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Abstrakt   

 

Disertaļn² pr§ce pojedn§v§ o rozd²lnĨch metodickĨch pŚ²stupech detekce rŢznĨch 

genetickĨch alterac² u tŚ² typŢ solidn²ch n§dorŢ: ġt²tn® ģl§zy, kolorekta a slinivky bŚiġn². 

Modern² onkologickĨ vĨzkum se na znalosti somatickĨch genetickĨch alterac² 

v n§dorov®m loģisku zakl§d§. Tato znalost, krom toho, ģe vŊdcŢm poskytuje pŚedstavu o 

pŚ²ļinŊ vzniku n§dorŢ, m§ nejvŊtġ² pŚ²nos v tom, ģe mŢģe vĨznamnŊ ovlivnit l®ļbu 

konkr®tn²ho n§doru, respektive pacienta. Specifick® genetick® alterace dok§ģou totiģ 

pŚedpovŊdŊt progn·zu pacienta nebo umoģŔuj² vyuģ²t k terapii molekul§rnŊ c²lenou l®ļbu, 

tzv. biologickou l®ļbu, nejļastŊji ve formŊ inhibitorŢ onkoproteinŢ vzniklĨch 

expres² mutovanĨch genŢ.   

Dalġ² ¼rovn² je pak vyuģit² konkr®tn²ch genetickĨch alterac² pro detekci tzv. voln® 

n§dorov® DNA (ctDNA, z angl. circulating tumor DNA), kter§ se vyskytuje v krvi 

onkologickĨch pacientŢ. AnalĨza ctDNA v perifern² krvi pacientŢ, oznaļovan§ tak® jako 

Ătekut§ biopsieñ, je aktu§lnŊ velmi atraktivn²m pŚ²stupem, kterĨ umoģŔuje neinvazivn² 

sledov§n² prŢbŊhu l®ļby pomoc² stoupaj²c²ch ļi klesaj²c²ch hladin ctDNA, a to prakticky 

kdykoliv je potŚeba.  

V t®to pr§ci se zamŊŚuji pouze na nejdŢleģitŊjġ² poznatky a vĨsledky z²skan® bŊhem 

sv®ho pŢsoben² v onkologick®m vĨzkumu solidn²ch n§dorŢ, kter® dokl§d§m pŚ²sluġnĨmi 

publikacemi.   

V r§mci charakterizace souboru pediatrickĨch pacientŢ s papil§rn²m karcinomem 

ġt²tn® ģl§zy byla d²ky drobn®mu vylepġen² st§vaj²c² metodiky detekce f¼zn²ch genŢ 

nalezena nov§ atypick§ f¼ze genŢ RET a CCDC6, kter§ byla pojmenov§na RET/PTC1ex9. 

Tato f¼ze byla zŚejmŊ pŚ²ļinou agresivn²ho projevu papil§rn²ho karcinomu ġt²tn® ģl§zy u 

osmilet®ho pacienta.  

PŚi vĨzkumu kolorekt§ln²ch karcinomŢ bylo z§sadn²ch objevŢ dosaģeno bŊhem 

studia ctDNA. Nejprve byla zavedena rutinn² citliv§ metodika detekce ctDNA a n§slednŊ 

bylo v²ce neģ 10 let studov§no jej² uplatnŊn² v rŢznĨch klinickĨch situac²ch. Nejv²ce se 

ctDNA osvŊdļila pŚi dlouhodob®m monitorov§n² pacientŢ. Uk§zalo se, ģe ctDNA mŢģe bĨt 

citlivŊjġ²m markerem neģ bŊģnŊ vyuģ²van® proteinov® tumorov® markery a ģe dok§ģe 

odhalit n§vrat n§dorov®ho onemocnŊn² (recidivu) dŚ²ve neģ tyto tumorov® markery nebo 

zobrazovac² metody. D§le je dŢleģitĨm ukazatelem pŚi hodnocen² radikality proveden®ho 

chirurgick®ho odstranŊn² tumorov®ho loģiska.  
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Zcela jinĨm metodickĨm pŚ²stupem rovnŊģ pŚi studiu kolorekt§ln²ch karcinomŢ 

bylo studium intratumorov® mutaļn² heterogenity prekancer·zn²ch kolorekt§ln²ch l®z². S 

c²lem co nejpodrobnŊji lokalizovat a kvantifikovat zastoupen² rŢznĨch mutaļn²ch klonŢ 

v r§mci adenomu, byly prekancer·zn² l®ze rozdŊleny do miniaturn²ch vzorkŢ o objemu cca 

5 mm3. KaģdĨ ze vzorkŢ se n§slednŊ analyzoval separ§tnŊ. Krom pŚedstavy o pŚesn®m 

prostorov®m um²stŊn² a mnoģstv² jednotlivĨch mutac² v prekancer·zn²ch l®z²ch se uk§zalo, 

ģe pŚ²tomnost mutace v 7. exonu genu TP53 je potenci§ln²m prediktorem brzk® recidivy 

onemocnŊn² v podobŊ vzniku novĨch metachronn²ch l®z². 

PŚi studiu karcinomu slinivky bŚiġn² doġlo k vĨznamn®mu pokroku v metodice 

detekce mutac² genu KRAS, kter® jsou hlavn²m pŚedmŊtem m®ho vĨzkumu. Uk§zalo se, ģe 

nejvhodnŊjġ²m materi§lem pro vyġetŚen² mutac² je bioptickĨ materi§l z²skanĨ pŚi 

diagnostice karcinomu pankreatu natŚenĨ na cytologick® skl²ļko. D²ky tomu, ģe patolog pŚi 

cytologick®m vyġetŚen² oznaļ² na skl²ļku oblast vĨskytu tumorovĨch bunŊk a d²ky izolaci 

DNA pouze z t®to oblasti je moģn® eliminovat faleġnŊ negativn² vĨsledky a z²skat skuteļnŊ 

relevantn² z§chyt KRAS mutac². Z§sadn²m poznatkem pak bylo zjiġtŊn², ģe jednotliv® typy 

KRAS mutac² u karcinomu pankreatu nejsou rovnocenn® a mohou ovlivŔovat progn·zu 

pacientŢ. Toho lze vyuģ²t pŚi racion§ln²m pl§nov§n² zpŢsobu l®ļby zejm®na s ohledem na 

kvalitu ģivota a z§tŊģ pacienta. 



                                                                                                                                         

Abstract 

Abstract 

 

The dissertation discusses different methodological approaches for detection of 

various genetic alterations in three types of solid tumors: thyroid, colorectal and pancreatic. 

Modern oncological research is based on the knowledge of somatic genetic alterations in 

tumor. This knowledge, besides providing scientists with an idea of the cause of the 

formation of tumors, has the greatest benefit in that it can significantly influence the 

treatment of a particular tumor or patient. Specific genetic alterations can predict the 

prognosis of a patient or enable the use of molecularly targeted treatment, so-called 

biological treatment, most often in the form of inhibitors of oncoproteins produced by 

expression of mutated genes. 

 The next level is the use of specific genetic alterations to monitor the so-called 

circulating tumor DNA (ctDNA) that occurs in the blood of oncological patients. The 

investigation of genetic alterations from the blood, also referred to as "liquid biopsy", is 

currently a very attractive approach that allows non-invasive monitoring of the course of 

treatment using rising or falling levels of present genetic alteration, virtually whenever 

needed. 

In this work, I focus only on the most important findings and results obtained during 

my work in oncological research of solid tumors, which I illustrate with relevant 

publications. 

During the characterization of a cohort of paediatric patients with papillary thyroid 

cancer, a new atypical fusion of RET and CCDC6 genes, named RET/PTC1ex9, was found 

thanks to a minor improvement in the existing methodology for detection of fusion genes. 

This fusion was apparently the cause of aggressive manifestation of papillary thyroid 

cancer in an eight-year-old patient. 

In colorectal cancer research, major discoveries were made during the study of 

ctDNA. First, a routine sensitive methodology for the detection of ctDNA was introduced 

and then its application in various clinical situations was studied for more than 10 years. 

CtDNA has proven most effective in long-term monitoring of patients. It has been shown 

that ctDNA can be a more sensitive marker than commonly used protein tumor markers 

and that it can detect cancer recurrence earlier than these tumor markers or imaging 

methods. Furthermore, it is an important indicator in assessing the radicality of surgical 

removal of tumor lesions.  



                                                                                                                                         

Abstract 

A completely different methodological approach was also used in the research of 

colorectal carcinomas to study intratumor mutational heterogeneity of precancerous 

colorectal lesions. In order to locate and quantify different mutant clones within the 

adenoma in as much detail as possible, precancerous lesions were divided into miniature 

samples with a volume of approximately 5 mm3. Each of the samples was subsequently 

analyzed separately. In addition to the idea of the precise spatial location and quantification 

of individual mutations in precancerous lesions, it was shown that the presence of a 

mutation in the 7th exon of the TP53 gene is a predictor of early disease recurrence in the 

form of new metachronous lesions. 

During the research of pancreatic cancer, significant progress was made in the 

methodology of detecting KRAS gene mutations, which are the main subject of my 

research. It turned out that the most suitable material for the examination of mutations is 

the biopsy material obtained during the diagnosis of pancreatic cancer smeared on a 

cytological slide. Thanks to the fact that the pathologist during the cytological examination 

marks on the slide the tumor cell area and thanks to the isolation of DNA only from this 

area it is possible to eliminate false negative results and obtain a truly relevant detection of 

KRAS mutations. The key finding was that the individual types of KRAS mutations in 

pancreatic cancer are not equivalent and may affect the prognosis of patients. This can be 

used in rational planning of treatment, especially with regard to the quality of life and 

burden of the patient. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  



Seznam pouģitĨch zkratek a symbolŢ 

Sezam pouģitĨch zkratek a symbolŢ 

 

Zkratka  Anglicky Ļesky 

ALK Anaplastic Lymphoma Kinase gen pro kin§zu anaplastick®ho 

lymfomu 

APC Adenomatous Polyposis Coli  gen famili§rn² adenomat·zn² polyp·zy 

ARTN Artemin artemin 

BRAF V-raf murine sarcoma viral 

oncogene homolog B1 

virovĨ protoonkogen v-raf myġ²ho 

sarkomu, homolog B1 

CA19-9 Cancer antigen 19ï9  tumorovĨ antigen 19ï9 

cDNA Complementary DNA komplement§rn² DNA 

CEA Carcinoembryonic antigen  karcinoembryon§ln² antigen 

cfDNA   Circulating cellïfree DNA cirkuluj²c² Ăvoln§ñ  DNA 

CIMP CpG island methylator phenotype  Fenotyp s hypermetylovanĨmi CpG 

ostrŢvky 

CIN Chromosomal instability chromozom§ln² nestabilita 

CRC Colorectal cancer kolorekt§ln² karcinom 

CT Computed tomography vĨpoļetn² tomografie 

ctDNA Circulating tumor DNA cirkuluj²c² n§dorov§ DNA 

DCC Deleted in colorectal cancer, (tumor 

suppressor gene) 

nepŚ²tomen u kolorekt§ln²ho 

karcinomu, tumor supresorovĨ gen  

DNA Deoxyriboucleic acid  deoxyribonukleov§ kyselina  

dPCR Digital PCR digit§ln² PCR 

EGFR Epidermal growth factor receptor gen pro receptor epiderm§ln²ho 

rŢstov®ho faktoru 

ERK Extracellular signal-regulated 

Kinase 

gen pro kin§zu regulovanou 

extracelul§rn²m sign§lem 

EUS  endoscopic ultrasonography endoskopick§ ultrasonografie 

EUS ï 

FN(A)B 

endoscopic ultrasonography ï fine 

needle (aspiration) biopsy 

endoskopickou ultrasonografii² 

nav§dŊn§ biopsie tenkou jehlou 

FFPE Formalin fixed parrafin embedded (tk§Ŕ) fixovan§ formal²nem, zalit§ do 

parafinu 

FN(A) B Fine-needle (aspiration) biopsy (aspiraļn²) biopsie tenkou jehlou 

GDN Glial Cell Line-Derived 

Neurotrophic Factor 

neurotrofickĨ faktor odvozenĨ z 

gliov® bunŊļn® linie 

KRAS Kirsten rat sarcoma viral oncogene 

homolog 

homolog virov®ho protoonkogenu 

Kirsten krys²ho sarkomu  

LOD Limit of detection limit detekce 

LOH Loss of heterozygozyty ztr§ta heterozygozity 

MAPK  Mitogen-activated protein kinase proteinkin§za aktivovan§ mitogeny 

MEK Mitogen-activated 

protein kinase kinase 1 

MAPKK 1, mitogen aktivuj²c² 

proteinkin§za kin§za 1 

MLH1 Tumor suppressor gene encoding 

DNA mismatch repair protein Mlh1 

tumor supresorovĨ gen k·duj²c² 

protein Mlh1 pro opravu chybn®ho 

p§rov§n² DNA 

MRI Magnetic resonance imaging magnetick§ rezonance 

MSI Microsatellite instability mikrosatelitov§ nestabilita 

NGS Next generation sequencing sekvenov§n² nov® generace  

NRTN Neurturin neurturin 



Seznam pouģitĨch zkratek a symbolŢ 

NTRK Neurotrophic tyrosine receptor 

kinase 

gen pro neurotrofn² tyrozinovou 

receptorovou kin§zu 

OS Overall survival celkov® pŚeģit²  

PanIN Pancreatic intraepithelial neoplasia pankreatick§ intraepiteli§ln² neopl§zie 

PCR Polymerase chain reaction polymer§zov§ ŚetŊzov§ reakce  

PDAC Pancreatic ductal adenocarcinoma dukt§ln² adenokarcinom pankreatu 

PSPN Persephin persefin 

PET/CT Positron emission tomography/ 

computed tomography 

pozitronov§ emisn² 

tomografie/vĨpoļetn² tomografie 

PIK3CA Phosphatidylinositol 3-kinase Gen pro fosfatidylinositol 3-kin§zu 

PTC Papillary thyroid cancer papil§rn² karcinom ġt²tn® ģl§zy 

qPCR Quantitative PCR kvantitativn² PCR v re§ln®m ļase 

RAS Ras sarcoma virus gene gen k·duj²c² protein p21 

RET Rearranged during transfection protoonkogen, ĂpŚeskupenĨ bŊhem 

transfekceñ 

RET/PTC RET/PTC fusion gene f¼zn² gen vzniklĨ spojen²m RET genu 

s jinĨm genem (u PTC) 

RNA Ribonucleic acid ribonukleov§ kyselina  

TP53  Tumor protein 53 gen pro tumorovĨ protein 53 

TRK Tropomyosin Receptor Kinase gen pro tropomyosinovĨ receptor s 

kin§zovou aktivitou 

VEGF Vascular endothelial growth factor gen pro vaskul§rn² endoteli§ln² 

rŢstovĨ faktor 
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1 Đvod 
 

Ļ§st disertaļn² pr§ce vŊnuj²c² se karcinomŢm ġt²tn® ģl§zy byla vypracov§na na 

OddŊlen² molekul§rn² endokrinologie Endokrinologick®ho ¼stavu v Praze. VĨsledky t®to 

ļ§sti pr§ce jsou obsaģeny v n§sleduj²c²cm ļl§nku publikovan®m v impaktovan®m 

zahraniļn²m periodiku, kterĨ je uveden v kapitole 3 VĨsledky jako Publikace 1.: 

 

1.  Halkova T, Dvorakova S, Vaclavikova E, Sykorova V, Vcelak J, Sykorova P, 

Vlcek P, Reboun M, Katra R, Kodetova D, Schrumpf M, van Wezel T, Morreau H, 

Bendlova B. A novel RET/PTC variant detected in a pediatric patient with papillary 

thyroid cancer without ionization history. Hum Pathol. 2015; 46: 1962-1969. IF = 

2.7 

 

VĨzkum tĨkaj²c² se kolorekt§ln²ch karcinomŢ a karcinomŢ pankreatu byl proveden 

v Centru aplikovan® genomiky solidn²ch n§dorŢ VĨzkumn®ho ¼stavu Genomac v Praze. 

