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ABSTRAKT 

 

Nové poznatky v onkologickém výzkumu vedou ke zlepšování a zpřesňování diagnostických metod 

maligních onemocnění a k vývoji nových léčebných směrů, ať už jsou to nová léčiva či kombinace 

již známých terapeutických postupů. Díky těmto novým poznatků již dnes víme, že nádor zdaleka 

není jen homogenní populací maligních buněk. Ve skutečnosti bývá populace nádorových buněk 

významně heterogenní díky selekčnímu tlaku mikroprostředí nádoru, kdy podstatnou 

komponentu tumoru tvoří nádorové stroma sestávající především z vaskulatury, leukocytárního 

infiltrátu, fibroblastů a extracelulární matrix. Malignita zásadním způsobem interaguje 

s organizmem hostitele; systémové komponenty organizmu ovlivňují vznik a progresi maligních 

onemocnění na jednu stranu a na druhou stranu malignita ovlivňuje zprvu subklinicky a později 

s postupujícím onemocněním významně klinicky organizmus pacienta. Parametry nádorového 

mikroprostředí a prostředí hostitelského organizmu se ukazují být zásadní z hlediska vzniku a 

léčby většiny sporadických maligních onemocnění a jsou spojeny s funkcí imunitního systému 

navozením efektivní protinádorové imunitní odpovědi hostitele. Faktory ovlivňující 

protinádorovou imunitní odpověď se týkají i/ hostitelského organizmu jako celku a ii/ nádorové 

imunoeditace a funkce imunitních efektorů a regulátorů a s tím související iii/ funkce a kompozice 

nádorového stroma včetně parametrů angiogeneze regulovaných lokálně a systémově s vývojem 

v čase.  

Habilitační práce komentuje a diskutuje v kontextu aktuálních poznatků 28 publikovaných prací 

autorky. Jedná se o 25 publikací s originálními daty (14) nebo přehledové články (11) in extenso, 2 

abstrakta zvaných přednášek a 1 doporučení odborných společností ČLS JEP. Z uvedených 28 

publikací bylo 14 zveřejněno v časopisech s IF; u 16 publikací je předkladatelka prvním a/nebo 

korespondujícím autorem.  

Cílem habilitační práce je prezentovat nádorové onemocnění z hlediska vztahu hostitel/nádor, 

konkrétně interakcí maligních buněk a hostitelského organizmu ve smyslu i/ klinicky využitelných 

biomarkerů maligních onemocnění a ii/ integrace poznatků a zkušeností získané během výzkumné 

a klinické práce s aktuálním stavem poznání v pohledu na nádorové onemocnění se zaměřením na 

roli imunitního systému u solidních malignit. 
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ABSTRACT 

 

Immunobiological aspects of solid cancer 

Expanding knowledge from cancer research leads to improvement and refining of biomarker 

application in cancer diagnostics and to the development of novel therapeutic approaches, in 

terms of both, novel therapeutic drugs and novel anticancer combination therapy. Cancer tumour 

is not a homogenous population of malignant cells. In fact, tumours are highly heterogenous due 

to selection pressure of tumour microenvironment which represents a substantial part of the 

tumour consisting of vasculature, white blood cells, fibroblasts and extracellular matrix. Tumour–

host interactions and their mutual influence is fundamental part of malignant diseases. Systemic 

constituents of the host body modulate carcinogenesis and tumour progression, on one hand and 

on the other, malignant tumour affects subclinically and subsequently clinically host organism. 

The compossion of tumour microenvironment and conditions of host macroenvironment are 

considerably important for tumour development and progression of majority of sporadic cancers 

and are associated with immune system function modulating effective anticancer immune 

surveillance. Factors associated with effective anticancer immune response are determined i/ by 

conditions of host body, ii/ by the cancer immunoediting process and the function of immune 

effectors and regulators, and consequently iii/ by components and function of tumour stroma 

including angiogenic factors (humoral and cellular) regulated on local and systemic level that 

evolve in time.  

The habilitation thesis consists of 28 published papers (14 with original data full papers, 11 

reviews, 2 abstracts, 1 guideline) commented and discussed in the context of current knowledge. 

Fourteen papers were published in scientific journals with impact factor. The author of the 

habilitation thesis is the first and/or the corresponding author of 16 presented papers.  

The aim of the habilitation thesis is to present malignant disease in light of tumour-host 

interaction, specifically in terms i/ of clinically applicable biomarkers of cancer, and of ii/ 

integration of the original findings and gained experience with current knowledge on the 

immunobiology of solid cancers.  

 

  



 

 

7 

PŘEDMLUVA 

 

Habilitační práci jsem sestavila jako komentovaný soubor publikovaných prací. Práce představuje 

integrativní pohled biologa s klinickou zkušeností na solidní malignity z hlediska vztahu 

hostitel/nádor, konkrétně interakcí maligních buněk a „hostitelského organizmu“, a dále na 

aspekty související s imunobiologií nádoru.  

Poznatky, které jsou v této práci prezentovány, vycházejí z mých výzkumných a klinických 

zkušeností a z akademického a klinického vzdělání, které shrnuji v podobě grafického CV na 

Schématu 1.  

Schéma 1: Oblasti vzdělání a výzkumných a klinických zkušeností autorky předložené habilitační práce. 

VLEVO – vzdělání i/ magisterské studium molekulární biologie a genetiky (PřF MU), ii/ postgraduální studium buněčné a 
molekulární biologie (PřF MU), iii/ atestace v laboratorních metodách v klinické hematologii (IPVZ), iv/ rigorózní řízení 
v oboru obecná biologie – mikrobiologie (PřF MU), v/ atestace v oboru lékařská imunologie (IPVZ).  
VPRAVO – profesní klinické a akademické aktivity, ze kterých vzešly poznatky a publikace, jež jsou součástí habilitační 
práce.  

 

Od dob magisterského a postgraduálního studia jsem se zabývala výzkumem apoptózy a to 

v rovině detekce apoptózy ve tkáních a tkáňových kulturách na úrovni single-cell analýzy (Dubska 

et al., 2002; Chlastakova et al., 2012; Matalova et al., 2010) a následně regulací apotózy maligních 

buněk (Dubska et al., 2005; Holcakova et al., 2008; Roubalova et al., 2010). Paralelně s výzkumnou 

a posléze diagnostickou činností v onkologii jsem působila jako odborný asistent na VFU Brno, kde 

se moje výzkumné aktivity týkaly molekulární genetiky, konkrétně částečně populační genetiky 

(Honnen et al., 2010; Literak et al., 2007), ale především detekce a analýz patogenů (zoonóz a 

antropozoonóz) (Dubska et al., 2011a; Dubska et al., 2009b; Dubska et al., 2012a; Hajduskova et 

al., 2016; Kulich et al., 2008; Literak et al., 2008; Siroky et al., 2014). Po ukončení doktorského 

studia jsem se začala zabývat laboratorní diagnostikou se zaměřením na péči o onkologického 

pacienta v propojení s aplikovaným výzkumem. V oblasti laboratorní medicíny (Matalova et al., 

Laboratorní 
medicína

• Oddělení laboratorní 
medicíny MOÚ – zástupce 
primáře pro diagnostiku

• garant laboratorních 
metod, konzultant –
hematologie, imunologie

Onkologický 
výzkum

• RECAMO MOÚ 

• výzkum – nádorová 
imunologie, nádorová 
angiogeneze, biomarkery

Buněčná 
terapie 

• ACIU LF MU – vedoucí 
kontroly kvality ve výrobě 
léčivých přípravků pro 
moderní terapii 

• vývoj buněčných terapií

Molekulární 
genetika, 

molekulární 
mikrobiologie

• antropozoonózy, molekulární 
a MS analýza patogenů, 
molekulární fylogenetika

Lékařská 
imunologie

Mikrobiologie

Laboratorní  metody 
v klinické hematologii

Buněčná a 
molekulární biologie

Molekulární 
biologie a 
genetika
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2007) se věnuji i/ laboratorní hematologii (Bacikova, 2015), odkud vzešel i můj zájem o úlohu 

destiček v nádorové angiogenezi a progresi maligních onemocnění (Bencsikova et al., 2014; 

Pilatova, 2010; Pilatova et al., 2013; Pilatova et al., 2012; Volejnikova, 2012); ii/ imunologii a 

imunologickým vyšetřením (Bacikova, 2010; Bencsikova et al., 2015; Cibulka et al., 2015; Dubska 

et al., 2009a; Foralova et al., 2009; Hamanova et al., 2014; Rihacek et al., 2015; Zdrazilova-Dubska 

et al., 2012) s přesahem do mikrobiologie v návaznosti na problematiku infekčních a septických 

stavů u imunokompromitovaných onkologických pacientů (Dolejska et al., 2012; Dubska et al., 

2011b; Dubska et al., 2012b; Frostova, 2013) a iii/ diagnostickým, prediktivním a 

farmakogenetickým biomarkerům maligních onemocnění (Adam et al., 2009; Bencsikova et al., 

2015; Demlova et al., 2014; Drabova et al., 2013; Dubska et al., 2011c; Jurankova, 2010; Karlsen et 

al., 2015; Kristina et al., 2009; Obermannova et al., 2014; Obermannova et al., 2015; Oslejskova et 

al., 2008; Plebani, 2012; Valik et al., 2011; Valik and Zdrazilova Dubska, 2015). V diagnostických a 

badatelských aktivitách spoluprácuji mimo rámec své mateřské intituce tedy Masarykova 

onkologického ústavu převážně s Klinikou dětské onkologie LF MU a FN Brno a to v oblasti 

biologického efektu metronomické léčby (Bronisova et al., 2009; Sterba et al., 2010; Zapletalova et 

al., 2012) a recentně v oblasti výroby a klinického hodnocení protinádorové terapie na bázi 

dendritických buněk, kde jsem zúročila své zkušenosti v oblasti buněčné biologie, imunologických 

metod a také molekulární mikrobiologie.  

 

V předložené habilitační práci se v úvodu krátce věnuji buněčnému pohledu na maligní 

onemocnění a podrobněji pak faktorům a podmínkám hostitelského organizmu, které patogenezi 

a léčbu maligních onemocnění ovlivňují. Následuje kapitola zaměřená na imunobiologii solidních 

malignit a kapitola věnující se nádorové angiogenezi. Předposlední kapitola integruje a diskutuje 

dílčí poznatky z předcházejících kapitol a zasazuje je do klinického kontextu patogeneze a léčby 

maligních onemocnění. Poslední kapitola shrnuje prezentované a diskutované aspekty vztahu 

hostitel/nádor, konkrétně interakcí maligních buněk a „hostitelského organizmu“ ve smyslu i/ 

klinicky využitelných biomarkerů a ii/ patofyziologie maligních onemocnění se zaměřením na 

aspekty související s imunobiologií nádoru v kontextu vzniku a léčby maligních onemocnění.  

 

Práce je organizována jako text shrnující současné poznatky v tématické oblasti habilitační práce 

tj. přehledová část, do kterého je zasazeno 17 výstupů = podkapitol, které se podrobněji zabývají 

specifickou oblastí a navazují na publikované výsledky (Schéma 2). V těchto výstupech jsou 

popsány a diskutovány hlavní výsledky a přínos dané práce. Publikované výsledky jsou přílohou za 

vlastním textem habilitační práce a jejich číslování je shodné s citací publikace uvedené 

v poznámce pod čarou. 
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Schéma 2: Organizace textu předložené habilitační práce.  
Napříč textem jsou prezentovány a diskutovány získané poznatky v oblasti interakcí maligních buněk a „hostitelského 
organizmu“ ve smyslu i/ klinicky využitelných biomarkerů (prezentovány především v dílčích výstupech) a ii/ 
patofyziologie maligních onemocnění se zaměřením na aspekty související s imunobiologií nádoru v kontextu vzniku a 
léčby maligních onemocnění (intepretováno a diskutováno především v kapitole Mikro- a makroprostředí nádoru: 
klinické aspekty). 
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ÚVOD – VÝCHODISKA A KONCEPCE HABILITAČNÍ PRÁCE 

 

Nové poznatky v onkologickém výzkumu vedou k zlepšování zpřesňování diagnostických metod 

maligních onemocnění a k vývoji nových léčebných směrů, ať už jsou to nová léčiva či kombinace 

již známých terapeutických postupů. Díky těmto novým poznatků již dnes víme, že nádor zdaleka 

není jen homogenní populací maligních buněk. Ve skutečnosti bývá populace nádorových buněk 

významně heterogenní díky selekčnímu tlaku mikroprostředí nádoru, kdy podstatnou 

komponentu tumoru tvoří nádorové stroma sestávající především z vaskulatury, leukocytárního 

infiltrátu, fibroblastů a extracelulární matrix. Malignita zásadním způsobem interaguje 

s organizmem hostitele; systémové komponenty organizmu ovlivňují vznik a progresi maligních 

onemocnění na jednu stranu a na druhou stranu malignita ovlivňuje zprvu subklinicky a později 

s postupujícím onemocněním významně klinicky organizmus pacienta. 

Parametry nádorového mikroprostředí a hostitelského makroprostředí, které se ukazují být 

zásadní z hlediska vzniku a léčby většiny sporadických maligních onemocnění (především nádory 

trávící soustavy, maligní melanom, karcinom plic, renální karcinom, gynekologické malignity) jsou 

spojeny s funkcí imunitního systému a navozením efektivní protinádorové imunitní odpovědi. 

Faktory ovlivňující protinádorovou imunitní odpověď se týkají i/ systémových aspektů 

hostitelského organizmu a ii/ nádorové imunoeditace a funkce imunitních efektorů a regulátorů 

a s tím související iii/ funkce a kompozice nádorového stroma včetně parametrů angiogeneze 

regulované lokálně a systémově  

 

VÝZKUMNÉ ZÁJMY  

- Biomarkery maligních onemocnění pro diagnostické, prognostické, prediktivní a 

farmakogenetické aplikace.  

- Regulátory a efektory imunitní odpovědi a nádorové angiogeneze ve vztahu k rozvoji a 

léčbě maligních onemocnění, včetně vývoje, výroby a klinických hodnocení protinádorové 

imunoterapie.  

 

METODIKA 

Detailně je metodika použitá při získání dílčích komentovaných výsledků popsána v metodické 

části jednotlivých publikací. Souhrnně lze metodiku použitu napříč publikacemi rozdělit do těchto 

okruhů: 

- Experiment – nádorové buněčné linie, kultivace in vitro, stanovení proteinové exprese 

(western blot, ELISA), stanovení buněčného cyklu, detekce apoptózy, analýza buněčných 

charakteristik spojena s jednotlivými kroky apoptotického procesu.  

- Analytické metody vyšetření buněčných, solubilních, molekulárních endogenních a 

exogenních komponent lidské krve (imunoanlytické metody, průtoková cytometrie, 

hmotnostní spektrometrie, molekulární detekce, kvantitativní PCR, sekvenování).  
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- Ex vivo příprava buněčné terapie – personalizované protinádorové vakcíny z dendritických 

buněk, validace a stabilitní studie, kontrola kvality (kultivace, produkce cytokinů, 

imunofenotyp vstupního materiálu a dendritických buněk), molekulární detekce 

Mycoplasma spp.).  

- Funkční testy – funkční parametry obsahu krevních destiček kvantifikované pomocí 

mobility endoteliálních buněk, funkční testy schopnosti dendritických buněk stimulovat T-

lymfocyty ve formátu allo- a auto-MLR. 

- Statistické metody – hodnocení analytických vlastností biomarkerů (senzitivita, 

specificita); analýza retrospektivních dat z registrů a databází ve vztahu k analytickým 

vlastnostem biomarkerů a ve vztahu ke klinickým parametrům, jako jsou parametry 

přežití.  

 

CÍLE HABILITAČNÍ PRÁCE 

- Prezentovat dílčí inovativní výsledky v oblasti biomarkerů maligních onemocnění.  

- Integrovat své poznatky a zkušenosti získané během výzkumné a klinické práce 

s aktuálním stavem poznání v pohledu na nádorové onemocnění z hlediska hostitele a to 

především se zaměřením na roli imunitního systému u solidních malignit. 

 

  



 

 

 

13 

MALIGNÍ ONEMOCNĚNÍ – BUNĚČNÁ A MOLEKULÁRNÍ ÚROVEŇ 

 

Organismus je tvořen mnoha buněčnými typy. Proces jejich růstu, proliferace a zániku je za 

fyziologických podmínek přísně regulován na základě potřeb organizmu. Staré či poškozené buňky 

jsou odstraněny a nahrazeny buňkami novými. V případě deregulace tohoto systému v důsledku 

změn na úrovni DNA může dojít k nekontrolovatelnému dělení těchto buněk a k vývoji nádoru. 

Nádor je tedy geneticky podmíněná abnormální tkáň, která se vyznačuje neregulovaným růstem s 

klonálním charakterem, a v organizmu nemá fyziologickou funkci.  

Maligní tkáň je komplexní struktura tvořená 

vlastními nádorový buňkami a nádorovým stroma 

obsahujícím především buňky imunitního systému, 

fibroblasty, endoteliální buňky cév (Obrázek 1). 

Význam nádorového stroma spočívá v jeho funkci 

podpůrné (kostra, výživa nádoru), transportní 

(přenos signálu, růstových faktorů), a úloze v 

procesech angiogeneze a metastazování.  

Proces transformace buňky normální v buňku 

nádorovou se nazývá kancerogeneze. Je to proces 

vícestupňový a podstatou je postupná akumulace 

genetických či epigenetických změn, které vedou 

k poruše regulace buněčného cyklu, změně 

metabolizmu a schopnosti přežití buňky. Panuje 

obecný konsensus, že většina nádorů je klonálních. To znamená, že jejich vývoj začíná jedinou 

odrodilou buňkou a v průběhu kancerogeneze dochází ke klonální selekci růstově nejúspěšnější 

buněčné populace.  

V procesu kancerogeneze se uplatňují mutace dvou skupin genů, protoonkogenů a 

tumorsupresorových genů. Tumorsupresorové geny kódují proteiny, které se podílejí především 

na rozpoznání replikačních chyb, opravách DNA, indukci apoptózy a udržují buňku ve fázi klidu. 

Patří sem například geny Rb, p53, DCC, APC, BRCA1/2. Jejich mutace jsou inaktivující a recesivní a 

v případě dědičných forem nádorových onemocnění spojené se ztrátou heterozygotnosti, jak bylo 

popsáno v hypotéze dvou zásahů (two-hits hypothesis) na modelu hereditární formy 

retinoblastomu (Knudson, 1971). Onkogeny vznikají mutací protoonkogenů, které se podílejí na 

řízení proliferace, diferenciace a přežívaní buněk. Proteiny kódované protoonkogeny obvykle 

spouštějí buněčný cyklus. Mutace protoonkogenů jsou aktivující a dominantní a dochází k nim 

zpravidla v buňkách somatických. Při aktivační mutaci protoonkogenů buňka není schopna zastavit 

buněčné dělení a růst. Typickým příkladem aktivující mutace v protonkogenu spojené se vznikem 

malignity je mutace v genech RAS (více viz Výstup 1, str. 15).  

Obecně je přijímána představa, že v procesu kancerogeneze se musí v jedné buňce nakumulovat 

více změn, které nakonec vyústí v maligní fenotyp. Modelovým příkladem je proces vzniku 

kolorektálního karcinomu (Fearon and Vogelstein, 1990) (Obrázek 2). Tyto změny je možné 

kategorizovat do podskupiny základních znaků maligní buňky (hallmarks of cancer), které 

postulovali Hanahan a Weinberg dle poznatků roku 2000 jako tyto vlastnosti plně maligní buňky: 

Obrázek 1: Nádorová tkáň se skládá z nádorových 
buněk a nádorového stroma.  
ECM: extracelulární matrix, GF: růstové faktory, T: T-
lymfocyt, G: granulocyt, BV: krevní céva, M: 
makrofág, F: fibroblast, E: endotelová buňka, P: 
pericyt. Převzato z (Kammertoens et al., 2005). 
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i/ soběstačnost v produkci 

růstových signálů, ii/ necitlivost na 

signály zastavující proliferaci, iii/ 

aktivace invaze a metastazování, 

iv/ neomezený replikační potenciál, 

v/ aktivace angiogeneze, vi/ únik 

buněčné smrti (Hanahan and 

Weinberg, 2000). Ve světle nových 

poznatků byl v roce 2011 

publikován aktualizovaný koncept 

„hallmarks of cancer“, který 

přidává k původním 6 základním 

znakům 2 znaky příspívající 

k patogenezi maligního 

onemocnění a 2 charakteristiky, 

které potencují kancerogenezi 

(Hanahan and Weinberg, 2011). 

Deset základních znaků plně 

maligní buňky je schématicky 

popsáno viz Obrázek 3.  

Přestože můžeme změny (mutace 

či dysregulace) konrétních molekul 

spojit s danými vlastnostmi maligní 

buňky, není tato kategorizace absolutní. Příkladem může být aktivační mutace v genu KRAS, díky 

které získává buňka především nezávislost na růstových faktorech. Nicméně buněčná signalizace 

spojená s aktivací tohoto proteinu přispívá také k angiogenezi, rezistenci k apoptóze a migračnímu 

potenciálu.  
Obrázek 3: Deset základních vlastností maligní 
buňky.  
(1) Soběstačnost v produkci růstových signálů. 
Neomezená buněčná proliferace je vlastností 
maligní buňky, která je zjevná na první pohled. 
Za normálních okolností je regulace buněčného 
dělení přísně regulovaná a dochází k ní za 
přítomnosti růstových signálů. Soběstačnost v 
produkci růstových signálů může nádorové 
buňce zajistit např. i/ autokrinní produkce 
ligandů receptorů pro růstové faktory, ii/ 
zmnožení receptorů pro růstové faktory (např. 
Her-2, EGFR), iii/ změna struktury receptorů pro 
růstové faktory, která vede k snadnější vazbě 
ligandu či signalizaci bez přítomnosti ligandu 
(např. Her-2), iv/ aktivace molekul, které se 
nachází v signalizační kaskádě receptoru pro 
růstový faktor (např. aktivace protookogenů 
KRAS, HRAS, NRAS, PTEN apod.); (2) Necitlivost 

na signály zastavující buněčný cyklus jako je např. inaktivace tumorsupresorových genů p53, Rb; (3) Únik imunitnímu 
dohledu organizmu (viz str. 56); (4) Neomezený replikační potenciál (zvýšená aktivita telomeráz); (5) Zánětlivá reakce 
(viz str. 89); (6) Invazivita a metastazování např. díky inaktivaci adhezní molekuly E-kadherinu; (7) Angiogeneze (viz str. 
75); (8) Genomová instabilita a mutace; (9) Únik buněčné smrti např. díky zvýšené expresi antiapoptického proteinu bcl-
2; (10) Deregulace buněčného metabolizmu. Adaptováno dle (Hanahan and Weinberg, 2011).  

Obrázek 2 Vogelsteinův model vícestupňové kancerogeneze u 
sporadické formy kolorektální karcinomu  
(Fearon and Vogelstein, 1990). V normální epiteliální buňce krypty 
tlustého střeva dochází ke kumulaci somatických mutací, které vedou přes 
prekancerózy ke vzniku plně maligní buňky. Mutace v tumor 
supresorovém genu APC vede k dysregulaci buněčné proliferace a 
k hyperplázii. Následuje zpravidla ztráta alel na chromozomu 5 a vznik 
malého adenomu. Somatická aktivující mutace některého 
z protoonkogenů RAS přispívá k progresi adenomu. U velkého 
dysplastického adenomu pak bývá často také inaktivován tumor 
supresorový gen DCC. K přechodu do plně maligní karcinomové buňky 
přispívá mutace v p53. V kontextu znaků maligní buňky vede mutace APC 
k necitlivosti na signály zastavující buněčnou proliferaci, ke zvýšení 
invazivity a k chromozomové instabilitě. Mutace RAS zajistí buňce 
soběstačnost v produkci růstových signálů a přispívá k inhibici apoptózy a 
zvýšení angiogeneze. Mutace v DCC přispívá k dysregulaci proliferace, 
k inhibici apoptózy a zvyšuje buněčnou migraci (Mehlen and Tauszig-
Delamasure, 2014).  
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buněčný cyklus únik imunitnímu 
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replikační 
potenciál
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Specifické vlastnosti nádorové buňky se stávají potenciálním cílem protinádorové terapie. 

Protinádorová terapie, která se pak zaměřuje na konkrétní cíle, které jsou selektivní pro 

nádorovou buňku, se nazývá cílená protinádorová léčba a její podstatou je maximalizovat toxicitu 

pro maligní buňky a přitom minimalizovat toxicitu pro normální buňky. 

 

VÝSTUP 1: GEN KRAS V PERSONALIZACI LÉČBY PACIENTŮ S METASTATICKÝM 

KOLOREKTÁLNÍM KARCINOMEM 

Jednou z vlastností nádorové buňky je soběstačnost v produkci růstových signálů a necitlivost na 

signály zastavující buněčný cyklus, kdy je strategií nádorové buňky pro vstup do buněčného cyklu 

produkce vlastních mitogenních signálů nebo ztráta citlivosti na signály anti-mitogenní. Často se 

vyskytujícím neregulovaným mitogenním signálem je aktivující mutace v genu RAS.  

Gen KRAS (OMIM 190070) patří spolu se strukturně a funkčně homologními geny HRAS a NRAS do 

skupiny onkogenů RAS (Malumbres and Barbacid, 2003). Gen KRAS leží na chromozomu 12 

v oblasti 12p12.1 a kóduje dvě izoformy A a B (Obrázek 4), z nichž výrazněji převažuje sestřihová 

varianta KRASB (Carta et al., 2006). Vazba GTP na k-ras a tedy jeho aktivita je regulována pomocí 

RasGAP (GAP – GTPase activating 

protein), které urychlují hydrolýzu GTP na 

GDP, a tedy přechod proteinu ras do 

inaktivní formy (Karnoub and Weinberg, 

2008). Do aktivní formy se protein ras 

dostává působením proteinů RasGEF 

(GEF – guanine nucleotide exchange 

factor), které navozují disociaci GDP, 

které je nahrazeno GTP, a protein tak 

přechází do aktivního stavu (Bernards 

and Settleman, 2007). Aktivační mutace 

genu KRAS znemožňují hydrolýzu GTP na 

GDP, a tím přechod aktivní formy 

proteinu ras na neaktivní. Onkogenní 

mutace genu KRAS se zpravidla vyskytují 

v oblastech ovlivňujících hydrolýzu GTP, 

např. mutace v kodonu 12 vedoucí k 

záměně glycinu za aminokyselinu s 

postranním řetězcem má za následek 

sterickou interferenci s hydrolýzou GTP 

navozenou GAP (Scheffzek et al., 1997); glutamin v pozici 61 umožňuje vazbu s GAP p120 a 

následnou hydrolýzu GTP (Ahmadian et al., 1997; Krengel et al., 1990; Scheffzek et al., 1997). Díky 

onkogenním somatickým mutacím získává buňka konstitutivně aktivní protein k-ras bez ohledu na 

aktivační nebo deaktivační signály přicházející z membránových receptorů, které jsou v aktivační 

kaskádě hierarchicky postaveny nad proteinem k-ras. Typickým příkladem receptoru aktivujícího 

protein k-ras je receptor pro epidermální růstový faktor EGFR. K aktivaci (fosforylaci) intracelulární 

Obrázek 4: Onkogenní mutace genu KRAS.  
Gen se skládá z 6 exonů označovaných v literatuře 1, 2, 3, 4, 5, 6 
(Carta et al., 2006), případně -1, 1, 2, 3, 4A a 4B (Smith et al., 
2010). V současné terminologii používané v souvislosti 
s testováním onkogenních mutací u pacientů s kolorektálním 
karcinomem převažuje označení 1–6. Exon 1 není překládán 
(prázdný box), šedě označené exony 5 a 6 podléhají alternativnímu 
sestřihu se značnou převahou izoformy KRASB (KRAS4B) s translací
exonu 6 bez exonu 5. Exony 2–4 jsou invariantní kódující exony. 
Boxy s písmeny znázorňují funkční oblasti proteinu v kontextu 
jejich uspořádání v genu: (a) místo vazby GTP, (b) místo vazby 
efektorů, (c) switch I: interakce efektorů a GAP, (d) switch II: 
interakce s GEF. Černé body představují kodony, u jejichž mutací 
byl popsán onkogenní potenciál; u kodonů 12 a 13 jsou mimo 
aminokyseliny kódované nemutovaným tripletem uvedeny také 
aminokyseliny zařazované následkem mutace. 
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tyrozinkinázové domény EGFR dochází na základě navázání ligandu na receptor a RasGEF pak 

zprostředkují aktivaci proteinu k-ras (Moroni et al., 2005) (Obrázek 5).  

Terapeutická inhibice receptoru EGFR se v posledních letech využívá v léčbě celé řady epiteliálních 

nádorových onemocnění. Klinicky nejčastěji používané inhibitory jsou monoklonální protilátky 

(anti-EGFR mAb, cetuximab a panitumumab) nebo 

nízkomolekulární inhibitory tyrozinkinázové domény EGFR (TKI – 

erlotinib, gefitinib a lapatinib).  

Testování genu KRAS má zásadní klinický význam u pacientů s 

metastatickým kolorektálním karcinomem. Dvě velké klinické 

studie CRYSTAL a OPUS hodnotily benefit z přidání cetuximabu k 

režimu FOLFIRI (leukovorin, 5-fluorouracil, irinotekan), respektive 

FOLFOX (leukovorin, 5-fluorouracil, oxaliplatina), v první linii u 

pacientů s metastatickým kolorektálním karcinomem (mCRC). Z 

metaanalýzy těchto studií vyplynulo, že mutační status genu 

KRAS může být prediktorem odpovědi na léčbu anti-EGFR 

protilátkami (Bokemeyer et al., 2011; Van Cutsem et al., 2009). 

Analýzou těchto klinických hodnocení a dalších retrospektivních 

studií bylo prokázáno, že aktivační somatické mutace v kodonech 

12 a 13 exonu 2 genu KRAS jsou negativním prediktivním 

faktorem léčebné odpovědi na cetuximab u pacientů s mCRC (De 

Roock et al., 2008; Di Fiore et al., 2007; Khambata-Ford et al., 

2007; Lievre et al., 2008; Lievre et al., 2006). Z těchto studií také 

vycházela doporučení ASCO (American Society of Clinical Oncology; www.asco.org), NCCN 

(National Comprehensive Cancer Network; www.nccn.org) a CAP (College of American 

Pathologists; www.cap.org) týkající se testování mutací genu KRAS u pacientů s mCRC 

zvažovaných k terapii anti-EGFR mAb. Tyto organizace v roce 2009 doporučovali testování genu 

KRAS u všech kandidátů pro léčbu anti-EGFR terapií a konkrétně v USA výhradně v laboratořích 

postupujících podle CLIA (Clinical Laboratory Improvement Amendments, www.cms.gov/clia, 

zákonný předpis stanovující normy na zajištění kvality v klinických laboratořích v USA), a v případě 

záchytu mutace v kodonech 12 a 13 by pacient s mCRC neměl dostat terapii anti-EGFR mAb jako 

součást standardní léčby (Allegra et al., 2009). 

Publikovali jsme analýzu vyšetření mutačního stavu genu KRAS, která byla provedena v roce 2009 

na všech pracovištích v České republice1. V tomto roce bylo v referenčních laboratořích v České 

republice provedeno 2580 testování genu KRAS, z nichž bylo 60,2 % případů nemutovaných, tedy 

wild-type KRAS, přičemž pracoviště s nejvyšším záchytem wild-type forem KRAS vykazovalo 66,5 % 

nemutovaných a pracoviště s nejnižším záchytem mutací vykazovalo 55,2 % wild-type (Obrázek 6). 

Přítomnost somatických mutací u metastatického kolorektálního karcinomu zachycených v České 

republice v roce 2009 tak odpovídá údajům z klinických hodnocení OPUS a CRYSTAL (14, 15). 

                                                           
1
 Dubská L., Vyskocilová M., Nenutil R., Valík D., Knoflícková D., Fabian P., Kocáková I., Demlová R., 

Beránek M., Drastíková M., Vosmiková H., Bóday A., Horká K., Símová J., Drábek J., Ehrmann J., 
Hajdúch M., Matejcková M., Síma R., Tvrdík D., Povýsil C., Ryska A. (2011): [KRAS mutation 
testing in therapeutic algorithm for treatment of metastatic colorectal carcinoma]. Cas Lek Cesk. 
150 (6):321-6. Citace PubMed 2 

Obrázek 5: Signalizační kaskáda 
proteinu k-ras.  
Za fyziologických podmínek je 
aktivace proteinu k-ras navozena 
vazbou ligandů na EGFR receptor. 
Kinázová signalizační kaskáda pak 
vede k indukci buněčné proliferace, 
angiogeneze, přežití buňky a 
migračnímu potenciálu maligních 
buněk.  

K-ras
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Celkové pořadí četnosti mutací vyšetřovaných na všech pracovištích je G12D (11,9 % všech 

výsledků), G12V (8,8 %), G13D (5,8 %), G12C (3,3 %), G12A (2,8 %), G12S (2,0 %), G12R (1,0 %). 

Dle aktuálních poznatků pacienti s kolorektálním 

karcinomem s aktivující mutací v genech KRAS 

nebo NRAS nemají prospěch z podání 

terapeutických anti-EGFR protilátek (Tejpar et al., 

2014). Současná doporučení pro testování genů 

RAS před podáním anti-EGFR terapie pacientům 

s kolorektálním karcinomem jsou následující 

(Wong et al., 2014): i/ měla by být zajištěna 

infrastruktura pro rychlé a robustní dodání vzorku 

z onkologického centra do laboratoře provádějící 

vyšetření, ii/ pro testování může být použita tkáň 

z primárního nádoru nebo metastázy, iii/ pro 

testování může být použita tkáň z biopsie nebo 

preferenčně z resekátu, iv/ počet maligních buněk, 

z kterých se test provádí, by měl být minimálně 

dvojnásobný detekčnímu limitu testu, v/ analýza 

genů RAS by měla zahrnovat minimálně KRAS 

v kodonech 12, 13, 59, 61, 117 a 146, a NRAS 

v kodonech 12, 13, 59 and 61, vi/ čas odezvy testu 

by měl být 7 nebo méně pracovních dní od dodání vzorku do laboratoře pro více než 90 % 

vyšetřovaných vzorků, vii/ před zavedením testu do klinické praxe by měla být provedena validace 

či verifikace metody, viii/ interní kontrola kvality metody by měla zahrnovat minimálně 

mutovanou, wild-type a beztemplátovou kontrolu pro každou testovanou oblast, ix/ laboratoř by 

měla prověřovat, zda je zastoupení jednotlivých typů mutací a nemutovaných vzorků ve shodě 

s publikovanými daty a v případě odchylky prověřit způsob testování, x/ laboratoř by měla 

maximalizovat opatření pro zvýšení výtěžnosti testu včetně ověřování kvantity a kvality DNA 

izolované ze vzorků, xi/ laboratoř provádějící RAS analýzu pro klinické účely by měla mít pro toto 

vyšetření program externí kontroly kvality a relevantní akreditaci.  

Obrázek 6: Souhrnné výsledky analýzy genu KRAS v 
České republice v roce 2009.  
Sloupce znázorňují celkový záchyt v jednotlivých 
kategoriích v %. Boxy vyznačují nejvyšší a nejnižší záchyt 
jednotlivých výsledků reportovaných českými pracovišti. 
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MALIGNÍ ONEMOCNĚNÍ – ASPEKTY HOSTITELE 

 

V posledních letech je výzkum v oblasti nádorové biologie a aplikovaný onkologický výzkum stále 

méně zaměřen na vlastnosti jedné buňky a pozornost se věnuje také nádorovému mikroprostředí, 

jehož vlastnosti ovlivňují nejen přechod z premaligního stádia do maligní invazivní a metastazující 

nádorové masy, ale ovlivňují také efekt léčby onkologického onemocnění. V tomto ohledu se 

zkoumá především infiltrace nádoru buňkami imunitního systému a faktory ovlivňující nádorovou 

angiogenezi (Angell and Galon, 2013; Ascierto et al., 2013; Folkman, 1972; Galon et al., 2014; 

Galon et al., 2012).  

Pohled na faktory ovlivňující patogenezi, rozvoj a léčbu maligních onemocnění lze rozšířit na celý 

organizmus. Epidemiologické studie ukazují, že 30 % maligních onemocnění u člověka je spojeno 

s užíváním tabáku, 35 % s dietou, 14-20 % s obezitou, 18 % s infekčními onemocněními a 7 % 

s radiací a enviromentálními polutanty (Jemal et al., 2010). Za významné faktory z tohoto hlediska 

lze považovat patofyziologické stavy, které souvisí s nutricí, mikrobiomem (především střevním), 

infekčními onemocněními, medikací, komorbiditami, životní stylem, věkem, endokrinologický 

stavem, genotypem, imunitním systémem (Obrázek 7). Některé z těchto faktorů se uplatňují 

přímo v nádorových buňkách (např. genotyp), určité se uplatňují majoritně v nádorovém 

mikroprostředí (např. infekce Helicobacter pylori), některé z uvedených faktorů působí především 

systémově (např. střevní mikrobiom). Řada z uvedených faktorů však působí více či méně na všech 

zmíněných úrovních tj. na maligní buňku per se, na komponenty nádorového stroma (např. věk). 

Mezi zmíněnými systémovými faktory existuje řada průniků (např. životní styl a nutriční stav) a 

interakcí; příkladem může být vztah mezi nutričním stavem a střevním mikrobiomem, střevním 

mikrobiomem a funkcí imunitního systému, komorbiditami a medikací atd. 

 

Obrázek 7: Deset základních znaků maligní buňky a deset 
systémových faktorů ovlivňující patogenezi a léčbu maligních 
onemocnění.  
Systémové faktory lze kategorizovat jako: (1) nutriční stav; (2) 
mikrobiom (především střevní); (3) infekční onemocnění; (4) 
medikace; (5) komorbidity; (6) životní styl; (7) věk; (8) 
endokrinologický status; (9) genotyp; (10) imunitní systém.  
Jednotlivé faktory ovlivňují dle své charakteristiky a kontextu více 
či méně jednotlivé základní znaky maligní buňky, což vytváří 
poměrně komplexní situaci, která není snadno uchopitelná 
z badatelského ani klinického hlediska. Některé příklady jsou 
uvedeny na následujích stránkách.  

 

 

V následujících subkapitolách jsou popsány jednotlivé systémové faktory a jejich vztah 

k patofyziologii a terapii maligních onemocnění. Popis těchto faktorů není vyčerpávající se smyslu 

postihnutí všech jednotlivých aspektů. Spíše jsou uvedeny příklady, které mají vztah k zaměření 

této práce, tedy úloze imunitního systému a nádorového mikroprostředí u solidních malignit.  
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GENOTYP 

Zárodečný genotyp organizmu se promítá jednak do genotypu 

premaligní/maligní buňky, ale také do genotypu normálních 

nemaligních buněk organizmu. Existuje celá řada dědičných forem 

onkologických onemocnění, jež souvisí s vrozenou mutací 

tumorsupresorových genech např. BRCA-1, BRCA-2, p53. 

Na patogenezi nádorových onemocnění se uplatňují také zárodečné mutace genů na první pohled 

s onkologickými onemocněními nesouvisející, jako jsou např. genové abnormality způsobující 

primární imunodeficience. Primární imunodeficience jsou spojeny s vyšším rizikem maligních 

onemocnění v porovnání s běžnou populací (Gatti and Good, 1971; Kinlen et al., 1985; Salavoura 

et al., 2008; van der Meer et al., 1993), což lze považovat za jeden z důkazů, že imunitní systém 

chrání lidský orgnizmus před rozvojem nádorového bujení. Nicméně u řady primárních 

imunodeficiencí (např. Wiskott-Aldrich syndom, Nijmegen breakage syndrom, Ataxia-

telangiektasia) má kauzativní mutace pleiotropní efekt, který je přímo spojen s kancerogenezí, a 

rozsah vlivu imunitního systému v takových případech nelze posoudit. Pacienti s primárními 

imunodeficiencemi jsou do vyšší míry postiženi NHL a Hodgkinovým lymfomem, což je do jisté 

míry spojeno s vyšší náchylností k infekci onkogenními viry jako je EBV či HHV-8 (Carbone et al., 

2008; Kersey et al., 1988; Wheat et al., 2005) a H. pylori (Zullo et al., 1999). Mimo zmíněné 

malignity jsou určité typy primárních imunodeficiencí spojeny i s adenokarcinomy a jinými 

epiteliálními nádory; existuje např. asociace mezi hyper IgM syndromem způsobeným X-vázanou 

mutací v genu pro CD40L a vyšší incidencí nádorů pankreatu a jater (Hayward et al., 1997). 

Některé studie také prokázaly, že existuje vztah mezi určitými polymorfizmy v genu kódujícím pro 

vitamín D (VDR) a vznikem karcinomu prsu (Příloha 2 – Tab. 2)2 , což souvisí s mediací 

protinádorového efektu vitamínu D (více o problematice na str. 25).  

Jiným aspektem systémového vlivu genotypu nemaligní buňky na průběh maligního onemocnění 

jsou farmakogenetické polymorfizmy podílející se na průběhu a výsledků protinádorové léčby. 

Polymorfizmy či mutace v genech kódujících enzymy důležité pro metabolizmus léčiv jsou 

odpovědné za iterindividuální variabilitu farmakokinetiky a farmakodynamiky protinádorové 

terapie. V kontextu protinádorové léčby přispívají prediktivní farmakogenetické studie především 

i/ k identifikaci jedinců, u kterých může vést standardní dávka chemoterapie k závažné až život 

ohrožující toxicitě, ii/ k identifikaci jedinců, kteří budou benefitovat z určité protinádorové léčby, 

která nevykazuje příznivý vliv na celou kohortu nemocných. V tomto případě se jako 

farmakogenetický přístup označuje zkoumání vlivu zárodečných polymorfismů a mutací. 

V případě, že jsou předmětem hodnocení somatické mutace v nádorové tkáni, hovoříme spíše o 

prediktivní onkologii (viz Výstup 1, str. 15). Jak prediktivní onkologie, tak farmakogenetika jsou 

v současnosti stěžejními přístupy v personalizaci terapie nejen v onkologii. Z hlediska efektu léčby 

v kontextu genetických polymorfizmů je nejlépe popsán i/ vztah mutací v genech pro cytochrom 

p450 (především genu CYP2D6) a nežádoucích účinků léčby tamoxifenem (Singh et al., 2011), ii/ 

vztah mezi přítomností alely HLA-B*1502 a nežádoucími kožními reakcemi po podání 

                                                           
2  Obermannova R., Demlová R., Drábová K., Melichárková K., Greplová K., Mrkvicová 
M., Zdražilová-Dubská L., Vyzula R., Valík D.(2014): [Vitamin D as an important steroid hormone 
in breast cancer.] Klin Onkol. 27 (1):143-9. 
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karbamazepinu (Hung et al., 2006; Man et al., 2007), iii/ a dále polymorfizmy v genech CYP2C9 a 

VKORC1, které vedou k vyššímu antikoagulačnímu efektu standardní dávky warfarinu, iv/ a 

mutace v genu UGT1A1 vedoucí ke zvýšené toxicitě irinotekanu. Nicméně přes rozvoj technologií 

umožňujících detekci polymorfizmů (od farmakogenetiky k farmakogenomice) se při predikci 

metabolizmu některých léčiv uplatňují funkční testy, které mohou reflektovat faktory významné 

v celkovém metabolickém pochodu v organizmu. Určitým prediktorem odpovědi na 

protinádorovou terapii léčbu může být polymorfizmus v genotypu VEGF, kdy byla popsána 

asociace mezi určitými variantami VEGF a klinickou odpovědí na léčbu bevacizumabem; konkrétně 

VEGF – 1498 T/T polymorfizmus byl asociován s kratším PFS u pacientů s metastatickým 

kolorektálním karcinomem léčeným v první linii pro metastatické onemocnění bevacizumabem a 

FOLFIRI (Loupakis et al., 2011).  

