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Souhrn
Kolorektální karcinom je jedním z nejãastûji se vyskytujících nádorov˘ch onemocnûní. BohuÏel, v˘znam-
ná ãást pacientÛ v klinick˘ch stádiích II a III umírá do pûti let po radikálním chirurgickém zákroku násled-
kem progrese onemocnûní. Racionální pfiistup k indikaci adjuvantní léãby pro tyto pacienty nabízí mole-
kulární charakterizace jejich rizika napfiíã obûma klinick˘mi stádii pomocí technologie DNA ãipÛ. Do studie
byly zafiazeny bioptické  vzorky dvanácti pacientÛ s histologicky potvrzen˘m kolorektálním karcinomem
(KRK) v klinickém stádiu II a III tvofiené minimálnû ze 70% maligními buÀkami. ·est pacientÛ mûlo dobr-
ou prognózu s délkou bezpfiíznakového pfieÏití (DFS) del‰í neÏ 36 mûsícÛ, ‰est mûlo ‰patnou prognózu s
DFS krat‰ím neÏ 36 mûsícÛ. Pomocí nízkohustotních oligonukleotidov˘ch makroãipÛ spoleãnosti Supe-
rArray urãen˘ch k relativní kvantifikaci exprese 128 genÛ potenciálnû zapojen˘ch do procesu metastazo-
vání, byly identifikovány profily genové exprese primárních KRK v‰ech 12 pacientÛ. Anal˘zou expresních
profilÛ pomocí t-testu (á = 0,01) a metody SAM jsme identifikovali 10 genÛ rozdílnû exprimovan˘ch (9 up-
regulovan˘ch, 1 down-regulovan˘) v primárních nádorech pacientÛ se ‰patnou prognózou. Na‰e v˘sledky
nasvûdãují, Ïe technologie nízkohustotních oligonukleotidov˘ch makroãipÛ je uÏiteãnou pomÛckou pro lep-
‰í  pochopení molekulární podstaty progrese nádorového onemocnûní a zlep‰ení predikce metastatického
potenciálu primárních nádorÛ u pacientÛ s lokoregionálnû pokroãil˘m kolorektálním karcinomem.
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Summary 
Colorectal cancer (CRC) is one of the most common malignancies. Unfortunately, a significant proportion
of surgically cured patients  in the early stage of the disease develop progression and die from the disease.
Twelve patients who had histologically confirmed  left-sided colon adenocarcinoma with a volume fraction
showing at least 70% of malignant tumor cells were included. Only stage II-III patients according to IUCC
with no prior chemotherapy or radiotherapy were eligible for the study. Six patients were poor prognosis
cases with disease free survival (DFS) lower then 36 month and six were good prognosis cases with DFS>36
month. Relative gene expression levels of 128 genes potentially involved  in cancer progression and disse-
mination were obtained by low-density oligonucleotide microarrays (SuperArray Bioscience Corp., Bet-
hesda, MD) from 12 primary colon cancer samples. Gene expression data analysis based on the SAM and t-
test (á = 0, 01) methods identified 10 genes with significantly different expression in primary tumors of
patients with poor prognosis. Our preliminary data suggest that oligonucleotide microarray technology should
contribute to a better understanding of the progression of colorectal cancer, and facilitate prediction of the-
ir metastatic potential. 

