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Molekulární onkologie a personalizovaná léčba kolorektálního karcinomu
Úvod

Kolorektální karcinom (CRC) je v současné době jedním z nejčastěji diagnostikovaných nádorových onemocnění. Jeho vysoká společenská a ekonomická závažnost je dána hlavně trvale stoupající incidencí, v níž se Česká republika drží stále na předních místech. Naproti tomu mortalita kolorektálního karcinomu vykazuje stagnující až mírně klesající tendenci. Na tomto stavu se podílí zavedení screeningových programů, zlepšující se diagnostické metody a zavádění nových preparátů. Zatímco před několika lety byl klinický onkolog odkázán pouze na několik cytotoxických preparátů, dnes se jeho arzenál rozšířil o celou řadu nových molekul. Naprostá většina z nich spadá do dosti široce specifikované skupiny léků nazývaných jako biologické. Jedná se o molekuly napadající specifické informační dráhy v nádorových buňkách, které jsou nezbytné pro jejich růst. Protože pro dosažení maximálního efektu takové léčby je nezbytná přesná znalost vlastního nádoru, přesouvá se molekulární diagnostika z izolovaného prostředí vědeckých laboratoří do běžné klinické praxe a stává se nezbytnou součástí v personalizované léčbě kolorektálního karcinomu. 
Epidemiologie kolorektálního karcinomu
Incidence kolorektálního karcinomu celosvětově stoupá. Nejvyšší výskyt onemocnění je v zemích Evropy a Severní Ameriky, následovaný Ruskem a Brazílií. Nejnižší incidence je v afrických, asijských a zbylých zemích Jižní Ameriky. Celosvětově se jedná přibližně o 1 milión nově diagnostikovaných případů a 500 000 zemřelých ročně.
V České republice bylo v roce 2009 nově diagnostikováno 8265 nových pacientů s nádorem tlustého střeva nebo konečníku. Téhož roku na toto onemocnění zemřelo 4197 lidí. Zatímco incidence v ČR stejně jako jinde ve světě stoupá, mortalita má stagnující až mírně klesající tendenci. Předpokládá se, že tento jev je způsoben třemi základními faktory. První je zavádění screeningových vyšetření a tím záchyt onemocnění v jeho časnější fázi. Druhým faktorem je směřování pacientů do velkých nemocničních center, kde je léčba vedena dle EBM multioborovými týmy. Posledním faktorem je významný posun v onkologické léčbě se zavedením biologických preparátů (1) (tab.1, obr.1).

Tab. 1a Časový vývoj hrubé incidence (počet nových případů na 100 000 osob) a mortality (počet úmrtí na diagnózu na 100 000 osob) v České republice u mužů 
	Rok
	1977
	1980
	1985
	1990
	1995
	2000
	2005
	2006
	2007
	2008
	2009

	Incidence
	41,93
	46,07
	54,04
	60,00
	74,27
	87,43
	96,09
	91,82
	92,41
	95,26
	94,33

	Mortalita
	16,05
	30,56
	37,96
	43,48
	47,26
	52,03
	51,61
	51,39
	48,44
	49,82
	48,71


Tab. 1b Časový vývoj hrubé incidence (počet nových případů na 100 000 osob) a mortality (počet úmrtí na diagnózu na 100 000 osob) v České republice u žen
	Rok
	1977
	1980
	1985
	1990
	1995
	2000
	2005
	2006
	2007
	2008
	2009

	Incidence
	34,21
	37,94
	42,69
	47,23
	57,33
	60,34
	62,70
	62,10
	61,25
	63,63
	63,44

	Mortalita
	13,13
	24,57
	30,41
	33,98
	36,48
	36,16
	33,69
	34,37
	33,94
	33,56
	31,50
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Obr. 1 Epidemiologie kolorektálního karcinomu v České Republice
Rizikové faktory

Vnější rizikové faktory

Kolorektální karcinom je onemocnění, které je výsledkem genetických změn v buňkách epitelu tlustého střeva, způsobených interakcí mezi genetickými vlivy a faktory zevního prostředí. Ve vývoji nádorového onemocnění tlustého střeva byla identifikována celá řada takovýchto faktorů, zejména pak takových, které souvisejí se životosprávou jedince. V 70. letech minulého století byly publikovány rozsáhlé epidemiologické studie, které definovaly vliv různých rizikových faktorů na úmrtnost na zhoubné nádory (2,3). 

Mezi vnější faktory vzniku kolorektálního karcinomu patří:  

· strava s vysokým obsahem živočišných tuků 

· strava s vysokým obsahem červeného masa

· nízký obsah vlákniny ve stravě

· nadváha

· konzumace alkoholu

· nedostatečný příjem projektivních látek (vit. C, kys. listová)

· kouření

Výskyt kolorektálního karcinomu v rodině

Většinu kolorektálních karcinomů (asi 65-75%) tvoří karcinomy sporadické, tzn. takové, u kterých je negativní onkologická rodinná anamnéza. Takové nádory vznikají z premaligních lézí v tlustém střevě, která mají nejčastěji formu adenomových polypů. Proces maligní transformace z polypu do formy invazivního karcinomu trvá kolem 7-10 let. 
V dalších 20-30% případů se jedná o sporadický kolorektální karcinom s rodinným výskytem, neboli familiární. U těchto nemocných je pozitivní rodinná anamnéza na kolorektální karcinom u příbuzných prvního a/nebo druhého stupně. Vznik tohoto typu CRC není vázán na alteraci jednoho genu (monogenově vázaná predispozice), ale je důsledkem kombinace rizikových negenetických faktorů a alterací v genech s nízkou penetrancí. Mutace mohou postihovat metabolické nebo detoxikační enzymy, signální dráhy, DNA reparační geny nebo protoonkogeny

