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Souhrn 

 

I přes veškerý pokrok na poli klinické i molekulární onkologie, čísla související 

s incidencí a mortalitou kolorektálního karcinomu (KRK) zůstávají stále na nepříliš přijatelné 

úrovni. V posledních letech se do popředí dostává tekutá biopsie, cirkulující biomarkery, která 

oproti klasické biopsii, přináší spoustu výhod, poskytuje včasné informace o heterogenitě 

nádoru a možnost opakovaného odběru materiálu. 

Cílem této disertační práce bylo identifikovat nové kandidátní cirkulující biomarkery 

z řad mikroRNA, dlouhých nekódujících RNA a volné DNA, které by mohly sloužit k časnější 

diagnostice, lepší prognóze či k predikci léčebné odpovědi KRK pacientů a tím k dalšímu 

posunu personalizované medicíny. 

Hlavními výsledky této práce jsou: 1) Cirkulující mikroRNA v plazmě (miR-122-5p a 

miR-142-5p) mohou od sebe rozlišit pacienty s rektálním karcinomem a jedince bez 

nádorového onemocnění, zároveň by mohly být prediktivními ukazateli odpovědi pacientů (jak 

s primárním, tak i metastatickým KRK) na léčbu. 2) Genová amplifikace dlouhé nekódující 

RNA MALAT1 by mohla být důležitým krokem přechodu zdravé tkáně v adenomovou. 

MALAT1 v plazmě je nadměrně exprimovaný u pacientů s KRK a kolorektálními adenomy 

oproti jedincům bez nádorového onemocnění a pro KRK pacienty má potenciál prediktivního 

biomarkeru. 3) Volná DNA prokázala potenciál odlišit od sebe dobré a špatné respondenty vůči 

chemoterapii a dále detekovat mutace, které nebyly prokázány v tkáňové nádorové DNA.  

Tato disertační práce navrhla několik cirkulujících diagnostických, prognostických i 

prediktivních biomarkerů pro KRK. Pro potvrzení našich výsledků a následného zavedení 

těchto ukazatelů do klinické praxe jsou však nezbytné další nezávislé studie na větších 

populacích a s nimi spojené mechanistické studie, které by detailněji popsali biologický 

mechanismus.   
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Abstract 

 

Despite all the advances in the field of clinical and molecular oncology, the numbers related to 

the incidence and mortality of colorectal cancer (CRC) remain at unacceptable levels. In recent 

years, liquid biopsy consisting of circulating biomarkers has come to the forefront of research, 

offering many advantages over conventional biopsy, such as providing timely information on 

tumor heterogeneity and the ease of repeated sampling. 

This dissertation thesis aimed to identify novel candidate circulating biomarkers from 

microRNAs, long non-coding RNAs, and cell-free DNA that could be used for earlier diagnosis, 

better prognosis, or prediction of therapy response of CRC patients and thus further advance 

personalized medicine. 

The main results of this work are: 1) Circulating microRNAs in plasma (miR-122-5p and miR-

142-5p) can distinguish patients with rectal cancer and cancer-free individuals and could predict 

therapy response in patients (both in primary and metastatic CRC patients). 2) Gene 

amplification of the long non-coding RNA MALAT1 can represent an important step in the 

transition of healthy mucosa to adenoma tissue. Plasma MALAT1 is overexpressed in patients 

with colorectal adenomas and CRC patients compared to cancer-free individuals and has the 

potential as a predictive biomarker for CRC patients. 3) Cell-free DNA has the potential to 

distinguish good and poor responders to chemotherapy and to detect mutations not detected in 

tumor tissue DNA. 

This dissertation proposed several diagnostic, prognostic, and predictive circulating biomarkers 

for CRC patients. However, to confirm our results and subsequently introduce these biomarkers 

into clinical practice, further independent studies on larger populations and related mechanistic 

studies that would describe the biological mechanism in more detail are necessary. 
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Seznam zkratek 

 

Ago – Argonaut 

cDNA – komplementární DNA 

CEA – karcinoembryonální antigen 

ceRNA – kompetující endogenní RNA 

cfDNA – cell-free DNA 

CFI – cancer-free individuals 

CGH – komparativní genomová hybridizace 

CIMP – hypermetylátorový fenotyp 

CIN – chromozomová nestabilita 

ČR – Česká republika 

CT – počítačová tomografie 

ctDNA – cirkulující tumorová DNA 

DGCR8 – DiGeorge Syndrome critical region 8 

DMEM – Dulbecco's Modified Eagle Medium 

EGF – epidermální růstový faktor 

EGFR – receptor pro epidermální růstový faktor 

EVs – extracelulární vezikuly 

FIT – fekální imunohistochemický test 

gFOBT – gajakový test na okultní krvácení 

IKEM – Institut klinické a experimentální medicíny 

KRA – kolorektální adenom 

KRK – kolorektální karcinom 

lncRNA – dlouhé nekódující RNA 

miRNA – mikroRNA 

mKRK – metastatický kolorektální karcinom 

MRE – miRNA reponse element 

MSI – mikrosatelitová nestabilita 

NGS – next-generation sequencing 

RC – rektální karcinom 
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RPMI – Roswell Park Memorial Institute  

RT-qPCR – real-time quantitative polymerase chain reaction 

SNV – single nucleotide variant 

WES – whole-exome sekvenování 
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1. Úvod 

Kolorektální karcinom (KRK) je jedním z nejčastěji se vyskytujících nádorů a jednou 

z nejčastějších příčin úmrtí (Siegel et al., 2023). Celkové přežívání u KRK se liší mezi 

jednotlivými stádii onemocnění. Pro stádium I je šance pětiletého přežití nejvyšší – až 90 %, 

bohužel ale pro čtvrté stádium, charakterizované výskytem vzdálených metastáz, klesá až na 

11-14 % (Sung et al., 2021; Wang, Li, et al., 2020) Z tohoto důvodu je potřeba identifikovat 

KRK v co nejčasnějších stádii, případně i ve fázi jejich prekancerózní léze – adenomu. 

Úmrtnost KRK ovlivňuje, kromě stádia onemocnění, také správně zvolená terapie. Nádorové 

biomarkery, které by pomohly s časnou identifikací KRK či by odrážely odpověď pacienta na 

vybranou léčbu a tím pomohly s personalizací medicíny, jsou stále v popředí zájmu mnoha 

vědeckých skupin (Gbenedio et al., 2019; Chidimatsu et al., 2023; Keenan & Frizelle, 2022). 

Dosud provedené klinické výzkumy poukázaly na to, že tekutá biopsie může poskytnout 

rozšířenější informace o molekulárním stavu nádoru než klasická biopsie (Corcoran, 2020). 

Tekutou biopsii můžeme definovat jako sběr a analýzu biomarkerů derivovaných od nádoru, 

ale vyskytujících se v krvi či jiných tělních tekutinách. Mezi velmi slibné kandidáty na 

cirkulující nádorové biomarkery patří především volná DNA či nekódující RNA. Kromě toho 

přináší tekutá biopsie oproti biopsii tradiční několik výhod, jako je možnost opakovaného 

odběru vzorku a s tím spojená možnost monitorování onemocnění v reálném čase, minimální 

invazivita a finanční nenáročnost (Bai & Zhao, 2018). 

Cílem této dizertační práce byla analýza a následné zhodnocení potenciálu cirkulujících 

nukleových kyselin jako diagnostických, prognostických a prediktivních biomarkerů pro KRK. 

Dizertační práce se skládá z 5 původních prací a je doprovázena 5 přehledovými články 

shrnující shodnou tématiku. Práce byly publikovány v letech 2019-2023 (kapitola 11 – 

Publikační aktivita). Prezentované výsledky shrnuji jako komentovaný soubor pěti vlastních 

původních publikací. 
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2. Kolorektální karcinom 

2.1 Epidemiologie 

Nádorová onemocnění jsou celosvětově druhou nejčastější (po kardiovaskulárních 

onemocněních) příčinou úmrtí (Siegel et al., 2023). 

Podle serveru Globocan (https://gco.iarc.fr), byl pro rok 2020 KRK celosvětově třetím 

nejčastějším nádorovým onemocněním a druhou nejčastější příčinou úmrtí spojenou 

s nádorovými onemocněními (Obrázek č. 1). Stejné příčky v žebříčku incidence a mortality 

potvrdila i novější studie z roku 2023 zabývající se statistikou nádorových onemocnění ve 

Spojených státech amerických (Siegel et al., 2023). Celosvětově v roce 2020 přibylo téměř 2 

miliony nových případů a bohužel téměř 1 milion pacientů s touto diagnózou zemřelo. Právě 

Evropa zaujímá po Asii druhou příčku jak v incidenci KRK, tak v mortalitě (Ferlay et al., 2021). 

V roce 2040 se předpokládá, že by počet případů mohl narůst až na 3 miliony. U mortality se 

předpokládá zvýšení z cca 1 milionů úmrtí na 1,5 milionů (Ferlay et al., 2021). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Obrázek č.1 – Incidence a mortalita nejčastějších typů nádorů, celosvětově, zdroj: Globocan 2020 

(https://gco.iarc.fr), vlastní zpracování 

 

Česká republika (ČR) se v minulosti řadila mezi země s nejčastější incidencí 

i mortalitou právě KRK. I když lokální statistiky ukazují na postupný pokles v incidenci 

i mortalitě KRK pacientů (Obrázek č. 2; https://svod.cz), i tak jsou čísla stále vysoká 

a předpokládá se opětovný nárůst. Podle Globocan (https://gco.iarc.fr), dojde v roce 2040 oproti 

roku 2020 k nárůstu počtu případů z 8350 na 10800 a nárůstu úmrtí z 3220 případů na 4550 

https://gco.iarc.fr/
https://gco.iarc.fr/
https://svod.cz/
https://gco.iarc.fr/
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případů (cca tedy o 30 %) (Obrázek č. 3). ČR zaznamenala největší výskyt případů KRK 

u pacientů ve věku cca 65-75 let, nicméně jak v ČR, tak i celosvětově, dochází k postupnému 

nárůstu případů, ale i úmrtí, u pacientů mladších 50 let (Siegel et al., 2023; https://svod.cz). 

Hlavním důvodem pak může být nedostatečný zájem o prevenci ve formě některé ze 

screeningových metod a zároveň jejich neproplácení zdravotní pojišťovnou před 50 rokem. 

 

 

Obrázek č. 2 – Vývoj incidence a mortality v České republice v letech 1980-2020, zdroj: SVOD 

(https://svod.cz), vlastní zpracování 

 

 

Obrázek č. 3 – Predikce incidence a mortality v České republice mezi lety 2020-2040, zdroj: 

Globocan (https://gco.iarc.fr), vlastní zpracování 
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2.2 Vznik kolorektálního karcinomu 

 

KRK je heterogenní onemocnění, jehož vznik představuje mnohastupňový proces, který se 

vyznačuje postupnou kumulací histologických, morfologických, genetických, ale 

i epigenetických změn, které vedou k přechodu z normální střevní mukózy ke vzniku 

prekancerózní léze, adenomu a následně až ke vzniku karcinomu (Fearon & Vogelstein, 1990). 

Nejčastější dráhy vzniku KRK jsou znázorněny na obrázku č. 4 a patří mezi ně: cesta 

chromozomální nestability (CIN), cesta mikrosatelitové nestability (MSI) a cesta 

metylátorového fenotypu (CIMP) (Carethers & Jung, 2015). 

Nejvyšší procento (65-70 %) sporadických nádorů vzniká na základě změn v CIN. Tato 

cesta je charakterizována chromozomovými změnami zahrnující změny v počtu somatických 

kopií genů způsobených aneuploidií, delecemi, inzercemi, amplifikacemi nebo například 

ztrátou heterozygozity (Al-Sohaily et al., 2012; Pino & Chung, 2010). Tyto aberace vznikají 

vlivem defektu vzniklého během segregace chromozomů (například nesprávná segregace 

sesterských chromatid, abnormální počet centrozomů, dysfunkce telomer či defekty 

v mitotických kontrolních bodech). Při CIN dochází k mutacím v mnoha tumorsupresorových 

genech (jako například APC či TP53) a aktivujícím mutacím v onkogenech (například KRAS či 

PIK3CA). Iniciační mutace v genu APC, která je spojena s aktivací Wnt signalizační dráhy, se 

vyskytuje u cca 80 % těchto karcinomů a jejím výsledkem je formování prekancerózního 

adenomu (Nguyen et al., 2020; Segditsas & Tomlinson, 2006).  

 MSI cesta je cesta spjatá s mutacemi v tzv. mutátorových genech jejichž funkcí je 

oprava mutací v mikrosatelitech. Mikrosatelity jsou krátké repetitivně sekvence, které se 

vyskytují kdekoliv genomu a jsou charakterizovány vyšší frekvencí výskytu mutací (tzv. 

mismatches) vzniklých při replikaci (Li et al., 2020). Nejznámějším mutátorovým genem je gen 

MLH1, který bývá nejčastěji mutován u hereditárního nepolypózního KRK syndromu – 

Lynchův syndrom (Bonadona et al., 2011). Tato cesta je typická pro cca 15 % KRK případů 

(Sinicrope & Sargent, 2012). 