 

VÝSTUP 2: FARMAKOGENOTYP TPMT A DPD: TOXICITA A EFEKT PROTINÁDOROVÉ LÉČBY 

Genetické polymorfismy mají vliv na farmakokinetické pochody v organizmu (absorbce, distribuce, 

metabolizmus, exkrece), tak na farmakodynamický efekt aktivního metabolitu na cílovou buňku 

(např. exprese receptorů) a nádorové mikroprostředí. Řada chemoterapeutik je podávána ve 

formě neaktivních nebo prekurzorových molekul, které jsou v organizmu metabolizovány na 

účinné látky. Geneticky podmíněná variabilita v metabolizmu protinádorových léčiv má tedy více 

či méně podstatný vliv na následnou systémovou toxicitu a/nebo efekt léčiva.  

Thiopurinové preparáty jsou užívané při léčbě pacientů s maligními onemocněními (např. ALL), 

autoimunitami a u příjemců transplantátů. Thiopuriny jsou metabolizovány v organizmu přes S-

metylaci katalyzovanou enzymem thiopurin metyltransferázou (TPMT). V naší populaci jsou 

nejčastější polymorfizmy označované TPMT*3A, TPMT*3C a TPMT*2 a méně častá TPMT*3B. 

Alela TPMT*2 se vyznačuje single-nukleotidovou transverzí v exonu 5 (G238C), TPMT*3C má 

tranzici v exonu 10 (A719G), u TPMT*3A byly popsány dva polymorfizmy, v exonu 7 tranzice 

(G460A) a v exonu 10 již výše popsaná A719G. Všechny tyto popsané mutace zapřičiňují vznik 

proteinu TPMT, který podléhá rychlé proteolýze, což vyvolává nedostatek enzymu pro 

metabolizmus thiopurinových substancí, čímž je u pacientů, kteří jsou nosiči těchto polymorfizmů, 

metabolizmus thiopurinových preparátů pomalý. Důsledkem jsou závažné vedlejší nežádoucí 

účinky (hematologická toxicita, hepatotoxicita, neurotoxicita, mukozitida). Závažnost klinických 

projevů deficitu TPMT se pak odvíjí od genetického podkladu polymorfizmu, přičemž homozygotní 

varianta polymorfizmu vede k výraznější toxiticitě než heterozygotní status a vyžaduje výraznější 

redukci dávek při léčbě thiopuriny.  

Analyzovali jsme korelaci mezi genotypem a fenotypem TPMT u 267 pacientů (ALL, autoimunitní 

onemocnění) před zahájením léčby thiopuriny3. Polymorfizmus v genu pro TPMT byl zachycen u 

33 pacientů (12,4 %) v heterozygyotním stavu (26 x TPMT * 1/* 3A, 5 x TPMT * 1/* 2, 2 x TPMT * 

1/* 3C) a jeden pacient s ALL byl složený heterozygot ( * 2/* 3A), u kterého byla popsána život 

ohrožující toxicita v průběhu postindukční fáze léčby obsahují 6-merkaptopurin (viz příloha 3, Fig. 

2 + Case Description). Aktivita TPMT (= fenotyp) byla stratifikována do kategorií: „deficient“, „low 

                                                           
3 Demlova R., Mrkvicova M., Sterba J., Bernatikova H., Stary J., Sukova M., Mikuskova A., 
Chocholova A., Mladosievicova B., Soltysova A., Behulova D., Pilatova K., Zdrazilova - Dubska L., 
Valik D.(2014): Augmenting clinical interpretability of thiopurine methyltransferase laboratory 
evaluation. Oncology. 86(3):152-8. IF 2,613 
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normal“, „normal“, „high normal“ a superaktivita a stanovený fenotyp se do značné míry, nikoli 

však zcela, překrýval s genotypem (Obrázek 

8). Přestože překryv mezi genotypovými a 

fenotypovými kategoriemi je značný, není 

absolutní; existují jedinci s mutací s normální 

aktivitou TPMT a naopak někteří wt 

homozygoti mají sníženou aktivitu TPMT. 

Další zajímavou kategorií jsou jedinci se 

zvýšenou aktivitou TPMT, kteří metabolizují 

thiopuriny pravděpodobně rychleji, což může 

vést ke sníženému efektu léčby. Na základě 

těchto poznatků vyšetřujeme genotyp i 

fenotyp a nález obou vyšetření 

interpretujeme souhrnně (Tabulka 1).  

 
Obrázek 8 Distribuce aktivity TPMT ve vztahu ke 
genotypu TPMT. 
Histogram představuje zjištěné aktivity TPMT u jedinců s mutací v TPMT a u jedinců bez mutace. V dolní části jsou 
naměřené aktivity TPMT vyneseny v kontextu jednotlivých polymorfizmů. wt = wild-type; mut = mutant. Pacient s ALL, u 
kterého se v průběhu léčby vyskytla život ohrožující toxicita, je označen šipkou. 

 

            
G1 (wt - 
*1/*1) 

G2 (*mt/*1) G3 (*mt/*mt*) G4 (mt1, mt2)  

F1  

↑ 

Pacient by neměl být 
ohrožen zvýšenou 
toxicitou při podání 
standardní dávky 
thiopurinů. Pacient bude 
pravděpodobně 
standardní 
terapeutickou dávku 
thiopurinů 
metabolizovat rychleji, 
což může vést ke 
sníženému efektu léčby. 

   

F2 
N 

Pacient by neměl být 
ohrožen zvýšenou 
toxicitou při podání 
standardní dávky 
thiopurinů. 

Nelze vyloučit zvýšenou 
toxicitu při podání 
standardní dávky 
thiopurinů. 
Doporučujeme 
monitorovat krevní 
obraz při zahájení 
terapie thiopuriny. 

 Nelze vyloučit zvýšenou 
toxicitu při podání 
standardní dávky 
thiopurinů. 
Doporučujeme 
monitorovat krevní 
obraz při zahájení 
terapie thiopuriny. 

F3  

↓ 

Možné riziko zvýšené 
toxicity při podání 
standardní terapeutické 
dávky thiopurinů. 
Doporučujeme 
monitorovat krevní 
obraz při zahájení 
terapie thiopuriny. 

Pravděpodobné riziko 
zvýšené toxicity při 
podání standardní 
terapeutické dávky 
thiopurinů. 
Doporučujeme 
monitorovat krevní 
obraz při zahájení 
terapie thiopuriny. Ke 
zvážení je i eventuální 

Pacient je ve vysokém 
riziku závažné toxicity při 
podání standardní 
terapeutické dávky 
thiopurinů. 

Pravděpodobné riziko 
zvýšené toxicity při 
podání standardní 
terapeutické dávky 
thiopurinů. 
Doporučujeme 
monitorovat krevní 
obraz při zahájení 
terapie thiopuriny. Ke 
zvážení je i eventuální 
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Obrázek 9: Farmakogenetika deficience DPD v kontextu mendelovské 
dědičnosti.  
 a = recesivní alela (alela pro DPYD s mutací, alela pro bílou barvu květu 
hrachu); A = dominantní alela (alela DPYD wild-type, alela pro fialovou 
barvu květu hrachu); aa = recesivní homozygot (např. DPYD genotyp: 
*2A/*2A); Aa = heterozygot (např. DPYD genotyp: *1/*2A); AA = 
dominantní homozygot (např. DPYD genotyp: *1/*1). 

E
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ov

á 
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tiv
ita

 D
P

D

Alelická konfigurace

Deficience DPD

Bez deficience DPDBez deficience DPD

…asymptomatický, dokud 
není organismus zatížen 

fluoropyrimidiny

aa Aa AA

bílý fialový fialový             

redukce terapeutické 
dávky. 

redukce terapeutické 
dávky. 

F4 

↓↓ 

  Velmi vysoké riziko 
závažné toxicity při 
podání standardní 
terapeutické dávky 
thiopurinů. 

Velmi vysoké riziko 
závažné toxicity při 
podání standardní 
terapeutické dávky 
thiopurinů.$ 

Tabulka 1: Interpretivní kategorie vyšetření fenotypu a genotypu TMPT.  
Výsledek vyšetření genotypu spadá do 4 kategorií: G1 - homozygotnímu nemutovanému stavu wt - *1/*1; G2 - mutace 
v heterozygotním stavu, G3- mutace v homozygotním stavu, G4- více mutacím ve stavu heterozygot (*3A/*1) nebo 
složený heterozygot (*3B/*3C). Výsledek vyšetření fenotypu rozdělujeme do 4 kategorií: F1 - nad 24,9 nmol/hod/ml RBC 
= zvýšená aktivita; F2 - 14,0–24,9  nmol/hod/ml RBC = normální aktivita; F3 - 5,0–13,9 nmol/hod/ml RBC = snížená 
aktivita; F4 - pod 5,0 nmol/hod/ml RBC = deficience aktivity TPMT.

 $
Do této interpretivní kategorie spadá pacient s život 

ohrožující toxicitou (popsán v příloze 3). 

 

Jiným příkladem kombinace farmakogenetického a farmakokinetického přístupu v predikci toxicity 

protinádorové terapie je vyšetření polymorfizmů genů podílejících se na metabolizmu 

fluoropyrimidinů. Fluoropyrimidiny, především 5-FU a kapecitabin, se používají v onkologii pro 

léčbu kolorektálního karcinomu a karcinomu prsu. Až 40 % pacientů léčených 5-fluorouracilem má 

závažnou gastroenterologickou nebo hematologickou toxicitu (Caudle et al., 2013). Protinádorový 

efekt 5-FU je vyvolán inhibicí thymidylátsyntázy a vznikem FUTP, které se inkorporují do RNA. 

Metabolismus 5-FU probíhá z více než 80 % v játrech, přibližně 10 % 5-FU je vyloučeno močí v 

nezměněné formě a pouze 1-3 % se dostane k maligním buňkám v nádoru (schématicky – Příloha 

4 – Fig. 1). Klíčové enzymy podílející se na katabolizmu 5-FU jsou dihydropyrimidin dehydrogenáza 

(DPD) a dihydropyrimidináza. Lidský gen kódující DPD (DPYD) se nachází v oblasti 1p21.3 a skládá 

se z 23 exonů (Wei et al., 1998). 

Několik variant genu DPYD bylo 

popsáno v souvislosti se sníženou 

aktivitou enzymu DPD (Amstutz et 

al., 2011; Caudle et al., 2013). 

Nejznámější a klinicky 

nejvýznamnější varianta DPYD je 

alela s polymorfizmem 

v sestřihovém místě označovaná 

DPYD*2A (IVS14+1G>A nebo 

c.1905+1G>A), která vede ke 

snížené aktivitě enzymu DPD, 

pokud je v heterozygotním stavu, 

a k deficienci enzymu, pokud je v 

homozygotním stavu, která se 

projevuje jako autozomálně 

recesivní metabolická porucha se 

závažnou symptomatologií, 

především neurologickou, 

projevující se již v raném věku 

(Obrázek 9).  

Incidence této alely není vysoká; cca 1 % v bělošské populaci (Příloha 4 – Tab. 1). My jsme u 47 
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vyšetřovaných tuto variantu nezachytili4. Asociace tohoto polymorfizumu s toxicitou po podání 5-

FU není příliš silná; u 32 pacientů s kolorektálním karcinomem s vážnými (grade 3-4) nežádoucími 

účinky po podání 5-FU byla přítomnost DPYD*2A zachycena v jednom případě. Přesto se vyšetření 

na přítomnost alely DPYD*2A u všech pacientů před podáním fluoropyrimidinů a následná 

redukce dávky u nosičů této mutace jeví jako racionální s ohledem na redukci toxicity a také 

z hlediska celkové nákladovosti provedení vyšetření a řešení následných nežádoucích účinků 

(Deenen et al., 2016). 

 

 

ENDOKRINOLOGICKÝ STATUS 

Z hlediska patofyziologie a léčby malignit je endokrinologický status 

organizmu a efekt protinádorové hormonální léčby nejvíce prostudován 

a z podstaty věci nejvýznamnější u karcinomu prsu, gynekologických 

malignit a karcinomu prostaty. Recentně byla publikována práce 

prezentující fylogenetickou klasifikaci karcinomu prsu založenou na 

expresi 3 receptorů: estrogenového, androgenového a receptoru pro vitamín D. Dle této 

klasifikace se nádory prsu dělí do 4 kategorií (HR0 - HR3) mající vztah k prognóze onemocnění 

(Santagata et al., 2014). S problematikou hormonů souvisí téma epidemiologie malignit a expozice 

chemickým látkám, které jsou hormonálně aktivní a nazývají se endokrinní disruptory (Caserta et 

al., 2008; Diamanti-Kandarakis et al., 2009); pak se tato problematika začíná prolínat s oblastí 

nutrice. Příkladem endokrinních disruptorů jsou fytoestrogeny. Navzdory poznatkům, že 

izoflavony mohou potlačovat proliferaci endometria, randomizované placebem kontrolovaná 

studie postmenopauzálních žen ukázala, že sojové fytoestrogeny vedou k vyššímu výskytu 

hyperplazie endometria (Unfer et al., 2004). Fytoestrogenní doplňky mají některé pozitivní 

vlastnosti (působí např. jako antioxidanty), ale jejich efekt jakožto endokrinních disruptorů 

pravděpodobně převažuje.  

S ohledem na dále diskutovanou střevní dysmikrobii a její souvislost s nádorovým bujením, 

především kolorektálním karcinomem (str. 35), bych ráda zmínila žlučové kyseliny, jejichž funkce 

jakožto hormon-like substancí regulujících metabolizmus lipidů, glukózy, lipoproteinů, ale i 

zánětlivé procesy je v současnosti předmětem zájmu (Li and Chiang, 2014; Zhou and Hylemon, 

2014). Vzhledem k tomu, že metabolizmus cholesterolu a žlučových kyselin je realizován z části 

prostřednictvím jaterních enzymů lidského organizmu a z části pomocí enzymů prokaryot střevní 

mikroflóry, lze na střevní mikrobiom pohlížet také jako na endokrinní orgán, označený také jako 

sterolbiom (Evans et al., 2013; Everest, 2007; Lyte, 2016, 2010; Neuman et al., 2015; Ridlon and 

Bajaj, 2015; Sandrini et al., 2015). Určité karcinogenní vlastnosti byly popsány např. u kyseliny 

deoxycholové (DCA) (Hylemon et al., 2009); DCA aktivuje EGFR u intestinálních buněk (Cheng and 

Raufman, 2005; Lee et al., 2010; Qiao et al., 2001).  

 

                                                           
4 Pilatova, K., Mrkvicova, M., Zdrazilova-Dubska, L., Obermannova, R., Valik, D. (2013): Detection 
of DPYD*2A allele in dihydropyrimidine dehydrogenase gene: perspective for fluoropyrimidine-
treated patients. Folia Mendeliana 49(2):75-80. 
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VÝSTUP 3: HYPOVITAMINÓZA D MÁ SEZONNÍ VARIABILITU A VZTAH K HORŠÍ PROGNÓZE 

METASTATICKÉHO KOLOREKTÁLNÍHO KARCINOMU 

Do kategorie hormonů a hormon-like látek řadíme i vitamín D. V posledních letech se v souvislosti 

s výskytem rakoviny, ale i dalších onemocnění (hypertenze; diabetes mellitus; osteoporózy; 

některých infekčních, např. tuberkulózy; autoimunitních chorob, např. roztroušené sklerózy, 

revmatoidní artritidy) hovoří o protektivním vlivu vitamínu D a o epidemii nedostatku vitamínu D. 

Vitamín D je prohormon, který je v organizmu metabolizován na steroidní hormon kalcitriol, který 

hraje kromě zásadní role v homeostáze vápníku významnou úlohu v řadě biochemických procesů.  

Fotochemická syntéza vitamínu D3 (cholekalciferol, D3) probíhá v kůži, kde se 7-

dehydrocholesterol konvertuje díky ultrafialovému záření na pre-vitamín D3. Vitamín D3, který 

následně vzniká izomerizací pre-vitamínu D3 v bazální vrstvě epidermis nebo je v tenkém střevě 

absorbován z potravy, se váže na protein vázající vitamín D (DBP) a další plazmatické proteiny a je 

transportován do jater. Vitamín D3 je jaterními 25-hydroxylázami hydroxylován na 25-

hydroxycholekalciferol (25(OH)D3), který je v ledvinách 1α-hydroxylován 25-hydroxyvitamín D3-

1α-hydroxylázou. Touto reakcí vzniká aktivní sekosteroid kalcitriol = 1α,25(OH)2D3, který má 

efektorové funkce v různých tkáních: i/ zvyšuje absorpci Ca2+ a anorganického fosfátu v tenkém 

střevě, ii/ zvyšuje mineralizaci kostí, iii/ navozuje diferenciaci imunitních buněk, iv/ v nádorovém 

mikroprostředí potlačuje proliferaci, navozuje diferenciaci a inhibuje angiogenezi. Syntéza 

1α,25(OH)2D3 z 25(OH)D3 je stimulována parathormonem (PTH) z příštítných tělísek a potlačována 

Ca2+, Pi a zpětnovazebně 1α,25(OH)2D3 samotným. Kritickým krokem v katabolizmu kalcitriolu je 

degradace 25(OH)D3 na 24,25(OH)D3 a 1α,25(OH)2D3 na 1α,24,25(OH)2D3, díky 24-hydroxylaci 25-

hydroxyvitamín D 24-hydroxylázou, která je kódována genem CYP24A1. 24,25(OH)D3 a 

1α,24,25(OH)2D3 jsou následně z organizmu vyloučeny (schématicky-Příloha 5 – obr. 1)5.  

Signalizaci spouští 1,25-dihydroxy-D3 většinou prostřednictvím receptoru vitamínu D (VDR), který 

náleží do rodiny steroidních nukleárních receptorů. Vazbou 1,25(OH)2D3 D na VDR je indukována 

buněčná diferenciace, inhibována proliferace 

a regulována apoptóza u normálních i 

nádorových buněk, dále je potlačena 

angiogeneze a iniciovány imunomodulační 

účinky cestou ovlivnění monocytů či 

lymfocytů.  

Obecně je populace žijící nad 40° severní šířky 

a pod 40° jižní šířky ohrožena nedostatkem 

vitamínu D. Mezi odborníky se vede diskuze, 

jakou hladinu vitamínu D lze považovat ta 

dostačující (Vierucci et al., 2014). Zvažuje se 

cut-off 50 nmol/l (= 20 ng/l) (2011) a 75 

nmol/l (= 30 ng/l) (Holick et al., 2011), přičemž 

v dnešní době panuje spíše názor, že pro plný 

biologických efekt jsou nutné hladiny 25-OH-D 

                                                           
5 Drábová K., Bienertová-Vašků J., Lokaj P., Dubská L., Obermannová R., Greplová K., Demlová R., 
Valík D., Stěrba J. (2013): [Vitamin D: Its physiology, pathophysiology and significance in 
etiopathogenesis of malignant diseases.] Cas Lek Cesk. 152(1):20-30. 

Obrázek 10: Hypovitaminóza D má v České republice 
sezonní variabilitu.  
Těžký deficit: pod 25 nmol/l; deficit: 25-50 nmol/l; 
nedostatečnost:  50-75 nmol/l; dostatek: nad 75 nmol/l.  
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překračující 75 nmol/l. Hodnoty 25-OH-D v krvi pod 25 nmol/l se považují za těžký deficit, 25-50 

nmol/l za deficit, 50-75 nmol/l nedostatečnost a hodnoty nad 75 nmol/l představuje dostatek. Na 

souboru jedinců z kontrolní populace jsme popsali významnou sezonní variabilitu vitamínu D. U 

jarní skupiny (odběr březen–duben) byl medián koncentrace 25(OH) vitaminu D 42,7 nmol/l (95% 

interval spolehlivosti 21,9–90,1 nmol/l). V podzimní skupině (odběr září–říjen) byl medián 

koncentrace 25(OH) vitaminu D 70,8 nmol/l (95% interval spolehlivosti 37,0-137,5 nmol/l). 

Z dosažených hodnot vyplynulo, že v jarním období bylo 6 % jedinců s těžkým deficitem vitamínu 

D, 60 % s deficitem, 27 % mělo nedostatek a 7 % dostatek vitamínu D. V podzimním období jsme 

nezaznamenali těžký deficit vitamínu D, 13 % jedinců mělo deficit, 46 % nedostatek a 41 % 

dostatek vitamínu D (Obrázek 10). Sezónní výkyv v hladinách 25-OH-D má vliv (statisticky 

významný, klinicky nevýznamný) na hladinu plazmatických vápenatých kationtů a fosfátu (data 

zde neprezentuji).  

Nedostatek vitamínu D se zdá být významným faktorem v epidemiologii řady maligních 

onemocnění, včetně karcinomu prsu a kolorektálního karcinomu (Garland and Garland, 2006; 

Giovannucci et al., 2006; Gorham et al., 2007; Ng et al., 2009). V konsekutivních odběrech krve 

pacientů s metastatickým kolorektálním karcinomem jsme sledovali hladinu 25-

hydroxycholekalciferolu a dalších laboratorních parametrů ve vztahu k přežití bez progrese a ve 

vztahu k celkovému přežití6. Do této studie bylo zahrnuto 84 pacientů léčených pro metastatický 

kolorektální karcinom v první linii režimem s oxaliplatinou nebo kombinací chemoterapie s 

bevacizumabem (Příloha 6 – Table 1). Medián PFS studiové skupiny pacientů byl 15,4 měsíce a 

medián celkového přežití byl 41,2 měsíce. Při hodnocení konsekutivních hladinu 25-OH-D se 

kohorta vyšetřovaných pacientů stratifikovala do tří podskupin i/ s alespoň jednou hodnotou nad 

40 nmol/l, ii/ s proměnlivými hodnotami pod 40 nmol/l, iii/ se stabilními hodnotami pod 40 nmol/l 

(Příloha 6 – Figure 1). Parametry s významným vztahem ke klinickému průběhu onemocnění byly 

tyto: i/ chirurgický zákrok, ii/ hladina CEA (při cut-off 11 µg/l) a iii/ charakter sérových hladin 25-

OH-D (Obrázek 11) (Příloha 6 – Table 2).  

 

                                                           
6 Obermannova R., Dusek L., Greplova K., Jarkovsky, Sterba J., Vyzula R., Demlova R., Zdrazilova-
Dubska L., Valik D. (2015): Time-course pattern of blood 25-hydroxycholecalciferol is significant 
predictor of survival outcome in metastatic colorectal cancer: a clinical practice-based study. 
Neoplasma 62(6):958-965. IF 1,865 

Obrázek 11: Parametry 
přežití pacientů 
s metastatickým 
kolorektálním karcinomem 
podle charakteru sérových 
hladin 25-OH-D. 
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Naše data potvrzují významnou roli hladin 25-OH-D v průběhu maligního onemocnění a to i v 

podmínkách pokročilého kolorektálního karcinomu. Vitamín D má pleiotropní protinádorový efekt 

(Obrázek 12); na subcelulární urovni potlačuje proliferaci a stimuluje diferenciaci a apoptózu 

maligních buněk; v systémovém kontextu maligního procesu potlačuje prozánětlivé pochody, jevy 

spojené s metastazováním a invazí a také angiogenezi.  

Vitamín D má také vliv imunomodulační; reguluje jak složky vrozené, tak adaptivní imunitní 

odpovědi. Prozánětlivé působky jako je IFNγ (Edfeldt et al., 2010) a TNFα (Pryke et al., 1990) 

stimulují produkci vitaminu D zvýšením exprese CYP27B1 v buňkách monocytární řady a zánětlivé 

cytokiny a agonisté Toll-like receptoru zvyšují expresi CYP27B1 a VDR dendritických buňkách 

(Szeles et al., 2009). Na úrovni adaptivní imunitní odpovědi řada subpopulací T-lymfocytů 

exprimuje VDR a je cílovou buňkou pro působení vitamínu D (Cantorna, 2011), byť bez klíčového 

vlivu na primární funkci T-lymfocytů. 1,25(OH)2 vitamín D3 je spíše modulátorem imunitní 

odpovědi zprostředkované T-lymfocyty. V různých myších modelech autoimunitního onemocnění 

vedla absence VDR k horšímu průběhu nemoci (Mayne et al., 2011; Motrich et al., 2009). V in vitro 

podmínkách potlačoval 1,25(OH)2 vitamin D3 signální dráhu NF-κB nezbytnou pro aktivaci Th-

lymfocytů (Griffin et al., 2007), zvyšoval aktivitu imunosupresivních T-regulačních lymfocytů 

(Cantorna and Mahon, 2004) a blokoval vznik Th17 a Th9 buněk důležitých v patogenezi různých 

autoimunitních a zánětlivých onemocněních (Palmer et al., 2011). Obecně je tedy působení 

vitaminu D stimulující na vrozenou obranyschopnost a imunosupresivní na adaptivní složku 

imunitní odpovědi, především T-lymfocyty, což také z části může vysvětlovat pozorovaný 

protinádorový efekt vitaminu D. 

 
Obrázek 12: Molekulární a buněčné mechanizmy protinádorového efektu kalcitriolu. 
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VĚK 

Incidence většiny solidních malignit se zvyšuje s věkem (Obrázek 13) 

(Anisimov, 1983; Balducci and Ershler, 2005; Parkin et al., 2001).  

Výskyt malignit ve vyšším věku je dán dvěma hlavními faktory i/ 

v buňkách se s časem akumulují mutace a zároveň ii/ v organizmu 

dochází k poruchám udržení homeostázy nejvíce díky změnám 

endokrinního a imunitního systému, jež umožňují buňkám v pozdním stádiu kancerogeneze 

přežívat (DePinho, 2000). Významným protinádorovým nástrojem, který má každá buňka 

geneticky zakódován, je program buněčné senescence, který vede k nevratnému zastavení 

buněčné proliferace a růstu buňky. Proces buněčné senescence je doprovázen určitými změnami 

buněčného fenotypu, které jsou spojeny s patofyziologickými procesy asociovanými se stárnutím, 

např. benigní hyperplazie prostaty 

(Choi et al., 2000) či 

aterosklerotické léze (Vasile et al., 

2001). Buněčná senescence je 

kontrolována tumor 

supresorovými proteiny p53, Rb, 

p16INK4a, jejichž dysfunkce pak 

vede k nenavození senescence, 

což může přispět k maligní 

transformaci (Campisi, 2005, 2000; 

Kim Sh et al., 2002). Replikativní 

senescence je spojena se 

zkracováním telomer (Kim Sh et 

al., 2002). Buněčná senescence 

vede k poškození DNA a aberacím 

buněčných struktur. V buňce pak 

vznikají neoantigeny, na které 

lidský organizmus reaguje 

chronickou zánětlivou reakcí, která 

se věkem přispívá 

k onemocněním, jako je rakovina, 

ateroskleróza či artritida (Freund 

et al., 2010).  

Ke zvyšování incidence většiny solidních malignit s věkem přispívá také vyčerpání imunitního 

systému – imunosenescence, kdy s věkem dochází ke snížení funkce efektorů přirozené i 

adaptivní imunity (Fulop et al., 2013), což vede nejen k nižší odolnosti vůči infekčním chorobám, 

ale také k méně efektivnímu protinádorovému dohledu (Fulop et al., 2011). V souvislosti 

s náchylností k chorobám se hledají biomarkery imunosenescence, které by predikovaly kapacitu 

imunitního systému a také odpovídavost na protiinfekční vakcíny (Pawelec, 2014). Pro tento účel 

byl ve Švédsku navržen koncept “immune risk profile” (IRP), který obsahuje absolutní a proporční 

deficit v počtu cirkulujících B-lymfocytů, snižování poměru CD4/CD8 a nárůst proporce T-

lymfocytů v pozdním stádiu diferenciace po antigenní stimulaci (např. CD8+ CD27- nebo CD28-) 

Obrázek 13: Věková závislost incidence dvou významných maligních 
onemocnění v České republice.  
NAHOŘE – karcinom prsu. DOLE – karcinom tlustého střeva a konečníku. 
Data byla získána z (Dusek et al., 2005).  
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(Wikby et al., 2008). Data o vztahu parametru IRP k vztahu k nádorovým onemocněním, ať už 

incidenci, průběhu léčby, eventuálně predikci odpovědi na protinádorovou imunoterapii, nejsou.  

 

 

ŽIVOTNÍ STYL 

Faktor životního stylu se překrývá s nutričním stavem a má dopad na 

většinu zmíněných systémových faktorů. Do faktoru životního stylu se 

promítají sociekonomické faktory. Epidemiologické studie ukazují, že 

aktivní životní styl je spojený s nižším výskytem kolorektálního 

karcinomu, rakoviny prsu, endometria, karcinomu prostaty (Eliassen et 

al., 2010; Harriss et al., 2009; Samad et al., 2005; Thune and Furberg, 

2001; Wolin et al., 2009). Do životního stylu se promítají také faktory 

životního prostředí, které lze rozdělit schematicky rozdělit na negativně a pozitivně působící. Mezi 

negativně působící lze rozdělit na fyzikální (např. UV a ionizační záření) a chemické (produkty 

rostlin a mykotoxiny – aflatoxin, kovy – chrom, nikl, azbest, azobarviva aj.) karcinogeny, jež 

způsobují mutace protoonkogenů a tumorsupresorových genů. Mutageneze spojená 

s karcinogeny významně přispívá k míře somatických mutací v maligních buňkách. Z tohoto 

důvodu není překvapením, že největší množství somatických mutací se nachází v DNA buněk 

maligního melanomu ve spojení s expozicí UV záření, plicních tumorů ve spojení s kouřením, a 

rakoviny močového měchýře v spojení s expozicí toxickým nutrietům (Obrázek 14). Vysoký výskyt 

somatických mutací má pak kauzální souvislost s maligní transformací buňky, což vede jednak ke 

vzniku tumoru. Na druhé straně vysoká prevalence somatických mutací zvyšuje imunogenicitu 

nádoru, což vede k odpovědi na imunoterapeutika u zmíněných vysoce mutovaných malignit 

(anti-PD1 u maligního melanomu a nemalobuněčného karcinomu plic a intravezikální BCG vakcína 

u nádoru močového měchýře). Prediktivní hodnota vysokého počtu mutací a terapeutického 

efektu imunoterapie se dále potvrdila zvýšenou mírou terapeutických odpovědí u pacientů 

s NSCLC-kuřáků oproti nekuřákům lécených pro pokročilé onemocnění nivolumabem 

v monoterapii (Hellmann et al., 2014).  

 

Obrázek 14: Výskyt somatických mutací u jednotlivých typů malignit.  
Každá tečka představuje jeden vzorek, horizontální červená linka ukazuje medián. Na ose y je počet zachycených 
somatických mutací na 1 megabázi. Převzato z (Alexandrov et al., 2013; Lawrence et al., 2013) 
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KOMORBIDITY  

Problematika komorbidit a vzniku a rozvoje onkologických 

onemocnění souvisí jednak s medikací, ale také přímo 

s interkurentními onemocněními. Zmíněna již byla souvislost 

maligních onemocnění s infekčními chorobami či primárními 

imunodeficity. Pakliže nedostatečná funkce imunitního systému vede 

k vyšší incidenci maligních onemocnění, nabízí se úvaha, zda při 

automunitních onemocněních, kdy se cílem imunokompetentních buněk stávají danému jedinci 

vlastní buňky, bude imunitní systém efektivněji likvidovat také nádorové buňky. A analogickou 

otázku si lze klást také v případě alergií a hypersenzitivit, které jsou výsledkem nadměrné 

neadekvántní imunitní reakce. Je tedy autoimunita či alergie v anamnéze spojena s nižsím 

rizikem maligního onemocnění? Jednoznačná odpověď na tuto otázku z podstaty komplexnosti 

problematiky imunopatologických stavů neexistuje.  

Co se týká alergií, převažují práce prokazující inverzní asociaci mezi alergií v anamnéze a výskytem 

malignity, o něco méně prací neprokazuje významnou asociaci a část prací popisuje pozitivní 

korelaci mezi alergiemi a rakovinou (Sherman et al., 2008). Při podrobnější analýze studií 

zabývajících se epidemiologii malignit ve vztahu k alergiím bylo zjištěno, že inverzní asociace 

alergie a malignity se vyskytuje spíše tam, kde se jedná o rakovinu vznikající primárně v tkáni či 

orgánu přicházejícími do kontaktu s okolním prostředím jako jsou glie, ústa a hrtan, tlusté střevo a 

konečník, slinivka, kůže, děloha a cervix, močový měchýř, gastrointestinální trakt a plíce (mimo 

asthma) (Sherman et al., 2008). Většina studií potvrdila, že asthma v anamnéze je asociováno 

se vznikem karcinomu plic, kdy jeden z patofyziologických důvodů pro tuto asociaci je chronický 

zánět, který je obecně pronádorový (viz str. 89). Mechanizmy stojící za pozitivními či negativními 

asociacemi mezi alergií (převažující Th2 imunitní reakcí) a malignitou lze shrnout do 4 oblastí 

(Dalessandri and Strid, 2014): i/ inverzní korelace může být dána obecně vyšším imunitním 

dohledem daného organizmu, který zajišťují imunitní efektory včetně gammadelta T-lymfocytů, 

eozinofilů, mastocytů, tumor-specifické IgE a to je doprovázeno vyšší Th2 komponentou 

imunitního systému, která přispívá k reparaci poškozené tkáně a tlumí kancerogenní zánět 

(Burnet, 1957); ii/ inverzní korelace může být dána zvýšenou profylaxí na sliznicích a tkáňových 

površích exponovaných vnějšímu prostředí, kdy se předpokládá že Th2 imunita odstraňuje a 

neutralizuje škodlivé a potencionálně karcinogenní látky z prostředí dřív, než mají svou 

genotoxickou aktivitu v tkáních na rozhraní vnějšího prostředí a také dřív než se transportují do 

celého organizmu (Profet, 1991); iii/ pozitivní korelace může být dána překlopením rovnováhy 

směrem k Th2 imunitní reakci, což je spojeno s utlumením cytolytické Th1 imunity s působením 

imunosupresivního IL-10 a protinádorově neefektivních typů imunoglobulinů (IgE, IgG4) (Josephs 

et al., 2015; Josephs et al., 2013); iv/ pozitivní korelace je spojena s antigenní stimulací a 

chronickým zánětem, kdy alergický zánět a oxidativní poškození tkání přispívá ke vzniku 

kancerogenních mutací a Th2 reakce v místě zánětu podporuje angiogenezi, růst a invazivitu 

nádoru (McWhorter, 1988).  

V případě autoimunitních onemocnění zpravidla převažuje Th1 imunitní odpověď a obecně zde 

lze říci, že pokud je autoimunita spojena s chronickým zánětem, je rizikovým faktorem pro vznik 

maligního onemocnění; příkladem mohou být zánětlivé střevní procesy IBD (např. Crohnova 

choroba), jež jsou asociovány se vznikem kolorektálního karcinomu (Askling et al., 2001b, 2001a). 
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V případě, že autoimunita není spojena se zánětem, můžeme pozorovat její protektivní vliv; 

epidemiologická data například ukázala, že u jedinců s vitiligem, jehož příčinou je autoimunitní 

destrukce melanocytů T-lymfocyty (van den Boorn et al., 2009), je pravděpodobnost vzniku 

maligního melanomu a nemelanomových malignit 3x nižší než v populaci bez vitiliga (Teulings et 

al., 2013). Cytotoxická reakce proti normálním melanocytům manifestující se jako vitiligo se 

zjevně překrývá s imunitní reakcí proti maligním melanomovým buňkám, jelikož u pacientů 

s pokročilým melanomem je viligo pozitivní prognostický faktor (Nordlund et al., 1983), což se 

potvrdilo i u melanomů léčených imunoterapií (Teulings et al., 2015).  

Z epidemiologických dat je zřejmý vztah mezi nadváhou a zvýšeným rizikem rakoviny tlustého 

střeva, prsu (u postmenopauzálních žen), endometria, močového měchýře, pankreatu a ezofagu 

(Calle and Kaaks, 2004), což je dále podpořeno pozorování asociace dlouhověkosti s kalorickou 

restrikcí (Ball et al., 1947; Fontana and Partridge, 2015). Nadváha a adipozita jsou asociovány 

prostřednictvím zvýšené produkce adipokinů se sníženou citlivostí k inzulinu, což vede 

k hyperinzulinémií a hyperglykémii. Adipokiny regulují citlivost k inzulinu, zánětlivé procesy a 

angiogenezi; adipocyty produkují prozánětlivé cytokiny IL-6, TNFα a chronický zánět je obecně 

pronádorový (viz také dále). Na patogenezi maligního onemocnění se u obézních lidí podílí také 

aktivace inzulinové/IGF signální dráhy, která přispívá k popsané asociaci DM II a maligních 

onemocnění včetně karcinomu prsu (Michels et al., 2003), kolorekta (Ma et al., 2004), jater 

(Vigneri et al., 2009), pankreatu (Michaud et al., 2007) a endometria (Vigneri et al., 2009).  

Obrázek 15: Hlavní faktory spojující 
obezitu a rozvoj nádorových 
onemocnění.  
Adipózní tkáň přispívá k produkci 
prozánětlivých působků, které jsou 
produkovány přímo adipocyty a také 
makrofágy sídlícími v nádorové 
tkáni (Weisberg et al., 2003). 
Hlavními prozánětlivými cytokiny 
adipózní tkáně jsou TNFα, IL-6 a 
PAI1. Působení TNFα je spojeno 
s chronickým zánětem a podporuje 
nádorovou angiogenezi (Leibovich et 
al., 1987) a metastazování (Orosz et 
al., 1993). Adipózní tkáň produkuje 
významné množství (až 35 % u 
zdravých jedinců (Mohamed-Ali et 
al., 1997)) cirkulujícího IL-6, a tak 
hladina tohoto cytokinu koreluje 
s BMI (Kern et al., 2001). Signální 
dráha IL-6 zahranuje aktivaci 
onkoproteinu STAT3 (Bromberg et 
al., 1999) a role IL-6 při rozvoji 
malignity byla potvrzena u myšího 
modelu (Park et al., 2010). STAT3 je 
součástí signální dráhy leptinu 
(Banks et al., 2000), což je významný 
adipokin produkovaný ve značné 

míře adipózní tkání obézních jedinců. Naopak adiponektin je produkován adipózní tkání obézních jedinců v menší míře 
v porovnání se zdravými. Adiponektin potlačuje proliferaci buněk karcinomu prostaty a tlustého střeva (Bub et al., 2006; 
Kim et al., 2010). K metabolizmu a proliferaci/přežívání maligní buňky přispívá také dostupnost lipidů a dalších 
makromolekul a inzulinová signalizace. Inzulin, IGF-1, IGF-2 jsou ligandy povrchových receptorů (INSR, IGF1R, IGF2R), 
jejichž aktivace vede k signalizaci prostřednictvím PI3K/Akt a Ras/Raf dráhy, což má pronádorový efekt díky zvýšené 
buněční proliferaci a inhibované apoptóze (Engelman, 2009; Schubbert et al., 2007). 
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MEDIKACE 

Onkologická onemocnění jsou dominantně onemocnění postihující 

starší jedince, kteří jsou často dlouhodobě exponováni medikaci 

pro léčbu chronických onemocnění. Na tomto místě je třeba zmínit 

dlouhodobé užívání kortikosteroidů, antidiabetik (metformin), 

inhibitorů protonové pumpy, betablokátorů a antilipidemik.  

Metformin potlačuje prolifereci nádorových buněčných linií (He et al., 2015), což se potvrdilo na 

epidemiologických studiích (Tokajuk et al., 2015). Efekt metforminu na buněčné úrovni se skládá 

z toxického efektu na mitochondrie, interferencí s cyklem trikarboxylových kyselin a syntézou 

nukleotidů, metformin inhibuje mTOR signální dráhu (Jara and Lopez-Munoz, 2015). 

Randomizovaná studie fáze III prokázala protektivní efekt ročního úžívání nízkodávkovaného (250 

mg denně) metforminu pro vznik metachronních adenomů a polypů u nediabetiků po 

polypektomii, což potvrzuje úlohu metforminu při prevenci maligních onemocnění (Higurashi et 

al., 2016; Chan, 2016).  

 

VÝSTUP 4: ANTIKOAGULAČNÍ LÉČBA A TERAPEUTICKÁ INHIBICE AGREGACE KREVNÍCH 

DESTIČEK VE VZTAHU K PREVENCI A LÉČBĚ NÁDOROVÝCH ONEMOCNĚNÍ 

Zajímavou oblastí je antikogulační a antiagregační léčba rozvoji maligních onemocnění. 

Trombocyty obsahují řadu působků regulující angiogenezi, zánět, chemotaxi imunokompetentních 

buněk, adhezivních molekul atd. (Příloha 7 – Tab. 1)7. Vlivem maligních buněk a nádorového 

stroma dochází k agregaci a aktivaci trombocytů, což může potencovat rozvoj maligního 

onemocnění (podrobněji pak od str. 85). Relevantní otázkou je pak vliv antiagregační a 

antikoagulační terapie na vznik trombotických stavů u onkologických pacientů, ale také na klinický 

průběm maligního onemocnění. Diskutovanou otázkou pak je, zda má léčba heparinem a LMWH 

pozitivní efekt na parametry přežití u pacientů s již diagnostikovaným tumorem a zda ovlivňuje 

rozvoj onkologických onemocnění. Je otázkou, zda má antikoagulační léčba heparinem a LMWH 

léčebný účinek u nádorů. Předpokládá se inhibiční efekt nízkomolekulárních heparinů na proces 

angiogeneze, zánětu a vliv na regulaci buněčné adheze, proliferace, mobility, růstových 

a koagulačních faktorů (Mousa, 2004). Byl popsán pozitivní efekt heparinu na diferenciaci 

a apoptózu (Kakkar et al., 2004). LMWH může prodloužit přežívání pacientů s pokročilým 

maligním onemocněním (Ahmad and Ansari, 2011). Využití protinádorového potenciálu 

heparinu/LMWH v praxi bude možné až po ověření v klinických studiích. Profylaktické nebo 

léčebné podání při venozní trombembolii u pacientů s nádorem vyžaduje pečlivou monitoraci 

nežádoucích účinků, vzniku heparinem indukované tromcytopenie, krvácivých komplikací nebo 

lékových interakcí. 

Antitrombotická léčba ve smyslu antitrombocytárních přípravků zahrnuje inhibici cyklooxygenázy-

2 (kyselina acetylsalicylová/aspirin), inhibici fosfodiesteráz (dipyridamol; mopidamol/RA-233), 

protilátky proti glykoproteinu IIb-IIIa (intravenozní Abciximab, perorální XV459), inhibici PAR-1 

(vorapaxar, atopaxar), inhibici P2Y12 receptoru (klopidogrel, prasugrel, tiklopidin, elinogrel a další).  

                                                           
7
 Bencsiková B., Greplová K., Pilátová K., Volejníková Z., Valík D., Klement G. L., Zdražilová-Dubská 

L. (2014): [Platelets in the pathogenesis of solid tumors.] Cas Lek Cesk. 153(2):78-85. 
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Nejběžnějším inhibitorem agregace krevních destiček je kyselina acetylsalicylová (aspirin). 

Metaanalýza 4 randomizovaných studií zhodnotila efekt aspirinu versus placeba v primární 

a sekundární prevenci cévních příhod a rizika kolorektálního karcinomu v průběhu 20letého 

sledování 14033 subjektů. Pětiletá léčba aspirinem snižuje riziko karcinomu proximální části 

tlustého střeva o 70 % a také snižuje riziko rektálního karcinomu. Vyšší dávky než 75 mg nepřináší 

větší benefit a velmi nízké dávky aspirinu (30 mg denně) neměly význam v prevenci kolorektálního 

karcinomu. Při pravidelném užívání 75 mg aspirinu/den došlo k téměř 20% snížení mortality na 

kolorektální karcinom, tento přínos se začal projevovat již po pátém roce užívání aspirinu 

(Rothwell et al., 2010). Snížení incidence i šíření adenokarcinomů v gastrointestinální oblasti je 

třeba ozřejmit v prospektivních studiích u onkologických onemocnění, s ohledem také na rizika 

dlouhodobého užívání aspirinu, zejména krvácení. 

