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Abstrakt 

U dětských a dospívajících pacientů se uzly ve štítné žláze objevují vzácně, ale je u nich větší 

riziko malignity než u dospělých pacientů. Karcinomy štítné žlázy představují nejčastější 

endokrinní malignitu, jejíž incidence stále narůstá. I když existuje několik typů karcinomů 

štítné žlázy, z 90 % případů se u dětských a dospívajících pacientů jedná o papilární karcinom 

štítné žlázy (PTC). Cílem práce bylo zanalyzovat rozsáhlý soubor PTC od dětských a 

dospívajících pacientů, zjistit jejich genetickou příčinu a nálezy korelovat s klinicko-

patologickými daty. Dalším cílem bylo charakterizovat nejčastější nálezy a porovnat je se 

souborem dospělých pacientů pozitivních na tutéž mutaci. Posledním cílem bylo zoptimalizovat 

vhodnou metodiku pro detekci nejčastějších nálezů u dětských a dospívajících pacientů pro 

rutinní využití. 

Vzorky nádorové tkáně štítné žlázy byly vyšetřeny pomocí molekulárně genetických metod, 

převážně za využití masivně paralelního sekvenování a analýzy real-time PCR. Zjistili jsme, že 

nejčastější příčinou PTC dětských a dospívajících pacientů jsou fúzní geny, které jsme 

detekovali v 56 % pacientů. Celkem bylo identifikováno 20 různých typů fúzních genů, z nichž 

některé nebyly dosud v literatuře popsány. Fúzní geny zahrnovaly onkogeny RET, NTRK, 

BRAF, ALK, MET. Dalšími genetickými změnami byly bodové mutace genů BRAF a RAS. 

Celkově se nám podařilo zjistit genetickou příčinu u 77 % pacientů. Při porovnání PTC 

pozitivních a negativních na fúzní gen jsme zjistili, že PTC pozitivní na fúzní gen byly 

agresivnější povahy a pacienti podstoupili intenzivnější léčbu. Nejčastějším nálezem byly RET 

a NTRK fúzní geny, které jsme zanalyzovali i u dospělého souboru. Pozitivní nálezy jsme 

charakterizovali na základě společných znaků. Provedli jsme i porovnání mezi kohortami 

dětských a dospělých pacientů se stejným typem mutace (RET nebo NTRK fúzní gen). Na 

základě dosažených výsledků jsme zavedli metodiku detekce fúzních genů, jak u 

předoperačních, tak i pooperačních vzorků štítné žlázy, která se osvědčila v rutinní praxi. 

Tato dizertační práce je významným příspěvkem k pochopení patogeneze PTC u dětských a 

dospívajících pacientů a výsledky práce jsou navíc využitelné v rutinní praxi. 

Klíčová slova:  

papilární karcinom štítné žlázy, děti a dospívající, gen, mutace, fúzní gen, RET, NTRK  



 

 

Abstract 

Thyroid nodules are rare in pediatric and adolescent patients, but they are at greater risk of 

malignancy than adult patients. Thyroid carcinomas are the most common endocrine 

malignancy and their incidence is increasing. Although there are several types of thyroid 

carcinoma, 90% of cases in pediatric and adolescent patients are papillary thyroid carcinomas 

(PTCs). The aim of this study was to analyze a large cohort of PTCs from pediatric and 

adolescent patients, determine their genetic cause, and correlate the findings with clinical 

pathological data. Another aim was to characterize the most frequent findings and compare 

them with a cohort of adult patients with thyroid carcinoma positive for the same mutation. The 

final objective was to optimize a suitable methodology for detecting the most common findings 

in pediatric and adolescent patients for routine use. 

Thyroid tumor tissue samples were examined using molecular genetic methods, mostly using 

next-generation sequencing and real-time PCR analysis. We found that fusion genes were the 

most common cause of PTC in pediatric and adolescent patients, detected in 56% of patients. 

In total, 20 different types of fusion genes were identified, some of which have not been 

previously described in the literature. The fusion genes included the oncogenes RET, NTRK, 

BRAF, ALK, MET. Other genetic alterations were point mutations in the BRAF and RAS genes. 

Overall, we were able to identify the genetic cause in 77% of patients. When comparing PTCs 

positive and negative for the fusion gene, we found that PTCs positive for the fusion gene were 

more aggressive and patients underwent more intensive treatment. The most common findings 

were RET and NTRK fusion genes, which we also analyzed in the adult cohort. We 

characterized the positive findings based on common features. We also performed comparisons 

between cohorts of pediatric and adult patients with the same type of mutation (RET or NTRK 

fusion gene). Based on our results, we established a method for detecting fusion genes in both 

preoperative and postoperative thyroid specimens, which has proven successful in routine 

practice. 

This dissertation is a significant contribution to the understanding of the pathogenesis of PTC 

in pediatric and adolescent patients and, in addition, the results of this work are applicable in 

routine practice. 

Key words: papillary thyroid carcinoma, children and adolescents, gene, mutation, fusion gene, 

RET, NTRK  
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Seznam zkratek 

AK amino acid aminokyselina 

ALK Anaplastic Lymphoma Kinase 
 

ATC anaplastic thyroid carcinoma anaplastický karcinom štítné žlázy 

ATP adenosin triphosphate adenosintrifosfát 

CR1-3 conserved region 1-3 konzervovaný region 1-3 

ERK Extracellular signal-regulated kinase 
 

FTC follicular thyroid carcinoma folikulární karcinom štítné žlázy 

GAP GTPase Activating Protein 
 

GDP guanosin diphosphate guanosindifosfát 

GEF Guanine Nucleotide Exchange Factor 
 

GTP guanosin triphosphate guanosintrifosfát 

HRAS Harvey Rat Sarcoma  

KRAS Kirsten Rat Sarcoma  

MAPK mitogen-activated protein kinase mitogenem aktivovaná protein kináza 

MEK Mitogen-activated protein kinase kinase 
 

MEN multiple endocrine neoplasia mnohočetná endokrinní neoplázie 

MET Mesenchymal Epithelial Transition 
 

MTC medullary thyroid carcinoma medulární karcinom štítné žlázy 

NRAS Neuroblastoma Rat Sarcoma  

NTRK Neurotrophic Tyrosine Receptor Kinase 
 

OCA oncocytic carcinoma onkocytární karcinom 

PDTC poorly differentiated thyroid carcinoma nízce diferencovaný karcinom štítné žlázy 

PI3K phosphoinositide 3-kinase fosfotidylinositol 3-kináza 

PIP2 phosphatidylinositol 4,5 bisphosphate fosfatidylinostol 4,5 disfosfát 

PIP3 phosphatidylinositol 3,4,5 trisphosphate fosfatidylinostol 3,4,5 trisfosfát 



 

 

PTC papillary thyroid carcinoma papilární karcinom štítné žlázy 

RAF Rapidly Accelerated Fibrosarcoma 
 

RAI radioactive iodine radioaktivní jód 

RAS Rat Sarcoma 
 

RET Rearranged during Transfection 
 

TCGA The Cancer Genome Atlas 
 

TGL thyroglobulin tyreoglobulin 

TKI tyrosine kinase inhibitor tyrozin kinázový inhibitor 

TNM tumor-node-metastasis 
 

TRK Tropomyosin Receptor Kinase 
 

TSH thyroid stimulating hormone tyreoidální stimulační hormon 

WHO World Health Organization Světová zdravotnická organizace 
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Předmluva 

Karcinomy štítné žlázy jsou nejčastější endokrinní malignitou, jejíž incidence se v posledních 

desetiletích stále zvyšuje. Nárůst v incidenci je bohužel zřejmý i u dětských a dospívajících 

pacientů, u nichž karcinomy štítné žlázy představují osmou nejčastější malignitu. Do jisté míry 

má na zvýšenou incidenci vliv technický pokrok zobrazovacích metod schopných odhalit 

karcinomy i o velmi malých rozměrech a celkově dostupnost vyšetření štítné žlázy. I tak se ale 

hovoří o nárůstu pokročilejších karcinomů. Etiologie u většiny případů karcinomů štítné žlázy 

není známa a je stále předmětem diskuzí. Mezi rizikové faktory patří ionizující záření, 

autoimunní zánětlivá onemocnění, obezita a genetické predispoziční syndromy. 

Karcinomy štítné žlázy dětských a dospívajících pacientů se liší od karcinomů u dospělých 

pacientů. Z klinického hlediska jsou karcinomy dětských a dospívajících pacientů větší 

velikosti s vyšší mírou invazivity a častějšími lokálními a distálními metastázami. Na druhou 

stranu mají nižší riziko dediferenciace, velice příznivou prognózu a nízkou mortalitu. Tyto 

odlišnosti by mohla vysvětlit molekulárně genetická analýza karcinomů.  

U karcinomů štítné žlázy se vyskytují mutace genů kódující proteiny hrající roli v signálních 

kaskádách, hlavně mitogen aktivované protein kinázové a fosfotidylinositol 3-kinázové dráze. 

Jedná se o bodové mutace genů BRAF, HRAS, KRAS, NRAS, RET, PIK3CA, PTEN. Dále byly 

popsány fúzní geny, z nichž většina obsahuje region kódující intaktní kinázovou doménu 

tyrozin kinázového receptoru, např. RET, NTRK, ALK fúzní geny. V neposlední řadě byly 

publikovány mutace genů, jejichž produkty hrají jinou roli než v signalizačních kaskádách, 

např. v regulaci buněčného cyklu, opravách DNA, prodlužování délky telomér, translaci, 

modifikaci histonů.  

Genetická příčina karcinomů štítné žlázy u dětských a dospívajících pacientů byla studována 

již dříve, avšak kvůli vzácnosti onemocnění probíhaly analýzy na malých souborech a za použití 

zastaralých technik. V současné době máme k dispozici nové přístroje a metodické postupy, 

díky nimž dokážeme odhalit i dosud nepopsané mutace. Znalost genetické podstaty vzniku 

karcinomů štítné žlázy u dětí by mohla přispět ke zpřesnění diagnózy, prognózy a 

personalizované léčbě. 
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1 Teoretický úvod 

1.1 Nádory štítné žlázy a jejich typy 

Štítná žláza je endokrinní orgán lokalizovaný na přední straně krku sahající od 5. krčního po 

1. hrudní obratel. Morfologicky sestává z pravého a levého laloku, které jsou navzájem 

propojeny isthmem. V centrální části štítné žlázy může u některých jedinců vybíhat třetí tzv. 

pyramidální lalok. Štítná žláza hraje zásadní roli v regulaci bazálního metabolismu a má 

klíčovou roli v metabolismu vápníku. Při ontogenezi se štítná žláza vychlipuje ze střední části 

primitivního hltanu, který se skládá z buněk endodermu. Tyto progenitorové buňky štítné žlázy 

dávají vzniknout folikulárním buňkám štítné žlázy (Obr. 1), které vylučují hormony tyroxin a 

trijodthyronin. Tyto hormony působí na vývoj, růst a funkci většiny tkání a orgánů, ovlivňují 

rychlost látkové výměny a spotřebu kyslíku. Dalším typem buněk štítné žlázy jsou 

parafolikulární neboli C buňky (Obr. 1), které jsou také jako folikulární buňky odvozeny 

z endodermu a ne z buněk neurální lišty, jak bylo dříve předpokládáno (Johansson et al., 2015). 

Parafolikulární buňky vylučují polypeptidový hormon kalcitonin, jehož funkcí je ukládání 

vápníku a fosfátu v kosterních a dalších tkání (Das et al., 2017; Nilsson & Fagman, 2017).  

 

Obrázek 1. Mikroskopická stavba štítné žlázy. Upraveno a přejato z https://is.muni.cz/do/fsps/e-

learning/zaklady_anatomie/zakl_anatomie_II/pages/zlazy.html 

 

koloid 

parafolikulární buňky 

folikulární buňka 

vazivová membrána 
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Na základě 5. edice WHO (World Health Organization) klasifikace endokrinních a 

neuroendokrinních tumorů se nádory štítné žlázy dělí na základě jejich buněčného původu, 

z jakých buněk je nádor odvozen. Od folikulárních buněk je odvozena většina nádorů štítné 

žlázy a dělí se na benigní, nízkorizikové a maligní neoplázie. Mezi benigní nádory patří 

folikulární nodózní onemocnění štítné žlázy a adenomy, které mohou být folikulární, 

onkocytární nebo folikulární s papilární architekturou. Mezi nízkorizikové neoplázie patří 

neinvazivní folikulární tumor s papilárními jadernými znaky, tumory nejistého maligního 

potenciálu a hyalinizující trabekulární tumor. Mezi maligní nádory štítné žlázy patří papilární 

karcinom (PTC), invazivní opouzdřená folikulární varianta papilárního karcinomu, folikulární 

karcinom (FTC), onkocytární karcinom (OCA), high-grade neanaplastický karcinom štítné 

žlázy z folikulárních buněk a anaplastický karcinom štítné žlázy (ATC) (Baloch et al., 2022).  

PTC se vyskytuje přibližně v 80-85 % případů maligního onemocnění štítné žlázy (LiVolsi, 

2011). Obecně jsou PTC asociované s dobrou prognózou a nízkou mortalitou. Míra přežití je 

uváděna 96% po 5 letech, 93% po 10 letech a > 90 % po 20 letech od stanovení diagnózy 

(Milano, 2018). FTC a OCA jsou méně častými (kolem 5 %) typy karcinomů štítné žlázy, u 

kterých má rozsah invaze nádoru významný dopad na míru přežití. U FTC je uváděno 

40měsíční přežití 97 % u minimálně invazivního karcinomu, 81 % u opouzdřeného karcinomu 

s angioinvazí a 45 % u široce invazivního karcinomu (O’Neill et al., 2011). U OCA bylo 

publikováno přežití 100 % pacientů s karcinomem bez angioinvaze a 20 % pacientů 

s karcinomem s přítomnou angioinvazí po 5 letech od diagnózy (Ghossein et al., 2006). High-

grade neanaplastický karcinom štítné žlázy z folikulárních buněk se dělí na dva subtypy: 

diferencovaný high-grade karcinom a nízce diferencovaný karcinom štítné žlázy (PDTC). Jedná 

se o vzácné nádory, jejichž prevalence se pohybuje kolem 1 % (Akaishi et al., 2019; Asioli et 

al., 2010). Diferencovaný high-grade karcinom a velká část PDTC vznikají po synchronní nebo 

metachronní progresi dobře diferencovaných forem karcinomu z folikulárních buněk. 

Diferencovaný high-grade karcinom si stále zachovává vlastnosti dobře diferencovaných 

karcinomů. Na druhou stranu PDTC ztratil buněčnou diferenciaci (původní vlastnosti a funkci 

buněk). Jejich společným znakem je zvýšený počet mitóz a přítomnost nádorových nekróz 

(Baloch et al., 2022). ATC představuje přibližně 1 % všech tyreoidálních malignit, ale 

způsobuje většinu úmrtí na karcinom štítné žlázy. Medián přežití je 6 měsíců (Haigh, 2000). 