Poslední skupinu tvoří hereditární syndromy kolorektálního karcinomu, které jsou příčinou onemocnění v 5-10% případů (2). 
Hereditární syndromy kolorektálního karcinomu:
Familiární adenomatózní polypóza (FAP)
Familiární adenomatózní polypóza (FAP) je autozomálně dominantně dědičné onemocnění, s incidencí v populaci 1:8000. U pacientů s tímto syndromem dochází k somatické mutaci genu APC (adenomatous polyposis coli) v oblasti 5q21-q22. Projevem syndromu je vznik stovek až tisíců adenomatózních střevních polypů. První nálezy se objevují již v pubertě a po 30. roku věku je již onemocnění rozvinuto u 95% jedinců s mutací. Jediným kurativním řešením onemocnění je totální kolektomie, protože při neřešeném nálezu je pravděpodobnost vzniku kolorektálního karcinomu 100%. Histologicky se jedná o adenomatózní polypy s častým multilokálním výskytem carcinoma in-situ. Dále se může syndrom FAP projevovat nálezem polypů žaludku a duodena, osteomů, zubních anomálií, vrozené hypertrofie pigmentového epitelu retiny (CHRPE), desmoidních nádorů a nádorů měkkých tkání (2). 
Juvenilní polypóza (JPS)
Juvenilní polypóza, neboli hamartomatózní polypózní syndrom, je autozomálně dominantně dědičný syndrom s incidencí odhadovanou mezi 1:16000 a 1:100000. V současnosti jsou známy dva geny, jejichž mutace způsobuje JPS: gen MADH4 (18q21.1) a gen BMPR1A (10q22.3). Syndrom se projevuje predispozicí ke vzniku hamartomatózních polypů v gastrointestinálním traktu, a to v rozsahu od žaludku až po konečník. První polypy se objevují kolem 20. roku věku. Histologicky se jedná o polypy benigní, bez nálezu carcinoma in-situ, ale významně se zvyšuje nebezpečí maligního zvratu, který může nastat až v 50% případů (2,4,5).

Peutzův-Jeghersův syndrom (PJS)
Peutzův-Jeghersův syndrom (PJS) je autozomálně dominantní onemocnění s incidencí 1:20000 a jeho základem je mutace v genu STK11 (19p13.3). Projevem onemocnění je výskyt mnohočetných hamartomatózních gastrointestinálních polypů v jejunu, ileu a duodenu s vysokým rizikem maligní transformace. Kromě kolorekta může postihnout i jícen, prsa, vaječníky a pankreas. Dalšími projevy onemocnění jsou melaninové skvrny na rtech, na bukální sliznici, v axilách a na vnitřní straně prstů (2,4,5). 

Hereditární smíšený polypózní syndrom (HMPS)
Hereditární smíšený polypózní syndrom (HMPS) je onemocnění, o kterém toho ještě není mnoho známo. Pravděpodobně se jedná o mutaci genu CRAC1. Onemocnění má obraz fenotypově smíšeného syndromu mezi FAP a JPS. Klinickým nálezem jsou juvenilní polypy se znaky hamartomů i adenomů. 

Hereditární nepolypózní kolorektální karcinom (HNPCC, Lynchův syndrom)
Hereditární nepolypózní kolorektální karcinom neboli Lynchův syndrom je s procentuálním zastoupením 1-5% případů CRC nečastější forma dědičného kolorektálního karcinomu. Celková incidence Lynchova syndromu je asi 10-20/10000, což v ČR znamená asi 10 500 nemocných. Onemocnění se projevuje vznikem polypů ve sliznici tlustého střeva, jejichž množství je sice výrazně menší než u FAP, ale stále se jedná o premaligní léze. Celoživotní riziko vzniku karcinomu tlustého střeva je u nemocných s Lynchovým syndromem 28-75%. Kromě tlustého střeva se u žen zvyšuje riziko vzniku karcinomu endometria (27-71%) a karcinomu vaječníků (3-13%). V dalších lokalitách se potom pravděpodobnost vzniku nádoru pohybuje kolem 5%. Průměrný věk pacientů, u nichž dochází ke vzniku nádorového onemocnění, je mezi 40-45 lety.
Příčinou onemocnění je zárodečná mutace v DNA mis-match repair genech (DNA MMR), která vede ke ztrátě, nebo nedostatečné funkci DNA MMR proteinů. Funkcí těchto proteinů je oprava chybného párování bází na vznikajícím vlákně DNA při replikaci. Pokud systém DNA MMR proteinů nefunguje správně, chyby na DNA se neopravují a dochází k jejich kumulaci. To nakonec vede k mutacím zodpovědným za maligní bujení (obr. 2). 

Dosud bylo popsáno sedm DNA MMR proteinů: MLH1, PMS2, MSH2, MSH6, PMS1, MSH3, MLH3. Nejčastější příčina HNPCC jsou mutace v MLH1 (1/2 případů), MSH2(1/3 případů), MSH6(1/10 případů),PMS2 (1/50 případů) a MLH3 (1/50 případů). 
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Obr. 2 Mechanismus funkce MMR 
Při podezření na Lynchův syndrom se uplatňuje genetické poradenství a při vážném podezření se následně provede genetické vyšetření, které je vzhledem k vysoké ceně indikováno pouze k potvrzení onemocnění u jedinců s vysokou pravděpodobností přítomnosti syndromu. 