Výsledky klinických hodnocení vztahu antitrombocytárních přípravků ve vztahu k prognóze 

onkologických onemocnění jsou shrnuty v (Tabulka 2).  

Experiment na myším modelu ukázal, že inhibice agregace krevních destiček aspirinem a/nebo 

klopidogrelem potlačuje hepatokarcinogenezi po chronické infekci virem hepatidy B (Sitia et al., 

2012). Abciximab inhibuje agregaci destiček a je indikován k prevenci kardiálních ischemických 

komplikací zejména po perkutánních intervencích (angioplastikách), u akutních koronárních 

syndromů. Předpokládá se antiangiogenní a také protinádorový účinek abciximabu. Blokáda 

GPIIb/IIIa vede k ovlivnění adheze nádorových buněk, jejich metastatazování a invazi (Cohen et 

al., 2000). 

 

Inhibitor nebo 
modulátor 
trombocytů 

Typ nádoru Závěry klinické studie 

Aspirin karcinom tlustého 
střeva, SCLC, ledviny 

bez vlivu na celkové přežívání (Creagan et al., 1991; Lebeau et al., 
1993; Lipton et al., 1982) 

karcinom prsu snížení recidivy a mortality (Creagan et al., 1991) 

NSCLC  delší přežívání po resekci (Fontaine et al., 2010) 

karcinom prostaty přínos v kontrole PSA u pacientů léčených radioterapií a snížení 
mortality po prostatektomii nebo radioterapii (Choe et al., 2010; 
Choe et al., 2012)  

Klopidogrel karcinom prostaty přínos v kontrole PSA u pacientů léčených radioterapií (Choe et al., 
2010) 

Mopidamol  

(RA-233) 

karcinom tlustého 
střeva, ovariální 
karcinom 

bez vlivu na přežívání (Nieminen et al., 1990) 

NSCLC prodloužení přežívání po resekci, nikoliv u metastatického 
onemocnění (Blaha et al., 1989; Wilke et al., 1988; Zacharski et al., 
1988) 

Dipyridamol pokročilý karcinom 
tlustého střeva a NSCLC 

bez vlivu na přežívání (Vallejo et al., 1995; Wilke et al., 1988) 

Tabulka 2: Klinické výsledky léčby inhibitory krevních destiček u pacientů s nádory.  
NSCLC: nemalobuněčný karcinom plic, SCLC: malobuněčný karcinom plic, PSA: prostatický specifický antigen 
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INFEKCE 

Existuje celá řada infekčních onemocnění spojených se vznikem 

onkologických onemocnění. Příkladem může být infekce RNA viry, 

které jsou rychle transformující, nesoucí ve svém genomu přímo 

onkogen (např. v-src, v-ras), čímž poskytují buňce nezávislost na 

mitogenních stimulech. Dále jsou to viry pomalu transformující, 

jež aktivují protoonkogen, vedle kterého se integrovaly. U člověka byla prokázána pouze 

transformace lidským lymfotropním virem typu I (HTLV-1), který je spojen s výskytem T-

leukemie/lymfomu dospělých (ATLL, adult T-cell leukemia lymphoma) zejména v Asii a karibské 

oblasti. Onkogenní potenciál mají i některé DNA viry, jež kódují proteiny, které interagují 

s nádorovými supresory (p53, RB, P300/CBP). Infekce těmito viry jsou spojeny s onkologickými 

onemocněními, např. lidský papillomavirus (HPV) a karcinom děložního čípku a nádory hlavy a 

krku; virus Epstein-Barrové (EBV) a Burkittův lymfom; virus hepatitidy B (HBV) a hepatocelulární 

karcinom; virus hepatitidy C (HCV) a hepatocelulární karcinom (Výstup 5); lidský herpesvirus typu 

8 (HHV8) a Kaposiho sarkom; polyomavirus Merkelových buněk (MCV) a karcinomy Merkelových 

buněk (neuroendokrinní karcinomy kůže). Příkladem bakteriálního agens v asociaci s malignitou je 

Helicobacter pylori, jež hraje významnou roli etiopatogenezi karcinomu žaludku (Sokic-Milutinovic 

et al., 2015). Malignity spojené s infekcí onkogenními viry se více projevují na pozadí 

imunodeficitů (Myskowski et al., 1990). 

 

VÝSTUP 5: INFEKCE HCV V ETIOPATOGENEZI HEPATOCELULÁRNÍHO KARCINOMU  

Hepatocelulární karcinom (HCC) je nejčastějším primárním nádorem jater. Incidence primárního 

nádoru jater je v České republice kolem 9/100 tis. obyvatel, přičemž výskyt tohoto typu nádoru je 

v různých oblastech světa odlišný s maximální incidencí v asijských zemích (DUŠEK et al., Verze 7.0 

[2007]). Chronická infekce HCV je nejvýznamnějším rizikovým faktorem pro vznik 

hepatocelulárního karcinomu; pravděpodobnost rozvoje HCC je 17-násobně vyšší u infikovaných 

HCV oproti kontrolní populaci (Donato et al., 1998). Celosvětová prevalence infekce HCV se 

pohybuje v běžné populaci kolem 3 %. V roce 2001 bylo pomocí sérologického přehledu zjištěno, 

že prevalence protilátek anti-HCV v běžné populaci ČR je 0,2 % (Nemecek, 2003). 

V roce 2010 jsme analyzovali 25 pacientů s HCC z hlediska přítomnosti HCV Ag a anti-HCV Ab 8. 

Výsledkem byl záchyt infekce HCV u 5 (20 %) pacientů s HCC. Zachycen byl různý stupeň virémie 

odpovídající detekované koncentraci HCV Ag a zároveň i přítomnost anti-HCV protilátek (Příloha 8 

– str. 27). U 20 (80 %) případů HCC byly hodnoty v obou testech jednoznačně negativní. 

Literatura uvádí 44 %-64 % výskyt markerů infekce HCV u nemocných s HCC v Itálii (Fasani et al., 

1999; Stroffolini et al., 1999), 27 %-58 % u případů s HCC ve Francii, 60 %-75 % ve Španělsku a 

80 %-90 % v Japonsku (Yoshizawa, 2002). V USA představují případy HCC spojené s infekcí HCV 

50 %-60 % případů HCC (El-Serag, 2002). Ve všech jmenovaných zemích je incidence HCC vyšší než 

v České republice, přičemž výskyt primárního nádoru jater v Japonsku je podstatně vyšší než v ČR 

(30/100 tis. Obyvatel) (DUŠEK et al., Verze 7.0 [2007]). Nižší prevalence infekce HCV u českých 

                                                           
8  Rampulová I., Kazlepková E., Dubská L. Serologie infekční hepatitidy C (HCV): HCV u 
hepatocelulárního karcinomu. Sborník Laboratorní diagnostika v onkologii 2010, Masarykova 
univerzita 2010, ISBN 978-80-210-5188-1.  
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pacientů s hepatocelulárním karcinomem v porovnání s ostatními zeměmi naznačuje, že v České 

republice se na rozvoji tohoto onemocnění podílejí do větší míry jiné rizikové faktory, než je 

chronická infekce HCV.  

Patofyziologie hepatocelulárního karcinomu je spojena především s viry (hepatitis B, hepatitis C), 

a s jaterní cirhózou z jiných příčin (alkoholická, biliární, primární autoimunitní) a toxiny zevního 

prostředí (aflatoxiny, androgenní steroidní preparáty, produkty kouření tabáku, N-nitrosylované 

sloučeniny, pyrolizidinové alkaloidy a jiné); a patogeneticky s některými metabolickými 

onemocněními. Pokud infekce HCV nepřechází do chronicity, není rizikovým faktorem pro vznik 

hepatocelulárního karcinomu (nikdo z 25 vyšetřovaných pacientů s HCC neměl pozitivitu anti-HCV 

protilátek bez produkce HCV antigenu). Ve většině případů, však nedochází k dosatečné imunitní 

odpovědi, která by vedla ke kompletní eliminaci viru. V takovém případě přechází infekce HCV do 

chronicity, v jaterním parenchymu dochází ke vzniku chronického zánětu, na jehož podkladě pak 

dochází k jaterní kancerogenezi (Bowen and Walker, 2005).  

 

 

MIKROBIOM 

Lidský organizmus je osídlen řadou komenzálních baktérií 

osídlujích všechny sliznice. Bakterií v lidském organizmu je řádově 

1014 jedinců spadajících do 1000 různých druhů (Lee and 

Mazmanian, 2010). Přítomnost baktérií na sliznicích slouží jako 

biologická bariéra proti patogenním mikroorganizmům a přispívá k adekvátní funkci imunitního 

systému (Backhed et al., 2005; Gorbach, 1990). Střevní mikroflóru můžeme považovat za 

„metabolický orgán“, který interaguje s organizmem lidského hostitele a který zajišťuje řadu 

funkcí, jež jsou pro lidský organizmus esenciální (Tremaroli and Backhed, 2012). Střevní baktérie 

využívají cukry a proteiny z potravy a produkují vitamíny, aminokyseliny, ovlivňují vstřebávání 

iontů, podílí se na konverzi polyfenolů z potravy, podílí se na biotransformaci žlučových kyselin 

(Falony et al., 2006; Lefebvre et al., 2009; Macfarlane and Macfarlane, 2003). Porušení rovnováhy 

ve střevní mikroflóře, dysbióza, vede k nárůstu oportunních patogenů, kteří jsou za normálních 

okolností inhibováni komenzály (Barman et al., 2008). Dysbióza je spojena s řadou patologických 

stavu jako jsou zánětlivá střevní onemocnění (Collins, 2014), obezita (Bajzer and Seeley, 2006) a 

střevní polypy (Dulal and Keku, 2014; Nugent et al., 2014). V posledních letech se ukazuje, že 

mikrobiom především střevní hraje důležitou roli i při vzniku kolorektálního karcinomu (Belcheva 

et al., 2015; Feng et al., 2015; Hester et al., 2015). 

Studie ukazují, že se vznikem kolorektálního karcinomu souvicí především dysmikrobie spojená 

s prevalencí pro-zánětlivých oportunních patogenů, jako je Fusobacterium (Bashir et al., 2015; 

Castellarin et al., 2012; Gao et al., 2015; Ito et al., 2015), Campylobacter (Wu et al., 2013) a 

Enterococcaceae (Wang and Huycke, 2007; Wu et al., 2013) či mikroorganizmů asociovaných 

s metabolickými poruchami např. Erysipelotrichaceae (Turnbaugh et al., 2009). Otázkou nicméně 

zůstává, zda jsou uvedené baktérie příčinou nebo následkem nádorového bujení v tlustém střevě. 

Byl navržen model „bacterial driver-passenger“, která předpokládá, že kancerogenezi 

kolorektálního karcinomu iniciují „drivers“ a po změně prostředí navozené tumorem dochází 

k množení oportunních baktérií („passengers“), pro něž okolí nádorového mikroprostředí 

generuje vhodné podmínky v podobě nutrientů či reaktivních kyslíkových radikálů a které mohou 
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dále propagovat kancerogenzi či naopak působit protektivně (Tjalsma et al., 2012). V této 

souvislosti je třeba zmínit, že recentní studie ukazují, že užívání penicilinu zvyšuje riziko 

kolorektálního karcinomu (Boursi et al., 2015). Efekt střevního mikrobiomu nicméně nekončí u 

karcinogeneze kolorektálního karcinomu, protože se ukazuje, že protinádorový efekt některých 

terapeutických látek je ovlivněn skladbou mikrobiomu (Dzutsev et al., 2015).  

 

 

NUTRIČNÍ STAV  

Na vztah nutričního vztahu a maligních onemocnění je možné pohlížet 

ze dvou základních úhlů. První je jistě nutrice a stravovací návyky a 

asociace jednotlivých položek diety s prevencí nebo naopak zvýšeným 

rizikem malignit. Z jiného úhlu se pak pohlíží na výživu a nutriční 

možnosti během terapie onkologicky nemocných.  

Efekt stravy na maligní onemocnění je značný; v roce 1981 se odhadovalo, že vznik 90 % případů 

gastrointestinálních malignit lze přičítat složení stravy (Doll and Peto, 1981) a to především ve 

spojení s konzumací nadměrného množství červeného masa a živočišných tuků (Vargas and 

Thompson, 2012). V oblasti vztahu stravovacích návyků a epidemiologie nádorových onemocnění 

je významná např. obezita asociovaná s vyšším rizikem karcinomu prsu, prostaty, pankreatu, 

ledviny, močového měchýře, vaječníků, cervixu a gastrointestinálních malignit (Bandera et al., 

2015; Calle et al., 2003; Demark-Wahnefried et al., 2012; Reeves et al., 2007). Zvýšená incidence 

malignit a mortalita u obézních jedinců je multifaktoriální jev, který je spojený mimo jiné 

s chronickým zánětlivým stavem, které vytváří adipózní prostředí (Wensveen et al., 2015) 

(Obrázek 15, str. 31) a metabolickou dysregulací v nádorovém mikroprostředí.  

Existuje celá řada publikací popisující vztah makro-, mikronutrientů a dalších složek potravy a 

maligních onemocnění. Z tohoto hlediska se zkoumá chemopreventivní účinek různých látek jako 

resveratrol, kurkumin, genistein a celé řady dalších přírodních fytochemických látek (Bode and 

Dong, 2000; Fridlender et al., 2015; Malhotra et al., 2015; Pabla et al., 2015; Russo et al., 2016). 

Z nutričního hlediska hrají určitou roli v patofyziologii maligních onemocnění hypovitaminózy. 

Například ovoce a zelenina s obsahem vitamínu C má protektivní vliv z hlediska 

gastrointestinálních malignit (Fang et al., 2015; Heine-Broring et al., 2015). Efekt tohoto vitamínu 

se spojuje především s jeho redoxními funkcemi a dále s tím, že slouží jako kofaktor řady enzymů 

(Naidu, 2003). Existuje několik klinických hodnocení testující vysokodávkovaná vitamín C v léčbě 

maligních onemocnění s cílem zvýšení účinosti chemoterapie se současným snížením toxicity (Ma 

et al., 2014; Monti et al., 2012). Protektivní vliv má také příjem vitaminu A a β-karotenu, což se 

ukázalo např. na metaanalýzách epidemiologických studií s plicními tumory a karcinomem 

tlustého střeva (Heine-Broring et al., 2015; Yu et al., 2015). Retinol a deriváty vitamínu A ovlivňují 

buněčnou diferenciaci, proliferaci a apoptózu. V současnosti probíhá klinické hodnocení testující 

suplementaci retinoidy jako prevenci maligních onemocnění u onkologických pacientů 

(NCT01935960). Vztah vitamínu D respektive hypovitaminózy D byl podrobněji popsán v kapitole 

Endokrinologický status, str. 24.  
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IMUNITNÍ SYSTÉM 

Racionální úvahy spojující imunitní systém a eliminaci maligních 

onemocnění vznikly na konci 19. století, kdy se pozorování vztahu 

kožních bakteriálních infekcí a regrese nádorového bujení překlopila do 

terapeutických postupů u onkologických pacientů (více kapitola 

Protinádorová imunoterapie, str. 61). Koncept dozoru imunitního 

systému nad maligními onemocněními byl formulován Burnetem „In large long-lived animals, like 

most of the warm-blooded vertebrates, inheritable genetic changes must be common in somatic 

cells and a proportion of these changes will represent a step toward malignancy. It is an 

evolutionary necessity that there should be some mechanism for eliminating or inactivating such 

potentially dangerous mutant cells and it is postulated that this mechanism is of immunological 

character” (Burnet, 1970). V dnešní době je koncept nádorové imunologie rozpracován do detailů 

na buněčné a molekulární úrovni (více v kapitole Nádorová imunoeditace, str. 47) a role 

imunitního systému při eliminaci maligních onemocnění je potvrzena úspěchy protinádorové 

imunoterapie (Anguille et al., 2014; Daud, 2015). Vztahu nádorového bujení a imunitního systému 

jsou věnovány následující stránky.  
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IMUNOBIOLOGIE SOLIDNÍCH MALIGNIT 

 

IMUNITNÍ ODPOVĚĎ - ZÁKLADNÍ PRINCIPY 

Obrana organizmu je zajišťována mechanickými a chemickými bariérami. Další obrannou úrovní 

mnohobuněčného organizmu je funkční imunitní sytém, který pomocí buněk a látek (Tabulka 3) 

eliminuje tělu nebezpečné buněčné i nebuněčné struktury. Imunitní systém má schopnost 

rozeznávat patogeny od virů po mnohobuněčné parazity, narušené buňky vlastního organizmu, a 

zároveň nevytvářet imunitní odpověď proti normáním tělu vlastním strukturám. Druhou základní 

vlastností imunitního systému je efektorová funkce, která následuje po rozeznání škodlivého a 

vede k jeho eliminaci. Existují dvě základní složky imunitní odpovědi i/ přirozená, která nevyžaduje 

specifický antigenní stimul, a ii/ adaptivní, která je specifickou odpovědí na prezentaci antigenu a 

vytváří imunitní paměť (Tabulka 3). Obě složky imunitního systému jsou funkčně propojeny na 

mnoha úrovních a dochází k jejich vzájemné stimulaci a regulaci, např. makrofágy a dendritické 

buňky prezentují antigenní stimulací Th-lymfocytům, opsonizace protilátkami umožňuje aktivaci 

komplementu etc.   

Složka imunitní odpovědi Buněčná Humorální 

Přirozená = neadaptivní, nespecifická neutrofily, makrofágy/monocyty, 
dendritické buňky, eozinofily, 
bazofily/mastocyty, NK-buňky, γδ T-
lymfocyty*, NKT-buňky*, NKT-like 
buňky* 

Komplement, Chemokiny 

Adaptivní = antigenně specifická αβ T-lymfocyty, B-lymfocyty Protilátky 
Tabulka 3: Rozdělení složek imunitní odpovědi.  
* γδ T-lymfocyty, NKT-buňky a NKT-like buňky mají vlastnosti přirozené i adaptivní imunity 

 

PŘIROZENÁ IMUNITNÍ ODPOVĚĎ 

Přirozená imunitní odpověď je zpravidla zahájena stimulací tzv. PRR (angl. pattern recognition 

receptors, česky receptory rozeznávající molekulové vzory), které rozeznávají struktury (vzorce = 

patterns), jež jsou na povrchu mikroorganizmů (Medzhitov, 2007), případně je exprimují vlastní 

ale narušené buňky (Matzinger, 2002). Odpověď na tyto stimuly je rychlá, generická a nevytváří 

paměť. Nástrojem přirozené složky imunitního systému je tvorba zánětu v místě infekce. 

Infikované nebo narušené buňky produkují eikosanoidy (např. prostaglandin), cytokiny a 

leukotrieny (chemotaxe leukocytů) (Ogawa and Calhoun, 2006). Interferony mají antivirový efekt 

(potlačují proteosyntézu). Růstové faktory podporují produkci dalších efektorových buněk 

imunitního systému. Komplementový systém představuje kaskádu aktivace specifických proteinů, 

jejíž koncové působky mají schopnost atakovat povrch cizorodých či abnormálních buněk. Lidský 

komplement je typicky aktivován navázáním protilátek na povrch mikroorganizmů nebo 

navázáním složek komplementu na karbohydráty na povrchu patogenů. Následně dochází k rychlé 

amplifikaci signálu v proteolytické aktivaci komplementové kaskády a rychlé lýze mikroba. Během 
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aktivace komplementu vznikají působky, které přitahují buňky imunitního systému, zvyšují 

permeabilitu cév a opsonizují povrch patogena. Fagocytóza je schopnost některých leukocytů 

pohltit a zpracovat patogeny, částice případně buňky. Činnost fagocytů může být spuštěna 

primárně, když aktivně prohledávají organizmus na přítomnost patogenů, nebo sekundárně, když 

jsou atrahovány cytokiny/chemokiny v případě porušených buněk. Fagocytovaná částice je pak 

lyzována enzymy a/nebo zlikvidována v procesu oxidativního vzplanutí. Schopnost fagocytózy mají 

neutrofily (= mikrofágy), které při akutní fázi zánětu migrují z krve do místa postižení např. 

bakteriální infekcí ve tkáni. Makrofágy sídlí ve tkáních, produkují značné množství enzymů, složek 

komplementu, cytokinů (např. IL-1) a mají vysokou fagocytární aktivitu. Makrofágy fungují také 

jako antigen prezentující buňky (APC), které vystavují pohlcené peptidy v komplexu MHC II a 

stimulují tak T-lymfocyty adaptivního imunitního systému. Dalšími tkáňovými APC jsou dendritické 

buňky s maximální fagocytární a antigen prezentující aktivitou, jejichž funkce je spojena 

především s obranou proti mnohobuněčným parazitům a alergickou reakcí. 

 

VÝSTUP 6: EXPRESE CD64 NA NEUTROFILECH JAKO MARKER SEPSE 

Leukocyty mají na svém povrchu několik typů receptorů pro imunoglobuliny. Imunoglobuliny se 

k těmto receptorů váží svými Fc fragmenty, přičemž antigen-specifický konec imunoglobulinů se 

váže k cílovým strukturám, typicky mikroorganismům. Receptory pro imunoglobuliny (FcR) tak 

mají funkci mechanickou, kdy umožňují fyzický kontakt opsonizované struktury a bílé krvinky. 

Mimo to však mají FcR také intracelulární domény, jejichž prostřednictvím je spouštěna 

intracelulární kaskáda buněčné aktivace nebo inhibice dle typu receptoru. Vazba imunoglobulinu 

na FcR efektorové buňky vede k uvolnění mediátorů zánětu či stimuluje efektorovou buňku k akci 

typu fagocytóza či ADCC. Protilátky IgG interagují s FcγRI (= CD64), FcγRIIa-c (= CD32a-c), FcγRIIIa-

b (= CD16a-b); IgE s FcεRI a IgA s FcαRI (Hogarth and Pietersz, 

2012).  

FcγRI / CD64 je exprimován v různé míře na povrchu neutrofilů, 

monocytů/makrofágů, bazofilů a mastocytů (Obrázek 16). FcγRI se 

váže s IgG s vysokou afinitou, jeho exprese na povrchu 

efektorových buněk je inducibilní např. prostřednictvím IFNγ a GM-

CSF v odpovědi na infekci, čímž se zajišťuje efektivnější fagocytóza 

opsonizovaných patogenních mikroorganizmů (McKenzie and 

Schreiber, 1994).  

V roce 2007 jsem se na Department of Laboratory Medicine and 

Pathology, Mayo Clinic, Rochester, MN zabývala kvantifikací 

exprese CD64 na neutrofilech jako markeru sepse s využitím 

především v neonatologii. Posléze jsme tento marker testovali pro 

detekci septických stavů u onkologických pacientů, kde je zásadní rychlá diagnostika septických 

stavů nepřímým průkazem reaktantů akutní fáze a také přímým průkazem patogenů – 

Obrázek 16: Exprese FcγRI/CD64 
na leukocytech za fyziologických 
podmínek.  
Populace buněk vyznačená žlutě 
jsou neutrofily. 
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etiologických agens infekce krevního řečiště9. Parametr CD64 se stanovuje jako průměrný počet 

molekul CD64 exprimovaných neutrofilním granulocytem (CD64/neu), přičemž za fyziologických 

podmínek je exprese CD64 minimální a hodnoty nepřesahují 2000 molekul na neutrofil. 

V podmínkách febrilní infekce se exprese CD64 na neutrofilech zvyšuje 6-12x (Davis and Bigelow, 

2005; Davis et al., 2006). U pacientů se solidní malignitou s indikovaným mikrobiologických 

vyšetřením byly prospektivně stanoveny tyto parametry: CRP, CD64/neu a počet leukocytů10. ROC 

analýza prokázala naprostou nevýtěžnost počtu leukocytů jako indikátoru infekce u onkologických 

pacientů (AUC = 0,457). CRP s AUC 0,71 mělo při cut-off 11 mg/l specificitu 30-40 %. Stanovení 

exprese CD64/neu mělo AUC = 0,0884; hodnota cut-off při 90% senzitivitě by se pohybovala 

v rozmezí 2200-2500 CD64/neu,a to při 68% specificitě (Obrázek 17).  

Studium kinetiky exprese CD64 po podání lipopolysacharidu 

zdravým dobrovolníkům ukázalo první nárůst hladiny tohoto 

parametru 1 hodinu po podání a pak druhou vlnu up-regulace 

mezi 6. a 22. hodinou (van der Meer et al., 2007), což 

naznačuje, že tento ukazatel může být vhodný pro časný záchyt 

infekce. V souvislosti s monitorováním septických stavů u 

onkologických pacientů, kterým jsou často podávány růstové 

faktory G-CSF či GM-CSF pro léčbu těžké neutropenie, je třeba 

mít na paměti, že myelopoetické buňky mají vysokou hladinu 

CD64. V současné době již kvantifikaci CD64 na neutrofilech 

pro monitorování septických stavů u onkologických pacientů 

v Masarykově onkologickém ústavu nevyužíváme. Částečně je 

to z toho důvodu, že vyšetření nelze provádět statimově, ale 

především byl zaveden do klinické praxe vhodnější marker 

sepse prokalcitonin, který měl v našich podmínkách sledování 

onkologických pacientů lepší diagnostické vlastnosti; AUC = 

0,970 (Příloha 10 – Obr.2).  

 

ADAPTIVNÍ IMUNITNÍ ODPOVĚĎ  

umožňuje specifickou imunitní odpověď na základě prezentace antigenu. Tato složka imunitního 

systému má schopnost paměti, takže při opakovaném setkání s totožným antigenem dochází 

k rychlejší a silnější imunitní odpovědi. Buňky zajišťující adaptivní imunitní odpověď jsou T-

lymfocyty a B-lymfocyty, které na svém povrchu nesou receptorové molekuly rozeznávající 

specifické cíle; v případě T-lymfocytů je to TCR receptor, v případě B-lymfocytů jsou to molekuly 

protilátek (= imunoglobulinů) (Obrázek 18). Hlavní populace T-lymfocytů představují pomocné a 

cytotoxické T-lymfocty. Cytotoxické T-lymfocyty rozeznávají antigeny prezentované různými 

buňkami v kontextu MHC I. třídy. Zatímco pomocné T-lymfocty rozeznávají antigeny prezentované 

                                                           
9 Dubská L., Vyskočilová M., Minaříková D., Jelínek P., Tejkalová R., Valík D. (2012): LightCycler 
SeptiFast technology in patients with solid malignancies: clinical utility for rapid etiologic 
diagnosis of sepsis. Crit Care. 16(1):404. IF 4,61, citace WOS 3 
10 Dubská, L., Bačíková, L., Vyskočilová, M., Jelínek, P., Valík, D. (2009): Monitorování infekčních a 
septických stavů u nemocných se solidní malignitou. Alergie, 4, 264-268. 

Obrázek 17: ROC analýza markerů 
septického stavu.  
TPF (true positive fraction) představuje 
sensitivitu testu v závislosti na specificitě, 
která je vyjádřena jako 1-FPF (false positive 
fraction) 
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APC buňkami v kontextu MHC II. třídy. Takto aktivované pomocné T-lymfocyty produkují řadu 

cytokinů, které stimulují a atrahují v místě imunitní odpovědi cytotoxické T-lymfocyty a B-

lymfocyty, ale také buňky přirozené imunitní odpovědi. Proliferující Th0-lymfocyt diferencuje v 

několika generacích do stádia efektorového Th-lymfocytu, paměťového Th-lymfocytu či 

regulačního T-lymfocytu. Efektorové Th-lymfocyty produkují cytokiny a další proteiny a stimulují 

tak imunitní odpověď. Paměťové Th-lymfocyty přetrvávají v organizmu, jejich opakované 

rozpoznání daného antigenu vede k rychlé sekundární imunitní odpovědi, a tím zajišťují imunitní 

paměť. T-regulační lymfocyty naopak potlačují rozvoj imunitní reakce a jsou tak jedním z 

mechanizmů ochrany před hypersenzitivitou, především typu autoimunitní reakce. Dle produkce 

cytokinů a z ní vycházejícího efektu rozlišujeme Th1 a Th2 efektorové lymfocyty. Obecně lze říct, 

že Th1 imunitní odpověď je spojena s buněčnou imunitní reakcí, s makrofágy a cytotoxickými T-

lymfocyty, produkcí interferonu IFNγ, tumor nekrotizujícího faktoru TNF, IL-12 tedy se zánětem. 

Th2 směr imunitní reakce na tentýž stimul/antigen je naopak spojen s produkcí IL-4, IL-5, IL-6, IL-

10, IL-13, se stimulací B-lymfocytů ve smyslu proliferace, přesmyku imunoglobulinových tříd a 

Obrázek 18: Základní procesy v adaptivní imunitní odpovědi.  
VLEVO (prezentace antigenu): Dendritické buňky efektivně pohlcují, zpracovávají a prezentují antigeny v kontextu 
MHC I a MHC II Th a Tc lymfocytům (podrobněji viz Obrázek 19).  
VPRAVO NAHOŘE (protilátková odpověď): Naivní Th-lymfocyt se díky antigenní stimulaci dendritickou buňkou 
polarizuje do Th2 buňky, jež rozeznává příslušný peptid prezentovaný B-lymfocytem, a produkuje cytokiny (včetně 
IL-4, IL-5, IL-6, IL-10, TGFβ), které aktivují naivní B-lymfocyty. B-lymfocyty pak diferencují směrem k paměťovým B-
lymfocytům a plazmatickým buňkám produkujícím imunoglobuliny tj. protilátky s příslušnou antigenní specificitou.  
UPROSTŘED (cytotoxická odpověď): Infikovaná/maligní buňka prezentuje antigeny v kontextu MHC I. Tento 
komplex je rozeznán naivním CD8+ cytotoxickým T-lymfocytem. Naivní pomocné T-lymfocyty za několik dní po 
setkání s dendritickou buňkou (podrobně viz Obrázek 19) diferencují a polarizují do Th1 buněk a produkují cytokiny, 
které autokrinně stimulují jejích vlastní vývoj (např. IL-2), a cytokiny (IL-12, TNFα, IFNγ), které se podílejí na konečné 
diferenciaci a aktivaci cytotoxických T-lymfocytů v efektorové buňky, které mají schopnost usmrtit 
infikované/maligní buňky. V rámečku dole jsou hlavní efektory adaptivní imunitní odpovědi, tj. buněčná 
komponenta = efektorové cytotoxické T-lymfocyty a humorální komponenta = protilátky. DC – dendritická buňka. 
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produkce protilátek a tedy s humorální protilátkovou odpovědí. V posledních letech se hovoří o 

dalším subtypu Th-lymfocytů a těmi jsou Th-17 buňky produkující IL-17. Předpokládá se, že Th17 

lymfocyty jsou zásadními regulátory autoimunitních onemocnění, mají prozánětlivou úlohu a jsou 

velmi efektivní při likvidaci patogenů na sliznici/epitelu. 

 

Antigenně specifický receptor na povrchu B-lymfocytů je protilátka, která rozeznává antigeny bez 

nutnosti procesingu a prezentace v MHC molekulách. Každá B-lymfocytární linie má schopnost 

rozeznávat jeden typ antigenu. Po navázání antigenu na imunoglobulin na povrchu B-lymfocytu je 

komplex antigen/protilátka internalizován, zprocesován a vzniklé peptidy jsou prezentovány 

v komplexu MHC II. třídy. Tyto antigeny pak aktivují pomocné T-lymfocyty se stejnou antigenní 

specificitou, dojde k produkci stimulačních cytokinů a aktivaci B-lymfocytů. Aktivované B-

lymfocyty se dělí a diferencují v plazmatické buňky, které sekretují velké množství protilátek s 

danou antigenní specificitou (Obrázek 18).  

Dendritické buňky se účinně podílejí na rozvoji imunitní odpovědi namířené proti intracelulárním 

antigenům, typicky virovým proteinům, které jsou v dendritických buňkách zpracovány a 

prezentovány Th-lymfocytům v kontextu 

HLA I. třídy. Pro plnou aktivaci T-

lymfocytů je třeba 3 signálů, tj. vlastní 

prezentace antigenu, kostimulace, 

cytokinová polarizace (Obrázek 19). 

Dendritické buňky mají také schopnost 

cross-prezentace extracelulárních 

antigenů z pohlcených infikovaných či 

maligních buněk cytotoxickým T-

lymfocytům. Tyto antigeny jsou 

prezentovány v kontextu MHC I a proces 

cross-prezentace je přísně regulován 

mechanizmem 3 signálů, zapojením 

signálů z PRR a licencováním (angl. 

licencing) Th-lymfocytů se stejnou 

antigenní specifitou (Obrázek 19).  

Obrázek 19: Antigenní stimulace T-lymfocytů: kontext rozpoznání a cross-prezentace.  
Aktivace Th-lymfocytu. Membránový komplex CD4-TCR-CD3 na povrchu Th-lymfocytů (s příslušnou antigenní 
specifitou) interaguje s MHC II APC buněk v lymfatických uzlinách, a tím dochází k první aktivaci Th-lymfocytů 
(rozpoznání, signál 1). Pro plnou aktivaci je však třeba podnět verifikovat 2. signálem, který je zajištěn interakcí 
kostimulačních molekul CD28 na Th- lymfo a CD80 nebo CD86 na APC buňkách. Po obdržení obou signálů Th-lymfocyt, 
který takto rozpoznal daný antigen, produkuje značné množství interleukinu-2 a díky jeho autokrinnímu působení 
proliferuje. Třetím signálem je cytokinové prostředí, které poskytuje dendritická buňka a jež se spolupůsobením typů 
signálu 2 rozhoduje o polarizaci T-lymfocytární imunitní odpovědi směrem k aktivační nebo tolerogenní. Klíčovými 
cytokiny 3. signálu jsou aktivační IL-12 a inhibiční IL-10.  
Aktivace cytotoxického CD8+ lymfocytu. Na signálu 1, tj. prezentaci antigenu v MHC I se podílí signalizace vyvolaná 
PRR (např. TLR) prostřednictvím PAMPs (Maurer et al., 2002), jež zvyšuje antigenní prezentaci v MHC I (Burgdorf and 
Kurts, 2008). Klíčovým druhým signálem pro aktivaci CTLs je kostimulace prostřednictvím CD80/CD86/CD28 komplexu, 
na kterém se podílí licencování Th-lymfocyty prostřednictvím signalizace CD40/CD40L, kdy stimulace CD40 na DC 
pomocí CD40L na Th-lymfocytu s odpovídající antigenní specifitou vede za podpory signalizace z TLR k up-regulaci 
kostimulačním molekul na povrchu dendritických buněk. Třetím signálem pro aktivaci cytotoxických T-lymfocytů je 
cytokinové prostředí, především IL-12, interferony typu I a IL-2.  
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NÁDOROVÁ IMUNOLOGIE 

 

Je zřejmé, že imunitní dozor lidského organizmu nezabrání ve všech případech nadorovému 

bujení. Současné poznatky ukazují, že imunitní reakce v interakci s nádorovými buňkami je velmi 

komplexní proces a pokud bereme imunitní systém jako celek, tak sehrává ve vztahu k maligním 

onemocněním často protichůdnou roli. Příkladem může bý zánětlivá reakce, které může 

podporovat vznik a invazivitu nádoru či v jiném rozsahu a kontextu naopak přispívat k eliminaci 

nádorového bujení.  

Nádorové buňky stimulují do jisté míry imunitní odpověď. Stimulace imunitního systému je 

výrazná v případě nádorů spojených s infekcí onkogenními viry např. HPV. V ostatních případech 

je aktivace imunitního systému omezena tím, že nádorové buňky vznikají z vlastních buněk, 

exprimují málo antigenů a obecně jsou slabě imunogenní.  

NÁDOROVÉ ANTIGENY 

Nádorové buňky exprimují více či méně nádorových antigenů, jež jsou rozpoznány specifickou 

složkou imunitní odpovědi. Nádorové antigeny jsou produkty translace mutovaných genů, 

intronových sekvencí, translace z alternativních čtecích rámců, pseudogenů, antisense řetězců, 

translokovaných genů, genů se začleněným virovým genomem (Tabulka 4).  

 

Typ nádorového antigenu Charakteristika  Příklad 

Onkofetální Jsou produkovány jen fetální nebo 
nádorovou tkání. 

CEA, AFP, TAG-72 

Onkovirové Jsou kódovány onkogenními viry. HPV E6, E7 
Overexprimované / akumulované Jsou exprimovány zdravou i 

nádorovou buňkou, ale jejich hladina 
je významně vyšší u nádorových 
tkání. 

BING-4, cyclin-B1, 9D7, Ep-CAM, 
Her2/neu, telomeráza, mezothelin, 
SAP-1, survivin 

Nádorové testikulární Exprimovány nádorovou tkání a 
buňkami reprodukční soustavy, např. 
varlata, placenta. 

BAGE, CAGE, GAGE, MAGE, NY-ESO-
1*, SAGE, XAGE antigeny 

Diferenciační (liniově specifické)  Jsou produkovány jediným 
nádorovým histotypem. 

Melan-A/MART-1*, gp100/pmel17, 
tyrosináza, TRP-1/-2, PSA 

Mutované Jsou exprimované pouze nádorovými 
buňkami jako produkt mutovaného 
genu nebo aberantní transkripce. 

β-katenin, BRCA1/2, CDK4, CML66, 
fibronektin, MART-2, p53, Ras, TGF-
βRII 

Postranslačně modifikované Jsou produktem abnormální 
glykosylace v nádorových buňkách. 

vysoce glykosylovaný MUC1  

Idiotypové Jsou produktem vysoce polymorfního 
genu pro Ig nebo TCR, který 
exprimuje klon lymfocytů. 

Ig, TCR 

Tabulka 4: Kategorie nádorových antigenů.  
Uvedené kategorie nejsou exkluzivní a určité antigeny mohou spadat do více kategorií. *výrazně imunogenní antigeny.  

 

Proteinové produkty těchto genů se nacházejí v různých buněčných kompartentech, včetně 

cytoplazmatické membrány. Nádorové antigeny mohou být také prezentovány v komplexech 

s MHC I a MHC II a často jsou také buňkou secernovány. Množství nádorových 

antigenů/neoantigenů, které nádorová buňka produkuje, souvisí s množstvím somatických mutací 

dané buňky a nádory s vysokým podílem somatických mutací jsou více imunogenní s porovnání 
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s nádory s malým množstvím mutací. Obecně nacházíme nejvíce somatických mutací v nádorech, 

které jsou spojené s fyzikálně, chemicky či biologicky indukovanou kancerogenezí (Alexandrov et 

al., 2013) (Obrázek 14).  

Nádorové antigeny jsou často buňkou prezentovány v komplexu s MHC I, obdobně jako virové 

antigeny, což umožňuje rozeznání nádorové buňky cytotoxickým T-lymfocytem. Odumřelá 

nádorová buňka je pak fagocytována antigen prezentujícími buňkami a peptidy nádorových 

antigenů jsou vystaveny v MHC II. Tím může dojít ke stimulaci pomocných T-lymfocytů a potažmo 

i k produkci protilátek proti daným antigenům. Ukazuje se, že pro efektivní imunoterapeutickou 

léčbu checkpoint inhibitory je důležitá T-lymfocytární imunitní odpověď vůči klonálním 

antigenům a že vysoká intratumorální heterogenita spojená s vyšší proporcí subklonálních 

neoantigenů predikuje špatnou odpověd na léčbu checkpoint inhibitory (McGranahan et al., 

2016).  

 

VÝSTUP 7: NÁDOROVÉ ANTIGENY V KLINICKÉ PRAXI 

Z hlediska diagnosticko-terapeutického má znalost patofyziologie nádorových antigenů dva 

klíčové dopady i/ nádorové neoantigeny mohou sloužit jako terapeutické cíle (např. 

ganglioglykosidy GM2, GD2, GD3, GM3, nebo muciny CD125, CD19-9, MUC-1) a ii/  kvantitativně 

změněná exprese antigenů u nádorových buněk může být důležitým diagnostickým markerem pro 

onkologickou praxi.  

Nádorovým markerem v širším slova smyslu označujeme substanci přítomnou v nádoru resp. 

produkovanou a uvolňovanou nádorem nebo hostitelem v odpověď na přítomnost maligního 

onemocnění. Přítomnost této substance lze využít k diferenciaci 

nádoru od normální tkáně, nebo uvažovat o přítomnosti tumoru a 

odhadnout rozsah nádorového procesu na základě analýzy tělních 

tekutin, nejčastěji krve. Řadu nádorových antigenů markerů je 

možné využít jako nádorové markery (Obrázek 20).  

Klasické solubilní sérové markery mohou být klinicky informativní, 

pokud jde o i) screening onemocnění u asymptomatických jedinců, 

ii) v diferenciální diagnostice u symptomatického pacienta, iii) jako 

prognostické ukazatele choroby, iv) jako prediktivní ukazatele 

úspěšnosti terapie v) a k detekci návratu choroby, což je nejčastějším 

využitím nádorových markerů.  

V roce 2010 jsme připravili první a v roce 2014 druhé aktualizované 

doporučení11 Odborných společností ČLS JEP o využití nádorových 

markerů v klinické praxi, kde jsou podrobně popsány aplikace 

jednotlivých nádorových markerů i problematika jejich analytických 

a biologických nespecificit. Doporučení shrnuje využití jak 

                                                           
11 Valík D, Nekulová M, Zdražilová Dubská L, Springer D, Malbohan I, Zima T, Topolčan O, Fuchsová 
R, Svobodová Š. (2014): Doporučení k využití nádorových markerů v klinické praxi České 
společnosti klinické biochemie (ČSKB ČLS JEP) České onkologické společnosti (ČOS ČLS JEP) České 
společnosti nukleární medicíny (ČSNM ČLS JEP) - sekce imunoanalytických metod. Klin. Biochem. 
Metab. 22(43), 22–39. 

Obrázek 20: Nádorové antigeny 
mohou sloužit pro diagnostiku 
nádorových onemocnění.  
Mezi nejlépe popsané 
imunogenní glykoproteinové 
antigeny a zároveň nádorové 
markery patří např. MUC-1 
(CA15-3), CA19-9, CEA a Her-
2/neu. Jiné nádorové markery, 
které tvoří nádor nebo 
organizmus v reakci na nádor, 
nejsou imunogenní, např. 
enzymy jako je laktát 
dehydrogenáza či
tymidinkináza.  
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zavedených markerů, které mají své pevné místo v klinické onkologii, tak se v aktuální verzi 

objevují nové analyty vstupující do klinické praxe.  

Jedním z těchto nových markerů, kterým se aktuálně zabýváme, je HE4 (Human Epididymal 

Protein 4), jež je produkován ve vysokých koncentracích u pacientek s karcinomem vaječníků. HE4 

vykazuje vysokou senzitivitu v časných (st. I/II) stádiích onemocnění. Obvyklá hodnota cut-off je 

50 pmol/l pro premenopauzální ženy a kolem 80 pmol/l pro postmenopauzální ženy12. Až třetina 

žen s maligním ovariálním nádorem, u nichž není zvýšena hladina CA 125 má zvýšenou 

koncentraci HE4, a to především u endometroidních a serózních karcinomů ovária (Příloha 12 – p. 

2128). Je–li tento marker použit samostatně k detekci nádorů vaječníků, vykazuje nejvyšší 

senzitivitu (při vysoké specificitě) ze všech známých biomarkerů ovariálního karcinomu, při použití 

v kombinaci s ostatními markery (zejména CA 125) se senzitivita panelu zvyšuje. Ve velké 

mezinárodní studii s pacientkami (n=2665) se suspektní ovariální malignitou jsme vyvinuli a 

validovali tzv. Copenhagen Index (CPH-I)13 kombinující sérovou hladinu CA125, sérovou hladinu 

HE4 a věk pacientky pro predikci benigní vs. maligní etiologie nádorové masy. Při cut-off hodnotě 

CPH-I 0,070 byla senzitivita tohoto indexu 95,0% a specificita 78,4% v testovací kohortě a ve 

validační kohortě senzitivita dosahovala 82,0% a a specificita 88,4%. CPH-I index měl lepší 

analytické parametry nežli jiné ukazatele včetně těch, jež využívají ultrazvukové vyšetření (Příloha 

13 – Fig. 1., Fig. 2). Nárůst hodnot HE4 lze využít také ke sledování průběhu choroby u pacientek s 

ovariálním karcinomem, její progrese a sledování účinnosti terapie, resp. návratu onemocnění.  