VĨsledky t®to ļ§sti pr§ci jsou shrnuty ve 3 publikac²ch zveŚejnŊnĨch v impaktovanĨch 

zahraniļn²ch periodic²ch, kterĨ jsou uvedeny v kapitole 3 VĨsledky jako Publikace 2-4:  

 

2. Beneġov§ L, H§lkov§ T, Pt§ļkov§ R, Semyakina A, Menclov§ K, Pudil J, Ryska 

M, LevĨ M, Ġimġa J, Pazd²rek F, Hoch J, Blaha M, Min§rik M. Significance of 

postoperative follow-up of patients with metastatic colorectal cancer using 

circulating tumor DNA. World J Gastroenterol. 2019; 25: 6939-6948. IF = 4.3 

 

3. H§lkov§ T, Pt§ļkov§ R, Semyakina A, Such§nek Ġ, Traboulsi E, Ngo O, 

Hejcmanov§ K, M§jek O, Bureġ J, Zavoral M, Min§rik M, Beneġov§ L. Somatic 

Mutations in Exon 7 of the TP53 Gene in Index Colorectal Lesions Are Associated 

with the Early Occurrence of Metachronous Adenoma. Cancers 2022; 14: 2823. IF 

= 5.2 

 

4. H§lkov§ T, Bunganiļ B, Traboulsi E, Min§rik M, Zavoral M, Beneġov§ L. 

Prognostic Role of Specific KRAS Mutations Detected in Aspiration and Liquid 

Biopsies from Patients with Pancreatic Cancer. Genes 2024; 15: 1302. IF = 2.8 
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1.1 N§dorov§ onemocnŊn² 

 

N§dorov§ onemocnŊn² jsou po kardiovaskul§rn²ch onemocnŊn²ch celosvŊtovŊ druhou 

nejļastŊjġ² pŚ²ļinou ¼mrt². Jednotliv§ n§dorov§ onemocnŊn² jsou velice heterogenn² a 

mohou postihnout prakticky jakoukoliv tk§Ŕ. Vġechna n§dorov§ onemocnŊn² jsou 

geneticky podm²nŊn§, protoģe pŚ²ļinou malign² transformace bunŊk je vģdy genetick§ 

alterace, nejļastŊji mutace v DNA.  

N§dory mohou bĨt heredit§rn² (famili§rn², dŊdiļn®), a to pokud je dispozice k 

jejich vzniku (mutace odpovŊdn®ho genu) zdŊdŊna ze z§rodeļnĨch bunŊk rodiļe. Jedn§ se 

o tzv. germin§ln² (z§rodeļn®, vrozen®) mutace, kter® jsou pak pŚ²tomny ve vġech 

buŔk§ch organismu a mohou bĨt d§le pŚed§v§ny potomkŢm (Foretov§ et al. 2022). 

Typicky se jedn§ o mutace tumor supresorovĨch genŢ (viz odstavec 1.2), kter® maj² 

recesivn² charakter a k rozvoji n§dorov®ho onemocnŊn² tedy doch§z² aģ po mutaci druh® 

alely genu v somatick® buŔce pŚ²sluġn® tk§nŊ. Tato pr§ce se vġak zamŊŚuje pouze na 

sporadick® formy n§dorovĨch onemocnŊn², kterĨch je naprost§ vŊtġina. Sporadick® 

n§dory vznikaj² vlivem somatickĨch mutac² zdravĨch somatickĨch bunŊk a jejich 

n§slednou transformac² v buŔky n§dorov®. N§dorov® buŔky se vymykaj² kontroln²m 

mechanismŢm bunŊļn® proliferace. To vede v koneļn®m dŢsledku k jejich 

nekontrolovan®mu mnoģen² a vzniku n§dorov® tk§nŊ (Liggett a DeGregori 2017). Pokud 

zmnoģen²m transformovanĨch bunŊk vznikne pevnĨ ¼tvar, nazĨv§me ho solidn²m 

n§dorem. Druhou skupinou n§dorovĨch onemocnŊn² jsou malignity krvetvornĨch bunŊk 

(leuk®mie) a lymfoidn² malignity (lymfomy), o tŊch vġak tato pr§ce nepojedn§v§.  

Malign² transformace je postupnĨ proces a doch§z² pŚi n² k mnoha histologickĨm, 

morfologickĨm a genetickĨm zmŊn§m (Zhang et al. 2024). Krom jiģ zm²nŊn® 

nekontrolovan® proliferace se n§dorov® buŔky odliġuj² od zdravĨch somatickĨch bunŊk 

tak® ztr§tou kontaktn² inhibice, to znamen§, ģe po kontaktu s jinou buŔkou nezastav² svŢj 

rŢst, mohou prorŢstat pŚes sebe, vytv§Śet vrstvy nebo shlukovit® ¼tvary. N§dorov® buŔky se 

nav²c mnoģ² po neomezenĨ poļet generac² a jsou tak prakticky nesmrteln®. N§dorov® 

buŔky nepotŚebuj² k rŢstu stimulaci rŢstovĨmi faktory. Doch§z² u nich tak® ke zmŊnŊ 

povrchovĨch antigenŢ, ļ²mģ se vymykaj² kontrole imunitn²ho syst®mu (Gonzalez et al. 

2018, Hanahan a Weinberg 2000). 
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1.2 Onkogenetika  

 

Pro malign² transformaci jsou z§sadn² mutace v protoonkogenech a tumor 

supresorovĨch genech, coģ jsou geny k·duj²c² proteiny, jejichģ nadmŊrn§ aktivace 

(protoonkogeny) nebo naopak ztr§ta funkce (tumor supresory) zpŢsob² rŢstovou vĨhodu 

buŔky a vede k jej² nekontrolovan® proliferaci (Hanahan a Weinberg 2000, Shen et al. 

2024). Protoonkogeny k·duj² proteiny, kter® pozitivnŊ reguluj² bunŊļnou proliferaci a 

diferenciaci a inhibuj² apopt·zu. PatŚ² mezi nŊ napŚ. rŢstov® faktory, receptory pro rŢstov® 

faktory, proteiny sign§ln²ch drah, bunŊļn®ho cyklu (cykliny, cyklin-dependentn² kinasy), 

transkripļn² faktory a inhibitory apopt·zy. Mutace v protoonkogenech nast§vaj² vŊtġinou v 

tzv. hotspotech (kodony pŚ²p. exony s ļastĨm vĨskytem mutac²). NejļastŊji se jedn§ o 

bodov® mutace, m®nŊ ļasto delece, genov® pŚestavby, nebo genov® amplifikace. Je-li 

protoonkogen aktivov§n mutac², st§v§ se z nŊj onkogen. K tomu staļ² mutace na jedn® alele 

protoonkogenu ï jde o tzv. dominantn² mutace (Anderson et al. 1992). TypickĨmi 

pŚedstaviteli protoonkogenŢ jsou RET, KRAS, BRAF a PIK3CA. 

Tumor supresorov® geny negativnŊ reguluj² (tlum²) bunŊļnou proliferaci. Ļasto jsou 

to geny k·duj²c² inhibitory v sign§ln²ch drah§ch, negativn² transkripļn² faktory, aktiv§tory 

apopt·zy a DNA reparaļn² proteiny. K inaktivaci tumor supresorov®ho genu je potŚeba tzv. 

dvoj²ho z§sahu ï tedy jde o inaktivaci tzv. recesivn²mi mutacemi, kter® inaktivuj² obŊ 

alely tumor supresoru. NejļastŊji se jedn§ o bodovou mutaci jako prvn² z§sah na jedn® alele 

a n§slednŊ bodovou mutaci na druh® alele nebo jej² ¼plnou ztr§tu (LOH ï z angl. losss of 

heterozygosity, ztr§ta heterozygozity), nebo epigenetick® umlļen² hypermethylac² CpG 

ostrŢvkŢ v promotorov® oblasti genu (Lipsick 2020, Chen et al. 2020). Bodov® mutace v 

tumor supresorovĨch genech nem²vaj² hotspoty vĨskytu, mohou nastat prakticky v 

kter®mkoliv exonu, aļkoliv v nŊkterĨch exonech se vyskytuj² ļastŊji - napŚ. v 15. exonu 

genu APC nebo v 5. - 8. exonu genu TP53.  V roce 1990 byly tumor supresorov® geny 

uzn§ny za stejnŊ kl²ļov® pro rozvoj rakoviny jako protoonkogeny (Lipsick 2020). 

Malign² transformace mŢģe zaļ²t mutac² jen v jedin® somatick® buŔce (tzv. 

iniciovan§ buŔka) a jej²m klon§ln²m zmnoģen²m (klon§ln² expanz²) pak vznik§ n§dorov® 

loģisko. BŊhem karcinogeneze se pak vŊtġinou hromad² v jednotlivĨch klonech iniciovan® 

buŔky dalġ² genetick® alterace (viz tak® kapitola 1.5.3 a obr. 8; kapitola 1.5.4 a obr. 9), 

takģe ve vĨsledn® n§dorov® mase mŢģe bĨt pŚ²tomno mnoho klonŢ rŢznŊ mutovanĨch 
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bunŊk. Tento jev se nazĨv§ int ratumorov§ mutaļn² heterogenita, ITH . PodrobnŊji o ITH 

pojedn§v§ kapitola 1.5.4. 

 

1.3 Charakter vzorkŢ pro onkogenetick® vyġetŚen² 

 

PŚi studiu solidn²ch n§dorŢ je moģn® pracovat s nŊkolika druhy vzorkŢ. NejļastŊji se 

jedn§ o zmrazenou n§dorovou tk§Ŕ z²skanou peroperativnŊ nebo o bioptickou tk§Ŕ 

z²skanou napŚ. z tlust®ho stŚeva pŚi kolonoskopii nebo bŊhem ultraosonografick®ho 

vyġetŚen² pŚi diagnostice karcinomu pankreatu. VĨteģky i kvalita DNA izolovan® z tŊchto 

vzorkŢ tzv. ļerstv® zmrazen® n§dorov® tk§nŊ (angl. fresh frozen tissue) bĨvaj² v Ś§dech 

des²tek aģ stovek ng/Õl a tedy zcela dostaļuj²c² pro n§sledn® analĨzy. Vzhledem vġak 

k tomu, ģe tyto vzorky nejsou pŚed zmraģen²m podrobeny histologick®mu ļi cytologick®mu 

zhodnocen², je potŚeba poļ²tat s t²m, ģe zastoupen² sledovanĨch genetickĨch mutac² mŢģe 

bĨt niģġ² neģ je tomu u jinĨch druhŢ vzorkŢ (viz d§le). DŢvodem je to, ģe n§dorov® loģisko 

je smŊs² n§dorovĨch i nen§dorovĨch bunŊk a nemutovan§ DNA z nen§dorovĨch bunŊk pak 

sniģuje z§chyt genetickĨch mutac². To mŢģe bĨt probl®m zejm®na u bioptickĨch vzorkŢ, 

kde bĨvaj² n§dorov® buŔky zastoupeny minoritnŊ nebo ve vzorku mohou chybŊt ¼plnŊ. 

D§le je potŚeba poļ²tat s ITH (viz kapitola 1.2 a 1.5.4). PŚ²tomnost n§dorovĨch bunŊk s 

rŢznĨmi mutacemi totiģ tak® sniģuje jejich z§chyt a ztŊģuje interpretaci vĨsledkŢ, protoģe 

nikdy nen² jasn®, zda je pŚ²tomen jeden klon bunŊk s v²ce mutacemi nebo v²ce klonŢ s 

rŢznĨmi mutacemi. Z uvedenĨch dŢvodŢ je tŚeba u tŊchto vzorkŢ poļ²tat tak® s faleġnou 

negativitou. 

PŚesnŊjġ² charakterizace vzorkŢ je moģn§ u prepar§tŢ ve formŊ parafinovĨch blokŢ, 

tzv. FFPE blokŢ (z angl. formalin fixed parrafin embedded), nebo bioptickĨch 

cytologickĨch n§tŊrŢ na mikroskopisk®m skl²ļku, kter® bĨvaj² rutinnŊ histologicky 

respektive cytologicky zhodnoceny patologem a pak teprve poskytnuty pro izolaci a 

analĨzu DNA. Patolog tak mŢģe vyznaļit na prepar§tu konkr®tn² oblast s vĨskytem 

n§dorovĨch bunŊk, ze kter® je pak izolov§na DNA. Odpad§ t²m komplikace s pŚ²mŊs² 

nen§dorovĨch bunŊk, zŢst§v§ vġak probl®m s ITH. VĨhodou tŊchto archivovanĨch 

prepar§tŢ je moģnost uskladnŊn² pŚi pokojov® teplotŊ, nevĨhodou je obt²ģnŊjġ² izolace 

DNA pouze z omezen®ho mnoģstv² materi§lu. D§le bĨv§ DNA z paraf²novĨch blokŢ 

vlivem fixace tk§nŊ ve formaldehydu fragmentovan§ a chemicky modifikovan§, coģ mŢģe 

v®st k negativn²mu ovlivnŊn² PCR reakce.  
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Dalġ² modern² variantou je detekce DNA mutac² z cirkuluj²c² n§dorov® DNA (ctDNA 

z angl. circulating tumor DNA). Prvn²m krokem je odbŊr krve pacienta a n§sledn§ separace 

plazmy od krevn²ch bunŊk centrifugac². V dalġ²m kroku je izolov§na celkov§ voln§ 

(cirkuluj²c²) DNA z plazmy (cfDNA z angl. cell free DNA), jej²ģ frakc² je i ctDNA. 

V tomto pŚ²padŊ je analĨza DNA zat²ģena stejnĨmi komplikacemi jako analĨza ļerstv® 

n§dorov® tk§nŊ, protoģe se opŊt jedn§ o analĨzu smŊsi n§dorov® i nen§dorov® DNA. Nav²c 

analĨza ctDNA vyģaduje vysoce citlivou metodiku. PodrobnŊji o ctDNA pojedn§v§ 

kapitola 1.5.5.  
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1.4 Karcinomy  ġt²tn® ģl§zy 

 

Karcinomy ġt²tn® ģl§zy jsou pomŊrnŊ vz§cn®, tvoŚ² pŚibliģnŊ 1 aģ 1,5 % vġech novŊ 

diagnostikovanĨch karcinomŢ, nicm®nŊ jsou nejļastŊjġ² malignitou endokrinn²ho syst®mu 

(cca 90 %). Manifestuj² se ve vġech vŊkovĨch skupin§ch, pŚiļemģ vĨraznŊ pŚevaģuje 

vĨskyt u ģen v pomŊru 1 : 0,4 oproti muģŢm. Jejich incidence celosvŊtovŊ od konce 20. 

stolet² st§le narŢst§. V Ļesk® republice bylo v roce 1984 diagnostikov§no 239 pŚ²padŢ, 

v roce 2021 bylo registrov§no uģ 1148 pŚ²padŢ (ĐZIS 2021). N§rŢst incidence mŢģeme 

ļ§steļnŊ vysvŊtlit zlepġenou diagnostikou pomoc² ultrasonografi² nav§dŊn® biopsie tenkou 

jehlou (EUS - FNAB z angl. endoscopic ultrasonography - fine needle aspiration biopsy). 

D²ky ultrazvukov®mu vyġetŚen² je v souļasnosti moģn® detekovat i karcinomy menġ² neģ 1 

cm, tzv. mikrokarcinomy, kter® byly v minulosti detekovateln® obt²ģnŊ (Russell et al. 

2023). Rostouc² trend incidence je d§le pŚisuzov§n zvĨġen® informovanosti pacientŢ ļi 

zpŚ²snŊn² diagnostickĨch krit®ri². Je vġak zŚejm®, ģe existuj² i dalġ² faktory, kter® mohou za 

rostouc² poļet karcinomŢ ġt²tn® ģl§zy, zejm®na environment§ln² polutanty, obezita a zmŊna 

mikrobioty, ļi nadmŊrn® vyuģ²v§n² rentgenov®ho vyġetŚen² ve stomatologii (Memon et al. 

2019, Kim et al. 2020, Kitahara a Schneider 2022).  