Key words: colorectal cancer, DNA microarray technology, gene expression profiles, pathogenesis, pro-
gnosis
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Úvod
Kolorektální karcinomy (KRK) patfií v âeské republice
k nejãetnûj‰ím nádorov˘m onemocnûním. Poslední publikova-
ná data udávají jejich roãní incidenci 78 pfiípadÛ a mortalitu 41
pfiípadÛ na 100.000 obyvatel. To na‰i zemi fiadí na první místo
v Evropû a jedno z pfiedních míst ve svûtû. V léãbû tohoto one-
mocnûní i pfies vzrÛstající náklady není dosahováno uspokoji-
v˘ch v˘sledkÛ. Jedním z dÛvodÛ je skuteãnost, Ïe pacienty v kli-
nickém stádiu II (pT3-pT4, pN0) a III (pT2-pT4, pN+) po
radikálním chirurgickém zákroku není moÏnû sdostateãnou sen-
zitivitou rozdûlit na skupinu s vysok˘m a nízk˘m rizikem relap-
su onemocnûní a následnû pro nû vytvofiit individuální léãebn˘
plán. PfiibliÏnû 20-30% pacientÛ v klinickém stádiu II umírá do
pûti let na progresi onemocnûní, protoÏe nebyli na základû sou-
ãasnû pouÏívan˘ch diagnostick˘ch kriterii (histologická klasi-
fikace, grade, klinick˘ rozsah, ojedinûlé molekulární markery)
vyhodnoceni jako rizikoví z hlediska progrese onemocnûní
a nedostali potfiebnou adjuvantní chemoterapii. U pacientÛ v kli-
nickém stádiu III (k progresi dochází pfiibliÏnû u 50%) je situa-
ce opaãná. Naprostá vût‰ina pacientÛ po chirurgickém zákroku
absolvuje adjuvantní chemoterapii, pfiestoÏe celkové pfieÏití
v˘znamnû zlep‰uje pouze u 10-20% tûchto pacientÛ a ostatní
prochází zatûÏující chemoterapeutickou léãbou bez zfietelného
benefitu. Tyto skuteãnosti mají samozfiejmû v˘znam také z hle-
diska farmakoekonomiky. Je tedy zfiejmé, Ïe souãasná kriteria
pro stanovení prognózy u pacientÛ v klinickém stádiu II a III ne-
mají z hlediska predikce relapsu a celkového pfieÏití dostateã-
nou informativní hodnotu. Racionální pfiistup k indikaci adju-
vantní léãby nabízí molekulární charakterizace vysoce rizikové
podskupiny napfiíã pacienty v obou klinick˘ch stádiích pomocí
technologie DNA ãipÛ [1]. 
Nadûjné v˘sledky pfiinesla studie zamûfiená na hledání nov˘ch
prognostick˘ch markerÛ relapsu onemocnûní s vyuÏitím
oligonukleotidov˘ch mikroãipÛ Affymetrix U133a. Na sou-
boru 74 pacientÛ ve stádiu Dukes B (stádium II) byla identifi-
kována sada 23 genÛ, která na nezávislém validaãním soubo-
ru 36 pacientÛ predikovala relaps s pfiesností 78% (p = 0,0001)
[2]. DNA mikroãipy byly pouÏity také k vytvofiení moleku-
lárního stagingu kolorektálních karcinomÛ. Pro 78 vzorkÛ
kolorektálních karcinomÛ byly získány expresní profily pomo-
cí 32,000 cDNA mikroãipÛ (TIGR), z nichÏ se pomocí klast-
rové anal˘zy podafiilo identifikovat sadu 43 genÛ, která um-
oÏÀovala nezávisle na klinické klasifikaci rozdûlit pacienty na
dvû prognostické skupiny ve vztahu k celkovému pfieÏití. Pfii
cross-validaci byla tato sada genÛ, obsahující mimo jiné také
geny pro osteopontin a neuregulin, schopná pfiedpovûdût 36
mûsíãní pfieÏití s pfiesností 90% (p<0,001) [3]. Retrospektivní
studii zamûfienou na predikci relapsu onemocnûní provedl na
souboru 25 pacientÛ klinického stádia Dukes C (stádium III),
u kter˘ch byl jedinou léãebnou modalitou radikální chirurgic-
k˘ zákrok Arango a kol. (2005). Získan˘ klasifikátor tvofien˘
17 geny byl schopn˘ pfii cross-validaci správnû zafiadit 88%
pacientÛ a rozdûlit je z hlediska dlouhodobého DFS na hladi-
nû pravdûpodobnosti (p < 0,0001) [4]. 
Studie zaloÏené na technologii vysokohustotních oligo-
nukleotidov˘ch nebo DNA mikroãipÛ prokázaly velice dobré
analytické vlastnosti, bohuÏel s minimálním prÛnikem mezi
nalezen˘mi genov˘mi sadami. Srovnatelnost a reprodukova-
telnost tûchto studií je nane‰tûstí v˘znamnû ovlivnûna jejich
technologickou rozmanitostí a v˘sledky, kter˘ch bylo pomo-
cí nich dosaÏeno nelze povaÏovat za konkluzivní [5]. Pfiedpo-
kládáme, Ïe pro na‰e úãely bude vhodnûj‰í zamûfiit se na 
sledování konkrétních biologick˘ch procesÛ spojen˘ch s inva-
zivitou a diseminací charakterizovan˘ch pomocí sady genÛ jiÏ
dfiíve popsan˘ch u jin˘ch typÛ nádorÛ. Na stejném pfiedpo-
kladu je zaloÏena napfiíklad práce Nosha a kol. (2005) zamû-
fiená na porovnání expresních profilÛ kolorektálních adenomÛ