Více než jednoho roku se dožije kolem 20 % pacientů (Sherman et al., 2011; Smallridge & 

Copland, 2010). 
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Od parafolikulárních buněk je odvozen medulární karcinom štítné žlázy (MTC), který 

představuje cca 2 % tyreoidálních malignit a 8 % úmrtí spojených s karcinomem štítné žlázy 

(Lim et al., 2017). U MTC se rozlišuje familiární a sporadická forma. Familiární forma se 

vyskytuje až u 25 % případů (Mathiesen et al., 2018). Míra přežití je uváděna 5letá 75–96 % a 

10letá 64–91 % a to v závislosti na stádiu onemocnění v době diagnózy (Mathiesen et al., 2019; 

Rendl et al., 2008). MTC produkuje kalcitonin, který je používán jako jeho biomarker. 

U dětských a dospívajících pacientů v záchytu karcinomů štítné žlázy výrazně převládá PTC, 

vyskytující se přibližně v 90 % případů. FTC a MTC se vyskytují v jednotkách procent (Guleria 

et al., 2022; Hogan et al., 2009). V případě FTC se většinou jedná o minimálně invazivní 

karcinomy spojené s příznivou prognózou. V případě nálezu MTC se z více než 95 % jedná 

o familiární formu onemocnění (Waguespack et al., 2011). OCA, PDTC a ATC byl u dětských 

a dospívajících pacientů popsán pouze v ojedinělých případech (Mon & Newlon, 2015; Wu et 

al., 2011; Zirilli et al., 2020). 

 

1.2 Epidemiologie a etiologie karcinomů štítné žlázy 

Karcinomy štítné žlázy představují nejčastější endokrinní malignitu a tvoří 1.5-3 % všech 

maligních onemocnění jak u dospělých, tak i dětských pacientů (Ferlay et al., 2013; Greenlee 

et al., 2001). Ženy toto onemocnění postihuje přibližně třikrát častěji než muže. Karcinomy 

štítné žlázy u žen představují 5. nejčastější malignitu po karcinomech prsu, plic, kolorekta a 

dělohy. U mužů jim patří až 16. příčka (Cronin et al., 2022). U adolescentních pacientů jsou 

karcinomy štítné žlázy 8. nejčastější malignitou a u dívek jsou dokonce 2. nejčastějším 

nádorovým onemocněním (Hogan et al., 2009). Medián věku pacientů v době stanovení 

diagnózy je 49 let u žen a 54 let u mužů (Howlader N, 2019). V České republice pacienti do 20 

let představují pouze 2,33 % pacientů s diagnózou karcinomu štítné žlázy (Obr. 2). 
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Obrázek 2. Věková struktura populace pacientů s karcinomy štítné žlázy v České republice. Převzato z 

https://svod.cz., ZN zhoubný nádor 

 

Incidence karcinomů štítné žlázy se za poslední čtyři dekády stále zvyšuje (Obr. 3). Mezi lety 

1975-1995 byl zaznamenán nárůst 0,8 % ročně a mezi lety 1996-2016 dokonce 4,6 % ročně 

(Howlader N, 2019). I když se mezi hlavní příčiny vzrůstající incidence uvádí zvýšená citlivost 

zobrazovacích metod a častější sledování většího počtu pacientů, je zaznamenán i vyšší počet 

karcinomů větších rozměrů a celkově pokročilejšího onemocnění (Lim et al., 2017). 

 

Obrázek 3. Nárůst incidence karcinomů štítné žlázy v České republice. Sledované období mezi lety 

1977-2021. Převzato z https://svod.cz., ZN zhoubný nádor 

https://svod.cz/
https://svod.cz/
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Jedním z rizikových faktorů je ionizující záření, a to zejména pokud jsou mu vystaveni jedinci 

dětského věku. Byla zdokumentována zvýšená incidence karcinomů štítné žlázy u přeživších 

výbuchu atomových bomb v Hirošimě a Nagasaki během 2. světové války, obzvláště u jedinců, 

kterým bylo v době ozáření méně než 20 let (Furukawa et al., 2013). V souvislosti s haváriemi 

jaderných elektráren Černobylu a Fukušimy byl zaznamenán nárůst incidence karcinomů štítné 

žlázy u dětských a dospívajících jedinců (Ohtsuru et al., 2019; Pacini et al., 1997). Dalším 

rizikovým faktorem, hlavně u pediatrických pacientů, je terapeutické ozařování pro jinou 

primární malignitu, nejčastěji leukémii či lymfom (Hess et al., 2021). Karcinomy štítné žlázy 

jsou u dětí nejčastější sekundární malignitou (Rose et al., 2012; Turcotte et al., 2017). Vyšší 

riziko vzniku karcinomu koreluje s vyšší dávkou ozáření, nižším věkem pacienta a riziko 

přetrvává i desítky let po ozáření (Lene et al., 2012). 

Mezi další rizikové faktory se uvádí autoimunitní zánětlivá onemocnění štítné žlázy, jódová 

deficience v potravě a obecně vystavení se škodlivým vlivům vnějšího prostředí. Přítomnost 

Hashimotovy tyreoiditidy koreluje s výrazně vyšším rizikem vzniku karcinomu. Možnou 

příčinou vzniku karcinomu ve spojitosti se zánětlivým onemocněním štítné žlázy je zvýšená 

buněčná proliferace, angiogeneze, redukovaná apoptóza a nadprodukce tyreoidálního 

stimulačního hormonu (TSH) (Penta et al.). 

Dalším rizikovým faktorem je obezita. Paralelně s nárůstem případů karcinomů štítné žlázy, 

vzrůstala i prevalence obezity, jak u dospělých, tak i u dětí. Mezi lety 1980 až 2013 prevalence 

obezity vzrostla o 27,5 % u dospělých a o 47,1 % u dětí (Ng et al., 2014; Schmid et al., 2015). 

Za vznikem karcinomu štítné žlázy může stát také genetický predispoziční syndrom. PTC je 

z 95 % případů sporadický a pouze z 5 % familiární povahy. Mezi nejznámější syndromy spjaté 

s nádory štítné žlázy patří: DICER1 syndrom, PTEN hamartoma syndrom a familiární 

adenomatózní polypóza. S diagnózou familiárního MTC jsou spjaty syndromy mnohočetná 

endokrinní neoplázie (MEN) typu 2A a MEN typu 2B (Peiling Yang & Ngeow, 2016). 

1.3 Klinické a histopatologické znaky karcinomů štítné žlázy 

U karcinomů štítné žlázy jsou sledovány následující klinické a histopatologické znaky, na 

základě kterých se odvíjí léčba pacientů a je stanovena prognóza onemocnění: věk a pohlaví 

pacienta, typ a případný subtyp karcinomu, velikost nádoru, fokalita, invaze přes pouzdro 

nádoru, extratyreoidální extenze, angioinvaze, nekróza, mitotická aktivita, lokální metastázy, 

distální metastázy. 
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Věk pacienta je u karcinomů štítné žlázy klíčovým prognostickým indikátorem. Udává se, že 

pacienti mladší 55 let mají lepší prognózu než pacienti věku 55 let a výše (Nixon et al., 2016). 

Dalším prognostickým indikátorem je pohlaví pacienta. Muži s diagnózou MTC byly 

asociovány s horší prognózou než ženy (Costa et al., 2022). V případě diagnózy PTC, se udává, 

že u pacientů do věku 55 let mají ženy významně lepší prognózu než muži. Pokud je pacientům 

s PTC nad 55 let, mají muži a ženy prognózu srovnatelnou (Zhang et al., 2018). 

Jednotlivé typy karcinomů jsou uvedeny v kapitole 1.1 Nádory štítné žlázy. U PTC je na 

základě rozdílných morfologických znaků rozlišováno několik následujících subtypů: klasický, 

klasický opouzdřený, infiltrativní folikulární, difúzně sklerotizující, solidní/trabekulární, 

warthin-like, onkocytární, jasnobuněčný, vřetenobuněčný, s fibromatózním stromatem, 

vysokobuněčný, hobnail a kolumnární. S vyšší agresivitou onemocnění je spojován infiltrativní 

folikulární, difúzně sklerotizující, solidní, vysokobuněčný a hobnail subtyp PTC. U FTC a OCA 

jsou rozlišovány následující subtypy: minimálně invazivní, opouzdřený angioinvazivní a široce 

invazivní (Baloch et al., 2022). 

Velikost karcinomu může být od zlomku milimetru až po cca 15 cm (Harahap et al., 2022; 

Harjit & Hisham, 2005). O karcinomech, které jsou ≤10 mm, se hovoří jako o tzv. 

mikrokarcinomech. Obecně jsou mikrokarcinomy spjaty s excelentní prognózou. Existuje však 

několik výjimek, kdy je nutná větší obezřetnost, 1) pokud je pacient mladší 19 let, 2) nádor je 

multifokální a při součtu průměrů všech ložisek je výsledná hodnota větší než 1 cm, 3) jsou 

přítomny agresivní morfologické znaky jako je extratyreoidální extenze, angioinvaze a určité 

subtypy karcinomů (Aliyev et al., 2020). Dříve byl mikrokarcinom považován za samostatný 

subtyp, v nové edici WHO klasifikace se to již z výše uvedených důvodů nedoporučuje. 

Karcinom štítné žlázy se může projevovat jedním (unifokální) nebo dvěma či více anatomicky 

oddělenými ložisky (multifokální). Multifokalita může být výsledkem více nezávislých nádorů 

nebo důsledkem intratyreoidálního šíření jedné nádorové masy. Dále je v případě multifokality 

rozlišováno, zda jsou ložiska umístěna v rámci jednoho laloku (unilaterálně) nebo v obou 

lalocích štítné žlázy (bilaterálně.) Multifokalita se u PTC objevuje přibližně ve 30 % případů a 

je spojena s vyšším rizikem metastáz do lymfatických uzlin a horší prognózou (Genpeng et al., 

2018; Kuhn et al., 2012; Polat et al., 2019). 

Extratyreoidální extenze je definována jako invaze nádorových buněk přes pouzdro štítné žlázy 

do přiléhajících struktur. Je rozlišováno, zda se jedná o mikroskopickou extenzi zasahující do 

těsně přiléhajících struktur a měkkých tkání či makroskopickou extenzi zasahující do svaloviny, 
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podkožních měkkých tkání, hrtanu, jícnu, průdušnice, zvratného nervu, prevertebrální fascie, 

mediastinálních cév nebo krční tepny. Extratyreoidální extenze, ať už mikroskopická nebo 

makroskopická, je spojena s horší prognózou (Liu et al., 2019). 

Angioinvaze popisuje rozšíření nádorových buněk do krevních cév. Častěji se vyskytuje u FTC 

a pokročilejších typů karcinomů štítné žlázy než u PTC, kde bývá přítomna v 6-12 % případů 

(Furlan et al., 2004; Mai et al., 2002). Angioinvaze koreluje s vyšším rizikem distálních 

metastáz (Mai et al., 2002). Nádorová nekróza a zvýšená mitotická aktivita (≥5 mitóz/10 

zorných polí při velkém zvětšení) bývá přítomna u pokročilejších karcinomů jako je PDTC 

nebo ATC, vzácněji u diferencovaných karcinomů štítné žlázy (Wong et al., 2020). 

Angioinvaze, přítomnost nekróz či zvýšená mitotická aktivita je znakem agresivnějšího 

onemocnění a horší prognózy. 

Lokální metastázy karcinomu štítné žlázy postihují lymfatické uzliny v oblasti krku a vyskytují 

se průměrně u 37 % případů (Mao et al., 2020). Je rozlišováno, zda se metastázy nacházejí 

v centrálním či laterálním krčním kompartmentu, přičemž jejich přítomnost v laterálním 

kompartmentu je spojena s častější recidivou onemocnění (Heng et al., 2022). Dalším 

ukazatelem z hlediska léčby a prognózy je velikost metastáz, přítomnost extranodálního šíření 

a počet metastaticky postižených lymfatických uzlin z celkového počtu vyšetřených uzlin. Na 

toto téma vzniklo mnoho studií, avšak nedošlo k jednoznačné shodě, od jaké velikosti a počtu 

metastáz je onemocnění spojeno s horší prognózou (Wang & Ganly, 2016). 

Vzdálené neboli distální metastázy karcinomu štítné žlázy se vyskytují u 1-4 % případů a 

výrazně zvyšují mortalitu. Je udáváno, že 5leté přežití v případě vzdálených metastáz do 

jednoho orgánu je 78% a v případě multiorgánových metastáz pouze 15% (Wang et al., 2014). 

Ve většině případů distální metastázy karcinomu štítné žlázy postihují plíce, v necelé třetině 

případů kosti, vzácně játra a mozek. U přibližně čtvrtiny pacientů se vzdálenými metastázami 

je přítomno multiorgánové postižení (Toraih et al., 2021). 

Karcinomy štítné žlázy jsou podobně jako jiné solidní nádory klasifikovány na základě TNM 

(tumor-node-metastasis) systému, který se neustále vyvíjí a momentálně je u karcinomů štítné 

žlázy platná jeho osmá edice (Tab. 1). TNM systém klasifikuje karcinomy na základě jejich 

velikosti, invazivity a přítomnosti lokální a vzdálených metastáz. Na základě TNM kategorií se 

na počátku léčby stanovují prognostická TNM stadia I-IV. Vzhledem k obecně příznivější 

prognóze u mladších pacientů se u pediatrických a dospělých pacientů do 55 let určují pouze 

stadia I a II, a to na základě absence či přítomnosti distálních metastáz (Tuttle et al., 2017). 
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Tabulka 1. TNM klasifikace karcinomů štítné žlázy. Převzato a upraveno z (Tuttle et al., 2017). 