Třetí cestou je pak cesta metylátorového fenotypu, někdy nazývaná také jako serátní 

cesta. Tato dráha je charakterizovaná metylacemi CpG ostrůvků v promotorových oblastech 

genů, čímž dochází k umlčení exprese těchto genů a ty tím ztrácí svoji funkci (Nazemalhosseini 

Mojarad et al., 2013). Jedním z nejčastěji hypermetylovaným genem u KRK je opět gen MLH1 

(Li et al., 2013). 
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Obrázek č. 4 – Přehled cest vedoucí ke vzniku kolorektálního karcinomu, vlastní zpracování 

 

2.3 Rizikové faktory a klasifikace KRK 

 

Rizikové faktory KRK můžeme rozdělit na dvě skupiny – ovlivnitelné a neovlivnitelné. 

Mezi ty neovlivnitelné patří například věk, dědičnost či také rasa (Lansdorp-Vogelaar et al., 

2012; Rawla et al., 2019). Ve studii Lewandowska a kol. navíc kromě vyššího rizika se 

zvyšujícím se věkem identifikovali také spojitost se vzděláním a místem bydliště 

(Lewandowska et al., 2022). Cca 5-10 % případů KRK představují hereditární nádory, které 

vznikají na podkladu hereditárního onemocnění, které je způsobeno mutací v predispozičních 

genech a jsou charakterizovány vysokým rizikem vzniku KRK. Příkladem takového 

onemocnění familiární adenomatózní polypóza způsobená mutací v genu APC či Lynchův 

syndrom (hereditární nepolypózní KRK, HNPCC) způsobený mutací v mutátorových genech 

(například gen MLH1) (Rawla et al., 2019). Chronická onemocnění trávicího traktu patří také 

do skupiny těchto neovlivnitelných faktorů. Příkladem může být ulcerózní kolitida, která 

zvyšuje riziko až 2,5krát (Jess et al., 2012). Tyto zánětlivá onemocnění střev často souvisí 

s výskytem KRK v mladém věku (Danial et al., 2022). Některé novější studie poukazují také 

na souvislost cystické fibrózy s vyšším rizikem vzniku KRK (Birch et al., 2022; Yamada et al., 

2018). 

Vznik sporadické formy KRK (cca 2/3 případů), kterou můžeme definovat jako nádor, 

který nevzniká na základě rodinné anamnézy či zárodečné mutace, ale mutace somatické, je 

často doprovázen některým z ovlivnitelných rizikových faktorů (Carethers & Jung, 2015; Sin 

et al., 2023; Yamagishi et al., 2016). Tyto faktory souvisí především s životním stylem. Mezi 

tyto faktory patří nízká fyzická aktivita, strava bohatá na tuky, vyšší kalorický příjem, vyšší 
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příjem červeného masa, ale také kouření a vysoká konzumace alkoholu (Bagnardi et al., 2015; 

Lewandowska et al., 2022; Murphy et al., 2019; Wang et al., 2021). Kromě vysokého BMI, 

může obezita dospělých ale i adolescentů také zásadně ovlivnit výskyt KRK v dospělosti (Li et 

al., 2021; Suzuki et al., 2021). 

 

2.4 Screening a léčba KRK 

2.4.1 Screening 

Screening můžeme definovat jako vyšetření, které může odhalit onemocnění 

v časnějších stádiích, kdy jsou pacienti ještě bez příznaků a hlavním cílem screeningu je tedy 

snížit úmrtnost daného onemocnění (Gordon, 2010). U lidí bez zvýšeného rizika (například bez 

rodinné predispozice) je pravidelný screening KRK doporučovaný od 50 let (Force et al., 2021; 

Wilkins & Shields, 2009). Mezi nejčastěji používané screeningové metody v oblasti 

diagnostiky KRK patří testy na okultní krvácení do stolice a endoskopická vyšetření (Ebell et 

al., 2018). V současné době se také testuje velké množství genetických neinvazivních markerů 

vyskytujících se v krvi a stolici, které by v budoucnu mohly mít své místo v základních 

screeningových metodách KRK (Bastaminejad et al., 2017; Tibble et al., 2001). 

Testování krve ve stolici je na rozdíl od jiných screeningových metod neinvazivní, lehce 

a levně proveditelné vyšetření. Rozvoj KRK je spjat s výskytem slabšího krvácení, které může 

být detekovatelné ve stolici, a to ještě předtím, než se u pacienta objeví jiné příznaky (Bretthauer 

et al., 2022). Nejčastěji je udáváno, že by v rámci prevence měli toto vyšetření podstupovat lidé 

starších 50 let každý rok (Force et al., 2021). V případě pozitivního výsledku je potřeba tento 

test ověřit pomocí endoskopického vyšetření. Může se totiž také jednat o falešně pozitivní 

výsledek, protože se krev může dostat do stolice také z důvodu jiného zánětlivého onemocnění 

či například z některých potravin jako je například červené maso (Roslani et al., 2012). Právě 

tyto falešně pozitivní výsledky se týkají především tzv. guajakového testu na okultní krvácení 

(gFOBT), který je založený na chemické reakci guajakové pryskyřice s hemoglobinem (Cooper 

et al., 2020). Právě pro jeho nízkou specifitu je gFOBT v poslední době nahrazován 

imunohistochemickými testy (FIT), které jsou založeny na stanovení množství lidského 

hemoglobinu pomocí specifických protilátek (Doubeni et al., 2016). Vyšší specifita i vyšší 

senzitivita těchto testů oproti gFOBT byla prokázána již několika studiemi (Guimaraes et al., 

2019). 
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Endoskopická vyšetření jsou oproti testům na okultní krvácení do stolice 

charakterizována vysokou přesností a citlivostí, neboť je díky nim možné nahlédnout přímo na 

celý vnitřek tlustého střeva. Hlavním cílem endoskopie je jak detekce potenciálních 

prekancerózních lézí, ale také přímo jejich okamžité bezbolestné odstranění. Toto vyšetření je 

na rozdíl od předešlých testů invazivní a nese s sebou některé nevýhody (jako například vyšší 

cena, riziko krvácení a perforace střeva či různé dietní opatření (Gordon, 2010). 

Nejpoužívanější endoskopické vyšetření je kolonoskopie, při které dochází k vyšetření celého 

střeva a je provázena mnoha dietními ale i jinými opatřeními včetně podání sedativ (Bretthauer 

et al., 2022). Kombinace FIT testů a kolonoskopie podle studií představuje ideální kombinace 

snižující incidenci a úmrtnost na KRK (Ko et al., 2019; Lauby-Secretan et al., 2018). 

 

2.4.2 Léčba 

Zvolený způsob léčby pacientů s KRK závisí kromě stádiu onemocnění v čase diagnózy 

a také na lokalizaci tumorového ložiska. Jak již bylo zmíněno, KRK je heterogenní onemocnění 

a jsou zde zásadní rozdíly (embryologické, anatomické ale i funkční) mezi nádory tlustého 

střeva a konečníku (RC), které mají vliv i na výběr léčby (Paschke et al., 2018; Tamas et al., 

2015). Standardem léčby KRK je chirurgické zákrok, jehož cílem je kompletní odstranění 

tumorového ložiska.  

V některých případech je potřeba před chirurgickým zákrokem z důvodu zmenšení 

velikosti nádoru aplikovat tzv. neoadjuvantní (předoperační) léčbu. Okolo 70 % RC je 

diagnostikováno jako tzv. lokální pokročilé karcinomy rekta, které odpovídají klinickému 

stádiu II-III, a právě u těchto typů nádorů bývá neoadjuvantní léčba využívána nejčastěji. 

U tohoto typu nádoru spočívá terapie nejčastěji v kombinaci chemoterapie a radioterapie a jejím 

cílem, kromě zmenšení velikosti nádoru, je také snížení rizika recidivy (Wagner et al., 2010). 

U karcinomů tlustého střeva bývá neoadjuvantní terapie nařízena méně častěji a nejčastěji se 

jedná o chemoterapii na bázi cytostatik – 5-fluorouracilu (5-FU) a oxaliplatiny (Karoui et al., 

2020). Nevýhodou neoadjuvantní léčby naopak může být vyšší možnost intraoperačního 

krvácení během následujícího chirurgického zákroku (Braendengen et al., 2008; Li et al., 2016). 

Po chirurgickém zákroku může být dále na základě histologického vyšetření nasazena 

adjuvantní terapie jejímž cílem je úplné odstranění zbylých nádorových buněk a tím další 

snížení šance na recidivu nádoru. Chemoterapie je většinou nasazená pacientů se stádiem II-III. 
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Většinou je doporučováno zahájit adjuvantní chemoterapii cca 8 týdnů po operaci, avšak 

neměly by být zahájena po více než 6 měsících od operace, protože v této době již zásadně 

dochází k poklesu efektivity terapie (Des Guetz et al., 2010; Gao et al., 2018). Nejčastěji 

používaných chemoterapeutikem je 5-FU, analog pyrimidinu, který je schopen inhibovat 

replikaci DNA, a který se nejčastěji využívá v kombinaci s metabolitem kyseliny listové – tzv. 

leukovorin (Francini et al., 1994; Taieb & Gallois, 2020; Vodenkova et al., 2020). V poslední 

době bylo prokázáno, že právě kombinace různých chemoterapeutik zlepšuje odpověď pacientů 

na chemoterapii a tím i přežívání pacientů – v kombinaci s 5-FU a leukovorinem se používá 

nejčastěji oxaliplatina (tzv. FOLFOX režim) (Andre et al., 2004; Qingwei et al., 2020). 

V kombinaci s chemoterapií, především u mKRK, se ještě využívá tzv. cílená 

biologická léčba založená na monoklonálních protilátkách (Rodriguez et al., 2007; Xie et al., 

2020). Hlavními prostředníky cílené léčby jsou malé molekuly – monoklonální protilátky, které 

mohou proniknout do nádorových buněk, inaktivovat specifické enzymy a tím narušit 

proliferaci, diferenciaci a migraci nádorových buněk (Xie et al., 2020). Mezi první schválené 

biologické léky patří cetuximab a bevacizumab. Cetuximab je monoklonální protilátka, která 

cílí na receptor pro epidermální růstový faktor (EGFR) a to pak vede k inhibici růstového 

signálu pro nádorovou buňku (Baselga, 2001; Liu et al., 2023). Dalším biologickým lékem je 

bevacizumab, který cílí na receptor pro vaskulární endoteliální růstový faktor, jehož funkcí je 

podpora angiogeneze, která je důležitá pro růst nádoru (Ferrara & Kerbel, 2005; Stathopoulos 

et al., 2010). Nenovějším typem terapie je pak imunoterapie, při které dochází ke stimulaci 

imunitního systému, jsou pak protilátky blokující receptor PD-1 a jeho ligand PD-L1 (Jiang et 

al., 2019). PD-1 ve vazbě se svým ligandem aktivuje další signální dráhy, které brání proliferaci 

T-lymfocytů a znemožní jejich funkci (Liu et al., 2021). 

Přes veškeré pokroky v nádorové terapii, přežívání KRK nedosahuje příliš vysoké 

úspěšnosti, a dokonce u mKRK je pětileté přežívání pouze okolo 11-14 % (Siegel et al., 2023; 

Sung et al., 2021; Wang et al., 2020). Z tohoto důvodu stále pokračuje úsilí o nalezení nových 

indikátorů, které by umožnily, kromě časnější diagnózy, také předpovídat odpověď pacienta na 

vybranou léčbu a tím nastavit efektivnější individualizovanou léčbu. A právě hledání nových 

nádorových biomarkerů je hlavním pilířem personalizované nebo precizní medicíny. 
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3. Biomarkery 

 

 Biomarker je jakýkoliv objektivně měřitelný a hodnotitelný znak, který se měří jako 

indikátor normálních biologických procesů, patogenních procesů či reakce na expozici či 

intervenci (FDA-NIH Biomarker Working Group, 2016, 

https://ncbi.nlm.nih.gov/books/NBK338449). Nádorové biomarkery jsou pak substance, které jsou 

přítomné v organismu v důsledku vzniku a vývoje maligního procesu (Duffy, 2013). Ideální 

nádorový biomarker by měl být takový biomarker, který s dostatečnou senzitivitou a specifitou 

odliší nádorový a nenádorový proces (Srivastava & Gopal-Srivastava, 2002). Nádorovými 

biomarkery mohou být proteiny, nukleové kyseliny, protilátky či různé biochemické 

modifikace. 

Nádorové biomarkery jsou rozlišovány na diagnostické, prognostické a prediktivní. 

Diagnostický biomarker je takový biomarker, který stanovuje či potvrzuje přítomnost 

nádorového onemocnění (Califf, 2018). Prognostický biomarker určuje zvýšenou nebo 

sníženou pravděpodobnost, že se u pacienta s určitým nádorovým onemocněním objeví nějaká 

specifická klinická událost – například progrese onemocnění, rozvoj metastází, vznik relapsu 

či úmrtí. Prediktivní biomarker je takový biomarker, který předpovídá, zda konkrétní léčba 

bude u pacienta účinná. Takový biomarker pak může pomoci lékařům při výběru nejúčinnější 

léčby (Davis, 2017; Sechidis et al., 2018). 