a ãasn˘ch stádií karcinomÛ pomocí nízkohustotního cDNA
makroãipu [6]. Pro na‰i studii jsme se proto rozhodli pouÏít
nizkohustotní oligonukleotidové makroãipy spoleãnosti Supe-
rArray urãené k relativní kvantifikaci exprese 128 genÛ poten-
ciálnû zapojen˘ch do procesu metastazování. 
Cílem studie je získání expresních profilÛ prognosticky
odli‰n˘ch skupin pacientÛ s kolorektálním karcinomem v kli-
nickém stádiu II a III pomocí oligonukleotidov˘ch makroãi-
pÛ, jejich porovnání a identifikace genÛ se signifikantnû roz-
dílnou expresí mezi skupinami pacientÛ s rÛznou prognózou.
Tento pfiístup je zaloÏen na pfiedpokladu, Ïe pozdûj‰í vysoce
invazivní a metastatick˘ fenotyp kolorektálních karcinomÛ je
detekovateln˘ jiÏ v primárních karcinomech pacientÛ s loko-
regionálním postiÏením tj. v klinickém stádiu II a III [7]. Detek-
ce tohoto specifického molekulárního profilu by v budoucnu
mohla slouÏit k individualizaci terapie u pacientÛ s kolorek-
tálním karcinomem [8].

Materiál a metody
Soubor pacientÛ
Do studie bylo zafiazeno 12 pacientÛ ve vûku 52-76 let v dobû di-
agnózy s histologicky potvrzen˘m sporadick˘m kolorektálním
adenokarcinomem v klinickém stádiu II a III dle IUCC (pT3-
pT4, pN0 nebo pT2-pT4, pN+), ktefií podstoupili chirurgick˘
zákrok v Masarykovû onkologickém ústavu v letech 2001 aÏ
2005 (viz. tabulka ã. 1). Pacienti byli rozdûleni do dvou skupin
z hlediska prognózy na základû parametru disease free survival
(DFS). ·est pacientÛ mûlo dobrou prognózu (DFS>36 mûsícÛ,
medián 43), ‰est pacientÛ ‰patnou prognózu (DFS<36 mûsícÛ,
medián 13). 

Izolace a kontrola kvality RNA
Bioptick˘ materiál byl ihned po chirurgickém vyjmutí zamra-
zen a uskladnûn pfii -80oC do dal‰ího zpracování. Celková RNA
byla izolována pomocí TriReagentu (MRC, Research, USA)
dle doporuãení v˘robce, v nûkter˘ch pfiípadech pfieãi‰tûna na
kolonkách uÏitím kitu ArrayGradeá (SuperArray Bioscience
Corp.). âistota byla ovûfiena spektrofotometricky a nekonta-
minovaná RNA (A260/A280 > 2; A260/A230 > 1,7) byla dále
zpracována. Intergrita RNA byla kontrolována metodou kapi-
lární gelové elektroforézy pfiístorojem Agilent 2100 Bioana-
lyzer (Agilent Technologies). Pouze nefragmentovaná RNA
charakterizovaná hodnotou RIN (RNA Integrity Number) vy-
‰‰í neÏ 7 byla pouÏita pro dal‰í anal˘zy [9].