  

                                                           
12 Plebani M and HE4 Study Group. (2012): HE4 in gynecological cancers: report of a European 
investigators and experts meeting. Clin Chem Lab Med. 50(12):2. 127-136. IF 2,955, citace WOS 
10 
13 Karlsen, M.A., Høgdall, E.V., Christensen, I.J., Borgfeldt, C., Kalapotharakos, G., Zdrazilova-
Dubska, L., Chovanec, J., Lok, C.A., Stiekema, A., Mutz-Dehbalaie, I., Rosenthal, A.N., Moore, E.K., 
Schodin, B.A., Sumpaico, W.W., Sundfeldt, K., Kristjansdottir, B., Zapardiel, I., Høgdall, C.K. (2015): 
A novel diagnostic index combining HE4, CA125 and age may improve triage of women with 
suspected ovarian cancer - An international multicenter study in women with an ovarian mass. 
Gynecol Oncol. 138(3): 640-646. IF 3,774, citace WOS 2 
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NÁDOROVÁ IMUNOEDITACE – KONCEPT 3E 

Nádorová imunologie vychází z konceptu tzv. imunoeditace (cancer immunoediting), který 

popisuje vzájemnou interakci nádorových buněk a imunitního systému. Imunoeditace spočívá ve 

vývoji protinádorových mechanizmů imunitního systému, ale také prvků úniku nádorových buněk 

imunitnímu dohledu. Během imunoeditingu se tedy selektují klony nádorových buněk s nižší 

imunogenicitou nebo s antigenním spektrem, proti němuž nebyla namířena imunitní reakce. 

Vzájemná interakce nádorových buněk a imunitního systému může být rozdělena do tří fází (3Es), 

z anglického elimination, equilibrium, escape.  

 

ELIMINACE NÁDOROVÝCH BUNĚK A NÁSTROJE PROTINÁDOROVÉ IMUNITY  

Během fáze eliminace/elimination dochází k destrukci transformovaných buněk imunitním 

systém. Imunitní reakce namířená proti nádorovým antigenům má význam při spontánní likvidaci 

nádorových buněk na počátku maligního procesu. Eliminace je fáze nádorové imunoeditace, kdy 

přirozená a adaptivní složka imunitní odpovědi společně detekují nádor v časné fázi transformace, 

kdy je nádor lokalizovaný a není klinicky detekovatelný. Na fázi eliminace se podílejí jak složky 

přirozené, tak adaptivní imunitní odpovědi. Proces eliminace se v podstatě rovná konceptu 

imunitního dozoru nad maligně transformovanou buňkou a převládají během něj nástroje 

protinádorové imunity (Obrázek 21). 

Cytotoxické T-lymfocyty rozeznávají potenciálně maligní buňky, které exprimují abnormální 

peptidy v komplexu MHC I. Hlavní nástroje cytotoxických T-lymfocytů k likvidaci cílových buněk 

jsou granzymy, perforiny a ligandy death receptorů. Granzymy jsou serinové proteázy štěpící 

obsah cílových buněk. Perforiny mají schopnost penetrovat plazmatickou membránu cílových 

buněk, do kterých pak vniká voda a ionty a dochází k cytolýze. Granzymy a perforiny jsou uloženy 

v cytotoxických granulích (v morfologické hematologii se popisují jako azurofilní) cytotoxických T-

lymfocytů a NK-buněk. Obsah granulí je uvolněn do imunitního spoje (immune synapse) při 

kontaktu s cílovou buňkou, přičemž perforiny zajistí doručení granzymů do endozomu cílové 

buňky. Granzymy mají schopnost aktivovat kaspázy a další proteiny regulující apoptózu, navozují 

tak buněčnou smrt závislou i nezávislou na kaspázách. Dalším nástrojem cytotoxických T-

lymfocytů je exprese ligandů tzv. death receptorů na membránách efektorových buněk (Výstup 8, 

str. 50), které interagují s cílovými (maligními buňkami).  

Antigeny z usmrcených nádorových buněk jsou pohlceny antigen prezentujícími buňkami, 

především dendritickými buňkami, které zachycené peptidy exprimují v MHC II. Takto 

prezentované nádorové antigeny jsou rozeznány naivními CD4+ pomocnými T-lymfocyty 

v lymfatických orgánech. Naivní pomocné T-lymfocyty za několik dní po setkání s APC diferencují a 

polarizují do Th1 buněk a produkují cytokiny, které autokrinně stimulují jejich vlastní vývoj (např. 

IL-2), cytokiny, které se podílejí na vývoji cytotoxických T-lymfocytů. Produkují například také 

TNFα či IFNγ, jež aktivuje makrofágy a u nádorových buněk zvyšují expresi MHC I, což zase vede ke 

zvýšení jejich citlivosti k lýze cytotoxickými lymfocyty, pro které tak cytokiny produkované Th1-

lymfocty představují 3. signál pro konečnou diferenciaci. Nejefektivnější antigen prezentující 

buňky z hlediska protinádorové imunity jsou dendritické buňky. Ke zpracování nádorových 

antigenů dochází v průběhu chemokiny regulované migraci dendritických buněk do sekundárních 

lymfatických orgánů. V lymfatických uzlinách vytvářejí dendritické buňky shluky s T-lymfocyty 
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prostřednictvím adhezivních molekul ICAM-1, ICAM-3, LFA-3. V lymfatických uzlinách poskytnou 

dendritické buňky T-lymfocytů kontext 2. signálu v podobě exprese kostimulačních molekul CD80 

a CD86 (podrobněji viz Obrázek 19, str. 43). Aktivační kontext je doplněn interakcí mezi 

molekulou CD40, jejíž exprese na DC se zvyšuje v přítomnosti prozánětlivých působků (GM-CSF či 

TNFα), a CD40L na T-lymfocytech, což vede k produkci IL-12 dendritickými buňkami. IL-12 přispívá 

ve vzniku Th1 subsetu T-lymfocytů. Kostimulační kontext je dále potencován interakcí OX40L (na 

DC) a OX40 (na T-lymfocytech) potencující expresi kostimulačních molekul na dendritických 

buňkách. Th1 i Th2 lymfocyty mají protinádorový efekt, nicméně potenciál Th1 buněk 

produkujících IFNγ při likvidaci nádorových buněk je významnější (Nishimura et al., 2000). Značně 

efektivní protinádorový efekt pak mají Th17 buňky (Zhao et al., 2011).  

 

 

Obrázek 21: Nádorová imunoeditace - eliminace.  
Normalní buňky (modré) jsou transformovány do maligních buněk díky působení karcinogenů a selhání vnitřních 
nádorově supresorových mechanizmů např. díky mutacím v genech p53, RAS, ATM (viz Obrázek 2). Takto 
transformované buňky exprimují stimuly cytotoxických CD8+ T-lymfocytů (peptidy nádorových antigenů v kontextu MCH 
I a/nebo molekuly indukované stresem jako kalretikulin), NKG2D ligandy stimulující NK-buňky (NKG2DLs) a gammadelta 
T-lymfocyty (MICA/B). Dendritické buňky pohlcují usmrcené nádorové buňky a peptidy prezentují v kontextu MHC T-
lymfocytům a prostřednictvím CD1d iNKT buňkám. Aktivované efektorové buňky produkují IFNγ, který zprostředkuje 
protinádorový efekt potlačením proliferace nádorových buněk a potlačením nádorové angiogenze. CD8+ cytotoxické T-
lymfocty a NK-buňky mají schopnost indukovat apoptózu nádorových buněk prostřednictvím perforinu a granzymů a 
prostřednictvím ligandů death receptorů (FasL a TRAIL) (detailně viz Obrázek 22). Efektorové CTLs exprimují ko-
stimulační molekuly jako je CD28, CD137, GITR, OX-40, jejichž aktivace zvyšuje proliferaci a přežívání efektorových 
buněk. Buňky přirozené imunitní odpovědi stejně tak jako M1 makrofágy přispívají k protinádorovému efektu sekrecí 
TNFα, IL-1, IL-12 a reaktivních kyslíkových radikálů. Ve fázi Eliminace je v nádorovém mikroprostředí vztah mezi 
maligními a imunitnímu buňkami vychýlen směrem k efektivní protinádorové imunitní odpovědi.  
TAA- nádorové antigeny (tumor-associated antigens), M1 Mφ – M1 makrofágy, neu – neutrofil, ROS – reaktivní kyslíkové 
radikály, DC – dendritická buňka). Adaptováno dle (Mittal et al., 2014). 
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Z hlediska efektivity prezentace nádorových antigenů se ukazuje být zásadním faktorem navození 

buněčné smrti způsobem, který je imunogenní. Na mechanizmech buněčné smrti se podílí 

prezentace molekul signalizujících imunitnímu systému poškození tkáně, tzv. DAMPs (danger-

associated molecular pattern molecules) např. kalretikulinu (Obeid et al., 2007), HMGB-1, 

proteinů teplotního šoku HSP (Fahmueller et al., 2013; Krysko et al., 2012), heparin sulfátu či ATP 

a DNA.  

Významným hráčem na poli protinádorové obrany jsou NK-buňky. NK-buňky rozpoznávají maligní 

buňky prostřednictvím repertoáru receptorů na svém povrchu. Tyto receptory poskytují NK-buňce 

aktivační nebo inhibiční podnět. Pokud převládnou proaktivační signály jsou spuštěny lytické 

mechanizmy (viz výše) a cílová nádorová buňka je usmrcena. Pokud převládnou inhibiční signály, 

nedochází k iniciaci cytotoxické reakce (Vivier et al., 2012). Přítomnost MHC I molekul na povrchu 

maligní buňky poskytuje NK-buňkám inhibiční signál, což znamená, že absence molekul MHC I na 

povrchu nádorových buněk, která vede k „utajení“ nádorových antigenů před cytotoxickými T-

lymfocyty, je rozhodující pro aktivaci NK-buněk. Aktivitu NK-buněk zvyšuje IL-2 a IL-12, takže je 

jejich aktivita v nádorovém mikroprostředí potencována antigen-specifickou imunitní reakcí.  

 

 

Obrázek 22: Protilátky a cytotoxická reakce proti nádorovým buňkám.  
Protilátky mohou zprostředkovat cytolýzu nádorových buněk různými způsoby. CDC = complement-dependent 
cytotoxicity. Vazba imunoglobulinů na epitopy na povrchu nádorových buněk navozuje aktivaci komplementu a lýzu 
maligních buněk. ADCC = antibody-dependent cell-mediated cytotoxicity za účasti perforin/granzymového systému nebo 
navozená death receptory. Opsonizace maligních buněk protilátkami přispívá k jejich rozpoznání a fagocytóze 
makrofágy.  

 

Důležitým protinádorovým působkem je IFNγ, který je produkován Th-lymfocyty po antigenní 

stimulaci a NK-buňkami. Interferony mají anti-proliferativní a cytotoxické vlastnosti 

zprostředkované interferencí s proteosyntézou v cílových buňkách. IFNγ také zvyšuje expresi MHC 

I a tím přispívá k odhalení nádorových antigenů cytotoxickým T-lymfocytům. IFNγ navozuje 

dozrávání dendritických buněk a tím účinnější prezentaci nádorových antigenů. Mezi další aktivity 
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IFNγ, které spadají do jeho prozánětlivých aktivit, patří indukce inducibilní formy NO syntázy 

(Bogdan, 2015). Působení IFNγ také stimuluje buňky monocyto-makrofágového systému 

k polarizaci do tzv. M1 makrofágů tedy klasicky aktivovaných makrofágů, které mají protinádorové 

vlastnosti, produkují prozánětlivé cytokiny TNFα a IL-12. 

 

VÝSTUP 8: APOPTÓZA INDUKOVANÁ DEATH RECEPTORY JAKO NÁSTROJ IMUNITNÍCH 

EFEKTORŮ 

Cytotoxické T-lymfocyty a NK buňky mohou 

aktivovat kaspázy a tak indukovat buněčnou smrt 

aktivací death receptorů na povrchu cílových 

potenciálně nebezpečných buněk. Tyto 

specializované membránové receptory s jedinečnou 

schopnosti zprostředkovat likvidaci buňky patří do 

rodiny TNFR a jejich solubilní nebo membránově 

vázané ligandy do rodiny TNF. Ligandy TNF a 

receptory TNFR se účastní především vývoje a 

funkce imunitního systému a buněk lymfoidního 

původu (Gravestein and Borst, 1998). Některé 

receptory TNFR, nazvané death receptory jmenovitě 

TNF-R1, CD95/Fas, DR3/TRAMP, DR5/TRAIL-R2, 

DR4/TRAIL-R1 a DR6, se vyznačuji intracelulární death 

doménou (DD), jejímž prostřednictvím mohou více či 

méně efektivně aktivovat iniciační kaspázy a spustit 

apoptotickou sekvenci (Obrázek 23) prostřednictvím 

aktivace receptorových kaspáz, jejichž apoptotické 

působení je do určité míry amplifikováno 

mitochondriální apoptotickou dráhou (Obrázek 24). V 

rámci nádorové imunologie je pozornost zaměřena na 

death receptory CD95/Fas, DR5/TRAIL-R2 a DR4/TRAIL-R1. Podrobněji popsáno v přehledovém 

článku14. 

Recentní publikace potvrdily, že na protinádorovém efektu NK-buněk se významně podílí 

apoptóza navozená ligandem TRAIL a buněčná smrt indukovaná perforinem (Kajitani et al., 2012). 

Na druhou stranu je již v dnešní době známo, že TRAIL může spouštět signální kaskádu spojenou 

s aktivací intracelulárních kináz, která má za následek anti-apoptotické a pro-nádorové působení 

(Azijli et al., 2013; Cullen and Martin, 2015; Fulda, 2013). 

                                                           
14 Dubská L., Sheard M. A. (2003): Apoptóza zprostředkovaná death receptory“ úloha FASL a 
TRAIL při smrti maligních buněk. Klinická onkologie. 16(6): 257 – 264. 
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Obrázek 23: Aktivace death receptoru a iniciačních 
kaspáz.  
/A/ Trimerický death ligand indukuje oligomerizaci 
membránových molekul příslušného receptoru. 
Asociace receptorových molekul vede k homotypické 
interakci death domén (DD) receptoru s DD 
adaptorového proteinu FADD. /B/ FADD interaguje 
prostřednictvím DED (death effector domain) s 
prokaspázou-8/-10 /C/ za vzniku komplexu DISC 
(Death Induced Signaling Complex), v němž dochází 
k autokatalýze kaspázových prekurzorů). /D/ Aktivní 
kaspáza-8/-10 se skládá ze dvou malých a dvou 
velkých podjednotek. 
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VÝSTUP 9: ZVÝŠENÝ POČET CIRKULUJÍCÍCH NKT-LIKE BUNĚK U PACIENTŮ SE SOLIDNÍMI 

NÁDORY 

NKT buňky jsou atypické T-lymfocyty s některými vlastnosti NK-buněk (Kelly-Rogers et al., 2006; 

Kronenberg, 2005; Schmidt et al., 1986). NKT buňky se dělí na iNKT (NKT typ 1), NKT typ2 a NKT-

like buňky (Godfrey et al., 2004). Na rozdíl od klasických T-lymfocytů mají, CD3+CD56+ NKT-like T-

lymfocyty přirozené (jako NK-buňky) i adaptivní (jako T-lymfocyty) funkce a to především ve 

smyslu schopnosti cytotoxicity a produkce cytokinů závislé i nezávislé na antigenní prezentaci 

v MHC (Kelly-Rogers et al., 2006; Loza et al., 2002; Lu and Negrin, 1994; Wang et al., 2008). 

Aktivace CD3+CD56+ NKT-like buněk může být zásadní, protože slouží jako zdroj regulačních 

cytokinů na počátku imunitní odpovědi a mohou likvidovat cílovou buňku dříve než konvenční 

CD8+ T-lymfocyty. NKT-like buňky produkují interferon-γ  indukující eliminaci virem infikovaných a 

nádorových buněk a navozující Th1 prozánětlivou imunitní odpověď (Vitale et al., 2000). Mezi 

vlastnosti, které sdílejí CD3+CD56+ NKT-like buňky s NK-buňkami patří schopnost regulace pomocí 

membránových molekul KIR a CD94 (Dunne et al., 2001; Kuylenstierna et al., 2011).  

CD3+ CD56+ NKT-like buňky představují 5-15 % T-lymfocytů periferní krve (Obrázek 25) a až 50 % 

T-lymfocytů sídlících v játrech (Doherty and O'Farrelly, 2000). Počet NKT-like buněk se zvyšuje 

s věkem. To je dáno opakovanou antigenní stimulací imunitního systému, v pupečníkové krvi 

například nejsou CD3+ CD56+ NKT-like buňky přítomné (Giroux and Denis, 2005). Pozorovali jsme, 

že střední hodnota absolutního počtu NKT-like buněk v periferní krvi jedinců z referenční populace 

Obrázek 24: Model regulace aktivace 
efektorových kaspáz po ligaci death receptoru.
Iniciační kaspáza-8/-10 štěpením aktivuje 
efektorové kaspázy a/nebo štěpením proteinu 
Bid indukuje uvolnění pro-apoptotických 
molekul z mitochondriálního 
mezimembránového prostoru a z 
endoplazmatického retikula včetně cytochromu 
c (cyt c), který pak v cytozolu umožňuje 
interakci proteinu Apaf-1, ATP, prekurzorů 
kaspázy-9, aktivaci tohoto enzymu a následně 
efektorových kaspáz. Mechanizmus je 
regulován na mnoha úrovních. Interakce 
prokaspázy-8/-10 s death receptorem je 
inhibována proteinem FLIP. U některých typů 
buněk je apoptotický proces významně 
regulován mitochonriálním Bcl-2 homology. 
Aktivita či aktivace efektorových kaspáz (-3, -6, 
-7) je modulována negativně inhibitory IAP-1, -
2, XIAP, Survivin; a pozitivně mitochondriálními 
proteiny Smac/DIABLO. 
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je 0,085 × 109/l, přičemž nebyl pozorován rozdíl v hodnotách mezi muži a ženami (Příloha 15 – Fig. 

1)15.  

 

 

 
Obrázek 25: Imunofenotyp NKT-like lymfocytů.  
NKT-like jsou CD3+ CD56+ CD16- lymfocyty, které jsou zpravidla CD8+ NKG2D (= CD314)+ zvláště v případě jejich 
expanze.  

 

V periferení krvi onkologických pacientů jsme zaznamenali 2,65krát vyšší hladiny CD3+CD56+ NKT-

like buněk než v referenční populaci. Počet CD3+CD56+ buněk u pacientů se solidní malignitou, 

kteří dosáhli kompletní remise onemocnění, byl srovnatelný s referenční populací (Obrázek 26).  

Dále jsme hodnotili soubor pacientek s karcinomem prsu (Příloha 15 – Tab. 1) z hlediska iniciálních 

(před zahájením terapie) hodnot cirkukujících CD3+CD56+ NKT-like buněk přežití bez progrese. 

Pacientky jsme rozdělili na NKT-like low a high, přičemž „low“ značilo počet cirkulujících NKT-like 

buněk nižší než 25. percentil referenční populace „high“ hodnoty byly nad 75. percentil 

rerefereční populace. U pacientek s iniciálně 

vysokým počtem cirkulujích NKT-like jsme 

pozorovali trend k prodlouženému přežití bez 

progrese onemocnění (Příloha 15 – Fig. 3). Ze 

studie vyplývá, že CD3+CD56+ NKT-like buňky 

mohou hrát úlohu při potlačení rozvoje 

nádoru a jejich počet je zvýšen u určitých 

typů epiteliálních nádorů. 

U pacientů s nemalobuněčným karcinomem 

plic bylo také pozorováno zvýšené množství 

CD3+CD56+ NKT-like buněk, které měly 

nicméně snížené efektorové funkce v podobě 

schopnosti produkovat IFNγ (Al Omar et al., 

2012). Snížená exprese aktivačního receptoru 

NKG2D z důvodu jeho internalizace po 

vyvázání solubilními MIC molekulami (sMICs) 

a s tím spojená redukce cytotoxických funkcí 

                                                           
15 Zdrazilova-Dubska L, Valik D, Budinska E, Frgala T, Bacikova L, Demlova R. NKT-like cells are 
expanded in solid tumour patients. Klin Onkol. 2012;25 Suppl 2:2S21-5. Citace PubMed 1 

Obrázek 26: Cirkulující CD3+CD56+ NKT-like buňky u pacientů 
s různými typy maligních onemocnění ve stádiu aktivního 
metastatického onemocnění a v remisi.  
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NKT-like buněk byla popsána in vitro na modelu nádorových buněk karcinomu ovaria a prostaty 

(Wang et al., 2008). V rámci klinického hodnocení protinádorového efektu rIL-21 u pacientů 

s maligním melanomem stádia IV bylo prokázáno, že IL-21 vede ke zvýšení počtu cirkulujících NKT-

like buněk (Coquet et al., 2013). Na druhou stranu na myším modelu byla popsána 

imunosupresivní role CD8+ NKT-like buněk, která spočívala v antigen-dependentní eliminaci 

dendritických buněk (Wang et al., 2015a).  

 

 

VÝSTUP 10: CIRKULUJÍCÍ GAMMADELTA T-LYMFOCYTY U PACIENTŮ S MALIGNÍM 

MELANOMEM A KARCINOMEM PRSU: PILOTNÍ DATA 

Variantní gammadelta T-lymfocyty byly popsány relativně nedávno (Saito et al., 1984) a 

v současné době se objevují stále nové informace o tomto buněčném subtypu, které ukazují, že γδ 

T-lymfocyty hrají významou úlohu při imunitní odpovědi k infekčním agens, při regulaci 

zánětlivých procesů a maligních onemocnění.  

Klasický TCR receptor pomocných a cytotoxických T-lymfocytů se skládá z α a β podjednotky. 

Gamma delta T lymfocyty mají alternativní TCR receptor skládající se z γ a δ podjednotky. γδ T-

lymfocyty představují specifickou buněčnou subpopulaci, která má některé vlastnosti pomocných 

T-lymfocytů, cytotoxických T-lymfocytů a NK-buněk. Podobně jako u konvenčních T-lymfocytů 

dochází u gamma delta buněk k přestavbě TCR receptoru, a tím ke značné diverzitě specifity TCR 

receptoru. Avšak gamma delta buňky nepotřebují k rozeznání antigenu jeho prezentaci 

v komplexu MHC a mají schopnost rozeznávat antigeny prostřednictvím PRR. γδ TCR je tedy 

schopen rozpoznat širokou škálu vlastních a cizích antigenů, například malých peptidů, solubilních 

či membránových proteinů, fosfolipidů apod., bez prezentace prostřednictvím MHC (Morita et al., 

1995).  

Mezi efektorové funkce γδ T-lymfocytů patří produkce cytokinů (INFγ, IL-17, TNFα) a chemokinů 

(MIP-1α/β, RANTES), stejně jako přímá cytotoxicita (perforin, granzym) a buněčná cytotoxicita 

závislá na protilátkách (ADCC) (Kakimi et al., 2014).  

U člověka a myši představují γδ T-lymfocyty zpravidla méně než 5% všech cirkulujících lymfocytů 

(Groh et al., 1989), naopak u přežvýkavců se jejich zastoupení pohybuje mezi 15-60% a zde γδ T-

lymfocyty mají roli spíše regulační než cytotoxickou (Guzman et al., 2014). Mimo cirkulaci a 

lymfatické orgány se γδ T-lymfocyty u člověka nacházejí především v epitelu. Přesné typy γδ TCR 

receptoru jsou tkáňově specifické. Konkrétně Vγ9Vδ2 TCR je exprimován na 50-95% γδ buněk 

v periferní krvi (Hinz et al., 1997) (Obrázek 27), zatímco TCR složené z jiných Vδ elementů se 

vyskytují na γδ buňkách ve vnitřních orgánech (Vδ1 a Vδ3 ) nebo kůži (Vδ1) (Holtmeier et al., 

2001). 

Publikovali jsme práci, jejímž cílem bylo shrnout literární data o úloze γδ buněk u onkologických 

onemocnění16. Cílem experimentální části tohoto sdělení bylo pak popsat 1/ hladiny cirkulujících 

γδ T-lymfocytů v krvi jedinců z běžné populace (Příloha 16 – Obr. 2) a provést exploratorní analýzu 

2/ hodnot cirkulujících γδ T-lymfocytů u pacientů s maligním melanomem a karcinomem prsu 

(Příloha 16 – Obr. 3) a 3/ detailního imunofenotypu (Příloha 16 – Obr. 4). U pacientů s maligním 

                                                           
16 Cibulka M, Selingerová I. Fědorová L., Zdražilová-Dubská L. (2015): Imunologické aspekty v 
onkologii: cirkulující γδ T-lymfocyty. Klin Onkol. 28 Suppl 2:2S60-8. 
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melanomem i u pacientů s karcinomem prsu jsme zachytili několik pacientů, u nichž byly hladiny 

cirkulujících γδ T-lymfocytů zvýšené. Zajímavostí je, že pacientka s karcinomem prsu s nejvyšší 

hladinou γδ T-lymfocytů byla léčena 

v rámci klinického hodnocení PRESENT 

imunoterapií přípravkem nelipepimut-S 

(NeuVax®) (Příloha 16 – 2S65).  

Vzhledem k tomu, že aktivace γδ buněk 

nevyžaduje zpracování a prezentace 

antigenu antigen-prezentující buňkou, 

mohou být γδ buňky velmi rychle 

aktivovány a sloužit tak jako součást časné 

fáze imunitní odpovědi. Stejně jako NK 

buňky, i γδ T-lymfocyty reagují na 

stimulaci ligandy indukovanými infekcí 

nebo stresem, kterými jsou u lidí například 

MICA/B nebo ULBP (Groh et al., 1998). 

Tyto ligandy jsou obyčejně exprimovány 

slabě či vůbec a k jejich up-regulaci 

dochází pouze za přítomnosti stresu 

(poškození DNA, teplotní stres) nebo 

infekce. K aktivaci γδ buněk pak dochází 

prostřednictvím jejich receptoru NKG2D 

(Das et al., 2001; Rincon-Orozco et al., 2005), v některých případech přímo prostřednictvím γδ TCR 

receptoru (Kong et al., 2009). Lidské γδ T-buňky navíc exprimují receptory rozpoznávající 

molekulární vzorce (pattern recognizing receptors, PRR) jako například Toll-like receptory (TLR), 

které modulují jejich aktivaci (Shojaei et al., 2009b). Historicky je známá především schopnost 

mykobakterií reaktivovat γδ T-lymfocyty (Modlin et al., 1989).  

Studie ukázaly, že Vγ9Vδ2 buňky lidské periferní krve dokážou po aktivaci fosfoantigenem vyvolat 

imunitní odpověď typu Th1 (Dunne et al., 2010), která je charakterizovaná produkcí cytokinů 

TNFα a IFNγ a cytotoxickou aktivitou (Thedrez et al., 2007). Tato diferenciace Vγ9Vδ2 buněk 

cestou Th1 pravděpodobně probíhá během jejich periferní expanze po vystavení 

environmentálním mikrobiálním antigenům. Novorozenecké γδ buňky produkují IFNγ, schopnost 

produkovat TNFα získávají po jednom měsíci od vystavení antigenům prostředí po porodu 

(Gibbons et al., 2009). V in vitro podmínkách je ale v závislosti na přítomných cytokinech a 

stimulech TCR receptoru možno diferencovat γδ buňky do fenotypů připomínajících Th2, Th17, 

folikulární pomocné T-buňky (Tfh) nebo regulační T-buňky (Treg) (Casetti et al., 2009; Wesch et 

al., 2001). 

Aktivace a získání efektorových funkcí je u γδ buněk, stejně jako u ostatních populací T-lymfocytů, 

podmíněno stimulací TCR receptoru. Ten u γδ T-lymfocytů specificky rozeznává molekuly, jejichž 

exprese je zvýšená ve stresových podmínkách. V případě normální buňky je koncentrace 

izoprenoidních metabolitů (jako např. IPP – izopentyl pyrofosfát) příliš malá na to, aby byla 

rozpoznána Vγ9Vδ2 buňkami jakožto varovný signál. Deregulace izoprenoidního metabolismu má 

u některých nádorů za následek nadprodukci IPP, které je pak detekováno Vγ9Vδ2 buňkami jako 

nádorový antigen (Gober et al., 2003). K akumulaci IPP dochází například při zablokování 

Obrázek 27: Převažující subtyp γδ T-lymfocytů v periferní krvi 
dospělého člověka.  
V periferní krvi dospělého člověka převažuje subtyp Vγ9Vδ2. 
Tyto buňky částečně exprimují NKG2D (CD314) (dole). 
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metabolizmu kyseliny mevalonové pomocí aminobisfosfonátů, přičemž se předpokládá, že 

aktivace γδ T-lymfocytů může být důvodem pro akutní reakci po podání bisfosfonátů u některých 

pacientů (Kunzmann et al., 2000). Statiny pak blokují aktivaci a expanzi γδ T-lymfocytů vyvolanou 

bisfosfonáty (Thompson and Rogers, 2004). Stimulace NKR exprimovaného γδ buňkami a částečně 

také receptoru NKG2D může také efektivně spustit protinádorové funkce těchto buněk. NKG2D je 

exprimován Vγ9Vδ2 buňkami a váže se na nekonvenční MHC molekuly typu MIC nebo ULBP, které 

jsou exprimovány nádorovými buňkami (Das et al., 2001; Rincon-Orozco et al., 2005). 

Gammadelta T-lymfocyty stimulují protinádorové efektorové funkce řady komponent imunitního 

systému (Obrázek 28). 

 

 

ROVNOVÁHA A MECHANIZMY ODOLNOSTI NÁDORŮ VŮČI IMUNITNÍMU SYSTÉMU  

V případě, že se nádorové buňce podaří uniknout imunitnímu dohledu, dochází v některých 

případech k rovnováze/equilibrium. Během tohoto stavu se imunitnímu systému nedaří nádorové 

buňky zcela zlikvidovat, jen potlačit jejich rychlou proliferaci. V rovnovážné fázi nádorové 

imunoeditace udržuje imunitní systém maligní tkáň z klinického hlediska v klidovém stádiu 

(dormancy). Nicméně v nádorové tkáni dochází ke genetickým a epigenetickým změnám a díky 

konstantnímu selekčnímu tlaku imunitního systému dále progredují klony buněk málo 

imunogenních, rezistentních k imunitní odpovědi a navozujících imunosupresi, což představuje 

nádorovou imunoeditaci v pravém slova smyslu (Obrázek 29). V současnosti se předpokládá, že 

tato fáze je dlouhá a často trvá po většinu života jedince. Rovnovážná fáze může nakonec skončit 

převahou protinádorové složky imunitního sytému a dojde k eliminaci tumoru nebo imunitní 

systém nakonec selekcí zformuje nádor rezistentní k efektorovým mechanizmům imunitního 

systému, který progreduje a klinicky manifestuje.  

Obrázek 28 Mechanizmy protinádorové 
imunitní odpovědi prostřednictvím γδ T-
lymfocytů.  
(A) aktivace γδ buněk vede k produkci 
TNF-α a IFN-γ a expresi CD40L. To 
napomáhá maturaci dendritických buněk 
a diferenciaci T-lymfocytů do buněk Th1. 
γδ Th17 buňky produkují IL-17 podporující 
vývoj efektorových Th17 buněk. Buňky 
Th1 a Th17 vykazují protinádorové funkce. 
(B) Aktivované γδ buňky dokáží 
prostřednictví trogocytózy získat a 
exprimovat molekulu CD1d a podporovat 
aktivaci iNKT buněk. Stejně tak vykazují 
funkce antigen prezentujících buněk (MHC 
I a II, CD40, CD83, CD86) a aktivují naivní i 
efektorové T-lymfocyty s protinádorovou 
cytotoxickou aktivitou. (C) Aktivované γδ 
buňky mohou poskytnout kostimulační 
signál NK buňkám prostřednictvím 
exprese molekuly CD137. Adaptováno dle 
(Lafont et al., 2014). 
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Ve fázi rovnováhy se tedy uplatňují jak protinádorové mechanizmy imunitní obrany, které byly 

popsány v předchozí kapitole „eliminace“, tak se selektují mechanizmy odolnosti nádorů vůči 

imunitnímu systému a mechanizmy navození imunosuprese, kterým je věnována kapitola „únik“. 

Existuje celá řada mechanizmů odolnosti nádorů vůči imunitnímu systému a řada z nich je 

analogická únikovým mechanizmům mikroorganismů. Nádorové buňky mohou i/ up-regulovat 

anti-apoptotické proteiny (zvýšená exprese bcl-2, bcl-xL, FLIP, survivin a IAPs, či PI-9 (Ray et al., 

2012) a/nebo snížit expresi proteinů spojených s navozením apoptózy např. bax (Manoochehri et 

al., 2014), CD95/Fas či dalších death receptorů (Liu et al., 2015); ii/ snížit expresi proteinů 

podílejících se na prezentaci antigenů v MHC I a II (Hayakawa and Smyth, 2006; McGranahan et 

al., 2016); iii/ navodit v nádoru cytokinové a chemokinové prostředí, které snižuje infiltraci nádoru 

efektorovými T-lymfocyty.  

 

 

Obrázek 29: Nádorová imunoeditace – rovnováha.  
Rovnováha v nádorové imunoeditaci je dočasný stav, kdy nepřeváží schopnost imunitního systému likvidovat maligní 
buňky ani se nádorová tkáň nevymkne kontrole. Při udržení rovnováhy mezi růstem nádoru a jeho potlačování imunitním 
systémem se podílejí především složky adaptivní, nikoli nespecifické imunitní odpovědi (jako jsou NK buňky). Nádorové 
buňky vyvíjejí mechanizmy k úniku imunitnímu dohledu jako je snížená prezentace antigenů či exprese PD-L1 navozující 
buněčnu smrt efektorových T-lymfocytů. Během této fáze jsou v rovnováze protinádorové působky (IL-12, IFNγ) a 
pronádorové (IL-10, IL-23). Adaptováno dle (Mittal et al., 2014). 

 

Uvedené procesy představují hlavní mechanizmy „pasivní“ rezistence nádorových buněk vůči 

imunitnímu systému. Nádorové buňky a stroma však mají schopnost aktivního potlačení funkce 

imunitního systému, což je popsáno v následující podkapitole.  

 

ÚNIK IMUNITNÍMU DOZORU A MECHANIZMY IMUNOSUPRESE NAVOZENÉ NÁDOREM 

Jako únik/escape se označuje stav, kdy mechanizmy rezistence a navození imunosuprese 

nádorovými buňkami převládnou, vzniká imunosupresivní nádorové mikroprostředí, dochází 

k růstu nádoru a ten se začíná klinicky manifestovat. Ke vzniku imunosupresivního nádorového 

mikroprostředí příspívá celková imunosuprese jedince.  
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Biologická podstata nástrojů nádorové buňky k navození imunosuprese vychází ze systému 

imunotolerance buněk plodu; z tolerance neoantigenů, jež se kumulují během senescence jako 

výsledek somatických mutací nebo jsou exprimovány také normálními buňkami; z potlačení 

rozvinuté imunitní odpovědi při odeznění signálu, který imunitní odpověď vyvolal. Příklady 

mechanizmů navození aktivní imunosuprese: i/ nádorové buňky nejsou profesionální APC (nemají 

kostimulační kontext CD80, CD86) a navozují anergii/útlum T-lymfocytů (tumor-induced anergy) 

(Cuenca et al., 2003; Morgan et al., 1998); ii/ protinádorové protilátky podporují růst nádoru; iii/ 

maligní buňky produkují faktory, které inaktivují T-lymfocyty a dendritické buňky např. IDO, TGFβ, 

který je velmi účinný při inhibici proliferace T-lymfocytů (Stix, 2007); iv/ maligní buňky exprimují 

HLA-G, jež navozuje inhibici NK-buněk (Sheu and Shih Ie, 2010); v/ nádorové buňky exprimují 

ligandy FasL a PD-L1, jež navozují apoptózu protinádorových T-lymfocytů (Igney and Krammer, 

2005); vi/ nádor stimuluje nezralé a tolerogenní dendritické buňky (Rabinovich et al., 2007); další 

mechanizmy a jejich působení je schématicky vyjádřeno na (Obrázek 30) a dále jsou popsány 

MDSC (str. 58).  

 
Obrázek 30: Nádorová imunoeditace – únik.  
V této fázi uniká maligní buňka imunitnímu dohledu (neprezentuje nádorové antigeny, kostimulační molekuly), 
exprimuje molekuly zvyšující rezistenci (STAT-3), přežívání (anti-apoptotický bcl2), navozující imunosupresi v prostředí 
nádoru (IDO, TDO, PD-L1, galektin-1/3/9, CD39, CD73, adenozinové receptory) a produkuje působky navozující 
nádorovou angiogenezi (VEGF, TGFβ, IL-6, M-CSF). MDSC, M2 makrofágy ale také tolerogenní dendritické buňky 
exprimují imunoregulační látky jako argináza, iNOS, IDO a imunosupresivní cytokiny IL-10 a TGFβ, které potlačují 
proliferaci cytotoxických CD8+ lymfocytů a indukují apoptózu. MDSC a DC produkující IDO podporují vznik 
imunosupresivních T-regulačních lymfocytů. Argináza je imunoregulační enzym, který katabolizuje L-arginin na ortnitin a 
ureu. CD39 je ektonukleotidáza metabolizující ATP na AMP, které může být dále štěpeno na adenozin memránovou 
ektonukleotidázou CD73. Adenozin se váže na receptory A2aR and A2bR na maligních a endoteliálních buňkách. 
Nádorové mikroprostředí může navodit expresi inhibičních receptorů, jako je PD-1, CTLA-4, Tim-3 či LAG3 na Treg, a 
cytotoxických T-lymfocytech, což vede k prohloubení lokální imunosuprese. Během fáze úniku převažují imunosupresivní 
a pronádorové působky a molekuly jako je IL-10, TGF-b, VEGF, IDO, PD-L1. IDO – indol 2,3-dioxygenáza; TDO – tryptofan 
2,3-dioxygenáza; iNOS – inducibilní syntáza oxidu dusnatého; MDSC – myeloid-derived supressor cells; M-CSF – 
monocyte colony stimulating factor. Adaptováno dle (Mittal et al., 2014). 

A2aR
A2bR

Fas TRAILR

CD4

IL-1β, IL-6, TGF-β, 
VEGF, M-CSF

Argináza, 
iNOS, IDO, 

IL-10, TGF- β

DC

M2
MΦ

A2a/A2bR
CD39, CD73
PD-1, CTLA-4
Tim3, LAG-3
PD-L1, Galectin-1/3/9
Stat-3, Cox2, PGE2
IL-23
IL-10, TGF-β
IDO, TDO, Arg1

kalretikulin

PD-1

NK
PD-1

Tim-3

CTLA-4

PD-1

Tim-3CTLA-4

LAG-3 CD8

PD-L1 CD39
CD73

STAT-3, bcl-2

galektin-1/3/9

IDO, TDO

adenozin A2aR
A2bR

A2aR
A2bR

ATP AMP
CD8

galektin-1/9, 
IL-10, 

TGF-β, PGE2

angiogeneze

MDSC

Treg
Treg



 

 

 

58 

Z hlediska imunosupresivních strategií nádoru stojí v popředí především regulační T-lymfocyty, 

jejichž hlavní funkce je i/ navození a udržení tolerance vlastního (self-tolerance), a tím prevence 

autoimunitních onemocnění; ii/ potlačení alergie a astma; iii/ navození tolerance proti 

potravinovým antigenům; iv/ navození imunologické tolerance plodu v těle matky; v/ potlačení 

patogeny navozeného imunopatologického procesu; vi/ regulace typu (Th1 vs Th2) imunitní 

buněčné reakce; vii/ potlačení aktivace T-lymfocytů navozené slabými podněty; viii/ 

zpětnovazebná regulace imunitní reakce efektorových T-lymfocytů; ix/ ochrana komenzálních 

baktérií před eliminací imunitním systémem (Corthay, 2009). T-regulační lymfocyty jsou spojovány 

s modulací protinádorové imunity ve směru jejího potlačení. T-regulační lymfocyty jsou součástí 

nádorového stroma a předpokládá se, že jsou jedním z faktorů limitujících účinnou 

protinádorovou imunitu. U pacientů s ovarialním karcinomem byla elevace T-reg v nádorové tkáni 

asociována s horší prognózou (Curiel et al., 2004). Nicméně pohled na regulační T-lymfocyty 

v jiném kontextu, u jiných pacientů a jiným způsobem přinesl různorodé informace o souvislosti 

hladiny T-reg a prognózy maligního onemocnění. Rozdílné výsledky mohou být dány několika 

faktory: i/ metodologickým přístupem, např. FoxP3 pozitivita nemusí být limitována na regulační 

T-lymfocyty, ale může se vyskytovat i u aktivovaných T-lymfocytů; hodnocení lymfocytárního 

infiltrátu pouze z hlediska supresorových T-reg bez dostatečné informace o přítomnosti 

imunitních efektorů; ii/ kontextem působení regulačních T-lymfocytů, které mají schopnost 

potlačovat jak protinádorovou imunitu, tak stroma podporující vznik tumoru (Tzankov et al., 

2008), iii/ heterogenitou funkce regulačních T-lymfocytů, která není při vyšetření nádorového 

infiltrátu zpravidla reflektována, takže z tohoto pohledu není zatím dostatek informací. 

 

VÝSTUP 11: MYELOIDNÍ SUPRESOROVÉ BUŇKY U PACIENTEK S KARCINOMEM PRSU 

Myeloidní supresorové buňky (MDSCs; myeloid-derived suppressor cells) jsou heterogenní 

populací multipotentních progenitorových buněk myeloidního původu se sníženou funkcí 

diferenciace ve zralé myeloidní buňky. Rozeznávají se dvě hlavní populace MDSC: monocytární 

Mo-MDSC a granulocytární Gr-MDSC (Obrázek 31).  
Obrázek 31: Imunofenotyp a morfologie 

subtypů MDSC.  

MDSC byly vysortovány na základě 
imunofenotypu povrchových znaků, z buněčné 
suspenze byl přípraven cytospin a buňky na 
podložním skle obarveny panoptickým 
hematologickým barvením (Wright/Giemsa). 
Mo-MDSC jsou morfologicky podobné 
monocytům. Gr-MDSC mají členěné jadro jako 
granulocytární segmenty. Buňky se vyznačují 
výběžky cytoplazmy.  

 

Nejvíce prostudovanou funkcí MDSCs je útlum imunitní reakce, kde se fyziologicky předpokládá 

jejich úloha v regulaci nadměrné imunitní odpovědi a tím ochraně tkáně zasažené imunitní reakcí. 