TNM klasifikace karcinomů štítné žlázy (8. edice) 

TX  Primární nádor nemůže být hodnocen 

T0  Primární nádor nenalezen 

T1  Nádor je ≤ 2 cm v největším rozměru a je omezený na štítnou žlázu 
 T1a Nádor je ≤ 1 cm v největším rozměru a je omezený na štítnou žlázu 
 T1b Nádor je > 1 cm ale ≤ 2 cm v největším rozměru a je omezený na štítnou žlázu 
T2  Nádor je > 2 cm ale ≤ 4 cm v největším rozměru a je omezený na štítnou žlázu 
T3  Nádor je > 4 cm, omezený na štítnou žlázu nebo je přítomna makroskopická 

extratyreoidální extenze zasahující do příčně pruhované svaloviny 

 T3a Nádor je > 4 cm a je omezený na štítnou žlázu 

 T3b Makroskopická extratyreoidální extenze zasahující do příčně pruhované 

svaloviny, nádor je jakékoliv velikosti 

T4  Makroskopická extratyreoidální extenze do hlavních struktur krku, nádor je 

jakékoliv velikosti 

 T4a Makroskopická extratyreoidální extenze do podkožních měkkých tkání, hrtanu, 

jícnu, průdušnice nebo zvratného nervu 

 T4b Makroskopická extratyreoidální extenze do prevertebrální fascie, do krční tepny 

nebo mediastinálních cév 

NX  Metastázy v regionálních lymfatických uzlinách nemohou být hodnoceny 

N0  Bez známek metastáz v regionálních lymfatických uzlinách 

N1  Metastázy v regionálních lymfatických uzlinách 

 N1a Metastázy do lymfatických uzlin v centrálním kompartmentu 

 N1b Metastázy do lymfatických uzlin v laterálním kompartmentu 

M0  Bez vzdálených metastáz 

M1  Vzdálené metastázy 

 

U pediatrických pacientů jsou pozorovány karcinomy štítné žlázy agresivnější povahy než 

u dospělých pacientů. Pediatričtí pacienti mají větší nádory než dospělí pacienti, přestože jejich 

štítná žlázy je menších rozměrů. U pediatrických pacientů je také častěji popisována 

extratyreoidální extenze, lokální a distální metastázy a multifokalita nádoru (Dinauer et al., 

2008). Na druhou stranu mají pediatričtí pacienti s karcinomem štítné žlázy nižší riziko 

dediferenciace nádoru a mortality (Hay et al., 2018). Vzhledem ke klinickým odlišnostem mezi 

dětskou a dospělou populací vydaly odborné společnosti doporučení týkající se managementu 

nádorů štítné žlázy určená přímo pro dětské pacienty. Doporučení byla vydána v roce 2015 

Americkou a v roce 2022 Evropskou tyreoidální asociací (Francis et al., 2015; Lebbink et al., 

2022). 
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1.4 Léčba  

V případě nálezu suspektního uzlu štítné žlázy, je zváženo provedení aspirační biopsie uzlu 

tenkou jehlou pod ultrasonografickou kontrolou. Odebraný vzorek tkáně je cytologicky 

zhodnocen, případně je provedeno i molekulárně genetické vyšetření. Patologové pro 

zhodnocení nálezu používají Bethesda Systém pro reportování tyreoidálních cytopatologií  

(Bethesda System for Reporting Thyroid Cytopathology) klasifikující vzorky do 6 kategorií. 

Bethesda I označuje nediagnostický vzorek, Bethesda II benigní vzorek, Bethesda III atypii 

nejistého významu, Bethesda IV folikulární neoplázii, Bethesda V podezření z malignity a 

Bethesda VI malignitu. Bethesda System pro cytopatologii štítné žlázy byl poprvé zaveden 

v roce 2010, dnes se používá již 3. edice, která vyšla v letošním roce (Ali et al., 2023). Na 

základě anamnézy, sonografického nálezu, cytologického, příp. molekulárně genetického 

výsledku je stanoven způsob léčby. Jednou z možností je chirurgická léčba, která může být 

elektivní, diagnostická nebo i v případě predispozičního syndromu profylaktická. 

1.4.1 Chirurgická léčba  

Chirurgická léčba nádorů štítné žlázy je základní léčebnou metodou, v některých případech i 

jedinou, kterou pacient podstoupí. Chirurgický výkon je členěn na základě rozsahu na 

hemityreoidektomii (odstranění jednoho laloku štítné žlázy) a totální tyreoidektomii (odstranění 

celé štítné žlázy) s případnou disekcí lymfatických uzlin. Určení vhodného rozsahu operace je 

stále předmětem diskuzí. Panují značné odlišnosti v závislosti na tom, v jakém státě se 

pracoviště, kde se tyreoidektomie provádí, nachází. Rozsah výkonu ovlivňují klinická data (věk 

pacienta, anamnéza), data ze zobrazovacích metod, nejčastěji z ultrasonografie, a výsledek 

cytologického a případně i genetického vyšetření. Z hlediska zobrazovacích metod jsou obecně 

posuzovány znaky, jako je velikost, ohraničení a umístění nádoru, přítomnost metastáz apod. 

Mezi hlavní komplikace hrozící při chirurgických výkonech patří dočasná či trvalá paréza 

zvratného nervu, odstranění příštítných tělísek, projevující se následnou hypoparatyreózou s 

tetanickými křečemi a parestéziemi, a zvýšené krvácení. U geneticky prokázané familiární 

formy MTC je pacientových příbuzných s patogenní mutací genu RET (Rearranged during 

transfection) prováděna profylaktická totální tyreoidektomie (Nixon et al., 2013). 

U pediatrických pacientů s podezřením na karcinom štítné žlázy se ve většině případů provádí 

totální tyreoidektomie z důvodu vyššího rizika malignity tyreoidálních uzlů oproti dospělým a 

časté bilaterality onemocnění. Dalším důvodem je zvýšené riziko recidivy onemocnění 

u pacientů chirurgicky léčených pomocí hemityreoidektomie (Hay et al., 2010). U pacientů 
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s přítomností nebo zvýšeným rizikem metastáz v lymfatických uzlinách se provádí disekce 

lymfatických uzlin v centrálním nebo laterálních kompartmentech (Lebbink et al., 2022).  

1.4.2 TSH suprese 

Cirkulující TSH stimuluje folikulární buňky k proliferaci, čímž vzrůstá riziku vzniku 

nádorového ložiska. Po tyreoidektomii je proto u pacientů TSH udržováno v rozmezí 

0,1-0,5 mU/l (případně i jinak po zhodnocení rizikovosti pacienta) podáváním syntetických 

hormonů štítné žlázy. TSH suprese může mít nežádoucí vedlejší účinky jako je osteoporóza u 

postmenopauzálních žen nebo negativní vliv na srdce (Brancatella & Marcocci, 2020). 

Pacient je po chirurgické léčbě pravidelně sonograficky sledován a je mu kontrolována nejen 

hladina TSH, ale také tyreoglobulinu (TGL), který slouží jako nádorový marker pro hodnocení 

účinnosti léčby a ukazatel, zda nedochází k recidivě onemocnění. 

1.4.3 Léčba radioaktivním jódem (RAI) 

Pacient, který podstoupil totální tyreoidektomii a histologicky mu byl diagnostikován 

diferencovaný karcinom štítné žlázy je posouzen pro léčbu RAI (131I). RAI je smíšeným β a γ 

zářičem s fyzikálním poločasem rozpadu 8 dní. RAI je vysoce selektivní pro folikulární buňky 

štítné žlázy, vstupuje přes jejich natrium-jodidový symportér a vysílá krátkovlnné β záření, 

které způsobuje akutní buněčnou smrt. Léčba je podávána pro eliminaci zbytků tkáně štítné 

žlázy, čímž se snižuje riziko recidivy a zvyšuje se senzitivita diagnostických testů jako je 

scintigrafie a hladina TGL, pro zjištění metastatického či reziduálního onemocnění a pro ablaci 

reziduálních nádorových ložisek či metastáz, ať už lokálních, tak i distálních. Na základě 

hladiny stimulovaného TGL a dalších parametrů je pacientovi, který je v hypotyreóze, podána 

optimální dávka RAI, která může být v rozsahu 50-200 mCi. Na postterapeutické celotělové 

scintigrafii se zobrazí ložiska akumulující radiofarmakum (Nguyen et al., 2015). 

V 5-15 % případů jsou ložiska diferencovaného karcinomu štítné žlázy refrakterní k léčbě RAI 

(Worden, 2014). Zda je karcinom RAI refrakterní, může pomoci určit několik následujících 

klinických scénářů. 1) Na diagnostické scintigrafii 131I není přítomen žádný záchyt 

radiofarmaka, 2) Na scintigrafii 131I provedeném několik dní po terapii 131I není přítomen žádný 

záchyt radiofarmaka, 3) Akumulace 131I je přítomna pouze v některých, ale ne ve všech 

nádorových ložiskách, 4) Metastázy karcinomu progredují navzdory akumulaci 131I, 5) 

Metastázy karcinomu progredují navzdory kumulativní aktivitě 131I > 600 mCi. Pokud je 

karcinom RAI refrakterní, není další léčba pomocí RAI efektivní a je nutné zvolit jiné možnosti 

léčby (Tuttle et al., 2019). 
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1.4.4 Léčba pomocí kinázových inhibitorů 

V případě progredujícího RAI refrakterního nebo pokročilého metastatického karcinomu štítné 

žlázy může být pacient indikován k léčbě pomocí kinázových inhibitorů, které mohou být 

nespecifické (necílené) nebo specifické (cílené). Nespecifické kinázové inhibitory účinkují na 

vícero kináz, proto se nazývají multikinázové inhibitory. Nespecifické inhibitory byly objeveny 

a používány dříve než inhibitory specifické. Mezi nejznámější multikinázové inhibitory patří: 

vandetanib, cabozantinib, sorafenib, lenvatinib. K použití specifických kinázových inhibitorů 

je nejprve nutné provést molekulárně genetické vyšetření, a na základě pozitivního výsledku se 

zvolí farmakum účinné pro konkrétní detekovanou mutaci (Tab. 2). Výhodou cílených 

kinázových inhibitorů je obecně jejich vyšší efektivita, nižší toxicita léčby a možnost jejich 

použití i u pediatrických pacientů (Mascarenhas et al., 2022; Merino et al., 2022; Morgenstern 

et al., 2021; Romero, 2023). V poslední době počet typů cílených kinázových inhibitorů 

používaných v rámci klinických studií významně narůstá (Lubitz et al., 2021; Markham, 2020).  

Tabulka 2. Možnost cílené léčby na základě prokázané genetické změny. 

Genetická změna Cílený kinázový inhibitor 

NTRK fúzní gen larotrectinib, entrectinib 

RET bodová mutace nebo RET fúzní gen selpercatinib, pralsetinib 

ALK fúzní gen crizotinib, alectinib 

BRAF V600X dabrafenib + trametinib 

BRAF fúzní gen trametinib 

 

1.4.5 Radioterapie a chemoterapie 

Léčba pomocí radioterapie využívá vysokoenergetického ionizujícího záření nebo částic pro 

eliminaci nádorových buněk nebo zpomalení jejich růstu. Momentálně je nejčastěji používaný 

lineární urychlovač, u něhož je možnost volby různé energie záření podle umístění karcinomu. 

Zevní ozáření může být použito pro zmenšení nádorové masy před samotnou operací či u 

inoperabilních nádorů štítné žlázy. Nevýhodou této léčby je postižení okolní zdravé tkáně. 

Chemoterapie je pro léčbu karcinomů štítné žlázy aplikována vzácně (např. u ATC). Výhodou 

je možnost její kombinovatelnosti s radioterapií. Radioterapie a chemoterapie je ve většině 

případů používána po vyčerpání jiných možností léčby (Kiess et al., 2016). 
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1.5 Molekulárně-genetická podstata nádorů štítné žlázy 

Za vznik nádorů štítné žlázy jsou ve většině případů zodpovědné patogenní mutace v genech 

kódující proteiny mitogen aktivované protein kinázové (MAPK) a fosfotidylinositol 3-kinázové 

(PI3K) signalizační dráhy, které jsou v důsledku konstitutivně aktivní. Patogenní genetickou 

změnou mohou být bodové mutace, rozsáhlejší delece či inzerce, změna počtu kopií genů nebo 

vznik fúzních genů. V minoritních případech jsou pozorovány u nádorů štítné žlázy mutace 

genů kódující proteiny účastnících se jiných signalizačních drah či mutace genů kódující 

proteiny hrající roli v regulaci buněčného cyklu a oprav DNA.  Existují i další mechanismy, 

které dokáží spustit buněčnou transformaci a proliferaci. V této kapitole budou představeny 

hlavní mechanismy vzniku nádorů štítné žlázy (Zaballos & Santisteban, 2017). 

1.5.1 MAPK dráha 

MAPK dráha reguluje pro buňku zásadní procesy jako je diferenciace, proliferace, migrace, 

apoptóza a autofágie (Lavoie et al., 2020). Tato dráha se skládá z kaskády proteinů 

zprostředkovávající signál z membránového receptoru do jádra buňky (Obr. 4). Signál začíná 

vazbou extracelulární signální molekuly (mitogenu) na tyrozin kinázový receptor. Receptor po 

navázání mitogenu dimerizuje a dojde k fosforylaci tyrozinových zbytků v cytoplazmatické 

doméně receptoru. Adaptorový protein (např. GRB2, SHC1) se váže svojí SH2 nebo PTB 

doménou na fosforylované tyrozinové zbytky receptoru. Na adaptorový protein se naváže přes 

dvě SH3 domény SOS protein, který se vazbou aktivuje, čímž dojde k výměně 

guanosindifosfátu (GDP) na RAS proteinu za guanosintrifosfát (GTP) a RAS (Rat Sarcoma) 

protein se stává aktivní. RAS aktivuje kinázu RAF (Rapidly Accelerated Fibrosarcoma), ta 

aktivuje kinázu MEK (Mitogen-activated Protein Kinase Kinase) a MEK kináza aktivuje ERK 

(Extracellular Signal-regulated Kinase). Aktivaci napomáhá scaffold protein jako je např. 

KSR1. ERK kináza může fosforylovat až 200 různých substrátů (např. transkripční faktory, 

cyklin D, s mikrotubuly asociované proteiny). V průběhu let byly identifikovány aktivační 

mutace genů kódující proteiny této signalizační dráhy, čímž je způsobena konstitutivní aktivace 

MAPK dráhy hrající klíčovou roli při vzniku nejen karcinomů štítné žlázy, ale i mnoha jiných 

typů maligního onemocnění (Zaballos & Santisteban, 2017; Zhang & Liu, 2002). 
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Obrázek 4. MAPK signalizační kaskáda. Převzato a upraveno (Zaballos & Santisteban, 2017). 

 

1.5.1.1 Tyrozinkinázové receptory 

Tyrozinkinázové membránové receptory mají vysokou afinitu pro různé růstové faktory, 

cytokiny a hormony. Je známo přibližně 90 tyrozinkináz, z nichž 58 je receptorových. Většina 

receptorů je jednopodjednotková, ale mohou být i multimerní, např. inzulínový receptor, který 

tvoří dimery spojené disulfidickými můstky v přítomnosti hormonu inzulinu. Tyrozinkinázové 

membránové receptory se skládají ze tří domén: extracelulární doména (N-konec), 

transmembránová domény a intracelulární doména (C-konec). Extracelulární doména obsahuje 

různé konzervované elementy, např. Ig-like domény, opakování fibrotinového typu či na 

cystein bohatý region. Transmembránová doména obsahuje 25-38 hydrofóbních aminokyselin. 

Intracelulární část obsahuje katalytickou doménu, kde dochází k autofosforylaci tyrozinových 

zbytků (Robinson et al., 2000). 