U KRK bylo zavedeno do klinické praxe jen několik biomarkerů a jejich stanovování 

již probíhá na denní bázi. Stanovení přítomnosti mutace genu KRAS se stalo jedním 

z neužitečnějších prediktivních markerů pro předpověď rezistence na biologickou léčbu pomocí 

monoklonální protilátky cetuximabu, která cílí na receptor pro epidermální růstový faktor 

(EFG) a je jednou z nejčastějších terapií u metastatického KRK (Brand & Wheeler, 2012; Xie 

et al., 2020). KRAS je protoonkogen patřící do skupiny RAS genů. Tato rodina kóduje malé 

proteiny, které jsou schopné vázat GTP a mají tím významnou roli v buněčné signalizaci 

a komunikaci (Brand & Wheeler, 2012; Jancik et al., 2010). V případě, že je KRAS 

nemutovaný, je signální dráha EGFR standardně regulována – po navázaní ligandu dochází 

k dimerizaci receptoru, aktivaci receptorové tyrozinkinázy a následně k aktivaci KRAS, která 

pak aktivuje další signální kaskádu. Pacienti, kteří ale nesou mutaci v tomto genu, na tento typ 

cílené léčby neodpovídají. Důvodem je právě přítomnost mutace, která má za následek vznik 

trvale aktivního onkoproteinu, který je nezávislý na EGF (Lin et al., 2016; Van Cutsem et al., 

2011).  

https://ncbi.nlm.nih.gov/books/NBK338449
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Jedním z nejrozšířenějších nádorových markerů je karcinoembryonální antigen (CEA), 

který byl poprvé identifikován v roce 1965 (Gold & Freedman, 1965a, 1965b). Gold 

a Freedman pojmenovali tento antigen karcinoembryonální právě z toho důvodu, že byl 

identifikován pouze v embryonální a nádorové tkáni, ale nevyskytoval se pak v dospělých 

zdravých střevech (Goldstein & Mitchell, 2005). Později bylo prokázáno, že se CEA sice 

vyskytuje i ve zdravé tkáni, ale v několikanásobně menších koncentracích (Boucher et al., 

1989). Právě detekce CEA v séru pacientů s KRK byla základním kamenem pro další výzkum 

tohoto antigenu jako biomarkeru (Thomson et al., 1969). Nyní je CEA nejvíce používaným 

nádorovým biomarkerem, jak u KRK, tak i u jiných typů malignit. Byla prokázána jeho 

korelace se stádiem onemocnění, stupněm diferenciace či například lokalizací nádoru 

(Livingstone et al., 1974; Topdagi & Timuroglu, 2018). Kromě diagnostického potenciálu 

u KRK, bylo popsáno užití CEA ve stanovení prognózy pacienta – pacienti, kteří měli vyšší 

předoperační hladinu CEA byly charakterizovány horší prognózou onemocnění než ti s nižšími 

koncentracemi (Huang et al., 2018; Nakagoe et al., 2001) a zároveň vysoké hladiny CEA byly 

asociovány s nižší úspěšností léčby (Holyoke et al., 1975; Yu et al., 2018). V kombinaci s CEA 

se dále stanovuje tumor asociovaný antigen CA-19-9, který byl poprvé popsán v roce 1979 

(Koprowski et al., 1979). Zvýšené hladiny tohoto markeru jsou asociovány především 

s pankreatickým karcinomem či s gastrointestinálními nádory včetně KRK (Nakayama et al., 

1997; Vukobrat-Bijedic et al., 2013). Bohužel tento marker nemá dostatečnou specifitu a jeho 

zvýšené hladiny nemusí souviset s maligním onemocněním, ale může se třeba také jednat 

o nemaligní onemocnění, jako jsou cirhóza jater, diabetes či endometrióza (Fiala et al., 2018; 

Kim et al., 2020). 

I přes nesporný pokrok v diagnostice a léčbě nádorových onemocnění není účinnost 

terapie příliš uspokojivá. Z tohoto důvodu se stále usiluje o nalezení nových biomarkerů, které 

by umožnily personalizovat léčbu či časněji odhalit nádorové onemocnění. Kromě pozitivního 

dopadu na incidenci a mortalitu nádorových onemocnění je potřeba také nalézt takové 

biomarkery, které by měly pozitivní efekt na ekonomické dopady. Mezi poměrně nové metody 

patří i tekutá biopsie, která kromě ekonomické nenáročnosti přináší i spoustu dalších výhod. 
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4. Tekutá biopsie 

 

Tradiční (tkáňová) biopsie je nezbytný úkon pro pacienty s nádorovými onemocněními 

– poskytuje nám zásadní informace pro stanovení diagnózy, prognózy i výběr vhodné terapie. 

Tento typ biopsie je založen na odebrání nádoru či jeho části během invazivního operačního 

výkonu, případně během kolonoskopického vyšetření. Tato metoda je kromě několika rizik 

doprovázena i několika nevýhodami. Jedna z hlavních nevýhod může být nemožnost získání 

celého novotvaru, ale pouze (mnohdy nereprezentativního) kousku tkáně. Vzhledem k tomu, 

že jsou nádory velmi heterogenní, odebraný kousek nemusí odpovídat stejnému molekulárnímu 

profilu jako zbytek nádoru. Další obrovskou nevýhodou je pak problém opětovného získávání 

vzorku, která pak znemožňuje sledování odpovědi pacienta na léčbu či identifikaci přítomnosti 

recidivy nádoru. To může být problematické například pro metastáze, které se neustále 

prostorově i časově vyvíjejí v reakci na danou léčbu (Ilie & Hofman, 2016; Lone et al., 2022). 

Tyto invazivní techniky začínají být pomalu nahrazovány neinvazivními metodami, 

které můžeme souhrnně nazvat pojmem “tekutá biopsie” (anglicky liquid biopsy). Tekutá 

biopsie je tedy alternativní metoda tkáňové biopsie, která oproti tkáňové biopsii disponuje 

několika výhodami. Kromě minimální invazivity a finanční nenáročnosti je hlavní výhodou této 

biopsie možnost opakovaného odebrání vzorku, a tudíž možnost monitorování onemocnění 

v reálném čase (Hirahata et al., 2022). To může být pak využito například pro monitorování 

odpovědi pacienta na léčbu, kdy se jeho molekulární profil neustále mění a díky tekuté biopsii 

můžeme objevit dříve například chemorezistenci či probíhající relaps. Porovnání tradiční 

a tekuté biopsie shrnuje Obrázek č. 5. Základ tekuté biopsie tvoří izolace nukleových kyselin 

či nádorových cirkulujících buněk z různých tělních tekutin, která je následována dalšími 

geonomickými či proteomickými analýzami (Obrázek č. 6). Nukleové kyseliny v krevním 

oběhu byly popsány v roce 1948, nicméně ve spojitosti s nádorovým výzkumem se do popředí 

dostaly až v roce 1970, kdy ve studii Leon et al., byla popsána asociace zvýšená koncentrace 

DNA v séru s výskytem metastáz a se špatnou odpovědí pacienta na léčbu (Leon et al., 1977; 

Mandel & Metais, 1948). 
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Obrázek č. 5 – Shrnutí výhod a nevýhod tekuté a tradiční biopsie, vlastní zpracování 

 

 

 

Obrázek č. 6 – Schéma zobrazující princip tekuté biopsie, vlastní zpracování 
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4.1 MikroRNA 

 

MikroRNA (miRNA) jsou malé nekódující RNA, které jsou dlouhé cca 22 nukleotidů. 

MiRNA ovlivňují post-transkripčně genovou expresi RNA pomocí procesu RNA interference 

(Zhuo et al., 2013). Počet miRNA neustále narůstá, v současné době dle databáze miRBase 

(verze 22.1) bylo identifikována již 38 589 prekurzorových miRNA.  

První popsanou miRNA se stal v roce 1993 úsek RNA u Caernohabditis elegans, později 

pojmenovaný lin-4. Ambros a kol. objevili, že tento úsek RNA nekóduje protein, ale zároveň 

objevili, že interaguje s jinou RNA – lin-14, kterou lin-4 post-transkripčně tlumí skrz 

vzájemnou sekvenční komplementaritu v 3´UTR místech (Lee et al., 1993). Druhou popsanou 

miRNA byla pak let-7 v roce 2000. Dokonce bylo zjištěno, že tato miRNA je vysoce 

mezidruhově konzervovaná a objevuje se u různých živočišných druhů, včetně člověka 

(Reinhart et al., 2000). 

 

4.1.1 Biogeneze a funkce mikroRNA 

 Biogeneze miRNA je, oproti strukturním genům, složitější proces, který se liší také 

v rámci buněčných typů (Wang et al., 2019). Níže se budu zabývat biogenezí v rámci živočišné 

buňky. 

Geny pro miRNA se nejčastěji vyskytují v intronových oblastech a přepis této DNA je 

zprostředkován prostřednictví RNA polymerázy II za vzniku – pri-miRNA (Lee et al., 2004). 

Pri-miRNA je dále upravována pomocí komplexu několika proteinů – mikroprocesorového 

komplexu (Denli et al., 2004). Tento komplex se skládá z RNA vazebného proteinu DiGeorge 

Syndome Critical Region 8 (DGCR8) a ribonukleázy III, nazývané Drosha. DGCR8 je 

zodpovědný za rozpoznání pri-miRNA tím, že rozpozná její N6-metyloadenylovou sekvenci 

GGAC, zatímco Drosha rozstříhává pri-miRNA (Alarcon et al., 2015; Han et al., 2004). 

Výsledkem je vznik vlásenkové struktury o délce zhruba 70 nukleotidů s 3´přečnívajícím 

koncem s přesahem dvou nukleotidů, která se pak označuje jako pre-miRNA nebo prekurzová 

miRNA (O'Brien et al., 2018). Vzniklá pre-miRNA je dále aktivně transportována skrze jaderné 

póry z jádra do cytoplazmy pomocí komplexu exportinu 5/Ran-GTP komplexu (Yi et al., 2003) 

(Wu et al., 2018). V cytoplazmě je pre-miRNA rozpoznána enzymem Dicer – RNA III 

endonukleázou, která v komplexu s proteinem TRBP odstraní terminální vlásenku za vzniku 

maturované dvouřetězcové miRNA (Wilson et al., 2015; Zhang et al., 2004). Na tento duplex 
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se poté naváže protein Argonaut (Ago), který je schopen dvouvláknovou strukturu rozplést. 

Jedno vlákno, které se nazývá vedoucí, zůstává navázáno na Ago protein za vzniku tzv. RNA-

induced silencing complex (RISC komplexu). Druhé vlákno, tzv. passenger vlákno, je poté 

v cytoplazmě degradováno a označuje se jako miR* (Gebert & MacRae, 2019; O'Brien et al., 

2018). O tom, jaké z vláken bude vedoucí, rozhoduje stabilita párování. Vedoucí řetězec je ten, 

který je méně stabilní na 5´konci duplexu miRNA/miRNA* (Meijer et al., 2014). RISC 

komplex pak interaguje s cílovou mRNA pomocí komplementární sekvencí na 3´UTR, které se 

nazývají miRNA response element (MRE) (Didiano & Hobert, 2008). V poslední době také 

studie ukazují na to, že miRNA se mohou vázat také do oblastí 5´-UTR a kódujících či 

promotorových sekvencí (Orom et al., 2008; Zhang et al., 2014). Stupeň komplementarity MRE 

pak určuje, zda dojde k úplné degradaci cílové mRNA, která je spojená s úplnou 

komplementaritou či k inhibici translace (neúplná komplementarita). V případě úplné 

komplementarity, dochází k aktivaci endonukleázové aktivity Ago proteinu a k nastříhání 

cílové mRNA (Peng & Croce, 2016). 

Degradace či translační inhibice cílové mRNA vede ke znemožnění exprese proteinu. 

Takový protein může v buňce právě sloužit jako tzv. tumorsupresor či onkoprotein a tím mohou 

být miRNA zapojeny do procesu karcinogeneze (Peng & Croce, 2016). MiRNA, která jsou 

kategorizovaná jako tumorsupresorová, je miRNA, která cílí na onkogeny a jejich koncentrace 

je v nádorové tkáni snížena. Naopak miRNA s onkogenním potenciálem potlačují expresi 

tumorsupresorových genů a v nádorových tkáních je najdeme ve vysokých koncentracích 

(Zhang et al., 2007). První propojení miRNA s nádorovými onemocněními bylo pak potvrzeno 

v roce 2002. Tato studie popsala tumor supresorovou funkci dvou miRNA (miR-15 a miR-16) 

u chronické lymfocytární leukémie. Právě delece či snížená expresní hladina byla pozorována 

u více než poloviny pacientů s tímto onemocněním (Calin et al., 2002). 

 

4.1.2 Cirkulující miRNA 

Jednou z vlastností, kterou by ideální nádorový biomarker měl disponovat by měla být 

možnost snadného získání a analýzy. Z tohoto důvodu se pár let po objevení miRNA přesunula 

pozornost od tkáňových miRNA k těm cirkulujícím. Později se ukázalo, že miRNA můžou být 

detekovány v nejrůznějších tělních tekutinách jako je plazma, sérum, cerebrospinální tekutina, 

sliny, mateřské mléko, moč, slzy, stolice či kolostrum. Počet detekovatelných miRNA se 

pohybuje cca od 200 do 450 ve 300 µl tělní tekutiny, přičemž nejvíce jich můžeme nalézt ve 
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slinách či spermatu, nejméně pak v pleurální a cerebrospinální tekutině (Weber et al., 2010). 