Z tohoto hlediska se MDSC považují za významné imunoregulátory odpovědné za únik nádoru 

imunitnímu dohledu a nádorovou progresi, což je dáno ovlivněním imunitních efektorů, ale i 

jiných buněk v nádorovém mikroprostředí (Obrázek 32). 
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Studie prokazují zvýšený výskyt MDSCs u nádorových onemocnění nejen v okolí nádoru, ale 

i v periferní krvi, což pozitivně koreluje se špatnou prognózou a mortalitou a naopak negativně 

koreluje s výskytem a funkcí T-lymfocytů v periferní krvi (Talmadge and Gabrilovich, 2013; Wang 

et al., 2013; Yu et al., 2013). Zvýšené hladiny MDSC v periferní krvi jsme pozorovali u pacientek 

s karcinomem prsu (Obrázek 33). Zde je potřeba zdůraznit, že z uvedené analýzy byly vyloučeny 

pacientky léčené růstovými faktory stimulujícími granulocytopoézu (G-CSF) pro zkrácení trvání 

neutropenie jako důsledku 

protinádorové chemoterapie. Růstové 

faktory G-CSF i GM-CSF jsou 

významným endogenním stimulátorem 

MDSC, stimulují jejich proliferaci či 

migraci do místa zánětu (Shojaei et al., 

2009a). Naše měření prokázala, že 

farmakologické podání G-CSF vede 

k elevaci počtu cirkulujích MDSC u 

pacientek s karcinomem prsu (data zde 

neprezentuji). Zde vyvstává otázka, zda 

růstové faktory stimulující 

myeloproliferaci podávané k profylaxi 

febrilní neutropenie nezhoršují 

prognózu onkologického onemocnění 

(Obrázek 34). Publikované studie 

nedávají na tuto otázku jasnou 

odpověď.  
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Obrázek 32 Mechanizmy 
imunosupresivního a 
pronádorového působení MDSC. 
MDSC produkují IL-10, který 
navozuje imunosupresi stimulací 
T-regulačních lymfocytů. MDSC 
dále produkují arginázu 
katabolizující L-arginin, což vede 
k inhibici cytotoxických T-
lymfocytů. Díky expresi 
imunoregulačních enzymů zvyšují 
MDSC lokální koncentraci ROS a 
NO, což má také imunosupresivní 
efekt. Nádorový růst a 
metastazování však podporují 
i jinými mechanizmy, například 
napomáhají invazivitě nádoru 
produkcí proteáz (MMPs, uPA), 
podílejí se na nádorové 
angiogenezi diferenciací 
v endoteliální prekurzorové 
buňky aj. (Brandau et al., 2013; 
Talmadge and Gabrilovich, 
2013). 

Obrázek 33: MDSC v periferní krvi pacientek s karcinomem prsu.  
Počet Mo-MDSC, Gr-MDSC a jako součet MDSC celkem byl stanoven 
v periferní krvi jedinců z kontrolní skupiny (Z129) a v periferní krvi 
pacientek s karcinomem prsu (C50), které neužívaly růstové faktory
pro zkrácení trvání neutropenie. Celkový počet MDSC i obou 
subpopulací byl vyšší u pacientek s karcinomem prsu v porovnání 
s kontrolní skupinou. 
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S aktuálním rozvojem poznatků o významném pronádorovém efektu MDSC přibývá prací, které 

poukazují na možnost protinádorového působení některých léčiv směrem k potlačení chronického 

zánětu a eliminace MDSC. Příkladem je design léčby odrážející se od vstupní hladiny cirkulujích 

MDSC a exprese CD247, ve kterém se předpokládá, že pacienti s vysokým počtem MDSC a nízkou 

expresí CD247 nebudou benefitovat díky imunosupresivnímu prostředí v tumoru z protinádorové 

terapie a jsou tak kandidáty na anti-MDSC léčbu cestou jejich eliminace (gemcitabin, 5-FU), 

diferencice (ATRA), potlačení jejich akumulace (anti-TNFα, anti-GM-CSF, anti-VEGF, inhibitor CSF-

1R či inhibitor COX-2 celecoxib) či inhibice aktivity MDSC (nitroaspirin, sildenafil) (Meirow et al., 

2015).  
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Obrázek 34: Schéma vztahu nádorové progrese a MDSC. 
V mikroprostředí nádoru i v cirkulaci onkologických pacientů byla 
zaznamenána produkce G-CSF (Waight et al., 2011). Tento G-CSF 
produkovaný nádorem příspívá ke zvýšení počtu MDSC přímo jejich 
mobilizací z kostní dřeně a nepřímo uvolňováním hematopoetických 
progenitorů z KD, ze kterých vznikají MDSC ve slezině. MDSC migrují 
do prostředí nádoru, kde působí pronádorově ať už imunospupresivně,
tak proangiogenně (Obrázek 32Chyba! Nenalezen zdroj odkazů.). 
Exogenní růstové faktory přispívají k upregulaci MDSC v cirkulaci. Na 
myším modelu bylo demonstrováno, že G-CSF produkovaný tumorem 
zvyšuje počty MDSC a toto je spojeno s chemorezistencí a  horším 
přežitím (Kawano et al., 2015). Otázkou zůstává, jaká je úloha MDSC 
stimulovaných pomocí exogenních růstových faktorů v biologii nádoru 
u člověka (Aliper et al., 2014). Dále se předpokládá také úloha G-CSF 
při navození tolerance T-lymfocytů (Rutella et al., 2005) a publikací 
věnujících MDSC ve vztahu k maligním onemocněním rychle přibývá, 
přičemž většina z nich popisuje jejich imunosupresivní pronádorový 
efekt spojený s chronickým zánětem.  
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PROTINÁDOROVÁ IMUNOTERAPIE 

Počátky protinádorové imunoterapie pocházejí z konce 19. století, kdy byl zformulován koncept 

specifické imunity a kdy pozorování spontánních regresí malignit byla dávána do souvislosti 

s probíhajícím infekčním procesem, z čehož vyplynuly racionální předpoklady, že progrese nádorů 

může být utlumena modulací imunitního systému. V té době byly například popsány regrese 

různých typů nádorů v souvislosti se streptokokovým erysipelem (Bush, 1866; Coley, 1891; 

Fehleisen, 1883). Americký chirurg William Coley z těchto pozorování vycházel a infekční agens 

použil pro stimulaci imunitního systému u pacientů s malignitami. Extrahoval směs působků ze 

Streptococcus pyogenes a Serratia marcescens a tuto směs později nazývanou Coleyho toxin či 

Coleyho vakcína použil u více než 500 pacientů s malignitami různých histotypů a výsledkem byla 

regrese onemocnění či vyléčení u více než 10 % pacientů (Coley, 1991, 1928, 1910). Po válce 

začala do onkologické praxe vstupovat cytostatika a radioterapie a tak se imunomodulační 

přístupy u onkologických pacientů se dostaly do ústraní. Návrat myšlenky imunoterapie 

nádorových onemocnění přišel s rozvojem poznatků v imunologii, s rozvojem technologií přípravy 

polyklonálních a monoklonálních protilátek a následným rozmachem přípravy chimérických, 

humanizovaných a humánních terapeutických protilátek pro cílenou terapii maligních 

onemocnění.  

 Specifická Nespecifická 

Pasivní imunoterapie Monoklonální protilátky 
BiovaxID® 

 

Aktivní imunoterapie Vakcinace nádorovými antigeny  
Vakcinace dendritickými buňkami 
pulzovanými nádorovými antigeny 
Onkolytický virus T-VEC 
Chimerické antigenní receptory (CARs) 

Humorální: interferony, interleukiny, růstové 
faktory, checkpoint inhibitory, mifamurtid, 
imuquimod 
Buněčné: adoptivní imunoterapie (LAK, TIL, 
allogenní transplantace GvT efekt, NK-buňky), BCG 
imunoterapie 

Tabulka 5: Přístupy modulace imunitní odpovědi při léčbě onkologických onemocnění.  

 

Imunoterapeutické přístupy lze rozdělit na specifické a nespecifické a z jiného pohledu na aktivní a 

pasivní (Tabulka 5). Nespecifická imunoterapie je založena na obecné modulaci imunitního 

systému s předpokladem, že díky této imumodulaci dojde také k posílení protinádorové imunitní 

odpovědi (viz Coleyho toxin). Nespecifickou imunoterapii můžeme dále rozdělit na humorální, což 

je typicky podávání rekombinačních interferonů a interleukinů. Do kategorie nespecifické 

buněčné imunoterapie bychom mohli zařadit adoptivní imunoterapii pomocí expandovaných 

tumor-infiltrujích lymfocytů či imunoterapii BCG vakcínou obsahující živou oslabenou 

Mycobacterium bovis, která se používá pro léčbu karcinomu močového měchýře. Specifické 

imunoterapeutické přístupy jsou cíleny na nádorovou buňku respektive na skutečné nebo 

předpokládané nádorové antigeny. Specifické přístupy dále můžeme rozdělit na pasivní a aktivní. 

Pasivní imunoterapie jsou především terapeutické monoklonální protilátky proti strukturám na 

povrchu maligních buněk (typicky anti-CD20 rituximab či anti-Her2 trastuzumab) nebo proti 

solubilním funkčním molekulám (typicky anti-VEGF bevacizumab). Existuje také personalizovaný 

přístup v podobě BiovaxID pro léčbu folikulárního NHL, což jsou protilátky generované specificky 

proti antigenům maligní buňky (2012; Villanueva et al., 2011). Specifické imunoterapeutické 

postupy zahrnují např. i/ vakcinaci nádorovými antigeny spolu se stimulací imunitního systému 

pomocí adjuvans či cytokinů, ii/ vakcinaci dendritickými buňkami pulzovanými nádorovými 
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antigeny, iii/ inovativní imunotereputický přístup T-VEC, který byl schválen v říjnu 2015 FDA a na 

základě pozitivního hodnocení CHMP bude pravděpodobně brzy schválen i evropskou agenturou 

EMA (Ledford, 2015) pro léčbu pokročilého melanomu. T-VEC je herpesvirový konstrukt, který se 

replikuje specificky pouze v nádorových buňkách, což vede k produkci GM-CSF kódovaného virem 

a cytolýze maligní buňky. Následuje atrakce dendritických buněk, pohlcení uvolněných 

nádorových antigenů a stimulace T-lymfocytů pacienta v obraně proti melanomovým buňkám, iv/ 

chimerické antigenní receptory T-lymfocytů se testují pro protinádorovou léčbu po vnesení do 

autologních lymfocytů pacienta, extracelulární doména receptoru se váže na nádorové antigeny a 

intracelulární doména je arteficiálně připravena tak, aby poskytovala T-lymfocytu aktivační signál.  

 

MONOKLONÁLNÍ PROTILÁTKY 

Protinádorové imunoterapeutické protilátky jsou v zásadě dvojího typu: konjugované a 

nekonjugované. V případě konjugovaných protilátek je na molekulu imunoglobulinu napojena 

toxická (chemoterapeutikum, např. trastuzumab emtasin) nebo radioaktivní látka. Mechanizmus 

účinku konjugovaných protilátek je pak založen na faktu, že specifická afinita protilátky k cílové 

struktuře (zpravidla nádorovému antigenu) umožní zacílení chemo či radioterapeutického efektu 

přímo v místě nádoru. Drtivá většina registrovaných a testovaných protilátek v onkologii jsou 

protilátky nekonjugované. Jejich efekt je dán především cílovou strukturou, na kterou se vážou.  

1/ Historicky největší zkušenosti jsou s protilátkami, které se vážou na membránové struktury 

maligních buněk, které jsou více či méně specifické pro nádorové buňky. Efekt těchto protilátek 

se odvíjí od povahy antigenní struktury a je pak do různé míry závislý na spoluúčasti imunitního 

systému. Terapeutický efekt protilátek nezávislý na imunitním systému organizmu je spojen např. 

s blokací vazby přirozeného ligandu na cílový receptor, s internalizací cílové struktury či se změnou 

struktury cílového receptoru a následnou inhibicí intracelulárních signálních drah, což jsou jevy 

vedoucí k potlačení buněčného růstu a k navození apoptózy nádorových buněk. Efekt protilátek 

spojený s imunitním systém je dán tím, že protilátky opsonizují cílovou buňku, což znamená, že 

Fab fragment je navázaný na maligní buňce a Fc fragment je k dispozici imunitním buňkám 

s receptory pro Fc fragment Ig (viz také Výstup 6:) včetně monocytům a NK-buňkám, u kterých 

dojde po aktivaci Fc receptorů k uvolnění cytolytických perforinů a granzymů a indukci apoptózy u 

cílových buněk (viz Obrázek 22, str. 49). Tento proces se označuje jako buňkami zprostředkovaná 

cytotoxicita závislá na protilátkách ADCC. Nově vyvíjené generace monoklonálních protilátek mají 

konstrukci Fc fragmentu takovou, aby byla zvýšena afinita k FcγRIIIA (CD16), což výrazně zvyšuje 

ADCC u cílových buněk (Seidel et al., 2013; Weiner et al., 2010). Opsonizace protilátkami IgG1 také 

spouští aktivaci komplementu, což vede k lýze buněk prostřednictvím CDC, vazba komplementu 

také zvyšuje ADCC.  

2/ V případě, že se protilátky vážou na solubilní molekuly, je jejich efekt založen na potlačení 

dostupnosti cílové molekuly pro patofyziologické procesy spojené s progresí malignity, příklad: 

bevacizumab, který interaguje s VEGF. 

3/ Aktuálně zažívají v onkologii rozmach protilátky, které jsou cílené na klíčové regulační molekuly 

buněk imunitního systému. Jedná se především o protilátky proti CTLA-4, PD-1, či PD-L1. Anti-

CTLA-4 protilátka, ipilimumab, blokuje inihibiční molekulu CTLA-4 na povrchu T-lymfocytů. 
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Povrchový receptor CTLA-4 kompetuje s CD28 o vazbu na kostimulační molekuly B7 (CD80/CD86) 

antigen prezentujících buněk (Obrázek 19, str. 43). Při blokaci CTLA-4 ipilimumabem dochází 

k efektivní stimulaci T-lymfocytů pomocí APC. Ipilimumab je v současnosti registrován pro léčbu 

pokročilého melanomu a v klinickém testování je pro další, především imunoresponzivní 

malignity, NSCLC, SCLC, nádor močového měchýře, metastatický hormonálně refrakterní karcinom 

prostaty. Ipilimumab je díky svému mechanizmu účinku spojen se zánětlivými či autoimunitními 

projevy různé závažnosti (Lakomy and Poprach, 2015). Výsledky léčby ipilimumabem u pacientů 

s pokročilým melanomem jsou slibné, kdy u některých pacientů bylo dosaženo dlouhodobé 

odpovědi (Ascierto et al., 2014; Wolchok et al., 2013). Druhou skupinou protilátek regulujích 

přímo funkci imunitního systému jsou protilátky proti povrchové molekule PD-1 nebo jejímu 

ligandu PD-L1. Interakce  PD-L1 na povrchu APC s PD-1 na povrchu T-lymfocytů vede k inhibici 

proliferace a aktivace T-lymfocytů (Karwacz et al., 2011). Ligand PD-L1 exprimují na svém povrchu 

také některé maligní buňky, což slouží jako jejich nástroj úniku imunitní odpovědi organizmu 

(Hamanishi et al., 2007; Thompson et al., 2004). Blokace PD-1 či PD-L1 protilátkami (např. 

nivolumab, pembrolizumab, pidilizumab, lambrolizumab a další) pak vede k eliminaci signalizace 

blokující T-lymfocyty. Toxicita spojená s inhibicí PD-1 systému je mírnější než v případě blokace 

CTLA-4 a klinické výsledky při léčbě imunoresponzivních malignit jsou významné (Ivashko and 

Kolesar, 2016; Topalian, 2013; Viteri et al., 2015). Uvedené monoklonální protilátky tedy stimulují 

imunitní systém organizmu díky potlačení blokace imunitního systému; díky tomu je řadíme spíše 

do oblasti aktivní imunoterapie a jsou nazývány checkpoint inhibitory (Littman, 2015; Ribas, 

2015). 

Dle technologie, jakou byly připraveny, a tím souvisejícího obsahu zvířecích (zpravidla myších) 

versus lidských proteinů rozlišujeme protilátky na myší, chimerické (s označením končícím na 

„ximab“; cetuximab, rituximab), humanizované (s označením končícím na „zumab“; bevacizumab, 

trastuzumab) a humánní (s označením končícím na „umab“; panitumumab). Obecně lze říci, že 

s vyšší proporcí lidských proteinů se stává protilátka z medicínského hlediska vhodnější; klesá její 

antigenicita pro lidský imunitní systém a s tím nežádoucí účinky a zároveň roste její schopnost 

aktivovat žádoucím způsobem imunitní systém ve smyslu navození ADCC a CDC (Obrázek 22, str. 

49).  

 

VÝSTUP 12: PARADOXNÍ EFEKT TRASTUZUMABU NA TRAILEM INDUKOVANOU APOPTÓZU 

NÁDOROVÝCH BUNĚK  

Receptor HER2/neu je nadměrně exprimován u přibližně 10–15 % pacientek s karcinomem prsu a 

u některých dalších nádorů např. karcinomu žaludku. Overexprese Her-2 je díky intracelulární 

signalizaci vedoucí od tohoto receptoru spojena s horší prognózou nemoci (Obrázek 35). 

Humanizovaná anti-Her2 protilátka trastuzumab (Herceptin) byla vyvinuta pro léčbu karcinomu 

prsu se zvýšenou expresí Her-2 receptoru (Shepard et al., 1991) (Obrázek 35).  

V dnešní době je trastuzumab registrován 1/ pro terapii Her2-pozitivního karcinomu prsu: v 1. linii 

metastatického onemocnění v kombinaci s paklitaxelem nebo v kombinaci s docetaxelem, v 1. linii 

metastatického onemocnění v kombinaci s inhibitorem aromatáz nebo v monoterapii u pacientek, 

které jsou předléčeny 2 liniemi paliativní chemoterapie, 2/ pro adjuvantní terapii Her2-pozitivního 

karcinomu prsu po chirurgickém zákroku, po chemoterapii a po radioterapii, 3/ v kombinaci 
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s chemoterapií pro neadjuvantní terapii lokálně pokročilého Her-2-pozitivního karcinomu prsu, 4/ 

pro paliativní léčbu metastatického Her-2-pozitivního karcinomu žaludku v kombinaci 

s chemoterapií (cisplatina + kapecitabin nebo 5‑fluorouracil (EMA, 2015b). V současnosti jsou 

dostupné i další terapeutické monoklonální anti-Her-2 protilátky (např. pertuzumab, trastuzumab 

emtansin) a v různé fázi  klinického hodnocení jsou biosimilars trastuzumabu (GaBi, 2015). 

Overexprese proteinu Her-2 a/nebo amplifikace 

genu Her-2/neu je prediktivním faktorem pro 

léčbu karcinomu prsu trastuzumabem. Nicméně 

úspěšnost léčby trastuzumabem je významně 

zatížena tím, že většina pacientek s karcinomem 

prsu vyvine rezistenci k léčbě anti-Her2 (Cardoso 

et al., 2002).  

Na efektu trastuzumabu na nádorové buňky in 

vitro se dominantně podílí zvýšení hladiny 

inhibitoru cyklin dependentní kinázy p27Kip1 a 

následné zastavení buněčného cyklu (Le et al., 

2003; Yakes et al., 2002). In vivo je ale efekt na 

buněčný cyklus minimální a uplatňuje se indukce 

apoptózy v nádorových buňkách (Mineo et al., 

2004; Mohsin et al., 2005). Vazba trastuzumabu 

na Her-2 molekuly na povrchu nádorových buněk 

vede v kontextu hostitele ke stimulaci NK-buněk 

a k ADCC (Carson et al., 2001; Kubo et al., 2003; 

Sliwkowski et al., 1999) a cytotoxitě po fixaci 

komplementu (Spiridon et al., 2002). Vzhledem 

k tomu, že jednou z protinádorových zbraní efektorových buněk (cytotoxické T-lymfocyty a NK-

buňky) je aktivace death receptorů na maligních buňkách (Obrázek 22, str. 49), zjišťovali jsme na 

modelu buněčných linií karcinomu prsu efekt trastuzmabu na indukci apoptózy prostřednictvím 

ligandu TRAIL17. Překvapivým zjištěním bylo, že u jedné z testovaných buněčných linií se zvýšenou 

expresí Her-2 BT474 (ale ne SKBr-3) vedlo působení trastuzumabu ke snížení buněčné smrti 

navozené TRAILem (Příloha 17 - Fig. 1). Dále jsme zkoumali, která komponenta signální dráhy Her-

2 je za tento efekt zodpovědná, a zjistili jsme, že inhibice PI3K/Akt kinázové dráhy (ale ne 

MAPKinázové dráhy) zachrání buňky BT474 zcela před apotózou navozenou TRAILem (Obrázek 36) 

ale ne mitomycinem C (Příloha 17 - Fig. 4). Dále jsme zkoumali vliv trastuzumabu a inhibice 

PI3K/Akt kinázové dráhy na buněčné komponenty TRAIL-receptorové apoptotické dráhy, přičemž 

jsme zjistili, že trastuzumab a ještě výrazněji samotná inhibice PI3K/Akt vede k redukci povrchové 

exprese pro-apoptotických TRAIL-R1 a TRAIL-R2 a anti-apoptotického Bcl-xL, a nemá významný vliv 

na Bcl-2, FLIPL, FLIPS, IAP-1, IAP-2, XIAP, fosforylovaný Bad, p27 (Příloha 17 - Fig. 3, Fig. 5, Fig. 6).  

                                                           
17

 Dubská L., Andera L., Sheard M. A. (2005): HER2 signaling downregulation by trastuzumab and 
suppression of the PI3K/Akt pathway: an unexpected effect on TRAIL-induced apoptosis. FEBS 
Lett. 579(19):4149-58. IF 3,341, citace WOS 19 

Obrázek 35: Schématické znázornění efektu Her-2 
overexprese a trastuzumabu na biologii nádorové 
buňky.  
Zvýšená exprese Her-2 vede k dimerizaci receptoru a 
aktivaci jeho intracelulární domény. Intracelulární 
signalizace od tohoto receptoru pak vede k rezistenci 
buňky k apoptóze, proliferaci a buněčnému růstu. 
V případě vazby trastuzumabu na receptor Her-2 
dochází k blokaci intracelulární signalizace downstream 
Her-2, na které je maligní buňky závislá, a dochází 
k inhibici buněčného růstu.  
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Zjištěný antiapoptotický efekt 

trastuzumabu je specifický pro buňky s 

určitým kontextem, pravděpodobně 

takovým, kdy pro apoptózu navozenou 

prostřednictvím death receptorů není 

třeba amplifikace apoptotického signálu 

mitochondriální apoptotickou dráhou. 

Naše práce ukazující, že v určitém 

buněčném kontextu může mít inhibice 

„pronádorové“ signální transdukce 

specifický (TRAILem navozený) anti-

apoptotický efekt, je mezi publikacemi 

demonstrujícími kauzální vztah mezi 

aktivací PI3K/Akt kinázové dráhy a 

rezistenci k TRAILem navozené 

apoptóze, ojedinělá. V širším pohledu 

však existuje podobně rozporuplný 

efekt aktivace Ras, jež je jedním 

z aktivátorů PI3K/Akt kinázové dráhy 

(Obrázek 5, str. 16), na apoptózu 

navozenou ligandem TRAIL. Některé 

práce popisují, že antiapoptotický efekt 

aktivace Ras zahrnuje také rezistenci k apoptóze navozené ligandem TRAIL (Abdulghani et al., 

2013; Chen et al., 2014; Xu et al., 2013). Jiné práce ale ukazují opačný jev, kdy zvýšená exprese 

Ras vede ke zvýšené citlivosti k apoptóze navozené TRAILem u buněk karcinomu žaludku 

(Drosopoulos et al., 2005) či pankreatu (Kanzaki et al., 2013) a to prostřednictvím navození 

zvýšené exprese receptorů pro TRAIL na cílových buňkách (Oh et al., 2012), (Sahu et al., 2011), 

(Wang et al., 2005), což je v souladu s našimi výsledky.  

V době, kdy jsem se TRAILem indukovanou apoptózou zabývala, se díky slibným preklinickým 

výsledkům velká naděje vkládala v indukci apoptózy maligních buněk právě pomocí tohoto ligandu 

v jeho rekombinantní solubilní podobě nebo v podobě buněčné terapie (T-lymfocyty nebo 

kmenové buňky) buňkami exprimujícími TRAIL nebo v indukci apoptóza pomocí agonistické 

protilátky proti TRAIL-R2 (conatumumab) (Stuckey and Shah, 2013). Byla iniciována i řada 

klinických hodnocení, z nichž některá byla předčasně ukončena. Klinické hodnocení fáze Ib/II 

neprokázalo efektivitu conatumumabu v kombinaci s modifikovaným režimem FOLFOX6 a 

bevacizumabem v 1. linii léčby pacientů s metastatickým kolorektálním karcinomem (Fuchs et al., 

2013). Ve světle nových poznatků o zásadním významu typu buněčné smrti a jejich konsekvencích 

pro stimulaci imunitního systému a pro následné rozvinutí imunitní reakci proti maligním buňkám 

a navození udržitelného protinádorového efektu je třeba pohlížet na buněčnou smrt navozenou 

ligandem TRAIL i kontextu imunogenního potenciálu (McCray, 2014).  

 

 

Obrázek 36: Inhibice MAPK a inhibice PI3K kinázové má rozdílný 
efekt na apoptózu navozenou TRAILem u buněk BT474.  
(a, b) Buněčná linie byla pěstována v přítomnosti trastuzumabu po 
48 hodin. (a) Buňky byly vystaveny působení TRAIL v koncentraci 20 
ng/ml. Po 40 hodinách byla apoptóza stanovena jako zastoupení 
buněk se sub-G1 obsahem DNA. (b) Efekt trastuzumabu na MAPK a 
PI3K/Akt kinázovou dráhu byl stanoven pomocí imunoblotu s anti-
fosfo-p44/42 MAPK (Thr202/Tyr204) protilátkou a anti-fosfo-Akt 
(ser473) protilátkou. (c) Buňky byly inkubovány za přítomnosti 20 
μM PD-98059 (inhibitor MAPK) nebo za přítomnosti 20 μM LY-
294002 (inhibitor PI3K/Akt) a po 48 hodinách jim byl podán TRAIL. 
Apoptóza byla stanovena jako v (a). 
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PROTINÁDOROVÉ VAKCÍNY 

Počátky tohoto imunoterapeutického přístupu byly spojeny s využítím imortalizovaných 

nádorových buněk, lyzátů z nádorových buněk, definovaných nádorových peptidů, komplexů HSP, 

které byly spolu s adjuvans aplikovány onkologickým pacientům. Jako adjuvans jsou používány i/ 

mikrobiální látky např. inkompletní Freundovo adjuvans, CpG, ii/ cytokiny jako je GM-CSF, IL-2, IL-

12, IFNα. Tento přístup předpokládá, že aplikace nádorových antigenů spolu s adjuvans spustí 

přirozenou imunitní odpověď, tedy správnou prezentaci antigenů prostřednictví APC efektorovým 

T-lymfocytům, což způsobí cytolýzu nádorových buněk v primárním ložisku i v metastázách. Ve 

vakcinačních strategiích lze využít i preexistující imunitu např. přítomnost určitého druhu 

protilátek a jejich cílové antigenní struktury aplikovat intratumorálně a prostřednictvím daných 

protilátek vyvolat sekundárně imunitní odpověď vůči nádoru. Takovými protilátkami mohou být 

například anti-Gal, jejichž cílem jsou α(1,3) galaktosylované epitopy.  

 

VÝSTUP 13: PŘIROZENÉ PROTILÁTKY PROTI ALFA(1,3)-GALAKTOSYLOVÉMU EPITOPU 

Přirozené protilátky proti sacharidovým antigenům jsou součástí lidských sér; nejvíc je jich 

namířeno proti α-galaktosylovému epitopu (Galα1-3Galβ1-4GlcNAc-R). Tyto anti-Gal protilátky se 

vyskytuji pouze u lidí, lidoopů a opic Starého světa, u kterých došlo během evoluce (před 20-28 

miliony let) ke konstitutivní inaktivaci genu pro α1,3-galaktosyltransferázu. U savců mimo primáty, 

poloopice a opice Nového Světa vede funkční α1,3-galaktosyltransferáza k syntéze α-gal epitopů, 

navození tolerance k nim, což má za následek nepřítomnost anti-Gal protilátek u těchto skupin 

savců. Tvorba anti-Gal protilátek u hominoidů je indukována fyziologickou střevní mikroflórou 

(Galili, 2013). Protilátky se produkují ve třídách IgG, IgA, IgM, ale u některých jedinců (především 

v souvislosti s napadením klíštětem (Commins et al., 2011; Gonzalez-Quintela et al., 2014)) 

dochází také k tvorbě anti-Gal IgE protilátek a tyto protilátky pak způsobují specifické typy alergií 

včetně pozdní přecitlivělosti na červené maso a želatinu a anafylaxi po expozici cetuximabu (viz 

dále) (Chung et al., 2008; Morisset et al., 2012; Nunez et al., 2011). Vznik anti-Gal IgE protilátek 

byl popsán v souvislosti s napadením klíšťaty v Americe, kde vznik protilátek způsobuje klíště 

americké Amblyomma americanum (Commins et al., 2011), zatímco v Evropě a Austrálii jsou to 

klíšťata rodu Ixodes (Hamsten et al., 2013; Villalta et al., 2015).  

Napadení klíštětem a následné uvolnění slin a střeva do kůže a krve hostitele může mít různý 

dopad: rezistence či tolerance k následnému kousnutí klíštětem. Na experimentálních zvířecích 

modelech (morčata, určitá plemena skotu) bylo popsáno navození rezistence ke klíšťatům na 

základě opakované expozice klíšťatům (Allen, 1973). Tato rezistence vede jednak ke snížení 

nasátosti klíštěte, ale také k redukci infekce klíštětem přenášenými patogeny, což bylo popsáno u 

patogenů jako je Francisella tularensis (Bell et al., 1979) či Borrelia burgdorferi (Nazario et al., 

1998). Navození získané rezistence ke klíšťatům není obecným fenoménem; bylo popsáno pouze u 

určitých druhů živočichů, v rámci druhů např. u jednotlivých plemen skotu či ras psů (Ferreira et 

al., 2003; Piper et al., 2009; Wambura et al., 1998) a u člověka byla v tomto kontextu popsána 

interindividuání variabilita (Sutherst, 2001). Rezistenci ke klíšťatům, která se projevovala jednak 

nízkou nasátostí klíšťat a také velmi nízkou přítomností boreliových spirochet u klíšťat, jsme 

pozorovali u pěvušky modré (Prunella modularis), čímž se tento druh významně odlišoval od 
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jiných druhů řádu Passeriformes18. Rezistence ke klíšťatům je spojena s modulací řady komponent 

imunitního systému hostitele jako jsou protilátky, komplement, stimulační vlastnosti APC, Th1 

imunitní odpověď (Brown, 1988; Wikel, 1996).  

Na druhou stranu bylo popsáno, že komponenty slin a gastrointestinálního traktu klíšťat modulují 

imunitní odpověď směrem k posílení Th2 a potlačení prozánětlivé reakce (Preston et al., 2013; 

Wikel, 2013), což navozuje stav, který méně poškozuje sající klíště a usnadňuje přenos patogenů 

přenášených klíšťaty na hostitele. Tato Th2 imunitní odpvěď je spojená s produkcí IgE protilátek 

právě proti α-gal epitopům (Conrad et al., 2010) obsaženým v gastrointestinálním traktu klíšťat. 

Vzhledem k tomu, že inokulace α-gal epitopy samotnými nenavozuje stimulaci anti-Gal IgE (Yilmaz 

et al., 2014), je zřejmé, že kontext Th2 stavu imunitního systému, do kterého přichází nebo ho 

navozuje přisátí klíštěte je zásadní pro produkci anti-Gal IgE protilátek. Otázkou také zůstává, co je 

zdrojem α-gal epitopů v gastrointestinálním traktu klíštěte; zdali jsou to glykoproteiny 

produkované klíštětem či baktérie, které osidlují střevo klíštěte jako je např. E. coli (Andreotti et 

al., 2011) či jiné symbiotické případně patogenní baktérie19, jež nejsou doposud zcela popsány. 

Dle současných poznatků jsou anti-Gal protilátky významné z onkologického hlediska z několika 

důvodů:  

1/ Vzhledem k přítomnosti α-gal epitopů na Fab fragmentu cetuximabu dochází v případě výskytu 

anti-Gal IgE protilátek k systémovým alergickým reakcím, které mohou být velmi vážné a vedoucí 

až k anafylaktickému šoku (Chung et al., 2008). Přítomnost α-gal epitopů v cetuximabu je dána 

faktem, že se jedná o chimérickou protilátku obsahující 34 % myších proteinů. Pro klinickou praxi 

je z tohoto hlediska podstatné, že při hypersenzitivitě na cetuximab je možné pacienty s KRAS-

wt  kolorektálním karcinomem léčit jinou anti-EGFR protilátkou panitumumabem, který je plně 

humánní (Brugger, 2010).  

2/ Vzhledem k rozvoji poznatků vztahu mezi střevním mikrobiomem a rozvojem a prognózou 

maligních onemocnění (viz dříve, str. 35) je nasnadě otázka, jakou hrají přirozené anti-Gal 

protilátky, které vznikají proti sacharidům střevní mikroflóry, úlohu v systémové biologii maligních 

onemocnění. Při vývoji testovacího kitu ke kvantitativní detekci anti-Gal protilátek jsme 

vyšetřovali hladiny anti-Gal protilátek třídy IgG, IgA, IgM u pacientů s vybranými malignitami a 

tyto hladiny porovnávali s hodnotami u kontrolní skupiny zdravých jedinců20. Naše výsledky 

ukázali, že koncentrace antigalaktosylových protilátek v séru je závislá na pohlaví: IgM anti-Gal 

jsou u zdravých žen ve vyšších titrech než u zdravých mužů (p < 0,01). V séru pacientů 

s karcinomem prsu, kolorektálním karcinomem, karcinomem pankreatu a maligním melanomem 

jsou přítomny přirozené protilátky proti galaktosylovému epitopu v koncentracích podobných jako 

u zdravých osob, a to v izotypech IgG, IgM a IgA. U pacientů, mužů, s kolorektálním karcinomem 

byly zjištěny koncentrace IgA (třída imunoglobulinou související se slizniční imunitou) anti-Gal 

                                                           
18 Dubska L., Literak I., Kocianova E., Taragelova V., Sverakova V., Sychra O., Hromadko M. (2011): 
Synanthropic birds influence the distribution of Borrelia species: analysis of Ixodes ricinus ticks 
feeding on passerine birds. Appl Environ Microbiol. 77(3):1115-7. IF 3,952, citace WOS 8 
19 Hajduskova, E., Literak I., Papousek, I., Costa F.B., Novakova, M., Labruna, M.B., Zdrazilova-
Dubska, L. (2016): 'Candidatus Rickettsia mendelii', a novel basal group rickettsia detected in 
Ixodes ricinus ticks in the Czech Republic. Ticks Tick Borne Dis. 7: 482-486. IF 2,878 

20 Hamanová M., Zdražilová- Dubská L., Valík D., Lokaj J. (2014): Natural antibodies against α 
(1,3) galactosyl epitope in the serum of cancer patients. Epidemiol Mikrobiol Imunol. 63(2):130-3. 
IF 0,306, Citace PubMed 1 



 

 

 

68 

vyšší než u zdravých mužů (p < 0,01) (Příloha 20 – Graf 3), z čehož vyvstává otázka, zda má tato 

vyšší hladina souvislost s rozvojem kolorektálního karcinomu či je produkce IgA anti-Gal protilátek 

reakcí na přítomnost tumoru. U pacientů s gastrointestinálními tumory bylo pozorováno, že vyšší 

hladiny anti-Gal protilátek souvisí s horším klinickým průběhem onemocnění (Smorodin et al., 

2013). Nicméně v této studii nebyla provedena analýza hladiny anti-Gal s ohledem na stádium 

onemocnění, není tedy zřejmé, jaký je vztah anti-Gal protilátek v prognóze kolorektálního 

karcinomu. Tato problematika je v současné době předmětem výzkumu a klinických hodnocení.  

3/ Posledním aspektem anti-Gal v onkologii je potenciální využítí těchto protilátek v imunoterapii 

maligních onemocnění. Vzhledem k abundanci anti-Gal protilátek v lidském organizmu je 

testována imunoterapie pomocí α-gal glykolipidů aplikovaných intratumorálně (Whalen et al., 

2012). Byla provedena klinická studie fáze I s eskalací dávky α-gal glykolipidů u pacientů 

s karcinomem pankreatu s cílem posouzení toxicity a proveditelnosti, přičemž nebyla 

zaznamenána vážná imunologická toxicita včetně alergie (NCT00668382). Klinické hodnocení fáze 

I s eskalací množství intatumorálně podaných α-gal glykolipidů bylo ukončeno také u pacientů 

s maligním melanomem, výsledky zatím nejsou k dispozici (NCT00668512). Při intratumorální 

aplikaci α-gal glykolipidů dochází k opsonizaci maligních buněk a následné aktivaci APC, což 

spouští systémovou imunitní reakci vůči nádorovým antigenům v místě aplikaci i případných 

metastáz (Abdel-Motal et al., 2009; Qiu et al., 2011; Tanemura et al., 2013). Principem 

imunoterapie α-gal glykolipidy je tedy přeměnit léčený tumor na dočasnou vakcínu, která „naučí“ 

imunitní systém díky preexistujícím anti-Gal protilátkám rozeznat a zlikvidovat metastatické 

nádorové buňky exprimující nádorové antigeny.  

 

Výše uvedené imunoterapeutické postupy předpokládají adekvátní preexistující imunitu a/nebo 

adekvátní funkci imunitního systému, kdy manipulace imunitního systému spočívá pouze 

v prezentaci nádorových antigenů v kontextu nespecifické stimulace imunitního systému. 

Nedostatečnou aktivaci imunitní odpovědi směrem k nádorovým antigenům lze efektivněji 

překonat terapeutickou aplikací přímo antigen prezentujích buněk tedy dendritických buněk 

stimulovaných in vitro nádorovými antigeny. Jedná se o technologicky poměrně náročný postup, 

kdy se dendritické buňky získávají diferenciací z autologních prekurzorů v periferní krvi pacienta. 

Prekurzory dendritických buněk mohou být CD34+ buňky nicméně v dnešní době se využívají spíše 

relativně snadno dostupné cirkulující monocyty, které působením IL-4 a GM-CFS diferencují do 

imunokompetentních dendritických buněk. Takovéto buňky je možné stimulovat nádorovými 

antigeny, nativními nebo syntetickými peptidy nádorových antigenů či cDNA nádorových 

antigenů. Pulzované dendritické buňky jsou dále vystaveny maturačním faktorům nejčastěji typu 

PAMPs (např. LPS či poly(I:C)) a stimulačním cytokinům např. IFNγ či TNFα. Takto vznikají 

semimaturované nebo maturované dendritické buňky, které jsou následně v dávkách aplikovány 

onkologickým pacientům. Aplikace je zpravidla intradermální případně intranodální.  

V současné době je jediným registrovaným léčivým přípravkem – protinádorovou vakcínou na bázi 

dendritických buněk sipuleucel-T (komerční název Provenge), což je autologní buněčná 

imunoterapie na bázi DC, která je indikovaná u asymptomatického nebo minimálně 

symptomatického hormonálně refrakterního karcinomu prostaty. Tato vakcína je registrována 

FDA a její registrace v EU u Evropské lékové agentury byla na žádost výrobce z komerčních důvodů 

v květnu 2015 ukončena. Cena vakcíny v USA byla při registraci v roce 2010 93 tis. USD (Begley, 

2012). V České republice jsou protinádorové vakcíny na bázi dendritických buněk vyráběny na 
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dvou pracovištích a jsou předmětem klinických hodnocení. Přípravky biotechnologické firmy 

SOTIO jsou v současnosti v I-III fázi klinických hodnocení; konkrétně se jedná o i/ přípravek 

DCVAC/PCa testované ve fázi III u pacientů s metastazujicím kastračně rezistentním karcinomem 

prostaty, ii/ přípravek DCVAC/OvCa testovaný ve fázi II v kombinaci se standardní léčbou 

u pacientek s epiteliálním karcinomem vaječníků a iii/ přípravek DCVAC/LuCa testovaný ve fázi I/II 

v kombinaci se standardní chemoterapií u pacientů s pokročilým metastatickým nemalobuněčným 

karcinomem plic. Vyjmenované přípravky jsou in vitro připravené autologní dendritické buňky 

pulzované imortalizovanými nádorovými buněčnými liniemi (Podrazil et al., 2015). Druhým 

pracovištěm, které má povolení k výrobě protinádorové imunoterapie na bázi dendritických 

buněk, v České republice je Masarykova univerzita cestou centra ACIU Farmakologického ústavu 

Lékařské fakulty. Masarykova univerzita v současné době vyrábí a v klinickém hodnocení fáze I 

(zadavatel: Masarykova univerzita, zkoušející pracoviště: Klinika dětské onkologie FN Brno a LF 

MU) testuje v klinickém hodnocení „Kombinovaná protinádorová terapie s ex vivo 

manipulovanými dendritickými buňkami produkujícími interleukin-12 u dětských, adolescentních 

a mladých dospělých pacientů s progredujícími, relabujícími nebo primárně metastatickými 

malignitami vysokého rizika“ (eudraCT 2014-003388-39)(KDO_DC1311, 2015) dendritické buňky 

pulzované nádorovým lyzátem získaným z tumoru daného pacienta (více od str. 70).  

Z hlediska regulačního spadají protinádorové vakcíny na bázi dendritických buněk do skupiny tzv. 

léčivých přípravků pro moderní terapie (ATMP), jež podléhají Nařízení Evropského parlamentu a 

Rady (ES) č. 1394/2007 ze dne 13. listopadu 2007 o léčivých přípravcích pro moderní terapii a o 

změně směrnice 2001/83/ES a nařízení (ES) č. 726/2004. Pokud nejsou registrované, lze ATMP 

podat pouze v rámci schválených klinických hodnocení nebo na základě nemocniční výjimky dle 

Zákona č. 378/2007 Sb., o léčivech a o změnách některých souvisejících zákonů (zákon o léčivech) 

§49a. ATMP se rozdělují do 3 základních kategorií a dále regulace rozeznává kombinované a 

hraniční ATMP (Tabulka 6).  