 

1.4.1 Anatomie ġt²tn® ģl§zy 

 

Ġt²tn§ ģl§za (latinsky glandula thyroidea) je endokrinn² ģl§za uloģen§ v pŚedn² ļ§sti 

krku v oblasti hrtanu pod ġt²tnou chrupavkou. Ġt²tn§ ģl§za je vysoce c®vnŊ z§soben§, m§ 

tmavŊ ļervenou barvu, hladkĨ povrch a je pokryta vazivovĨm pouzdrem (Mohebati a 

Shaha 2012). Skl§d§ se ze dvou lalokŢ, kter® jsou ve spodn² ļ§sti spojeny mŢstkem 

(isthmus). Na zadn² stranŊ ġt²tn® ģl§zy jsou obvykle um²stŊny dva p§ry pŚ²ġt²tnĨch tŊl²sek. Z 

isthmu mŢģe smŊrem k hlavŊ vyrŢstat pyramid§ln² lalok (lobus pyramidalis) jakoģto 

pozŢstatek sestupu ġt²tn® ģl§zy bŊhem ontogeneze. Vz§cnŊ mŢģe doch§zet k absenci isthmu 

a ģl§za pak existuje jako dva samostatn® laloky (Mohebati a Shaha 2012, Khatawkar a 

Awati 2015).  

Ġt²tn§ ģl§za je tedy tvarovŊ pomŊrnŊ variabiln² ï nŊkdy pŚipom²n§ tvar p²smene U, 

jindy p²smene H. NejļastŊji je vġak pŚirovn§v§na k obrazu motĨla (viz obr. 1). D²ky znaļn® 

velikosti obou lalokŢ (obvykle cca 5 x 2 x 3 cm) se ġt²tn§ ģl§za Śad² mezi jednu z nejvŊtġ²ch 
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endokrinn²ch ģl§z o v§ze pŚibliģnŊ 20 g u dospŊlĨch (Pankow et al. 1985, Khatawkar a 

Awati 2015). 

 

 

Obr. 1 Anatomie ġt²tn® ģl§zy ï ģl§za pŚi pohledu zepŚedu. 

PŚevzato a upraveno dle knihy Moini J et al. Epidemiology of Endocrine Tumors, Chapter 1 - Endocrine 

Glands. Dostupn® z webov® str§nky https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/thyroid-

gland  

 

Mikroskopicky je ġt²tn§ ģl§za tvoŚena z folikulŢ, dutĨch kulovitĨch mŊchĨŚkŢ 

ohraniļenĨch jednou vrstvou folikul§rn²ch bunŊk (obr. 2 A, B). Folikul§rn² buŔky secernuj² 

dovnitŚ folikulu koloid obsahuj²c² tyreoglobulin, kterĨ je prekurzorem hormonŢ 3,5,3Ë,5Ë-

tetrajodthyroninu (thyroxinu, T4) a 3,5,3Ë-trijodothyroninu (T3). Mezi folikul§rn²mi 

buŔkami jsou roztrouġeny parafolikul§rn² buŔky (C-buŔky) produkuj²c² hormon kalcitonin 

(obr. 2 B). 

 

Obr. 2 Folikuly ġt²tn® ģl§zy A) pohled elektronovĨm mikroskopem, B) pohled mikroskopem pŚi 

cytologick®m vyġetŚen². 
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1.4.2 Papil§rn² karcinom ġt²tn® ģl§zy ï diagnostika a l®ļba 

 

Karcinomy ġt²tn® ģl§zy rozdŊlujeme podle pŢvodu a stupnŊ diferenciace. Klasifikace 

n§dorŢ ġt²tn® ģl§zy je na z§kladŊ novĨch klinicko-patologickĨch a molekul§rn²ch poznatkŢ 

neust§le zpŚesŔov§na a aktualizov§na (Baloch et al. 2022, Juhlin et al. 2022, Rossi a Baloch 

2023).  

Majoritn² skupinou jsou karcinomy odvozen® od folikul§rn²ho epitelu, kter® zahrnuj² 

papil§rn² karcinom (PTC), invazivn² opouzdŚenou folikul§rn² variantu papil§rn²ho 

karcinomu, folikul§rn² karcinom, onkocyt§rn² karcinom, high-grade neanaplastickĨ 

karcinom a anaplastickĨ karcinom (Baloch et al. 2022). Z parafolikul§rn²ch C-bunŊk 

vych§z² medul§rn² karcinom s prevalenc² 2 % (Lim et al. 2017). 

NejbŊģnŊjġ²m typem je papil§rn² karcinom (PTC), kterĨ pŚedstavuje 84 % malignit 

ġt²tn® ģl§zy (Lim et al. 2017), a kterĨ byl pŚedmŊtem m®ho vĨzkumu. 

PTC je diagnostikov§n vŊtġinou po n§hodn®m nahmat§n² bulky na krku pacientem 

nebo l®kaŚem. Z§kladn²m vyġetŚen²m je ultrasonografie, kter§ je neinvazivn² a pro pacienta 

nezatŊģuj²c² metodou. PTC se pŚi ultrasonografii projevuje jako hypoechogenn² ¼tvar se 

ġpatnŊ definovanĨmi okraji. Ke stanoven² koneļn® diagn·zy vġak vede aģ cytologick® 

vyġetŚen² bioptick®ho materi§lu odebran®ho pomoc² EUS - FNAB. PŚi potvrzen² diagn·zy 

PTC je pacient indikov§n k operaci. V Ļesk® republice je preferov§n radik§ln² vĨkon, 

tot§ln² thyreoidektomie, jehoģ vĨhodou je zejm®na n²zkĨ vĨskyt recidiv v porovn§n² s 

m®nŊ radik§ln²mi z§kroky (hemithyreidektomie). NevĨhodou je nutnost trval® 

suplementace pacienta tyroxinem (Yang et al. 2024). V souļasn® dobŊ je mezi odbornou 

veŚejnost² vedena diskuse o m®nŊ radik§ln²m pŚ²stupu k l®ļbŊ, kdy se n§zory rŢzn², ale 

zejm®na odborn²ci z USA podporuj² sp²ġe hemithyreoidektomii. V hodnocen² agresivity 

n§doru a doporuļen®ho rozsahu operace pom§haj² molekul§rn² markery. 

K charakterizaci resekovan®ho PTC patologem se vyuģ²v§ TNM syst®m klasifikace, 

kde T je charakteristikou prim§rn²ho n§dorov®ho loģiska, N je charakteristikou 

metast§z do pŚilehlĨch lymfatickĨch uzlin a M je charakteristikou vzd§lenĨch 

metast§z (viz tabulka 1). Na z§kladŊ TNM klasifikace se n§slednŊ stanovuje pokroļilost 

(st§dium) PTC (viz tabulka 2). TNM syst®m klasifikace PTC byl ned§vno revidov§n a 

aktu§lnŊ je platn§ jeho 8. edice (Brierley et al. 2017). Mladġ² pacienti m²vaj² obecnŊ 

pŚ²znivŊjġ² progn·zu, proto se u nich urļuj² pouze stadia I nebo II, a to na z§kladŊ absence 

ļi pŚ²tomnosti dist§ln²ch metast§z. NejvŊtġ² zmŊnou v 8. edici TNM klasifikace je posun 
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cut-off vŊku z pŢvodn²ch 45 let na 55 let, coģ umoģŔuje zpŚesnit odhad rizika agresivity 

n§doru (Nam et al. 2018, Gholami et al. 2024).  

 

Tab. 1 TNM klasifikace PTC (8. edice)  

Charakteristika 

prim§rn²ho n§doru 

 

TX nelze hodnotit 

T0 nen² pŚ²tomen 

T1 omezen na ġt²tnou ģl§zu Ò 2 cm 

T2 omezen na ġt²tnou ģl§zu > 2 cm a Ò 4 cm 

T3a omezen na ġt²tnou ģl§zu > 4 cm   

T3b 
makroskopick§ extratyreoid§ln² extenze zasahuj²c² 

do pŚ²ļnŊ pruhovan® svaloviny, jak§koliv velikost  

 
T4a postihuje podkoģ², hrtan, tracheu, j²cen, nebo  

zvratnĨ nerv 

 
T4b postihuje prevertebr§ln² fascii, c®vy mediastina 

nebo krļn² tepnu 

 

PŚ²tomnost metast§z 

v region§ln²ch m²zn²ch 

uzlin§ch 

NX nelze hodnotit 

N0 nejsou pŚ²tomny 

N1a metast§zy uzlin v centr§ln²m kompartmentu  

 N1b metast§zy uzlin v later§ln²m kompartmentu  

 

PŚ²tomnost vzd§lenĨch 

metast§z 

MX nelze hodnotit 

M0 nejsou pŚ²tomny 

M1 jsou pŚ²tomnony 

 

 

Tab. 2 Urļov§n² st§dia PTC podle TNM klasifikace (8. edice) 

PTC, vŊk < 55 let 

Stadium I jak®koliv T jak®koliv N M0 

Stadium II jak®koliv T jak®koliv N M1 

PTC, vŊk Ó 55 let 

Stadium I T1a, T1b N0 M0 

Stadium II T2 N0 M0 

Stadium III T3 N0 M0 

 
 T1, T2, T3 N1a M0 

Stadium IVa T1, T2, T3 N1b M0 

 
 T4a jak®koliv N M0 
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Stadium IVb T4b jak®koliv N M0 

Stadium IVc jak®koliv T jak®koliv N M1 

 

Jako pooperaļn² terapie se pacientovi pod§v§ radiojod 131I. C²lem je eliminovat 

zbytky tk§nŊ a pŚ²padn® metast§zy. Radiojod 131I se pod§v§ peror§lnŊ (ve formŊ kapsle) s 

aktivitou 3,7 GBq, pokud jsou pŚ²tomny lok§ln² ļi vzd§len® metast§zy, jsou aktivity vyġġ² 

(4,4 ï 7,4 GBq) (Vlļek 2006). Pacienti jsou d§le celoģivotnŊ sledov§ni. V r§mci 

dispenzarizace podstupuj² pravideln® ultrasonografick® vyġetŚen² a mŊŚen² hladiny 

tyreoglobulinu v krvi (slouģ² jako marker recidivy onemocnŊn²), jednou za 5 ï 10 let 

podstupuj² tak® celotŊlovou scintigrafii radioj·dem. PŚi zvĨġen² hladiny tyreoglobulinu, 

nebo pŚi pozitivn² scintigrafii je indikov§na terapie radiojodem.  

V 5 - 15 % pŚ²padŢ jsou loģiska karcinomu ġt²tn® ģl§zy refraktern² (necitliv§) k l®ļbŊ 

radioj·dem (Worden 2014). V takov®m pŚ²padŊ, stejnŊ jako v pŚ²padŊ neresekovateln®ho 

nebo rekurentn²ho karcinomu ġt²tn® ģl§zy, mŢģe bĨt pacient indikov§n k biologick® l®ļbŊ 

tyrozinkin§zovĨmi inhibitory na z§kladŊ mutace detekovan® v n§dorov® tk§ni (Zhang et al. 

2022, Cortas a Charalambous 2023). Konkr®tn² nejļastŊjġ² mutace jsou uvedeny v 

n§sleduj²c² kapitole. Chemoterapie a radioterapie bĨv§ obecnŊ indikov§na vz§cnŊ, vŊtġinou 

aģ po vyļerp§n² vġech ostatn²ch l®ļebnĨch modalit. 

Progn·za pacientŢ s PTC je velmi pŚ²zniv§, coģ ¼zce souvis² s vļasnou diagnostikou, 

kdy vŊtġina PTC je diagnostikov§na ve st§diu I. PŊtilet® pŚeģit² l®ļenĨch pacientŢ v ĻR v 

obdob² 2015 ï 2019 dosahovalo hodnoty 98,8 % (ĐZIS 2021). 

 

1.4.3 Onkogenetika PTC  

 

V souļasn® dobŊ jsou dobŚe zn§my kl²ļov® somatick® pŚ²ļiny vzniku PTC. Zahrnuj² 

v cca 50 % mutaci v BRAF genu (Val600Glu), v cca 15 % mutace v RAS genech (nejļastŊji 

NRAS, m®nŊ ļasto HRAS a KRAS) a v 15 % vznik f¼zn²ch genŢ receptorovĨch tyrozinkin§z 

(nejļastŊji RET, m®nŊ ļasto NTRK a ALK protoonkogeny) s jinĨmi bŊģnŊ exprimovanĨmi 

geny (napŚ. Nikiforov a Nikiforova 2011, Fagin et al. 2023, Landa a Cabanillas 2024). 

Vġechny tyto geny k·duj² sign§ln² proteiny MAPK (angl. Mitogen-Activated Protein 

Kinase, proteinkin§sa aktivovan§ mitogeny) dr§hy (obr. 3), kter§ hraje kl²ļovou roli 

v bunŊļn® proliferaci, diferenciaci a apopt·ze (Bahar et al. 2013, Roberts a Der 2024). 

Mutace zm²nŊnĨch genŢ pak zpŢsobuj² aktivaci MAPK dr§hy. U 11 % PTC se vyskytuj² 
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mutace v promotoru genu TERT, kterĨ k·duje katalytickou podjednotku telomer§zy. Tyto 

mutace jsou spojeny s agresivn²m chov§n²m n§doru (Liu et al. 2024).  

 

 

 

Obr. 3 Schematick® zn§zornŊn² MAPK sign§ln² dr§hy vļetnŊ um²stŊn² nejļastŊjġ²ch genetickĨch zmŊn 

vedouc²ch k rozvoji PTC. 

 

Uveden® somatick® zmŊny se m§lokdy vyskytuj² v tomt®ģ karcinomu a jsou 

nal®z§ny s rŢznou frekvenc² v rŢznĨch vŊkovĨch skupin§ch pacientŢ. NapŚ²klad f¼zn² geny 

RET protoonkogenu jsou pŚ²tomny ve vŊtġ² m²Śe u dŊt² neģ u dospŊlĨch, zat²mco BRAF 

mutace se ļastŊji vyskytuje v dospŊl® populaci (Alzahrani et al. 2020). CelkovŊ, bez ohledu 

na vŊk, lze Ś²ci, ģe nŊkter§ ze zm²nŊnĨch somatickĨch alterac² je pŚ²tomna asi v 70 % PTC 

tk§n² (Nikiforov a Nikiforova 2011). Ve zbĨvaj²c²ch 30 % pŚ²padŢ zŢst§v§ genetick§ 

pŚ²ļina vzniku PTC nezn§m§, d²ky rozvoji vysoce citlivĨch technik molekul§rn² biologie v 

posledn²ch dvou desetilet²ch, zejm®na d²ky sekvenov§n² nov® generace (NGS), jsou vġak 

nal®z§ny dalġ² somatick® zmŊny, kter® zapŚiļiŔuj² vznik PTC i ostatn²ch karcinomŢ ġt²tn® 

ģl§zy (Sykorova et al. 2015, Pekova et al. 2020, Bulanova Pekova et al. 2023). Nalezen² 

dalġ²ch genetickĨch markerŢ je dŢleģit® zejm®na kvŢli pŚesn® molekul§rn² diagnostice a 

predikci chov§n² n§doru (Ahmadi a Landa a Cabanillas 2024). VĨskyt urļit® mutace mŢģe 
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bĨt totiģ charakteristickĨ pro urļitĨ fenotypovĨ projev onemocnŊn². NapŚ. koincidence 

mutace BRAF s mutacemi TERT genu je spojena s obrovskĨm synergickĨm efektem na 

agresivitu n§doru, projevuj²c² se vyġġ² recidivou a mortalitou neģ mutace samotn® (Liu et 

al. 2014, Liu et al. 2024). NejnovŊji se ukazuje, ģe agresivn² charakteristiky vykazuj² tak® 

n§dory s pŚ²tomnĨm RET/PTC pŚeskupen²m, kdy 75 % pŚ²padŢ je spojeno s 

metastazov§n²m do pŚilehlĨch lymfatickĨch uzlin a 19 % s pŚ²tomnost² vzd§lenĨch 

metast§z (Bulanova Pekova et al. 2023). 

  

BŊhem vĨzkumu PTC jsem se zamŊŚovala zejm®na na detekci RET/PTC 

pŚeskupen². 

