et al., 2017).

Provedli jsme jednu z prvních studií zabývající se polymorfismy ve vazebných místech pro miRNA 

v genech kódujících mucin. Pacienti s CRC nesoucí CC genotyp rs886403 v MUC21 vykazovali kratší 

přežití a vyšší riziko recidivy ve srovnání s TT nosiči. Pacienti s karcinomem rekta nesoucí genotyp CC 

rs4729655 v MUC17 vykazovali delší přežití než jedinci s běžným genotypem (Vymetalkova et al., 

2017).

3. Prognostický význam polymorfismů v genech opravujících chyby DNA 

Pozorovali jsme několik signifikantních asociací v různých nsSNP ve spojení s přežitím a klinickými 

výsledky. Polymorfismy v některých genech (REV3L, POLQ a NEIL3) byly identifikovány jako 

prognostické faktory v klasifikační a regresní tree analýze a ukázaly se jako velmi významné pro 

přežití pacientů (Jiraskova et al., 2018). 
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