Patogenní mutace genů kódujících tyrozinkinázové receptory vedou ke konstitutivní aktivaci 

signální kaskády a následnému vzniku nádoru. U karcinomů štítné žlázy jsou nejčastěji 

mutované geny pro RET, TRK (Tropomyosin Receptor Kinase) A, TRK C receptorové kinázy 
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a vzácněji jsou mutované geny pro ALK (Anaplastic Lymphoma Kinase) a MET 

(Mesenchymal Epithelial Transition) (Zaballos & Santisteban, 2017).  

RET receptor obsahuje v extracelulární části čtyři kadherin-like domény a jeden na cystein 

bohatý region. Intracelulárně je uložená kinázová doména. RET receptor je kódován 

stejnojmenným RET genem, který může obsahovat různé genetické změny, u karcinomů štítné 

žlázy se jedná nejčastěji o aktivační bodové mutace a fúzní geny. Patogenní bodové mutace 

RET genu mohou vzniknout v extracelulární doméně na cystein bohatém regionu, čímž dojde 

k vytvoření kovalentního diméru nezávisle na vazbě ligandu a následné aktivaci. Dále mohou 

patogenní bodové mutace vzniknout v intracelulární tyrozinkinázové doméně, čímž dojde 

k aktivaci monomerní formy RET receptoru. Bodové mutace RET genu, aktivačního 

charakteru, způsobují MTC. Pokud jsou mutace RET genu zárodečné, jedná se o familiární 

formu MTC, pokud jsou somatické, jedná se o sporadickou formu MTC (Starenki & Park, 

2015). Dalším onkogenním mechanismem zahrnujícím RET gen je vznik fúzního genu. Fúzní 

geny vznikají spojením dvou dříve separátních genů z důvodu chromozomální přestavby: 

inverzí, inzercí, translokací, delecí, tandemovou duplikací nebo chromotripsí (Obr. 5). Vzácně 

může dojít i k chromozomální přestavbě jednoho genu. Ve většině případů dochází ke vzniku 

fúzního proteinu, který může mít novou funkci i buněčnou lokalizaci (Taniue & Akimitsu, 

2021).  

 

Obrázek 5. Vznik fúzního genu z genu A a genu B. Fúzující gen B je pod regulací promotoru genu A. 

Převzato a upraveno z https://cleanpng.com/png-fusion-gene-gene-expression-chimeric-gene-cancer-f-

6228759/download-png.html 
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RET fúzní geny vznikají spojením části partnerského genu s částí RET genu kódující kinázovou 

doménu (většinou se jedná o oblast exonů 12–21). Partnerský gen je ve štítné žláze běžně 

exprimovaný a zahrnuje intaktní dimerizační doménu důležitou pro dimerizaci a aktivaci 

kinázové domény RET genu. U štítné žlázy jsou RET fúzní geny ve většině případů asociovány 

s PTC, ve vzácných případech mohou být asociovány i s jiným typem karcinomu (Grubbs et 

al., 2015; Landa et al., 2016). Mezi nejčastější partnerské geny patří CCDC6 a NCOA4. 

CCDC6/RET fúzní gen, také známý pod názvem RET/PTC1, byl objeven v roce 1987 a byl 

popsán o tři roky později (Fusco et al., 1987; Grieco et al., 1990). Jednalo se o jednu z prvních 

odhalených příčin karcinomu štítné žlázy. O další tři roky později byl popsán PRKAR1A/RET, 

také známý jako RET/PTC2 a roku 1994 byl objeven NCOA4/RET neboli RET/PTC3 fúzní gen 

(Bongarzone et al., 1993; Santoro et al., 1994). 

TRK receptory obsahují v extracelulární doméně dva na cystein bohaté regiony, mezi nimiž je 

na leucin bohatý region. Nejblíže transmembránové doméně jsou ještě dvě imunoglobulin-like 

domény. Součástí intracelulární kinázové domény je pět klíčových tyrozinových zbytků, 

z nichž tři tvoří aktivační smyčku a na zbylé dva se vážou adaptorové proteiny. TRK receptory 

jsou za normálních podmínek aktivovány navázáním ligandu – neurotrofinu, poté dochází 

k jejich dimerizaci a autofosforylaci tyrozinových zbytků kinázové domény (Cunningham & 

Greene, 1998). Receptory TRK A, TRK B a TRK C jsou kódovaný příslušnými geny NTRK1 

(Neurotrophic Tyrosine Receptor Kinase1), NTRK2 a NTRK3. U karcinomů štítné žlázy 

dochází k onkogenní aktivaci vznikem NTRK fúzních genů. NTRK fúzní geny byly pozorovány 

hlavně u PTC, ale i u PDTC a ATC. Mezi nejčastější partnerský gen patří ETV6 (ETS Variant 

Transcription Factor 6) (Amatu et al., 2019; Landa et al., 2016). 

ALK receptor má unikátní strukturu, kdy extracelulární doména obsahuje dva MAM regiony, 

mezi nimiž je LDL region a v blízkosti transmembránové domény se nachází na glycin bohatý 

region. Po navázání ligandu na extracelulární část receptoru, dochází k homo- nebo hetero-

dimerizaci receptoru, autofosforylaci tyrozinových zbytků na intracelulární kinázové doméně a 

tím k aktivaci. U karcinomů štítné žlázy byly objeveny různé typy ALK fúzních genů, a to jak 

u PTC, tak i u PDTC, MTC a ATC. Nejčastějším partnerským genem je STRN (Hillier et al., 

2019; Huang, 2018; Landa et al., 2016). 

Extracelulární doména MET receptoru zahrnuje SEMA doménu, PSI doménu a čtyři 

imunoglobulin-like domény. MET fúzní geny se u karcinomů štítné žlázy vyskytují velice 

vzácně (Agrawal et al., 2014; Chu et al., 2020; Uchikawa et al., 2021). 
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1.5.1.2 RAS proteiny 

Do RAS rodiny guanosin nukleotid vazebných proteinů patří několik jejich izoforem, z nichž 

nejčastěji zmiňované v souvislosti s onkogenní aktivací jsou proteiny HRAS (Harvey Rat 

Sarcoma), KRAS (Kirsten Rat Sarcoma), NRAS (Neuroblastoma Rat Sarcoma). RAS proteiny 

jsou součástí jak MAPK, tak i PI3K/AKT dráhy a mají GTPázovou aktivitu. 

Jedná se o malé proteiny (20-29 kDa) skládající se z 188/189 aminokyselin (AK). Obsahují 

2 domény: G doménu a C doménu. C doména je hypervariabilní a obsahuje CAAT box, který 

je posttranslačně modifikovaný - prenylací nebo palmitoylací. Tyto modifikace C domény 

umožňují zakotvení RAS proteinů do membrány. G doména funguje jako molekulární spínač 

regulující MAPK nebo PI3K/AKT dráhu. GAP (GTPase Activating Protein, např. NF1) 

stimuluje hydrolýzu GTP na GDP, díky svým „argininovým prstům“ katalyzuje nukleofilní 

atak γ fosfátu za účasti hořečnatých iontů a molekuly vody, čímž se z GTP uvolní anorganický 

fosfát a dojde k „vypnutí“ signální kaskády. GEF (Guanine Nucleotide Exchange Factor) je 

aktivátor (např. SOS) a katalyzuje vytáhnutí GDP z nukleotid vazebné kapsy, do které se naváže 

GTP, které je v cytoplazmě ve výrazně vyšším zastoupení než GDP. RAS s navázaným GTP 

má vysokou afinitu k RAF kináze nebo PI3K. G doména RAS proteinu má 5 G motivů vážících 

GDP/GTP. G1 motiv neboli P-smyčka interaguje s α a β fosfátem GDP/GTP. Součástí G2 

motivu je threonin 35, který váže γ fosfát GTP a hořečnaté ionty ve vazebném místě. G2 motiv 

je důležitý pro hydrolýzu GTP tím, že váže GAP. G3 motiv je také zahrnut do interakcí s γ 

fosfátem GTP a napomáhá jak nukleotidové záměně za pomoci GEF, tak i při GTP hydrolýze 

za účasti GAP. Motivy G4 a G5 pomáhají v rozpoznání guaninu, se kterým specificky interagují 

(Vetter, 2014). Patogenní mutace RAS genu, které se obvykle nacházejí v kodónech 12, 13 a 

61, způsobují permanentně navázaný GTP. Pokud dojde k mutaci v kodónu 12 nebo 13, které 

jsou součástí P-loopu, dochází k nesenzitivitě, a tím pádem nedochází k inaktivaci pomocí 

GAP. Mutace v kodónu 61 stabilizuje tranzitní stav pro hydrolýzu GTP. U nádorů štítné žlázy 

se mohou RAS mutace vyskytovat u benigních i maligních lézí a to u všech typů maligních 

nádorů štítné žlázy (Xing, 2016). 

1.5.1.3 RAF kinázy 

RAF kinázy jsou serin/threoninové kinázy, které jsou součástí MAPK dráhy. Přenášejí signál 

od proteinů RAS na tyrozin/serin-threonin duální kinázu MEK. V onkologii nejznámější RAF 

kináza je kináza BRAF. 



27 

 

BRAF kináza se skládá ze 766 AK, které tvoří 3 konzervované domény/regiony (CR1-3). První 

konzervovaný region (CR1) obsahuje RAS-GTP vazebnou doménu (AK 155-227). Pokud není 

RAS-GTP na doménu navázán, dochází k autoinhibici kinázové domény (součástí CR3) 

regionem CR1 za účasti diméru proteinu 14-3-3. CR2 je bohatý na serin, čímž tvoří flexibilní 

spojku mezi CR1 a CR3. U BRAF kinázy jsou seriny konstitutivně fosforylovány. CR3 (AK 

457-717) je dvoulalokové struktury, laloky jsou mezi sebou spojeny pantovým (hinge) 

regionem. Menší N-lalok (AK 457-530) je primárně zodpovědný za vazbu adenosintrifosfát 

(ATP) a jeho součástí je tzv. P-smyčka. Větší C-lalok (AK 535-717) váže substrátové proteiny 

a jeho součástí je aktivační smyčka (AK 596-600), která tvoří silné hydrofobní interakce s P-

smyčkou, čímž udržuje kinázu v inaktivním stavu. Konkrétně AK L597 a V600 interagují 

s G466, F468 a V471, které udržují kinázu inaktivovanou, dokud nedojde k fosforylaci. 

Mechanismus aktivace BRAF kinázy tkví v defosforylaci S259, čímž se uvolní navázaný dimér 

proteinu 14-3-3, uvolní se vazba mezi CR1 a CR3 a odhalí se v CR1 RAS-GTP vazebná 

doména, na kterou se naváže RAS-GTP, dále v CR3 dojde k fosforylaci aktivační smyčky 

pomocí ATP a záporným nábojem se interakce s P-smyčkou destabilizují. V aktivní konformaci 

BRAF tvoří diméry přes vodíkové můstky a elektrostatické interakce kinázové domény. 

Kinázová doména fosforyluje serin a threonin konsenzuální sekvenci na cílových proteinech 

(kináza MEK). Jedná se o nukleofilní atak hydroxylové skupiny na γ fosfát na ATP (Tran et al., 

2005). 

U karcinomů štítné žlázy je mutace genu BRAF V600E nejčastější genetickou změnou. Tato 

aktivační mutace v kinázové doméně způsobuje konstitutivní aktivaci BRAF kinázy. Mutace 

BRAF V600E se vyskytuje u přibližně 40-60 % PTC, dále bývá detekována i u PDTC a ATC. 

Jsou známy i BRAF fúzní geny, které zahrnují intaktní kinázovou doménu v CR3 a naopak 

pozbývají CR1, díky čemuž nedochází k autoinhibici (Agrawal et al., 2014; Landa et al., 2016).  

1.5.2 PI3K/AKT dráha 

Další významnou signalizační kaskádou je PI3K/AKT dráha (Obr. 6), která v odpovědi na 

extracelulární signál podporuje růst, přežití, proliferaci, migraci buněk a angiogenezi. Signál, 

kterým může být růstový faktor, hormon nebo složka extracelulární matrix (např. EGF, shh, 

IGF I, inzulín, CaM) nasedne na tyrozinkinázový receptor, ten dimerizuje a autofosforyluje se 

na tyrozinových zbytcích, na které se naváže regulační podjednotka p85 PI3K přes svojí SH2 

doménu. Rekrutuje se katalytická podjednotka p110 a PI3K se stává plně aktivní. Existuje i 

několik alternativních drah aktivace PI3K dráhy. Jednou z nich je nepřímá aktivace pomocí 

adaptérového proteinu IRS nebo aktivace pomocí RAS-GTP proteinu. Aktivovaná PI3K 
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katalyzuje fosforylaci fosfatidylinositol 4,5-bisfosfát (PIP2) na fosfatidylinositol 3,4,5-trifosfát 

(PIP3). PIP3 je zakotven v membráně, kde může vázat intracelulární proteiny mající PH 

doménu nebo FYVE doménu. PH doménu má AKT, což je serin/threoninová kináza. PI3K 

aktivita je esenciální pro translokaci AKT k membráně. AKT po navázání na PIP3 změní 

konformaci a je aktivován bifosforylací. Po aktivaci se AKT translokuje z plazmatické 

membrány do cytoplazmy a jádra, kde fosforyluje mnoho efektorů (Hemmings & Restuccia, 

2012). Hlavním antagonistou PI3K/AKT dráhy je PTEN, který defosforyluje PIP3 na 5´pozici 

na PIP2. Jednou z možností onkogenní aktivace jsou mutace genu PTEN, které se vyskytují jak 

u benigních, tak i maligních nádorů štítné žlázy (Quaytman et al., 2022). 

 

Obrázek 6. PI3K/AKT signalizační dráha. Převzato a upraveno (Zaballos & Santisteban, 2017). 

 

1.5.2.1 PI3K  

PI3K je skupina kináz fosforylující lipidy. Fosforylace probíhá pomocí ATP na fosfatidyl 

inositolech na 3´-hydroxylové skupině. PI3K se dělí do tří tříd, z nichž I. třída má dvě podtřídy, 

které se odlišují katalytickou a regulační podjednotkou tvořící heterodimer. Třída IA se skládá 

z katalytické podjednotky p110 (p110α, p110β, p110δ – kódovanými geny PIK3CA, PIK3CB, 

PIK3CD) a regulační podjednotky p85. Třída IB se skládá z katalytické podjednotky p100γ 

(kódovaná genem PIK3CG) a regulační podjednotky p87. Aktivace receptoru způsobuje přesun 

katalytické podjednotky k membráně a její uvolnění z interakce s regulační podjednotkou. 
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K onkogenní aktivaci dochází při patogenní mutaci genu PIK3CA kódující katalytickou 

podjednotku p110α, což má za následek její sníženou vazbu na regulační podjednotku. Mutace 

genu PIK3CA se vyskytují spíše u pokročilejších karcinomů štítné žlázy a obvykle společně 

s dalšími mutacemi (např. BRAF, RAS) (García-Rostán et al., 2005).  