  

1.4.3.1 RET/PTC pŚeskupen² 

 

RET je protoonkogen, kterĨ k·duje transmembr§novou receptorovou tyrozinkin§zu (viz 

Obr 3). Je lokalizov§n na dlouh®m ram®nku 10. chromozomu (10q11.2) a obsahuje 21 

exonŢ, kter® k·duj² extracelul§rn² (exony 1 - 11), transmembr§novou (exon 12) a 

intracelul§rn² (exon 13 - 21) tyrozinkin§zovou dom®nu RET proteinu (Hansford a Mulligan 

2000, De Groot et al. 2006).  

RET protein je aktivov§n komplexem ligandu a koreceptoru, kterĨ stimuluje jeho 

dimerizaci, coģ je kritickĨ krok pro z²sk§n² tyrosinkin§zov® aktivity. V souļasn® dobŊ jsou 

zn§my 4 ligandy RET receptoru: neurotrofickĨ faktor odvozenĨ z gliov® bunŊļn® linie 

(GDN), neurturin (NRTN), artimin (ARTN) a persefin (PSPN). Jejich koreceptory patŚ² do 

rodiny tzv. GDNF-family receptor Ŭ (GFRŬ) a jsou tak® 4, pŚiļemģ kaģdĨ ligand GDNF, 

NTN, ART a PSP m§ svŢj specifickĨ koreceptor GFRŬ 1-4 (Santoro et al. 2004, Arighi et 

al. 2005).  

Gen pro RET receptor je bŊģnŊ exprimov§n v parafolikul§rn²ch buŔk§ch ġt²tn® ģl§zy 

a jeho aktivuj²c² mutace vedou ke vzniku medul§rn²ho karcinomu ġt²tn® ģl§zy. Ve 

folikul§rn²ch buŔk§ch ġt²tn® ģl§zy je exprese RET naopak velmi omezen§, pŚesto vġak 

mŢģe bĨt u PTC aktivov§n, a to pomoc² tzv. RET/PTC pŚeskupen² (angl. 

rearrangement). RET/PTC vznik§ f¼z² intracelul§rn² tyrozinkin§zov® dom®ny RET genu (3ô 

konec vznikl® f¼ze) a jin®ho genu (5ô konec vznikl® f¼ze), kterĨ je ve folikul§rn²ch 

buŔk§ch ġt²tn® ģl§zy norm§lnŊ exprimov§n a t²m poskytuje RET protoonkogenu promotor 

(Nikiforov 2002). F¼zn² partneŚi protonkogenu RET nav²c umoģŔuj² homodimerizaci 
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f¼zn²ch proteinŢ RET/PTC. VĨsledkem je, ģe produkty genovĨch pŚeskupen² RET/PTC 

jsou v buŔk§ch ġt²tn® ģl§zy konstitutivnŊ aktivov§ny bez potŚeby vazby ligandu. T²m 

vznik§ st§le aktivn² chim®rick§ forma receptoru, kter§ postr§d§ extracelul§rn² a 

transmembr§novou dom®nu a je proto lokalizovan§ v cytoplazmŊ. 

RET/PTC pŚeskupen² vznikaj² v dŢsledku DNA zlomŢ mechnismem paracentrick® 

inverze (viz obr. 4) dlouh®ho ram®nka chromozomu 10 (intrachromozom§ln² translokace), 

nebo m®nŊ ļasto jako reciproļn² translokace mezi 10q a jinĨmi chromozomy 

(interchromozom§ln² translokace) (Pierotti et al. 1996).  

 

 

 
Obr. 4 Schematick® zn§zornŊn² paracentrick® inverze, nejļastŊjġ²ho mechanismu vedouc²ho ke vzniku 

RET/PTC pŚeskuen².  

Upraveno podle U. S. National Library of Medicine, dostupn® z: 

https://medlineplus.gov/genetics/understanding/mutationsanddisorders/structuralchanges 

 

Vzhledem k tomu, ģe ke zlomu v DNA RET protoonkogenu doch§z² v 11. intronu, 

ale konkr®tn² pozice se liġ², je nutn® stanovovat pŚ²tomnost RET/PTC pŚeskupen² z cDNA 

(komplement§rn² DNA neobsahuj²c² introny vznikl§ revern² transkripc² z mRNA), viz obr. 

5. 

 
 

Obr. 5 Schematick® zn§zornŊn² formace RET/PTC1. Intracelul§rn² dom®na RET genu (12.-20. exon) je 

pŚipojena za promotorovou oblast (1. exon) genu CCDC6 se zlomy v 11. intronu RET a 1. intronu CCDC6. 
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RET/PTC pŚeskupen² je ļastŊjġ² u n§dorŢ postihuj²c²ch dŊti a mlad® dospŊl® a u 

PTC spojenĨch s radiaļn² expozic² (Nikiforov 2002, Romei a Elisei 2012). V souļasn® 

dobŊ je zn§mo nejm®nŊ 50 rŢznĨch druhŢ RET/PTC pŚeskupen² a jejich poļet s vyuģit²m 

NGS rychle stoup§ (Iyama et al. 2017, Bulanova Pekova et al. 2023). 

NejbŊģnŊjġ²m typem je RET/PTC1 (viz obr. 5) dan® f¼z² s genem CCDC6 (dŚ²ve 

H4), kter® pŚedstavuje 60 ï 70 % vġech RET/PTC pŚeskupen², d§le RET/PTC3 dan® f¼z² s 

genem ELE1, kter® ļ²t§ 20 ï 30 % vġech pŚeskupen² a RET/PTC2 detekovan® v < 10 % 

pŚ²padŢ vġech pŚeskupen² (Bongarzone et al. 1998, Nikiforova et al. 2002). Ostatn² formy 

RET/PTC byly detekov§ny vŊtġinou jen v jedin®m pŚ²padŊ.  

Ned§vno byly publikov§ny studie proveden® na velk® kohortŊ ļeskĨch dŊtskĨch a 

dospŊlĨch pacientŢ s n§dory ġt²tn® ģl§zy (Pekova et al. 2020, Bulanova Pekova et al. 

2023). Bylo detekov§no celkem 20 rŢznĨch typŢ RET f¼z². Tyto f¼zn² geny byly nalezeny 

pouze u PTC (11,4 % pacientŢ s PTC), pŚiļemģ tŚikr§t ļastŊji u dŊtskĨch a adolescentn²ch 

pacientŢ (29,8 %) neģ u dospŊlĨch (8,7 %). (Bulanova Pekova et al. 2023). 

 

1.4.3.2 Metodika detekce exprese RET/PTC genŢ 

 

PŚi detekci exprese f¼zn²ch genŢ  RET/PTC1 a RET/PTC3 v PTC tk§ni se vyuģ²v§ 

cDNA, jak jiģ bylo Śeļeno v pŚedchoz² kapitole. Primery pouģit® pro PCR bĨvaj² navrģeny 

tak, aby amplifikovaly m²sto f¼ze. V pŚ²padŊ RET/PTC1 tedy v 1. exonu  CCDC6 a 12. 

exonu RET a v pŚ²padŊ RET/PTC3 v 1. exonu ELE1 a 12. exonu RET. Z§roveŔ je sledov§na 

i exprese kontroln²ho ubikvit§rnŊ exprimovan®ho genu, napŚ. GAPDH nebo Ç-aktinu, aby 

se ovŊŚilo, ģe reverzn² transkripce RNA na cDNA byla ¼spŊġn§ a cDNA je kvalitn². PŚi 

kaģd® analĨze bĨv§ nav²c zaŚazena pozitivn² a negativn² kontrola ï tedy vzorek exprimuj²c² 

a neexprimuj²c² hledanĨ f¼zn² gen. Vzorky by se mŊly analyzovat, pokud moģno v 

duplik§tech ļi triplik§tech. 

  Historicky se exprese f¼zn²ch genŢ prokazovala elektroforeticky, detekc² 

odpov²daj²c²ho PCR produktu na agar·zov®m gelu obarven®m ethidium bromidem. Tuto 

metodu nahradila rychlejġ² real-time PCR, kter§ je dnes pouģ²v§na zejm®na pro detekci 

zn§mĨch genovĨch f¼z². V posledn²ch letech se k analĨze f¼zn²ch genŢ vyuģ²vaj² tak® 

vysokokapacitn² pŚ²stupy, jako je c²len® RNA sekvenov§n² pomoc² NGS (Pekova et al. 

2020, Pokorn§ et al. 2022, Bulanova Pekova et al. 2023). VĨhodou tohoto pŚ²stupu je 
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moģnost analĨzy rŢznĨch typŢ f¼zn²ch genŢ najednou a tak® moģnost identifikace novĨch 

typŢ f¼z². 

 

PŚi sv® pr§ci jsme k detekci RET/PTC vyuģ²vala real-time PCR. Ve vĨsledkov® 

ļ§sti disertaļn² pr§ce popisuji, jak jsem d²ky drobn® zmŊnŊ v metodice ï pŚid§n²m analĨzy 

kŚivek t§n² PCR produktŢ po skonļen² real-time PCR ï nalezla nov® atypick® pŚeskupen² 

RET/PTC1ex9. Popis toho pŚeskupen² je in extenso uveden v ļl§nku, kterĨ je nazv§n 

Publikace 1 v kapitole 3 VĨsledky. 
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1.5 Kolorekt§ln² karcinomy 

 

Pojem kolorekt§ln² karcinomy (CRC, colorectal cancer) zahrnuje n§dory tlust®ho 

stŚeva (intestinum crassum) a koneļn²ku (rectum). Tyto n§dory patŚ² mezi nejļastŊjġ² ï 

k 31. 12. 2021 ģilo v Ļesk® republice 60 395 osob s t²mto onemocnŊn²m, tj. 575,1 pŚ²padŢ 

na 100 000 osob. Incidence CRC v ĻR do roku 2002 setrvale vĨraznŊ stoupala, po tomto 

roce je patrn§ stabilizace a od roku 2013 dokonce m²rnĨ kaģdoroļn² pokles. I tak bylo ale v 

roce 2021 v ĻR diagnostikov§no 6901 novĨch pŚ²padŢ CRC s pŚevahou vĨskytu u muģŢ 

(1,5 : 1 oproti ģen§m), nejļastŊji ve vŊku nad 60 let (ĐZIS 2021). Pokles incidence je 

pŚiļ²t§n zejm®na dlouhotrvaj²c²mu (v²ce neģ 20 let) organizovan®mu celost§tn²mu 

screeningov®mu programu. Klesaj²c² trend je patrnĨ rovnŊģ u mortality, i zde zŚejmŊ 

z§sluhou screeningovĨch vyġetŚen², protoģe zhruba 50 % CRC bĨv§ diagnostikov§no 

v ranĨch st§di²ch (I a II). I tak je vġak pŊtilet® pŚeģit² pacientŢ jen cca 67 % (ĐZIS 2021).  

 

1.5.1 Anatomie tlust®ho stŚeva a koneļn²ku  

 

Tlust® stŚevo je posledn² ļ§st² tr§vic² trubice, kam pŚich§z² kaġovit§ strava z tenk®ho 

stŚeva, aby se zde d§le zahustila. Je asi 1,5 m dlouh® a 6 - 8 cm ġirok®. Tlust® stŚevo zaļ²n§ 

slepĨm stŚevem (intestinum caecum), kter® je uloģeno v prav® kyļeln² j§mŊ. Na jeho konci 

je ļervovitĨ pŚ²vŊsek (appendix vermiformis). Na slep® stŚevo navazuje hlavn² ļ§st tlust®ho 

stŚeva - traļn²k (colon). Kolmo vzhŢru po prav® stranŊ dutiny bŚiġn² stoup§ vzestupnĨ 

traļn²k (colon ascedens) aģ pod j§tra, kde pŚech§z² v jatern² ohb² (flexura hepatica, 

hepat§ln² flexura) a odtud napŚ²ļ do lev® poloviny bŚicha jako pŚ²ļnĨ traļn²k (colon 

transversum) ke slezinn®mu ohb² (flexura lienalis, lien§ln² flexura).  Pod slezinou tlust® 

stŚevo d§le pokraļuje kolmo dolŢ pod®l lev® strany dutiny bŚiġn² aģ do lev® j§my kyļeln² 

jako sestupnĨ traļn²k (colon descendens). Na nŊj navazuje esovit§ kliļka (colon 

sigmoideum, esovitĨ traļn²k) a koneļn²k (rectum). Vy¼stŊn²m tlust®ho stŚeva je ŚiŠ (anus) 

(Kahai et al. 2023). 
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Obr. 6 Anatomie tlust®ho stŚeva a koneļn²ku 

PŚevzato z uļebn²ch textŢ 1. LF UK MUDr. JiŚ²ho Ġtef§nka dostupnĨch z: https://www.stefajir.cz/tluste-

strevo-obecne-informace#google_vignette 

 

Mikroskopicky je stŊna tlust®ho stŚeva tvoŚena ļtyŚmi vrstvami: sliznic² (muk·zou), 

podslizniļn²m vazivem (submuk·zou), svalovinou tlust®ho stŚeva a ser·zou (obr. 7 na str. 

20, kruhov§ vĨseļ vpravo nahoŚe). M²ra invazivity prim§rn²ho n§doru do/pŚes stŊnu 

tlust®ho stŚeva je jedn²m z ukazatelŢ pŚi hodnocen² pokroļilosti (st§dia) onemocnŊn². 

 

1.5.2 CRC  ï  diagnostika a l®ļba 

 

Z§kladn²m pŚedpokladem pro ¼spŊġnou l®ļbu CRC je, stejnŊ jako u ostatn²ch 

n§dorovĨch onemocnŊn², vļasn§ diagn·za umoģŔuj²c² kompletn² chirurgick® odstranŊn² 

n§doru a v pŚ²padŊ jiģ l®ļen®ho onemocnŊn² vļasn§ identifikace jeho progrese. K 

monitoringu CRC je v souļasn® dobŊ vyuģ²v§no nŊkolik postupŢ, kter® ovġem maj² sv® 

limity a v praxi se proto vŊtġinou kombinuj². 

Nejrozġ²ŚenŊjġ² metodou pro screening kolorekt§ln²ho karcinomu je prŢkaz 

okultn²ho krv§cen² ve stolici (FOBT, z angl. fecal occult blood test). Jedn§ se o 

neinvazivn², jednoduchĨ a levnĨ test, kterĨ je vġak n§chylnĨ k produkci faleġnŊ pozitivn²ch 

i faleġnŊ negativn²ch vĨsledkŢ (Rosman a Korsten 2010). Dalġ² metodou pro screening i 

diagnostiku CRC je kolonoskopie. Je vysoce senzitivn² a v pŚ²padŊ potŚeby z§roveŔ 
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umoģŔuje proveden² menġ²ch terapeutickĨch vĨkonŢ ļi odbŊr bioptick®ho vzorku pro 

verifikaci n§lezu. Jedn§ se vġak o metodu invazivn², kter§ vyģaduje n§roļnou pŚ²pravu 

pacienta a zkuġenĨ person§l. V Ļesk® republice je v r§mci aktu§lnŊ platn®ho 

screeningov®ho programu nab²zen pacientŢm ve vŊku 50-54 let kaģdĨ rok test na okultn² 

krv§cen² do stolice s n§slednou kolonoskopi² v pŚ²padŊ pozitivn²ho vĨsledku nebo pŚ²m§ 

screeningov§ kolonoskopie v desetiletĨch intervalech (Grega et al. 2024, Such§nek et al. 

2024). Od 55 let vŊku pak prob²h§ testov§n² okultn²ho krv§cen² do stolice ve dvoulet®m 

intervalu. V Ļesk® republice je roļnŊ provedeno pŚibliģnŊ 250 000 kolonoskopickĨch 

vyġetŚen² a zhruba ļtvrtina z nich je spojena s odstranŊn²m prekancer·zn²ch kolorekt§ln²ch 

polypŢ. 