V diagnostice se uplatňují tzv. minimální amsterodamská kritéria: 

- alespoň tři příbuzní s CRC, jeden příbuzný prvního stupně, další dvou, FAP vyloučena 

- postiženy alespoň dvě generace 

- alespoň u jednoho z nemocných vznikl nádor před 50. rokem věku  

Při Lynchově syndromu je nejčastějším nádorem kolorektální karcinom. Histologicky má takový nádor soubor typických znaků: infiltraci nádoru lymfocyty, hlen secerující nádorové buňky, tvorba hlenových jezírek, v nichž jsou ostrůvky nádorových buněk (extra-celulární hlen), přítomnost buněk vzhledu pečetního prstenu, medulární vzhled nádoru (nádorové buňky mezi sebou ztrácí adhezi a nedrží při sobě), rozpadlá architektura tkáně nádoru. 

K vyšetření nádorů a potvrzení souvislosti s Lynchovým syndromem se používají tyto metody: test mikrosatelitní nestability (MSI), test na vyloučení mutace BRAF, test hypermetylace promotoru genu MLH1 a imunohistochemické vyšetření DNA MMR proteinů.

Mikrosatelity jsou krátké úseky nekódující DNA, kde často dochází k chybám při replikaci. Vyšetření těchto oblastí (vyšetření tzv. mikrosatelitní nestability) nás informuje o funkčnosti DNA MMR proteinů. Při jejich absenci, nebo omezené funkčnosti dochází ke kumulacím chyb. V testu se porovnává DNA zdravé tkáně a tkáně nádorové. Hodnotí se, kolik z pěti testovaných mikrosatelitů je pozměněných oproti původním mikrosatelitům zdravé tkáně. Vysoká nestabilita (MSI-High) je u 2-5 úseků z 5. Nízká nestabilita (MSI-Low) je u 1 úseku z 5. Pokud není pozměněn žádný, jedná se o mikrosatelitní stabilitu (MSS) a Lynchův syndrom je vyloučen.

Dále se testuje mutace BRAF, kdy její přítomnost téměř vždy vylučuje Lynchův syndrom. Tumor s přítomnou BRAF mutací je brán vždy jako sporadický.

Přítomnost metylových skupin na promotoru genu MLH1 způsobí absenci exprese příslušného genu a chybění výsledného proteinu a vede tedy ke stejnému klinickému obrazu jako Lynchův syndrom. Hypermetylace není dědičná, ale získaná epigenetická změna, proto její přítomnost i přes klinický obraz, Lynchův syndrom vylučuje. 

Přítomnost nebo absence DNA MMR proteinů v buňkách se detekuje imunohistochemicky (IHC). Používají se protilátky proti MLH1, PMS2, MSH2, MSH6. Pokud se nevytváří jeden z hlavních proteinů (MLH1 resp. MSH2), chybí i vedlejší protein (PMS2 resp. MSH6). Pokud se ale nevytváří protein vedlejší, hlavní zůstane přítomen.

Kauzální léčba Lynchova syndromu neexistuje. Pokud je u pacienta prokázán Lynchův syndrom, je mu doporučeno chodit na pravidelné preventivní gastroenterologické (preventivní kolonoskopie a gastroskopie) a kožní prohlídky. U žen i na častější gynekologické kontroly. Pacienti ve věku 20-40 let by měli podstoupit prohlídku jednou za dva roky, po dosažení 40. roku života potom jednou za rok (2,4,5,6).

Tab 2. Hereditární syndromy kolorektálního karcinomu
	
	Gen
	Lokalizace
	Frekvence mutace
	riziko CRC
	Další lokalizace nádorů

	Hereditární nepolypózní kolorektální karcinom (HNPCC) – syndrom Lynch (AD)
	MMR geny (MLH1, MSH2, MSH6, PMS2, MLH3)
	3p21.3, 2p21, 2p16, 7p22, 14q24.3
	1-2/1 000
	80% 
	endometrium, žaludek, ovaria, hepatobiliární trakt, močový trakt, tenké střevo, CNS

	Familiární adenomatózní polypóza (FAP) (AD)
	APC
	5q21-q22
	1:8 000
	100% 
	hepatoblastom, desmoidní nádory, osteomy, mozek (Tucotův syn.), Benigní nádory kůže (Gardnerův syn.)

	Juvenilní polypy a juvenilní polypóza (AD)
	PTEN/MMAC1
	10q23.3
	1:16 000 – 1:100 000
	9-50% 
	žaludek, tenké střevo

	Peutzův-Jeghersův syndrom (AD)
	STK11
	19p13.3
	1:20 000
	25 - 70% 
	jícen, žaludek, prso, vaječník, pankreas


Screening kolorektálního karcinomu

Jak bylo řečeno, kolorektální karcinom je výsledkem interakcí mezi genetickými vlivy a faktory vnějšího prostředí. Vzhledem k tomu, že proces vzniku invazivního karcinomu z adenomových polypů trvá 7-10 let, je toto onemocnění ovlivnitelné prevencí primární i sekundární. 
Primární prevencí se v tomto případě rozumí omezení vnějších rizikových faktorů CRC, tzn. úprava životního stylu a životosprávy. Tato oblast je ovlivnitelná pouze do určité míry a to hlavně osvětou pacientů. Efektivnějším nástrojem je sekundární prevence, tedy screening a dispenzarizaci. Dispenzarizace se týká pacientů s vysokým rizikem (hereditární syndromy, nespecifické střevní záněty), screening pak vede k časné diagnostice onemocnění u pacientů běžné populace ještě ve fázi absence klinických příznaků.
Aby byla screeningová metoda použitelná, musí splňovat obecná pravidla dle WHO (Světová zdravotnická organizace), a to: jedná se o léčitelnou chorobu, a úvodní metoda screeningu musí být levná s minimem falešně pozitivních výsledků. 