ATMP Definice 

léčivý přípravek pro 
somatobuněčnou 
terapii (sCTMP) 

definovaný v části IV 
přílohy I směrnice 

2001/83/ES, ve znění 
pozdějších předpisů 

biologický léčivý přípravek, který má obě následující vlastnosti:  
(a) obsahuje buňky nebo tkáně, které byly předmětem zásadní manipulace, čímž došlo ke 
změně biologických vlastností, fyziologických funkcí nebo strukturálních vlastností 
relevantních pro zamýšlené klinické použití, nebo buňky nebo tkáně, které nejsou určeny k 
použití pro stejnou základní funkci (stejné základní funkce) u příjemce a dárce, nebo z 
takových buněk nebo tkání sestává;  
(b) je představen s tím, že má vlastnosti pro léčbu, prevenci nebo diagnostiku v případě 
onemocnění na základě farmakologického, imunologického nebo metabolického působení 
svých buněk nebo tkání, nebo je za tímto účelem používán u lidí nebo podáván lidem.  
Pro účely písmene a) se zejména manipulace uvedené v příloze I Nařízení (ES) č. 1394/2007 
nepovažují za zásadní manipulace: řezání, rozmělňování, tvarování, odstřeďování, namáčení 
v antibiotických nebo antimikrobiálních roztocích, sterilizace, ozařování, oddělení, 
zahušťování nebo čištění buněk, filtrování, lyofilizace, zmrazení, kryokonzervace a vitrifikace. 
Je třeba poukázat na to, že tento seznam manipulací, které nejsou považovány za zásadní, 
není vyčerpávající. 

přípravek tkáňového 
inženýrství (TEP) 

definovaný v odst. 1, 
písmenu b) článku 2 

Nařízení (ES) č. 
1394/2007 

přípravek, který:  
- obsahuje upravené buňky nebo tkáně nebo se z nich skládá a  
- je prezentován jako přípravek mající vlastnosti, jež slouží k obnově, opravě nebo nahrazení 
lidských tkání, nebo je za tímto účelem u lidí používán nebo je jim podáván.  
Přípravek tkáňového inženýrství může obsahovat buňky nebo tkáně lidského nebo zvířecího 
původu nebo obojí. Buňky nebo tkáně mohou být životaschopné nebo neživotaschopné. 
Mohou rovněž obsahovat další látky jako buněčné výrobky, biomolekuly, biomateriály, 
chemické látky, nosné struktury nebo matrice.  
Z této definice jsou vyňaty přípravky obsahující nebo sestávající výlučně z lidských nebo 
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zvířecích buněk nebo tkání, které nejsou životaschopné, neobsahují žádné životaschopné 
tkáně nebo buňky a jejich hlavním účinkem není farmakologický, imunologický nebo 
metabolický účinek.  
Odstavec 1, písmeno c) článku 2 Nařízení (ES) č. 1394/2007 dále uvádí, že:  
„Upravenými“ buňkami nebo tkáněmi se rozumí buňky nebo tkáně, které splňují alespoň 
jednu z těchto podmínek:  
- buňky nebo tkáně byly předmětem podstatné manipulace, v jejímž důsledku bylo dosaženo 
biologických vlastností, fyziologických funkcí nebo strukturálních vlastností podstatných pro 
zamýšlenou regeneraci, opravu nebo výměnu. Za podstatné manipulace nejsou považovány 
zejména manipulace uvedené v příloze I,  
- buňky nebo tkáně nejsou určeny k použití ke stejné základní funkci nebo funkcím u 
příjemce shodným se základní funkcí nebo funkcemi u dárce. 

léčivý přípravek pro 
genovou terapii 

(GTMP) definovaný v 
části IV přílohy I 

směrnice 2001/83/ES, 
ve znění pozdějších 

předpisů 

Léčivým přípravkem pro genovou terapii se rozumí biologický léčivý přípravek, který má obě 
následující vlastnosti:  
(a) obsahuje účinnou látku, která obsahuje rekombinantní nukleovou kyselinu používanou u 
lidí nebo podávanou lidem k regulaci, reparaci, výměně, doplnění nebo odstranění genetické 
sekvence, nebo z takové rekombinantní nukleové kyseliny sestává;  
(b) jeho terapeutický, profylaktický nebo diagnostický účinek se vztahuje přímo na sekvenci 
rekombinantní nukleové kyseliny, kterou obsahuje, nebo na produkt genetické exprese této 
sekvence.  
Léčivé přípravky pro genovou terapii nezahrnují vakcíny proti infekčním onemocněním.  

kombinovaný léčivý 
přípravek pro moderní 
terapii podle odstavce 
1, písmena d) článku 2 

Nařízení (ES) č. 
1394/2007 

ATMP, který splňuje tyto podmínky:  
- musí obsahovat jako nedílnou součást přípravku jeden nebo více zdravotnických 
prostředků ve smyslu čl. 1 odst. 2 písm. a) směrnice 93/42/EHS, nebo jeden nebo více 
aktivních implantabilních zdravotnických prostředků ve smyslu čl. 1 odst. 2 písm. c) směrnice 
90/385/EHS a  
- jeho buněčná nebo tkáňová část musí obsahovat životaschopné buňky nebo tkáně, nebo  
- jeho buněčná nebo tkáňová část obsahující neživotaschopné buňky nebo tkáně musí být 
schopna působit na lidské tělo takovým účinkem, který lze vzhledem k účinku uvedených 
zdravotnických prostředků považovat za hlavní.  
Požadavky na zdravotnické prostředky a implantabilní zdravotnické prostředky jsou uvedeny 
v příslušných pokynech Evropské komise a v legislativě, jíž se řídí zdravotnické prostředky. 

Tabulka 6: Klasifikace léčivých přípravků pro moderní terapii.  
Dle Diskusní dokument o klasifikaci léčivých přípravků pro moderní terapie EMA/CAT/600280/2010 rev.1 (Reflection 
paper).  

 

 

 VÝSTUP 14: PROTINÁDOROVÁ TERAPIE NA BÁZI DENDRITICKÝCH BUNĚK PRODUKUJÍCÍCH 

IL-12 

Vakcíny z dendritických buněk lze tedy vyrábět a aplikovat pouze jako somato-buněčné léčivé 

přípravky, z čehož vyplývá, že výroba DC vakcín se řídí správnou výrobní praxí dle GMP guide (The 

Rules Governing Medicinal Products in the European Union, Volume 4, Good manufacturing 

practice) a dozor nad výrobní činností provádí SÚKL. Vhledem k tomu, že přípravek obsahující živé 

buňky nemůže projít koncovou sterilizací, jsou DC vakcíny vyráběny sterilně v čistých prostorech 

(ČP), což je definováno jako prostor, ve kterém je řízena koncentrace částic ve vznosu tak, aby 

byla splněna specifikovaná třída čistoty pro částice ve vznosu, a ve kterém jsou řízeny ostatní 

relevantní parametry, např. teplota, vlhkost, tlak. ČP pro sterilní výrobu mají 4 třídy čistoty: A, B, 

C, D, jež jsou klasifikovány podle počtu částic o velikosi 0,5 μm a 5 μm v 1m3 ve stavu za klidu a za 

provozu. Výstupní kontrola kvality DC vakcíny je zaměřena na imunobiologické vlastnosti léčivého 

přípravku (diferenciace do DC, maturace, schopnost produkovat aktivační cytokiny, schopnost 

stimulovat imunitní systém v MLR) a na ověření neinfekčnosti (sterilita, nepřítomnost 

Mycoplasma spp.).  
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K výrobě léčivého přípravku na bázi dendritických buněk, jak je definována protokolem 

(KDO_DC1311, 2015), se pro pulzaci antigeny využije nádor pacienta, který je odebrán při 

chirurgickém zákroku, a monocyty pacienta, které jsou získány leukaferézou. Následuje výrobní a 

kontrolní proces a do 30 dnů od zahájení výroby je možné LP propustit k aplikaci (Obrázek 37).  
 

Obrázek 37: Schéma přípravy personalizované 
protinádorové vakcíny z autologních 
dendritických buněk.  
Při diagnostické a/nebo terapeutické resekci 
tumoru je část tkáně odebrána. Bezprostředně 
po odběru nádorové tkáně je z ní připraven 
nádorový lyzát, který je zamražen a následně 
použit pro výrobu vakcíny. Pacientovi jsou 
odebrány leukaferézou mononukleáry, které 
jsou rozděleny elutriací do několika frakcí a 
frakce bohatá na monocyty je nasazena 
k diferenciaci pomocíc IL-4 a GM-CSF do 
dendritických buněk. Po několikadenní 
kultivaci jsou k nezralým dendritickým buňkám 
přidány připravené nádorové antigeny a 
maturační cytokiny LPS a IFNγ. Po další krátké 
kultivaci jsou dendritické buňky sklizeny a 
v zamražovacím médiu rozalikvotovány na 
dávky, které jsou připraveny k aplikaci a ke 
kontrolním procesům. Pokud úspěšně 
proběhne kontrola kvality vyrobené šarže 

léčivého přípravku, může být propuštěn k aplikaci pacientovi. Aplikace DC vakcíny probíhá intradermálně a místo vpichu 
je před aplikací ošetřeno imiquimodem, který stimuluje TLR-7 a -8 (Schon and Schon, 2007a; Schon and Schon, 2007b). 
DC vakcína se aplikuje opakovaně s odstupem několika týdnů. Veškeré činnosti týkající se výroby DC vakcíny od odběru 
nádorové tkáně po transport léčivého přípravku k aplikaci probíhají v režimu SVP.  

 

Analýza klinických hodnocení DC vakcín u pacientů s pokročilým melanomem, karcinomem 

prostaty a renálním karcinomem prokázala objektivní klinickou odpověď mezi 7,7 a 12,7 % a 

objektivní klinický benefit 30-54 % (Draube et al., 2011; Engell-Noerregaard et al., 2009). Časná 

klinická hodnocení prokázala, že využití protinádorové imunoterapie založené na dendritických 

buňkách má vyšší klinický efekt oproti přímé vakcinaci antigeny bez APC (Rosenberg et al., 2004). 

Podíl přirozené imunity v podobě dendritických buněk je při rozvoji efektivní protinádorové 

obrany rozhodující. Bez stimulačního kontextu v podobě interakce s kostimulačními molekulami a 

působení aktivačních cytokinů, který T-lymfocytům poskytuje přirozená imunita, se v lymfatických 

uzlinách nerozvíjí účinná protinádorová obrana. Bez uvedeného kontextu je u T-lymfocytů 

navozena anergie nebo apoptóza a maligní klon, který antigenně stimuloval imunitní systém, 

může být tolerován. Z tohoto důvodu se v dněšní době provádí protinádorová vakcinace 

dendritickými buňkami po aplikaci maturačních stimulů v podobě TLR a cytokinů. Stimulační 

dendritická buňka je vybavena kostimulačními molekulami, adhezivními molekulami pro interakci 

s T-lymfocyty a produkuje vysokou koncentraci IL-12 a malé množství inhibičního cytokinu IL-10 

(Obrázek 38).  
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Obrázek 38: Základní imunobiologie protinádorové vakcíny z autologních dendritických buněk.  
Exprese provrchových znaků a cytokinů představuje charakteristiku dendritických buněk = LP vyrobeného ve studii 
KDO_DC1311. Vakcína z dendritických buněk je aplikována intradermálně a viabilní dendritické buňky migrují do 
spádové lymfatické uzliny, kde probíhá antigenní stimulace T-lymfocytů. Základní imunofenotyp dendritických buněk je 
CD14- CD163- CD103+/- CD11c+ CD11b+. CD11c a CD11b (receptor pro C3b složku komplementu) jsou integrinové 
molekuly typické pro myeloidní buňky. Ztráta molekuly CD14 (monocyty jsou pozitivní) poukazuje na úspěšnou in vitro 
diferenciaci. CD163 je scavenger receptor pro komplex hemoglobin-haptoglobin a jeho exprese je typická pro monocyty 
a makrofágy (Fabriek et al., 2005); negativita CD163 svědčí o tom, že z monocytů nebyly in vitro diferencovány 
makrofágy. CD197 je chemokinový receptor CCR7 a jeho exprese je zásadní pro migraci dendritické buňky 
v chemokinovém gradientu do parafolikulárních oblastí lymfatické uzliny, kde je značná koncentrace T-lymfocytů (Ohl et 
al., 2004). CD44, povrchový glykoprotein odpovědný za mezibuněčné interakce, je nazýván také HCAM (homing cell 
adhesion molecule). Tato molekula na povrchu dendritických buněk je důležitá pro interakci s T-lymfocyty při jejich 
antigen-dependentní stimulaci (Hegde et al., 2008), ale také pro shlukování dendritických buněk (Termeer et al., 2001). 
CD54 neboli ICAM1 (InterCellular Adhesion Molecule-1) je ligandem leukocytárního integrinového komplexu 
CD11a/CD18 (LFA-1). Interakce mezi CD54 a LFA-1 usnadňuje mezibuněčný kontakt (Dustin et al., 1986) a to i při 
imunitním spoji (Carrasco et al., 2004). Exprese CD54 na dendritických buňkých je ukazatelem jejich aktivace a 
schopnosti efektivně prezentovat antigeny T-lymfocytům (Sheikh and Jones, 2008). HLA-Dr je antigen prezntační 
komplex MHC II; je pozitivně exprimován na APC. CD86 je kostimulační molekula důležitá pro poskytnutí 2. signálu T-
lymfocytům (viz Obrázek 19, str. 43). CD83 je maturační znak dendritických buněk (Zhou and Tedder, 1995). Exprese 
CD40 na dendritických buňkách zvyšuje jejich antigen-prezentační schopnost (viz Obrázek 19, str. 43). OX-40L na povrchu 
dendritických buněk interaguje s OX-40 na povrchu T-lymfocytů, což zvyšuje přežití efektorových buněk a tím 
pravděpodobně zajišťuje produkci paměťových T-lymfocytů (Sugamura et al., 2004). Negativita ILT-3 poukazuje na to, že 
dendritické buňky z protinádorové vakcíny nemají tolerogenní potenciál (Manavalan et al., 2003), stejně jako produkce 
IL-12, která je výrzaně vyšši něž produkce IL-10.  

 

Součástí sledování pacientů v klinickém hodnocení KDO_DC1311 je i podrobný imunomonitoring 

cirkulujích elementů periferní krve. Imunomonitoring, který jsem sestavila, zahrnuje kvantitativní 

(proporčně i absolutní hodnoty) stanovení MDSC; T-reg; subpopulací monocytů; maturační a 

aktivační subsety T-lymfocytů (Obrázek 39) a subsety T-lymfocytů dle exprese ICOS, PD-1, Tim-3; 

NK-buňky a NKT-like buňky včetně aktivačních znaků; γδ T-lymfocyty včetně subsetů a exprese 

NKG2D. Parametry imunomonitoringu máme k dispozici před vakcinací (baseline hodnoty) a dále 

sledujeme dynamiku v čase s postupujícími dávkami protinádorové vakcíny (Obrázek 40). 
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Obrázek 39: Maturační 
subsety T-lymfocytů.  
Jednotlivá stádia T-lymfocytů 
dle historie expozice 
antigenům lze rozeznat dle 
přítomnosti určitých molekula 
na povrchu buněk. Směr 
postupujícího získávání 
efektorových a paměťových 
funkcí je demonstrován 
šipkou. Naivní lymfocyty jsou 
CD45RO- CD27+, časné 
paměťové lymfocyty CD45RO+ 
CD27+ se schopností 
produkovat IL-2 a IFNγ, bez 
výraznějších efektorových 
funkcí, efektorové lymfocyty 
CD45RO+ CD27- se schopností 
produkovat IL-2, IFNγ, 
s vysokou hladinou granzymů 

a perforinů a pozdní antigenem stimulované buňky CD45RO- CD27-. Tento obrázek je ukázkou subsetů u CD8+ 
cytotoxických T-lymfocytů, nicméně analogicky lze klasifikovat i CD4+ Th-lymfocyty. Subsety lymfocytů lze dále 
subkategorizovat dle exprese CD197 = CCR7 ukazujicí na schopnosti migrace do lymfatických uzlin a exprese HLA-Dr = 
MHC II sloužící jako aktivační znak. Naivní lymfocyty bez dosavadní antigenní stimulace jsou CD27+ RO- CCR7+. 
Efektorové T-lymfocyty exprimují HLA-Dr.  

 

 

Obrázek 40: Ukázka dynamiky maturačních subsetů T-lymfocytů v kontextu podání protinádorové vakcíny na bázi 
dendritických buněk.  
Dynamika subsetů T-lymfocytů představuje reálné výsledky pacienta, jemuž byla aplikována protinádorová vakcína z 
dendritických buněk v rámci klinického hodnocení KDO_DC1311.  
VLEVO - maturační subsety u CD4+ Th-lymfocytů. VPRAVO - maturační subsety u CD4+ Th-lymfocytů. Posun 
v maturačních subsetech je po směru hodinových ručiček. DOLE – s aplikací DC vakcíny narůstá proporce cytotoxických T-
lymfocytů s aktivovaným imunofenotypem CD27- HLA-Dr+ a klesá proporce naivních T-lymfocytů CD45RO- CD27+ 
CCR7+.  
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MIKRO- A MAKROPROSTŘEDÍ NÁDORU: ANGIOGENEZE, ENDOTEL A KREVNÍ DESTIČKY 

 

NÁDOROVÁ ANGIOGENEZE – ZÁKLADNÍ PRINCIPY  

Angiogeneze, neboli novotvorba cév, je nezbytnou podmínkou pro růst nádoru přesahující 

velikost 1–2 mm3, jelikož při této velikost již nestačí prostá difúze k zásobení nádoru živinami a 

kyslíkem a také k odstranění odpadů z metabolismu (Folkman, 1971). Následně je nádorová 

neovaskulatura významná pro další aspekty progrese rakoviny jako deregulace metabolizmu 

nádoru a tvorba metastáz.  

Za fyziologických podmínek jsou u dospělého jedince klidové endoteliální bunky cév udržovány 

autokrinní signalizací (VEGF, Notch, angiopoetin-1, FGFs). Endoteliální buňky jsou vybaveny 

senzory hladiny kyslíku a faktory indukovanými hypoxií jako jsou proteiny s PHD2 doménou a HIF-

2α, jejichž aktivace umožňuje upravit tvar cévy, aby byl zajištěn optimální průtok krve. 

Endoteliální buňky vzájemně propojené molekulami jako jsou VE-kadherin či klaudiny tvoří 

jednovrstevnou hydrodynamickou výstelku cévy, která je v bezprostředním kontaktu s krví. Vrstva 

endoteliálních buněk je pokryta pericyty, které přispívají k integritě endoteliálních vrstvy, např. 

inhibují proliferaci endotelií a produkují signály potřebné k přežití edotelií (VEGF, Ang-1). 

Endoteliální buňky a pericyty produkující proteiny tvořící bazální mebránu.  

Nádorová angiogeneze je iniciována chemickými látkami produkovanými nádorem. Zásadní 

počáteční stimul pro iniciaci nádorové angiogeneze je hypoxie v rostoucím nádoru. Hypoxie vede 

k up-regulaci hypoxií indukovaných transkripčních faktorů HIF-1α a HIF-2α, které jsou hlavní 

regulátory homeostázy kyslíku a klíčové regulátory proangiogenních signálů (rodina VEGF). Při 

stimulaci angiogeneze dochází k aktivaci původně klidových endoteliálních buněk a jejich 

rychlému růstu. Mechanizmus angiogeneze je složitý vícestupňový proces, který je regulován 

větším počtem humorálních působků, zejména cytokinů, adhezivních molekul, proteolytických 

enzymů a nízkomolekulárních látek, které jsou exprimovány několika buněčnými typy – buňkami 

samotného nádoru, endoteliálními buňkami, pericyty a fibroblasty, ale také buňkami imunitního 

systému a trombocyty (Obrázek 41, dále pak Obrázek 51).  

Na úrovni tvorby nových cév byly pozorovány různé způsoby a aspekty vaskulogeneze. Při 

nádorové angiogenezi se velmi často uplatňuje i/ tzv. pučení (angl. sprouting), kdy z jedné 

z endoteliálních buněk vzniká tzv. vrcholová buňka (angl. tip cell) která změní polaritu, částečně 

migruje a vytváří počátek výběžku nově vzniklé cévy; ii/ migrace endoteliálních progenitorů (EPC) 

z kostní dřeně a jejich integrace do nově vznikajících cév; iii/ intususcepce, kdy po vchlípení 

původní cévy vznikají nové cévy; iv/ nádorové mikroprostředí může kooptovat stávající cévy; v/ 

tzv. vaskulární mimikry (angl. vascular mimicry), kdy stěny kapilár v nádoru mohu být 

spolutvořeny přímo nádorovými buňkami; a byla popsána i vi/ diferenciace cytogeneticky 

nestabilních nádorových kmenových buněk do buněk endoteliálních a jejich následná inkorporace 

do vznikající nádorové vaskulatury (Carmeliet and Jain, 2011).  



 

 

Obrázek 41: Základní kroky v nádorové angiogenezi.
Angiopoetin-1 (Ang1) je exprimován řadou buněk a jeho vazba na receptor
integrity cév. Hypoxické maligní buňky produkují VEGF
receptor neuropiliny NRP-1 či NRP-2 (mohou transdukovat signál po vazbě VEGF i nezávisle na VEGFR
Kessler, 2008) na povrchu endoteliálních buněk. Izoformy VEGF produkují také buňky nádorového stromatu a samotné 
endoteliální buňky. Vazba VEGF na jeho receptory na endoteliálních buňkách vede k
a přispívá k permebilizaci cév. Nádorové buňky, buňky nádorové stromatu a také VEGFem stimulované endoteliální 
buňky produkují matrixové metaloproteinázy (MMP), které štěpí bazální membránu a extracelulární matrix. Degradace 
bazální membrány zvyšuje mobilitu endoteliálních buněk a signální m
přispívají k regulaci angiogeneze. Za hypoxických podmínek a/nebo stimulaci pomocí VEGF exprimují endoteliální buňky 
angiopoetin-2 (Fiedler et al., 2004). Angiopoe
cévy pericyty, destabilizaci cév a zvýšení vaskulární permeability a to následně umožňuje větvení (angl. 
stávajících kapilár. VEGFem stimulované endoteliální buňky a některé nádorové buňky produkují PDGF
stimuluje pericyty k expresi receptoru pro PDGF
pericytů jak z lokálního prostředí tak progenitorů perivaskulárních buněk 
PDGFR signalizace je vaskulatura nezralá, bez dostatku pericytů a náchylná k

 

Nádorová hypoxie a stimulace angiogeneze bě

působků (VEGF, SDF-1), stimulujících mobilizaci endoteliálních progenitorů (EPC, 

z kostní dřeně a jejich inkorporaci do nově vznikající aplastické nád

možné detekovat v periferní krvi (

(Ammendola et al., 2015; de la Puente et al., 2013

karcinomu (Yu et al., 2014).  

MMP
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nádorové angiogenezi.  
1 (Ang1) je exprimován řadou buněk a jeho vazba na receptor endoteliálních buněk Tie2 umožňuje u

integrity cév. Hypoxické maligní buňky produkují VEGF-A, jehož určité izoformy se váží na VEGFR-2 (Ferrara, 2009
2 (mohou transdukovat signál po vazbě VEGF i nezávisle na VEGFR

na povrchu endoteliálních buněk. Izoformy VEGF produkují také buňky nádorového stromatu a samotné 
endoteliální buňky. Vazba VEGF na jeho receptory na endoteliálních buňkách vede k jejich proliferaci, migraci, přeživání 

rové buňky, buňky nádorové stromatu a také VEGFem stimulované endoteliální 
buňky produkují matrixové metaloproteinázy (MMP), které štěpí bazální membránu a extracelulární matrix. Degradace 
bazální membrány zvyšuje mobilitu endoteliálních buněk a signální molekuly uvolněné z extracelulární matrix dále 

regulaci angiogeneze. Za hypoxických podmínek a/nebo stimulaci pomocí VEGF exprimují endoteliální buňky 
. Angiopoetin-2 kompetuje s Ang1 o vazbu na Tie2, což vede k abnormálnímu pokrytí 

cévy pericyty, destabilizaci cév a zvýšení vaskulární permeability a to následně umožňuje větvení (angl. 
ár. VEGFem stimulované endoteliální buňky a některé nádorové buňky produkují PDGF

expresi receptoru pro PDGF-B, tedy PDGFR-β (Kano et al., 2005). PDGF-B je významným atraktorem 
lokálního prostředí tak progenitorů perivaskulárních buněk (PP) z kostní dřeně (Song et al., 2005

PDGFR signalizace je vaskulatura nezralá, bez dostatku pericytů a náchylná k regresi (Bergers et al., 2003

angiogeneze během progrese maligního tumoru vede k

1), stimulujících mobilizaci endoteliálních progenitorů (EPC, 

kostní dřeně a jejich inkorporaci do nově vznikající aplastické nádorové vaskulatury. EPC je 

(Obrázek 42) a jejich hladina koreluje s progresí onemocnění

de la Puente et al., 2013) a může být prediktorem progrese u renálního 
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Obrázek 42: Hladina EPC u pacientů s kolorektálním karcinomem a 
kontrolní skupiny. 
Endoteliální progenitory byly detekovány jako CD146+ CD
CD45dim/+ buňky s kvantifikací v návaznosti na fluorescenční kuličky. 
Přestože nebyl pozorován statisticky významný rozdíl mezi třemi 
definovanými skupinami, trend k nejvyšší hladině EPC byl u pacientů 
s maligním onemocněním léčených chemoterapií bez k
cílenou anti-angiogenní látkou. 
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extracelulární matrix dále 
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PROTINÁDOROVÁ TERAPIE CÍLENÁ NA NÁDOROVOU ANGIOGENEZI 

 

Poté co Judah Folkman postuloval a experimentálně potvrdil klíčovou roli angiogenního přepnutí 

(angl. angiogenic switch) pro progresi tumoru, začal se vývoj protinádorové terapie ubírat směrem 

k potlačení vzniku nových cév v nádorovém mikroprostředí s cílem snížít denzitu kapilár a tím 

eliminovat nádor (Teng et al., 2010).  

V současné době je registrováno několik specifický léčivých přípravků cílících na nádorovou 

angiogenezi – bevacizumab, aflibercept, ramucirumab. Další přímé regulátory/inhibitory 

angiogeneze jsou předmětem vývoje, preklinického a klinického hodnocení. Dále jsou 

pro protinádorovou léčbu k dispozici cílené připravky, jejichž efekt je více či méně spojen 

s regulací angiogeneze.  

Bevacizumab je rekombinantní humanizovaná monoklonální protilátka (k rekombinantním 

protilátkám více na str. 62) proti endotheliálnímu růstovému faktoru (VEGF). Vazba bevacizumabu 

na VEGF interferuje s vazbou VEGF na VEGF-R a bevacizumab tak inhibuje pro-angiogenní funkci 

VEGF. V současnosti je v Evropě bevacizumab indikován pro léčbu i/ metastatického 

kolorektálního karcinomu v kombinaci s chemoterapií (viz Výstup 15) ii/ pokročilých, 

metastatických nebo rekurentních nádorů plic, pleury a mediastina v kombinaci s chemoterapií, 

iii/ pokročilých nebo rekurentních karcinomů ovarií nebo tuby v kombinaci s chemoterapií, iv/ 

metastatického karcinomu ledvin v kombinaci s IFN-α, v/ metastatického karcinomu prsu 

v kombinaci s chemoterapií (EMA, 2015a), vi/ přetrvávajícího, rekurentního nebo metastazujícího 

karcinomu děložního čípku v kombinaci s paklitaxelem a cisplatinou nebo alternativně u 

pacientek, kterým nemůže být podaná léčba platinou, s paklitaxelem a topotekanem. V současné 

době probíhají klinická hodnocení bevacizumabu pro další indikace. 

Aflibercept (VEGF trap) je rekombinantní fúzní protein skládající se z extracelulární domény 

lidského VEGFR-1 a VEGFR-2 a z Fc fragmentu lidského IgG1. Aflibercept váže VEGF v cirulaci a tím 

blokuje jeho dostupnost pro VEGF-receptory. Aflibercept je nově registrován pro léčbu mCRC.  

Ramucirumab je monoklonální protilátka proti VEGFR-2. Ramucirumab je indikován pro léčbu 2. 

linie pokročilého karcinomu žaludku nebo gastroezofageální junkce v kombinaci s paklitaxelem.  

Nízkomolekulární tyrozinkinázové inhibitory interferují s fosforylací a transdukcí signálu z 

tyrozinkináz. Jejich léčebný efekt vychází z poznatku, že určité tyrozinkinázy jsou v nádorových 

buňkách konstitutivně aktivovány nebo jejich aktivace přispívá k progresi malignity. 

Nízkomolekulární tyrozinkinázové inhibitory blokují transdukci signálu z tyrozinkinázových 

receptorů včetně PDGF-receptorů, VEGF-receptorů, a tím potlačují také nádorovou angiogenezi. 

Nízkomolekulární tyrozinkinázové inhibitory se používají k léčbě maligních onemocnění 

v monoterapii, v kombinaci s chemoterapií jsou toxické. V současnosti je v Evropě sunitinib 

indikován pro léčbu i/ inoperabilních nebo metastatických gastrointestinálních stromálních 

nádorů po progresi na imatinibu, ii/ metastatického karcinomu ledvin, iii/ metastatického 

neuroendokrinního nádoru pankreatu (EMA, 2015c). Sorafenib působí jako inhibitor několika 

tyrozinkináz (včetně receptorových VEGFR, PDGFR) a Raf kináz. V současnosti je sorafenib 

registrován pro léčbu hepatocelulárního karcinomu, pokročilého renálního karcinomu a v určitém 

stádiu diferencovaného karcinomu štítné žlázy. Pazopanib je multikinázový inhibitor je 
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registrován pro léčbu pokročilého renálního karcinomu a u některých typů sarkomů měkkých 

tkání.  

Anti-angiogenní komponentu mají také mTOR inhibitory (temsirolimus, everolimus). Inhibice 

mTOR interferuje se syntézou proteinů, které regulují proliferaci, růst a přežívání nádorových 

buněk. Vzhledem k tomu, že jednou z downstream molekul mTOR je klíčový regulátor faktor 

angiogeneze HIF-1α, tlumí inhibice mTOR také syntézu VEGF a potažmo reguluje nádorovou 

angiogenezi (Wan et al., 2006). Tento efekt se významně uplatňuje u renálního karcinomu, s jehož 

etiopatogenezí je běžně spojena mutace nádorového supresoru VHL, který je klíčovým faktorem 

degradace HIF-1α (Thomas et al., 2006).  

VÝSTUP 15: BEVACIZUMAB A CHEMOTERAPIE V 1. LINII LÉČBY METASTATICKÉHO 

KOLOREKTÁLNÍHO KARCINOMU V KONTEXTU MUTACE GENU KRAS 

Mutace genu KRAS (v současnosti s rozšířením na celou skupinu genu RAS (Výstup 1, str. 15) je 

v současnosti jediným prediktivním faktorem v algoritmu léčby metastatického kolorektálního 

karcinomu anti-EGFR monoklonálními protilátkami. Nicméně vzhledem k interakci aktivovaného 

genu KRAS s buněčnou signalizací regulující angiogenezi (Tabulka 7) je racionální položit si otázku, 

zda mutace genu KRAS intereferuje s léčbou bevacizumabem.  

Ras signalizace vede k produkci VEGF (Matsuo et al., 2009; Okada et al., 1998; Rak et al., 1995; Rak et al., 2002; 
Takahashi et al., 1995). 

Ras signalizace vede k produkci proangiogenního IL-8 (Sparmann and Bar-Sagi, 2004) 

Ras signalizace vede ke snížené produkci anti-angiogenního trombospondinu-1 (Watnick et al., 2003). 

Inhibice konstitutivně aktivovaného KRAS vedla k snížené expresi proangiogenních IL-6, IL-8, VEGF-A (Wang et al., 
2015b). 

Tabulka 7: Vliv signalizace Ras a aktivační mutace genu Ras na angiogenezi.  

 

Provedli jsme analýzu dat v registru CORECT, který obsahuje informace o pacientech 

s kolorektálním karcinomem léčených cílenou léčbou21. Analyzovali jsme 1622 pacientů, kteří byli 

léčeni mezi lednem 2005 a dubnem 2013 pro metastatický kolorektální karcinom v první linii 

bevacizumbem s chemoterapií FOLFOX, XELOX, FOLFIRI nebo XELIRI a měli známý statut mutace 

v genu KRAS. Mutace v genu KRAS (detekována dle soudobých postupů tedy v kodonech 12 a 13 

(Výstup 1) zjištěna u 40,6 % jedinců. Incidence somatické mutace v genu KRAS neměla souvislost 

s pohlavím pacientů, lokalizací primárního tumoru, výkonostním stavem, resekabilitou metastáz, 

ani metastatickým postižením 2 a více orgánů. Významný rozdíl s ohledem na mutaci v KRAS byl 

ve věku v čase zahájení léčby; kupodivu byl medián u podskupiny s mutovaným genem KRAS 63 

let a u podskupiny s WT KRAS 61 let (p<0,001). Z hlediska metastatického postižení nebyl rozdíl 

v incidenci jaterních (přítomny u 67,7 % pacientů s WT KRAS a 64,0 % s mutací KRAS) ani 

peritoneálních metastáz. Pacienti s mutací v KRAS měli spíše méně metastáz v lymfatických 

uzlinách (u 26,1% pacientů s mutací KRAS a u 30,7 % pacientů s WT KRAS, p=0,073). Naopak 

                                                           
21 Bencsikova B, Bortlicek Z, Halamkova J, Ostrizkova L, Kiss I, Melichar B, Pavlik T, Dusek L, Valik D, 
Vyzula R, Zdrazilova-Dubska L. (2015): Efficacy of bevacizumab and chemotherapy in the first-line 
treatment of metastatic colorectal cancer: broadening KRAS-focused clinical view. BMC 
Gastroenterol. 24;15(1):37. IF 2,115, citace PubMed 2 
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pacienti s mutací KRAS měli častěji plicní metastázy (32,0 %) než podskupina bez mutace (23,8 %), 

p = 0,001 (Příloha 21 – Table 1). Důvod pro zvýšený počet plicních metastáz v souvislosti s mutací 

KRAS není doposud znám. Vezmeme-li v úvahu také trend k nižší frekvenci postižení lymfatických 

uzlin, můžeme se domnívat, že maligní buňky s mutací KRAS se šíří spíše hematogenní cestou. 

V tomto případě může mutace KRAS poskytovat buňce výhodu v podobě aktivace drah spojených 

s produkcí tkáňového faktoru (Rao et al., 2011), cyklooxygenázy-2, MMP-9 (Wang et al., 2009) či 

katepsinu B (Chan et al., 2010), což následně přispívá k efektivnější interakci maligní buňky 

s trombocyty, čímž se zvyšuje ochrana maligních buněk v cirkulaci a tedy i metastatický potenciál.  

Analýza přežití bez progrese a celkového přežití ukázala, že medián PFS u a skupiny pacientů 

s wild-type KRAS bylo 11,5 měsíců a u skupiny pacientů s mutací v KRAS bylo 11,4 měsíců a 

medián OS byl u wild-type KRAS 30,7 měsíců a u pacientů s mutací v KRAS 28,4 měsíců (Obrázek 

43). Jednoleté celkové přežití bylo u wt-KRAS 88,1% (95% CI 85,9% - 90,3%) oproti 89,2 % (95% CI 

86,6 % - 91,8 %) u mutKRAS. Dvouleté celkové přežití bylo u wt-KRAS 63,0 % (95% CI 59,5 % - 66,5 

%) oproti 58,5 % (95% CI 53,8 % - 63,2 %) u mutKRAS. Tříleté celkové přežití bylo u wt-KRAS 41,8 % 

(95% CI 37,8 % - 45,8 %) oproti 38,1 % (95% CI 32,8 % - 43,5 %) u mutKRAS. Je tedy zřejmé, že 

aktivační mutace KRAS (detekována v kodonu 12 nebo 13) neovlivňuje léčebných efekt 

bevacizumabu a chemoterapie v první linii léčby metastatického kolorektálního karcinomu.  

 

 

Obrázek 43: Klinický efekt léčby mCRC v první linii bevacizumabem a chemoterpií dle statutu genu KRAS.  
Analýza přežití bez progrese (PFS) (vlevo) a celkového přežití (OS) (vpravo).  

 

Multivariační analýza tohoto souboru pacientů ukázala, že na přežití bez progrese onemocnění 

nemá kromě mutačního stavu KRAS vliv ani pohlaví, věk, místo primárního nádoru, synchronní 

metastázy, typ chemoterapie podávané v první linii s bevacizumabem. Významně horší PFS bylo 

povrzeno v případě metastatické postižení 2 a více orgánů. Na celkové přežití měly negativní vliv 

synchronní metastázy a metastatické postižení dvou a více orgánů. Pacienti, kteří měli v první linii 

s bevacizumabem chemoterapii s oxaliplatinou, měli tendenci k lepšímu přežití oproti těm, kteří 

začali léčbu pro metastatické onemocnění s chemoterapií s irinotekanem (Obrázek 44). 
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Obrázek 44: Výsledky multivariační Cox analýzy u pacientů s mCRC léčených v první linii bevacizumabem a 
chemoterapií. 

 

Podrobnější pohled s ohledem na mutační status KRAS ukázal, že přežití bez progrese je negativně 

ovlivněno multiorgánovým metastatickým postižením nezávisle na KRAS. V případě kolorektálního 

karcinomu s mutací genu KRAS vedly synchronní metastázy k významně kratšímu přežití bez 

progrese. Naopak u pacientů s wild-type KRAS nebyly synchronní metastázy negativním faktorem 

z hlediska přežití bez progrese. Z hlediska celkového přežití bylo postižení dvou a více orgánů 

negativním prognostickým faktorem nezávisle na mutaci KRAS. V případě, že kolorektální 

karcinom nebyl mutovaný v genu KRAS, znamenaly synchronní metastázy kratší celkové přežití. 

Pacienti s mutací v genu KRAS (ale ne WT KRAS), kteří byli v první linii léčeni chemotrapií 

s irinotekanem měli tendenci ke kratšímu celkovému přežití (Tabulka 8). Medián celkového přežití 

byl následující: WT KRAS / oxaliplatinová cht 31,0 měsíců (95% CI 28,7-33,4), KRAS mutace / 

oxaliplatinová cht 29,1 měsíců (95% CI 26,2-32,1), WT KRAS / cht s irinoteknem 29,2 měsíců (95% 

CI 21,9-36,6), KRAS mutace / cht s irinotekanem 24,2 měsíců (95% CI 21,9-26,4). 

 

Progression 
free survival 

Tested category 
/ Reference 
category 

WT KRAS KRAS mutation 

N HR  
(95% CI) 

p-value n HR  
(95% CI) 

p-value 

Gender Female / Male 371/593 0.97  
(0.83; 1.12) 

0.642 253/405 1.01  
(0.84; 1.22) 

0.910 

Age ≥ 65 / < 65 yrs 271/691 1.08  
(0.92; 1.27) 

0.358 250/406 0.91  
(0.75; 1.10) 

0.328 

Site of primary 
tumour 

Rectum / Colon 371/593 1.09  
(0.94; 1.26) 

0.266 260/398 0.92  
(0.76; 1.10) 

0.353 

M of primary 
tumour 

M1 / M0 563/401 0.96  
(0.83; 1.11) 

0.545 417/241 1.32  
(1.09; 1.59) 

0.005 

2 and more 
metastasis 

Yes / No 338/427 1.37  
(1.16; 1.62) 

<0.001 238/309 1.77  
(1.43; 2.18) 

<0.001 

Chemotherapy OX based /IRI 
based 

806/158 1.07  
(0.89; 1.30) 

0.464 550/108 1.12  
(0.88; 1.43) 

0.351 

Overall 
survival 

Tested category 
/ Reference 
category 

WT KRAS KRAS mutation 

N HR  p-value n HR  p-value 
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(95% CI) (95% CI) 

Gender Female / Male 371/593 1.00  
(0.83; 1.21) 

0.993 253/405 0.91  
(0.71; 1.16) 

0.443 

Age ≥ 65 / < 65 yrs 271/691 1.10  
(0.88; 1.36) 

0.408 250/406 0.95  
(0.75; 1.22) 

0.715 

Site of primary 
tumour 

Rectum / Colon 371/593 1.12  
(0.93; 1.35) 

0.238 260/398 1.09  
(0.85; 1.39) 

0.506 

M of primary 
tumour 

M1 / M0 563/401 1.25  
(1.03; 1.50) 

0.020 417/241 1.20  
(0.93; 1.54) 

0.155 

2 and more 
metastasis 

Yes / No 338/427 1.43  
(1.15; 1.77) 

0.001 238/309 2.00  
(1.52; 2.63) 

<0.001 

Chemotherapy OX based /IRI 
based 

806/158 0.90  
(0.71; 1.13) 

0.345 550/108 0.79  
(0.58; 1.05) 

0.108 

Tabulka 8: Výsledky jednorozměrné Coxovy analýzy celkového přežití a přežití bez progrese pro podskupiny s wild-

type KRAS a mutovaným KRAS.  

Statisticky významný rozdíl je vyznačen červeně.  

 

Zajímalo nás také, zda má lokalizace metastatického postižení prognostický význam v kontextu 

mutace KRAS. Obecně jsme nepozorovali významný rozdíl v přežití v závislosti na lokalizaci 

metastáz. Pouze u skupiny pacientů s mutací v KRAS jsme pozorovali tendenci k delšímu přežití u 

pacientů s plicími metastázami (Příloha 21, Figure 4). 

Doposud bylo publikováno několik studií hodnotící mutaci v genu KRAS v kontextu terapie 

s bevacizumabem u metastatického kolorektálního karcinomu. Většina výsledků byla získána 

sekundárně z klinických hodnocení porovnávajích efekt bevacizumabu a anti-EGFR terapie. 

V těchto hodnoceních stejně tak jako v naší studii je obtížné hodnotit celkové přežití, jelikož 

pacienti jsou po první linii léčby s bevacizumab dále léčeni v různých režimech (Tabulka 9). 

 

Hodnocení  Terapeutický režim n KRAS 
WT/MT (%) 

PFS KRAS WT/MT 
(měsíce) 

OS KRAS WT/MT 
(měsíce) 

AVF2107g (Hurwitz et 
al., 2009) 

B+IFL 85/44 
(66/34) 

13.5 vs 9.3; p=NS 27.7 vs 19.9; p=NA 

PACCE (Hecht et al., 
2009) 

B+oxaliplatin-based 261/164 
(61/39) 

11.5 vs 11.0; p=NA 24.5 vs 19.3 p=NA 

B+irinotecan-based  12.5 vs 11.9 p=NA 19.8 vs 20.5 p=NA 

AGITG MAX (Price et 
al., 2011) 

B+Capecitabine+/-
mitomycin 

224/90 
(71/29) 

8.8 vs 8.2; p=NS 19.8 vs 17.6; p=NS 

(Saltz et al., 2012) B+mFOLFOX6 49/36 
(58/42) 

10.9 vs 12.1; p=NA 18.8 vs 22.4; p=NA 

CAIRO-2 (Tol et al., 
2009) 

B+CAPOX 156/108 
(59/41) 

10.6 vs 12.5; p=0.80 22.4 vs 24.9; p=0.82 

MACRO (Diaz-Rubio et 
al., 2012) 

B+XELOX 219/175 
(56/44) 

10.9 vs 9.2; p=0.0038 26.7 vs 18.4; p=0.0002 

FIRE-3 (Stintzing et al., 
2013) 

B+FOLFIRI 334/62 10.4 vs 12.2; p=NA 25.9 vs 20.6; p=NA 

Naše analýza – CORECT B+oxaliplatin-based  964/658 11.4 vs 11.4; p=0.970 31.0 vs 29.1; p=0.558 

B+irinotecan-based  12.1 vs 11.3; p=0.704 29.2 vs 24.2; p=0.212 

Tabulka 9: Přehled dosavadních studií a klinických hodnocení srovnávajících parametry přežití v kontextu KRAS mutace 
u pacientů s kolorektálním karcinomem léčených bevacizumabem.  
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Klinický efekt bevacizumabu, jak byl stanoven v klinických studiích, je nejvýznamnější právě u 

metastatického kolorektálního karcinomu, kde se díky jeho přidání k chemoterapii PFS i OS 

prodlužuje řádově o jednotky měsíců (1 - 5) (Hurwitz et al., 2004). Obdobný efekt na PFS byl 

pozorován u metastatického karcinomu prsu a metastatického karcionomu ledvin, bez 

významného efektu na prodloužení celkového přežití (Escudier et al., 2010).  

 

Mimo limitovanou účinnost bevacizumabu u léčby pacientů s metastatickým maligním 

onemocněním jsou další významné aspekty klinického efektu anti-VEGF terapie: i/ neúčinnost 

bevacizumabu v monoterapii (Giantonio et al., 2007), ii/ vznik rezistence k bevacizumabu (Bergers 

and Hanahan, 2008), iii/ neúčinost bevacizumabu mimo makroskopicky metastatické 

onemocnění, např. v adjuvanci (Allegra et al., 2011). Tato pozorování svědčí o tom, že původní 

koncept inhibice angiogeneze vedoucí k zásadní regresi tumoru díky eliminaci přísunu kyslíku a 

živin není tak přímočarý, jak se předpokládalo. Pokud bychom navíc uvažovali, že existuje 

schopnost difúze kyslíku a živin do nádoru o určité velikosti a tato velikost pak představuje limitu 

protinádorového efektu inhibice nádorové angiogeneze a vaskularizace, tak by samotnou inhibicí 

angiogeneze (skutečně ve smyslu eliminace kapilár v nádoru) nebylo možné dosáhnout kompletní 

regrese nádoru (Obrázek 45). Na základě uvedených a dalších pozorování je dnes již všeobecně 

přijímán fakt, že klinicky pozorovatený protinádorový efekt antiangiogenní terapie není výsledkem 

prosté inhibice nádorové vaskulatury ale spíše normalizací abnormální nádorové vaskulatury, 

která umožňuje transport a distribuci protinádorové terapie (chemoterapie) k maligním buňkám 

(Hernandez-Agudo et al., 2015), infiltraci nádoru imunokompetetními buňkami a určitou roli při 

eliminaci maligních buněk hraje pravděpodobně i navození normoxie nádoru potažmo vznik 

dostatečného množství ROS (Garg et al., 2013). Přechodná normalizace nádorové vaskulatury je 

pak prostředkem umožnujícím protinádorový efekt konkomitantím léčebným postupům (chemo-, 

radio-, imunoterapie), které působí jak na maligní buňky tak na nádorovou angiogenezi a finálním 

efektem je pak za optimálních terapeutických podmínek regrese nádoru tedy maligních buněk a 

stroma včetně nádorové vaskulatury.  