První studie popisující možnost cirkulujících miRNA jako nádorových markerů byla 

publikována v roce 2008. V této studii autoři porovnávali expresní hladiny miR-155, miR-210 

a miR-21 mezi pacienty s difuzním B lymfomem a zdravými jedinci (Lawrie et al., 2008). 

Potenciál cirkulujících miRNA zvyšuje ještě fakt, že jsou v tělních tekutinách velmi 

stabilní – odolávají degradaci při pokojové teplotě i při extrémních podmínkách jako je 

například vysoké či nízké pH a opakované cykly rozmrazování/zamrazování (Glinge et al., 

2017; Kupec et al., 2022; Mitchell et al., 2008; Turchinovich et al., 2011). Mechanismus stojící 

za stabilitu cirkulujících miRNA není s jistotou popsán. Existuje několik hypotéz, které 

popisují, jak se miRNA chrání před účinkem RNáz a DNáz. MiRNA mohou být sdruženy 

s proteiny, být součástí lipidových a lipoproteinových komplexů či mohou být zabaleny do 

různých membránových vezikul (El-Hefnawy et al., 2004; Sisco, 2001). 

MiRNA mohou být do cirkulace uvolňovány dvěma způsoby. První dráhou je 

uvolňování miRNA z poškozených, nekrotických či apoptotických buněk. Jedná se o pasivní 

dráhu, která nevyžaduje žádnou energii. Příkladem tohoto způsobu uvolňování může být 

chronický zánět, kdy dochází k nekróze buněk a obsah těchto buněk je uvolněn do cirkulace (Ji 

et al., 2009; Shah & Calin, 2013). Druhá dráha, aktivní, je realizována pomocí extracelulárních 

mikrovezikul, jako jsou například exosomy. MiRNA jsou nejprve intracelulárně zabaleny do 

sekrečních váčků a následně vylučovány ve formě vezikul do oběhu. Tyto váčky pak mají 

potenciál interagovat s cílovými buňkami a zajišťovat mezibuněčnou komunikaci (Salido-

Guadarrama et al., 2014; Soares et al., 2021; Valadi et al., 2007). 

 

4.2 Dlouhé nekódující RNA 

 

 Dlouhé nekódující RNA (lncRNA) byly dlouho považovány za tzv. „junk“ nukleové 

kyseliny, jejich hlubší výzkum byl upozaděn, protože většina studií se zabývala především 

miRNA (Policarpo et al., 2021). LncRNA patří také do skupiny nekódujících RNA, ale na rozdíl 

od miRNA se jedná o mnohem delší úseky RNA (cca 200 nukleotidů) (Ma et al., 2013). 

LncRNA mají pouze krátký otevřený čtecí rámec, nebo jim tento úplně chybí, což zabraňuje 

jejich překladu do proteinu. Výsledná lncRNA je většinou přepisována RNA polymerázou II 

a obsahuje na svém 5´konci 7-methylguanosinovou čepičku a na 3´konci je polyadenylovaná. 

LncRNA po svém přepisu zůstává v jádře a její hlavní funkcí je regulace genové exprese, a to 
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jak na transkripční, tak i post-transkripční úrovni (Gao et al., 2020; Sun et al., 2018). Podle 

Human Gencode (Release 41) existuje okolo 19000 lncRNA (https://gencodegenes.org). 

LncRNA mohou interagovat s DNA, RNA, ale i s proteiny, a to na mnoha úrovních. 

Nejčastěji bývají lncRNA podle funkce rozděleny na I) signály, II) návnady, III) vůdce 

a IV) lešení (Gao et al., 2020; Statello et al., 2021). Signálními lncRNA jsou označované takové 

lncRNA, které regulují (sami nebo v kombinaci s jinými proteiny) transkripci tzv. downstream 

cílových genů. Příkladem takové lncRNA může být MIAT. MIAT post-transkripčně váže protein 

SF1, který je důležitý sestřihový faktor a tím dochází k inhibici sestřihu (Wu et al., 2020). 

Dalším příkladem může být také interakce lncRNA s iniciačním faktorem či přímo s ribozomy 

což má za následek potlačení translace (Karakas & Ozpolat, 2021; Reisacher & Arbibe, 2019). 

LncRNA fungující jako návnady se po transkripci přímo vážou na proteiny, které mají funkci 

například při skládání chromozomu nebo jako regulátory transkripce a tím narušují jeho funkci 

(Fan et al., 2015; Wang & Chang, 2011). Do této skupiny patří i poměrně nově objevená 

skupina lncRNA – tzv. competing endogenous RNA (ceRNA). Jsou to takové lncRNA, které 

obsahují sekvence komplementární k MRE sekvenci na miRNA. ceRNA poté funguje jako 

falešný cíl pro miRNA, která se díky tomu naváže na lncRNA a ne na cílovou mRNA a tím 

nedojde k jejímu umlčení (Cervena et al., 2022; Kartha & Subramanian, 2014). Vůdčí lncRNA 

fungují tak, že pomáhají specifickým proteinům dosáhnout cílového místa a vykonat jejich 

funkci (Zhu et al., 2022). Poslední skupinou jsou lncRNA, která mohou fungovat jako tzv. 

lešení. Takové lncRNA usnadňují interakci mnoha molekul a proteinů, tím, že je navádí, aby 

se shromáždily v cílové oblasti a spolupracovaly (Luo et al., 2021). Příkladem takové lncRNA 

je zároveň i nejznámější lncRNA XIST, která ovlivňuje genovou expresi a jedná se zároveň 

o jev tzv. kompenzace genové dóze. XIST je zodpovědná za inaktivaci X chromozomu 

v buňkách žen v časném embryonálním vývoji. XIST rekrutuje několik proteinů a slouží jako 

lešení pro ně a následně obklopují celý chromozom X, čímž způsobují jeho umlčení 

(Brockdorff, 2017). 

Tím, že je hlavní úlohou lncRNA regulace genové exprese, dá se čekat, že deregulovaná 

lncRNA bude pozorována u mnoha lidských onemocněních včetně těch nádorových. Jako 

příklad mohu uvést zvýšenou hladinu lncRNA HOTAIR u pacientů s nádory prsu či asociaci 

H19 s různými typy nádorů jako pankreatický či kolorektální karcinom (Svoboda et al., 2014; 

Wang, Zhao, et al., 2020; Xu et al., 2017; Zhang et al., 2020). Uplatnění na pozici nádorových 

biomarkerů posiluje (obdobně jako u miRNA) fakt, že byly detekovány v různých tělních 

tekutinách (Gharib et al., 2021; Yuan et al., 2017). 

https://gencodegenes.org/
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4.3 Volná cirkulující DNA 

Volná cirkulující DNA (cfDNA – cell-free DNA) je bezbuněčná DNA, která se 

vyskytuje mimo buňky v cirkulaci ve formě fragmentů a může být detekována v různých tělních 

tekutinách jako například sérum, plazma, moč či sliny (Bera et al., 2022; Biderman Waberski 

et al., 2018; Cervena et al., 2019; Mithani et al., 2007; Sidransky et al., 1991; Vymetalkova et 

al., 2018). CfDNA byla poprvé objevena v krvi zdravých jedinců v roce 1948 (Mandel & 

Metais, 1948). První asociace cfDNA s nádorovým onemocněním byla pak popsána v roce 

1970 (Leon et al., 1977). V této studii Leon a Shapiro měřili množství cfDNA v séru pacientů 

s různými nádorovými onemocněními a v séru zdravých jedinců. Pacienti s nádorovými 

onemocněními byli oproti zdravým kontrolám charakterizováni vyššími hladiny cfDNA. Navíc, 

autoři popsali také asociaci koncentrace cfDNA s výskytem metastáz, přežíváním i přítomností 

relapsu. Tato studie byl počáteční krok k dalšímu, hlubšímu výzkumu cfDNA, který vedl 

k poznání, že v cfDNA můžeme detekovat i mutace genů, mikrosatelitovou nestabilitu či DNA 

metylace (Cervena et al., 2021a; Han et al., 2021; Liu et al., 2021). 

Přesný mechanismus uvolňování cfDNA je stále nejasný, nicméně bylo prokázáno, že 

cfDNA může pocházet z různých zdrojů – například z apoptotických, nekrotických buněk či 

u těhotných žen se může jednat také o DNA plodu (Hu et al., 2021; Lo et al., 1997). Bylo 

prokázáno, že právě i DNA může být vylučována do cirkulace z nádorových buněk a taková 

cfDNA je poté nazývaná jako cirkulující tumorová DNA (ctDNA). CfDNA je typicky 

fragmentovaná na úseky dlouhé 160-180 páru bází (Alcaide et al., 2020; Suzuki et al., 2008). 

Tato délka odpovídá nukleozómem chráněné DNA, která pochází z apoptotických buněk. 

CtDNA je co se týče délky velmi rozmanitá, protože prochází různými procesy jako je například 

nekróza, ale většinou bývá zastoupena kratšími fragmenty (Underhill et al., 2016; Yu et al., 

2021). 

Průměrná koncentrace cfDNA u KRK pacientů je cca 25-50krát vyšší než u zdravých 

jedinců (Boni et al., 2007; Flamini et al., 2006; Frattini et al., 2006; Spindler et al., 2015). 

Koncentrace cfDNA je u KRK asociována také s výskytem relapsu a přežíváním pacientů 

(Vymetalkova et al., 2018). Potenciál cfDNA u KRK byl prokázán také v detekci KRAS mutace, 

již zmiňovaného prediktivního biomarkeru pro úspěšnost cílené terapie. Shoda mezi tumorovou 

a plazmatickou DNA dosahuje až 90 % (Thierry et al., 2014; Wang et al., 2004). Jednou 

z častých změn, které vedou ke vzniku KRK jsou také metylace v promotorových oblastech 

genů. Jedním z kandidátních biomarkerů by mohla být analýza metylačního profilu SEPT9 

v cfDNA (deVos et al., 2009; Grutzmann et al., 2008; Lofton-Day et al., 2008). Gen SEPT9 
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kóduje protein Septin 9, který je zapojen do buněčných přestaveb a apoptózy. SEPT9 byl popsán 

vysokou senzitivitou a specifitou pro záchyt časného stádia KRK včetně prekancerózních lézí. 

Přímo na stanovení této metylace byl již vyvinut specifický kit (Epi proColon – Epigenomics; 

https://epigenomics.com), která slouží k detekci metylace tohoto genu. Stanovení metylací 

tohoto genu se jeví jako vhodná nová metoda pro populační screening, která může zachytit 

KRK ve velmi časném stádiu (Lamb & Dhillon, 2017). 

  

  

https://epigenomics.com/
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5. Cíle a hypotézy práce 

 

Hlavním cílem této disertační práce bylo identifikovat nové potenciální cirkulující biomarkery, 

které by umožnily časnější diagnózu KRK či predikovaly prognózu či odpověď pacienta s KRK 

na vybranou léčbu, čímž by napomohly personalizované medicíně. Práce byla rozdělena do tří 

částí, ve kterých byly stanoveny tyto hypotézy: 

a) Cirkulující mikroRNA v plazmě mohou sloužit jako diagnostické a prediktivní 

biomarkery pro předpověď odpovědi KRK pacientů na vybranou léčbu. 

 

b) Cirkulující dlouhé nekódující RNA mohou být diagnostickým biomarkerem pro časné 

zachycení prekancerózních lézí KRK. 

 

c) Cirkulující volná DNA v plazmě může sloužit jako prediktivní marker pro predikci 

odpovědi pacientů KRK na vybranou léčbu. 
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6. Materiál a metody 

 

V následujícím textu je uveden souhrn a stručné představení souboru pacientů 

a použitých metod. Detailnější popis je uveden v jednotlivých publikovaných pracích, které 

jsou součástí předkládané disertační práce. 

 

6.1 Studovaná populace 

 

Veškeré studie předkládané disertační práce byly provedeny na lidských biologických 

vzorcích – analýzy byly prováděny převážně v plazmě, ale také na tkáňových vzorcích. 

Všechny studie byly schváleny příslušnými etickými komisemi. Všichni pacienti podepsali 

informovaný souhlas o účasti ve studii a souhlasili s poskytnutím vzorku a následnou 

genetickou analýzou v souladu s Helsinskou deklarací. 

 

Publikace č. 1: První část studie (tzv. „discovery“ část) zahrnovala 20 pacientů s RC. 

Validační část se poté skládala ze 107 RC pacientů a 51 dobrovolníků bez nádorového 

onemocnění (CFI – cancer-free individuals). U všech těchto pacientů jsme měli dostupné krevní 

vzorky odebrané ve dvou intervalech – 1.odběr – v čase diagnózy onemocnění (před operací), 

2.odběr – cca rok od diagnózy (čas ukončení terapie). Pacienti byly odebírány v letech 2007-

2018 (Oddělení chirurgie, Fakultní Thomayerova nemocnice) a sledováni až do roku 2020. 