Základními nástroji sekundární prevence CRC jsou testy na okultní krvácení do stolice (TOKS) a kolonoskopie. Národní screeningový program byl v ČR zahájen 1.7.2000 a dnes se používají dvě varianty. Dvouetapová – TOKS a v případě pozitivity kolonoskopie nebo jednoetapová – primární screeningová kolonoskopie. 

Od ledna 2013 se prakticky doporučují již jen imunochemické testy na okultní krvácení (iTOKS, FIT), které používají specifické protilátky proti lidskému hemoglobinu. Stále diskutovanou problematikou je však nastavení cut-off hladiny, jelikož hraniční hladiny korelují s krvácením z prekanceróz. 
V současné době je asymptomatickým jedincům ve věku 50-54 let nabízen imunochemický test na okultní krvácení (FIT). Od 55. roku věku by měl pak každý jedinec podstupovat buď pravidelně každé 2 roky test na okultní krvácení, nebo každých 10 let provedení primární screeningové kolonoskopie (v případě negativního nálezu) (7). 
Karcinogeneze kolorektálního karcinomu
U kolorektálního karcinomu byly dosud popsány tři základní cesty karcinogeneze. Klasická cesta, cesta karcinogeneze s mikrosatelitovou instabilitou a cesta karcinogeneze na podkladě hypermetylace promotorů (obr.3). 

Klasická cesta karcinogeneze. 
Tato cesta, nazývaná jako klasická, je definována aktivační mutací onkogenu spojenou se ztrátou funkce onkosupresorických genů. První fází je inaktivace signální dráhy APC (na podkladě mutace jedné kopie onkosupresorického genu APC, který je součástí dráhy Wnt/Wingless a reguluje aktivitu B-cateninu). Pokud se nějakým způsobem inaktivuje i druhá alela, dojde ke vzniku adenomového polypu. 
Další kumulace genetických změn vede k progresi onemocnění až do formy invazivního karcinomu. Mutace zodpovědné za tuto progresi jsou: mutace onkogenu RAS, onkosupressorů SMAD2, SMAD4, DCC a p53. Touto klasickou cestou vzniká přibližně 60% všech kolorektálních karcinomů. Typickým příkladem vzniku onemocnění touto cestou jsou nádory vzniklé při familiarní adenomatózní polypóze (FAP) (8).
Cesta karcinogeneze s mikrosatelitovou instabilitou

Asi u 15% pacientů s CRC se vyskytuje mikrosatelitová instabilita (MSI). Část těchto pacientů tvoří nemocní s hereditárním non-polypózním kolorektálním karcinomem (HNPCC), ale ve většině případů (asi 12%) se jedná o pacienty se sporadickou formou onemocnění. 
Mikrosatelity jsou krátké repetitivní sekvence v nekódujících místech genomu. V těchto úsecích dochází často k mutacím a hladina MSI (microsatellite instability) je tak obrazem účinnosti reparačních genů (MMR) a genomické stability tkáně. 
Prvním krokem v karcinogenezi touto cestou je zárodečná nebo získaná mutace alely některého MMR genu. Následující somatická inaktivace druhé alely vede k úplné ztrátě reparačních mechanismů. Hromadění genetických chyb pak vede k mutaci dalších genů, včetně onkosupresorových. U pacientů s Lynchovým syndromem se nevyskytuje mutace genu BRAF, ale mohou být mutace KRAS a p53. Oproti tomu, k mutaci B-cateninu dochází velmi často (9). 
Cesta karcinogeneze na podkladě hypermetylace promotorů.

Tato cesta je někdy též nazývaná jako „serrated pathway“. V první řadě dochází ke vzniku tzv. „serrated“ polypů. Specifikum těchto polypů je v tom, že jsou náchylné k hypermetylaci v oblasti promotorů tzv. CpG ostrůvků (akumulované CpG dinukleotidy v oblasti promotorů, vyskytují se asi u 60% genů). Metylace v této oblasti vede k inaktivaci genu a tím ke ztrátě jeho funkce. Až u 35% všech CRC se vyskytuje tento metylační fenotyp („CpG island methylator phnenotpype-positive“ – CIMP +). 
Podle toho, které geny jsou tímto mechanismem postižené je karcinom poté buď MSS nebo MSI. Většina sporadických MSI karcinomů (12-15%) vzniká na podkladě epigenetických změn (metylace) promotoru genu MLH1. Ztráta proteinu MLH1 při SSA pak vede ke kumulaci mutací dalších genů souvisejících s rozvojem nádoru (TGFB. BAX). Takové onemocnění je typické přítomností dysplázie a rychlým rozvojem maligní transformace (10). 
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Obr. 3 Moderní pohled na karcinogenezi CRC

Klasifikace nádorů kolorekta
Základním mechanismem klasifikace nádoru kolorekta zůstává jeho histopatologický popis. Prvním krokem je potvrzení malignity na základě cytologických a strukturálních atypií buněk střevního epitelu. Ten je doplněn zhodnocením rozsahu stromální invaze, lymfangioinvaze a angioinvaze. Výsledkem tohoto popisu je určení histologického typu nádoru a stanovení stupně diferenciace nádorových buněk (grading). 