 

 

 

Obrázek 45: Objem nádorové masy a 
efekt inhibice nádorové vaskulatury.  
Pokud vycházíme z předpokladu, že pro 
okysličení tkáně/nádoru o velikosti 1-2 
mm

3
 je dostatečná prostá difúze a 

nádorová vaskulatura nehraje do této 
velikosti zásadní roli (Folkman, 1971), 
byla by z mechanistického hlediska 
inhibice nádorové vaskulatury účinným 
protinádorovým prostředkem v oblasti 
velikosti tumoru nad 1 mm3 tj. cca 100 
tis. buněk (Del Monte, 2009). Pokud 
tuto úvahu otočíme, tak za 
předpokladu, že inhibice angiogeneze 
vede k regresi nádorové vaskulatury a 
tím i regresi tumoru, tak by dosah anti-
angiogenní terapie nesahal pod 100 tis. 
buněk, které by při eliminaci nádorové 
vaskulatury byly dostatečně 
zásobovány kyslíkem a živinami prostou 
difúzí.  
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HYPOXIE A ANGIOGENEZE V MIKROPROSTŘEDÍ NÁDORU A V CIRKULACI 

Hypoxie v nádoru působí na populaci maligních buněk; u některých buněk navozuje buněčnou 

smrt, na druhou stranu hypoxické podmínky vyvíjejí selekční tlak, dochází ke změně parametrů 

prostředí nádorů, zvyšuje se genetická nestabilita maligních buněk; objevují se například mutace 

genu p53, aktivuje se onkogen KRAS, a tím dochází k potlačení produkce thrombospondinu, 

důležitého antiangiogenního faktoru. Hypoxie tedy příspívá k selekci klonů buněk s vyšším 

maligním potenciálem, schopností metastazovat a se zvýšenou rezistencí k terapii.  

Hypoxií navozený angiogenní switch vede k produkci nádorové vaskulatury, která se strukturou a 

funkčními parametry zásadně liší od normální uspořádané vaskulatury v orgánech s fyziologickou 

funkcí. Morfologicky jsou cévy nádorového stroma křivolaké, neuspořádaně se větvící a spojující, 

s nerovnoměrným průsvitem, heterogenní denzitou v různých oblastech tumoru (Jain, 2005; Nagy 

et al., 2010). Nádorové kapiláry se vyznačují většími mezerami mezi endotelovými buňkami, 

narušenou bazální membránou, jsou nerovnoměrně pokryty pericyty a jsou propustné (Feng et 

al., 2000; Jain, 2005), což je dále potencováno hypoxií stimulovanou produkcí VEGF, která dále 

zvyšuje permebilitu nádorových cév (Jain, 2013).  

 

VÝSTUP 16: CIRKULUJÍCÍ BIOMARKERY NÁDOROVÉ ANGIOGENEZE 

Hypoxie vede k upregulaci angiopoetinů Ang-1 a Ang-2. Stabilizačním působkem nádorové 

vaskulatury je angiopoetin-1 a naopak jeho funkčním antagonistou a kompetitorem o vazbu na 

receptor Tie2 je angiopoetin-2. Na základě funkčních vlastností nelze angiopoetiny jednoznačně 

přiřadit do kategorie „inhibitor“ či „aktivátor“ angiogeneze. Nicméně se dá předpokládat, že 

zvýšená hladina angiopoetinu-2 bude spojena s propagací abnormální nádorové vaskulatury. Při 

analýze plazmatických hladin angiopoetinů u pacientů s kolorektálním karcinomem jsme zachytily 

vyšší hladiny obou angiopoetinů v porovnání s kontrolní skupinou. 

Nicméně Ang2 byl u pacientů s malignitou elevován více než Ang1 

a pokud jsme dále zkoumali poměr Ang2/Ang1 ve vztahu 

k rozsahu nádorového onemocnění (pro kvantifikaci zastoupeno 

hladinou CEA), zjistili jsme pozitivní korelaci mezi poměrem 

„destabilizačního“ a „stabilizačního“ angiopoetinu a hladinou CEA 

(Obrázek 46).  

Angiopoetin 2 lze tedy považovat za faktor přispívající k vzniku 

abnormální propustné chaotické nádorové vaskulatury (Ogawa et 

al., 2004), jehož efekt je v konečném důsledku pronádorový. U 

pacientů s NSCLC bylo popsáno horší 5-leté přežití u pacientů 

s vyššími hladinami Ang-2 (Carter et al., 2000). Souvislost vysoké 

hladiny Ang2 s horším přežitím byla popsána i u pacientů 

s kolorektálním karcinomem léčených bevacizumabem (Goede et 

al., 2010) a u pacientů s rekurentním glioblastomem léčených 

cediranibem (Batchelor et al., 2010). Naopak angiopoetin-1, jež 

přispívá ke vzniku zralé normální vaskulatury, má ulohu spíše 

protinádorovou. U myšího modelu byla popsána regrese jaterních metastáz karcinomu tlustého 

střeva a peritoneální karcinomatózy po podání angiopoetinu-1 (Curley et al., 2002; Stoeltzing et 

Obrázek 46: Vztah mezi poměrem 
plazmatických hladin angiopoetinů 
a CEA. 
U pacientů s kolorektálním 
karcinomem je korelace mezi 
poměrem Ang2/Ang1 a nádorovým 
markerem CEA, který je určitou 
reflexí rozsahu nádoru (nádorové 
masy) a může být i prognostickým 
faktorem průběhu onemocnění. 
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al., 2003). Nabízí se tedy otázka, jaký je kl

pacientů. Na myších modelech vedla inhibice obou faktorů VEGF a Ang2 k

nádoru (Coutelle et al., 2015; Hashizu

již dostupné výsledky klinického hodnocení fáze III u pacientek s

karcinomem (TRINOVA-1) srovnávajcící 

skládající se z Fc oblasti a peptidové vazebné oblasti) inhibující oba ang

placebo+paklitaxel; přičemž efektem

(Monk et al., 2014).  

Konečný efekt anti-angiogenní terapie je regrese nádorové vaskulatury, při níž se mohou do 

cirkulace uvolňovat apoptotické endoteliální buňky, jež můžeme 

zralé (angl. mature) cirkulující endoteliální buňky mCEC. Pozorovali jsme, že u pacie

anti-angiogenní terapií jsou hladiny mCEC vyšší 

(bez onkologického onemocnění; medián 541 m

hodnotám oproti pacientům léčený

pacientů léčených anti-angiogenní terapií 

mCEC a CEA naznačující, že zralé/apoptotick

mikroprostředí do periferní krve mohou být 

 

 

 

 

Cirkulující markery angiogenezy a popis imunofenotypu pro detekci cirkulující endoteliální

buněk a cirkulující endoteliálních progenitorů je součástí aktuálního Doporučení k

nádorových markerů pro klinickou praxi (Příloha 

 

 

 

 

 

                                                           
22 Dubska L. (2007): Circulating endothelial cells and precursor cells as predictors of cancer 
spread and metastasis: pilot data on colorectal and breast cancer.
abstrakt zvané přednášky, IF 2,840 

Obrázek 
sérovou hladinou CEA. 
U pacientů s
nádo
masy) a může být i prognostickým faktorem průběhu onemocnění.
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, jaký je klinický výsledek inhibice angiopoetinu-2 u onokologických 

h vedla inhibice obou faktorů VEGF a Ang2 k potlačení

Hashizume et al., 2010; Kienast et al., 2013). V současné době jsou 

již dostupné výsledky klinického hodnocení fáze III u pacientek s rekurentním ovariálním 

srovnávajcící paklitaxel+trebanabid, což je tzv. peptibody (konstrukt 

Fc oblasti a peptidové vazebné oblasti) inhibující oba ang

em trebanabidu je mírné statisticky signifikantní prodloužení PFS 

angiogenní terapie je regrese nádorové vaskulatury, při níž se mohou do 

cirkulace uvolňovat apoptotické endoteliální buňky, jež můžeme v periferní krvi det

) cirkulující endoteliální buňky mCEC. Pozorovali jsme, že u pacie

rapií jsou hladiny mCEC vyšší (medián 779 mCEC/ml) než u kontrolní skupiny 

(bez onkologického onemocnění; medián 541 mCEC/ml; p = 0,047 t-test), ale také 

léčeným chemoterapií (medián 677 mCEC/ml, p = 0,058 t

terapií jsme pozorovali trend k inverzní korelaci mezi 

/apoptotické endoteliální buňky mCEC uvolněné z

mikroprostředí do periferní krve mohou být biomarkerem regrese nádorové vaskulatury

Cirkulující markery angiogenezy a popis imunofenotypu pro detekci cirkulující endoteliální

buněk a cirkulující endoteliálních progenitorů je součástí aktuálního Doporučení k

nádorových markerů pro klinickou praxi (Příloha 11, str. 35).  

Circulating endothelial cells and precursor cells as predictors of cancer 
spread and metastasis: pilot data on colorectal and breast cancer. Tumor biology. 28(1):35

 

Obrázek 47: Vztah mezi hladinou zralých cirkulujících endoteliálních buněk a 
sérovou hladinou CEA.  
U pacientů s kolorektálním karcinomem je korelace mezi poměrem Ang2/Ang1 a 
nádorovým markerem CEA, který je určitou reflexí rozsahu nádoru (nádorové 
masy) a může být i prognostickým faktorem průběhu onemocnění.

onokologických 

potlačení progrese 

současné době jsou 

rekurentním ovariálním 

trebanabid, což je tzv. peptibody (konstrukt 

Fc oblasti a peptidové vazebné oblasti) inhibující oba angiopoetiny, a 

prodloužení PFS 

angiogenní terapie je regrese nádorové vaskulatury, při níž se mohou do 

í krvi detekovat jako 

) cirkulující endoteliální buňky mCEC. Pozorovali jsme, že u pacientů léčených 

kontrolní skupiny 

test), ale také trend k vyšším 

0,058 t-test)22. U 

inverzní korelaci mezi hladinou 

mCEC uvolněné z nádorového 

biomarkerem regrese nádorové vaskulatury.  

Cirkulující markery angiogenezy a popis imunofenotypu pro detekci cirkulující endoteliálních 

buněk a cirkulující endoteliálních progenitorů je součástí aktuálního Doporučení k využití 

Circulating endothelial cells and precursor cells as predictors of cancer 
Tumor biology. 28(1):35-35. 

lých cirkulujících endoteliálních buněk a 

kolorektálním karcinomem je korelace mezi poměrem Ang2/Ang1 a 
rovým markerem CEA, který je určitou reflexí rozsahu nádoru (nádorové 

masy) a může být i prognostickým faktorem průběhu onemocnění. 



 

 

KREVNÍ DESTIČKY: NÁDOROVÁ ANGIOGENE

Již v 60. letech 19. století byla popsána agregace trombocytů navozená nádorovými buňkami, 

která je částečně odpovědná za 

demonstrováno, že blokací tvorby agregátů destiček s

metastáz (Gasic et al., 1968

destičky koreluje s metastatickým potenciálem nádorových buněk 

Karpatkin et al., 1988b). V

poznatky o úloze krevních destiček v

významnou úlohu při hemostáze. Základní f

přilnou na poraněním obnažený subendoteliální kolagen, ii/ agregace 

prostřednictvím fibrinogenu, pro který exprimují receptory, iii/ konstrikce 

bílkovinám dochází ke změně tvaru destiček a uvolnění účinných látek, iv/ tvorba trombu 

vzniká provizorní destičkový trombus a navazují procesy vzniku červeného trombu a 

hemokogulace, v/ hojení 

poraněné tkáně. Základní funkce krevních destiček se uplatňují v

komponentami organizmu

mikroprostředí nádorová buňka (příloha 

imunokompetentní buňky

granulích krevních destiček. Po jejich aktivaci destičkovými agonisty (tj. trombin, ADP, kolagen) je vystaven na 
destičky (membrane flipping), kde zprostředkovává adhezi leukocytů na krevní destičky a vazbu krevních destiček 
navzájem. Interakce P-selektinu s
Krevní destičky jsou aktivovány také prostřednictví receptorů PAR
protrombinu na trombin je nezbytný tkáňový faktor (TF, FIII). TF je glykoprotein přítomný na subendotelových buňkách, 
monocyty a makrofágy tkáňový faktor produkuj
aktivovaný FVIIa katalyzuje aktivaci FX na FXa, který dále katalyzuje přeměnu protrombinu (FII) na trombin (FIIa). 
αIIbβ3 (GPIIb/IIIa) receptor zprost
jako je vitronectin a fibrinogen, agregaci moduluje.
 

 

                                                          
23 Pilatova K., Zdrazilova-Dubska L., Klement G. L. (2012): 
Klin Onkol. 25(2): S2 50-57.
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: NÁDOROVÁ ANGIOGENEZE A PROGRESE TUMORU

. letech 19. století byla popsána agregace trombocytů navozená nádorovými buňkami, 

která je částečně odpovědná za protrombotické působení nádoru (Trousseau, 1865

demonstrováno, že blokací tvorby agregátů destiček s nádorovými buňkami dojde k

Gasic et al., 1968; Jurasz et al., 2004) a že schopnost nádorových buněk aktivovat krevní 

metastatickým potenciálem nádorových buněk (Karpatkin et al., 1988a

. V roce 2012 jsme publikovali přehledový článek shrnující aktuální 

poznatky o úloze krevních destiček v patogenezi a léčbě solidních malignit

významnou úlohu při hemostáze. Základní funkce krevních destiček jsou i/ adheze 

přilnou na poraněním obnažený subendoteliální kolagen, ii/ agregace 

prostřednictvím fibrinogenu, pro který exprimují receptory, iii/ konstrikce 

změně tvaru destiček a uvolnění účinných látek, iv/ tvorba trombu 

destičkový trombus a navazují procesy vzniku červeného trombu a 

hemokogulace, v/ hojení – trombocyty obsahují látky, které regulují angiogenezi a regeneraci 

ně. Základní funkce krevních destiček se uplatňují v interakci s

komponentami organizmu (Obrázek 48), funkci krevních destiček ovlivňuje přímo v

mikroprostředí nádorová buňka (příloha 7, str. 79-80) a nádorové stroma (především endotel, ale i 

imunokompetentní buňky). 

 
Obrázek 48: Adheze a aktivace trombocytů 
s implikací pro efekt v
Převzato z (Andrews and Berndt, 2004
al., 2001; Yip et al., 2005
GPIb-IX-V na von Willebrandův faktor (vWF) 
umožňuje adhezi krevních destiček na 
subendoteliální kolagenní fibrily a jejich rolování 
po endoteliu. 2) Vazba receptorů GPVI a 
(GPIa/IIa) na kolagen vede k pevné adhezi, 
zastavení destičky 
následné aktivaci trombocytů. Interakce se 
subendoteliem, tj. aktivace receptorů GPIb
GPVI způsobuje aktivaci trombocytů: vylití 
obsahu denzních a 
zejména receptoru 
vazbě ADP na receptory P
primární stimulaci agregace destiček a k aktivaci 
receptoru αIIbβ3. 4)

granulích krevních destiček. Po jejich aktivaci destičkovými agonisty (tj. trombin, ADP, kolagen) je vystaven na 
destičky (membrane flipping), kde zprostředkovává adhezi leukocytů na krevní destičky a vazbu krevních destiček 

selektinu s povrchovými molekulami nádorových buněk se uplatňuje v
ktivovány také prostřednictví receptorů PAR-1 a PAR-4, jejichž ligandem je trombin. K

protrombinu na trombin je nezbytný tkáňový faktor (TF, FIII). TF je glykoprotein přítomný na subendotelových buňkách, 
monocyty a makrofágy tkáňový faktor produkují po jejich aktivaci. TF zahajuje koagulační kaskádu vazbou FVII, 
aktivovaný FVIIa katalyzuje aktivaci FX na FXa, který dále katalyzuje přeměnu protrombinu (FII) na trombin (FIIa). 
αIIbβ3 (GPIIb/IIIa) receptor zprostředkovává agregaci krevních destiček vazbou fibrinogenu a vWF. Vazba jiných ligandů, 
jako je vitronectin a fibrinogen, agregaci moduluje. 

                   

Dubska L., Klement G. L. (2012): The role of platelets in tumour growth. 
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. letech 19. století byla popsána agregace trombocytů navozená nádorovými buňkami, 

Trousseau, 1865). Později bylo 

nádorovými buňkami dojde k inhibici tvorby 

nost nádorových buněk aktivovat krevní 

Karpatkin et al., 1988a; 

roce 2012 jsme publikovali přehledový článek shrnující aktuální 

patogenezi a léčbě solidních malignit23. Trombocyty mají 

unkce krevních destiček jsou i/ adheze – destičky 

přilnou na poraněním obnažený subendoteliální kolagen, ii/ agregace – destičky agregují 

prostřednictvím fibrinogenu, pro který exprimují receptory, iii/ konstrikce – díky kontraktilním 

změně tvaru destiček a uvolnění účinných látek, iv/ tvorba trombu → 

destičkový trombus a navazují procesy vzniku červeného trombu a 

angiogenezi a regeneraci 

interakci s ostatními buněčnými 

, funkci krevních destiček ovlivňuje přímo v nádorovém 

80) a nádorové stroma (především endotel, ale i 

Adheze a aktivace trombocytů 
implikací pro efekt v mikroprostředí nádoru  

Andrews and Berndt, 2004; Chen et 
., 2005). 1) Vazba receptoru 

V na von Willebrandův faktor (vWF) 
umožňuje adhezi krevních destiček na 
subendoteliální kolagenní fibrily a jejich rolování 

Vazba receptorů GPVI a α2β1 
(GPIa/IIa) na kolagen vede k pevné adhezi, 
zastavení destičky na povrchu kolagenu a 
následné aktivaci trombocytů. Interakce se 
subendoteliem, tj. aktivace receptorů GPIb-IX-V a 
GPVI způsobuje aktivaci trombocytů: vylití 
obsahu denzních a α-granul, aktivaci integrinů, 
zejména receptoru αIIbβ3 (GPIIb/IIIa). 3) Po 

ADP na receptory P2Y1 nebo P2Y12 dochází k 
primární stimulaci agregace destiček a k aktivaci 

4) P-selektin je skladován v α-
granulích krevních destiček. Po jejich aktivaci destičkovými agonisty (tj. trombin, ADP, kolagen) je vystaven na povrch 
destičky (membrane flipping), kde zprostředkovává adhezi leukocytů na krevní destičky a vazbu krevních destiček 

povrchovými molekulami nádorových buněk se uplatňuje v procesu metastazování. 5) 
4, jejichž ligandem je trombin. K přeměně 

protrombinu na trombin je nezbytný tkáňový faktor (TF, FIII). TF je glykoprotein přítomný na subendotelových buňkách, 
í po jejich aktivaci. TF zahajuje koagulační kaskádu vazbou FVII, 

aktivovaný FVIIa katalyzuje aktivaci FX na FXa, který dále katalyzuje přeměnu protrombinu (FII) na trombin (FIIa). 6) 
vazbou fibrinogenu a vWF. Vazba jiných ligandů, 

The role of platelets in tumour growth. 
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VÝSTUP 17: KREVNÍ DESTIČKY JAKO SYSTÉMOVÁ KOMPONENTA PATOGENEZE SOLIDNÍCH 

NÁDORŮ  

Rozvoj poznatků o vztahu trombocytů a malignit 

je v posledních letech dán především faktem, že 

antiangiogenní protinádorová terapie je často 

založená na inhibici VEGF (a v budoucnosti jistě i 

na dalších modulátorech angiogeze, např. Ang-2) 

a že destičky jsou hlavními transportéry VEGF; 

více než 80 % cirkulujícího VEGF se nachází 

v krevních destičkách (Holmes et al., 2008; 

Peterson et al., 2010), (Obrázek 49). Krevní 

destičky obsahují mimo VEGF také řadu dalších 

pro- a anti-angiogenních faktorů (Příloha 7, 

Tabulka 1), které jsou za fyziologických podmínek 

uvolňovány regulovaným způsobem, tak aby byla 

zajištěna optimální neovaskularizace v místě 

poškození tkáně. Obecně lze říci, že při hojení 

rány jsou v první fázi z trombocytů uvolněny 

proangiogenní faktory a v druhé fázi je proces 

neovaskularizace potlačen anti-angiogenními 

působky krevních destiček a stromálních buněk. S tímto jevem souvisí kupříkladu různá odpověď 

na selektivní stimulaci trombinových receptorů. Po stimulaci PAR-1 dochází k uvolnění VEGF za 

současné inhibice sekrece endostatinu. Aktivací PAR-4 dochází k sekreci endostatinu s potlačením 

VEGF sekrece, a tím k inhibici nádorové angiogeneze (Italiano et al., 2008; Sabrkhany et al., 2011). 

Z trombocytů aktivovaných trombinem byl dále izolován destičkový faktor-4 (PF-4) neboli CXCL4, 

chemokin inhibující angiogenezi. Angiostatický účinek je zprostředkován například vazbou PF-4 na 

VEGF a bFGF a kompeticí s těmito růstovými faktory o vazbu na heparan sulfát, čímž inhibuje 

jejich vazbu na receptory a brání tak angiogenezi (Pilatova et al., 2013; Vandercappellen et al., 

2011, 2008). 

Odlišný efekt trombinu na uvolnění destičkových faktorů a fakt, že angiogenní a angiostatické 

proteiny jsou umístěny odděleně v různých subpopulacích α-granulí, poukazuje na selektivní 

regulaci angiogeneze prostřednictvím krevních destiček. V souvislosti s vysokým obsahem 

regulátorů angiogeneze v trombocytech a jejich v řadě případů anti-angiogenní úlohou se uvažuje 

také o potenciálu destiček zadržovat tyto látky a blokovat tak jejich dostupnost v místě procesu 

neovaskularizace. Trombocyty pacientů s kolorektálním karcinomem obsahují vyšší hladiny 

proangiogenního VEGF i anti-angiogenního endostatinu a trombospondinu-1 (Peterson et al., 

2012) a bylo pozorováno, že trombocyty preferenčně vychytávají faktory (GM-CSF, TPO, TNFα, 

TGFβ a MCP-1) produkované nádorem oproti faktorům produkovaným zdravou tkání (Kerr et al., 

2010). Na druhou stranu mohou regulátory angiogeneze uvolněné z krevních destiček po stimulaci 

jejich adheze/aktivace/konstrikce nádorem (maligní buňky + stroma) přispívat k rozvoji tumoru jak 

v primárním tumoru, tak v místě vzdálených metastáz. Stimulační vlastnosti obsahu trombocytů 

na endoteliální buňky jsme pozorovali v experimentu u několika onkologických pacientů, přestože 

na celkovém malém souboru pacientů nebyl pozorovaný rozdíl statisticky významný (Obrázek 50), 

nelze vyloučit, že chemoatraktanty endoteliálních buněk v trombocytech onkologických pacientů 

Obrázek 49: Hladiny VEGF v biologickém materiálu 
odvozeném z krve zásadně závisí na preanalytice/typu 
odběru.  
Hladina VEGF byla stanovena 1/ v plazmě s antikoagulans 
citrát sodný, 2/ v plazmě a antikoagulans lithium heparin, 
3/ v séru bez aktiváturu srážení, 4/ v séru s aktivátorem 
srážení (kaolin; tento odběr bylo možné pouze na zdravém 
dobrovolníkovi. Variabilita hladiny VEGF daná různými 
odběry překračuje několikanásobně interindividuální 
varibilitu při použití stejného odběrového systému. 

0

50

100

150

200

250

300

350

400

450

500

Lenka patient1 patient2

V
E

G
F

 (p
g/

m
l)

plasma - Na citrate

plasma - Li heparin

serum (neutral)

serum (clotting activator) 



 

 

 

87 

stimulují migraci endotelií v nádorovém mikroprostředí stejně 

jako v uvedeném experimentu, což příspívá k neovaskularizaci 

tumoru.  

Přestože krevní destičky obsahují také antiangiogenní faktory 

(Italiano et al., 2008) a jejich funkční efekt na inhibici nádorové 

neovaskularizace byl popsán na myším modelu (Manegold et 

al., 2003), považuje se obecně působení trombocytů spíše za 

proangiogenní a podporující růst a šíření nádoru a to na 

několika úrovních (Obrázek 51). Z pohledu 

neovaskularizace/angiogeneze i úlohy imunitního systému je 

možné progredující nádor považovat za nehojící se ránu 

(Dvorak, 1986). V prvních fázích hojení rány, podobně jako při 

progresi tumoru, dochází k aktivaci koagulace; trombocyty a 

leukocyty uvolňují cytokiny podporující prokrvení a začínají se 

tvořit nové cévy. Ve finální fázi hojení krevní destičky zajišťují 

potlačení angiogeneze, k čemuž při progresi nádoru zpravidla 

nedochází. Naopak, nádor se chová spíše jako zanícená rána, ve 

které jsou cévní stěny propustné a leukocyty (neutrofily a 

monocyty) přispívají k angiogenezi a růstu nádorových buněk. 

Krevní destičky přispívají ke vzniku hematogenních metastáz a 

konzistentně s tímto faktem vede protidestičková léčba v řadě případů k lepšímu průběhu či 

prevenci onkologických onemocnění (Příloha 7, str. 83). 
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Obrázek 50: Vliv obsahu trombocytů na 
migraci endoteliálních buněk.  
Cell index představuje míru migrace 
buněk endoteliálních buněk HUVEC po 
stimulaci migračním médiem s obsahem 
lyzovaných trombocytů. Migrace byla 
stanovena po optimalizici metody na 
přístroji xCELLigence a cell index 
představuje míru migrace end-point ve 
24. hodině. Byly testovány 3 vzorky od 
zdravých dárců a 4 vzorky trombocytů 
onkologických pacientů (Volejnikova, 
2012).  



 

 

Obrázek 51: Úloha destiček v nádorovém růstu a angiogenezi.
1) Koagulace: stimul k aktivaci trombocytů přichází z
nádorového stromatu (exprese tkáňového faktoru, trombinu, ADP atd.) Po aktivaci trombocytů dochází ke změně jejich 
tvaru a k uvolnění mikropartikulí, obsahu α
2004). 2) Zánět: chemokiny (IL-8, histamin at
prekurzorových buněk z kostní dřeně. Tyto buňky mohou také přispívat k
růstových a angiogenních faktorů (Pollard, 2004
regulaci angiogeneze uvolňováním pro- a antiangiogenních faktorů (VEGF
„sbíráním“ z cirkulace (Browder et al., 2000b
udržují mezibuněčné spoje uvolňováním faktorů, jako je EGF, S1P, ang
angiogeneze a zánětu (Lippi et al., 2007). 5) 
buňky před rozpoznáním imunitním systémem a před cytotoxickým působením TNF
vzdálenějších míst (Kopp et al., 2009; Philippe et al., 1993
nádorových buněk s leukocyty a trombocyty usnadňuje jejich adhezi na endotelium a následnou extravazaci na nové 
místo. Trombocyty dále uvolňují faktory podporující proliferaci nádorových buněk a zvyšující permeabilitu cévy (např. 
VEGF) (Chen and Geng, 2006; Konstantopoulos and McIntire, 1996
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ém růstu a angiogenezi.  
aktivaci trombocytů přichází z endotelových buněk, ale i ze samotného nádoru nebo z buněk 

nádorového stromatu (exprese tkáňového faktoru, trombinu, ADP atd.) Po aktivaci trombocytů dochází ke změně jejich 
α- a denzních granul a ke spuštění koagulační kaskády (Andrews and Berndt, 

8, histamin atd.) uvolňované z trombocytů způsobují chemotaxi leukocytů a 
kostní dřeně. Tyto buňky mohou také přispívat k progresi nádoru uvolňováním různých 

Pollard, 2004; Solinas et al., 2009). 3) Angiogeneze: trombocyty se uplatňují také při 
a antiangiogenních faktorů (VEGF, bFGF, PF-4 atd.), ale také jejich aktivním 

Browder et al., 2000b; Sabrkhany et al., 2011). 4) Stabilizace cévy: trombocyty stabilizují cévu a 
udržují mezibuněčné spoje uvolňováním faktorů, jako je EGF, S1P, ang-1 atd., aby zabránily krvácení v

. 5) Cirkulace nádorových buněk: naadherované trombocyty chrání nádorové 
buňky před rozpoznáním imunitním systémem a před cytotoxickým působením TNF-α, což umožňuje jejich migraci do 

Philippe et al., 1993; Shau et al., 1993). 6) Adheze/extravazace:
leukocyty a trombocyty usnadňuje jejich adhezi na endotelium a následnou extravazaci na nové 

místo. Trombocyty dále uvolňují faktory podporující proliferaci nádorových buněk a zvyšující permeabilitu cévy (např. 
Konstantopoulos and McIntire, 1996). 

 

 

endotelových buněk, ale i ze samotného nádoru nebo z buněk 
nádorového stromatu (exprese tkáňového faktoru, trombinu, ADP atd.) Po aktivaci trombocytů dochází ke změně jejich 

Andrews and Berndt, 
trombocytů způsobují chemotaxi leukocytů a 

progresi nádoru uvolňováním různých 
trombocyty se uplatňují také při 
4 atd.), ale také jejich aktivním 

trombocyty stabilizují cévu a 
1 atd., aby zabránily krvácení v místě 

naadherované trombocyty chrání nádorové 
ž umožňuje jejich migraci do 

Adheze/extravazace: tvorba agregátů 
leukocyty a trombocyty usnadňuje jejich adhezi na endotelium a následnou extravazaci na nové 

místo. Trombocyty dále uvolňují faktory podporující proliferaci nádorových buněk a zvyšující permeabilitu cévy (např. 



 

MIKRO- A MAKROPROSTŘEDÍ NÁD

 

Nádorové bujení způsobuje závažné 

organizmu jako celku. Z

v (pre)nádorové buňce 

potencován selekčními proces

působícími na populaci nádorových buněk

buněk pak vede k  patofyziologické přeměně 

smyslu morfologických a funkčních parametrů,

vymknutí se kontrole mezibuněčných signálních sítí 

což nakonec vyústí v invazivitu a metastazování

et al., 2016).  

Klinicky se maligní onemocnění manifestuje, ve fázi, 

kdy maligní buňky unikly imunitnímu dozoru (fáze 

escape) a imunitní systém má schopnost maligní 

buňky rozeznávat, ale n

nádoru kontrolovat. Předpokládá se, že během života 

jedince dojde nesčetněkrát k

premaligních či maligních buněk (jednotlivých či 

malých populací) imunitním systém

je pozorována spontánní regrese (tedy bez aplikace 

protinádorové léčby) již makroskopického tumoru. 

Nádorová tkáň může být 

komponentami imunitního systému; 

makrofágy, dendritické buňky, mastocyty, NK

naivní a paměťové B-lymfocyty, subtypy efektorových 

T-lymfocytů, jako jsou Th

Th2-lymfocyty, Th17-lymfocyty, regulační T

Tfh-lymfocyty (folikulární pomocné), cytotoxické T

lymfocyty. Imunitní buňky mohou být ve středu 

nádoru, v invazivním okraji, nebo v

mohou tvořit tzv. terciární lymfoidní struktury, což 

jsou lymfoidní agregáty tvořící se v

stimulace imunitího systému, které mají strukturu 

podobnou jako sekundární lymfoidní orgány 

et al., 2015). Infiltrace nádoru a okolí nad

imunitními buňkami je heterogenní 

spojena s progresí tumoru a prognózou onemocnění.

Na eliminaci tumoru se podíl

které se překrývají s komponentami aku

(Obrázek 53), což již vyvozoval Coley 

nespecifické imunoterapie bakteriál
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A MAKROPROSTŘEDÍ NÁDORU: KLINICKÉ ASPEKTY 

jení způsobuje závažné narušení vzájemných vztahů ve společenství buněk 

anizmu jako celku. Základem maligní transformace je akumulace genetických poruch 

 a vznik těchto změn je 

procesy nádorového stroma 

na populaci nádorových buněk. Selekce 

patofyziologické přeměně buněk ve 

smyslu morfologických a funkčních parametrů, včetně 

vymknutí se kontrole mezibuněčných signálních sítí 

invazivitu a metastazování (Lou 

Klinicky se maligní onemocnění manifestuje, ve fázi, 

kdy maligní buňky unikly imunitnímu dozoru (fáze 

munitní systém má schopnost maligní 

ale není schopen růst a šíření 

Předpokládá se, že během života 

jedince dojde nesčetněkrát k inaparentní eliminaci 

premaligních či maligních buněk (jednotlivých či 

malých populací) imunitním systémem. Velmi vzácně 

spontánní regrese (tedy bez aplikace 

protinádorové léčby) již makroskopického tumoru.  

Nádorová tkáň může být infiltrována různými 

komponentami imunitního systému; in situ se nachází 

dendritické buňky, mastocyty, NK-buňky, 

lymfocyty, subtypy efektorových 

jako jsou Th-lymfocyty, Th1-lymfocyty, 

lymfocyty, regulační T-lymfocyty, 

lymfocyty (folikulární pomocné), cytotoxické T-

lymfocyty. Imunitní buňky mohou být ve středu 

vním okraji, nebo v přilehlé tkáni 

mohou tvořit tzv. terciární lymfoidní struktury, což 

jsou lymfoidní agregáty tvořící se v místě chronické 

stimulace imunitího systému, které mají strukturu 

podobnou jako sekundární lymfoidní orgány (Germain 

Infiltrace nádoru a okolí nadoru 

imunitními buňkami je heterogenní (Obrázek 52) a je 

progresí tumoru a prognózou onemocnění. 

Na eliminaci tumoru se podílejí imunitní efektory, 

komponentami akutního zánětu 

), což již vyvozoval Coley při aplikaci 

nespecifické imunoterapie bakteriálními působky, jejíž 

Obrázek 52: Infiltrace jaterních metast
kolorektálního karcinomu T
Imunohistochemicky jsou barveny CD3+ buňky. 
NAHOŘE je tkáň s nízkou infiltrací T
UPROSTŘED je metastáza s
denzitou CD3+; DOLE je vysoká denzita CD3+ 
buněk v okraji tumoru. Fotografie poskytl MUDr. 
Rudolf Nenutil, CSc. 

 

narušení vzájemných vztahů ve společenství buněk 

je akumulace genetických poruch 

Infiltrace jaterních metastáz 
kolorektálního karcinomu T-lymfocyty. 
Imunohistochemicky jsou barveny CD3+ buňky. 

nízkou infiltrací T-lymfocyty; 
OSTŘED je metastáza s vysokou disperzní 

denzitou CD3+; DOLE je vysoká denzita CD3+ 
okraji tumoru. Fotografie poskytl MUDr. 
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mechanizmus působení popisoval: „…, the action of the toxins appears to me to produce certain 

changes in the blood or serum that restore weakend or lost immunity or natural resisting power of 

the tissues, and the sarcoma-cell, no longer finding conditions favourable for further growth and 

development, undergoes a process of degeneration, with absorption in some cases and the 

formation of a slough in others.“ (Coley, 1910). 

Z hlediska aktuálních poznatků se ukazují efektorové komponenty imunitní reakce jako pozitivní 

prognostický faktor napříč různými histotypy maligních onemocnění a to především vysoká 

denzita CD3+ T-lymfocytů, CD8+ cytotoxických T-lymfocytů a CD45RO+ paměťových T-lymfocytů 

v nádorové tkáni. Imunitní buňky přítomné v nádorovém stroma vytváří a jsou regulovány 

cytokinovým a chemokinovým prostředím, ve kterém pozitivní roli vzhledem ke klinické prognóze 

pacienta hrají Th1 cytokiny jako je IFNγ, IL-12 a chemokiny jako jsou CXCL1, CXCL9, CXCL10, CCL5, 

CCL2 (Fridman et al., 2012).  

 

 

Obrázek 53: Komponenty 
akutního a chronického zánětu 
v imunobiologii nádoru.   
V průběhu akutní zánětlivé reakce 
se cytotoxické CD8+ lymfocyty a 
NK-buňky přímo účastní 
cytotoxické reakce namířené proti 
maligním buňkám. Protinádorový 
efekt Th1-lymfocytů spočívá 
v produkci cytokinů s inhibičním 
efektem směrem k nádorovým 
buňkám a se stimulačním efektem 
směrem k M1 makrofágům. 
Komplement a B-lymfocyty 
secernované B-lymfocyty resp. 
plazmatickými buňkami 
zprostředkují migraci M1 a NK 

buněk do místa nádoru a také cytotoxickou reakci proti maligním buňkám (např. ADCC).  
V podmínkách chronického zánětu dochází k rozvoji buněčných subpopulací regulujích/potlačujích cytotoxickou reakce 
proti maligním buňkám; jedná se především o MDSC (myeloid-derived suppressor cells), T-regulační lymfocyty (T-reg) a 
Th2-lymfocyty, které zároveň prostřednictvím produkce Th2 cytokinů navozují polarizaci makrofágů směrem 
k pronádorovým M2. Chronicky aktivované B-lymfocyty přispívají produkcí imunoglobulinů a cytokinů k infiltraci nádoru 
buňkami nespecifické imunity (Shalapour et al., 2015), které jsou v podmínkách chronického zánětu polarizovány 
směrem k M2 typu s výrazně proangiogenní (VEGF) a pronádorovou cytokinovou produkcí.  

 

Na druhou stranu za určitých podmínek podporuje zánětlivá reakce rozvoj maligního 

onemocnění. Z epidemiologických dat je známo, že chronický zánět je predispozičním faktorem 

pro různá maligní onemocnění; např. zánětlivá střevní onemocnění a karcinom tlustého střeva, 

gastritida spojená s infekcí H. pylori a karcinom žaludku či MALT lymfom, autoimunitní tyreoiditida 

a papilární karcinom štítné žlázy, prostatitida a karcinom prostaty, pankreatitida a karcinom 

slinivky chronická virová hepatitida a hepatocelulární karcinom (Výstup 5, str. 34). Chronický zánět 

moduluje většina systémových faktorů organizmu vydefinovaných v úvodu textu (Obrázek 7, str. 

19). Hlavní pronádorové zánětlivé procesy jsou: leukocytární infiltrace prominující v infiltraci 

makrofágy asociovanými s tumorem (Frohlich et al., 1980), MDSC, remodelace tkáně a nádorová 

angiogeneze (Obrázek 53).  
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Chronický zánět tedy propaguje růst tumoru a recipročně maligní buňky modifikují mikroprosředí 

nádoru směrem k imunitní reakci typu Th2/M2 a chronickému zánětu (Sousa et al., 2015). 

Chronický zánět, především díky systémovému působení cytokinů IL-1β, IL-6, TNFα či BAFF 

(Příloha 24 – Figure 2), pak přispívá nejen k rozvoji maligního onemocnění, ale potencuje také 

celkovou symptomatologii pacienta s malignitou včetně rozvoje nádorové kachexie24, která 

významně zhoršuje průběh maligního onemocnění.  

Z hlediska kontroly pronádorového efektu chronického zánětu je zajímavá problematika 

regulačních T-lymfocytů u pacientů s kolorektálním karcinomem. U časných stádií karcinomu 

kolorekta se zdá, že vysoká infiltrace nádorové tkáně regulačními T-lymfocyty je asociována s 

příznivou prognózou (Frey et al., 2010; Ladoire et al., 2011; Salama et al., 2009), což se vysvětluje 

právě tím, že T-regulační lymfocyty limitují zánětlivou reakci, která by vedla k propagaci nádoru 

(Whiteside, 2012). Naopak u pokročilých stádií kolorektálního karcinomu jsou T-regulační 

lymfocyty spojeny s horší prognózou pravděpodobně díky převažujícímu imunosupresivnímu 

efektu na imunitní efektory (Brudvik et al., 2012; Deng et al., 2010).  

 

Obrázek 54: Progrese tumoru z hlediska lokálních a systémových zánětlivých procesů.  
VLEVO Během života jedince jsou maligní buňky často eliminovány imunitním systémem. Díky imunoeditaci v prostředí 
indolentního chronického zánětu se selektují imunorezistentní klony buněk. Následuje únik imunitnímu dohledu, 
angiogenní switch a při pokročilém onemocnění se může manifestovat inflamatorní nádorová kachexie.  
VPRAVO Při analýze hladin cirkulujích regulačních T-lymfocytů a cirkulujících cytotoxických T-lymfocytů byl nejhorší 
klinický průběh z hlediska OS u pacientů, kteří měli zároveň vysokou hladinu T-regulačních lymfocytů a cytotoxických 
lymfocytů. Důvodem uvedeného pozorování může být fakt, že u pacientů CD8

high
Treg

high
 dochází ke kombinaci 

imunosupresivního efektu T-regulačních lymfocytů směrem k potlačení protinádorové imunity a naopak vysoká hladiny 
CD8+ cytotoxických T-lymfocytů reflektuje zánětlivé pozadí, které podporuje progresi tumoru.  

 

Vzhledem k faktu, že zánětlivé prostředí podporuje nádorový růst prostřednictvím stimulace 

endoteliálních buněk a nádorové angiogeneze se také používá pojem zánětlivá angiogeneze (angl. 

                                                           
24 Rihacek, M., Bienertova-Vasku, J., Valik, D., Sterba, J., Pilatova, K., Zdrazilova-Dubska, L. (2015): 
Cell Activating Factor as a Cancer Biomarker and Its Implications in Cancer-Related Cachexia. 
BioMed Res Int. 792187, IF 2,706, citace WOS 1 
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inflammatory angiogenesis), která se za fyziologických podmínek uplatňuje při poškození tkáně, 

kdy k její regeneraci a neovaskularizaci přispívají buňky imunitního systému. V patofyziologii 

maligních onemocnění má zánětlivá angiogeneze pronádorové působení, kdy nádorové 

mikroprostředí stimuluje buňky imunitního systému uvolňovat cytokiny a růstové faktory 

navozující remodelaci tkáně a nádorovou angiogenezi a růst nádoru (Noonan et al., 2008). 

V tomto kontextu se uplatňují mimo neutrofily, M2 makrofágy či MDSC také krevní destičky 

obsahující řadu faktorů s imunoregulačními vlastnostmi a schopností modulovat neovaskularizaci. 