1.5.3 Mutace dalších genů spojených se vznikem nádorů štítné žlázy 

1.5.3.1 TERT 

TERT gen kóduje katalytickou podjednotku enzymu telomeráza, která společně 

s telomerázovou RNA komponentou tvoří telomerázový komplex. Telomeráza je RNA-

dependentní DNA ribonukleoprotein polymeráza s reverzně transkriptázovou aktivitou. Funkcí 

telomerázy je prodlužování telomér, nekódujících repetetivních DNA sekvencí (u lidí 

TTAGGG) na koncích lineárních chromozomů. Jsou dlouhé několik kbp. Telomeráza 

umožňuje senescentním buňkám, které by se jinak staly postmitotickými a podstoupily by 

apoptózu, překročit Hayflickův limit a stát se potenciálně nesmrtelnými. Za běžných okolností 

buňky dosahují Hayflickova limitu po přibližně 70 mitotických dělení, poté dochází 

k senescenci. Embryonální a dospělé kmenové buňky, pluripotentní a multipotentní buňky mají 

aktivní telomerázu. Telomeráza je reaktivována při onkogenezi expresí TERT genu. TERT gen 

může být exprimován několika způsoby: hotspot mutacemi, genovou amplifikací, 

epigenetickými změnami nebo alternativním sestřihem. U nádorů štítné žlázy se nejčastěji 

vyskytují somatické mutace -124 bp (C228T) a -146 bp (C250T) lokalizované v promotoru 

genu. Tyto mutace dávají vzniknout 11bp dlouhému vazebnému místu pro EST transkripční 

faktory a tím dochází k expresi TERT genu. TERT mutace se vyskytují u všech typů karcinomů 

štítné žlázy a jsou spojeny s horší prognózou a vyšší mortalitou (Dratwa et al., 2020; Kim et al., 

2016; Landa et al., 2016). 

1.5.3.2 TP53 

Gen TP53 kóduje protein p53, který je regulátorem buněčného cyklu, apoptózy a 

chromozomální stability. Mezi jeho hlavní funkce patří: 1) aktivace či represe genů vedoucí 

k zástavě buněčného cyklu, apoptózy, potlačení nádorové proliferace, 2) aktivace oprav DNA, 

3) navození diferenciace přes aktivaci p21, 4) inhibice angiogeneze. Protein p53 se skládá 

z několika domén: transaktivační domény, prolin bohatého region, DNA vazebné domény, 

jaderný lokalizační signál, oligomerizační domény a C-terminální domény. Transaktivační 

doména aktivuje transkripční faktory. Prolin bohatý region je důležitý v pro-apoptické dráze a 

při translokaci z buněčného jádra. DNA vazebná doména je důležitá pro aktivaci transkripce a 
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více než 90 % patogenních mutací se nachází v tomto regionu a inaktivují vazbu na DNA. 

Oligomerizační doména se podílí na tetramerizaci a mutace v této doméně mají dominantně 

negativní efekt, což znamená, že aberantní protein tvoří s neaberantním proteinem nefunkční 

nebo pouze částečně funkční heterotetramery, a tím částečně vyřazuje neaberantní protein 

z funkce (Soussi, 2000). Mutace genu TP53 se často vyskytují společně s dalšími mutacemi 

genů, např. BRAF, RAS u méně diferencovaných karcinomů štítné žlázy (Landa et al., 2016). 

1.5.3.3 EIF1AX 

Gen EIF1AX je lokalizovaný na X chromozómu a kóduje eukaryotický iniciační translační 

faktor 1A, který je součástí 43S preiniciačního komplexu, váže se k tzv. A místu na ribozómu. 

V případě patogenní mutace EIF1AX dochází k narušení sestavy preiniciačního komplexu. 

Mutace genu EIF1AX byly nalezeny u různých typů karcinomů štítné žlázy, u PTC, FTC, OCA, 

PDTC, ATC, ale i u benigních uzlů. Nejčastěji bývá zachycena A113_sestřihová mutace, ke 

které dochází na pomezí intronu 5 a exonu 6 (Karunamurthy et al., 2016). 

1.5.3.4 EZH1 

Gen EZH1 kóduje enzym histon-lyzin N-metyltransferázu, který transferuje metylovou skupinu 

z S-adenosylmethioninu na lyzin 27 na histonu 3, což vede k transkripční represi. EZH1 je 

spolu s dalšími proteiny součástí polycomb represivního komplexu. Jsou známy dvě mutace 

genu EZH1 Q571R a Y642F, které způsobují aberantní genovou expresi. Mutace genu EZH1 

se vyskytují v 13,5 % benigních a 0,7 % maligních nádorů štítné žlázy (Agrawal et al., 2014; 

Jung et al., 2018). 

1.5.3.5 CHEK2 

Gen CHEK2 kóduje serin/threoninovou kinázu CHK2, která se účastní oprav DNA, zástavy 

cyklu či apoptózy v reakci na poškození DNA. Skládá se ze tří domén: 1) SQ/TQ cluster 

doména je fosforylována po přijetí signálu, že je DNA poškozena. 2) Fork-head asociovaná 

(FHA) doména, jejíž funkcí je dimerizace. 3) C-terminální kinázová doména. Při poškození 

DNA je aktivováno ATM nebo ATR, které aktivuje CHK2. Nejprve je u CHK2 fosforylována 

SQ/TQ cluster doména, dojde k dimerizaci FHA domény a následné aktivaci kinázové domény 

autofosforylací. Po aktivaci diméry disociují. CHK2 fosforyluje CDC25 fosfatázu, která 

nemůže aktivovat cyklin dependentní kinázu. CHK2 také stabilizuje p53, čímž buňka setrvává 

v G1 fázi. V případě patogenní mutace CHEK2 genu vzniká nefunkční kináza, dochází 

k hromadění poškozené DNA a je tak zvýšené riziko nádorů. Somatické mutace genu CHEK2 

se u nádorů štítné žlázy vyskytují vzácně (Agrawal et al., 2014; Cai et al., 2009). 
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1.5.3.6 PPM1D 

Gen PPM1D kóduje protein fosfatázu 1D, která je členem PP2C rodiny serin/threoninových 

fosfatáz. Exprese tohoto genu je indukovaná v reakci na poškození DNA a buněčný stres, např. 

v důsledku ionizujícího záření. PPM1D potlačuje p53 indukovanou transkripci a apoptózu a je 

důležitá pro zachování integrity genomu. Pokud je PPM1D v důsledku mutace nadměrně 

exprimován, může dojít k trvalé inhibici p53. Somatické mutace genu PPM1D se u nádorů 

štítné žlázy vyskytují vzácně (Agrawal et al., 2014; Deng et al., 2020). 
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2 Cíle práce 

Karcinomy štítné žlázy dětských a dospívajících pacientů se liší od karcinomů dospělých 

pacientů. Bývají agresivnější povahy a vyžadují upravený způsob léčby, kdy je brána v potaz 

větší invazivita karcinomů, ale i dopad intenzity léčby dětského nebo dospívajícího pacienta, 

který má před sebou mnoho desítek let života. Alarmující je i skutečnost nárůstu incidence 

karcinomu štítné žlázy jak u dětských, tak i dospělých pacientů. Z těchto důvodů je nutné se 

karcinomům štítné žlázy a jejich molekulárně genetickým změnám věnovat. Očekávám, že by 

výsledky mé práce mohly být přínosem v diagnostice, prognostice a na míru postavené léčbě.  

Cíle práce: 

 

1) Analyzovat rozsáhlý soubor vzorků pediatrických PTC a odhalit jejich genetický 

profil. 

 

2) Porovnat agresivitu PTC dětských a dospívajících pacientů na základě jejich 

genetického pozadí. 

 

3) Charakterizovat karcinomy dětských i dospělých pacientů pozitivních na RET a 

NTRK fúzní geny. Porovnat klinické a histopatologické znaky mezi kohortami 

dětských a dospělých pacientů. 

 

4) Optimalizovat metodiku pro detekci širokého spektra fúzních genů a zavést 

analýzu vybraných fúzních genů do rutinní praxe. 
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3 Experimentální část 

Metodika a výsledky dizertační práce jsou prezentovány ve čtyřech článcích publikovaných 

v mezinárodních recenzovaných impaktovaných časopisech. U každého článku je uvedeno 

shrnutí s dosaženými výsledky a podíl autorky dizertační práce na publikacích. 

Seznam publikací: 

Publikace č. 1: 

Pekova B, Dvorakova S, Sykorova V, Vacinova G, Vaclavikova E, Moravcova J, Katra R, 

Vlcek P, Sykorova P, Kodetova D, Vcelak J, Bendlova B. Somatic genetic alterations in a large 

cohort of pediatric thyroid nodules. Endocr Connect. 2019 Jun;8(6):796-805. doi: 10.1530/EC-

19-0069. IF 2,9 

Publikace č. 2: 

Pekova B, Sykorova V, Dvorakova S, Vaclavikova E, Moravcova J, Katra R, Astl J, Vlcek P, 

Kodetova D, Vcelak J, Bendlova B. RET, NTRK, ALK, BRAF, and MET Fusions in a Large 

Cohort of Pediatric Papillary Thyroid Carcinomas. Thyroid. 2020 Dec;30(12):1771-1780. doi: 

10.1089/thy.2019.0802. IF 6,6 

Publikace č. 3: 

Pekova B, Sykorova V, Mastnikova K, Vaclavikova E, Moravcova J, Vlcek P, Lastuvka P, 

Taudy M, Katra R, Bavor P, Kodetova D, Chovanec M, Drozenova J, Astl J, Hrabal P, Vcelak 

J, Bendlova B. NTRK Fusion Genes in Thyroid Carcinomas: Clinicopathological 

Characteristics and Their Impacts on Prognosis. Cancers (Basel). 2021 Apr 16;13(8):1932. doi: 

10.3390/cancers13081932. IF 5,2 

Publikace č. 4: 

Bulanova Pekova B, Sykorova V, Mastnikova K, Vaclavikova E, Moravcova J, Vlcek P, 

Lancova L, Lastuvka P, Katra R, Bavor P, Kodetova D, Chovanec M, Drozenova J, Matej R, 

Astl J, Hlozek J, Hrabal P, Vcelak J, Bendlova B. RET fusion genes in pediatric and adult 

thyroid carcinomas: cohort characteristics and prognosis. Endocr Relat Cancer. 2023 Oct 

26;30(12):e230117. doi: 10.1530/ERC-23-0117. IF 3,9 
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3.1 Publikace č. 1: Somatic genetic alterations in a large cohort of pediatric 

thyroid nodules 

Souhrn: 

U pediatrických pacientů jsou benigní i maligní uzly ve štítné žláze vzácné. Molekulárně 

genetické vyšetření těchto uzlů je stěžejní pro pochopení příčiny jejich vzniku. V souvislosti se 

vznikem lézí štítné žlázy byly popsány patogenní změny různých genů.  Cílem této studie bylo 

analyzovat geny HRAS, KRAS, NRAS, BRAF, IDH1, TERT, CHEK2, PPM1D, EIF1AX, EZH1 

a přítomnost fúzních genů RET/PTC1 a RET/PTC3 u rozsáhlého souboru 113 vzorků štítné 

žlázy (od pediatrických a adolescentních pacientů do 20 let): 30 benigních a 83 maligních 

(PTC). Jednalo se o jeden z největších publikovaných souborů vzorků štítné žlázy dětských 

pacientů. 

Známou kauzální patogenní mutaci jsme detekovali u 5/30 benigních vzorků, ve všech 

případech se jednalo o mutaci genu z rodiny RAS. U vzorků PTC jsme nalezli kauzální mutaci 

u 35/83 vzorků. Nejčastěji jsme identifikovali RET fúzní gen (n = 18), následně se jednalo 

o mutaci BRAF V600E (n = 15) a jen ve dvou případech jsme nalezli RAS mutaci. Porovnali 

jsme pacienty s karcinomem pozitivním na RET fúzní gen s karcinomem pozitivním na BRAF 

V600E. Významná odlišnost byla zaznamenána u přítomnosti lokálních a distálních metastáz, 

která byla vyšší u pacientů s RET fúzním genem. TERT mutaci jsme nedetekovali u žádného 

pacienta. Dále jsme analyzovali geny vzácněji asociovanými s nádory štítné žlázy (IDH1, 

CHEK2, PPM1D, EIF1AX, EZH1). Missense mutaci či deleci jsme nalezli pouze u genů  IDH1, 

CHEK2, PPM1D. Vzhledem k tomu, že jsme od všech těchto pacientů měli k dispozici DNA 

z periferní krve, zjistili jsme, že se ve všech případech jedná o zárodečnou variantu. Ovšem dle 

dostupných databází byly pouze dvě varianty v CHEK2 genu označeny jako pravděpodobně 

patogenní/patogenní.  

Význam publikace: 

Výsledky této studie přispěly svým rozsáhlým, podrobně klinicky a patologicky 

charakterizovaným souborem a rozsáhlou genetickou analýzou k lepšímu pochopení 

genetického pozadí nádorů štítné žlázy u dětských pacientů. 

Podíl na publikaci: 

Můj podíl na práci zahrnoval: 1) izolaci nukleových kyselin ze zmražených tkání štítné žlázy 

(nově shromážděné vzorky), 2) sekvenaci genů: HRAS, KRAS, NRAS, TERT, CHEK2, PPM1D, 
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EIF1AX, EZH1 a vyhodnocení sekvenačních dat, 3) příprava cDNA reverzní transkripcí, 4) 

analýzu fúzních genů pomocí real-time PCR, 5) zpracování a vyhodnocení klinických a 

patologických dat, 6) statistické zhodnocení, 7) vytvoření tabulek a obrázků, 8) sepsání celého 

rukopisu 
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3.2 Publikace č. 2: RET, NTRK, ALK, BRAF, and MET Fusions in a Large Cohort 

of Pediatric Papillary Thyroid Carcinomas 

 

Souhrn: 

Somatickým bodovým mutacím u dětských PTC bylo věnováno několik studií, avšak 

komplexní studie týkající se detekce fúzních genů pomocí RNA sekvenování v literatuře 

chyběla. Cílem této studie bylo detekovat pomocí RNA sekvenování různé typy fúzních genů 

u nádorů štítné žlázy u pediatrických pacientů a výsledky korelovat s klinickými a 

patologickými daty. Soubor čítal 93 vzorků od dětských a dospívajících pacientů s PTC, v době 

publikace se jednalo o největší soubor, u kterého byly analyzovány fúzní geny pomocí RNA 

sekvenace. 