Pro celkové zhodnocení rozsahu a stádia onemocnění (staging) a prognózu onemocnění jsou nezbytné ještě informace o lokálním rozsahu (stupeň penetrace střevní stěny, popis okrajů resekátu), o přítomnosti a rozsahu postižení lymfatických uzlin a přítomnosti, či absenci vzdálených metastáz.
Morfologická klasifikace CRC se nemění již několik let. Nejčastějším histologickým typem nádoru kolorekta je adenokarcinom, u kterého se navíc rozeznává mucinosní varianta. Ta je definována přítomností hlenu ve více jak 50% nádorových struktur a je odlišována nejen pro svoji morfologickou specifičnost, ale také pro mírně odlišné biologické chování (chemorezistence, časná diseminace apod.). Dalším nálezem může být karcinom z buněk pečetního prstenu (více jak 50% buněk s intracytoplasmatickými hlenovými vakuolami a typickým disociovaným růstem). 
Základem hodnocení rozsahu nádorového šíření je v primární i sekundární diagnostice TNM klasifikace. Tato klasifikace zohledňuje velikost nádoru (T), míru postižení mízních uzlin (N), přítomnost metastáz (M). 

Na základě všech dostupných informací o nádoru a nemocném je onkologem následně určen léčebný algoritmus. Te je možné najít v doporučeních České onkologické společnosti Jana Evangelisty Purkyně (11). 

TNM klasifikace:

TX ,TO,Tis - shodné s obecnou klasifikací   






T1 - nádor omezen na submukózu

T2 - prorůstání do muscularis propria

T3 - prorůstání do subserózy

T4 - prorůstání serózou / nebo přímo do okolních orgánů a tkání

NX, NO - shodné s obecnou klasifikací

N1 - postižení 1-3 regionálních uzlin

N2 - postižení více než 3 regionálních uzlin

N3 - postižení uzlin podél spádového cévního svazku

MX, MO, M1 shodné s obecnou klasifikací.
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Prognóza dle stadia onemocnění
Stádium onemocnění je hlavní prognostický faktor u nemocných s kolorektálním karcinomem. U symptomatických jedinců je pětileté přežití u:

STAGE O, I (postižení sliznice a submukózy)         80-90%

STAGE II (postižení všech vrstev střevní stěny)      60-80%

STAGE III (postižení lymfatických uzlin)               50-60%

STAGE IV (vzdálené metastázy)                            <10%
Nádorové markery u kolorektálního karcinomu
Nádorové markery jsou látky produkované maligními buňkami (s nádorem asociované) nebo organismem jako odpověď na nádorové bujení (nádorem indukované). Dále je dělíme na markery humorální (přítomné v tělních tekutinách) a markery buněčné (přítomné ve tkáni nádoru).

U kolorektálních karcinomů je hlavním stanovovaným markerem karcinoembryonální antigen (CEA). Jako doplňkový marker v druhé době je doporučován mucinósní antigen CA 19-9. V souvislosti s CRC bylo zkoumáno množství dalších molekul. Např.: antigen CA 72-4, CA 242, CA 195, proliferační thymidinkináza (TK), cytokeratinové fragmenty (TPA, TPS), metaloproteinázy (MMPs), indibitory metailoproteináz (TIMPs), adhezivní molekuly (VCAM, ICAM, EPCAM) a řada dalších molekul. The American Society of Clinical Oncology (ASCO), National Comprehensive Cancer Network (NCCN), National Academy of Clinical Biochemistry (NACB) a European Society for Medical Oncology (ESMO) však po zhodnocení přínosu veškerých ostatních markerů doporučují jako jediný marker kolorektálního karcinomu CEA (12). 
Karcinoembryonální antigen (CEA)
Jako karcinoembrynální antigen se udává rodina 36 glykoproteinů exprimovaných na membráně buněk ektodermálního původu. Během vývoje je běžně vytvářen v buňkách epiteliálního původu. Vedle buněk kolorektálního karcinomu je produkována také buňkami karcinomu plic, prsu, ovárií a při metastatickém postižení jater. V případě kolorektálního karcinomu je jeho hlavní úlohou monitorace průběhu onemocnění, odpovědi na léčbu a event. časná diagnostika recidivy. Hodnoty vyšší než 10 ug/l znamenají obvykle progresi maligního procesu. Koncentrace vyšší ne 50 ug/l svědčí s vysokou pravděpodobností o jaterních metastázách (12, 13).

CA 19-9

Jako CA 19-9 je označován glykoprotein fetálního epitelu GIT, pankreatu a jater. U dospělých jedinců může být ve velmi mezené míře produkován epitelem bronchů a GIT. Používá se ke sledování onemocnění při karcinomu pankreatu, žlučníku a žlučových cest, jater, GIT, prsu, dělohy a ovárií. Jeho elevace však může být způsobená i nemaligním onemocněním žlučových cest a jater. Ve velmi omezené míře je používán jako doplňkový marker pro monitoraci CRC (12, 13). 
Základní genetické biomarkery u CRC

Mikrosatelitní instabilita
Systém mismatch repair ( MMR) zajišťuje opravy záměn bází při replikaci DNA. Bylo identifikováno několik genů MMR systému jako MLH1, MSH2, MSH3 a další. Ztráta exprese, nebo snížení funkce těchto genů vede k akumulaci chyb při replikaci. Jak již bylo výše řečeno, mikrosatelity jsou krátké repetitivní sekvence v nekódujících místech genomu, v kterých dochází často k mutacím a hladina MSI je tak obrazem účinnosti reparačních genů (MMR) a genomické stability tkáně. 

Asi 15% všech nádorů střeva prokazuje vysokou mikrosatelitní instabilitu. Nádory s vysokou nestabilitou postihují více proximální část střeva a jsou méně diferencované. V histopatologickém obraze je pak často nalezena obsáhlá mucinózní složka a tento tumor velmi brzy generalizuje do spádových lymfatických uzlin. 