Získané informace ze sledování (follow-up) nám poté umožnily pacienty stratifikovat na dobré 

respondenty (ti, kteří měli prospěch z terapie – nevyvinul se u nich relaps) a špatné respondenty 

(ti pacienti, kteří neprofitovali z nasazené terapie – vyvinula se u nich toxicita, relaps či dokonce 

zemřeli). Vybrané miRNA byly testovány také in vitro na nádorových rektálních buněčných 

liniích – HRA16 a SW1463, které byly získány z Evropské sbírky ověřených buněčných kultur 

(ECACC, Velká Británie). 

 

Publikace č. 2: Tato studie představuje rozšíření předchozí studie o 18 pacientů 

s metastatickým KRK. Krevní vzorky všech pacientů byly odebrány ve třech intervalech – 

1.odběr v čase operace metastáz, 2.odběr přibližně 1 měsíc po operaci a 3.odběr několik měsíců 

od operace (medián 8 měsíců). Taktéž jsme měli dostupné krevní vzorky od 51 CFI. Tito 

pacienti byli odebrány na oddělení Onkologie a radioterapie fakultní nemocnice Hradec 

Králové v letech 2019-2021 a kromě klinických dat, jsme měli k dispozici také data pro sérové 
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nádorové markery (CEA a CA-19-9) a snímky z počítačové tomografie (CT). Pacienti byli 

rozděleni do dobré prognostické skupiny (ti u kterých se nevyvinul relaps po operaci metastáz) 

či špatné prognostické skupiny (ti u kterých se relaps vyvinul). 

 

Publikace č. 3: Studie zahrnovala 16 pacientů s kolorektálními adenomy (KRA), kteří 

podstoupili kolonoskopické vyšetření. Sběr vzorků probíhal na dvou pracovištích – Oddělení 

gastroenterologie v Thomayerovo nemocnici a na oddělení Hepatogastroenterologie v Institutu 

klinické a experimentální medicíny (IKEM). Tkáňové vzorky adenomů a přilehlé mukózy byly 

během kolonoskopie odebrány a vloženy do RNA stabilizačního roztoku. Vzorky byly poté 

zaslány na histopatologické vyšetření pro ověření nepřítomnosti známek malignity. 

 

Publikace č. 4: Verifikační analýza předchozí studie byla nejprve provedena na tkáních 

pacientů s kolorektálními adenomy, jež byly součástí průvodní studie (n=16). V další fázi jsme 

provedli analýzu v plazmě KRK pacientů (n=101), KRA pacientů (n=97) a CFI (n=48). CRC 

pacienti byly odebírány v letech 2007-2018 na Oddělení chirurgie, Fakultní Thomayerova 

nemocnice. Krevní vzorky a tkáně pacientů s KRA byly získány na Oddělení 

Hepatogastroenterologie, IKEM. 

 

Publikace č. 5: Do této studie bylo zahrnuto celkem 10 pacientů s nádory (pouze) 

tlustého střeva, kteří byli vybráni na základě přísných kritérií (nově diagnostikovaní pacienti, 

kteří neabsolvovali neoadjuvantní terapii a zároveň jim byla nasazena adjuvantní terapie na bázi 

5-fluorouracilu). U všech těchto pacientů jsme měli dostupné krevní vzorky odebrané ve dvou 

intervalech – 1.odběr – v čase diagnózy onemocnění (před operací) a 2.odběr– cca 6 měsíců od 

ukončení terapie. Všichni pacienti obdrželi adjuvantní chemoterapii založenou na podávání 

cytostatik – fluoropyrimidinech. Kromě krevních vzorků byly u těchto pacientů dostupné také 

tumorové tkáně. Díky dostupnosti klinických dat byli pacienti rozděleni na dobré a špatné 

respondenty. Do skupiny dobrých respondentů byl zahrnut ten pacient, který nevyžadoval 

změnu chemoterapie, netrpěl žádným nepříznivým efektem chemoterapie a byl v remisi po 

skončení chemoterapie. 
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6.2 Metody 

6.2.1 Izolace nukleových kyselin 

 RNA (včetně miRNA) z plazmy byla vyizolována pomocí Plasma/Serum Circulating 

and Exosomal RNA Purification Kit (Norgen Biotek, Kanada). Extrakce RNA 

z extracelulárních vesikulů (EVs) byla provedena také pomocí předešlého kitu, ale předcházela 

jí ještě precipitace mikrovesikulů z plazmy pomocí ExoQuick solution (System Bioscences, 

USA). DNA z plazmy byla izolovaní pomocí kitu Qiamp circulating nucleic acid kit (Qiagen, 

Německo) dle protokolu výrobce. 

 Nádorová tkáň i přilehlá nádorová tkáň byly nejprve nadrceny pomocí Magna Lyser 

Green beads (Roche, Švýcarsko) pomocí homogenizátoru MagnaLyser Instrument (Roche, 

Švýcarsko). Z takto nadrcených tkání byly dále izolovány nukleové kyseliny pomocí kitu 

AllPrep DNA/RNA Mini kit (Qiagen, Německo). 

Extrahovaná DNA a RNA byla kvantifikována pomocí Qubit 3.0 Fluorometer pomocí 

specifických Qubit assay kitů pro příslušnou nukleovou kyselinu (Thermofisher Scientific, 

USA). 

6.2.2 Sekvenování nové generace (NGS) 

 6.2.2.1 Sekvenování malých RNA 

 Sekvenační knihovny byly připraveny pomocí kitu NEB Next Multiplex Small RNA 

Library Prep (New England BioLabs, USA) dle protokolu výrobce. Takto připravené knihovny 

byly pak sekvenovány pomocí Illumina HiSeq2000. Sekvenační data byla dále zpracovaná 

podle přesně definovaných postupů miARmaSeq, které byly vypracovány tak, aby 

identifikovaly aberantní expresní profily (Andres-Leon et al., 2016). 

 6.2.2.2 Celoexomové sekvenování volné a tumorové DNA 

 Sekvenační knihovny pro nádorovou DNA z plazmy byly připraveny pomocí 

SureSelect XT HS Library preparation kit (Agilent, USA) dle protokolu výrobce. Knihovny 

tumorové DNA byly pak připraveny pomocí SureSelect XT HS Library Preparation 

a SSELXT2 Human All Exon V7 Kits (Agilent, USA). Připravené knihovny byly pak 

sekvenovány na HiSeq4000 (Illumina, USA). Jednalo se o pair-end sekvenování, které 

umožnilo produkovat čtení 2 x 100 bp. 
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6.2.3 Real-time qPCR 

Extrahovaná RNA/miRNA byla pomocí reverzní transkripce přepsána do 

komplementární DNA (cDNA) pomocí Taqman MicroRNA Reverse Transcription kit 

(ThermoFisher Scientific, USA) u miRNA či High-capacity cDNA reverse transcription kit 

(ThermoFisher Scientific, USA) pro RNA. MiRNA byly přepsány s použitím specifických esejí 

– Taqman microRNA assays (ThermoFisher Scientific, USA). Referenční geny pro všechny 

analýzy byly vybrány na základě stability stanovené pomocí softwaru Normfinder (GenEx, 

MultiD – ThermoFisher Scientific, USA). 

 Vzhledem k nízkým koncentracím nukleových kyselin v plazmě, byla ještě provedena 

pre-amplifikace přepsané cDNA pomocí IQ SuperMix (Bio-Rad, USA). 

 Samotná Real-time qPCR (RT-qPCR) reakce byla analyzován na 7500 Sequence 

Detection System (ThermoFisher Scientific, USA). K samotné reakci byl použit Taqman 

Universal MasterMix II a Taqman microRNA/gene expression assays (ThermoFisher 

Scientific, USA). Výsledky získané z qPCR byly poté normalizovány pomocí programu GenEx 

(MultiD, ThermoFisher Scientific, USA). 

 

6.2.4 Komparativní genomová hybridizace 

Arraye použité pro komparativní genomovou hybridizaci (CGH) byly navrženy tak, aby 

pokrývaly genomové části, ve kterých se vyskytují nejčastější geny asociované s nádorovými 

onemocněními (SurePrint G3 Cancer CGH+ single nucleotide polymorphism Microarray Kit, 

4_180 K (Agilent, USA). Pro značení fluorochromy Cy3 a Cy5 byl použit kit Sure Tag 

Complete DNA Labeling enzyme kit (Agilent, USA) a vstupní množství DNA pro toto značení 

se pohybovalo průměrně okolo 850 ng. Samotná hybridizace byla provedena pomocí Oligo 

aCGH/ChiP-on-chip Hybridization kit (Agilent, USA). Pro následné skenováno čipů byl použit 

SureScanMicroarray Scanner instrument (Agilent, USA) a data byla zpracována pomocí 

softwaru Agilent CytoGenomics (Agilent, USA). 

 

6.2.5 Funkční studie 

Kultivace buněčných linií probíhala za standardních podmínek (37 °C a 5 % CO2) ve 

specifických médiích. Pro HRA16 se jednalo o Dulbecco´s Modified Eagle Medium (DMEM, 

Sigma Aldrich, USA), pro SW1463 to bylo Roswell Park Memorial Institute (RPMI-1640, 
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Sigma Aldrich, USA). Obě tato média byla obohacena o 10% fetální bovinní sérum 

(Thermofisher Scientific, USA), 1 mM L-glutamin, 100 U/ml penicillin/streptomycin a 1mM 

pyruvátu sodného (v případě RPMI, Biosera, France). Pro studium vybraných miRNA jsme 

transfekovali (uměle navýšili) hladiny miRNA v buněčných linií pomocí tzv. mimics (Sigma 

Aldrich, USA) a lipofectaminu RNAiMAX (Invitrogen, USA). Buněčné linie byly dále 

vystaveny 5µM 5-FU. U buněčných linií jsme stanovovali buněčnou proliferaci pomocí WST-

1 (Roche, USA), schopnost tvorby kolonií – colony forming assay (CFA) a buněčný cyklus. 

 

6.2.6 Statistické zpracování 

 Statistické analýzy qPCR a in vitro výsledků byly provedeny v softwaru R (v. 4.2.2) 

a GraphPad Prism (GraphPad, USA) pomocí Studentova t-testu a Mann-Whitneyho testu. 

Statistická signifikance byla stanovena na p ≥ 0.05. 
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7.2 Souhrn publikovaných výsledků 

 

7.2.1 Publikace č. 1 - Analýza expresních hladin miRNA v plazmě u pacientů s RC v průběhu 

terapie 

 

 Cílem této studie bylo hodnocení expresních hladin miRNA před a po terapii u pacientů 

s RC a tím identifikace specifických miRNA reflektující průběh a odpověď pacientů na léčbu. 

Prvním krokem této studie byla příprava knihoven a následné sekvenování pomocí 

NGS. Bioinformatická analýza dat měla za úkol identifikovat miRNA s aberantními rozdíly 

v plazmě mezi prvním odběrem (v čase diagnózy) a druhým odběrem (cca rok od diagnózy) 

u RC pacientů (n=20). Tito pacienti byli dále stratifikovány dle jejich odpovědi na léčbu na 

dobré a špatné respondenty. Nejvyšší rozdíl mezi jednotlivými odběry vykazovala miR-122-

5p, která byla signifikantně 2,9krát zvýšená u druhého odběru v porovnání s prvním odběrem 

(p <0.001). Asociace s odpovědí pacientů na léčbu byla pozorována u miR-142-5p. Špatní 

respondenti byli charakterizováni signifikantně nižší hladinou u druhého odběru v porovnání 

s prvním odběrem (p <0.001, -10,3-násobnou). Obě tyto miRNA byly následně validovány na 

větším počtu RC pacientů. 

 V druhé části studie, validační části, byly tyto miRNA analyzovány jak v plazmě, tak 

v extracelulárních vezikulách izolovaných z plazmy pomocí RT-qPCR. Kromě 107 RC 

pacientů bylo do studie zahrnuto také 51 CFI za účelem zjištění případného diagnostického 

potenciálu vybraných miRNA. Expresní hladiny obou miRNA (miR-122-5p a miR-142-5p) 

u RC pacientů a CFI byly signifikantně odlišné – RC pacienti byli charakterizováni 

signifikantně sníženými hladiny obou miRNA oproti CFI, a to jak v plazmě, tak 

v plazmatických EVs (pro obě miRNA p <0.001). Obecně, při porovnání prvního a druhého 

odběru u RC pacientů byl nalezen signifikantní rozdíl mezi prvním a druhým odběrem – pro 

obě miRNA se jednalo o signifikantní zvýšení hladin u druhého odběru (miR-122-5p: 

p=0.0003, 3,2-násobná změna; miR-142-5p: p=0.0002, 2,4-násobná změna). I ve validační části 

studie jsme RC pacienty stratifikovali dle odpovědi na léčbu a porovnávali jejich hladiny mezi 

jednotlivými odběry. Pacienti, kteří odpovídali na léčbu, byli charakterizováni nárůstem 

expresních hladin obou miRNA v plazmě u druhého odběru a tyto hladiny již nebyly nadále 

signifikantně odlišné od hladin CFI. Naopak u špatných respondentů zůstaly hladiny na 

obdobných hodnotách jako u prvního odběru a byly stále signifikantně sníženy oproti CFI 

(miR-122-5p: plazma: 4,9-násobná změna, p=0.05; miR-142-5p: plazma: 4,5-násobná změna, 
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p=0.008). U plazmatických EVs byl tento trend pozorovaný také pro miR-122-5p (4,9-násobná 

změna, p=0.007). 