U 72/93 pacientů jsme nalezli kauzální patogenní mutaci, přičemž u 52/93 případů jsme 

detekovali fúzní gen. Celkově bylo zaznamenáno 20 různých typů fúzních genů asociovaných 

s onkogeny: RET, NTRK1, NTRK3, ALK, BRAF, MET. Pět typů fúzních genů nebylo v době 

publikace v literatuře popsáno (TPR/RET, IKBKG/RET, BBIP1/RET, OPTN/BRAF, 

EML4/MET) a jeden typ nebyl do té doby odhalen u karcinomů štítné žlázy (CUL1/BRAF). 

Klinická a patologická data byla porovnána mezi kohortami pozitivními a negativními na fúzní 

gen. U pacientů s PTC pozitivních na fúzní gen byla častěji zaznamenána extratyreoidální 

extenze, vyšší kategorie T v TNM klasifikaci, častější lokální a distální metastázy, chronická 

lymfocytární tyreoiditida a četná psamomatózní tělíska. Vyšší četnost lokálních a distálních 

metastáz byla zaznamenána u pacientů s karcinomem pozitivním na RET fúzní gen oproti 

pacientům pozitivních na NTRK3 fúzní gen. Pacientům s karcinomem pozitivním na fúzní gen 

bylo podáno více dávek RAI. U pediatrických pacientů s PTC byla prokázána vysoká četnost 

fúzních genů a jejich vysoká variabilita. Pacienti s karcinomem pozitivním na fúzní geny měli 

vyšší agresivitu onemocnění než pacienti, u kterých fúzní gen nebyl zachycen.  

Význam publikace: 

Poznatky této studie přispěly k lepší diagnostice, prognostice a léčbě karcinomů štítné žlázy 

u dětských pacientů. 
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Podíl na publikaci: 

Můj podíl na práci zahrnoval: 1) izolaci nukleových kyselin ze zmražených tkání štítné žlázy 

(nově shromážděné vzorky), 2) sekvenaci genů: HRAS, KRAS, NRAS, TERT a vyhodnocení 

sekvenačních dat 3) přípravu všech knihoven na RNA sekvenaci, 4) RNA sekvenaci vybraných 

vzorků, 5) bioinformatické vyhodnocení, 6) navržení a optimalizaci primerů pro detekci fúzních 

genů pomocí real-time PCR, 7) zpracování a vyhodnocení klinických dat, 8) provedení 

klinicko-genetické korelace, 9) statistické zhodnocení, 10) vytvoření tabulek a obrázků, 11) 

sepsání celého rukopisu 
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3.3 Publikace č. 3: NTRK Fusion Genes in Thyroid Carcinomas: 

Clinicopathological Characteristics and Their Impact on Prognosis 

Souhrn: 

Dříve publikované studie týkající se NTRK fúzních genů u nádorů štítné žlázy čítaly velice 

omezený počet jedinců. Klinická a patologická data nebyla příliš popsána nebo byla zkreslena 

nevhodným výběrem vyšetřovaného souboru. Cílem této práce bylo detekovat NTRK fúzní 

geny u rozsáhlého souboru nádorů štítné žlázy, korelovat je s klinickými a patologickými daty, 

porovnat kohorty dospělých a dětských jedinců s karcinomem pozitivním na NTRK fúzní gen a 

zpracovat účinnost léčby jednotlivých pacientů. 

Z celkového souboru pacientů jsme NTRK fúzní geny detekovali u 57 pacientů s PTC a dvou 

pacientů s PDTC. Dětských a dospívajících pacientů pozitivních na tyto fúzní geny bylo 

zaznamenáno 17, dospělých 42. Prevalence NTRK fúzních genů byla výrazně vyšší v 

pediatrickém (16,7 %) než v dospělém souboru (5,7 %). Byla porovnána klinická a patologická 

data pediatrických a dospělých pacientů a nebyl zjištěn žádný významný rozdíl ve sledovaných 

kategoriích. Celkově byly NTRK fúzní geny asociovány s folikulárním uspořádáním nádoru, 

chronickou lymfocytární tyreoiditidou a lokálními metastázami, které se vyskytovaly se 

signifikantně vyšší četností u karcinomů větších než 2 cm. Celkem bylo odhaleno osm různých 

typů NTRK fúzních genů, čtyři různé partnerské geny fúzovaly s onkogenem NTRK1 a další 

čtyři partnerské geny s onkogenem NTRK3. Porovnáním karcinomů pozitivních na NTRK1 a 

NTRK3 fúzní gen jsme zjistili, že karcinomy pozitivní na NTRK1 fúzní gen vykazují vyšší 

frekvenci multifokality a invazivity nádoru. Pacienti s větší velikostí nádoru, přítomnými 

metastázami a detekovanou patogenní mutací v promotoru TERT genu či genu TP53 měli horší 

prognózu.  

Význam publikace: 

Publikace představuje významný přínos k poznání genetického pozadí nádorů štítné žlázy a 

výsledky jsou využitelné při stanovení diagnózy, určení vhodného rozsahu operace, 

specifikování prognózy i léčebné strategii. V době publikace se jednalo o největší popsaný 

soubor pacientů s karcinomy štítné žlázy pozitivní na NTRK fúzní geny na světě. 

Podíl na publikaci: 

Můj podíl na práci zahrnoval: 1) izolaci nukleových kyselin ze zmražených tkání štítné žlázy 

(nově shromážděné vzorky), 2) sekvenaci genů HRAS, KRAS, NRAS, TERT, TP53 a 
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vyhodnocení sekvenačních dat, 3) analýzu vybraných fúzních genů pomocí real-time PCR, 4) 

analýzu pomocí NTRK Gene Fusions Detection kitu, 5) přípravu všech knihoven na RNA 

sekvenaci, 6) RNA sekvence vzorků, 7) bioinformatické vyhodnocení dat, 8) navržení a 

optimalizaci primerů pro detekci NTRK fúzních genů pomocí real-time PCR, 9) zpracování a 

vyhodnocení klinických dat, 10) provedení klinicko-genetické korelace, 11) statistické 

zhodnocení, 12) vytvoření tabulek a obrázků, 13) sepsání celého rukopisu 
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3.4 Publikace č. 4: RET fusion genes in pediatric and adult thyroid carcinomas: 

cohort characteristics and prognosis 

Souhrn: 

RET fúzní geny představují nejčastější mutaci u karcinomů štítné žlázy dětských a dospívajících 

pacientů. Cílem této práce bylo zanalyzovat RET fúzní geny jak u pediatrického, tak i dospělého 

souboru nádorů štítné žlázy, popsat typické klinické a patologické znaky, porovnat pediatrickou 

a dospělou kohortu a vyhodnotit odpověď na léčbu na základě mnohaletého sledování pacientů 

s karcinomem pozitivním na RET fúzní gen. 

RET fúzní gen jsme v rozsáhlém souboru (n = 1564) různých typů tkání štítné žlázy detekovali 

pouze u papilárního karcinomu. Jednalo se o 113 pozitivních vzorků (76 od dospělých a 37 od 

pediatrických pacientů), čímž se jednalo o největší popsaný soubor u štítné žlázy na světě. 

Prevalence byla výrazně vyšší u pediatrických (29,8 %) než u dospělých pacientů (8,7 %). 

U dětských pacientů pozitivních na RET fúzi byla zaznamenána výrazně větší velikost nádoru 

a častější extratyreoidální extenze a lokální metastázy než u dospělých pacientů s PTC 

pozitivních na RET fúzi. Celkově bylo identifikováno 20 různých partnerských genů, z nichž 

tři (FBXO41, SSBP2, ZMYM2) nebyly ve spojitosti s RET genem dosud v literatuře popsány. 

PTC pozitivní na RET fúzní gen byly porovnány s PTC pozitivními na jiné mutace (BRAF 

V600E, RAS, NTRK fúzní geny) a na základě statistického zhodnocení bylo zjištěno, že RET 

fúzní geny se pojí s vyšší agresivitou nádoru a metastatickou aktivitou než karcinomy pozitivní 

na jiné mutace. Navzdory agresivním znakům RET-pozitivních karcinomů však byla prognóza 

z dlouhodobé perspektivy příznivá, třebaže pacienti nedosahovali remise brzy po operaci a 

polovina pediatrických pacientů měla strukturální onemocnění ještě dva roky po operaci.  

Význam publikace: 

Význam této studie tkví v hlubším porozumění tématiky RET fúzních genů u karcinomů štítné 

žlázy dospělých a dětských pacientů, jejichž vyšší agresivita vyžaduje včasnou a důkladnou 

léčbu. Jedná se o největší popsaný soubor pacientů s PTC pozitivními na RET fúzními geny na 

světě. 

Podíl na publikaci: 

Můj podíl na práci zahrnoval: 1) izolaci nukleových kyselin ze zmražených tkání štítné žlázy 

(nově shromážděné vzorky), 2) sekvenaci genů: HRAS, KRAS, NRAS, TERT, TP53 a 

vyhodnocení sekvenačních dat, 3) analýzu vybraných fúzních genů pomocí real-time PCR, 4) 
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přípravu všech knihoven na RNA sekvenaci, 5) RNA sekvenace vzorků, 6) bioinformatické 

vyhodnocení dat, 7) navržení a optimalizaci primerů pro detekci RET fúzních genů pomocí real-

time PCR, 8) zpracování a vyhodnocení klinických dat, 9) provedení klinicko-genetické 

korelace, 10) statistické zhodnocení, 11) vytvoření tabulek a obrázků, 12) sepsání celého 

rukopisu 
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3.5 Propojující text mezi publikacemi 

V rámci první studie zahrnující soubor 83 PTC a 30 benigních nádorů štítné žlázy dětských a 

dospívajících pacientů jsme kauzální mutaci identifikovali u 42 % pacientů s PTC. Nejčastěji 

(22 %) se jednalo o RET/PTC1 nebo RET/PTC3 fúzní gen. Druhá nejčastější mutace byla 

BRAF V600E u 18 % pacientů s PTC. RAS mutace se překvapivě vyskytovaly častěji u 

benigních uzlů než u PTC.  

Na základě častého záchytu dvou typů fúzních genů jsme se rozhodli na souboru provést RNA 

sekvenaci za účelem detekce případných dalších typů fúzních genů. Soubor vzorků PTC 

dětských a dospívajících pacientů se nám mezitím podařilo rozšířit o dalších 10 vzorků na 

celkových 93. Na přípravu knihoven byly zvoleny dva panely, QIAseq Targeted RNAscan 

Panel (Qiagen) a FusionPlex Comprehensive Thyroid and Lung Kit (ArcherDx), které 

umožňují detekci i dosud nepopsaných fúzních genů, a to na základě metodiky nazývané 

Anchored Multiplex PCR (Obr. 7). Princip metodiky je následující. Po úpravě konců cDNA 
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jsou na ni navázány adaptéry, které obsahují tři různé sekvence: index, unikátní molekulární 

sekvenci a univerzální sekvenci. Během prvního kola PCR jsou použity forward primery 

komplementární k univerzální sekvenci na adaptéru a cílené reverse primery na určitý onkogen 

(např. RET, NTRK, ALK). U druhého kola PCR byly opět použity forward primery 

komplementární k univerzální sekvenci na adaptéru a druhé genově-specifické reverse primery, 

na které ještě nasedaly další primery obsahující sekvenci druhých indexů a unikátní molekulární 

sekvenci. Díky možnosti použití univerzálního primeru je možné sekvenovat úsek, jehož 

sekvenci neznáme a pomocí bioinformatické analýzy zjistit, o jakou část genu se jedná.  

 

Obrázek 7. Anchored Multiplex PCR technologie umožňující detekovat dosud nepopsané fúzní geny. 

Převzato a upraveno z https://www.dlongwood.com/ 

 

RNA sekvenaci jsme provedli u všech 93 vzorků PTC dětských a dospívajících pacientů. 

Významným zjištěním bylo, že 56 % vzorků bylo pozitivních na fúzní gen. Celkem jsme 

detekovali 20 typů fúzních genů, z nichž pět nebylo dosud popsaných, a jeden nebyl do té doby 

popsán u karcinomů štítné žlázy. Všechny pozitivní nálezy bylo nutné verifikovat jinou 

metodou. Navrhla jsem proto primery a hydrolyzační sondy na každý typ fúzního genu a 

všechny pozitivní vzorky ověřila pomocí real-time PCR. Vzhledem k tomu, že jsem 

zoptimalizovala tuto možnost analýzy, zavedla jsem vyšetření fúzních genů do rutinní praxe. U 

předoperačních i pooperačních vzorků štítné žlázy testujeme po analýze bodových mutací 

https://www.dlongwood.com/
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v hlavních genech (BRAF, RAS) i přítomnost různých fúzních genů a u vzorků od dětských a 

dospívajících pacientů je kvůli jejich vyšší četnosti testujeme primárně. 

Dalším z hlavních výstupů publikace č. 2 bylo zjištění, že pediatričtí pacienti, kteří měli 

karcinom pozitivní na fúzní gen, měli agresivnější a invazivnější onemocnění než pacienti, kteří 

měli karcinom na fúzní geny negativní. RET fúzní geny byly dokonce významně asociovány 

s častějšími lokálními a distálními metastázami oproti NTRK fúzním genům. Zajímalo nás, jak 

se tyto nejčastější fúzní geny projevují u dospělých pacientů a také i u jiných typů karcinomů 

než u PTC. Některé publikace popisovaly tyto fúzní geny i u MTC, PDTC, OCA a ATC 

(Grubbs et al., 2015; Landa et al., 2016; van der Tuin et al., 2019). Díky tomu, že máme v 

laboratoři archivovaný rozsáhlý soubor různých typů karcinomů štítné žlázy od dospělých 

pacientů shromažďovaných od roku 2003, rozhodli jsme se jej zanalyzovat na přítomnost RET 

a NTRK fúzních genů. 

Soubor jsme nejprve začali analyzovat na NTRK fúzní geny, protože byl na ně upřen 

celosvětový zájem. V roce 2019, rok předtím, než vznikla publikace č. 2, bylo schváleno 

Evropskou lékovou agenturou použití cíleného tyrozinkinázového inhibitoru (TKI) 

larotrectinibu určeného pro nádory pozitivní na NTRK fúzní gen (Scott, 2019). Pro detekci 

NTRK fúzních genů bylo nutné zanalyzovat rozsáhlý soubor vzorků PTC, FTC, OCA, MTC, 

PDTC, ATC. Vzhledem k jejich vysokému počtu jsme nemohli analýzu provést pomocí panelu 

s Anchored Multiplex PCR technologií, jelikož tato komplexní analýza je velice nákladná. Na 

základě naší studie č. 2 jsme zjistili, že se fúzní geny vyskytovaly ve všech případech 

exkluzivně, v žádném ze vzorků pozitivním na fúzní gen nebyly zjištěny další kauzální mutace 

jiných genů (např. BRAF, RAS). Toto naše zjištění bylo podpořeno i údaji v literatuře (Agrawal 

et al., 2014; Parimi et al., 2023; van der Tuin et al., 2019). Pouze v ojedinělých případech byl 

v literatuře zaznamenán společných výskyt dvou kauzálních mutací (Leeman-Neill et al., 

2014). Soubor vzorků karcinomů štítné žlázy jsme podrobili analýze mutací následujících genů: 

BRAF, HRAS, KRAS, NRAS, RET a fúzních genů: RET/PTC1, RET/PTC3 a PAX8/PPARγ. 