Bylo zjištěno, že efekt chemoterapie založené na 5-FU je podmíněn stavem mikrosatelitní instability. Retrospektivní zhodnocení klinických studií prokázalo, že u pacientů s nádory s nízkou nestabilitou (MSI-L), nebo stabilitou (MSS) z léčby 5- fluorouracilem profitovali a jejich přežití bylo signifikantně prodlouženo oproti chirurgii samé. Naopak, pacienti s nádory s vysokou nestabilitou (MSI-H) neměli žádný prospěch z podání 5-FU chemoterapie a jejich přežití bylo srovnatelné nebo dokonce horší, než u pacientů, kteří podstoupili samotný chirurgický zákrok.
TP53
Nádorově specifická somatická bodová mutace supresorového genu p53 hraje důležitou roli ve vývoji nádoru a jeho fenotypu. Klinické dopady mutace p53 však nebyly dosud prokázány. 
Delece chromozomu 18q 
Somatická delece a mutace raménka 18q zvyšují riziko vzniku metastatickému onemocnění. Pro onemocnění ve stadiu II a III prokázaly retrospektivní studie snížené přežití u nádoru s delecí raménka 18q. 

Rodina receptorů epidermálního růstového faktoru (EGFR )

EGFR je členem rodiny tyrozin-kinázových receptorů, jehož signál je do jádra buňky přenášen řadou signálních drah. Dominantní roli v přenosu informace má však kaskáda RAS/RAF/MEK/ERK. 
Po vazbě ligandu na receptor pro EGF se tento dimerizuje a autofosforyluje. To vede k aktivaci (tj. výměně GTP za GDP) malého G-proteinu RAS, který následně aktivuje MAP kinázovou kaskádu, končící u jaderné kinázy-ERK. Fosforylace jaderných transkripčních faktorů a následná aktivace transkripce cílových genů vede k syntéze DNA a buněčné proliferaci. 
V nádorové tkáni často dochází k mutaci genů pro jednotlivé proteiny, včetně těch, které se účastní kaskády EGFR. Pokud dojde k mutaci v onkogenu KRAS, dojde k trvalé aktivaci signální dráhy RAS/RAF/MEK/ERK, která je blokací EGFR neovlivnitelná. Zatímco vyšetřování mutace KRAS již našlo svou cestu do klinické praxe, další mutace kaskády RAS/RAF/MEK/ERK dosud nejsou rutinně vyšetřovány, byť první retrospektivní studie ukazují, že jejich nemutovaný status je také významným prediktorem odpovědi na léčbu v případě blokace EGFR (obr. 4). 

Dvě monoklonální protilátky (cetuximab a panitumumab) se váží na receptor pro EGF. Nemutovaný, divoký typ KRAS je podmínkou terapeutického působení obou preparátů. Mutace genu KRAS znamená pro nemocné s kolorektálním karcinomem významný negativní prognostický faktor. Objevuje se cca u 45% nemocných s CRC (14, 15).
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Obr. 4 Signální dráha EGFR, aktivační mutace KRAS a BRAF. 
BRAF
Aktivační mutace v onkogenu BRAF má podobný význam jako je tomu v případě onkogenu KRAS. Cetuximab a panitumumab jsou neúčinné u celé řady metastatických kolorektálních karcinomů s touto mutací. BRAF představuje první serin-threoninouvou kinázu v signální dráze RAS/RAF/MEK/ERK, a tudíž její mutace opět činí tuto signální dráhu kostitutivně aktivní, bez ohledu na přítomnost či absenci stimulu na povrchu nádorové buňky. Studie prokázaly, že u nemocných s divokým typem KRAS, kteří měli mutovaný BRAF, nedošlo v žádném případě k léčebné odpovědi při použití EGFR antagonistů.

Cirkulující nádorové buňky (Circulating Tumor Cells - CTC)

Cirkulující nádorové buňky jsou buňky přítomné v krvi vykazující antigenní nebo genetickou charakteristiku specifického nádoru. Nalézáme je v periferní krvi nemocných s metastatickým, ale i s lokalizovaným onemocněním. 

Cirkulující nádorové buňky mohou být detekovány pomocí cytometrických metod a metod založených na analýze nukleových kyselin.  CTC jsou zachyceny pomocí imunomagnetických kuliček, které jsou specifické pro určitý antigen. Izolované buňky jsou dále imunocytochemicky vyšetřeny nebo je provedena jejich genová expresní analýza. Použití výsledků detekce cirkulujících nádorových buněk se zatím klinicky testuje. Výsledky nejsou dosud jednoznačné k tomu, aby se metoda zavedla do klinické praxe. 
Markery proliferační aktivity

Mitotický index je definovaný poměrem buněk v mitóze ke všem buňkám. Stanovení se provádí z určené oblasti nádoru. Rutinně se hodnotí počet mitóz v deseti mikroskopických polích při zvětšení 40x z řezů nádoru barvených hematoxylinem a eozinem. Zastoupení buněk v mitóze je udáváno nejčastěji v procentech.

Ki-67 je jaderný protein přítomný ve všech fázích buněčného cyklu (G1, S, G2, M), u buněk v G0 fázi není detekovatelný. Jedná se o marker proliferační aktivity buněk. Ki67 je možné stanovit imunohistochemicky pomocí protilátky MIB1. Poměr buněk vykazujících MIB1 pozitivitu k celkovému počtu hodnocených buněk se nazývá KI-67 index. Bývá vyjadřován v procentech.