Zpracování oligonukleotidov˘ch makroãipÛ (Oligo GEArrays)
K získaní expresních profilÛ jsme pouÏili nízkohustotní
oligonukleotidové makroãipy spoleãnosti SuperArray Tumor
Metastasis Oligo GEArray (OHS-028) urãené k relativní kvan-
tifikaci exprese celkem 128 genÛ potenciálnû zapojen˘ch do
procesu nádorové invazivity a metastazování (geny souvisejí-
cí s bunûãnou adhezí, extracelulární matrix, angiogenezí, regu-
lací bunûãného cyklu, apoptózou). K lineární amplifikaci ~3
μg intaktní RNA kaÏdého vzorku a jejímu znaãení biotinem-
16-UTP (Enzo Life Sciences) jsme pouÏili kit TrueLabeling-
AMPTM 2.0 (SuperArray Bioscience Corp.). Získaná cRNA
byla pfieãi‰tûna pomocí kolonkového kitu ArrayGradeTM

cRNA Cleanup Kit (SuperArray Bioscience Corp.). cRNA son-
dy byly následnû denaturovány a hybridizovány 20 hodin na
nylonovou membránu makroãipu nesoucího oligonukleotido-
vé sondy specifické pro jednotlivé geny. Hybridizovaná cRNA
byla detekována po vazbû biotinu na avidin-fosfatázov˘ kon-
jugát chemiluminiscenãní reakcí s ãinidlem CDPstar (Tropix,
Inc., Bedford, MA). V‰echny postupy byly provedeny dle
doporuãení v˘robce. Chemiluminiscenãní obraz byl snímán
12bitovou chlazenou CCD kamerou (Synoptics Ltd .) po dobu
17 minut.



404 KLINICKÁ ONKOLOGIE 19 SUPPLEMENT  2006

Anal˘za obrazu a zpracování dat
Anal˘za obrazu, odeãtení pozadí (spot s nejniÏ‰í intenzitou)
a normalizace dat byla provedena pomocí webové aplikace
GEArray Expression Analysis Suite (SuperArray Bioscience
Corp.). Intenzita signálu jednotliv˘ch spotÛ byla normalizo-
vána pomocí sady housekeepingov˘ch genÛ GAPDH, ACTB,
HSPCB a B2M (viz obr. 1 - A16- F16). Statistická anal˘za
a vizualizace normalizovan˘ch dat byly provedeny pomocí
softwaru TIGR MultiExperiment Viewer version 3.1 (The
Institute for Genomic Research, 2003, ) [10]. K identifikaci
genÛ rozdílnû exprimovan˘ch mezi dvûma skupinami pacien-
tÛ jsme pouÏili dvouv˘bûrov˘ t-test (α = 0,01) a metodu SAM
(Significance Analysis of Microarrays) [11], podmínkou byl
minimálnû dvojnásobn˘ rozdíl v expresi nalezen˘ch genÛ mezi
skupinami. Metoda SAM byla pouÏita pro studii typu „two
class unpaired data“ s poãtem permutací 1000, pro minimální
hodnotu odhadu FDR (false discovery rate) byla stanovena
hranice � = 1,5. Nejv˘znamnûj‰í geny získané pomocí obou
metod byly pouÏity pro shlukování pacientÛ s dobrou prognó-
zou a pacientÛ se ‰patnou prognózou pomocí metody hierar-
chického shlukování (HCL) (viz obr. 2). Analogicky byly ana-
lyzovány rovnûÏ expresní profily kolorektálních karcinomÛ
dle anatomické lokalizace.