Vzorky, které byly negativní na přítomnost kauzální mutace, jsme analyzovali pomocí NTRK 

Gene Fusions Detection Kit (AmoyDx) za využití real-time PCR a FusionPlex Comprehensive 

Thyroid and Lung Kitu za využití masivně paralelního sekvenovaní. Všechny pozitivní nebo 

hraniční nálezy z NTRK Gene Fusions Detection Kitu jsme ověřovali pomocí FusionPlex 

Comprehensive Thyroid and Lung Kitu. NTRK fúzní geny jsme úspěšně detekovali u 59 vzorků 

karcinomů štítné žlázy. Veškeré pozitivní nálezy jsme verifikovali pomocí navržených primerů 

a hydrolyzačních sond pomocí analýzy real-time PCR. Navržené primery a sondy jsme uplatnili 
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v naší rutinní analýze vzorků (Obr. 8). Nejprve analyzujeme geny na přítomnost bodových 

mutací a v případě negativního výsledku přistupujeme k detekci nejčastějších fúzních genů 

pomocí real-time PCR. Pokud u odoperovaných nádorových vzorků ani po této analýze 

nenalezneme mutaci, pokračujeme s RNA sekvenací pomocí FusionPlex Comprehensive 

Thyroid and Lung Kitu. U vzorků se specifickými histologickými rysy a vzorků od dětských a 

dospívajících pacientů přistupujeme k analýze fúzních genů ještě před analýzou bodových 

mutací. 

 

Obrázek 8. Schéma vyšetření nádorových vzorků štítné žlázy používané v naší laboratoři. FTC 

folikulární karcinom štítné žlázy, FV folikulární varianta (subtyp), HTT hyalinizující trabekulární tumor, 

MPS masivně paralelní sekvenování, PTC papilární karcinom štítné žlázy 

 

V roce 2021, kdy jsme publikovali článek č. 3 o NTRK fúzních genech bylo schváleno 

Evropskou lékovou agenturou cílené léčivo pro RET mutované nádory, TKI selpercatinib 

(Markham, 2020). Vzhledem k možnosti nové terapie zesílil celosvětový zájem o nádory 

pozitivní na RET mutace a jejich léčbě. O MTC s aktivačními bodovými mutacemi RET genu 

bylo publikováno již mnoho studií (Figlioli et al., 2013). Co se ale týče RET fúzních genů, byly 

popsány malé kohorty převážně dětských pacientů s PTC a publikace se většinou věnovaly 

pouze dvěma nejčastějším typům RET fúzních genů – RET/PTC1 a RET/PTC3. Tato fakta nás 
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podnítila k provedení komplexní studie týkající se RET fúzních genů u pediatrických a 

dospělých pacientů. Provedli jsme analýzu rozsáhlého souboru vzorků PTC, FTC, OCA, MTC, 

PDTC, ATC. Podobně jako u publikace č. 3 jsme nejprve z analýzy vyloučili vzorky pozitivní 

na kauzální mutaci. Dále jsme vzorky analyzovali na přítomnost RET/PTC1 a RET/PTC3 

fúzních genů. Zbylý soubor vzorků negativních na přítomnost kauzální mutace jsme 

analyzovali na další RET fúzní geny pomocí FusionPlex Comprehensive Thyroid and Lung 

Kitu a masivně paralelního sekvenování. RET fúzní geny jsme úspěšně detekovali u 113 

pacientů, 76 dospělých a 37 dětských a dospívajících pacientů.  
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4 Diskuze 

Jedním z hlavních poznatků této dizertační práce bylo zjištění, že nejčastější genetickou 

změnou u PTC dětských a dospívajících pacientů jsou fúzní geny vyskytující se v 52/93 (56 %) 

případů. Tak vysoký záchyt fúzních genů v době publikace byl poměrně unikátní, protože 

v porovnání s jinými studiemi se jedná o vyšší frekvenci, než bývalo u sporadických PTC 

dětských a dospívajících pacientů detekováno. V literatuře byly fúzní geny popisovány u 24-

49 % případů (Cordioli et al., 2016; Mostoufi-Moab et al., 2017; Nikita et al., 2015; Prasad et 

al., 2016; Ricarte-Filho et al., 2013). Výjimkou byly studie prováděné před mnoha lety za 

využití starších a již nepoužívaných metodik, které často dokázaly zachytit jen nejčastější typy 

fúzních genů nebo naopak měly vyšší podíl falešně pozitivních záchytů a mohl tak být ovlivněn 

celkový záchyt. 

Přítomnost RET fúzních genů byla dříve dávána do souvislosti s radiačně indukovanými PTC.  

RET fúzní geny jsme v našem souboru pediatrických PTC detekovali ve 30 % případů. Žádný 

z pacientů s PTC pozitivním na jakýkoliv typ fúzního genu nebyl před diagnózou PTC vystaven 

ionizujícímu záření, jednalo se o sporadické případy PTC. V roce 1995 vznikly dvě studie 

zabývající se genetickým pozadí karcinomů štítné žlázy dětských pacientů, kteří byli 

v kontaminované oblasti v době havárie Černobylské elektrárny roku 1986. U těchto pacientů 

byly RET fúzní geny detekovány shodně v 67 % (Fugazzola et al., 1995; Klugbauer et al., 

1995). Nicméně, soubory pacientů byly velice omezené, o šesti a 12 jedincích. Na základě 

těchto studií vznikla pracovní skupina, která si dala za cíl porovnat genetický profil radiačně 

indukovaných pediatrických PTC se sporadickými PTC. V roce 1997 vyšla publikace, kde RET 

fúzní gen identifikovali u 87 % radiačně indukovaných a 71 % sporadických pediatrických PTC 

(Nikiforov et al., 1997). Jedná se o poměrně odlišný záchyt než v naší studii, avšak je nutné 

podotknout, že v době vzniku výše zmíněné publikace byly používány nepřesné molekulárně 

genetické metody. O čtyři roky později vznikla obdobná studie, ve které byly RET fúzní geny 

zachyceny u 76 % radiačně indukovaných a 40 % sporadických případů (Elisei et al., 2001). 

Jak již bylo zmíněno v úvodu, RET fúzní gen byla jedna z prvních odhalených genetických 

příčin karcinomů štítné žlázy, proto jsou prvotní studie zaměřené pouze na RET fúzní geny. 

Průlomová publikace, která vznikla v roce 2013, porovnává opět kohorty radiačně 

indukovaných (n = 26) a sporadických (n = 27) PTC dětských a dospívajících pacientů, ale 

kromě RET fúzních genů byly vyšetřeny i další genetické změny. Frekvence RET fúzních genů 

je u obou kohort nižší než u výše zmíněných článků, možným vysvětlením může být použití 

odlišné metodiky – RNA sekvenace. RET fúzní geny u radiačně indukovaných PTC byly 
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detekovány v 58 % a u sporadických PTC v 26 % případů (Ricarte-Filho et al., 2013). Záchyt 

u sporadických PTC (26 %) je podobný jako u našeho souboru (30 %).  

Dalšími fúzními geny, popsanými u PTC, byly NTRK fúzní geny. Ricarte-Filho et al. v roce 

2013 jako první u karcinomů štítné žlázy popsali fúzní gen ETV6/NTRK3, který je nejčastějším 

NTRK fúzním genem. Detekovali jej s téměř stejnou frekvencí (8 a 7 %) v kohortě radiačně 

indukovaných a sporadických pediatrických PTC. U kohorty radiačně indukovaných PTC navíc 

identifikovali TPR/NTRK1 fúzní gen, který jsme v našem dětském souboru nenalezli, ale jeden 

případ jsme odhalili u dospělého pacienta s PTC (Ricarte-Filho et al., 2013). Celkově jsme 

NTRK fúzní geny v našem dětském souboru detekovali s vyšším výskytem (16 %). 

Mutaci BRAF V600E Ricarte-Filho et al. nalezli u 26 % sporadických pediatrických PTC, což 

je více v porovnání s námi detekovanými 19 % (Ricarte-Filho et al., 2013). Frekvence BRAF 

V600E mutace v souborech dětských pacientů s PTC výrazně kolísá, v literatuře se většinou 

pohybuje mezi 16 a 63 % (Alzahrani et al., 2016; Henke et al., 2014; Prasad et al., 2016; Sisdelli 

et al., 2019). Na rozdílnou frekvenci BRAF V600E má pravděpodobně vliv geografický původ 

vzorku, velikost studované kohorty a nastavení věkové hranice. BRAF V600E u našeho souboru 

korelovala s klasickým subtypem PTC a vyšším věkem dětských a dospívajících pacientů, než 

tomu bylo u pacientů s PTC pozitivních na RET fúzní gen. Tato zjištění byla nalezena i v jiných 

publikacích (Lee et al., 2021; Prasad et al., 2016). 

Dalšími hlavními genetickými změnami u PTC jsou mutace v RAS genech. RAS mutaci, 

konkrétně NRAS Q61R Ricarte-Filho et al. identifikovali u 2/27 (7 %) jedinců se sporadickým 

pediatrickým PTC (Ricarte-Filho et al., 2013). V našem souboru jsme RAS mutaci nalezli také 

u 2 z 93 (2 %) případů, konkrétně HRAS Q61K a NRAS Q61K. Podobný záchyt RAS mutací 

představil Alzahrani et al. ve své publikaci čítající 79 dětských pacientů s PTC. Detekoval dvě 

NRAS mutace, konkrétně Q61R a Q61K (3%) (Alzahrani et al., 2016). Třebaže tato studie 

zahrnovala vysoký počet vzorků pediatrických PTC, měla velkou nevýhodu v použitém 

genetickém materiálu. Jako materiál k molekulárně genetické analýze používala parafínové 

bločky, ze kterých nebylo možné izolovat dostatečně kvalitní RNA vhodnou k vyšetření 

fúzních genů. Naší velkou výhodu bylo, že jsme u pediatrických PTC jako materiál 

k molekulárně genetickým analýzám používali zamražené vzorky PTC, které byly po operaci 

uschovány při -80 °C. Z těchto vzorků jsme izolovali DNA i RNA o velice vysoké kvalitě a 

množství vhodném pro účely masivně paralelního sekvenování. Další nevýhodou studie od 

Alzahrani et al. byla analýza bodových mutací pomocí Sangerova sekvenování, u kterého je 
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problematické odhalení mutací o nízké alelické frekvenci. Nicméně tato studie jako jediná 

odhalila u pediatrického pacienta s PTC mutaci TERT C228T (Alzahrani et al., 2016), pokud 

nezahrnujeme velice pochybnou studii, kde TERT C228T mutaci detekovali u 27 % případů 

pediatrických PTC (Geng et al., 2019). TERT mutace jsme v našem souboru nenalezli 

u žádného dětského nebo dospívajícího pacienta. Tyto mutace se na základě dat z literatury 

většinou objevují u pacientů nad 40 let a riziko jejich výskytu roste s věkem pacienta 

pravděpodobně kvůli zkracujícím se délkám telomér (Yang et al., 2022). Dalším překvapivým 

nálezem u studie Alzahrani et al. byla mutace genu PIK3CA detekovaná u dvou případů 

(Alzahrani et al., 2016). PIK3CA se obvykle vyskytují společně s dalšími mutacemi 

u pokročilých karcinomů štítné žlázy (García-Rostán et al., 2005). 

ALK fúzní geny jsme detekovali u 6/93 (6 %) PTC dětských a dospívajících pacientů a ve všech 

případech se jednalo o STRN/ALK fúzní gen. Tento výsledek je možné porovnat pouze se dvěma 

studiemi, ve kterých ALK fúzní gen u pediatrických pacientů zachytili. V jedné publikaci nalezli 

ALK fúzní gen ve 3/14 (21 %) pediatrických PTC případů (Vanden Borre et al., 2017). V jiné 

studii dosáhli stejného výsledku jako v naší studii, kdy detekovali ALK fúzní gen v 6/106 (6 %) 

pediatrických PTC případů. Konkrétně identifikovali partnerské geny STRN, EML4 a RBMS3 

u tří případů, u zbylých tří případů neodhalili, o jaký partnerský gen se jedná (Lee et al., 2021). 

V jednom unikátním případě byl popsán CCDC6/ALK fúzní gen u 10letého pacienta s MTC a 

distálními metastázami. Tento genetický nález měl vliv na změnu léčby pacienta, ze 

selpercatinibu na crizotinib a později na alectinib. Po šesti dnech ALK inhibice klesl pacientovi 

kalcitonin z 6703 pg/ml na 663 pg/ml (Hillier et al., 2019). 

BRAF kináza může být u karcinomů štítné žlázy kromě nejčastější mutace V600E a dalších 

bodových změn aktivována i vznikem fúzního genu. BRAF fúzní geny jsme identifikovaly 

pouze ve 2/93 (2 %) případech dětských a dospívajících pacientů s PTC. Jednalo se o 

OPTN/BRAF a CUL1/BRAF fúzní geny, které v době publikace nebyly u karcinomů štítné žlázy 

popsány. Dříve Ricarte-Filho et al. ve své průlomové práci popsal AKAP9/BRAF a AGK/BRAF 

fúzní geny u radiačně indukovaných PTC dětských pacientů (Ricarte-Filho et al., 2013). 

AGK/BRAF byl poté s překvapivě vysokou frekvencí (19 %) identifikován u převážně 

sporadických PTC od dětských pacientů s karcinomem štítné žlázy z Brazílie (Sisdelli et al., 

2019). 

Velmi vzácnými fúzními geny jsou MET fúzní geny. EML4/MET fúzní gen byl poprvé popsán 

v naší studii a byl to také první MET fúzní gen, který byl u karcinomů štítné žlázy 
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u pediatrického pacienta vůbec publikován. Do té doby byl u karcinomů štítné žlázy 

identifikován pouze jeden případ TFG/MET fúzního genu u dospělého pacienta (Agrawal et al., 

2014). Nyní jsou známy další dva případy PTC pozitivních na MET fúzní gen a opět se jedná 

o EML4/MET a TFG/MET typy fúzních genů (Chu et al., 2020). Třebaže se ALK, BRAF a MET 

fúzní geny vyskytují vzácně, má smysl na ně vzorky nádorů štítné žlázy testovat jak 

předoperačně, kdy mohou pomoci se stanovením diagnózy, tak i pooperačně z hlediska 

nastavení cílené léčby u pokročilých nebo RAI refrakterních karcinomů štítné žlázy. 