V nádorovém stroma, které se z pohledu regenerace chová jako zanícená nehojící se rána 

(Dvorak, 1986), může být regulováno uvolnění obsahu trombocytů ve smyslu stimulace zánětu a 

nádorové angiogeneze. Příkladem destičkových cytokinů propojujících regulaci angiogeneze a 

zánětu s implikací pro progresi nádoru je destičkový faktor 4 (PF-4) (Příloha 25 – Table 2) a CTAP-

III (connective tissue activating peptide III) (Příloha 25 – Table 1) (Obrázek 55)25. Trombocyty se 

uplatňují v modulaci zánětu také díky expresi TLR (Semple et al., 2011) a selektinu CD154 (CD40L), 

čímž stimulují neutrofily k aktivaci směrem k infiltraci poškozené tkáně a produkci cytokinů, což 

                                                           
25 Pilatova K., Greplova K., Demlova R., Bencsikova B., Klement G. L., Zdrazilova - Dubska L. (2013): 
Role of platelet chemokines, PF-4 and CTAP-III, in cancer biology. J Hematol Oncol. 6(42). IF 
4,458, citace WOS 8 

Obrázek 55: Úloha trombocytárních chemokinů PF-4 a CTAP-III/NAP-2 při regulaci angiogeneze a nádorové progrese.  
Interakce komponent stroma nádoru či rány je regulováno aktivitou tkáňových proteáz a interakcí buněk v nádorovém 
mikroprostředí. PF-4 inhibuje nádorovou angiogenezi (1) kompeticí s růstovými faktory o vazebná místa na heparan 
sulfátových (HS) koreceptorech růstových faktorů jako je např. VEGFR2 (Perollet et al., 1998); (2) vazbou na IL-8 za vzniku 
IL-8/PF-4 heterodimerů (Nesmelova et al., 2005); (3) blokací membránového CXCR2, receptoru pro IL-8, regulujícího 
angiogenezi a průběho zánětlivé reakce (Jones et al., 1997). (4) IL-8 produkovaný nádorovými buňkami i stroma např. 
endoteliálními buňkami stimuluje chemotaxi zánětlivých buněk (Ehlert et al., 2000) a angiogenezi (Li et al., 2003) (5) 
prostřednictvím signalizace přes chemokinový receptor CXCR2 (Li et al., 2003). Chemokin CXCL7/CTAP-III ovlivňuje 
mikroprostředí nádorů různými způsoby: (6) CTAP-III je štěpen leukocytárními proteázami za vzniku NAP-2; NAP-2 
odštěpuje HS z glykozaminosulfátů (GAG) ve stroma, což vede k rozrušení proteinových interakcí v extracelulární matrix 
(ECM) a následnému uvolnění růstových faktorů (včetně VEGF) vázaných v ECM na heparansulfáty. Remodelovaná ECM 
umožňuje vazbu uvolněných růstových faktorů na receptory, což vede k modulaci angiogeneze a šíření nádorových buněk; 
CTAP-III stimuluje syntétu GAG na povrchu poraněných endoteliálních buněk, což vede k produkci PF-4. (10) NAP-2 
reguluje signalizaci a expresi prostřednictvím receptoru CXCR2 (Ehlert et al., 2000). 
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může stimulovat nádorové stroma (Dewitte et al., 2015). Na druhou stranu trombocyty aktivují 

prostřednictvím CD154 také monocyty a dendritické buňky (viz také Obrázek 19), což vede 

k posílení specifické antigen-dependentní T-lymfocytární imunitní odpovědi.  

 

Řada maligních onemocnění produkuje značnou desmoplastickou reakci s produkcí abundatní 

extracelulární matrix s proliferací fibroblastů asociovaných s nádorem a buněk podobných 

myofibroblastům (myofibroblast-like cells) (Mahadevan and Von Hoff, 2007). Extracelulární 

matrix se skládá z kolagenu typu I, III, IV, fibronektinu, lamininu, hyaluronanu či osteonektinu. Na 

složky ECM se važí funkční molekuly (cytokiny, chemokiny) regulující maligní buňky (Obrázek 55) a 

některé komponety ECM mají signální funkci. Tyto molekuly ovlivňují buněčnou proliferaci, 

migraci a adhezivitu a zvyšují zánětlivou komponentu v nádorovém mikroprostředí atrakcí 

neutrofilů. Výsledkem je fibroinflamatorní prostředí, které díky fyzikálním (především vazba vody) 

a biologickým vlastnostem zvyšuje intersticiální tlak v tumoru, zabraňuje perfúzi protinádorové 

terapie, což vede k progresi tumoru a zvýšené chmorezistenci (Minchinton and Tannock, 2006). 

V posledních letech se objevují v klinických hodnoceních látky, které složky extracelulární matrix 

rozkládájí ve snaze zvýšit prostupnost chemoterapie do nádorového mikroprostředí. Příkladem je 

studie NCT01959139 zkoumající efekt rekombinantní pegylované hyaluronidázy podávané 

s chemoterapií u pacientů s metastatickým karcinomem pankreatu. 

 

Snahou imunomodulačních a imunoterapeutických protinádorových přístupů je překlopení 

fungování imunitního systému opět směrem k typu 1 ve snaze obnovit efektivní imunitní dozor, 

který není blokován imunosupresivním mikroprostředím nádoru (Obrázek 56). Imunomodulací a 

imunoterapií se v tomto kontextu rozumí aktivní imunoterapeutické přístupy jako jsou anti-PD1, 

anti-PD-L1, anti-CTLA-4 protilátky, protinádorové vakcíny, CARs, ale také historické 

imunoterapické postupy při léčbě maligních onemocnění bakteriálními působky, které prováděl 

Coley a další (viz str. 61), které v některých případech navodily regresi maligních tumorů, či 

koncept devitalizace a hypertermické terapie solidních malignit. V širším slova smyslu je 

imunoterapeutickým přístupem navození buněčné smrti maligní buňky, kterou následuje akutní 
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Obrázek 56: 
Předpokládáná úloha 
imunoterapie v konverzi 
funkce imunitního 
systému směrem 
k efektivní eliminaci 
maligních buněk.  
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stimulace imunitní odpovědi proti nádorovým antigenům z cílových buněk. S tímto konceptem 

pracuje radioterapie a některé typy chemoterapie, která obsahuje látky navozující imunogenní 

buněčnou smrt (např. antracykliny), která je spojena a expresí DAMPs eliminovanou maligní 

buňkou (Garg et al., 2015b; Pol et al., 2015; Zitvogel et al., 2010). Tyto DAMP molekuly (např. 

kalretikulin) pak slouží jako „eat-me“ signál pro APC stimulující antigen-dependentní aktivaci T-

lymfocytů (Adkins et al., 2014; Garg et al., 2015a).  

 

Protinádorová terapie, která nenavozuje efektivní protinádorovou imunitní odpověď, nenavozuje 

při aplikaci na makroskopické onemocnění zpravidla trvalou odpověď (jsou výjimky, např. vysoce 

chemosenzitivní ne-epiteliální nádory jako testikulární tumor) ve smyslu udržitelné kontroly 

maligního onemocnění. Díky cytotoxické léčbě dochází k rychlé redukci nádorové masy, kterou 

velmi často následuje získání rezistence a opětovný růst tumoru lokálně a diseminovaně. Totéž 

platí pro cílenou terapii (nízkomolekulární TK inhibitory, anti-EGFR, anti-VEGF). Naproti tomu 

imunoterapie může navodit trvalou odpověď na léčbu i u pokročilých agresivních onemocnění 

jako je maligní melanom (Sznol and Chen, 2013; Yushak et al., 2013) (Obrázek 57). Odpověd na 

imunoterapii (checkpoint inhibitory, protinádorové vakcíny) je patrná pouze na části léčených 

pacientů. Předmětem výzkumu jsou v současné době prediktivní faktory klinického efektu 

checkpoint inhibitorů. V případě terapeutické blokace se zdá být jedním z faktorů exprese PD-L1 

na povrchu maligních buněk, nicméně i v případě PD-L1 negativních nádorů lze dosáhnout 

klinického efektu při léčbě anti-PD-1/anti-PD-L1 (Meng et al., 2015).  

Hledání prediktivních faktorů = cílů 

protinádorové terapie tak jak je dáno 

konceptem personalizované onkologické 

léčby (viz cílení na KRAS, Her-2, apod.) 

naraží i v cílené imunoterapii na selekční 

tlak vyvolaný léčbou a na fakt, že 

imunoeditace se uplatňuje také v případě 

protinádorové imunoterapie; byl 

publikován případ pacienta s maligním 

melanomem, který byl iniciálně pozitivní 

na antigeny NY-ESO-1, MAGE-C1 a Melan-

A. Po vakcinaci cílené NY-ESO-1 došlo 

k selektivní proliferaci buněk negativních 

na NY-ESO-1 a pozitivních na MAGE-C1 a 

Melan-A (von Boehmer et al., 2013). Toto 

pozorování bylo potvrzeno na kohortě 

pacientů zařazených do klinického 

hodnocení fáze I NY-ESO vakcíny 

(Nicholaou et al., 2011). Z tohoto hlediska 

je pravděpodobně výhodnější strategií 

protinádorové vakcinace cestou 

polyantigenní stimulace např. 

Obrázek 57: Efekt cílené protinádorové léčby vs imunoterapie.  
U pokročilých stádií maligních onemocnění dochází díky cílené 
léčbě zpravidla k rychlé regresi nádorové masy nebo je zastavena 
její progrese, což je jev dočasný, jelikož jsou díky selekčnímu tlaku 
terapie vyselektovány klony buněk, které mohou progredovat i za 
přítomnosti prinádorové terapie. Klinické praxi se tento stav 
označuje jeko navození rezistence k dané látce. Výsledkem 
působení cílené terapie je zlepšení přežití v krátkodobém 
horizontu. Imunoterapie, kterou se v tomto kontextu myslí aktivní 
imunoterapie, není efektivní u všech pacientů. Dosažení léčebné 
odpovědi je pomalé a dle konvenčních RECIST kritérií není 
spolehlivé a vhodné, jelikož díky navození konverze nádorového 
stroma směrem k Th1/M1 imunitní odpovědi, což zvyšuje 
infiltrace nádoru lymfocyty, dochází v počátcích 
imunoterapeutické léčby k zvětšení objemu tumoru (Wolchok et 
al., 2009). Efekt cílené protinádorové léčby vs imunoterapie má 
paralelu v Ezopově bajce Želva a zajíc (Schlom, 2012). Modrá 
křivka představuje křivku přežití u neléčeného onemocnění; zelená 
= cílená léčba; žlutá =  imunoterapie.  
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dendritickými buňkami pulzovanými kompletním nádorovým lyzátem získaným přímo z nádoru 

léčeného pacienta (viz str. 70). 

Klinický efekt imunoterapeutických přístupů, pro který je podstatná efektivní protinádorová 

imunitní odpověď v nádorovém mikroprostředí může narážet na imunosupresivní mechanizmy 

vyvolané maligními buňkami a nádorovým stroma, které jsou diskutovány výše. K „imunitně 

nepříznivému“ prostředí přispívá u rostoucího tumoru také propagace abnormální 

neovaskulatury. Abnormální struktura a funkce nádorové vaskulatury vede ke vzniku nepříznivého 

nádorového mikroprostředí, jež je charakterizováno hypoxií, nízkým pH, vysokým intersticálním 

tlakem, což následně ovlivňuje vlastnosti maligních buněk především ve smyslu selekce klonů 

buněk s vyšším maligním potenciálem, které mohou opouštět primární nádorové ložisko přes 

abnormální propusté nádorové cévy (Baluk et al., 2005; Jain, 2005; Nagy et al., 2010; Shi et al., 

2013). Abnormální nádorová vaskulatura brání dostatečné infiltraci nádoru imunokompetentními 

buňkami a přísunu chemoterapeutika a kyslíku do nádoru. Výsledkem jsou rezistentní nádorové 

buňky (např. k radioterapii či chemoterapii). Prohloubení hypoxie pak vede ke zvýšení produkce 

dalších pro-angiogenních faktorů nádorovými buňkami či buňkami stromatu, což přispívá 

k propagaci neorganizované neproduktivní vaskulatury, což je jeden z faktorů, které brání 

efektivní infiltraci cytotoxických imunitních efektorů do mikroprostředí nádoru (Huang et al., 

2015). Přínos normalizace nádorové vaskulatury, modulace zánětu a infiltrace lymfocyty pomocí 

anti-VEGF při kombinaci s anti-CTLA-4 ipilimumabem byl prokázán u pacientů s maligním 

melanomem (Hodi et al., 2014). Nicméně byl popsán i opačný efekt, kdy anti-VEGF terapie pak 

může vést k redukci efektivní infiltrace imunokompetentních buněk do nádorového 

mikroprostředí, a tak ve výsledku působit progresi nádoru (Doloff and Waxman, 2012). Tento 

rozpor je pravděpodobně výsledkem šířky tzv. normalizačního okna (Hernandez-Agudo et al., 

2015; Chen et al., 2015), kdy po podání bevacizumabu dochází k normalizaci nádorové 

vaskulatury, která je nicméně při dalším působení bevacizumabu překlopena do stavu nádorové 

hypoxie se zvýšením intersticiálního tlaku a nedostupností chemoterapie k maligním buňkám. 

V současné době je předmětem studií, jak určení šířky normalizačního okna (Zhang et al., 2016), 

tak její klinická použitelnost v podobě sekvenčního podávání bevacizumabu a chemo- či radio- 

terapie (Becker et al., 2015; Chen et al., 2015). Na margo tohoto konceptu protinádorového 

mechanizmu působení anti-VEGF terapie vyvstává otázka, jestli je racionální podávat bevacizumab 

v monoterapii jako udržovací léčbu do progrese.  

S kombinací terapeutického ovlivnění jak maligních buněk, tak nádorového stroma ve smyslu 

imuno- a angio-modulačním pracuje koncept kombinované nízkodávkované metronomické 

terapie. Nízkodávkovaná metronomická terapie (LDM) je režim protinádorové léčby spočívající 

v častém  podávání nízkých dávek chemoterapie bez přestávek v léčbě (Kerbel and Kamen, 2004). 

Koncept metronomické terapie se rozvíjí od počátku tohoto století (Browder et al., 2000a; 

Hanahan et al., 2000; Klement et al., 2000). Cílem metronomické terapie není eradikace tumoru, 

ale jeho kontrola tedy potlačení progrese maligního onemocnění ať lokální tak diseminované. 

Hlavní výhody metronomických režimů oproti standardní vysokodávkované terapii (MTD) spočívají 

v i/ podstatně nižší toxicitě a tedy nižší zátěži pacienta periterapeutickými a dlouhodobými 

nežádoucími účinky, ii/ efektu léčby, který je dán kombinací regulace nejen maligních buněk ale 

také buněk nádorového stromatu, především imunitních buněk a nádorové neovaskulatury, iii/ 

udržitelnosti efektu léčby, kdy se předpokládá, že u metronomických režimů se neprojevuje 
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neblahý výsledek selekčního tlaku vyvolaného MTD, jež vede k selekci rezistentní nádorových 

buněk, jež po ukončení léčby rychle progredují (Oronsky et al., 2014) (Obrázek 57, str. 94).  

Biologický efekt metronomické protinádorové léčby je dán konkrétním složením LDM medikace. U 

většiny režimů se nicméně předpokládá udržitelný anti-angiogenní a imunomodulační efekt, a 

v menší míře přímá toxicita pro maligní buňky (Obrázek 58), na rozdíl od MTD chemoterapie, jejíž 

nejpodstatnější komponentou je omezení proliferace a navození buněčné smrti u maligních buněk 

a v menší míře efekt antiangiogenní a vliv na stimulaci protinádorové imunity, přičemž paradoxně 

mohou být výsledkem MTD chemoterapie jevy vedoucí spíše k pronádorovému efektu na 

nádorové mikroprostředí, jako je uvolňování EPCs z kostní dřeně a jejich migrace do nádorového 

stromatu po podání bolusové dávky paklitaxelu (Shaked et al., 2006); weekly gemcitabin ale ne 

metronomicky podávaný gemcitabin vedl ke stimulaci MDSC (Hasnis et al., 2014).  

 
Obrázek 58: Racio konceptu 
metronomické protinádorové terapie.  
LDM má imunomodulační vlastnosti, anti-
angiogenní vlastnosti, kdy působí na 
endoteliální buňky nádorové 
neovaskulatury i na endoteliální 
progenitorové buňky v cirkulaci. U 
nádorových buněk tlumí LDM proliferaci, 
schopnost přežití, může vést k diferenciaci. 
Výsledkem je kontrola progrese nádorou, 
kdy cílem není eliminace tumoru, ale 
omezení jeho lokální progrese a 
diseminace. Z hlediska pacienta spočívá 
výhoda LDM především v podstatně nižší 
toxicitě oproti MTD chemoterapii a také 
v perorálním užívaní, které nevyžaduje 
hospitalizaci ani častou návštevu 
zdravotnického zařízení. Pro 
metronomickou chemoterapii se obvykle 
využívají dlouho známé látky (nejčastěji 
cyklofosfamid (Lien et al., 2013)), které se 
dávkují zpravidla v 10-30% MTD (Kerbel 
and Kamen, 2004; Maraveyas et al., 2005). Z výše uvedeného je zřejmá nižší nákladovost LDM oproti standardním 
terapeutickým režimům. Více v příloze 26. 

26
 

  

V roce 2013 byla publikována metaanalýza 80 publikací shrnujících výsledky klinických hodnocení 

fáze II LDM terapie u téměř 3700 dospělých s maligními onemocněními, ve kterých převažovaly 

studie s pacientkami s karcinomem prsu (Lien et al., 2013). Výsledkem této analýzy byla 

bezpečnost a klinická efektivita metronomických režimů. V současné době probíhají studie fáze 

III, opět především u karcinomu prsu a u kolorektálního karcinomu, kde režim s nízkodávkovaným 

kontinuálním kapecitabinem u pacientů s mCRC měl srovnatelné výsledky přežití ovšem s nižší 

toxicitou v porovnání s  cílenou terapií (bevacizumab, erlotinib) (Hagman et al., 2016).  

                                                           
26 Bronišová D., Múdry P., Štěrba J., Bajčiová V., Valík D., Dubská L., Mazánek P., Lokaj P., 
Zitterbart K. (2009): Metronomická léčba  v onkologii jako nová léčebná metoda. Onkologie. 
3(4): 227 – 229. 

• nízká toxicita

• perorální podání 

• nízká nákladovost

• kontrola progrese 
nádoru
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V oblasti pediatrické onkologie je jedním ze světových průkopníků metronomické terapie 

prof. Štěrba; na Klinice dětské onkologie LF MU a FN Brno mají zkušenosti s metronomickým 

režimem nazvaným COMBAT (Combined Oral Metronomic Biodifferentiating Antiangiogenic 

Treatment) již více než 10 let (Sterba et al., 2006). Souhrnné výsledky metronomických režimů 

COMBAT u 74 dětských pacientů s pokročilými solidními malignitami byly publikovány v roce 

201227. V publikaci jsou popsány 4 modality režimu COMBAT (Příloha 27 – Fig. 1-5), které obsahují 

léčivé přípravky, u nichž byl popsán anti-angiogenní, imunomodulační a/nebo diferenciační efekt 

(Tabulka 10). Analýza prokázala, že metronomický režim je dobře tolerovaný stran toxicity a je 

klinicky efektivní. Na základě dosažených úspěchů byl modifikovaný COMBAT (valproát místo 

celecoxibu) podán na indickém pracovišti u dětských pacientů s high-risk tumory CNS po ukončení 

konvenční terapie. Retrospektivní analýza dat z tohoto souboru ukázala klinickou efektivitu, 

nízkou toxicitu a nízkou nákladovost (Chinnaswamy et al., 2014).  

Léčivo Charakteristika  Protinádorová aktivita v nízkých koncentracích léčiva 

Celecoxib inhibitor COX-2 zvýšená exprese COX-2 u řady epiteliální malignit a vysoká exprese COX-2 u 
buněk neuroblastomu (Johnsen et al., 2004; Reynolds et al., 2001), COX-2 je 
spojen s rezistencí maligních buněk k apoptóze, zvýšené invazivitě, zvýšené 
nádorové angiogenezi (interferuje s upregulací COX-2 na endoteliálních 
buňkách) a snížení dozorových funkcí imunitního systému (Wang and 
Dubois, 2010); zvyšuje hladinu endostatinu (inhibitor angiogeneze), snižuje 
hladinu MDSC (Veltman et al., 2010) 

Etoposid inhibitor 
topoizomerázy 

inhibuje proliferaci endoteliálních buněk 

Cyklofosfamid alkylační činidlo inhibuje proliferaci endoteliálních buněk, upregulace trombospondinu (Bocci 
et al., 2003), redukuje T-regulační lymfocyty (Cornelissen et al., 2015; 
Heylmann et al., 2013), mimo to nízkodávkovaný cyklofosfamid ovlivňuje 
homeostázu dendritických buněk a podporuje sekreci interferonů typu I, což 
vede k indukci protinádorové aktivity cytotoxických T-lymfocytů a u CD4+ 
lymfocytů přispívá k diferenciaci do typu Th1 a/nebo Th17 (Hus and Rolinski, 
2011; Sistigu et al., 2011; Taieb et al., 2006), metronomický cyklofosfamid 
také přispívá k eliminaci buněk cestou navození TRAIL-dependentní 
apoptózy (Roux et al., 2008). 

Temozolomid methylační činidlo metronomicky má anti-angiogenní (Kurzen et al., 2003) a imunomodulační 
efekt (Liikanen et al., 2013) spočívající např. v redukci T-regulační lymfocytů 
(Banissi et al., 2009; Heylmann et al., 2013). 

Fenofibrát agonista PPARα anti-angiogenní efekt, synergie s inhibicí COX-2 (Panigrahy et al., 2010) 
Cholekalciferol vit. D3 protinádorový efekt (viz Obrázek 12, str. 27). 
Isotretinol 13-cis retinová 

kyselina 
diferenciační a antipoliferativní efekt na buňky gliomu a neuroblastomu 28, 
indukce trombospondinu-1 (Castle et al., 1992) 

Bevacizumab anti-VEGF mAb selektivní inhibitor angiogeneze (viz 77 a dále)  

Tabulka 10: Protinádorový efekt komponent metronomických režimů COMBAT.  
Složení jednotlivých režimů tj. COMBAT I, COMBAT II, COMBAT  IIS, COMBAT III je uvedeno v (Zapletalova et al., 2012), 
příloha 27.  

 

                                                           
27 Zapletalova D., André N., Deak L., Kyr M., Bajciova V., Mudry P., Dubska L., Demlova R., Pavelka 
Z., Zitterbart K., Skotakova J., Husek K., Martincekova A., Mazanek P.,Kepak T., Doubek M., 
Kutnikova L., Valik D., Sterba J. (2012): Metronomic chemotherapy with the COMBAT regimen in 
advanced pediatric malignancies: a multicenter experience. Oncology. 82(5):249-60. IF 2,613 
citace WOS 11 

28 Frgala T., Dubská L., Reynolds C. P. (2007): Retinoidy v léčbě neuroblastomu. Klin Onkol. 20: 
311-313. 
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V roce 2014 byly publikovány výsledky klinického hodnocení fáze II metronomické léčby 

(cyklofosfamid, etoposid, thalidomid, fenofibrát, celecoxib) u dětských pacientů s rekurentními 

nebo progredujícími malignitami (Robison et al., 2014). Studie prokázala dobrou snášenlivost 

metronomického režimu a klinický benefit u některých diagnóz, především low-grade gliomu, 

meduloblastomu a neuroblastomu. Významným zjištěním této studie byl nález vyšších sérových 

hladin trombospondinu-1 před léčbou u pacientů, kteří měli klinický benefit z uvedené terapie, 

oproti pacientům, kteří na LDM progredovali. V současné době probíhá klinické hodnocení fáze III 

hodnotící metronomickou chemoterapii (thalidomid, celecoxib, etoposid/cyklofosfamid) u 

pediatrických pacientů s malignitami oproti nejlepší podpůrné léčbě (Bakhshi). 

 

Zajímavým terapeutickým přístupem je kombinace imunomodulační a/nebo angiomodulační 

metronomické terapie s cílenou imunoterapií v podobě protinádorových dendritických vakcín. 

V této oblasti jsou zkušenosti především s nízkodávkovaným cyklofosfamidem, jehož majoritní 

efekt v nízkých dávkách spočívá v inhibici regulačních T-lymfocytů (Sistigu et al., 2011), což má za 

následek odstranění významného supresoru efektivní imunitní odpovědi v nádorovém stroma. 

V preklinice byla popsána regrese xenograftu gliomu po intermitentním cyklofosfamidu, která byla 

provázena efektivní infiltrací tumoru NK buňkami (Wu and Waxman, 2014). Na myším modelu 

bylo ukázáno, že po jedné dávce cyklofosfamidu dochází po iniciální redukci hladiny T-regulačních 

lymfocytů k opětovnému zvýšení jejich hladiny, což bylo překonáno opakovaným podáváním 

nízkých dávek cyklofosfamidu. V tomto experimentálním modelu bylo dosaženo nejlepšího 

protinádorového efektu kombinací metronomický cyklofosfamid, ionizující záření a nezralé 

dendritické buňky (Son et al., 2012) oproti jiným kombinacím uvedených terapeutických zásahů. 

Kombinace vakcinace protinádorovými dendritickými buňkami, IL-2 a metronomického 

cyklofosfamamidu byla použita v klinickém hodnocení fáze II u pacienetů s metastatickým 

melanomem (Ellebaek et al., 2012), kombinace protinádorových dendritických buněk 

s nízkodávkovaným cyklofosfamidem prokázala efekt u hormonálně refrakterního metastatického 

karcinomu prostaty (Rozkova et al., 2009) a v adjuvanci u pacientů s maligním mezoteliomem 

(Cornelissen et al., 2015).  

Z hlediska kombinované terapie protinádorovými dendritickými buňkami je racionální uvažovat 

také o kombinaci nejen s low-dose cyklofosfamidem, ale také s anti-VEGF terapií či checkpoint 

inhibitory (Obrázek 59). Předpokládá se, že antiangiogenní terapie vede k modulaci nádorového 

mikroprostředí (např. snížením intersticiálního tlaku) směrem k usnadnění infiltrace T-lymfocyty. 

Antiangiogenní terapie může potencovat efekt imunoterapie také díky inhibičnímu vlivu na 

imunitní supresory, jako jsou MDSC a T-reg (Gabrilovich et al., 1999). Kombinace terapie 

dendritickými buňkami pulzovanými oxidizovaným nádorovým lyzátem, metronomickým 

cyklofosfamidem a bevacizumabem u pacientek s ovariálním karcinomem je v současnosti 

předmětem klinického hodnocení fáze I (Kandalaft et al., 2013).  
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Obrázek 59: Sumarizace jednotlivých kroků protinádorové imunity: cyklus nádorové imunity. 
Cyklus nádorové imunity shrnuje základní faktory imunitní odpovědi, které se uplatňují při protinádorovém imunitním 
dozoru a na které je možno cílit protinádorové imunoterapeutické strategie adaptováno dle (Chen and Mellman, 2013).  
Jednotlivé kroky a onkologická terapie, která na ně cílí, jsou tyto (1) Uvolnění antigenů maligní buňkou – radioterapie, 
chemoterapie, cílená léčba (trastuzumab apod.), nejefektivněji terapie, která navozuje imunogenní buněčnou smrt. (2) 
Prezentace antigenů APC – protinádorové vakcíny, cytokiny zvyšující antigen prezentační vlastnosti dendritických buněk 
(IFNα, GM-CSF, agonista CD40, agonisté TLR). (3) Stimulace T-lymfocytů antigen prezentující buňkou – blokace CTLA-4, a 
stimulace CD137, OX40, či CD27; cytokiny stimulující T-lymfocyty: IL-2, IL-12. (4) Migrace protinádorových T-lymfocytů 
do maligní tkáně – inhibice regulačních T-lymfocytů, např. low-dose cyklofosfamid. (5) Infiltrace protinádorových T-
lymfocytů do maligní tkáně – anti-VEGF terapie s ohledem na normalizační okno. (6) Rozeznání maligních buněk 
protinádorovými T-lymfocyty – CARs. (7) Cytotoxická reakce a likvidace maligních buněk – blokace PD-1/PD-L1, inhibice 
IDO.  
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Shrnutí 

 

Habilitační práce představuje integrativní pohled biologa s klinickou zkušeností na solidní 

malignity z hlediska vztahu hostitel/nádor, konkrétně interakcí maligních buněk a „hostitelského 

organizmu“ ve smyslu i/ klinicky využitelných biomarkerů a ii/ patofyziologie maligních 

onemocnění se zaměřením na aspekty související s imunobiologií nádoru v kontextu vzniku a léčby 

maligních onemocnění.  

 

BIOMARKERY  

Originální výsledky výzkumu, který prezentuji v habilitační práci, přinesly řadu nových poznatků 

v oblasti biomarkerů, kde mají přímou implikaci pro  

i/ klinickou praxi, jako např. analýza stavu vyšetření genu KRAS v České republice a souhrn 

tehdejších doporučení v této oblasti (Příloha 1); studie vztahu mutace KRAS a efektu 

bevacizumabu a chemoterapie u léčby 1. linie pacientů s metastatickým kolorektálním 

karcinomem (Příloha 21); popis vztahu mezi farmakofenotypem a genotypem TMPT a způsob 

interpretace výsledků (Příloha 3); analýza metod pro sledování infekčních a septických stavů u 

pacientů se solidní malignitou (Příloha 10); analýza molekulární detekce původců sepse ve 

srovnání s kultivační metodou (Příloha 9); využití nádorového markeru HE4 pro diagnostiku 

gynekologických malignit, především ovarialního karcinomu (Příloha 12 a 13); doporučení 

odborných společností ČLS JEP k využití solubilních nádorových markerů pro klinickou praxi 

(Příloha 11).  

ii/ klinický výzkum, jako např. příprava protinádorových vakcín na bázi ex vivo aktivovaných, 

analýza jejich vlastností a návazný imunomonitoring pacientů léčených touto vakcínou (Výstup 

14); analýza cirkulujících imunitních efektorů a regulátorů u pacientů se solidní malignitou (Příloha 

15, 16, Výstup 11); exploratorní analýza hladin přirozených protilátek proti α(1,3)gal epitopu u 

onkologických pacientů (Příloha 20); analýza hladin vitamínu D ve vztahu k parametrům přežití u 

pacientů s metastatickým kolorektálním karcinomem (Příloha 6); exploratorní analýza prevalence 

alely DPYD*2A; detekce subsetů cirkulujících endoteliálních buněk (Výstup 16).  

 

 

IMUNOBIOLOGIE SOLIDNÍCH MALIGNIT V KONTEXTU PROTINÁDOROVÉ LÉČBY 

Přestože se o solidních malignitách stále častěji hovoří v „systémovém kontextu“, míní se tím 

zejména skutečnost, že maligní onemocnění je léčeno celkově podávanou léčbou, která se za 

platnosti známých farmakologických principů (farmakokinetika, farmakodynamika) dostává 

cirkulací do cílového místa. Významnou změnu pohledu na maligní onemocnění v kontextu jeho 

hostitele, resp. nositele přinesly nové terapeutické postupy jako je anti-VEGF či imunoterapie 

checkpoint inhibitory, díky nimž se na organizmus hostitele nepohlíží jako na „vessel“ k dodání 

terapie do místa působení. 



 

Podrobnější identifikace buněk tvořících to, co se dříve nazývalo obecně

v nádorové tkáni, se v dnešní době ukazuje být klíčovým prognostickým a v

prediktivním faktorem protinádorové léčby

dokladuje, že porozumnění imunobiologickým procesům v

kontextu imunitního stavu hostitelského organizmu, není jen akademickým

přesah do klinické praxe (Obrázek 60

nejen výzkumníky ale i klinickými onkology. 

klinické praxe v podobě personalizace léčby nejen s

aberace v maligní buňce, ale také s

tumoru a s ohledem na systémové faktory hostitelského organizmu 

imunosupresivní komponenty v cirkulaci, 

tj. od zvýšené toxicity protinádorové léčby po snížený efekt terapie 

střevního mikrobiomu (Vetizou et al., 2015

predikce jsou mimo histopatologického

nádorové tkáně také vyšetření cirkulujících

posouzení dynamiky v průběhu léčby relevantní z

existujícímu vzájemnému propojení mezi maligní tkání a 

relevantní také z patofyziologického a klinického hlediska 

2015). Aktuálně začínáme řešit projekt podpořený grantem Agentury zdravotnického výzkumu ČR 

s názvem „Colobiome: Tumour-adjacent microb

of heterogeneity and aggressiveness of colorectal cancer

(histopatologický nález, odpověd na léčbu) u pacientů s

střevním a intratumorálním mikrobiomem (stanoveno pomocí 16s rRNAseq), imunitní profil 

z nádorového mikroprostředí, molekulární markery (BRAF, KRAS, MSI) a genový profil, 

imunomonitoring periferní krve (detailní subpopulace T

buňky, anti-Gal protilátky; Výstup 8-

Výsledky léčby checkpoint inhibitory ukazují na potenci imunitního systému kontrolovat pokročilé 

onemocnění se špatnou prognózou 

limitovaná účinnost checkpoint inhibitorů ukazuje, že k

odbrždění imunitního systému třeba doplnit další terapeutickou komponentou, kter
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í identifikace buněk tvořících to, co se dříve nazývalo obecně leukocytárním infiltrátem 

dnešní době ukazuje být klíčovým prognostickým a v budoucnu 

ním faktorem protinádorové léčby (Ascierto et al., 2013; Galon et al., 2014

dokladuje, že porozumnění imunobiologickým procesům v nádorovém stroma v

kontextu imunitního stavu hostitelského organizmu, není jen akademickým zájmem, ale má 

60).  

 

Obrázek 60: Počet publikací s tématem
stroma ve vztahu ke klinickým parametrům za 
posledních 20 let.  
Údaje byly získány z ISI Web Of Science vyhledáváním 
termínů „cancer stroma clinical outcome
stroma predict“ OR „cancer stroma prognostic“. 
 

 

V současné době se objevují stále nové 

poznatky o nádorovém strom

hostitelského organizmu, díky 

pohled na maligní onemocnění komplexnější 

a v mnoha aspektech všeobecně přijímaný 

nejen výzkumníky ale i klinickými onkology. Velkou výzvou je nyní posun těchto poznatků do 

podobě personalizace léčby nejen s ohledem na skutečné či předpokládané 

ale také s ohledem na konkrétní pronádorové kompone

ohledem na systémové faktory hostitelského organizmu (např. komorbidity, 

cirkulaci, relevatní farmakogenotyp ve vztahu k celé škále efektu 

. od zvýšené toxicity protinádorové léčby po snížený efekt terapie (Výstup 2) či komponent

Vetizou et al., 2015)). Aktuální nástroje komplexní imunobiologické 

histopatologického vyšetření buněčných případně humorálních komponent 

cirkulujících imunitních efektorů a regulátorů, což je díky 

průběhu léčby relevantní z praktického hlediska a vzhledem k

vzájemnému propojení mezi maligní tkání a lymfatickým a krevním kompartmentem 

patofyziologického a klinického hlediska (Martens et al., 2016; 

Aktuálně začínáme řešit projekt podpořený grantem Agentury zdravotnického výzkumu ČR 

adjacent microbiome and immune profile of tumour in the context 

of heterogeneity and aggressiveness of colorectal cancer“, integrující klinické parametry 

(histopatologický nález, odpověd na léčbu) u pacientů s kolorektálním karcinomem stádia II a III se 

umorálním mikrobiomem (stanoveno pomocí 16s rRNAseq), imunitní profil 

nádorového mikroprostředí, molekulární markery (BRAF, KRAS, MSI) a genový profil, 

imunomonitoring periferní krve (detailní subpopulace T-lymfocytů, MDSC, T-reg, NK/NKT

-10, Výstup 13). 

Výsledky léčby checkpoint inhibitory ukazují na potenci imunitního systému kontrolovat pokročilé 

se špatnou prognózou jakým je metastatický maligní melanom. Na druhou stranu 

t inhibitorů ukazuje, že k dostatečnému protinádorovému efektu je 

odbrždění imunitního systému třeba doplnit další terapeutickou komponentou, kter

 

leukocytárním infiltrátem 

budoucnu snad i 

Galon et al., 2014). To 

nádorovém stroma v celkovém 

zájmem, ale má 

ématem nádorového 
stroma ve vztahu ke klinickým parametrům za 

cience vyhledáváním 
cancer stroma clinical outcome“ OR „cancer 

stroma predict“ OR „cancer stroma prognostic“.  

současné době se objevují stále nové 

poznatky o nádorovém stroma a kontextu 

, díky nimž je 

onemocnění komplexnější 

mnoha aspektech všeobecně přijímaný 

posun těchto poznatků do 

předpokládané 

ohledem na konkrétní pronádorové komponenty stroma 

(např. komorbidity, 

celé škále efektu 

či komponenty 

mplexní imunobiologické 

vyšetření buněčných případně humorálních komponent 

imunitních efektorů a regulátorů, což je díky 

ického hlediska a vzhledem k reálně 

lymfatickým a krevním kompartmentem 

Meirow et al., 

Aktuálně začínáme řešit projekt podpořený grantem Agentury zdravotnického výzkumu ČR 

iome and immune profile of tumour in the context 

“, integrující klinické parametry 

kolorektálním karcinomem stádia II a III se 

umorálním mikrobiomem (stanoveno pomocí 16s rRNAseq), imunitní profil 

nádorového mikroprostředí, molekulární markery (BRAF, KRAS, MSI) a genový profil, 

reg, NK/NKT-like 

Výsledky léčby checkpoint inhibitory ukazují na potenci imunitního systému kontrolovat pokročilé 

maligní melanom. Na druhou stranu 

dostatečnému protinádorovému efektu je 

odbrždění imunitního systému třeba doplnit další terapeutickou komponentou, kterou bychom 



 

 

 

103 

mohli hledat v cyklu adaptivní protinádorové imunity (Obrázek 59). Významným krokem v tomto 

procesu je prezentace nádorových antigenů v kontextu, který je schopen stimulovat imunitní 

systém, tedy navozením buněčné smrti, která je spojena s prezentací DAMPs a je imunogenní 

(Fucikova et al., 2015). Z klinického hlediska se jedná např. o hypofrakcionovanou radioterapii (De 

Wolf et al., 2015), termické ablace, jako jsou radiofrekvenční a mikrovlnná ablace či kryoablace 

(Chu and Dupuy, 2014), terapii antracykliny či oxaliplatinou (Obeid et al., 2007), ale také srdeční 

glykosidy, které překlápí neimunogenní buněčnou smrt navozenou cytostatiky jako mitomycin C, 

cisplatina na buněčnou smrt imunogenní, což bylo potvrzeno klinickým efektem u pacientek 

s karcinomem prsu (Kroemer et al., 2013; Menger et al., 2012). V případě imunoterapeutických 

postupů založených na prezentaci antigenů pomocí dendritických buněk je pravděpodobně 

efektivnější než pulzace jedním předpokládaným nebo verifikovaným nádorovým antigenem 

imunitnímu systému předkládat antigeny, jež jsou klonálními neoantigeny a jsou přítomné 

v maximální proporci nádorových buněk (McGranahan et al., 2016), nebo předkládat skutečné 

antigeny přítomné v nádorové tkáni daného jedince (Výstup 14).  

Významným faktorem úspěšnosti napříč různými postupy protinádorové terapie je modulace 

imunosupresivního prostředí nádoru směrem k prostředí umožňujícímu efektivní imunitní 

odpověď. V tomto ohledu se jeví slibně imunomodulace cílící na T-regulační lymfocyty, M2 

makrofágy, myeloidní supresorové buňky MDSC (Výstup 11) případně další komponenty 

pronádorového chronického zánětu (Výstup 5-6), čehož může být dosaženo léčivými přípravky, 

které jsou v současné době registrovány pro jiné než protinádorové aplikace (Meirow et al., 2015). 

V tomto kontextu se hovoří o tzv. „drug repositioning“ (a také „radiotherapy repositioning“), což 

je použití známých léčivých přípravků a léčebných postupů v nových indikacích, které vychází 

z nově popsaných mechanizmů účinku dané léčby (Gaya et al., 2015; Sistigu et al., 2011). 

Příkladem využití nového efektu stávajících léčiv je potenciál prevence kolorektálního karcinomu 

pomocí nízkých dávek metforminu, aspirinu (Výstup 4, Výstup 17) v kombinaci se suplementací 

vitamínem D pro prevenci hypovitaminózy D (Výstup 3). V posledních letech došlo také 

k částečnému přehodnocení a doplnění předpokládaného proti-nádorového efektu 

antiangiogenní terapie (Výstup 15) a to s ohledem na průběh efektu v nádorové tkáni, kdy zprvu 

dochází k normalizaci nádorové vaskulatury, což umožní infiltraci imunitních efektorů a jejich 

cytotoxickou aktivitu směrem k maligním buňkám, a po delším podání následuje regrese 

vaskulatury (Výstup 16) a navození hypoxie bez adekvátní regrese tumoru, což klinicky vede 

k progresi onemocnění. Přehodnocení mechanizmu účinku antiangiogenní terapie také poukazuje 

na to, že není možné jednoduše provádět translaci klinického efektu z metastatického 

onemocnění do adjuvantní polohy (Allegra et al., 2011; Ebos et al., 2009). 

Současný koncept personalizované protinádorové léčby (vycházející z hematoonkologického 

paradigma Bcr-Abl a imatinib) pracuje s odhalením aberací v maligních buňkách konkrétního 

jedince a tyto aberace se pak stávají cílem protinádorové terapie (Výstup 1). Nicméně plně 

maligně transformovaná maligní buňka nese několik aberací/mutací (Hanahan and Weinberg, 

2011, 2000) a během léčby dochází k selekci buněčných subtypů rezistentních na terapii cílenou 

na jednu aberaci. Celkový výsledek cílení protinádorové léčby na jednotlivé aberace závisí na 

kontextu dalších abnormalit v dané buňce či klonální buněčné populací (Výstup 12). Na druhou 

stranu epiteliální nádorové buňky nejsou příliš autonomní a jejich přežívání a propagace 

v prostředí hostitelského organizmu závisí na funkci a kontextu nádorového mikroprostředí. 
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Protinádorová terapie by tedy měla pracovat s komponentami nádorového stroma na lokální i 

systémové úrovni (imunomodulace, regulace angiogeneze) a spíše než na jeden cíl/jednu aberaci 

by měla být zaměřena na více aberantních komponent (maligních buněk a mikro- a 

makroprosředí tumoru) jak je tomu v případě kombinované metronomické léčby. Tento koncept 

se může uplatnit nejen při léčbě makroskopického onemocnění, ale také u časných stádií 

maligních onemocnění, kde se volí mezi toxickým adjuvantním režimem, který má za cíl zlikvidovat 

mikroskopická rezidua (diseminované případně lokální) onemocnění, nebo strategií sledování 

„watch and wait“ v případech, kde není prokázaný benefit vysokodávkovaných MTD adjuvantních 

režimů nad nežádoucími účinky. Zde je na místě uvažovat o modulaci podmínek hostitelského 

organizmu ve smyslu vytvoření prostředí, které bude imunokompetentnější (např. eliminací T-reg 

a MDSC) a nebude umožňovat propagaci/aktivaci dormantních nádorových buněk. Potlačení růstu 

nádoru nikoli přímým působením na maligní buňky, ale modulací vlastností organizmu ve smyslu 

vytvoření hostilních podmínek pro maligní buňky považoval za zásadní již dr. Coley ve své práci 

s imunoterapií  inoperabilních nádorů, kdy cituje dr. Ewinga: „….. These remarkably delicate 

nutritional requirements of the cancer-cell suggest that some means may be found to render the 

human patient’s tissue unfavourable for cancer growth.“ doplňuje úvahou vycházející z vlastních 

poznatků „And this is exactly what, in my opinion, the toxins do in sarcoma“ (Coley, 1910). 
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SEZNAM ZKRATEK 

ADCC   antibody-dependent cell-mediated cytotoxicity  
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CAR, CARs  chimeric antigen receptor 

CDC   complement-dependent cytotoxicity 

CEA   carcinoembryonic antigen, karcinoembryonální antigen  
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CTLA-4   cytotoxic T-lymphocyte-associated protein 4 

ČLS JEP   Česká lékařská společnost Jana Evangelisty Purkyně 

ČP   čisté protory 

DAMP, DAMPs  danger associated molecular patterns 

DB, DC   dendritická buňka 

DCA   kyselina deoxycholová 
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EBV   virus Epstein-Barrové 

ECM   extracelulární matrix 
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FDA   Food and Drug Administration 
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FU   fluorouracil 

FUTP   fluoruridin trifosfát 

GAP   GTPase activating protein 

GEF   guanine nucleotide exchange factor  

GM-CSF  granulocyty/makrofágy – kolonie stimulující faktor 
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GMP   good manufacturing practice, správná výrobní praxe 
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MHC II   hlavní histokompatibilní komplex třídy II 
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NF   nukleární faktor 

NHL   non-Hodgkinův lymfom 

NKR   natural killer receptor 

NSCLC   nemalobuněčný karcinom plic 

OLM   Oddělení laboratorní medicíny 

OS   overall survival, celkové přežití 

OX   oxaliplatina 

PAMP   pathogen associated molecular patterns 

PAR   protease activated receptor 

PDGF   platelet-derived growth factor 
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PHD2   prolyl hydroxylase domain 2 
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PSA   prostatický specifický antigen 

PFS   progression-free survival, přežití bez progrese 
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VEGF   vascular endothelial growth factor, vaskulární endoteliální růstový faktor  
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