V˘sledky
Unifikace zkoumaného souboru, eliminace faktorÛ ovlivÀují-
cích ãipové anal˘zy
Vzhledem k popsan˘m v˘razn˘m rozdílÛm v expresních pro-
filech nádorÛ vykazujících mikrosatelitní nestabilitu byla pro-
vedena imunohistochemická anal˘za reparaãních proteinÛ
MSH2, MLH1 a PMS2 [12] a do studie byly zafiazeny pouze
nádory s nepravdûpodobnou mikrosatelitní nestabilitou. Za
úãelem eliminace vlivu anatomické lokalizace na rozdíly
v expresních profilech rÛzn˘ch prognostick˘ch skupin byly
nádory rozdûleny také z hlediska jejich lokalizace vzhledem
ke splenické flexufie (proximálnû a distálnû, 5 vs . 7) a analy-
zovány samostatnû. K vylouãení v˘znamné kontaminace jin˘-
mi bunûãn˘mi populacemi (lymfocyty, fibroblasty) byly v‰e-
chny vzorky ovûfieny patologem z hlediska zastoupení
nádorov˘ch bunûk. Vzorky tvofieny z více neÏ 70% nádoro-
v˘mi buÀkami byly dále zpracovány [13]. Pouze nekontami-
novaná a nefragmentovaná RNA (RIN > 7) byla pouÏita k ãipo-
v˘m anal˘zám [9]. V˘‰e uvedená kriteria splÀovalo 12
(z testovan˘ch 20) vzorkÛ následnû pouÏit˘ch ve studii.
Vyhodnoceno bylo rovnûÏ rutinnû provádûné stanovení hla-
din nádorového markeru CEA (karcinoembryonální antigen)
v krevním séru. Podle oãekávání byla skupina pacientÛ se ‰pat-
nou prognózou spojena s vy‰‰í pooperaãní sérovou hladinou
CEA neÏ skupina s dobrou prognózou (medián 7,1 vs. 1,9 μg/l). 

Anal˘za expresních profilÛ prognosticky rozdíln˘ch pacientÛ
Pro monitorování relativní exprese 128 genÛ potenciálnû
zapojen˘ch do progrese a diseminace nádorového onemocnû-
ní bylo pouÏito nizkohustotních oligonukleotidov˘ch makro-
ãipÛ spoleãnosti SuperArrray (OHS-028). Panel relativní
exprese tûchto genÛ byl získán pro 12 bioptick˘ch vzorkÛ pri-
márních kolorektálních karcinomÛ nepfiedléãen˘ch pacientÛ,
klinicky charakterizovan˘ch v tabulce 1 . Pfiíklady dvou níz-
kohustotních oligonukleotidov˘ch makroãipÛ jsou ukázány
na obrázku 1. Geny s expresí niÏ‰í neÏ 5% mediánu byly pova-
Ïovány za neexprimované. Ve v‰ech 12 pfiípadech byla po-
zorována detekovatelná genová exprese u více neÏ 40% (roz-
sah 41- 75%) spotÛ pfiítomn˘ch na makroãipu. Pomocí t-testu
(α = 0,01) a metody SAM bylo identifikováno 10 genÛ (9 up-
regulovan˘ch, 1 down-regulovan˘) se signifikantním více neÏ
dvojnásobn˘m rozdílem v expresi mezi dvûma prognostick˘-
mi skupinami pacientÛ (viz tabulka 2). Tato sada genÛ násled-
nû umoÏnila v klastrové anal˘ze rozdûlit pacienty do skupin
dle prognózy (viz obr. 2). Z hlediska biologické funkce jsou
mezi up-regulovan˘mi geny zastoupeny pfiedev‰ím onkogeny
(MYC, MYB, KRAS, SRC) dále hepatální rÛstov˘ faktor HGF,
transkripãní faktor ETV4, regulátor bunûãného cyklu PTEN
a molekuly extracelulární matrix a bunûãné adheze (CD82,
HPSE). SníÏenou expresi vykazoval ve skupinû pacientÛ se
‰patnou prognózou pouze antiangiogenní inhibitor metalop-
roteinázy 2 (TIMP2). 

Profily genové exprese proximálnû a distálnû lokalizovan˘ch
kolorektálních karcinomÛ
Rozdíly v profilech genové exprese mezi levostrann˘mi (leÏí-
cí distálnû od splenické flexury) a pravostrann˘mi (leÏící
proximálnû od splenické flexury) kolorektálními karcinomy
byly opakovanû popsány [14]. Abychom vylouãili potenciál-
ní interferenci rozdílÛ v profilech genové exprese souvisejí-
cích s prognózou onemocnûní a anatomickou lokalizací, roz-
dûlili jsme zkouman˘ soubor z hlediska anatomické lokalizace
(pravostranné vs. levostranné, 5 vs. 7) a provedli anal˘zu
expresních profilÛ analogick˘m postupem jako v pfiípadû pro-
gnózy. Pomocí t-testu (α = 0,01) a metody SAM (� = 0,5) byly
identifikovány 4 geny se signifikantní více neÏ dvojnásobnou
expresí v proximálnû leÏících kolorektálních karcinomech.
Tato malá skupina genÛ je tvofiena dvûma transkripãními fak-
tory (ETV6, EWSR1), regulátorem bunûãného cyklu NF2 a ad-
hezivní molekulou FAT (viz. tabulka ã. 3). 