Pomocnou metodou pro detekci CRC je stanoven² tumorovĨch markerŢ, 

nejļastŊji CEA (carcinoembryonic antigen) a CA-19 (carbohydrate antigen 19-9) v s®ru 

pacientŢ (Fernandes et al. 2005). Tumorov® markery bĨvaj² vyuģ²v§ny tak® v r§mci 

pooperaļn²ho sledov§n² pacientŢ spolu se zobrazovac²mi technikami, jako jsou vĨpoļetn² 

tomografie (CT), pozitronov§ emisn² tomografie (PET/CT), magnetick§ rezonance (MRI) 

ļi rentgen (RTG). Dalġ², velmi atraktivn² moģnost monitoringu CRC pŚedstavuje detekce 

cirkuluj²c² n§dorov® DNA (ctDNA) v plazmŊ pacienta. Problematice ctDNA je vŊnovan§ 

kapitola 1.5.5. 

PŚi stanoven² pokroļilosti (st§dia) CRC se podobnŊ jako u PTC ļi karcinomu 

pankreatu (viz d§le) vyuģ²v§ TNM syst®m hodnocen² uvedenĨ v tabulk§ch 3 a 4.  

 

Tab. 3 TNM klasifikace CRC (8. edice) 

Charakteristika 

prim§rn²ho n§doru 

 

TX nelze hodnotit 

T0 nen² pŚ²tomen 

Tis karcinom in situ, invaze do lamina propria mucosae  

T1 invaze do submuk·zy 

T2 invaze do muskul§ris propria 

T3 invaze pŚes muskul§ris propria 

T4a n§dor prorŢst§ na viscer§ln² peritoneum 

T4b n§dor prorŢst§ do okoln²ch org§nŢ 

PŚ²tomnost metast§z 

v region§ln²ch 

m²zn²ch uzlin§ch 

NX nelze hodnotit 

N0 nejsou pŚ²tomny 

N1a postiģen² 1 region§ln² lymfatick® uzliny 

N1b postiģen² 2-3 uzlin 
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N1c satelity v subser·ze, bez postiģen² region§ln²ch uzlin 

N2a postiģen² 4-6 uzlin 

N2b postiģen² 7 a v²ce uzlin 

PŚ²tomnost 

vzd§lenĨch metast§z 

MX nelze hodnotit 

M0 nejsou pŚ²tomny 

M1a metast§zy 1 org§nu (j§tra, pl²ce, vajeļn²k, neregion§ln² 

lymfatick§ uzlina(y)), bez peritone§ln²ch metast§z 

M1b metast§zy > 1 org§nu, bez peritone§ln²ch metast§z 

  M1c metast§zy na peritoneu s nebo bez postiģen² dalġ²ch 

g§nŢ   org§nŢ 

 

Tab. 4 Urļov§n² st§dia CRC podle TNM klasifikace (8. edice) 

CRC 

Stadium 0 Tis N0 M0 

Stadium I T1/T2 N0 M0 

Stadium IIa T3 N0 M0 

 Stadium IIb T4a N0 M0 

 Stadium IIc T4b  N0 M0 

 Stadium IIIa 

 

T1/T2 N1 M0 

 T1 N2a M0 

Stadium IIIb  T3/T4a N1 M0 

  T2/T3 N2a M0 

 T1/T2 N2b M0 

Stadium IIIc 

 

T4a N2a M0 

 T3/T4a N2b M0 

 T4b N1/N2 M0 

Stadium IVa jak®koliv T jak®koliv N M1a 

Stadium IVb jak®koliv T jak®koliv N M1b 

Stadium IVc jak®koliv T jak®koliv N M1c 
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Obr. 7 Zn§zornŊn² rŢznĨch st§dii CRC a norm§ln² stŊny tlust®ho stŚeva 

PŚevzato a upraveno podle webu Facing Our Risk of Cancer Empowered. 

https://www.facingourrisk.org/info/risk-management-and-treatment/cancer-treatment/by-cancer-

type/colorectal/stages-and-subtypes 

 

Pro ¼spŊġnou l®ļbu CRC je stŊģejn² chirurgick® odstranŊn² vġech karcinomovĨch 

loģisek, co nejdŚ²vŊ je to moģn®. Typ a rozsah chirurgick®ho z§kroku je indikov§n 

s ohledem na st§dium onemocnŊn² a v pŚ²padŊ vĨskytu v²ce loģisek s ohledem na jejich 

poļet, velikost a um²stŊn². PŚibliģnŊ pŊtina pacientŢ m§ pŚi poļ§teļn² diagn·ze jiģ pŚ²tomn® 

vzd§len® metast§zy. MetastatickĨm rozesevem jsou nejļastŊji postiģeny j§tra, na druh®m 

m²stŊ pak pl²ce (Mitry et al. 2010, Vatandoust et al. 2015, He et al. 2023). Bohuģel jak 

plicn², tak i jatern² metast§zy jsou mnohdy inoperabiln², coģ m§ negativn² dopad na 

progn·zu pacientŢ (He et al. 2023). Mezi dalġ² m²sta, kam mŢģe CRC metastazovat, patŚ² 

peritoneum (pobŚiġnice), centr§ln² nervov§ soustava a kosti. Jsou zn§m® i pŚ²pady metast§z 

v nadledvin§ch a slezinŊ (Vatandoust et al. 2015).  

Progn·za pacientŢ souvis² tak® s radikalitou chirurgick®ho odstranŊn² tumorovĨch 

loģiġek (prim§rn²ho karcinomu a/nebo metast§z CRC), kterou stanovuje patolog na z§kladŊ 

vyġetŚen² okrajŢ resekovanĨch vzorkŢ. Kompletn² resekce bez makroskopickĨch nebo 

mikroskopickĨch rezidu² tumoru jsou ozaļov§ny jako R0. Mikroskopicky nekompletn² 

resekce s pŚ²tomnost² n§dorovĨch bunŊk v okraji excize jsou oznaļov§ny jako R1. 

Makroskopicky nekompletn² resekce pak jako R2 a jsou d§le klasifikov§ny jako R2a 

(makroskopick§ pŚ²tomnost rezidua prim§rn²ho tumoru), R2b (makroskopick§ pŚ²tomnost 
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dist§ln²ch metast§z), R2c (makroskopick§ pŚ²tomnost jak®hokoli zbytku/zbytkŢ prim§rn²ho 

n§doru i dist§ln²ch metast§z) (Wittekind et al. 2009).  

U pacientŢ s neresekabiln²m CRC je c²lem maxim§ln² zmenġen² n§doru a potlaļen² 

jeho dalġ²ho rŢstu a ġ²Śen². Hlavn²mi l®ļebnĨmi strategiemi u tŊchto pacientŢ jsou 

radioterapie a chemoterapie. Ty mohou bĨt v nŊkterĨch pŚ²padech aplikov§ny i pŚed nebo 

po operaci jako neoadjuvantn² nebo adjuvantn² l®ļba k maxim§ln² redukci a stabilizaci 

n§doru (Labianca et al. 2013, Van Cutsem et al. 2014, Messersmith  2019, Brown et al. 

2019).  

C²len§ biologick§ l®ļba zat²m neprok§zala dostateļnĨ benefit v l®ļbŊ 

lokalizovan®ho CRC, proto je vyhrazena pro l®ļbu metastatick®ho CRC. U metastatick®ho 

onemocnŊn² bĨv§ c²len§ l®ļba indikov§na hned v 1. linii, a to buŅ samostatnŊ, nebo v 

kombinaci s chemoterapi². Prvn² c²len® prepar§ty byly schv§leny k l®ļbŊ metastatick®ho 

CRC v roce 2004. Jedn§ se o monoklon§ln² protil§tku Cetuximab (ErbituxÈ) c²l²c² na 

receptor pro epiderm§ln² rŢstovĨ faktor EGFR (z angl. epidermal growth factor receptor) a 

monoklon§ln² protil§tku Bevacizumab (AvastinÈ) proti vaskul§rn²mu endoteli§ln²mu 

rŢstov®mu faktoru VEGF (z angl. vascular endothelial growth factor). V roce 2006 pŚibyl 

dalġ² c²lenĨ anti-EGFR l®k Panitumumab (VectibixÈ), postupnŊ vġak narŢst§ mnoģstv² 

dalġ²ch schv§lenĨch c²lenĨch prepar§tŢ a mnoho dalġ²ch se testuje (Xie et al. 2020).  

VEGF stimuluje rŢst endoteli§ln²ch c®v a je nejdŢleģitŊjġ²m pro-angiogenn²m 

faktorem ve vĨvoji n§doru (Mabeta a Steenkamp 2022, Ji et al. 2024). Angiogeneze je 

spuġtŊna interakc² VEGF s tyrozinkin§zovĨmi receptory VEGFR 1 a VEGFR 2 na povrchu 

endoteli§ln²ch bunŊk. Bevacizumab se v§ģe na VEGF, ļ²mģ zabraŔuje interakci s VEGF 

receptory a nedoch§z² tak k angiogenezi potŚebn® pro rŢst a c®vn² z§soben² n§doru 

(Gerriets a Kasi 2023, Ji et al. 2024). Benefit z l®ļby Bevacizumabem nen² v§z§n na 

mutaļn² stav protoonkogenŢ RAS (u CRC typicky KRAS, m®nŊ ļasto NRAS) ani RAF (u 

CRC BRAF) na rozd²l od anti-EGFR l®ļiv, kter® jsou doporuļeny jen pro pacienty 

exprimuj²c² v n§dorov® tk§ni nemutovan® formy protoonkogenŢ RAS a RAF. EGFR je 

receptorov§ tyrosinkin§za (podobnŊ jako RET, viz kapitoly 1.4.3. a 1.4.3.1) a RAS a RAF 

jsou efektory v sign§ln² dr§ze, kter§ pŚev§d² sign§l z EGFR do j§dra. Jsou-li protoonkogeny 

KRAS, NRAS nebo BRAF aktivov§ny mutac², je n§dor rezistentn² vŢļi blokaci EGFR 

protil§tkami (Markman et al. 2010). 
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V Ļesk® republice se pŚi l®ļbŊ metastatick®ho onemocnŊn² nejļastŊji vyuģ²vaj² 4 

c²len® prepar§ty, krom tŚ² jiģ jmenovanĨch jeġtŊ multikin§zovĨ infibitor Regorafenib 

(StivargaÈ), kterĨ bĨv§ indikov§n v pozdŊjġ²ch lini²ch l®ļby (John 2020, Pacas a Luk§ļ 

2023, Kiss a Tom§ġek 2023) a kterĨ byl k l®ļbŊ metastatick®ho CRC schv§len v roce 2012 

(Xie et al. 2020). Stanoven² mutaļn²ho stavu minim§lnŊ u protoonkogenŢ KRAS a BRAF je 

dnes jiģ bŊģnou rutinou pŚi volbŊ l®ļby metastatick®ho CRC a s pŚibĨvaj²c²mi c²lenĨmi 

prepar§ty se i molekul§rnŊ-genetick® testov§n² neust§le rozġiŚuje (Redakce BOD 2024). 

 

1.5.3 Onkogenetika CRC  

 

ObecnŊ lze Ś²ci, ģe onemocnŊn² zaļ²n§ tvorbou benign²ho adenomu, kterĨ mŢģe 

postupnou pomalou transformac² pŚej²t v invazivn² karcinom. Tento proces, zn§mĨ tak® 

jako sekvence adenomïkarcinom, mŢģe trvat aģ 15 let (Winawer  et al. 1993), poprv® byl 

pops§n v roce 1990 p§ny Fearonem a Vogelsteinem (Fearon a Vogelstein 1990) a byl po 

nich nazv§n Fearon-VogelsteinŢv model kolorekt§ln² karcinogeneze. Je ġiroce 

akceptov§n dodnes a bĨv§ prezentov§n jako v²cestupŔovĨ proces, pŚi kter®m se hromad² 

mutaļn² inaktivace tumor supresorovĨch genŢ a aktivace protoonkogenŢ (Vogelstein et al. 

988, Fearon a Vogelstein 1990, Markowitz a Bertagnolli 2009, Mor§n et al. 2010, De Rosa 

et al. 2016). Kl²ļov® genetick® alterace prov§zej²c² Fearon-VogelsteinŢv vĨvoj CRC jsou 

zn§zornŊny na obr§zku 8. V ļasn® f§zi kolorekt§ln² karcinogeneze je to pŚedevġ²m mutace 

v genu APC, n§sledov§na mutac² v genu KRAS. D§le doch§z² k mutac²m a n§slednŊ 

rozs§hlĨm delec²m v genu DCC a nakonec, ve f§zi pokroļil®ho karcinomu, lze detekovat 

inaktivaļn² mutace a genov® delece v tumor supresorov®m genu TP53 (Fearon a Vogelstein 

1990). Jako posledn² se pak pŚid§vaj² mutace v genech souvisej²c²ch se schopnost² 

metastazovat (na obr§zku nen² zn§zornŊno) ï napŚ. geny ¼ļastn²c² se procesu epiteli§lnŊ-

mezenchym§ln² tranzice, bunŊļn® adheze a angiogeneze (De Rosa et al. 2016). 
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Obr. 8 Fearon-VogelsteinŢv model kolorekt§ln² karcinogeneze zobrazuj²c² postupnou akumulaci 

z§sadn²ch mutac².  

PŚevzato a upraveno podle disertaļn² pr§ce Wielenga MCB. Between cancer and therapy: Studies of 

the colon. Universiteit van Amsterdam, Nizozemsko, 2016, str 19.   

 

S rozvojem NGS a objevem dalġ²ch kauz§n²ch genetickĨch alterac² vġak vyġlo 

najevo, ģe k akumulaci mutac² doch§z² v dŢsledku chromosom§ln² nestability - CIN  (z 

angl. chromosomal instability) a ģe existuj² jeġtŊ dalġ² dvŊ moģn® molekul§rn² dr§hy vzniku 

CRC. Jsou to mikrosatelitov§ nestabilita - MSI  (z angl. microsatellite instability) a 

hypermethylace CpG ostrŢvkŢ promotorŢ tumor supresorovĨch genŢ - CIMP  (z angl. 

CpG Island Methylator phenotype) (Minarikova 2016, De Rosa et al. 2016, Nojadeh et al. 

2018).  

VŊtġina (asi 70 %) CRC vznik§ cestou CIN , kter§ je charakterick§ pŚ²tomnost² 

jednonukleotidovĨch mutac² (substituce, inzerce, delece), alelickĨch ztr§t v tumor 

supresorovĨch genech a d§le zmŊnami poļtu chromozomŢ (Pino a Chung 2010). Typ CIN 

tedy odpov²d§ klasick®mu Fearon-Vogelsteinovu modelu kolorekt§ln² karcinogeneze 

(Mor§n et al. 2010). NejļastŊjġ²mi mutacemi charakteristickĨmi pro tento typ CRC jsou 

mutace protoonkogenŢ KRAS (34 % CRC), PIK3CA (15 %) a BRAF (10 %) a tumor 

supresorovĨch genŢ APC (52 %) a TP53 (47 %) (COSMIC 2024). Ve sv®m vĨzkumu jsem 

se zamŊŚovala na detekci vġech tŊchto mutac² a to v DNA izolovn® z rŢznĨch typŢ vzorkŢ 

(prim§rn² tumory, jatern², plicn² a peritone§ln² metast§zy, ve formŊ ļerstvĨch zmraģenĨch 

tk§n² nebo parafinovĨch blokŢ, nebo jejich detekce v ctDNA). 
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CRC vznikl® MSI  cestou se vyznaļuj² t²m, ģe rŢzn® buŔky v kolorekt§ln² tk§ni 

nesou rŢznĨ poļet opakov§n² kr§tkĨch repetitivn²ch sekvenc² DNA (tzv. mikrosatelitŢ, 

proto mikrosatelitov§ nestabilita). MSI je projeven nefunkļn²ho MMR opravn®ho syst®mu 

(z angl. Mismatch Repair), kterĨ zajiġŠuje opravy DNA pŚi replikaci. K jeho nefunkļnosti 

doch§z² vlivem inaktivace tzv. mut§torovĨch genŢ, MMR  genŢ (napŚ. MLH1, MSH2, 

MSH6, PMS1, PMS2) prostŚednictv²m somatickĨch delec², bodovĨch mutac² nebo 

epigenetick®ho umlļen² (Ionov et al. 1993, Thibodeau et al. 1993). Ļastou pŚ²ļinou MSI je 

methylace promotoru genu MLH1 (Boland a Goel 2010, Minarikova et al. 2016). MSI 

fenotyp se vyskytuje pŚibliģnŊ u 15 - 20 % pacientŢ (Shaikh et al. 2024, Wang et al. 2024). 