Vysoká mitotická aktivita nádoru je obecně spojena s horší prognózou nemocného. Je spojena s kratším přežitím i kratším obdobím do progrese (2, 14, 15). 

Onkologická léčba kolorektálního karcinomu
Onkologická léčba kolorektálního karcinomu v posledních letech prošla dynamickým rozvojem, který stále trvá. Nejmarkantněji se změnila léčba metastatického onemocnění, které se po zavedení preparátů biologické léčby stalo i přes svou infaustní prognózu onemocněním spíše chronickým. 
V léčbě kolorektálního karcinomu má tak onkolog na výběr ze tří modalit: radioterapie, chemoterapie a biologické léčby. Každá modalita má svou indikaci, která musí být naplněna. Základním vodítkem je mu doporučení České Onkologické společnosti.

Radioterapie

Radioterapie má svou roli pouze u karcinomů rekta a to ve dvojí modalitě. Buď jako adjuvantní terapie po radikálním resekčním výkonu, nebo jako primární léčba lokálně pokročilých karcinomů rekta. Radioterapie u lokálně pokročilých karcinomů rekta a rektosigmatu (II. A III. stádium TNM klasifikace) je indikována u nádorů s proximální hranicí ve vzdálenosti do 20-25cm od anu. Je preferována chemoradioterapie v dávce 40-50,4 Gy, ve frakcionaci 1,8-2 Gy 5x týdně. K potenciaci účinků raditerapie se používá bolusově, nebo kontinuálně podávaný 5-fluorouracil (5-FU), popř. podávání jeo tabletového analoga (capecitabin). V současnosti probíhají studie II. klinické fáze, které hodnotí potenciaci radioterapie bevacizumabem a cetuximabem (16). 
Chemoterapie

Chemoterapie je systémová léčba, která může být podávána s neoadjuvantním, adjuvantním nebo paliativním záměrem.

Cílem neoadjuvantní léčby je zmenšení masy nádoru a tím umožnění chirurgické resekce tumoru do té doby inoperabilního. Léčba může být indikována i u potenciálně operabilního, ale lokálně pokročilého tumoru s cílem umožnění radikálnější operace a zmenšení rizika metastatického rozsevu před a v průběhu výkonu. Podává se chemoterapie založená na 5-FU v kombinaci s oxaliplatinou. V případě negativity mutace K-ras genu je možné, obzvlášť v případě synchronního metastatického postižení jater, přidání biologické léčby preparátem cetuximab. Použití bevacizumabu je v této indikaci omezené pro zhoršené hojení ran a zvýšení krvácivosti po jeho podání a nezbytnosti časového odstupu výkonu od posledního podání preparátu. 
Adjuvantní chemoterapie je indikována u všech pacientů s nádorem ve stádiu III a u pacientů po R0 resekci ve stádiu IV. V případě stádia II se doporučuje její podání u nádorů s velikostí nad 1 cm a/nebo přítomností rizikových faktorů (angioinvaze, lymfangioinvaze, pozitivní resekční okraje, nízká diferenciace, mucinózní složka). Léčba je opět založená na 5-FU s přidáním oxaliplatiny, podle rizika a tolerance. 
Paliativní chemoterapie je indikována u nemocných s chirurgicky neřešitelným postižením CRC. Je podávána s cílem prodloužení a zkvalitnění života nemocných, proto se v jejím plánování a dávkování zohledňuje performance status pacienta a tolerance léčby s ohledem na komfort nemocného. 
V posledních 20 letech došlo k významnému pokroku v systémové léčbě CRC. U neléčeného metastatického onemocnění se z původních 3-6 měsíců prodloužilo přežití na více než 2 roky. Základem systémové léčby je 5-fluorouracil (5-FU) v kombinaci s oxaliplatinou (FOLFOX) a irinotekanem (FOLFIRI). Těmito cytostatiky bylo dosaženo při 50% objektivních léčebných odpovědí, mediánu přežití kolem 24 měsíců. 

Chemoterapie se standardně podává intravenózně. Jen intravenózní 5-FU lze nahradit kapecitabinem, který je podáván perorálně, nicméně jeho podávání je zatíženo vyšší gastrointestinální toxicitou. Oxaliplatina i irinotekan perorální náhradu nemají. (17, 18, 19, 20). 
Biologická léčba

Nejmarkantnějším pokrokem v systémové léčbě metastatického kolorektálního karcinomu (mCRC) bylo zavedení cílené léčby. V praxi běžně používáme bevacizumab, cetuximab a panitumumab, nově jsou pro tuto indikaci registrovány ziv-aflibercept a regorafenib. 