Obrázek 1.: Ukázka nizkohustotních oligonuklotidov˘ch makroãipÛ dvou
analyzovan˘ch vzorkÛ

Obrázek 2.: Ukázka klastrogramu vytvofieného na základû 10 genÛ se sig-
nifikantnû rozdílnou expresí mezi skupinami pacientÛ s rozdílnou pro-
gnózou
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Diskuze
Cílem této studie bylo ovûfiit, zda vysoce invazivní a metasta-
tick˘ fenotyp kolorektálních karcinomÛ (KRK) je detekova-
teln˘ jiÏ v primárních karcinomech pacientÛ s lokoregionál-
ním postiÏením a zda by tento specifick˘ molekulární profil
mohl slouÏit ke stanovení jejich prognózy. Zkouman˘ soubor
byl proto rozdûlen do dvou prognostick˘ch skupin na základû
délky bezpfiíznakové pfieÏití (DFS). Abychom zjistili zmûny
v expresi genÛ spojen˘ch s invazivitou a diseminací nádoro-
vého postiÏení analyzovali jsme profily genové exprese pri-
márních kolorektálních karcinomÛ tûchto dvou skupin 
pacientÛ.
Anal˘zou exprese 128 genÛ získan˘ch pomocí oligonukleoti-
dového makroãipu se nám t-testem a metodou SAM podafiilo
identifikovat 10 genÛ (9 up-regulovan˘ch, 1 down-regulova-
n˘) s minimálnû dvojnásobn˘m rozdílem v expresi u skupiny
pacientÛ s nepfiíznivou prognózou. Nûkteré z tûchto genÛ byly
v souvislosti s invazivitou a metastazováním kolorektálních
karcinomÛ jiÏ popsány.
Onkogen MYC má zásadní v˘znam v regulaci bunûãné proli-
ferace a diferenciace. Je jedním z cílov˘ch genÛ regulovan˘ch
β-kateninov˘m komplexem, jehoÏ inhibice produktem APC
genu je u KRK znemoÏnûna jeho ãast˘mi mutacemi [15, 16].
Zv˘‰ená hladina mRNA onkogenu MYC byla u kolorektál-
ních karcinomÛ asociována rovnûÏ s vy‰‰í frekvencí relapsÛ
onemocnûní a niÏ‰ím celkov˘m pfieÏitím [17]. Up-regulace
onkogenu MYC spoleãnû s onkogenem MYB byla inverznû
korelována s mírou apoptózy v nádorové tkáni [18]. Pro tuto
asociaci svûdãí také popsaná ko-exprese onkogenu MYB santi-

apoptotick˘m genem Bcl-X na proteinové úrovni. Exprese
obou genÛ byla na souboru 91 KRK asociována se zv˘‰en˘m
rizikem progrese nádorového onemocnûní a niÏ‰ím celkov˘m
pfieÏitím [19]. Námi pozorována up-regulace onkogenÛ MYB
a MYC je v souladu se souãasn˘mi poznatky o jejích úloze
v kolorektální kancerogenezi. Mutace onkogenu KRAS se
vyskytují pfiibliÏnû v 50% kolorektálních karcinomÛ a adeno-
mÛ vût‰ích neÏ 1 cm. K mutacím onkogenu KRAS (pfiedev‰ím
v kodonech 12 a 13) dochází nejãastûji pfii pfiechodu ze stádia
ãasného adenomu k pokroãilému adenomu. Tyto mutace byly
opakovanû asociovány s nepfiíznivou prognózou [20]. RovnûÏ
zv˘‰ené hladiny proteinu RAS byly spojeny s hor‰ím celko-
v˘m pfieÏitím nezávisle na stádiu onemocnûní [21, 22]. Onko-
gen SRC patfií do rodiny genÛ kódujících tyrozinkinázy se
zásadní rolí v transdukci rozliãn˘ch bunûãn˘ch signálÛ zod-
povûdn˘ch za regulaci procesÛ jako je bunûãné dûlení, moti-
lita, bunûãná adheze, angiogeneze a bunûãné pfieÏívání. Jeh-
o zv˘‰ené hladiny jsou ãasté ve vût‰inû epiteliálních nádorÛ
(vãetnû kolorektálního) a jsou spojeny s vy‰‰í nádorovou
invazivitou a metastatick˘m potenciálem [16, 23, 24]. PTEN
je negativní regulátor Akt-kinázové signální dráhy, která má
zásadní úlohou v pfieÏívání bunûk, a je proto povaÏován za
nádorov˘ supresor. Mutace PTENu byly pozorovány v pfii-
bliÏnû 19% sporadick˘ch kolorektálních karcinomÛ [25], nic-
ménû jeho sníÏené hladiny na úrovni RNA a proteinu nebyly
pozorovány a pfiesn˘ mechanizmus jeho zapojení do kolorek-
tální kancerogeneze není znám [26]. Hepatální rÛstov˘ faktor
HGF je znám˘m pro-angiogenním faktorem zvy‰ujícím expre-
si receptoru pro urokinázov˘ aktivátor plazminogenu (uPAR)