 Funkční úloha miR-122-5p a miR-142-5p byla dále ještě testována in vitro na rektálních 

nádorových buněčných liniích – SW1463 a HRA16. Tyto studie potvrdily, že zvýšené hladiny 

obou miRNA souvisejí se sníženým buněčným růstem a přežívání nádorových buněk 

a podpořily teorii tumor-supresorového potenciálu těchto miRNA. 

Plný text originálního článku je v Příloze č. 1. 

Autorský podíl na článku: izolace a qPCR analýza miRNA, in vitro analýzy, sepsání většiny 

textu článku 

  



38 

 

7.2.2 Publikace č. 2 - Analýza expresních hladin miR-122-5p a miR-142-5p u pacientů 

s mKRK v predikci relapsu 

Potenciál předešlých miRNA byl dále testován na pacientech s mKRK. Cílem této 

studie byla analýza miR-122-5p a miR-142-5p v plazmě a v plazmatických EVs u mKRK 

pacientů a CFI pomocí RT-qPCR. U mKRK byly dostupné tři odběry. První odběr (T0) byl 

v čase operace metastáz, druhý odběr (T1) přibližně jeden měsíc po operaci a třetí odběr (T2) 

několik měsíců od operace (s mediánem 8 měsíců).   

V porovnání s CFI měli mKRK pacienti signifikantně sníženou hladinu miR-142-5p 

v čase T2. Pro miR-122-5p jsme bohužel neidentifikovali žádné rozdíly mezi jednotlivými 

odběry mKRK pacientů a CFI. Pacienti byli dále stratifikováni podle lokalizace tumoru 

a výskytu relapsu. U pacientů s metastatickým RC jsme identifikovali signifikantní rozdíl 

v expresní hladině miR-142-5p v čase T1 mezi dobrými a špatnými respondenty (p=0.0094, 

7,3-násobná změna). V plazmatických EVs byl pozorovaný stejný trend pro miR-142-5p (3,8-

násobná změna, p=0.05). 

Pro dva pacienty ze špatné prognostické skupiny a jednoho pacienta z dobré 

prognostické skupiny byla provedena ještě individuální analýza zahrnující také hodnoty 

onkomarkerů a CT snímky. Pacient ID01 (špatná prognostická skupina) byl charakterizován 

snížením hladin obou miRNA v plazmě i v EVs po 8 měsících od operace a 12 měsíců před 

viditelným relapsem. Naopak CEA a CA-19-9 byly v této periodě zvýšené a nereflektovaly 

náznaky relapse. U pacienta s ID03 došlo během adjuvantní chemoterapie k nárůstu expresních 

hladin obou miRNA (jak v plazmě, tak v EVs). Ke konci nasazené terapie ale expresní hladiny 

miRNA začaly prudce klesat až se dostaly na úroveň před léčbou. Po 5 měsících od ukončení 

terapie došlo k rozvinutí relapsu. Oproti tomu sérové markery zůstaly neměnné v průběhu 

terapie a neidentifikovaly výskyt relapsu. U dalšího pacienta (ID26) se nevyvinul relaps a byl 

tudíž zařazen do skupiny pacientů s dobrou prognózou. V průběhu terapie byly hladiny miRNA 

velmi nestabilní, nicméně na konci terapie došlo k ustálení a následně pomalému stoupání. 

Plný text originálního článku je v Příloze č. 2. 

Autorský podíl na článku: izolace a qPCR analýza miRNA, sepsání většiny textu článku 
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7.2.3 Publikace č. 3 – Identifikace MALAT1 amplifikace u prekancerózních lézí KRK  

 

CGH byla úspěšně provedena u 16 párových (adenomová a přilehlá tkáň) vzorků. 

Všechny párové vzorky byly charakterizovány různým stupněm chromozomové nestability. Po 

finální analýze získaných výsledků byly stanoveny čtyři skupiny pacientů na základě 

opakujících se genomových změn. 

První skupina pacientů byla charakterizována ziskem genetického materiálu (gain) na 

chromozomu 11, konkrétně v oblasti 11q13.1 kódující lncRNA MALAT-1 v adenomové tkáni. 

Celkem se jednalo o 5 pacientů, ale tito pacienti nedisponovali konzistentní charakteristikou, 

co se týče pohlaví, diagnózy či stádia a typu adenomu. Ve druhé skupině pacientů jsme 

identifikovali vysoký počet mikrodelecí (například v oblastech 7q, 9p, 16p, 17q či 20q) 

v adenomové tkáni v porovnání s přilehlou tkání (n=3). Pro tuto skupinu pacientů bylo shodné 

pohlaví (muži) i věk (rozmezí 63-68 let). Třetí skupina pacientů byla konzistentní věkově – 

jednalo se o pacienty ve věku 29, 43 a 43 let s adenomy nízkého stupně (low-grade). Tito 

pacienti měli ve svém karyotypu obrovské ztráty i zisky v adenomové tkáni a bylo jim 

doporučeno chodit na častější kolonoskopické kontroly. Poslední skupinou pak byla skupina 

pacientů, kteří nevykazovali žádné rozdíly mezi párovými tkáňovými vzorky a nebyl zde 

nalezen ani jediný spojovník mezi těmito pacienty. 

Naše studie naznačila, že právě amplifikace v genu pro lncRNA MALAT1 by mohla být 

důležitým krokem podílející se na přeměně zdravé tkáně v adenomovou. 

 

Plný text originálního článku je v Příloze č. 3. 

Autorský podíl na článku: podíl na CGH analýze, revize textu 
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7.2.4 Publikace č. 4 - Analýza cirkulující lnCRNA MALAT1 jako diagnostického markeru pro 

kolorektální adenomy 

V naší přechozí studii (Siskova et al., 2022) jsme identifikovali MALAT1 amplifikaci 

asociovanou s výskytem adenomu. Cílem této studie bylo dokázat spojitost mezi DNA 

aberacemi a genovou expresí MALAT1. Dále jsme v rámci této studie stanovovali expresní 

hladiny MALAT1 v plazmě u pacientů s KRK, KRA a CFI pomocí RT-qPCR.  

Celkem 14 pacientů z pilotní studie bylo rozděleno dle přítomnosti amplifikace 

MALAT1. Mezi těmito skupinami nebyl však nalezen žádný signifikantní rozdíl v expresní 

hladině MALAT1.  

Dále byla expresní analýza provedena u plazmatických vzorků 97 KRA pacientů, 101 

KRK pacientů a 48 CFI. Expresní hladina MALAT1 byla zvýšena jak u KRA pacientů, tak 

i KRK pacientů v porovnání s CFI (pro obě skupiny p <0.001). KRA pacienti byli dále rozděleni 

do skupin podle typů adenomu – hyperplastické adenomy, tubulární a tubulovilózni/vilózní 

adenomy. Nejvyšší expresní hladina byla pozorována u skupiny tubulovilózních/vilózních 

polypů, které mají nejvyšší riziko vzniku KRK. KRK pacienti byly poté ještě rozděleni dle 

odpovědi na léčbu. MALAT1 expresní hladina byla signifikantně vyšší u špatných respondentů 

v porovnání s dobrými respondenty (p=0.036). 

 

Plný text originálního článku je v Příloze č. 4. 

Autorský podíl na článku: izolace a qPCR analýza, příprava dat, tabulek a obrázků, sepsání 

textu 
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7.2.5 Publikace č. 5 - Mutační profil volné DNA v plazmě spojený s odpovědí na léčbu KRK 

 

 Celoexomové sekvenování (WES) bylo použito pro analýzu vzorků krevní plazmy 10 

pacientů s rakovinou tlustého střeva. Tyto vzorky byly odebrány v čase diagnózy před 

nasazením jakékoliv terapie, po chemoterapii založené na 5-FU a dále cca půl roku od ukončení 

léčby. Cílem naší studie bylo detekovat genomické změny asociované s odpovědí na léčbu. 

Paralelně bylo provedeno také sekvenování nádorové tkáně od stejného vzorku pacientů 

s úmyslem porovnat mezi sebou změny v plazmě a v tkáni. Pacienti byli opět dle stanovených 

charakteristik rozděleny na špatné a dobré respondenty. 

Nejprve bylo provedeno WES na tumorové DNA pro identifikaci jednonukleotidových 

změn (SNV) a krátkých inzerčních/delečních mutací (indels). Detekováno bylo celkem 71705 

SNV a indels. Mezi nejčastěji mutované geny, dle očekávání, patřily TP53 a APC. Vyšší počet 

mutací se vyskytoval u pacientů s vyšším stádiem onemocnění. U špatných respondentů (kromě 

jednoho) jsme identifikovali výskyt mutací v genu GPR50 (c.1594A>G 

ac.1505_1516delCCACTGGCCACA) a naopak žádný dobrý respondent nebyl nosičem žádné 

z těchto variant. TPSD1 c.274G>A (p.Ala92Thr), CPAMD8 c.1022G>A (p.Arg341Gln) 

a  BP2A c.367_370del byly další varianty, které byly identifikovány u špatných respondentů, 

ale u těch dobrých se neobjevily. Tyto varianty byly charakterizovány dle Varsome jako ty 

s nejistým klinickým významem. 

V předoperační vzorcích plazmy byla u každého pacienta vždy minimálně jedna mutace, 

která byla detekována rovněž v tumorové tkáni. Shoda mezi plazmatickou cfDNA a tumorovou 

byla vyšší u pacientů s vyšším stádiem onemocnění. U několika pacientů, u kterých jsme 

identifikovali mutace v tumorové tkáni, se tyto mutace nevyskytovaly v cfDNA. Konkrétně se 

jednalo o mutace v genech TP53 (u čtyř pacientů), APC (u čtyř pacientů), KRAS (u dvou 

pacientů) a SMAD4 (u tří pacientů). Na druhou stranu u jednoho špatného respondenta jsme 

identifikovali mutaci TP53 kromě tumorové DNA také v cfDNA v průběhu celého sledování 

a mutace v genu DCC byla detekována jen v cfDNA, nikoliv v tumorové DNA. Pacient ID221, 

který patřil do skupiny špatně odpovídajících pacientů, disponoval mutací v genu APC 

(c.3944C>A; p.Ser1315Ter) ve třetím odběru, ale tato mutace se nevyskytovala ani v jeho 

tumorové tkáni ani ve vzorcích plazmy v čase diagnózy. Tato nově vzniklá mutace v průběhu 

terapie by mohla být důvodem špatné odpovědi na léčbu. 

Plný text originálního článku je v Příloze č. 5. 
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Autorský podíl na článku: izolace cfDNA, izolace tumorové DNA, práce s databázemi, podíl 

na psaní textu 
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8. Diskuse 

 

Přestože současný onkologický výzkum zaznamenala velký posun v oblasti diagnostiky 

a terapie, čísla incidence a úmrtnosti KRK nejsou uspokojivá a stále se usiluje o nalezení 

nových biomarkerů, které by umožnily detekovat nádor v časných stádií, pomohli zlepšit 

prognózu pacienta či předpovědět odpověď pacienta na vybranou léčbu a tím pomohly 

v posunu personalizované medicíny. V poslední letech se pak do popředí dostala především 

tekutá biopsie, která, kromě jiných výhod, umožňuje opakované odběry vzorku a lepší reflexi 

heterogenity nádoru než tradiční biopsie. Slibnými a nejvíce studovanými kandidáty na tyto 

biomarkery jsou cirkulující nekódující RNA (miRNA a lncRNA) a cirkulující volná DNA. 

Studium cirkulujících miRNA v plazmě bylo náplní našich dvou studií. V naší první 

studii byly pomocí NGS identifikovány dvě kandidátní miRNA (miR-122-5p a miR-142-5p) 

s největšími rozdíly mezi opakovanými odběry RC pacientů, které byly následně validovány na 

větším počtu RC pacientů a CFI pomocí RT-qPCR (Cervena et al., 2021b). Analýzy ukázaly 

na signifikantní rozdíly mezi RC pacienty a CFI, a asociaci expresních hladin těchto miRNA 

s odpovědí pacientů na léčbu – pacienti kteří odpovídali na léčbu byly charakterizováni 

zvýšením expresních hladin obou miRNA po roce od diagnózy oproti hodnotě těchto miRNA 

v čase diagnózy. V druhé naší studii (Cervena et al., 2023a) byl potenciál těchto miRNA 

testován ještě u mKRK, kde jsme pozorovali obdobný trend jako v předešlé publikaci.  