Bevacizumab (Avastin®) je rekombinantní humanizovaná monoklonální protilátka proti vaskulárnímu endoteliálnímu růstovému faktoru (VEGF). Mechanismus účinku bevacizumabu spočívá v zabránění vazby VEGF na tyrosinkinázové receptory VEGFR1 a VEGFR2, které hrají jednu z hlavních rolí při regulaci angiogeneze. Výsledný efekt může být v závislosti na dávkovém rozmezí dvojí. Jednak může dojít k normalizaci struktury cévního řečiště v nádoru a tím jeho lepšímu prosycení cytostatiky. Druhý mechanismus, pozorovaný při vyšších dávkách, je pak založen na zvýšené inhibici angiogeneze, vedoucí k destrukci cévního řečiště. Přidáním bevacizumabu k chemoterapii vedlo k prodloužení mediánu OS téměř o 4,7 měsíce (21, 22).
Nejčastějším nežádoucím účinkem bevacuzimabu je hypertenze. Některé studie naznačují, že hypertenze by mohla predikovat lepší léčebnou odpověď na léčbu, dosud to ale nebylo uspokojivě potvrzeno, ani vyvráceno (23).  
Zvýšená krvácivost je při léčbě bevacizumabem méně častým nežádoucím efektem. U pacientů, u kterých je nasazena antikoagulační léčba, je proto potřeba zvýšené opatrnosti. Dále je negativně ovlivněna schopnost hojení, je značně omezena možnost podání bevacizumabu v neoadjuvanci u pacientů s mCRC. Minimální interval mezi podáním a chirurgickým výkonem je 4 týdny. Za tuto dobu se může rozsah onemocnění někdy i dramaticky změnit. 
Bevacizumab se aplikuje intravenózně v dávce 5mg/kg každé 2 týdny či 7,5mg/kg každé 3 týdny. Na rozdíl od některých dalších biologických preparátů bevacizumab nemá prediktor odpovědi na léčbu (21, 22, 23,24).
Další cílovou strukturou v léčbě mCRC je receptor pro epidermální růstový faktor (EGFR). Dosud máme v klinické praxi 2 inhibiory tohoto receptoru: cetuximab (Erbitux®) a panitumumab (Vectibix®) (17).

Cetuximab  je chimerická monoklonální protilátka IgG1 proti receptoru pro epidermální růstový faktor (EGFR). Blokuje funkci receptoru a tím inhibuje buněčnou proliferaci, neovaskularizaci, motilitu a indukuje apoptózu. 
Efekt anti-EGFR terapie lze predikovat vyšetřením stavu onkogenů rodiny RAS (KRAS a NRAS) v tkáni nádoru či metastázy. Asi 50% případů CRC má nemutovaný (tzv. wild type) RAS (WT RAS). U druhé poloviny případů je tento onkogen mutovaný (KRAS v 45 % případů, NRAS asi v 5 % případů). V nádorech s WT RAS je protein kódovaný RAS aktivován až po navázání epidermálního růstového faktoru na svůj receptor. Pokud dojde k inaktivaci receptoru navázáním anti-EGFR protilátky, dojde k inaktivaci celé signální dráhy. Mutace onkogenu RAS však vede k trvalé aktivaci signální dráhy (tzv. mutační aktivace dráhy) a stav EGFR (jeho aktivace, či inaktivace) je tak pro signální dráhu irelevantní (24). 

Základní studie FIRE-3 a CRYSTAL prokázaly jednoznačný prediktivní význam stavu onkogenu RAS. U pacientů MT RAS nemělo přidání cetuximabu k chemoterapii pro nemocné efekt. Naopak jejich celkové přežití bylo horší, než u pacientů, kteří dostali chemoterapii samotnou. Tento jev dosud nebyl uspokojivě vysvětlen. Naproti tomu v případě WT KRAS došlo ke statisticky signifikantnímu prodloužení celkového přežití (studie CRYSTAL prodloužení mediánu přežití o 3,5 měsíce) (25). 

Hlavním nežádoucím efektem léčby anti-EGFR preparáty je akneiformní exantém, jehož příčinou je inhibice EGFR, který se mimo jiné podílí na tvorbě kožních folikulů. Zvýšená apoptóza v této oblasti vede k zánětlivé reakci. 
V případě cetuximabu je závažným nežádoucím účinkem alergická reakce, která může mít až formu život ohrožující anafylaxe. Premedikace antihistaminiky a kortikoidy je proto naprosto nezbytná. Cetuximab se podává nejprve v nasycovací dávce 400mg/m2 a následně se pokračuje 250mg/m2 1x týdně nebo 500mg/m2 1x za 14 dní (17, 24, 25).
Panitumumab (Vectibix®) je druhý anit-EGFR preparát indikovaný v léčbě mCRC. Jedná se o rekombinantní plně humánní monoklonální protilátku IgG2-kappa s afinitou k EGFR, jejíž účinnost je omezena na nádory s WT RAS.  
Ve studii PRIME byl porovnáván efekt přidání panitumumabu k chemoterapii FOLFOX4 v 1. linii léčby mCRC proti chemoterapii samotné. Došlo nejen k statisticky signifikatnímu prodloužení PFS a zvýšení ORR, ale i prodloužení celkového přežití o 4,2 měsíce oproti chemoterapii samotné. Naproti tomu v případě MT stavu KRAS vedlo přidání panitumumabu k chemoterapii FOLFOX4 dokonce k signifikantnímu zkrácení celkového přežití o 0,53 měsíce (26, 27). 

Jelikož se jedná o rekombinantní plně humánní monoklonální protilátku, nedochází při podání panitumumabu  k výrazným alergickým reakcím. Nejčastěji se objevuje podobně jako v případě cetuximabu akneiformní exantém. 
Regorafenib (Stivarga®) je perorální multikinázový inhibitor VEGFR, FGFR (receptor pro fibroblastový růstový faktor, podílející se na proliferaci, migraci a diferenciaci nádorových buněk) a PDGFR β (receptor pro destičkový růstový faktor, který stabilizuje cévní síť). Dále preparát inhibuje mutované onkogenní kinázy BRAF, KIT, RET a p38 MAP. Podává se per os. Dosud bylo prokázáno prodloužení celkového přežití oproti placebu u již předléčených pacientů (28). 
Ziv-Aflibercept (Zaltrap®) je rekombinantní fúzní protein, který z Fc části lidského IgG1, na který jsou připojeny VEGF-vazebné části. Molekula vychytává cirkulující VEGF a navíc ještě placentární růstový faktor (PlGF), proto je označována jako „VEGF trap“. Lék je zatím ve stádiu klinických studií (29). 
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