Pacient Vûk Pohlaví Klinické stádium Lokalizace pTNM Grade CEA [μg/l] Stav pfii kontrole DFS
dp1 73 Ïena III.B C184 (P) pT3N1M0 G2 3,4 remise 58
dp2 73 muÏ II.A C185 (D) pT3N0M0 G2 2,1 remise 54
dp3 61 Ïena II.A C182 (P) pT3N0M0 G1 1,9 remise 41
dp4 56 Ïena II.A C187 (D) pT3N0M0 G2 0,5 remise 44
dp5 62 Ïena III.A C190 (D) pT2N1M0 G2 0,7 remise 36
dp6 61 muÏ III.B C186 (D) pT3N1M0 G2 1,9 remise 36
sp1 52 muÏ II.A C190 (D) pT3N0M0 G2 9,4 met. v mezenteriu 20
sp2 72 muÏ II.A C183 (P) pT3N0M0 G2 4,8 jaterní metastázy 6
sp3 60 Ïena III.C C180 (P) pT4N2M0 G3 1,4 jaterní metastázy 13
sp4 73 muÏ II.A C182 (P) pT3N0M0 G1 1,7 kostní metastázy 7
sp5 52 muÏ II.A C190 (D) pT3N0M0 G1 41 lokální recidiva 18
sp6 76 muÏ III.B C190 (D) pT3N1M0 G1 22,6 lokální recidiva 12

GeneBank Symbol Název � Pozice p-value
NM_005417 SRC V-src sarcoma viral oncogene homolog + H12 0,004

NM_000314 PTEN Phosphatase and tensin homolog + C11 0,001

NM_006665 HPSE Heparanase + D6 0,004

NM_000601 HGF Hepatocyte growth factor (hepapoietin A; scatter factor) + E6 0,003

NM_005375 MYB V-myb myeloblastosis viral oncogene homolog + H9 0,001

NM_004985 KRAS V-Ki-ras2 Kirsten rat sarcoma viral oncogene homolog + G7 0,002

NM_002231 CD82 CD82 antigen (KAI1) + E7 <0,001

NM_001986 ETV4 Ets variant gene 4 (E1A enhancer binding protein, E1AF) + E4 0,002

NM_002467 MYC V-myc myelocytomatosis viral oncogene homolog + A11 <0,001

NM_003255 TIMP2 TIMP metallopeptidase inhibitor 2 - G13 <0,001

GeneBank Symbol Název � Pozice p-value
NM_001987 ETV6 Ets variant gene 6 (TEL oncogene) + F4 0,001

NM_005243 EWSR1 Ewing sarcoma breakpoint region 1 + G4 <0,001

NM_006665 FAT FAT tumor suppressor homolog 1 (Drosophila) + H4 0,004

NM_000268 NF2 Neurofibromin 2 (bilateral acoustic neuroma) + C10 0,003

Tabulka ã. 1.: Charakteristika zkoumaného souboru pacientÛ

(P) – proximálnû lokalizované nádory, (D) – distálnû lokalizované nádory, DFS – disease free survival, CEA –karcinoembryonální antigen (referenãní
mez CEA < 4,6 μg/l)