MiR-122-5p byla dosud nejčastěji studovaná v souvislosti s hepatocelulárním 

karcinomem, protože bylo dokázáno, že se jedná o tkáňově specifickou miRNA pro játra a hraje 

důležitou roli v jaterní homeostáze tím, že reguluje velké množství cílových mRNA zapojených 

do nejrůznějších jaterních funkcí (Fu & Calin, 2018; Ha et al., 2019; Jopling, 2012; Thakral & 

Ghoshal, 2015; Wei et al., 2019). Játra jsou nejčastější lokalizací metastazování KRK a z tohoto 

důvodu je miR-122-5p hojně studována také u KRK (Carter et al., 2016; Kow, 2019). Žádná 

z dosud publikovaných studií zabývající se touto miRNA ale nebyla zaměřena na RC a níže 

diskutované studie se zabývaly KRK jako souhrnnou diagnózu (C18-C20). Studie zabývající 

se expresními hladinami miR-122-5p v KRK jsou rozporuplné. Některé popisují zvýšené 

hladiny miR-122-5p v nádorových tkáních a asociaci nadměrné exprese s výskytem jaterních 

metastáz (Maierthaler et al., 2017; Sun et al., 2020). Naopak jiné studie jsou v souladu s našimi 

výsledky a autoři v nádorové tkáni KRK pozorovali snížené expresní hladiny oproti přilehlé 

mukóze (Li et al., 2019; Yin et al., 2020). Cílem našich studií bylo především zjistit, zda miR-

122-5p a miR-142-5p mají vliv na účinnost terapie, a proto jsem se v diskuzi věnovala 
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především studiím zabývající se efektem miR-122-5p na terapii. Ve studii O´Brien et al., 

studovali efekt terapie na expresní hladinu miR-122-5p v plazmě a to nejen u KRK pacientů, 

ale také u KRA pacientů. Autoři porovnávali dva odběry – 1.odběr byl odebrán před terapií (ať 

již před chirurgickým zákrokem či endoskopií nebo jakoukoliv jinou terapií), druhý pak po 

terapii (O'Brien et al., 2021). V obou případech došlo k nárůstu expresní hladiny miR-122-5p 

po zvolené terapii. Zvýšená exprese miR-122-5p je spojena také se zvratem rezistence na 

oxaliplatinu (Hua et al., 2018). Autoři popsali, že tento efekt je způsoben přímou interakcí miR-

122-5p s antiapoptotickým proteinem XIAP, který ve vysokých koncentracích navozuje 

rezistenci na toto terapeutikum. V případě umělého navýšení hladiny miR-122-5p, dochází 

k umlčení XIAP a k nárůstu cytotoxicity nádorových buněk na oxaliplatinu. Tato interakce byla 

potvrzena i v in vivo studiích (Hua et al., 2018). Stejné pojítko bylo popsáno i pro 5-FU. Ve 

studii He a kol., autoři popsali trvale sníženou hladinu miR-122-5p v nádorových buněčných 

liniích a necitlivost těchto buněk k 5-FU (He et al., 2014). Naopak ale po umělém navýšení 

hladiny miR-122-5p buňky opět začaly na 5-FU reagovat. Potenciálním cílem této miRNA by 

pak mohl být PKM2, kódující pyruvátkinázu účastnící se glykolýzy. Zvýšená expresní hladina 

miR-122-5p potlačovala expresi PMK2, tím došlo k inhibici glykolýzy a zastavení růstu nádoru 

a to jak in vitro, tak in vivo. Spousta nádorových buněk vykazuje zvýšenou glykolýzu 

a sníženou oxidativní fosforylaci. A právě přechod mezi těmito metabolismy (na glykolýzu) je 

často spojen s rezistencí na 5-FU (Zhou et al., 2012). Ve studii Sendi a kol., připravili autoři 

lipidovou nanopartikuli, do které byla zabalena miR-122-5p a studovali její využití jako 

terapeutikum in vivo, které by mohlo zabránit vzniku jaterních metastáz (Sendi et al., 2022). Po 

injekci této partikule do myší došlo ke snížení expresních hladin potenciálních cílových targetů 

této miRNA (ADAM17 a ALDOA) a klíčových genů asociovaných s epiteliálně-mezenchymální 

tranzicí. Myši, do kterých byla vpravena nanopartikule s miR-122-5p měly signifikantně nižší 

metastatické pozadí a přežívání delší než 100 dní, zatímco myši léčené kontrolní nanopartikulí 

(bez miR-122-5p) nepřežily. Kromě již zmíněných potenciálních cílů byla ještě popsána 

interakce miR-122-5p s buněčným transportérem CAT1 či BCL-W a CCNF1 regulující 

apoptózu a buněčný cyklus (Iino et al., 2013; Li et al., 2019). Ve studii Yin a kol. popsali ještě 

spletitější interakci zahrnující cirkulární RNA (řadící se nejčastěji do skupiny lncRNA) 

označenou jako circ_007142 (Yin et al., 2020). Tato cirkulární RNA funguje tak, že vychytává 

miR-122-5p (“sponging”) pomocí komplementární sekvence a tím nedochází k umlčení 

translace jejích cílových mRNA (Panda, 2018). Autoři popsali negativní vazebný vztah mezi 

circ_007142 a miR-122-5p a zároveň popsali CDC25A jako potenciální target miR-122-5p. 

Jejich výsledky prokázaly, že právě circ_007142 zrychluje progresi KRK onemocnění tím, že 
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cílí na miR-122-5p a tím pozitivně reguluje CDC25A – fosfatázu podílející se na regulaci 

buněčného cyklu (Yin et al., 2020). 

Studie zabývající se miR-142-5p nejsou rovněž příliš konzistentní. Ve studii Islama 

a kol. studovali roli miR-142-5p v nádorových tkáních KRK a buněčných liniích nádorové 

střevní tkáně (Islam et al., 2018). Jak v tkáních, tak i v buněčných liniích popsali autoři 

signifikantně zvýšené expresní hladiny v porovnání s nenádorovými tkáněmi a asociaci vyšších 

hladin s lokalizací nádoru ve střevě. Tyto výsledky nejsou konzistentní s našimi výsledky, ale 

je tady spousty rozdílných charakteristik, které mohou mít za následek tuto neshodu. První 

rozdílem je diagnóza. Kohorta pacientů zahrnovala jak pacienty s nádory, tlustého střeva, tak 

RC pacienty a ve studii chybí informace o přesném počtu pacientů s jednotlivými diagnózami. 

Bylo dokázáno, že KRK je heterogenní onemocnění, a jsou zde zásadní rozdíly mezi nádory 

tlustého střeva a konečníku a obě tyto diagnózy by bylo vhodnější studovat samostatně 

(Paschke et al., 2018). To, že mohou být rozdíly v expresních profilech různých lokalizací 

nádoru v rámci KRK diagnózy prokázala i studie sama, neboť popsala, že nádory vyskytující 

se v distální části střeva (kam patří i rektum) měly signifikantně snížené hladiny miR-142-5p 

oproti těm v proximální části střeva. Stejnou závislost prokázala i naše další studie, kdy jsme 

signifikantní změny pro miR-142-5p mezi jednotlivými odběry mKRK pacientů pozorovali 

také až po stratifikaci na nádory konečníku a tlustého střeva (Cervena et al., 2023a). Další 

zásadní rozdíl je také v typu biologického materiálu, neboť Islam a kol., analyzovali miR-142-

5p v tkáních, zatímco my se zaměřili na cirkulující miRNA v plazmě. In vitro studie byly 

provedeny na odlišných buněčných liniích vycházejících z nádoru tlustého střeva (SW480 

a HCT116) a naopak, naše studie byla zaměřena na rektální nádorové linie (SW1463, HRA16). 

Zvýšené hladiny těchto miRNA byly popsány i v dalších studiích (Kunigenas et al., 2020; 

Vychytilova-Faltejskova et al., 2016; Yin et al., 2016). Naopak ve studii Kong a kol., a dalších, 

autoři identifikovali sníženou expresní hladinu miR-142-5p v nádorové tkáni oproti zdravé 

tkáni a spousta studií tento tumorsupresorový potenciál spolu s asociací s terapií popsala také 

(Kong et al., 2019; Kunigenas et al., 2020; Pliakou et al., 2022; Shi et al., 2015). Jednou z těchto 

studií je studie od kolektivu Shi a kol., která popsala snížené hladiny této miRNA v nádorové 

tkáni oproti přilehlé tkáni a dále také popsala, že hladiny miR-142-5p se zvyšovaly poté, co 

pacienti obdrželi chemoterapii (Shi et al., 2015). Neoadjuvantní chemoterapie měla za následek 

také nárust expresních hladin miR-142-5p u RC pacientů (Kunigenas et al., 2020). Nejnovější 

studie z tohoto roku se zabývala korelací expresních profilů miRNA a jejich asociaci s odpovědí 

na léčbu na bázi irinotekanu v séru u pacientů s mKRK. Autoři popsali 10 downregulovaných 
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miRNA u špatných respondentů, mezi které patřila také miR-142-5p a miR-122-5p. Výsledky 

této studie podporují naše výsledky neboť obě tyto miRNA jsme objevili jako downregulované 

u pacientů se špatnou odpovědí na léčbu a to jak u mKRK, tak i u primárních nádorů. Autoři 

také popsali pomocí luciferázové eseje potenciální cíl této miRNA – EPAS1 (Pliakou et al., 

2022). Produkt genu EPAS1 je jednou z podjednotek HIFα, který je transkripční regulátor 

adaptivní odpovědi na hypoxii, a právě hypoxie je jedním z hlavních faktorů, které vedou 

k nádorové angiogenezi a jeho zvýšená exprese byla již u KRK popsána (Mohammed et al., 

2011; Pan et al., 2018; Yoshimura et al., 2004). U genu SDHB kódujícího sukcinát 

dehydrogenázu B, která je účastní Krebsova cyklu, buněčné proliferace, ale i apoptózy, byla 

také popsána spojitost s miR-142-5p, která ji negativně reguluje. Deficience SDHB je pak 

spojena s přechodem buněk z oxidativní fosforylace na aerobní glykolýzu, která má za následek 

zvýšenou kyselost mikroprostředí nádoru, která souvisí s horším rozpoznáváním nádorových 

buněk imunitním systémem (Gu et al., 2017; Liu et al., 2017). Dalšími potenciálními cílovými 

mRNA by mohly být TIAM1, zapojený do Wnt dráhy, či tumorsupresorový gen KLF6 

ovlivňující buněčný cyklus (Andreoli et al., 2010; Diamantopoulou et al., 2017; Islam et al., 

2018; Kong et al., 2019). Souhrnně lze říci, že většina studií popsala, že miR-122-5p i miR-

142-5p mají tumorsupresorový účinek a jejich zvýšené hladiny jsou spojeny s vyšší senzitivitou 

na různá chemoterapeutika a tím příznivou odpovědí na léčbu. Tyto poznatky jsou v souladu 

s naším výzkumem, kde jsme prokázali také tumorsupresorový potenciál miR-122-5p a miR-

142-5p a popsali, že zvýšené hladiny těchto miRNA jsou spjaty s pozitivní odezvou na léčbu 

a to jak u pacientů s primárním, tak i metastatickým KRK.  

Dlouhé nekódující RNA byly dlouho ve stínu miRNA a jejich výzkum byl upozaděn, 

nejspíše z důvodu toho, že se dlouho myslelo, že nemají žádnou funkci a byly považované za 

tzv. “junk” nukleové kyseliny (Ling et al., 2015; Policarpo et al., 2021). Jak již bylo zmíněno, 

jedním z hlavních kroků vedoucí ke snížení úmrtnosti KRK je časná diagnóza, ideálně detekce 

onemocnění ještě ve fázi prekancerózních lézí – adenomů, které mohou být lehce odstranitelné 

kolonoskopií (Atkin et al., 2017). Toto vyšetření s sebou nese ale několik limitací, kvůli kterým 

se mu pacienti snaží vyhýbat. Z tohoto důvodu jsme se v naší studii chtěli identifikovat 

kandidátní biomarkery, které by odhalily výskyt adenomu, potažmo KRK. Takovým 

kandidátem by dle našich výsledků mohla být lncRNA MALAT1, jejíž amplifikace byla 

identifikovaná v adenomové tkáni a jejichž expresní hladiny v plazmě byly schopné rozlišit 

pacienty s KRK a KRA od CFI (Siskova et al., 2022; Cervena et al., 2023b).  
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MALAT1 byl většinou zkoumán ve spojitosti s karcinomem plic, kde zvýšená hladina 

MALAT1 korelovala s progresí onemocnění a vznikem metastáz a celkově horší prognózou 

onemocnění (Ji et al., 2003; Schmidt et al., 2011). Naše studie je jednou z prvních prací 

zabývající se lncRNA MALAT1 ve spojitosti s KRA. Studie vedená skupinou Radwan a kol., je 

jediná studie, dle našeho vědomí, analyzující i KRA pacienty (Radwan et al., 2021). Tato studie 

popsala zvýšené expresní hladiny MALAT1 u KRK i KRA pacientů v porovnání s kontrolními 

osobami. Navíc ještě identifikovala přítomnost jednonukleotidového polymorfizmu (SNP) 

rs3200401 v genu pro MALAT1 jako rizikový faktor pro vznik KRK, který byl prokázán jako 

rizikový i další vědeckou skupinou (Wang et al., 2022). Studií zabývajících se MALAT1 u KRK 

je mnohem více a často popisují jeho asociaci s účinností terapie (Li et al., 2017; Matuszyk, 

2022; Shen et al., 2022). Vyšší expresní hladina MALAT1 byla nalezena v nádorové tkáni oproti 

nenádorové tkáni a je asociována se stádiem onemocnění, výskytem metastáz, postižení uzlin 

i kratším přežíváním (Li et al., 2017; Qiu et al., 2016; Sun et al., 2019; Zheng et al., 2014). Tyto 

výsledky jsou v souladu s našimi, neboť již několik studií prokázalo spojitost genové 

amplifikace s nadměrnou expresí (Hyman et al., 2002; Vogt et al., 2010). Tím, že jsme MALAT1 

objevili amplifikovaný v adenomové tkáni, čekali bychom, že i jeho expresní hladina bude 

právě v adenomové, popřípadě nádorové tkáni, zvýšená. V naší studii jsme také popsali asociaci 

MALAT1 s odpovědí na terapii u KRK pacientů – u pacientů, kteří hůře reagovali na léčbu 

a měli horší prognózu byly popsány signifikantně zvýšené expresní hladiny MALAT1 v plazmě. 