Dalším významným výstupem této dizertační bylo porovnání PTC dětských a dospívajících 

pacientů pozitivních na fúzní gen s PTC negativními na fúzní geny. PTC, u nichž byl detekován 

fúzní gen, byly agresivnější povahy než PTC, u nichž fúzní gen nebyl objeven. Byla u nich 

častěji pozorována extratyreoidální extenze, lokální a distální metastázy, chronická 

lymfocytární tyreoiditida a četná psamomatózní tělíska. Pacientům s PTC pozitivním na fúzní 

gen bylo podáno více dávek RAI než pacientům s PTC negativním na fúzní gen. V jedné studii, 

která předcházela té naší, byly porovnávány PTC pozitivní na fúzní gen s PTC pozitivními na 

BRAF V600E mutaci. PTC pozitivní na fúzní gen byly asociovány s jiným histologickým 

subtypem než klasickým, který koreloval s mutací BRAF V600E. Většina PTC pozitivních na 

fúzní gen byla solidního subtypu. Další odlišnost byla zaznamenána ve velikosti nádoru, kdy 

PTC pozitivní na fúzní gen byly větší velikosti než PTC pozitivní na mutaci BRAF V600E. 

Dále u PTC pozitivních na fúzní gen byla častěji zjištěna invaze do lymfatických cév a 

tyreoiditida (Prasad et al., 2016). Stejný způsob porovnání byl zvolen i u jiné novější studie, 

kdy pediatrické PTC pozitivní na fúzní geny byly významně asociovány s nižším věkem 

pacientů, větší velikostí nádoru, častější extratyreoidální extenzí, přítomností metastáz 

v lymfatických uzlinách a na plicích a horší prognózou než PTC pozitivní na mutaci BRAF 

V600E (Lee et al., 2021). K podobným výsledkům dospěla i další novější studie, ve které byly 

porovnávány pediatrické PTC pozitivní na RET/NTRK fúzní gen s PTC pozitivními na BRAF 

V600E a RAS mutaci (Franco et al., 2022). Lze tedy shrnout, že PTC dětských a dospívajících 

pacientů pozitivních na fúzní geny jsou prokazatelně asociovány s agresivnějším chováním 

tumoru. Zda toto tvrzení platí i pro dospělé pacienty s PTC pozitivními na fúzní gen je zatím 

předmětem bádání. Nicméně studie Lu et al. tuto hypotézu potvrzuje. PTC pozitivní na fúzní 

geny u dospělých pacientů byly silně asociovány s přítomností metastáz, lokální invazí, větší 

velikostí a vyššími stádii nádoru (Lu et al., 2017). 

V naší studii jsme šli více do hloubky a porovnali jsme PTC pozitivní na RET fúzní gen s PTC 

pozitivními na NTRK3 fúzní gen. Zjistili jsme, že pacienti s PTC pozitivním na RET fúzní gen 
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mají významně častěji lokální a distální metastázy. Vzhledem k tomu, že naše studie je jediná, 

která se takovým porovnáním zabývala, není možné výsledky srovnat s jinými publikacemi. 

Hned na počátku odhalování možných genetických příčin PTC dětských a dospívajících 

pacientů jsem se rozhodla zahrnout do analýzy geny, které byly s karcinomy štítné žlázy 

asociované v minoritních případech. Na tři takové minoritní geny upozornila velice významná 

publikace popisující výsledky projektu TCGA, jehož cílem bylo komplexně molekulárně 

geneticky analyzovat 496 vzorků PTC (Agrawal et al., 2014). Autorům rozsáhlé studie se 

podařilo odhalit genetický profil v 96,5 % případech, a to mimo jiné i díky analýze fúzních 

genů a EIF1AX, CHEK2 a PPM1D genů, u nichž detekovali somatické mutace. Mutace genu 

EIF1AX nalezli u šesti případů, z nichž jeden byl pozitivní i na jiné kauzální mutace. Autoři 

z toho usoudili, že mutace tohoto genu jsou kauzální a jedná se o nový marker PTC. Dnes je již 

známo, že se mutace EIF1AX genu vyskytují i u benigních nádorů štítné žlázy (Castagna et al., 

2020) a u maligních případů se vyskytují většinou společně s mutacemi v RAS genech 

(Karunamurthy et al., 2016). I přes tyto poznatky je důležité EIF1AX gen analyzovat. Bylo 

například zjištěno, že varianty v exonu 2 spíše korelují s benigním onemocněním štítné žlázy a 

varianty v exonu 6 naopak s karcinomy (Karunamurthy et al., 2016). Také byly mutace EIF1AX 

genu nalezeny ve zvýšené míře u PDTC a ATC (Landa et al., 2016). V naší studii jsme nenalezli 

žádné somatické mutace v genech EIF1AX, CHEK2 a PPM1D u PTC dětských a dospívajících 

pacientů. Alzahrani et al. dospěli k podobnému výsledku ve studii zahrnující 301 pacientů 

s karcinomem štítné žlázy, z nichž 97 pacientů bylo pediatrických. Somatickou mutaci nalezli 

pouze u jednoho vzorku dospělého pacienta, a to v genu EIF1AX (Alzahrani et al., 2019). Ani 

v genech EZH1 a IDH1 jsme u pediatrických pacientů nenalezli žádnou genetickou změnu.  

Komplexní projekt TCGA je vhodný k porovnání našich výsledků na souboru dětských a 

dospívajících PTC s genetickým profilem PTC od dospělých pacientů. Projekt TCGA 

zahrnoval 496 pacientů s PTC, z nichž pouze devět pacientů bylo pediatrických. Nejčastější 

mutací u PTC dospělých pacientů byla BRAF V600E, která byla detekovaná v 60 % případů, 

což je v porovnání s námi detekovanými 19 % u pediatrických pacientů více než trojnásobek. 

U RAS mutací byl rozdíl mezi dospělou a dětskou kohortou ještě výrazně větší. RAS mutace 

byly souhrnně u PTC dospělých jedinců nalezeny ve 13 %, zatímco my jsme je u pediatrického 

souboru PTC identifikovali ve 2 % případů. V TCGA projektu byly fúzní geny detekovány v 15 

% případů, což je téměř čtyřikrát méně, než jsme v našem souboru detekovali u pediatrických 

PTC. Nutné je však zmínit, že RET fúzní geny v TCGA projektu detekovali v 6,3 % případů, 

což je mírně nižší záchyt než 8,7 %, který jsme zjistili u naší kohorty dospělých pacientů s PTC. 
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U NTRK fúzních genů byl také zaznamenán rozdíl mezi naším záchytem a záchytem u TCGA 

projektu. V naší studii jsme NTRK fúzní geny detekovali v 5,7 % PTC dospělých pacientů a 

autoři TCGA projektu v 2,3 % (Agrawal et al., 2014). 

Relativně nízký záchyt fúzních genů u dospělých pacientů by mohl odradit některé laboratoře 

z jejich testování. Pokud ale vezmeme v potaz, že se fúzní geny a mutace v genech BRAF a 

RAS v naprosté většině případů nevyskytují současně u jednoho vzorku karcinomu štítné žlázy, 

je možné nejdříve analyzovat mutace v genech BRAF a RAS a až po negativním výsledku 

přistoupit k testování fúzních genů. U NTRK fúzních genů se tak podle jedné studie zvýší záchyt 

až na 20 % (Lee et al., 2020), u naší studie se záchyt u dospělých pacientů zvýšil na 23 %. Co 

se týče metodického přístupu u pediatrických pacientů s karcinomem štítné žlázy, měly by být 

v první řadě vyšetřeny nejběžnější fúzní geny vyskytující se u karcinomů štítné žlázy. V případě 

negativního výsledku, by mělo následovat vyšetření BRAF a RAS genů a pokud stále není 

nalezena genetická příčina nádoru, měl by vzorek podstoupit RNA sekvenaci pro odhalení 

vzácnějšího fúzního genu. 

Molekulárně genetické vyšetření má význam i u předoperačních vzorků z uzlů štítné žlázy 

dětských a dospívajících pacientů. Výsledky naší studie byly implementovány do European 

Thyroid Association Guidelines for the management of pediatric thyroid nodules and 

differentiated thyroid carcinoma publikovaných v roce 2022, kde byla citována i naše publikace 

(Lebbink et al., 2022). V pokynech je zdůrazněna častá přítomnost fúzních genů 

u pediatrických pacientů a užitečnost jejich testování u předoperačních vzorků cytologicky 

zhodnocených jako Bethesda III-V. V našich studiích jsme testovali RET a NTRK fúzní geny 

u několika set vzorků z benigních uzlů štítné žlázy, abychom prokázali, že tyto fúzní geny jsou 

spjaty pouze s malignitou, a abychom pomohli vyvrátit dřívější stále zakořeněnou teorii, že 

RET fúzní geny se vyskytují i u benigních nálezů ve štítné žláze, např. Hashimotově tyreoiditidě 

(Sheils et al., 2000; Wirtschafter et al., 1997). K těmto nálezům bohužel došlo před více než 20 

lety z důvodu použití metod, které měly zásadní technická omezení vedoucí k vysokému riziku 

falešně pozitivních výsledků. Úspěch v naší snaze jsme zaznamenali, když byl publikován 

článek Paediatric differentiated thyroid carcinoma: a UK National Clinical Practice Consensus 

Guideline, kde bylo uvedeno, že NTRK fúzní geny jsou asociovány se 100% rizikem malignity 

a naše publikace byla citována (Howard et al., 2022). 

Molekulárně genetické vyšetření má u dětských a dospívajících pacientů s PTC význam nejen 

z diagnostického hlediska, ale i prognostického a při nastavení vhodné léčby. Asociaci RET 
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fúzních genů s přítomností metastáz v lymfatických uzlinách, která u dětských a dospívajících 

pacientů dosahuje 89 %, je nutno brát v potaz při indikaci k chirurgickému výkonu. Na rozdíl 

od RET fúzních genů, u NTRK fúzních genů riziko metastáz stoupá s velikostí primárního 

nádoru. Zatímco u uzlů do 2 cm je riziko metastáz do lymfatických uzlin 37%, u uzlů větších 

než 2 cm je riziko metastáz do lymfatických uzlin 86%. Dále při léčbě RAI je přínosné znát, že 

čtvrtina pediatrických pacientů s RET fúzním genem má distální metastázy. Polovina 

pediatrických pacientů s PTC pozitivním na RET fúzní gen měla v prvních letech po operaci 

strukturální odpověď na léčbu, což bylo potvrzeno i v jiné studii (Lee et al., 2021). V průběhu 

dalších let ale u pacientů docházelo k výraznému zlepšení odpovědi na léčbu. U žádného 

pediatrického pacienta s PTC pozitivním na mutaci BRAF V600E jsme nezaznamenali distální 

metastázy. Na druhou stranou, v porovnání s RET fúzními geny, pacienti s PTC pozitivními na 

BRAF V600E podstupovali častěji reoperace kvůli metastázám v lymfatických uzlinách, 

pravděpodobně z důvodu častější RAI refrakteritě. Ve vzácných případech může molekulárně 

genetické vyšetření karcinomu štítné žlázy zachránit život pediatrického pacienta při nasazení 

cílené léčby vázané na konkrétní detekovanou mutaci (Hillier et al., 2019; Lee et al., 2021). 
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5 Závěr 

Tato dizertační práce významně přispívá k lepšímu porozumění molekulárně genetického 

pozadí PTC u dětských a dospívajících pacientů. Výsledky jsou využitelné nejen v naší 

laboratoři v rámci rutinního vyšetření, ale i celosvětově. Vytyčené cíle byly splněny: 

1) Analyzovat rozsáhlý soubor vzorků pediatrických PTC a odhalit jejich genetický 

profil.  

 

Molekulárně genetickou analýzou jsme zjistili, že nejčastější genetickou příčinou 

PTC dětských a dospívajících pacientů jsou fúzní geny vyskytující se v 56 % 

případů. Nejčastějším typem byly RET fúzní geny, u nichž jsme identifikovali 

nejvíce typů, dále následovaly NTRK3 fúzní geny. V ostatních případech jsme 

nalezli ALK, NTRK1, BRAF a MET fúzní geny. Druhou nejčastější genetickou 

příčinou byla mutace BRAF V600E. U jednotek případů byly detekovány mutace 

RAS genů. Celkově byla genetická příčina zjištěna u 77 % případů. 

 

2) Porovnat agresivitu PTC dětských a dospívajících pacientů na základě jejich 

genetického pozadí. 

 

Porovnáním vzorků PTC pozitivních a negativních na fúzní gen jsme odhalili, že 

PTC pozitivní na fúzní gen jsou významně častěji asociovány s extratyreoidální 

extenzí nádoru, vyšší T klasifikací a častějšími lokálními a distálními metastázami. 

U pacientů s PTC pozitivním na RET fúzní gen byly častěji pozorovány lokální a 

distální metastázy než u pacientů s NTRK3 fúzním genem. Pacientům, kteří měli 

PTC pozitivní na fúzní gen, bylo podáno více dávek RAI než pacientům s PTC 

negativním na fúzní gen. 

 

3) Charakterizovat karcinomy dětských i dospělých pacientů pozitivních na RET a 

NTRK fúzní geny. Porovnat klinické a histopatologické znaky mezi kohortami 

dětských a dospělých pacientů. 

 

NTRK fúzní geny byly asociovány s folikulárním uspořádáním nádoru, metastázami 

v lymfatických uzlinách a chronickou lymfocytární tyreoitidou. NTRK fúzní geny 

jsme detekovali nejen u PTC, ale i dvou případů PDTC s větší velikostí nádoru. 

Karcinomy menší velikosti a bez přítomnosti metastáz korelovaly s příznivou 

prognózou. Mezi dětskou a dospělou kohortou nebyl zaznamenán žádný významný 

rozdíl. 

Zjistili jsme, že RET fúzní geny korelují s největší agresivitou pediatrických 

karcinomů štítné žlázy. Při adekvátní léčbě mají však pacienti s karcinomy 

pozitivními na tyto fúzní geny příznivou prognózu. Mezi pediatrickou a dospělou 

kohortou byl zaznamenán významný rozdíl ve velikosti nádoru, pediatričtí pacienti 

měli nádor výrazně větší, měli častější extratyreoidální extenzi a metastázy 

v lymfatických uzlinách. 
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4) Optimalizovat metodu pro detekci širokého spektra fúzních genů pomocí real-time 

PCR analýzy a zavést analýzu vybraných fúzních genů do rutinní praxe. 

 

Díky rozsáhlé molekulárně genetické analýze jsme identifikovali různé typy i méně 

častých nebo dokonce zatím nepopsaných fúzních genů a získali tak pozitivní 

kontroly. Optimalizovali jsme rychlou a citlivou metodu pro detekci fúzních genů 

vyskytujících se nejčastěji u PTC dětských a dospívajících pacientů. Metodika 

spočívá na základě hydrolyzačních sond a real-time PCR a podařilo se ji zavést do 

rutinní praxe. 
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