Tabulka ã. 2.: Skupina genÛ s více neÏ dvojnásobnû rozdílnou expresí u pacientÛ s nepfiíznivou prognózou (p<0,01)

Tabulka ã. 3.: Skupina genÛ s více neÏ dvojnásobnou expresí v proximálnû leÏících kolorektálních karcinomech (p<0,01)
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pfies Erk signální dráhu. Jeho zv˘‰ené hladiny jsou spojeny se
zv˘‰enou mírou angiogeneze a tedy i nádorovou invazivitou
[24]. Jeho up- regulace byla pozorována u kolorektálních kar-
cinomÛ nevykazujících mikrosatelitní nestabilitu [27]. ETV4
(E1AF) je ãlenem rodiny transkripãních faktorÛ ets a v˘znam-
n˘m induktorem matrix metaloproteináz (pfiedev‰ím matrily-
zinu MMP7) a podílí se tak na nádorové invazivitû a disemi-
naci [28]. Jeho zv˘‰ená exprese byla identifikována v ãasn˘ch
stádiích KRK rovnûÏ ve studii zaloÏené na nízkohustotních
DNA makroãipech [6]. Enzym heparanáza (HPSE) naru‰uje
ochrannou vrstvu proteoglykanÛ (zejména heparan sulfátu) n-
a cévním povrchu a pfiímo se tak mÛÏe podílet na hematogen-
ním metastazování. U kolorektálních karcinomÛ byla její up-
regulace asociována se signifikantnû niÏ‰ím pûtilet˘m pfieÏitím
[29]. Inhibitor metaloproteinázy 2 (gelatinázy) TIMP2 je anti-
angiogenním faktorem a ztráta jeho exprese je spojena se zv˘-
‰enou aktivitou galatináz a tedy i zv˘‰enou nádorovou invazi-
vitou. Námi pozorována sníÏená exprese TIMP2 byla jiÏ dfiíve
pozitivnû korelována s niÏ‰ím celkov˘m pfieÏitím u pacientÛ
s kolorektálními karcinomy [30].
Îádn˘ z genÛ nalezen˘ch v souvislosti s rozdílnou prognózou
není rozdílnû exprimován mezi skupinami nádorÛ rÛzné ana-
tomické lokalizace. Malé rozdíly v expresních profilech levo-
strann˘ch a pravostrann˘ch KRK (4 geny) pozorované v na‰í
studii jsou pravdûpodobnû zpÛsobeny vylouãením nádorÛ
s mikrosatelitní nestabilitou (MSI+) z anal˘z. Dfiíve identifi-

kované rozdíly mezi rÛznû lokalizovan˘mi KRK byly zpÛso-
beny pfiedev‰ím v˘znamn˘m zastoupením MSI+ nádorÛ v pro-
ximální oblasti tlustého stfieva [14].

Závûrem lze fiíci, Ïe pomocí anal˘zy profilÛ genové exprese se
nám podafiilo identifikovat 10 genÛ, jejichÏ rozdílná exprese 
umoÏnila rozdûlit sledované pacienty do dvou skupin z hlediska
prognózy. Vût‰ina z tûchto genÛ byla jiÏ dfiíve v souvislosti s pro-
gnózou kolorektálního karcinomu studována. Na‰e v˘sledky
potvrzují pfiedchozí pozorování ajsou vsouladu biologickou pod-
statou nádorové invazivity a metastázování. Alterace v expresi
genÛ prohepatální rÛstov˘ faktor HGF atranskripãní faktor ETV4
byly u kolorektálního karcinomu s nepfiíznivou prognózou
identifikovány poprvé. Po roz‰ífiení zkoumaného souboru paci-
entÛ a ovûfiení v˘sledkÛ metodou qRT-PCR nebo imunohisto-
chemicky na proteinové úrovni by nalezená sada genÛ mohla b˘t
jedním z krokÛ vedoucích smûrem k individualizaci terapie paci-
entÛ s lokoregionálnû pokroãil˘m kolorektálním karcinomem. 
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