Studie Li a kol., analyzovala expresní hladiny MALAT1 v opakovaných odběrech séra mKRK 

pacientů (Li et al., 2017). Tito pacienti byli rozděleni do dvou skupiny podle to, zda odpovídali 

nebo neodpovídali na léčbu založené na oxaliplatině. Pacienti, kteří neodpovídali na tento typ 

terapie měli v odběru v čase diagnózy rovněž vyšší hladiny MALAT1. Stejná korelace byla 

popsána i několika dalšími studiemi (Fan et al., 2020; Wei et al., 2022). Podle studií by 

MALAT1 mohl regulovat rezistenci na oxaliplatinu skrz interakci s miR-218 a následně s EZH2, 

nebo přes signální dráhu miR-324-3p a ADAM17 či přímou interakci přes miR-200s (Fan et al., 

2020; Li et al., 2017; Wei et al., 2022). To, že MALAT1 by mohl mít efekt i na odpověď pacientů 

na léčbu 5-FU potvrdilo i několik dalších studií, zabývající se funkční analýzou MALAT1 (Ak 

Aksoy et al., 2022; Tang et al., 2019). Tuto asociaci podporuje fakt, že MALAT1 interaguje 

s několika miRNA (miR-197-3p, miR-203a-3p a miR-375-3p), které cílí na tymidylát syntázu 

– enzym, který je nezbytný pro replikaci a opravu DNA a je jedním z cílů 5-FU terapie (Yang 

et al., 2019; Yu et al., 2020; Zhao et al., 2020).  
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Volná DNA je první z cirkulujících nukleových kyselin, která byla zkoumána 

v souvislosti s jejím potenciálem jako nádorového biomarkeru (Leon et al., 1977). Autoři v této 

studii popsali významné rozdíly v koncentraci cfDNA v séru pacientů s různými nádorovými 

onemocněními a zdravými jedinci. Od této doby výzkum cfDNA pokročil, a kromě měření 

koncentrace cfDNA bylo zjištěno, že cfDNA může být analyzována v souvislosti s metylačním 

profilem, mikrosatelitovou nestabilitou či může nést nejrůznější mutace genů včetně těch 

s onkogenní či tumorsupresorovou funkcí a některé analýzy cfDNA již byly zavedeny 

v klinické praxi (Liebs et al., 2019; Liu et al., 2021; Vidula et al., 2022; Vitale et al., 2020). 

Cílem naší studie bylo identifikovat nové SNV v plazmatické cfDNA, které by souvisely 

s odpovědí pacientů na léčbu a dále porovnat výsledky s nalezenými mutacemi v tkáni. V naší 

studii jsme sekvenovali 10 pacientů s nádory tlustého střeva pomocí metody WES. V tumorové 

DNA se nám podařilo popsat dosud nepopsané varianty spojené s odpovědí pacientů na terapii 

(GPR50 (c.1594A>G and c.1505_1516delCCACTGGCCACA), TPSD1 c.274G>A 

(p.Ala92Thr), CPAMD8 c.1022G>A (p.Arg341Gln) a OBP2A c.367_370del). Přestože některé 

specifické mutace identifikované z tumorové tkáně nebyly nalezeny v cfDNA, povedlo se nám 

však identifikovat mutaci v genu DCC, která nebyla detekována v tumoru. Přestože již bylo 

dosaženo významného pokroku v cíleném sekvenování pomocí předem připravených genových 

panelů, celoexomové sekvenování by mohlo přinést mnohem komplexnější analýzu. Tento 

přístup by mohl identifikovat i nové dosud nepopsané varianty, které tak mohou vést například 

k objevení mechanismu, jakým si nádorové buňky získaly rezistenci či dalších znaků 

ovlivňující účinnost léčby. Kromě již zmíněných SNV bylo prokázáno, že pomocí WES mohou 

být identifikované také různé fúzní geny, přestavby genů či různá variabilita v počtu kopií 

specifických úseků genomu (Deng et al., 2022; Yang et al., 2016; Zhao et al., 2020). 

Metaanalýza provedená skupinou Bos a kol., ukázala, že citlivost v detekci SNV mezi 

cfDNA tumorovou tkání je cca okolo 50 % - tzn. 50 % SNV přítomných v nádorové tkáni je 

detekované také v cfDNA (Bos et al., 2020). Autoři diskutovali, co je důvodem poměrně nízké 

citlivosti. Jedním z těchto parametrů by mohl být biologický materiál – ideálnější pro analýzu 

je cfDNA z plazmy, protože sérová cfDNA disponuje velkým cfDNA pozadím, protože v séru 

dochází k lýzy lymfocytů, ze kterých se uvolňuje DNA. Dalším důvodem může být také nízká 

frakce ctDNA v cfDNA. Citlivost WES se zvyšuje při analýze vzorků s frakcí ctDNA vyšší než 

25 %. Dosud byly publikované jen dvě studie zabývající se WES u KRK (Crisafulli et al., 2019; 

Toledo et al., 2017). Ve studii Toledo a kol., analyzovali pomocí WES DNA z plazmy a tumoru 
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od jednoho pacienta s mKRK, který měl jaterní i plicní metastáze, ale nebyla u něj přítomna 

žádná mutace v “hot-spot” genech KRAS/NRAS/PIK3CA/BRAF. WES analýza prokázala, že 

v cfDNA se také nevyskytovala mutace ve výše zmíněných genech. V cfDNA detekovali 73 % 

mutací, které byly detekovány i v tumoru, a navíc v plazmě bylo objeveno 14 mutací, které 

nebyly identifikovány v nádoru. Jedna z těchto mutací byla mutace v genu KDR (c.2518C>T) 

vedoucí ke změně v receptoru VEGFR (Toledo et al., 2017). Tato mutace byla následně 

potvrzena i pomocí PCR a testována in vitro a in vivo (Toledo et al., 2018). Autoři popsali, že 

právě tato mutace způsobovala silnou rezistenci k antiangiogenním terapeutikům. Druhá studie 

pak analyzovala pomocí WES SNV v plazmě, moči a tumorové tkáni. Studie zahrnovala 4 

pacienty s mKRK. Shoda mezi těmito biologickými materiály se pohybovala mezi 28-57 %. Při 

porovnání plazmy a moči jako zdroje cfDNA, byl počet SNV i frakce tumorové ctDNA 

v cfDNA srovnatelný (Crisafulli et al., 2019). Několik dalších studií se zabývalo WES analýzou 

u různých nádorových onemocněních a % shody mezi cfDNA a DNA z tumorové tkáně se 

většinou pohybovalo od 50 % až po 99 % (Adalsteinsson et al., 2017; Chicard et al., 2018; 

Koeppel et al., 2017; Kunadirek et al., 2021; Manier et al., 2018). Několik studií však popsalo 

identifikaci mutací v cfDNA, které naopak nebyly identifikované v tumorové DNA, a to včetně 

naší studie (Bos et al., 2020; Cervena et al., 2021a; Manier et al., 2018). SNV detekované pouze 

v cfDNA odrážejí fakt, že jsou nádory tvořeny heterogenní populací buněk, a ne vždy je mutační 

profil identický v celé nádorové tkáni. V naší studii se nám také povedlo popsat mutaci v genu 

DCC v cfDNA, která naopak nebyla nalezena v tumorové tkáni. Jednalo se o pacienta se 

čtvrtým stádiem onemocnění, což znamená, že mutace nemusela pocházet z primárního nádoru, 

ale mohlo se jednat o mutaci pocházející z metastatického útvaru. DCC gen kóduje protein 

DCC, který je transmembránovým receptorovým proteinem podílející se na navádění růstu 

axonů a byl popsán jako potenciální tumor supresorový gen (Duman-Scheel, 2009; Fearon et 

al., 1990; Mehlen & Fearon, 2004). V tumorové DNA jsme identifikovali i dosud nepopsané 

varianty s nejistým významem. (GPR50 (c.1594A>G a c.1505_1516delCCACTGGCCACA), 

TPSD1 c.274G>A (p.Ala92Thr), CPAMD8 c.1022G>A (p.Arg341Gln) a OBP2A 

c.367_370del), jejichž výskyt se lišil mezi špatnými a dobrými respondenty. Ve studii Saha 

a kol., popsali protein GPR50 jako upregulovaný u pacientů s hepatocelulárním karcinomem 

a autoři naznačili, že by se mohl podílet na zpomalení progrese nádorového onemocnění přímou 

interakcí s proteinem ADAM17 podílející se na regulaci Notch signalizace (Saha et al., 2020). 

Přítomnost mutace tohoto genu u KRK pacientů potvrdila i studie Hendricks a kol. (Hendricks 

et al., 2020). TPSD je proteáza jejíž funkce zatím nebyla příliš dobře prozkoumána, ale mutace 

v tomto genu již jednou byla popsána u pacientů s pankreatickým karcinomem (Fraile et al., 



50 

 

2013). Co se týče genů CPAMD8 a OBP2A, tak ty zatím nebyly popsány v žádné studii v 

souvislosti s nádorovými onemocněními. 

Přesto, že naše studie i spousta dalších poukazují na slibný přístup tekuté biopsie na poli 

onkologie, stále jsou potřeba další obsáhlé výzkumy. WES, ale i další analýzy, které jsme 

aplikovali v našich prací jsou stále ve fázi vývoje a vylepšování technických i biologických 

parametrů, které by mohly zvýšit senzitivitu a specifitu těchto analýz. Zdokonalení těchto 

metod by mohlo vést k identifikaci nových nádorových biomarkerů, které by pomohly 

s personalizací medicíny.  
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9. Závěr 

Nádorové biomarkery, které by pomohly s časnou diagnostikou KRK či KRA, 

předpovídaly odpověď pacienta na vybranou léčbu a pomohly tím precizní medicíně, jsou stále 

důležitým tématem vědecké komunity. V poslední dekádě se do popředí dostala především 

tekutá biopsie, která může poskytnout rozšířenější informace o molekulárním stavu nádoru 

a přináší spoustu dalších výhod. Cílem našich studií bylo dokázat, že miRNA, lncRNA 

a cfDNA mohou být slibnými biomarkery tekuté biopsie. 

V plazmě RC pacientů byly identifikovány dvě miRNA (miR-122-5p a miR-142-5p), 

které byly schopné nejenom rozlišit RC pacienty od zdravých kontrol, ale zároveň i predikovat 

odpověď pacientů na léčbu, a to jak u pacientů s primárním RC, tak i metastatickým. Tumor-

supresorový potenciál těchto miRNA jsme potvrdili i v in vitro studiích. 

Potenciál lncRNA jako nových nádorových biomarkerů jsme prokázali pro lncRNA 

MALAT1. V naši studii jsme identifikovali amplifikaci MALAT1 vyskytující se v adenomové 

tkáni, ale chybějící v přilehlé mukóze. Expresní hladina MALAT1 v plazmě pak dokázala 

stratifikovat KRA a KRK pacienty od CFI a také prokázala potenciál prediktivního biomarkeru 

u KRK pacientů. 

Pomocí WES jsme porovnávali plazmatickou cfDNA a DNA pocházející z nádorové 

tkáně. V tumorové DNA se nám podařilo popsat dosud nepopsané varianty spojené s odpovědí 

pacientů na terapii (GPR50 (c.1594A>G and c.1505_1516delCCACTGGCCACA), TPSD1 

c.274G>A (p.Ala92Thr), CPAMD8 c.1022G>A (p.Arg341Gln) a OBP2A c.367_370del). 

Přestože některé specifické mutace identifikované z tumorové tkáně nebyly nalezeny v cfDNA, 

povedlo se nám však identifikovat mutaci v genu DCC, která nebyla detekována v tumoru. 

Tato disertační práce navrhla, případně ověřila, několik potenciálních kandidátních 

biomarkerů tekuté biopsie, které by mohly pomoci s časnější diagnostikou, zlepšit prognózu 

onemocnění a predikovat reakci pacientů KRK na zvolenou léčbu. I přes veškeré poznatky je 

potřeba dalších nezávislých studiích, včetně těch klinických, které by mohly tyto výsledky 

ověřit na nezávislé početnější kohortě pacientů a případně popsat jejich přesný biologický 

mechanismus a tím zajistit jejich další posun k zavedení do klinické praxe. 
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