Posledn² zm²nŊn§ dr§ha vzniku CRC, CIMP , je charakteristick§ methylac² 

promotorovĨch oblast² tumor supresorovĨch genŢ vedouc² k inhibici jejich transkripce 

(Curtin et al. 2011). NejnovŊji se zd§, fenotyp CIMP predisponuje k vĨskytu synchronn²ho 

CRC, tedy vĨskytu v²ce neģ jednoho loģiska CRC (Weng a Huang 2024). CIMP je typickĨ 

pro CRC vznikaj²c² tzv. ser§tn² dr§hou. Ser§tn² dr§ha zaļ²n§ l®zemi histopatologicky 

klasifikovanĨmi jako hyperplastick® polypy, kter® mohou pŚej²t v ser§tn² l®ze a d§le 

v ser§tn² ademony maj²c² histologicky typickĨ pilovitĨ vzhled aģ nakonec v CRC (Patai et 

al. 2013, De Palma et al. 2019, Sano et al. 2020, Booth et al. 2021). PŚedpokl§d§ se, ģe 

touto alternativn² cestou mŢģe vzniknout Ó 15 % CRC (IJspeert et al. 2015). Typickou 

DNA mutac² spojenou se ser§tn² dr§hou je mutace v protoonkogenu BRAF a v ļ§sti 

ser§tn²ch adenomŢ tak® mutace v protoonkogenu KRAS (Patai et al. 2013, De Palma et al. 

2019, Sano et al. 2020). 

KromŊ rozdŊlen² genetickĨch a epigenetickĨch pŚ²ļin vzniku CRC do tŊchto tŚ² 

hlavn²ch fenotypovĨch skupin byly formulov§ny dalġ² teorie a navrģeny dalġ² modely pŚi 

studiu ITH (viz d§le). 

V roce 2002 d§le vyġla najevo klinickopatologick§ heterogenita kolorekt§ln²ho 

karcinomu v z§vislosti na jeho lokalizaci v prav® ļ§sti traļn²ku (proxim§ln²), v lev® ļ§sti 

traļn²ku (dist§ln²) nebo v koneļn²ku (Iacopetta 2002). Za tu mŢģe bĨt zodpovŊdnĨ 

napŚ²klad odliġnĨ embryon§ln² pŢvod proxim§ln²ho traļn²ku od dist§ln²ho traļn²ku a rekta, 

jejich rŢzn® fyziologick® funkce (Minoo et al. 2010), nebo skuteļnost, ģe v prav®m a lev®m 

traļn²ku je odliġnou mŊrou exprimov§no v²ce neģ 1000 genŢ (Glebov et al. 2003). CRC 

v prav®m traļn²ku, lev®m traļn²ku a rektu m§ odliġn® klinick® projevy, histologick® 

charakteristiky, je spojen s rŢznou odpovŊd² na terapii i celkovou progn·zou, coģ bylo 

jednoznaļnŊ potvrzeno ve studii s t®mŊŚ 58 tis²ci pacienty (Yang et al. 2016). 
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1.5.4 Intratumorov§ mutaļn² heterogenita -  ITH 

 

Jak je patrn® z pŚedchoz²ho odstavce, CRC je velice heterogenn² onemocnŊn² 

vyznaļuj²c² se postupnou akumulac² rŢznĨch mutac² (viz obr. 9 na dalġ² stranŊ). Nicm®nŊ 

pŚesnĨ mechanismus malign² transformace adenomŢ na karcinomy ani vĨznam ITH v 

tomto procesu st§le nejsou zcela objasnŊny. ITH premalign²ch kolorekt§ln²ch l®z² je proto 

aktu§lnŊ velmi slibnou oblast² vĨzkumu, kterĨ m§ jednak umoģnit vŊdcŢm l®pe pochopit 

vznik a vĨvoj CRC, a jednak pomoci l®kaŚŢm usnadit ļi optimalizovat jeho diagnostiku 

a/nebo terapii. Z§kladn² pŚedstava je takov§, ģe vlivem rychl®ho dŊlen² n§dorovĨch bunŊk 

doch§z² v rŢznĨch buŔk§ch k vĨskytu n§hodnĨch mutac², kter® se hromad² a pŚen§ġej² na 

dceŚinn® buŔky, coģ m§ za n§sledek vznik v²ce subklonŢ s rŢznĨmi genotypy (Hu et al. 

2019). 

ITH lze rozdŊlit na dva typy: intraprim§rn² n§dorovou heterogenitu IPTH  a 

intraindividu§ln² n§dorovou heterogenitu IITH. Prvn² se tĨk§ pŚ²tomnosti rŢznĨch 

mutaļn²ch klonŢ v prim§rn²m n§doru a druhĨ poskytuje informace o rozd²lech v klon§ln²m 

sloģen² prim§rn²ho n§doru a vġech metastatickĨch loģisek (Zheng et al. 2020). Oba typy 

ITH jsou zn§zornŊny na obr. 9. 

 

Obr. 9 Zn§zornŊn² intratumorov® mutaļn² heterogenity.  

V n§dorov® tk§ni prim§rn²ho tumoru mŢģe bĨt pŚ²tomno mnoho klonŢ rŢznŊ mutovanĨch bunŊk (IPTH). 

Jednotliv® klony mohu bĨt nav²c rozd²lnŊ zastoupeny v jednotlivĨch n§dorovĨch loģisc²ch. Tedy napŚ. 

metast§za 2 mŢģe bĨt tvoŚena klonem, kterĨ je v prim§rn²m n§doru zastoupen jen minoritnŊ apod (IITH) . 

PŚevzato a upraveno podle Caldas et al. 2012. 
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V souļasnosti existuj² dvŊ z§kladn² teorie o tom, jak k ITH doch§z². Prvn² je 

klasick§ teorie postupn® akumulace genetickĨch zmŊn v protoonkogenech a tumor 

supresorovĨch genech v souladu s Fearon-VogelsteinovĨm modelem (Fearon  a Vogelstein 

1990). Druh§ je tzv. teorie velk®ho tŚesku navrģen§ v roce 2015, kter§ pŚedpokl§d§, ģe 

ITH se prakticky kompletnŊ vyvine uģ ve velmi ran®m st§diu kolorekt§ln² neoplazie, v 

prŢbŊhu nŊkolika poļ§teļn²ch dŊlen² buŔky. Doch§z² k ļasn®mu sm²ch§n² subklonŢ a 

buŔky se pak mohou rozptĨlit v rŢznĨch, i vzd§lenĨch, oblastech n§doru, a proto 

prostorov® vztahy mezi jednotlivĨmi bunŊļnĨmi klony nemus² zd§nlivŊ souviset. V 

prŢbŊhu rŢstu n§doru m§ ġanci se prosadit (pŚetrvat) pouze ļasn§ zmŊna. Objevuj² se i 

pozdŊjġ² alterace (pozdnŊ vytvoŚen® klony), kter® vġak nestihnou expandovat a zauj²maj² 

proto menġ² prostor. Takģe nejv²ce detekovateln§ ITH a vlastnŊ i malign² potenci§l n§doru 

je d§n jiģ od sam®ho poļ§tku l®ze (Sottoriva et al. 2015). 

KromŊ tŊchto dvou kl²ļovĨch teori² vzniku ITH existuje nem®nŊ zaj²mav§ studie z 

roku 2005, kter§ na z§kladŊ srovn§n² mutaļn²ch profilŢ ukazuje, ģe ļasn§ stadia CRC 

vykazuj² vŊtġ² ITH neģ pokroļil§ stadia (Losi et al. 2005). Zd§ se tedy, ģe k rozvoji 

karcinomu doch§z² pravdŊpodobnŊ pouze z nŊkolika subklonŢ pŚ²tomnĨch v adenomu, 

jejichģ genetickĨ profil zaruļuje nejpŚ²znivŊjġ² podm²nky pro dalġ² rŢst, pŚeģit² a obranu 

proti imunitn²mu syst®mu. Jin§ teorie pŚedpokl§d§ tzv. model paraleln²ho vĨvoje 

synchronn²ho adenomu a karcinomu. Byl navrģen v roce 2015 na z§kladŊ vĨsledkŢ 

celoexomov® sekvenaļn² analĨzy 8 kolorekt§ln²ch l®z², kter® obsahovaly sloģku adenomu a 

karcinomu. AutoŚi pŚedpokl§daj², ģe synchronn² adenom a karcinom mohou m²t stejnĨ 

klon§ln² pŢvod, ale pak se vyv²jej² nez§visle na sobŊ (Kim et al. 2015). 

KromŊ ITH jsou prekancer·zn² l®ze tak® histologicky heterogenn². Histologicky se 

dŊl² na adenomy tubul§rn², tubulovil·zn² a vil·zn². V tomto poŚad² se tak® zvyġuje riziko 

jejich malign²ho zvratu. Podle stupnŊ dysplastickĨch zmŊn mŢģeme kolorekt§ln² adenomy 

d§le dŊlit na adenomy s n²zkou, stŚedn² a tŊģkou dysplazi² (Zavoral et al. 2013).  

Samostatnou skupinou jsou pak adenomy maj²c² histologicky pilovitĨ vzhled, tzv. 

pilovit® neboli  ser§tn² adenomy vznikaj²c² alterantivn² ser§tn² dr§hou, kter§ byla 

pops§na v kapitole 1.5.3. 
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1.5.4.1 Metodika detekce ITH kolorekt§ln²ch prekancer·zn²ch l®z² 

 

Pro ucelenou pŚedstavu o rozm²stŊn² a mnoģstv² jednotlivĨch mutaļn²ch klonŢ 

v adenomu je z§sadn² rozdŊlit vzorek na co nejmenġ² ļ§sti. DŢleģit§ je pŚi tom tak® 

dokumentace (napŚ. fotografick§) pŢvodn²ho adenomu a dŢkladn® oznaļen² vġech jeho 

ļ§st², aby bylo moģn® ho po ukonļen² analĨz opŊt virtu§lnŊ remodelovat do pŢvodn² 

podoby. Z kaģd® ļ§sti adenomu je samostatnŊ izolov§na DNA, ve kter® jsou n§slednŊ 

stanoveny somatick® mutace typick® pro kolorekt§ln² adenomy/karcinomy. 

 

Svoje dosavadn² zkuġenosti z²skan® studiem ITH rŢznĨch histologickĨch typŢ 

kolorekt§ln²ch l®z² shrnuji v ļl§nku, kterĨ je uveden v kapitole 3 VĨsledky jako Publikace 

3. Z§roveŔ tato publikace demonstruje, ģe pŚ²tomnost mutace v 7. exonu genu TP53 je 

prediktorem brzk®ho vzniku novĨch metachronn²ch l®z². 

 

1.5.5 ctDNA  
 

Pojmem cirkuluj²c² n§dorov§ DNA (ctDNA) se rozum² DNA poch§zej²c² z bunŊk 

n§doru (prim§rn²ho loģiska ļi metast§zy), kter§ je ve formŊ fragmentŢ pŚ²tomna v krevn²m 

Śeļiġti. S pouģit²m dostateļnŊ citlivĨch metod je tedy moģn® v plazmŊ detekovat somatick® 

genetick® zmŊny. Vyuģit² ctDNA jako tumorov®ho markeru nab²z² ġirokou ġk§lu uplatnŊn² 

a je vĨhodn® zejm®na proto, ģe vzorky krve jsou snadno dostupn® a odbŊr krve pacienta 

vĨraznŊ nezatŊģuje. Proto se uvaģuje o vyuģit² ctDNA pŚedevġ²m v pŚ²padech, kdy nen² 

moģn® prov®st biopsii tumoru (ļasto je n§dor na tŊģko pŚ²stupn®m m²stŊ, coģ se tĨk§ napŚ. 

karcinomu slinivky - viz d§le - nebo plicn²ch ļi jatern²ch metast§z CRC) nebo tehdy, kdy je 

potŚeba biopsii prov§dŊt opakovanŊ (Perkins et al. 2012). Z toho dŢvodu se o ctDNA 

zaļalo hovoŚit jako o Ătekut® biopsiiñ (angl. liquid biopsy) (Diaz et al. 2012, Bettegowda 

et al. 2014, Chi 2016). 

Doposud nebyl ustanoven konsensus ohlednŊ mechanismu, kterĨm je ctDNA do 

krve uvolŔov§na, i kdyģ existuje nŊkolik pravdŊpodobnĨch hypot®z, jako jsou pasivn² 

uvolŔov§n² apoptickĨmi a nekrotickĨmi n§dorovĨmi buŔkami, aktivn² uvolŔov§n² ģivĨmi 

n§dorovĨmi buŔkami skrze membr§nov® v§ļky (exosomy) a lipoproteonukleotidov® 

komplexy (virtosomy), fagocyt·za a exocyt·za (Stroun et al. 2000, Jahr et al. 2001, 

Thierry et al. 2016, Tivey et al. 2022). Ļasto akceptov§na je tak® teorie formulovan§ 

Diehlem a kol., podle kter® ctDNA poch§z² z nekrotickĨch n§dorovĨch bunŊk, kter® jsou 
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pohlceny makrof§gem a makrof§g uvolŔuje fragmenty tumorov® DNA do krevn²ho obŊhu 

(Diehl et al. 2005).  

ctDNA je detekovateln§ u vŊtġiny typŢ n§dorŢ a je tedy biomarkerem, kterĨ lze 

univerz§lnŊ vyuģ²vat v managementu n§dorovĨch onemocnŊn². ObecnŊ lze Ś²ci, ģe hladina 

ctDNA roste s pokroļilost² onemocnŊn² (s tumorovou masou, angl. t®ģ tumor burden) a 

nejvŊtġ² z§chyt je pozorov§n u pacientŢ ve 4. st§diu onemocnŊn². Zat²mco tradiļn² biopsie 

poskytuje informace jen o t® ļ§sti karcinomu, ze kter® byla odebr§na, ctDNA odr§ģ² 

celkovou genetickou ITH, protoģe v plazmŊ koluj² fragmenty DNA poch§zej²c² z rŢznĨch 

ļ§st² tumoru, pŚ²padnŊ i z metastatickĨch loģisek.  

1.5.5.1 Metodiky  detekce ctDNA 

 

Vyuģit² ctDNA v praxi m§ ve srovn§n² s tradiļn² tk§Ŕovou biopsi² samozŚejmŊ tak® 

nevĨhody. Tou z§sadn² je, ģe ctDNA je souļ§st² veġker® volnŊ cirkuluj²c² cfDNA (viz obr. 

10) a vyskytuje se tedy ve velmi n²zkĨch koncentrac²ch. Frakce ctDNA v perifern² krvi 

onkologickĨch pacientŢ se pohybuje od des²tek do setin procent celkov® cfDNA (Diehl et 

al. 2008). Pro analĨzu ctDNA jsou proto potŚeba velmi citliv® metody. V dneġn² dobŊ je 

metodika zaloģena pŚev§ģnŊ na dvou pŚ²stupech: digit§ln² PCR (dPCR) a NGS.  

 

 

 

Obr. 10 Schematick® zn§zornŊn² pŢvodu ctDNA a cfDNA.  

PŚevzato a upraveno podle Lauer 2022. 
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PŚi dPCR se rozdŊluje analyzovanĨ vzorek do tis²cŢ aģ milionŢ reakļn²ch segmentŢ, 

coģ mohou bĨt mikrojamky na ļipech nebo mikrokapky olejov® emulze (droplet digital 

PCR, ddPCR). V kaģd®m z reakļn²ch segmentŢ jsou molekuly DNA individu§lnŊ 

amplifikov§ny klasickou PCR. Pokud je v dan®m segmentu pŚ²tomna c²lov§ DNA, dojde k 

amplifikaci a je detekov§n fluorescenļn² sign§l. Pokud v dan®m segmentu molekula c²lov® 

DNA nen², k amplifikaci nedojde a fluorescenļn² sign§l je nulovĨ. Mnoģstv² segmentŢ s 

detekovanou fluorescenc² pak odpov²d§ poļtu molekul c²lov® DNA ve smŊsi (Taly et al. 

2013). ObdobnŊ lze vyuģ²t dPCR pro kvantifikaci somatickĨch mutac², pokud se do reakļn² 

smŊsi pŚidaj² fluorescenļn² sondy specifick® pro danou mutaci. Aplikac² dPCR je napŚ²klad 

i metoda BEAMing (z angl. beads, emulsion, amplification and magnetics), kter§ lze 

zjednoduġenŊ popsat jako zachycen² DNA na magnetick® kuliļky a jej² n§sledn§ analĨza 

pomoc² dPCR (Diehl et al. 2005). Limit detekce mutace (LOD, z angl. limit of detection) 

pomoc² klasick® dPCR je 0,01ï0,10 % (Zhang et al. 2015,  Zonta et al. 2016, Rapisuwon et 

al. 2016). LOD metody BEAMing je 0,01 % (Diehl et al. 2008; Taniguchi et al. 2011). 

SrovnatelnŊ citliv® jsou i metody zaloģen® na principu NGS. NapŚ. metoda CAPPïSeq (z 

angl. CAncer Personalized Profiling by deep Sequencing) m§ limit detekce 0,02 % 

(Newman et al. 2014), metoda SafeïSeqS (SafeïSequencing System) pro identifikaci 

vz§cnĨch mutac² m§ citlivost 0,01ï0,5 % (Belic et al. 2015).  

Digital PCR i NGS maj² vġak tak® nevĨhody. Tou z§sadn² je n§roļnost na mnoģstv² 

a kvalitu vzorku DNA. NapŚ. z cytologickĨch prepar§tŢ z²sk§v§me v naġ² laboratoŚi 

prŢmŊrnŊ 10 ng DNA a v tomto mnoģstv² ani jedna z tŊchto analĨz nen² re§ln§. Dalġ² 

nevĨhodou je, ģe obŊ metodiky je moģn® prov§dŊt jen na specializovanĨch molekul§rnŊ-

genetickĨch pracoviġt²ch, protoģe nemocniļn² laboratoŚe bŊģnŊ nedisponuj² sekven§tory 

nov® generace a dPCR cyklery. Dalġ² nevĨhodou je st§le jeġtŊ vysok§ cena tŊchto analĨz. 

 

1.5.5.2 Dostupn§ metoda pro rutinn² detekci ctDNA 

 

Existuj² dva moģn® pŚ²stupy analĨzy ctDNA. Prvn²m z nich je panelov§ analĨza 

nejļastŊjġ²ch mutac² charakteristickĨch pro dan® n§dorov® onemocnŊn² pŚ²mo z cfDNA. 

V souļasn® dobŊ je vġak ļastŊji vyuģ²v§n druhĨ pŚ²stup, kdy je v plazmŊ stanovov§na 

tumor-specifick§ DNA mutace. Tento pŚ²stup tedy vyģaduje dostupnost vzorku n§dorov® 

tk§nŊ, v n² je nalezena somatick§ mutace a ta je pak sledov§na v plazmŊ. Pro tento ¼ļel 
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byla v naġ² laboratoŚi vyvinuta dostateļnŊ citliv§ metoda zaloģen§ na klasick® PCR s 

n§slednou tvorbou heterodulexŢ (LevĨ et al. 2012).  

Princip metody spoļ²v§ v separaci heteroduplexŢ, neboli nekomplement§rn²ch 

b§z² mezi dvŊma ŚetŊzci DNA, kter® se liġ² v jednom nukleotidu (zdrav§ vs mutovan§ 

DNA) pomoc² denaturaļn² kapil§rn² elektrofor®zy (obr. 11 na dalġ² stranŊ). K separaci 

doch§z² vlivem rozd²ln® denaturaļn² teploty, pŚiļemģ nejdŚ²ve denaturuj² fragmenty 

obsahuj²c² heteroduplexy. Nejprve se dvouŚetŊzcov® fragmenty rozev²raj² v m²stŊ 

heteroduplexu a d§le postupnŊ ve zbytku DNA fragmentu, coģ zpŢsobuje zpoģdŊn² 

heteroduplexŢ za homoduplexy bŊhem kapil§rn² elektrofor®zy. U vzorku obsahuj²c²ho 

somatickou mutaci (zdravou i mutovanou DNA) jsou na vĨsledn®m elektroferogramu 

patrn® 4 p²ky (homoduplex nemutovan® DNA, homoduplex mutovan® DNA a 2 fragmenty 

s heteroduplexy). U vzorku zdrav® tk§nŊ je vĨsledkem pouze 1 p²k. Aby bŊhem separace 

nedoġlo vlivem denaturace k ¼pln®mu oddŊlen² obou ŚetŊzcŢ DNA, bĨv§ jeden z primerŢ 

prodlouģenĨ o tzv. GC clamp (GC svorku) sloģenĨ ze 40 G a C nukleotidŢ. Ty d²ky sv® 

vysok® denaturaļn² teplotŊ zajiġŠuj² permanentn² dvouŚetŊzcov® spojen² obou vl§ken DNA 

fragmentu v m²stŊ t®to svorky. 

NevĨhodou metody je nemoģnost pŚ²m® identifikace nezn§m® mutace a pomŊrnŊ 

mal§ analyzovan§ oblast (PCR produkty o velikosti 100 ï 200 bp). 

 

Obr§zek 11: Zn§zornŊn² A - tvorby heteroduplexŢ a B - separace heteroduplexŢ pŚi kapil§rn² 

elektrofor®ze. Het1, Het2 ï heteroduplexy, Hom1, Hom2 ï homoduplexy.  

PŚevzato z Beneġov§, 2007. 
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Tato metoda mŢģe bĨt pouģita pro detekci somatickĨch muatc² v n§dorov® tk§ni, ale 

d²ky sv® vysok® citlivosti tak® v ctDNA. LOD z§vis² na konkr®tn²m typu mutace a typicky 

se pohybuje od 0,03 do 1 %. V pŚ²padŊ KRAS mutace dosahujeme LOD 0,03 % (Beneġov§ 

et al. 2022). KromŊ citlivosti je velkou vĨhodou tak® moģnost vypoļ²tat frekvenci 

(procentu§ln² zastoupen²) mutantn²ch alel na z§kladŊ ploch p²kŢ homo a heteroduplexŢ.  

Tato metoda mŢģe bĨt rutinnŊ pouģ²v§na k monitorov§n² ¼spŊġnosti l®ļby nebo 

sledov§n² recidivy jiģ zn§m®ho onemocnŊn². Ve srovn§n² s NGS a dPCR je tato metodika 

levnŊjġ², staļ² mal® mnoģstv² vorku DNA (jednotky ng) a nen² potŚeba sloģit® 

instrument§ln² vybaven². Proto je potenci§lnŊ vyuģiteln§ v bŊģn® klinick® praxi. 

 

V kapitole 3 VĨsledky t®to pr§ce je uvedena Publikace 2 popisuj²c² nejvŊtġ² 

benefity vyuģit² ctDNA pŚi monitorov§n² souboru pacientŢ s metastatickĨm CRC. Tato 

publikace popisuje tak® podrobnŊji metodiku detekce ctDNA, stejnŊ jako Publikace 4 

zabĨvaj²c² se karcinomem pankreatu (viz d§le). 
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1.6 Karcinom Pankreatu  

 

Dukt§ln² adenokarcinom pankreatu (PDAC) je ob§vanĨm onkologickĨm 

onemocnŊn²m, kter® je notoricky zn§m® pro svou ġpatnou progn·zu. Incidence PDAC 

v dlouhodob®m horizontu (od r. 1977 do r. 2021) neust§le vzrŢst§ s obļasnĨmi nepatrnĨmi 

meziroļn²mi poklesy. K 31. 12. 2021 ģilo v ĻR 3 455 osob s t²mto onemocnŊn²m, tj. 32,9 

pŚ²padŢ na 100 000 osob. PDAC se vyskytuje u muģŢ i u ģen srovnatelnŊ ļasto (1:1) s 

typickĨm n§stupem v pozdn²m vŊku, v obdob² 2017 ï 2021 byl v ĻR stŚedn² vŊk novŊ 

nemocnĨch 71 let (ĐZIS 2021). Vzhledem k absenci nebo nespecifitŊ pŚ²znakŢ bĨv§ v²ce 

neģ polovina onemocnŊn² (55 %) diagnostikov§na aģ v pozdn²m, inoperabiln²m st§diu 

(klinick® stadium III a IV), coģ ¼zce souvis² s jeho nepŚ²znivou progn·zou. PDAC m²v§ 

velice rychlĨ a fat§ln² prŢbŊh, incidence se prakticky rovn§ mortalitŊ, pŚiļemģ vŊtġina 

pacientŢ um²r§ uģ v prvn²m roce od stanoven² diagn·zy. PŊtilet® pŚeģit² l®ļenĨch pacientŢ 

v letech 2015ï2019 dosahovalo hodnoty pouze 12,6 %. Oproti obdob² 2005ï2009 pŚitom 

doġlo k n§rŢstu o necelĨch 7 % (ĐZIS 2021). 

 

1.6.1 Anatomie slinivky bŚiġn² 

 

Slinivka bŚiġn² neboli pankreas (lat. panceras) je org§n, kterĨ je souļ§st² tr§vic² 

soustavy. Pankreas slouģ² zejm®na k vĨrobŊ pankreatick® ġŠ§vy, kter§ obsahuje tr§vic² 

enzymy zajiġŠuj²c² ġtŊpen² potravy (tzv. exokrinn² funkce pankreatu).  V exokrinn² tk§ni 

je d§le roztrouġen asi milion LangerhansovĨch ostrŢvkŢ ï souborŢ epiteli§ln²ch bunŊk 

zajiġŠuj²c²ch sekreci pankreatickĨch hormonŢ insulinu, glukagonu a somatostatinu (tzv. 

endokrinn² funkce pankreatu).  

Pankreas je uloģen v epigastriu (mezi ģebern²mi oblouky) za ģaludkem na zadn² 

stŊnŊ bŚiġn² a sah§ od duodena (dvan§ctn²ku) ke slezinŊ. U dospŊl®ho ļlovŊka mŊŚ² asi 12ï

18 cm a m§ hmotnost 60 ï 90 g (Trna et al. 2021). Pankreas je tedy uloģen na velmi tŊģko 

pŚ²stupn®m m²stŊ, coģ komplikuje diagnostiku karcinomu pankreatu, jeho bioptick® 

vyġetŚen² i pŚ²padnou chirurgickou l®ļbu. 

Makroskopicky se pankreas dŊl² na 3 ļ§sti: hlavu (caput) tŊlo (corpus) a ocas 

(cauda), pŚiļemģ karcinomy se nejļastŊji vyskytuj² v oblasti hlavy pankreatu (Ryska et al. 

2007), jak je zn§zornŊno na obr. 11 na dalġ² stranŊ. 
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Obr. 11 Uloģen² pankreatu v lidsk®m tŊle vļetnŊ zn§zornŊn² karcinomu um²stŊn®ho v hlavŊ pankreatu.  

PŚevzato a upraveno podle Kleef et al 2016. 

 

1.6.2 Karcinom pankreatu ï diagnostika a l®ļba 

 

Z histologick®ho hlediska se karcinomy pankreatu dŊl² na dukt§ln² 

adenokarcinomy (PDAC, z angl. pancreatic ductal adenocarcinoma), kter® tvoŚ² asi 90 % 

vġech karcinomŢ pankreatu, druhou nejpoļetnŊjġ² skupinou jsou neuroendokrinn² 

karcinomy, d§le cystick® karcinomy, lymfomy a metast§zy n§dorŢ jinĨch lokalizac² 

(Hlavsa et al. 2008, Kleef et al. 2016). Ve sv®m vĨzkumu jsem se zamŊŚovala pŚev§ģnŊ na 

PDAC. 

Diagnostika PDAC je velmi obt²ģn§ a v souļasn® dobŊ neexistuj² spolehliv® 

n§stroje, kter® by odhalily toto onemocnŊn² v ļasnĨch st§di²ch, protoģe ta jsou vŊtġinou 

asymptomatick§. Prvn² pŚ²znaky bĨvaj² nespecifick®, napŚ²klad ¼nava, hubnut² ļi 

nechutenstv², a proto bĨvaj² pacienty podceŔov§ny. V dobŊ z§vaģnŊjġ²ch pŚ²znakŢ, jako je 

bolest bŚicha, zad, ļi ģloutenka zpŢsoben§ ¼tlakem dvan§ctn²ku, bĨv§ onemocnŊn² jiģ v 

pokroļil®m st§diu.  

Z§kladn²mi metodami pro stanoven² diagn·zy jsou zobrazovac² metody ï CT, MRI 

nebo EUS. PŚi CT podezŚen² na karcinom pankreatu je prvn² ot§zkou posouzen² jeho 

resekability (pŚ²tomnost vzd§lenĨch metast§z, vŊk pacienta, vztah n§doru k okoln²m 

velkĨm c®v§m). N§slednŊ se pŚistupuje k potvrzen² diagn·zy pomoc² EUS-FNB 

suspektn²ho m²sta pankreatu (Hlavsa et al. 2008, Nelsen et al. 2015, Cazacu et al. 2021). 

EUS-FNB pankreatu je velmi n§roļn§ ï pankreas je dostupnĨ pouze pŚes stŊnu ģaludku ļi 
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duodena (z§leģ² na lokalizaci suspektn²ho m²sta) a vyģaduje proto pŚ²tomnost zkuġen®ho 

endoskopisty. Nav²c m§ PDAC tk§Ŕ tzv. desmoplastickĨ chrakter, tedy je v n² pŚ²tomno 

mal® mnoģstv² n§dorovĨch bunŊk na pozad² velk®ho mnoģstv² vaziva.  

DiagnostickĨ vĨznam laboratorn²ch vyġetŚen² je u PDAC omezenĨ, u pacientŢ se 

mŢģe objevit zvĨġen§ hladina bilirubinu, alkalick® fosfat§zy a sedimentace erytrocytŢ, u 

tŚetiny nemocnĨch patologick§ glykemick§ kŚivka a v pŚ²padŊ prorŢstaj²c²ho n§doru 

an®mie. Z n§dorovĨch markerŢ se nejļastŊji vyġetŚuj² mucinov® antigeny CA 19-9, CA 

242, CA 50 a CA 72-4, ale vzhledem k jejich pomŊrnŊ n²zk® specificitŊ i senzitivitŊ maj² 

vĨznam sp²ġe pŚi sledov§n² progrese onemocnŊn² neģ pŚi diagnostice (Jiang et al. 2004, 

R¿ckert et al. 2010). 

Jedinou l®ļebnou metodou, kter§ je v souļasn® dobŊ potencion§lnŊ kurabiln² a 

mŢģe prodlouģit ģivot nemocn®ho, je chirurgick§ resekce karcinomu n§sledovan§ v 

nŊkterĨch pŚ²padech adjuvatn² chemoterapi² gemcitabinem. Ten je pod§v§n i v pokroļilĨch 

st§di²ch, pŚ²padnŊ v kombinaci s radioterapi² nebo c²lenou biologickou l®ļbou erlotinibem 

(Burris et al. 2023). KromŊ chirurgick® l®ļby maj² vġak ostatn² l®ļebn® modality 

(chemoterapie, radioterapie, biologick§ l®ļba) pouze paliativn² charakter (Havl²k et al. 

2010). Pokud je PDAC um²stŊn v hlavŊ pankreatu, bĨv§ radik§ln² chirurgickou resekc² 

proxim§ln² pankreatoduodenektomie. Jedn§ se o n§roļnou, nŊkolikahodinovou, rozs§hlou 

operaci (D'Cruz et al. 2024), kter§ bĨv§ spojena s pomŊrnŊ vysokou mortalitou v ļasn®m 

pooperaļn²m obdob² (8 %) a s pooperaļn²mi komplikacemi, kter® m²v§ 23,5 % nemocnĨch, 

pŚiļemģ zhruba u poloviny z nich je potŚeba prov®st chirurgickou revizi (Ryska et al. 

2007). Nav²c, chirurgicky resekabiln²ch je asi jen 20 % pacientŢ z celkov®ho poļtu 

diagnostikovanĨch (Jemal et al. 2008) a u zhruba 80 % operovanĨch pacientŢ se i tak 

objev² ļasn§ lok§ln² recidiva ļi generalizace onemocnŊn² (Ryska et al. 2007, Kleef et al. 

2016).  

Pro stanoven² z§vaģnosti onemocnŊn² se i u PDAC vyuģ²v§ TNM syst®m hodnocen² 

a n§sledn® stanoven² st§dia na z§kladŊ TNM charakteristik (tabulky 5 a 6). Po ¼spŊġn® 

chirurgick® resekci je tŚ²let® pŚeģit² pacientŢ v I. st§diu onemocnŊn² 60 %, ve II. st§diu 29,5 

%, ve III. st§diu 39,5 %, ve st§diu IVa 15,6 % a ve st§diu IVb pouze 10,5 % (Ryska et al. 

2007).  

Z uvedenĨch dŢvodŢ je pŚi volbŊ terapie u tohoto onemocnŊn² ļasto zvaģov§n 

re§lnĨ pŚ²nos l®ļby zejm®na s ohledem na kvalitu ģivota pacienta. Ve sv®m vĨzkumu jsem 

se proto prim§rnŊ soustŚedila na hled§n² moleku§rn²ch markerŢ, kter® by umoģnily zpŚesnit 
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progn·zu pacientŢ nebo predikovaly jejich odpovŊŅ na l®ļbu a pomohly tak klinikŢm pŚi 

volbŊ adekv§tn² terapie pro dan®ho pacienta. 

 
Tab. 5 TNM klasifikace PDAC (8. edice)  

Charakteristika 

prim§rn²ho n§doru 

T0 nen² pŚ²tomen 

Tis karcinom in situ 

TX nelze hodnotit 

T1a n§dor Ò 0,5 cm v nejvŊtġ²m rozmŊru 

T1b n§dor > 0,5 Ò 1 cm v nejvŊtġ²m rozmŊru 

T1c n§dor > 1 Ò 2 cm v nejvŊtġ²m rozmŊru 

T2 n§dor > 2 Ò 4 cm v nejvŊtġ²m rozmŊru 

T3 n§dor vŊtġ² neģ 4 cm v nejvŊtġ²m rozmŊru 

T4 

zasahuje do truncus coeliacus nebo a. meseterica 

superior a/nebo spoleļnou jatern² tepnu (a. hepatica 

communis) 

PŚ²tomnost metast§z 

v region§ln²ch m²zn²ch 

uzlin§ch 

N0 nejsou pŚ²tomnys 

NX nelze hodnotit 

N1 metast§zy v 1-3 region§ln²ch m²zn²ch uzlin§ch 

 N2 metast§zy ve 4 a v²ce region§ln²ch m²zn²ch uzlin§ch 

PŚ²tomnost vzd§lenĨch 

metast§z 

M0 nejsou pŚ²tomny 

MX nelze hodnotit 

M1 pŚ²tomnost 

 

Tab. 6 Urļov§n² st§dia PDAC podle TNM klasifikace (8. edice) 

PDAC    

Stadium 0 Tis N0 M0 

Stadium IA T1 N0 M0 

Stadium IB T2 N0 M0 

    

Stadium IIA  T3 N0 M0 

Stadium IIB  T1, T2, T3 N1 M0 

Stadium III  T1, T2, T3 N2 M0 

 T4 jak®koliv N M0 

Stadium IV jak®koliv T jak®koliv N M1 
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1.6.3 Onkogenetika karcinomu pankreatu  

 

PodobnŊ jako v pŚ²padŊ kolorekt§ln²ho karcinomu, tak® pro karcinom pankreatu byl 

navrģen model popisuj²c² postupnou akumulaci genetickĨch a cytologickĨch zmŊn. Na 

rozd²l od CRC zde premalign² st§dia neoznaļujeme jako adenomy, ale jako neopl§zii a 

postupn§ pŚemŊna zdravĨch pankreatickĨch bunŊk v buŔky n§dorov® je proto oznaļov§na 

jako model pankreatick® intraepiteli§ln² neopl§zie, neboli PanIN (Hruban et al. 2000). 

Na z§kladŊ postupnĨch zmŊn epiteli§ln²ch bunŊk pankreatu rozliġujeme 4 stupnŊ neopl§zie: 

PanIN-1A a PanIN-1B pŚedstavuj² jen lehkou atypii bunŊk, PanIN-2 znaļ² m²rnou atypii 

s tvorbou v²cejadernĨch bunŊk a PanIN-3 tŊģkou atypii a invazivitu tk§nŊ slinivky (obr. 

11).  

 

 
 
Obr. 12 PanIN model vĨvoje karcinomu pankreatu.  

PŚevzato a upraveno podle Hruban et al. 2000. 

 

V souvislosti s PanIN jsou nejļastŊji uv§dŊny mutace v prototonkogenu KRAS, 

tumor supresorovĨch genech TP53 a CDKN2A (k·duj²c²m protein p16) a delece tumor 

supresorov®ho genu SMAD4 lokalizovan®ho na chormozomu 18q (napŚ. Talar ï 

Wojnarowska a Malecka-Panas 2006, Salek et al. 2009, Zavoral et al. 2011, Wood et al. 

2022). K mutac²m KRAS doch§z² hned v poļ§teļn²ch f§z²ch PanIN-1A a 1B, proto se 

mutace KRAS vyskytuj² prakticky ve vġech PDAC tk§n²ch a jejich pŚ²tomnost je pro PDAC 

charakteristick§ (Luo 2021).  

VĨskyt mutac² v genech KRAS, TP53, CDKN2A a delec² SMAD4 byl u PDAC 

pops§n uģ v 80. ï 90. letech minul®ho stolet² (Almoguera et al. 1988, Scarpa et al. 1993, 

Caldas et al. 1994, Hahn et al. 1996) a n§slednŊ pŚi prvn² celoexomov® sekvenaļn² studii 
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24 PDAC tk§n² byl potvrzen jejich stŊģejn² vĨznam (Jones et al. 2008). SouļasnŊ bylo 

objeveno, ģe PDAC tk§Ŕ obsahuje v prŢmŊru 63 genetickĨch alterac², vŊtġinou (76 %, 

48/63) somatickĨch mutac² (Jones et al. 2008). 

 

1.6.4 Charakter PDAC vzorkŢ pro genetick§ vyġetŚen² 

 

Ke studiu molekul§rn²ch markerŢ se v souļasn® dobŊ vyuģ²vaj² hlavnŊ resek§ty 

PDAC z²skan® peroperaļnŊ. Jak ale vyplĨv§ z kapitoly 1.6.2, resek§ty reprezentuj² pouze 

asi 20 % PDAC, protoģe jen 20 procentŢm pacientŢ je diagnostikov§no lokalizovan® 

onemocnŊn² s moģnost² kurativn² resekce. Zbyl§ vŊtġina pacientŢ operaci nepodstupuje a je 

odk§z§na pouze na paliativn² terapii. Molekul§rn² analĨza resek§tŢ tedy nen² pro bŊģnou 

klinickou praxi pŚ²liġ vhodn§. Sp²ġe je potŚeba soustŚedit se na prospektivn² analĨzy a 

vyuģ²vat k hled§n² molekul§rn²ch markerŢ vzorky tumorov® tk§nŊ vġech pacientŢ, vļetnŊ 

pacientŢ s lok§lnŊ pokroļilĨm ļi metastatickĨm onemocnŊn²m. TakovĨmi vzorky jsou 

EUS-FNAB, kter® se odeb²raj² ze suspektn² pankreatick® tk§nŊ pŚi diagnostice PDAC a 

jsou n§slednŊ cytologicky hodnoceny (Nelsen et al. 2015, Bhatia a Varadarajulu 2017). 

AnalĨza bioptick®ho vzorku je z molekul§rn²ho hlediska n§roļnŊjġ² neģ analĨza resek§tu, 

protoģe EUS-FNAB vzorek bĨv§ malĨ, silnŊ prokrv§cenĨ, kontaminovanĨ nen§dorovou 

tk§n², ļasto m§lo bunŊļnĨ a buŔky bĨvaj² fragmentov§ny. To je pravdŊpodobnŊ dŢvod, 

proļ vyuģ²v§n² EUS-FNAB vzorkŢ PDAC ke studiu molekul§rn²ch markerŢ nen² bŊģn®.  

PracoviġtŊ, kter§ s EUS-FNAB pracuj², je vyuģ²vaj² nejļastŊji v nativn² formŊ -

tedy ļ§st bioptick®ho vzorku je vyuģita pro genetickou analĨzu a dalġ² ļ§st vzorku je 

natŚena na skl²ļko k cytologick®mu stanoven² diagn·zy (napŚ. Wang et al. 2011, Ogura et 

al. 2012, Ginest¨ et al. 2013, Cazacu et al. 2021). NejļastŊji jsou nativn² aspir§ty 

pouģ²v§ny k prŢkazu mutace KRAS ve vzorku pro zpŚesnŊn² diagnostiky PDAC, respektive 

odliġen² od chronick® pankreatitidy (Salek et al. 2007). Vzorek nativn² tk§nŊ je z hlediska 

extrakce genetick®ho materi§lu nejkvalitnŊjġ², ale slabinou je, ģe bunŊļnĨ materi§l natŚenĨ 

na cytologick®m skl²ļku a zhodnocenĨ patologem, nemus² bĨt tentĨģ jako v nativn²m 

vzorku a tud²ģ u nŊj nen² zn§mo procentu§ln² zastoupen² n§dorovĨch bunŊk (pokud vŢbec 

nŊjak® pŚ²tomny jsou), takģe detekce KRAS mutac² (i ostatn² genetick® analĨzy) v tŊchto 

vzorc²ch mŢģe v®st k faleġnŊ negativn²m vĨsledkŢm.  

VhodnŊjġ² variantou je proto vyuģ²t ke genetick® analĨze tentĨģ aspir§t natŚenĨ 

na skl²ļko, kterĨ hodnotil cytolog. Pak je moģn® izolovat genetickĨ materi§l pouze 

z oblasti vĨskytu tumorovĨch bunŊk, kterou vyznaļ² cytolog bŊhem sv®ho hodnocen². Tato 



Đvod 

38 

 

metoda se na naġem pracoviġti velmi osvŊdļila a d²ky n² detekujeme KRAS mutace v 90 % 

bioptickĨch vzorkŢ (Beneġov§ et al. 2019). 

 

Detekce KRAS mutac² z cytologickĨch skl²ļek byla vyuģita tak® v 

recentn² publikaci, kter§ je pod oznaļen²m Publikace 4 uvedena v kapitole 3 VĨsledky. 

Pojedn§v§ o rozd²ln® prognostick® roli rŢznĨch typŢ KRAS mutac² u pacientŢ s PDAC.
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2 C²le disertaļn² pr§ce 
 

C²lem pr§ce bylo studium genetick®ho pozad² solidn²ch tumorŢ a hled§n² 

molekul§rn²ch markerŢ, kter® by byly vyuģiteln® v klinick® praxi pŚi zpŚesŔov§n² 

diagnostiky a progn·zy onemocnŊn². 

Konkr®tn² c²le disertaļn² pr§ce: 

1. Detekce RET/PTC1 a RET/PTC3 pŚeskupen² v souboru ļ²taj²c²m 47 dŊtskĨch pacientŢ 

s papil§rn²m karcinomem ġt²tn® ģl§zy 

2. Optimalizace metodiky detekce cirkuluj²c² n§dorov® DNA a demonstrace jej²ho vyuģit² 

v klinick® praxi u pacientŢ s pokroļilĨm karcinomem kolorekta 

3. Studium intratumorov® mutaļn² heterogenity prekancer·zn²ch kolorekt§ln²ch l®z² a 

moģnost² jej²ho vyuģit² v klinick® praxi 

4. Stanoven² prognostick® role KRAS mutac² u pacientŢ s karcinomem pankreatu; porovn§n² 

vĨsledkŢ pŚi detekci KRAS mutac² z cytologick®ho materi§lu a z ctDNA. 

 



VĨsledky 

40 

 

3 VĨsledky  

3.1 Publikace 1  

 

 

Nov§ varianta RET/PTC1 pŚeskupen² detekovan§ u chlapce 

s papil§rn²m karcinomem ġt²tn® ģl§zy bez historie ionizuj²c²ho 

oz§Śen² 

 

H§lkov§ T., DvoŚ§kov§ Ġ., V§clav²kov§ E., SĨkorov§ V., Vļel§k J., SĨkorov§ P., Vlļek P., 

řeboun M., Katra R., Kodetov§ D., Schrumpf M., van Wezel T., Morreau H., Bendlov§ B. 

 

Đvod: Genetickou pŚ²ļinou PTC je v pŊtinŊ pŚ²padŢ vznik chim®rn²ho f¼zn²ho genu, tzv. 

RET/PTC. Vznik§, pokud je oblast RET protoonkogenu, kter§ k·duje intracelul§rn² 

katalyticky aktivn² dom®nu, pŚipojena k jin®mu genu poskytuj²c²mu promotor a 

umoģŔuj²c²mu dimerizaci a t²m aktivaci RET receptoru. NejbŊģnŊjġ² z tŊchto pŚeskupen² je 

RET/PTC1, kde 12. exon RET genu je pŚipojen k 1. exonu genu CCDC6 se zlomy v 11. 

intronu RET a 1. intronu CCDC6. 

Metodika: OsmiletĨ chlapec s PTC (T3m N1b M1, opakovan§ recidiva), bez historie 

ionizuj²c²ho oz§Śen², podstoupil tot§ln² thyroidektomii. Z n§dorov® tk§Ŕe byla izolov§na 

RNA spolu s DNA pomoc² komerļn²ho izolaļn²ho kitu AllPrep DNA/RNA/Protein Mini 

Kit (Qiagen, Venlo, Nizozemsko). RNA byla reverzn² transkripc² pŚevedena do cDNA. 

Detekce RET/PTC1 pŚeskupen² byla provedena metodou real-time PCR s n§slednou 

analĨzou kŚivky t§n². PurifikovanĨ PCR produkt byl sekvenov§n.  

VĨsledky: Na z§kladŊ kŚivky t§n² odliġn® od RET/PTC1 pozitivn² kontroly, byla nalezena 

nov§, delġ² varianta RET/PTC1 pŚeskupen². Sekvenace cDNA odhalila f¼zi 1. exonu 

CCDC6 s 9. exonem RET k·duj²c²m ļ§st jeho extracelul§rn² dom®ny. Za 9. exonem 

n§sleduje hned 12. exon RET, exony 10 a 11 pŚ²tomny nejsou.  

Z§vŊr: Byla nalezena nov§, atypick§ forma RET/PTC1 pŚeskupen². PŚekvapiv§ je zejm®na 

pŚ²tomnost ļ§sti extracelul§rn² dom®ny RET genu (exon 9), kter§ se v ģ§dn®m doposud 

popsan®m RET/PTC pŚeskupen² nevyskytuje. MoģnĨm vysvŊtlen²m by mohl bĨt nespr§vnĨ 

sestŚih RET v dŢsledku somatick® 32 bp dlouh® delece v RET na hranici exon-intron 11. 
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Pod²l disertantky na publikaci:  

1) 100% pod²l na izolaci nukleovĨch kyselin, reverzn² transkripci, detekci RET/PTC 

pŚeskupen² pomoc² real-time PCR  

2) participace z cca 60 % na metodickĨch postupech pouģitĨch k objasnŊn² sekvence 

nov®ho pŚeskupen² (Sangerovo sekvenov§n², NGS, long range PCR) 

3) zpracov§n² experiment§ln²ch a klinickĨch dat (100 %) 

4) vytvoŚen² tabulky a obr§zkŢ (100 %) 

5) seps§n² cel®ho rukopisu (100 %) 
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